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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Colitis Ulcerosa und kolorektale Karzinognese

1.1.1 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Unter chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) werden rezidivierend oder
kontinuierlich akute entzlindliche Erkrankungen des Darms, seltener anderer Abschnitte
des Verdauungstraktes, zusammengefasst. Abhadngig von der Lokalisation und den
mikroskopischen Verdanderungen wird zwischen verschiedenen Krankheitsbildern
unterschieden. Die haufigsten Vertreter der CED sind die Colitis Ulcerosa (CU) und der
Morbus Crohn (MC). Im Gegensatz zum MC, der den gesamten Verdauungstrakt und
verschiedene Schichten der Darmwand betreffen kann, beschrankt sich die CU
vorwiegend auf die Schleimhaut des Dickdarms (Colon). Die pathologischen
Charakteristika der CU sind die kontinuierliche, von aboral beginnende akute Entziindung
der Mukosa und z. T. der Submukosa, sowie teils auch Schleimhautulzerationen (Herbst et
al., 2006; Ullman und Itzkowitz, 2011; Francescone et al., 2015).

Die Pravalenz der CED ist in westlichen Industrienationen wie Europa und Nordamerika
am hochsten und liegt bei 37-246 (CU) bzw. 29-199 (MC) Fallen, gefolgt von Japan, Korea,
Hong Kong, Sudafrika und Israel. In weniger entwickelten Landern besteht nur eine
geringe Pravalenz (D'Amato und Rioux, 2013). Die Inzidenz des MC (5,6) nimmt seit den
1960er Jahren stetig zu, wahrend die der CU (20,3) weitgehend konstant bleibt (Baumgart
und Carding, 2007; Ullman und Itzkowitz, 2011). Die Erkrankungen beginnen oftmals im
Alter von 15 bis 35 Jahren, wobei kein geschlechtsspezifischer Unterschied angegeben
wird (Danese und Fiocchi, 2011). Beide Erkrankungen gelten als idiopathisch. Die erhdhte
Inzidenz der CED wird in urbanen Gebieten der Industrienationen zusatzlich durch
psychosozialen Stress getriggert. Das Rauchen als weiterer gesundheitlicher Risikofaktor
erhoht zwar das Risiko fiir MC, mindert aber das der CU (D'Amato und Rioux, 2013). Die
Ursache der Entziindung wird derzeit in einer aberranten und exzessiven Immunantwort
auf Umweltfaktoren (Erndhrung, Hygienestandard, bakterielle Infektionen des Darms,
Medikationen, o. A.) bei genetischer Disposition (familidre Cluster) vermutet (Baumgart
und Carding, 2007). Die gegen die Darmflora gerichtete Immunantwort schadigt
langfristig das Darmepithel. Nach langerer Dauer (8-15 Jahre) und in Abhangigkeit der
Ausdehnung (extensiv, Pancolitis) der CU besteht ein um bis zu 33 % erhohtes Risiko an
einem kolorektalen Karzinom zu erkranken (Mitamura et al., 2002; Francescone et al.,
2015), da die Entziindung der Darmwand langfristig, bedingt durch epitheliale Schaden,
zur Durchlassigkeit fiir Toxine und Karzinogene fiihrt.
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1.1.2 Kolorektale Karzinome

Kolorektale Karzinome stellen die dritthdaufigsten Malignome weltweit dar und weisen
eine hohe Letalitat auf (Grivennikov, 2013). Umweltfaktoren scheinen eine Rolle in der
Atiologie zu spielen, da nur 5% der kolorektalen Karzinome einer familidr-genetischen
Historie zugeordnet werden kdnnen (Baumgart and Carding, 2007). Nach einem Modell
von Fearon und Vogelstein, der Adenom-Karzinom-Sequenz, entwickelt sich das
sporadische kolorektale Karzinom aus benignen Vorlduferlasionen, den Adenomen
(Fearon und Vogelstein, 1990). Fiir die Pathogenese gilt dabei die in (Abb. 1) dargestellte,
typische Abfolge genetischer und epigenetischer Ereignisse (Ullman und ltzkowitz, 2011).
Dabei muss angemerkt werden, dass bereits Adenome erste genetische Veranderungen
aufweisen, die histomorphologisch zum Merkmal der intraepithelialen Neoplasie
(Dysplasie)  fuhren. Weitere zugrundeliegende  molekulare  Ereignisse  sind
Mikrosatelliten-Instabilitdt (MSI), Chromosomale Instabilitat (CIN), Verdanderungen in
Tumorsuppressorgenen - wie APC (Adenonatous Polyposis Coli), p53, und DCC (Deleted in
Colorectal Carcinoma) - oder Onkogenen, wie k-ras.

Auch im CU-assoziierten kolorektalen Karzinom spielen diese molekularen Ereignisse
eine grundlegende Rolle, allerdings in veranderter zeitlicher Abfolge und Frequenz, wie in
(Abb. 1) dargestellt (Ullman und Itzkowitz, 2011).

Sporadic colon cancer

Aneuploidy
Methylation

msi
APC a0 DCC/DPC4| [ ps3 |

Normal "‘ Early "; Intermediate "‘ Late V‘{ = I
mucosa 7| adenoma 77| adenoma ~|adenoma > [Carcinoma

Colitis-associated colon cancer

Aneuploidy/CIN
MSI
Methylation
COX-2
p53 p53
mut. LoH| [bccrppca
Colitis; Indefinite l, Low-grade High-grade N i
no dysplasia dysplasia dysplasia dysplasia

Abb. 1: Molekulare Pathogenese kolorektaler Tumoren. Molekulare Pathogenese des
sporadischen kolorektalen Karzinoms (oben) und des CU-assoziierten kolorektalen
Karzinoms (unten) aus Ullmann 2011 (Ullman und Itzkowitz, 2011). Zugrundeliegende
molekulare Ereignisse wie MSI, CIN, Veranderungen in Tumorsuppressorgenen - wie APC,
p53, und DCC - oder Onkogenen, wie k-ras spielen in der sporadischen als auch in der
CU-assoziierten Karzinogenese eine Rolle, jedoch in veranderter zeitliche Abfolge.
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Das Tumorsuppressorprotein p53 hat eine zentrale Rolle in der DNA-Schadenskontrolle
inne und gilt als ,Wachter des Genoms”. Es gewihrleistet Giber seine Zielproteine p21WA™
und GADDA45 die Reparatur der DNA und den Fortgang des Zellzyklus. Somit wird ein
Wachstumsvorteil in Zellen mit mutiertem p53 aufgrund fehlender Zellzyklussteuerung
vermutet der die neoplastische Transformation voran treibt (Hussain et al., 2000). Studien
an Colektomie-Praparaten von CU-Patienten belegen, dass p53 in mehr als 50% der Falle
mutiert vorliegt. Es ist zu vermuten, dass diese Beobachtung Folge der chronischen
Entzindung ist (Ullman und Itzkowitz, 2011). Auch die MSI tragt durch Mutationen bzw.
Promotorhypermethylierung in DNA-Reparaturgenen mit der Folge ausbleibender
Reparaturmechanismen zur Haufung von Mutationen in neu replizierter DNA bei. Die
haufigste Form der genomischen Instabilitdt in der Pathogenese der CU-assoziierten
kolorektalen Karzinome ist die CIN, induziert durch Aneuploidie (Seril et al., 2003).
Weiterhin kommt korrespondierend mit der Zunahme intraepithelialer Neoplasien zu
Mutationen in den Genen DCC (Fearon und Vogelstein, 1990), k-ras und APC (Seril et al.,
2003). Dadurch wird eine Tumorprogression beglinstigt. K-ras-abhangige Signalwege
regulieren (ber MAPK (mitogen-activated protein kinase) und PI3K/AKT die
Tumorzellproliferation, deren Wachstum und Uberleben sowie die Invasion und
Metastasierung. APC ist ein negativer Regulator des Wnt-Signalweges und an der
Degradation von f-Catenin beteiligt. Sein Verlust fordert Protoonkogene wie c-Myc
(Lemieux et al., 2014).

1.1.3 Entziindungsassoziierte Karzinogenese

Bereits 1863 bemerkte Rudolf Virchow, dass Entziindungszellen im Tumorgewebe
vorkommen und sich Tumore besonders an chronisch entziindeten Stellen entwickelten
(Balkwill und Mantovani, 2001). Seitdem haben viele klinische und epidemiologische
Studien diesen Zusammenhang bestatigt. So sind etwa ein Viertel aller
Krebserkrankungen mit einer chronischen Entziindung assoziiert (Balkwill und Mantovani,
2001; Hussain und Harris, 2007; Mantovani et al., 2008). Das Risiko an einem kolorektalen
Karzinom zu erkranken ist bei CU-Patienten, abhangig von der Erkrankungsdauer
und -ausdehnung, um etwa 33 % erhoht (Mitamura et al., 2002; Francescone et al., 2015).
Klinische Studien zeigten, dass auch die Effektivitdit der antientziindlichen Therapie
groBen Einfluss auf die Pravalenz der CU-assoziierten Karzinome hat. Weiterhin belegen
experimentelle Studien, dass Karzinome entziindungsgetriggert entstehen konnen. So
fihrte in Azoxymethane-Mausmodellen (AOM) eine Einzelinjektion der karzinogenen
Substanz Azoxymethan nur dann zur Malignombildung, wenn gleichzeitig eine chronische
Entziindung induziert wurde. In nicht entziindetem Gewebe fiihrte erst die mehrfache
Injektion des Karzinogens zur Tumorinduktion (Neufert et al., 2007; Grivennikov und
Karin, 2010). Auch viele genetische, pharmakologische und molekulare Studien belegen
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die tumorférdernde Eigenschaft der Entziindung und lassen einen crosstalk zwischen
Entziindung und Onkogenese vermuten; Review (Grivennikov, 2013).

Bezug nehmend auf den zelluldiren und molekularen Zusammenhang zwischen
Entziindung und Karzinogenese kann zwischen zwei Signalwegen unterschieden werden:
einem extrinsischen, bei dem die Entziindung die Tumorentstehung fordert, und einem
intrinsischen, bei dem genetische Veranderungen (Onkogene) die Ausbildung von
Neoplasien fordern und so ein entziindliches Mikroklima geschaffen wird (Colotta et al.,
2009). Beide Wege fiihren (iber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, Onkogenen
und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur sogenannten Tumor-assoziierten
Entziindung (Mantovani et al., 2008). Die bei einer chronischen Entziindung involvierten
Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen (Meira et al., 2008) bedingen die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren und das resultierende Mikromilieu fordert die
Progression, Angiogenese, Migration, Invasion und Metastasierung des Tumors (Abb. 2)
(Mantovani et al., 2008; Grivennikov und Karin, 2011).

Immune cells .\
Tumor

cytokmes ROS RNI initiation

Pre -malignant cell

e

Epigenetic alterations Mutations

S

Immune cells

\ Tumor

cytokini chemokines promotion
E Cancer cell

Survival, growth, angiogenesis

S
Immune ceIIs
Tumor

ytoklnes proteases chemoklnes metastasis
- Cancer cell
EMT, survival Invasion, motility

Current Opinion in Genetics & Development

Abb. 2: Mechanismen entziindungsbasierter Tumorentwicklung. Entziindungsmediatoren und
das resultierende Mikromilieu fordern die Progression, Angiogenese, Migration, Invasion
und Metastasierung des Tumors aus Grivennikov 2010 (Grivennikov und Karin, 2010).
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Durch die von Makrophagen ausgeschiitteten entziindungsférdernden Zytokine wie TNFa
(tumor necrosis factor a) und IL-6 (Interleukin 6) werden onkogene Transkriptions-
faktoren wie NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), AP-1
(activator protein 1) und STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) in
epithelialen Zellen aktiviert, die die Transkription, Proliferation und das Uberleben von
Zellen fordern (Grivennikov und Karin, 2011). Neuere Studien belegen, dass TNFa nicht
nur von Immunzellen wie Makrophagen, sondern auch von den Epithelzellen selbst in
entziindetem Gewebe sezerniert wird (Francescone et al., 2015). Neben der Sekretion
dieser Zytokine und Aktivierung der Transkriptionsfaktoren spielen auch angiogene
Faktoren und die durch Immunzellen produzierten Chemokine wie reaktive
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoff-Spezies (RNS) eine beutende Rolle in der Karzinogenese
(Terzic et al., 2010). ROS und RNS kénnen direkt oder Gber Intermediate zu DNA-Schaden
und Mutationen fihren (Abb. 3) (Lu et al.,, 2006) oder schadigen indirekt, durch
Rekrutierung anderer entziindungsfordernder Zellen (Federico et al., 2007b).

Normal Epithelia ===+ Inflamed Eplthella b Macrophages/neutrophils

ithelial Da ]
and Reactive Oxygen and

generatign, Nitrogen Species:
HZOZ, OH, 0,, NO, ONOO-

Epigenetic changes: Genetlc alterations:
Altered DNA . Mutation
methylation ™ Strand break
Telomere shortening

*

Dysplasia and Carcinoma

Abb. 3: Modell entziindungsbedingter Veranderungen genetischer und epigenetischer Art.
Entziindungsbedingte Sekretion von ROS/RNS schiddigt das Epithel und fihrt zu
epigenetischen und genetischen Veranderungen, die die Dysplasie und Tumorgenese
fordern; aus Seril 2003 (Seril et al., 2003)

Der Zusammenhang zwischen Entziindung und Tumorgenese ist somit unumstritten
(Coussens und Werb, 2002). Und bereits 2009 wurden die von Hanahan und Weinberg
definierten sechs Kennzeichen maligner Tumore (,Hallmarks of Cancer”) (Hanahan und
Weinberg, 2000) um ein siebtes Zeichen, die Entziindung, erweitert (Colotta et al., 2009).
Allerdings konnte bisher die Frage, ob die Entziindung allein ausreichend fiir die
Tumorinitiation ist, nicht hinreichend beantwortet werden (Mantovani et al.,, 2008;
Grivennikov und Karin, 2010).
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1.2 Oxidativer Stress und Karzinogenese

Unter physiologischen Bedingungen werden intrazellular sogenannte Intermediate des
Sauerstoffs und Stickstoffs gebildet: ROl (Reactive Oxygene Intermediate) und RNI
(Reactive Nitrogene Intermediate). Diese Metaboliten wie O;* (Superoxidanionradikal)
und H,0, (Wasserstoffperoxid), dienen vor allem als Signalmolekdle fir den Stoffwechsel,
Zellzyklus und intrazellulare Signalwege (Federico et al., 2007a). H,0; ist dabei kein freies
Radikal im eigentlichen Sinne, wird aber zu den ROS gezahlt, da es die Fahigkeit besitzt
hochreaktive Hydroxylradikale (*OH) zu bilden. Der Korper verfligt zur Aufrechterhaltung
des Gleichgewichts zwischen Signalmolekilen und schadigender Menge an ROS/RNS Uber
sogenannte Antioxidantien, wie die Superoxiddismutase (SOD), Katalasen und
Peroxidasen (Thannickal und Fanburg, 2000). Herrscht ein Ungleichgewicht zwischen ROI,
RNI und verminderter antioxidativer Abwehr so kommt es zum oxidativen Stress.

CED wurden bereits 2003 von Hussein et al. als ,oxyradical overload disease”
bezeichnet. Freie Radikale greifen dabei in viele metabolische Prozesse ein und kdnnen
DNA, RNA, Proteine und Lipide oxidieren oder deaminieren (LihBrody et al., 1996; Hussain
et al., 2003; Meira et al., 2008). Daher spielen oxidativer Stress und durch Immunzellen
wie Makrophagen produzierte grofe Menge an ROS und RNS, die die DNA schéadigen, in
der CU-assoziierten Karzinogenese eine grolRe Rolle (Abb. 4) (Roessner et al., 2008; Kraus
und Arber, 2009). Durch die verminderte antioxidative Abwehr kann es so zu Schaden am
kolorektalen Epithel und zu erhohter Permeabilitdit der Mukosa fir Toxine und
Karzinogene kommen (Bulbil et al.,, 2014), woraus Mutationen, Strangbriichen,
Telomerverkiirzungen und Veranderungen im Methylierungsstatus resultieren kénnen.
Die entziindungsbedingte erhdhte Zellumsatzrate fiihrt dann zu Replikationsfehlern und
Manifestation eben dieser und beschleunigt die epigenetische Veranderungen (Seril et al.,
2003) und begiinstigt so die Karzinogenese.

Die haufigste ROS unter physiologischen Bedingungen stellt das O;* dar, welches vor
allem in der Atmungskette der Mitochondrien durch unvollstandige Reduktion des
molekularen Sauerstoffs anfallt (LihBrody et al., 1996; Mangerich et al.,, 2013). Die
erhohten ROS/RNS-Level wahrend der CED kommen zum einen durch die Entziindung
selbst zustande, zum anderen produzieren im Frihstadium der Erkrankung die
Epithelzellen erh6hte ROS-Level (Zhu und Li, 2012). Die Infiltration mit Entzindungszellen
als Kennzeichen der CED (Maloy und Powrie, 2011) zieht bei deren Aktivierung die
Produktion groBer Mengen an ROI/RNI durch die NAD(P)H-Oxidasen (NOX1, NOX2) und
die Stickstoffoxide-Synthase (iNOS) nach sich. Und auch die Epithelzellen verfligen tber
NOX und iNOS Enzyme, die der korpereigenen Abwehr dienen und die durch
entziindungsbedingte Zytokine wie TNFa oder IFN-y (Interferon-y) aktiviert werden
kénnen (Zhu und Li, 2012; Mangerich et al., 2013).
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Abb. 4: Chemische und biologische Mechanismen der Entziindung; aus Mangerich 2013
(Mangerich et al., 2013). Immunzellen wie Makrophagen bedingen die Ausschiittung
entzindungsférdernder ROS/RNS wie H:02, aus denen reaktive Intermediate gebildet
werden, die die DNA schadigen kdénnen und so die Karzinogenese vorantreiben. iNOS,
inducible nitric oxide synthase; MPO, myeloperoxidase; NOX, NADPH oxidase; XO, xanthine
oxidase.

Durch die SOD wird das O2* in H,0, umgewandelt, das dann durch Katalasen und
Glutathion-Peroxidasen in Wasser und Sauerstoff umgewandelt wird. Gerade
Immunzellen wie Neutrophile und Makrophagen verfiigen tGber eine groBe Menge an SOD
(Pravda, 2004). Akkumuliert H,0; kann es lber die Fentonreaktion in das hochreaktive
*OH umgewandelt werden, das als das am starksten schadigende Radikal gilt. AuRerdem
ist H,02 selbst hoch membrangéangig und wirkt als Signalmolekdl an zelluldaren Prozessen
wie  Phosphorylierungskaskaden mit. Diese ziehen dann Proliferation und
Zytokinausschittungen nach sich (Mangerich et al., 2013). Ein Zusammenhang zwischen
H.0; und der CED konnte schon friih infolge von kurierender Darmspilungen mit H.O;
ermittelt werden. Und auch an einer Studie mit Ratten flhrte eine rektale Injektion einer
nur 3%igen H,0,-Losung zur CED (Pravda, 2004). Weiterhin konnte MacFie et al. zeigen,
dass die H,0,-Produktion bei aktiver Colitis im Epithel selbst stattfindet, was wiederum
den Entzlindungsprozess durch Rekrutierung von Immunzellen vorantreibt (MacFie et al.,
2014).
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1.3 DNA-Schadenskontrolle und Zellzyklusregulation

Jede der rund 10 Billionen Zellen im menschlichen Koérper erfdahrt taglich mehrere
zehntausend DNA-Lasionen (Lindahl und Barnes, 2000; Chen et al., 2012). Ohne Reparatur
kommt es dadurch zu Mutationen, Aberrationen, Einzel- (SSB) oder
Doppel-Strangbriichen (DSB) der DNA, Replikations- und Transkriptionsabbrichen und
nachfolgend zur Beeintrachtigung der Viabilitat (Jackson und Bartek, 2009). Um die
genetische Stabilitat aufrecht zu erhalten, haben Zellen eine DNA-Schadenskontrolle
entwickelt, die es ihnen ermdglicht, den Schaden zu detektieren und eine Reparatur
einzuleiten. Der Schaden wird von Sensoren erkannt und an Signalgeber (Transducer)
weitergegeben. Effektor-Proteine induzieren anschlieBend die Verzogerung oder den
Stopp des Zellzyklus und ermoglichen so eine Pause, in der Reparaturmechanismen
greifen kdnnen. Innerhalb des Zellzyklus existieren analog zu den einzelnen Phasen G1
(Gap1), S (Synthese), G2 (Gap2) und M (Mitose) diverse Kontrollpunkte. Am Ubergang
G1/S wird die Replikation geschadigter DNA verhindert. Wird der G1-Kontrollpunkt
trotzdem Uberwunden bzw. kommt es wadhrend der S-Phase zu Schaden wird am
Intra-S-Kontrollpunkt die Replikation unterbrochen. Am Ubergang G2/M wird bei
bestehendem Schaden der Eintritt in die Mitose verhindert. Der korrekte Aufbau des
Spindelapparates wird wahrend der Mitose am M-Kontrollpunkt tberpriift (Poehlmann
und Roessner, 2010; Chen et al., 2012; Weinberg, 2013). Zu Beginn der G1-Phase erfolgt
die Regulation im Besonderen Uber externe Faktoren und es wird die Entscheidung Uber
Differentiation, Ruhezustand (GO-Phase) oder programmierten Zelltod (Apoptose) bei
irreparablen Schaden getroffen (Boonstra und Post, 2004). An allen Kontrollpunkten
spielen Zykline und deren Aktivatoren, die zyklinabhdngigen Proteinkinasen (CDK:
cyclindependent protein kinases) eine wichtige Rolle.

Die wichtigsten DNA-Schadenssensoren sind die Proteinkinasen ATM (Ataxia
telangiectasia mutated protein) und ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein),
welche vorwiegend durch DSB oder RPA- (replication protein A) markierte ssDNA
rekrutiert werden. Als nachfolgende Transducer reduzieren die Proteinkinasen Chkl und
Chk2 (checkpoint kinase) zusammen mit ATM/ATR die Aktivitdt der CDK z. B. Uber die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53. Gleichzeitig wird durch die transkriptionelle
oder post-transkriptionelle Induktion von DNA-Reparaturproteinen, die Rekrutierung von
Reparaturfaktoren und die Aktivierung der Reparaturproteine eine Reparatur der
DNA-Schaden ermdglicht (Jackson und Bartek, 2009). Auch die Chromatinstruktur spielt
eine wichtige Rolle in der Schadensantwort. So werden DSB innerhalb kiirzester Zeit
durch eine Histon H2A Variante (H2A.X) markiert, die ATM-, ATR- oder
DNA-PK- (DNA-dependent protein kinase) vermittelt, an Serin 139 oder 142
phosphoryliert wurde (yH2A.X) und an der Schadensstelle akkumuliert. Uber Zielproteine
wie z.B. MCPH1 (Microcephalin) kdnnen zum einen Reparaturproteine rekrutiert und zum
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anderen Uber ATR und Chk1/2 ein Zellzyklusarrest eingeleitet und so eine Reparatur
ermoglicht werden (Bonner et al., 2008).

1.3.1 Chk1 im Zellzyklus und in der DNA-Schadensantwort

Chk1 wurde erstmalig 1993 von Walworth et al. als Serin/Threonin-Kinase mit einer Rolle
im Zellzyklus nach DNA-Schaden in Hefen (fission yeast) identifiziert (Walworth et al.,
1993). Das entsprechende Ortholog in humanen Zellen wurde 1997 beschrieben (Sanchez
et al., 1997). Es ist sowohl nukledr, als auch zytoplasmatisch lokalisiert und kann am
Chromosom oder in den Zentrosomen gebunden vorliegen (Zhao et al., 2002; Kramer et
al., 2004; Smits et al., 2006; Niida et al., 2007). Das Molekulargewicht betragt ~56 kDa
(476 Aminosauren) und die Sequenz, schematisch in Abb.5 dargestellt, ist zum Telil
hochkonserviert. Die Chk1 Kinasedomane besteht aus zwei Subdomanen, einer kleineren
N-terminalen Domaéne aus f3-Faltblattern und einer mehr als doppelt so grofRen helikalen
C-terminalen Domane, die durch eine linker-Region miteinander verknipft sind. Die
C-terminale Domane (bt vermutlich intramolekular eine inhibierende Funktion aus. Die
dort gelegene SQ/TQ-Domaédne hat verschiedene konservierte Serin-Glutamin- (SQ) oder
Threonin-Glutamin- (TQ) Motive, bei denen bevorzugt die Serin-Reste durch ATR
phosphoryliert werden (Zhao et al., 2002). Die ATR abhangige Phosphorylierung der
Serin-Reste 317 und 345 ist essentiell fiir eine Anderung der Konformation und somit fiir
die Aktivierung von Chkl (Wang et al., 2012; Patil et al., 2013). Nach Phosphorylierung
der Serin-Reste 317/345 kommt es an Serin 296 zur Autophosphorylierung was eine
raumlich-zeitliche Regulation innerhalb des Zellkerns nach sich zieht und einer
Terminierung der Chkl-abhdngigen Mechanismen dient (Kasahara et al., 2010). Studien
belegen, dass phosphoryliertes Chkl eine deutlich héhere Kinaseaktivitat, als die
unphosphorylierte  Variante besitzt (Chen et al, 2000). Neben weiteren
kontextabhangigen Phosphorylierungsstellen ist auch die Mobilisation und Lokalisation
von Chk1 stark kontextbedingt (Goto et al., 2012).

Infolge von DNA-Schaden wird Chkl am S- oder G2/M-Kontrollpunkt durch am
Chromatin gebundenes ATR und Repression inhibierender Faktoren (Walker et al., 2009)
oder in Claspin-abhangiger Weise infolge stockender Replikation (Chen et al., 2012)
phosphoryliert. Aktiviertes Chkl kann die Replikation der DNA verzégern, die
Replikationsgabel stabilisieren und so den Eintritt der Zelle in die Mitose und zunachst
den apoptotischen Zelltod verhindern (Sanchez et al., 1997).

Doch auch im ungestorten Zellzyklus Gibt Chkl durch die Regulation der Replikation
(Goto et al., 2012) eine wichtige Funktion aus. So wird der Zeitpunkt des Mitosestarts
indirekt, durch Lokalisationsanderungen von nukledr nach zytoplasmatisch, Uber
Chk1-abhangige CDKs reguliert (Enomoto et al., 2009; Matsuyama et al., 2011). Auf diese
Weise verhindert Chk1 die verfriihte Mitose bei unvollstandiger DNA-Synthese.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Chkl-Proteins; aus Zhang 2014 (Zhang und Hunter,
2014). Humanes Chkl1l: Domaénenstruktur, Phosphorylierungsstellen, interagierende
Proteine und Domanenfunktion. SQ, Ser/GIn cluster; CM, conserved motif; NES, nuclear
export signal; NLS, nuclear localisation signal; h, human; sp, S pombe; x, Xenopus; PIP,
PCNA-interacting protein.

Eine dritte, zentrosomale Rolle von Chkl (Kramer et al., 2004) steht ebenfalls mit dem
Eintritt in die Mitose im Zusammenhang. Es wird vermutet, dass Chkl in der spaten
G2-Phase am Zentrosom akkumuliert um Cdc25B zu phosphorylieren - eine Phosphatase,
die CDK1 aktiviert und die dadurch inhibiert wird. Allerdings wird diese Theorie
mittlerweile kontrovers diskutiert (Matsuyama et al., 2011).

Unumstritten ist die kritische Rolle von Chkl im Spindel-Kontrollpunkt in der M-Phase
des Zellzyklus. In Chkl-defizienten Zellen kommt es nach Behandlung mit einem
Microtubuli-Abbau-Hemmer zu Chromosomenmissegregationen und infolge dessen zu
genomischer Instabilitdt. Dies lasst vermuten, dass Chk1 die Lokalisation der Kinetochore
Uber Aurora B reguliert (Zachos et al., 2007). Defekte Spindel-Kontrollpunkte beglinstigen
somit CIN, Aneuploidie und daraus folgend die Tumorgenese.

