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Einleitung

Einleitung

Das Expressionsmuster einer eukaryotischen Zelle ist das Resultat einer komplexen Regulation der
Expression aller einzelnen Gene. Fir die Genregulation sind verschiedene Mechanismen
verantwortlich, die in transkriptionelle, posttranskriptionelle und posttranslationale
Regulationsmechanismen unterteilt sind (Abb. 1.1).

Wahrend transkriptionelle Regulationsmechanismen auf der Sequenz einzelner DNA-Bereiche eines
Gens basieren, zu denen Promotor, Enhancer und Silencer gehoren, beschaftigt sich die
posttranskriptionelle Kontrolle der Genexpression mit der Regulation der messenger-RNA (mRNA).
Die posttranslationalen Mechanismen umfassen die Modifikation (z. B. Phosphorylierung,
Hydroxylierung, Glykosylierung, proteolytische Spaltung) der einzelnen Proteine. Die mRNA ist dabei

das Bindeglied zwischen DNA und Protein und ist fiir die Genexpression von elementarer Bedeutung.
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Abbildung 1.1: Darstellung der Regulationsmechanismen der Genregulation

1.1 Die posttranskriptionelle Genregulation

Die posttranskriptionelle Genregulation der mRNA ist entscheidend fiir die Steuerung der
Genexpression, da sie sowohl schnelle als auch lokale Veranderungen in der Synthese bestimmter

Proteine ermdglicht. Die elementaren Mechanismen beinhalten die mRNA-Prozessierung, bei der die
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pra-mRNA in eine reife mRNA Uberflhrt wird. Dazu gehort das Anfligen der Cap-Struktur an das
5’Ende, die Polyadenylierung am 3’Ende, das Spleifen und das RNA-Editing. Nach der Prozessierung
schliellt sich der nukledre Export, die subzelluldre Lokalisation, die Stabilitatskontrolle und die
Translation der mRNA an.

Jedes dieser Ereignisse wird durch die Bildung verschiedener Ribonukleoproteinkomplexe (RNP-
Komplexe) gesteuert, in denen regulatorische Faktoren wie z. B. RNA-bindende Proteine (RBPs) und
diverse Klassen von RNAs mitwirken. Die Mechanismen der posttranskriptionellen Genregulation
werden dabei durch die Summe der assoziierten Faktoren bestimmt. Der RNP stellt somit die
funktionelle Einheit dar, in der prda-mRNAs sowie mRNAs in der Zelle vorkommen, und ist

entscheidend fiir das Schicksal der RNA (Dreyfuss et al., 2002).

1.1.1 Aufbau von Ribonukleoproteinkomplexen

Es gibt unterschiedliche Klassen von RNPs, welche durch die zelluldre Verteilung, ihrer GroRe, die
vermuteten Funktionen und dem Vorhandensein spezieller Marker bestimmt sind. So unterscheidet
man im Kern hauptsachlich heterogeneous nuclear RNPs (HNRNPs) und small nuclear RNPs (snRNPs),
welche zum groRten Teil an der RNA-Prozessierung (z. B. dem Spleifosom) beteiligt sind. Im
Zytoplasma treten unter anderem: i) Ribosomen sowie small cytoplasmic RNPs (scRNPs) auf, welche
an der Translation beteiligt sind; ii) der RNA Induced Silencing Complex (RISC), welcher verantwortlich
ist fir den Abbau der Ziel-RNA,; iii) sowie die messenger RNPs (mRNPs), bei denen man polysomale
und freie unterscheiden kann, welche die mRNA-Lokalisation,-Stabilitat und-Translation beeinflussen.
Zusatzlich konnen sich RNPs zu groBeren Komplexe zusammenlagern und z. B. processing-bodies
(PBs) und stress granules (SGs) bilden. PBs spielen moglicherweise beim mRNA-Abbau eine Rolle
wahrend SGs infolge des stressbedingten Erliegens der Translation entstehen (Kedersha et al., 2005).
Die Zusammensetzung der RNPs variiert fortlaufend von der pra-mRNA zur translatierten mRNA,
wobei einige Proteine assoziiert bleiben, andere hingegen dissoziieren oder ausgetauscht werden
(Wahl et al., 2009; Lejeune et al., 2002). Ein gutes Beispiel dafiir ist das Entfernen der Intron- sowie
auch einiger Exon-assoziierter RBPs aus dem RNP-Komplex nach dem SpleiRen, welche durch Exon
Junction Complex (EJC)-Proteine ersetzt werden. Die Komplexzusammensetzung zwischen
ungespleiBter und gespleilter mRNA unterscheidet sich daher wesentlich voneinander. Man
vermutet ebenso, dass nach dem Export aus dem Zellkern eine Umstrukturierung der RNPs
stattfindet und weitere RBPs, die beispielsweise fir den Transport bendtigt werden, mit dem RNP
assoziieren (Kress et al., 2004). Im Allgemeinen erhalten RNPs durch die teilweise bestehende

Konstanz der assoziierten Proteine sowie durch die Variabilitat eine Anpassung an externe als auch
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interne Verdanderungen der Zelle. Ein RNP ist demzufolge ein stabiler und gleichzeitig dynamischer
Komplex.

Durch das Zusammenspiel von mRNA und RNA-bindenden Proteinen ist es moglich, das
Translationsprofil eines jeden RNA-Molekiils individuell zu regulieren. Dabei werden extrazellulare
Signale Uber die jeweilige Zusammensetzung eines mRNP-Komplexes direkt mit dem mRNA

Metabolismus verkniipft.

1.1.2 RNA-Bindung im Ribonukleoproteinkomplex

Neben den RNA-bindenden Proteinen beinhalten die RNPs auch unterschiedlichen RNA-Klassen.
Urspriinglich nahm man an, dass RNAs in RNPs hauptsachlich in Form von mRNA, transfer-RNA
(tRNA) sowie ribosomaler-RNA (rRNA) auftritt und so der Proteinsynthese dient. Die Entdeckung
nicht kodierenden RNAs, wie mi micro-RNAs, short RNAs oder long non coding RNAs (IncRNAs) fiihrte
zu einem Umdenken in der modernen Molekularbiologie und man erkannte wie vielseitig RNA sein
kann (Gerstberger et al., 2014).

Obwohl die Funktion vieler nicht kodierende RNAs noch weitgehend ungeklart ist, konnten schon
einige Beispiele gezeigt werden, in denen nicht kodierende RNAs die Translationseffizienz
bestimmter mRNAs auf unterschiedliche Weise beeinflussen und somit an der Genregulation
beteiligt sind. Ein gut untersuchtes Beispiel ist die miRNA-Familie lethal-7 oder kurz miR-let-7. Die
miR-let-7-Familie agiert in Tumorzellen hauptsachlich als Tumorsuppressor und inhibiert die
Expression von diversen onkogenen Faktoren (Boyerinas et al., 2010; Wang et al., 2012).

Die Bindung der RNAs wird Uber sequenzbasierte Erkennungsmotive sowie komplexe Sekundar- bzw.
Tertidrstrukturen vermittelt (Macdonald et al., 1993; Serano & Cohen, 1995; Gonzalez et al., 1999).
Diese Motive konnen in allen Bereichen der mRNA vorkommen. Der groRte Anteil an
Erkennungsmotiven liegt jedoch Uberwiegend in der 5" und 3" untranslatierten Region (UTR) der
mRNA (Mignone et al., 2002; Pesole et al., 2000; Wilkie et al., 2003) wie z. B. der 5'Cap oder der Poly-
A-Schwanz in der 3’UTR.

In der Regel sind die 5’"UTRs von mRNAs wesentlich kiirzer und GC-reicher als die 3’UTRs. (Mignone
et al., 2002). Die 5°UTR wird vor allem wahrend der Translationsinitiation eine entscheidende Rolle
zugesprochen, wahrend der 3'UTR das groRere regulatorische Potential in Bezug auf die mRNA-
Lokalisationsvermittlung, mRNA- Stabilitdt oder die Translationseffizienz zukommt. Deshalb wird die
3’UTR auch als Haupttrager der regulativen Elemente, der sogenannten cis-regulatorischen
Elemente, der mRNA angesehen (Brown et al., 1998; Pesole et al., 2000; Arn et al., 2003).

Die Interaktion von RBPs mit der RNA beruht entweder auf einer direkten Wechselwirkung oder

einer indirekten Protein-Protein-Interaktionen innerhalb des RNP. Dabei wird die RNA-Bindung durch
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RNA-Bindedoméanen (RBD) innerhalb des Proteins vermittelt, welche Gber Bakterien, Archaea und
Eukaryoten hochkonserviert sind.

Zu den am weitesten verbreiteten RNA-Bindungsmotiven zdhlen das RRM (RNA-recognition motif),
die Zink-Finger-Domaéne, die RGG-Box (Arginin-und Glycinreste), die DEAD-box, das dsRBM (double-
stranded RNA-binding motif) und die KH-Domé&ne (hnRNK-homology domain) (Burd & Dreyfuss,
1994; Chen & Varani, 2005; Clery et al., 2008; Fierro-Monti & Mathews, 2000). Die am besten
charakterisierte RBD der RNA-bindenden Proteine ist die RRM, welche mit rund 14.000

identifizierten Domé&nen in Uber 8.700 Proteinen vertreten ist (http://smart.embl.de/). Die

Konsensussequenz der RRM-Domane besteht aus ungefdhr 90 Aminosduren und bindet
hauptsachlich einzelstrangige RNA. Fir die spezifische Bindung ist eine einzelne Domédne zwar
ausreichend, jedoch wird die Spezifitat deutlich haufiger durch die Interaktion mehrerer
zusammenarbeitender RRM-Domanen vermittelt (Allain et al., 1996; Allain et al., 2000b; Deo et.al
1999; Deardorff und Sachs 1997; Wang & Tanaka Hall, 2001). Die KH-Domane wurde anfanglich im
menschlichen hnRNPK identifiziert (Siomi et al., 1993) und bereits Gber 16.000 Mal in ca. 10.000

Proteinen unterschiedlichster Funktionalitdt gefunden sowie untersucht (http://smart.embl.de). Sie

ist eine evolutionar hochkonservierte Domane, die aus rund 70 Aminosauren besteht. KH-Domanen
konnen — analog zu RRMs — einzeln fungieren oder als Tandem-Domane kooperieren (Farina et al.,
2003; Valverde et al., 2008). Die dsRBD ist im Vergleich als dritthdufigstes RNA-Bindemotiv mit 4.200
Domanen in rund 3.000 Proteinen vertreten.

Obwohl bioinformatische und experimentelle Methoden schon so weit fortgeschritten sind, dass sie
eine Untersuchung von RBPs auf systemweiter Ebene erlauben, ist die derzeitige Forschung von einer
umfassenden Charakterisierung der RBPs/RBDs noch weit entfernt (Gerstberger et al., 2014). Diese
umfasst das Verstdandnis wie Spezifitdt erreicht wird, wie sich die regulatorische Funktion eines
einzelnen RBPs im RNP-Kontext auswirkt, in welchem RNA-Bindungswettbewerb RBPs untereinander
stehen und wie unterschiedliche Mengen an RBPs die posttranskriptionelle Genregulation
beeinflussen kénnen.

Deshalb liegt der Fokus in dieser Arbeit auf der Analyse von RNA-bindenden Proteinen.

1.2 Die Funktion von RNA-bindenden Proteinen

Die posttranskriptionelle Regulation beeinflusst die mRNA-Lokalisation, die zielgerichtete Translation
innerhalb der Zelle und die mRNA-Halbwertszeit. Diese unterschiedlichen Prozesse werden zum
groBten Teil von RNP-Komplexen kontrolliert, welche unter anderem einen Einfluss auf das

Zellschicksal wahrend der Embryogenese, der Zellproliferation oder der Zellantwort auf dulere
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Stresseinfliisse haben. Die Fehlregulierung des mRNA-Schicksals kann zu deutlichen Veranderungen

in der Zellfunktion fiihren, die von der Krebsentstehung bis hin zum Zelltod reichen.

1.2.1 Die Rolle der RNA-bindenden Proteine bei der mRNA-Lokalisation/Translations-

kontrolle

Die zielgerichtete Lokalisation von mRNA wird in den meisten Fallen Gber Transport-RNPs vermittelt.
Diese RNPs gewahrleisten eine Translationskontrolle wahrend des Transports und spielen auch
dariber hinaus eine bedeutende Rolle — z. B. bei der Organisation der Zellarchitektur (Lawrence and
Singer, 1986). Durch die zielgerichtete Lokalisation kann eine rdumliche und zeitlich regulierte
Proteinsynthese in subzellulairen Kompartimenten ermdglicht werden. Eine gestorte Lokalisation der
mMRNA kann z. B. zu fehlerhafter Embryogenese oder fehlerhafter Zellteilung und damit verbundenen
Krankheiten fiihren (Eliscovich et al., 2013).

Der Lokalisationsmechanismus wird Uber sogenannte Lokalisierungselemente (LEs) innerhalb der
MRNA gesteuert, die typischerweise in der 3-UTR liegen und von wenigen Nukleotiden bis zu einer
Lange von 1 kb reichen. Wahrend der mRNA-Lokalisierung werden die LEs im Kern von RBPs
gebunden, in translatorisch inhibierte mRNPs verpackt, ins Zytoplasma transportiert, dort Uber
Wechselwirkungen mit Motorproteinen verankert und in den meisten Féllen entlang des Zytoskeletts
transportiert. Eizellen, Embryonen und Neuronen haben sich aufgrund ihrer Polaritdat als
hervorragende Studiensysteme in Bezug auf die mRNA-Lokalisierung erwiesen.

Ein markantes Beispiel flir die zielgerichtete Lokalisation ist die Festlegung der anterior-posterioren
Langsachse wahrend der Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster. Dabei werden mRNAs
wie oskar, bicoid oder nanos asymmetrisch in der Eizelle lokalisiert und anschlieBend translatiert
(Wilhelm & Smibert, 2005; Macchi et al.,, 2003; Jeske et al. 2011). Durch die asymetrische
Lokalisation entsteht ein Konzentrationsgefalle, da der Embryo noch keine Zellmembranen besitzt
und die Proteine frei diffundieren. Dieser Gradient ist essentiell fiir die Korpersegmentierung. Ein
Ungleichgewicht kann z. B. zu zwei Schwanzteilen, aber keinem Kopf fiihren (Dahanukar & Wharton
et al., 1996).

In Neuronen beispielsweise wird ein Auswachsen von Dendriten und Axonen gewadhrleistet, indem
die ACTB-mRNA mit Hilfe von ZBP1 (zipcode binding protein 1) an die Zellperipherie transportiert,
dort mit der groRen ribosomalen Einheit assoziiert und translatiert wird (Huttelmaier et al., 2005). Es
gibt jedoch neuronale Transportkomplexe, die haufig Ribosomen enthalten und trotzdem als
translatorisch inhibierte Transport-RNPs funktionieren. Ein Beispiel dafiir sind Staufen-enthaltende
RNPs. Staufen ist ein Doppelstrang-RNA-Bindeprotein, das als Markerprotein fiir den mRNA-

Transport in Neuronen identifiziert wurde (Kiebler & Bassell, 2006). Neuronale Staufen-enthaltende
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RNPs besitzen im Unterschied zu ZBP1-RNPs beide ribosomalen Untereinheiten und sind wahrend
des mRNA-Transports trotzdem translatorisch reprimiert.

Das deutet darauf hin, dass neuronale Transport-RNPs in ihrer Zusammensetzung und damit
moglicherweise auch in ihrer Funktion wesentlich heterogener sind als bisher angenommen. Daher
ist es wichtig festzustellen, ob es verschiedene Arten von z. B. Transport-RNPs gibt, die
unterschiedliche mRNAs sowie assoziierte Bindungsproteine enthalten und auf unterschiedliche

physiologische Signale reagieren.

1.2.2 Die Rolle der RNA-bindenden Proteine bei der mRNA-Stabilitdit

Die Syntheserate eines Proteins wird ebenfalls Gber die Stabilitdt der mRNA reguliert. Dabei kommt
es zu Interaktionen zwischen Proteinen und RNA-Bindungsmotiven, die eine stabilisierende oder
destabilisierende Wirkung auf die betreffende mRNA haben (Day & Tuite, 1998). Aus diesem Grund
kann die Lebensdauer der mRNAs extrem variieren und von wenigen Minuten — beispielsweise bei
early response genes (ERGs) — bis zu mehreren Stunden (z. B. bei der beta-Globin mRNA) betragen.
Die bekanntesten destabilisierenden Elemente der mRNAs sind Adenin- und Uridin-reiche Elemente
(AREs) (Shaw & Kamen, 1986; Caput et al., 1986; Barreau et al., 2005). Diese befinden sich zumeist in
der 3'UTR der mRNA und zeichnen sich durch einen 50-150 Nukleotid langen Bereich aus.
Kennzeichnend fiir AREs sind die typischen AUUUA-Pentamersequenzen, die hdufig auch tberlappen
konnen. Diese AREs befinden sich meist auf ERG-mRNAs zu denen Zytokine, Proto-Onkogene (wie
MYC und FOS) oder Hitzeschockproteinen (z. B. HSP70) gehoren. Diese Genprodukte bendtigen eine
sehr préazise Steuerung ihrer Expression, da sie im Fall von extrazellularer Stimuli sehr schnell fiir eine
Immunantwort, Entziindungsreaktion, Stressantwort oder Reparaturmechanismen zur Verfligung
stehen missen. Daher werden mRNAs, die fir diese regulatorischen Proteine kodieren, standig
transkribiert, prozessiert und aus dem Zellkern exportiert. In ruhenden Zellen werden sie jedoch sehr
schnell wieder abgebaut, da eine permanente Expression zu starken Schadigungen der Zelle und des
Organismus fiihren kann (Lu et al., 2006). Durch duBere Reize ist die Zelle jedoch innerhalb kiirzester
Zeit in der Lage, die entsprechende mRNA zu stabilisieren, damit die regulatorischen Proteine
translatiert werden konnen (Gyhaniyogi & Brewer, 2001). Ein Beispiel flir eine stabilisierende
Wirkung auf mRNAs (z. B. FOS), die Gber AREs in ihrer 3’"UTR verfiigen, wird durch die Bindung von
ELAVL1 (embryonic lethal abnormal vision like 1) vermittelt (Chen et al., 2002; Lal et al., 2004; Raineri
et al., 2004). Als Antagonist von ELAVL1 ist AUF1 (ARE poly (U) binding degradation factor 1) bekannt,
da es in Bezug auf ERG mRNAs destabilisierend wirkt (Lal et al., 2004; Zhang et al., 1993; Brewer,
1991).
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1.2.3 Die Rolle der RNA-bindenden Proteine in humanen Krankheiten

Angesichts der weitreichenden Auswirkungen von RNP-Komplexen auf die Genregulation ist es nicht
verwunderlich, dass RBPs an vielen Krankheiten beteiligt sind. Dabei kann das Krankheitsbild mit der
gewebespezifischen Expression korrelieren. Beispielsweise ist der Verlust von keimbahnspezifischen
RNA-bindenden Proteinen wie die der DAZ-Proteinfamilie (deleted in Azoospermia) zwar nicht fur die
Lebensfdhigkeit eines Lebewesens erforderlich, aber wichtig fir die Produktion haploider Keimzellen
und die damit verbundene geschlechtliche Fortpflanzung (Reynolds & Cooke, 2005).

Das Fragile X Syndrom (FraX) ist eine neurologische Erkrankung, welche von abnormalen neuronalen
Morphologien sowie Defekten in der Anzahl und Funktion von Synapsen begleitet wird. Die Krankheit
wird durch Mutationen im FMR1-Gen (fragile X mental retardation 1) verursacht, das fiir ein
sequenzspezifisches RNA-bindendes Protein, Fragile X Syndrom Protein (FMRP), kodiert. FMRP wirkt
im neuronalen Transport-RNP als molekularer Adapter zwischen dem RNP-Komplex und den
molekularen Motoren Kinesin und Dynein. Deshalb kann eine veranderte FMRP-Expression die
Assoziation zwischen dem RNP-Komplex und den Motorproteinen negativ beeinflussen und somit zu
einer Beeintrachtigung der Transporteffizienz fiihren (Estes & O’Shea, 2008).

RBPs, die an dieselbe RNA-Klasse binden, weisen oft dhnliche Pathologien auf. Ein Beispiel dafiir sind
das Diamond-Blackfan-Sydrom und das Shwachman-Diamond-Syndrom welche auf eine
Genmutationen im RPS19 (ribosomalen Protein S19) und das SBDS-Gen (Shwachman-Diamond-
Syndrom Protein) zuriickzufiihren sind. Durch diese Mutationen ist die Bindung an rRNAs gestort, was
in beiden Fallen ein Knochenmarkversagen nach sich zieht, welches durch eine schwere Andmie
gekennzeichnet ist (Ganapathi et al., 2007).

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine hdufige autosomal rezessive neuromuskulare Erkrankung,
die mit dem Verlust eines Motorneurons im Riickenmark einhergeht und die haufigste erbliche
Ursache von Kindersterblichkeit ist (Lukong et al., 2008). Verursacht ist der Verlust durch eine
Mutation im SMN-Gen (snRNP assembly factor Survival Motor Neuron). Dadurch kénnen die Impulse
vom Gehirn nicht mehr an die angeschlossenen Muskeln weitergeleitet werden, woraus
Muskelschwund (Muskelatrophie), Lidhmungen (Paresen) und verminderte Muskelspannung

(Muskelhypotonie) resultieren.
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1.2.4 RNA-bindende Proteine wéhrend der Karzinogenese

Viele RBPs sind bei verschiedenen menschlichen Krebserkrankungen falsch reguliert reguliert — z. B.
durch eine verdnderte Expression. Dabei wird ein breites Spektrum an Ziel-mRNAs beeinflusst,
welche Auswirkungen auf jeden Schritt der Krebsentstehung haben. Die Schritte umfassen: i) die
Zellproliferation; ii) das Umgehen der Apoptose und des Adhasionsunabhadngigen Wachstums; iii) der
Immunerkennung; und iv) die Induktion der Tumor-Angiogenese, welche letztlich die
Tumorprogression und Metastasierung beeinflussen. Ein Beispiel flir die Aufrechterhaltung der
Zellproliferation ist das Protein KH domain containing RNA binding signal transduction associated 1
(KHDRBS1). Eine Uberexpression von KHDRBS1 wurde bei vielen menschlichen Krebsarten
festgestellt. Es moduliert das alternative Spleifen der pra-mRNAs von Onkogenen — z. B. bei der
CD44-mRNA — und stimuliert somit die Zellproliferation (Matter et al., 2002).

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Krebsentstehung ist der vascular endothelial growth factor
(VEGF). VEGF vermittelt die GefdaBneubildung im Krebsgewebe, welche erforderlich ist flur die
Nahrstoffversorgung und um den Sauerstoffmangel zu umgehen (Li et al., 2014).

Das Umgehen der Apoptose ist ebenfalls ein wichtiger Mechanismus flr die Tumorbildung. In diesem
Prozess spielen einige RBPs eine entscheidende Rolle. Zu nenen ist z. B. ELAVL1 (embryonic lethal,
abnormal vision-like 1), welches in vielen Krebsarten liberexprimiert ist und eng mit einer negativen
Prognose der Patienten korreliert (Nabors et al., 2002; Durie et al., 2011; Denkert et al., 2004).
ELAVL1 foérdert zudem das Zellwachstum durch Stabilisierung vieler anti-apoptotischer Gene wie
Sirtuin-1 (SIRT1), Prothymosin alpha (PTMA), B-cell lymphoma 2 (BCL2) und myeloid cell leukemia
sequence 1 (MCL1)( Abdelmohsen et al., 2007; Lal et al., 2005)

Weitere sehr wichtige regulatorische Proteine bei der Krebsentstehung sind die onkofdtalen Proteine
Insulin like growth factor protein 1 and 3 (IGF2BP1 und 3), die wahrend der Embryogenese exprimiert
sind. Im adulten Geweben fehlen sie jedoch weitgehend. De novo werden IGF2BP1 und 3 in
verschiedenen Tumoren und Tumorzellen synthetisiert bzw. stark liberexprimiert. Es konnte gezeigt
werden, dass sie die invasive Aktivitdit von Krebszellen u.a. durch Stabilisierung der mRNA von
Zelladhasionsproteinen wie CD44 und CD164 sowie der Metalloproteinase MMP9 stimulieren
konnen, die zur Zellinvasion beitragen (Samanta et al., 2012; Vikesaa et al., 2006). AuRerdem kdnnen
einige der Ziel-mRNAs der IGF2BPs den Ubergang von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen
Eigenschaften erleichtern (Zirkel et al., 2013). Dieser Prozess wird epithelial-mesenchymale-
Transition (EMT) genannt und verbessert die Tumorprogression und die damit verbundene
Metastasierung. Zusammengenommen fordern IGF2BP1 und 3 einen mesenchymalen, aggressiven

und invasiven Zellphdnotyp in der Krebsentstehung und es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass
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die IGF2BPs als klinisch signifikante Krebsmarker fiir die zukinftige Medikamentenentwicklung

dienen konnten (Bell et al., 2013). In dieser Arbeit wird das Augenmerk auf IGF2BP1 gerichtet.

1.3 Insulin like growth factor protein 1

IGF2BP1 ist ein RNA-bindendes Protein, welches zusammen mit IGF2BP2 und 3 zu einer
hochkonservierten Proteinfamilie gehort. Die vielen Funktionen des vorwiegend zytoplasmatischen
RNA-bindenden Proteins wurden von verschiedenen Gruppen unabhéangig voneinander identifiziert,
weshalb es verschiedene Namen besitzt. IGF2BP1 ist unter anderem als IMP1 (IGF2 mRNA binding
protein), CRD-BP (coding region instability determinant protein), ZBP1 (zipcode binding protein 1)
oder VICKZ1 (Vg1 RBP/Vera, IMP, CRD-BP, KOC, ZBP1) bekannt.

Wie schon beschrieben wird IGF2BP1 wahrend der Embryogenese stark exprimiert und ist fir ein
normales embryonales Wachstum essentiell (Nielsen et al., 1999, Yaniv & Yisraeli, 2002). Bis zur
Geburt sinkt der Gehalt an IGF2BP1 stetig und im adulten Gewebe ist es kaum mehr nachweisbar
(Hammer et al., 2005; Runge et al., 2000; Leeds et al., 1997). In verschiedensten malignen Tumoren
wird IGF2BP1 re-exprimiert, was es zu einem onkofdtalen Protein macht. Basierend auf
immunohistochemischen- sowie RT-qPCR-Analysen konnte die Neusynthese von IGF2BP1 in
Krebsgeweben der Brust, des Gehirns, des Darms, der Lunge, des Eierstocks und der Leber
nachgewiesen werden (Boyerinas et al.,2012; Dimitriadis et al., 2007; Elcheva et al., 2008; Kobel et
al.,, 2007; Gutschner et al.,, 2014). Unabhingig von der Tumorherkunft erhéht IGF2BP1 die
mesenchymalen Eigenschaften der Krebszellen, welche durch ein hohes Selbsterneuerungs-,

Migrations- und Invasionspotential gekennzeichnet sind (Busch et al., 2016).

1.3.1 Strukturelle Charakterisierung von IGF2BP1

IGF2BP1 besitzt unterschiedliche RNA-Bindedoméanen. Der N-terminale Bereich verfligt Gber zwei
RRMs und der C-terminale Bereich Uber vier KH-Domanen. Strukturanalysen zeigen, dass die KH3+4
als intramolekularer Pseudodimer kooperiert, bei dem beide KH-Domanen antiparallel angeordnet
sind. Dadurch erstrecken sich die RNA-bindenden Oberflachen auf die gegeniiberliegenden Enden
des Molekiils. Ein Modell der Singer-Gruppe suggeriert, dass die pseudodimere Anordnung der KH3-
und KH4-Doméne die Ziel-mRNA bei der Bindung in eine spezifische Konformationsdnderung zwingt
und sogleich neue RNA-Bindungsstellen fiir andere Faktoren geschaffen werden (Chao et al., 2010)

(siehe Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Darstellung der Didomanen-Organisation von
IGF2BP1 und der Struktur des KH3-KH4-Pseudodimers von
ZBP1. (A) Im N-terminalen Bereich sind zwei RRM-Domanen
und im C-terminalen Bereich sind vier KH-Doménen
lokalisiert. (B) Die KH3-Domane ist in Rot und die KH4-
Domédne in Blau mit den jeweiligen Sekundarstruktur-
elementen dargestellt. (C) zeigt ein Modell fir die Interaktion
zwischen der KH3+4-Didomane mit dem zipcode der ACTB-
mRNA (Lila) (B und C Glbernommen aus Chao et al., 2010).

Die RNA-Bindung wird Uber die KH-Domé&nen vermittelt (KH1+2 und KH3+4) (Farina et al., 2003;
Waichter et al., 2013; Bell et al., 2013) wahrend den RRMs keine groRe RNA-Bindung zugeschrieben
wird. Deshalb wird vermutet, dass dieser Bereich eher fiir die Interaktion mit Proteinliganden
verantwortlich ist (Farina et al., 2003) und zur Stabilisierung der IGF2BP1-mRNA Komplexe beitragt
(Nielsen et al., 2004; Wachter et al., 2013). Dartiber hinaus verfiigt IGF2BP1 Uber zwei nukledre
Exportsequenzen in der KH2- und KH4-Domé&ne und noch nicht identifizierte nukledre Importsignale,
welche sich hochstwahrscheinlich in der Linker-Region zwischen beiden RRMs befinden (Nielsen et
al., 2003). Die Anwesenheit von zwei nuklearen Exportsignalen deutet darauf hin, dass IGF2BP1
zumindest einige seiner Ziel-RNAs im Kern bindet und dann ins Zytoplasma exportiert (Oleynikov &
Singer, 2003). IGF2BP1 ist hauptsachlich in Form von RNPs im Zytoplasma anzutreffen. Dabei scheint
sich der RNP als sogenannter cage (Kafig) um die mRNA zu legen, um die mRNA nach dem
Kernexport bei Prozessen wie dem zytoplasmatischen Transport, der translationellen Repression
sowie der mRNA-Stabilitat zu regulieren und zu schiitzen (Bell et al., 2013).

