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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die Proteine der VICKZ-Familie

RNA-bindende Proteine konnen Einfluss auf die Transkription, Translation,
Lokalisation und Stabilitdt assoziierter RNAs nehmen (reviewed (Dreyfuss et al., 2002; Ross
1995)). Zahlreiche Erkrankungen von Alzheimer bis Krebs stehen im Zusammenhang mit der
Uberexpression RNA-bindender Proteine oder mit Mutationen in Genen RNA-bindender
Proteine (Oleana et al., 1998; Mueller-Pillasch et al., 1997).

Eine fundamentale Rolle in der Modulation der posttranskriptionellen Genregulation
spielen die Mitglieder der VICKZ-Protein-Familie. Es existieren mehrere Synonyme fiir die
Proteine dieser Familie. Dabei orientierte man sich fir die Namensgebung am
Modellorganismus, in dem diese Proteine erforscht wurden oder an der Ziel-mRNA, welche
sie binden. Im Menschen existieren drei Paraloge (IGF2BP1, 2 und 3), welche urspriinglich
aufgrund ihrer Fahigkeit die IGF2 mRNA (/nsulin-like growth factor 2) zu binden und
translationell zu regulieren, identifiziert wurden (J. Nielsen et al., 1999). Im Huhn tragt es
den Namen zipcode-bindendes Protein (ZBP1), da das zipcode-Element in der 3"-UTR der B-
Aktin (ACTB) mRNA gebunden und somit der RNA-Transport ermdglicht wird (Ross et al.,
1997). Dabei ist anzumerken, dass ZBP1 und IGF2BP1 eine betrachtliche Sequenzidentitat (>
94%) aufweisen (Abb. 1.1). In Mdusen zum Beispiel wird es CRD-BP genannt, da es innerhalb
der kodierenden Region an die CRD (Coding Region instability Determinant) der MYC mRNA
(v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) bindet und diese vor
endonukleolytischem Abbau schiitzt (Bernstein et al., 1992; Prokipcak et al., 1994; Doyle et
al., 1998). In Xenopus laevis sorgt es als Vg1RBP/Vera fiur den Transport der Vg1 mRNA
(growth differentiation factor 1) zum vegetalen Pol von Oozyten (Elisha et al., 1995). Als ein
homologes Protein zu Vg1lRBP wurde das humane KOC (KH domain containing protein
overexpressed in cancer) identifiziert, welches sowohl in der Plazenta als auch in
Krebsgeweben exprimiert wird (Mueller-Pillasch et al., 1997).

Die Bezeichnung, VICKZ-Protein-Familie, setzt sich demnach aus den Mitgliedern Vg1RBP,
IGF2BPs, CRD-BP, KOC und ZBP1 zusammen.
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hulGF2BP1

T BE Abb. 1.1: Darstellung verwandtschaftlicher
Beziehungen der VICKZ-Protein-Familie.
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hulGF2BP2 Gallus gallus , xo-Xenopus laevis, d-
Drosophila melanogaster; aus Bell et al.,
2013 Gbernommen und modifiziert).
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1.1.1 Die Bedeutung der VICKZ-Proteine in der Entwicklung

Modellorganismen stellen ein ideales Werkzeug dar, um Informationen Ulber die
Funktionsweise von Genprodukten zu erhalten. In allen bisher analysierten Organismen
wurden die VICKZ-Proteine als essentielle Regulatoren des Zellwachstums und der
Zelldifferenzierung wahrend der Embryogenese identifiziert. Untersuchungen in Mus
musculus ergaben, ein biphasisches Expressionsmuster von CRD-BP in Oozyten und Zygoten
sowie wahrend der frihen Embryonalentwicklung (F. C. Nielsen et al., 2001; Yaniv und
Yisraeli, 2002). Am embryonalen Tag 12,5 (E12.5) erreicht die Expression schlieBlich ihren
Hohepunkt und nimmt bis zur Geburt hin stetig ab (Nielsen et al., 1999; Runge et al., 2000).
GrolRe Mengen des Proteins konnten in sich entwickelnden Geweben des Gehirns, der
Muskulatur, den heranreifenden Gliedmalien sowie in den Epithelien zahlreicher Organe
nachgewiesen werden (Hansen et al., 2004). Der knockout von CRD-BP in Mausen dullert
sich in einer stark reduzierten Uberlebensrate, einem Zwergwachstum und einer
beeintrachtigten Entwicklung des Darmes (Hansen et al.,, 2004). Die Ursachen fir diese
Phanotypen sind jedoch weitgehend unbekannt.

Untersuchungen an Xenopus laevis zeigten, dass VglRBP in allen Stadien der
Oogenese gebildet wird und nach der Aktivierung der zygotischen Transkription im
gesamten neuronalen Epithel exprimiert wird (Zhang et al., 1999). Durch ndhere Analysen
konnte nachgewiesen werden, dass Vg1RBP die Vg1 RNA bindet und zum vegetativen Pol
von Oozyten transportiert (Havin et al., 1998; Deshler et al., 1998). Xenopus Embryonen, in
denen die Vg1RBP Expression durch eine Injektion von AMOs (Morpholino Antisense-
Oligonukleotides) reduziert wurde, weisen Neuralrohr-Defekte und eine verringerte

Neuralleisten-Migration auf (Yaniv et al., 2003).
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Forschungsarbeiten in Drosophila melanogaster ergaben, dass das orthologe dIMP
(Drosophila melanogaster IGF2 mRNA binding protein) wahrend der Embryogenese in der
gesamten Zellschicht des zelluldaren Blastoderms sowie den Polzellen detektiert werden
kann, und in spateren Entwicklungsstadien im sich entwickelnden Nervensystem exprimiert
wird (Adolph et al., 2009). Uberdies ist das Protein wihrend der Oogenese und
Spermatogenese abundant (Boylan et al., 2008; Fabrizio et al., 2008). Mutationen, die zum
Funktionsverlust des Proteins fiihren sind zygotisch lethal und die Uberexpression von dIMP
resultiert in Stérungen der dorsal-ventralen-Polaritdt (Boylan et al.,, 2008). Des Weiteren
steuert dIMP das Schicksal der lokalisierten RNAs oskar und gurken in Drosophila Oozyten
(Munro et al., 2006; Geng et al., 2006). Diese Forschungsergebnisse verdeutlichen, dass die
VICKZ-Proteine Entwicklungsprozesse der friilhen Embryogenese modulieren sowie an der

Reifung des Nervensystems beteiligt sind.

1.1.2 Die Rolle der IGF2BPs in Krebserkrankungen

Neben der bedeutenden Funktion der IGF2BPs wahrend der Embryonalentwicklung
ergaben Analysen von Krebsgeweben, dass die Proteine IGF2BP1 und IGF2BP3 erneut hoch
exprimiert werden. Zudem scheinen die IGF2BPs am Fortschreiten von Krebserkrankungen
wesentlichen Anteil zu haben, da bei der Untersuchung von Karzinomen des Dick- und
Mastdarmes festgestellt wurde, dass die IGF2BP Proteine besonders stark in invasiven
Bereichen, wie Zellfortsatzen, exprimiert werden, was mit der Bildung von Lymphknoten-
Metastasen einher geht (Vainer et al., 2008). Diese Studie ldsst vermuten, dass die IGF2BP
Proteine das metastatische Potential von Tumorzellen fordern, obwohl unbekannt bleibt,
welches Paraloge der IGF2BP Familie diese Invasivitat reguliert.

Wahrend fir IGF2BP2 nur wenige Studien in Liposarkomen, Leberkrebs und
Karzinomen des Endometriums existieren, gibt es flir IGF2BP1 und IGF2BP3 eine Vielzahl von
Publikationen, die das onkogene Potential belegen (Cleynen et al., 2007; Lu et al., 2001;
Zhang et al., 2011; Bell et al., 2013). So konnte die Neusynthese von IGF2BP1 durch RT-PCR
Analysen in Krebsgeweben der Brust, des Gehirns, des Dick- und Mastdarms sowie in
mesenchymalen Tumoren nachgewiesen werden (reviewed (Bell et al, 2013)).
Immunohistochemische Methoden fuhrten zudem zur Identifikation von IGF2BP1 in
Karzinomen der Lunge, des Eierstocks, des Darmes und des Hodens (reviewed (Bell et al.,

2013)). Das onkogene Potential von IGF2BP1 wird auRerdem durch eine Studie untermauert,
3
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in der CRD-BP unter Kontrolle eines WAP-Promotors (whey acidic protein) in epithelialen
Zellen der Milchdrisen von Mausen exprimiert wurde, was die Bildung metastasierender
Tumore zur Folge hatte (Tessier et al., 2004). Uberdies konnten Kébel und Kollegen
nachweisen, dass eine gesteigerte de novo Synthese von IGF2BP1 in Karzinomen des
Eierstocks mit einer erhohten Sterblichkeit von Patienten einher ging (Kobel et al., 2007).
In einer kirzlich publizierten Studie konnte IGF2BP1 zudem als prognostischer Marker in
Neuroblastom-Krebserkrankungen identifiziert werden (Bell et al.,, 2015). In diesem
Zusammenhang wurde eine fir Onkogene typische Genamplifikation von IGF2BP1
festgestellt. Weiterhin ging die verstarkte Expression von IGF2BP1 in Neuroblastomen, mit
einer verringerten Uberlebensrate von Patienten einher und duRerte sich in erhéhten N-MYC
mRNA Mengen. Ubereinstimmend dazu férdert IGF2BP1 das Uberleben von Zellen in vitro,
die von Neuroblastomen abgeleitet sind (Bell et al., 2015).

Fiir IGF2BP3 wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche Arbeiten publiziert, in denen die
Aggressivitat von Tumoren mit der Expression von IGF2BP3 korreliert (reviewed (Lederer et
al., 2014)). Es wird postuliert, dass die IGF2BPs eine bedeutende Rolle in Krebserkrankungen
und der Tumorgenese spielen, indem die Expression von Onkogenen moduliert wird. Neben
der bereits erwahnten posttranskriptionellen Regulation von MYC, wird zudem das KRAS
Transkript (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) durch IGF2BP1 gebunden und
stabilisiert, was in einer erhohten Expression von KRAS und gesteigerten Proliferation von
Krebszellen des Dickdarmes resultiert (Mongroo et al., 2011). Des Weiteren wurde anhand
eines Maus-Modells fiir die Darm-Wundheilung aufgedeckt, dass IGF2BP1 die Expression der
Prostaglandin-Endoperoxid Synthase 2 (PTGS2) in mesenchymalen Stammzellen des Darmes
fordert (Manieri et al.,, 2012). PTGS2 fungiert als wichtiges Enzym zur lokalisierten
Prostaglandin-Synthese bei Schdaden der Darmschleimhaut sowie fortschreitenden
Darmkrebserkrankungen (Wang et al., 2005). Daher wird vorgeschlagen, dass IGF2BP1 den
effizienten Wundverschluss ermdglicht. Dieses Ergebnis stitzt zudem die entscheidende
Rolle der IGF2BPs bei der Zellmigration.