Beziiglich der Lokalisation von Chkl haben Smits et al. festgestellt, dass wahrend aller
Zellzyklusphasen 20 % des zellularen Chkl chromatingebunden vorliegt (Smits et al.,
2006). Eine schnelle Dissoziation des Chkl vom Chromatin scheint die Zellzyklusantwort
zu fordern. Da die Dissoziation von Chkl vom Chromatin deutlich mit seiner
Phosphorylierung korreliert, wird vermutet, dass die Lokalisation am Chromatin fir eine
effektive Verteilung von Chkl im Kern essentiell ist und nukledre Zielproteine so schnell
und effektiv erreicht werden kdnnen. AulRerdem entsteht so eine raumliche Nahe zu ATM
und ATR wodurch die Phosphorylierung von Chkl ermdéglicht wird (Niida et al., 2007).
Daraus lasst sich auch die neueste Funktion von Chkl, die eines

10
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Chromatin-modifizierenden Transkriptionsfaktors, ableiten (Enders, 2008). Chkl
phosphoryliert Histon H3 an Threonin 11 (T11) und ermoglicht so die Bindung von GCNs
(general control nonderepressible 5) welches dann H3 an Lysin 9 (K9) acetyliert (Shimada
et al., 2008). Das bedeutet, dass ATR/ATM-abhangige Dissoziation von Chkl vom
Chromatin mit einer Reduzierung von phospho-H3™!, acetyliertem H3X°, der
GCNs-Bindung und daraus folgend der Transkription von bis zu 200 Genen oder
Phosphorylierungen an anderen Histonen einhergeht (Enders, 2008).
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Abb. 6: Rolle von Chk1 im Zellzyklus und in der DNA-Schadens-Antwort; aus Dai 2010 (Dai und
Grant, 2010). Durch DNA-Schiden werden DNA-Strangbriiche generiert, die eine
ATR-abhangige Aktivierung von Chk1 nach sich ziehen. Der ATR/ATRIP-Komplex wird Gber
RPA an die markierte DNA rekrutiert. Nachfolgend wird Chk1 an Serin 317/345 durch ATR
phosphoryliert und damit aktiviert. Aktiviertes Chkl phosphoryliert diverse
nachgeschaltete Effektoren, die in die Zellzykluskontrolle, die DNA-Replikationskontrolle,
den mitotischen Spindelkontrollpunkt und weiterhin in die DNA-Reparatur, die Apoptose,
sowie die Transkription involviert sind. Demnach stellt Chkl eine Kinase mit zentraler
Bedeutung fur das DNA-Schadens-Netzwerk dar.
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1.3.2 JNK MAPK im Zellzyklus und in der DNA-Schadens-Antwort

Oxidativer Stress aktiviert die MAPKs (Mitogen-activated protein kinases). Wobei die ERK
(extracellular signal-regulated protein kinase) vorwiegend mitogen aktiviert wird und als
Proliferations- und Differentiationsfaktor wirkt (Cobb, 1999). MAPK p38, auch MAPK14
genannt, und besonders JNK/SAPK (c-Jun N-terminale Kinase oder stress-activated protein
kinase) hingegen werden bei Verdanderungen im Redoxgleichgewicht aktiviert.

Drei Gene kodieren fiir die JNK 1-3, wobei JNK1 und INK2 in vielen Geweben
vorkommen, JNK3 vorrangig im Gehirn lokalisiert ist. Alternatives splicen der jeweiligen
pre-mRNA innerhalb der katalytischen Domane fiihrt zu den a- und B-Isoformen, splicen
am COOH-terminalen Ende hingegen zu den Varianten mit 46 kDa (p46) bzw. 54 kDa (p54)
— auch Typ 1 und 2 genannt (Kyriakis und Avruch, 2012). Die a- und g-Isoformen
unterscheiden sich in der Affinitat zu Substraten, wohingegen (iber die funktionelle
Signifikanz der beiden Varianten p46 und p54 wenig bekannt ist (Kyriakis und Avruch,
2012).

Die Induktion des heterodimeren Transkriptionsfaktors AP-1 durch H.0;, Zytokine und
andere Stressoren erfolgt hauptsachlich iber die INK-MAPK-Kaskade (Shibata et al., 2008;
Reuter et al., 2010). Dabei aktivieren vorranging MKK4 und MKK7 JNK durch
Phosphorylierung und JNK seinerseits aktiviert ebenfalls durch Phosphorylierung
Zielproteine wie c-Jun, einer AP-1-Komponente, an S63 und/oder S73 was zur
Stabilisierung von c-Jun und zur Aktivierung der Transkription flihrt (Sabapathy et al.,
2004; Kyriakis und Avruch, 2012). JNK spielt in Abhangigkeit vom Stimulus und Zelltyp
eine Rolle in der Induktion der Apoptose, Zellproliferation, Entziindung oder
Transformation (Karin und Gallagher, 2005; Shibata et al., 2008). JNK kann eine
tumorfordernde oder tumorunterdriickende Funktion innehaben. So wurde JNK1 als
Proliferationsfordernd, JNK2 als negativer Regulator der Proliferation beschrieben
(Sabapathy et al., 2004). Im Gegensatz dazu hat JNK2 in p53-defizienten Zellen eine
Schliisselrolle im Uberleben inne (Potapova et al., 2000), u. a. durch positive Regulation
des Transkriptionsfaktors c-Jun (Jaeschke et al., 2006). p53-Mutationen sind zudem ein
frilhes Ereignis in der kolorektalen Karzinogenese. In humanen kolorektalen
Krebszelllinien flihrte auBerdem die erhohte Aktivitdt des Protoonkogens KRAS zur
Aktivierung des JNK-Signalweges (Fang und Richardson, 2005). Liu et al. zeigten, dass
oxidativer Stress (H202) zur Aktivierung von JNK fihrt, im Besonderen durch den crosstalk
zwischen PI13-K/PKB und dem JNK-Signalweg (Liu et al., 2002). Die Inhibition von PI3-K
hingegen verhinderte die durch H,0; induzierte Apoptose (Zhou et al., 2005).

Innerhalb der Zellzykluskontrolle regulieren JNK durch Phosphorylierung von p53 den
G1/S-Ubergang (Buschmann et al., 2000). Durch Phosphorylierung von Cdc25c oder {iber
das Target p21WAf kann JNK einen G2/M-Arrest induzieren (Kardassis et al., 1999;
Gutierrez et al., 2010).

12
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1.4 Epigenetik und Karzinogenese

Zell- und Gewebe-spezifische DNA-Methylierungen, Histonmodifikationen, die Chromatin-
struktur, sowie die kodierende und nicht-kodierende RNA bilden das Epigenom. Es wird
zeitlebens dynamisch moduliert und reguliert das Wann, Wo und Wie der Genexpression.
Veranderungen, so genannte epigenetische Alterationen, werden mit allen Stadien der
Tumorentstehung in Verbindung gebracht, der Initiation, Progression, Invasion und
Metastasierung (Huang et al., 2011). Im Gegensatz zu irreversiblen genetischen
Veranderungen sind epigenetische DNA-Veranderungen z. T. reversibel, weshalb deren
Aufklarung neue therapeutische Anséatze verspricht (Esteller, 2011).

Die dynamische Modulation des Chromatins im Zuge der Genexpression, Apoptose,
Replikation, DNA-Reparatur und der Chromosomenkondensation und -segregation erfolgt
kontextabhangig durch kovalente Histonmodifikationen und den Einbau von
Histonvarianten, durch ATP-abhdngigen Chromatinumbau oder DNA-Methylierung (Wang
et al.,, 2007a). Aufgrund des enormen Einflusses dieser Modifikation auf die
Genexpression spricht man auch vom ,Epigentischen Code” (Cohen et al., 2011). Daher
liegt es auf der Hand, dass Stérungen in der Chromatinmodulation zur Karzinogenese
beitragen.

1.4.1 Kovalente Histonmodifikationen

Histone haben einen hohen Gehalt an den Aminosauren Lysin und Arginin bzw. Serin und
Threonin, die bevorzugt N-terminal durch Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung und weitere Veranderungen modifiziert werden; exemplarisch in
(Abb. 7) dargestellt. Diese post-translationalen Veranderungen fiihren u. U. dazu, dass die
DNA wahrend der Replikation nicht vollstandig aufgewunden werden kann. Sie werden
daher fir das Stilllegen oder Aktivieren bestimmter Gene genutzt und kénnen im
Minutentakt variieren (Wang et al., 2007a).

13
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Abb. 7: Modell des Epigenoms humaner Zellen und Modifikationsstellen der Corehistone.
DNS, Desoxyribonucleinsdure; H3 H4 H2A H2B, Histon 3 4 2A bzw. 2B; me, methyliert; ac,
acetyliert; ph, phosphoryliert; mit freundlicher Genehmigung von W. Fischle,
Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Gottingen.

14



EINLEITUNG

1.4.1.1 Acetylierung

Die bisher am besten untersuchte Histonmodifikation ist dabei die Acetylierung an
Lysinen durch HATs (histone acetyl-transferases) oder die entgegen wirkende
Deacetylierung durch HDACs (histone deacetylases) (Hake et al., 2004). Die HATs sind
dabei u. a. nukledr lokalisiert, wo sie durch die Acetylierung die Offnung der
Chromatinstruktur und somit das Binden von Transkriptionsfaktoren und damit die
Transkription beglnstigen. Eine wichtige HAT ist der Koaktivator CBP/p300
(p300/CREB-bindendes Protein), der jedes der vier Corehistone und 70 andere Proteine,
darunter p53 und Aktivatoren wie AP-1 (c-Jun und c-Fos) acetylieren kann (Chen et al.,
1997; Cohen et al., 2011). Eine Bedeutung von p300/CBP in der Oncogenese wurde durch
loss-of-function-Mutationen in kolorektalen Karzinomen belegt (Cohen et al., 2011). Eine
weitere wichtige HAT ist GCNs, welches sowohl H3 als auch H4 zu acetylieren vermag
(Chen et al., 1997). Die bevorzugte Acetylierungsstelle am jeweiligen Histon ist dabei
abhangig davon, in welchem Komplex GCNs gebunden ist. GCNs reguliert dabei u.a. die
onkogene Aktivitdt des Onkoproteins c-Myc oder von Tumorsuppressoren wie p53 oder
BRAC1 (Cohen et al., 2011).

Zu den wichtigsten Histondeactylasen zdhlen neben der SIRT-Famile (sirtuins) vor allem
die HDACs 1-11 mit verschiedenen zelluldren Lokalisationen, deren Aktivitdt u.a. durch
Trichostatin A (TSA) gehemmt werden kann. Auch die HDACs Uben ihre Funktion lber
Cofaktoren aus (Richards und Elgin, 2002). Neueste Studien belegen eine Rolle von
HDAC1 und HDAC2 in intestinalen Entziindungen (Turgeon et al., 2013). Da beide
Deacatylasen die intestinale Entziindungsantwort hemmen und an der Regulation der
Zellpolaritat der Epithelzellen, der Proliferation und Differentiation beteiligt sind (Turgeon
et al., 2013). Des Weiteren stimuliert die Deacetylierung von PTEN (Phosphatase and
Tensin homolog) durch HDAC1 dessen Aktivitat. PTEN selbst ist eine wichtige Phosphatase
im Signalweg der Phosphoinositole (AKT/PI3) die ununterdriickt durch Einleiten der
Apoptose als Tumorsuppressor fungiert (Li, 1997).

1.4.1.2 Methylierung

Die Methylierung ist eine weitere post-translationale Modifikation der Histone und
erfolgt durch HMTs (histone methyl-transferase) entweder an Lysinen oder an Argininen
und kann repressiv oder aktivierend wirken. Dabei werden auch Lysine methyliert, auch
mehrfach (Tri-Methylierung), die haufig zur Acetylierung genutzt werden wie z. B. Lysin 9
in Histon H3 (H3K9) (Hake et al., 2004). Histondemethylasen (KDM) entfernen
dementsprechend die Methyl-Gruppen von den Histonen. Die fir die kolorektale
Karzinogenese bedeutendsten Methylierungen sind die an H3K9 und H4K20(tri-) (Zoratto
et al., 2014). Eine fehlende Demethylierung von H3K9 korreliert mit der Proliferation,
Koloniebildung und Migration humaner kolorektaler Krebszellen (Liu et al.,, 2013). Die
Dimethylierung an H3K20 erfolgt vermutlich infolge der yH2A.X-vermittelten
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DNA-Schadensantwort (Pei et al., 2011). Und der Verlust von H4K20me3 ist fir mehrere
Krebszelllinien und Tumore beschrieben.

1.4.1.3 Phosphorylierung

Die Histon-Phosphorylierung erfolgt durch Histonkinasen an den Serinen und Threoninen
und erfolgt zyklisch wahrend des Zellzyklus und zieht u.a. eine Kondensation des
Chromatins nach sich. Daher erfolgt diese Modifikation auch im Zuge der Mitose,
Apoptose und nach DNA-Schaden (Hake et al., 2004). So wird z. B. Histon H3 an Serin 10
im Zuge der Chromosomenkondensation wihrend der Mitose phosphoryliert (pH350)
(Wang et al., 2001). Diese Modifikation wird zusatzlich durch Aurora B katalysiert, dem
eine Rolle in der kolorektalen Karzinogenese zugewiesen wird (Cohen et al., 2011). Doch
auch in der Regulation der Transkription der mitogen stimulierten immeadiate-early
response genes wie c-Jun und c-Fos spielt pH3°° eine Rolle (Cohen et al., 2011). Eine
Phosporylierung an H3 kann weiterhin die Acetylierung von H3 an verschieden Lysinen
unterstiitzen und hemmen. So kann eine Genaktivierung durch Kooperation von pH35%
und acH3X“* erfolgen, wobei gleichzeitig die Acetylierung und Methylierung an K9
gehemmt werden um die aktive Transkription zu unterstitzen (Cohen et al., 2011).

1.4.1.4 Histonvarianten

Doch auch beim Einbau von Histonvarianten spielt die Phosphorylierung eine Rolle. Die
bekannteste Variante des Histons H2A ist H2A.X. Es hat eine besondere Funktion in der
DNA-Schadens-Kontrolle inne und wird bei Schaden ATM/ATR-abhangig an Serin 139
phosphoryliert. (p)yH2A.X interagiert direkt mit einem Chromatin-Remodeling Complex,
um die Akkumulation von Proteinen zu veranlassen, die in Schadenskontrollpunkten, der
DNA-Reparatur und im Chromatinumbau tatig sind (Costelloe et al., 2006; Wang et al.,
2007b). Im Anschluss daran wird das Schadenssignal dann an Effektorkinasen wie Chk1/2
weitergeleitet. Die funktionelle Bedeutung von yH2A.X fiir das Uberleben der Zelle,
besonders infolge von DSB und/oder oxidativem Stress steht mittlerweile auer Frage
(Revet et al., 2011).

1.4.2 ATP-abhangiger Chromatinumbau

Der ATP-abhangige Chromatinumbau erfolgt durch Multi-Protein-Komplexe und fihrt zu
einer Lockerung des DNA-Histon-Kontaktes und ermoglicht so die Bindung von
Transkriptionsfaktoren. Damit werden die Regelung der Transkription, die
DNA-Schadensantwort, die DNA-Replikation und weitere Prozesse ermoglicht. Auch der
Austausch von Histonvarianten kann ATP-abhadngig sein und dient auBerdem der
Aufrechthaltung der Chromatinstruktur. Die Dysregulation einer dieser Prozesse kann
somit zu neoplastischer Transformation und Tumorgenese beitragen (Wang et al., 2007b)
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1.4.3 DNA-Methylierung

Nicht nur Histonmodifikationen sondern auch Veranderungen an der DNA selbst kdnnen
das Stilllegen von Genen durch Chromatinumbau nach sich ziehen (Hake et al., 2004). Die
wichtigste und gut untersuchte Modifikation ist die DNA-Methylierung in den GpG-Inseln
(Cytosin-phosphatidyl-Guanin) (Wang et al., 2007a). Durch DNA-Methyltransferasen
(DNMT) werden Cytidin-Basen der DNA methyliert. Das hat die Verdichtung der
Nukleosomen zur Folge und die Inaktivierung darunterliegender Gene, die so fiir die
DNA-Polymerase nicht zuganglich sind. Des Weiteren sind methylierte Cytidine anfallig fur
Desaminierung was zu Punktmutationen fiihren kann und Mutationen in Protoonkogenen
beglinstigt. In neoplastischem Gewebe kommt es haufig zu Hypermethylation, seltener
Hypomethylation in Promotor-assoziierten GpG-Inseln (CIMP) oder zu globaler
DNA-Hypomethylation. So ist im Besonderen bei 85 % der kolorektalen Karzinome eine
Hypermethylierung der Promotoren von DNA-Mismatch-Reparatur-Proteinen wie MLH1
oder MGMT bekannt, was die Beglinstigung von Langenverschiebungen in Mikrosatelliten
und somit MSI oder Basenfehlpaarungen nach sich zieht und die
Adenom-Karzinom-Sequenz voran treibt (Cunningham et al., 1998; Baylin und Jones,
2011; Li et al., 2013). AulBerdem ist sonst hochmethyliertes Heterochromatin (vor allem
die Zentromer-Region) in Tumorzellen geringer methyliert (Jeltsch, 2002). Wird
methylierte DNA erkannt, kommt es zur Assoziation mit groBen Proteinkomplexen, die
u. A. HDACs oder HMTs enthalten. Die resultierende Deacetylierung oder Methylierung
fihrt zur Repression betroffener Gene (Hake et al., 2004). Besonders haufig in der
Karzinogenese sind Tumorsuppressorgene auf diese Weise inaktiviert. So ist das Gen des
Zellzyklusregulators p53 in mehr als 50 % aller menschlichen Tumoren hypermethyliert
und damit inaktiviert. Auch in der kolorektalen Karzinogenese ist die Inaktivierung des
p53 ein frihes Ereignis (siehe kolorektale Karzinome, 1.1.2).

1.5 Zellulares Modell der Colitis Ulcerosa

Die Grundlage fiir die Forschungsergebnisse der vorliegenden Arbeit bildete ein von
Dr. A. P6hlmann entwickeltes zellulares in vitro Modell der Colitis Ulcerosa (Poehlmann et
al., 2013b). Dies basiert auf den von Blum et al. und dem Nestlé Research Center
Lausanne geziichteten, humanen Dickdarmepithelzellen (Human colonic epithelial cells,
HCEC) (Blum et al., 2001), deren Eignung als Modell fir karzinogen-induzierte maligne
Transformationen durch Herbst et al. beschrieben wurde (Herbst et al., 2006). HCEC
exprimieren die Colon-spezifische Dipeptidylpeptidase IV und Epithel-spezifische
Zytokeratine und weisen keine Mutationen in den Genen p53, APC oder dem als
kolorektalen Tumormarker genutzten CEA auf (Poehlmann et al., 2013a). Aus den HCEC
wurden in Anlehnung an die in vivo Situation mit einer pathophysiologischen
Konzentration von 200 uM H;0; (Poehlmann et al., 2013b) zehn Zelllinien geziichtet:
Z1-710, nachfolgend als Z-Zellkulturen bezeichnet. Die akute Entziindungs-situation des
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Darmepithels wurde, wie (Abb. 8) dargestellt, durch einmalige H.0;-Behandlung der
HCEC simuliert. Das Nachstellen der chronischen Entziindungssituation erfolgte durch
wiederholte Behandlung, einmal (Z1) bis zehnmal (Z10), mit intermittierenden
Regenerationsphasen (Poehlmann et al., 2013b).

Acute inflammation Chronic inflammation
Cycle of treatment C1 C2 C3 a 1E10
~ ~ ~ ~
H,0, H,0, H,0, H,0,
™ .o —> @y —> @y —> > —>
N N Recovery = Recovery =

Damage-regeneration periods

Abb. 8: Studiendesign zum in vitro Modell der Colitis Ulcerosa; aus P6himann 2013b
(Poehlmann et al., 2013b).

Bereits nach drei Behandlungszyklen konnten von Péhimann et al. mehrere Zeichen einer
malignen Transformation ausgemacht werden. So hatten die Z-Zellkulturen ihre
Zell-Zell-Kontakthemmung verloren und begannen Zellherde (Foci) und in Form der
Z10-Zellen auch Kolonien in Softagar zu bilden. Weiterhin wurden eine verminderte
Filopodien-Bildung und vor allem eine erhohte Proliferationsrate mit zunehmender
Anzahl an Behandlungen als Folge einer Gberwundenen Seneszenz beobachtet. Es wurde
aullerdem gezeigt, dass die exogene H,0,-Behandlung intrazelluldr erhéhte ROS-Level
bedingt und eine verminderte ROS-Ausschittung nach sich zieht. (Poehlmann et al.,,
2013a; Poehlmann et al., 2013b). Um die der Transformation zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen untersuchen und aufkldaren zu kénnen, wurden zunachst fir
die kolorektale Karzinogenese bekannte, genetische und epigenetische Verdanderungen
untersucht. Mutationen in den hotspots des p53, APC, [3-Catenin und im k-ras Gen
wurden  ausgeschlossen.  Weiterhin  zeigte sich kein  Anhalt fiir eine
Promotorhypermethylierung des DNA-Mismatch-Reparatur-Proteins MGMT oder MSI
(Poehlmann et al., 2013b) (Poehlmann, A. unpublished data). Erste Untersuchungen der
beteiligten Signalwege zeigten eine dysregulierte DNA-Schadensantwort, die
Uberexpression onkogener Transkriptionsfaktoren und G1-Phase-Zellzyklusregulatoren.
Apoptoseresistenz trotz Akkumulation von DNA-Schaden, eine erhdhte Transkription und
die Kontrollpunktadaptation begiinstigten weiterhin die maligne Transformation der
Zellen (Poehlmann et al., 2013b).
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1.6 Zielsetzung

Das Risiko einer malignen Entartung infolge der Colitis Ulcerosa ist mit fortschreitender
Erkrankungsdauer stark erhoéht. Durch die aberrante exzessive Immunantwort kommt es
zu oxidativem Stress. Die Bedeutung dessen fiir die Tumorpromotion, -progression und
Metastasierung ist mittlerweile unumstritten. Allerdings ist bisher unklar, ob die
Entziindung allein zur Tumorinitiation genigt. Anhand eines etablierten zelluldren
Modells der Colitis Ulcerosa wurden bereits Veranderungen in der Signaltransduktion
infolge von oxidativen Stress festgestellt. Da bekannte genetische Alterationen fir dieses
Modell ausgeschlossen wurden, sollten zugrundeliegende molekulare und epigenetische
Mechanismen der DNA-Schadensantwort aufgeklart werden. Ein besonderer Focus lag
dabei auf Chkl, einem Protein mit multiplen Bedeutungen in der DNA-Schadensantwort
und dem ungestértem Zellzyklus sowie in der Chromatinmodulation. Daher sollten die
Rolle von Chkl in der Signaltransduktion der DNA-Schadensantwort und eine mogliche
Funktion in der epigenetischen Chromatinmodulation nach oxidativem Stress untersucht
werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate/Labormaterialien

Tab. 1: Herstellernachweis verwendeter Gerate

Gerat

Agarosegelkammer

Bio Photometer

Blotting Chamber Mini Protean Il

COUNTESS™ qutomated cell counter

Deckglaschen
Einfrierréhrchen
Einmalskalpelle

FACS DIVA

GeneGnome

Handschuhe

Multifuge B-SR

Multilabel Counter 1420
Objekttrager SuperFrost Plus
PCR DNA Engine
Petrischalen

Pinzetten

Pipetten

ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Reaktionsréhrchen (15 mi, 50 ml)
Rotoshake Genic
Thermomixer comfort
Tischzentrifuge Biofuge pico
Vakuumzentrifuge Speedvac
Variomag Electronic Riihrer
Vortex reaxtop

Waage

Warmeschrank

Waterbath heater PTC
Zentrifuge 5403

Hersteller

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Invitrogen/Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Lagerartikel

Greiner-Bio-One, Frickenhausen
Lagerartikel

Becton Dickinson, New Jersey, USA
Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK
MaiMed, Neuenkirchen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Perkin Elmer Wallac

Thermo Scientific, Miinchen

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Greiner, Solingen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Greiner, Solingen

Scientific Ind., New York, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Eppendorf AG, Hamburg

Monotherm, Hanau

Heidolph, Schwabach

Satorius, Gottingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

MJ Research Inc., St. Bruno, Canada
Eppendorf AG, Hamburg
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Sonstige Labormaterialien

Glaswaren und sonstige Laborgefalle wurden von folgenden Firmen bezogen:
Falcon, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
VWR International LLC, Hamburg

Neolab, Heidelberg

Chemikalien

Die fur diese Arbeit verwendeten allgemeinen Labor-Chemikalien waren von
handelsiiblicher Reinheit und wurden, sofern nicht anders angegeben, bei den
folgenden Firmen bezogen:

Biochrom KG tGiber MERCK KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Promega GmbH, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Invitrogen Uber Invitrogen/Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

PAA Laboratories GmbH, Parsching

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Roche Diagnostics, Grenzach-Wyhlen

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

VWR International LLC, Hamburg
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Fertigprodukte/ Chemikalien/gebrauchsfertige Stoffe/ Verbrauchsmaterial

Tab. 2: Herstellernachweis verwendeter Stoffe

Stoff
Acrylamid
Agarose

APS
Ascorbinsaure
Bisacrylamid

bovine serum albumin (BSA)
CHES

Chloroform

Collagen Typ IV
DC-Protein Assay
Dexamethason
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DMSO

DTT

EDTA

Ethanol 96 %
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FCS

Formalin 4 %
Glutamin
Glycerin

Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate
Isopropanol 100 %

Isotonische Losung Cell Counter
Kaliumchlorid

LB-Medium

L-Glutamin

Methanol

Milchpulver
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Paraffin

Hersteller
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Invitrogen/Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Becton Dickinson, New Jersey, USA
Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
MERCK KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach oder
PAA, Parsching
MERCK KGaA, Darmstadt

PAA, Velizy-Villacoublay, France
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Millipore/MERCK KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Perkin Elmer Wallac
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
PAA, Parsching

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Invitrogen/Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

22



MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung Tab. 2

Stoff

PBS

Penicillin/Streptomycin
Phosphate buffered saline (PBS)

Pituetary bovin extrakt

PMSF

Ponceau S

Protease-Inhibitor-Coktail Set IlI
Restore Western Blot Stripping Buffer

Retinolsaure
RNAse
SDS

Silbernitrat
TEMED
Tris Base

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)
Trizol

Trypanblau
Trypsin-EDTA
Tween 20
B-Mercaptoethanol

Hersteller
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Invitrogen/Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim und
Cell Aplications,San Diego, USA

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Millipore/MERCK KGaA, Darmstadt

Pierce/Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roche Diagnostics, Grenzach-Wyhlen

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Invitrogen/Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
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2.1.2 Puffer/ Lésungen

Tab. 3: Pufferrezepturen

Puffer
PBS (1x)

TBS (1x)

TAE (10x)

Kristallviolett

Protein-Lysispuffer

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Laufpuffer SDS-PAGE (10x)

Laufpuffer SDS-PAGE (1x)

Zusammensetzung
137 mM NacCl

2,6 mM KCI

10 mM Naz2HPO4

1,8 mM KH2PO4

in Aqua bidest, pH 7,4

1 M Tris
5 M NacCl
in Aqua bidest, pH 8,0

0,4 M Tris
0,01 M EDTA
Agua bidest, ph 8,5

0,5 g Kristallviolett
20 ml Methanol 100 %
80 ml Aqua dest.