Der Jonson-Gruppe gelang es IGF2BP1 enthaltende RNPs aus HEK293 Zellen durch Uberexpression

von Flag-getaggtem IGF2BP1 zu isolieren und diese ndher zu charakterisieren (Jonson et al., 2007).
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Bei diesen Untersuchungen wurden unter anderem ribosomale Proteine der 40S-Untereinheit,
Mitglieder der HNRNP-Familie (HNRNPA1, A2/B1, D, L, Q, R), Poly-A-bindende Proteine (PABP), YBX1
sowie die RNA Helikase A (DHX9) entdeckt. Zudem wurde festgestellt, dass sich IGF2BP1-RNPs dem
Anschein nach in der Zusammensetzung von anderen RNPs wie z. B. Staufen- oder FMRP-RNPs oder
Komplexen wie den stress granules oder p-bodies unterscheiden. Aufgrund der unterschiedlichen
physikalischen Dimension und des mikroskopischen Aussehens von p-bodies und stress granules war
es zu erwarten, dass diese in ihrer Zusammensetzung zu IGF2BP1-RNPs verschieden sind. Jedoch war
der Kontrast zu Staufen- und FMRP-RNPs sehr auffillig. Alle drei Proteine gehdéren zu den RNA-
bindenden Proteinen, welche am RNA-Transport beteiligt sind und in neuronalen RNPs vorkommen.
Im Vergleich beinhalten IGF2BP1-RNPs weder Translationsinitiationsfaktoren (elF4E und G, elF2a)
noch 60S ribosomale Untereinheit. Dafiir konnte das nukledre CBP80 (cap binding protein 80) und
Komponenten des EJC-Komplexes (UPF3B, ALY/REF, Y14, elF4A3) in IGF2BP1-RNPs identifiziert
(Jonson et al.,, 2007) werden. Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass IGF2BP1 einen
einzigartigen zytoplasmatischen RNP darstellt, der mRNAs beinhaltet, die noch keiner Translation
unterlagen. Weitere Recherchen der Jonson Gruppe zeigten, dass IGF2BP1 ca. 300 verschiedene
mRNAs in RNPs bindet (3 % des HEK293-mRNA-Transkriptoms). Nach Berechnungen der
Arbeitsgruppe missten ungefahr 10—-30 Transkripte in einem RNP vorhanden sein. Das lasst darauf
schlieBen, dass es einige Komplexe in der Zelle gibt, welche IGF2BP1 enthalten. Trotz verschiedener
Studien, die auf eine spezifische Rolle von IGF2BP1 in Prozesse der RNA-Lokalisierung, -Stabilitat
sowie Translation der Ziel-mRNAs hindeuten, fehlt es noch immer an einer umfassenden
Identifizierung zielgerichteter Transkripte. PAR-CLIP (photoactivatable ribonucleoside enhanced
cross-linking and immunoprecipitation) sowie RIP-Studien (RNA-Immunprazipitation) haben weit
Giber 8.000 Ziel-mRNAs fur IGF2BP1 vorgeschlagen (Jonson et al., 2007; Hafner et al., 2010). Es ist
jedoch darauf hinzuweisen, dass diese Studien auf der stabilen Expression von Flag-markierten
IGF2BP1 in HEK293-Zellen basieren, welche bereits eine ungewdhnliche Sedimentation des Proteins
in der Gradientenzentrifugation im Vergleich zum endogenen Protein zeigt (siehe Abb. 3.11). Fir die
PAR-CLIP Analysen wurde ein simples RNA-Konsensusmotiv fiir alle drei IGF2BPs identifiziert, welche
CAUH (H = A, U oder C) sein konnte. Nichtsdestotrotz deuten derzeit verfligbare Studien darauf hin,
dass aufgrund der raumlichen Komplexitdt der IGF2BP-RNA-Assoziation, dieses verhaltnismaRig

einfache RNA-bindende Motiv nicht allein fiir die Bindung verantwortlich sein kann.

1.3.2 Funktion von IGF2BP1 im Fokus der posttranskriptionellen Genregulation

Wie schon erwdhnt beeinflusst IGF2BP1 die mRNA-Lokalisierung, -Translation oder —Stabilitdt in

Abhéanigigkeit vom Zieltranskript (siehe Abb. 1.3). Manche dieser Mechanismen sind teilweise
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miteinander verbunden, z. B. die Regulation der ACTB-mRNA-Lokalisation und deren rdaumlich
begrenzte Translation in der Entwicklung von Neuronen. Dabei wird die ACTB-mRNA an die
Zellperipherie transportiert und dort synthetisiert. Diese lokale Translation, welche eine wichtige
Rolle bei der Festlegung der Zellpolaritat und der Zellmotalitat spielt (Farina et al., 2003, Oleynikov &
Singer, 2003), kommt zustande indem das 54 Nukleotid lange Lokalisierungselement, auch zipcode
genannt, in der 3’'UTR der ACTB mRNA (Farina et al., 2003; Ross et al., 1997) von IGF2BP1 gebunden
wird. Es wird angenommen, dass IGF2BP1 wahrend des Transports im Zytoplasma die Interaktion der
Ribosomen mit der mRNA blockiert und dadurch die Translation reprimiert (Dahm & Kiebler, 2005).
In der Zellperipherie wird IGF2BP1 dann von der Scr-Kinase am Tyrosin 396 phosphoryliert. Dies flihrt
zu einer Freisetzung der ACTB-mRNA. Dadurch kann sich der Translationskomplex auf der mRNA

anordnen und die lokale Proteinsynthese kann ausgefiihrt werden (Hittelmaier et al., 2005).
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Abbildung 1.3: Funktionen von IGF2BP1 im Zytoplasma. IGF2BP1 assoziiert mit spezifischen Ziel-mRNAs und
anderen RNA-bindenden Proteinen (RBPs) in zytoplasmatischen mRNPs. Die Freisetzung von assoziierten
mRNAs aus diesen mRNPs fiihrt entweder zum mRNA-Abbau oder zur Proteinsynthese. Es wird davon
ausgegangen, dass die Bildung von mRNPs den gerichteten Transport spezifischer mRNAs entlang des
Mikrotubuli und/oder des Aktin-Zytoskeletts ermdoglicht (mMRNA-Transport). Die Translation ist wahrscheinlich
wdahrend des Transports reprimiert. (ibernommen aus Bell et al., 2012 und verandert)

Jungere Studien belegen, dass IGF2BP1 ferner die 3'UTR-vermittelte lokalisierte Translation der

Cofilin1-mRNA (CFL1) in migrierenden Lungenkarzinomen reguliert (Maizels et al., 2015). CFL1 ist ein
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Aktin-Depolymerisationsfaktor, der eine wichtige Rolle bei der Lamellopodiumbildung spielt, welche
essentielle Strukturen fur die Zellmigration darstellen (Sidani et al., 2007).

1999 wurde entdeckt, dass IGF2BP1 mit der IGF2-mRNA (insulin-like growth factor 2) interagiert.
Dabei wurde gezeigt, dass IGF2BP1 die Translation der IGF2-mRNA wadhrend der Embryogenese
reguliert (Nielsen et al., 1999). IGF2 ist ein sezernierter onkofotaler Wachstumsfaktor, dessen
Uberexpression zu iiberproportionalen Wucherungen und Missbildungen im Embryo fiihrt (Weksberg
et al., 1993).

Im Gegensatz zu anderen mRNA-Zieltranskripten, Gber die IGF2BP1 an die UTRs bindet, wird MYC
von IGF2BP1 in einem Bereich der kodierenden Region dem sogenannten coding region instability
determinant (CRD) gebunden. Dieses 259 Nukleotid lange Element enthalt einen Bereich mit seltenen
Codons, an den eine endonukleolytische Schnittstelle grenzt. Wahrend der Proteinsynthese kommt
es aufgrund der seltenen Codons zu einem Herabsetzen der Elongationsgeschwindigkeit am Ribosom
(ribosomal pausing) (Lemm & Ross, 2002), wobei die endonukleolytische Schnittstelle den
Endonukleasen schutzlos ausgeliefert ist. IGF2BP1 vermittelt der MYC-mRNA eine gewisse Stabilitat,
indem es innerhalb der CRD bindet und die MYC-Expression in einer m6A-abhangigen Weise férdert
(Huang et al., 2018). Dabei lGberlappt die IGF2BP1-Bindung mit der endonukleolytischen Schnittstelle
und verhindert somit einen mRNA-Abbau. (Sparanese & Lee, 2007). Im weiteren Verlauf der
Elongation wird IGF2BP1 durch die Ribosomen verdringt. (Lemm & Ross, 2002). Die erhohte
Halbwertzeit vom MYC fihrt z. B. in serdsen Ovarialkarzinomen zu einer deutlich verkiirzten
Gesamtilberlebenszeit bei Patienten (Kdbel et al., 2007; Weidensdorfer et al., 2007). MYC gehort zu
den Protoonkogenen und aktiviert eine Vielzahl an Zielgenen, welche Einfluss auf die
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose nehmen (Levens, 2003). Es wurde geschatzt, dass
MYC die Expression von bis zu 10 % aller proteinkodierenden Gene im menschlichen Korper
beeinflusst. Deshalb ist eine sehr prazise Steuerung der eigenen Expression sehr wichtig.

Fir andere IGF2BP1-Zieltranskripte wurde gezeigt, dass IGF2BP1 die mRNA vor dem miRNA-
vermittelten Abbau schiitzt. Beispielsweise zielt die tumorsuppressive let-7 miRNA-Familie auf
verschiedene onkogen-kodierende mRNAs ab und ist in verschiedene Zelleigenschaften wie
Proliferation, Zellzyklus, Metabolismus, Apoptose, Migration und Invasivitat involviert (Roush &
Slack, 2008). Die onkogenen Faktoren IGF2BP1, LIN28B und der Transkriptionsaktivator HMGA2,
welcher einen wachstumsférdernden Einfluss hat, gehoren zu den let-7 miRNA-Zieltranskripten
(Boyerinas et al., 2012; Guo et al., 2006; Shell et al., 2007). Diese Faktoren wurden in Analysen als
starkste onkofotale let-7 miRNA-reprimierte Transkripte in Tumorzelllinien identifiziert (Boyerinas et
al.,, 2008). Es wird postuliert, dass IGF2BP1, LIN28B und HMGA2 ein sogenanntes let-7-

antagonistisches selbst-forderndes Netzwerk bilden.
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Dabei wurde in Experimenten im Ovarialkarzinom gezeigt, dass IGF2BP1 die mRNAs aller
Dreiecksfaktoren, vor dem let-7-miRNA-Angriff abschirmt (shielding), indem es die entsprechenden
MRNAs in RISC- und let-7-miRNA-freien mRNPs rekrutiert. Das onkogene Potential dieses Dreiecks
konnte in ES-2-Zellen, die vom Ovarialkarzinom abgeleitet sind, bestatigt werden. Wahrend HMGA2
das Zellwachstum fordert, sind IGF2BP1 und LIN28B unerldsslich, um das Migrations- und
Selbsterneuerungspotenzial von Ovarialkarzinomzellen zu fordern (Busch et al., 2016).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das HMGA2-LIN28B-IGF2BP1-Dreieck eine vielversprechende
Strategie in der Krebsbehandlung darstellen kénnte.

Ein anderes Beispiel fur einen shielding-Mechanismus von IGF2BP1 ist der Schutz der MITF-mRNA
(Mikrophthalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor) vor dem miR-340-vermittelten Abbau. IGF2BP1
bindet in der Nahe der miR-340-Bindungsstellen und schiitzt die MITF mRNA dadurch vor dem
Abbau. Die daraus resultierenden erhohten MITF-Werte tragen zur Vermehrung von Melanomzellen
bei (Goswami et al., 2010), was IGF2BP1 zu einem potenziellen Zielmolekil fiir die Pravention und
Behandlung von Melanomen macht.

Der shielding-Mechanismus von IGF2BP1 wurde aulRerdem durch Studien in unserer Arbeitsgruppe
gestltzt, die durch die zwolf IGF2BP1-Zielkonstrukte wie SIRT1, ITGA6, MAPK1, FUT8, MTDH oder SRF
etc. untersucht wurden. Es konnte gezeigt werden, dass IGF2BP1 seine Ziel-mRNAs bevorzugt vor der
eigentlichen miRNA-Bindungsstelle in der 3'UTR bindet und dann in RISC-freie RNP-Komplexe
rekrutiert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die IGF2BP1-abhadngige Regulation der-miRNA-
Zieltranskripte strikt miRNOME abhangig ist und daher in unterschiedlichen Zellkontexten variieren
kann. D.h. dass IGF2BP1 bevorzugt die miRNA-vermittelte Regulation der Ziel-mRNAs beeintrachtigt
und damit das Schicksal dieser mRNAs streng miRNome-abhéangig steuert (Mller et al., 2018a,b).
Zusammenfassend verdeutlichen die aufgefiihrten Ergebnisse die fetalen Eigenschaften von IGF2BP1.
Dazu zahlt die Uberexpression im Krebsgewebe, welche zu einer verstirkten Ausbildung von
Metastasen z.B im kolorektalen Karzinom fihrt (Dimitriadis et al., 2007; Vainer et al., 2008).
AuRerdem tritt IGF2BP1 in einigen Krebsarten wie dem Eierstockkrebs vorallem in der aggressivsten
Form auf und ist mit schlechten Prognosen assoziiert (Kobel et al., 2007). Diese Befunde
untermauern die prognostische Bedeutung von IGF2BP1 als Biomarker und potentiellen
Therapieansatz fiir die zielgerichtete Tumortherapie in der Zukunft.

Diese prognostische Bedeutung von IGF2BP1 ist ebenfalls auf ein Zusammenspiel mit anderen
Faktoren vor allem mit RBPs zuriickzufiihren, welche zusammen im RNP agieren. Bislang ist jedoch
noch nicht vollstandig geklart, mit welchen RBPs IGF2BP1 innerhalb des RNPs interagiert und
inwieweit diese Interaktion Einfluss auf die Expression der Zielgene nimmt. Deshalb ist es von

grofRem Interesse, die Zusammensetzung von IGF2BP1-enthaltenen RNPs zu analysieren.
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1.4 Zielstellung

Wie zuvor ausfihrlich beschrieben, ist das onkofétale RNA-bindende Protein IGF2BP1 in wichtige
Prozesse der posttranskriptionellen Genregulation involviert. Es ist an der Lokalisierung, Stabilitat
und Translation verschiedener Ziel-mRNAs beteiligt und nimmt Einfluss auf die Zellpolaritat, die
Proliferation und die Migration wahrend der Embryogenese sowie bei der Tumorbildung. Um
IGF2BP1 kiinftig erfolgreich in der Tumortherapie einsetzen zu kénnen, ist es wichtig, seine Rolle im
RNP-Komplex zu verstehen und die molekulare Zusammensetzung IGF2BP1-enthaltender RNPs
vollstéandig aufzuklaren, welche noch weitgehend unklar ist. Die Isolierung dieser Komplexe und die
Identifizierung der Komponenten konnten z. B. neuere Erkenntnisse (ber den RNA-
Transportmechanismus, die Heterogenitdt der RNPs oder die spezifische Rolle der Proteine im
Tumorzellen liefern.

Um neue Anhaltspunkte (iber den zellularen Wirkungsmechanismus von IGF2BP1 zu erhalten, war
das Ziel der vorliegenden Arbeit, weitere IGF2BP1 Interaktionspartner zu identifizieren und
funktionell zu charakterisieren. Hierzu wurden IGF2BP1-enthaltende Komplexe mittels RNA-pulldown
isoliert und unbekannte Komponenten anhand von Massenspektrometrie identifiziert. Mit
weiterfihrenden x-link-Untersuchungen sollten die gefundenen Interaktionen verifiziert werden.

Knockdown-Analysen sollten auBerdem Auskunft Giber die Funktion der Interaktionspartner liefern.
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2.1 Material

2.1.1 Gebrauchsmaterialien

Material und Methoden

Tabelle 2.1: Vielfach verwendete Gebrauchsmaterialien

Material

Firma

15- und 50 ml Réhrchen
384 well Microplates

6 % TBE-Urea Gels
Cassettes 1.0 mm, 25/pack

Deckglaschen

Dichtegradienten-Zentrifugationsrohrchen

Nitrocellulosemembran

NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-ReactionsgefdRe (0,5 ml)
Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe (1,5 ml; 2 ml)
Versiegelung der 384 well Microplates

Zellkultur-Material

Laborfachhandel I. Schubert
VWR

Invitrogen

Invitrogen

VWR

Beckman Coulter

GE Helthcare

Invitrogen

VWR

Roth

Laborfachhandel I. Schubert
Laborfachhandel I. Schubert
Laborfachhandel I. Schubert
VWR

VWR

VWR

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Soweit im Text nicht anders vermerkt, wurden Standardchemikalien und -reagenzien in
Analysequalitdt von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich und VWR bezogen. Weitere haufig verwendete
spezifische Chemikalien und Reagenzien wurden, wie in Tabelle 2.2 aufgefihrt, von den

entsprechenden Firmen erworben.
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Tabelle 2.2: Vielfach verwendete spezifische Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Firma

100 bp DNA-Leiter

Anti-Flag M2-Agarose

BSA (bovines serum albumin)
DC™-Protein-Assay

dNTP Mix

Flag-Agarose-beads
Glutathion-Sepharose
Lipofectamin 2000

Milchpulver

NuPAGE® MOPS Running Buffer (20x)
Amylose Resin Matrix
Prestained Protein Marker
ProLong® Gold antifade reagents

Protein A Sepharose

New England Biolabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BioRad

Promega
Sigma-Aldrich

GE Helthcare
Invitrogen

Edeka

Invitrogen

New England Biolabs
New England Biolabs
Invitrogen

GE Helthcare

SeeBlue® Plus2 Protein Marker Invitrogen
2.1.3 Kommerzielle Systeme

Tabelle 2.3: Verwendete Kommerzielle Systeme

Systeme Firma

2 x PCR Mix Promega
RiboMAX™ Large Scale RNA Production Promega
System-T7

AllPrep DNA/RNA Protein Mini Kit (50) Qiagen
Kit (Thermo Fisher)

MEGACIear ™ Transcription Clean-UP Ambion
PCR-Cloning-Kit Invitrogen
Plasmid Midi Kit (100) Qiagen
SilverQuest™ Silver Staining Kit Invitrogen
WIZARD SV Gel and Clean-Up System Promega
Zero Blunt® PCR Cloning Kit Invitrogen
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2.1.4 Hdufig verwendete Puffer

Wenn nicht anders angegeben, wurden Puffer mit deionisierten Wasser hergestellt.

PBS (Phosphate Buffered Saline; 0,01 M)

2 mM Na,HPO,4; 10 mM NaH,P0O4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI

5 x SDS-PAGE-Probenauftragspuffer
250 mM Tris/HCIl pH 6,8; 10 mM EDTA; 5 % SDS; 50 % Glycerin; 0,005 % Bromphenolblau, 5 % B-

Mercaptoethanol

10%-iges Harnstoffgel
14,4 g Harnstoff; 8,3 ml H20; 4,5 ml Acrylamid, 3ml TBE (5x); 150 ul APS; 15 ul TEMED

BB-Puffer (binding buffer)
20 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1,5 mM MgCl,; 8,7 % Glycerin; 0,05 % NP40, 1mM DTT

Gradientenpuffer

10 mM Hepes pH 7,4; 150 mM KCl; 5 mM MgCl,; 0,5 % NP-40; 1:200 Protease Inhibitor Cocktail

Lysis Puffer

Puffer A

10 mM HEPES/ KOH, pH 7,9; 1,5 mM MgCl2; 1,4 mM KCl; 0,5 mM DTT

Puffer B

300 mM HEPES/ KOH, pH 7,9; 30 mM MgCl2; 10 mM KClI

Puffer C

20 mM HEPES/ KOH, pH 7,9; 420 mM NaCl; 15 mM MgCl2; 0,2 mM EDTA; 0,5 mM DTT;
20 % (v/v) Glycerin

Ponceau-Rot

0,25 g Ponceau S; 0,5 mL Essigsaure; ad 50 mL Aqua Bidest

SDS-PAGE-Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCl pH 8,8; 0,4 % SDS
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SDS-PAGE-Sammelgelpuffer
0,5 M Tris/HCl pH 6,8; 0,4 % SDS

5 x SDS-PAGE-Laufpuffer
25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS pH 8,3

SDS-PAGE-Trenngelzusammensetzung

12,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid; 7,5 Trenngelpuffer; 9,9 ml Aqua bidest ; 10 pul TEMED; 100ul APS

SDS-PAGE-Sammelgelzusammensetzung

1,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid; 2,5 ml Sammelgelpuffer; 6,2 ml Aqua bidest; 10 ul TEMED; 200 ul APS

NuPage-Blot-Puffer
50 mM Tris/HCI pH 8,5; 40 mM Glycin; 10 % Methanol; 0,04 % SDS

Stripping-Puffer
62,5 mM Tris, pH 6,8; 2 % (w/v) SDS; 100 mM B-Mercaptoethanol

5 x Probenauftragspuffer (DNA-Proben)
250 mM Tris/HCI; 0,2 % Bromphenolblau oder 0,5 % Xylenblau; 40 % Glycerol; pH 7,5

50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA)

40 mM Tris; 20 mM Eisessig; 1 mM EDTA

TBE (5x)

450 mM Tris; 450 mM Borsaure; 10 mM EDTA

TRIZOL

0,8 M Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 0,1 M Natriumacetat pH 5,0;

5 % Glycerin; 48 % Roti-Aqua-Phenol fiir RNA-Isolierung
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2.1.5 Enzyme und Antikérper

2.1.5.1 Enzyme

Tabelle 2.4: Verwendete Enzyme

Bezeichnung Firma

Micrococcal nuclease Roche Applied Science
M-MLV Reverse Transkriptase Promega
Pfx-Polymerase Invitrogen

Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich
ProteinaseK (Solution) Invitrogen
Restriktionsenzyme Promega/New England Biolabs
RNase A Promega

RNasin® Ribonuclease Inhibitor Promega

T4 DNA Ligase Promega

2.1.5.2 Antikérper

Die Verdiinnungsangaben zu den jeweiligen Antikorpern in Tabelle 2.5 beziehen sich auf den Einsatz

im Western Blot, falls nicht anders dargestellt.

Tabelle 2.5: Verwendete Antikérper und ihre Verdiinnungen

Bezeichnung Wirtsspezies Firma Verdiinnung
Primdre Antikérper

anti-ACTB Maus Sigma-Aldrich 1:5000
anti-DHX9 Kaninchen Bethyl 1:1000; 1:150 (IF)
anti-ELAVL1 Maus Santa Cruz 1:2500;1:150 (IF)
anti-Flag Maus Sigma-Aldrich 1:2500

anti-GFP Maus Roch Applied Science 1:1000
anti-HNRNPA2B1 Maus Abcam 1:1000
anti-HNRNPAB Kaninchen Santa Cruz 1:1000
anti-HNRNPA3 Kaninchen Santa Cruz 1:1000
anti-HNRNPD Ziege Santa Cruz 1:1000
anti-HNRNPE2 Maus Abnova 1:1000; 1:150 (IF)
anti-HNRNPK Maus Santa Cruz 1:1000
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anti-HNRNPM Maus Santa Cruz 1:1000; 1:150 (IF)
anti-HNRNPQ Maus Sigma-Aldrich 1:2500; 1:150 (IF)
anti-HNRNPR Ziege Santa Cruz 1:1000
anti HNRNPU Maus Sigma-Aldrich 1:2500; 1:300 (IF)
anti-IGF2BP1 (6A9) Maus Auftragsimmunisierung 1:1000; 1:150 (IF)
anti-MOV10 Kaninchen Bethyl 1:1000
anti-MYC Kaninchen Millipore 1:1000
anti-NF45 Kaninchen zur Verfigung gestellt 1:1000
von Prof. Behrens
anti-NF90 Kaninchen zur Verfigung gestellt 1:1000
von Prof. Behrens
anti-PTBP1 Maus Auftragsimmunisierung 1:500; 1:100 (IF)
(TU Braunschweig)
anti-TUBA4A, DM1a Maus Sigma-Aldrich 1:5000
anti-VCL Maus Sigma-Aldrich 1:2500
anti-YBX1 Maus Santa Cruz 1:1000; 1:150 (IF)
Sekunddre Antikérper
Anti-Kaninchen Esel LI-COR Biosciences GmbH  1:10000
680RD)
Anti-Kaninchen Esel LI-COR Biosciences GmbH  1:10000
800CW)
Anti-Kaninchen (Cy3) Esel Dianova IF: 1:1000
Anti- Maus (IRDye™ 680 RD) ~ Esel LI-COR Biosciences GmbH ~ 1:2500
Anti-Maus (IRDye™ 800 CW)  Esel LI-COR Biosciences 1:25000
Anti-Maus (Cy3) Esel Dianova IF: 1:1000
Anti-Maus Alexa Fluor 488 Esel Invitrogen IF: 1:500

dye
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2.1.6 Plasmide, Oligonukleotide und siRNAs

2.1.6.1 Plasmide

Tabelle 2.5: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Herkunft
pCR® - blunt Invitrogen
pcDNA3.1 (+) zeo Invitrogen

2.1.6.2 Oligonukleotide

Tabelle 2.6: Verwendete Oligonukleotide fiir Klonierungen

Bezeichnung Sequenz 523"

s: GCGCAAGCTTACCGCCGAGACCGCGTCCGCCCCGCG
ACTB
as: GCGCCTCGAGCAACTGGTCTCAAGTCAGTG

s: GAATTCATGGATGATGATATCGCCGCG
ACTB-CDS(1-416)
as: CTCGAGACAGCCTGGATAGCAACGTA

s: GAATTCGCGGACTATGACTTAGTTGCGTTACAC

ACTB-3'UTR

as: GCGCCTCGAGCAACTGGTCTCAAGTCAGTG

s: GAATTCGGAAAAGTAAGGAAAACGATTCCTTCTAAC
MYC-3'UTR

as: CTCGAGTTTTCTAAAAACAATAGAAAAAAATCAAC

s: GAATTCCGAACACACAACGTCTTGGAGCGC
MYC-CRD

as: CTCGAGTTACGCACAAGAGTTCCGTAGCTGTTC

s: GAATTCatgcccctcaacgttagecttcaccaacagg
MYC

as: CTCGAGTTTTCTAAAAACAATAGAAAAAAATCAAC

Alle in Tab. 2.6 sowie Tab. 2.7 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG und

Invitrogen bezogen.

Tabelle 2.7: Verwendete Oligonukleotide fiir die gRT-PCR

Bezeichnung Sequenz 5" 23"

ACTB s: AGAAAATCTGGCACCACACC
as: AGAGGCGTACAGGGATAGCA
PPIA s: GTCAACCCCACCGTGTICTT

22



Material und Methoden

HNRNPE2

HNRNPQ

HNRNPM

IGF2BP1

MYC

RPLPO

as:

as:

as:

as:

as:

as:

as:

CTG CTG TCT TTG GGA CCT TGT
CACCATCCGGCTACTTATGC
GGGTCCAGCCAAAGTGATAA
ACTGTTGAATGGGCTGATCC
CCTCCAAGTCTTTGCCATTC
CCTAAGGGTGAAGGAGAACG
TGACTGCCATTTCACTCAA
TAGTACCAAGAGACCAGACCC
GATTTCTGCCCGTTGTTGTC
AGCGACTCTGAGGAGGAAC
CGTAGTTGTGCTGATGTGTG
GGCGACCTGGAAGTCCAACT
CCATCAGCACCACAGCCTTC

2.1.6.3 siRNAs

Alle aufgefiihrten siRNAs wurden von der Firma MWG bezogen.

Tabelle 2.8: Verwendete siRNAs

Bezeichnung

Sequenz 5°>3"

HNRNPE2

HNRNPQ

HNRNPM

Kontrolle

sil
si 2
sil
si 2
sil
si 2

Si

CGGAAAGAAAGGAGAATCA
GAGAATCAGTTAAGAAGAT

CCTCCAGATTCCGTTTATT

GCAAAGACTTGGAGGGAGA

GGAAGATGCTAAAGGACAA

GAACATGCCAGGAGAGCAA

TGGGCGTCGTGGAGGCTTT

2.1.7 Bakterienstimme und bakterielle Kulturmedien

Tabelle 2-9: Verwendeter Bakterienstamm

Stamm

Genotyp

Herkunft

Escherichia coli

Fa80dlacZAM15, A(lacZYAaegF)U169,

Invitrogen
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DH5a deoR, recAl,endAl1, hsdR17 (rKi,mK+),

phoA, supE44, a-thi-1, gyrA96, relAl

LB Medium
1 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl (zur Herstellung von LB-Agar wurde 1,5 %

(w/v) Agar zugesetzt)
Antibiotika

Kanamycin (30 pg/ml)
Ampicillin (100 pg/ml

2.1.8 Eukaryotische Zelllinien und Zellkulturmedien

HEK293A

Beschreibung: humane embryonale Nierenzellen (Graham et al.; 1977)
Herkunft: ATCC

ID: CRL-1573

Kulturmedium: DMEM + 10 % FBS + 2 mM L-Glutamine

Alle Zellkulturmedien, einschlieflich DMEM, HANKS-Waschlosung, Trypsin, L-Glutamin, sowie das

Transfektionsmedium OptiMem wurden von der Firma Invitrogen bezogen.

2.1.9 Serviceleistungen

Antikorpersynthese: Frau Dr. S. Buchmeier Zellbiologisches Institut der Universitat
Braunschweig
Massenspektrometrie: Dr. Thomas Ruppert; Zentrum fiir Molekulare Biologie der

Universitat Heidelberg (ZMBH)

Oligonukleotidsynthese: MWG bzw. Invitrogen
SiRNA-Synthese: MWG
DNA-Sequenzierung: Seqlab
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2.1.10 Gerdite

Eppendorf Mastercycler. PCR Cycler
Gradientenfraktionierer (Brandl)

Heraeus™ Biofuge™ Stratos

Heraeus™ Biofuge™ Fresco

Heraeus Instruments Megafuge 1.0R

HT7900 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
Infinite 200 PRO NanoQuant Spektrometer (TECAN)
Mini spin Zentrifuge (Eppendorf)

Odyssey Infrared Imaging Systems (LI-COR Biosciences)
Optima™ L-90K Ultrazentrifuge (Coulter Beckmann)
SP5X Mikroskop (Leica)

Stratalinker 2400 (Stratagene)

TE-2000E Mikroskop (Nikon)

XCell SureLock™ Mini-Cell Elektrophoresesystem (Invitrogen)

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Klonierung

Fiir die Durchfiihrung der pulldown-Analysen wurde der entsprechende Bereich von ACTB und MYC
Uber EcoRlI, Xhol-Restriktionsverdau in den Vektor pcDNA3.1 (+) zeo kloniert. Die MS2-loop Region
wurde Uber die Restriktionsstellen Xhol/Apal in den Vektor integriert. Zur Analyse wurde die DNA

von der Firma Seqlab (Go6ttingen) sequenziert.