Ein Regulationsmechanismus, der bei der Entstehung maligner Melanome eine Rolle spielt,
besteht in der Bindung von IGF2BP1 an die 3’-UTR der MITF RNA (Microphthalmia-
associated transcription factor). Durch diese Assoziation werden die Bindestellen fir die
microRNA-340, welche den Abbau der MITF mRNA vermittelt, abgeschirmt. Daraus resultiert

eine Stabilisierung des MITF Transkripts sowie eine gesteigerte Expression von MITF, und

4
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folglich eine erhohte transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen (Goswami et al., 2010).
In Osteosarkom- und Eierstockkarzinom-Zellen wurde beobachtet, dass IGF2BP1 die
Migration dieser Zellen férdert, indem es die Aktin-Dynamik in Abhdngigkeit von HSP27
(Heat shock protein 27) moduliert (Stohr et al.,, 2012). Dabei inhibiert IGF2BP1 die
Translation der MAPK4 mRNA (mitogen-activated protein kinase 4), wodurch die MK5 Kinase
nicht aktiviert werden kann und somit die MK5 gerichtete Phosphorylierung von HSP27
unterbleibt. Dies fiihrt zu einer reduzierten HSP27-ACTB Assoziation, was die Mobilisierung
von monomerem G-Aktin (globuldres Aktin) nach sich zieht. Dieses steht wiederum fir die
Polymerisierung zu F-Aktin (filamentdres Aktin) zur Verfigung und steigert damit die
Zellmigration (Stohr et al., 2012).

Zudem erhalt IGF2BP1 mesenchymale Tumorzelleigenschaften aufrecht, indem es die
Expression des Transkriptionsfaktors LEF1 (lymphoid enhancer-binding factor 1) erhoht
(Zirkel et al., 2013). LEF1 steigert seinerseits die Transkription des mesenchymalen Markers
Fibronektin sowie die Synthese von SNAI2 (snail family zinc finger 2), einem
Transkriptionsfaktor, welcher die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) fordert. Der
EMT-Prozess ist ein Kennzeichen fiir das Fortschreiten von Krebserkrankungen, indem dieser
die Metastasierung von Tumoren fordert.

Fiir IGF2BP3 konnte gezeigt werden, dass durch die Stabilisierung der CD164, MMP-9
und PDPN kodierenden mRNAs das invasive Potential von Tumorzellen in vitro gesteigert
wird (Samanta et al., 2012; Li et al., 2014; Hwang et al., 2012). CD164 (Sialomucin) ist ein
Rezeptor, welcher an der Vermittlung von Adhasionsprozessen beteiligt ist (reviewed (Watt
und Chan, 2000)). Die Kollagenase MMP-9 (matrix metallopeptidase 9) tragt zum Abbau der
Basalmembran bei, wahrend PDPN (podoplanin) die Reifung von Invadopodien reguliert
(Zeng et al., 1999; Martin-Villar et al., 2015). Invadopodien sind Aktin-reiche Vospriinge von
Tumorzellen, welche lber den Verdau der extrazelluldaren Matrix die Invasivitat dieser Zellen
fordern (reviewed (Murphy und Courtneidge, 2011)). Eine Ziel RNA, die sowohl von IGF2BP1
als auch von IGF2BP3 gebunden und stabilisiert wird, ist CD44, dessen gesteigerte Expression
ebenfalls mit der Bildung von Invadopodien einher geht (Vikesaa et al., 2006).

Des Weiteren wird vermutet, dass die IGF2BPs Tumorzell-Resistenzen vermitteln
kénnen, indem sie das Uberleben von Zellen férdern, die bestrahlt oder chemotherapeutisch
behandelt wurden (Liao et al., 2011; Boyerinas et al., 2012). Diese Hypothese wird zum einen

gestltzt durch die Feststellung, dass IGF2BP1 die kodierende Region der MDR1 RNA
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(multidrug resistance protein) bindet und vor endonukleolytischem Abbau schitzt

(Sparanese et al., 2007). Zum anderen stabilisiert IGF2BP3 die ABCG2 RNA (breast cancer

resistance protein) in Brustkrebszellen (Samanta et al., 2013). Beide RNAs kodieren fir

Membrantransporter, die Uber den ATP-abhdngigen Efflux von Antikrebsmitteln, das

Uberleben von Krebszellen gewihrleisten.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die IGF2BP-Familienmitglieder 1 und 3

Uber die Regulation spezifischer Ziel-mRNAs (Abb. 1.2), die Proliferation und Migration von

Zellen modulieren und damit mafigeblich an der Entstehung und dem Fortschreiten von

Krebserkrankungen beteiligt sind.

Ziel- cis-Element IGF2BP | Regulation Referenz

mRNA

C-MYC CRD 1 Inhibierung des CRD- Bernstein et al., 1992; Prokipcak
abhangigen Abbaus et al., 1994; Doyle et al., 1998

N-MYC nicht bekannt | 1 fordert die Expression Bell et al., 2015

KRAS CR, 3’-UTR 1 Inhibierung des mRNA- | Mongroo et al., 2011
Abbaus

PTGS2 nicht bekannt | 1 Inhibierung des mRNA- | Manieri et al., 2012
Abbaus

MITF 3-UTR 1 Inhibierung des Goswami et al., 2010
microRNA-abhangigen
Abbaus

MAPK4 | 3-UTR 1 Inhibierung der mRNA- Stohr et al., 2012
Translation

LEF1 3-UTR 1 Inhibierung des mRNA- | Zirkel et al., 2013
Abbaus

CD164 nicht bekannt | 3 Inhibierung des mMRNA- | Samanta et al., 2012; Watt und
Abbaus Chan, 2000

MMP-9 | nicht bekannt | 3 Inhibierung des mMRNA- | Samanta et al., 2012; Li et al.,
Abbaus 2014; Zeng et al., 1999

PDPN nicht bekannt | 3 Inhibierung des mRNA- Hwang et al., 2012; Martin-
Abbaus Villar et al., 2015

CD44 3-UTR 1,3 Inhibierung des mMRNA- | Vikesaa et al., 2006
Abbaus

MDR1 CR 1 Inhibierung des mMRNA- | Sparanese et al., 2007
Abbaus

ABCG2 nicht bekannt | 3 nicht bekannt Samanta et al., 2013

Abb. 1.2: Uberblick krebsrelevanter Ziel-mRNAs von IGF2BP1 und IGF2BP3. Das durch IGF2BP1/3 gebundene
cis-Element, die Regulation der Ziel-mRNA und die Referenz wurden aufgelistet.
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1.1.3 Struktur und funktionelle Einheiten der IGF2BPs

Die Struktur der IGF2BP Paralogen dhnelt sich sehr stark hinsichtlich der Anordnung
und des Abstandes der Protein-Domanen zueinander (Abb. 1.3). Die Aminosdure-Sequenz-
Identitdat zwischen den IGF2BPs betrdagt lGber 56%, wobei der Grad der Konservierung
innerhalb der Protein-Domadnen am hoéchsten ist (reviewed (Bell et al., 2013)). Die
konservierten Bereiche der IGF2BP Paralogen sind in drei Didomanen angeordnet (Abb. 1.3).
Im N-terminalen Bereich der Proteine befinden sich zwei RRM-Domanen (RNA Recognition
Motif) und im C-terminalen Bereich sind vier KH-Domanen (hnRNPK homology domains)

lokalisiert.

= RRVill= RRNViZjmmmm—m KH1 == KH) we—KH3 == KH4

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der konservierten Didominen-Organisation der IGF2BPs. Im N-
terminalen Bereich der Proteine sind zwei RRM-Doméanen (RNA Recognition Motif; dunkelgrau markiert) und
im C-terminalen Bereich sind vier KH-Domanen (hnRNPK homology domains; hellgrau markiert) lokalisiert
(Ubernommen aus Wachter und Kéhn et al., 2013).

Die funktionelle Einheit im Hinblick auf die Bindung der verschiedenen Ziel-mRNAs
stellen die KH-Domanen dar, fiir die RRM-Domanen konnte dagegen bisher keine
Bindungsaktivitdat nachgewiesen werden (F. C. Nielsen et al., 2002; Git und Standart, 2002;
Farina et al., 2003; J. Nielsen et al.,, 2004). Die KH-Domane wurde urspriinglich als
konservierte Region in hnRNPK (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K) identifiziert
(Siomi et al., 1993a). Diese umfasst etwa 70 Aminosauren und ist in zahlreichen Proteinen
von Archaeen, Bakterien und Eukaryoten zu finden (Siomi et al., 1993a; Grishin 2001). Wie
auch bei den IGF2BPs, treten diese Domanen zumeist in mehreren Kopien innerhalb eines
Proteins auf. Zum Beispiel hat FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) zwei KH-
Domanen, wahrend in Vigilin sogar 14 Motive gefunden wurden (Siomi et al., 1993b; Currie
und Brown 1999). Die KH-Domane weist im Allgemeinen eine Baafpa-Topologie auf (Musco
et al., 1996) mit einem charakteristischem Muster aliphatischer Reste und einem typischen

GXXG-Loop [(Adinolfi et al., 1999; Grishin, 2001); (Abb. 1.4)].
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GXXG

Abb. 1.4: Stilisierte Darstellung der KH-Domanen Faltung. Die Kennzeichnung der Sekundarstruktur-Elemente
(BaaBPa) erfolgte nach der Standard-KH-Nomenklatur nach (Grishin, 2001). Die gepunktete Linie, welche das
B2-Faltblatt und B’-Faltblatt verbindet reprdsentiert den variablen Loop. Die helle Linie, welche die al-Helix
und die a2-Helix verbindet reprasentiert den GXXG-Loop (libernommen aus Valverde et al., 2008).

m EH minimal motif
O\ | |
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Bereits im Jahre 2000 konnte anhand von Kristallstrukturanalysen gezeigt werden,
wie die KH-Domane eines Proteins das RNA-Substrat bindet. Dazu wurde die KH3 Domane
des Proteins Nova 2 (Neuro-oncological ventral antigen 2) untersucht, welche eine kurze
RNA von 20 Nukleotiden gebunden hat. Im Ergebnis wurde festgestellt, dass der GXXG-Loop
kritisch ist flr die Interaktion mit dem Nukleinsdure-Riickgrat und als eine Bindungseinheit
fungiert, wahrend der variable Loop die andere Bindungseinheit darstellt (Lewis et al., 2000).
Valverde et al. (2008) konkretisierte die KH-Domanen-RNA-Bindung weiter und postulierte,
dass die typische Bindungsoberflache der KH-Domanen einen Spalt darstellt, welcher von
der al-, a2-Helix und dem GXXG-Loop auf der einen Seite sowie dem B2-Faltblatt und dem
variablen Loop auf der anderen Seite gebildet wird. Diese KH-Domanen Architektur erlaubt
daher lediglich die Erkennung kurzer RNA-Abschnitte. Dabei tragen Van der Waals Krafte,
Hydrophobe Interaktionen und zum geringeren Teil elektrostatische Wechselwirkungen zur
Nukleinsdure-Bindung bei.

Schlielilich gelang es einer Arbeitsgruppe im Jahr 2010 durch Réntgenkristallographie
die Struktur der KH-Domanen 3 und 4 von ZBP1 aufzukldren [(Chao et al., 2010); (Abb. 1.5)].
Dabei sind beide Domanen in einer intramolekularen, antiparallelen Pseudodimer-
Konformation angeordnet, sodass sich die RNA-bindenden Bereiche an den
gegeniberliegenden Enden des Molekiils befinden. Die systematische Deletion von
Nukleotiden innerhalb des ACTB zipcode Elementes (1-28), fihrte zur Identifikation von zwei
RNA-Sequenzen, die von ZBP1 gebunden werden. Damit eine Bindung des Pseudodimers an
beide RNA-Elemente erfolgen kann, wird postuliert, dass die RNA eine Loopstruktur
ausbildet (Abb. 1.5 B). Diese Hypothese beruht jedoch lediglich auf Modellierungen der RNA

zur Proteinstruktur.
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(B)

linker |

Abb. 1.5: Struktur des KH3-KH4-Pseudodimers von ZBP1.
Die KH3-Domane ist in rot und die KH4-Domane in blau mit
den jeweiligen Sekundarstrukturelementen dargestellt (A,
B). Ein Modell fiir die Interaktion zwischen der KH3+4
Didomane mit dem zipcode der ACTB RNA (1-28; lila) ist in
(B) dargestellt (ibernommen aus Chao et al., 2010).

