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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfihrung

Das Thema dieser Arbeit bezieht sich auf das Enzym OTUD4 aus der Gruppe der De-
ubiquitinasen. Es gibt Hinweise darauf, dass das Enzym eine Rolle in der Entwicklung von
Tumoren spielt. Diese Annahme begriindet die Motivation, sich durch Grundlagenforschung
der Bedeutung von OTUD4 in Bezug auf die Tumorprogression zu néhern, mit dem Ziel,
neue Ansatzpunkte fir onkologische Therapien zu finden. Deshalb war es wichtig, zunachst
in Grundzugen die klinische Bedeutung von Tumorerkrankungen mit dem derzeitigen Stan-
dard der Therapieverfahren darzulegen und anschlieBend die Grundlagen der Arbeitsweise

von OTUD4 zu erlautern.

1.2 Epitheliale Tumoren
1.2.1 Epidemiologie und Klinik

Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes sind Tumoren die zweithaufigste Todesursache
in der Bundesrepublik Deutschland. Wahrend Herz-Kreislauferkrankungen zwar noch immer

die Spitze der Todesursachen einnehmen, ist ihr Anteil an allen im Jahre 2011 verstorbenen
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Abbildung 1: Sterbefdlle in Deutschland nach ausgewd&hlter Tumorentitat; je 100.000
Einwohner; altersstandardisiert; 1998-2011 (Statistisches Bundesamt, DESTATIS,
Todesursachenstatistik 1998 — 2011)
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Personen auch auf Grund verbesserter Therapien in den letzten 30 Jahren um 23% zurtickge-
gangen. Um mehr als diese Prozentzahl (um 25%) hingegen, ist der Anteil der diagnostizier-
ten Tumorerkrankungen in Deutschland im gleichen Zeitraum gestiegen (Statistisches Bun-
desamt 2013).

Weltweit verstarben 2012 8,2 Millionen Menschen an Tumoren. Ein weiterer Anstieg der
Tumorerkrankungen wird von der World Health Organization (WHO) fir die n&chsten Jahr-
zehnte vorausgesagt. Nach Hochrechnungen werden die Zahlen in den kommenden zwei De-
kaden von 14 Millionen Neuerkrankungen im Jahre 2012 auf 22 Millionen Neuerkrankungen
pro Jahr ansteigen (WHO 2015).

Die in Deutschland h&ufigsten Tumoren sind in Abhangigkeit vom Geschlecht zu betrachten.
Bei Ménnern steht der Prostatakrebs und bei Frauen der Brustkrebs an oberster Stelle, gefolgt

von Darm- und Lungenkrebs (siehe Abbildung 2).
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Deutschland 2008 - ohne nicht melanotischen Hautkrebs (Krebs in Deutschland 2012)
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Wahrend der prozentuale Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen - an allen Krebssterbefal-
len in Deutschland - bei den Frauen die gleiche Hierarchie aufweist wie die Verteilung der
Tumorlokalisationen in Abbildung 2, tritt bei den Mannern der Prostatakrebs bei Betrachtung
der Krebssterbefélle auf Grund geringerer Letalitat nach Lungen- und Darmkrebs an die dritte
Stelle (Krebs in Deutschland 2012).

1.2.2 Kanzerogenese

Die Entstehung von Tumoren ist bedingt durch endogene und exogene Faktoren. Endogen
bezeichnet die genetische Prédisposition, die jeder Mensch in sich tragt. Exogen bedeutet,
dass externe Faktoren die Tumorentstehung beeinflussen. Dies kénnen in der Umwelt vor-
kommende physikalische Karzinogene wie UV-Strahlung und ionisierende Strahlung, chemi-
sche Karzinogene wie Aflatoxin, Arsen und Nitrosamine oder biologische Karzinogene wie
Viren, Bakterien und Parasiten sein. Aufierdem ist die Entstehung von Neubildungen maRgeb-
lich vom Verhalten der Bevolkerung abhangig, welches Risikofaktoren flr die Kanzerogenese
birgt. So sind 30 % der Todesfélle auf Grund eines Tumors bedingt durch einen hohen Body-
Mass-Index, geringen Verzehr von Obst und Gemise, mangelnde Bewegung und Tabak- oder
Alkoholkonsum (WHO 2015). Genetische Disposition und Mutationen spielen bei der Tu-
morgenese eine wesentliche Rolle. Da mit zunehmendem Alter Mutationen kumulieren, steigt

im Alter das Risiko, an Krebs zu erkranken (Doenecke et al. 2005).

Man kann den Ablauf von Krankheitsentstehung und -entwicklung in vier Krankheitsstadien
unterteilen. Am Anfang steht die Induktionsphase, in welcher in einem praklinischen Stadium
im Zeitraum zwischen 15 und 30 Jahren Mutationen stattfinden. AnschlieRend folgt die In-
situ-Phase, das heilt, die Zellveranderung tritt in Form einer prékanzerdsen L&sion zu Tage.
Diese Phase nimmt einen Zeitraum von 5 - 10 Jahren ein. In der Infiltrationsphase schlieRlich
durchbricht der Tumor die Grenzen der Basalmembran, und man spricht von nun an von ei-
nem Klinisch etablierten Malignom. Folgt keine rechtzeitige kurative Therapie, geht die Er-
krankung letztendlich in die Disseminationsphase uber, in welcher sich Metastasen bilden und
auch andere Organe befallen werden. Die beiden letzten Phasen flr sich genommen, erstre-
cken sich in der Regel auf jeweils 1 - 5 Jahre (Wittekind 2012).
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1.2.3 Klassifikation von Tumoren

Die Klassifikation von Tumoren ist wichtig, um behandelnden Arzten die Einschatzung der
Krankheitsausbreitung, die Therapieplanung und die Einschétzung flr eine Prognose zu er-
leichtern. AulRerdem lasst sich durch Klassifizierung die Evidenz der Therapievorgehen pri-
fen und ein nationaler und internationaler Austausch von Behandlungs- und Forschungszen-
tren wird ermoglicht (Wittekind 2012).

TNM-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation wird von der internationalen Organisation Union internationale
contre le cancer (UICC) gefuhrt und dient dazu, die anatomische Tumorausbreitung zu be-
stimmen. T bezieht sich hierbei auf die Tumorausdehnung, N auf den Nodalstatus (Lymph-
knotenmetastasierung) und M auf die Fernmetastasierung. Zu unterscheiden ist die TNM-
Klassifikation auf Grundlage der klinischen Untersuchungen, bildgebenden Verfahren, Endo-
skopie und Biopsie (cTNM) und der Pathologischen Klassifikation (pTNM), welche nach
chirurgischem Eingriff und pathologischer Untersuchung von Tumor und Lymphknoten fest-
gelegt wird (Wittekind 2012). In Tabelle 1 ist das TNM-System grob dargestellt, wie es sich

mit Modifikationen in den Grundziigen auf alle Organsysteme anwenden l&sst.

Grading

Das Grading dient dazu, die histopathologische Graduierung zu klassifizieren. Durch die his-
topathologische Graduierung erhélt man Informationen Gber die Differenzierung des Tumors.
Dabei lassen sich vier Graduierungen ableiten (siehe Tabelle 1) (Wittekind 2012).

Staging
Das Staging teilt die Tumorerkrankung in Krankheitsstadien ein. Die Grundlage dazu liefert
die TNM-Klassifikation. Man erhalt durch die Einteilung eine Auskunft tiber die Krankheits-

prognose, und es lassen sich anhand von Stadien tumorspezifische Therapievorgehensweisen
festlegen und evaluieren (Wittekind 2012).


http://de.wikipedia.org/wiki/Union_internationale_contre_le_cancer
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R-Klassifikation

Die Beurteilung nach Vorhandensein eines Residualtumors ist nach primér chirurgischer The-
rapie zwingend erforderlich, um den Tumorstatus zu erheben, weiteres VVorgehen zu planen
und die Prognose abschéatzen zu konnen. Die Einteilung erfolgt nach RO, R1 und R2. RO be-
deutet hierbei, dass kein Residualtumor mehr vorhanden ist, R1 bedeutet, dass mikroskopisch
noch ein Residualtumor nachgewiesen werden kann und R2, dass ein makroskopisch sichtba-
rer Residualtumor zurtickgeblieben ist. Rx ist die Bezeichnung fir einen Residualtumor, des-
sen Vorhandensein nicht beurteilt werden kann (Wittekind 2012).

Ausbreitungsklassifikation

Die Ausbreitungskenntnis und -diagnostik sind entscheidend fur Therapie und Prognose.
Meist breiten sich Tumorzellen Uber eine Lymphgefaliinvasion (L-Klassifikation) oder eine
Veneninvasion (V-Klassifikation) aus. LO bedeutet, dass keine Lymphgeféaliinvasion nach-
weisbar ist, wahrend bei L1 eine Lymphgefalinvasion festgestellt werden konnte. Entspre-
chend bedeutet VO keine Veneninvasion. Zusétzlich wird hier noch zwischen mikroskopisch
nachweisbarer Veneninvasion (V1) und makroskopisch nachweisbarer Veneninvasion (V2)
unterschieden. Der Nachweis von LymphgefaR- und Veneninvasion lasst zwar auf aggressives
Verhalten eines Tumors schlieBen, es wird allerdings erst von Metastasierung gesprochen,

wenn die Tumorzellen eine Angiogenese induzieren (Wittekind 2012).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Differenzierungssysteme, welche auf jede
Tumorart spezifisch angewendet werden, jedoch in den Grundsatzen auf nachfolgenden Krite-

rien beruhen:
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Tabelle 1: Tumorklassifikation nach TNM, Grading und Staging (Wittekind 2012, S. 167ff)

Klassifikation

Bedeutung

TNM

Grading

Staging

Tis

TO
T1,2,3,4
TX

N

NO

N1,2,3

NX

M

MO

M1

Mx

G1

G2

G3

G4
Stadium 0
Stadium 1,11
Stadium 111

Stadium IV

Primartumor

Carcinoma in situ

keine Anzeichen fur einen Priméartumor
zunehmende Gré3e und Ausdehnung des Tumors
keine Aussage zum Primartumor moglich
regiondre Lymphknoten

keine Anzeichen fir einen Lymphknotenbefall

zunehmender Befall, Einteilung zum Beispiel nach ipsi-/kontralateralem
Befall und Beweglichkeit

keine Aussage zu den Lymphnoten méglich
Fernmetastasen

keine Anzeichen fur Fernmetastasen
Fernmetastasen vorhanden

keine Aussage uber Fernmetastasen mdglich
gut differenziert

maRig differenziert

schlecht differenziert

undifferenziert

Carcinoma in situ

auf Organ begrenzt
Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen
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1.2.4 Diagnose und Therapieprinzipien

Auf Grund einer meist fehlenden Symptomatik wird die Diagnose oft im Rahmen von Zu-
fallsbefunden oder ScreeningmalRnahmen gestellt. Die Diagnose sollte pratherapeutisch zum
einen mikroskopisch durch eine angepasste und saubere Biopsie gesichert und zum anderen
durch ein pratherapeutisches Tumorstaging erganzt werden. Das Staging beinhaltet die Abkla-
rung der lokalen Ausbreitung und den Ausschluss beziehungsweise die Diagnose von Fern-
metastasen mit Hilfe von bildgebenden Verfahren und gegebenenfalls einer Laparoskopie.
Der Nodalstatus kann jedoch erst sicher nach einer operativen Therapie festgelegt werden
(Wittekind 2012).

Operative Therapie

Die vollstandige chirurgische Entfernung von lokal begrenzten Tumoren in situ ist aktuell bei
epithelialen Tumoren im Sinne eines kurativen Ansatzes zu sehen. Auch die Resektion von
Tumoren mit vorhandener mono- oder oligotoper Fernmetastasierung kann in einigen Féllen,
je nach Tumorart und Zustand des Patienten, in kurativer Absicht erfolgen. Weder Chemo-
noch Strahlentherapie erzielen alleine bei lokal begrenzter Tumorausbreitung einen vergleich-
baren Erfolg, spielen aber im Rahmen von multimodalen Konzepten (siehe Systemtherapie
S. 8) eine wesentliche Rolle. Wie in der Anwendung der multimodalen Konzepte, so gibt es
auch in der Vorgehensweise der chirurgischen Therapie kein Standardverfahren, welches auf
jeden Patienten Ubertragbar wére. Vielmehr geht die Bemihung dahin, méglichst individuelle

Therapiekonzepte zu erzielen (Wittekind 2012).

In der Operationsplanung ist die Bestimmung der Histologie und das Grading anhand von
Biopsien wichtig und ein klinisches Staging (siehe 1.2.3) durchzufiihren. Intraoperativ ist die
Fernmetastasierung, die Tumorausdehnung im Ursprungsorgan und die Adhdrenz zu Nach-
barorganen genau zu untersuchen und festzulegen. Wahrend der Tumorresektion ist auf einen
adaquaten Sicherheitsabstand, welcher sich an der Anatomie und der Tumorlokalisation orien-
tiert, sowie auf ein minimales Risiko der Tumorzelldissemination streng zu achten. Eine Aus-
schwemmung der Tumorzellen soll durch die No-touch-Technik und gegebenenfalls eine En-
bloc-Entfernung von Primartumor und Lymphabflussgebiet verhindert werden (Juhl 2007).
Eine Operation kann auch in bestimmten palliativen Situationen, in Abwégung des Risikos,
erfolgen, um die Lebensqualitat zu verbessern oder um die Uberlebenszeit zu erhohen (Witte-
kind 2012).
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Systemtherapie

In der Systemtherapie kommen zur Anwendung Chemotherapie, Hormontherapie, Immunthe-
rapie und Strahlentherapie. In Form von multimodalen Konzepten werden chirurgische und

adjuvante beziehungsweise neoadjuvante Therapien kombiniert angewandt (Wittekind 2012).