2.2.1.2 Isolierung von DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen und im groRBeren MaRstab wurden mittels des AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kits (50) bzw. des Plasmid Midi Kits (100) der Firma Qiagen nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt.
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2.2.1.3 Agarosegelelution — Isolierung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten

Im Anschluss an die Agarosegelelektrophorese wurden die entsprechenden DNA-Banden mit einem
Skalpell unter UV-Licht von 360 nm aus dem Gel herausgeschnitten und in ein steriles
EppendorfgefaR Gberfihrt. Die weitere Isolation erfolgte mit Hilfe des Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up Systems nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.4Isolierung von RNA mittels Trizol

Die Praparation von Gesamt-RNA aus Zellen oder aus Gradienten erfolgte mittels Trizol und
anschlieRender Extraktion durch Chloroform. Zundchst wurden die Zellen mit Trizol von der Platte
geerntet und in ein EppendorfgefaR berfihrt. Als Richtwert fir das eingesetzte Trizolvolumen kann
1 ml/well einer 6-well-Platte genommen werden. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation fiir 5
min bei 16.000 xg und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR liberfiihrt
und die RNA durch Zugabe von 0,2-fachem Volumen Chloroform unter vortexen extrahiert. Durch 10
mindtige Zentrifugation bei 16.000 xg und 4 °C wurde die Phasentrennung erreicht. Die RNA-haltige
wassrige, obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefal tiberfiihrt,
darauf achtend, die proteinhaltige Interphase nicht zu zerstéren. Durch die Zugabe von Isopropanol
(1:1 v/v) erfolgte die Fallung der RNA wahrend einer Inkubation von 30 min bei -20°C. Bei zu
erwartenden geringen Mengen RNA wurde die Fallung tiber Nacht bei -20 °C unter Zusatz von 1 pl
Glykogen vollzogen. Im Anschluss wurde die RNA durch Zentrifugation fiir 10 min bei 16.000 xg und
4 °C pelletiert. Das Pellet wurde mit 0,2-fachem Volumen 80%igem Ethanol in einem
Zentrifugationsschritt von 5 min bei 16.000 xg und 4 °C gewaschen. Nach vorsichtigem Entfernen des
Uberstandes und Trocknen des Pellet wurde die RNA in RNase/DNase-freiem Wasser gelést und bei -

80 °C gelagert.

2.2.1.5cDNA Synthese

Fiir die Herstellung von cDNA aus Gesamt-RNA wurden standardmaRig 2 pg Gesamt-RNA unter
Verwendung der M-MLV reversen Transkriptase revers transkribiert. Die RNA wurde mit 1 pl random
Primer (50 ng/ul) in ein ReaktionsgefaR vorgelegt und mit RNase/DNase-freiem Wasser auf 14,5 ul
aufgefiillt. Die Denaturierung der RNA erfolgte fiir 5 min bei 65 °C. Daran schloss sich ein
Inkubationsschritt fir weitere 5 min auf Eis an. Nach Zentrifugation der ReaktionsgefdRe wurde dem
Ansatz 5,5 pl Master-Mix, bestehend aus 4 pl 5 x RT-Puffer, 1 ul dNTPs, 0,25 ul RNasin und 0,25 M-

MLV reverse Transkriptase, hinzugefligt. Die cDNA Synthese erfolgte fiir 2 h bei 42 °C. AbschlieRend
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erfolgte ein Inaktivierungsschritt der reversen Transkriptase durch Inkubation bei 75 °C flr 15 min an.
Die cDNA wurde, wenn nicht direkt in eine PCR eingesetzt, bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.

2.2.1.6 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Die gRT-PCRs wurde im Rahmen dieser Arbeit in 384-well-Mikrotiterplatten in einem 7900 HT Fast
Real-Time PCR System durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der Polymerase Kettenreaktion (PCR)
und ist an einen Fluoreszenz emittierenden Prozess gekoppelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Farbstoff SYBR® Green | verwendet. Dieser interkaliert in die
doppelstrangige neu synthetisierte DNA, wodurch dessen Fluoreszens ansteigt. Die Zunahme der
target-DNA korreliert mit der Zunahme der Fluoreszenz nach jedem Zyklus.

Aus dem Anstieg der Fluoreszenzintensitat kann der Ct-Wert (Cycle threshold) bestimmt werden. Die
aufgezeichnete Schmelzkurve dient als Qualitatskontrolle, um sicherzustellen, dass nur ein
spezifisches Produkt synthetisiert wurde. Fiir die RT-PCR wird ein spezifisches Primerpaar benotigt.
Bei dessen Design ist besonders auf die Schmelztemperatur und auf mogliche Sekundarstrukturen zu
achten, die unter Umstanden zu Primerdimerisierungen fihren konnten. Die Oligonukleotide wurden
so generiert, dass sie innerhalb unterschiedlicher Exone der zu analysierenden Gene liegen, um eine
Amplifikation genomischer DNA zu verhindern.

Pro Gen wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Fir die Messungen wurden der SYBR® Select
Master Mix (Life Technologies) mit den entsprechenden Primern versetzt. Diese Mastermixe wurden

in die 384-well-Mikrotiterplatte vorgelegt und die 1:5 mit Nuklease-freiem Wasser verdiinnte cDNA

dazugegeben.

Ansatz: PCR-Programm:

5 ul PCR Mix (2x) 95°C, 3 min

0,2 ul SYBR Green | 95°C, 30s

0,02 pl Primer (100 uM) 60°C, 30 s 40 Zyklen
5 ul cDNA 72°C,30s

Die Auswertung der Analysen erfolgte iber folgende Formel:
rel. mMRNA-Menge = (- ((22-2K) - (KZ- KK))

ZZ — Ct des Zieltranskripts der Zielpopulation
ZK — Ct des Zieltranskripts der Kontrollpopulation
KZ — Ct des Kontrolltranskripts der Zielpopulation

KK — Ct des Kontrolltranskripts der Kontrollpopulation
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2.2.1.7 Synthese von in-vitro-transkribierter RNA

Fur die RNA-pulldown Analysen wurden die RNA-Sequenzen der ACTB und MYC-Transkripte mittels
in-vitro-Transkription hergestellt. Dazu wird der pcDNA3.1-Vektor durch einen Restriktionsverdau mit
PspOMI (New England BioLabs GmbH, 20000 U/ml) linearisiert und die RNA mittels des RiboMAX™
Large Scale RNA Production System-T7 nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Zum Abbau der
Vektor-DNA wurde die Probe nach der in-vitro-Transkription mit DNase behandelt. Dazu werden dem
Reaktionsansatz 5 pl RQ1 DNase 10 x Reaktionspuffer (Promega) und 2,5 ul RQ1 DNase (entspricht 1
U/ug DNA, Promega) zugegeben und dieser fiir zwanzig Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
anschlieRende Aufreinigung der in-vitro-transkribierten RNA erfolgte nach Herstellerangaben durch
den MEGACIlear ™ Transcription Clean-UP Kit.

Fir die Herstellung ATTO 680 markierter RNA der ACTB und MYC-Konstrukte ohne die loop-Region
wurde folgender Ansatz pipettiert:

20 ul Transcription Optimized 5x Puffer (Promega); 10 pl DTT (Promega); 1 ul RNasin; je 1 pl rNTPs
(rATP, rCTP, rGTP; finale Konzentration: je 1 mM; Promega); 0,2 ul rUTP; 1,5 ul Aminoallyl-UTP-ATTO
680 (finale Konzentration: 15 uM; Jena Bioscience); 1 ug linearisierte DNA; 2 pul T7 RNA Polymerase
(Promega); auf 100 pl mit Aqua bidest auffillen.

Der Reaktionsansatz wurde fiir 3 h bei 37°C inkubiert. Die Qualitdt der synthetisierten RNA wurde
anschlieRend mittels Auftrennung im denaturierenden Harnstoffgel iberprift und anschlieRend mit

Phenol/Chlorform extrahiert (2.2.1.4).

2.2.1.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Konzentration von DNA- und RNA-L6sungen wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260
nm mittels des Infinite 200 PRO NanoQuant Spektrometer und der Software i-control 1.7 bestimmt.

Dazu wurden 2 pl der Nukleinsdurelosung auf eine NanoQuant Plate™ pipettiert.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.15DS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diese Form der Elektrophorese, kurz SDS-PAGE (engl.: sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) dient der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen — proportional zu ihrem
Molekulargewicht. Hierfir wurden meist selbst hergestellte Gele, aber zum Teil auch kommerzielle

NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gel, (Invitrogen) verwendet. Die Zusammensetzung von einem SDS-Gel ist
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unter 2.1.4 aufgefiihrt. Fir die Auftrennung der Proteingemische wurden die Gele in eine
Laufapparatur eingespannt und mit 1 x Elektrophoresepuffer bzw. die NUPAGE® 4-12 % Bis-Tris Gele
mit 1 x MOPS-Puffer bedeckt. Die Proteinproben wurden mit 5 x Probenauftragspuffer versetzt und
vor dem Auftragen 5 min bei 95 °C denaturiert. Das im Probenauftragspuffer enthaltende
-Mercaptoethanol wirkt reduzierend auf mdogliche vorhandene Disulfidbriicken. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte fiir ca. 1,5 h bei 200 V und 15 mA im Sammelgel bzw. 30 mA
im Trenngel. Die Groe der aufgetrennten Proteine wurde anhand von Protein-
Molekulargewichtsstandard (Tab. 2.2) ermittelt. Die Darstellung der Proteine erfolgte entweder

durch Coomassie- bzw. Silber-Farbung oder durch Western blotting.

2.2.2.2 Silberféirbung von Polyacrylamidgelen

Fir Silberfarbungen der Gele wurde der SilverQestTM Silver Staining Kit nach Angaben des

Herstellers verwendet.

2.2.2.3 Western Blot

Der Western Blot dient der Ubertragung und Fixierung von elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen auf eine Trdgermembran mit anschlieBender Immundetektion

Dabei werden die Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel
auf eine Nitrocellulosemembran (bertragen. Der Transfer erfolgte bei 25 V und 400 mA fiir 90 min.
Nach dem Transfer wurde die Membran zur Uberpriifung des Transfers mit Ponceau reversibel
angefarbt. Zur Absattigung unspezifischer Bindestellen wurde die Membran nachfolgend in einer
Blocking-Losung (5 % (w/v) Magermilch-Losung in PBST) fiir 1h bei RT oder UN bei 4 °C inkubiert.

Im Anschluss wurde die Membran mit dem primaren Antikérper (Tab. 2.5) in einer 5%igen
Milchlésung unter leichtem Schwenken fir 1 h bei Raumtemperatur oder (N bei 4°C inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit PBST erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren IRDye-markierten
Antikorper in einer 5%iger Milchlésung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurde die
Membran mindestens 3x gewaschen und mittels Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR
Biosciences) bei 680 nm bzw. 800 nm die Proteinbanden detektiert. Die semiquantitative
Auswertung wurde mit Hilfe der Odyssey software Uber die Quantifizierung der Bandenintensitat

durchgefihrt.
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2.2.2.4 RNA-pulldown

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, Proteine liber eine Matrix immobilisierte RNA-Sequenz zu
prazipitieren. Dazu wurden 25ul der Amylose-beads mit BB-Puffer dquilibiert und anschliefRend mit
100 pmol rekombinant hergestelltem MBP-MS2BP in 1 ml BB fiir 1 h inkubiert. AnschlieRend wurde
die Matrix fuir 30 min mit BSA (25ug/ml) in 1 ml BB geblockt. Nach einem Waschschritt wurde die in-
vitro-transkribierte MS2-loop tragende RNA (10 pmol) in 1 ml BB-Puffer aufgenommen und mit der
Matrix fiir eine 1 h versetzt. Wahrenddessen wurden 6x10° HEK293A Zellen in 1 ml BB-Puffer auf Eis
lysiert und die Zelltrimmer anschlieBend durch Zentrifugation fiir 15 min bei 4 °C und 16.000 xg
pelletiert. Die Matrix wurde nach einem Waschschritt mit dem Zellextrakt (inklusive Protease
Inhibitor (1:200) 400 U/ml RNAsin) fir 30 min inkubiert. Alle Schritte wurden bei RT und auf dem
Drehrad durchgefiihrt. AbschlieRend wurde die Matrix 3x mit dem BB-Puffer gewaschen und in 1x

Probenpuffer aufgenommen, bei 65 °C eluiert und mittels Western Blot analysiert.

2.2.2.5 Cross-linking Immunpriéizipitation mit in-vitro-transkribierter RNA

Bei dieser Methode wurde die in-vitro-transkribierte Aminoallyl-UTP-ATTO-680 markierte RNA wie in
Abschnitt 2.2.1.7 hergestellt und 10 pmol davon mit dem Lysat von 6x10° HEK293A-Zellen im BB-
Puffer far 20 min inkubiert. Man kann davon ausgehen, dass die Einflihrung des
Fluoreszenzfarbstoffes auf die Struktur und das Bindungsverhalten der RNAs keinen Einfluss nimmt
(Kéhn et al., 2010). Daraufhin wurde die Probe mittels UV-Licht der Wellenlange 254nm auf Eis fiir 20
min bestrahlt. Dabei werden kovalente Bindungen zwischen Protein und RNA eingefiihrt. Ein
darauffolgender RNAseA-Verdau reduziert die fluoreszenzmarkierte RNA auf einen kurzen
Oligonukleotidbereich, der direkt vom Protein gebunden und durch den cross-link vernetzt wurde.

Wahrend des cross-links wurden 25 ul Protein A Sepharose beads mit BB-Puffer 5x gewaschen und
anschlieBend mit 2 pg des entsprechenden Antikoérpers (Tab. 2.5) inkubiert. Im nachsten Schritt
wurde das vernetzte Zelllysat zu den gewaschenen mit Antikorper versetzen Protein A Sepharose
beads gegeben und 30 min auf dem Drehrad inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die
Ansdtze mit Probenpuffer versetzt und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Aminoallyl-UTP-ATTO-680
markierte RNA konnte im Gel mittels des Odyssey Infrared Imaging System bei 680 nm sichtbar
gemacht werden. AnschlieBend wurden die Proteine im Western Blot-Verfahren auf eine
Nitrocellulose-Membranen transferiert und ebenfalls mittels des Odyssey Infrared Imaging System

detektiert.

30



Material und Methoden

2.2.2.6 Tandemdffinitétsreinigung

Bei der Tandemaffinitatsreinigung stellt eine Erweiterung des pulldown-Verfahrens dar und ist in 2
Schritte eingeteilt: (1) einen RNA-pulldown mit (2) anschlieBender IGF2BP1-Immunpréazipitation bei
der putative IGF2BP1-Interaktionspartner gefiltert werden. Fir die bessere Anreicherung von
IGF2BP1 wurde stabil (berexprimiertes Flag-IGF2BP1-Lysat verwendet und wie im pulldown-
Verfahren (Abschnitt 2.2.2.4) eingesetzt. Der Protein-RNA-Komplex des pullown-Verfahrens wurde
mittels 15 mM Maltose in 1ml BB-Puffer eluiert und anschlieRend mit 25 ul Flag-Agarose-beads fir
30 min inkubiert. AnschlieBend wurden die beads 3x mit BB-Puffer gewaschen und in Probenpuffer

aufgenommen und bei 95°C eluiert.

2.2.2.7 Sucrosegradienten-Zentrifugation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels der Sucrosegradienten-Zentrifugation die unterschiedlichen
Proteinkomplexe innerhalb eines Zelllysates untersucht und Polysomen- und mRNP-Fraktionen
aufgrund unterschiedlicher Sedimentationsgeschwindigkeiten voneinander getrennt. Um einen
kontinuierlichen linearen Sucrosegradient von 5-20 % bzw. 15-45 % (w/v) herzustellen, wurden
jeweils 2,5 ml der Sucrose-Lésungen mit sinkender Dichte (20; 15; 10; 5 bzw 45; 37,5; 30; 22,5 und
15 % (w/v) Sucrose im Gradientenpuffer) vorsichtig in ein Dichtegradienten-Zentrifugationsréhrchen
(14x95 mm ) Gbereinander geschichtet und bei 4 °C inkubiert. Von dem zu untersuchenden Zelllysat
wurden 800 ul auf die vorbereiteten Gradientenlésungen geschichtet und anschlieBend bei 2,5 h,
285.000 xg und 4 °C ultrazentrifugiert. Die Fraktionierung erfolgte am Gradientenfraktionierer,
welcher zugleich das Absorptionsprofil der einzelnen Fraktionen bei 254 nm aufgezeichnet hat. Aus

den Fraktionen wurden die RNA (Abschnitt 2.2.1.4) und die Proteine (Abschnitt 2.2.2.8) prapariert.

2.2.2.8 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen mittels TCA/NaDOC-Fillung

Die Fallung der Proteine mit Trichloressigsdure/Natriumdesoxycholat (TCA/NaDOC) diente der
Konzentrierung der Proteinléosung des Sucrosedichtegradienten. Zunachst wurden die Proben,
aufgrund der zum Teil sehr hohen Sucrosekonzentrationen mit bidestiliertem Wasser verdiinnt. Die
Proben wurde anschlieBend mit 1/10 v/v einer 1%igen NaDOC-Lésung und 1/5 v/v einer 50%igen
TCA-Losung versetzt. Nach einer 20-mindtigen Zentrifugation bei 16.000 xg und 4 °C wurde das Pellet
zunachst mit Aceton gewaschen und nochmals zentrifugiert. Fiir die SDS-PAGE wurde das Pellet nach

5-minttigem Trocknen bei 95 °C in 20 pl Probenpuffer aufgenommen.
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2.2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die quantitative Proteinbestimmung mittels eines DC™-Protein-
Assays, welcher an die Proteinbestimmung nach Lowry angelehnt ist (Lowry et al., 1951). Der Test
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Jeweils 5 ul einer Eichlésung bzw. Zelllysat wurde
in einer Mikrotiterplatte vorgelegt und anschlieRend die entsprechenden Losung nach
Herstellerangaben zugegeben. Nach 15 minitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Extinktion der Proben im Plattenphotometer gemessen. Als Referenzprotein diente BSA. Durch eine
BSA-Verdiinnungsreihe konnte eine Standardkurve erstellt werden, die zur Ermittlung der

Proteinkonzentration im Zelllysat herangezogen wurde.

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden bei 5 % CO- und 90 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die Haltung erfolgte in Dulbecco’s modified essential medium (DMEM) mit 10 % (v/v)

hitzeinaktiviertem fétalem Kalberserum (FCS) und 1 % Glutamat.

2.2.3.2 Zelltransfektion

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Transfektionen erfolgten mittels Lipofectamin 2000
(Invitrogen). Dafir wurden 4x10° HEK293A-Zellen 15 h vor der Transfektion in einem
6 well ausgesat. Fir die Transfektion der knockdown Analysen wurden 200 pmol der siRNA (Tab. 2.8)

nach Herstellerangaben transfiziert. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt.

2.2.3.3Fixierung und Permeabilisierung eukaryotischer Zellen auf Deckglédschen

Zunachst wurden Deckgldschen in einem Gemisch aus 40 % Salzsdure und 60 % Ethanol fir 4 h unter
stetigem Schitteln angeédtzt. AnschlieRend wurden sie flir drei Minuten unter flieRendem
bidestilierten Wasser gewaschen. Die nachfolgende Aufbewahrung erfolgte in 70%igem Ethanol. Vor
dem Aussden der Zellen wurden die Deckglaschen in eine 24 well-Platte Gberfihrt und 3x mit PBS
gewaschen und trocken gesaugt. Auf jeweils ein Deckgldschen wurden 1x10° Zellen der HEK293A-
Zelllinie ausgesat, fiir 24 h kultiviert und mittels einer 4%igen Formalin-Losung fiir 20 min fixiert.

Nach der Fixierung wurden die Zellen fir 10 min in einer 0,5%igen Tritonlésung in PBS
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permeabilisiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit PBS gewaschen und entweder direkt einer

Immunfluoreszenzfarbung unterzogen oder bis zu deren Verwendung in PBS bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.3.4 Immunfluoreszenzfirbung und Fluoreszenzmikroskopie eukaryotischer Zellen

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden die zuvor auf den Deckgldschen fixierten und
permeabilisierten Zellen verwendet. Die Zellen wurden zunachst zur Absattigung unspezifischer
Bindungen 1 h mit 1 % BSA (w/v) in PBS bei RT geblockt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit
den Primarantikorpern fur 1h bei Raumtemperatur (Tab. 2.5). Nach zweimaligem Waschen mit PBS
erfolgte die Inkubation mit dem Sekundéarantikérpern (Verdiinnung in 2,5 % BSA/PBS siehe Tab. 2.5)
far 1h. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde vor dem Einbetten eine DAPI-Farbung fir 3 min
vorgenommen. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen 2 x in Aqua bidest
und 2x in 96 % Ethanol getaucht und anschlieRend vollstandig getrocknet. Unter Verwendung des
ProLong® Gold antifade reagents (Invitrogen) wurden die Deckgldschen auf dem Objekttrager
befestigt und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Praparate wurden stets lichtgeschitzt

bei -20 °C gelagert.

2.2.3.5Elektronenmikroskopie

Dafiir wurden 3ul des pulldown-Eluates auf ein Formvar-beschichtetes Nickel-Grid aufgetragen. Nach
1 min wurde die Losung vorsichtig mit Filterpapier abgesaugt und kurz an der Luft getrocknet.
Daraufhin erfolgte eine Fixierung mit einer 2%igen Formaldehyd/PBS-Losung fiir 20 min. Nach der
Fixierung wurden die Grids 3x mit PBS fiir jeweils 5 min gewaschen und UGN bei 4 °C mit dem primaren
Antikorper (Verdlinnung 1:500 in PBS) inkubiert. Danach wurden die Grids 4x mit PBS fiir jeweils 5
min gewaschen. Anschliefend wurde der Gold-gekoppelte Sekundéarantikorper (Verdiinnung 1:500 in
PBS) fuir 90 min zu den Grids gegeben und hinterher 4x mit Aqua bidest fir jeweils 5 min gewaschen.
Abschliefend erfolgte eine Kontrastierung durch eine kurze Inkubation (1 min) in Uranylacetatlésung
(1 % (w/v)). Die Lésung wurde anschlieBend abgesaugt und die Grids getrocknet. Die EM-Analysen
wurden an einem EM 900 (Zeiss, Jena) mit einer Beschleunigungsspannung von 80 kV durchgefiihrt.
Die Aufnahmen der Bilder wurden mit einer Slow Scan Kamera (Variospeed SSCCD SM-1k-120, TRS,
Moorenweis, Germany) unter Nutzung der iTEM Software (Olympus SIS, Minster, Deutschland)
angefertigt. Die gesamten Arbeitsschritte der Elektronenmikroskopie wurden von Herrn Dr. Dr. Gerd

Hause (Biozentrum, Halle) und Frau Simone Fraas (Biozentrum, Halle) ausgefiihrt.
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2.2.4 Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurden alle Quantifizierungen, soweit nicht anderes vermerkt, anhand von
mindestens drei unabhdngigen Experimenten ausgefiihrt. Die Standardabweichung wurde in den
entsprechenden Diagrammen dargestellt und verdeutlicht die Varianz zwischen den unabhangigen
Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde durch Student’s T-Test berechnet und als p-Wert in
den Abbildungen gekennzeichnet. Dieser ist in den Diagrammen in folgender Form dargestellt p>0,05

n.s.; p<0,05 *; p<0,01**; p< 0,005 ***,

2.2.5 In silico-Analysen

Innerhalb dieser Arbeit wurden mRNA-Expressionsanalysen mittels der R2-Datenbank
(http://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) basierend auf Mikroarray-Analysen durchgefiihrt. Zur
Korrelation zweier Gene in einem bestimmten Datensatz wurde die Funktion ,correlate 2 genes“ und
fir mehrere Datensdtze die Funktion ,across datasets” angewandt. Hierbei wurden die frei
zuganglichen Datensatze der TCGA (The Cancer Genome Atlas) Datenbank analysiert, welche

Tumorzelllinien verschiedensten Ursprungs umfassen.
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Ergebnisse

Proteine sind seit Jahrzehnten Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Wahrend die DNA
die Erbinformation enthalt, (ibersetzen Proteine die Information in zelluldre Abldufe und Strukturen.
Proteine regulieren wichtige Funktionen wie die Genexpression, den Proteintransport, bilden das
Gerust der Zelle und wirken unter anderem als Rezeptoren/ Botenstoffe bei der Signaltransduktion.
Proteine kommen in der Zelle vorwiegend in Komplexen vor. Diese Komplexe bestehen entweder
ausschlieBlich aus Proteinen (z. B. das Proteasom) oder setzen sich aus Nukleinsduren und Proteinen
zusammen. Zur letzteren Klasse gehoren diverse Ribonukleoproteinkomplex (RNP) wie Ribosom,
SpleiRosom, RNA Induced Silencing Complex (RISC) etc. Ziel der biologisch-medizinischen
Grundlagenforschung und somit auch dieser Arbeit ist es, die Funktion und Interaktion von Proteinen
in RNP-Komplexen zu entschlisseln. Mit Hilfe von IGF2BP1 sollen in dieser Arbeit neue Erkenntnisse
Uber die Zusammensetzung, die Funktion und den zellularen Wirkungsmechanismus von IGF2BP1

und dessen Interaktionspartnern in RNPs der eukaryotischen Zelle erhalten werden.

3.1 Zusammensetzung von IGF2BP1-mRNPs

Die Zusammensetzung von IGF2BP1l-enthaltenen mRNPs ist noch ungekldrt. Eine danische
Arbeitsgruppe als Vorreiter hat IGF2BP1 enthaltene 100-300 nm grol3e Partikel identifiziert, (Jonson
et al.,, 2007), welche neben diversen RNA-bindenden Proteinen (HNRNPA1/ A2/B1, D, L, Q, R, U,
Nukleolin, YBX1, DHX9, NFAR2/3) sowohl Komponenten des exon junction complex (EJC) (UPF3B,
Aly/REF, Y14, elF4A3) als auch CBP80 und ribosomale Proteine der 40S-Untereinheit enthalten.
Weder die Translationsinitiationsfaktoren EIF4E oder EIFAG noch Proteine der 60S-Untereinheit
wurden in den Studien identifiziert. Diese Erkenntnisse deuteten darauf hin, dass IGF2BP1 zum Teil in
RNPs enthalten ist, welche sich vor der ersten Runde der Translation befinden und somit zu den
virgin  RNPs gehdren. In fortsetzenden Studien unserer Gruppe konnten dariiber hinaus
Wechselwirkung von IGF2BP1 mit RNA-bindenden Proteinen wie ELAVL1, HNRNPA3, HNRNPE2,
NF90, PTBP2, STAU1 und STAU2 nachgewiesen werden (Weidensdorfer et al., 2009). AulRerdem
konnte Doreen Weidensdorfer anhand von knockdown-Analysen zeigen, dass die Proteine HNRNPQ,
HNRNPU, DHX9, YBX1 zusammen mit IF2BP1 die MYC-mRNA (ber die CRD stabilisieren. Zudem
wurden RNA-vermittelte Interaktionen von RNA-unabhangigen unterschieden, indem unbehandeltes
und RNAseA-behandeltes Zelllysat fiir die Immunpréazipitation verwendet wurden. Die Interaktionen
zeigten sich vorwiegend RNase sensitiv. Das lasst vermuten, dass die Interaktion der Proteine durch

die RNA vermittelt wird, um die Komplexformierung auszulésen und die Anordnung zu bestimmen.
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Abbildung 3.1: Western Blot-Analyse der IP aus Flag-IGF2BP1 stabil Giberexprimierenden U20S Zellen. Flag-
IGF2BP1 stabil Uberexprimierende U20S Zellen wurden zunédchst lysiert. Dabei wurde je ein Ansatz in
Anwesenheit von RNaseA (+RNaseA) und ein Ansatz ohne RNAse, aber mit RNasin, behandelt (-RNaseA).
Anschliefend wurden die Komplexe mittels Flag-Agarose-Beads prazipitiert, eluiert und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Naive U20S Zellen (Flag-IGF2BP1) wurden als Kontrolle dem gleichen Verfahren unterzogen.
(Doreen Weidensdorfer)

Weiterhin konnte Kristin Wéachter aus unserer Arbeitsgruppe die Analysen von Jonson und Kollegen
validieren. Anhand von Flag-chlGF2BP1 und GFP-chlGF2BP1 Immunprazipitation zeigte sie ebenfalls,
dass IGF2BP1 mit CBP80, der 40S ribosomalen Untereinheit und Komponenten des EJC interagiert.

Dariber hinaus konnte sie eine Reihe von neuen IGF2BP1-Liganden identifizieren.
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Flag chIGF2BP1 (HEK293)

GFP-chIGF2BP1 (U20S)

Peptide

Intensitat

Peptide Intensitat

Name des Gens
IGF2BP1;CRDBP;VICKZ1;ZBP1
NCL

HNRNPU;HNRPU;SAFA
IGF2BP2;IMP2;VICKZ2
DHX9;DDX9;LKP;NDH2
IGF2BP3;IMP3;KOC1;VICKZ3
TROVE2;R060;SSA2
HNRNPA2B1;HNRPA2B1

ILF3;DRBF;MPHOSPH4;NF90

Ref. Sequenz
NP_006537
NP_005372
NP_114032

NP_006539

NP_001348
NP_006538
NP_004591
NP_112533
NP_036350

3,70E+06
3,8E+0,5
6,20E+05
2,20E+05
0,00E+00
1,90E+05
0,00E+00

0,00E+00

2,60E+07
3,10E+07
8,20E+06
5,30E+06
1,20E+07
7,90E+06
4,40E+06

1,10E+07

1 20 0,00E+00 2,14E+07
1 21 0,00E+00 2,75E+06
39 5,56E+05 7,80E+06
22 2,26E+05 9,19E+06
60 3,53E+05 7,87E+06
4 0,00E+00 4,08E+05
6 0,00E+00 1,16E+04
22 5,16+04 6,08E+05

0
6
6 31 6,03E+04 3,07E+06
0

MOoVv10 NP_001123551 | 1 | 17 | 0,00E+00 6,50E+05 47 | 0,00E+00 3,33E+06
HNRNPM;HNRPM NP_005959 3 |22 11 | 38 | 3,00E+05 5,87E+06
EIF3A;EIF3510 * NP_003741 1 | 27| O0,00E+00 1,30E+07 1|61 0,00E+00 2,54E+06

SYNCRIP;HNRPQ
HNRNPR;HNRPR

YBX1;NSEP1;YB1

NP_006363
NP_005817
NP_004550

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

1,50E+05
1,80E+06
7,70E+04

1 28 6,66E+06
2 27 0,00E+00 4,22E+06
4 19 2,28E+05 1,46E+06

MATR3 NP_061322 nn 0,00E+00 1,70E+05 n 2,88E+05 2,75E+06

SSB;Lupus La protein NP_003133 nn 0,00E+00 1,20E+06 0,00E+00 8,82E+04

UPF1 *

NP_002902

3 |57 1,57E+05 4,31E+06

WIBG;PYM *
EIF4A3;DDX48 *
PABPC1;PAB1;PABP1 *

NP_001137325
NP_055555
NP_002559

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

4,10E+03
2,10E+04
1,30E+06

34 3,90E+05 1,14E+07

THOC4;ALY;BEF * NP_005773 0|1 3|8 1,29E+04 4,41E+04
NXF1;TAP * NP_006353 0|1 0| 2 0,00E+00 2,91E+03
RNPS1 * NP_006702 1] 4 0,00E+00 7,87E+03
ACIN1;ACINUS * NP_055792 1] 8 0,00E+00 3,23E+04
ROD1, PTBP3 * NP_005147 1109 0,00E+00 2,21E+04

HNRNPD;AUF1;HNRPD
HNRNPAB;ABBP1;HNRPAB

NP_112738
NP_112556

0,00E+00
0,00E+00

1,30E+05
4,80E+05

14 0,00E+00 4,08E+05
12 0,00E+00 6,96E+04
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DDX3X;DBX;DDX3 NP_001347 1] 3 0,00E+00 2,50E+04 0| 8 0,00E+00 4,34E+04
PABPC4 NP_001129125 0,00E+00 3,60E+05 7 1,66E+04 2,18E+06
HNRNPL;HNRPL NP_001524 0,00E+00 2,90E+05 0 0,00E+00 3,57E+06

HNRNPA1;HNRPA1 NP_112420 4,60E+05 1,80E+06 0,00E+00 3,45E+05
ILF2;NF45 NP_004506 6,51E+04 5,5+05

NCBP1;CBP80;NCBP * NP_002477 0,00E+00 6,70E+05 0,00E+00 2,10E+05

Tabelle 3.1: Identifikation von chlGF2BP1 assoziierten Proteinen (Dissertation Dr. Kristin Wachter). Auszug
aus spezifisch angereicherte Proteine der Flag-chlIGF2BP1-Immunprazipitation (IP) aus HEK293 Zellen und der
GFP-chIGF2BP1-Immunoprazipitation aus U20S Zellen. Als Kontrolle (K) dienten jeweils parentale HEK293 und
U20S Zellen. (Bedingungen: identifizierte Peptide IP > K; Peak-Intensitat IP > K; Peptide in IP > 2; Intensitat in IP
> 1E+03). Fir jedes Protein wurden der Name des Gens, die Referenzsequenz, die Zahl der identifizierten
Peptide sowie die Peak-Intensitdit angegeben. Faktoren von Pionier-mRNPs sind mit Stern versehen (*),
Liganden, die bereits in MS-Analysen identifiziert wurden sind lila (Jonson et al.,, 2007) und orange
(Weidensdorfer et al., 2009) markiert.