1.1.3.1 In vitro Bindungsstudien der IGF2BPs

Es gibt mehrere Arbeitsgruppen, die bereits in vitro Bindungsstudien durchgefiihrt haben,
um die RNA-Bindungsspezifitat, vermittelt Uber die vier KH-Domanen der IGF2BPs,
aufzuklaren. Pionierarbeit auf diesem Gebiet leistete die Gruppe um J. Nielsen et al. im Jahr
2003. Diese Arbeitsgruppe mutierte einen Bereich im GXXG-Loop der KH-Domanen 1, 2 und
3 (XX zu EL), welcher zu einer 50-fach reduzierten RNA-Bindungsaffinitat fihrte. Weitere
Arbeiten dieser Gruppe zeigten, dass fur die Assoziation von IGF2BP1 an die lange, nicht-
kodierende H19 RNA alle vier KH-Domadnen bendtigt werden und die drei verkirzten
Didomanen-Proteine (RRM1-2, KH1-2 und KH3-4) keine Bindung vermitteln (Runge et al.,
2000; F. C. Nielsen et al., 2002). Kinetische Analysen der Bindung von IGF2BP1 an den 3'-UTR
der IGF2 RNA (Insulin-like growth factor Il) zeigten, dass es sich dabei vermutlich um einen
sequentiellen, kooperativen Dimerisierungs-Mechanismus handelt. Dabei wird zwischen
zwei Reaktionsschritten unterschieden. Neben dem ersten, schnellen Reaktionsschritt,
welcher ein Protein-RNA-Intermediat geringer Stabilitdat hervorbringt, ist das Ergebnis des
zweiten, langsamen Schrittes ein ,geschlossener”, stabiler Ribonukleoprotein-Komplex,
bestehend aus zwei Proteinen und einem RNA-Molekul (J. Nielsen et al., 2004). In diesem
Zusammenhang konnte zudem die Bildung von RNA-abhidngigen Heterodimeren zwischen

IGF2BP1, 2 und 3 nachgewiesen werden (J. Nielsen et al., 2004).
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Weitere Studien verdeutlichten, dass fiir die Bindung von Vg1RBP an den 3’-UTR der Vgl
MRNA ebenfalls alle vier KH-Domanen essentiell sind, wahrend auch hier keine Bindung fiir
die RRM-Domaénen nachgewiesen werden konnte (Git und Standart, 2002). Farina et al.,
analysierten die Interaktion zwischen ZBP1 und dem 3’-UTR zipcode von ACTB mittels
verkiirzter Didomanen-Proteine (RRM1-2, KH1-2 und KH3-4). Im Ergebnis wurde festgestellt,
dass fir die zipcode-Bindung die KH3-4 Domane von ZBP1 verantwortlich ist, die RRM1-2
und KH1-2 Domédnen dagegen keine Assoziation mit dem zipcode vermittelt (Farina et al.,
2003).

In unserer Arbeitsgruppe wurden ebenfalls mehrere ZBP1-Mutanten generiert und
hinsichtlich ihrer RNA-Bindungseigenschaften und subzelluldren Lokalisation untersucht
(Diplomarbeit, M. Kéhn, 2008). Diese Vorarbeiten bieten eine wesentliche Grundlage fir die

vorliegende Arbeit.

1.1.3.2 Die RNA-Bindemotive der IGF2BPs

Zu Beginn meiner Arbeit war sehr wenig zu RNA-Bindemotiven und genauen
Konsensus-Sequenzen der IGF2BP-Ziel-RNAs bekannt. So postulierte man im Jahre 1999
anhand der IGF2BP Bindung an bekannte Ziel-mRNAs, wie den 5-UTR von IGF2, dass die
Proteine praferentiell an cytidinreiche Bereiche der RNA binden (J. Nielsen et al., 1999). Des
Weiteren lieRen in vivo UV-cross-linking Analysen vermuten, dass ZBP1 an die ACACCC-
Sequenz im zipcode der 3-UTR von ACTB bindet (Ross et al., 1997). Anhand von
Strukturanalysen (Abb. 1.5) von ZBP1 und Bindungsstudien mit dem ACTB zipcode, in
welchem einzelne Nukleotide deletiert oder punktmutiert wurden, konnten die genauen
Bindebereiche von ZBP1 identifiziert werden [(Abb. 1.6); (Chao et al., 2010; Patel et al.,
2012)].

5---}-C G G A C-f---——-- --10-25nt}----- _C/A CA C/U-{---3’

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Bindebereiche im zipcode der 3-UTR von ACTB. Das 5'-
Erkennungselement (blau eingerahmt) und das 3’-Erkennungselement (rot eingerahmt) werden durch
ZBPKH3+4 gebunden. Zwischen beiden Elementen sollten sich 10-25 Nukleotide befinden, damit ein ausloopen
der RNA und damit die Bindung beider Elemente durch das KH3+4 Pseudodimer erfolgen kann (Chao et al.,
2010; Patel et al., 2012).
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Eine vielfach genutzte Methode zur Identifizierung von Bindemotiven stellt der SELEX-
Prozess dar (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment; Tuerk und Gold,
1990; Ellington und Szostak, 1990). Mit dessen Hilfe konnte zum Beispiel die Konsensus-
Sequenz UUUAY (Y = C, U) fur dIMP ermittelt werden, welche 13-mal im 3°-UTR der oskar
RNA lokalisiert ist (Munro et al., 2006).

Jonson und Kollegen wandten RIP-Chip Analysen (RNA-Immunprazipitations-
Microarray) mit Uberexprimierten IGF2BP1 in HEK293 Zellen an, um Sequenzmotive in
IGF2BP1 Ziel-mRNAs zu ermitteln. Durch Sequenzvergleiche angereicherter RNAs konnte
folgendes IGF2BP1-Motiv identifiziert werden: 5-CCYHHCC-3" (Y=C, Uund H = A, C, U);
(Jonson et al.,, 2007). Im Jahre 2010 wurde mit dem PAR-CLIP (Photoactivatable-
Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) eine neue Methode
entwickelt, um RNA-Bindestellen von RBPs zu bestimmen. Als Resultat dieser Methode
wurde ein RNA-Konsensus-Motiv fiir die drei IGF2BP Paralogen erhalten (Abb. 1.7); (Hafner
et al., 2010). Dieses CAUH-Motiv (H=A, U, oder C) wurde in 75% der besten 1000
Sequenzcluster identifiziert. Dabei wurden in Uber 30% der Ziel-Transkripte benachbarte
CAUH-Elemente festgestellt, die in einem Abstand von 3-5 Nukleotiden lokalisiert sind.
Zudem wird von dieser Arbeitsgruppe postuliert, dass Gber 100.000 Sequenzcluster durch
die IGF2BP Familie erkannt werden, davon sind 8.400 Protein kodierende Transkripte.
Weitere Untersuchungen der identifizierten Sequenzcluster ergaben eine Praferenz der
IGF2BPs fiir die codierende Region und die 3-UTR der gebundenen mRNAs (Hafner et al.,
2010).

2
Abb. 1.7: Die RNA-Konsensus-Motive
%’1 der |IGF2BP Paralogen, generiert
ittels PhyloGibbs-Analyse
A U mitte
0 0 A:\T,C\: 0 ~:U'5'!A (Ubernommen aus Hafner et al., 2010).
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
IGF2BP1 IGF2BP2 IGF2BP3

Zusammenfassend kann man festhalten, dass trotz zahlreich bekannter Ziel-mRNAs

der IGF2BPs, noch relativ wenig lGber die jeweiligen Erkennungsmotive bekannt ist.

11
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1.1.4 Die Lokalisation der ACTB mRNA

Die Lokalisation von mRNAs in verschiedenen subzellularen Kompartimenten erlaubt
die raumliche Regulation der Genexpression, welche zur Etablierung und Aufrechterhaltung
der Zellpolaritat noétig ist (Martin und Ephrussi, 2009). Eine globale Analyse der mRNA
Lokalisierung wahrend der frithen Embryogenese von Drosophila melanogaster zeigte, dass
71% der analysierten, exprimierten Gene (2314) fiir subzelluldr lokalisierte mRNAs kodieren
(Lecuyer et al., 2007). Diese Studie ldasst erahnen, welch bedeutende Rolle die mRNA
Lokalisation auf die Organisation der Zellarchitektur hat. Die Lokalisation der ACTB mRNA zur
Fiihrungslamelle von embryonalen Fibroblasten im Huhn, diente dabei als ein Modellsystem
zum Verstandnis dieses Prozesses (Lawrence und Singer 1986). Studien zeigten, dass ZBP1
bereits wahrend der Transkription mit der ACTB pre-mRNA assoziiert (Oleynikov und Singer,
2003). Nach dem Export des RNA-ZBP1 Komplexes ins Zytoplasma, erfolgt der Transport
entlang der Aktin-Filamente und Mikrotubuli (Latham et al., 1994; Oleynikov und Singer,
2003). Dieser Transport wird ermoglicht, indem ZBP1 die Interaktion zu verschiedenen
Motorproteinen vermittelt (Ma et al., 2011; Nalavadi et al., 2012; Song et al., 2015). Dabei
wird die Translation der ACTB mRNA solange inhibiert bis der Komplex den Bestimmungsort,
wie die Zellperipherie oder die Wachstumskronen primdrer Neuronen, erreicht hat (Bassel et
al.,, 1999; Farina et al., 2003; Huttelmaier et al., 2005). Der zugrunde liegende molekulare
Mechanismus, der rdaumlichen Regulation der ACTB Translation, konnte im Jahre 2005
aufgeklart werden. Dabei erfolgt eine Phosphorylierung von ZBP1 in der Linker-Region,
welche die KH2-Doméane mit der KH3-Doméane verbindet (Y396), durch die Src Protein
Kinase. Infolge dessen wird die Bindung zu ACTB und die damit einhergehende
Translationsinhibierung aufgehoben (Huttelmaier et al., 2005). Die rdaumlich begrenzte
Translation von ACTB spielt damit eine entscheidende Rolle beim Neuriten-Wachstum sich
entwickelnder Neuronen (Yao et al., 2006).

Da ZBP1 Uber die Assoziation mit der ACTB mRNA essentielle Entwicklungsprozesse
des Nervensystems reguliert, ist es wichtig, den zugrunde liegenden Bindungsmechanismus
zu verstehen. Fir die Interaktion von ZBP1 mit dieser mRNA ist das eingangs erwahnte 54
Nukleotid lange cis-Element im 3"-UTR der ACTB mRNA entscheidend, welches auch als
zipcode bezeichnet wird (Kislauskis et al., 1994). Durch ndhere Untersuchungen der

Bindestellen im zipcode, gepaart mit Strukturanalysen, wird postuliert, dass zwei
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Erkennungselemente (5'und 3’recognition element) durch die KH3+4 Didomdne gebunden
werden, und der Abstand zwischen beiden Elementen fiir das , Ausloopen” der RNA wichtig
ist [(Abb. 1.5); (Chao et al., 2010; (Abb. 1.6); Patel et al., 2012)]. In einer kiirzlich publizierten
Studie wird postuliert, dass der Sekundarstruktur des ACTB zipcode Elementes, eine
entscheidende Rolle fiir die Bindung von ZBP1 zukommt. Denn die Substitution bzw.
Deletion von Nukleotiden im ACTB zipcode zeigte keinen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit
von ZBP1, solange die strukturelle Integritdt der RNA gewahrleistet blieb (Kim et al., 2015).