Die adjuvante Therapie meint eine primdr chirurgische Tumorexzision mit nachfolgender
systemischer Therapie zur Bekdmpfung von disseminierten Tumorzellen. Neoadjuvant bedeu-
tet, dass vor der chirurgischen Entfernung eine Systemtherapie durchgefihrt wird, um ein
sogenanntes Downstaging des Tumors zu erzielen. Auch Kombinationstherapien aus préope-
rativer neoadjuvanter Therapie, chirurgischer Therapie und einer abschlieRenden adjuvanten
postoperativen Therapie kdnnen angewendet werden (Juhl 2007).

Strahlentherapie

Die Strahlentherapie arbeitet mit lokal applizierten ionisierenden Strahlen in Form von Ront-
genstrahlen, Photonenstrahlen, High-LET-Strahlen (linear energy transfer) wie Neutronen-
strahlen oder der Gabe von radioaktiven Isotopen, wie Jod-131. Die Wirkung der Strahlung
auf das Gewebe kann durch direkte Schadigung der Zellen beziehungsweise deren DNA, En-
zyme und Membranen entstehen oder auf der Entstehung von Radikalen beruhen, welche die
Zellen indirekt schadigen. Primdr wird die Strahlentherapie zur lokalen Kontrolle eingesetzt
(Juhl 2007).

Chemotherapie

Die Wirkung der Chemotherapie beruht auf ihren zytostatischen beziehungsweise zytotoxi-
schen Effekten. Ihr Wirken ist zwar systemisch, sie greift aber besonders schnell proliferie-
rende Gewebe an. Damit wird primér das Tumorgewebe getroffen, aber auch gesundes Ge-
webe mit hoher Proliferationsrate wie zum Beispiel Knochenmark und intestinale Schleim-
héute. Zusatzlich zur systemischen Behandlung ist auch eine lokale Chemotherapie in Form
von intraarterieller Perfusion der tumoreigenen GefaRe moéglich. Fir jede Tumorart kommen
je nach Sensibilitat des Tumors sowie abhéngig von Alter und Allgemeinzustand des Patien-
ten verschiedene Kombinationstherapien (Kombination von zwei oder mehr Chemotherapeu-
tika) zum Einsatz (Juhl 2007).

Um die verschiedenen Ansatzmechanismen von Chemotherapeutika erkennbar werden zu

lassen und das Prinzip einer moglicherweise aus dem Wissen der Dissertation entwickelbaren
8
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Substanz einordnen zu konnen, sind die Wirkprinzipien und zugehdrige Beispielsubstanzen

im Folgenden kurz in Grundzugen dargestelit.

Angriffspunkt DNA-Synthese und DNA-Interferenz:

Ein Mechanismus, die DNA-Synthese zu verhindern, ist die Hemmung der Synthese von
DNA-Bausteinen. Beispielsweise beruht ein Wirkmechanismus der klinisch sehr wichtigen
Substanz Methotrexat darauf, direkt Enzyme zu hemmen, welche flr die Synthese von Puri-
nen und Thymidin notwendig sind. Insbesondere aber dient Methotrexat statt Folsdure dem
Enzym Dihydrofolsdure-Reduktase als Substrat und verhindert somit die Bildung der Tetra-
hydrofolsédure und damit die Herstellung von Purinen und Thymidin, welche auf die Tetra-
hydrofolsdure angewiesen sind. Ein weiterer Mechanismus zur Hemmung der DNA-Synthese
ist das Einschleusen falscher DNA-Bausteine. Dies geschieht durch Purin-Antimetabolite (6-
Mercaptopurin) oder Pyrimidin-Antimetabolite (5-Fluorouracil), welche als ,,falsche* Nukleo-

basen statt Purin- beziehungsweise Pyrimidinbasen eingebaut werden (Lullmann et al. 2010).

Eine weitere wichtige Gruppe bilden die interkalierenden Substanzen. Als Beispielsubstanz
soll hier das Anthracyclin-Derivat Doxorubicin dienen. Es lagert sich in die DNA ein und
induziert damit DNA-Strangbriiche. Darlber hinaus ist die Gruppe der Topoisomerase-
Hemmstoffe, wie Etoposid, (hemmt Topoisomerase 1) zu nennen. Durch Hemmung der En-
zyme Topoisomerase | oder 11 wird die Wiederverknupfung der DNA-Strange unvollstandig,
sodass DNA Strangbriiche verbleiben (Lullmann et al. 2010).

Die fur diese Arbeit am wichtigsten zu nennende Gruppe ist die Gruppe der alkylierenden
Substanzen, welche Alkyl-Reste (zum Beispiel Chlorethyl- oder Methylreste) auf die DNA
Ubertragen und somit die Zellteilung hemmen. Beispiel einer Leitsubstanz dieser Gruppe ist
das Cyclophosphamid. Andere Substanzen, wie Cisplatin, gehoren der Gruppe der Platin frei-
setzenden Verbindungen an. Sie bilden Platin-Briicken zwischen oder innerhalb von DNA-
Molekilen und unterbinden somit sdmtliche Stoffwechselvorgange an der DNA (Lillmann et
al. 2010).

Angriffspunkt Mikrotubuli:

Eine Gruppe, welche nicht direkt die DNA als Angriffspunkt hat, sondern auf dem Mecha-
nismus der Interferenz mit Mikrotubuli der Mitosespindel beruht, wird hier lediglich der Voll-
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stdndigkeit halber angeflhrt. Leitsubstanzen dieser Gruppe sind Vincristin und Paclitaxel
(Ldllmann et al. 2010).

Neuere Ansatze:

Neben den oben genannten, relativ unspezifischen Mechanismen haben neuere Ansétze die
Besonderheiten, welche die Tumorzellen gegeniiber normalen Zellen angreifbar machen, im
Fokus. Dies kénnen die Uberexpression von Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren oder Hormo-
ne, spezifische Oberflachenrezeptoren oder eine abnorme Enzymexpression sein. Das heif3t,
neuere Ansitze zielen darauf ab, Mechanismen, die dem Tumor zum Uberleben und Wachs-
tum verhelfen, auszuschalten und greifen sehr viel spezifischer maligne Zellen an. Allerdings
uberschneiden sich auch hier korpereigene und tumorspezifische Steuerungswege, sodass zum
Teil auch hier gesunde Zellen mit angegriffen werden. Prinzipiell kdnnen Rezeptoren oder
Hormone blockiert oder auch Oberflachenproteine fir das Immunsystem markiert werden.
Diese neueren und spezifischeren Therapien werden zum Teil als Reservetherapeutika und in
Kombinationstherapien mit anderen Chemotherapeutika eingesetzt und gewinnen zunehmend

an Bedeutung (Ldllmann et al. 2010).

Um Tumorerkrankungen effizient zu bekdmpfen, sind weiterhin Pravention und Aufklarung
vonnoten, sowie umfassende Screeningprogramme durchzufiihren. Vor allem aber sind ein
weiteres Verstandnis der molekularen Grundlage der Tumoren und eine daraus ableitbare spe-
zifische Angriffsmoglichkeit auf molekularer Ebene erforderlich.
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1.3 Proteasomale Degradation von Eiweil3en

Im Folgenden wird der Prozess der proteasomalen Degration von Eiweif3en erldutert. Mit Ein-
fluss auf zum Beispiel Zellzyklus und DNA-Reparatur, scheint das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) eine zentrale Rolle in der Tumorentwicklung zu spielen. Es ist Gegenstand ak-
tueller Forschungen, mit dem Ziel neue Angriffspunkte in der Tumortherapie zu etablieren
(Frankland-Searby und Bhaumik 2012).

Zunéchst wird das Enzym OTUD4 beschrieben, um es anschlieend in seiner Funktion im

Rahmen des UPS einzuordnen.

1.3.1 OTUD4 (Ovarian tumor domain-containing protein 4)

OTUD4 gehort zu der Familie der Deubiquitinasen und ist als solche der lbergeordneten
Gruppe der Proteasen angehdrig. Die Deubiquitinasen (DUBS) teilen sich wiederum in Unter-
familien auf (Fraile et al. 2012; Fortelny et al. 2014):

UCHSs (ubiquitin carboxy-terminal hydrolases)
USPs (ubiquitin-specific proteases)
JAMMs (JAMM/MPN domain-associated metalloisopeptidase domain proteins)

MCPIP (Monocyte chemotactic protein-induced protein)

o M W D

OTUs (Ovarian tumor domain proteases)

Der letzten Gruppe wird OTUD4 zugeordnet und als Cystein-Peptidasen identifiziert (Ata-

nassov et al. 2011).

Das Gen, welches fur OTUD4 kodiert, liegt auf Chromosom 4 und ist an der Stelle 4g31.21
lokalisiert. Das Protein OTUD4 setzt sich aus 1049 Aminosduren zusammen und hat eine
atomare Masse von circa 117 Kilodalton (kDa). Das Enzym besitzt eine OTU-Domane, wel-
che sich tGber die Aminosduren 2 bis 84 erstreckt (National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) 2015). Die OTU-Doméne ist ein Homologon der OTU in Drosophila. Innerhalb
dieser Domane stellen hoch konservierte Cysteine und Histidine die katalytischen Residuen
dar (Balakirev et al. 2003). Ein schematischer Aufbau von OTUD4 ist aus den oben genann-

ten Infomationen in Abbildung 3 dargestellt.
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NH2 OTU Domane COOH

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Proteinstruktur von OTUD4 mit N-terminaler funktioneller
OTU-Domane (blau) und Bindungsstelle (griin) fir potentielle Ubiquitinmolekiile (rot)

Die Aufgabe von Deubiquitinasen besteht darin, die als posttranslationale Modifikation an
Proteinen angehéngten Ubiquitinmolekiile wieder abzuspalten. Sie sind somit daran beteiligt,
das standige Wechselspiel der Ubiquititinierung und Deubiquitinierung aufrechtzuerhalten
(Atanassov et al. 2011).

Uber das in dieser Dissertation behandelte Enzym OTUDA4 ist derzeit noch sehr wenig be-

kannt.

1.3.2 Ubiquitin

Ubiquitin (Ub) ist ein Protein, welches in allen eukaryoten Zellen zu finden ist und aus 76
Aminosduren besteht. Evolutiondr ist es sehr stark konserviert. So besteht die Differenz in der
Zusammensetzung der Aminosauren vom Menschen zur Hefe im Unterschied von nur 3 Ami-
nosauren (Doenecke et al. 2005).

Es besitzt viele Aufgaben und ist beteiligt an der Regulation sémtlicher DNA-Vorgénge, wie
Replikation, Transkription, Rekombination und Reparatur (Atanassov et al. 2011).
Posttranslational werden Uber Lysinreste an der e-Aminogruppe des Lysins Ubiquitinmolek-
le angehangt (Kouranti et al. 2012). Dieses Anhéngen ermdglicht der Enzymkomplex aus E1
(Ubiquituin aktivierendes Enzym), E2 (Ubiquitin konjugierendes Enzym) und E3 (Ubiquitin-
ligase) (siehe Abbildung 4). Hierbei entsteht eine Isopeptidbindung zwischen dem Lysin des
Zielproteins und dem C-terminalen Glycin des Ubiquitins (Doenecke et al. 2005). Sub-
stratspezifizitat wird vor allem (ber eine Reihe unterschiedlicher E-Ligasen, welche spezi-
fisch fur ubiquitinierte Proteine sind, erreicht. Einen geringeren Anteil an der Spezifizitat tragt
auch das Enzym E2 bei (Bergink und Jentsch 2009).

In Abbildung 4 wird der oben beschriebene Weg der Ubiquitinierung eines Substrates durch

die Enzyme E1, E2, E3 dargestellt. Ein solches ubiquitiniertes Substrat ist damit zum Abbau
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markiert. Diese Markierung kann aber auch wieder durch Deubiquitinasen aufgehoben wer-
den und das Substrat bleibt damit funktionsféhig (Bergink und Jentsch 2009).

" D \
) @ @(
@ (Ue)

mono-/poly-

SUbSti’at ubiquitiniertes

Substrat

e

Deubiquitinierung
durch DUBs

Abbildung 4: Kreislauf der Ubiquitinierung ber die Enzyme E1, E2 und E3 und der Deubiquitinierung
durch Deubiquitinasen (DUBs); ATP (Adenosintriphosphat); AMP (Adeninmonophosphat); PPi (anorgani-
sche Phosphatgruppen); Ub (Ubiquitinmolekil); modifiziert nach Frankland-Searby und Bhaumik 2012
(S. 64-76) und Bergink und Jentsch 2009 (S. 461-467)

Die Monoubiquitinierung kann zu einer Ubiquitinkette (Polyubiquitinierung) erweitert wer-
den, indem weitere Ubiquitinmolekiile an ein Lysin des vorhergehenden Molekiils gebunden
werden (Atanassov et al. 2011). AulRerdem kdnnen an ein Zielprotein an verschiedenen Lysin-
resten Ubiquitinverbindungen geknlpft werden. Es entstehen dann sogenannte Multiubiquiti-
nierungen. Ubiquitin besitzt 7 potentielle Lysinbindungsstellen. Je nachdem, uber welche
Stelle im Molekdl die Kette geknipft wird, kénnen potentiell eine Vielzahl an unterschiedli-
chen Polymeren gebildet werden und entsprechend grol? ist die Breite an unterschiedlichen
Funktionen (Kouranti et al. 2012).