4 M Urea

62,5 mM Tris, pH 6,8

0,5 % SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Kurz vor Gebrauch:

1:100 Protease-Inhibitoren-Cocktail Set
1]

1 mM PMSF

1,875 M Tris-Base
0,5 % SDS
pH 6,8 in Aqua dest.

1,875 M Tris-Base
1 % SDS
pH 8,8 in Aqua dest.

0,25 M Tris-Base
1,92 M Glycin

1 % SDS

In Agua dest.

Verdiinnung 1:10 in Aqua dest
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Fortsetzung Tab. 3
Puffer
Proben-Ladepuffer (5x)

Proben-Ladepuffer (2x)

Transferpuffer (10x)

Transferpuffer (1x)

Ponceau-S-Losung

Waschpuffer (TBST)

Blockingpuffer (5 %)

Lésungen
Propidiumiodid Losung

Zusammensetzung

4 M Urea

62,5 mM Tris, pH 6,8

10 % SDS

20 % DTT

1 Spatelspitze Bromphenolblau
In Aqua dest.

4 M Urea

62,5 mM Tris, pH 6,8

2 % SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau
In Aqua dest.

0,25 M Tris-Base
1,92 M Glycin
In Agua dest.

1:10 verdinnen
Frisch 16 % Methanol zugeben

50 ml 3%ige Essigsaure
300 pl Ponceau

TBS (1x)

0,1 % Tween 20

1 M Tris-Base pH 8
5 M NacCl

TBST
5 % Magermilchpulver oder 5 % BSA

Zusammensetzung

50ml 1xPBS

7,5mg Pl-Pulver (= 50ug/ml)
50mg NaCitrat

50ul Triton-X 100
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2.1.3 Gele

Tab. 4: Gelrezepturen

Gel Zusammensetzung
Trenngel SDS-PAGE 12,5 % Agua bidest 3,73 ml
30 % Acrylamid 4,16 ml
Trenngelpuffer 2,0 ml
10 % APS 100 pl
TEMED 0ul
510 ml
Trenngel SDS-PAGE 12,5 % Aqua bidest 5,23 ml
30 % Acrylamid 2,65 ml
Trenngelpuffer 2,0 ml
10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl
>10 ml
Sammelgel SDS-PAGE 5 % Aqua bidest 2,27 ml
30 % Acrylamid 0,5 ml
Sammelgelpuffer 0,2 ml
10 % APS 30 ul
TEMED 3ul
>10 ml
Agarosegel Agarose 08-1g
0,8-1% TAE (1x) 100 ml
Polyacrylamidgel, horizontal Aqgua bidest 20,1 ml
6 % 30 % Acryl-PDA 9,2 ml
500 mM Tris-P. 6,6 ml
CHES 4,1 ml
10 % APS 360 pl
TEMED 18,6 ul
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2.1.4 AK, Marker, Standards, Kits, siRNA

Tab. 5: Herstellernachweis verwendeter Antikorper

Antikoérper Katalog-Nr. Hersteller
acH3 #06-599 Upstate

acH4 #06-866 Upstate
S3-Akctin A5441 Sigma

APC #2504 Cell Signaling
ATF2 Sc-187 Santa Cruz
ATF2 #9226 Cell Signalling
ATM #2873 Cell Signaling
Bcl2 #2872 Cell Signalling
Casp 3 #9662 Cell Signaling
Casp 8 #9746 Cell Signaling
Casp 9 #9502 Cell Signaling
f3-Catenin C2206 Sigma

cdc 25c¢ DM339-05 Acris

cdc2 /CDK1 #9112 Cell Signalling
CDK2 #2546 Cell Signalling
CDK6 SM1568P Acris

c-Fos #2250 Cell Signalling
c-Fos 8047 Santa Cruz
Chk1 Sc-8408 Santa Cruz
c-Jun #9260 Cell Signaling
c-Myc Ab9326-100 Abcam

Cyclin B1 117312 Novocastra
Cyclin D1 #2926 Cell Signaling
Dnmt1 1234 Imgenex

DR4 SP62458 Acris

GAPDH Sc-166545 Santa Cruz
H1 Sc-8030 Santa Cruz
H2AX #07-327 Upstate

H3 #9715 Cell Signaling
HDAC1 Sc-7872 Santa Cruz
HSP90 #4875 Cell Signalling
JNK/SAPK #9926 Cell Signaling
Lamin B1 33-2000 Invitrogen
MGMT 04-10-6679 EnergoEurope
Nucleolin/ C23 Sc-17826 Santa Cruz
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Fortsetzung Tab. 5
Antikoérper
ORC2

pH2A.X Ser139 (yH2A.X)
p21WAF1
P300/CBP
p53

pATF

PCAF

pChk1 Ser317
pChk1 Ser280
pChk1 Ser296
pChk1 ser345
pChk1 Ser317
pc-Jun Ser63
pc-Jun Ser73
PCNA

pH3 Thrll
pJNK/SAPK
pP38

pSTAT3

SP1

STAT3

TCF4
Ubiquitin

Vimentin

Tab. 6: Herstellernachweis verwendeter Reagenzien

Reagenzien
Fluoreszenz-Antikdrper

Alexa Fluor 488 Phalloidin

siRNA Reagenzien
Chk1 siRNA

Control siRNA A
Transfektionsreagenz
Transfektionsmedium
Inhibitoren
JNK-Inhibitor SP600125

Katalog-Nr.
Sc-13238
#05-636
Sc-397
DM374P
OP43
#9221S
#3378S
NB100-275
#2347
#2349
#2341
#2344
#9260
#9260
IM1510
#9764
#4668
#9910
#9138S
Sc-59
#9139
Sc-13027
#6584
Sc-6260

Katalog-Nr.

A12379

5c-29269
sc-37007
sc-29528
sc-36868

EI-305

Hersteller
Santa Cruz

Millipore/ Upstate

Santa Cruz
Upstate
Calbiochem
Cell Signalling
Cell Signalling
Novus

Cell signalling
Cell signalling
Cell signalling
Cell signalling
Cell Signaling
Santa Cruz
Immunotech
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signalling
Cell Signalling
Santa Cruz
Cell Signalling
Santa Cruz
Cell Signaling
Santa Cruz

Hersteller

Invitrogen

Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz

ENZO
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Tab. 7: Herstellernachweis verwendeter Marker

Standards/Marker
Marker PCR VWR
Marker/P in-Lei
.ar_ er{ rotein-Leiter, Cell-Signaling
biotinyliert
Tab. 8: Herstellernachweis verwendeter Kits
Kit Hersteller
Comet-Assay Kit Trevigene
BCA Protein Assay Kit BioRad
Subcellular Fractionation Kit Thermo Scientific
Tab. 9: Liste der Zellkulturmedien
Medium Hersteller
RPMI 1640 PAA
HCEC Basalmedium PAN
Zusatze siehe Methoden
Tab. 10: Bezugsquellen eingesetzter Zelllinien
Zelllinie Herkunft
HCEC Patent DSM ACC2258 Blum et al.

zur Verfligung gestellt von
Prof. P. Steinberg, Stiftung Tierarztliche
Hochschule, Hannover

HCEC Z1-710 Dr. A. P6hlmann, Universitat
Magdeburg

HCT116 DSZM ACC581, Braunschweig

TE7 Prof. W. El-Rifai, Vanderbilt University

Medical Center, Nashville, USA
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2.1.5 Software

Zur Auswertung und Analyse der durchgefiihrten Versuche wurde zusatzlich folgende
Software verwendet:

Microsoft Office 2007/2010
Adobe Photoshop™ 10.0

Gene Tools, Syngene
SigmaPlot Software 11.2 (2001)

FACS DIVA Software CellQuest Pro, Becton Dickinson
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden/Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Die Kultur der verwendeten Zelllinien erfolgte in geeigneten Kulturflaschen oder -schalen
im jeweiligen Medium in einem Brutschrank mit Wasserdampf gesattigter Atmosphare
bei 37 °C und 5 % CO;. Die HCEC-Zellen und die daraus abgeleiteten Zelllinien wurden
dem Patent (Blum et al., 2001) entsprechend in Basalmedium, versetzt mit 2 mM
L-Glutamin, 100 nM Retinolsdure, 1 nM Dexamethason, 30 pug/ml Ascorbinsdure und
38 mg/ml Pituetary bovine extract kultiviert. Die Kulturschalen oder -flaschen wurden
zuvor fir 20 min mit Kollagen (1:2000) beschichtet. Uberschiissiges Kollagen wurde
entfernt und das Gefall einmal mit PBS gewaschen. Die Kultivierung der HCT116-Zellen
erfolgte in RPMI-Medium, versetzt mit 10 % FCS und 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml
Streptomycin. Zur Kryokonservierung von Zellen in flissigem Stickstoff wurde das
jeweilige Basalmedium mit 15 % DMSO, 20 % FCS und 2 % HEPES-Puffer versetzt.

Bei den adhdrenten Kulturen wurde alle zwei bis drei Tage das Medium nach
vorsichtigem Waschen mit PBS erneuert und bei einer Konfluenz von 70-85%
subkultiviert. Dazu wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen.
AnschlieRend erfolgte das Benetzen der Kulturen mit Trypsin/EDTA fur 3 sec. Und die
anschlieBende Inkubation bei 37°C fiir 5 min ohne Trypsin/EDTA-Uberstand. Die Zellen
wurden durch Abspilen mit Medium gel6ést und durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 min)
zur Sedimentation gebracht und anschlieBend in neuem Medium aufgenommen und nach
Bestimmung der Zellzahl (Trypanblau/COUNTESS™, nach Herstellerangaben)
entsprechend weiterkultiviert.

2.2.1.2 H;0;-Behandlung

Die Behandlung der HCEC-Zellen wund der abgeleiteten Z1-Z10-Zellen mit
Wasserstoffperoxid (H202) erfolgte durch Zugabe des entsprechenden Volumens einer
frisch hergestellten Vorverdinnungslosung (30 mM/PBS) direkt zur Zellkultur. Die
Endkonzentration an H;0; betrug so immer 200 uM.

2.2.1.3 Behandlung mit JNK-Inhibitor SP600125

Nach Herstellerangaben wurde eine Stammldsung in DMSO von 20 mM hergestellt,
aliquotiert und entsprechend gelagert. Die Behandlung der Zellen erfolgte durch Zugabe
des entsprechenden Volumens der Stammlésung zum Zellkulturmedium. Die
Endkonzentration an SP600125 bzw. dem Losungsmittel DMSO in den Kontrollen betrug
50 uM.
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2.2.1.4 Chkl-knockdown

Nach Herstellerangaben erfolgte die Behandlung der Zellen in Spezialmedium mit einer
siRNA-Endkonzentration von 20 nM. Als Kontrollen wurden Transfektionsreagenz in
gleichem Volumen und siRNA-Ktr. (siehe 2.1.4) in gleicher Konzentration mitgefiihrt. Nach
24 h erfolgte die entsprechende Weiterbehandlung (H202) oder Aufarbeitung der Zellen.

2.2.1.5 Zellzyklusanalyse

Die Zellen wurden mit warmen Reagenzien (37°C, Trypsin/EDTA, Medium, PBS) von den
KulturgefaBen geldst und in einem Zentrifugationsrohrchen bei 750 rpm, 4°C fiir 15 min
pelletiert und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in PBS
aufgenommen und durch tropfenweises Zugeben von 100%igem Ethanol bei einer
Endkonzentration von 70% Ethanol auf Eis fixiert und bis zur Farbung bei -20°C gelagert.

Fiir die Analyse am FACS (Fluorescence-activated cell sorting) wurden die Zellen durch
erneute Zentrifugation sedimentiert, der ethanolhaltige Uberstand abgenommen und die
Zellen einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in PBS resuspendiert und mit
100 pg/ml RNAse fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Die Farbung mit Propidiumiodid in einer
Endkonzentration von 150 pug/ml erfolgte durch Zugabe der entsprechenden Menge an
Stamml6sung (50ug/ml) bei RT fiir 20 min. Bis zur anschlieBenden Analyse (FACS DIVA)
wurden die Zellen auf Eis gelagert.

2.2.1.6 Fraktionierung von Zellen

Analog der Zellzyklusanalyse wurden auch hier die Trockenpellets von 3x10° Zellen
gesammelt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Die Extraktion von
chromatingebundenen, nukledren und zytoplasmatischen Proteinen sowie von
Membranproteinen aus Zellen erfolgte durch subzelluldre Fraktionierung mittels des
Subcellular Protein Fractionation Kits entsprechend der Herstellerangaben. Die Extrakte
wurden bei -80°C bis zur Verwendung fiir die Western-Blot-Analyse gelagert. Nach der
Proteinbestimmung durch die Lowry-Methode erfolgte der Einsatz gleicher
Proteinmengen in der Gelelektrophorese.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.2.1 Gewinnung von Proteinextrakten

Zur Gewinnung von Proteinextrakten wurden die Zellen vom KulturgefaR geschabt und
mit vorgekiihltem PBS durch Zentrifugation (4000 g, 15 min, 4 °C) pelletiert. Nach dem
Waschen mit PBS wurde das Pellet in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlielRend als Trockenpellet bei -80 °C gelagert.
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Die Lyse der Zellen erfolgte auf Eis in denaturierendem Protein-Lysispuffer (50-500 pl)
fir eine Stunde unter gelegentlichem Vortexen. AnschlieBend erfolgten die Behandlung
mit 15—-30 Ultraschallimpulsen (30% Power) und ein Schockfrosten in Stickstoff bei -80 °C.

2.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts der Lysate erfolgte in Doppelbestimmung mittels
Dc Protein Assay nach der Methode von Lowry entsprechend den Herstellerangaben.

2.2.2.3 Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE

StandardmaRig wurden 15—30 pug Protein pro Geltasche geladen. Dazu wurden zum Lysat
ein Fiunftel des entsprechenden Volumens in Form von 5 x Proben-Ladepuffer
hinzugegeben und mit 2 x Proben-Ladepuffer auf ein einheitliches Volumen (i. d. R. 30 pl)
aufgefillt. Die Proben wurden gevortext, abzentrifugiert und nach der Denaturierung
(5 min, 95 °C) sofort auf Eis gestellt und auf das Gel geladen. Zur Identifikation der
Banden wurde ein biotinylierter Molekulargewichtsmarker mitgefiihrt, der zuvor
ebenfalls denaturiert wurde (2 min, 99 °C).

2.2.2.4 SDS-Gelelektrophorese

Beim verwendeten diskontinuierlichen Lammli-System mit Tris-Glycin-Puffern wurde
jeweils ein Trenngel (8-12,5 % Bisacrylamid) und Sammelgel (5% Bisacrylamid) nach
Empfehlungen von Carl Roth GmbH & Co mit einer Dicke von 1-1,5 mm hergestellt. Nach
dem Auftragen der Proben und Marker erfolgte die Elektrophorese im Laufpuffer bei 30
mA, bzw. 50 mA.

2.2.2.5 Proteintransfer durch Western Blot

Das Gel wurde im Sandwich-Verfahren Uber Nacht bei 30 V auf eine
Nitrocellulose-Membran (0,45 um) geblottet. Durch Farbung in Ponceau-S-Lésung wurde
der erfolgreiche Transfer der Proteine liberprift.

2.2.2.6 Immunodetektion

Unspezifische Bindestellen der Membran wurden zunachst mit Blockingpuffer unter
Schwenken blockiert (2 h, RT). Nach standardméaRigem Waschen wurde die Membran zur
Immunodetektion der Antigene bzw. des Phosphorylierungsgrades mit einer geeigneten
Verdiinnung des Primarantikorpers in TBST . N. bei 4 °C unter Schwenken inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurden ebenfalls unter Schwenken fir eine Stunde (RT) ein
HRP-gekoppelter Sekundarantikdrper und ein Anti-Biotin-Konjugat in TBST zugegeben.
Die Visualisierung erfolgte mittels Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
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im GeneGnom. Wurde die Membran zur weiteren Detektion verwendet, wurden die
Antikérper mit Stripping Buffer (10 min, RT oder 42 °C) entfernt. AnschlieBend konnte die
Membran mit einem neuen Primarantikdrper inkubiert werden.

2.2.3 Datenauswertung / Statistik

Flr die Western Blot Analysen erfolgte die Auswertung der ermittelten Signale mit Hilfe
der Gene Tools Software von Syngene (2.1.5). Der ermittelte Chemilumineszenzwert des
jeweiligen Proteinsignals wurde gegen den entsprechenden Wert des house keepers (f3-
Aktin) bzw. der Ladekontrolle (Ponceau S) normiert. AnschlieBend wurden diese
normierten, absoluten Werte fiir jedes Protein gegen die mitgefiihrte dazugehorige
Kontrolle kalkuliert [Formel: Wert behandelte Probe/Wert unbehandelte Kontrolle]. Das
resultierende Xfache der Kontrolle bei K=1.0 wurde fiir mindestens drei unabhangig
durchgefihrte Versuche ermittelt. Fiir die deskriptive statistische Aufarbeitung der Daten
und die graphische Darstellung in Balkendiagrammen mittels Microsoft Excel Software
(2.1.5) wurden die Werte der unabhéangigen Versuche (Xfache) gemittelt. Die Graphiken
zeigen daher die Mittelwerte des Xfachen + der entsprechenden Standardabweichungen.

Alle Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test zunachst auf Normalverteilung gepriuft.
Bei den normal-verteilten Daten wurde anschlieRend zur Berechnung der
Signifikanzwerte (p) ein Students t-Test durchgefiihrt, bei nicht-normalverteilten Daten
fand der Mann-Whitney-U-Test Anwendung. Nach der automatisch mitgefiihrten
Varianzanalyse erfolgte bei unterschiedlichen Varianzen ebenfalls die Bestimmung des
p-Wertes mittels Mann-Whitney-U-Test. Aufgrund des z. T. kleinen Stichprobenumfangs
von n=3 sind die Aussagen als explorative Analysen zu verstehen.

Die Berechnungen der Signifikanzwerte erfolgten mittels SigmaPlot Software (2.1.5).
Dabei wurde ein Signifikanzwert von p<0,05 als signifikant (* p<0,05); p<0,01 als
hochsignifikant  (** p<0,01) bzw. p<0,001 als hochstsignifikant (*** p<0,001)
angenommen und entsprechend gekennzeichnet. Der Anhang A enthidlt neben den
Datensatzen zu den jeweiligen Abbildungen auch die berechneten p Werte eines jeden
Mittelwertes.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Rolle von Chkl im Modell der akuten Entziindung

Wie aus der Zusammenfassung der bereits fir das zelluldre in vitro Modell der Colitis
Ulcerosa publizierten Daten in 1.5 hervorgeht, |6ste die Behandlung mit H,0; in HCEC die
Aktivierung der DNA-Schadenskontrolle aus, die sich als pJNK-abhangig erwies und durch
Hochregulation des Zellzyklusregulators p21WAf und des Schadensensors yH2A.X
zustande kam. Auch die in HCEC nach H0;-Behandlung induzierten S- und G2/M-Zell-
zyklusarreste zeigten sich als z. T. JNK-abhangig. Der G2/M-Arrest konnte allerdings nicht
langfristig (72 h) aufrechterhalten werden, sodass die Zellen aus diesem Arrest in den
Zelltod ibergingen.

Aufgrund einer essentiellen Bedeutung von Chkl im Zellzyklus, im Besonderen im
G2/M-Arrest und in der DNA-Schadensantwort sowie einer postulierten parallelen
Induktion des JNK- und des Chk1/2-Signalweges (Wang et al., 2009b) erfolgte die
Untersuchung einer potentiellen Rolle von Chk1 im zellularen Modell der Colitis Ulcerosa.

3.1.1 Akuter Stressreiz durch H;O0; fiihrt zur Herunterregulation und
Aktivierung von Chk1 in HCEC

Zur Nachahmung der akuten Entziindungssituation wurden HCEC mit H.O; behandelt und
anschlieBend die Proteinexpression von Chk1l und dessen aktivierter Form, pChk15317/5345,

untersucht.
B Chk1-Aktivierung in HCEC durch H,0,
3
2,5 T
N\ = § \
215 = \ \ \\\§
A H,0, .g . § = § \
K 24h  48h  72h E 4 \ \ st \
— ] chka 208 l § b § §
— . R-Aktin 2 5 g\\. &. &
pn 7 F
[ W ——— ] pChi15 24h ash 72h

| | p-aktin

Abb. 9: Akuter Stressreiz durch Hz20: fiihrt zur Herunterregulation und Aktivierung von Chk1 in
HCEC. (A) Western Blot-Analysen von HCEC 24 h, 48 h und 72 h nach H,0,-Behandlung.
Proteinlevel im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) und zum housekeeping-Gen
S-Aktin. (B) Vergleich der mittleren Chkl1-, pChk1%’-, pChk1%3*>-Level. Verinderung
(Xfache) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K=1.0). Mittelwerte von drei bis finf
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung. * p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
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Akuter H20-Reiz fiihrte in HCEC zur Aktivierung von Chkl durch Phosphorylierung an
S317 und S345 24 h, 48 h und 72 h nach der Behandlung (Abb. 9A). Wie das Diagramm in
Abb. 9B zeigt, sank die Menge an Chkl-Gesamtprotein zu allen drei Zeitpunkten
hochsignifikant auf unter 50 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Aktivierung
durch Phosphorylierung an S317 (hoch- und hdchstsignifikant) und S345 (z. T. signifikant)
blieb zu allen untersuchten Zeitpunkten konstant hoch, Uber dem 1,75fachen der
Kontrolle.

Da Chkl nach Reiz in HCEC aktiviert vorlag, die Schadensantwort und resultierende
Zellzyklusarreste jedoch bisher als JNK-abhangig gefunden wurden und die
Aufrechterhaltung des G2/M-Arrestes problematisch schien, erfolgte die Untersuchung
eines moglichen Einflusses von Chk1 auf den JNK-Signalweg und vice versa.

3.1.2 Chk1 supprimiert die pJNK-abhangige DNA-Schadensantwort in HCEC
nach akutem Stressreiz

Die aktivierte Variante von Chk1 war deutlich hochreguliert (Abb. 9B), gleichzeitig besitzt
Chkl1 aber auch eine Kinase-unabhangige Funktion (Chen et al., 2009). Daher wurde ein
Chk1-knockdown durchgefiihrt und anschlieBend die Proteinlevel des JNK-Signalweges
und die Zellzyklusverteilung untersucht.

Die Western Blot-Analysen der 24 h-Proben zeigten einen effektiven Chk1-knockdown
in HCEC nach H;0,-Behandlung (Abb. 10A). Die Analyse der Proteinmengen nach
Chk1-siRNA-Behandlung (Abb. 10B) ergab einen durchschnittlichen, signifikanten
knockdown von ca. 50 % im Vergleich zur siRNA-Kontrolle, wodurch auch der Level von
pChk1°3Y7 signifikant auf 75 % reduziert wurde. Der Chkl-knockdown fiihrte zu einer
deutlichen Hochregulation der Proteine pJNK (p46 und p54) und yH2A.X auf das mehr als
1,5fache. Auch JNK p54 (1,2fach), pc-Juns®® (1,4fach), c-Jun (1,3fach), sowie p21WAFL
(1,5fach) und H2A.X (1.2fach) wurden signifikant hochreguliert bzw. starker aktiviert.
Lediglich der Proteinlevel von JNK p46 zeigte keine Anderung. Diese Daten zeigen, dass
eine zusatzliche Reduktion des Chkl-Levels von 50 % auf 25% oder aber die
Verminderung des zuvor erhohten pChkl-Levels zu einer Induktion des pJNK-Signalwegs
nach akuter H;0;-Behandlung fiihren wirde. Fir die 48 h- und 72 h-Werte nach
H,0,-Behandlung und Chkl-knockdown (Abb. 10) zeigten sich ebenfalls eine Reduktion
des Chkl- und pChkl-Levels, minimal bis keine Effekte fir JNK p54 und p46. Die
Phosphorylierung von JNK an p54 war ricklaufig, die fiir p46 blieb signifikant hoch. Die
Phosphorylierung von c-Jun blieb nach 48 h trotz nicht mehr erhéhtem c-Jun-Level
signifikant erhéht, sank aber nach 72 h wieder auf das Niveau der Kontrolle ab. Die Level
der Schadensmarker yH2A.X und p21WAF waren ebenfalls stark riicklaufig. H2A.X blieb
leicht erhoht.
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Abb. 10: Chkl supprimiert die pJNK-abhangige DNA-Schadensantwort in HCEC. (A) Western
Blot-Analysen von HCEC nach Chk1-siRNA- und 24h nach H.0:-Behandlung. Proteinlevel
im Vergleich zur siRNA-Kontrolle und zum housekeeping-Gen f-Aktin. TR,
Transfektionsreagenz. (B) Veranderung (Xfache) der Proteinlevel nach Chk1-siRNA- und
24 h, 48h und 72 h nach H:0:-Behandlung im Vergleich zur siRNA-Kontrolle nach
H202-Behandlung (gestrichelte Linie, K=1.0). Mittelwerte aus drei unabhédngigen
Versuchen mit Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Um zu Uberprifen, ob oben genannte Chk1l-Abhangigkeiten auch spezifisch nach Reiz
eintraten, wurde eine Chk1-siRNA-Behandlung ohne H;0;-Reiz an HCEC durchgefiihrt und
die Expression bzw. der Phosphorylierungsstatuts der Proteine analysiert. Wie die Abb. 11
zeigt, wurden die Proteine nach Chkl-knockdown ohne den entsprechenden Stressreiz

nicht verandert exprimiert oder phosphoryliert.
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Abb. 11: Chkl-knockdown ohne H20:-Behandlung hat keinen Einfluss auf den JNK-Signalweg
in HCEC. (A) Western Blot-Analysen von HCEC nach Chk1-siRNA-Behandlung. Proteinlevel
im Vergleich zur siRNA-Kontrolle und zum housekeeping-Gen f8-Aktin. TR
Transfektionsreagenz. (B) Veranderung (Xfache) der Proteinlevel nach
Chk1-siRNA-Behandlung im Vergleich zur siRNA-Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0).
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen. ** p<0,01.

3.1.3 Chk1 hat eine untergeordnete Funktion im Zellzyklus in HCEC nach
Stressreiz

Als nachstes sollte die Rolle von Chkl/pChkl in den z.T. pJNK-abhangigen
Zellzyklusarresten geklart werden. Die Analyse der Daten 24 h nach H;0,-Behandlung
ergab einen S- und G2/M-Arrest 24 h nach Stressreiz (Abb. 12A). Nach Chkl-knockdown
und H;0,-Behandlung ergaben die Mittelwerte dreier unabhangiger Versuche im
Vergleich zur siRNA/H,0;-Kontrolle eine leicht erhdhte G1-Population aber nahezu
gleichviele Zellen in der S-, G2/M- und Sub-G1-Phase (Abb. 12B). Da Chkl den
pJNK-Signalweg supprimierte und pJNK einen S- und G2/M-Arrest induzierte, waren nach
Chk1-knockdown verstarkte oder aufrechterhaltene S- und G2/M-Arreste zu erwarten
gewesen. Und tatsachlich blieben im Mittel 95 % der Zellen der S-Phase und 96 % der
G2/M-Phase auch bei verminderter Chkl-Expression und/ oder -Phosphorylierung in
diesen Zellzyklusphasen. Die Zellzahl der Sub-G1-Phase war um 8 % leicht vermindert. Es
zeigte sich nach Chkl-knockdown aber eine um 19 % erhohte Zellzahl in G1. Die
Aufrechterhaltung der beiden Arreste, S- und G2/M, ist aufgrund der verminderten
Chk1-Expression weniger Chkl sondern vielmehr dem zwar reduzierten, aber dennoch
erhoht vorliegenden pChkl zuzuordnen.
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Abb. 12: Untergeordnete Rolle von Chkl im Zellzyklus von HCEC nach H:0:-Behandlung.
(A) Zellzyklusanalyse von HCEC nach Chkl-knockdown und 24 h nach H0:-Behandlung
mittels FACS. Zellzahlen in den jeweiligen Phasen in %. (B)Vergleich der
Zellzyklusverteilung 24 h nach H202-Behandlung (links) und zusatzlichem Chk1-knockdown
(rechts). Jeweils im Vergleich zur unbehandelten bzw. siRNA-Kontrolle (gestrichelte Line,
K=1.0). Mittleres Xfache dreier unabhdngiger Versuche mit Standardabweichung.
** p<0,01; *** p<0,001.