Neben diversen Vertretern der HNRNPs konnte Frau Dr. Wachter RNA-bindende Proteine wie das
Zink-Finger Protein (ZFR), oxidative stress-associated Src activator (Ossa) Spleillingfaktoren,
Helikasen, zytoskelettale Proteine und Komponenten des RISC (RNA-induced silencing complex)
(siehe Tabelle 3.1) identifizieren. Eine andere Arbeitsgruppe (Hock et al., 2007) konnte zeigen, dass
chlGF2BP1 in Argonaute enthaltenden mRNPs vorkommt und mit den Komponenten des RISC
interagiert, wobei IGF2BP1 keine Funktion im RISC zugeschrieben wurde. Widerspriichliche
Ergebnisse findet man in Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wieder (Busch et al., 2016; Miiller et al.,
2018a,b), welche beschreiben, dass IGF2BP1 in RISC-freien Komplexen vorkommt und somit seine
target-mRNAs vor microRNA gerichteter Degradation schiitzt. Diese Unstimmigkeiten zeigen, dass
trotz einiger Studien die Zusammensetzung IGF2BP1-enthaltener RNPs immer noch nicht geklart ist.
Entgegen der vorangegangen Methoden der publizierten Arbeiten, sollte deshalb die

Zusammensetzung der Komplexe mittels RNA-Prazipitation untersucht werden.

3.1.1 Optimierung des RNA-pulldowns

Die Methode der Immunprazipitation ist fragwiirdig, da es ungeklart bleibt, wie viele
unterschiedliche RNPs anhand der Durchfiihrung gereinigt werden. Zu diesem Zweck wurde ein RNA-
pulldown mit HEK293A-Zelllysat durchgefiihrt. Dieser sollte Aufschluss Uber die Zusammensetzung
von IGF2BP1-enthaltenen RNP-Komplexen geben, welche an der Erkennung oder Bindung einer
speziellen mRNA involviert ist. Damit sollten die erhaltenen Proteine der vorherigen Flag-chlGF2BP1-
/GFP-chIGF2BP1 Immunprézipitation auf Proteine reduziert werden, die in einem RNP interagieren.

In Abb. 3.2 ist das Verfahren des RNA-pulldowns zur Isolierung von RNPs schematisch dargestellt.
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D . Amylose beads + Abbildung  3.2:  Schematische
+ | beats MS2BP-MBP Darstellung des RNA-pulldown-
Versuches. Der RNA-pulldown

| beruht auf der hochaffinen

Wechselwirkung der MS2

o » Haarnadelstruktur (MS2-loop) mit

\ / \ —\ El\xl/g\rotransknblerte dem Hiillprotein des

Bakteriophagen MS2 (MS2BP). Das

Hullprotein wird dabei Uber ein

fusioniertes  Maltosebindeprotein

HEK293A-Lysat (MBP) an Amylose-Resin-Beads

immobilisiert. Durch Zugabe von

Proteinextrakten bilden sich an der

MS2-loop-gekoppelten RNA die

RNPs aus, welche nach der Elution

mit Maltose im Western Blot
analysiert wurden.

Elution mit Maltose

Fir  optimale Bedingungen wahrend des RNA-pulldowns  wurden verschiedene
Pufferzusammensetzungen getestet. Anhand der schon veréffentlichten Interaktion von IGF2BP1,
HNRNPU, HNRNPQ mit der MYC-mRNA wurde ein MYC-CDS-3'UTR Konstrukt ohne SpleiBereignis
sowie Poly-A-Schwanz mit 4 MS2-/oops kloniert (Abb.3.5 B). Als Kontrolle diente das MYC-Konstrukt
ohne die loop-Region. Die beschriebenen Konstrukte wurden mittels in-vitro-Transkription in RNA
umgeschrieben und in verschiedenen Ansatzen getestet. Fiir jeden pulldown-Test wurde das gesamte
Eluat in einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und fir die oben erwdhnten Proteine im
Western Blot analysiert. Es konnte festgestellt werden, dass die Ausbildung der RNA-Proteinbindung
ein Optimum bei 150 mM NaCl und 3 mM MgCl, besitzt (Abb. 3.3 A und B). NaCl wird hinzugefigt,
um unspezifische Wechselwirkungen zu unterdricken. MgCl, ist unter anderem fiir die RNA-Faltung

bzw. Stabilitat notwendig.

A B
Kontrolle pulldown Kontrolle pulldown
| 10 50 150 200300 10 50 150 200300 NaCl[mM] 1015 3 5 10 0 15 3 5 10 MgCl2[mM]
[= | 1GF2BP1 | | 1GF28P1
B B | HNRNPU | ~ « = « | HnrNPU
|= =8 = | HNRNPQ [ — | HNRNPQ

Abbildung 3.3: Pufferoptimierung des pulldown-Verfahrens. Dargestellt ist ein Western Blot zur
Bindungsanalyse zwischen den Proteinen des Zellextrakts und der immobilisierten RNA. Die Prazipitation der
Proteine sowie der Input (I) wurden mit den entsprechenden Antikdrpern untersucht. (A) Analyse des
pulldowns der MYC-CDS-3'UTR mit MS2-loops und ohne (Kontrolle) bei unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen (+20 mM Tris pH 7,4; 0,05 % NP-40; 8,7 % Glycerol; 11mM Heparin; 1mM DTT). (B) Analyse
des pulldowns der MYC-CDS-3'UTR mit MS2-loops und ohne (Kontrolle) bei unterschiedlichen MgCl,-
Konzentrationen (+20 mM Tris pH 7,4; 150 mM NacCl; 0,05 % NP-40; 8,7 % Glycerol; 11mM Heparin; 1mM DTT).

39



Ergebnisse

Weiterhin wurden unterschiedliche Konzentration im Bereich von 1,5 bis 15 pug/ml fir das fusionierte
MS2BP-MBP (Maltose-2-Bindeprotein-Maltosebindeprotein) untersucht. Das MS2BP-MBP assoziiert
mit der loop-Region der in-vitro-transkribierten RNA und immobilisiert diese an die Amylose-Resin-
Beads. Es stellten sich keine erheblichen Unterschiede in der Anreicherung der getesteten Proteine
far die verschiedenen MS2BP-MBP-Mengen in der Western Blot-Analyse dar (Abb. 3.4 A). Daraufhin
wurden 1,5 pg/ml MS2BP-MBP verwendet. Fiir eine geeignete RNA-Konzentrationsbestimmung
wurde der pulldown-Ansatz mit steigender RNA-Menge von 1-40 pmol inkubiert (Abb. 3.4 B) und

analysiert. Daraufhin wurde eine RNA-Konzentration von 10 pmol fiir die weiteren Experimente

gewahlt.
Kontrolle pulldown Kontrolle pulldown

1 1,5 3 5 10 1,5 3 5 10 Ms28P-MBP [ug/ml] 1 1 5 10 20 40 1 5 10 20 40 RNA [pmol]

== == = = | IGF28BP1 | == " |ierm1
“ | HNRNPU | - - == o =’ | NRNPU

-— -— — W= B ————

.- ST = T 22| HNRNPQ | — — = = | HNRNPQ

W s < e v | mis2BP-MBP

Abbildung 3.4: Optimierung der MS2BP-Konzentration und der Kéder-RNA-Menge. Dargestellt ist ein Western
Blot zur Bindungsanalyse zwischen den Proteinen des Zellextrakts und der immobilisierten RNA. Die
Prazipitation der Proteine sowie der Input (I) wurden mit den entsprechenden Antikérpern untersucht. (A)
Analyse des pulldowns der MYC-CDS-3'UTR mit MS2-loops und ohne (Kontrolle) bei unterschiedlichen MS2BP-
MBP-Konzentrationen (+20 mM Tris pH 7,4; 150 NaCl; 3 mM MgCl,; 0,05 % NP-40; 8,7 % Glycerol; 11mM
Heparin; 1mM DTT). (B) Analyse des pulldowns der MYC-CDS-3"UTR mit MS2-loops und ohne (Kontrolle) bei
unterschiedlichen RNA-Konzentrationen (+20 mM Tris pH 7,4; 150 NaCl; 3 mM MgCl,; 0,05 % NP-40; 8,7 %
Glycerol; 11mM Heparin; 1mM DTT).

Der aus den getesteten Bedingungen resultierende Bindungspuffer setzte sich wie folgt zusammen:
20 mM Tris pH 7,4; 150 mM NacCl; 3 mM MgCl,; 8,7 % Glycerin; 0,05 % NP-40; 1 mM DTT; mit 10
pmol in-vitro-transkribierter RNA und 1,5 pg/ml MS2BP-MBP. Dem Puffer wurden zuséatzlich noch 11
ug/ml Heparin zugesetzt, um unspezifische Protein-RNA Interaktionen zu minimieren (Merz et al.,
2007). Als Zelllysat wurden fir jeden Ansatz 6x10° HEK293A Zellen mit dem hier beschriebenen

Puffer lysiert.

A B
ACTB MYC
I 84 1212 1786 1944 1 1068 1320 1755 1913
[suTR | cos [ Jsur ] | cos 3-UTR
B cDs [ T-urr | | CDs 3 UTRI

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der ACTB- und MYC-Konstrukte. Die abgebildeten Konstrukte
wurden in-vitro-transkribiert und fir die Proben der Massenanalyse eingesetzt. Das Kontrollkonstrukt ist ohne
den loop-Bereich dargestellt und das Konstrukt fir den pulldown mit MS2-loops (rot). Der blau hinterlegte
Bereich in A und B stellt die publizierten Bindungsstellen von IGF2BP1 dar (ACTB-zipcode und MYC-CRD).
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Nach der Optimierung des RNA-pulldowns wurde ACTB als weitere Ziel-mRNA von IGF2BP1 mit und
ohne 4 MS2-loops kloniert (Abb. 3.5 A). MYC und ACTB waren zu dieser Zeit die mit am besten
charakterisierten  IGF2BP1-Zieltranskripte und sollten deshalb zur Identifikation der
Zusammensetzung von IGF2BP1-enthaltenen RNPs dienen. AuBerdem sollten Gemeinsamkeiten und
Unterschieden in der Zusammensetzung der RNPs analysiert und beide Proteinkomplexe miteinander
verglichen werden. Ebenso wie die MYC-Konstrukte besaRRen die ACTB-Konstukte, kein SpleiRRereignis
und kein Poly-A-Signal. Der Verzicht dieser Bereiche sollte dazu dienen, nur die Proteine zu
die unmittelbar oder Stabilitatskontrolle der

prazipitieren, in die Translationsrepression

Zieltranskripte involviert sind.

3.1.2 RNA-pulldown-Verfahren identifiziert neue putative Bindungspartner

der ACTB- und MYC-mRNA

Fir die Analyse der MYC- und ACTB-mRNA bindenden Proteine wurden die Konstrukte in
Abb. 3.5 mittels in vitro-Transkription in RNA umgeschrieben und fiir das pulldown-Verfahren

eingesetzt.

MYC Abbildung 3.6: Identifizierung von
M  kDa Bindungsproteinen der ACTB-5"UTR-CDS-
3°UTR und MYC-CDS-3'UTR mit Hilfe des
4 191 RNA-pulldown-Verfahrens.
zg)ﬁo pame) B Bindungsproteine wurden unter
HNRNPULY | S v Verwendung in-vitro-hergestellter MS2-
'r\'l-gi ;""‘* ‘ loop-tragender RNA (P) aus dem
PABPC1/4 o HEK293A-Zellextrakt gewonnen (Abb.
= o 3.5). RNA ohne /loop diente als Kontrolle
Hitrivit . oo (K). Die affinitatsgereinigten Proteine
lHG"::';';'F;g s > wurden ber eine SDS-PAGE aufgetrennt
IGF2BP1/3 ) und mittels MALDI TOF MS in der Gruppe
ZL%F,TPK von Dr. Thomas Ruppert (ZMBH,
Heidelberg) identifiziert. Die Abbildung
HNRNPE2 zeigt eine reprasentative Darstellung der
:-Iﬁ'\:j%NpAz/B1 pulldown-Eluate durch eine Silberfarbung
: . :mgmggs visualisiert. Einige Faktoren die wihrend
CSDA der Massenanalyse in den Ansdtzen von
::32%3 ACTB und MYC identifiziert wurden sind
' ELAVL1 schwarz markiert. Liganden die nur im
e ' ?Q,Z"PA‘ ACTB (orange) oder MYC (blau) pulldown
K vorhanden waren sind farblich markiert.
(M=Proteinmarker)

Fiir die Analyse wurden die affinitatsgereinigten Proteine elektrophoretisch lber eine SDS-PAGE

aufgetrennt und anschlieBend von Herrn Dr.

Thomas Ruppert

in Heidelberg am ZMBH
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massenspektrometrisch durch MALDI TOF MS analysiert. In Abb. 3.6 sind die silbergefarbten Gele des
RNA-pulldowns von MYC und ACTB dargestellt. Eine Ubersicht der identifizierten Proteine mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) ist in der Tabelle 3.2 dargestellt. In der Tabelle ist
die Anzahl der gefundenen Peptide des jeweiligen Proteins und der Protein-score aufgelistet. Der
score gibt an wie wahrscheinlich es ist, dass der erhaltene Wert ein zufélliges Ereignis ist. Dabei
werden die Datenbank-Sequenzen mit den experimentell ermittelten Daten verglichen. Je héher der
score ist, desto wahrscheinlicher ist ein nicht zufilliges Ereignis. Proteine mit einem Wert >100
wurden als signifikant betrachtet. Werte <100 sind rot hinterlegt und sollten sorgfaltig Uberpruft
werden. Die erhaltenen Proteine der Massenanalyse wurden in finf Gruppen unterteilt: RNA-
bindende Proteine (RBPs), Kinasen, Helikasen, Motorproteine und andere Proteine, die nicht in diese
Gruppen fallen. Den groRten Anteil nahmen dabei die RBPs ein. In Tabelle 3.2 sind die Proteine mit
einem * markiert, welche bereits als putative IGF2BP1 Liganden in Jonson et al. 2007 und in der

Dissertationsarbeit von Frau Dr. Wachter identifiziert wurden.

Die Massenauswertungen weisen eine hohe Ubereinstimmung mit den verdffentlichten Arbeiten von
Frau Dr. Wachter und Jonson et al. 2007 auf. Im Vergleich konnten jedoch beim RNA-pulldown keine
Spleifaktoren wie U2AF2, PUF60, PRPF31 oder EJC-Komponenten angereichert werden. Dieser
Befund untermauert die Spezifitat des pulldown-Verfahrens, da die pulldown-Konstrukte kein
SpleiBereignis enthalten und das Fehlen dieser Faktoren als Zeichen der Spezifitat gewertet werden
kann. Die Massenauswertung der Immunprazipitation ergab weit mehr angereicherte Proteine als
beim pulldown-Verfahren. Das konnte darauf hinweisen, dass man mit Hilfe des RNA-pulldowns
spezifischer reinigen kann. Dennoch konnten mit dem pulldown-Verfahren neue, mogliche
Interaktionspartner gezeigt werden. Unter den RBPs befanden sich z. B. HNRNPCL1, HNRNPDL, RALY
und KHSRP (KH domain-containing splicing regulatory protein). \Wobei Letzteres das humane
Homolog zum chicken ZBP2 darstellt. Es wurde gezeigt, dass ZBP2 die Bindung von ZBP1 an die ACTB-
mRNA wahrend der Transkription erleichtert (Pan et al., 2007), was darauf hindeutet, dass KHSRP
IGF2BP1 bei der ACTB-Bindung unterstiitzen konnte. Fir KHSRP wurde ebenfalls beschrieben, dass es
in mRNA-trafficking involviert ist (Kung et al., 2017), was es interessant fir den mRNA-Transport fir
ACTB macht.

Weitere RBPs wie Paraspeckle component 1 (PSPC1) oder Splicing Factor Prolin and Glutamin Rich
(SFPQ) wurden ebenfalls in den Massenauswertungen dieser Arbeit analysiert. In der Literatur
werden beide Proteine als Kernproteine beschrieben, die Paraspeckles bilden. Paraspeckles sind
dynamische Strukturen im Zellkern, welche an der Regulation der mRNA-Expression beteiligt sind
(Dobson et al., 2015).

Das Motorprotein KIF11 konnte ebenfalls als Bindungspartner von IGF2BP1 identifiziert werden.

Dessen Funktion besteht darin, den aktiven Transport von RNPs entlang des Zytoskeletts zu
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ermoglichen. In der Gruppe der Kinasen konnte unter anderem die Proteinkinase R (PKR) detektiert

werden. Diese wird durch doppelstrangige RNA (dsRNA) aktiviert, die z. B. durch eine Virusinfektion

in die Zellen gelangen. Es kann auch durch Heparin aktiviert werden, welches sich im Puffer des

pulldown-Verfahrens befindet. Die PKR phosphoryliert NF90, was fir die Assoziation des NF90/NF45-

Komplexes notwendig ist (Wen et al., 2014). Wahrscheinlich wurde die PKR mittels NF90 im pulldown

prazipitiert.

Der letzten Gruppe konnten Metalloproteasen, Metallothioneine, Zinkfingerproteine etc. zugeordnet

werden, welche jedoch nicht naher betrachtet wurden.

score (Anzahle der identifizierten Peptide)

ACTB MYC
Name des Gens Ref. Sequenz K P K P
ADAR;DRADA;IFI-4 * NP_001102 241 (13)

CSDA;DBPA* NP_003642 63 (3) 111(12) 310 (53)
ELAVL1;HUR* NP_001410 302 (16) | 378(31)

HNRNPE2;PCBP2* NP_114366 5 130 (6)

HNRNPA1;HNRPAL* NP_112420 17 (200) 19 (180)
HNRNPA2B1;HNRPA2B1* NP_112533 23 (262)

HNRNPA3;HNRPA3* NP_919223 19 (180)
HNRNPAB;ABBP1;HNRPAB* NP_112556 114 (7) 121 (15)
HNRNPC;C1;C2;HNRPC;SNRPC* NP_001070910 | 223(16) | 264 (42) 912 (153)
hnRNPCL1 NP 001013653 451 (8)
HNRNPD;AUF1;HNRPD* NP_112738 149 (44)
hnRNPDL;JKTBP;laAUF1 NP_112740 153 (20)
hnRNPG;RBMX* NP_002130

HNRNPK;HNRPK* NP_002131 411 (29) 105( 7)

RBPs | HNRNPM;HNRPM* NP_005959 905 (110) 1094 (135)
HNRNPQ; HNRPQ;SYNCRIP;NSAP1* | NP_006363 162 (15)
HNRNPR;HNRPR* NP_005817 325 (34)
HNRNPU;HNRPU;SAFA* NP_114032 189 (15) 179 (12)
HNRNPUL1;E1BAPS* NP_008971
IGF2BP1;CRDBP;VICKZ1;ZBP1* NP_006537 942 (136)
IGF2BP2;IMP2;VICKZ2* NP_006539 405 (39)
IGF2BP3;IMP3;KOC1;VICKZ3* NP_006538 337 (37)
ILF2;NF45* NP_004506 185 (11)
ILF3;DRBF; MPHOSPH4;NF90* NP_036350 195 (7)
KHSRP;FUBP2 NP_003676 136 (5)

LRC15;LRRC13;LIB NP_001128529
MYEF2;KIAA1341 NP_057216 109 (4)

NCL* NP_005372 W

PABPC1;PAB1;PABP1* NP_002559 276 (31) 1067 (338)
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PABPC1L2A NP_001012995
PABPC3 NP_112241 634 (169)
PABPC4* NP_001129125
PABPCAL NP_001108206
PSPC1;PSP1 NP_001035879 (108) 4
PTBP1;PTB;HNRNPI* NP_114368 110 (6)
PTBP2;MIBP* NP_067013
RALY;P542 NP_057951
RALYL;HNRPCL3 NP_001093861 53(7)
SFPQ;PSF NP_005057 308 (12) 390 (19) 31(2)
SNRPA NP_004587 5w | ~®
SNRPB;SNRPB1 NP_937859 42(2) 766 | 00
SNRPD2;5MD2 NP_004588 2 |
SNRPD3 NP_004166 _- VEYE)!
YBX1;NSEP1;YB1* NP_004550 44 (2)
INF346;IAZ NP_036411 64 (3)

Kinasen | £|F2AK2;PKR NP_001129123

Heli- | DHX9;DDX9;LKP;NDH2 NP_001348 160 (14)

kasen | \10v10 NP_001123551

Motor-

proteine | KIF11;TRIPS NP_004514
AKAP6;ADAP6 NP_004265
DLK1;FA1;PREF1 NP_003827
DSP;DPI NP_004406
FANCJ;BRIP1 NP_114432
GTF2H1 NP_001135779

andere | HOOK2ZHK2 NP_037444
KCNJ3;GIRK1 NP_002230
MIF;GIF NP_002415
NDC80;HEC NP_006092
PITRM1;MP1 NP_055704
PPFIAL;LIP1 NP_003617
SHROOM3;SHRML NP_065910

Tabelle 3.2: Massenspektometrisch identifizierte Proteine des ACTB-5°UTR-CDS-3°UTR (ACTB) bzw. des
MYC-CDS-3"UTR- pulldowns (MYC). Die Proteine wurden in fiinf Klassen eingeteilt: 1. RNA-bindende Proteine
(RBPs); 2. Kinasen; 3. Helikasen; 4. Motorproteine; 5. weitere Proteine, die nicht zu den anderen Gruppen
gehoren. Der Protein score gibt an wie wahrscheinlich es ist, dass der erhaltene Wert ein zufalliges Ereignis ist.
Je mehr Peptidsequenzen eines Proteins zugeordnet werden kénnen, desto hoéher féllt der Protein score aus;
>100=signifikant; rot hinterlegt <100). Die Anzahl der identifizierten Peptide ist in Klammern dargestellt.
P=pulldown mit loop-Konstrukt; K=Kontroll-pulldown ohne loop-Struktur.*Liganden, die mit den MS-Analysen
der chlGF2BP1-IP (durchgefiihrt von Dr. Kristin Wachter) und Jonson et al., 2007 tibereinstimmen.

Auffallig an den Massenauswertungen der pulldown-Analyse ist, dass der Ansatz mit dem

Kontrollkonstrukt von ACTB, Proteine wie |IGF2BP1, ELAVL1 etc. anreichert. Das deutet auf
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unspezifische Bindungen hin und muss naher untersucht werden. Das Silbergel (Abb. 3.6)
verdeutlicht ebenso, dass die Durchfiihrungen mit den ACTB-Konstrukten im Vergleich zu den MYC-
Konstrukten den starkeren Hintergrund zeigt, obwohl alle Ansé&tze gleich behandelt und durchgefiihrt

wurden.

3.1.3 Die Proteinzusammensetzung der mRNPs variiert transkriptspezifisch

Beim Vergleich der massenspektrometrischen Ergebnisse beider pulldown-Untersuchungen konnten
sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede hinsichtlich der Zusammensetzung festgestellt
werden. So binden laut der Massenanalyse IGF2BP1-3, HNRNPAB, HNRNPC, HNRNPD, HNRNPM,
HNRNPU oder PTBP1 die in-vitro-transkribierten 3’"UTRs beider Transkripte. Proteine wie HNRNPE?2,
ELAVL1, YB1, DHX9 oder KIF11l interagieren im pulldown nur mit dem ACTB-3°'UTR, wéhrend
HNRNPQ, HNRNPR, HNRNPG sowie NF90 und NF45 nur mit dem MYC-Konstrukt identifiziert wurden
(Tab. 3.2). Aufgrund der experimentellen Limitierung der Massenspektrometrie wurden die
dargelegten Ergebnisse mittels Western Blot Uberprift. Vor der Validierung wurden jedoch neue

MYC und ACTB Konstrukte fiir diese Arbeit hergestellt (siehe Abb. 3.7; weiller Hintergrund).

A B
ACTB MYC

I 84 1212 1786 1944 1 1068 1320 1755 1913

[suTR | cos [[ur | cos 3UTR |
I 574 732 1 434 592,

|

| 416 574 I 252 410

cDs CRD

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der verkiirzten ACTB- und MYC-Konstrukte. Die Abbildung zeigt die
Konstrukte, welche bei der Massenanalyse verwendet wurden (grau hinterlegt) und die verkiirzten Konstrukte
(weiBer Hintergrund), die zur Validierung der Ergebnisse der Massenanalyse eingesetzt wurden. Die Kontrolle
(*) wird durch das ACTB-CDS(1-416)-Konstrukt mit dem loop-Bereich (orange) dargestellt. Der blau hinterlegte
Bereich in A und B zeigt die publizierten Bindungsstellen von IGF2BP1 (ACTB-zipcode und MYC-CRD).

Diese Konstrukte sollten sich auf das Erkennungsmotiv von IGF2BP1 beschranken. Dadurch sollten
die Ergebnisse der Massenspektrometrie auf die Bindeproteine des Transport-RNPs, vermittelt durch
den ACTB-zipcode, und die Stabilitaitskomponenten des CRD-RNPs von MYC reduziert und

miteinander verglichen werden. Zu den verkiirzten Konstukten wurden CRD-MYC, 3’'UTR-MYC, 3'UTR
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von ACTB und ein Kontrollkonstrukt hergestellt, welches tiber eine loop-Region verfligt (ACTB-CDS(1-
416)-4MS2-loops) und vergleichbar grol8 ist (siehe Abb. 3.7%*)

Zur Validierung der putativen Interaktionspartner wurden pulldown-Assays mit den neuen
Konstrukten durchgefiihrt und mittels Western Blot analysiert. Die Untersuchungen erfolgten sowohl
fiir bereits publizierte als auch neu identifizierte IGF2BP1-Interaktionspartner, fir welche validierte

Antikorper zur Verfligung standen.

ACTB MYC

| 1-416 3'UTR3'UTR CRD . L .
_f.-" e — I-l IGF2BP1 AbbllduT\g 3.8: lIdentifizierung der Protein-
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'- T e — | MOV10 enthaltenden RNP-Komplexe mit Hilfe des
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| - W S— | NF90 HEK293-Zellextrakts und der publizierten cis-
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| g T 53 HNRNPD (rechts) untersucht.
i, J - ‘
E ¥ - e HNRNPQ
———-

|
|
|
|
- p—— | HNRNPM
|
|
|
!

| - e—

| T— = HNRNPE2
[=—s F——QH PTBP1
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Das Bindungsmuster von |IGF2BP1 zeigt neben der Interaktion mit den bekannten
Erkennungsmotiven ACTB-3’UTR und MYC-CRD, dass IGF2BP1 ebenfalls die MYC-3'UTR und zu
geringen Teilen das Kontrollkonstrukt bindet. Die Assoziation von IGF2BP1 mit der Kontrolle lasst sich
mit spater durchgefiihten Clipanalysen (Hafner et al., 2010; Conway et al., 2016; Van Nostrand et al.,
2016) untermauern. Auf eine putative Bindungsstelle innerhalb der ersten 416 bp der ACTB-mRNA,
wird durch die CLIP-Analysen hingewiesen (Abb. 3.27). Das ACTB-1-416-Konstrukt ist dennoch als
Kontrolle geeignet, da sich dieser Bereich vom gesuchten RNP abgrenzt.

Die Wechselwirkung zwischen IGF2BP1 und der MYC-3'UTR wurde bisher noch nicht ndher

beschrieben und lasst folgern, dass es ebenfalls an Motive in der MYC-3'UTR bindet. Diese
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Assoziation wurde ebenfalls mit Clip-Analysen bestatigt (Hafner et al., 2010; Conway et al., 2016; Van
Nostrand et al., 2016).

HNRNPU und DHX9 binden die ACTB-3'UTR, die MYC-CRD (wie schon in Weidensdorfer et al., 2009
beschrieben) und die MYC-3'UTR. Interessanterweise stellte sich heraus, dass der grofRte Teil der
putativen Interaktionspartner eine spezifische Bindung mit beiden 3’"UTR-Konstrukten eingeht, was
nicht verwunderlich ist, da viele regulatorische Sequenzmotive im 3'UTR lokalisiert werden. So
interagieren beispielsweise HNRNPQ, ELAVL1, NF45, HNRNPD, HNRNPA2B1, HNRNPM und PTBP1 mit
der 3’'UTR von MYC sowie ACTB, aber sie sind weder im pulldown der Kontrollsequenz noch der MYC-
CRD angereichert. Fiir ELAVL1 konnte bereits in Weidensdorfer et al., 2009 eine Bindung zur 3'UTR
der MYC-mRNA identifiziert werden. Fir HNRNPQ konnte jedoch keine Assoziation mit der MYC-CRD
im pulldown validiert werden. Andere Proteine zeigen eine spezifische Bindung, indem sie
Bestandteil von nur einem pulldown-Konstrukt sind. So bindet HNRNPE2 nur die ACTB-3"UTR, was
auch mit den Daten der Massenspektrometrie tibereinstimmt (Tab. 3.2). Andere Proteine wiederum
konnten mittels Western Blot nicht detektiert werden wie z. B. NCL oder HNRNPAB. Entweder ist
deren Bindungsmotiv durch die Verklrzung der Konstrukte verloren gegangen (Abb. 3.7), oder die
Proteinmenge liegt unterhalb des Detektionsbereichs. ELAVL1 konnte nach den Ergebnissen der
Massenspektrometrie nur tGber ACTB gereinigt werden. NF90, NF45 und HNRNPQ hingegen wurden
nur Gber das MYC-Konstrukt im pulldown identifiziert. Der Western Blot fiir alle vier Proteine zeigte
jedoch, dass diese sowohl an ACTB als auch an MYC binden kdonnen. Dieser Befund macht deutlich,
dass einige Proteine nicht eindeutig Uber die Massenspektrometrie detektiert werden.
Zusammenfassend lassen die pulldown-Analysen der ACTB- und MYC-Konstrukte schlussfolgern, dass
die Zusammensetzung der RNPs sich zwar U(berwiegend 3&hnelt, darliberhinaus aber auch

transkriptspezifische Komponenten identifiziert werden konnten.