Bisher ist jedoch nicht vollstandig geklart, ob der ACTB zipcode von allen IGF2BP
Paralogen gebunden wird. Dieser Frage sollte im Rahmen dieser Arbeit mittels

Bindungsanalysen nachgegangen werden.

1.1.5 Die Stabilisierung der C-MYC mRNA

C-MYC (fortan MYC) wurde urspriinglich als das zellulare Homolog zum retroviralen
Onkogen v-MYC identifiziert (Duesberg et al., 1977; Sheiness et al., 1978; Bister und Jansen,
1986). Wie seine Familienmitglieder N-MYC und L-MYC aktiviert dieses Protein als
Transkriptionsfaktor eine Vielzahl von Zielgenen (Levens, 2003) und nimmt damit Einfluss auf
die Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose. Um DNA zu binden und die
Genexpression zu regulieren, dimerisiert MYC mit dem Protein MAX (reviewed (Conacci-
Sorrell et al., 2014)). Schatzungen ergaben, dass 10% aller Protein-kodierenden Gene im
Menschen in ihrer Expression durch MYC beeinflusst werden kdnnen (Levens, 2003). Des
Weiteren werden MYC-Transkriptionsfaktoren in den meisten Krebserkrankungen
Uberexprimiert und fordern die Tumorgenese, indem eine transkriptionelle
Reprogrammierung induziert wird (Nesbit et al., 1999). Bereits im Jahre 1983 konnte mittels
in vitro Studien mit primaren, embryonalen Ratten-Fibroblasten gezeigt werden, dass MYC
zusammen mit aktiviertem RAS die tumorigene Umwandlung normaler Zellen vermitteln
kann (Land et al.,, 1983). Das onkogene Potential konnte spater ebenfalls durch in vivo
Studien mit Mausen belegt werden (Morton und Sansom, 2013). Dariiber hinaus fungiert
MYC als positiver Effektor in Gewebe-Entziindungen, wie rheumatoider Arthritis (Pap et al.,
2004). Unter diesem Aspekt ist es von enormer Bedeutung, die Regulation von MYC zu
verstehen. Die Expression von MYC kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden.
Eine Moglichkeit besteht darin, die mRNA zu stabilisieren (Herrick und Ross, 1994; Shiu et al.,

1993; Bernstein et al., 1992).
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Bereits im Jahre 1994 wurde die Interaktion zwischen der C-terminalen kodierenden Region
(CRD) der humanen MYC mRNA und IGF2BP1/CRD-BP identifiziert (Prokipcak et al., 1994;
Doyle et al., 1998). In vitro Experimente zeigten, dass durch diese Bindung der Abbau der
MYC mRNA durch Endoribonukleasen verhindert wird (Lemm und Ross, 2002; Sparanese et
al., 2007). Dabei wurde postuliert, dass die Translation von MYC aufgrund eines seltenen
Kodon-Bereiches, in Abhadngigkeit von tRNA- und Aminosaure-Verfligbarkeit, pausiert (Lemm
und Ross, 2002). Damit entsteht eine Ribosomen-freie Region, welche endonukleolytischen
Angriffen ausgesetzt sein kann. Bindet dagegen CRD-BP an die CRD von MYC, sind die
Spaltstellen fir Endonukleasen nicht zuganglich und die mRNA vor Abbau geschiitzt (Lemm
und Ross, 2002). Fir diese Hypothese sprechen mehrere Studien aus anderen Laboren. So
wurde eine Uberexpression von CRD-BP in kolorektalem Krebs nachgewiesen, welche mit
einer moderaten Erhéhung der MYC mRNA Menge korreliert (Ross et al., 2001). Zudem
konnte nach dem knockdown von CRD-BP in MCF-7 (Brustkrebs), ES-2 (Ovarkarzinom) und
kolorektalen Zellen eine verringerte Expression der MYC mRNA nachgewiesen werden
(loannidis et al., 2005; Kobel et al., 2007; Noubissi et al., 2006). Gegen diese Hypothese
spricht allerdings, dass in transgenen Mausen, welche CRD-BP im epithelialen Brustgewebe
Uberexprimieren, keine erhohte MYC mRNA Menge festgestellt werden konnte (Tessier et
al., 2004). Uberdies fiihrte der knockdown von CRD-BP in K562 Zellen zu keiner verdnderten

MYC mRNA Menge (Liao et al., 2004).

1.1.6 Die Organisation von mRNA-assoziierten Ribonukleoprotein-Komplexen

(mRNPs)

Es wurde postuliert, dass das Zuriickhalten der MYC mRNA in zytoplasmatischen
Multiprotein-Komplexen eine weitere, wesentliche Schutzeinheit vor Abbau darstellt
(Weidensdorfer et al., 2009). So konnte gezeigt werden, dass die Proteine hnRNPU, SYNCRIP,
DHX9 und YBX1 im Komplex mit IGF2BP1 die MYC mRNA Uber die CRD stabilisieren
(Weidensdorfer et al., 2009). Grundsatzlich bestehen solche RNPs (Ribonukleoprotein-
Komplexe) aus einzelnen Transkripten, welche von einem sich stindig d@ndernden Protein-
Repertoire gebunden werden und posttranskriptionelle Ereignisse der Genexpression
vermitteln (reviewed (Hieronymus und Silver, 2004)). Im Jahre 2007 gelang es einer

Arbeitsgruppe, IGF2BP1 enthaltene RNPs aus HEK293 Zellen naher zu charakterisieren. Die
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100-300 nm groBen mRNP-Partikel enthalten exon junction complex-Komponenten (UPF3B,
ALY/REF, Y14, elF4A3), heterogene nukledre RNPs (HNRNPA1, A2/B1, D, L, Q, R, U), YBX1,
NFAR2 und 3, Nukleolin, RNA Helikase A, CBP80, RPS6, PABPs (PABP1, 2 und 4) und
ribosomale Proteine der 40S-Untereinheit. Dagegen fehlen den mRNP-Partikeln
Translationsinitiations-Faktoren (elF4E und G, elF2a) und Proteine der 60S-Untereinheit, was
darauf schlieRen lasst, dass die enthaltenen mRNAs nicht translatiert sind. Zudem wurden
von dieser Arbeitsgruppe etwa 300 verschiedene Transkripte identifiziert, welche von
IGF2BP1-Partikeln gebunden werden (Jonson et al., 2007). Laut Schatzungen von Jonson und
Kollegen, befinden sich jedoch nur 10-30 RNA Transkripte in einem mRNP. Dies lasst auf das
Vorhandensein vieler heterogener IGF2BP1-Partikel in der Zelle schlieBen. Zudem kann die
Zusammensetzung von |IGF2BP1-Partikeln zelltypabhdngig variieren. So konnten in
differenzierten neuronalen P19 Zellen RNPs identifiziert werden, welche die Proteine HuD,
IGF2BP1 und G3BP, sowie tau mRNA enthalten (Atlas et al., 2004).

Neben der Analyse IGF2BP1 enthaltener Komplexe wurden mRNPs des IGF2BP3
Paralogen untersucht. Dazu wurden von Jonson und Kollegen IGF2BP3 positive
Tumorproben aus Lunge, Niere, Brust, Ovar und Rektum auf affektierte Transkripte
untersucht. Dabei stellten sie eine Deregulation von Onkogenen wie HMGA2 fest, welche
haufig von let-7 miRNA gerichtetem Abbau betroffen sind (Mayr et al., 2007). Da diesen
MRNPs die Proteine AGO 1-4 sowie miRNAs fehlen, wird postuliert, dass in IGF2BP3-RNPs,
die HMGA2 mRNA und andere let-7 Ziel-mRNAs vor miRNA-gerichtetem Abbau geschiitzt
werden (Jonson et al., 2014). Dies scheint ein allgemeines Prinzip zu sein, da auch die BTRC
MRNA (beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) durch die Bindung von
CRD-BP vor miR-183 vermitteltem Abbau geschiitzt wird (Noubissi et al., 2006; Elcheva et al.,
2009). Dabei fiihrt die Assoziation von CRD-BP mit Bereichen in der kodierenden Region der
BTRC RNA dazu, dass die miR-183-abhangige Interaktion dieser RNA mit dem Protein AGO2
verhindert wird. Dadurch wird die BTRC mRNA stabilisiert, was schlielich in erhéhten BTRC-

Proteinmengen resultiert (Elcheva et al., 2009).

1.2 Die funktionelle Rolle von IGF2BP2

IGF2BP2 wird im Vergleich zu seinen Paralogen IGF2BP1 und IGF2BP3 in
verschiedenen adulten Geweben und Organen exprimiert (Yaniv et al., 2002; Yisraeli et al.,

2005; Christiansen et al., 2009; Bell et al., 2013). Dabei ist bekannt, dass die IGF2BP2
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Transkription durch HMGA2 (high mobility group A2) reguliert werden kann (Brants et al.,
2004; Cleynen et al., 2007). Zudem werden IGF2BP2 und HMGA?2 durch die let-7 miRNA
Familie translationell reprimiert (Boyerinas et al., 2008; Mayr et al., 2007). Die Regulation
von IGF2BP2 durch HMGA2 wurde zudem in Skelettmuskel-Myoblasten beschrieben, wo es
seinerseits Uber die Bindung der MYC mRNA und dessen translationeller Kontrolle, die
Zellproliferation und Myogenese gewahrleistet (Li et al., 2012). Ebenfalls in diesem Zelltyp
wurden die durch IGF2BP2 regulierten mRNAs MURF3 und LIMS2 identifiziert (Boudoukha et
al., 2010). Dabei fungiert MURF3 als Mikrotubuli-Stabilisator wahrend der Myogenese
(Spencer et al., 2000) und LIMS2 als Modulator der fokalen Adhdsionskomplexe (Zhang et al.,
2002). Zudem konnten in diesen Zellen die IGF2BP2 Proteinpartner MOV10, UPF1, HSPA2, 8,
9, HUR, HNRNPs, MATR3, DHX57, Nukleolin und YB1 gefunden werden (Boudoukha et al.,
2010). Eine weitere IGF2BP2 Ziel-mRNA ist NRAS (Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene
homolog), welche in embryonalen Rhabdomyosarkom-Zellen (ERMS; Weichteilsarkom,
welches aus undifferenzierten, mesenchymalen Zellen besteht) identifiziert wurde. Es wird
postuliert, dass IGF2BP2 an den 3’-UTR der NRAS mRNA bindet und somit vor microRNA
gerichtetem Abbau schiitzt. Dieser Regulationsmechanismus fordert schlieflich die
Produktion von NRAS-Protein, welches seinerseits Signalwege aktiviert, die maRgeblich am
Fortschreiten dieser Krebserkrankung beteiligt sind (Li et al., 2013).

Genomweite Assoziationsstudien ergaben, dass SNPs (single nucleotide
polymorphisms), welche im zweiten Intron des IGF2BP2 Lokus zu finden sind, mit einem
erhohten Typ 2 Diabetes (T2D) Risiko korrelieren (reviewed (Christiansen et al., 2009)). T2D
ist eine komplexe Krankheit, welche gekennzeichnet ist durch eine reduzierte
Insulinsensitivitat sowie eine gestorte pankreatische Glukose-Antwort und Insulinsekretion.
Die genannten Prozesse kdnnen zum einen durch Umweltfaktoren, wie korperliche
Inaktivitit oder Ubergewicht und zum anderen durch genetische Faktoren beeinflusst
werden (Kahn, 1994). Unter diesem Aspekt ist durchaus denkbar, dass IGF2BP2 Einfluss auf
die Glukose Homoostase und Insulin Signalwege nimmt. Fiir diese Hypothese sprechen
Studien zu P62, der SpleiBvariante von IGF2BP2, welche eine verkiirzte Linker-Region
zwischen den Didomianen KH1+2 und KH3+4 aufweist. Nach der Uberexpression von P62 in
der Leber transgener Mause wurde ein Fettleber-Phdnotyp sowie eine gesteigerte Toleranz
gegeniber Glukose beobachtet (Tybl et al., 2011).