3.1.4 pJNK supprimiert pChk1 in HCEC

Wie anfangs begriindet, wurde nach der Untersuchung einer moglichen Abhangigkeit des
pJNK-Signalweges von Chkl auch die Moglichkeit eines JNK-regulierten Chk1-Signalweges
betrachtet. Dazu wurden HCEC-Zellen mit dem JNK-Inhibitor SP600125 behandelt und
relevante Proteinlevel analysiert. Das aktivierte pJNK-Target pc-Jun’®® diente dabei als
Kontrolle fiir eine gelungene Inhibition.
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Abb. 13: pJNK supprimiert die Aktivierung von Chkl nach H:0:-Behandlung in HCEC.
(A) Western Blot-Analysen von HCEC nach JNK-Inhibition durch SP600125 und 24h nach
H202-Behandlung. Proteinlevel im Vergleich zur DMSO/H202-Kontrolle und zum
housekeeping-Gen f3-Aktin. (B) Verdnderung der Chk1-Aktivierung nach pJNK-Inhibition.
Mittelwerte dreier unabhangiger Versuche mit Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01.

Wie aus Abb. 13 hervorgeht, gelang die JNK-Inhibition und Chkl wurde bei unverandert
niedrigem Gesamtlevel starker aktiviert (p-Chk1°3!” und p-Chk1%3%°). Da der JNK-Inhibitor
SP600125 die Kinasefunktion von JNK ATP-kompetetiv hemmt, kann aus dem gezeigten
Ergebnis geschlossen werden, dass p-JNK die Aktivierung von Chk1 supprimiert.

Fir die in HCEC nachgestellte akute Entziindungssituation lasst sich somit
zusammenfassend feststellen, dass die Menge an Chkl Gesamtprotein nach
H,0,-Behandlung vermindert vorlag, Chkl nichts destotrotz starker durch
Phosphorylierung aktiviert wurde (Abb. 9). Chkl supprimierte den pJNK-Signalweg
(Abb. 10), pJNK hingegen unterdriickte z. T. die aktivierte Form von Chk1 (Abb. 13). Die
als pJNK-abhangig beschriebenen Zellzyklusarreste (Poehlmann et al., 2013a) waren nach
Chk1-knockdown weiterhin nachweisbar (Abb. 12). Die Rolle von Chkl in der
Zellzykluskontrolle und in der DNA-Schadensantwort wird im Allgemeinen durch die
aktivierte Variante, pChk1, ausgelibt, welches in den HCEC z. T. pJNK-abhangig gehemmt
wurde, seine Funktion aber vermutlich aufgrund der ohnehin erhéhten Level trotzdem
austben konnte.
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3.2 Rolle von Chk1 im Modell der chronischen Entziindung

Die bisher gezeigten Ergebnisse spiegelten z. T. die Signaltransduktion im Modell der
akuten ersten Entziindung bei Colitis Ulcerosa wider. Nachfolgend wurden
Veranderungen in den Signalwegen in Z-Zellkulturen, dem Modell der chronischen, nicht
aktiven Colitis Ulcerosa ermittelt. Erste Untersuchungen an den Z-Zellkulturen hatten wie
in 1.5 zusammengefasst, Zeichen einer malignen Transformation und eine dysregulierte
DNA-Schadensantwort ergeben. So wurde fir die Z-Zellkulturen Z1-Z10 ein verminderter
Level an yH2A.X und eine verringerte p21WAFl-Expression trotz DNA-Schaden publiziert
(Poehlmann et al., 2013b). Weiterhin wurden die gesteigerte Proliferation und der Verlust
der Zell-Zell-Kontakthemmung auf eine dysregulierte JNK-Aktivierung zurickgefiihrt. Es
zeigte sich neben einer permanenten JNK-Inaktivierung eine pJNK p46 Hoch- und eine
p-p54 Herunterregulation, was eine Zelltransformation zu begtlinstigen schien.

Da eine veranderte Regulation von JNK, p21WAFl und yH2A.X eine verdnderte
Zellzyklusverteilung erwarten lieB, wurden Zellzyklusanalysen exemplarisch an Z3-, Z5-
und Z10-Zellen im Vergleich zu HCEC durchgefiihrt.

3.2.1 Unveranderte Zellzykluskontrolle in Z1-Z10

Zellzyklusanalysen von HCEC, Z3-, Z5- und Z10-Zellen ohne Reiz zeigten eine
annahernde Gleichverteilung (Abb. 14). Bei diesen Zelllinien befand sich die grofite
Zellzahl in der G1-Phase. Da in den Z-Zellkulturen pJNKp54 um etwa 50 %
herunterreguliert war und pJNKp46 auf das 1,3fache hochreguliert vorlag
(Poehlmann et al., 2013b), jedoch kein Arrest stattfand, kann man daraus ableiten, dass
pJNK p46 offenbar in Z-Zellkulturen nicht fiir einen Arrest zustandig ist. pJNK p54 kann
vermutlich aufgrund der Herabregulation keine Arreste induzieren. Auch pChk1 schien in
den Z-Zellkulturen in der Erholung nach oxidativem Stress trotz konstitutiver
Hochregulation keine Arreste zu induzieren. Diese Zellzyklusverteilung spricht fir die
bereits fir die Z-Zellkulturen gezeigte fehlerhafte Schadensmeldung und geht mit der
Hochregulation der entsprechenden Zytokine einher.
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Abb. 14: Unveranderte Zellzykluskontrolle trotz akkumuliertem DNA-Schaden und hohen
pChk1%3Y-Level in den Z-Zellkulturen. (A) Zellzyklusanalysen mittels FACS von Z3, Z5 und
Z10 ohne H202-Behandlung und unbehandelten HCEC. (B) Zellzyklusverteilung in HCEC,
Z3-, Z5- und Z10-Zellen ohne H20:-Behandlung. Zellzahl in %. Mittelwerte aus zwei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung.

Von Interesse fiir die Aufklarung der, der malignen Transformation zugrunde liegenden,
Mechanismen war allerdings auch, ob Chkl eine Rolle in der verdnderten
Signaltransduktion in den Z-Zellkulturen spielt bzw. ob eine Suppression dessen vorliegt.
Diese Ergebnisse werden nachfolgend vorgestellt.
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3.2.2 Akkumulation von pChk1%3!” und Herunterregulation von Chk1 in

21-710

Zunachst zeigten sich in den Z-Zellkulturen ohne weitere Behandlung, also im ungereizten
Zustand, Proteinlevel von Chkl und pChk1%317/345 die tendenziell denen in HCEC nach
H.0;-Reiz entsprachen (Abb. 15, vgl. Abb. 9). Chkl lag in den Z-Zellkulturen vermindert
vor, wurde aber trotzdem deutlich starker an S317 und zunehmend auch an S345

phosphoryliert.
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Abb. 15: Akkumulation von pChk153*” und Reduktion von Chk1 in den Z-Zellkulturen Z1-210.

(A) Western Blot-Analysen ohne H202-Behandlung von Z1 bis Z10 im Vergleich zu unbe-

handelten HCEC. Proteinlevel im Vergleich zum housekeeping-Gen f3-Aktin. (B) graphische

Darstellung von (A).(z. T. P6hlmann unpublished data)

In HCEC wurde die gegenseitige Beeinflussung des pChk1- und pJNK-Signalweges gezeigt.

Diese Zusammenhange wurden nun in Z-Zellkulturen ohne H,0,-Behandlung untersucht.

3.2.3 pJNK supprimiert pChk1 in Z-Zellkulturen

In HCEC nach H;0,-Behandlung war die Aktivierung von Chk1 als pJNK-supprimiert gezeigt

worden. Um diesen Zusammenhang in den Z-Zellkulturen

zu prifen,

wurden
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JNK-Inhibitor-Experimente an Z3, Z5 und Z10 im Vergleich zu HCEC durchgefihrt. In den
Z-Zellkulturen wurde JNK als dysreguliert publiziert (Poehlmann et al.,, 2013b), mit
vermindertem p-p46- und erhdéhtem p-p54-Level. Daher wurde bei entsprechender
Behandlung mit SP600125 vorranging vermutlich die Funktion von p-p46 JNK inhibiert.

HCEC 73 75 710
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+ + - + + + + + DMSO
| — — “ow . e |pcluns®3*
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Abb. 16: pJNK supprimiert die Aktivierung von Chk1 in den Z-Zellkulturen. Western
Blot-Analysen 24 h nach JNK-Inhibition bzw. DMSO-Kontrolle ohne H,0;-Behandlung von
73,75 und Z10 im Vergleich zu unbehandelten HCEC. Proteinlevel im Vergleich zur
unbehandelten und DMSO-Kontrolle und zum housekeeping-Gen f3-Aktin.

Wie die Abb. 16 zeigt, gelang in HCEC, Z3-, Z5- und Z10-Zellen die Inhibition der
pJNK-Aktivitat. Diese Inhibition von pJNK hatte allerdings keinen zusatzlichen Einfluss auf
die ohnehin verminderte Expression von Chkl in HCEC, Z3- und Z10-Zellen. Lediglich in
Z5-Zellen wurde Chkl nach pJNK-Inhibition noch geringer exprimiert. Chk1l war in den
Z-Zellkulturen als aktiviert gezeigt worden (Abb. 15). Da die Aktivierung von Chkl nach
JNK-Inhibition wieder zunimmt, hemmt pJNKauch in den Z-Zellkulturen z.T. die
Phosphorylierung von Chk1.

3.2.4 Chk1 supprimiert den pJNK-Signalweg in Z-Zellkulturen

In  HCEC nach H;0;-Behandlung supprimierte Chkl die pJNK-abhdngige
DNA-Schadensantwort. Um einen moglichen Einfluss auf den pJNK-Signalweg auch in den
Z-Zellkulturen zu untersuchen wurden Chk1-siRNA-Behandlungen an Z3-, Z5- und
Z10-Zellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: Chk1/pChkl supprimiert z. T. den pJNK-Signalweg in Z-Zellkulturen. (A) Western
Blot-Analysen von Z3-, Z5- und Z10-Zellen 24 h nach Chk1-siRNA-Behandlung. Proteinlevel
im Vergleich zur siRNA-Kontrolle und zum housekeeping-Gen f-Aktin. (B) Z3-, Z5- und
Z10-Zellen. Veranderung (Xfache) der Proteine 24 h nach Chk1-siRNA-Behandlung im
Vergleich zur siRNA-Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0). Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01.

Nach signifikantem Chkl1-knockdown auf ca. 60 % der siRNA-Kontrolle zeigte sich (Abb.
17) in Z3, Z5- und Z10-Zellen keine Beeinflussung des pChkl-Levels (Abb. 10). Die
Expression von JNK p54 in Z3-, Z5- und Z10-Zellen unbeeinflusst. JNK p46 wurde mit
Ausnahme in Z3-Zellen ebenfalls unverdndert exprimiert. Nichtsdestotrotz waren die
Level an aktiviertem JNK p54 und p46 in allen Zelllinien zumeist signifikant erhoht, p-p54
mit steigender Tendenz von Z3 (1,19fach) Uber Z5 (1,76Fach) bis Z10 (1,89fach). Die
Expressionslevel von c-Jun blieben unbeeinflusst. Trotz Hochregulation aktivierten JNKs
wurde c-Jun in Z3-Zellen vermindert aktiviert bzw. lag unbeeinflusst vor (Z5, Z10). Der
INK-abhingige Zellzyklusregulator p21WAfl  wurde nicht beeinflusst. Auch der
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Schadensmelder yH2A.X blieb unverandert aktiviert bei nahezu gleichbleibenden
H2A.X-Leveln in allen Zelllinien. Somit kénnen die in HCEC nach H,0,-Behandlung und
Chk1-knockdown gezeigten Zusammenhange (Abb. 10) auf die ungereizten Z-Zellkulturen
Ubertragen werden: Das vermindert exprimierte aber starker aktivierte Chkl (Abb. 15)
supprimierte auch hier z. T. die pJNK-Varianten.

3.3 Rolle von Chk1 bei erneuter Entziindungssimulation im
Modell der chronischen Colitis Ulcerosa

Um die Relevanz der bisher in den Z-Zellkulturen ermittelten Veranderungen fiir die
Stressantwort bzw. die DNA-Schadensantwort untersuchen zu koénnen, wurden
nachfolgend Experimente exemplarisch an Z10-Zellen nach erneuter H;0;-Behandlung
durchgefihrt. Das experimentelle Design spiegelt die aktive Phase der chronischen
Entziindung am Ubergang von Z10-Zellen zu Z11-Zellen wider.

3.3.1 Akuter Stressreiz induziert die Aktivierung von c-Jun und H2A.X in

Z10-Zellen
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Abb. 18: Akuter Stressreiz fiihrt in Z10-Zellen zur Aktivierung von c-Jun und H2A.X. Western
Blot-Analysen von Z10-Zellen 24 h nach H:0:-Behandlung. Proteinlevel im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0). Mittelwerte aus drei unabhangigen
Versuchen mit Standardabweichung. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Die erneute Behandlung der Z10-Zellen mit H,0, fithrte zu keiner Anderung des
permanent verminderten Chkl-Levels. Die aktivierte Form, pChk1S317, lag unter diesen
Bedingungen nach 24 h um etwa 15 % vermindert vor. Fir die bisher in Z10-Zellen ohne
akuten Stressreiz gezeigte dysregulierte JNK-Aktivierung (Poehlmann et al.,, 2013b),
ergaben sich auch nach erneuter H,02-Behandlung keine Anderungen (Abb. 18). Auch die
zuvor ermittelte JNK-Inaktivierung blieb nach erneutem Reiz stabil. p21WAf! und yH2A.X
waren in Z10-Zellen ohne Reiz vermindert exprimiert bzw. aktiviert worden. Nach
erneuter Behandlung blieb der Proteinlevel an p21WAF unverindert, H2A.X hingegen
wurde mehr als doppelt so stark aktiviert. Und zusatzlich wurde c-Jun an Ser63 um mehr
als das Dreifache starker phosphoryliert.

3.3.2 Chk1 supprimiert die DNA-Schadensmarkierung in Z10-Zellen nach
erneutem Stressreiz

Durch Chkl-knockdown mit anschlieRender H,0,-Behandlung wurde der Einfluss von
Chk1 auf den JNK-Signalweg in Z10-Zellen nach erneutem Stressreiz untersucht.

In den Z10-Zellen ohne H,0:-Reiz supprimierte Chkl die JNK-Aktivierung (Abb. 17).
Nach H0;-Behandlung hingegen unterdriickte Chkl, wie aus Abb. 19 hervorgeht, keine
Variante von aktiviertem JNK. Allerdings wurden nach erneutem oxidativen Stress auch
c-Jun (1,30fach) und yH2A.X (2,36fach) durch Chk1 supprimiert.
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Abb. 19: Chkl supprimiert die pJNK-abhangige DNA-Schadensantwort in Z10-Zellen nach

H202-Reiz. (A) Western Blot-Analysen von Z10 nach Chk1-siRNA-Behandlung und 24 h
nach H20:-Behandlung. Proteinlevel im Vergleich zur Kontrolle und zum
housekeeping-Gen f3-Aktin. TR Transfektionsreagenz. (B) Z10-Zellen. Verdnderung (Xfache)
der Proteine nach Chk1-siRNA-Behandlung, 24h ohne und mit H:0:-Behandlung im
Vergleich zur jeweiligen siRNA-Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0). Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung. ** p<0,01; *** p<0,001.
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3.3.3 Chk1 spielt in Z10-Zellen im Zellzyklus nach erneutem Stressreiz eine
marginale Rolle im G2/M-Arrest

Fir die Zellzykluskontrolle in Z10-Zellen (vgl. auch Abb. 14) 24 h nach H,0,-Behandlung
wurden wie in HCEC nach 24 h H,0,-Behandlung (Abb. 12) S- und G2/M-Arreste publiziert
(Poehlmann et al., 2013b). Ebenso wie in HCEC konnten in Z10-Zellen zu spateren
Zeitpunkten die S- und G2/M-Arreste nicht aufrechterhalten werden, allerdings kam es
nicht zur Apoptoseinduktion sondern zur Apoptoseresistenz, zum Wiedereintritt in den
Zellzyklus und damit zur Kontrollpunktadaptation (Poehlmann et al.,, 2013b). Da diese
Adaptation die Uberwindung der zunichst aktivierten Zellzykluskontrolle bedingt - vor
allem des G2/M-Arrestes, in dem Chkl eine groRe Rolle einnimmt - wurden
Zellzyklusanalysen mittels FACS an Z10-Zellen nach Chkl-knockdown und 24 h, 48 h und
72 h nach H,0,-Behandlung durchgefiihrt und der Einfluss von Chk1 ermittelt.

Einfluss von Chk1 auf den Zellzyklus in Z10-Zellen
nach H,0,-Behandlung
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Abb. 20: Rolle von Chk1 im Zellzyklus von Z10 nach erneutem Stressreiz. Zellzyklusanalyse von
Z10-Zellen nach Chkl-knockdown und 24 h bzw. 48 h und 72 h nach H.0;-Behandlung
mittels FACS. Anderung der Zellzyklusverteilung im Vergleich zur jeweiligen
unbehandelten bzw. siRNA-Kontrolle bzw. Chk1-knockdown ohne H.0. Mittelwerte aus
zwei unabhangigen Versuchen.

Bei den in Abb. 20 dargestellten Mittelwerten dreier unabhangiger Versuche wurden nur
Veranderungen grofRer 5 % als relevant betrachtet. Dabei zeigte sich zunachst, dass der
Stressreiz durch H,0,-Behandlung auch in Z10-Zellen sowohl einen S- (+ 5,24 %) vor allem
aber einen G2/M-Arrest (+ 25,44 %) induzierte. Zu spateren Zeitpunkten kam es nicht zur
Apoptoseinduktion sondern zur Apoptoseresistenz und dem Wiedereintritt in den
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Zellzyklus, was sich durch eine um 23,02 % erh6hte G1-Phase zeigte (S -5,91 %, G2/M -
19,50 %). Auch nach 72 h befand sich die Mehrzahl der Zellen in der G1-Phase (G2/M -
7,95 %). Nach Chkl1-knockdown und 24 h nach H,0;-Behandlung war der G2/M-Arrest
minimal um 7 % ricklaufig, zugunsten der G1 Phase. Nach 48 h und 72 h kam es durch
den Chkl-knockdown zu keinerlei Veranderung gegentiber der entsprechenden Kontrolle.
Chk1l hat somit in den Z10-Zellen nur eine marginale Rolle im Aufrechterhalten des
G2/M-Arrestes nach H,0,-Behandlung.

3.4 Rolle von Chk1l am Chromatin im Modell der Colitis Ulcerosa

Um die epigenetische Rolle von Chk1 in einer Chromatinmodulation zu ermitteln, wurde
zunachst die Methode der subzelluldaren Fraktionierung etabliert. Um die am Chromatin
gebundenen Proteine untersuchen zu konnen, wurden von HCEC und Z10-Zellen
mit/ohne H;0,-Behandlung sowie mit/ohne Chkl-knockdown Zellpellets von je 3 Mio.
Zellen gesammelt und aus diesen durch verschiedene Puffer die Fraktionen verschiedener
subzelluldarer Kompartimente herausgelost. Durch Aufschluss der Zellmembran konnte
zunachst die zytoplasmatische Proteinfraktion (Zytosol) heraus gelost werden.
Nachfolgend wurden die membrangebundenen Proteine (Membran), die
|6slich-nukledren Proteine (Losl. nukledr) sowie die chromatingebundene Fraktion
(Chromatin) und die Bestandteile des Zytoskeletts (Zytoskelett) separiert. Abb. 21 zeigt
exemplarisch die gelungene Trennung der Proteine. Als Nachweis fiir die einzelnen
Fraktionen dienten dabei verschiedene Proteine wie das zytosolische Chaperon HSP90,
der membranstdandige Rezeptor TRAIL-R1/DR4, der Transkriptionsfaktor SP1 bzw. orc2
(origin recognition complex 2) fir die |6slich-nukledre Fraktion, Histon 1 (H1) fur die bis
dahin ans Chromatin gebundenen Proteine und das Intermediarfilament Vimentin fir die
zytoskelettal gebundene Fraktion.

HCEC
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= 8 3 B 0

2 &8 & & ¥
N £ 53 2 ¢
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Abb. 21: Nachweis der erfolgreichen Fraktionierung. Western Blot-Analysen von HCEC nach
subzelluldrer Fraktionierung. Ganzzelllysate (GZL), identisch mit Standard WB-Pellets.
Ndhere Erlduterungen siehe Text.
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Wie von Shimada et al. beschrieben, reguliert Chkl die transkriptionelle Antwort nach
DNA-Schaden (Shimada et al., 2008). Fiir diese Regulation ist die Bindung von Chkl am
Chromatin bzw. das Loslosen dessen von besonderer Bedeutung. Um diesen
Mechanismus in HCEC und Z10-Zellen untersuchen zu koénnen, wurden HCEC und
Z10-Zellen mit und ohne H,0,-Behandlung der Fraktionierung unterzogen. Anschliefend
wurden die Proteinmengen von Chk1, pChk1%3'7 und assoziierten bzw. an der Signalkette
beteiligten Proteinen in den einzelnen Fraktionen ermittelt.

3.4.1 Chk1 akkumuliert in Z10-Zellen am Chromatin
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Abb. 22: Chkil-Gehalt in verschiedenen Fraktionen von HCEC und Z10-Zellen. (A) Beispiel
Western Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen ohne/mit
H202-Behandlung. Identische  Chk1-AK-Banden nach unterschiedlich  langer
Belichtungszeit. Ladekontrolle:  Ponceau S-Farbung. (B) Mittelwerte  mehrerer
unabhangiger Versuche mit Standardabweichung. Wie (A). Normiert an der Ladekontrolle
und im Vergleich zu unbehandelten Kontrolle (HCEC, gestrichelte Linie, K=1.0). GZL:
Ganzzelllysat, Chromatin: chromatingebundene Fraktion, |6slich-nuklear: nuklear gelost
vorliegende Proteine, Zytosol: zytosolische Proteinfraktion. * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

Wie aus Abb. 22 hervor geht kam es in HCEC nach H,0;-Behandlung wie bereits gezeigt
(Abb. 9) zu einer etwa 50 %igen Reduktion des Chk1-Levels im Ganzzelllysat (GZL). Auch
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am Chromatin kam es zu einer etwa 30 %igen Reduktion von Chkl, verglichen mit
unbehandelten HCEC. In den anderen Fraktionen |&slich-nukledrer und zytosolischer
Proteine gab es nach H,0>-Behandlung keine Anderung des Chk1-Gehaltes im Vergleich
zu unbehandelten HCEC. Auch in Z10-Zellen war der Gesamt-Chk1l-Gehalt vermindert
(39 %) (vgl. auch Abb. 15). Allerdings kam es am Chromatin zu einer signifikanten
Akkumulation von Chk1 von zusatzlich 40 %. In der |6slich-nukledren Fraktion und in der
Fraktion zytosolischer Proteine in Z10-Zellen gab es keine Anderungen der Chk1-Menge
im Vergleich zu HCEC ohne und mit H;0,-Behandlung. Nach H,0,-Behandlung war der
Gesamt-Chk1-Gehalt in Z10-Zellen nur noch um etwa 27 % im Vergleich zu unbehandelten
HCEC vermindert. In der Fraktion Chromatin-assoziierter Proteine der Z10-Zellen nach
H,0,-Behandlung war Chk1 im Vergleich zu unbehandelten HCEC um ca. 136 % erhoht. In
der Fraktion l6slich-nukledrer Proteine der Z10-Zellen nach H;02-Behandlung lag Chk1l
leicht vermindert vor. In der Fraktion zytosolischer Proteine kam es in Z10-Zellen auch
nach H20;-Behandlung zu keiner Anderung des Chkl1-Levels im Vergleich zu HCEC ohne
und mit H,0,-Behandlung.

Zusammenfassend liel8 sich feststellen, dass Chkl in Z10-Zellen ohne, vor allem aber
nach H,0;-Behandlung starker am Chromatin assoziiert war, als in HCEC mit und ohne
H,0,-Behandlung.

3.4.2 Erhéhte pChk1%3!-Level in den Fraktionen akut und chronisch
gestresster Zellen

In HCEC nach H;02-Behandlung, Z10-Zellen und Z10-Zellen nach H;0,-Behandlung war
der Gehalt an pChk1°3” (Abb. 23) generell erhdht (vgl. auch Abb. 15), in HCEC nach
H,0,-Behandlung starker als in Z10-Zellen ohne und mit H;0;-Behandlung. Die
Fraktionierung zeigte, dass pChk1%37 am Chromatin akkumulierte. Die pChk153'’-Level der
[6slich-nukledren Proteinfraktion von HCEC mit H,0;-Behandlung und Z10-Zellen ohne
und mit H20;-Behandlung unterschieden sich kaum voneinander. Lediglich in der Fraktion
der zytosolischer Proteine lag pChk1°3!” nach H,0,-Behandlung in den Z10-Zellen deutlich
erhoht vor.

Zusammenfassend lieR sich feststellen, dass der Level an pChk1%3!” in HCEC nach
H,0,-Behandlung, Z10 und Z10-Zellen nach H;0;-Behandlung in allen Fraktionen erhoht
war.
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Abb. 23: pChk153V-Gehalt in verschiedenen Fraktionen von HCEC und Z10-Zellen.
(A) Beispiel Western Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne
H202-Behandlung. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung. (B) Mittelwerte mehrerer
unabhangiger Versuche mit Standardabweichung. Wie (A). Normiert an der Ladekontrolle
und im Vergleich zu unbehandelten Kontrolle (HCEC, gestrichelte Linie, K=1.0). GZL:
Ganzzelllysat, Chromatin: chromatingebundene Fraktion, 16slich-nukledr: nukledr gelost
vorliegende Proteine, Zytosol: zytosolische Proteinfraktion. * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001.

3.4.3 Veranderte Histonmodifikationen in Z10-Zellen

Da Chk1 wie eingangs beschrieben durch Phosphorylierung von Histon H3 an Threonin 11
(T11) als Chromatin-modifizierender Transkriptionsfaktor wirken kann (Enders, 2008;
Shimada et al., 2008), wurde zunichst der Level an pH3™! in HCEC und Z10-Zellen mit und
ohne H,0;-Behandlung am Chromatin ermittelt.

Wie aus Abb. 24 hervorgeht kam es in HCEC nach H0;-Behandlung zu einer
signifikanten Erhdohung des pH3™!-Levels in der Chromatinfraktion. In Z10-Zellen
allerdings akkumulierte pH3™! deutlich am Chromatin (1,63fach), vor allem nach
Behandlung mit H.0; (1,67fach).
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Abb. 24: pH3™!-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen. (A) Beispiel Western
Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne H:02-Behandlung.
Ladekontrolle Ponceau S-Farbung. (B) Mittelwerte mehrerer unabhangiger Versuche mit
Standardabweichung. Wie (A). Normiert an der Ladekontrolle und im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolle (HCEC, gestrichelte Linie, K=1.0). * p<0,05; ** p<0,01.