3.1.4 Identifizierung der RNP-Komplexbildung wdhrend des pulldown-

Verfahrens

Durch Ultrazentrifugation eines Gradienten kann man Zellbestandteile anhand ihrer Masse und
Dichte voneinander trennen. Isoliert vorliegende Proteine kommen dabei in Regionen geringerer
Dichte vor, wahrend sich gréRere Komplexe aus Proteinen und Nukleinsduren in Bereichen héherer
Dichte anreichern.

Es war jedoch keineswegs gewiss, ob sich wahrend des pulldown-Verfahrens ein Komplex aus in-

vitro-transkribierten RNA und diversen RBPs bildet. Deshalb wurde die Verteilung von IGF2BP1,
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ELAVL1, HNRNPM und der in-vitro-transkribierten RNA nach der pulldown-Durchfiihrung im 5-

20%igen Sucrosedichtegradienten untersucht.

Dichtegradient 5-20% Abbildung 3.9: Anreicherung der ACTB-

leicht schwer 3°’UTR vermittelten RNP-Komplexe.
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Nach der Ultrazentrifugation wurden 10 Fraktionen gesammelt und aus jeder die in-vitro-
transkribierte RNA und die Proteine isoliert. Im Blot ist zu erkennen, dass die RNA sowie die Proteine
sich im Gradienten verteilen, jedoch kaum ein Anteil in der freien Fraktion 1 zu detektieren ist
(Abb.3.9). Die Proteine IGF2BP1 und ELAVL1 reichern sich in Fraktion 2—7 an, wahrend das Maximum
parallel zur in-vitro-transkribierten RNA in Fraktion 2-5 liegt. Dagegen befindet sich der grofte Teil
an HNRNPM in einem etwas dichteren/schwereren Bereich des Gradienten (Fraktion 3—9) mit einem
Maximum in Fraktion 4—6. Anhand dieser Daten kann man davon ausgehen, dass sich im Verlauf des
pulldown-Verfahrens Komplexe aus der in-vitro-transkribierten RNA und den Proteinen des HEK293A-
Zelllysats bilden. Das Auftreten in den gleichen Fraktionen unterstiitzt die Annahme, dass alle 3
Proteine in gleich groBen, wenn nicht in gleichen Komplexen auftreten. Mit dem Kontrollkonstrukt
konnte nur IGF2BP1 in den leichten Fraktion 2 und 3 analysiert werden. Das deutet darauf hin, dass
sich IGF2BP1 mit dem Kontrollkonstrukt in kleineren Komplexen befindet oder moglicherweise in
gewissem MaRe unspezifisch an diese RNA bindet, da sich sowohl die endogene ACTB-RNA (Abb.
3.10 B) als auch das Transkript mit der publizierten Bindestelle (Abb. 3.9) in den schwereren

Fraktionen befindet.

3.1.5 IGF2BP1 sedimentiert im Sucrosedichtegradienten in leichten und

schweren mRNPs

Zur weiteren Charakterisierung von IGF2BP1 enthaltenden-RNPs wurde die Proteinverteilung in
einem Sucrosedichtegradienten mit Gesamtzellextrakt von Frau Dr. Kristin Wachter aus unserer

Arbeitsgruppe untersucht. Durch Analysen in Nielsen et al., 1999 war bereits bekannt, dass IGF2BP1
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nicht polysomassoziiert vorliegt. Dieser Befund zeigt, dass IGF2BP1 (iberwiegend in RNPs auftritt, die
nicht zum steady state der Translation gehoren. Aufgrund dessen verwendete Frau Dr. Wachter fir

ihre Untersuchungen einen 5—20%igen Sucrosedichtegradienten (Abb.3.10 A).
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Abbildung 3.10: Analyse IGF2BP1 enthaltener mRNPs. Das HEK293A-Zellextrakt wurde auf einen
kontinuierlichen (5-20 %) Sucrosedichtegradienten geladen und (A) das Absorptionsprofil bei 254 nm
gemessen. (B) Quantifizierung der angezeigten RNAs mittels qRT-PCR. Das Diagramm zeigt die Abundanz

der RNAs [%] in den einzelnen Fraktionen von drei unabhangigen Experimenten. Leichte mRNPs sind durch
das Vorhandensein der YRNAs und die schwereren mRNPs durch ACTB und MYC-RNA gekennzeichnet (C) Die
Proteine des Inputs (I) und der Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
analysiert. (D) Dargestellt ist die Western Blot-Analyse der Immunprazipitation von IGF2BP1 aus den
vereinten Fraktionen 1-3 (RoRNP) und 5-7 (mRNP). Die Proteine des Inputs, der bead-Kontrolle ohne
Antikérper (IP Kontrolle) sowie die Immunprazipitation (IP a-IGF2BP1) von IGF2BP1 sind abgebildet.
(Durchgefiihrt und abgebildet von Frau Dr. Kristin Wachter. Quelle: Disseration-Wachter)

nicht kodierenden YRNAs bindet und eine

Anhand von Ro60, welches (Abb. 3.10 B)

Proteinkomponente von RoRNPs ist, konnte man den Gradienten in leichte und schwere mRNPs
einteilen, bei der die molare Masse von RoRNPs zwischen 200-350 kDA liegt (Fabini et al., 2000). Die
funktionelle Rolle dieser zytoplasmatischen RNP-Komplexe ist jedoch noch unbekannt. Es wird

postuliert, das die RNPs Transportvorgange koordinieren (Hu et al., 2012).
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Abbildung 3.10 C zeigt, dass IGF2BP1 in allen Fraktionen detektiert wurde. Es stellt dementsprechend
eine Komponente von kleineren und gréBeren RNPs dar, wobei es sich Gberwiegend in den groReren
RNP-Fraktionen 5-8 befindet. Die Analyse zeigt auferdem, dass IGF2BP1 kaum mit intakten
Ribosomen der Fraktion 9-10 kosedimentiert, sondern Uberwiegend mit den isolierten
Untereinheiten der Ribosomen. Dieser Befund bestéatigt, dass es hauptsachlich ein Bestandteil von
translationsinaktiven Komplexen ist.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Proteine HNRNPU, DHX9, YBX1, HNRNPM, HNRNPQ und
MOV10 ebenfalls im gesamten Gradienten verteilt sind und mit IGF2BP1 kosedimentieren. HNRNPK

sowie HNRNPE2 konnten ausschlieRlich in den leichteren Fraktionen (RoRNPs) nachgewiesen

werden.
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Abbildung 3.11: Verteilung von putativen IGF2BP1 Protein-Liganden im 5—20%igem Sucrosedichtegradienten
mit anschlieBender Flag-ZBP1 (chicken ortholog von IGF2BP1) Immunprazipitation.

Das Zelllysat (Flag-ZBP1 exprimierende HEK293A-Zellen) wurde auf einen kontinuierlichen (5-20 %)
Sucrosedichtegradienten geladen und (A) die Proteine des Inputs (I) sowie der Fraktionen im Western Blot
analysiert. (B) Die Proteine der Immunprazipitation (IP) wurden mittels Western Blot analysiert (durchgefiihrt
und abgebildet von Frau Dr. Kristin Wachter. Quelle: Dissertation-Wachter)

Um zu Uberprifen, ob die Kofraktionierung der Proteine mit IGF2BP1 tatsachlich auf das
Vorhandensein in einem |IGF2BP1-enthaltenden Komplex hindeutet, wurden die (ber
Dichtegradientenzentrifugation vorgereinigten Fraktionen 1-3 und 5-8 als Ausgangsmaterial fir
darauffolgende IGF2BP1-Immunprazipitation eingesetzt. Die Daten zeigen, dass mit dieser Methode
zwei IGF2BP1 enthaltende RNPs identifiziert werden konnten. Beide unterscheiden sich in ihrer

Komposition. Wahrend der leichtere Komplex neben IGF2BP1 aus YBX1 und Ro60 besteht (RORNPs),
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enthalten die schwereren Komplexe (mRNPs) neben YBX1 noch HNRNPU, DHX9 und ELAVL1 (Abb.
3.10C).

Aufgrund der schlechten Anreicherung wéahrend der Immunprazipitation fiihrte Frau Dr. Kristin
Wachter das Experiment mit Flag-chIGF2BP1 stabil Gberexprimierenden HEK293A-Zellen durch. Die
Proteinverteilung von Flag-chIGF2BP1 im Vergleich zum Endogenen zeigt eine deutliche Verlagerung
der Proteinmenge zu leichteren Fraktionen (Abb. 3.11 A). Durch das verdnderte
Sedimentationsverhaltens von exogenem Flag-IGF2BP1 wurde ebenfalls HNRNPM in die leichten
Fraktionen verlagert.

Nach der Flag-IGF2BP1-Immunprazipitation konnten neben HNRNPU, DHX9, ELAVL1 und YBX1 die
putativen IGF2BP1-Liganden HNRNPM, MOV10 und HNNRPQ koimmunprazipitiert werden (Abb. 3.11
B). HNRNPA3 und HNRNPE2 wurden in keiner der IPs im Western Blot identifiziert.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass U(ibereinstimmend mit Jonson et al., 2007 und
Weidensdorfer et al., 2009 die Interaktionen von IGF2BP1 mit HNRNPU, DHX9, YBX1, ELAVL1 und
HNRNPQ validiert werden konnten. Zudem konnten neue Erkenntnissen gezeigt werden: So tritt
IGF2BP1 sowohl in kleineren RNPs mit Ro60, MOV10, HNRNPQ und HNRNPM auf, wahrend es in
grofReren RNPs mit HNRNPU, DHX9, MOV10, ELAVL1, HNRNPM, YBX1 und HNRNPQ interagiert.

3.1.6 Nachweis der Bindung zwischen RNA und Protein mittels cross-linking

Immunprdzipitation mit in-vitro-transkribierter RNA

Als weitere Moglichkeit die Bindung zwischen RNA und Protein zu untersuchen, wurde in dieser
Arbeit ein in-vitro-cross-link mit anschlieBender Immunprazipitation durchgefihrt. Dadurch soll
Uberprift werden, ob die identifizierten RNA-bindenden Proteine, die im RNA-pulldown angereichert
wurden, ebenfalls in der Lage sind, die jeweilige RNA aus einer komplexen Probe zu isolieren. Dafir
wurden die RNA-Konstrukte von ACTB und MYC jeweils ohne die MS2-loop-Struktur (Abb. 3.7 weilRer
Hintergrund) fluoreszenzmarkiert. Fir die Versuche wurde die jeweilige markierte RNA mit HEK293A-
Lysat gemischt und anschlieRend ein n cross-link bei 254 nm durchgefiihrt. Ein darauffolgender
RNAseA-Verdau reduziert die fluoreszenzmarkierte RNA auf einen kurzen Oligonukleotidbereich, der
direkt vom Protein gebunden und durch den cross-link vernetzt wurde. Das Protein und die durch
den cross-link gebundenen fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidbereiche wurden anschlieBend mit
einem fir das Protein spezifischen Antikorper immunprazipiert. Die isolierten RNA-Protein-Komplexe

wurden mittels SDS-PAGE analysiert. In Abb. 3.12 ist das Verfahren schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des cross-link mit in-
vitro-transkribierter RNA und anschlieBender
Immunprazipitation. Wahrend der in-vitro-Transkription werden
die Elemente fluoreszenzmarkiert. Nach dem UV-cross-link bei

245 nm erfolgt ein RNAse-Verdau, um ungebundene Bereiche zu
eliminieren. AnschlieBend wurde eine Immunprazipitation mit
spezifischen Antikérpern gegen IGF2BP1 durchgefiihrt, um die
Komplexe zu reinigen und mittels Western Blot untersucht. Es
UM crssiiic wurden ausschlieBlich Konstrukte ohne MS2-/oops verwendet.
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Im Falle einer direkten Bindung zwischen RNA und Protein ist ein Fluoreszenzsignal der RNA in
Laufhéhe des zu untersuchenden Proteins im SDS-Gel zu erkennen. Nach der Detektion des RNA-
Fluoreszenzsignales mit Hilfe des LI-COR Odysseys wurde das SDS-Gel auf eine Blotmembran
transferiert und die immunprazipierten Proteine mittels spezifischer Antikérper untersucht.

AnschlieBend wurden die Signale der markierten RNA und des Proteins libereinandergelegt.

RNA Protein merge

ACTB MYC
1416 3'UTR 3UTR CRD

ACTB MYC ACTB MYyC

1-416 3 UTR 3'UTR CRD

1-416 3UTR 3'UTR CRD

IGF2BP1
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Abbildung 3.13: Cross-link mit in-vitro-transkribierter RNA und anschlieBender Immunprazipitation.
Reprasentativer Western Blot (n=3), der die RNA-Protein-Komplexe darstellt. Die Proteine wurden mit Hilfe
der angegebenen Antikdrper visualisiert (Mitte bzw. griin im Uberlagerungsbild). Die Identifizierung der
gebundenen RNA erfolgte iiber den eingebauten Fluroeszenzfarbstoff (links bzw. rot im Uberlagerungsfeld)

In Abb. 3.13 sind die Ergebnisse des cross-links mit in-vitro-transkribierter RNA und anschlieBender

Immunprézipitation dargestellt. Im linken Teil sieht man das Signal der fluoreszenzmarkierten RNA im

SDS-PAGE Gel, in der Mitte ist das immunprazipitierte Protein dargestellt und rechts sind beide
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Aufnahmen (bereinandergelegt. Falls beide Signale deckungsgleich sind, erscheinen die Banden
orange, was auf eine Bindung des Proteins mit der jeweiligen RNA hindeutet. Wenn das Signal grin
bleibt, ist das Protein ohne die jeweilige markierte RNA prazipiert wurden und es liegt keine
spezifische RNA-Bindung vor. Anhand der einheitlichen Banden fiir jedes immobilisierte Protein in
den mittleren Spuren, kann man erkennen, dass die Immunprazipitation in allen 4 Ansatzen
gleichmaRig durchgefiihrt wurde. Mit Hilfe des cross-link-Bindungsassays konnte man fiir die
Proteine IGF2BP1, HNRNPU, HNRNPQ, ELAVL1, HNRNPM, PTBP1 und HNRNPE2 die Ergebnisse des
pulldown-Verfahrens validieren (Kapitel 3.1.8; Abb. 3.8). IGF2BP1 bindet alle 4 Konstrukte, HNRNPU
bindet die 3'UTR-Konstrukte und zu einem geringeren Anteil das MYC-CRD-Konstrukt. ELAVL1, DHX9,
HNRNPM und PTBP1 binden beide 3’'UTRs. HNRNPM zeigt ebenfalls die gleiche Praferenz fir die
ACTB-3'UTR und PTBP1 fiir die MYC-3"UTR. HNRNPE2 interagiert ausschlielich nur mit dem ACTB-
3'UTR-Konstrukt. Kleine Abweichungen gibt es fiir HNRNPQ. Es interagiert mit den 3’UTR-
Konstrukten und sehr schwach mit dem Kontrollkonstrukt und der MYC-CRD. Anscheinend erhadlt

man mit dieser Methode eine bessere Prazipitation.

3.1.7 Die Tandemaffinitdtsreinigung identifiziert Interaktionspartner im

IGF2BP1-enthaltenen RNP

In den weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob die identifizierten RNA-bindenden
Proteine mit IGF2BP1 in einem Komplex vorkommen. Um solche putativen IGF2BP1-
Interaktionspartner zu filtern, wurde in dieser Arbeit die Tandemaffinitdtsreinigung durchgefiihrt.
Diese Art der Aufreinigung besteht aus zwei Schritten: (1) einem RNA-pulldown mit (2)
anschlieRender IGF2BP1-Immunprazipitation. Mit Hilfe des RNA-pulldowns werden dabei RBPs
identifiziert, die die Konstrukte von ACTB und/oder MYC binden. Die IGF2BP1-IP als zweiter
Aufreinigungsschritt selektiert daraus die RBPs, welche sich zusammen mit IGF2BP1 in einem RNP
befinden. Um eine bessere Anreicherung von IGF2BP1 zu gewdhren, wurde stabil (iberexprimiertes
Flag-IGF2BP1-Lysat fur die Tandemaffinitatsreinigung verwendet und mittels Flag-Peptid der Flag-
IGF2BP1 Komplex eluiert.
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pulldown a-Flag-IP Abbildung 3.14: Western
Blot-Analyse der Tandem-
ACTB MYC ACTB MYC ffinititsreinigun
1-416 3'UTR 3'UTR CRD 1-416 3'UTR 3'UTR CRD atiinitatsreinigung.
3 T . 7| Flag-IGF28P1 Die Tandemafflntai!tsrelnl.gung
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Vergleicht man die Western Blot-Analyse des RNA-pulldowns mit den Ergebnissen der Flag-IGF2BP1-
IP in Abb. 3.14, erkennt man ein verdndertes Bindungsprofil einiger Proteine. Wahrend sich die
Ergebnisse fir HNRNPU, DHX9, ELAVL1, PTBP1, HNRNPM und HNRNPE2 in beiden Verfahren decken,
zeigt YBX1 nach der Immunprazipitation ein abweichendes Bindungsmuster. Es assoziiert im
pulldown vorwiegend mit dem Kontrollkonstrukt, dem ACTB-3°UTR und der MYC-CRD. Im Western
Blot der Immunprazipitation dagegen ist zu sehen, dass eine starke Bande im MYC-CRD vermittelten
Ansatz, eine schwachere Bande im MYC-3"'UTR Ansatz und eine schwache Bande mit der ACTB-3'UTR
auftritt. Dieses Ergebnis legt nahe, dass YBX1 zwar mit dem ACTB-CDS(1-416) Konstrukt assoziiert,
jedoch nicht zusammen mit IGF2BP1 in einem Komplex ist. Dafiir tritt es aber im MYC-CRD-, MYC-
3’UTR- und ACTB-3'UTR-vermittelten RNP zusammen mit IGF2BP1 auf. HNRNPQ zeigt wie YBX1 eine
abweichende Bindung, indem es mit beiden 3’"UTR-Konstrukten wahrend des pulldowns assoziiert
und im zweiten Schritt der Tandemaffintatsreinigung ebenfalls mit dem MYC-CRD Konstrukt
angereichert wird. Das weist darauf hin, dass HNRNPQ ebenfalls im MYC-CRD-vermittelten Komplex
vorkommt, was den Befund in Weidensdorfer et al., 2009 validiert. Darliber hinaus erkennt man fir
HNRNPQ sogar nur noch eine Bande nach der Flag-Immunpréazipitation (Abb. 3.14). Anscheinend
Uberwiegt eine Isoform in IGF2BP1-enthaltenen Partikeln.

NF45 bindet z. B. spezifisch die 3'"UTRs, ist aber keine Komponente von IGF2BP1 enthaltenden RNPs,
da es nach der Immunprazipitation nicht mehr zu detektieren ist. Dieser Befund deutet darauf hin,
dass die gemeinsame Bindung eines Transkripts nicht dafiir steht, dass beide Proteine in einem
Komplex vertreten sein mussen.

Zusammenfassend ist die Tandemaffinitatsreinigung eine gute Methode um herauszufinden, welche
Proteine zusammen in einem RNP vorkommen. Zudem konnte die unterschiedliche

Zusammensetzung der RNPs sowie die cis-Element-spezifische Assoziation der Proteine bestatigt
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werden. Inwiefern diese Interaktionen in den gleichen Kompartimenten der Zelle vorliegen, sollte im

nachsten Schritt untersucht werden.
3.2 Lokalisation der IGF2BP1-Interaktionspartner

IGF2BP1 wird in der Literatur als vorwiegend zytoplasmatisches Protein beschrieben. Die Interaktion
zwischen IGF2BP1 und dessen putativen Bindungspartnern wurden in Ko-Immunfluoreszenfarbungen
in HEK293A-Zellen untersucht. Dabei wurde IGF2BP1 rot und die RBPs grin dargestellt. Zur
Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Die Immunfluoreszenzaufnahmen zeigen wie in
der Literatur beschrieben eine deutliche Dominanz von IGF2BP1 im Zytoplasma (Nielsen et al., 1999;
Oleynikov & Singer, 2003). Fir HNRNPQ ist beschrieben, dass es drei Isoformen HNRNPQ1-3 besitzt,
die unterschiedlich in der Zelle verteilt sind (Svitkin et al., 2013; Mizutani et al., 2000; Mourelatos et
al., 2001). Hier konnten wir entsprechend der Literatur zeigen, dass HNRNPQ sich im Zytoplasma
anreichert, jedoch geringfligig auch im Kern Ilokalisiert. YBX1 zeigt eine Uberwiegend
zytoplasmatische Verteilung, die vergleichbar mit der IGF2BP1-Farbung ist. Es ist kaum bis gar nicht
im Zellkern von HEK 293A-Zellen zu finden. HNRNPE2 und ELAVL1 treten lUberwiegend im Zellkern
auf, sind aber auch in geringerem Ausmal im Zytoplasma zu finden. Diese Aussagen decken sich mit
den Ergebnissen der Literatur. HNRNPE2 wird als shuttling-Protein beschrieben (Makeyev &
Liebhaber, 2002) und ELAVL1 wird als Protein charakterisiert, welches bis zu 15 % im Zytoplasma
vorliegt und dort an der Zellteilung, Karzinogenese, Muskelzelldifferenzierung, Immunzellantwort
und Stressantwort beteiligt ist (Atasoy et al.,, 1998, Kullmann et al.,, 2002, Figueroa et al., 2003).
HNRNPU, DHX9, HNRNPM und PTBP1 weisen ein rein kernstandiges Signal auf. In der Literatur wird
HNRNPU ebenfalls als rein kernstandiges Protein beschrieben, das sowohl RNA als auch DNA bindet.
Es ist unter anderem an der SpleiRregulation beteiligt (McGuffin & Huckle, 1990). DHX9 ist eine RNA-
Helikase, die laut der Literatur ebenfalls nur im Zellkern vorkommt (Zhang et al., 1999). HNRNPM und
PTBP1 werden als kernlokalisierte RBPs beschrieben, welche den Spleilvorgang regulieren (Hase et

al., 2006; Lleres et al., 2010; Valcarcel & Gebauer, 1997).
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Abbildung 3.15a: Lokalisierung der endogenen RBPs: HEK293A-Zellen wurden auf Deckgldschen ausgesit,
nach ca. 24 Stunden fixiert, permeabilisiert und immunhistochemisch gefarbt. Zur Visualisierung der Zellkerne
wurde DAPI (blau) verwendet. HNRNPU, DHX9, HNRNPM und PTBP1 erwiesen sich als kernstdndige Proteine,
wahrend HNRNPQ, YBX1, HNRNPE2 und ELAVL1 zusammen mit IGF2BP1 im Zytoplasma kolokalisierten. Die
Kolokalisation ist hier in der Spalte merge anhand der gelben bzw. orangenen Farbung zu erkennen. Balken 25
pm. (Mikroskopie wurde durchgefiihrt von der CFl)

Zusammenfassend ladsst sich festhalten, dass die Proteine HNRNPQ, YBX1, HNRNPE2 und ELAVL1
(partiell) im Zytoplasma vorliegen und dort mit IGF2BP1 kolokalisieren. Dies legt nahe, dass IGF2BP1
mit diesen Proteinen tatsachlich auch unter physiologischen Bedingungen in Komplexen vorliegen
kann. Darliber hinaus wurden HNRNPM, PTBP1, HNRNPU und DHX9 nahezu ausschlieflich im
Zellkern detektiert, was die Frage aufwirft, inwiefern diese Komplexpartner unter bestimmten
Bedingungen ihre Lokalisation andern und mit IGF2BP1 in einem Kompartiment zusammenkommen.
Die meisten HNRNPs besitzen ein konventionelles Kernlokalisationssignal (NLS) und sind im steady
state Zustand liberwiegend im Kern vorhanden. Durch posttranslationale Modifikationen kommt es
jedoch zu subzelluldren Lokalisationsveranderungen. HNRNPs nehmen am Pre-mRNA-processing wie
dem Spleifen teil und sind wichtige Bestandteile des Exports, der Lokalisierung, Translation und
Stabilitdt des Zieltranskripts (Han et al.,, 2010). Deshalb sind die meisten HNRNPs in der Lage,

zwischen dem Kern und dem Zytoplasma zu pendeln.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde getestet, ob diese Proteine zu den shuttle-Proteinen gehoren.

Shuttle-Proteine bewegen sich zwischen Kern und Zytoplasma. Einige davon befinden sich im
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Gleichgewichtszustand vorwiegend im Zellkern (Nigg, 1997), da ihr Aufenthalt im Zytoplasma sehr
kurzweilig und deshalb schwer zu detektieren ist. Um shuttle-Proteine zu identifizieren wird die
Methode der Transkriptionsinhibition angewandt. Shuttle-Proteine akkumulieren aus bislang
unerklarter Ursache im Zytoplasma, wenn die Transkription durch Agenzien wie Actinomycin D
inhibiert wird. Dabei werden Guanin- und Cytosin-reiche Regionen der DNA von Actinomycin D
gebunden und die Elongation der RNA Polymerase |l blockiert. Daher wurde diese Behandlung
herangezogen, um zu untersuchen, inwieweit kernstandige Proteine wie HNRNPM, PTBP1, HNRNPU
und DHX9 dadurch im Zytoplasma detektierbar werden und moglicherweise mit IGF2BP1
kolokalisieren konnen. Dafiir wurden erneut HEK293A-Zellen auf Deckgldaschen ausgesat. Nach 24h
erfolgte eine einstiindige Actinomycin D-Behandlung (5ug/ml). AnschlieRend wurden die Zellen
fixiert und immuncytochemisch mit Antikérpern gegen IGF2BP1 und die zu untersuchenden RBPs
gefarbt. Damit die Detektion der Proteine nach der Actinomycin D-Behandlung nicht auf neu-
synthetisiertes Protein zuriickzufiihren ist, wurden die Zellen gleichzeitig mit Cycloheximid inkubiert.
Cycloheximid bindet an die 60S ribosomale Untereinheit und verhindert dadurch die Protein-
Neusynthese. Durch die Behandlung mit Actinomycin D konnten fiir die RBPs HNRNPE2 und ELAVL1
ein starkeres zytoplasmatisches Signal als bei den unbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Fir
HNRNPU und DHX9 konnte keine Relokalisierung aus dem Zellkern in das Zytoplasma gezeigt werden.
Diese RBPs wurden somit entsprechend der Literatur als rein kernstdndige Proteine identifiziert
(Pinol-Roma & Dreyfuss, 1991, Zhang et al., 1999). Es konnte jedoch bei DHX9 eine verdnderte Kern-
lokalisierung beobachtet werden. Die Zellen zeigten granulatdhnliche Strukturen im Kern im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Die als kernstandig analysierte Proteine HNRNPM und PTBP1
konnten durch die Behandlung mit Actinomycin D als shuttle-Protein identifiziert werden. Demnach
kommen HNRNPQ, YBX1, HNRNPE2, ELAVL1, HNRNPM und PTBP1 als Interaktionspartner von
IGF2BP1 in zytoplasmatischen RNPs in Frage. Es gibt jedoch Hinweise, dass IGF2BP1 ebenfalls im
Zellkern auftritt. Oleynikov und Singer zeigten 2003, dass IGF2BP1 seine RNA-targets bereits
wéahrend des laufenden Transkriptionsprozesses im Zellkern bindet (Oleynikov & Singer, 2003;
Hittelmaier et al.,, 2005). Demnach wéare es denkbar, dass IGF2BP1 ebenfalls mit Proteinen wie

HNRNPU oder DHX9 in kernstandigen RNPs agiert.
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Abbildung 3.15b: Untersuchung der Relokalisierung der RBPs unter Actinomycin D/Cycloheximid-Behandlung.
HEK293A-Zellen wurde auf Deckgldschen ausgesat, nach ca. 24 Stunden eine Stunde lang mit 5 pg/ml
Actinomycin D und 0,1 pg/ml Cycloheximid behandelt, fixiert, permeabilisiert und immunhistochemisch gefarbt.
Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. DMSO diente als Negativkontrolle. Durch die Zugabe
von Actinomycin D konnten HNRNPM, PTBP1, ELAVL1 und HNRNPE2 als shuttle-Proteine identifiziert werden.
HNRNPU und DHX9 wurden als rein kernstdndig analysiert. Die Kolokalisation mit IGF2BP1 ist hier in der Spalte
merge anhand der gelben bzw. orangenen Farbung zu erkennen. Balken 25 pum. (Mikroskopie wurde
durchgefiihrt von der CFl)
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3.2.1 Pulldown-Analysen mittels Zytoplasma-und Kernextrakt

Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation der RBPs wurden die pulldown Analysen mittels Kern-
und Zytoplasmaextrakten durchgefiihrt und die Zusammensetzung der mRNPs im Zytoplasma und
Kern auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten untersucht. Die Extrakte stellte die Masterstudentin
Katharina Kl6ditz unter meiner Anleitung aus HEK293A-Zellen her. In der Abb. 3.16 A kann man
erkennen, dass die Fraktionierung keine vollstandige Trennung der Kern- und Zytoplasmaproteine
ergab. So erkennt man fir die zytoplasmatischen Proteine Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), a-Tubulin (TUBA4A) und ACTB Rickstande in der Kernfraktion. Die
kernstdandigen Proteine Histon H1 (H1) und Matrin 3 (MATR3) wiesen ein schwaches Signal im
zytoplasmatischen Extrakt auf. Fir IGF2BP1, HNRNPU und DHX9 war die Fraktionierung ebenfalls
nicht ganz erfolgreich. Dennoch konnte fiir den Rest der Proteine eine gute Separation detektiert

werden. YBX1 konnte z. B. als zytoplasmatisches Protein verifiziert werden.