Einen weiteren Hinweis lieferte eine Publikation aus dem Jahr 2011, in der aufgeklart
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wurde, dass IGF2BP2 durch mTOR (mammalian target of rapamycin) phosphoryliert wird
(Dai et al., 2011). MTOR st eine Protein Kinase, die in zwei unabhdngig regulierten
heterooligomeren Komplexen fungiert. Der Rapamycin-sensitive Komplex 1 (mTORC1),
welcher die Polypeptide Raptor und mLst8 enthalt, wird in seiner Aktivitat durch Nahrstoffe,
Mitogene und Stress reguliert und steuert vorrangig Wachstumsprozesse (Wullschleger et
al., 2006). Diese werden Uber die Stimulation der mRNA Translation realisiert (Ma und
Blenis, 2009). Dai und Kollegen konnten zeigen, dass IGF2BP2 mit mTORC1 interagiert und
an Serin-162 und Serin-164 phoshoryliert wird. Diese Phosphorylierung erleichtert die
Assoziation von IGF2BP2 mit der 5-UTR der IGF2 /leader 3 mRNA und resultiert in einer
gesteigerten IGF2 Proteinsynthese. Dabei erfolgt die Translationsinitiation Gber eine interne
ribosomale Eintrittsstelle (IRES) und unabhangig von elF4E und der 5°-Kappe (Dai et al.,
2011). IGF2 spielt eine Schlisselrolle in Wachstumsprozessen von Sdugern, indem es
metabolische und wachstumsférdernde Effekte vermittelt (F. C. Nielsen, 1992).

Des Weiteren wird postuliert, dass IGF2BP2 die Translation von mRNAs inhibiert, die
flir mitochondriale Proteine kodieren, wie zum Beispiel die UCP1 mRNA, und damit den
Metabolismus reguliert (Dai et al., 2015). So zeigen Mause, die kein IGF2BP2 exprimieren
(Imp2'/') erhohte Mengen an UCP1, die in einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch des
braunen Fettgewebes resultieren und die Tiere aufgrund des erhdhten Energieverbrauchs
weniger empfinglich fiir Ubergewicht machen.

Obwohl es zahlreiche Hinweise fiir eine Rolle von IGF2BP2 in der Regulation der
Glukose Homoostase und Diabetes gibt, sind die zugrunde liegenden molekularen

Mechanismen nicht vollstandig aufgeklart.
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1.3 Zielstellung der Arbeit

Die IGF2 mRNA bindenden Proteine (IGF2BPs) umfassen eine Klasse von drei
Proteinen, die eine bedeutende Rolle wahrend der Embryonalentwicklung spielen. Wahrend
IGF2BP1 und IGF2BP3 in verschiedenen Krebsgeweben stark exprimiert werden, wird
IGF2BP2 auch in nicht entarteten adulten Organen synthetisiert (Yaniv und Yisraeli, 2002;
Yisraeli et al., 2005; Christiansen et al., 2009; Dai et al., 2011; Bell et al., 2013). Dabei erfolgt
die Regulation zelluldrer Prozesse, indem die IGF2BPs den Transport, die Translation und die
Stabilitat von Ziel-mRNAs modulieren. Zum Verstdandnis der Funktionsweise dieser Proteine
ist es daher essentiell, die zu Grunde liegenden Bindungsmechanismen aufzuklaren.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte mittels Einflihrung von Punktmutationen im
GXXG-Loop der KH-Domadnen von ZBP1, IGF2BP2 und |IGF2BP3, vergleichende
Bindungsanalysen zu den RNA-Substraten ACTB und MYC vorgenommen werden. Darilber
hinaus sollte geprift werden, inwieweit die KH-Domanen Einfluss auf die zytoplasmatische
Lokalisation, Protein-Assoziation, Oligomerisierung und Rekrutierung der Proteine in stress
granules (SGs) nehmen. Um zu untersuchen, ob die |IGF2BPs verschiedene
Bindungspraferenzen aufweisen und wie sich die RNA-Bindemotive im Detail
zusammensetzen, sollte die systematische Evolution von Liganden durch exponentielle
Anreicherung (SELEX) durchgefiihrt werden.

Uberdies war von groRem Interesse, Protein-Liganden von ZBP1 unter Anwendung
massenspektrometrischer Analysen zu identifizieren und mittels Immunoprazipitation zu
validieren. Diese Interaktionen sollten im Anschluss durch die Anwendung der Gradienten-
Separation ndher charakterisiert werden.

Schliefilich sollte die postulierte metabolische Funktion von IGF2BP2 geprift werden.
Dazu sollte der Einfluss einer IGF2BP2-Uberexpression sowohl im Zellsystem als auch im
transgenen Mausmodell unter Verwendung metabolischer Untersuchungen erforscht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Gréfienstandards

Die genutzten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen
Sigma Aldrich, Roth und Merck bezogen. Enzyme, PCR-Master-Mixe und DNA-
GroBenstandards wurden bei den Firmen Promega und NEB gekauft.
Transfektionsreagenzien, gRT-PCR-Master-Mixe und Protein-Marker wurden von Life
Technologies bezogen. Zellkulturschalen wurden von TPP und Zellkulturlésungen (DMEM,

HANKS, Trypsin, FBS und OptiMem) wurden von PAA Laboratories erhalten.

2.1.2 Bakterien

Stamm Genotyp

F- $80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk-,

Escherichia coli DH>a mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl \-

F— ompT hsdS(rB— mB-) dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte [argU prol

BL21-Codon Plus-DE3 RIPL
odon Fius Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr]

LB (Luria Bertani): 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), Chloramphenicol
(40 pg/ml)

2.1.3 Zelllinien

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) mit 10% fetalem Kalberserum (FBS) und L-Alanyl-L-Glutamin (GlutaMAX, Life
Technologies) bei 5% C0O2, 90% Luftfeuchte und 37°C. Die Zellen wurden mit HANKS-Puffer
gewaschen und mittels Trypsin von der Zellkulturschale abgelost. Die Zellzahl wurde mit

Hilfe einer Thoma-Zahlkammer oder am Durchflusszytometer (2.2.1.4) bestimmt.

Zelllinie Nummer Gewebe Publikation

HEK293 ACC-305 humane embryonale Nierenzellen Graham et al., 1977b
U20S HTB-96 humane Osteosarcom-Zellen Heldin et al., 1986
HUH7 CLS-300156 humanes Leberzellkarzinom Nakabayashi et al.,1982
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Tab. 2.1: Zusammenfassung der genutzten primdren und sekundaren Antikorper

primdre Antikorper

produziert in

Hersteller/ Firma

anti-ACTB Maus Sigma Aldrich

anti-AKT pan Kaninchen Cell signaling/ NEB

anti-elF3A Kaninchen Bethyl

anti-elF4A1-3 Kaninchen Cell signaling/ NEB

anti-elF4E Kaninchen Cell signaling/ NEB

anti-elF4G Kaninchen Cell signaling/ NEB

anti-FLAG Maus Sigma Aldrich

anti-GFP Maus Roche

anti-HNRNPA2B1 Maus Abcam

anti-HNRNPA3 Kaninchen Abcam

anti-HNRNPE2 Maus Abnova

anti-HNRNPM1-4 Maus Santa Cruz

anti-HNRNPQ1-3 Maus Sigma Aldrich

anti-HNRNPU Maus Sigma Aldrich

anti-HUR Maus Santa Cruz

anti-IGF2BP2 (6A12) Maus Auftragsimmunisierung (TU Braunschweig)
anti-IGF2BP2 Kaninchen Mobitec

anti-IGF2BP3 Kaninchen Mobitec

anti-LA Maus BD Transduction

anti-MATR3 Kaninchen Bethyl

anti-MOV10 Kaninchen Bethyl

anti-NCL Maus Santa Cruz

anti-PABPC1 Maus Santa Cruz

anti-Phospho AKT S473 Kaninchen Cell signaling/ NEB

anti-Phospho AKT T308 Kaninchen Cell signaling/ NEB

anti-PTB Maus Auftragsimmunisierung (TU Braunschweig)
anti-PYM Ratte Zur Verfligung gestellt von Prof. lzaurralde
anti-RHA Kaninchen Bethyl

anti-RO60 Maus Santa Cruz

anti-RPL4 Maus Sigma Aldrich

anti-RPS6 Maus Cell signaling/ NEB

anti-TIA1 Ziege Santa Cruz

anti-UPF1 Kaninchen Zur Verfiigung gestellt von Prof. Gehring
anti-YBX1 Maus Santa Cruz

anti-TUBA Maus Sigma Aldrich

anti-ZBP1 (6A9) Maus Auftragsimmunisierung (TU Braunschweig)
sekundare Antikérper produziert in Hersteller/ Firma

anti-lgG-Maus IRDye® 680 Esel LI-COR Biosciences GmbH
anti-lgG-Kaninchen IRDye® 680 | Esel LI-COR Biosciences GmbH
anti-lgG-Maus IRDye® 800CW Esel LI-COR Biosciences GmbH
anti-lgG-Kaninchen IRDye® Esel LI-COR Biosciences GmbH
anti-lgG-Ratte IRDye® 800CW Esel LI-COR Biosciences GmbH
Cy™3-anti-Maus-IgG F(ab)2 Esel Jackson ImmunoResearch
Cy™3-anti-Ziege-IgG F(ab)2 Esel Jackson ImmunoResearch
dylight488™-anti-Maus-1gG Esel Jackson ImmunoResearch
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2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Klonierung und qRT-PCR wurden von MWG und Life Technologies
bezogen. siRNAs wurden von MWG erhalten.