Da Shimadaetal. eine erhohte GCNs-Bindung bzw. GCNs-bedingte Acetylierung von
Histon H3 nach Phosphorylierung von H3 an T11 beschrieben haben (Shimada et al.,,
2008) und diese Histonacetyltransferase in hoheren Z-Zellkulturen erhoht vorlag (vgl.
Abb. A 1), wurde anschlieBend der GCNs-Level in den einzelnen Fraktionen von HCEC und
Z210-Zellen mit und ohne H;0,-Behandlung ermittelt.
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Abb. 25: GCNs-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen. (A) Beispiel Western
Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne H202-Behandlung.
Ladekontrolle Ponceau S-Farbung. (B) Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Versuchen mit
Standardabweichung. Wie (A). Normiert an der Ladekontrolle und im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolle (HCEC, gestrichelte Linie, K=1.0). * p<0,05.

Die Menge an GCNs in der Chromatinfraktion lag in HCEC nach H,0,-Behandlung nahezu
verdoppelt (1,91fach), in Z10-Zellen um das 7,23fache und in Z10-Zellen nach
H,0,-Behandlung um mehr als das 10fache erhoht vor (Abb. 25). In den Fraktionen
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[6slich-nukledrer und zytosolischer Proteine gab es keinerlei Unterschiede bezliglich der
Menge an GCNsim Vergleich zu HCEC.

Da eine erhohte Menge der Histonacetyltransferase GCNs die verstarkte Acetylierung
von Histonen, im Besonderen H3 an Lysin 9 (K9) bedingen kann und zu einem geringeren
Teil H3 auch an anderen Stellen und auch H4 acetyliert, wurden im nachsten Schritt
Histonmodifikationen in HCEC und Z10-Zellen mit und ohne H,0,-Behandlung untersucht.
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Abb. 26: Histonmodifikationen am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen. (A) Beispiel Western
Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne H202-Behandlung.
Ladekontrolle Ponceau S-Farbung. (B) Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
Standardabweichung. Wie (A). Normiert an der Ladekontrolle und im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolle (HCEC, gestrichelte Linie, K=1.0). * p<0,05; ** p<0,01.
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Aus Abb. 26 geht hervor, dass in der Chromatinfraktion von Z10-Zellen ohne und mit
H.0,-Behandlung H3 entsprechend der stark erhdhten Level an GCNs (Abb. 25) verstarkt
an K9 acetyliert wurde, wohingegen der Level in HCEC nach H;0,-Behandlung gleich
bleibt. Die Menge an mehrfach (K9, K14) acetyliertem (ac)H3 war in HCEC nach
H,0.-Behandlung nicht, in Z10-Zellen ohne und mit H;0;-Behandlung hingegen als
signifikant erhoht zu detektieren (Abb. 26). H4 lag in HCEC nach H;0;-Behandlung und
Z10-Zellen nur leicht vermehrt acetyliert vor. In Z10-Zellen nach H,0,-Behandlung wurde
es allerdings deutlich starker modifiziert.

Da Histone auch durch andere Histonacetyltransferasen als GCNs modifiziert werden
konnen und die HATs p300/CBP (z. T.) und PCAF in den Z-Zellkulturen allgemein verstarkt
exprimiert vorlagen (vgl. Abb. A 1), wurde die Menge an p300/CBP und PCAF in der
Chromatinfraktion der HCEC und Z10-Zellen untersucht.

Wie aus Abb. 27 hervorgeht, lag in HCEC nach H;0,-Behandlung PCAF nahezu in
doppelter Menge vor. In Z10-Zellen ohne und mit H,0;-Behandlung lagen sowohl| PCAF
(um 3,47fach bzw. 4,23fach) als auch p300/CBP (7,19fach bzw. 12,33fach) stark erhoht
vor. Weiterhin geht aus Abb. 27 hervor, dass das fiir die Dissoziation von Chk1/pChk1
vom Chromatin wichtige PCNA in allen Zelllinien und Behandlungen unverandert vorlag.

Zusammenfassend lieR sich feststellen, dass es in Z10-Zellen sowie HCEC und Z10-Zellen
nach erneutem Stressreiz zu Histonmodifikationen kommt, die nach dem Modell von
Shimada et al. eine erhdhte Transkription bedingen kénnten (Shimada et al., 2008).
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Abb. 27: Akkumulation von Histonacetylasen am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen.
(A) Beispiel Western Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne
H202-Behandlung. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung. (B) Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A). Normiert an der
Ladekontrolle und im Vergleich zu unbehandelten Kontrolle (HCEC, gestrichelte Linie,
K=1.0). * p<0,05.

3.4.4 Effekte des Chkl1l-knockdown in den Fraktionen

Um die Abhéngigkeit dieser Histonmodifikationen von Chkl zu untersuchen, bzw. die
Rolle von Chkl als Chromatin-modifizierender Transkriptionsfaktor untersuchen zu
konnen, wurden anschliefend Fraktionierungen von HCEC und Z10-Zellen ohne und mit
H>0,-Behandlung nach Chkl-knockdown durchgefiihrt und analysiert. In Abb. 28 ist nun
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fir die einzelnen Fraktionen und Zelllinien der jeweilige Vergleich der Kontrolle, der
siRNA-Kontrolle und des Chk1-kockdown mit unbehandelten HCEC dargestellt.

Es ist erkennbar (Abb. 28), dass es in HCEC nach H,0;-Behandlung zu einer Reduktion
des Chkl-Levels am Chromatin kam, unabhangig vom knockdown. Zusatzlich kam es in
der Chromatinfraktion von Z10-Zellen ohne und mit H20;-Behandlung zu einer deutlich
Abnahme der Chk1-Menge, in Z10-Zellen auf ca. 50 % des HCEC-Niveau. In Z10-Zellen mit
H.0;-Behandlung sank der Chk1-Level von etwa 2fach auf 1,16fach des HCEC-Niveaus. In
den Fraktionen l6slich-nukledarer und zytosolischer Proteine kam es in HCEC nach
H.0;-Behandlung und Z10-Zellen ohne und mit H,0,-Behandlung zu einer deutlichen
Reduktion von Chk1 nach knockdown, um 38 bis 71 %.

Der Einfluss des Chkl-knockdowns auf die Menge an phosphoryliertem Chkl1 in den
einzelnen Fraktionen ist in Abb. 29 dargestellt. In HCEC und Z10-Zellen ohne und mit
H,0,-Behandlung lag pChk1%3'” am Chromatin akkumuliert vor (vgl. Abb. 23). Wie aus
Abb. 29 hervorgeht hatte der Chkl-knockdown dabei keinen Einfluss. In den Proben der
I6slich-nukledren Fraktionen blieb der Level an pChk1%3'7 in HCEC nach H,0,-Behandlung
signifikant erhéht, unabhangig von der siRNA-Behandlung. In der zytosolischen Fraktion
kam es in HCEC nach H,0,-Behandlung und siRNA-Behandlung zu einer unspezifischen,
nur durch siRNA-Behandlung erzielten, leichten Zunahme an pChk133'’. In Z10-Zellen gab
es mit H,0,-Behandlung keine weitere Anderung, ohne H,0,-Behandlung kam es zu einer
leichten Abnahme (17 %) an pChk153'” nach Chk1-knockdown, der Level blieb aber tber
HCEC-Niveau.

Die Effektivitit des Chkl-knockdowns auf den Gehalt an Chk1/pChk1%3'” in den
einzelnen Fraktionen lasst sich wie folgt zusammenfassen: In HCEC nach
H,0.-Behandlung, in denen der Chkl-Level am Chromatin ohnehin vermindert war,
gelang durch siRNA-Behandlung keine zusatzliche Reduktion des Chk1l-Gehaltes am
Chromatin. In Z10-Zellen, in denen Chkl am Chromatin akkumuliert vorlag hingegen,
gelang durch Chkl-knockdown die Reduktion des Chkl-Levels auf das Niveau der HCEC
nach H;0,-Behandlung. Nach H,0;-Behandlung und knockdown von Z10-Zellen konnte
das stark akkumuliert vorliegende Chkl am Chromatin nahezu auf das Niveau
unbehandelter HCEC reduziert werden. In den Fraktionen l6slich-nukledrer und
zytosolischer Proteine der drei Zelllinien/Behandlungsbedingungen konnte der Level an
Chk1 um mindestens 38 % unter HCEC-Niveau reduziert werden. Bezlglich des generell in
HCEC, Z10-Zellen ohne und mit H,0>-Behandlung erhéht vorliegenden pChk1%3'-Levels
konnte durch den knockdown, abgesehen von Z10-Zellen im Zytosol, keine Reduktion
erzielt werden. Alle nach Chkl-knockdown untersuchten und als divergent ermittelten
Histonmodifikationen sind somit auf den veranderten Chkl1-Level zuriick zu fiihren, da die
Phosphorylierung offenbar unbeeinflusst stattfand.
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Abb. 28: Chkl-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chkl-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne
H202-Behandlung und Chk1-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhdngigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (gestrichelte
Linie, K=1.0). Chromatin: chromatingebundene Fraktion, 16slich-nuklear: nukleadr gel6st
vorliegende Proteine, Zytosol: zytosolische Proteinfraktion. * p<0,05.
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Abb. 29: pChk153'’-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chk1-knockdown. (A)
Beispiel Western Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne
H202-Behandlung und Chk1-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhdngigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (gestrichelte
Linie, K=1.0). GZL: Ganzzelllysat, Chromatin: chromatingebundene Fraktion,
|6slich-nukleédr: nukledr geldst vorliegende Proteine, Zytosol: zytosolische Proteinfraktion.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; * p=0,054/0,058.
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3.4.5 Abhadngigkeit der Histonmodifikationen von Chk1

Nach der Ermittlung der Chkl- und pChk1%%-Level in den Fraktionen nach
Chkl-knockdown wurde untersucht, ob eine veranderte Rekrutierung bzw.
transkriptionelle Aktivierung histonmodifizierender Proteine im Sinne von Shimada et al.
vorlag. Daher werden nachfolgend die relevanten Histonmodifikationen und die

Proteinlevel potentiell beteiligter HATs vor und nach Chkl-knockdown miteinander
verglichen.

Die Untersuchung der pH3™!- und GCNs-Level nach Chkl-knockdown (Abb. 30 bis
Abb. 31) ergab keine Anderung des pH3™!-Levels in HCEC nach H,0,-Behandlung,
entsprechend der nach ChklsiRNA-Behandlung unveranderten CHk1l- und
pChk1%3'7-Level (vgl. Abb. 28 und Abb. 29). Der erfolgreiche Chk1-knockdown in
Z10-Zellen ohne und mit H,0,-Behandlung hatte keinen Einfluss auf den pH3™!-Level am
Chromatin (Abb. 30).
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Abb. 30: pH3™!-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chk1-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analysen nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen
mit/ohne H20:-Behandlung und Chkl-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (gestrichelte
Linie, K=1.0). * p<0,05.
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Die Menge an GCNs in der Chromatinfraktion, die in HCEC nach H,0O,-Behandlung und
Z10-Zellen erhoht vorlag (vgl. Abb. 25), blieb auch nach Chkl-knockdown auf dem
gleichen hohen Level. Nach H,0;-Behandlung in den Z10-Zellen kam es zu einem weiteren
starken Anstieg des zuvor ebenfalls erhohten Levels an GCNsin der Chromatinfraktion
nach Chkl-knockdown auf mehr als das Doppelte der Kontrolle. In den Fraktionen
[6slich-nukledrer bzw. zytosolischer Proteine kam es, wie schon zuvor (vgl. Abb. 25) zu
keinerlei Anderungen der GCNs-Level.
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Abb. 31: GCNs-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chkl-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analysen nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen
ohne/mit H202-Behandlung und Chkl-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und zu unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0).
* p<0,05; ** p<0,01.

Histon H3 blieb an K9 auch nach Chkl-knockdown in HCEC nach H,0,-Behandlung auf
HCEC-Niveau acetyliert (Abb. 31). Auch in Z10-Zellen und Z10-Zellen nach
H,02-Behandlung gab es keine Anderung der Level an acH3*° nach Chk1-knockdown im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 32).
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Abb. 32: acH3*°-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chk1-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analysen nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen
mit/ohne H202-Behandlung und Chkl-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhadngigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und zu unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0).
* p<0,05.

Andere Lysinreste an H3 (Abb. 33) wurden nach Chkl-knockdown in HCEC nach
H,0,-Behandlung unverandert acetyliert. In Z10-Zellen kam es nach siRNA-Behandlung
unspezifisch zu einem Abfall des acH3-Levels nahezu auf HCEC-Niveau. In Z10-Zellen nach
H,0.-Behandlung fiihrte die siRNA-Behandlung zu einem Anstieg der acH3-Level im
Vergleich zu HCEC. Die Acetylierung an H4 (Abb. 34) war in HCEC nach H;0,-Behandlung
und Chk1-knockdown unbeeinflusst, in Z10-Zellen kam es unspezifisch zu einem Anstieg
nach siRNA-Behandlung, aber keiner Anderung nach Chkl-knockdown. Nach
H,0,-Behandlung von Z10-Zellen stiegt die Acetylierung an H4 signifikant an. Nach
Chk1-knockdown wurde acH4 geringer, 1,69fach statt 2,43fach, acetyliert.
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Abb. 33: acH3-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chk1-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analysen nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen
mit/ohne H:0:-Behandlung und Chkl-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und zu unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0).
* p<0,05.
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Abb. 34: acH4-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chk1-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analysen nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen
mit/ohne H202-Behandlung und Chkl-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhdngigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und zu unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0).

* p<0,05.

In HCEC nach H,0;-Behandlung blieb der Level an der Histonacetyltransferase PCAF auch
nach Chkl-knockdown unverandert im Vergleich zu HCEC (Abb. 35, vgl. Abb. 27). In den
Z10-Zellen lag der Level an PCAF signifikant erhoht vor im Vergleich zu HCEC, unabhangig
von Chkl. Nach H;0,-Behandlung von Z10-Zellen allerding kam es Chkl-spezifisch zu
einem Abfall des zuvor mehr als 4fachen Levels an PCAF auf das 2,12fache der Kontrolle.
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Abb. 35: PCAF-Gehalt am Chromatin von HCEC und Z10-Zellen nach Chk1-knockdown.
(A) Beispiel Western Blot-Analyse nach Fraktionierung von HCEC und Z10-Zellen mit/ohne
H202-Behandlung und Chk1-knockdown. Ladekontrolle Ponceau S-Farbung.
(B) Mittelwerte aus drei unabhdngigen Versuchen mit Standardabweichung. Wie (A).
Normiert an der Ladekontrolle und zu unbehandelten Kontrolle (gestrichelte Linie, K=1.0).
* p<0,05.

Die Ergebnisse der untersuchten Abhangigkeit der Histonmodifikationen und
Histonacetyltransferasen von Chkl kénnen fiir die Chromatinfraktion wie folgt
zusammengefasst werden: Die erhdhten Level an pH3™! in Z10-Zellen ohne und mit
H.0,-Behandlung erwiesen sich als Chkl-unabhangig. Allerdings wurde, trotz des nahezu
gleich stark erhdhten Levels an pH3™! GCNs in H,0;-behandelten Z10-Zellen
Chk1l-abhadngig starker ans Chromatin rekrutiert bzw. dort gebunden. Die Acetylierung
von H3¥ blieb in HCEC mit H,0,-Behandlung und in Z10-Zellen gleich, war in Z10-Zellen
mit H,0,-Behandlung Chkl-abhangig reduziert. An anderen Lysinresten wurde H3 nur in
Z210-Zellen nach H;0;-Behandlung Chkl-abhdngig starker acetyliert. Fiir H4 ergab sich
Chkl-abhangig fiir HCEC mit H;0.-Behandlung und Z10-Zellen keine veranderte
Acetylierung. Fir Z10-Zellen nach H;0.-Behandlung zeigte sich eine Chkl-abhangig
verminderte Acetylierung. Auch die HAT PCAF blieb in HCEC mit H,0,-Behandlung und in
Z10-Zellen gleichstark am Chromatin assoziiert. Lediglich in Z10-Zellen mit
H,0,-Behandlung kam es Chk1-abhédngig zu einer Reduktion des entsprechenden Levels.
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4 DISKUSSION

Der bereits 1863 von Rudolf Virchow vermutete Zusammenhang zwischen Entziindung
und Karzinogenese wurde seitdem durch viele klinische und epidemiologische Studien
bestatigt. Die Entzlindung als ein Merkmal von Krebs ist nachweislich ein wichtiger Faktor
fur die Tumorpromotion, -invasion und Metastasierung (Balkwill und Mantovani, 2001;
Hussain und Harris, 2007; Mantovani et al., 2008). Chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen (CED) wurden bereits 2003 von Hussein et al. als ,,oxyradical overload
disease” bezeichnet (Hussain et al., 2003). Besonders ROS und RNS spielen eine
bedeutende Rolle in der Tumorgenese (Terzic et al., 2010). Der oxidative Stress in CED,
ausgelost durch die Entziindung, und die verminderte antioxidative Abwehr flihren zu
Schaden am kolorektalen Epithel (Mitamura et al., 2002; Baumgart und Carding, 2007;
Bllbil et al., 2014). Die erhohte Permeabilitdit der Mukosa beginstigt weiterhin
DNA-Schaden durch Karzinogene. Auch die entziindungsbedingt erhohte Zellumsatzrate
fuhrt zu Replikationsfehlern und beschleunigt epigenetische Verdanderungen (Seril et al.,
2003), und beglnstigt so die maligne Transformation. Bis heute konnte allerdings die
Frage, ob Entziindung allein zur Tumorinitiation geniigt, nicht ausreichend beantwortet
werden (Coussens und Werb, 2002).

In dem von Dr. A. Péhlmann entwickelten zelluldren in vitro Modell der Colitis Ulcerosa
mit oxidativem Stress-simulierendem H,O, legten erste Untersuchung eine durch die
akute Behandlung aktivierte DNA-Schadenskontrolle in HCEC offen, resultierend in
Zellzyklusarresten (S, G2/M), und der Aktivierung des JNK-Signalweges und des
Zellzyklusregulators p21WAFL Infolge der Simulation chronischen Stresses konnten bereits
nach wenigen Behandlungszyklen in den generierten Zelllinien (Z-Zellkullturen) Zeichen
einer malignen Transformation beobachtet werden (Poehlmann et al., 2013b). Neben
dem Verlust der Zell-Zell-Kontaktinhibition und der Uberwindung der Seneszenz kam es
zu einer erhodhten Proliferationsrate (Poehlmann et al.,, 2013b). Die Untersuchung der,
nach oxidativem Stress zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, ergab nach
Ausschluss fur kolorektale Karzinome bekannter, genetischer Alterationen intrazellular
erhohte ROS-Level und eine verdanderte Signaltransduktion in den Colonepithelzelllinien
(z-Zellkulturen) (Poehlmann et al., 2013a; Poehlmann et al., 2013b). Die verdnderte
JNK-Aktivierung, p21WAfl-Herabregulation und yH2A.X-Reduktion fiihrten offenbar zur
Maskierung des induzierten DNA-Schadens. Weiterhin wurde die Hochregulation von
Zellzyklusregulatoren, proinflammatorischer Zytokine und onkogener Transkrip-
tionsfaktoren ermittelt (Poehlmann et al., 2013b).

Da die Proliferation der Z-Zellkulturen trotz DNA-Schaden die Umgehung der
DNA-Schadenskontrolle erfordert und bereits die Uberwindung der Zellzyklusarreste G1/S
und intra-S als JNK- und Caspase-abhangig gezeigt werden konnten (Poehlmann et al.,
2013a; Poehlmann et al., 2013b), stellte sich die Frage, wie verbleibende
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Zellzykluskontrollpunkte in den Z-Zellkulturen umgangen werden konnten, um die
Zellzyklusprogression voranzutreiben. Aufgrund der Bedeutung von Chkl in der
DNA-Schadens- und der Zellzykluskontrolle sollten in der vorliegenden Arbeit weitere
molekulare Mechanismen der veranderten Signaltransduktion und Zellzyklusregulation in
Abhangigkeit von Chkl untersucht werden. Zusatzlich sollte die erst kiirzlich beschriebene
Rolle von Chkl in der Chromatinmodulation im Zusammenhang mit der Bindung
onkogener Transkriptionsfaktoren ermittelt werden.

4.1 Rolle von Chk1 im Modell der akuten Entziindung

Fiir das Modell der akuten Entziindungssituation konnte bisher die Aktivierung des
JNK-Signalweges durch pJNK-Hochregulation und pJNK-abhangige Zellzyklusarreste S und
G2/M gezeigt werden (Poehlmann et al., 2013a). Die erhohten Level der pJNK-regulierten
Proteine yH2A.X und p21WAF fihrten zur Schadensmeldung und zum Zellzyklusarrest. Die
ebenfalls durch pJNK regulierten Caspasen wurden wie auch JNK mit einer
anti-apoptotischen Funktion assoziiert (Poehlmann et al., 2013a). Zusammen vermittelten
beide auRerdem den Ubergang der Kontrollpunkte G1/S und Intra-S und verhinderten
zunachst Apoptose nach oxidativem Stress. Der spater resultierende G2/M-Arrest konnte
nicht Gberwunden werden, sondern es kam zum apoptotischen Zelltod aus dieser
Zellzyklusphase.

Der durch Behandlung mit H,O, simulierte, akute oxidative Stress aktivierte in HCEC
den zumeist ATR-abhangigen Schadenssensor Chkl durch Phosphorylierung an S317 und
S345 (3.1.1). Gleichzeitig wurde der Chk1-Protein-Level reduziert. Im Allgemeinen werden
der Aktivierung von Chk1 vielfaltige Bedeutungen beigemessen. pChk1%37 reguliert den
mitotischen Spindelkontrollpunkt, den Fortlauf der Replikation, stabilisiert die
Replikationsgabel und regelt so den Mitosestartzeitpunkt (Sanchez et al., 1997; Walker et
al., 2009; Chen et al., 2012). Infolge von DNA-Schaden vermittelte Chkl die Aktivierung
der Zellzykluskontrollpunkte G1/S, Intra-S und G2/M (Dai und Grant, 2010; Poehlmann
und Roessner, 2010). Da durch H;0; in HCEC nachweislich DNA-Schaden und S- und
G2/M-Zellzyklusarreste induziert worden waren (Poehlmann et al., 2013a), ist davon
auszugehen, dass Chkl am S- und/oder G2/M-Kontrollpunkt ATR-abhangig, oder infolge
stockender Replikation durch induzierte DNA-Schdaden an S317/S345 aktiviert wurde. Eine
parallele Aktivierung von JNK und Chkl nach DNA-Schaden war bereits von Wang et al.
gezeigt worden (Wang et al., 2009b). Durch Phosphorylierung an $1981 aktiviertes ATM
vermochte sowohl den Chk1/2-Signalweg, der zum Zellzyklusstopp (G2/M-Arrest) fihrte,
als auch parallel den JNK-Signalweg, der (iber Phosphorylierung von H2A.X an S139
Apoptose einleitete, zu aktivieren. Somit konnte ATM die Schadensmeldung durch
H2A.X-Phosphorylierung direkt, und indirekt Giber JNK-Signalweg regulieren.
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Die Tatsache, dass nur in p53-kompetenten, nicht-transformierten Zellen die alleinige
Aktivierung von Chk1, p38 oder JNK fiir die Induktion und Aufrechterhaltung der Arreste
nach Replikationsstress genligten (Llopis et al., 2014b), in HCEC und Z-Zellkulturen aber
p53 inaktiv vorlag, untermauert die Vermutung, dass in diesen Zellen ein Zusammenspiel
bzw. eine gegenseitige Regulation von JNK und Chk1 fir die korrekte Zellzykluskontrolle
notwendig ist. Flir eine wechselseitige Regulation der beiden Proteine spricht weiterhin
die Tatsache, dass die Chkl-Aktivierung in HCEC nach akut induziertem Stress als
JNK-abhdngig supprimiert ermittelt (3.1.4) und die als pJNK-abhdngig gezeigte
DNA-Schadensantwort in HCEC nach akutem Stressreiz als Chkl-supprimiert gezeigt
wurde (3.1.2). Im Einzelnen wurden 24 h nach Chkl-knockdown stressreizspezifisch
(3.1.2) INKp54, pJNKp46 und p54 starker aktiviert bzw. hochreguliert. Auch die
pJNK-Targets yH2A.X als DNA-Schadensmarker, p21WAf als Zellzyklusregulator, H2A.X und
der Transkriptionsfaktor c-Jun wurden verstarkt exprimiert, letzterer auch starker durch
Phosphorylierung an S63 aktiviert. Auch 48 h nach der Behandlung lagen pJNK p46 (bis
72 h), pc-Jun®® und yH2A.X verstarkt vor. Chkl supprimiert somit trotz seines geringen
Levels, vermutlich aber aufgrund seiner starkeren Aktivierung z.T. die
DNA-Schadensantwort tber pJNK in HCEC nach oxidativen Stress, was eine Akkumulation
von DNA-Schaden ermoglichen kdnnte. Durch die Suppression des DNA-Schadensmarkers
und Reparaturproteins yH2A.X, vermutlich Gber die pJNK-Suppression, sorgt Chk1 fiir eine
verminderte Schadensmeldung. Gleichzeitig wird durch die Reduktion von p21WAF! die
Zellzykluskontrolle erschwert. 24 h nach akuter H,0;-Behandlung befand sich der GroRteil
der HCEC in der S-Phase (Arrest), in dem Chkl, wie von Syljuasen et al. gezeigt, zur
Vermeidung aberranter Replikationsereignisse eine wichtige Rolle spielt. Durch
Behandlung mit unterschiedlichen Chkl-Inhibitoren oder Chk1-siRNA konnte die
Forschergruppe um Syljudsen u. a. in kolorektalen Zellen zeigen, dass S-Arrest-abhangig
Uber CDK2 die erh6hte Bindung des Replikationsmarkers RPA stattfand. Dadurch wurden
weitere ATR-targets wie Chk1 selbst (S317), p53, vor allem aber H2A. X ATM-unabhangig
phosphoryliert (Syljuasen et al., 2005; Goto et al., 2012). Durch die fehlende Kontrolle in
der S-Phase bei Chkl-knockdown oder -Inhibition kam es ziigig zur Replikation, was zu
massiver CDK2-abhangiger H2A.X-Phosphorylierung fiihrte gefolgt von der Induktion
massiver DNA-Strangbriiche. Gemall Syljudasen et al. ware denkbar, dass in akut
gestressten HCEC, die sich in der S-Phase befinden, nach Chkl-knockdown die massive
H2A.X-Phosphorylierung  tatsachlich z.T. durch  pJNK-Induktion oder aber
CDK2/ATR-abhéngig aufgrund des reduzierten Chk1-Levels induziert wurde. Untermauert
werden kann Letzteres auch durch Daten nach Chk1l-siRNA- und ohne H,0,-Behandlung
(3.1.2). Der Chkl-knockdown ohne stressinduzierte JNK-Aktivierung und DNA-Schaden
fihrte zu massiver H2A.X-Aktivierung. Somit konnte die ermittelte Chkl-abhangige
Suppression der H2A . X-Aktivierung zum einen, bedingt durch den zusatzlich reduzierten
Chk1-Level aufgrund der siRNA-Behandlung, ATR-abhangig, und zum anderen Uber die
Chk1l-abhdngige Suppression der JNK-Aktivierung erfolgen. Die reduzierten Chkl-Level in
HCEC nach akut induziertem oxidativem Stress wiirden somit zusatzlich zur moglichen
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Akkumulation von DNA-Schiaden beitragen. Gleichzeitig wirde gerade durch
Chkl1-knockdown die Aktivierung von Chkl getriggert werden. Von daher ist es nicht
verwunderlich, dass pChk1%!” auch bei geringen Chkl-Leveln auf einem relativ hohen
Niveau bleibt.