Wie schon in den pulldown-Analysen mit Gesamtzellextrakt (Abb. 3.16) beobachtet wurde, konnte
Frau Kloéditz eine spezifische Bindung fir die Durchfihrung mit Zytoplasma- und Kernextrakten
gegenlber der 3"UTR- Konstrukte zeigen (Abb 3.16). Trotzdem die kernstdndigen Proteine HNRNPU
und DHX9 im Input des pulldowns mit Zytoplasmaextrakt auftraten, konnten fiir beide Proteine keine
Prazipitation mit der in-vitro-transkribierten RNA detektiert werden. Dieser Befund deutet darauf
hin, dass HNRNPU und DHX9 nicht zusammen mit IGF2BP1 im zytoplasmatischen RNP auftreten.
Wahrscheinlich sind fiir eine Assoziation von HNRNPU und DHX9 zur Ziel-RNA andere
Kernkomponenten notwendig. Fir HNRNPE2, welches sich zwischen Kern und Zytoplasma bewegt,
konnte ausschlieflich die Bindung zur 3’"UTR von ACTB mit den getrennten Extrakten nachgewiesen
und bestatigt werden. Das in dieser Arbeit als shuttling-Protein identifizierte HNRNPM assoziiert mit
beiden 3’UTR-Sequenzen in beiden Extraktansdtzen. Wie schon im pulldown-assay mit
Gesamtextrakt gezeigt, weist es mit dem Zytolplasmaextrakt eine Praferenz zur ACTB-3"UTR auf. Mit
dem Kernextrakt ist diese Praferenz nicht zu erkennen. Das deutet darauf hin, dass HNRNPM
unterschiedliche Funktionen in zytoplasmatischen und kernstandigen RNPs lbernehmen kénnte.
Ahnliche Befunde sind fiir PTBP1 gezeigt. Die Ergebnisse der pulldown-Analysen des Gesamtextrakts
decken sich mit denen des zytoplasmatischen Extrakts. Mittels Kernextrakt ist PTBP1 hingegen fast
nur im MYC-3’UTR detektiert worden. Aus nicht erklarbaren Griinden konnte Frau Kléditz HNRNPQ
und YBX1 in den Zytoplasma- und Kernextraktstudien nicht detektieren, obwohl sie die Bindung zur

in-vitro-transkribierten RNA mittels Gesamtextrakt nachweisen konnte.
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Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass HNRNPQ, YBX1, HNRNPE2, ELAVL1, HNRNPM und PTBP1 in

IGF2BP1 enthaltenen zytoplasmatischen RNPs auftreten. Fiir DHX9 und HNRNPU ist es moglich, dass

sie mit IGF2BP1 und anderen RBPs in kernstandigen RNPs funktionieren.

3.3 Untersuchung der Stabilitits- und Translationskontrolle der MYC-und

ACTB-mRNA durch ausgewdhlte IGF2BP1-Komplexpartner

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit erwdhnt, ist IGF2BP1 in Prozesse der RNA-Lokalisierung,

-Stabilitdt und -Translation involviert. Es reprimiert die Translation der ACTB-mRNA wahrend des
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Transports zur Zellperipherie und bindet das destabilisierende Element (CRD) innerhalb der MYC-
MRNA, um den Abbau durch Endonukleasen zu verhindern. Im Rahmen dieser Arbeit konnten diese
Ergebnisse mit Hilfe des Prinzips der RNA-Interferenz (RNAi) validiert werden. Hierfir wurden
HEK293A-Zellen mit zwei unterschiedlichen IGF2BP1 spezifischen small interference RNAs (siRNAs)
und einer Kontroll-siRNA transfiziert. Der IGF2BP1 knockdown resultierte nach 72 h in einer Erhohung
der ACTB-Proteinmenge um ca. 27 %, was eine durch IGF2BP1 vermittelte Translationskontrolle der
mRNA darstellt. Die MYC-Proteinmenge ist bis auf 15 % reduziert, was den stabilisierenden Effekt von
IGF2BP1 wiederspiegelt. Als Ladekontrolle diente Vinculin (VCL), Glycerin-3-phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) und Tubulin (TUBA4A). Analysen der RNA-Mengen wurden mittels real time PCR quantitativ
ausgewertet. Die Ergebnisse zeigen eine starke Reduktion der MYC-mRNA. Die ACTB-mRNA blieb
unverandert nach dem IGF2BP1 knockdown, da es sich hierbei um eine Translationsinhibierung
handelt, die keinen Einfluss auf die ACTB-mRNA Gesamtmenge ausilibt. Die hier gewonnenen
Resultate stehen damit in Ubereinstimmung mit den publizierten Daten von IGF2BP1 zur

posttranskriptionellen Kontrolle von ACTB und MYC.
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Abbildung 3.17: Knockdown-Analysen von IGF2BP1 mittels RNAi. HEK293A-Zellen wurden mit spezifischen
IGF2BP1-siRNAs (#1 und#2) einschlieRlich einer Kontroll-siRNA (c) transfiziert. 72 h nach der Transfektion
wurde aus einem Teil der Zellen Proteinextrakt hergestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
analysiert (A). Vinculin (VCL), Glycerin-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und Tubulin (TUBA4A) dienten als
Normalisierung. (B) Aus dem zweiten Teil wurde Gesamt-RNA isoliert, mittels qRT-PCR analysiert und
quantifiziert. Zur Normalisierung wurden Cyclophilin A (PPIA) und RPLPO herangezogen. Die
Standardabweichungen bezeichnen die Varianz zwischen drei unabhangigen Experimenten. Die statistische
Signifikanz wurde durch Student’s T-Test berechnet: ***p< 0,005; **p< 0,01.
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3.3.1 Einfluss der IGF2BP1-Komplexpartner auf die Stabilitit der MYC-mRNA
und die Translation der ACTB-mRNA

Die Ergebnisse der bisherigen Experimente haben gezeigt, dass einige der hier untersuchten RBPs mit
IGF2BP1 in vitro interagieren. Es stellte sich nun die Frage, ob diese Interaktionen relevant fir die
posttranskriptionelle Kontrolle der ACTB- und MYC-mRNA sind. Um diese Frage zu untersuchen
wurden knockdown Analysen durchgefiihrt. Als Ladekontrolle dienten wieder VCL, GAPDH und
TUBA4A. In dieser Arbeit wird ndher auf die RBPs HNRNPQ, HNRNPE2 und HNRNPM eingegangen.
72h nach der Transfektion wurden 10 pg Gesamtprotein mit Hilfe der Western Blot-Methode
analysiert. HNRNPQ konnte bis auf 29 % reduziert werden (Abb. 3.18). Jedoch zeigt der HNRNPQ
knockdown weder einen Einfluss auf die Gesamtmenge an ACTB-Protein /mRNA noch einen Einfluss
auf die Gesamtmenge von MYC. Die Ergebnisse der RT-PCR konnten ebenfalls keine Veranderungen
des ACTB- bzw. MYC-Gehaltes aufweisen. Offenbar hat HNRNPQ keine ersichtlichen Auswirkungen
auf die Regulation von ACTB und MYC obwohl es im pulldown-Experiment mit beiden RNAs
interagiert. Vorherige Arbeiten von Doreen Weidensdorfer in U20S-Zellen zeigten, dass die
Reduktion von HNRNPQ zu einer Verringerung des MYC Proteingehaltes in den U20S-Zellen fihrt
(Weidensdorfer et al., 2009). Demnach sei HNRNPQ involviert in die stabilitditsabhdngige Kontrolle
der MYC-Expression. Anscheinend liefert die Durchfihrung der knockdown-Experimente von
HNRNPQ in unterschiedlichen Zelllinien unterschiedliche Ergebnisse. Ein gutes Beispiel dafiir ist
ebenso in Miller et al.,, 2018a beschrieben. Dabei zeigt die Reduktion von IGF2BP3 in den
Ovarialkarzinomzellen ES-2 keine Veranderungen, wahrend in den Lungenkarzinomzellen A549 ein
deutlicher phanotypischer Effekt durch den IGF2BP3-knockdown erzielt werden konnte, der mit einer
deutlichen Veranderung der Genexpression einhergeht. Demnach scheint es, dass RBPs die
Genexpression je nach Tumorkontext unterschiedlich regulieren kénnen. Mdgliche Ursachen kdnnen
RBP- Abundanzen, unterschiedliche Expression von Kofaktoren wie z. B. assoziierte Proteine oder

nicht-kodierende RNAs sein.
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Abbildung 3.18 Knockdown-Analysen von HNRNPQ mittels RNAi: HEK293A-Zellen wurden mit spezifischen
HNRNPQ-siRNAs (#1 und#2) einschlieRlich einer Kontroll-siRNA (c) transfiziert. 72 h nach der Transfektion
wurde aus einem Teil der Zellen Proteinextrakt hergestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
analysiert (A). Vinculin (VCL), Glycerin-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und Tubulin (TUBA4A) dienten als
Normalisierung. (B) Aus dem zweiten Teil wurde Gesamt-RNA isoliert, mittels qRT-PCR analysiert und
quantifiziert. Zur Normalisierung wurden Cyclophilin A (PPIA) und RPLPO herangezogen. Es konnten keine
Regulation von ACTB oder MYC durch HNRNPQ nachgewiesen werden. Die Standardabweichungen
bezeichnen die Varianz zwischen n>3 unabhangigen Experimenten.

Die Ergebnisse des HNRNPM-knockdowns zeigen, dass eine Reduktion des HNRNPM-Proteingehalts
von 76 % keinen Einfluss auf die ACTB-Protein/mRNA Gesamtmenge auslbt. Es konnte jedoch die
MYC-mRNA reduziert werden (siehe Abb. 3.19 B), welche eine deutliche Reduktion der MYC-
Expression auf bis zu 27 % zur Folge hatte (siehe Abb. 3.19 A). Obwohl die pulldown-Ergebnisse
zeigen, dass mit Hilfe der ACTB-3'UTR weitaus mehr HNRNPM isoliert werden konnte als mit der
MYC-3"UTR, scheint HNRNPM keine Rolle in der Translationskontrolle von ACTB zu spielen. Es scheint
jedoch einen Einfluss auf die Stabilitatskontrolle von MYC einzunehmen, was bislang noch nicht in

der Literatur beschrieben ist.
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Abbildung 3.19 Knockdown-Analysen von HNRNPM mittels RNAi: HEK293A-Zellen wurden mit spezifischen
HNRNPM-siRNAs (#1 und#2) einschlieBlich einer Kontroll-siRNA (c) transfiziert. 72 h nach der Transfektion
wurde aus einem Teil der Zellen Proteinextrakt hergestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
analysiert (A). Vinculin (VCL), Glycerin-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und Tubulin (TUBA4A) dienten als
Normalisierung. (B) Aus dem zweiten Teil wurde Gesamt-RNA isoliert, mittels qRT-PCR analysiert und
quantifiziert. Zur Normalisierung wurden Cyclophilin A (PPIA) und RPLPO herangezogen. Es konnte eine
Stabilitatsregulation von MYC mittels HNRNPM-knockdown detektiert werden. Die Standardabweichungen
bezeichnen die Varianz zwischen n>3 unabhédngigen Experimenten. Die statistische Signifikanz wurde durch
Student’s T-Test berechnet: ***p< 0,005.

Die HNRNPE2 Untersuchungen zeigen, dass eine HNRNPE2 Reduktion von rund 80 % eine
Verdopplung des zellularen ACTB-Proteinlevels mit sich fiihrt. Die ACTB-mRNA bleibt unveradndert
nach dem HNRNPE2-knockdown, was somit auf eine Translationsinhibierung weist. Der Literatur
kann man entnehmen, dass HNRNPE2 in die internal ribosomal entry site (IRES) vermittelte
Translation von MYC in der 5'UTR involviert ist und somit einen Einfluss auf die Translation der MYC-
mMRNA nimmt (Evans et al., 2003). Es wird beschrieben, dass durch das Fehlen von HNRNPE2 die
MYC-Expression reprimiert ist. Dieser Effekt konnte in dieser Arbeit nicht validiert werden. In
Weidensdorfer et al., 2009 konnte ebenso durch den HNRNPE2 knockdown in U20S Zellen kein Effekt

auf MYC-Protein- oder mRNA-Level nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.20 Knockdown-Analysen von HNRNPE2 mittels RNAi: HEK293A-Zellen wurden mit spezifischen
HNRNPE2-siRNAs (#1 und#2) einschlieBlich einer Kontroll-siRNA (c) transfiziert. 72 h nach der Transfektion
wurde aus einem Teil der Zellen Proteinextrakt hergestellt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
analysiert (A). Vinculin (VCL), Glycerin-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und Tubulin (TUBA4A) dienten als
Normalisierung. (B) Aus dem zweiten Teil wurde Gesamt-RNA isoliert, mittels qRT-PCR analysiert und
quantifiziert. Zur Normalisierung wurden Cyclophilin A (PPIA) und RPLPO herangezogen. Es konnte eine
Translationsinhibierung der ACTB-mRNA  mittels HNRNPE2-knockdown detektiert werden. Die
Standardabweichungen bezeichnen die Varianz zwischen n>3 unabhangigen Experimenten. Die statistische
Signifikanz wurde durch Student’s T-Test berechnet: ***p< 0,005.

3.3.2 Einfluss von HNRNPE2 auf die Translationseffizienz von ACTB

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass HNRNPQ und HNRNPM keinen Einfluss auf die
Translation von ACTB ausiiben, im Gegensatz zu HNRNPE2. Um diesen Effekt zu untermauern, wurde
im Folgenden die Polysomgradienten-Analyse durchgefiihrt.

Bei dieser Methode wird die Translationseffizienz einer mRNA bestimmt. Die Translationseffizienz
wirkt hauptsachlich (ber die Translationsinitiation, also Uber eine verstirkte oder verminderte
Rekrutierung von Ribosomen an die mRNA. Der Besetzungsgrad einer mRNA mit Ribosomen spiegelt
dabei die Translationseffizienz fir diese mRNA wieder. Die mRNAs im Zytoplasma von Zellen
befinden sich hauptsachlich in zwei funktionellen Einheiten, den translationsaktiven Polysomen und
den Uberwiegend translationsinaktiven mRNPs. Beide Fraktionen lassen sich sehr gut durch
Ultrazentrifugation in einem Sucrosegradienten voneinander trennen. Anhand des UV-Profils bei
254 nm kann man die Verteilung der RNA den Polysomen, sowie den mRNP-Komplexen zuordnen.
Die Verteilung einer spezifischen mRNA innerhalb des Gradienten ldsst Rickschlisse auf den
Translationsstatus zu. In Abb. 3.21 A ist das Sedimentationsverhalten der ACTB-mRNA im 15-45 %
(w/v) Sucrosedichtegradienten dargestellt. Fur die Polysomengradientenanalysen werden die

translationsaktiven Fraktionen von den inaktiven Fraktionen getrennt, zu denen der monosomale
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80S-peak gehort. Die Normalverteilung der ACTB-mRNA in den Polysomenanalysen dieser Arbeit

weist ca. 60 % in den polysomalen Fraktionen auf und ca. 40 % im translationsinaktiven Bereich (Abb.

3.21 B).
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Abbildung 3.21: Sedimentationsprofil der ACTB- und MYC-mRNA im 15—-45%igem Sucrosedichtegradienten.
Das HEK293A- Zellextrakt wurde auf einen kontinuierlichen (1545 %, w/v) Sucrosedichtegradienten geladen
und bei 285.000 xg fir 2,5 h zentrifugiert. Die Fraktionen wurden mit einem Gradientenfraktionierer

abgenommen. (A) Das Absorptionsprofil wurde bei 254 nm gemessen. (B) Analyse der ACTB- und MYC-mRNA
mittels qRT-PCR.

Fur die Analyse von HNRNPQ- ,HNRNPM-, HNRNPE2-depletierten Zellen wurde siRNA- behandeltes
HEK293A-Zelllysat auf einen kontinuierlichen 15-45%igen Sucrosegradienten geladen und durch
Ultrazentrifugation bei 285.000 xg flr 2,5 h aufgetrennt. AnschlieBend wurde der Gradient in einen
translationsaktiven und translationsinaktiven Bereich aufgeteilt und mittels RT-PCR die ACTB- und
MYC-mRNA untersucht. Als Kontrolle zur Normierung wurde ein nicht reguliertes endogenes
Referenzmolekdl (hier Cyclophilin-A (PPIA)) verwendet. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigen, dass es
weder bei HNRNPQ- noch bei HNRNPM-depletierten Zellen zu einer Verschiebung und einem damit
verbundenen Einfluss auf die Translationsinitiation der ACTB-oder MYC mRNA kommt (Abb. 3.22).
Die Depletion von HNRNPE2 fuhrt dagegen zu einer verstarkten Rekrutierung von Ribosomen an die
ACTB-mRNA, was sich durch eine Verschiebung der ACTB-mRNA in die Polysomenfraktion

kennzeichnet.
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Abbildung 3.22 ACTB- und MYC-mRNA Verteilung in translationsaktive und translationsinaktive Bereiche in
RBP-depletierten HEK293A-Zellen: HEK293A-Zellen wurden mit der entsprechenden siRNA transfiziert. 72 h
nach der Transfektion wurde das Zelllysat im 15—45 % (w/v) Sucrosedichtegradienten bei 285.000 xg fiir 2,5 h
aufgetrennt. Die Gesamt-RNA wurde aus dem translationsaktiven (blau) und translationsinaktiven Bereich
(grau) isoliert, mittels qRT-PCR analysiert und quantifiziert. Die Abbildungen zeigen die ACTB- und MYC-mRNA
Verteilung in den RBP-depletierten Zellen (KD) und in den siRNA-Kontrollzellen (c). Cyclophilin-A (PPIA) stellt
hier ein endogenes Referenzmolekiil dar. HNRNPE2 KD fiihrt zu einer verstarkten Rekrutierung von Ribosomen
an die ACTB-mRNA, was auf eine Funktion von HNRNPE2 im Translationszyklus von ACTB hindeutet. Die
Standardabweichungen bezeichnen die Varianz zwischen 3 unabhédngigen Experimenten. Die statistische
Signifikanz wurde durch Student’s T-Test berechnet:

Insgesamt zeigen die Experimente, dass die Translation der ACTB-mRNA weder von HNRNPQ noch
HNRNPM beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu fiihrt der HNRNPE2-knockdown zu einer erheblichen
Translationssteigerung der ACTB-mRNA, was darauf hinweist, dass HNRNPE2 wie IGF2BP1 als

Translationsinhibitor von ACTB wirkt.

3.3.3 Stabilitdtsregulation der MYC-mRNA durch HNRNPM

Das Protoonkogen MYC verfiigt iber einige seltene codons in der CRD des kodierenden Bereichs, die
zu einem Absinken der Elongationsgeschwindigkeit bis hin zu einem Stoppen der Ribosomen fiihren
(ribosomal pausing). Eine sich anschlieBende endonukleolytische Schnittstelle ist somit ohne Schutz
und dem Angriff durch Endonukleasen ausgesetzt. Weidensdorfer et al., 2009 beschreibt, dass durch
Assoziaten von RBPs in diesem Bereich, die MYC-mRNA vor einem endonukleolytischen Abbau
geschiitzt und somit stabilisiert wird.

Wie im vorherigen Kapitel 3.3.1 gezeigt, weisen die knockdown-Analysen in Abschnitt 3.3.1 darauf
hin, dass HNRNPM einen Einfluss auf die Stabilitit der MYC-mRNA nehmen konnte. Um dies
eingehend zu analysieren, wurden decay-Analysen durchgefihrt. Um die Lebensdauer von mRNAs zu

bestimmen, bedient man sich der Hilfe von Transkriptionsinhibitoren wie Actinomycin D. Dieser
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Inhibitor lagert sich in die DNA und hemmt somit die Transkription. Unter diesen Bedingungen wird
die messbare zellulire RNA-Menge nur noch durch ihren Abbau beeinflusst. Uber die Zeit kann dann
die Abnahme der mRNA bestimmt und in unserem Fall ein Einfluss des HNRNPM-knockdowns auf die
mMRNA Stabilitdt untersucht werden. HNRNPM depletierte HEK293A-Zellen wurden hierzu mit
Actinomycin D behandelt, in 10 min Abstanden geerntet und die RNA prapariert. Anhand einer
darauffolgenden gqRT-PCR wurde der MYC-mRNA Gehalt bestimmt. Als Kontrolle zur Normierung

wurde das nicht regulierte endogene Referenzmolekiil Cyclophilin-A (PPIA) verwendet.

Abbildung 3.23: Destabilisierung

P<0,005*** der MYC-mRNA in HNRNPM

____________ knockdown Zellen. HEK293A-Zellen

{ ................... wurden mit HNRNPM spezifischen

¥ """""""""""""""""" sowie Kontroll-siRNAs transfiziert.

E T i 3 72h nach der Transfektion wurde die

""""" Transkription durch Zugabe von

{ Actinomycin D fir die angegebenen

{ Zeitpunkte inhibiert. Die Gesamt-

RNA wurde isoliert und mittels gRT-

PCR analysiert, wobei Cyclophilin A
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In Abb. 3.23 ist zu erkennen, dass durch die Reduktion von HNRNPM die Halbwertszeit der MYC-
MRNA (ca. 41 min) auf einen Wert von = 22 Minuten fallt. HNRNPM hat demzufolge einen Einfluss

auf die Stabilitat und somit auf die posttranskriptionelle Regulation der MYC-mRNA.

3.3.4 HNRNPM als putativer onkogener Faktor

Um zu untersuchen, inwieweit der in dieser Arbeit identifizierte Regulationsmechanismus von
HNRNPM und der MYC-mRNA nicht nur in cellulo sondern auch in vivo in Tumorerkrankungen
relevant ist, wurden die experimentellen Daten dieser Arbeit durch Datenbankanalysen erweitert. So
wurde z. B. die Korrelation der Genexpression von HNRNPM und MYC (ber die R2-Plattform
(http://hgserverl.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi) unter Verwendung der frei zuganglichen Datenséitze
der TCGA (The Cancer Genome Atlas) Datenbank analysiert. Dieses Portal erlaubt die Erkenntnis

auf mRNA-Ebene, wie sich die Expression zweier Gene zueinander verhalt. Eine signifikante und
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positive Korrelation der mRNA-Expression von HNRNPM und dem onkogenen Faktor MYC
konnte unter anderem im Glioblastom-Datensatz (GBM) (395 Tumorproben; Abb. 3.24 A),
Nebennierenrindenkarzinom (Adrenocortical carcinoma-ACC) (79 Tumorproben; Abb 3.24 B) und
Brustkrebs (1079 Tumorproben; Abb. 3.24 C) identifiziert werden. Der positive Zusammenhang

wird durch den Pearsonkoeffizienten angegeben.
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Abbildung 3.24 HNRNPM- und MYC-Genexpression korreliert im Krebsgewebe: Dargestellt ist die mRNA-
Expression des Zielgenes MYC und seines Regulatorproteins (der RNA-Seq-Datensdtze der TCGA fir
Glioblastom, Nebennierenrindenkarzinom sowie Mammakarzinom). Die positiven
Pearsonkorrelationskoeffizienten deuten auf ein Koexpression und putative sowie signifikante Abhangigkeit
beider Gene voneinander hin.

Die Funktionsanalysen dieser Arbeit zusammen mit den Korrelationsanalysen lassen einen
Zusammenhang zwischen HNRNPM und MYC im Tumor vermuten, der Uber eine Koexpression
hinausgehen konnte. HNRNPM wird in der Literatur als essentieller Spleifaktor beschrieben. In Xu et
al., 2014 wird z. B. gezeigt, dass HNRNPM die Metastasierung von Brustkrebs fordert, indem es das
alternative Spleifen aktiviert, welche fir die Epitheliale-Mesenchymalen- Transition (EMT)
notwendig ist. Jingste Studien (Yang et al., 2018) beschreiben, dass HNRNPM in Brustkrebsgeweben
und Zelllinien auf einem viel héheren Niveau exprimiert wird als in nicht-krebsartigen Geweben und
Zelllinien. AuRerdem wird dargestellt, dass Uberexprimiertes HNRNPM die Zellproliferation fordert,

die Zellapoptose hemmt und unter anderem einen erhéhten Wert an MYC mit sich fuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde HNRNPM als Komponente von IGF2BP1l-enthaltenen RNPs
identifiziert. Datensatz-libergreifende Korrelationsstudien von IGF2BP1 und HNRNPM (ber die R2-
Plattform zeigen, dass in 39 % der Tumore beide Gene koexprimiert werden (Tab. 3.3), was eine Ko-
regulation der Zieltranskripte im gemeinsamen RNP z. B. in Tumoren des Hodens, der Leber, des
Eierstocks und des Glioblastoms vermuten lassen konnte (Abb. 2.25). Im Glioblastom kdnnte MYC ein

relevantes Zieltranskript dieser RNPs sein, da fiir IGF2BP1 vergleichbare Korrelationen mit dieser RNA
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(Daten nicht gezeigt) identifiziert wurden, wie sie fir HNRNPM in Abbildung 2.24 dargestellt sind.
Zusammenfassend lassen die Korrelationsstudien den Schluss zu, dass die in dieser Arbeit

identifizierten RNPs in verschiedenen Tumorentitdten tatsachlich von Bedeutung sein kdnnten.

A
14
Abbildung 3.25: Korrelationsanalysen Hodentumor
der IGF2BP1- und HNRNPM- \.
Genexpression in unterschiedlichen 2r
Tumorentitdten.
(A) Die Korrelationsanalysen wurden 10f
mittels der R2-Datenbank basierend -
auf RNA-Sequenzierungsstudien %
verschiedener TCGA-Datensdtze & r
durchgefiihrt. Das Diagramm Leberkarzinom
prasentiert die signifikant positiven S &l ) /
Korrelationen in  Grin und die Eierstock-
signifikant negativen Korrelationen in karzinom
Rot. In Grau werden die nicht it e %
signifikanten Analysen dargestellt. . $ ¢ '
(B) Tabellenibersicht zum Diagramm A Glioblastom
A AN
® .
ok L 1 1 L 1 1 L
1.4 116 11.8 12.0 12.2 124 126 12.8
Log, HNRNPM
B
- Proben-
Tumorentitat Pearson R
anzahl
Thymoma 120 -0.265
Cervical Squamous Cell Carcinoma 305 -0.113
Breast Invasive Carcinoma 1097
Head Neck Squamous Cell Carcinoma 520
Pancreatic adenocarcinoma 178
Stomach adenocarcinoma 415
Colon Adenocarcinoma 286
Kidney Renal Papillary Cell Carcinoma 290
Kidney Renal Clear Cell Carcinoma 533
Sarcoma 259
Esophageal Carcinoma 184
Lung Adenocarcinoma 515 0.147
Bladder Urothelial Carcinoma 408 0.170
Skin Cutaneous Melanoma 470 0.186
Glioblastoma 153 0.187
Ovarian serous cystadenocarcinoma 304 0.266
Liver Hepatocellular Carcinoma 371 0.328
Testicular Germ Cell Tumors 150 0.630
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Die Ergebnisse dieser Arbeit und der bereits publizierten Daten weisen darauf hin, dass HNRNPM die
MYC-Expression in einigen Tumorgeweben zusammen mit IGF2BP1 im RNP und in einigen
Tumorentitaten ohne IGF2BP1 fordert und als putativer Faktor bei der Krebsprogression wirkt. Um
die Ergebnisse dieser Arbeit zu untermauern, misste in zukilnftigen Experimenten die
Funktionsanalyse von HNRNPM in Tumorgeweben der Brust, dem Glioblastom oder dem

Nebennierenrindenkarzinom durchgefiihrt werden.

3.4 Elektronenmikroskopie

Nach der Isolierung und Charakterisierung IGF2BP1-enthaltender RNP-Komplexe, stellte sich die
Frage, ob sich derartige Proteinkomplexe sichtbar machen lassen. Immunfluoreszenzanalysen lassen
leider keine Aussagen Uber die Gestalt beobachteter Partikel zu. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen kdonnten diese Frage jedoch klaren. Flr die morphologische Charakterisierung der
RNPs wurden daher — wie in Kapitel 2.2.3.5 beschrieben — die Eluate des ACTB 3 UTR-pulldowns von
Dr. Dr. Gerd Hause und Simone Fraas prapariert und elektronenmikroskopisch abgebildet (siehe Abb.
3.26). Der dafiir verwendetet 3'UTR hat eine Lange von ca. 600 Basen. Bei visueller Betrachtung
erkennt man Strukturen mit einer Lange von 100-200 nm. Diese Komplexe sind in ihrer Form mit
einer Perlenschnur zu vergleichen, bei der die Liganden dicht gepackt am nachsten sitzen. Mit Hilfe
von kolloidalem Gold gekoppelten sekundadren Antikorpern konnten HNRNPM und IGF2BP1 im
Komplex dargestellt werden. Leider war es experimentell nicht moglich eine Doppel-
Immungoldlokalisation von HNRNPM und |IGF2BP1 durchzufihren und eine eventuelle

Kolokalisierung innerhalb eines RNPs zu verifizieren.
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Abbilung 3.26: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von IGF2BP1 und HNRNPM im ACTB-3"UTR-RNP.

Das Eluat vom ACTB-3'UTR-pulldown wurde auf Formvar-beschichte Kupfer-Grids aufgetragen und mittels
Transmissionslektronenmikroskop EM 900 (Carl Zeiss, Jena) mit einer Beschleunigungsspannung von 80kV
analysiert. Der kollodiale Gold gekoppelte sekundare Antikorper visualisiert IGF2BP1 (A) und HNRNPM (B) im
Komplex.

Jonson und Kollegen analysierten 2007 Flag-IGF2BP1 gereinigte RNPs anhand von atomic force
microscopy (AFM) (Jonson et al., 2007). Sie beschrieben die entdeckten Partikel als kugelformig,
welche einen Durchmesser zwischen 100—300 nm aufwiesen. Aufgrund des geschatzten Volumens
gepaart mit Proteomanalysen wird angenommen, dass jeder RNP 10—30 mRNA-Transkripte enthalt.
Wenn man diese Daten mit den in dieser Arbeit erhaltenen elekronenmikroskopischen Studien
vergleicht, kann man davon ausgehen, dass ein IGF2BP1 enthaltener Partikel in dem zwischen 10-30
Transkripte involviert sind, sehr dicht gepackt sein miissen, um einen Durchmesser zwischen 100-300
nm zu erhalten. Chao et al. 2010 beschrieb bereits, dass die Bindung von IGF2BP1 ein looping der

mRNA induziert, welches auf eine dichte Verpackung der RNPs hindeuten kénnte.
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In Eukaryoten liegt die mRNA nie isoliert, sondern immer von Proteinen gebunden als mRNP vor. Ein
korrektes Zusammenspiel zwischen RNA und RNA-bindenden Proteinen ist dabei entscheidend fir
das Schicksal der mRNA, von der Transkription und Prozessierung, Gber den Transport bis hin zur
Translation und dem RNA-Abbau (Glisovic et al., 2008; Keene, 2007).