Tab. 2.2: Mutagenese-Oligonukleotide zur Herstellung der KH-Domanen-Mutanten

Nr. | Protein | KH | Mutation sense-Primer antisense-Primer

1 IGF2BP2 | 1 K211E GTGCCATCATCGGAGAGGAG | GGTCAAGCCCTCCTCTCCG
GGCTTGACC ATGATGGCAC

2 2 K292E GGTTGGAAGACTGATTGGAG | CAAATTTCTGCCTTCTTCTC
AAGAAGGCAGAAATTTG CAATCAGTCTTCCAACC

3 3 K445E, K446E | CGCCATCATCGGGGAGGAGG | GATGTGTGCCCCCTCCTCC
GGGCACACATC CCGATGATGGCG

4 4 K527E, G528E | CCGGGTGATTGGCGAAGAGG | CGTTCACGGTCTTGCCCTC
GCAAGACCGTGAACG TTCGCCAATCACCCGG

5 IGF2BP3 | 1 K213E GGAGCCATCATAGGAGAAGA | GGTGGCACCTTCTTCTCCT
AGGTGCCACC ATGATGGCTCC

6 2 K294E CTTTGTTGGACGTCTTATTGGT | GATTTCTTCCTTCTTCACCA
GAAGAAGGAAGAAATC ATAAGACGTCCAACAAAG

7 3 K423E, Q424E | GCCATCATCGGCGAGGAGGG | GATGTGCTGGCCCTCCTCG
CCAGCACATC CCGATGATGGC

8 4 K505E, G506E | GCTGCTGGCAGAGTTATTGGA | CACCGTTTTGCCTTCTTCTC
GAAG A AGGCAAAACGGTG CAATAACTCTGCCAGCAGC

Tab. 2.3: Oligonukleotide fiir gRT-PCR

Gen sense (5'> 3') antisense (5' 23')

ACTB AGAAAATCTGGCACCACACC |AGAGGCGTACAGGGATAGCA
MYC AGCGACTCTGAGGAGGAAC |CGTAGTTGTGCTGATGTGTG

Y3 GGCTGGTCCGAGTGCAGTGG | AAAAGGCTAGTCAAGTGAAGCA
Y5 AGTTGGTCCGAGTGTTGTGG | AAAACAGCAAGCTAGTCAAGCGCG

Tab. 2.4: Oligonukleotide fir in vitro-Transkription

Name Sequenz (5' 2 3')

234 hubactin stop T7 for GTAATACGACTCACTATAGGGGCGGACTATGACTTAGTTGCG
235 huba 3UTR nt 100 rev AAACAAAAAAAACAAATAAAGCCATGCC

T7 CRD forw TAATACGACTCACTATAGGGAACACACAACGTCTTGGAGCG
T7 CRD rev TTACGCACAAGAGTTCCGTAGC

Tab. 2.5: SELEX-Oligonukleotide

Name Sequenz (5' 2 3')

N20 CTAATACGACTCACTATAGGGGAATTCCN20GGAAGCTTCTCGAGACGCgg
N40 CTAATACGACTCACTATAGGGGAATTCCN40GGAAGCTTCTCGAGACGCgg
Selex forw CTAATACGACTCACTATAGGGGAATTCC

Selex rev ccGCGTCTCGAGAAGCTTCC
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Tab. 2.6: siRNAs

siRNA Sequenz (5' = 3')

Kontrolle (si_K) UUGUACUACACAAAAGUACUG
IGF2BP2 (1) CCAUAAAGAACAUCACUAA
IGF2BP2 (2) GGGTAGATATCCATAGAAA

2.1.6 Vektoren und Konstrukte

pcDNA3.1 (+)-Flag (zeo) - Life Technologies

pGEMTeasy - Promega

PEGFP-C2 - Clontech pLVX-puro - Clontech
pGEX6pl - GE Healthcare
Tab. 2.7: Konstrukte
Konstruktname Vektor I"nsertlon Qlfe"e/ Muta!genese-

tiber Oligonukleotid (Tab. 2.2)
GFP-ggZBP1 pEGFP-C2 EcoRl, Sall Farina et al., 2003
Flag-ggZBP1 pcDNA 3.1 | EcoRl, Xhol | Farina et al., 2003
GST-ZBP1 pGEX6p1 EcoRl, Xhol | Farina et al., 2003
ggZBP1K213E pcDNA 3.1 | EcoRl, Xhol | M. Kéhn, Diplomarbeit, 2008
ggZBP1K294E pcDNA 3.1 | EcoRl, Xhol | M. Kéhn, Diplomarbeit, 2008
ggZBP1KA422E, KA23E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | M. Kéhn, Diplomarbeit, 2008
ggZBP1K504E, G505E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | M. Kéhn
ggZBP1K213E, K294E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | M. Koéhn, Diplomarbeit, 2008
ggZBP1K422E, K423E, K504E, G505E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | M. Kéhn
ggZBP1K213E, K294E, K422E, K423E, OCcDNA31 | ECoRL Xhol | M. Kéhn
K504E, G505E
GST-ZBP1K213E, K294E pGEX6p1 EcoRl, Xhol | aus Flag-ZBP1 subkloniert
GST-ZBP1K422E, K423E, K504E, G505E pGEX6p1 EcoRl, Xhol | aus Flag-ZBP1 subkloniert
GST-ZBPIK213E, K294E, K422E, K423E, pGEX6pl EcoRl, Xhol | aus Flag-ZBP1 subkloniert
K504E, G505E
GFP-ggZBP1K213E, K294E, K422E, PEGFP-C2 EcoRl, Sall M. K&hn
K423E, K504E, G505E
GFP-IGF2BP2 pEGFP-C2 EcoRl, Sall aus Flag-IGF2BP2 subkloniert
Flag-IGF2BP2 pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | S. Hiuttelmaier
GST-IGF2BP2 pGEX6p1 EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP2 subkloniert
IGF2BP2K211E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol |1
IGF2BP2K292E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 2
IGF2BP2K445E, K446E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 3
IGF2BP2K527E, G528E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 4
IGF2BP2K211E, K292E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 1,2
IGF2BP2K445E, K446E, K527E, G528E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 3,4
IGF2BP2K211E, K292E, K445E, KA446E, pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 1,2,3, 4
K527E, G528E
GST-IGF2BP2K211E, K292E pGEX6pl EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP2 subkloniert
E;QEFZBPZKMSE' K446E, K527E, PGEX6pl | EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP2 subkloniert
GST-IGF2BP2K211E, K292E, K445E, PGEX6pl | EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP2 subkloniert
K446E, K527E, G528E
GFP-IGF2BP2K211E, K292E, K445E, pPEGFP-C2 EcoRl, Sall aus Flag-IGF2BP2 subkloniert
K446E, K527E, G528E
GFP-IGF2BP3 pEGFP-C2 EcoRl, Sall aus Flag-IGF2BP3 subkloniert
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Flag-IGF2BP3 pcDNA 3.1 | EcoRl, Xhol | S. Hiuttelmaier

GST-IGF2BP3 pGEX6p1 EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP3 subkloniert
IGF2BP3K213E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 5

IGF2BP3K294E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 6

IGF2BP3K423E, Q424E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 7

IGF2BP3K505E, G506E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 8

IGF2BP3K213E, K294E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 5,6

IGF2BP3K423E, Q424E, K505E, G506E pcDNA 3.1 EcoRl, Xhol | 7,8

IGF2BP3K213E, K294E, K423E, Q424E, 0cDNA 3.1 EcoRl Xhol | 5,6,7,8

K505E, G506E

GST-IGF2BP3K213E, K294E pGEX6pl EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP3 subkloniert
EEBQSFZBP?’MBE’ Q424E, K505E, pGEX6p1l EcoRlI, Xhol | aus Flag-IGF2BP3 subkloniert
GST-IGF2BP3K213E, K254E, K423E, PGEX6pl | EcoRl, Xhol | aus Flag-IGF2BP3 subkloniert
Q424E, K505E, G506E

GFP-IGF2BP3K213E, K294E, K423E, OEGFP-C2 | EcoRl, Sall | aus Flag-IGF2BP3 subkloniert
Q424E, K505E, G506E

GFP-IGF2BP2 pLVX-puro | EcoRl, Xhol | M. Lederer

2.1.7 Systeme

Dc-Protein-Assay Kit Biorad

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit Sigma Aldrich

Plasmid Midi Kit (100) Qiagen

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega

Glucose (GO) Assay Kit Sigma Aldrich

Glycogen Assay Kit Sigma Aldrich

Colloidal Blue Staining Kit

UMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kit (GFP tagged)

Silver Quest™ Staining Kit

2.1.8 Sonstiges

Agarose
Hefeextrakt
Prolong-Antifade
Blotmembran

2.1.9 Standard-Puffer

peglab
AppChem

Life Technologies
Miltenyi Biotech
Life Technologies

Life Technologies

Amersham

PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na,HPO,; 2 mM KH,PO,; pH 7,4
137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na,HPO,4; 2 mM KH,PO,4; pH 7,4; 0,1%
PBS-T
Tween-20
TAE 40 mM Tris; 20 mM Eisessig; 1 mM EDTA; pH 8,4
TBE (5x%) 450 mM Tris; 450 mM Borsdure; 10 mM EDTA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Techniken
2.2.1.1 Transfektion

Zur Transfektion von Zellen mit Plasmiden wurde Lipofectamine 2000 nach den
Angaben des Herstellers genutzt. Die Transfektion von siRNAs erfolgte mittels RNAiMax.
Dazu wurden die Zellen 15 Stunden vor der Transfektion ausgesat (siehe Tabelle 2.8). Die
verwendeten Transfektionsansatze sind in Tabelle 2.8 zusammengefasst. Zehn Stunden nach

der Transfektion wurde das Medium gewechselt.

Tab. 2.8: Transfektionsansatze

Art des Versuches Platten- Zellzahl siRNA | Plasmid LlpO]fecta- RNAiMax | Zeit
grofle mine

Transiente

Uberexpression fiir 6 well 4x10° 2ug 5ul 48 h

Immunoprazipitation

Transiente

Uberexpression fir 24 well | 1x10* 0,5 ug 1pL 24 h

Immunofluoreszenz

knockdown 6 well | 4x10° | 200 pmol 6 ul 72h

2.2.1.2 Lentivirale Transduktion

Die stabile Uberexpression von GFP-IGF2BP2 und der GFP-Kontrolle erfolgte mittels
lentiviraler Transduktion. Dazu wurde zunachst Virus produziert, indem HEK293 Zellen

(2x10° Zellen/ 10 cm Schale) folgendermaRen transfiziert wurden:

Transfektionsansatz: 2x HEPES-buffered saline (HBS)
10 pg Transferplasmid (pLVX-puro GFP-IGF2BP2) 280 mM NacCl

30 ug Tet Repressor 10 mM KCl

6 ug pMD2G (zur Verpackung des Virus) 1,5 mM Na;HPO,4

15 ug psPAX2 12 mM Glukose

auf 0,5 ml mit ddH,0 auffillen 50 mM HEPES pH 7,05

Die DNA wurde mittels Kalzium-Phosphat-Prazipitation in die Zellen geschleust. Dazu wurde
zum Transfektionsansatz 0,5 ml 2xHBS zugegeben, gemischt und 50 ul 2,5 M CaCl,
beigemischt. Nach einer Inkubationszeit von 25 Minuten wurde der Ansatz tropfenweise auf

die Zellen gegeben. Am zweiten und dritten Tag wurde das Virus enthaltende Medium
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gesammelt, vereint und gefiltert. Zur Virustransduktion wurden U20S Zellen (1x10°/6 well)
ausgesat (1 ml) und 1 ml Virusiberstand fiir 3 Tage zugegeben. Im Anschluss wurden die
Zellen funfmal mit HANKS gewaschen und auf eine 6 cm Schale tberfihrt. Um positive Zellen
zu selektieren wurde Puromycin (2 pug/ml, Sigma Aldrich) fiir 3 Tage dem Zellkulturmedium
zugefihrt. Die stabil exprimierende Zellpopulation wurde dann in Medium kultiviert,

welches 1 pg/ml Puromycin enthielt.

2.2.1.3 Die Induktion von zelluléirem Stress
Um in U20S Zellen oxidativen Stress zu erzeugen, wurde dem Zellkulturmedium fir
eine Stunde Natriumarsenat (2,5 mM Endkonzentration) zugefiihrt. Die Bildung von stress

ganules (SGs) wurde im Anschluss mittels Immunofluoreszenzanalyse (2.2.4.1) untersucht.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Durchflusszytometrie

Diese Methode wurde genutzt um die Zahl der in Losung befindlichen Zellen zu
bestimmen. Dazu wurden die zu untersuchenden Zellen durch tryptischen Verdau von der
Zellkulturschale geldst, mit HANKS gewaschen und im MACSQuant Durchflusszytometer

(Miltenyi) vermessen.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur EinfUhrung von Punktmutationen innerhalb der KH-Domadnen der IGF2BP
Proteine wurden Mutagenese-Oligonukleotide generiert (Tab.2.2), welche keine perfekte
Basenpaarung mit der Ziel-DNA aufweisen, aber dennoch an diese binden kdnnen. Mittels

Pfu-Polymerase wurde das Mutagenese-Oligonukleotid in die neu synthetisierte DNA

integiert.