Im Allgemeinen ist Chkl nicht essentiell fir den G2-Arrest nach anhaltendem
DNA-Schaden in ATM/p53/p21- intakten Zellen, p21 hingegen schon (Lossaint et al.,
2011). In Zellen, in denen die ATM/p53/p21-Achse gestort ist, wird Chkl allerdings
essentiell fir den G2-Arrest, da ein crosstalk zwischen p21WAlund Chk1 ein Umschalten
der Abhangigkeit auf Chk1l mdglich macht (Reinhardt et al., 2007; Lossaint et al., 2011).
Da in HCEC SV40-induziert p53 inaktiv vorliegt, muss von einer gestorten
ATM/p53/p21-Achse ausgegangen werden, was die Bedeutung von Chkl fir den
G2-Arrest unterstreicht. In akut gestressten HCEC konnte nach Chkl-knockdown
allerdings nur eine minimale Beteiligung von Chkl an der Ausbildung der Arreste
ausgemacht werden (3.1.3), da die Zellzyklusverteilung nahezu unverandert blieb. Es ist
anzumerken, dass an S317 aktiviertes Chkl durch Chkl-knockdown dabei wie
gesamt-Chk1l ebenfalls nur um etwa ein Viertel von 198 % auf einen weiterhin hohen
Level von 150 % reduziert wurde. Da die Zellzykluskontrolle im Allgemeinen durch die
aktivierte Variante pChk1%3'7 ausgetibt wird (Liu et al., 2000; Bartek und Lukas, 2003) und
diese Form von Chkl im zelluliren Modell, auch nach knockdown, erhéht blieb, kann
angenommen werden, dass pChk1%3'7-Abhingigkeiten im G2/M-Arrest aufgrund der
geringen Reduktion nicht gezeigt werden konnten. Da zudem JNK-Inhibitor-Studien am
zelluldren Modell eine pJNK-abhingige Teilsuppression von pChk15317/5345 in HCEC nach
akut induziertem oxidativen Stress aufzeigten, ist weiterhin anzunehmen, dass eine
gegenseitige Regulation der Signalwege vorliegt. Aullerdem ist denkbar, dass infolge von
verlangsamter Replikation, das friihzeitig aktivierte Chkl seiner Funktion gerecht
werdend Zellzyklusarreste einleitet, die, begriindet durch inaktives p53, durch spater
aktiviertes JNK unterstiitzt und aufrecht erhalten werden (Llopis et al., 2014b). Chk1 wird
in ATR-abhdngiger Weise eine Rolle in der Aufrechterhaltung des G2/M-Arrestes
zugesprochen (Liu et al., 2000; Takai et al., 2000; Brown, 2003; Shibata et al., 2010; Llopis
et al.,, 2014a). Da es langfristig in HCEC nach H;0,-Behandlung allerdings nicht zu
ausreichender Reparatur sondern zur Apoptose kommt (Poehlmann et al., 2013a), scheint
der Schadenslevel nicht tolerierbar und irreparabel. Des Weiteren kann auch ein Fehler in
der Reparatur zur Aufhebung des Arrestes fiihren. Die Funktion von Chkl in der
Aufrechterhaltung des Arrestes ist auch abhangig von Fehlern die in der homologen
Replikation verankert sind (Shaltiel et al., 2015). So kann der G2-Kontrollpunkt nicht
aufrechterhalten werden, wenn Proteine, die die parallele Anndherung der
DNA-Molekiile vermitteln, fehlen (Menzel et al., 2011). Weiterhin kann die zusatzliche
Unterstltzung durch ATR-abhangige Aktivierung von p38 in HCEC nicht greifen, da kein
p-p38 in HCEC nach induziertem oxidativen Stress detektiert werden konnte (Poehlmann
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et al., 2013a). Somit kommt es unweigerlich zur Haufung von DNA-Schaden, die zur
Induktion der Apoptose flihren.

4.2 Rolle von Chk1 im Modell der chronischen Entziindung

Fiir das Modell der chronischen, nicht aktiven Colitis Ulcerosa, die Z-Zellkulturen, wurden
in Péhlmann et al. 2013b eine durch extrazellulare ROS induzierte intrazelluldre
ROS-Bildung nachgewiesen. Weiterhin wurden die generelle p21WAFL  und
YH2A . X-Herunterregulation trotz DNA-Schaden publiziert. Zusatzlich waren die positiven
Zellzyklusregulatoren CDK6 und Zyklin D2 (iberexprimiert, ebenso wie f8-Catenin und die
Onkogene c-Myc und c-Fos. Die gesteigerte Proliferation der Z-Zellkulturen und der
Verlust der Zell-Zell-Kontakthemmung wurden auf eine dysregulierte JNK-Aktivierung
zurickgefiuhrt, da JNK und p-JNKp54 in den Z-Zellkulturen permanent vermindert
vorlagen, p-JNKp46 jedoch verstarkt aktiviert wurde. Die verminderte
p-JNK-p54-Expression ist dabei vermutlich auf die verminderte Caspasen-Expression
zurlickzuflihren. Zusammenfassend lieR sich feststellen, dass die Maskierung des
DNA-Schadens, die Herabregulation von Zellzykluskontrollproteinen und die
Hochregulation entsprechender Zytokine und Zykline zu gesteigerter Proliferation flihrten
und die Zelltransformation vorantrieben (Poehlmann et al., 2013b).

Die erhohte Proliferation der Z-Zellkulturen trotz DNA-Schaden und deren
Zellzyklusverteilungen, die sich nicht von denen unbehandelter HCEC unterschieden,
erfordern den standigen proliferativen Stimulus durch z. B. intrazellulare ROS-Bildung und
die Uberwindung der Zellzykluskontrolle. Bei Letzterem kénnen zum einen
Schadensmelder und zum anderen Kontrollpunktregulatoren dysreguliert vorliegen. Eine
veranderte Zellzykluskontrolle der JNK- und Caspase-abhangigen Kontrollpunkte G1 und S
und die verminderte Schadensmeldung durch yH2A.X-Herunterregulation fiihren
vermutlich zundchst zur Akkumulation von DNA-Schiden. Die Uberwindung der
Zellzykluskontrollpunkte G2/M, Replikations- und mitotischer Spindelkontrollpunkt
konnte durch Chkl reguliert werden, welches hier eine wichtige Rolle ausiibt (Zachos et
al., 2007; Matsuyama et al., 2011; Goto et al., 2012).

Bei vermindertem Gesamtlevel, konnte Chkl trotz konstitutiver Aktivierung in den
Z-Zellkulturen keine Zellzyklusarreste induzieren (3.3.3). Zwar wurde kirzlich von
Llopis et al. gezeigt, dass auch eine ATR-unabhdngige p38- und JNK-Aktivierung in
Abwesenheit von Chk1 zum Zellzyklusarrest nach Replikationsschaden durch Inaktivierung
der Zykline B1/Ckd1 am Ubergang der G2/M-Phase fiihren kann (Llopis et al., 2014a).
Jedoch lag in den Z-Zellkulturen eine verdanderte JNK-Aktivierung vor, die mit der
verminderten Schadensmeldung in Verbindung gebracht wurde (Poehlmann et al., 2013b)
und vermutlich ebenso wenig Zellzyklusarreste aufgrund der p21WAF-Reduktion
induzieren konnte. Auch p38 wurde zwar aktiviert, konnte aber die von Reinhardt et al.
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beschriebenen Rolle in der Induktion der G1/S- und G2/M-Arreste in p53-defizieten Zellen
(Reinhardt et al., 2007) offenbar nicht ausiben. Da laut Reinhardt et al. Chkl und
p38/MK2 (MAPK-activated protein kinase 2) bei p53-Defizienz Arreste Uber Cdc25A
induzieren, kénnte eine gestorte Cdc25A-Repression trotz Aktivierung von Chkl und p38
die Austbung der Zellzykluskontrolle verhindern. Zwar konnten de Oliveira et al. an der
kolorektalen Zelllinie HCT116 p53-unabhangig zeigen, dass eine stockende Replikation
infolge von Hypoxie zum Zellzyklusarrest durch Cdc25A-Repression ohne
Chk1-Aktivierung fuhrt, allerdings war p21WA™! fiir die Ausbildung des Arrestes von Néten
(Queiroz de Oliveira et al., 2009). Da in den Z-Zellkulturen p21WAFl JNK-abhingig
herabreguliert und vermindert exprimiert vorlag (Poehlmann et al., 2013b), wiirde die
repressive  Wirkung auf Cdc25A entfallen. Es ist denkbar, dass die mangelnde
Cdc25A-Repression durch fehlendes p21WAF der Cdc25A-Inhibition durch aktiviertes Chk1
entgegenwirkt. Da die Stabilitidt der p21WAF.-mRNA auch Giber microRNAs (miR) reguliert
werden kann (Bartel, 2004; He und Hannon, 2004; Carthew, 2006) und diese, im
Besonderen miR-21, u. a. fur kolorektale Tumoren als dysreguliert beschrieben wurden
(Michael et al.,, 2003), konnte zusatzlich zu der fir die Z-Zellkulturen gezeigten
JNK-abhiangigen p21WAFl-Herunteregulation eine Modulation der basalen p21-Aktivierung
durch weitere Mechanismen vorliegen. Die erhdohte Anzahl an miR-21 wurde zudem mit
Zelltransformation, Tumorwachstum, -invasion und Metastasierung in Verbindung
gebracht (Si et al., 2007; Zhu et al., 2007; Lu et al., 2008). Die Tatsache, dass auf diese
Weise die transkriptionelle Repression durch p21WAF: am Promotor von cdc25A und myc
entfdllt (Vigneron et al.,, 2006), und Cdc25A in Chkl-kompetenten, p53-inaktiven
Krebszelllinien zusatzlich als liberexprimiert gezeigt wurde (Dixon et al., 1998; Wang et
al., 2009a), unterstitzt die These, dass aktiviertes Chk1 allein nicht der Arrestinduktion
geniigt und ein proliferativer Vorteil im Uberlebenssinne geschadigter Zellen vorliegt. Die
fur die Z-Zellkulturen gezeigte Uberexpression von c-Myc (Poehlmann et al., 2013b)
unterstitzt diese Vermutung zusatzlich, da Galaktionov et al. die Cdc25-Expression als
c-Myc abhédngig gezeigt haben (Galaktionov et al., 1996). Da Chkl nach
Autophosphorylierung auRerdem wie von Kasaharaetal. gezeigt, Cdc25A (ber
Komplexbildung mit 14-3-3y phosphoryliert und damit inaktiviert, konnte anderseits eine
Storung dieser Inhibition vorliegen (Kasahara et al., 2010). Nicht zuletzt wird die
inhibierende Wirkung von Chk1 auf Cdc25A durch von Chk1 aktiviertes NEK11 vermittelt,
wobei Cdc25A parallel durch Chkl und NEK11 phosphoryliert werden muss (Shen und
Huang, 2012), was gleichzeitig als Signal fir die Cdc25A-Proteolyse dient. Fiir die parallele
Phosphorylierung von Cdc25A durch Chkl und NEK11 ist die Cdc25A-Chk1-14-3-
3y-Komplexbildung unerlasslich (Kasahara et al., 2010).

Liang et al. haben kirzlich gezeigt, dass der Wiedereintritt in den Zellzyklus nach
G2-Arrest auch mit vorhandenem Schaden geschieht und eine Kontrollpunktadaptation
darstellt (Liang et al., 2014). Der Fortgang des Zellzyklus war dabei nicht von der
Reparatur der Schaden abhangig sondern vom Polo-like kinase 1 (Plk1)-Level. Dieser stieg

72



DISKUSSION

graduell wahrend des Arrestes an, und sobald ein bestimmter Level erreicht wurde,
erfolgte trotz andauerndem DNA-Schaden der Mitosestart. Dabei spielen aber bisher
nicht identifizierte zusatzliche Faktoren eine Rolle. Gleichzeitig kdnnen Schaden in G2
markiert und in der folgenden Mitose ausgelassen werden. Diese markierten Schaden
sollten in der G1-Phase der Tochterzellen die DNA-Schadensantwort initiieren (Lee et al.,
2014; Shaltiel et al., 2015), ein Mechanismus, der durch die verdnderte Schadensmeldung
und Zellzykluskontrolle in Z-Zellkulturen vermutlich gestort ist.

Der Fortgang des Zellzyklus ist abhangig von der p21WAFl-regulierten Lokalisation von
Cdc25A (Shaltiel et al.,, 2015). So fordert nukledres Cdc25A Uber zytosolisches
CDK1-ZyklinB1 die Mitose, wohingegen p21WAFl zur nukledren Ansammlung von
CDK1-ZyklinB1 fiihrt, was den nukledren Ausschluss von Cdc25A und damit den Arrest
bedingt. Es ist daher maoglich, dass die JNK-abhingige p21WAFl-Repression die
Proliferation férdert, da Cdc25A aufgrund der nukledaren Lokalisation vermehrt durch
CDK1 aktiviert werden kann. Weiterhin vermag nukledres Chkl CDK1 zu inhibieren (Goto
et al., 2012). Durch ebenfalls Plk1-abhangige initiale CDK1 Aktivierung kann nachfolgend
auch Chk1 aktiviert werden um am G2/M-Kontrollpunkt vom Zellkern in das Zytoplasma
geschleust zu werden (Shiromizu et al., 2006). Der Chkl-Export wiederum wiirde die
Aktivierung von CDK1 und damit die Zellzyklusprogression férdern. Somit kénnte zum
einen die Lokalisation eine mangelnde Suppression von Cdc25A durch Chkl bedingen,
zum anderen wirde die Cdc25A/Plkl-abhingige CDK1-Aktivierung Gber den nukledren
Export von Chkl die Proliferation weiter vorantreiben. Auch die Uberwindung der
verbleibenden Kontrollpunkte konnte ebenfalls Chkl-abhdngig sein. So haben
Demidova et al. gezeigt, dass p53 als transkriptioneller Repressor von Cdc25A im
Replikationskontrollpunkt wirken kann (Demidova et al., 2009). Die im Modell der akuten
Entziindung gezeigte Chkl-Herunterregulation konnte zusatzlich ein Hinweis auf einen
defekten mitotischen Spindelkontrollpunkt sein (Carrassa et al., 2009; Loffler et al., 2014)
und war in den Z-Zellkulturen ebenso manifestiert wie die konstitutive
pChk15317/5345_Aktivierung (3.2.1). Speronietal. haben durch Chk1-Inhibitor-Studien
gezeigt, dass Chkl den Replikationsfortgang durch Aufrechterhaltung der
Replikationsgabel trotz UV-geschadigter DNA unabhdngig von seiner Kinasefunktion
fordern kann (Speroni et al., 2012). Ob der verbleibende Chk1-Level fiir die Replikation
geschadigter DNA-Templates geniigt, oder andere Mechanismen greifen, konnte aus den
vorliegenden Daten nicht geschlussfolgert werden. Durch die JNK-Dysregulation in den
Z-Zellkulturen ist von einer verminderten Schadensmeldung auszugehen, die zusatzlich,
ebenso wie in HCEC nach induziertem oxidativen Stress, durch Chkl z. T. supprimiert
scheint (3.2.4). Dies zeigte sich vor allem an der Hochregulation der beiden
pJNK-Varianten nach Chkl-knockdown in den untersuchten Z-Zellkulturen. Da vermutlich
die von Liangetal gezeigte, Plkl-abhdngige Kontrollpunktadaptation hinzukommt,
kénnen die Zellen trotz DNA-Schdaden weiter proliferieren (Liang et al.,, 2014). Die
unveranderten Zellzyklusverteilungen (3.3.3) in Z10-Zellen nach Chkl-knockdown ohne
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akut induzierten oxidativen Stress untermauern diese These. Die Level an basalem und
aktiviertem Chk1 in den Z-Zellkulturen entsprachen denen in HCEC nach akut induziertem
oxidativen Stress, Chkl lag vermindert, aktiviertes Chkl erhoht vor (3.2.2). Der
verbleibende basale Chkl-Level und die Menge an aktiviertem Chk1 in den Z-Zellkulturen
genigten aber offensichtlich flir die Zellzykluskontrolle im ungestorten Zellzyklus mit
maskiertem Schaden. Der Chkl-knockdown in den Z-Zellkulturen fihrte zwar zur
zusatzlichen Reduktion von Chk1, aktiviertes Chk1l hingegen blieb nahezu unverdandert
(3.2.4). Des Weiteren bedingt JNK die Suppression von aktiviertem Chk1, wobei der basale
Chk1-Level nahezu unberihrt blieb (3.2.3). Da die p54-Variante an aktiviertem JNK in den
Z-Zellkulturen reduziert und die p46-Variante hochreguliert vorlag, kann aus den Daten
der Inhibitorstudie nicht hinreichend gekldart werden, welche Variante fiir die
Chk1-Suppression verantwortlich ist. Da sowohl eine zusatzliche Verminderung an
aktiviertem JNK p54 als auch eine generelle Reduktion des erhohten p-p46 zum
vorliegenden Ergebnis fiihren kénnen.

Fur die Rolle von Chk1 im zellularen Modell der chronisch, nicht aktiven Colitis Ulcerosa
kann geschlussfolgert werden, dass aktiviertes Chk1 allein fiir die Arrestinduktion nicht
genlgt. Chkl supprimiert die DNA-Schadensantwort z. T. zusatzlich und hat vermutlich
durch Aufrechterhaltung der Replikation eine Funktion in der Uberwindung der
verbleibenden Kontrollpunkte inne.

4.3 Rolle von Chk1 bei erneuter Entziindungssimulation im
Modell der chronischen Entziindung

Fir die Z10-Zellen nach akut induziertem Stressreiz war bisher eine
Kontrollpunktadaptation beschrieben worden, da die Zellen im Gegensatz zu den HCEC
nach akuter Induktion oxidativen Stresses nach zundchst eingeleitetem S- und
G2/M-Arrest nicht die Apoptose einleiteten, sondern Apotoseresistenz aufwiesen
(Poehlmann et al., 2013b). Im Gegensatz zu nicht akut gestressten Z10-Zellen erfolgte
nach akut induziertem oxidativem Stress die Aktivierung von c-Jun und yH2A.X, Chk1 blieb
auf niedrigem Basallevel und gleichstark aktiviert, auch die JNK-Dysregulation blieb
unverandert. Entgegen der Chkl-abhdngigen JNK-Suppression in nicht zusatzlich
gestressten Z10-Zellen lag nach akutem Stressreiz keine Suppression der p54-Variante an
aktiviertem JNK vor (3.3.2). Lediglich p46 JNK und zusétzlich c-Jun und p21WAFl wurden
leicht durch Chk1 supprimiert. Somit liegt nahe, dass Chk1 in akut gestressten Z10-Zellen
den Zellzyklusregulator p21WAFL  zusatzlich supprimiert. Auch yH2A.X lag nach
Chk1-knockdown mehr als verdoppelt vor. Zum einen kénnten die Zellen, die zwar an
latente Schaden adaptiert sind, nun nach neu induziertem oxidativen Stress eine effektive
Schadensmeldung durchzusetzen versuchen, zum anderen kénnte die von Syljasen et al.
beschriebene massive Hochregulation an yH2A.X durch den zuséatzlich verminderten
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Chkl-Level im Zuge des Chkl-knockdown und die damit verbundene massive
CDK2-abhangige Induktion von Strangbriichen induziert werden (Syljuasen et al., 2005).

Fiir die Z10-Zellen war bereits eine Kontrollpunktadaption durch Uberwindung der
zunachst induzierten Arreste S und G2/M gezeigt worden. Aus den vorliegenden Daten
(3.3.3) konnte nicht geschlussfolgert werden, ob Chkl seine Rolle in der
Aufrechterhaltung der Zellzyklusarreste ebenso wie fiir Z-Zellkulturen vermutlich durch
Dysregulation beteiligter Regulatoren wie p21WA"! und/oder Cdc25A oder vermittelnde
Faktoren wie NEK1 nicht ausiiben konnte, oder andere Mechanismen greifen. Vermutlich
ist Chkl an der Induktion und Aufrechterhaltung der Arreste beteiligt, durch die
konstitutive Hochregulation an aktiviertem Chkl auch nach knockdown konnte jedoch
eine Chkl1-Abhangigkeit nicht ermittelt werden. Eindeutig hingegen ist die starke
c-Jun-Aktivierung bis zu 72 h nach akut induziertem Stressreiz (Kapitel) die jedoch im
Gegensatz zu HCEC nach akutem oxidativen Stress nicht Chkl-abhangig supprimiert
wurde. Da die permante c-Jun-Aktivierung die Apoptoseresistenz und Progression durch
die G1-Phase (Wisdom et al., 1999; Poehlmann et al., 2013b) und somit die Proliferation
der Z10-Zellen trotz DNA-Schaden begiinstigt, sollte die fehlende Suppression der
c-Jun-Aktivierung trotz konstitutiv aktivem Chkl daher zukinftig detaillierter untersucht
werden. Weiterhin haben Rokavec et al. eine Beteiligung von c-Jun hinsichtlich der
Transformation und Tumorgenese in Abhangigkeit von einer IL-6-Hochregulation gezeigt
(Rokavec et al., 2012). Da auch in Z10-Zellen erhdhte IL-6-Level publiziert wurden
(Poehlmann et al., 2013b), liegt die Vermutung nahe, dass dieser Mechanismus z. B. tiber
eine miR-200c-Suppression (Rokavec et al., 2012) in Z10-Zellen eine Rolle spielen kénnte.

4.4 Rolle von Chkl am Chromatin

Durch die Bindung ans Chromatin und das Rekrutieren von Histonacetyltransferasen
nimmt Chkl eine Rolle als Chromatin-modulierender Faktor ein (Smits et al., 2006;
Shimada et al., 2008). Bisher haben mehrere Forschergruppen die Dissoziation von Chkl
vom Chromatin infolge von DNA-Schaden gezeigt (Jiang et al., 2003; Zhang et al., 2005;
Smits et al., 2006). Es besteht eine streng inverse Korrelation zwischen der Menge an
chromatingebundenem Chkl und dem Ausmall an DNA-Schaden (Gonzalez Besteiro und
Gottifredi, 2015). In ungestorten Zellen befinden sich etwa 20 % des zelluldaren Chk1
chromatingebunden (Smits et al., 2006), gehauft an neu synthetisierter DNA, begriindet
durch die Rolle in der Aufrechterhaltung der Replikationsgabel (Min et al.,, 2013).
DNA-Schadens-abhdngig vermindert Chkl wie nachfolgend beschrieben die Bindung der
Histonacetyltransferase GCNs an die Promotoren der Gene Cyklin B1 und CDK 1 (Shimada
et al., 2008). Durch Dissoziation vom Chromatin reduziert Chk1 infolge von DNA-Schaden
die Phosphorylierung von H3 an T11, wodurch die GCNs-Bindung gemindert wird und eine
verringerte Acetylierung des Histon H3 an K9 und/oder K14 nach sich zieht. Auf diese
Weise hemmt Chk1 die Mitose geschadigter Zellen, unabhangig vom p53-Status (Shimada

75



DISKUSSION

und Nakanishi, 2006; Shimada et al., 2008; Shimada und Nakanishi, 2008; Shimada et al.,
2010). Die Dissoziation korreliert direkt mit der Phosphorylierung von Chkl durch
ATR/ATM (Smits et al., 2006), gefolgt von einer nukleoplasmatischen Ansammlung von
Chk1 (Kasahara et al., 2010). Im Einzelnen kann die ATR-abhangige Phosphorylierung von
Chk1 an Ser317, nicht aber an Ser345, die Dissoziation des Chkl vom Chromatin triggern
(Smits et al., 2006). Die nukleoplasmatische Verteilung von Chkl wiederum wurde als
nicht zwingend ATR-abhangig gezeigt (Min et al., 2013).

Uberraschender Weise fiihrten die in HCEC durch H,0,-Behandlung induzierten
DNA-Schaden und die vermehrte Phosphorylierung von Chkl an S317 nicht zur
vollstandigen Dissoziation von aktiviertem Chk1l vom Chromatin (3.4.1). Entgegen der von
Shimada et al. gezeigten Zusammenhange, wurde Chkl in HCEC nach oxidativem Stress
zwar vermehrt aktiviert (S317), dissoziierte jedoch in der aktivierten Form nicht in
gleichem Male vom Chromatin wie in unbehandelten HCEC. Da die Dissoziation von
Chkl, wie kirzlich gezeigt, auch Kinase-unabhangig (ber PCNA-abhangige
Bindungsregulation erfolgen kann (Scorah et al., 2008; Speroni et al., 2012; Min et al.,
2013), besteht die Moglichkeit, dass die Phosphorylierung von Chk1 nicht unmittelbar zur
Freisetzung in das Kernplasma flhrt (Gonzalez Besteiro und Gottifredi, 2015). Trotz des
konstitutiv aktivierten und gebundenen Chkl kam es zur Phosphorylierung von H3 an T11
(3.4.3), was folgerichtig vermehrt die HAT GCNs rekrutierte, aber keine verdanderte
Acetylierung der Histone nach sich zog.

In Z10-Zellen ohne akuten oxidativen Stress akkumulierte sowohl aktiviertes als auch
basales Chkl am Chromatin (3.4.1). Auch hier erfolgte eine verstarkte Rekrutierung der
GCNs infolge erhdhter pH3™!-Level, was allerdings zu verstirkter Histonacetylierung
fihrte (3.4.3). Auf diese Weise konnte die transkriptionelle Aktivierung im Besonderen
der Zellzyklusregulatoren die Proliferation der Z-Zellen begiinstigen. Auch die fir
Z10-Zellen nach erneutem H,0,-Reiz ermittelte Akkumulation von zytosolischem pChk1
kann mit erhohter Proliferation in Verbindung gebracht werden, da Al-kaabi et al. kiirzlich
die zytoplasmatische Expression von pChkl in Brustkrebs-Gewebeschnitten mit
schlechter Prognose und einen hohen proliferativen Status assoziieren konnten (Al-kaabi
et al., 2015). Die erneut simulierte Entziindungssituation fihrte aulRerdem in Z10-Zellen
analog der HCEC nach Stressreiz zu weit mehr Chromatin-assoziiertem Chk1 (3.4.1) als in
ungereizten Z10-Zellen, wobei weder die Menge an akkumuliertem aktiviertem Chkl
zunahm, noch der Level an pH3™! (3.4.3). Nichtsdestotrotz wurde vermehrt GCNs
rekrutiert, was zu starkerer Acetylierung der Histone fiihrte (3.4.3). Die erhohte Menge an
GCNs konnte auf einen kirzlich von Imoberdorf et al. beschriebenen erhéhten Basallevel
zurlickgefuhrt werden (Imoberdorf et al., 2005). Weiterhin wurde kiirzlich eine Rolle von
GCNs in der epigenetischen Regulation von PI3K/Akt von Kikuchi et al. gezeigt. Dabei
wurde das Uberleben nach ROS, induziert durch H,0,-Exposition, durch Hochregulation
der PI3K/Akt in GCNs-abhangiger Weise beobachtet (Kikuchi et al., 2005; Kikuchi et al.,
2011). Demzufolge kénnte die verstarkte Bindung von GCN5 in Z10-Zellen mit und ohne
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Reiz die epigenetische Regulation von PI3K/Akt und damit das Uberleben der Zellen nach
induziertem oxidativen Stress fordern. Gleichzeitig kdnnte Akt Gber c-Myc, welches in Z-
Zellkulturen als hochreguliert vorlag (Poehlmann et al., 2013b), und CDK6 bzw. (iber CDK2
die G1/S- und die G2/M-Transition beschleunigen (Xu et al., 2012). Und nicht zuletzt ist
denkbar, dass die gezeigte, verstarkte Bindung der Histonacetyltransferasen PCAF und
p300/CBP (3.4.2) die transkriptionelle Aktivierung von Genen durch verstarkte
Histonacetylierung bedingen (Cohen et al., 2011; Chen et al., 2012).