Wahrend Uber K63-Ketten vor allem die VVeranderung der Proteinstruktur, die Lokalisation
von Proteinen oder ihre Aktivitat reguliert werden (Atanassov et al. 2011), werden Uber K48-
Ketten sowie Uber K11-Ketten Proteine fiir den proteosomalen Abbau markiert (Kouranti et
al. 2012). Im Folgenden soll vor allem der Einfluss auf den Abbau von Proteinen dargelegt
werden, da dieser Prozess grundlegend fir die Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit ist.
Der Abbau geschieht durch den 26S-Proteasomkomplex.
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1.3.3 26S-Proteasomkomplex

Der 26S-Proteasomkomplex ist ein Proteinkomplex, welcher fur die nicht lysosomale Pro-
teindegradation in Eukaryonten verantwortlich ist. Er stellt damit den wichtigsten Mechanis-
mus bei Saugetieren dar, Proteine abzubauen. Uber den Prozess der Proteindegradation ist er
an der Progression des Zellzyklus, inflammatorischen Prozessen, Antigenprasentation, Signal-
transduktion, DNA-Reparatur, Apoptose und anderen wichtigen regulatorischen Prozessen
der Zelle beteiligt. Er hat damit direkten Einfluss auf Karzinogenese und Tumorprogression
sowie durch Proteasominhibition gezeigt auch indirekten Einfluss auf Angiogenese und Meta-
stasierung (Frankland-Searby und Bhaumik 2012).

Der 26S-Proteinkomplex besteht aus 2 Untereinheiten, einem 20S-Kernpartikel und der 19S-
regulatorischen-Untereinheit. In der Zelle ist er sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkern
lokalisiert. Die 20S-Untereinheit tragt die proteolytische Aktivitat und wird gebildet aus 4
Ringen (zwei a-Ringen und zwei B-Ringen), welche aufeinander liegend einen Zylinder for-
men. Die a- und B-Ringe bestehen wiederum aus je 7 Untereinheiten (al-7 und B1-7) und
bilden somit Heptamereinheiten. Drei der B-Untereinheiten besitzen katalytische Aktivitat, die
nach ihrer Spaltungsaktivitdt benannt sind. So triagt f1 den Namen caspase-like, f2 trypsin-
like und B5 chymotrypsin-like. Den namengebenden Enzymen entsprechend, spaltet B1 nach
sauren, B2 nach basischen und PB5 nach hydrophoben Aminosaureresten. Die 19S-
regulatorische-Untereinheit ist zustdndig fir Erkennung, Entfaltung, ATP-abhéngige-
Translokation des Substrates und Abspaltung sowie Recycling von Ubiquitin. Sie bildet mit
diesen Aufgaben die Spezifizitat fir die Ubiquitinverbindungen (Frankland-Searby und
Bhaumik 2012).

Einfluss des 26S-Proteasomkomplexes auf die DNA-Reparatur

Das 26S-Proteasom ist in vielschichtiger Weise flr die DNA-Reparatur wichtig, da es als pro-
teolytisches Signal die den Prozess der DNA-Reparatur behindernden Proteine entfernt oder
durch Initiierung von Signalkaskaden die flr die Reparatur bendtigten Proteine rekrutiert. Der
26S-Proteasomkomplex ermdglicht so das Uberleben der Zelle (Kouranti et al. 2012). AuRer-
dem werden durch den 26S-Proteasomkomplex allgemein pro-apoptotische Faktoren wie p53
herunterreguliert und anti-apoptotische-Faktoren wie NFkB heraufreguliert. Damit steigt die
Tendenz zur DNA-Reparatur. Der Prozess der Apoptose wird verhindert und eine Tumorent-
stehung erleichtert (Frankland-Searby und Bhaumik 2012).
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1.4 ALKBH3 (Alkylation repair homolog 3)

ALKB ist ein urspriinglich in Bakterien entdecktes Enzym. In S&ugetieren sind dieser Gruppe
bis dato acht Enzyme angehorig (ALKBH 1-8). Sie sind der Familie der Nicht-H&m-Eisen/2-
oxoglutarat-abhangigen-Dioxygenasen untergeordnet (Drablgs et al. 2004; Dango 2011). Die
Demethylierung durch ALKB ist neben der Basenexzisionsreparatur (BER) oder die DNA-
Reparatur durch Methyl-Guanin-Methyltransferasen (MGMT) eine Moglichkeit, um Alkylie-

rungsschéden zu reparieren (Sedgwick 2004).

ALKBHa3 ist als Demethylase/Dealkylase zustandig fiir die Reparatur von N-alkylierten Nuk-
leotiden, insbesondere fiir die Demethylierung von 1-Methyladenin (1ImeA) und von 3-
Methylcytosin (3meC). Als Substrat bevorzugt es als alleinstehendes Enzym einzelstrangige
DNA und RNA (Aas et al. 2003). Allerdings ist es ALKBH3 mit Hilfe der Helicase ASCC3,
welche mit ALKBH3 einen Komplex bildet, auch mdglich, doppelstrdngige Substrate zu
demethylieren (Dango et al. 2011).

Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass ALKBH3 fur die Reparatur von Alkylie-
rungsschaden und somit das Uberleben der Zelle wichtig ist. So konnte nachgewiesen werden,
dass der Verlust von ALKBH3 zu vermehrter Ansammlung von 3meC und verminderter Zell-
proliferation fihrt. Durch Verwendung von Methylmethanesulfonate (MMS), einer alkylie-
renden Substanz, wurde gezeigt, dass eine genetische Repression (Knockdown) von ALKBH3
die Sensitivitdt gegentiber MMS signifikant erhoht, jedoch in sehr spezifischer Weise. So
wurde eine erhohte Sensitivitat fir die PC3 (Adenokarzinomzelllinie der Prostata) und
H23 (nichtkleinzelliges Adenokarzinom der Lunge) nachgewiesen, wéahrend eine erhohte
Sensitivitat fur RWPE (benignes Prostataepithel), U20S (Osteosarkomzelllinie) oder embry-
onale Mausembryoblasten nicht festgestellt werden konnte (Ringvoll et al. 2006). Weiter
konnte gezeigt werden, dass auch in Abwesenheit von exogenen Alkylantien ein Knockdown
zu einem geringeren Uberleben der Zellen fiihrte. ALKBH3 dient der Zelle somit auch zum
Uberleben nach endogenen Alkylierungsschaden (Dango et al. 2011). Die Spezifizitat und die
Uberexpression von ALKBH3 in einzelnen Tumorentititen wie Lungenkarzinom sprechen fiir
eine spezifische Funktion in bestimmten Tumorzelllinien (Konishi et al. 2005; Tasaki et al.
2011).
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1.5 Zusammenwirken von OTUD4 und ALKBH3

Durch oben dargelegte Relevanz von ALKBHS3 fir spezifische Tumorzelllinien wurde die
Frage nach der Funktionsweise und Regulation des Enzyms notwendig. Um sich dieser Frage
zu nahern, wurde im Rahmen von Vorversuchen eine Komplexausfallung durchgefihrt. Die
Vorversuche sind nicht Teil dieser Arbeit, jedoch aus eigenen Daten bekannt und dienten der
Hinfuhrung und als Grundlage der vorliegenden Arbeit. Das Ziel der Vorversuche war es,
Partner zu identifizieren, welche mit ALKBH3 interagieren und das Enzym regulieren. Die
Komplexausféllung ergab neben der oben erwahnten Helicase ASCC3 das Enzym OTUD4 als
maoglichen Aktionspartner von ALKBH3 (eigene Daten unverdffentlicht). Abbildung 5 zeigt
im Modell die mégliche Interaktion zwischen ALKBH3 und OTUDA4. Wir gehen von der Hy-
pothese aus, dass OTUD4 als Deubiquitinase zum proteasomalen Abbau markiertes ALKBH3
durch Deubiquitinierung vor dem Abbau schiitzt und ALKBH3 somit als Demethylase funkti-
onsfahig bleibt (siehe Abbildung 5).

1. TumoiprogreSSic"n @ C' ”"
o

endogene Alkylierungen
N\ °®
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Abbildung 5: Modell einer mdglichen Interaktion zwischen ALKBH3 und OTUDA4 in
Tumorzelllinien. 1. Die hohe Stoffwechselleistung in Tumorzelllinien fuhrt zu vermehrten
endogenen Alkylierungen (rot). Es entsteht 3meC. 2. ALKBH3 (grun) repariert mit Hilfe der
Helicase ASCC3 (pink) diese Schaden durch den Abbau der Methylgruppen. 3. OTUDA4 (braun)
verhindert den vorzeitigen Abbau von ALKBH3 durch Deubiquitinierung.
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Ebenfalls im Rahmen der VVorversuche wurden erste experimentelle Untersuchungen mit der
Zelllinie PC3 (Adenocarcinom der Prostata) begonnen. Es wurde eine Zytotoxizitatsanalyse
nach der unten beschriebenen Methode (siehe Kapitel 2.5) durchgefihrt. Dabei wurde zum
einen das Enzym ALKBH3 genetisch supprimiert und die Zellen der alkylierenden Substanz
MMS ausgesetzt. Zum anderen und als Erweiterung der bekannten Ergebnisse bislang (siehe
1.4), wurde das Enzym OTUD4 genetisch supprimiert und mit den Zellen ebenso verfahren,
wie mit den ALKBH3-Knockdownzellen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Zytotoxizitatsanalyse der Adenokarzinomzelllinie der Prostata PC3 a) nach genetischer Supp-
ression von ALKBH3 durch 2 verschiedene short hairpin RNAs (shRNAs); WT=Wildtyp als Kontrolle
b) nach genetischer Suppression von OTUD4 durch 2 verschiedene shRNAs und WT als Kontrolle

Die Graphen nach genetischer Suppression der Enzyme OTUD4 (siehe Abbildung 6b)) zeigen
einen sehr dhnlichen Verlauf wie die Graphen nach Suppression von ALKBH3 (siehe Abbil-
dung 6a)). Sowohl nach Suppression von ALKBHS3 als auch nach der von OTUD4 ist eine
erhdhte Sensitivitat der Zelllinie gegentiber exogenen Noxen im Vergleich zur Kontrolle (sie-

he jeweils blauer Graph) auszumachen (eigene Daten unveroffentlicht).

Dies stellt ein erwartetes Ergebnis dar und unterstltzt somit die Vermutung, dass es sich bei
den Enzymen ALKBH3 und OTUD4 um abhéangige Partner handelt.
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1.6 Zielsetzung

Um die dargelegte Annahme, dass OTUD4 als Deubiquitinase den proteasomalen Abbau von
ubiquitiniertem ALKBH3 verhindert, zu Uberprifen und die spezifische Bedeutung von
OTUDA4 in Bezug auf die Tumorprogression epithelialer Tumoren zu untersuchen, wurde fol-

gende Frage abgeleitet:

Hat OTUD4 einen Einfluss auf die Funktion von ALKBH3 und respektive auf die Tumorpro-

gression?

Das Vorgehen bestand darin, in Zellkulturen effiziente genetische Suppression von OTUD4
zu erzielen und die Zellen anschlieend exogenen und endogenen Alkylierungsschaden aus-
zusetzen sowie ihr Uberleben beziehungsweise Wachstumsverhalten zu beurteilen. AuBerdem
sollte im Rahmen des MG132-Experimentes gezeigt werden, dass ALKBH3 proteaso-

mal abgebaut wird.
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2 Arbeitsprogramm und Materialien

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien und Medien

Fir die In-vivo-Versuche in der Zellkultur wurden kommerziell erhéltliche Zelllinien huma-
nen Ursprungs verwendet. Alle Zelllinien sind bei der American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA) erhaltlich. Die Handhabung der flr die Experimente benétigten
Zelllinien, wurde nach dem Handbuch ,,Zell und Gewebekultur* (Lindl 2002) durchgefiihrt.
Die in der Tabelle gelisteten Zelllinien wurden mit den ebenfalls in der Tabelle angegebenen
Medien in Petrischalen 100x20mm (P10) (Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland) geziichtet. In
der folgenden Tabelle sind die verwendeten Zelllinien, ihre Wachstumsbedingungen, sowie
die verwendeten Medien dargestellt (siehe Tabelle 2). Alle verwendeten Medien (Invitrogen,
USA) sind von der Firma Life Technologies (USA) bezogen worden. Die Zusammensetzung
der Medien wurde vor dem Gebrauch durch Zugabe von 10 % Fetal Bovine Serum (FBS)
(PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Life Tech-
nologies, USA) als Kontaminationsschutz erweitert. VVor allen Manipulationen in der Zellkul-
tur wurden die Medien auf 37 °C erwéarmt. Die Lagerung erfolgte gemaR Herstellerangaben
bei 4 °C.

2.1.2 Handhabung der Zelllinien

2.1.2.1 Auftauen/Einfrieren der Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte grundsatzlich bei -150 °C in Kryo-Réhrchen (TPP Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) und die Zellen wurden zur Verwendung nach
folgendem Prinzip aufgetaut: Nach dem Erwarmen der Zellsuspension (Zellen, Medium und
Dimethylsulphoxide (DMSO)) (Sigma-Aldrich, USA) auf 37 °C im Wasserbad wurde die
Suspension in ein 15-ml-Reagenzrohrchen (Sarstedt) dberfiihrt. Nach Zugabe von
9 ml Medium wurde das Reagenzrohrchen zentrifugiert (1200 Umdrehungen pro Minute

(rpm) fir 5 Minuten). AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und tropfchenweise
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10 ml des entsprechenden Mediums zugegeben. Im letzten Schritt wurden die Zellen wieder

resuspensiert. Das Einfrieren der trypsinierten, abzentrifugierten und resuspensierten Zellen

zur Lagerung erfolgte in frischem Medium mit 10 % DMSO zunéchst bei -80 °C, gefolgt von

dem Transfer auf Trockeneis in den -150 °C-Tiefkihlschrank. Wéhrend der gesamten Zeit

wurden Zellpools vorgehalten und die Zellen nach Bedarf weggefroren oder aufgetaut.