Mutagenese-PCR: PCR-Programm:

5 pl Pfu-Puffer (10x) 95°C, 30s

1 pl Plasmid-DNA (100 ng) 95°C, 30's

0,5 ul sense Oligonukleotid (100 uM) 55°C. 60 s 18 Zyklen
0,5 ul antisense Oligonukleotid (100 uM) 68°C, 1 min/kb Plasmid

1 ul dNTPs (10 mM) 4°C

1 pl Pfu-Polymerase (2,5 U)

41 pl ddH,0
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Im Anschluss erfolgte der Verdau der methylierten Ausgangs-DNA mit 1 pl Dpnl (2 U) fir 1 h
bei 37°C. Von diesem Ansatz wurden schlieflich 15 ul fir die Transformation in
chemokompetente Bakterien eingesetzt. Die Mutationen wurden mittels Sequenzierung von

der Firma Seqlab (Go6ttingen) lberprift.

2.2.2.2 Klonierung

Far die Durchfiihrung der verschiedenen funktionellen Analysen der IGF2BP-KH-
Mutanten war die Klonierung in verschiedene Vektoren (2.1.6) erforderlich. Dazu wurde das
entsprechende mutagenisierte Konstrukt aus dem pcDNA3.1 (+)-Flag (zeo) Vektor Uber
EcoRl, Xhol-Restriktionsverdau in den Expressionsvektor pGEX6pl oder liber EcoRl, Sall in
den pEGFP-C2 Vektor ligiert.

Zur Analyse der SELEX-Aptamere wurde die DNA in den pGEMTeasy Vektor inseriert

und im Anschluss von der Firma Seqglab (Gottingen) sequenziert.

2.2.2.3 Isolierung von DNA
Zur Isolierung geringer DNA Mengen wurde der GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit
verwendet. GroRere Plasmid-DNA Mengen wurden mittels Plasmid Midi Kit (100) erhalten.

Fir die DNA-Praparation wurden die Angaben des Herstellers befolgt.

2.2.2.4 Prdaparation von RNA

Die Praparation der Gesamt-RNA aus Zellen oder aus Gradienten (2.2.3.6) erfolgte
mittels Trizol und anschliefender Extraktion durch Chloroform. Dazu wurden Zellen mit 1 ml
Trizol von der 6 well-Platte geerntet und in ein Eppendorf-Gefall Gberfihrt. Nachdem die
Zelltrimmer abzentrifugiert wurden (5 min, 13.000 rpm), erfolgte die RNA-Extraktion durch
Zugabe von 200 pl Chloroform. Zur RNA-Prdparation aus Gradienten wurde das 4-fache
Volumen an Trizol und dann 1/5 des Volumens an Chloroform zugegeben. Die wassrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald liberfihrt und die darin enthaltene RNA durch
Zugabe von Isopropanol (1:1, v/v) fir 1 h bei Raumtemperatur prazipitiert. Die RNA wurde
dann durch Zentrifugation pelletiert (10 min, 13.000 rpm) und zweimal mit 80% Ethanol
gewaschen. Schlielllich wurde das RNA-Pellet in RNase freiem Wasser gelost und am
Spektrometer (infinite M200 pro spectrometer, TECAN) auf Qualitdt und Konzentration

untersucht.
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TRIZOL: 0,8 M Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 0,1 M Natriumacetat
(pH 5.0); 5% (w/v) Glycerol; 48% Roti-Aqua-Phenol (pH 4,5)

2.2.2.5 Reverse Transkription

Fir die Herstellung von cDNA aus Gesamt-RNA wurden zunachst 2 ug RNA zusammen
mit 1 ul random Primer (50 ng/ul) fir 5 min bei 65°C denaturiert und fiir weitere 5 min auf
Eis gehalten, damit sich die Primer anlagern kdnnen. Im Anschluss wurde der RT-Ansatz
zugegeben und 2 h bei 42°C inkubiert, gefolgt von der Inaktivierung der reversen

Transkriptase fiir 15 min.

RT-Ansatz: 4 ul 5x RT-Puffer; 1 ul dNTPs (10 mM); 0,25 ul Rnasin; 0,5 pl M-MLV (reverse
Transkriptase, 50 U)

2.2.2.6 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Zur Bestimmung relativer RNA-Mengen wurde die quantitative RT-PCR angewendet,
die an einem 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) im 384 well-Format
durchgefliihrt wurde. Diese Methode basiert auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und
ist an einen Fluoreszenz emittierenden Prozess gekoppelt. Dabei interkaliert der Farbstoff
SYBR Green | in die doppelstrangige, neu synthetisierte DNA, wodurch sich dessen
Fluoreszenzeigenschaften andern. Dies duBert sich in der Steigerung der Fluoreszenz-
intensitat in Abhangigkeit von der Konzentration an PCR-Produkt, was die Detektion und
Quantifizierung des PCR-Produktes wahrend der Reaktion ermdglicht. Aus dem Anstieg der
Fluoreszenzintensitat kann der Ci-Wert (Cycle threshold) bestimmt werden. Die wahrend
dieses Prozesses aufgezeichnete Schmelzkurve dient als Qualitatskontrolle, um sicher zu
stellen, dass nur ein spezifisches Produkt synthetisiert wurde. Die verwendeten Primer
(gPrimerDepot) wurden so generiert, dass sich diese Gber Exon-Exon Grenzen erstrecken,

um sicher zu stellen, dass spezifisch cDNA detektiert wird.

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
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Zur Bestimmung der RNA-Menge in den einzelnen Gradientenfraktionen wurde die AC;-

Methode genutzt (AC=2"(Fraktion X~ Fraktion 1)), | iy ak und Schmittgen, 2001).
2.2.2.7 In vitro Transkription

Fir die Herstellung Atto 680 markierter RNA (K6hn et al., 2010) wurde folgender Ansatz

pipettiert:

20 ul Transcription Optimized 5x Puffer (Promega)

10 ul DTT (Promega)

1 pl RNasin

je 1 ul rNTPs (rATP, rCTP, rGTP; finale Konzentration: je 1 mM; Promega)

0,2 ul rUTP; 1,5 pl Aminoallyl-UTP-Atto 680 (finale Konzentration: 15 uM; Jena
Bioscience)

1 ug DNA

2 ul T7 RNA Polymerase (Promega)

auf 100 ul mit DEPC H,0 auffillen

Der Reaktionsansatz wurde zunachst 3 h bei 37°C inkubiert. Die Qualitat der synthetisierten
RNA wurde anschlieRend mittels Auftrennung im denaturierenden Harnstoffgel tberprift.
Nach der erfolgten Phenol-Chloroform-Extraktion wurde die Konzentration der RNA

spektrometrisch, bei 260 nm, bestimmt.

Harnstoffgel: 14,4 g Harnstoff Probenpuffer (3x):
8,3 ml H,O
4,5 ml Acrylamid 300 ul TBE (5x)
3 ml TBE (5x) 180 mg Saccharose
150 pl APS 150 ul Bromphenolblau (1%)
15 pl TEMED 630 mg Harnstoff

2.2.2.8 SDS-PAGE und Western Blot

Die Analyse der Qualitdt und Abundanz von rekombinanten Proteinen sowie von
Proteinen aus Zelllysaten erfolgte mittels Western Blot. Fiir letztere wurden zunachst
Proteinextrakte aus Zellen hergestellt. Dazu wurden die Zellen je nach Versuch im
entsprechenden Puffer resuspendiert (Tab. 2.9) und 10 min auf Eis inkubiert. Die
verbleibenden Zelltrimmer wurden 10 min bei 13.000 rpm und 4°C abzentrifugiert und der
Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiR (iberfiihrt. Im Anschluss wurde die

Proteinkonzentration, mittels DC Protein Assay, bestimmt. Das SDS-Polyacrylamidgel wurde
28



Material und Methoden

mit 20 pg Proteinprobe, welche zuvor mit 5xProbenauftragspuffer versetzt wurde, beladen.
Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden entweder selbst gegossene
10%ige SDS-Gele oder NUPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gele (Life Technologies; mit NuPAGE®
MOPS SDS Running Buffer) verwendet. Dann erfolgte der Protein-Transfer auf eine
Nitrozellulose Membran Uber das ,wet-Blot” Verfahren mit NuPAGE Blot-Puffer. Der
Transfer wurde anhand einer Farbung der Membran mit Ponceau S-Losung Uberpriift.
Danach wurde die Membran mit 5% (w/v) Mager-Milch in PBS-T 30 min geblockt, um
unspezifische Bindungen zu minimieren. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem
primdren Antikorper (Tab. 2.1) in der 5%igen Milchlosung unter leichtem Schwenken fir 2 h
bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS-T
erfolgte die Inkubation mit dem sekunddren IRDye-markierten Antikérper in 5%iger
Milchlésung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach mehrmaligem Waschen erfolgte die
Detektion der Proteinbanden mittels Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences)
bei 680 nm bzw. 800 nm. Die Quantifizierung wurde mit Hilfe der Odyssey software
durchgefihrt.

Tab. 2.9: Puffer zur Herstellung von Proteinextrakten.

Analyse von Puffer Zusammensetzung
Gradienten Gradienten- | 10 mM Hepes; 150 mM KCl; 5 mM MgCl,; 0,5% NP-40; pH7,4;
Puffer 1:200 protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich)

25 mM Tris; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1% NP-40; pH 7,6;
1:200 protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich), Phosphatase
Inhibitor Cocktail 2, 3 (Sigma Aldrich)

50 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA;
RIPA 1% NP-40; 1% CyH39NaO,; 2,5 mM NayP,05; 1 mM B-Gly-
cerophosphat; 1 mM NasVO,

Phosphorylierten | Phospho-
Proteinen Puffer

Immunoprazipi-
tationen

Tab. 2.10: Puffer und Losungen fiir SDS-Gele und Western Blots.

250 mM Tris/HCI, pH 6.8; 10 mM EDTA; 2% SDS; 15% Glyzerin;

0,005 % Bromphenolblau; 5% B-Mercaptoethanol

Trenngel-Puffer 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8; 0,4% SDS

Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8; 0,4% SDS

12,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid; 7,5 ml Trenngel-Puffer; 9,9 ml bidest.
Wasser; 10 ul TEMED; 100 pul APS (10%)

1,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid; 2,5 ml Sammelgel-Puffer; 6,2 ml bidest.
Wasser; 10 ul TEMED; 200 ul APS (10%)

5xElektrophoresepuffer | 25 mM Tris; 250 mM Glycin; 0,1% SDS

Ponceau S-Losung 0,1% Ponceau S (w/v); 5% Essigsaure

NuPAGE Blot-Puffer 50 mM Tris pH 8,5; 40 mM Glycin; 20% Methanol; 0,04% SDS

5xProbenauftragspuffer

Trenngel

Sammelgel
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2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Co-Immunoprdzipitation

Bei dieser Methode kdnnen Proteine spezifisch iber eine mit Antikdrper gekoppelte
Matrix (Protein G Agarose; Thermo Scientific) aus dem Zelllysat immobilisiert werden.
Mogliche Interaktionspartner des Proteins kénnen dabei koprazipitiert werden. Um zu
testen, ob Interaktionen (iber die gemeinsam gebundene RNA vermittelt werden, wurde das
Zelllysat (Tab.2.9) mit Ribonuklease A (RNase A, Roth) nach Herstellerangaben behandelt.
Vom Zelllysat wurden zunachst 50 pl als Input abgenommen und mit den verbleibenden 450
ul erfolgte die Immunoprazipitation, indem das Zelllysat mit 50 ul Flag-Agarose-Beads-
Losung (Sigma Aldrich, 3 x mit RIPA gewaschen) versetzt und 1,5 h bei 4°C auf einem
Drehrad inkubiert wurde. Im Anschluss wurden die beads 15 s bei 13.000 rpm zentrifugiert
und dreimal mit 500 pl RIPA gewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte in 50 pl 1x
NuPAGE-Puffer, indem die Probe 5 min bei 95°C inkubiert wurde. Zur Abtrennung der
Proteinlésung von den beads wurden spezielle Zentrifugenrohrchen verwendet (Pierce; 0,8
ml centrifuge columns). Von der Proteinlosung wurden 20 pl auf eine SDS-PAGE geladen und
mittels Western Blot analysiert (2.2.2.8), oder das SDS-Gel wurde einer Silberfarbung
unterzogen (Life Technologies), bei der die Angaben des Herstellers befolgt wurden.