Da in HCEC nach akutem Stressreiz durch Chkl-knockdown die Menge an
Chromatin-assoziiertem Chk1 nicht weiter reduziert werden konnte (3.4.4) und auch der
Level an aktiviertem Chk1 in der Chromatinfraktion unverandert blieb, konnte der Einfluss
von Chk1/pChk1%3!7 auf die Histonmodifikationen nicht weiter untersucht werden.

In Z10-Zellen blieb das konstitutiv aktivierte Chkl unabhdngig von einem erneuten
Stressreiz und dem erfolgreichen Chkl-knockdown mit dem Chromatin assoziiert (3.4.4).
Die Aktivierung von H3 an T11 durch Phosphorylierung (3.4.5) blieb entgegen Shimada
et al. vom verdanderten Chk1-Level unbeeinflusst (Shimada und Nakanishi, 2006; Shimada
et al., 2008; Shimada und Nakanishi, 2008; Shimada et al., 2010). Entsprechend dieses
unverdndert gebundenen pH3™! wurde in nicht akut gestressten Z10-Zellen folgerichtig
nicht mehr HAT (GCNs) rekrutiert und H3 an K9 acetyliert (3.4.5). Nach zusatzlich
appliziertem akutem Stressreiz erfolgte in den Z10-Zellen pH3™!-unabhingig die
Rekrutierung von GCNs. Weiterhin war der Acetylierungsstatus von H3 an K9 und H4 nach
Chkl-knockdown im Gegensatz zu den stark erhohten GCNs-Leveln in diesen Zellen
vermindert. Chk1 supprimiert die Rekrutierung pH3™!-unabhingig von GCNs. Allerdings
kann der erhdhte Level an K14 acetyliertem H3 in Z10-Zellen nach akutem Stressreiz und
Chkl-knockdown ein Hinweis darauf sein, dass GCNs Histone bei reduzierter
Chk1-Bindung auch an anderen Lysinresten zu modifizieren vermag. Die Tatsache, dass
die HAT PCAF in den Z10-Zellen nach akutem Stressreiz und Chkl-knockdown in
reduzierter Menge am Chromatin assoziiert vorlag, gibt ebenfalls einen Hinweis auf eine
direkte oder indirekte Beeinflussung der HAT-Rekrutierung durch Chk1.

Allerdings kann Chkl tber die ATR-Chk1-CDK-(PP1y)-Signalkette auch eine wichtige
Rolle im zelluldren Uberleben nach DNA-Schidden einnehmen (Shimada et al., 2010). Bei
ineffizienter Dissoziation vom Chromatin hingegen blockiert Chkl die effiziente
Rekrutierung der DNA-Polymerase n nach UV-Reiz (Speroni et al., 2012). ATR-abhangig
aktiviertes Chkl dissoziiert von den Promotorregionen der Zellzyklusregulatoren vom
Chromatin und unterdriickt so indirekt die CDK-Aktivitdt. Dadurch wird PP1y aktiviert,
was zur Dephosphorylierung von pH3™! fihrt und die Transkription der
Zellzyklusregulatoren hemmt (Shimada et al., 2010).
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4.5 Ausblick und Fazit

Fir die eingangs gestellte Frage einer Beteiligung von Chkl in der veranderten
Signaltransduktion der DNA-Schadensantwort infolge von induziertem oxidativen Stress
im zellularen in vitro Modell der CU ergibt sich folgendes Fazit: Chk1l wurde im zelluldren
Modell der akuten CU aktiviert und spielt in der Schadensantwort durch teilweise
Unterdrickung der pJNK-abhangigen DNA-Schadensmeldung eine Rolle. Gleichzeitig
zeigte die pJNK-abhangige Regulation der Chkl-Aktivierung ein Zusammenspiel der
beiden Molekiile bzw. die gegenseitige Regulation der Signalwege auf. Auch im zelluldren
Modell der chronischen, nicht aktiven CU, den generierten Z-Zellkulturen (Z1-Z10), konnte
eine Chkl-abhangige Suppression der pJNK-vermittelten Signalisierung von DNA-Schaden
gefunden werden. Allerdings flihrten die Aktivierung von Chkl und die anschlieRende
Akkumulation von pChkl nicht zum Zellzyklusarrest und folgerichtig nicht zur
Schadensreparatur, sodass es trotz DNA-Schaden zur starkeren Proliferation dieser
Z-Zellkulturen kam. Nach zusatzlich akut induziertem oxidativen Stress in den Z10-Zellen
zeigte sich eine Adaptation der Zellzykluskontrolle, an der Chk1 durch Unterdriickung der
pJNK-abhangigen Schadensmeldung beteiligt war. Somit spielt Chk1 auch im zelluldren in
vitro Modell der chronischen, und der chronisch, aktiven CU eine Rolle. Im Besonderen
muss hier geschlussfolgert werden, dass aktiviertes Chkl der Arrestinduktion nicht
genlgt. Chkl supprimiert die DNA-Schadensmeldung z. T. zusatzlich und tragt durch
Aufrechterhalten der Replikation vermutlich zur Uberwindung der verbleibenden
Zellzykluskontrollpunkte  bei. In  welcher Weise Chkl die JNK-abhdngige
p21WAFL.Repression unterstiitzt und welchen Einfluss Chk1 auf die Regulation von Cdc25A
im zelluldaren in vitro Modell hat missen weiterfiihrende Studien zeigen. Dabei sollten
auch vermittelnde Faktoren wie NEK1 und involvierte miRNAs untersucht werden.
Weiterhin kdnnten  Studien mit  einem  Chkl-Inhibitor  zur  effektiven
Chk1/pChk1-Reduktion fiihren und zur Aufklarung der Rolle von Chk1 beitragen. Chk1 gilt
aufgrund des durch p53-Defizienz verursachten, fehlenden G1-Zellzykluskontrollpunktes
in Tumorzellen mit seiner Funktion im S- und G2/M-Kontrollpunkt als ein attraktives
Zielprotein in der Krebstherapie (Dai und Grant, 2010). Der Einsatz von Chk1-Inhibitoren
scheint derzeit noch wenig effektiv, da viele klinische Studien aufgrund der Toxizitat einer
generellen Chk1-Inhibition oder aus Kostengriinden abgebrochen wurden (Sakurikar und
Eastman, 2015). Dennoch konnte die Aufdeckung der regulativen Rolle von Chkl fir
downstream gelegene Zielproteine hinsichtlich Pravention und Therapie hilfreich sein. Es
bedarf daher weiterer Untersuchungen zum Verstindnis der veranderten
Signaltransduktion in durch chronischen oxidativen Stress geschadigten kolorektalen
Epithelzellen.

Fiir die zweite eingangs gestellte Frage nach einer potentiellen Rolle von Chkl als
Chromatin-modulierender Faktor kann fiir das zelluldare in vitro Modell folgendes
geschlossen werden: Trotz einer Akkumulation von Chk1l am Chromatin in Z10-Zellen und
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Z10-Zellen nach H0;-Behandlung, sowie pChkl am Chromatin von HCEC nach
H,0,-Behandlung, Z10-Zellen und Z10-Zellen nach H;0;-Behandlung kam es zu
Histonmodifikationen, die eine erhohte Transkription beglinstigen. Durch die
siRNA-Behandlung konnte zwar eine Reduktion des Chkl-Levels erzielt werden, die
aktivierte Form, pChkl, blieb jedoch davon unberihrt. Die Chk1l-Abhangigkeit der
Phosphorylierung von H3 an T11 konnte fir das zelluldre in vitro Model der CU nicht
bestdtigt werden. Trotzdem blieben nachfolgende regulative Mechanismen der
Histonmodifikation trotz fehlender Chromatin-Dissoziation von pChk1 erhalten. Fiir das
Verstandnis der erhéhten Chromatin-Bindung von Chkl im zellularen Modell sollten
daher bindungsvermittelnde Faktoren wir PI3K, 14-3-3 und Weitere in zukilinftigen
Studien untersucht werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchung der Rolle von Chkl in der entziindungsbasierten kolorektalen
Karzinogenese anhand eines zellularen Colitis Modells

Fir die Weiterentwicklung der Pravention der Krebsentstehung infolge chronischer
Entziindung ist die Aufklarung von Signalwegen, die eine Tumorinitiation bedingen, von
groBer Bedeutung. Entziindliche Darmerkrankungen, wie die Colitis Ulcerosa, erhohen das
Risiko der Entstehung kolorektaler Karzinome. Zudem gilt die entziindungsbedingte
ROS-Bildung in der Tumorgenese als pathogener Faktor. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist
allerdings unklar, ob allein die Entziindung zur Tumorinitiation geniigt. Anhand eines
etablierten zelluldren in vitro Modells der Colitis Ulcerosa in humanen kolorektalen
Epithelzellen (HCEC) wurden Verdnderungen in der Signaltransduktion durch induzierten
oxidativen Stress festgestellt. Von besonderem Interesse war dabei die Rolle von Chk1, einem
Protein mit multiplen Funktionen in der DNA-Schadensantwort und im Zellzyklus. Fir das
Modell der akuten Entziindung konnte die Aktivierung und Beteiligung von Chkl in der
DNA-Schadensantwort nachgewiesen werden, welches durch Suppression von pJNK z. T. die
DNA-Schadensmeldung in HCEC unterdriickt. Gleichzeitig zeigte die pJNK-abhdngige
Regulation der Chk1-Aktivierung ein Zusammenspiel der beiden Molekiile bzw. die
gegenseitige Regulation der Signalwege. Im Modell der chronischen, nicht aktiven Colitis
Ulcerosa, den generierten Z-Zellkulturen (Z1-Z10), konnte ebenso wie in HCEC eine
Chkl-abhangige Suppression der pJNK-vermittelten Signalisierung von DNA-Schaden
gefunden werden. Die Aktivierung und anschlieRende Akkumulation von Chk1 fiihrte keine
Arretierung des Zellzyklus in den generierten Zelllinien herbei und es kam trotz DNA-Schaden
zur starkeren Proliferation dieser Z-Zellkulturen. Nach zusatzlich akut induziertem oxidativen
Stress zeigte sich in den Z10-Zellen eine Adaptation der Zellzykluskontrolle, an der Chk1 durch
Unterdriickung der pJNK-abhdngigen Schadensmeldung beteiligt war. Somit spielt Chkl auch
im Modell der chronischen, aktiven Colitis Ulcerosa eine Rolle. Bezug nehmend auf eine
weitere Funktion des Chk1-Proteins, die epigenetische Modulation von Chromatin, konnte fir
HCEC nach Induktion von oxidativem Stress eine mangelnde Dissoziation von pChkl vom
Chromatin und damit eine verdnderte Histonmodifikation durch die verstarkte
Phosphorylierung an H3™! gezeigt werden. Dies bewirkte die verstirkte Rekrutierung der
Histonacetyltransferasen GCNs und konnte eine verdnderte Transkriptionsregulation, im
Besonderen zellzyklusregulatorischer Gene wie Cyklin B1 und CDK1 bedingen. Die ebenfalls
fiir Z10-Zellen ohne akute Stresssimulation ermittelte Akkumulation von Chk1/pChk1%3'” am
Chromatin kann die erhohte Proliferation trotz DNA-Schaden begiinstigen. Zudem gibt die
verstarkte Rekrutierung der GCNs Hinweise auf Uberlebsférdernde Mechanismen nach
induziertem oxidativen Stress in den Z10-Zellen nach akutem Stressreiz. Zusammengefasst
zeigt die vorliegende Arbeite eine Beteiligung von Chkl in der Antwort auf
entziindungsbasierten oxidativen Stress sowohl im zelluldren in vitro Modell der akuten, als
auch der chronischen Colitis Ulcerosa.
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6 ABSTRACT

The role of Chkl in inflammation associated colorectal carcinogenesis in a cellular
modell of ulcerative colitis

To improve cancer prevention following chronic inflammation, clarification of the
underlying signal transduction pathways is of great interest, especially regarding tumor
initiation. Ulcerative colitis as an inflammatory bowel disease increases the risk of
developing colorectal cancer. Furthermore, inflammation-associated ROS generation is
considered a pathogenic factor in tumorigenesis. It is still unclear whether inflammation
alone without carcinogen exposure can result in tumor initiation. In a cellular in vitro
model of ulcerative colitis, recently established in human colorectal epithelial cells
(HCEC), altered signal transduction following oxidative stress has been demonstrated. As
ROS can induce DNA damage, the key protein checkpoint kinase Chk1, which has a role in
DNA damage response and cell cycle regulation, is of special interest. In HCEC, Chk1 was
activated and suppressed pJNK-dependent DNA damage signaling following acute
inflammation. At the same time, pJNK suppressed Chkl activation, revealing a
cooperation of these molecules, respectively the interdependent regulation of both signal
pathways. Even the model of chronic inflammation, the generated Z-cell cultures,
revealed a Chkl suppression of pJNK-dependent DNA damage signaling. Chk1 activation
and accumulation in these cells failed to induce cell cycle arrest, contributing to increased
proliferation despite DNA damage. Additionally, Chkl participated in checkpoint
adaptation after acute oxidative stress induction through suppression of pJNK-dependent
DNA damage signaling. Hence, Chkl also plays a role in the model of chronic, active
colitis. Regarding the function of Chk1 in chromatin modulation, histone modifications in
the cellular model were investigated. After oxidative stress-induced DNA damage,
impaired dissociation of pChkl from chromatin could be shown in HCEC, resulting in
enhanced phosphorylation of Histon H3™! and recruitment of histone acetyltransferase
GCNs. Therefore, increased GCNs-dependent transcriptional activation of cell cycle
regulatory genes, e. g. Cyclin B1 and CDK1, can result in enhanced cell cycle progression.
Thus, accumulation of Chk1/pChk1%31” on chromatin in Z10-cells without additional stress
induction may have led to increased proliferation, despite DNA damage. Moreover,
enhanced recruitment of GCN; gives evidence to increased survival after acute oxidative
stress in Z10-cells. Taken together, this study demonstrated an involvement of Chkl in
inflammation-associated oxidative stress in cellular models of acute and chronic colitis.
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Abb. A 1: Proteinexpression in den Z-Zellkulturen Z1-Z10. Western Blot-Analysen ohne
H20:-Behandlung der Z-Zellkulturen im Vergleich zu unbehandelten HCEC . Proteinlevel
relevanter Proteine im Vergleich zum housekeeping-Gen f3-Aktin, Xfache. (z. T. P6hlmann
unpublished data)

8.1 Datentabellen/Messwerte

8.1.1 Originaldaten der Western Blot-Analysen

Nachfolgend sind die Messdaten der Western Blot-Analysen aufgelistet. Ermittelt durch
Chemilumineszenz-Technik. Korrigiert durch den Wert des house keepers f3-Aktin. Das
Xfache des Proteinlevels im Vergleich zur Kontrolle (Kontrolldefinition siehe Abb.).
Mittelwerte (Mittel) + Standardabweichung (SD). Signifikanzwert p.
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Tab. 11-A2: zu Abb. 9. 200 uM H202 vs. Kontrolle in HCEC.

Protein

Chk1 pChk153" pChk1%3%
VeLsuc 2ah | 48h 72h 2ah | 48h | 72h | 2ah | 48h | 72h
1 0,75 0,38 0,21 2,30 1,82 2,42 2,22 1,81 2,09
2 0,61 0,32 0,27 2,09 2,00 1,99 2,70 2,74 1,87
3 0,46 0,39 0,43 1,82 2,00 2,15 1,30 1,69 1,19
4 0,55 0,40 0,51 1,18 - - 1,24 - -
5 0,48 0,21 0,43 2,52 - - - - -
Mittel 0,52 0,34 0,39 1,98 1,94 2,19 1,86 2,09 1,72
+SD 0,14 0,08 0,09 0,37 0,25 0,18 0,62 0,47 0,38
p 0,008 0,008 <0,001 0,008 <0,001 | <0,001 | 0,029 0,031 0,057
Tab. 12-A3: zu Abb. 10. Chkl-siRNA-Behandlung und 200 uM H;0; vs.
siRNA-Kontrolle und 200 uM H,0; in HCEC.
Protein/ = S Q = S 3 T x >
Versuch % % :‘ :' g ;E' i?: _g, %_. § ,‘5;
24 h 9 Z Z r} 3 © 8 = > *
1 0,46 0,75 1,16 | 0,91 | 3,34 2,45 1,32 1,55 1,59 3,78 | 1,24
2 0,50 0,74 1,20 1,00 1,67 1,97 1,26 1,36 1,45 2,67 1,11
3 0,54 0,80 1,26 | 0,93 1,46 1,20 1,17 1,38 1,81 | 1,33
Mittel 0,50 0,76 1,21 | 0,95 2,50 1,96 1,26 1,36 1,47 2,75 1,23
+SD 0,03 0,03 0,04 | 0,04 | 0,83 0,41 0,05 0,16 0,09 0,81 | 0,09
p <0,001 | <0,001 | 0,002 | 0,131 | 0,094 | 0,029 | <0,001 | 0,031 | <0,001 | 0,037 | 0,023
Protein/ - § 5 S %_ "i c §= z x >
Versuch = % S S = = = 3 = S g
wh | % | 8 2| 2§ 3| % g ¥ | |
1 0,46 0,75 0,99 | 0,96 | 1,91 1,92 1,31 1,43 0,92 1,79 | 1,08
2 0,77 0,96 1,00 | 1,25 | 1,11 1,26 1,15 1,22 1,24 1,31 | 1,25
3 0,32 0,85 1,68 | 1,30 | 0,75 1,04 1,66 1,43 1,73 | 1,44
4 0,88 | 1,40 | 1,72 1,65 0,96 1,39 0,77 1,02 | 1,53
Mittel | 051 | 0,85 | 1,14 | 1,23 | 1,37 | 1,47 | 1,14 | 1,43 | 1,09 | 1,46 | 1,32
+sD | 0,19 | 011 [ 032 [ 016 | 047 | 034 | 0,14 [ 016 | 026 | 031 | 0,18
p 0,008 0,053 0,343 | 0,343 | 0,241 0,029 0,130 0,029 0,561 0,011 | 0,029
Protein/ § 5 = > S 8 o x =
Versuch % % :' E‘ : : —% 5 %. S ,‘5;
72h © S 2 2 3 3 © g P T | T
1 0,68 0,61 0,87 | 097 | 1,78 1,87 1,18 1,18 1,05 1,32 | 1,10
2 0,38 0,65 0,79 | 0,88 | 0,77 1,79 0,75 0,82 0,42 0,42 | 0,90
3 1,42 0,74 1,09 0,72 0,75 | 1,37
Mittel 0,53 0,63 1,03 | 0,93 | 1,27 1,83 0,89 1,03 0,73 0,83 | 1,12
+SD 0,15 0,02 0,04 | 0,05 | 0,50 0,04 0,21 0,15 0,26 0,37 | 0,19
p 0,023 | <0,001 | 0,813 | 0,124 | 0,518 | <0,001 | 0,505 | 0,803 | 0,214 | 0,550 | 0,427
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Tab. 13-A4: zu Abb. 11. Chk1-siRNA-Behandlung ohne 200 uM H202 vs.
siRNA-Kontrolle ohne 200 uM H202 in HCEC.

Protein/ 2 S o > s 2 P x x
Versuch | = = :Q' E‘ < < 5, 5 3 g <
240 | | Q| 2| 2| §| 5| | & S| F| =
1 038 | 047 | 0,92 | 0,86 0% | 098 | 0,72 | 1,01 | 0,94 | 0,79
2 0,68 | 1,08 1,2 1,5 1,11 | 1,24 | 0,94 | 1,56 | 1,35 | 1,98 | 1,01
3 0,36 | 0,76 0,9 0,76 | 0,83 | 095 | 0,98 | 0,86 | 0,83 1,38
Mittel 047 | 0,77 | 1,01 | 1,04 | 0,97 | 1,05 | 0,97 | 1,05 | 1,06 | 1,46 | 1,06
tSD 0,15 | 0,25 | 0,14 | 0,33 | 0,14 | 0,13 | 0,02 | 0,37 | 0,22 | 0,52 | 0,24
p  |0,007|0,262 | 0,948 | 0,871 | 0,792 | 0,627 | 0,067 | 0,866 | 0,699 | 0,321 | 0,745

Tab. 14-A5: zu Abb. 13. SP600125 und 200 uM H202 vs. DMSO-Kontrolle und
200 uM H202 in HCEC.

Protein Chk1 pChk1%3'7 | pChk153%
Versuch
1 1,07 1,44 1,29
2 1,19 1,51 1,30
3 0,78 1,42 -
4 - 1,07 1,33
Mittel 0,99 1,34 1,31
+SD 0,03 0,04 0,06
o] 0,629 0,029 <0,050
Tab. 15-A6: zu Abb. 15. Z-Zellkulturen vs. HCEC.
Protein Chkl | pChk1%37 | pChk1%3%
Z-Zellkultur
1 0,42 2,11 0,71
2 0,53 2,79 0,99
3 0,81 1,41 0,71
4 0,16 2,08 0,90
5 0,41 2,16 1,29
6 0,71 2,24 1,10
7 0,38 1,79 1,46
8 0,26 1,09 1,78
9 0,86 1,66 1,94
10 0,70 2,01 1,46
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Tab. 16-A7: zu Abb

. 17. Chk1-siRNA-Behandlung vs. siRNA-Kontrolle in Z-

Zellkulturen.
Protein/ 2 3 © > s 8 T x )
Versuch % _:é' :' :‘ 3 : E 5 %-. N ﬁ.
z3 18| | 2| ga| s °| &8 & ¥| =
1 0,74 | 1,19 | 1,04 | 1,07 | 1,26 | 1,25 | 0,93 0,68 | 1,19
2 0,50 | 0,92 | 1,01 | 1,09 - - 094 | 051 | 0,71 | 0,90 | 1,01
3 0,56 - 1,10 | 1,14 | 1,11 | 1,13 | 1,35 1,24 | 1,22 | 1,17
Mittel 0,60 | 1,06 | 1,05 | 1,10 | 1,29 | 1,19 | 1,07 | 0,51 | 0,88 | 1,10 | 1,09
+SD 0,10 | 0,23 | 0,04 | 0,03 | 0,08 | 0,06 | 0,20 | 0,00 | 0,26 | 0,15 | 0,08
p 0,005 | 0,623 | 0,132 | 0,009 | 0,045 | 0,024 | 0,624 0,535 | 0,368 | 0,228
Protein/ 3 3 Q = s g Z x x
Versuch % % :' :' x x :?: _g, %_. N £
75 1l gl 2| 2| 3| 8| °] g & | =
1 0,48 | 0,84 | 0,56 | 0,60 | 1,89 | 2,19 | 0,76 | 1,11 | 0,54 | 0,46 -
2 - 09 | 083|098 |163 | 1,75 | 1,31 | 0,58 | 1,26 | 1,29 | 1,10
3 0,67 | 0,55 | 0,93 | 0,98 - 1,23 | 1,06 | 0,92 | 0,73 | 1,14 | 0,97
Mittel | 0,58 [ 0,76 [ 0,77 [ 0,85 [ 1,76 [ 1,72 [ 1,04 [ 0,87 [ 0,85 [ 0,96 | 1,03
+SD 0,10 | 0,15 | 0,26 | 0,18 | 0,13 | 0,39 | 0,22 | 0,22 | 0,31 | 0,36 | 0,06
p 0,009 | 0,094 | 0,110 | 0,311 | 0,004 | 0,060 | 0,799 | 0,449 | 0,507 | 0,893 | 0,522
Protein/ . éﬁ gn § %_ % - %: Fg' : x
Versuch | £ x < < x x 2 3 = o g
z10 Q 2 2 3 ] © 8 o = T
1 0,26 | 044 | 082 | 0,89 | 2,24 | 1,05 | 1,03 | 0,85 | 0,98 | 1,18 | 1,08
2 0,38 | 0,80 | 0,79 | 0,61 - - - 0,74 | 0,89 | 0,68 | 0,86
3 0,82 | 0,58 | 0,64 | 0,71 | 1,60 | 2,26 - 0,80 | 0,53 | 1,64 | 0,82
4 0,68 | 1,09 | 1,22 | 1,22 | 1,54 | 1,38 | 1,13 | 1,14 | 1,15 - 1,11
Mittel 053073 |08 |08 | 1,79 | 1,56 | 1,08 | 0,88 | 0,89 | 1,16 | 0,97
+SD 0,22 | 0,24 | 0,22 | 0,23 | 0,31 | 0,51 | 0,05 | 0,15 | 0,23 | 0,39 | 0,13
p 0,012 | 0,103 | 0,343 | 0,329 | 0,008 | 0,121 | 0,059 | 0,343 | 0,343 | 0,629 | 0,677
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Tab. 17-A8: zu Abb. 18. 200 uM H202 vs

. Kontrolle in Z10.