Tabelle 2: Zelllinien, Wachstumsbedingungen und Medien

Zelllinie Zellart Medium Wachstum Kultivierung
293T embryonale Nierenzelllinie DMEM adhérent/ 5% CO,,
Dulbecco’s Modified Eagle  monolayer 37°C
Medium
[+] 4,5 g/L D-Glucose
[+] L-Glutamine
[+] Pyruvate
PC3 Adenokarzinom DMEM adhérent/ 5% CO,,
der Prostata (Grade 1V) (siehe oben) monolayer 37°C
RWPE Prostataepithel Keratinozyte — SFM adhérent/ 5% CO,,
(1X)Serum Free Medium monolayer 37 °C
[+] L — Glutamine
sw 480 kolorektales Adenokarzinom Leibovitz’s L-15 adharent/ 100 % O,,
(Dukes B) [+] L-Glutamine monolayer 37°C
[+] L-Amino Acids
sw 837 Adenokarzinom des Rektums  Leibovitz’s L-15 adharent/ 100 % O,,
(Grade IV) [+] L-Glutamine monolayer 37 °C
[+] L-Amino Acids
H23 nichtkleinzelliges RPMI - 1640 adharent/ 5% CO,,
Adenokarzinom der Lunge [+] L-Glutamine monolayer 37 °C
HCT116  Kolonkarzinom Mc Coy’s ba adharent/ 5% CO,,
[+] high Glucose monolyer 37°C
[+] L-Glutamine
Pancl Pankreaskarzinom DMEM adharent/ 5% CO,,
(siehe oben) monolyer 37°C
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2.1.2.2 Teilen der Zellen

Um Zellkontaktinhibition zu verhindern und damit Wachstum zu gewahrleisten, wurden die
Zellen bei einer Konfluenz von 80 - 90 % geteilt beziehungsweise in den ndchsten Arbeits-
schritt gebracht. Dies wurde durch folgende Arbeitsweise erreicht: Nach Erwarmen von Me-
dium, Phosphat Buffered Saline (PBS sterile, pH 7,2) (Life Technologies) und Trypsin (Life
Technologies) im Wasserbad auf 37 °C wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit
10 ml PBS gewaschen. Danach wurden 2 ml Trypsin hinzugegeben und je nach Zelllinie diese
3 -7 min im Inkubationsschrank bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Pe-
trischale geldst haben. Es wurde ein 0,25 % - Trypsin zur Proteolyse der extrazellularen Haft-
proteine (Integrine) verwendet. Um die Trypsinwirkung abzustoppen, wurden anschlie3end
8 ml Medium hinzugegeben und mit Hilfe einer Pipette in ein 15-ml-Reagenzréhrchen ber-
fuhrt. Das Rohrchen wurde erneut zentrifugiert und die Zellen mit 10 ml Medium resuspen-

siert. Die Zellen wurden anschlieRend nach Bedarf in Petrischalen gesetzt.

2.1.2.3 Medienwechsel

Um eine ausreichende Nahrstoffversorgung zu sichern, wurde das Medium regelmaRig ge-
wechselt. Je nach Zelllinie war dies alle 2 bis 4 Tage notwendig. Als orientierender Indikator
diente neben der Zelldichte der durch den Stoffwechsel der Zellen bedingte pH-induzierte
Farbumschlag von rot nach gelb. Da ausschliel3lich adharente Zelllinien verwendet wurden,

konnte das Medium unkompliziert abgesaugt und anschlieend ersetzt werden.

2.1.2.4 Ermittlung der Zellzahl

Zum Setzen der benotigten Anzahl von Zellen wurden diese mit dem Mikroskop mit Hilfe
einer Neubauer Z&hlkammer (Brand, Wertheim, Deutschland) gez&hlt. Hierzu wurden in ei-
nem 1,5-ml-Eppendorfréhrchen (Sarstedt) 900 pl Tryptanblau (Merck Millipore, USA) mit
100 pl Zellen (in frischem Medium resuspensiert) gemischt. Der anionische Diazofarbstoff
Tryptanblau dient der farblichen Darstellung der Zellkerne von lysierten Zellen und ermég-

licht eine visuelle Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen unter dem Mikroskop

(10-fache VergroRerung). Im Labor wurde das Mikroskop, invers, ,,Leica DM IL* (Leica,
Wetzlar, Deutschland) verwendet. 10 pl der Mischung wurden je Seite zwischen Zahlkammer
und Deckgléaschen gegeben und die 4 Quadrate der Neubauer Z&hlkammer ausgezahlt und
summiert. Anschlie3end wurde die errechnete Zahl durch 4 geteilt, um einen Mittelwert pro
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Quadrat zu erhalten. Dieser Wert, multipliziert mit 10° entsprach der Zellzahl/ml in der Sus-
pension (y in Abbildung 7). Um nun aus der errechneten Zellzahl/ml eine gewtinschte Zellzahl
aus der Suspension als Volumen abmessen zu kdnnen, wurde nach dem Prinzip des Dreisatzes

folgende Rechnung angestellt:

X
; = Ergebnis (Pipettiermenge) in ml

Abbildung 7: Rechnerische Ermittlung einer gewlinschten Zellzahl nach Zellzahlzéhlung mit der Neubauer
Zahlkammer; x=gewiinschte Zellzahl, y=errechneter Mittelwert x 10 °

Das entsprechende VVolumen der Zellsuspension konnte dann in die Petrischale pipettiert und

mit frischem Medium auf das bendtigte Gesamtvolumen aufgefullt werden.

2.2 Western Blot

Der direkte Nachweis von exprimierten Proteinen beziglich der zelluldren Expression der
ZieleiweilRe erfolgte mit der klassischen Western-Blot-Analyse. Zunachst sind hierfur die Pro-
teinisolation aus den Zellen und die Denaturierung der Proteine in ihre Peptidfraktionen nétig.
Nach Auftrennen der Proteine entsprechend ihrer GroBe und Ladung mittels Gel-
Elektrophoresetechnik und der Ubertragung auf eine Polyvinylidendifluorid(PVDF)-
Membran folgt schlie3lich die Proteindetektion der membrangebundenen Eiweille mit spezifi-
schen Antikdrpern (Immunoblot). Im letzten Schritt wird die Visualisierung der entsprechen-
den Banden nach Applikation eines Sekundéarantikorpers, gerichtet gegen die Fc-Region des
Primarantikdrpers (Immunkonjugat), erzielt. Der Sekundérantikorper tragt ein Reporterenzym
(HRP, horseradish peroxidase), welches die Oxidation von Dioxetanen (Luminol) katalysiert
und dabei eine Chemolumineszenz hervorruft. Die Lumineszenz kann mittels Kamera detek-

tiert und aufgezeichnet werden.

2.2.1 Proteinisolation

Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums, gefolgt von einem PBS-Waschgang mit
4 °C kuhlem PBS (pH 7,4), mit Hilfe eines Zellschabers (TPP Techno Plastik Products) vom
Boden geldst und mit Hilfe einer Pipette in ein Eppendorfréhrchen tberfuhrt. Bei 14 000 Um-
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drehungen pro min wurde dieses fiir eine halbe min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und je nach Grolie des Zellsatzes mit 50 - 120 pl Sodium Dodecyl Sulfate (SDS; Roth, Karls-
ruhe, Deutschland), versehen mit 2 % Bromophenol Blau (Sigma-Aldrich), resuspensiert.
Durch Erhitzen auf 95 °C im ,,Thermomixer compact* (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
fur 5 min wurden die Proteine anschlieBend denaturiert. Bei Bedarf erfolgte die Lagerung der
Zellextrakte bei -20 °C.

2.2.2 Gelelektrophorese

In einem zweiten Schritt erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels Tris/Glycin SDS-
Gelelektrophorese. Verwendet wurde die Elektrophoresekammer ,,Mini Protean Tetra Cell**
(Bio-Rad Laboratories, USA). Der ungestorte lonentransfer und die Pufferung wurden durch
Zugabe eines Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)-SDS-Puffer (15,1 g Tris-
Base (ApplChem, Darmstadt, Deutschland); 94 g Glycerin (Merck Millipore), 10 % SDS),
geldst in 900 ml destilliertem H,O, gewahrleistet. Das Zelllysat wurde dann in die Kammern
eines Elektrophorese-Gels aufgetragen und nach Zugabe von 12 pl - 20 pl Lysat der Transfer
bei 130 V fir ca. 1,5 h komplettiert. Als Referenzmarker fiir die ProteingroRe (in kDa) wur-
den 10 pl des Ladders ,,Precision Plus Protein™ Dual Color Standards* (Bio-Rad Laborato-
ries) geladen. Je nach ProteingroRe und Anzahl der zu analysierenden Proteine wurden unter-

schiedliche Gele verwendet:
1. Polyacrylamid-Gel 10 % fir die Expressionsanalyse von OTUD4 und ALKBH3.

Das Gel setzte sich aus 9,9 ml H,0O; 8,3 ml 30 %-Acrylamide-Mix (Roth); 6,3 ml 1,5M-Tris
(pH 8,8); 0,25 ml 10 %-SDS; 0,25 ml 10 %-Ammoniumperoxodisulfat (APS; AppliChem)
und 0,01 ml Tetramethylethylendiamin (TEMED; AppliChem) zusammen. Der Stack, wel-
cher dazu dient, dass sich die Proteine vor der eigentlichen Auftrennung auf einer Linie auf-
reihen, enthielt eine Zusammensetzung aus 4,1 ml H,O; 1 ml 30%-Acrylamide-Mix; 0,75 ml
1M-Tris (pH 6,8); 0,06 ml 10 %-SDS; 0,06 ml 10%-APS und 0,006 ml TEMED.

2. Kommerzielle Gradienten-Gele zur Analyse von Proteinfraktionen sehr unterschiedlicher
Grolle (Expressionsanalyse nach genetischer Repression (Knockdown)) beziehungsweise zur
Testung der Spezifitdt von Antikorpern. Hierfir wurden 4-12% NuPAGE-Bis-
Tris-Gele 1.0 mm, 10 Well (Life Technologies) verwendet.
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2.2.3 Transfer auf PVDF-Membran

Zur Proteinimmobilisation wurde eine Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Membran (Immobilen-
P Transfer Membran; Merck Millipore) verwendet. Der Arbeitsschritt gestaltete sich folgen-

dermalien:

Nach Sensibilisierung der PVDF-Membran in Methanol (Roth) wurde das Gel auf die eine
Seite der Membran geschichtet und die Membran-Gel-Schicht, umgeben von einem
Mini-Trans-Blot-Filter-Papier (Bio-Rad Laboratories) und einem Schwamm auf jeder Seite,
in die Transferkammer eingespannt. Verwendet wurde die ,Mini Trans-Blot-Cell*-
Transferkammer (Bio-Rad Laboratories) und das Blotten erfolgte bei 230 V fir 3 h auf Eis in
100 ml Transferpuffer (39 mM Glycin, 48 mM Tris base, 0,037 %-SDS) mit 200 ml Methanol
(20 %) und 700 ml destilliertem H,0. Anschlie3end wurde die Membran in 5 % Milch gelegt
(blocking), um eine unspezifische Bindung der Antikdrper zu verringern. 5 % Milch wurde
aus 2,5 g Milchpulver (Blottin Pulver fettarm; Roth), gelost in PBST (PBS + 0,05 % Tween)
(AppliChem), hergestellt. Die Membran wurde in der Milch fir 45 min geblockt und an-
schlielRend, entsprechend der zu analysierenden ProteingroRe anhand des Ladders zugeschnit-

ten.

2.2.4 Antikorper (Immunoblot)

Ein spezifisch gegen das zu detektierende Protein gerichteter Antikorper o (Primarantikorper)
bildet beim Immunoblot gemeinsam mit dem Membran-fixierten-Protein einen Antigen-
Antikorper-Komplex. Im Anschluss an die Inkubationszeit folgt das Auftragen des Sekun-
darantikorpers. Die Arbeitsschritte sind nachfolgend erldutert:

Zunéchst wurde der Primarantikdrper zugegeben und in entsprechender Konzentration und
nach entsprechender Inkubationszeit (siehe Tabelle 3) in 5 % Milch inkubiert. Danach wurde
die Membran dreimalig mit PBST (0,05 % Tween) gewaschen und anschliefend mit dem
Sekundarantikorper in 5 % Milch inkubiert. Aus unseren VVordaten waren die Konzentrationen
und Inkubationszeiten bekannt (Dango et al. 2011); «OTUD4 wurde gemaR den Herstelleran-

gaben verwendet.
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Tabelle 3: Charakteristika der Antikdrper

Antikorper Hersteller Katalognummer Konzentration Inkubationszeit
(CatNo.)
Primarantikorper
aOTUD4 Abcam, #ab106971 1:2000 2,5 h bei Raumtempe-
Milton, GB ratur (RT)
oALKBH3 Merck # 09882 1:2000 2 hbei RT
Millipore,
USA
aH3 Abcam, #ab1791 1:3000 1 hbei RT

(Ladungskontrolle) ~ Milton, GB

Sekundéarantikdrper

goat-anti-rabbit Acris, R1364HRP 1:30000 45 min bei RT
Herford,
BRD

Nach erneutem Waschen mit PBST (0,05 % Tween) erfolgte die Zugabe von 1500 ul (750 pl
farblos; 750 pl braun) ECL Lumina Forte Western HRP (enhanced luminol-based chemilumi-
nescent substrate; Merck Millipore). ECL enthalt das Dioxetan Luminol. Durch Zugabe des
Substrates wird die Oxidation von Luminol gestartet. Die dabei entstehende Lumineszenz
wurde mittels Kamera ,,Image Quant LAS 4000 mini“ (GE Healthcare-Bio Sciences AB, Little

Chalfont, GroR3britannien) aufgefangen und die gesuchten Proteinbanden sichtbar gemacht.