Fir die raumliche und zeitliche Regulation der Genexpression spielen RBPs daher eine entscheidende
Rolle und der mRNP stellt dabei die funktionelle Einheit dar. Veranderungen oder Mutationen
innerhalb eines RBPs oder des Bindungsmotivs im Zieltranskript kdnnen die zellularen Prozesse
deregulieren, was letztlich zu verschiedensten Krankheitsbildern fiihren kann (Lukong et al., 2008).
Jungste Methoden wie next generation sequencing (NGS) (u. a. CLIP- und RIP-seq) sowie die Protein-
Massenspektrometrie erleichtern die Identifizierung von RBPs, ihren Protein-Kofaktoren und ihren
Zieltranskripten. Trotz der wachsenden Datenmenge Uber die Funktion von RBPs bleiben jedoch viele
Fragen offen: i) welche Proteine mit einzelnen mRNAs assoziieren; ii) welche Bedeutung diese
Assoziationen fir die Kontrolle der Genexpression haben; iii) inwieweit sich die
Proteinzusammensetzung wahrend der mRNA Lebensdauer dndert; oder iv) welche Funktion den
einzelnen RBPs zugeordnet werden kann und ob diese Funktion durch das Zusammenspiel mit
anderen RBPs beeinflusst wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht eine Aufreinigungsstrategie zu entwickeln, welche die
Proteinzusammensetzung von RNPs aufklart. Zu diesem Zweck wurden RNPs {ber zwei
unterschiedliche Ansatze (Immunprazipitation und RNA-pulldown) gereinigt und mit Hilfe der
Massenspektrometrie analysiert. Beide experimentellen Ansatze erlaubten die Detektion einer
Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen, welche unter anderem als transkriptspezifisch identifiziert
werden konnten. AnschlieRende Immunfluoreszenzanalysen, cross-linking Immunprazipitationen mit
in-vitro-transkribierter RNA, Gradientenuntersuchungen sowie Depletionsexperimente dienten der
Validierung der Massenspektrometriedaten sowie der funktionellen Charakterisierung der
identifizierten Interaktionspartner. Aulerdem konnten RNPs mittels Elektronenmikroskopie
visualisiert werden. Anzumerken ist, dass der praktische Teil dieser Dissertation vor mehr als fiinf
Jahren abgeschlossen wurde. Entsprechend fehlen dieser Arbeit state-of-the-art-Experimente wie
next generation sequencing (NGS) oder Deletionsanalysen mittels CRISPR/CAS9, da diese Techniken
erst zum Ende des praktischen Teils dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe etabliert worden sind.
Hervorzuheben ist jedoch an dieser Stelle auch, dass zur Identifizierung der Komposition IGF2BP1-
enthaltender mRNPs erstmalig Bindungselemente aus IGF2BP1-Zieltranskripten zur Reinigung
verwendet wurden und darlber hinaus eine Tandemreinigungsstrategie in dieser Arbeit etabliert

wurde. Vorangegangene Studien beruhten allesamt auf Immunprazipitationsansatzen mit IGF2BP1-
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Uberxprimierendem Zellmaterial (Jonson et al.,, 2007; Weidensdorfer et al., 2009; Wachter et al.,
2013).

Die Proteinverteilung von liberexprimiertem Flag-chIGF2BP1 (=ZBP1; chicken ortholog zum IGF2BP1)
im Vergleich zum endogenen zeigt jedoch eine deutliche Verlagerung im Sucrosedichtegradienten zu
den leichteren Fraktionen in HEK293A-Zellen (Abb. 3.11 A). Durch das verdnderte
Sedimentationsverhalten von exogenem IGF2BP1 wurden die Verteilung anderer Proteine im
Gradienten beeintrachtigt, wie z. B. HNRNPM, welches in die translationsinaktiven Fraktionen
verschoben wurde. HEK293 Zellen exprimieren bereits sehr hohe endogene Mengen an IGF2BP1.
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass das System moglicherweise gesattigt ist und das
exogene Protein aufgrund dessen alternative Bindungen eingeht, deren physiologische Relevanz
nicht gesichert ist. Zum anderen scheint dies nicht nur IGF2BP1 selbst sondern auch Bindungspartner
in ihrem Verhalten zu beeinflussen, was weiterreichende Folgen fir die RNP-Komposition und den
gesamten Zellkontexts haben kann. Daher ist die hier vorwiegend verwendete Methode des RNA-
pulldowns eine wichtige Alternative zur Validierung der mittels Flag-IGF2BP1 generierten Daten, da
sie ohne Uberexpression auskommt und stattdessen auf physiologisch vorliegende Proteine beruht.
Ein Beispiel, dass mittels Flag-IGF2BP1 potentiell falsch positive Liganden isoliert wurden, zeigt die
Anreicherung von Komponenten des RISC-Komplexes in den Analysen von Frau Dr. Wachter. Dies
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt, was im Einklang mit jingeren Studien steht, welche
flir IGF2BP1 postulieren, dass es seine Ziel-mRNAs zusammen mit anderen RBPs in RISC-freien mRNPs
vor einem miRNA-vermittelten Abbau schitzt (Miller et al., 2018a,b; Busch et al., 2016). In Busch et
al., 2016 wurde das Sedimentationsverhalten in einem 5-25%igen Sucrosedichtegradienten der RISC-
Komponenten analysiert. Ago2 z. B. sedimentiert in den ersten leichten Fraktionen und am Ende des
Gradienten der ribosomalen Fraktionen. Es wadre moglich, dass die Assoziation der RISC-
Komponenten mit IGF2BP1 in Uberexprimierenden Flag-chlGF2BP1-Zellen dem veranderten
Sedimentationsverhalten von IGF2BP1 und dem daraus resultierenden verdnderten Zellkontexts
zugrunde liegt.

Aufgrund dieser Tatsache war es wichtig physiologische Mengen der Proteine zur Etablierung des
pulldowns zu verwenden und eine Reinigungsstrategie zu entwickeln, die fir eine
massenspektrometische  Auswertung  genligend Probenmaterial  anreichert, um die
Zusammensetzung von mRNPs zu identifizieren. Die Daten in dieser Arbeit stellen daher eine

Alternative dar, die neue und transkriptspezifische Einblicke gewahrt.
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4.1 RBPs verpacken die gebundenen Transkripte in kompakte RNPs

Uber die Struktur der mRNPs ist bisher nur sehr wenig bekannt. Viele Kenntnisse stammen aus
Studien des Balbiani-Rings (BR), die mit Hilfe der Elektronenmikroskopie in den Speicheldriisen von
Zuckermiickenlarven betrachtet wurden. Die groRen BR-Gene kodieren fiir sekretorische Proteine.
Die Studien zeigen, dass begleitend zur Transkription Proteine an das wachsende RNA-Molekil
binden und eine lose gewundene diinne RNP-Fibrille gebildet wird, was die Annahme des
remodelings von RNPs untermauert. AnschlieBend wird diese Fibrille fest verpackt und nach und
nach zu einem Ring gebogen. Die fertige Struktur hat einen Durchmesser von 50 nm und wird in das
Nukleoplasma freigesetzt. Beim Durchgang durch die Kernpore in das Zytoplasma hinein entfaltet es
sich und gewinnt seine langliche Form wieder (Daneholt, 1997; Daneholt, 2001).

Vorliegende elektronenmikroskopische Studien von Gallagher et al., 2017 (iber virale RNPs zeigen
ebenfalls Ring- als auch Filamentstrukturen. Diese strukturelle Flexibilitat ist flr die verschiedenen
Funktionen im viralen Replikationszyklus erforderlich. Die RNP-Struktur in Filamenten kann dabei
sowohl aus schraubenformigen Windungen als auch aus gestapelten Ringen von Proteinen bestehen.
Jonson und Kollegen beschrieben Flag-IGF2BP1 gereinigte RNPs anhand von atomic force microscopy
(AFM) als kugelformige Struktur, welches eine glatte Oberfliche und einen Durchmesser zwischen
100-300 nm aufweist. Aufgrund des geschitzten Volumens der Partikel, gepaart mit
Proteomanalysen, wird postuliert, dass jeder Partikel 10-30 mRNA-Transkripte enthalt. Die Tatsache,
dass IGF2BP1 mit ca. 300 verschiedenen Transkripten assoziieren soll, gibt Grund zur Annahme, dass
IGF2BP1-enthaltene RNPs sehr heterogen in ihrer Zusammensetzung sind (Jonson et al., 2007).

Wir konnten in dieser Arbeit RNPs mittels in-vitro-transkribierter RNA rekonstituieren und als
langliche Struktur mit dem Elektronenmikroskop bildlich darstellen. Die daflir verwendete 3’UTR der
ACTB-mRNA hatte eine Lange von ca. 600 Basen. Verglichen mit den Daten in Skabkin et al., 2004,
welche postulieren, dass ein assoziierter 2 kb langer RNA-Strang ca. 600 nm lang und 1,5 nm breit ist,
missten die Komplexe in unseren Analysen ca. 180 nm in ihrer Ldange messen. Anhand der Abb. 3.25
kann man erkennen, dass die isolierten RNPs in dieser Arbeit eine Lange von 100-200 nm aufweisen
und sich damit gut mit den Ergebnissen der Daten von Skabkin et al., 2004 decken. Wahrend in
einigen vorhergehenden Arbeiten die Komplexe meist nur als langliche oder ringférmige Strukturen
beschrieben wurden (Daneholt, 1997; Batisse et al., 2009), zeigten die EM-Analysen in dieser Arbeit
ein detaillierteres Bild der Ligandenanordnung, jeder sitzt dicht gepackt am nachsten und sogleichen
sie einer Perlenschnur. Durch diese llickenlose Besetzung scheint die mRNA gut geschitzt vor
z.  B. miRNA-vermittelter Destabilisierung vorzuliegen. Mit Hilfe von sekundaren
Antikorpermarkierungen via kolloidalem Gold konnte IGF2BP1 im aufgereinigten Komplex

nachgewiesen werden. Man kann erkennen, das IGF2BP1 an verschiedenen Positionen im RNP sitzt.
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Wenn man die Daten in Jonson et al.,, 2007 mit den in dieser Arbeit erhaltenden Ergebnissen
vergleicht, kann man davon ausgehen, dass ein IGF2BP1 enthaltener RNP, in dem zwischen 10-30
Transkripte involviert sind, sehr dicht gepackt sein muss, um einen Durchmesser zwischen 100-300
nm zu erhalten. In Matsumoto et al.,, 2003 werden in-vitro-rekonstituierte mRNPs mittels EM
analysiert, indem ein rekombinant hergestelltes RBP mit in-vitro-transkribierter mRNA gemischt wird.
Die Analysen zeigen, dass bei der Komplexbildung die RNA bis zu vierfach dichter gepackt sein kann
im Vergleich zur freien RNA. Durch die Bindung der Liganden kommt es anscheinend zu einer
Ausbildung von Sekundar- und Tertidrstrukturen der RNA.

In Chao et al, 2010 wurde bereits beschrieben, dass die Bindung von IGF2BP1 eine
Konformationsanderung (looping) induziert, welche voneinander entferntere Sequenzen im
Transkript verbinden kann und damit RNA-Bindungsstellen fiir weitere Faktoren gebildet werden.
Zusammenfassend kdnnte man durch die erhaltenen Ergebnisse davon ausgehen, dass ein Komplex
aus IGF2BP1, seinen Kofaktoren und dem Zieltranskript moglicherweise primar eine langliche

Struktur formt, welche dann tbergeordnete globuldre Strukturen annehmen kann.

4.2 Komponenten und transkriptspezifische Proteinliganden IGF2BP1-
enthaltender RNPs

Wie bereits ausfihrlich in der Einleitung beschrieben, ist IGF2BP1 aufgrund seines onkof6talen
Expressionsmusters ein interessantes Protein flr die zielgerichtete Tumortherapie und ist daher
Gegenstand der Forschungsarbeiten unserer und einer Reihe weiterer Arbeitsgruppen. In den letzten
Jahren gab es eine Vielzahl von Publikationen, die IGF2BP1 als onkogenen Faktor beschrieben haben,
der das adhasionsunabhéangige Zellwachstum, die Tumorzellmotilitdt und Invasivitdt fordert und so
zur Tumorprogression betrdgt (Muller et al., 2018 a,b; Busch et al., 2016; Hamilton et al., 2013; Stohr
et al., 2012; Zirkel et al., 2013). GleichermaBen wurden in diesem Zusammenhang eine Vielzahl neuer
Zieltranskripte veroffentlicht, die je nach Tumorkontext und Zelltyp variieren (Bell et al.,, 2013).
IGF2BP1 wird in verschiedenen Tumorentitaten als prognostischer Marker beschrieben (Kobel et al.,
2007, Miiller et al., 2018a, Elcheva et al., 2008; Gutschner et al., 2014), konnte sich aber noch weit
besser als Therapieziel eignen. Hierfir ist neben Expressionsstudien und zellphdnotypischen Analysen
auch ein besseres Verstandnis der Funktionsweise des Proteins und seiner Komplexpartner wichtig.
Der in dieser Arbeit gewdhlte Ansatz trdagt zur substanziellen Validierung vorangegangener
Interaktionsstudien aus einem alternativen Blickwickel bei und identifiziert zugleich neue

Regulationsmechanismen.
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4.2.1 Analyse der IGF2BP1-mRNP-Komposition und Identifizierung eines core-Komplexes

In der hier vorgelegten Arbeit wurden IGF2BP1-enthaltende mRNPs erfolgreich isoliert und deren
molekulare Zusammensetzung analysiert. Die mRNAs von ACTB und MYC wurden hierfiir im RNA-
pulldown-Verfahren verwendet, da zu Beginn der Dissertation beide Transkripte, die mit am besten
charakterisierten Ziel-mRNAs von IGF2BP1 darstellten. Wahrend ACTB, vermittelt durch den zipcode
in der 3'UTR, von IGF2BP1 translationsinhibiert wird, ist MYC durch die Bindung in der MYC-CRD der
kodierenden Region vor einem endonukleolytischen Abbau der mRNA geschiitzt. Die Ergebnisse der
massenspektrometrischen Analysen zeigten sowohl Ubereinstimmungen als auch Unterschiede der
assoziierten Proteinkomponenten, was darauf hindeutet, dass die Zusammensetzung der Komplexe
z. T. transkriptspezifisch ist (Tab. 3.2).

Die Massenanalysen der pulldown-Experimente konnten einen groBen Teil der identifizierten
Proteine in den parallel durchgefihrten Immunprazipitationsstudien mittels exogenem chlGF2BP1
von Frau Dr. Kristin Wachter bestatigen (Tab. 3.2). Die Helikasen MOV10 und DHX9, diverse Vertreter
der HNRNPs (A1, A2B1, A3, C, D, E2, G, |, K, M, R, U), die RBPs IGF2BP2+3, PABPC1, ELAVL1, NF90,
NF45, Nucleolin und YBX1 konnten als Interaktoren von IGF2BP1 in beiden Methoden identifiziert
werden.

Es stellte sich die Frage, ob mRNPs einen sogenannten core-Komplex (Kernkomplex), d.h.
Komponenten enthalten, welche zu den Grundbestandteilen verschiedener RNPs gehoéren. Im EJC
z. B. gehoren der eukaryotische Initiationsfaktor elF4Alll, Y14, Magoh und MLN51 zum core, welche
in jedem EJC vertreten sind (Beckmann, 2016). Vergleicht man z. B. die Analysen dieser Arbeit mit
ahnlichen Prazipitationsansatzen, kann man eine Art Kernkomplex erkennen. In Tsai et al., 2011
wurde z. B. die Lymphoid enhancer-binding factor-1 (LEF1) mRNA ebenfalls mit 4 MS2 loops markiert.
Frau Dr. Christiane Harnisch war es gelungen, den DICE-abhangigen (differential control element)
Translation-Inhibitions-Komplex mit Hilfe des DICE in der 3’"UTR der Retikulozyten-15-Lipoxygenase-
mMRNA zu reinigen. Sie benutzte dafiir eine RNA-Affinitdtschromatographie, welche auf boxB-RNA-
stem-loops beruht (Quelle: Disseration). Vergleicht man die Ergebnisse von Frau Dr. Harnisch und
Tsai et al., 2011 mit den Massenanalysen in dieser Arbeit, kdnnte man davon ausgehen, dass
Proteine wie HNRNPAL, -K, -Q, -U sowie DHX9 zu solch einem core-Komplex der mRNPs gehéren.

So wird HNRNPA1 mit verschiedenen Krebsarten und Metastasen in Verbindung gebracht. Es weist
eine dramatisch erhohte Expression im Lungenkrebs auf und ist mit einer erhohten
Tumorproliferation verbunden (Liu et al., 2016).

Fir HNRNPK ist es nicht verwunderlich, dass es als core-Protein fungieren kénnte, denn was HNRNPK
von den anderen Proteinen unterscheidet, ist seine funktionale Vielseitigkeit. HNRNPK Ubernimmt

mehrere nukleare und zytosolische Funktionen, einschlieflich der Transkription (Stains et al., 2004),
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des SpleiRens (Expert-Bezancon et al., 2002; Cao et al., 2012), des mRNA-silencings (Ostareck et al.,
1997; Ostareck et al., 2001), der mRNA-Stabilitat (Fukuda et al., 2009) und der Translation (Habelhah
et al. 2001; Ostareck-Lederer et al., 2002). Dabei interagiert HNRNPK mit mehreren Proteinen Uber
seine interaktive Region K (Bomsztyk et al., 2004), die eine intrinsisch ungeordnete Struktur aufweist.
Dariiber hinaus fiihrt ein Mausmodel mit einem HNRNPK-knockout zu einem reduzierten Uberleben
und einer erhéhten Tumorbildung (Gallardo et al., 2015). Durch diese Vielseitigkeit konnte man
annehmen, dass HNRNPK im Zentrum eines signifikanten Interaktionsnetzwerks der Zelle steht.

Als weitere eventuelle core-Komponente wurde HNRNPQ in dieser Arbeit ndaher untersucht. Es
besteht aus drei verschiedenen Isoformen (Q1 = Isoform 3, Q2 = Isoform 2 und Q3 = Isoform 1).
HNRNPQ1 wird als kernstandiges Protein charakterisiert, wahrend HNRNPQ2 und HNRNPQ3 im
Zytoplasma lokalisieren (Svitkin et al., 2013; Mourelatos et al., 2001). Obwohl die genaue Funktion
von HNRNPQ noch nicht vollstindig verstanden ist, wird eine Rolle im alternativen SpleiRen
vermutet. Studien am Mausmodel zeigen eine Bindung von HNRNPQ2 innerhalb der Poly-A-Bereiche
im Zieltranskript und eine damit verbundene Konkurrenz zum PABP (Geuens et al., 2016; Svitkin et
al., 2013), welche auf eine mogliche neue Rolle fir HNRNPQ hinweist. Frau Weidensdorfer in unserer
Gruppe hat HNRNPQ als Bestandteil des CRD-vermittelten Komplexes beschrieben, der die Stabilitat
der MYC-mRNA fordert. In der hier vorliegenden Arbeit konnte mittels der
Tandemaffinitatsreingigung HNRNPQ als Komponente von IGF2BP1-enthaltenen ACTB- und MYC-
mMRNPs nachgewiesen werden. Darlber hinaus assoziiert sogar nur eine Isoform mit IGF2BP1-
enthaltenden Komplexen in der Tandemaffinitatsreinigung (Abb. 3.14), was auf unterschiedliche
Funktionen der Isoformen hinweist.

HNRNPQ bindet zwar die ACTB-3'UTR, es konnte jedoch kein Effekt auf die ACTB-Expression
nachgewiesen werden. Einige Veroffentlichungen beschreiben HNRNPQ in RNA-Transport-
Komplexen (Kanai et al.,, 2004). Jedoch konnte keine Funktion von HNRNPQ wahrend des mRNA-
Transports in den Publikationen nachgewiesen werden. RNA-Transportprozesse sind in Zelltypen wie
Neuronen oder polaren Zellen wie Oozyten von Bedeutung. In kompakten und wenig polaren
HEK293A-Zellen sind sie allerdings weniger relevant und zudem schwieriger zu untersuchen.
Inwiefern HNRNPQ ggf. am Transport der ACTB-mRNA und moglicherweise sogar an der lokalisierten
Translation, wie sie fiir IGF2BP1 in primaren Neuronen beschrieben ist (Hittelmaier et al., 2005;
Zhang et al., 2001; Bassel et al., 1998), beteiligt sein kénnte, bleibt in dieser Arbeit offen und muss in
anschliefenden Studien untersucht werden.

Die in Weidensdorfer et al., 2009 beschriebene Stabilitdtskontrolle der MYC-mRNA, vermittelt durch
HNRNPQ, konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Eine Erklarung dafir kénnte sein, dass
in den Durchfiihrungen unterschiedliche Zellsysteme verwendet wurden, die anscheinend

unterschiedliche Ergebnisse liefern. Eine Erklarung fiir die unterschiedlichen Effekte ist ebenso in
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Miller et al.,, 2018a beschrieben. Dabei zeigt die Reduktion von IGF2BP3 in den
Ovarialkarzinomzellen ES-2 keine Veranderungen, wahrend in den Lungenkarzinomzellen A549 ein
deutlicher phanotypischer Effekt durch den IGF2BP3-knockdown erzielt werden konnte, der mit einer
deutlichen Veranderung der Genexpression einhergeht. Anscheinend ist die Genexpression je nach
Zellkontext unterschiedlich reguliert. Neben den Regulationspartner selbst, spielt auch die Expression
von z. B. miRNAs und anderen regulatorischen Faktoren eine wichtige Rolle. Es bleibt also
herauszufinden, welche Funktionen HNRNPQ als core-Komplex-Protein ausibt.

HNRNPU und die Helikase DHX9 wurden ebenfalls als core-Kkomponenten identifiziert. In der Literatur
werden sie jedoch als rein kernstandige Proteine beschrieben (Zhang et al., 1999; Pinol-Roma &
Dreyfuss, 1991). Die Lokalisationsstudien in dieser Arbeit konnten diese Daten validieren. Aufgrund
dessen wiirde man nicht davon ausgehen, dass IGF2BP1 zusammen mit HNRNPU sowie DHX9 in
einem zytoplasmatischen RNP agiert. In den Tandemaffinitdtsreinigungen mit Gesamtzellextrakt
wurden beide Proteine zusammen mit IGF2BP1 in ACTB- und MYC-vermittelten RNPs identifiziert
(Abb. 3.14). Diese Daten weisen darauf hin, dass HNRNPU und DHX9 zusammen mit IGF2BP1 im Kern
Uber die Ziel-mRNAs assoziieren. Obwohl IGF2BP1 als Uberwiegend zytoplasmatisches Protein
beschrieben wird, gibt es Hinweise, dass die Bindung von IGF2BP1 mit seinen RNA-targets bereits
wahrend des laufenden Transkriptionsprozesses im Zellkern erfolgt. So zeigten Oleynikov und Singer,
dass IGF2BP1 punktuell im Zellkern an vermeintlichen Transkriptionsstellen auftreten kann
(Oleynikov & Singer, 2003; Huttelmaier et al., 2005). Wahrend des Transports ins Zytoplasma werden
HNRNPU und DHX9 wahrscheinlich durch andere zytoplasmatische Proteinen ersetzt. Dieser
Austausch an Proteinliganden unterstitzt ebenfalls die Annahme, dass sich RNPs auf dem Weg durch
die Zelle einer Umstrukturierung (remodeling) unterziehen (Kress et al., 2004). Es wird angenommen,
dass wahrend des Transports in das Zytoplasma der RNP umgebaut wird und zusatzliche
Transportfaktoren rekrutiert werden, die die zytoplasmatische Lokalisierung bestimmen.

In Weidensdorfer et al., 2009 wurden HNRNPU und DHX9 als Komplexpartner von IGF2BP1 wahrend
der CRD-vermittelten Stabilitdit der MYC-mRNA im Zytoplasma beschrieben. Dabei kam es zu einer
signifikant verminderten MYC-Protein- und -mRNA-Menge infolge des HNRNPU- sowie DHX9-
knockdowns. Der Lysispuffer in Weidensdorfer et al., 2009 beinhaltete 0,5 % des Detergenzes NP40
was aufgrund des hohen Gehaltes auf ein Gesamtzellextrakt hinweist. Die Masterstudentin Katharina
Kloditz z. B. benutzte unter meiner Anweisung fiir die Separation von Kern-und Zytoplasmaextrakt
einen Lysispuffer mit 0,05 % NP40. In Abb. 3.16 kann man immer noch eine teilweise unvollstandige
Trennung erkennen, besonders fiir HNRNPU. Deshalb ist der identifizierte Effekt in Weidensdorfer et
al., 2009 von HNRNPU und DHX9 vielleicht auf eine Funktion im Kern zurickzufiihren.

Es besteht die Moglichkeit die mRNA vor einem Abbau im Zellkern zu schiitzen. Jedoch sind bis heute

nicht gentigend Daten Uber einen mRNA-Abbau im Zellkern humaner Zellen vorhanden. Die meisten
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Studien dazu wurden im Hefemodell analysiert (Makino et al., 2015). HNRNPU ist z. B. am
alternativen SpleiRen beteiligt (Vu et al., 2013). Laut der Datenbank NCBI gibt es zwei Isoformen der
MYC-mRNA, welche durch alternatives SpleiRen entstehen.

In Lee et al., 2016 wird beschrieben, dass eine Reduktion der kernstandigen DHX9-Helikase zu einer
Verringerung des proliferativen Effekts in mehreren humanen Krebszelllinien und im murinen Myc-
abhangigen Ep-Myc-Lymphom fihrt. Jedoch wurde fir die Beobachtungen noch kein
Regulationsmechanismus identifiziert. Diese Ergebnisse und die DHX9-knockdown-Studien in
Weidensdorfer et al.,, 2009, kdonnen vielleicht auf die RNA-Helikasefunktion zurtckzufiihren sein
(Zzhang & Grosse, 1994). DHX9 ist Mitglied der DEAD/H-Box-Helikasen und wahrscheinlich wie andere
Mitglieder dieser Familie fir den mRNA-Export durch die Kernporenkomplexe verantwortlich (Snay-
Hodge et al., 1998). Beim RNA-Kernexport kommt es zu einer Umstrukturierungen bzw. RNA-
Entwindung mit Hilfe der Helikasen. Es ist dadurch anzunehmen, dass ein Fehlen von DHX9 den
MmRNA-Kernexport, unter anderem der MYC-mRNA, beeintrachtigen wiirde.

Festzuhalten ist, dass HNRNPU und DHX9 in kernstandigen Komplexen zum core-mRNP gehdren
kdnnen, aber nicht in zytoplasmatischen RNPs auftreten. Es ware interessant zu analysieren, welche

Funktionsmechanismen beide Proteine im core der nukledren Komplexe ausiiben.

Weiterhin  konnten  HNRNPM, HNRNPE2, ELAVL1, PTBP1 und YBX1 (ber die
Tandemaffinitdtsreinigung den IGF2BP1 enthaltenen RNPs im Rahmen dieser Arbeit zugeordnet
werden.

Die Assoziation von IGF2BP1 mit YBX1 bekraftigt die Aussage, dass sich IGF2BP1-RNPs in der
sogenannten Pionier-Runde der Translation befinden. Fir YBX1 ist beschrieben, dass es seine Ziel-
mRNAs vor dem Abbau schiitzt (Evdokimova et al.,, 2001) und in translatorisch inaktive mRNPs
verpackt. Frau Dr. Wachter konnte in ihren Analysen ebenfalls bestatigen, dass elF4E und elF4G nicht
mit IGF2BP1 assoziieren. Stattdessen konnte sie das cap binding protein 80 (CBP80), einige
Komponenten des EJC und des nonsense-mediated decays (NMD) nachweisen. Diese Befunde
bestatigen zusatzlich, dass IGF2BP1 enthaltene RNPs translatorisch inaktiv sind. Fir die weitere
Charakterisierung  konnte  YBX1 mittels Immunfluoreszenzanalysen als (iberwiegend
zytoplasmatisches Protein charakterisiert werden welches mit IGF2BP1 kolokalisiert. Die cross-linking
Studien in Kapitel 3.1.5 sowie die Tandemaffinitatsreinigung bestatigen die Bindung von ACTB- und
MYC-mRNA in IGF2BP1-enthaltenen RNPs.

Interessant ist ebenfalls, dass in den pulldown Analysen Vertreter der Poly-A-bindenden Proteine
(z. B. PABPC1+C4) nachgewiesen werden konnten, trotzdem die pulldown-Konstrukte liber keinen
Poly-A-Schwanz verfiigen. Sowohl die mRNA von ACTB als auch von MYC enthalten einige

adeninreiche Bereiche mit bis zu 6 As im kodierenden Bereich und der 3’"UTR. Anscheinend erfillen
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PABP ihre Funktion nicht immer durch den Poly-A-Schwanz. In Patel et al., 2005 wird beschrieben,
dass PABP die Repression seiner eigenen mRNA durch die Bindung an adeninreiche Sequenzen
innerhalb der 5°UTR vermittelt (Patel et al., 2005).

Weitere in-vitro-Experimente deuten darauf hin, dass die Translation der YBX1 mRNA durch die
Bindung von PABPC1 an eine A-reiche Sequenz innerhalb der 3’"UTR verstarkt wird (Skabkina et al.,
2003). Man kénnte also vermuten, dass PABP durch z. B. Bindung der MYC-mRNA zur Stabilitdt des
Transkripts beitragen konnte. Man kann natrlich nicht ausschlieRen, dass es sich bei der Assoziation
eventuell um ein experimentelles Artefakt handelt. Die in-vitro-transkribierte RNA liegt im pulldown-
Verfahren in weitaus hoherer Konzentration vor verglichen mit der endogenen Konzentration. Dieser

RNA-Uberschuss kénnte zu falsch positiven Ergebnissen fiihren.

4.2.2 Identfizierung transkriptspezifischer neuer RBPs

Neben den Ubereinstimmenden Ergebnissen der Immunprazipitations- und pulldown-Studien
konnten Liganden in den massenspektrometrischen Auswertungen des pulldowns identifziert
werden, die mit der Immunprazipitation nicht angereichert werden konnten. Ein Grund dafiir ist,
dass der RNA-pulldown es moglich macht, Komplexe transkriptspezifisch zu reinigen, wahrend bei
der Immunpréazipitation verschiedene RNPs, welche auf unterschiedlichen mRNAs aufbauen, und
daran assoziierten RBPs angereichert werden. Mit der Methode der Immunprazipitation erhdlt man
zwar einen Einblick lGber die unterschiedlichen Assoziationspartner des Zielproteins, aber man kann
die Zusammensetzung zwischen den verschiedenen Komplexen nicht unterscheiden.

Mittels der Immunprazipation konnte Frau Dr. Wachter zwar viel mehr Proteine detektieren, z. B.
SpleiB-Faktoren wie U2AF2, PUF60, PRPF31, HNRNPH3, SFRS14, SRm300, SRSF1, zahlreiche DEAD/H
box Helikasen, zytoskelettale Proteine wie CKAP5, IQGAP1, MYO1C, FLNC, TUBA3C, cap
Bindeproteine, dennoch beschrankt sich die Anzahl an immobilisiertem Protein beim RNA-pulldown-
Verfahren auf Proteine, die in direkter oder unmittelbarer Bindung zur in-vitro-transkribierten RNA
stehen. AulRerdem verfiigten die Konstrukte des pulldowns weder (iber einen Poly-A-Schwanz, noch
eine cap-Struktur oder Spleil-Ereignisse. Dieser experimentelle Aufbau diente vorrangig dazu, RNP-
Komponenten zu identifizieren, die eventuell in die Translationsrepression oder Stabilitdtskontrolle
der Zieltranskripte involviert sind. Die RBPs, welche im SpleiRens involviert sind oder an der
Erkennung der cap-Struktur beteiligt sind, sollten dabei keine Rolle spielen.