Protein/ 2 = 2 > s 2 P x x
Versuch g _%' :' :' % ;2' E _% %-. S ﬁ.
24h 2| 2| 8| 5| | °| & 8| %] =
1 1,35 | 0,80 | 0,83 | 0,98 | 0,84 | 1,03 | 1,40 3,22 1,06 | 2,69 | 1,28
2 0,52 - 0,96 | 0,92 | 0,81 - 0,82 3,59 1,96 -
3 0,77 | 0,86 | 0,84 | 0,82 | 1,18 | 0,91 | 0,98 2,74 0,82 1,21
Mittel 08 | 083 |08 | 091 | 094 | 0,97 | 1,07 3,19 094 | 2,32 | 1,25
+SD 0,35 | 003 | 006 | 0,06 | 0,17 | 0,06 | 0,24 0,35 0,12 | 0,37 | 0,04
p 0,651 | 0,005 | 0,042 | 0,116 | 0,658 | 0,550 | 0,720 | <0,001 | 0,550 | 0,017 | 0,003
Protein/ 2 3 Q = s & s > P
Versuch g % :' :' g _E' § § E: § £
48h 9 Z Z ] i °© 8 o = T
1 1,01 | 0,75 | 0,90 | 0,96 | 1,13 | 1,29 | 1,40 4,54 1,06 | 2,77 | 1,10
2 091 | 1,67 | 1,23 | 1,26 | 1,29 | 2,08 | 1,16 4,15 2,17 | 1,21
3 08 | 09 | 08 | 053 | 1,50 | 1,39 | 1,03 1,96 1,16 0,89
Mittel 092 | 1,13 | 0,99 | 0,91 1,30 | 1,59 | 1,20 3,55 1,11 | 2,47 | 1,07
+SD 0,07 | 0,39 | 0,27 | 0,30 | 0,15 | 0,35 | 0,15 0,20 0,05 | 0,30 | 0,13
p 0,176 | 0,655 | 0,979 | 0,714 | 0,046 | 0,077 | 0,144 | 0,034 | 0,060 | 0,007 | 0,512
Protein/ | 2 N ° E_ % c §: g > <
Versuch | = _%' S S = ~ 2 3 = S g
ne | O & E| E| E| E| ¢ g| & E|
1 1,11 | 0,62 | 0,90 | 0,98 1,22 0,65 | 2,20 | 0,76
2 0,70 | 1,01 | 0,88 | 0,95 0,92 2,53 | 0,89
3 1,04 | 1,10 | 1,19 | 1,28 | 1,25 | 1,22 | 1,26 3,66 1,17
Mittel 09 | 091 | 099 | 1,07 | 1,25 | 1,22 | 1,13 3,66 091 | 1,76 | 1,45
+SD 0,18 | 0,21 | 0,24 | 0,15 | 0,00 | 0,00 | 0,15 0,00 0,26 | 0,17 | 0,07
p 0,713 | 0,574 | 0,925 | 0,543 0,282 0,674 | 0,002 | 0,036
Tab. 18-A9: zu Abb. 19. Chk1-siRNA-Behandlung mit 200 uM H202 vs.
siRNA-Kontrolle mit 200 uM H202 in HCEC.
5 © < © b o
Protein/ %‘ m:‘. gg_ 3 E. E. E T % ; %
Versuch o -§- iz" h_z‘. ] ] ) “g N T g
1 0,58 1,17 | 0,74 - 1,10 | 1,24 | 1,19 | 1,17 | 1,15 | 2,36 1,14
2 0,60 | 0,49 | 090 | 091|095 | 1,21 | 1,36 | 1,03 - 2,36 | 0,79
3 044 | 086 | 118 | 099 | 087 | 1,48 | 1,36 | 1,00 | 1,46 - 1,06
Mittel | 0,54 [ 0,84 [ 094 [ 095 ] 097 [ 1,28 [ 1,30 [ 1,07 [ 1,31 | 2,36 | 1,00
+sD | 0,06 | 0,24 0,15 | 0,03 | 0,08 | 0,13 | 0,07 | 0,06 | 0,13 | 0,00 | 0,13
p <0,001 | 0,461 | 0,665 | 0,192 | 0,713 | 0,056 | 0,006 | 0,272 | 0,078 | <0,001 | 0,976
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Tab. 19-A10: zu Abb. 22. Fraktionierung. HCEC mit 200 uM H202, Z10-Zellen

und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

Chk1 HCEC + H,0, Z10-Zellen Z10-Zellen + H;0;
£ £ £
g o © © g o ® © g o ® ©
2| s |22 8| 4| |22 8| .| s |22 8
| § |22 | O § |82 | ©| § |22 R
0,40 0,93 | 1,06
0,64 1,05 | 1,19
0,61 0,93 | 1,07 0,72
046 | 0,63 | 0,97 | 1,13 0,70 | 1,56 0,70 | 0,88
05508 (078 | 091|070 | 1,34 | 0,60 | 093 | 0,84 | 242 | 0,82 | 0,43
048 | 065 | 1,07 | 095 | 0,52 | 1,46 | 1,15 | 1,39 | 0,62 | 2,30 | 0,78 | 1,35
Mittel | 0,52 | 0,69 | 0,95 | 1,05 | 0,61 | 1,40 | 0,82 | 1,29 | 0,73 | 2,36 | 0,77 | 0,85
+SD 0,08 | 0,08 | 0,09 | 0,10 | 0,09 | 0,06 | 0,24 | 0,27 | 0,11 | 0,06 | 0,05 | 0,33
p 0,001 | 0,005 | 0,394 | 0,394 | 0,049 | 0,022 | 0,339 | 0,194 | 0,134 | 0,002 | 0,003 | 0,451
Tab. 20-A11: zu Abb. 23. Fraktionierung. HCEC mit 200 uM H202, Z10-Zellen
und Z10-Zellen mit 200 uM H202.
pChk
15377 HCEC + H,0, 210-Zellen 210-Zellen + H,0,
£ £ £
2 — e S <] — e =23 <] — e 22 S
=3 8| §|82 R| 8| § |22 ]| & § |82 R
1 1,11 | 0,89
2 2,09 1,33 | 1,43 | 1,01 3,01 | 0,88
3 1,82 | 1,62 | 2,12 | 095 | 1,48 1,77 | 2,00
4 1,46 | 1,73 | 1,09| 097 | 161 | 1,41 | 1,04 | 1,49| 1,34| 1,30| 1,10 | 2,15
5 241 1,72 | 1,58 | 166 | 29 | 2,76 | 1,78 | 1,56 | 1,22 | 1,45 | 1,75 | 3,16
Mittel 1,95| 169| 153 | 122} 159| 2,09 | 1,41| 1,53| 1,28 | 1,88 | 1,43 | 2,66
+SD 0,13 0,05| 0,38| 0,28| 0,30| 0,68 | 0,37 | 0,04| 006 | 067 | 0,46 | 0,50
p 0,003 | 0,001 | 0,053 | 0,145 | 0,151 | 0,249 | 0,383 | 0,004 | 0,043 | 0,029 | 0,153 | 0,082
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Tab. 21-A12: zu Abb. 24/25. Fraktionierung. HCEC mit 200 uM H202,
Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

pH3™ Chromatin
Versuch HCEC + H,0; 210-Zellen Z210-Zellen + H,0,
1 1,31 2,12 1,53
2 1,13
3 1,18 1,22 1,59
4 1,28 1,57 1,89
Mittel 1,23 1,64 1,67
+SD 0,07 0,37 0,16
p 0,029 0,072 0,004
GCNs Chromatin
Versuch HCEC + H.,0; Z210-Zellen Z210-Zellen + H;0,
1 1,71 10,07 9,87
2 2,11 4,40 13,70
Mittel 1,91 7,24 11,79
+SD 0,20 2,84 1,91
p 0,045 0,159 0,030

Tab. 22-A13: zu Abb. 26. Fraktionierung. HCEC mit 200 uM H202, Z10-Zellen
und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

Chromatin

S HCEC + H,0, Z210-Zellen Z210-Zellen + H,0,
.§ Versuch | acH3%9 | acH3 | acH4 | acH3"° | acH3 | acH4 | acH3%9 | ac H3 | acH4
g 1 1,36 1,57 1,15 1,77 1,62 2,86 2,40
"-g' 2 1,14 | 0,93 | 1,34 | 1,14 | 164 | 1,23 | 1,33 | 1,72 | 2,19
£ 3 0,95 2,17 1,11 2,97 2,54 4,69 2,03
§ Mittel 1,15 1,56 1,20 1,96 1,93 | 1,23 2,96 2,05 | 2,19
.‘I£ +SD 0,17 0,51 | 0,10 0,76 0,43 | 0,00 1,37 0,28 | 0,00

p 0,274 | 0,195 | 0,048 | 0,148 | 0,037 0,114 | 0,006

Tab. 23-A14: zu Abb. 27. Fraktionierung. HCEC mit 200 uM H202, Z10-Zellen
und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

HATSs Chromatin
HCEC + H,0; Z210-Zellen 210-Zellen + H,0;
Versuch p300/ p300/ p300/
PCAF CBP PCNA PCAF CBP PCNA PCAF CBP PCNA

1 4,02 7,90

2 1,69 1,08 3,77 6,12 0,98 2,74 10,49 1,41

3 2,09 1,08 1,03 2,62 8,26 1,08 2,04 14,16 1,13
Mittel 1,89 1,05 3,47 7,19 1,03 4,23 12,33 1,27
+SD 0,20 0,02 0,61 1,07 0,05 2,61 1,84 0,14

p 0,047 0,159 0,021 0,029 0,609 0,269 0,025 0,194
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Tab. 24-A15: zu Abb. 28. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H202, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

Chki Chromatin 16slich nuklear Zytosol
ohne 3 5§ | = 3 § | = Q 5 | =
H I = Y I = 9 « I — D
siRNA " 2 3 Q + 2 T Q + 3 39
O o NI O & NI O & NI
] N = o N S o N S
Versuch g N ] 2 N = £ N N
1 0,97 0,70 0,78 1,56
2 0,80 1,34 1,32 0,60 1,01 0,93
3 0,65 1,46 1,96 0,78 1,15 0,99 0,91 1,39 1,27
Mittel 0,73 1,40 1,96 1,02 0,82 0,99 0,90 1,29 1,27
+SD 0,07 0,06 0,27 0,05 0,09 0,27
vs. K; p 0,067 | 0,022 0,890 0,339 0,208 0,194

Chk1 Chromatin 16slich nuklear Zytosol
SIRNA- Q 5 | = o 5 | = Q § | =
Kontrolle :_"_: E, % O: :_"_: E, % O: :_"_: E % O:
o o N T Q S N T Q o N T
Versuch o N ] Q N S Q N S
I N I N I N
1 0,69 1,04 1,64
2 1,97 0,95 0,61 0,63 1,02
3 0,65 1,08 1,11 0,84 0,76 1,99
4 0,77 1,62 2,19 0,81 1,07 1,13 0,91 1,19 1,23
Mittel 0,71 1,34 2,19 0,96 0,89 1,13 0,77 1,45 1,23
+SD 0,06 0,35 0,12 0,23 0,11 0,29
vs. H,02; p | 0,145 | 0,859 0,730 0,715 0,272 0,604

Chk1 Chromatin 16slich nuklear Zytosol
Chk1- Q ] c Q S c Q S c
SiRNA T s | 25| = 3 | =8| T T | £9
+ N o <2 + N v % + N ]
O o NIT O Py N O Py N x
] N = 5] N S 5] N S
Versuch I N N I N 2 £ N =
1 0,39 0,57 0,58 1,01
2 0,27 0,58 0,21 0,34 0,35
3 0,44 0,88 0,46 0,32 0,43 0,68
4 0,79 0,41 1,16 0,61 0,43 0,29 0,70 0,44 0,33
Mittel 0,62 0,49 1,16 0,54 0,39 0,29 0,50 0,62 0,33
+SD 0,18 0,17 0,09 0,16 0,14 0,20
vs. siRNA-
Kontrolle+ | 0,659 | 0,035 0,014 0,008 0,080 0,019
H202; p
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Tab. 25-A16: zu Abb. 29. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H202, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

pChk153Y7 Chromatin I6slich nukleidr Zytosol
ame | & 5|t | §| 5|5, ¢ 5]
H = = Y I = 9 « I — D
siRNA " 2 3 Q + 2 T Q + 3 39
O o NI O & NI O & NI
o N = o N = o N =
Versuch g N ] 2 N = £ N N
1 0,95
2 1,41 2,73 1,98 1,04 0,90 0,97 1,49 2,25
3 1,62 2,76 3,32 1,29 1,78 1,34 1,08 1,56 2,86
Mittel 1,62 2,09 3,03 1,64 1,41 1,12 1,00 1,53 2,56
+SD 0,68 0,16 0,35 0,37 0,22 0,06 0,04 0,30
vs.K; p 0,058 <0,001 0,040 0,145 0,423 1,0 <0,001 0,001
e —
pChk1%3Y7 Chromatin 16slich nuklear Zytosol
SIRNA- 9 e : ) £ : <) < :
I = 9 o I = 9D o I = L o
Kontrolle . G ko) . S 3 O . G 3 O
) S N T Q iy N T 9 =) NI
8§ 8 | ¢ 8 | 8|3 8 | 8|3
Versuch I N N I N 2 3 N N
1 1,67 1,50 1,42 1,16 1,65
2 2,59 1,25 1,25 1,21 1,32 1,61 2,65
3 1,64 1,44 2,91 0,56 1,21 1,59 2,36
Mittel 1,64 1,90 2,91 1,38 1,08 1,21 1,36 1,63 2,50
+SD 0,50 0,13 0,37 0,00 0,18 0,02 0,15
vs. H,02; p 0,802 0,552 0,501 0,722 0,054 0,121 0,891
T —
pChk1537 Chromatin 16slich nukleidr Zytosol
Chk1- Q 5 c Q 5 c Q 5 c
siRNA T < =4S T 3 =48 T 3 =4
N (S + N Q= + N Q=
O iy N O o N T O o NI
h o N S o N S o N S
Versuc I N = I N = I N =
1 1,34
2 2,40 1,06
3 2,28 1,36 1,78 1,05 1,19 1,33 3,31
4 1,74 1,80 3,03 1,32 0,72 1,57 1,59 1,38 2,52
Mittel 1,74 2,16 3,03 1,34 1,22 1,31 1,39 1,35 2,92
+SD 0,26 0,02 0,39 0,26 0,19 0,02 0,40
vs. siRNA-
Kontrolle + 0,548 0,808 0,685 0,738 0,889 0,013 0,433
H.02; p
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Tab. 26-A17: zu Abb. 30. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H202, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

pH3™ HCEC + H,0, Z10-Zellen Z10-Zellen + H,0,
< < < < < <
. ()] [} (]
Chromatin E &3 FZE PZE &3 _QZ_: PZE &3 PZE
n Z 5 n n 2 5 n » 2 = @
) x c - (4] x c — (1) x c -
Versuch | E£ | @8 | ¥ £ | ®e| % £ | ®e| %
o o o o o o
1 1,13 0,76 0,87
2 1,27 1,32 1,04 1,83 2,66
3 1,23 0,48 0,76 2,12 2,25 1,42 3,16
4 1,18 1,25 1,20 1,22 1,58 1,79 2,44 2,15 3,07
5 0,88 0,96 1,08 1,57 1,01 1,24 1,20 2,02 1,80
Mittel 1,11 0,94 1,05 1,64 1,47 1,57 2,10 2,09 2,44
+SD 0,13 0,30 0,21 0,37 0,50 0,25 0,62 0,07 0,63
p 0,343 0,409 0,592 0,072 0,688 0,768 0,029 0,678 0,639
Tab. 27-A18: zu Abb. 31. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H202, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.
GCNs HCEC + H,0; Z210-Zellen Z210-Zellen + H,0;
< << < < < <
. ()] [} [}
Chromatin PZE &3 PZE PZE &3 E PZ_‘ &3 PZE
n Z 5 n n 2 5 n » 2 = @
) x c - (4] x c - [4) x c -
Versuch | E | &8 | ¥ £ | ®e| % £ | ®e| %
o o o o o o
1 3,16 5,29
2 2,47 5,12
3 3,05 2,45 1,03 9,98 6,29 17,63 12,89 22,00
4 1,54 4,22 1,08 10,07 7,81 9,18 15,26 18,81 47,08
5 1,16 0,96 1,51 4,40 8,10 4,63 19,99 24,49 60,33
Mittel 2,28 2,96 2,81 7,24 8,63 6,70 17,63 18,73 43,14
+SD 0,80 1,33 1,97 2,84 0,96 1,88 1,93 4,73 15,89
p 0,013 0,769 0,786 0,159 0,585 0,266 0,002 0,776 0,106
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Tab. 28-A19: zu Abb. 32. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H202, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.

acH3X® ohne siRNA siRNA-Kontrolle Chk1-siRNA
o c + o c p o c p
Chromatin | £ 2 | 8. £ 2 | 5. = 2 | 5 .
+ Q =0 + (] =0 + G) )
¥) g N‘.’ T [®) g 'E.IJ T [®) g '&." T
Versuch =) | = S = S s ] =
I N N I N N T N N
1 0,61 0,89 1,51 1,33 1,22
2 1,29 1,77 2,93 1,54 1,92 2,63 1,78 2,14 2,13
3 1,88 1,14 4,41 1,07 2,80 3,73 1,00 3,21 2,72
4 1,25 2,97 1,92 0,86 1,41 3,17 1,08 1,43 2,43
Mittel 1,26 1,96 3,09 1,09 1,91 3,18 1,30 2,00 2,43
+SD 0,47 0,76 1,02 0,27 0,55 0,45 0,30 0,78 0,24
p 0,343 0,148 0,051 0,605 0,935 0,917 0,413 0,876 0,106
Tab. 29-A20: zu Abb. 33. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H202, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H202.
acH3 ohne siRNA siRNA-Kontrolle Chk1-siRNA
o c + o c p o c p
Chromatin | £ 2 g . T 2 g . T 2 g .
O iy N £ O iy N T o iy N T
Versuch =) Pt = s =t = s P =
I N N T N N T N N
1 1,90
2 2,54
3 1,09 1,62 1,20 0,83 1,58 0,89
4 1,65 1,64 1,53 1,64 1,16 1,54
5 0,92 2,54 2,05 0,90 1,16 2,67 1,06 3,05
Mittel 1,62 1,93 2,05 1,21 1,21 2,67 1,27 1,22 3,05
+SD 0,31 0,43 0,26 0,33 0,23 0,33
p 0,066 0,037 0,356 0,133 0,826 0,991
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Tab. 30-A21: zu Abb. 34. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 UM H20;, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H,0..

acH4 ohne siRNA siRNA-Kontrolle Chk1-siRNA
o c + o c p o c p
Chromatin | £ 2 g . T 2 T . £ 2 T .
+ Q =0 + (] =0 + G) 5 O
¥) g N‘.’ T [®) g 'E.IJ T [®) g '&." T
Versuch =) | = S = S s ] =
I N N I N N T N N
1 1,14 1,16 1,23 2,13
2 1,17 2,87 1,01 1,48 2,21 1,11 1,69 1,42
3 1,06 3,46 1,18 2,07 2,32 1,18 2,47 1,53
4 1,36 1,23 1,55 1,37 2,50 1,03 1,24 2,12
Mittel 1,18 1,23 2,63 1,12 1,53 2,34 1,36 1,80 1,69
+SD 0,11 0,80 0,08 0,32 0,12 0,45 0,51 0,31
p 0,029 0,045 0,486 0,646 0,461 0,512 0,049
Tab. 31-A22: zu Abb. 35. Fraktionierung nach Chk1-siRNA-Behandlung. HCEC
mit 200 uM H;0,, Z10-Zellen und Z10-Zellen mit 200 uM H;0,.
PCAF ohne siRNA siRNA-Kontrolle Chk1-siRNA
o c + o c p o c p
Chromatin | £ 2 g . T 2 g . T 2 g .
%) iy N £ Q iy N £ %) iy N T
Versuch =) Pt = s =t = s P =
I N N T N N T N N
1 2,23 1,63
2 2,21 4,02 2,87 2,87
3 2,53 3,77 1,02 2,78 2,29 5,27
4 0,98 2,62 4,86 1,87 3,37 4,08 2,19 2,67 2,12
Mittel 1,99 3,47 4,86 1,92 3,07 4,08 2,24 3,97 2,12
+SD 0,59 0,61 0,76 0,29 0,44 1,30
p 0,343 0,050 0,921 0,556 0,573 0,571

8.1.2 Originaldaten der Zellzyklusanalysen.

Nachfolgend sind die Messdaten der Zellzyklusanalysen aufgelistet. Ermittelt durch FACS.
Zahlungen von je 20.000 Zellen. Zellzahl absolut und % der Gesamtzellzahl. Verdanderung

der Zellzahl

(Xfache)

im Vergleich zur
Mittelwerte (Mittel) + Standardabweichung (SD). Signifikanzwert p.

Kontrolle (Kontrolldefinition siehe Abb.).
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Tab. 32-A23: zu Abb. 12. Chk1-siRNA- mit 200 uM H;0; vs. siRNA-Kontrolle und

200 uM H;0,. Zellzahl absolut bzw. % der Gesamtzellzahl.

Zellzyklusphase Sub-G1 | GO/G1 S G2/M
Versuch 1

K 622 12247 | 2195 | 4807
H,0, 801 5006 | 4021 | 10048
Chk1-siRNA 1233 5198 | 4544 | 8906
siRNA-Kontrolle 1356 4252 | 4905 | 9362
% Gesamtzellzahl:

K 3,13 61,63 | 11,05 | 24,19
H,0, 4,03 25,19 | 20,23 | 50,55
Chk1- siRNA 6,20 | 26,15 | 22,86 | 44,80
siRNA-Kontrolle 6,82 | 21,39 | 24,68 | 47,10
Xfache:

H,0; vs. K 1,29 0,41 1,83 2,09

Chk1-siRNA vs. siRNA-Kontrolle | 0,91 1,22 0,93 0,95

Zellzyklusphase Sub-G1 | GO/G1 S G2/M
Versuch 2

K 1193 | 11753 | 2548 | 6065
H;0; 1800 9012 | 5242 | 8753
Chk1-siRNA 3647 6847 | 4391 | 8674
siRNA-Kontrolle 3871 5608 | 4548 | 9357
% Gesamtzellzahl:

K 5,53 54,52 | 11,82 | 28,13
H.0; 7,26 36,33 | 21,13 | 35,28
Chk1- siRNA 15,48 | 29,06 | 18,64 | 36,82
siRNA-Kontrolle 16,55 | 23,98 | 19,45 | 40,01
Xfache:

H>0; vs. K 1,31 0,67 1,79 1,25

Chk1-siRNA vs. siRNA-Kontrolle 0,94 1,21 0,96 0,92

Zellzyklusphase Sub-G1 | GO/G1 S G2/M
Versuch 3

K 4441 10889 | 1775 | 2874
H.0; 5295 6417 | 3832 | 4209
Chk1-siRNA 5980 6698 | 3520 | 3173
siRNA-Kontrolle 6588 5944 | 3622 | 3152
% Gesamtzellzahl:

K 22,23 | 54,50 | 8,88 | 14,39
H;0; 26,81 | 32,49 | 19,40 | 21,31
Chk1- siRNA 30,87 | 34,58 | 18,17 | 16,38
siRNA-Kontrolle 34,12 30,79 | 18,76 | 16,33
Xfache:

H;0; vs. K 1,21 0,60 2,18 | 1,48

Chk1-siRNA vs. siRNA-Kontrolle 0,90 1,12 0,97 1,00
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Fortsetzung Tab. 32-A23. Statistik.

Zellzyklusphase Sub-G1 | GO/G1 S G2/M
K vs. HzOz

Mittel Versuch 1, 2 und 3 1,27 0,56 1,93 1,61

+SD 0,05 0,11 0,18 0,35

p 0,700 0,003 <0,001 0,224
siRNA-Kontr. vs. Chk1-siRNA

Mittel Versuch 1, 2 und 3 0,92 1,19 0,95 0,96

+SD 0,01 0,04 0,02 0,03

p 0,886 0,291 0,400 0,892

Tab. 33-A24: zu Abb. 14. Zellzyklusverteilung unbehandelter Z-Zellkulturen im
Vgl. zu HCEC. Zellzahl absolut bzw. % der Gesamtzellzahl.

Z3

Z5

Z10

Zellzyklusphase Sub-G1 G0/G1 S G2/M
Versuch 1 452,00 8730,00 3014,00 | 6423,00
% 2,43 46,89 16,19 34,50
HCEC Versuch 2 699,00 9777,00 3021,00 | 5753,00
% 3,63 50,79 15,69 29,89
Mittel 1 und 2 3,04 48,87 15,94 32,15
+SD 0,65 2,76 0,02 1,77

Zellzyklusphase Sub-G1 G0/G1 S G2/M
Versuch 1 460,00 10116,00 | 2912,00 | 5130,00
% 2,47 54,33 15,64 27,55
Versuch 2 889,00 9089,00 3044,00 | 5284,00
% 4,86 49,65 16,63 28,86
Mittel 1 und 2 3,65 52,01 16,13 28,20
+SD 1,16 2,78 0,36 0,42
Z3 vs. HCEG; p 0,667 0,667 1,00 0,333

Zellzyklusphase Sub-G1 G0/G1 S G2/M
Versuch 1 459,00 10410,00 | 2659,00 | 5140,00
% 2,46 55,76 14,24 27,53
Versuch 2 791,00 10078,00 | 2621,00 | 4948,00
% 4,29 54,66 14,22 26,84
Mittel 1 und 2 3,37 55,21 14,23 27,19
+SD 0,89 0,88 0,10 0,51
Z5 vs. HCEG; p 0,667 0,333 0,333 0,333

Zellzyklusphase Sub-G1 G0/G1 S G2/M
Versuch 1 1007,00 9403,00 2347,00 | 5403,00
% 5,55 51,78 12,92 29,75
Versuch 2 1074,00 8360,00 2303,00 | 6299,00
% 5,95 46,35 12,77 34,92
Mittel 1 und 2 4,03 51,57 12,73 31,67
+SD 2,49 3,63 0,32 2,79
Z10vs. HCEC; p 0,333 1,00 0,333 1,00
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Tab. 34-A25: zu Abb. 20. Zellzyklusverteilung Z10 nach Chk1-siRNA- mit 200 uM
H,0; vs. siRNA-Kontrolle und 200 uM H,0.. Zellzahl absolut, % der
Gesamtzellzahl.

Zellzyklusphase Sub-G1 | GO/G1 | S | G2/M s;':' GO/GL| S | G2/M
Zeitwert / Behandlung Zellzahl absolut % der Gesamtzellzahl
1 K 1800 12374 | 2525 3301 3,69 70,43 | 11,68 | 14,19
2 877 12507 | 2432 3977 4,42 62,23 | 13,78 | 19,57
1 siRNA-
Kontrolle 1618 13929 | 2091 2362 8,09 69,65 | 10,46 | 11,81
2 901 11790 | 2546 4452 4,58 59,88 | 12,93 | 22,61
1 H20, 727 8099 3416 7129 3,75 41,81 | 17,63 | 36,80
24 h 2 614 6165 3123 9327 3,19 32,06 | 16,24 | 48,50
1 siRNA-
Kontrolle +
H20, 844 7672 3056 7203 4,50 40,86 | 16,28 | 38,36
2 766 5432 3886 9547 3,90 27,67 | 19,80 | 48,63
1 Chk1-siRNA
+ H,0,; 985 9297 3058 6074 5,07 47,89 | 15,75 | 31,29
2 812 6826 3691 8340 4,13 34,70 | 18,77 | 42,40
1 H20, 1155 12727 | 1803 3265 6,09 67,16 9,51 17,23
2 1059 9937 2362 5477 5,62 52,76 | 12,54 | 29,08
1 siRNA-
Kontrolle +
48 h H20, 1098 9844 | 2427 5177 5,92 53,08 | 13,09 | 27,91
2 1401 10973 | 2732 3617 7,48 58,61 | 14,59 | 19,32
1 Chk1-siRNA
+ H,0,; 1495 11154 | 2888 3482 7,86 58,65 | 15,18 | 18,31
2 1187 9852 2828 5022 6,28 52,16 | 14,97 | 26,59
1 H,0, 1473 12912 | 2692 3199 7,26 63,68 | 13,28 | 15,78
2 1695 12087 | 2846 2850 8,70 62,05 | 14,61 | 14,63
1 siRNA-
Kontrolle +
72 h H20, 2280 10837 | 3558 3747 11,16 53,07 | 17,42 | 18,35
2 1787 11756 | 3052 2815 9,21 60,57 | 15,72 | 14,50
1 Chk1-siRNA
+ H,0, 2145 12225 | 3049 2823 10,60 60,39 | 15,06 | 13,95
2 1809 11542 | 3081 2886 9,36 59,75 | 15,95 | 14,94
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Fortsetzung Tab. 34-A25. Statistik.

% der Gesamtzellzahl Sub-G1 | GO/G1 S G2/M
K24 h 4,06 66,33 12,73 16,88
SIRNA- 633 | 6476 | 11,69 | 17,21
Kontrolle
H,0; 3,47 36,94 16,94 42,65
. siRNA-
Mittel 1 und 2 24h | ontrolle | 420 | 3427 | 1804 | 43,50
+ H,0,
Chk1
siRNA + 4,60 41,30 17,26 36,84
H.0>
24 h H,0,vs. K24 h; p 0,331 0,044 0,074 0,054
24 h siRNA-Kontrolle + H,0; vs. H,0,24 h; p 0,271 0,776 0,620 0,923
24 h Chk1-siRNA+H,0; vs. siRNA-Kontrolle+H,0,24 h; p 0,546 0,530 0,769 0,472
H,0; 5,86 59,96 11,03 23,15
siRNA-
Kontrolle 6,70 55,84 13,84 23,62
Mittel 1 und 2 48 h | + H,0;
Chk1
siRNA + 7,07 55,40 15,08 22,45
H,0>
48 h H,03 vs. 24 h H,0,; p 0,333 0,118 0,071 0,144
48 h siRNA-Kontrolle + H,0; vs. 48 h H,0;; p 0,410 0,647 0,238 0,955
48 h Chk1-siRNA+H,0; vs. 48 h siRNA-Kontrolle+H,0;; p 0,770 0,927 0,245 0,863
H,0; 7,98 62,87 13,94 15,20
siRNA-
Kontrolle 10,19 56,82 16,57 16,43
Mittel 1 und 2 72h | + H,0;
Chk1
siRNA + 9,98 60,07 15,51 14,44
H,0>
72 h H,03 vs. 24 h H,0,; p 0,028 0,034 0,090 0,043
72 h siRNA-Kontrolle + H,0; vs. 72 h H,05; p 0,211 0,256 0,135 0,605
72 h Chk1-siRNA+H,0; vs. 72 h siRNA-Kontrolle+H,0;; p 0,876 0,478 0,381 0,423
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