2.3 MG132-Experiment
2.3.1 Prinzip

Um sich der Hypothese zu néhern, dass ALKBH3 proteasomal degradiert wird, wurde in die-
sem Experiment der proteasomale Abbau durch den Proteasominhibitor MG132 unterbunden
und die Auswirkung auf die Konzentration von ALKBH3 beobachtet. MG132 ist ein spezifi-
scher, reversibler und membrangangiger Proteasominhibitor, welcher den Abbau von
ubiquitin-gebundenen Proteinen durch den 26S-Proteasomkomplex reduziert. Anhand unter-
schiedlicher Einwirkdauer des Inhibitors wurde eine Veranderung in der Konzentration an
ALKBH3 mittels Western Blot abgebildet.
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2.3.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Es wurden in einer 6-Well-Platte pro Well je 10 uM MG132 (Merck Millipore) zu PC3 hin-
zugegeben. Nacheinander, das heil3t in jedem Well fiir sich, wurde das Experiment durch
Zelllyse abgestoppt. Dies geschah nach 1, 2, 4, 8, 16 und 24 h. Anschlielend wurde ein Wes-
tern Blot durchgefiihrt. Da der Inhibitor in DMSO geldst ist, wurde eine Kontrolle mit der
Zugabe von 0,1 % DMSO angefertigt, um einen Einfluss desselben auszuschlief3en.

2.4 RNA - Interferenz (RNAI)

2.4.1 Prinzip der gezielten genetischen Repression mittels RNAI
(Knockdown)

Die gezielte Repression einzelner Gene und konsekutiv ihrer Proteinprodukte ist eine Metho-
de, welche von Craig Mello und Andrew Fire 1998 entwickelt wurde und fir die sie 2006 den

Nobelpreis fur Physiologie und Medizin erhielten (www.nobelprize.org 2014).

Ziel ist es, die Expressivitdat von Genen durch An- und Abschalten derselben zu beeinflussen.
Technisch wird der Vorgang genutzt, um ein Gen beziehungsweise das Translationsprodukt,

funktionell untersuchen zu kénnen.

Der Prozess ist darlber hinaus ein endogener Prozess in Zellen, welcher physiologisch bei der
autogenen Regulation bei Tumoren eine Rolle spielt. Im Prinzip wird durch Ausschalten einer
spezifischen messenger RNA (MRNA) die Translation verhindert und somit das zugehdorige

Gen in seiner Expressivitat herunter reguliert (siehe Abbildung 8).

Hauptagent der technisch genutzten RNAI ist ein doppelstrangiges RNA-Molekiil, die soge-
nannte small interfering RNA (siRNA). Durch das Enzym Dicer wird dieses in Fragmente von
21 Basenpaaren (bp) geschnitten. An den Enden gibt es symmetrische Uberhange von 2 - 3
Nukleotiden (nt) am 3"-Ende sowie 3"-hydroxyl(OH)Gruppen und Phosphatgruppen am
5°-Ende. Letztere missen bei exogenen siRNAs durch Kinasen unter ATP-Verbrauch ange-
héngt werden. Die siRNA formt nun mit zellularen Proteinen den RNA-induced-silencing-
complex (RISC). RISC enthélt eine Helicase und entwindet so den siRNA-Doppelstrang unter
ATP-Verbrauch. Eine zur gegebenen siRNA komplementare mRNA kann nun durch eine an
RISC assoziierte Endoribonuclease geschnitten und damit unbrauchbar gemacht werden. Je

nach Organismus kdnnen verschiedene Molekiile eine RNAIi-vermittelte Repression triggern,
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zum Beispiel lange doppelstrangige RNAs (dsRNAs), endogene haiprin micro RNAs
(miRNAS) oder Plasmid-basierende short hairpin RNAs (shRNAs) (Mittal 2004).

doppelstrangige RINA1

l[)ice1‘

21bp
Fragmente

i
l

(Q;) RISC
mRNA
\__________ﬂ_/

geschnittene mRNA

Abbildung 8: RNAi-vermittelte genetische Repression in Sdugetieren (modifiziert nach Mittal 2004; S.355-
365)

Die gezielte genetische Repression der fur die Dissertation verwendeten Enzyme ALKBH3
und OTUDA4 erfolgte durch den Einsatz kommerziell erhéltlicher Short-hairpin-RNA-
Konstrukte, welche eine Haarnadel-Struktur ermdglichen und erzwingen. Diese ist im Gegen-
satz zu der doppelstrangigen siRNA haarnadelférmig strukturiert und somit stabiler, arbeitet
jedoch nach dem gleichen Prinzip. Verwendet wurden in den Versuchen Plasmidprodukte,
welche nach Amplifikation und Aufreinigung, gefolgt von der Virusherstellung eine lentivira-
le Infektion der Zielzelle und eine gezielte genetische Repression ermdglichen. Im Prinzip
enthalten die Konstrukte neben der eigentlichen Zielsequenz einen Promotor, Transkriptions-
faktoren sowie Selektionsmarker. Promotor und Transkriptionsfaktoren dienen dazu, den
Vektor in der Zielzelle exprimieren zu kénnen. Die Selektionsmarker ermdglichen es, in der

Selektion (siehe 2.4.5) ausschliellich Zellen zu erhalten, welche die ShRNA integriert haben.
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In der nachfolgenden Abbildung 9 ist der verwendete Vektor pLKO.1 von Open Biosystems

schematisch in modifizierter Ansicht dargestellt. Die Erklarung der einzelnen Vektorbestand-
teile findet sich in Tabelle 4.

w

RSV/5'LTR —

=> Us = hPGK
RRE H IshRNA | ‘ Puro® |-
{ | { I 2

%

@B

pLKO.1 z

o

=

e SV40ori

Abbildung 9: Schematische Ubersicht tiber den pLKO.1 Puromycin-resistenten shRNAi-
Vektor (modifiziert nach OpenBiosystems); Abkirzungen sind in Tabelle 4 erlautert

Tabelle 4: Abklrzungen der Vektorelemente des pLKO.1 Puromycin-resistenten shRNAi-Vektors

Vektorelement

Funktion

u6
ShRNA

hPGK

Puro®
3'SINLTR
SV 40 ori
RSV/5LTR
b

RRE

Promotor flr die Expression des Zielgens in den Zielzellen
Sequenz des Zielgens der angestrebten genetischen Repression

Humane Phosphoglycerat Kinase (Promotor fiir die Expression des Puromycin-
Resistenzgens)

Puromycin-Resistenzgen

3’self-inactivating long terminal repeat fiir mehr lentivirale Sicherheit
Promotor flir vermehrte Expression

RSV Promotor / 5"long terminal repeat fiir eine starke lentivirale Transkription
Psi packing sequenz flr das lentivirale “Genompacking”

Rev response element fiir mehr Effizienz beim ,,Packing*
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2.4.2 Amplifikation spezifischer shRNAi-Vektoren

Alle fir unsere Versuche verwendeten shRNAis sind kommerziell von der Firma OpenBio-
systems (USA) erhéltlich. Eine Ubersicht gibt die Tabelle 5 unter Punkt 2.4.6. Nach Erhalt
wurden die Vektoren in 250 ml lysogeny broth (LB) Nahrmedium mit Ampicillin (Roth; Kon-
zentration 100 mg/ml) bei 37 °C lber Nacht inkubiert und am Folgetag das Plasmid aufgerei-
nigt. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte gemaR den Herstellerangaben des verwendeten
PureLink®HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Life Technologies). Hierzu wurden die Zellen zent-
rifugiert (7500 rpm, 10 min, 4 °C) und in R3-Puffer mit RNAse resuspensiert. Anschlielend
wurden eine Lyse in L7-Puffer und die Prézipitation in N3-Puffer durchgefuhrt. Abschlielend
folgte das Auftragen auf eine PureLink®HiPure Plasmid Filtersaule und zweimaliges Wa-
schen (W8). Die Plasmidausféallung erfolgte dann zunéchst mit Isopropanol (Merck Millipore)
und der anschliefenden Resuspension in 50 pul 10 mM-Tris-HCL Puffer (TrisBase). Schliel3-
lich konnte mittels Spektrophotometer (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) die Plasmid-

konzentration bestimmt werden.

2.4.3 Transfektion

Im ndchsten Schritt erfolgte unter Zuhilfenahme lentiviraler Helfervektoren das Vermehren
der Plasmidvektoren in 293T-Zellen, im Prozess der Transfektion. Ziel war dabei die Herstel-
lung lentiviraler Partikel, die nach Lyse der synthetisierenden Zellen den Uberstand mit dem
Lentivirus-tragenden Plasmid beinhalten. Fur die Transfektion wurde die embryonale Nieren-
zelllinie 293T verwendet. Es wurden lentivirale Helfervektoren bendtigt, welche die Informa-
tion Uber die fir die Replikation des Plasmidvektors bendtigten Enzyme tragen und ein Ein-

schleusen in das Genom der humanen Zielzelle erreichen.

Die Transfektion wurde nach folgender Arbeitsweise durchgefiihrt: Zu 900 pl Opti-MEM
Reduced Serum Medium (Optimem, Life Technologies) wurden 30 pl TransIT-293 (Mirus
Bio, USA) zugegeben, gemischt und anschlieRend fur 5 min bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen. In einem zweiten Eppendorfréhrchen wurden zu 100 pl Optinem 8 pg aufgereinigtes
Plasmid (shRNA) mit dem Gemisch aus lentiviralen Helfervektoren zusammengefugt. Der
Lenticocktail enthélt insgesamt vier Helferplasmide (p(HDM-VSVG, pHDM-tatlb, pHDM-
Hg PM2 und pRC-CMV-Rall; Konzentrationen und Bezug der Vektoren von Yang Shi Lab,
Harvard University, Boston, USA,; Details siehe Dango et al. 2011). Der Inhalt des zweiten
Eppendorfréhrchens wurde sehr vorsichtig zum ersten dazugegeben und fur 20 min bei
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Raumtemperatur stehen gelassen. Zuletzt wurde die Mischung tropfenweise zu den 293T Zel-
len mit einer Zelldichte von circa 60 - 70 % in die 10-cm-Petrischalen gegeben und Uber
Nacht inkubiert. Nach 48 - 72 h (Farbumschlag von rot zu gelb/orange) wurde der virale
Uberstand gefiltert (0,2 um Filter, Rotilabo R-Spritzenfilter, Roth) und bei -80 °C eingefro-
ren. Alle lentiviralen Manipulationen in der Zellkultur verlangten eine Durchfiihrung im S2-
Labor der Abteilung Kardiologie (Leiter AG Molekulare Kardiologie PD Dr. T. Seidel) der

Universitatsmedizin Gottingen.

2.4.4 Infektion

Im Anschluss an die Transfektion wurden die humanen Zielzellen mit den lentiviralen
shRNAiI-Plasmiden infiziert. Eine Ubersicht tiber den Versuchsablauf gibt Abbildung 10. Die
zu infizierenden Zellen wurden in 6-Well-Platten gesetzt und am Folgetag nach einem Medi-
umwechsel erfolgte die Infektion. Die Zellen wurden mit 1 - 2 ml lentiviralem Uberstand und
1 ml Medium Uber Nacht inkubiert. Zusétzlich wurde das kationische Polymer Polybrene
(Hexadimethrin Bromid, Sigma) in der Konzentration 3 - 5 pg/ml hinzugegeben. Polybrene
dient der Neutralisierung ladungsbedingter Interferenzen zwischen dem Virion und Moleki-
len der Zelloberflache und ermdglicht eine bessere Aufnahme der viralen Partikel in die Zelle.

Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und ein Waschgang mit PBS durchgefihrt.

2.4.5 Selektion

Die Selektion ist notwendig, um mit ausschlieBlich den Zellen weiterarbeiten zu kdnnen, wel-
che die shRNA auch wirklich in ihr Genom integriert haben. Da der Plasmidvektor ein Resis-
tenzgen gegen Puromycin enthélt, kann man durch Zugabe von Puromycin prifen, ob die
shRNA integriert ist. Nur infizierte Zellen tragen das Resistenzgen und dieses ist flr das
Uberleben der Zellen unter Selektionsdruck zwingend erforderlich. Fiir die Selektion wurden
die infizierten Zellen in Petrischalen P10 unter der simultanen Gabe von 1 - 1,5 pg Puromy-
cin-Dihydrochlorid (Life Technologies) expandiert. Die Priifung auf Effizienz der genetischen
Repression (Knockdown) erfolgte konsekutiv auf Proteinebene mittels Western Blot (siehe
Kapitel 2.2).
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Versuchsaufbau:
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Abbildung 10: Schematische Ubersicht ({ber den Versuchsaufbau mit Infektion, Selektion,
Zytotoxizitatsanalyse, Proliferationsassay und Western Blot
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2.4.6 Analyse der Effektivitat der genetischen Repression

Um eine effiziente genetische Repression in den Versuchen zu erzielen, wurden zunéchst in
Vorversuchen in 293T-Zellen eine Reihe von shRNAI-Vektoren getestet, welche eine Repres-
sion von OTUD4 erzielen. Als Positivkontrolle wurde in den Vorversuchen der shRNAI-
Vektor #48i verwendet, da mit diesem Vektor ein effizienter Knockdown von ALKBHS3 er-
reichbar ist (Dango et al. 2011). Als Negativkontrolle haben wir sowohl in den VVorversuchen
als auch fir die spateren Versuchsreihen den shRNAIi-Vektor #GFPi (Green fluorescent pro-
tein) verwendet. #GFPi ist ein Vektor, welcher sich wie alle oben genannten in das Genom
integriert, aber keinen biologischen Effekt generiert. Fir die Zelllinien RWPE und H23 wurde
als Negativkontrolle die Zelllinie als Wildtyp (WT) gewdhlt, da diese zu sensibel auf die
shRNA #GFPi reagieren.