Die verbesserte transkriptspezifische Identifizierung der Proteine zeigt die Anreicherung von KHSRP
und KIF11 mit dem ACTB-Konstrukt sowie die PKR mit dem ACTB- und MYC-Konstrukt in der
Massenauswertung der pulldown-Analysen. Das KH-domain-containing splicing regulatory protein

(KHSRP) stellt das humane Homolog zum chicken ZBP2 dar, welches die Bindung des ZBP1 an die
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ACTB-mRNA wahrend der Transkription (Pan et al., 2007) erleichtert, was darauf hindeutet, dass
KHSRP IGF2BP1 bei der ACTB-Bindung unterstiitzten konnte. Fiir KHSRP wurde ebenfalls beschrieben,
dass es am mRNA-trafficking involviert ist (Kung et al., 2017). Es ware moglich, dass KHSRP
verantwortlich fir die Bindung zwischen der RNA und dem Zytoskelett ist. Dabei kdnnte es eine
entscheidende Rolle z. B. beim Transport der ACTB-mRNA spielen.

Das Motorprotein KIF11, welches zuvor laut Literatur noch nicht mit IGF2BP1 enthaltenen RNPs in
Verbindung gebracht wurde, konnte anhand des ACTB-RNA-pulldowns in dieser Arbeit als spezifische
RNP-Komponente identifiziert werden. Generell sind Interaktionen mit Motorproteinen sehr
dynamisch und daher schwer zu identifizieren. Die Assoziation zwischen dem Motorprotein KIF11
und der ACTB-mRNA konnte sogar ein paar Jahre spater in der Gruppe von Prof. Rob Singer durch
Lokalisationsstudien bestatigt werden (Song et al., 2015). Dieses Ergebnis zeigt, wie spezifisch man
mit dem RNA-pulldown-Verfahren Interaktoren identifizieren kann. In Song et al., 2015 ist auBerdem
beschrieben, dass die Fahigkeit von KIF11 die ACTB mRNA zu transportieren von IGF2BP1 abhangt.
Die Interaktion von KIF11 mit IGF2BP1 tragt zum Transport von mRNAs bei, die Einfluss auf die
Zellpolaritat und -motilitat haben und dadurch das invasive Wachstum und die Metastasierung von
Tumoren beeinflussen kénnen. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass ein gestorter
Transport der ACTB-mRNA die Zellmigration und Invasivitdt verandert, beides Eigenschaften, die
durch IGF2BP1 moduliert werden.

Ferner war es moglich, durch die pulldown-Analysen die Proteinkinase R (PKR) nachzuweisen, welche
in den Massenanalysen von Frau Dr. Wachter nicht detektiert wurde. Die PKR wurde urspringlich als
eine Kinase identifiziert, die durch Heparin (Kim et al., 2014) oder durch virale, doppelstrange RNA
(dsRNA) aktiviert wird und die Translation durch Phosphorylierung des Translationsinitiationsfaktors
EIF2A hemmt (Ehrenfeld & Hunt, 1971). PKR wurde seitdem intensiv auf seine Rolle als
Translationsregulator bei Virusinfektionen untersucht (Kim et al.,, 2014). PKR phosphoryliert z. B.
NF90, welches im Zuge dessen die Virusreplikation hemmt (Wen et al., 2014). NF90 wurde ebenfalls
im pulldown identifiziert. Es ware moglich, dass die PKR durch den Heparinanteil im Puffer aktiviert
wurde und durch die Protein-Protein-Interaktion mit NF90 in den IGF2BP1 enthaltenen RNP gelangt.
Neuere Erkenntnisse deuten sogar darauf hin, dass die physiologische Funktion der PKR lber die
antivirale Reaktion hinausgehen kann. Die PKR soll unter anderem in Prozesse der Zellproliferation
sowie Zellzyklusprogression involviert sein, wobei der zugrundeliegende Mechanismus der PKR-
Aktivierung und der Identitit seiner downstream targets noch unbekannt ist (Kim et al., 2014). Es
ware moglich, dass die PKR im IGF2BP1-enthaltenen RNP z. B. mit NF90 interagiert und durch die
enzymatische Aktivitat Einfluss auf Prozesse z. B. der Zellproliferation nimmt. Schon anhand der Src-
Phosphorylierung von IGF2BP1 konnte man erkennen, wie wichtig die Phosphorylierung einzelner

Proteine fir die Dynamik des RNPs ist (Huttelmaier et al., 2005). Deshalb ist es interessant, dass die
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PKR spezifisch in der Massenspektrometrie der pulldowns identifiziert wurde. Kirzlich wurde gezeigt,
dass NF90 die Expression von MYC reguliert und die Zellproliferation férdert (Wu et al., 2018). Es
kann daher spekuliert werden, dass NF90 zusammen mit IGF2BP1 im RNP vermittelt durch die MYC-

mMRNA Einfluss auf die Zellproliferation haben.

4.2.3 Identifizierung cis-Element-spezifischer RNPs

Zur Validierung der Massenspektrometrie und Eingrenzung der Bindungsregionen innerhalb der
mRNA wurden Western Blot-Analysen mit spezifischen Antikérpern durchgefiihrt. Hierfiir wurden
spezifische cis-Elemente der ACTB- bzw. MYC-mRNA verwendet anstelle der ACTB-5'"UTR-CDS-3"UTR
bzw. des MYC-CDS-3'UTR-Konstruktes verwendet (siehe Abb. 3.7), welche in die
Translationsrepression oder Stabilitdtskontrolle der Zieltranskripte involviert sind: i) ACTB-3"UTR-
4MS2-loops; ii) MYC-CRD-4MS2-loops; iii) MYC-3"UTR-4MS2-loops und iv) ACTB-CDS(1-416)-4MS2-

loops diente als Kontrolle. Eine IGF2BP1-Bindung zum MYC-3"UTR war bis dato noch nicht bekannt.
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Abbildung 3.27: CLIP-Studien fiir IGF2BP1 in der ACTB- und MYC-mRNA. Die Anzahl der CLIP-sites (von 8
Experimente), bei denen IGF2BP1 mit der Ziel-mRNA assoziiert sind in der y-Achse dargestellt. Die
VergroRerungen zeigen die Anzahl der Clip sites von IGF2BP1 in den publizierten Bindungsstellen (rot) und der
MYC-3"UTR (griin) der (A) ACTB- und (B) MYC-mRNA (Quelle: Encode).

Es wurde aber angenommen, dass IGF2BP1 ebenfalls (iber den 3"UTR die MYC-mRNA reguliert. Es
konnte im Western Blot verifiziert werden (Abb. 3.8), dass IGF2BP1 die bekannten Erkennungsmotive
der ACTB-3'UTR und MYC-CRD bindet sowie an den MYC-3'UTR assoziiert. Spatere CLIP-
Untersuchungen weisen auf mogliche Bindungsstellen von IGF2BP1 innerhalb der MYC-3’UTR hin
(Abb. 3.27) (Hafner et al., 2010; Conway et al., 2016; Van Nostrand et al., 2016).

Es stellte sich auRerdem heraus, dass das mRNA-shielding der Zieltranskript-3’'UTR zu den

Hauptregulationsmechanismen von IGF2BP1 gehort, wie es unter anderem fur die MITF-, SIRT1-,
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SRF-, LIN28B- und HMGA2-mRNAs postuliert wurde (Goswami et al., 2010; et al., 2009, Busch et al.,
2016; Miiller et al., 2018 a,b). Ein mRNA-shielding-Mechanismus fir die MYC-3’"UTR wurde bis heute
durch IGF2BP1 noch nicht publiziert. In Braun et al., 2014 wird gezeigt, dass die miRNAs let-7-5p und
miR-34-5p durch Bindung der 3'UTR die MYC-Expression regulieren. Wie in Busch et al., 2016
postuliert, schirmt IGF2BP1 die mRNAs von LIN28B- und HMGA2 vor dem let-7-miRNA-Angriff im
3'UTR ab. Diese Beobachtungen sind ein Indiz dafiir, dass IGF2BP1 aufgrund der identifizierten
3’UTR-Bindung innerhalb der MYC-mRNA, neben der CRD-vermittelten Stabilitdt, MYC vor einem
miRNA-Angriff im 3’UTR schitzt. Die let-7 miRNA Familie, fir die eine Bindungsstelle in der MYC-
3’UTR identifiziert wurde, stellt damit einen der wichtigsten funktionellen Gegenspieler von IGF2BP1

auch bzgl. der MYC-Regulation dar.

AuRerdem zeigen die pulldown-Ergebnisse am Beispiel von MYC (Abb. 3.8), dass die Bindung an die
CRD im Bereich der kodierenden Region sehr spezifisch ist und weitaus mehr Proteine die MYC-
mRNA (ber den 3’UTR binden. Dabei ist jedoch noch nicht beschrieben, welcher regulatorische
Bereich einen starkeren Einfluss auf die MYC-turnover-Rate hat. Das diirfte von unterschiedlichen

Faktoren, wie beispielsweise dem Expressionslevel unterschiedlicher RBPs oder miRNAs abhangen.

Fur ELAVL1 wurde in Weidensdorfer et al., 2009 beschrieben, dass es die MYC-mRNA-Stabilitdt Gber
die 3°-UTR fordert. Neben der MYC-CRD im kodierenden Bereich wirken AREs in der 3'UTR
destabilisierend. ELAVL1 bindet mit hoher Affinitdit an AUUUA-Motive und kann so in den ARE-
vermittelten Abbau eingreifen (Antic & Keene, 1997). Kontrdre Hypothesen zum
Regulationsmechanismus werden in Kim et al., 2009 postuliert. So wird vorgeschlagen, dass ELAVL1
durch die Rekrutierung des RISC-Komplexes die MYC-Expression inhibiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ELAVL1 als Ligand von IGF2BP1 in ACTB-3'UTR und MYC-3'UTR-
vermittelten RNPs identifiziert werden. Es konnte weder in Weidensdorfer et al., 2009 noch in den
Studien dieser Arbeit eine Assoziation mit der MYC-CRD identifiziert werden, was als Nachweis dient,
dass man Liganden spezifisch mit dem pulldown-Verfahren prazipitieren kann.

ELAVL1 wird in vielen Krebsarten Gberexprimiert und korreliert eng mit einer negativen Prognose der
Patienten (Nabors et al., 2002; Durie et al., 2011; Denkert et al., 2004), wie es ebenfalls fir IGF2BP1
postuliert wird (Boyerinas et al., 2012; Gu et al., 2004; Kobel et al.,, 2007). ELAVL1 férdert das
Zellwachstum durch Stabilisierung vieler anti-apoptotischer Gene wie Sirtuin-1 (SIRT1), Prothymosin
alpha (PTMA), B-cell lymphoma 2 (BCL2) und myeloid cell leukemia sequence 1 (MCL1) (Abdelmohsen
et al., 2007; Lal et al., 2005). ELAVL1 wird auBerdem als wichtiger Faktor bei der miRNA-vermittelten
Regulation seiner Zieltranskripte beschrieben, bei der der mRNA-Umsatz (turnover) und die
Translation entweder durch ELAVL1 gefordert oder beeintrachtig wird (Skrikantan et al., 2012).

Aufgrund des Vorkommens von ELAVL1 mit IGF2BP1 in einem RNP (Abb. 3.14) und der Tatsache, dass
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beide Proteine in die miRNA-vermittelte Regulation ihrer Ziel-mRNAs involviert sind, kdnnte man
spekulieren, dass ELAVL1 und IGF2BP1 bei einer miRNA-vermittelten Regulation von MYC

kooperieren oder entgegenwirken.

Weitere Proteine wie PTBP1 und HNRNPM konnten ebenfalls spezifisch mit dem ACTB-3"UTR- und
dem MYC-3'UTR-Konstrukt préazipitiert (Abb. 3.13) und als Komponenten des IGF2BP1-RNPs
identifiziert werden (Abb. 3.14). HNRNPM und PTBP1 sind in der Literatur als kernsténdige RBPs
beschrieben, welche den SpleiRvorgang regulieren (Hase et al., 2006; Lléres et al., 2010; Valcarcel &
Gebauer, 1997), wobei PTBP1 zwischen dem Kern und Zytoplasma pendeln kann (Abb. 3.15) und an
der RNA-Lokalisierung sowie Translation im Zytoplasma beteiligt ist (Kamath et al., 2001). HNRNPM
besitzt ein konventionelles Kernlokalisationssignal (NLS) (Lee et al., 2006) und Analysen dieser Arbeit
zeigen, dass es sich entgegen der Literatur zwischen Kern und Zytoplasma bewegen kann (Abb. 3.15)
und in zytoplasmatischen IGF2BP1-enthaltenen RNPs fungiert.

Wie schon im pulldown-Assay mit Gesamtextrakt gezeigt, weist es mit einem zytoplasmatischen
Extrakt eine Praferenz zur ACTB-3'UTR auf. Mit dem Kernextrakt ist diese Prdferenz nicht zu
erkennen. Das deutet darauf hin, dass HNRNPM unterschiedliche Funktionen in zytoplasmatischen
und kernstindigen RNPs (bernehmen kénnte. Ahnliche Befunde sind fiir PTBP1 gezeigt. Die
Ergebnisse der pulldown-Analysen des Gesamtextrakts decken sich mit denen des zytoplasmatischen

Extrakts. Mittels Kernextrakt ist PTBP1 hingegen fast nur am MYC-3"UTR detektiert worden.

4.3 Kontrolle der ACTB- und MYC-Genexpression

4.3.1 Einfluss von HNRNPE2 auf die ACTB-Genexpression

Analog zu KIF11 konnte HNRNPE2 transkriptspezifisch mit dem ACTB-Konstrukt identifiziert werden.
HNRNPE?2 ist in die Regulation der Stabilitat seiner Zieltranskripte und der Translation involviert (Han,
et al., 2010), zum Teil durch einen IRES-vermittelten Mechanismus (Ostareck-Lederer et al., 1998;
Evans et al., 2003). Es wurde ebenfalls berichtet, dass HNRNPE2 das Zellwachstum und somit die
Tumorprogression bei Leukdmie und im Gliom beeintrachtigt (Chen et al., 2018), indem HNRNPE2 die
3’UTR der Cyclin-abhdngigen Kinase 2 (CDK2) bindet und positiv reguliert. CDK2 spielt eine wichtige
Rolle bei der Zellmitose. Eine Uberexpression von CDK2 fiihrt zu einem Tumorwachstum, wie es z. B.
in Magenkrebszellen gezeigt wurde.

In den pulldown-Untersuchungen dieser Arbeit konnte eine Assoziation von HNRNPE2 nur an die
ACTB-3'UTR-RNA detektiert werden (Abb. 3.8). Die publizierte Bindung von HNRNPE2 innerhalb der

IRES in der 5°'UTR konnte nicht nachgewiesen werden, da den MYC-Konstrukten dieser Arbeit der
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5'UTR-Bereich fehlt. Nach HNRNPE2-Depletion kam es zu einer Verdopplung des zelluldren ACTB-
Proteinlevels, wohingegen der ACTB-mRNA-Gehalt unverdndert blieb (Abb. 3.20). Dies deutet auf
eine Translationsinhibierung der ACTB-mRNA durch HNRNPE2 hin. Die Ergebnisse wurden anhand
von Polysomengradienten untermauert. Infolge eines HNRNPE2-knockdown wurde eine
Verschiebung des ACTB-mRNA-Gehaltes in die Polysomen induziert (Abb. 3.22). Dieser Befund weist
auf eine erhdéhte Translationseffizienz hin und unterstltzt die Funktion der Translationsinhibierung
von ACTB durch HNRNPE2.

Schaut man sich hingegen die Verteilung von HNRNPE2 im Sucrosegradienten an (Abb. 3.18), fillt es
auf, dass HNRNPE2 in den ersten leichten Fraktionen mit IGF2BP1 kosedimentiert in denen nur sehr
wenig ACTB-mRNA vorhanden ist (Abb. 3.9), was im Widerspruch zum HNRNPE2-knockdown und
dem daraus resultierenden ACTB-Effekt stehen kdnnte. Betrachtet man sich andere Proteine die
ahnlich sedimentieren wie z. B. HNRNPK, kann man davon ausgehen, dass die Sedimentation im
Gradienten nicht unbedingt auf die Assoziation zur mRNA oder eventuellen Regulation hindeuten
muss. Vielleicht ist die Antikorperdetektion auch auRerhalb des Detektionsbereiches. HNRNPK
interagiert z. B. spezifisch mit der IRES der MYC-mRNA und kontrolliert somit dessen Translation
(Evans et al., 2003). Die MYC-mRNA sedimentiert jedoch ebenfalls erst in den Fraktionen der
schwereren RNPs und nicht zusammen mit HNRNPK (Abb. 3.10 B,C). Aufgrund dessen muss sich die
Funktion oder die target-mRNA nicht aus dem Sedimentationsverhalten eines Proteins erschliefRen.
Die Ergebnisse zielen darauf ab, dass fir HNRNPE2 eine neue Funktion identifiziert wurde und es als
Komplexpartner von IGF2BP1 wdhrend der lokalen Translation von ACTB mitwirkt. Dartber hinaus
waren weitere Untersuchungen von HNRNPE2 im Kontext des gerichteten Auswachsens von
Dendriten und Axonen durch die lokalisierte Translation der ACTB-mRNA interessant. Wie schon
postuliert, beeinflusst der Transport der ACTB-mRNA die Zellmigration und -invasion in
Brustkrebszellen vermittelt durch IGF2BP1 (Gu et al., 2012). Es wdre interessant die Funktion von
HNRNPE2 als Komponente IGF2BP1-enthaltender RNPs im mRNA-Transport im Tumor zu
untersuchen.

Die HNRNPE2-knockdown-Analysen dieser Arbeit zeigten keinen Einfluss auf die Translation der MYC-
MmRNA obwohl Eine IRES-vermittelte Regulation durch HNRNPE2 postuliert wurde. In Evans et al.,
2003 wurde gezeigt, dass PCBP1, PCBP2 und HNRNPK zusammen in der Lage waren, die MYC-IRES in
vitro zu aktivieren, wenn es in Kombination mit UNR (upstream von N-ras) und UNRIP (upstream von
N-ras interagierendem Protein) inkubiert wurde. Jedoch wurde dieser Befund nicht durch knockdown
Studien in cellulo untermauert. Vielleicht wird die Reduktion eines der 5 Proteine von einem anderen
Interaktionspartner ausgeglichen. In Weidensdorfer et al., 2009 konnte ebenso durch den HNRNPE2-
knockdown in U20S-Zellen kein Effekt auf dem MYC-Protein- oder mRNA-Level identifiziert werden.

Wie schon fiir IMP3 publiziert und HNRNPQ in dieser Arbeit gezeigt, kann es sein, dass in
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unterschiedlichen Zelllinien durch gezielte knockdown-Analysen unterschiedliche Effekte erzielt

werden (Mdller et al., 2018 a). In Evans et al., 2003 wurde z. B. mit Hela-Zellen gearbeitet.

4.3.2 HNRNPM als putativer onkogener Faktor und MYC-Regulator

Wie bereits erwdahnt wurde HNRNPM erfolgreich als Komponente von IGF2BP1-RNPs mittels der
Tandemaffinitatsreinigung fir die ACTB- und MYC-mRNA identifiziert. Weitere HNRNPM-knockdown-
Studien zeigen eine deutliche Reduktion der MYC-Protein/mRNA-Gesamtmenge (Abb. 3.19). In der
Literatur findet man keine Verbindung zwischen HNRNPM und MYC. Schaut man sich jedoch die

Genexpression beider Proteine mittels der R2-Plattform (https://hgserverl.amc.nl/cgi-

bin/r2/main.cgi) unter Verwendung der zur Verfligung stehenden TCGA Datensatze an, erkennt man
eine positive Korrelation beider Gene in verschiedensten Tumoren wie z. B. im
Nebennierenrindenkarzimom (ACC) oder Glioblastom (Abb. 3.24). Diese Korrelationen unterstiitzen
den Stabilitatseffekt von HNRNPM auf die Genregulation von MYC in dieser Arbeit. Vielleicht ist
HNRNPM dadurch an der Entstehung oder Progression diverser Tumore involviert, was es interessant
macht HNRNPM weiter zu untersuchen.

In Xu et al., 2014 wird z. B. gezeigt, dass HNRNPM die Metastasierung von Brustkrebs fordert, indem
es das alternative SpleiRen aktiviert und dabei die CD44-SpleiBisoformen préazise kontrolliert, was zu
einem Epithelialen-Mesenchymalen-Ubergang (EMT) fiihrt. Eine SpleiBvariante von CD44 ist ebenfalls
als IGF2BP1- Zieltranskript publiziert (Vikesaa et al., 2006), was eine weiter mogliche Verbindung
beider RBPs darstellen konnte. Alternatives Spleien kann die proteomische Vielfalt erhéhen, die fiir
die Flexibilitdt der Zelle notwendig ist, um auf verschiedene Bedingungen zu reagieren. Die
Regulation der Produktion alternativer Transkripte spielt deshalb eine wichtige Rolle und kann zu

Veranderungen der Funktion kommen.

Weiterhin lassen die Bindungs- und Lokalisationsstudien dieser Arbeit darauf schliefen, dass IGF2BP1
und HNRNPM in gleichen Komplexen vorkommen. Untermauert wird dieses Ergebnis durch die
Proteinverteilung im Sucrosegradienten. Beide Proteine zeigen das gleiche Sedimentationsverhalten
im Gradienten mit endogenem und exogenem Flag-chlGF2BP1 Zellmaterial. Wie schon erwahnt,
reichert sich HNRNPM gemeinsam mit exogenem chlGF2BP1 in den leichteren Fraktionen an (Abb.
3.11), wahrend HNRNPM und das endogene IGF1BP1 in parentalen HEK293A-Zellen im gesamten
Gradienten verteilt ist. Anscheinend besteht ein funktioneller oder regulatorischer Zusammenhang
zwischen IGF2BP1 und HNRNPM.

Datensatz-Ubergreifende  Korrelationsstudien der  R2-Datenbank basierend auf RNA-

Sequenzierungsstudien verschiedener TCGA-Datensatze von IGF2BP1 und HNRNPM zeigen unter
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anderem eine Koexpression beider RNP-Komponenten fiir Tumore des Hodens, der Leber, des
Eierstocks und des Glioblastoms. Im Glioblastom z. B. kdnnte MYC ein relevantes Zieltranskript von
HNRNPM und IGF2BP1 im gemeinsamen RNP sein (Abb. 3.24; Daten flir IGF2BP1 nicht gezeigt). Die
Korrelationsstudien dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die identifizierten RNPs in verschiedenen
Tumorentitaten tatsachlich von Bedeutung sein konnten und HNRNPM eine relevante Rolle wahrend
der Krebsentstehung/ Tumorprogression spielt.

Weiterhin konnten durch Kaplan-Meier-Analysen von Ovarialkarzinomen und Leberkarzinomen (HCC)

(www.kmplot.com) gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von HNRNPM, vergleichbar mit

IGF2BP1 (Gutschner et al., 2014; Kobel et al., 2007), signifikant mit einer schlechten Prognose fiir
Patienten korreliert. Die Studien dieser Arbeit weisen nicht nur darauf hin, dass HNRNPM mit
IGF2BP1 im Tumor womoglich koexprimiert wird, sondern auch dass HNRNPM die Funktion eines

potentiellen onkogenen Faktors ausliben kdnnte.
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5 Zusammenfassung

Die posttranskriptionelle Kontrolle der Genregulation der mRNA wird im Wesentlichen durch
spezifische RNPs gesteuert, in denen regulatorische Faktoren wie z. B. RNA-bindende Proteine (RBPs)
und diverse Klassen von RNAs z.B. miRNAs mitwirken. In diesem Kontext beinflusst das RNA-
bindende Protein IGF2BP1 die Stabilisierung der MYC-mRNA, indem es diese vor
endonukleolytischem Abbau schiitzt. Dariber hinaus reguliert es auch die ACTB-mRNA Translation
und steuert die subzellulare Sortierung dieses Transkripts. Durch Regulation verschiedener
Zieltranskripte fordert IGF2BP1 als onkofotales Protein auf diese Weise mesenchymale
Zelleigenschaften wie Polaritat, Proliferation und Migration wahrend der Embryogenese sowie der
Tumorbildung. Bei diesen regulatorischen Prozessen wird davon ausgegangen, dass es sich dabei um
ein Zusammenspiel mit anderen Faktoren, vor allem RBPs, handelt. Bislang ist jedoch noch nicht
vollstandig geklart, mit welchen RBPs IGF2BP1 innerhalb des RNPs interagiert und inwieweit diese
Interaktionen Einfluss auf die Expression der Zielgene nehmen.

Mit ACTB- und MYC-RNA-vermittelten pulldown-Analysen und weiterfihrende x-link-
Untersuchungen sowie Tandemaffinitatsreinigungen wurden Komplexpartner identifiziert, verifiziert
oder falsifiziert. Die Proteine DHX9, HNRNPU, HNRNPQ, HNRNPE2, ELAVL1, PTBP1 und YBX1 wurden
als Liganden von IGF2BP1-enthaltenden RNPs bestatigt, wobei DHX9 und HNRNPU hauptsachlich als
Bestandteile kernstdandiger IGF2BP1-Komplexen auftreten. HNRNPM wurde erstmalig als IGF2BP1
Bindungspartner beschrieben und funktionell validiert. Dariiber hinaus konnten die Proteine
HNRNPA1, HNRNPK und HNRNPQ in eigenen und publizierten Untersuchungen in diversen IGF2BP1-
haltigen und anderen mRNPs der Zelle beschrieben werden, was den Schluss zuldsst, dass diese
Faktoren zum Grundbestandteil von RNPs gehéren kdnnten.

Methodisch ldsst sich festhalten, dass im Vergleich zu Immunprazipitationsstudien mit
Uberexprimiertem Flag-chIGF2BP1, das pulldown-Verfahren zu einer spezifischeren Reinigung fiihren
kann. Wahrend bei der Immunprazipitation verschiedene RNPs und daran assoziierten RBPs
angereichert werden, welche auf unterschiedlichen mRNAs aufbauen kdnnen, bietet das pulldown-
Verfahren die Maoglichkeit, RNPs transkriptspezifisch oder sogar Bindungselement-spezifisch zu
reinigen. Hierbei wurde unter anderem HNRNPE2 und das Motorprotein KIF11 spezifisch mit dem
ACTB-Konstrukt identifiziert sowie eine Bindungspraferenz flr die untersuchten RBPs in den 3’UTR-
Bereichen festgestellt. KIF11 wurde wahrend der Erstellung dieser Arbeit vom Labor von Rob Singer
als IGF2BP1-abhangiges Motorprotein flir den ACTB-Transport entlang des Mikrotubuli-Zytoskelett
beschrieben und bestatigt die Spezifitat der durchgefiihrten pulldown-Experimente.

Funktionelle knockdown-Analysen identifizierten HNRNPE2 als Regulator der ACTB-mRNA-Translation

und HNRNPM erstmalig in der Stabilitdtskontrolle der MYC-mRNA. Im Einklang mit IGF2BP1 konnte
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HNRNPM als potentieller onkogener Faktor in dieser Arbeit identifiziert werden, welcher mit einer
schlechten Prognose fiir Patienten korreliert. Das Glioblastom oder der Eierstockkrebs stellen dabei
Tumorentitaten dar, fur welche die IGF2BP1/HNRNPM-RNPs aufgrund der Expressionsmuster beider
Faktoren am wahrscheinlichsten sind. In kiinftigen Studien muss nun geklart werden, inwieweit beide

RBPs als Ziele der Tumortherapie eingesetzt werden kdnnen.
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7 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

I mikro

Abb Abbildung

ACTB B-Actin

Ago Argonaute

Are Adenin- und Uridin-reiche Elemente

BB binding buffer

BCL2 B-cell lymphoma 2

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

cap 7-Methylguanosin (m7G) Kappe

CBP80 cap binding protein 80

cDNA komplementare DNA

CFL1 Cofilinl

Clip ribonucleoside enhanced cross-linking and immunoprecipitation
CRD coding region instability determinat

CRD-BP CRD binding protein

DAZ deleted in Azoospermia

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

d.h. das heiBt

DICE differential control element

DMEM Dublecco’s modified Eagle’s medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNAse Desoxyribonuklease

dsRBM dsRBM (double-stranded RNA-binding motif
dsRNA doppelstrangige RNA

EIF2A eukariyotischer Translationsinitiationsfaktors 2A
EJC Exon Junction Complex

ELAVL1 embryonic lethal abnormal vision like RNA binding protein 1
EMT epithelial-mesenchymale-Transition
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ERG
et al.
FCS
FMR1
FMRP

GAPDH
GFP
GBM

h

HCC
HMGA2
HNRNP
IGF2
IGF2BP, IMP1
IP

IRES

Kb

KH
KHSRP

I

LB

LE

LEF1
Let-7
LIN28B
IncRNA
m

M
MAPK
MCL1
min
mMiRNA, miRmiRNA
MITF

Anhang

early response gene

et altera

fotales Kalberserum

fragile X mental retardation 1
Fragile X Syndrom Protein

Gramm

Erdbeschleunigung, Zentifugationsgeschwindigkeit

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
green fluorescent protein

Glioblastom

Stunden

hepatozelluldres Karzinom

high mobility group AT-hook 2
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
insulin-like growth factor 2

IGF2 mRNA-binding protein
Immunprazipitation

internal ribosomal entry site
Kilobasenpaare

hnRNPK homology

KH domain-containing splicing regulatory protein
Liter

lysogeny broth

Lokalisierungselement

lymphoid enhancer binding factor 1
lethal-7

cell lineage abnormal 28

lange nicht kodierende RNA

milli

molar

mitogen-activated protein kinase 4
myeloid cell leukemia sequence 1

Minute

microRNA

microphthalmia-associated transcription factor
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mMmRNA
MYC

NCL

NGS

NLS

nm
NMD
PABP
PAGE
PAR-CLIP

PB

PBS
PCR

pH

PKR
Poly-a
pra-mRNA
PPIA
PTBP1
PTMA
RBD
RBP
RIP
RISC
RNA
RNAI
RNAsin
RNP
RPLPO
RRM
rRNA
RT
RT-gPCR

Anhang

messenger RNA

v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
nano

Nucleolin

next generation sequencing

nuclear localisation signal

Nanometer

nonsense-mediated decay
Poly-A-bindendendes Proteine
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
photoactivatable-ribonucleoside-enhanced crosslinking
immunoprecipitation

processing bodies

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Potentium Hydrogenii

Proteinkinase R

polyadenyliert

Vorlaufer-mRNA

Cyclophilin A

Polypyrimidine Tract Binding Protein 1
Prothymosin alpha
RNA-Bindedomanen

RNA-bindende Proteine
RNA-Immunprazipitation

RNA Induced Silencing Complex
Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

RNase Inhibitor

Ribonukleoprotein

Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO
RNA-recognition motifs

ribosomale RNA

Raumtemperatur

quantitative real time PCR
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SDS
SCRNP
SG
SiRNA
SIRT1
snRNP
TBE
TCGA
Tris
tRNA
TUBA4A
aN
UTR

VCL
v/v
w/v
ZBP1
z. B.

z.T.

Anhang

Sekunde

sodium dodecyl sulfate
small cytoplasmic RNP
stress granule

small interfering RNA
Sirtuin-1

small nuclear RNP
Tris-Borat-EDTA

The Cancer Genome Atlas
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
transfer-RNA

alpha Tubulin

Uber Nacht
untranslatierter Bereich
Volt

Vinculin

Volumenprozent
Masseprozent

zipcode binding Protein1
zum Beispiel

zum Teil
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