Die Effektivitat des Knockdowns, wurde mittels Western Blot abgebildet. Getestet wurden die

in der folgenden Tabelle aufgelisteten und darunter stehenden Vektoren:

Tabelle 5: Ubersicht der getesteten shRNAis

shRNAI-Vektor CatNo. Herkunft/ Firma
#48i (ALKBH3#1i) TCRNO0000064748 Open Biosystems
#11i (OTUD4#3i) TCRNO0000134411 Open Biosystems
#53i (OTUD4#4i) TCRNO0000135253 Open Biosystems
#58i (OTUD4#5i) TCRNO0000134658 Open Biosystems
#59i (OTUD4#6i) TCRNO0000133659 Open Biosystems
#70i (OTUD4#Ti) TCRNO0000138670 Open Biosystems

Die verwendeten shRNAi-Vektoren #2i (OTUD4#2i), #3i (OTUD4#1i) und #GFPi wurden
freundlicherweise von Yang Shi (Lab, Harvard University, Boston, USA) zur Verfiigung ge-
stellt.

Die Vektoren aus Tabelle 5 sind im Ergebnis- und Diskussionsteil unter den in Klammern

stehenden Bezeichnungen genannt.
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2.5 Zytotoxizitatsanalyse

2.5.1 Prinzip

In diesem Experiment wurden in genetisch manipulierten Zelllinien im Sinne von Repression
der OTUD4-Expression exogen DNA-Methylierungsschéden induziert. Ziel war es, anschlie-
Rend das Uberleben der Zellen (ohne das Vorhandensein von OTUDA4) zu untersuchen. Eine
Substanz, die einen solchen exogenen Methylierungsschaden induziert, ist Methylmethansul-
fonat (MMS). Nach Zugabe dieser Substanz werden Basen der DNA durch Anhangen einer
Methylgruppe verandert (Alkylierung). Unter anderem entsteht so das 3Methylcytosin mit
toxischer und mutagener Wirkung. Das Uberleben wurde nach Behandlung mit MMS mittels
photometrischen Verfahrens ermittelt. Die Durchfiihrung des Assays wurde in Triplikaten

angelegt.

2.5.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Nach abgeschlossener Selektion wurden 4000 Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte gesetzt.
Am néchsten Tag wurde Methylmethansulfonat (MMS; Sigma-Aldrich) in Konzentrationen
von 0, 1, 2, 3, 4 und 5 mM zugegeben. In einer Verdiinnungsreihe wurden die Konzentratio-
nen im entsprechenden Medium so hergestellt, dass pro Well 100 ul gefullt werden konnten.
Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die Verdinnung durch frisches Medium ersetzt.
48 h nach Setzen des Alkylierungsschadens folgte die Messung der lebenden Zellen. Als
Messverfahren diente das Cell Titer 96 AQueous One Solution-Kit (Promega, USA). Die L6-
sung des Cell Titer 96 AQueous One Solution-Kits beinhaltet kombiniert ein Tetrazolium-
Gemisch (MTS) und ein Electron-Bindungs-Reagenz (PES). Das gelbe MTS wird von den
Zellen zu braunem Formazan reduziert. Da dies nur bei lebenden Zellen der Fall ist, ist die
Zahl der lebenden Zellen proportional zu der Quantitdt von Formazan. Die Messung basiert
also auf einem semiquantitativen Messverfahren. Um die Reaktion zu starten, wurde die PMS
Solution als Aktivator zu Cell Titer 96 AQueous One Solution zugegeben und gemischt. Zu
1 ml Cell Titer 96 AQueous One Solution wurden 50 pul PMS Solution gegeben. Unmittelbar
nach Aktivierung wurde die Losung zu den Zellen in die 96-Well-Platten (20 pl pro Well)
gegeben. Nach 3 h Inkubationszeit bei 37 °C wurde das gebildete Formazan bei einer Wellen-
lange von 490 nm mit ,,Victor™ X4 2030 Multilabel Reader* (PerkinElmer, USA) gemessen

und der Farbumschlag semiquantitativ dokumentiert.
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2.6 Proliferationsassay
2.6.1 Prinzip

Diesem Experiment lag die Untersuchung des durch Stoffwechselvorgange entstehenden zell-
eigenen (endogenen) Methylierungsschadens zugrunde. Es wurde hier also, im Gegensatz zur
Zytotoxizitatsanalyse, keine exogene Methylierungsquelle verwendet. Der Versuch erfolgte
uber vier Tage mit taglichen Messungen der lebenden Zellen, ebenfalls semiquantitativ, durch
Verwendung des Cell Titer 96 AQueous One Solution-Kits (siehe 2.5.2). Ziel war es, das
Wachstum in der An- beziehungsweise Abwesenheit von OTUD4 zu objektivieren. Auch
dieser Assay wurde in Triplikaten angelegt.

2.6.2 Versuchsaufbau und -ablauf

Der Proliferationsassay wurde parallel zur Zytotoxizitatsanalyse durchgefiihrt. Die Zellen
wurden ebenso nach erfolgter Selektion in 96-Well-Platten gesetzt. Hierzu lag die Zellzahl
jedoch bei 2000 Zellen pro Well. An vier aufeinanderfolgenden Tagen wurde, zu je einer Rei-
he der Platte, MTS hinzugegeben und nach oben beschriebener Methode (siehe 2.5.2), mittels

Cell Titer96 AQueous One Solution Kits gemessen.

2.7 Statistische Auswertung
Die statistische Datenauswertung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel (Office 2007). Die
Signifikanz der Ergebnisse wurde mit einem abhdngigen T-Test (Paardifferenztest) uberpruft.

Es wurde von einem Signifikanzniveau von a = 0,05 ausgegangen. Als hochsignifikant wurde
a = 0,01 festgelegt. Daraus ergibt sich, dass bei einem p < 0,05 die Alternativhypothese zulés-

sig wird.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl der Zelllinien

Die Charakterisierung der Interaktion von ALKBH3 und OTUDA4 erfolgte initial mit der Ex-
pressionsanalyse beider Proteine mittels Western Blot. Untersucht wurden die Tumorzellli-
nien HCT116, PC3, sw480, sw403, Pancl und H23. Als nicht maligne Zelllinie zum Ver-
gleich wurde die benigne Prostatazelllinie RWPE verwendet.

In nachfolgender Abbildung sind links am Bildrand die atomaren Massen skaliert und rechts
die untersuchten Zielproteine angegeben. Von oben nach unten stehen die Banden von
OTUD4 mit einer atomaren Masse von circa 117 Kilodalton (kDa), darunter ALKBH3 mit
einer atomaren Masse von circa 33 kDa und in der untersten Reihe H3 als Ladungskontrolle
mit einer atomaren Masse von circa 16 kDa. Die Darstellung in dieser Reihenfolge, nach Pro-
teingroRe, wird fir alle unten stehenden Western Blots beibehalten und hier exemplarisch
erklart. Der obere Bildrand gibt in allen unten stehenden Western Blots jedoch, abweichend
von der hier dargestellten Abbildung, die unterschiedliche Behandlung jeweils derselben Zell-

linie an.
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Abbildung 11: Expressionsmuster von OTUD4 und ALKBH3 in den
verschiedenen Zelllinien; Detektion mittels spezifischer Antikdrper gegen
OTUD4 und ALKBH3

Abbildung 11 zeigt eine gleichmé&Rige Verteilung der Ladung (siehe H3). In allen Tumorzell-
linien ist eine Koexpression von OTUD4 und ALKBH3 erkennbar. Eine besonders starke
Expression beider Enzyme zeigen die Kolorektalen Zelllinien (HCT116, sw480 und sw403).
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Fur PC3 und Pancl ist ebenso eine deutliche Expression beider Proteine in etwas geringerem
Ausmal} zu erkennen. H23 zeigt eine eher schwache Expression von OTUD4, insbesondere
im Vergleich mit der Expression von ALKBH3. Die benigne Prostatazelllinie RWPE stellt

eine nur schwache Expression beider Enzyme dar.

3.2 Auswahl der shRNASs

Zum Erzielen einer bestmoéglichen genetischen Suppression (Knockdown) wurden 7 verschie-
dene shRNAs, welche OTUD4 herunterregulieren, in 293T-Zellen getestet. Daneben sind
#GFPi als Negativkontrolle und die shALKBH3#1i, welche einen etablierten effizienten
Knockdown von ALKBH3 generiert (Dango et al. 2011), als Positivkontrolle dargestellt.

: - v hc OTUD4
. ‘ - e e e -
W A LKD

15-

Abbildung 12: Knockdownvergleich von OTUD4 der verschiedenen shRNAs; Detektion
mittels spezifischer Antikérper gegen OTUD4 und ALKBH3

Auch hier zeigt sich in der obigen Abbildung eine gleichméRige Ladungsverteilung von H3.
Alle ausgewahlten shRNAs mit dem Zielgen OTUD4 erzielen auch einen Knockdown von
OTUDA4. Einen sehr effizienten Knockdown zeigen die ShRNAs OTUD4#2i, OTUD4#4i und
OTUDA4#7i. Sie wurden deshalb flr die Zytotoxizitatsanalyse und den Proliferationsassay
ausgewahlt. Mit allen drei ShRNAs wurde zunéchst innerhalb jeder Zelllinie parallel gearbei-
tet und es wurden, je nach Effizienz des Knockdowns, die jeweils 2 besten jeder Zelllinie un-
ter Punkt 3.4 dargestellt. Die Negativkontrolle #GFPi zeigt keine Suppression von OTUDA4.
Die Positivkontrolle ALKBH3#1i zeigt eine gute Suppression von ALKBH3 und interessan-

terweise auch eine leichte Suppression von OTUDA.
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3.3 MG132-Experiment

Die Grundlage dieses Experiments bildet die Annahme, dass ALKBH3 proteasomal abgebaut
wird. Da Ubiquitin Proteine zum Abbau markiert, konnte OTUD4 als Deubiquitinase an der
Regulation des Abbaus von ALKBH3 beteiligt sein. Um Hinweise zur Bekraftigung der Hy-
pothese zu erhalten, dass ALKBH3 uber den Ubiquitin-Abbauweg degradiert wird, war das
MG132-Experiment wichtig.

Es wurde der Proteasominhibitor MG132 verwendet, um nach unterschiedlicher Einwirkdauer

einen Effekt auf die Proteinmenge an ALKBHS3 abbilden zu kdnnen.

MG132
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Abbildung 13: Western Blot zum Nachweis unterschiedlicher Mengen an ALKBH3 in Abhangigkeit von der
proteosomalen Aktivitat; Expression detektiert mittels spezifischer Antikorper gegen ALKBH3
a) Zeitverlauf Uber 24 h Einwirkzeit des Proteasominhibitors MG132 b) Zeitverlauf tber 24 h Einwirkzeit
von DMSO (Kontrolle)

Der Western Blot in Abbildung 13a) zeigt zunéchst eine gleichmalige Ladungsverteilung
(H3). Die Proteinmenge an ALKBH3 steigt nach einer Einwirkzeit von 4 h an und erreicht
ihren Hohepunkt bei einer Einwirkzeit von 16 h. Bei der Messung nach 24 h hat die Menge an

ALKBH3 bereits wieder abgenommen.

Abbildung 13b) zeigt einen Durchlauf des Experiments mit der Substanz DMSO als Kontrolle
(siehe 2.3. Arbeitsprogramm und Materialien). Auch hier ist zunédchst eine gleichmaRige La-
dungsverteilung festzustellen (H3). Ein minimaler Anstieg der Menge an ALKBHS3 ist nach
2 h und 4 h Stunden ablesbar. Insgesamt ist jedoch eine nahezu gleiche Menge an ALKBH3

zu allen Zeitpunkten vorhanden.
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3.4 Zytotoxizitatsanalyse und Proliferationsassay

Die Zytotoxizitatsanalyse und der Proliferationsassay waren der Kern der Untersuchungen,
mit dem Ziel, den Einfluss von OTUD4 auf die Resistenz der Zellen gegenuber exogenen und
endogenen Noxen beurteilen zu kdnnen. Nach der genetischen Repression des Enzyms
OTUD4 wurden die Zellen im Rahmen der Zytotoxizitatsanalyse der alkylierenden Substanz
MMS in verschiedenen Konzentrationen ausgesetzt, um die Resistenz gegeniiber exogenen
Noxen abzubilden. Die Abbildung der Resistenz gegeniiber endogenen Noxen (toxische Zell-
stoffwechselprodukte) erfolgte im Rahmen des Proliferationsassays, welcher ebenfalls nach
Knockdown des Enzyms OTUD4 durchgefihrt wurde. Hierbei wurde das Wachstum an vier
aufeinanderfolgenden Tagen verfolgt. In beiden Experimenten war das relative Uberleben der
Zellen der malRgebende Faktor.

Im Folgenden werden die Ergebnisse von Zytotoxizitatsanalyse und Proliferationsassay jeder
Zelllinie einzeln unter den Punkten 3.4.2 und 3.4.3 in Form von Graphen abgebildet. VVoran-
gehend sind die zugehérigen Abbildungen der Knockdowns aller Zelllinien unter 3.4.1 zu-

sammenfassend dargestellt.

Die Darstellungen der Wachstumskurven von Zytotoxizitatsanalyse und Proliferationsassay
beruhen auf den Mittelwerten aus den als Triplikaten angelegten Versuchen. Um die Graphen
besser vergleichen zu kdnnen, wurden sie alle auf 1 genormt. Der blaue Graph stellt sowohl in
der Ergebnisdarstellung der Zytotoxizitatsanalyse als auch des Proliferationsassays die Kon-
troll-shRNA #GFPi beziehungsweise im Falle der Zelllinien RWPE und H23 den Wildtyp
(WT) dar. Der rote und der griine Graph stellen jeweils eine der zwei besten shRNAs der Zell-
linie dar. Dies waren fir RWPE, sw480 und H23 OTUD4#2i und OTUDA4#4i. Fur die Zellli-
nie sw837 wurden OTUD4#2i und OTUDA4#7i ausgewahlt. Zur vereinfachten Darstellung
sind die Graphen nach der Behandlung mit den shRNAs benannt und da es sich im Folgenden
immer um shRNAs von OTUD4 handelt, sind sie ab Punkt 3.4.2 fortlaufend in abgekirzter
Form im Sinne von #2i, #4i und #71 beschriftet.
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3.4.1 Western Blots

Zum Nachweis der genetischen Repression von OTUD4 in den Zelllinien, mit welchen die
Zytotoxizitatsanalyse und der Proliferationsassay durchgefuhrt wurden, sind nachfolgend die
Western Blots abgebildet.

a) RWPE D) 430 o) w837 A)H23
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Abbildung 14: Darstellung der Western Blots aller Zelllinien a) RWPE b) sw480 c) sw837 d) H23; Detektion
mittels spezifischer Antikdrper gegen OTUD4

Abbildung 14a) der Zelllinie RWPE zeigt eine gering hthere Proteinladung unter der Bande
WT (siehe H3). Die genetische Repression von OTUDA4 ist bei OTUDA4#4i vollstandig und bei
OTUDA4#2i nahezu vollstandig.

Die Zelllinie sw480 in Abbildung 14b) zeigt ebenfalls eine geringfligig hthere Ladungsvertei-
lung der Bande #GFPi (H3). Unter der Bande OTUD4#2i ist gegenliber #GFPi eine deutlich
verminderte Proteinmenge von OTUDA4 sichtbar, wahrend unter der Proteinbande OTUD4#4i
nahezu kein OTUD4 mehr vorhanden ist.

Sw837 (Abbildung 14c)) zeigt eine nahezu ausgeglichene Ladungsverteilung (H3) und eine
abnehmende OTUD4-Bandenstéarke von #GFPi tber OTUDA4#2i zu OTUDA4#7i.

Abbildung 14d) der Zelllinie H23 zeigt eine vollstandig ausgeglichene Ladungsverteilung
(H3) und eine kraftige Abbildung der OTUD4-Bande WT. Unter OTUDA4#2i ist nur noch eine
sehr geringe Menge an OTUD4 vorhanden und unter OTUD4#4i ist die OTUDA4-Bande deut-

lich geschmalert.
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3.4.2 Zytotoxizitatsanalyse

Die folgenden Abbildungen zeigen das relative Uberleben der Zellen nach Behandlung mit

der alkylierenden Substanz MMS, als Ergebnis der Zytotoxizitatsanalyse.

Auf der X-Achse ist die zugegebene Menge an MMS in mM aufgetragen; auf der Y-Achse
das entsprechende relative (rel.) Uberleben der Zellen. Die p-Werte fiir jede Konzentration an
MMS sind jeweils rechts neben den Abbildungen in einer Tabelle, auf zwei Nachkommastel-
len gerundet, angegeben und relevante Werte (siehe Kapitel 4 Diskussion) mit dem Stern-

chensymbol * als signifikant beziehungsweise ** hochsignifikant in den Graphen abgebildet.
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Abbildung 15: Zytotoxizitatsanalyse der benignen Prostatazelllinie RWPE

Abbildung 15 zeigt die Reaktion der benignen Prostatazelllinie RWPE. Mit steigender Kon-
zentration von MMS fallen die Graphen gemald der Erwartung, jedoch liegt der Graph der

Kontrolle WT zwischen und unterhalb der Graphen #2i und #4i.
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Abbildung 16: Zytotoxizitatsanalyse der kolorektalen Adenokarzinomzelllinie sw480
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Die Zelllinie des Kolorektalen Adenokarzinoms sw480 zeigt anhand des Verlaufs der Gra-

phen in Abbildung 16 eine geringe Sensitivitat gegentiber MMS. Dennoch ist auch hier mit

steigender Konzentration an MMS ein Abfall der lebenden Zellen dargestellt, jedoch ohne

kontinuierlich erkennbarem Unterschied zwischen #GFPi und #2i oder #4i.
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Abbildung 17: Zytotoxizitatsanalyse der rektalen Adenokarzinomzelllinie sw837
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Abbildung 17 zeigt die rektale Adenokarzinomzelllinie sw837. Insgesamt ist ein Abfall der
Kurven zu sehen mit Abflachung ab 4 mM MMS.
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Abbildung 18: Zytotoxizitatsanalyse der nichtkleinzelligen Adenokarzinomzelllinie der Lunge H23

In Abbildung 18 sind die Graphen der nichtkleinzelligen Adenokarzinomzelllinie der Lunge
H23 dargestellt. Es zeigt sich eine starke Sensitivitat gegeniiber der Substanz MMS. Die Gra-
phen fallen mit einer Abflachung ab 3 mM MMS stark ab. Der Graph #2i verlauft bei allen
Konzentrationen signifikant oberhalb der Kontrolle WT. Dieser Effekt ist flir den Graphen #4i
erst ab 3 mM in sehr schwacher Auspragung erkennbar.
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3.4.3 Proliferationsassay

Nachfolgend sind die Ergebnisse des Proliferationsassays abgebildet. Hier sind die Tage, an
denen sich endogene Methylierungsschéden entwickeln konnten, auf der X-Achse und die an
den entsprechenden Tagen gemessenen Absorptionen von Formazan auf der Y-Achse aufge-
tragen. Wie auch in der Zytotoxizitatsanalyse, entspricht die gemessene Absorption der Men-
ge an lebenden Zellen in relativen Zahlen. Zur einheitlichen Darstellung und auf Grund des
gleichen Messverfahrens wird auch hier die Y-Achse mit ,,Uberleben (rel.)* beschriftet.
Rechts von den Graphen sind auch hier die p-Werte fir jeden Tag einzeln in einer Tabelle
angegeben (gerundet auf zwei Nachkommastellen). Signifikante und hochsignifikante Werte
mit Relevanz sind durch das Sternchensymbol (* beziehungsweise **) in den Graphen selbst

gekennzeichnet.
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Abbildung 19: Proliferationsassay der benignen Prostatazelllinie RWPE

In Abbildung 19 lasst sich flr die gutartige Prostatazelllinie RWPE ein steigender Wachs-
tumsverlauf in allen drei Graphen erkennen. Die Steigung des Graphen WT als Kontrolle ist
im Vergleich mit Graph #2i als auch #4i signifikant bis hochsignifikant héher.
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Abbildung 20: Proliferationsassay der kolorektalen Adenokarzinomzelllinie sw480

In der Darstellung der kolorektalen Adenokarzinomzelllinie sw480 beschreiben alle drei Gra-
phen Uber vier Tage hinweg ein sehr langsames Wachstum, mit Abflachung und anschlie3en-
dem Abfall der Kurven ab Tag drei. Die Kontrolle #GFPi verlauft unterhalb und zwischen den
Graphen #2i und #4i.
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Abbildung 21: Proliferationsassay der rektalen Adenokarzinomzelllinie sw837
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In Abbildung 21 ist das Wachstum der rektalen Adenokarzinomzelllinie sw837 dargestellt.
Die Graphen zeigen auch hier insgesamt ein sehr langsames Wachstum der Zelllinie, welches
zundchst kaum vorhanden und erst ab Tag drei, zumindest fiir die Graphen #GFPi und #2i, zu

verzeichnen ist. Auch hier verlauft der Graph #GFPi zwischen den Knockdowngraphen.
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Abbildung 22: Proliferationsassay der nichtkleinzelligen Adenokarzinomzelllinie der Lunge H23

Abbildung 22 zeigt den Wachstumsverlauf der Zelllinie H23. Diese wird klassifiziert als
nichtkleinzelliges Adenokarzinom der Lunge. Die Graphen verlaufen steigend bis Tag drei,
um dann zu Tag vier abzuflachen beziehungsweise abzufallen. Der Graph #2i steigt an allen
Tagen hochsignifikant geringer, als der Graph WT. Flr den Graphen #4i ist dies nur an Tag
zwei feststellbar.
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4 Diskussion

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Fragestellung war, ob OTUD4 Einfluss auf die Funktion

von ALKBHS3 und respektive Tumorprogression hat.

OTUDA4, als Deubiquitinase und als ein Aktionspartner von ALKBH3 klassifiziert und identi-
fiziert, schien auch auf Grund der vielversprechenden Vorergebnisse in der Zelllinie PC3 (aus
eigenen Daten unveroffentlicht siehe 1.5 Zusammenwirken von OTUD4 und ALKBH3) eine
entscheidende Rolle in der Regulation von ALKBH3 zu spielen. Die dargelegten Ergebnisse
geben einen ersten Hinweis auf die Regulation von ALKBH3 durch OTUD4 und auf eine

gemeinsame Funktion bei der Tumorproliferation epithelialer Tumore.

Im Folgenden werden die Ergebnisse des MG132-Experimentes, der Zytotoxizitatsanalyse
und des Proliferationsassays im Einzelnen interpretiert und unter Einbeziehung von Vorer-

gebnissen und Methodik diskutiert.

4.1 MG132-Experiment

Der deutliche Anstieg der Menge an ALKBH3 nach Blockieren des proteasomalen Abbauwe-
ges durch den Proteasominhibitor MG132 spricht fiir den vermuteten proteasomalen Abbau
von ALKBH3. Nach 4 h Einwirkzeit des Inhibitors MG132 ist eine Zunahme der Menge an
ALKBH3 sichtbar. Bei den Messungen nach 1 h und nach 2 h ist zunéchst kein Effekt er-
kennbar (siehe Abbildung 13a)). Dies kann bedeuten, dass die Wirkung von MG132 nur lang-
sam einsetzt oder dass es alternative Abbauwege gibt, die zunéchst die Blockade des protea-
somalen Abbaus kompensieren kénnen und dann ab einer gewissen Menge an ALKBH3 nach
4 h nicht mehr ausreichen. Hinzu kommt, dass die Methode keine absolute Messung von
ALKBH3 ermdglicht und eine Mengenanderung von ALKBH3 in der Abbildung nur bei einer
stérkeren Zunahme erkannt wird. Die Abnahme der Menge an ALKBH3 bei der letzten Mes-
sung, die nach 24 h erfolgte, kdnnte ebenso daftr sprechen, dass der proteasomale Abbauweg
nicht der einzig moégliche ist und eventuell zeitabhéngig, alternativ mogliche Abbauwege die
Blockade des proteasomalen Abbauweges vollstandig kompensieren kénnen. Da es sich bei
MG132 um einen reversiblen Inhibitor handelt, ist es jedoch wahrscheinlicher, dass die Wir-
kung von MG132 bei der Messung nach 24 h schon wieder weitestgehend aufgehoben worden
ist. Ein Effekt der Lésungssubstanz DMSO konnte bei gleichbleibender Menge an ALKBH3
(siehe Abbildung 13b)) ausgeschlossen werden. Bei der Untersuchung handelt es sich um
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eine indirekte Untersuchung, welche zum Beweis der Hypothese nicht ausreichend ist, jedoch
den Stellenwert eines proteasomalen Abbaus von ALKBHS3 hinreichend untermauert. Die
Erkenntnis des proteasomalen Abbaus von ALKBH3 findet sich auch in neueren Untersu-
chungen wieder. Durch Immunoprecipitation konnte gezeigt werden, dass ALKBH3 tatséch-
lich durch das UPS abgebaut und unter Einwirkung des Proteasominhibitor MG132 stabili-
siert, das hei3t vor dem Abbau geschitzt ist (Zhao et al. 2015).

4.2 Zytotoxizitatsanalyse und Proliferationsassay

4.2.1 Zytotoxizitatsanalyse

Die Annahme zu dieser Untersuchung war, dass OTUD4 wichtig fir die Bewéltigung von
exogen induzierten Methylierungsschaden ist, indem es den proteasomalen Abbau von

ALKBH3 durch Deubiquitinierung desselben verhindert.

Respektive sind wir davon ausgegangen, dass die genetische Repression von OTUD4 einen
zumindest indirekten Einfluss auf die Funktion von ALKBH3 beziehungsweise die Tumor-
proliferation in An- und Abwesenheit von alkylierenden Substanzen hat. Die Hypothese wur-

de durch die Zytotoxizitatsanalyse in Anwesenheit von MMS gepriift.

Die benigne Prostatazelllinie RWPE zeigt eine gute Sensitivitat gegeniber MMS, unabhédngig
von der vorherigen Behandlung. Der Kontrollgraph verlauft zwischen den beiden Knock-
downreihen und es ist daher kein kontinuierlicher Effekt der Suppression von OTUD4 fest-
stellbar. Einzelne signifikante Werte sind nicht in einem sinnvollen Zusammenhang als Effekt
des Knockdowns zu werten. Die benigne Zelllinie RWPE dient in der Versuchsreihe unter
anderem dazu, einen Vergleich zwischen malignen und benignen Zelllinien anstellen zu kon-
nen. Sie zeigt in Abbildung 11 eine nur geringe Expressivitit von sowohl OTUD4 als auch
ALKBHa3. Dies lasst daher eine geringe Abhangigkeit von OTUD4 zur Bewaltigung von exo-

genen und endogenen Noxen vermuten.

Die Uberlebenskurven der Zytotoxizitdtsanalyse bilden insbesondere fiir die Zelllinie sw480
und in geringerem Ausmalie auch fir die Zelllinie sw837 eine geringe Sensitivitat gegenlber
der Substanz MMS ab. Dies ist unserer Einschdtzung nach im Zusammenhang mit einem sehr
langsamen Wachstum (siehe Abbildung 20 und 21) zu sehen. Die Zelllinie sw480 zeigt signi-
fikante bis hochsignifikante p-Werte, allerdings beziehen sich diese zum Teil auf einen Unter-
schied in umgekehrter als der zu erwartenden Richtung. Das heif3t die Kurven verlaufen ober-
halb der Kontrolle #GFPi beziehungsweise in der auf 1 genormten Darstellung (Abbildung
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16) sowohl oberhalb als auch unterhalb. Es ist somit kein kontinuierlicher Effekt auszu-

machen.

Die Zelllinie sw837 zeigt eine etwas starkere Sensitivitat im Vergleich zu sw480. Der Verlauf
in der genormten Darstellung (Abbildung 17) l&sst einen Effekt des Knockdowns vermuten.
Tatséchlich jedoch geben die p-Werte nur fur die sh#7i und hier nur fir einzelne Werte Signi-
fikanz an. Die Graphen beider Knockdowngraphen verlaufen oberhalb des #GFPi-Graphen in
der nicht genormten Darstellung. Insgesamt ist also auch hier von keinem Effekt des Knock-

downs auszugehen.

Die Zelllinie H23 zeigt eine starke Sensitivitit gegenuber MMS, dennoch auch hier ohne er-
kennbaren Effekt des Knockdowns in erwarteter Weise. Die p-Werte sind ebenso signifikant
bis hochsignifikant, jedoch verlaufen die Knockdowngraphen hauptséchlich oberhalb der
Kontrolle WT (siehe Abbildung 18). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den neueren Un-
tersuchungen, welche eine erhohte Sensitivitat der Zellen gegentiber MMS nach Knockdown
von OTUD4 nachweisen (Zhao et al. 2015). Da es sich um eine gleiche Untersuchung handelt
sind bei unseren Versuchen die Qualitidt der sShRNAs und die erzielten Knockdowns Kritisch
zu hinterfragen. Es wurde in unseren Versuchen der WT als Kontrolle verwendet und ein Ein-

fluss der verwendeten shRNAs ist nicht sicher auszuschlief3en.

4.2.2 Proliferationsassay

Der Proliferationsassay wurde durchgefuhrt, um den Einfluss von OTUD4 auf endogene Me-
thylierungsschaden abzubilden. Durch die oben genannte Annahme war zu erwarten, dass
Zellen, in welchen das Enzym OTUD4 herunterreguliert worden war, weniger gut mit den
natlrlichen endogenen Methylierungsschaden umgehen kénnen und deshalb weniger gut

wachsen wurden.

Die benigne Prostatazelllinie RWPE zeigt einen signifikanten Effekt sowohl der mit #2i als
auch der mit #4i behandelten Zellen. Bis auf Tag 2 fur #2i sind die Werte sogar als hochsigni-
fikant zu werten. Da RWPE als Zelllinie wichtig ist, zum Vergleich zwischen benignen Zellen
und maligen Zellen, war die Erwartung auch auf Grund der Vorergebnisse (siehe Dango et.
al. 2011) ein Ausbleiben des Effektes in dieser Zelllinie. Die geringe Menge an OTUD4 und
ALKBH3 im Western Blot (siehe Abbildung 11), insbesondere im Vergleich mit den malig-
nen Zelllinien, lie} dartber hinaus, wie auch flr die Zytotoxizitatsanalyse, eine geringe Ab-
héngigkeit von OTUD4 und ALKBH3 zur Bewaltigung von exogenen und endogenen Noxen
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vermuten. Allerdings ist in dem Knockdown in Abbildung 14 ein nahezu vollstandiges Ver-
schwinden von OTUD4 zu sehen. Dies konnte bedeuten, dass bei vollstindigem Ausschalten
des Enzyms OTUD4 auch in der benignen Zelllinie ein Effekt erkennbar wird. Fraglich bleibt
aber dennoch die Differenz dieses Ergebnisses zu dem Ergebnis von RWPE in der Zytotoxizi-

tatsanalyse.

Die Wachstumskurven des Proliferationsassays zeigen fir die Zelllinien sw480 und sw837 bei
insgesamt sehr langsamem Wachstum keinen kontinuierlichen Effekt, denn in beiden Fallen
verlauft die Kontrolle #GFPi zwischen den Graphen von #2i und #4i beziehungsweise #7i.
Einzelne Werte erscheinen als signifikant, sind jedoch auch hier in keinen sinnvollen Zusam-
menhang im Sinne eines Effektes von OTUD4 zu bringen. Vermutlich ist flr diese beiden
Zelllinien auf Grund des langsamen Wachstums die Anzahl der gemessenen Tage nicht aus-
reichend, um einen Effekt feststellen zu kénnen. Zur Beurteilung von endogenen und exoge-
nen Noxen und des Einflusses von OTUD4 ware es daher sicherlich in der Zukunft interes-

sant, diese Zelllinien noch einmal tber einen l&ngeren Zeitraum beobachten zu kénnen.

Die Zelllinie H23 zeigt einen kontinuierlichen Effekt in der mit #2i behandelten Reihe, fur die
mit #4i behandelten Zellen ist jedoch nur an Tag zwei ein Effekt erkennbar. Bei dieser Zellli-
nie ist der erwartete Effekt zunachst sehr stark und geht dann mit Abflachung der Kurven far
die mit #4i behandelten Zellen géanzlich verloren. Fir die mit #2i behandelten Zellen bleibt
der Effekt zwar vorhanden, jedoch liegen die relativen Werte vor dem Normen auf 1 von WT
und #2i auch sehr viel niedriger als die Werte von #4i. Dennoch wére ein Effekt fur diese
Zelllinie mit den neueren Ergebnissen von Zhao et al. vereinbar. Eine mogliche Erklarung far
die Abflachung kdnnte eine Hemmung des Wachstums durch die zunehmende Zelldichte sein.
Fur diesen Fall ware es sinnvoll, die Zellzahl zu Beginn des Versuchs, beim Setzen der Zellen
in die 96-Well-Platten zu reduzieren oder ber eine andere geeignete Messmethode in gro-
Reren Platten nachzudenken. Es wurden in der hier vorgelegten Arbeit Protokolle mit definier-
ten Zeitpunkten fiir die Versuchsreihe vorgesehen, jedoch erlauben unsere Ergebnisse weitere
Tests in der Zukunft und kénnten dazu beitragen, weitere Zellen (ber ldngere Zeitrdume zu

untersuchen.

Zusammenfassend l&sst sich sowohl fir die Zytotoxizitatsanalyse als auch fur den Proliferati-
onsassay kein eindeutiger Effekt der genetischen Repression von OTUD4 in erwarteter Weise

feststellen. Zumindest in den untersuchten Zelllinien ist der angenommene Effekt, welcher bei
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den PC3 Zellen in den Vorversuchen zu sehen war, nicht reproduzierbar. Die Griinde hierfur
kdnnen sehr vielféltig sein. Wie fur H23 schon erwahnt, kdnnte dies auch bei den ubrigen
Zelllinien an den verwendeten shRNAs liegen und moglicherweise auf On/Off-Target-
Effekten beruhen. Dies bedeutet, dass die sShRNA.Is selber das Experiment und den zelluléren
Effekt beeinflusst haben konnten. Wie ebenfalls oben erwéhnt, ist fir die Zelllinien sw480
und sw837 ein Ausbleiben des Effektes auf Grund des langsamen Wachstumsverhaltens
wahrscheinlich. Um dies zu optimieren, wére eine Variation der untersuchten Tage (Prolifera-
tionsassay) und eventuell auch eine Verlangerung der Zeit zwischen Setzen der Zellen in die
96-Well-Platten und Zugabe von MMS (Zytotoxiziatsanalyse) fir weitere Untersuchungen
sinnvoll, um eine langere Wachstumsphase und bessere Beurteilbarkeit dieser Zelllinien zu
gewahrleisten. Denkbar wére auRerdem eine Variation der Zahl der zu setzenden Zellen oder

der zugegebenen Menge an MMS (Zytotoxizitatanalyse) im Allgemeinen.

Daruber hinaus ist es wichtig zu bedenken, dass die Untersuchungen auf einem
In-vitro-Modell basieren, welches in verschiedenen Zelllinien angewandt wurde. Damit sind
die Bedingungen der Zellen fur Wachstum anhand von wissenschaftlichen Standards sicher-
gestellt, es wird jedoch mdglicherweise nur ein Teil der Komplexizitat eines Organismus ab-
gebildet. Dies bedeutet auch, dass Regulationsmechanismen eines Modells sich dem
In-vivo-Mechanismus annéhern, jedoch nicht vollstandig darauf Gbertragen werden kénnen.
Unbekannte Faktoren kdnnen nicht erfasst werden, und technische Effekte sind trotz sorgfal-
tiger Arbeit nach wissenschaftlichem Standard nicht génzlich auszuschliel}en. Zudem ist es
wahrscheinlich, dass sich das Modell nicht auf jede Zelllinie Gibertragen lasst und manche der
Zelllinien moglicherweise ber einen bis dato ungeklarten Mechanismus einen etwaigen Ef-
fekt der genetischen Repression von OTUD4 kompensieren kdnnen. Ein solcher Mechanis-
mus ware zum Beispiel die Uberexpression von ALKBH3 (Zhao et al. 2015). Zumindest fir
die Zelllinie sw480 liele sich dies als Argument nachvollziehen, da sie eine sehr gute Expres-
sion von ALKBH3 zeigt (siehe Abbildung 11).

Auch wenn die Ergebnisse von Zytotoxizitatsanalyse und Proliferationsassay unter den oben
genannten Aspekten nicht den Erwartungen entsprechen, so ist ein Nebenbefund der Untersu-
chungen dennoch herauszustellen. Abbildung 12 stellt den Knockdownvergleich von OTUD4
der verschiedenen shRNAs dar. Hierbei zeigt die Positivkontrolle ALKBH3#1i eine gute
Suppression von ALKBH3 und interessanterweise auch eine leichte Suppression von OTUDA4.
Dies lasst eine Abhangigkeit von OTUD4 von der Expression von ALKBH3 vermuten und
unterstreicht die Hypothese, dass OTUD4 und ALKBH3 abhéngige Partner sind.
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Neuere Ergebnisse beantworten die Fragestellung, ob OTUD4 Einfluss auf die Funktion von
ALKBH3 hat, grundlegend. Nach Spezifizierung der Struktur und Arbeitsweise von OTUD4
konnte gezeigt werden, dass OTUD4 innerhalb eines DUB-Komplexes arbeitet. So ist
OTUD4 mit Hilfe der Doméne DRD (deubiquitinase recruiting domain) dafur zusténdig,
zwei weitere DUBs (USP7, USP9X) zu rekrutieren. USP7 und USP9X deubiquitinieren
ALKBH3 und kénnen das Protein somit stabilisieren (Zhao et al. 2015). Diese Ergebnisse
zeigen, dass es sich um ein sehr komplexes und dynamisches Regulationssystem handelt, und
es sind deshalb noch weitere Faktoren zu identifizieren und zu spezifizieren. Zum Beispiel
bleibt es weiter spannend zu untersuchen, welche Aufgabe die eigentliche katalytische Einheit
von OTUDA4 erfullt (Zhao et al. 2015). Es ist aulerdem bekannt, dass OTUDA4 als Regulator
mehrerer Substrate fungiert und nicht exklusiv ALKBH3 reguliert. So ist es unter anderem
daran beteiligt, xeroderma pigmentosum complementation group C (XPC) zu recyceln
(D Arcy et al. 2015).

Die Fragestellung nach dem Einfluss von OTUD4 auf die Tumorprogression ist aus den
durchgefuhrten Untersuchungen nicht klar zu beantworten. Die dargelegten Ergebnisse lassen
zunédchst keinen Einfluss vermuten. Jedoch Il&sst die von Zhao et al. untersuchte
Regulationsweise von OTUD4 und die Zytotoxizitatsanalyse der Zelllinien PC3 und H23 die
begriindete Hoffnung zu, in naher Zukunft eine weitergehende Beantwortung der Frage nach
der Tumorprogression zu erlangen und behélt OTUD4 als Therapieansatzpunkt weiterhin im
Blickpunkt.
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5 Zusammenfassung

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob OTUD4 einen Einfluss auf die Funktion

von ALKBHS3 und respektive die Tumorprogression hat.

Ein in den letzten Jahren intensiv beforschtes Gebiet ist die Inhibition von Deubiquitinasen
mit einem maoglichen Einfluss auf die antitumorale Therapie. Das ubiqutin proteasom system
(UPS) ist ein grundlegender Mechanismus, um in Zellen Proteine abzubauen und ist damit an
Prozessen wie Zellproliferation und Apoptose beteiligt (D" Arcy et al. 2015).

Die Annahme war, dass ALKBH3 proteasomal degradiert wird, OTUD4 diesen Prozess
jedoch durch Deubiquitinierung verhindern kénne und ALKBH3 somit stabilisiert.

Um diese Annahme zu untermauern, wurde zunéchst die Menge an ALKBH3 nach Inhibition
des 26S-Proteasomkomplexes durch eine Western-Blot-Analyse abgebildet und anschlieRend
der Einfluss von Alkylierungsschaden in An- und Abwesenheit von OTUD4 in ausgewéhlten

Tumorzelllinien mittels Zytotoxizitatsanalyse und Proliferationsassay untersucht.

Die Ergebnisse legen eine proteasomale Degradation von ALKBH3 nahe und weisen weiter
auf eine Interaktion von OTUD4 und ALKBH3 hin. Die Untersuchungen in den
Tumorzelllinien zeigen zundchst keinen Effekt von OTUD4 auf die Tumorprogression.
Neuere Untersuchungen stellen den gesuchten Effekt in bestimmten Tumorzelllinien dar und
spezifizieren OTUD4 als Teil eines Enzymkomplexes (Zhao et al. 2015). Diese neuen

Erkenntnisse stiitzen somit die Annahme, welche dieser Arbeit zugrunde lag.
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