Fiir Co-Immunoprazipitationen aus Gradienten wurden Fraktionen des Gradienten
vereint (siehe 3.3.3), 100 ul als Input abgenommen und die verbleibenden 3,5 ml mit 90 pl
Protein G Agarose-Lésung (3 x mit Gradientenpuffer gewaschen) versetzt. Zur
Immunoprazipitation von endogenem IGF2BP1 wurde spezifischer Antikérper gegen ZBP1
(6A9) zugesetz, und um sowohl endogenes als auch Flag-IGF2BP1 zu prazipitieren, wurde
eine Mischung aus Flag- und ZBP1-Antikorper verwendet (1 pl Antikérper/1 ml Protein-
l6sung). Aufgrund der Viskositat der Gradientenldosung, bedingt durch die Saccharose,
erfolgte die Inkubation 1 h bei Raumtemperatur. Zur Elution prazipitierter Proteine wurden
die beads nach dreimaligem Waschen mit 75 pl Gradientenpuffer und 1% SDS versetzt und 5
min bei 65°C inkubiert. Nach der Zugabe von 25 pl 4xNuPAGE (Life Technologies) wurde die
Probe 5 min bei 95°C inkubiert. Im Anschluss wurden 30 pl von den Immuno-
prazipitationsproben und 20 pl von den Inputproben auf die SDS-PAGE geladen und mittels
Western Blot untersucht.

Fiir Co-Immunoprazipitationen von Proteinen, welche im Anschluss massenspektro-
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metrisch analysiert werden sollten, wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. Fiir die
Immunoprazipitation von Flag-ZBP1 aus HEK293-Zelllysat wurden Flag-Agarose-Beads
verwendet. Dazu wurden die Zellen in IP-Puffer lysiert, mit beads versetzt und 2 h bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die beads 5-mal mit TBS-Puffer gewaschen. Um eine schonende
Elution zu gewadhrleisten und damit die Kontamination mit leichten und schweren
Antikorper-Ketten zu vermeiden, erfolgte die Elution mittels Zugabe von Flag-Peptid in TBS-
Puffer (600 ng/ul, Sigma Aldrich).

Fiir die Immunoprazipitation von GFP-ZBP1 aus U20S-Zelllysat wurde der uMACS™
Epitope Tag Protein Isolation Kit verwendet. Dazu wurden die Zellen in IP-Puffer lysiert, mit
Micro beads versetzt und 30 min bei 4°C inkubiert. Das Lysat wurde im Anschluss auf eine,
sich im magnetischen Feld befindliche Sdule Giberfihrt. Nach stringentem Waschen (4-mal
mit IP-Puffer und einmal mit Tris-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH7,5)), wurden die Proteine mit

dem im Kit enthaltenen Puffer eluiert.

Puffer Zusammensetzung
IP-Puffer 20 mM Tris, pH7,5; 150 mM NacCl; 1,5 mM MgCl,; 8,7 % Glycerol; 0,05 % NP-40
TBS 10 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7,4

2.2.3.2 m’GTP-Cap-Sepharose Pulldown

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass mit einer 7-Methyl-Guanosin-5-
Triphosphat Sepharose-Matrix, Proteine prazipitiert werden kénnen, welche an die
5’Kappen-Struktur der mRNA binden und somit die Translation initiieren. Dazu wurden
HEK293 Zellen (2 konfluente 10 cm Schalen) zunachst in 1 ml IP-Puffer (2.2.3.1) lysiert, auf 2
EppendorfgefaRe verteilt, mit jeweils 100 pl 7-Methyl GTP-Sepharose™ 4B (GE Healthcare)
oder Sepharose 4B (Sigma Aldrich) versetzt und fiir 50 min bei 4°C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen der beads mit IP-Puffer, erfolgte die Elution der Proteine durch
Zugabe von 100 pl Probenauftragspuffer und Inkubation bei 64°C. Zur Analyse Cap-
Sepharose assoziierter Proteine wurden 25 pl von der Elutionsprobe in der SDS-PAGE

aufgetrennt und mittels Western Blot untersucht.

2.2.3.3 Expression und Reinigung von rekombinanten Proteinen
Um rekombinante Proteine herzustellen, wurden zunachst RIPL-Zellen (siehe 2.1.2),
in die zuvor das entsprechende Expressionsplasmid (pGEX6pl, Tab. 2.7) transformiert

wurde, in einer Vorkultur (100 ml LB) schittelnd herangezogen (liber Nacht bei 37°C). Im
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Anschluss wurden 2 | LB-Medium mit der Vorkultur angeimpft (1:50, v/v), inkubiert und bei
einer optischen Dichte (OD) von 0,6 wurden die Bakterien abzentrifugiert und in 1 |
Minimalmedium Uberfilihrt. Die Expression des gewlinschten Proteins wurde mit 1 mM IPTG
induziert und die Bakterien (iber Nacht bei 18°C wachsen gelassen. Die Ernte der Bakterien
erfolgte durch Zentrifugation bei 4°C und 7500 rpm fir 10 min. Alle folgenden
Arbeitsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Bakterienpellets wurden in Waschpuffer 1
resuspendiert, zentrifugiert und in 20 ml Lysispuffer aufgenommen. Um die Bakterien
aufzuschlieBen wurden 80 ml Lysispuffer, welcher zuvor mit 0,3 g Lysozym versetzt wurde,
zugegeben, 15 Minuten inkubiert und die Suspension 2-3-mal fiir 5 min sonifiziert (Sonoplus,
Bandelin Electronic). Nachdem die Zelltrimmer abzentrifugiert wurden (bei 20.000 rpm, 25
min), erfolgte die Inkubation der im Uberstand befindlichen GST-fusionierten Proteine mit
Glutathion Sepharose™ 4 Fast Flow (GE-Healthcare) fiir 4 Stunden unter konstanter
Bewegung. Danach wurden die beads auf eine PD10-Sdule (GE-Healthcare) Uberfiihrt,
mehrmals mit Lysispuffer und PP-Puffer gewaschen, und U(ber Nacht mit PreScission
Protease inkubiert, welche das GST-Epitop vom Protein abspaltet. Um die beads von den
Proteinen zu trennen wurde die Losung auf eine PD10-Saule tberfiihrt und mit Waschpuffer
2 gespllt. Die im Durchfluss enthaltenen Proteine wurden dann mittels Affinitats- bzw.
Anionenaustausch-Chromatographie weiter aufgereinigt. Dazu wurde ein AKTA FPLC-System
genutzt und der Durchfluss zundchst auf eine HiTrap Heparin HP bzw. HiTrap DEAE FF-Sdule
(5 ml, GE-Healthcare) geladen. Um nicht gebundene Proteine zu entfernen wurde mit 4
Saulen-Volumen Puffer A gewaschen. Die gewilinschten Proteine wurden dann mittels
Anwendung eines linearen Salz-Gradienten (Puffer B) von der Saule eluiert. Um eine
Konzentrierung herbeizufiihren, wurde die Proteinlosung in einen Dialyseschlauch gegeben
und in eine PEG-Losung Uberfuhrt. Danach erfolgte die Umpufferung der Proteinlésung
indem der Dialyseschlauch Gber Nacht in Bindungspuffer inkubiert wurde. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des DcProtein-Assay Kits, welcher an die
Proteinbestimmung nach Lowry angelehnt ist (Lowry et al., 1951). Nach jedem
Reinigungsschritt wurde eine Protein-Probe entnommen und mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Brillantblau-Farbung analysiert. Die Proteine wurden in Bindungspuffer mit 15%

Glycerol bei -80°C gelagert.
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Tab. 2.11: Medien, Puffer und Losungen zur Expression und Reinigung von Proteinen.

Medien, Puffer und
Lésungen

Zusammensetzung

Minimalmedium

4 g Casein Hydrolysat in 889 ml H,O (autoklaviert); 100 ml M9 (75 g/l
Na,HPO42H,0; 30 g/l KH,PO,; 5 g/l NaCl; 10 g/l NH,4CI); 10 ml 20%
Glukose; 1 ml 1 M MgSQ,; 300 ul 1 M CaCl,

Waschpuffer 1

10 mM PBS; 10 mM EDTA

Lysispuffer

10 mM PBS; 850 mM NaCl; 10 mM EDTA; 10 mM EGTA; 1% Triton X 100;
1:200 (v/v) protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich)

PreScission Protease-
Puffer (PP-Puffer)

50 mM Tris, pH 8; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA

Waschpuffer 2

50 mM NaPO,, pH 7; 100 mM KCI; 200 mM NaCl; 1 mM DTT

Puffer A-Heparin

50 mM NaPO,, pH 7; 100 mM KCI; 1 mM DTT

Puffer B-Heparin

50 mM NaPO,, pH7; 1 M KCI; 1 mM DTT

Puffer A-DEAE

20 mM Tris, pH 8; 50 mM NaCl; 1 mM DTT

Puffer B-DEAE

20 mM Tris, pH 8; 1 M NaCl; 1 mM DTT

PEG-L6sung 10 mM PBS; 10% Glycerol; 0,5 M NaCl; 20% PEG
Bindungspuffer 200 mM C,H3KO,; 50 mM Tris-Acetat; 2 mM Mg(CH;COO),; pH 7,6
Coomassie-

. . 10% Essigsdure; 50% Methanol; 0,1% Coomassie-Brilliant-Blau R-250
Brillantblau-Lésung

Entfarbelosung 10% Essigsdure; 30% Methanol

2.2.3.4 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Um Protein-RNA-Interaktionen untersuchen zu konnen, wurde die EMSA-Methode
angewendet, bei der es in Abhadngigkeit von der GroRe des Protein-RNA-Komplexes zu einer
Laufweitenverschiebung wahrend der nativen Gelelektrophorese kommt. Dazu wurde
zunachst das zu analysierende Protein zusammen mit Atto 680 markierter RNA in
Bindungspuffer (Tab. 2.11) fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Flr die Analyse
der Komplex-Stabilitat (3.1.3) wurden die gebildeten Komplexe aus ZBP1 oder ZBP1-KH1+2
Mutante (300 nM) und Atto 680 markierter ACTB zipcode RNA (100 nM) anschliefend 1:6
(v/v) mit Bindungspuffer, welcher zuvor mit 10xLadepuffer versetzt wurde, verdiinnt. Direkt
nach der Verdiinnung bzw. 12, 20, 40, 70 und 90 min nach der Verdiinnung wurde 1/12 von
diesem Ansatz entnommen und auf ein natives 8% TBE-Gel geladen, wahrend die Gel-
elektrophorese lief. Zur Untersuchung der Komplexbildung zwischen ZBP1 oder ZBP1-KH1+2
Mutante zur ACTB zipcode RNA (3.1.3) wurde die RNA (26,5 nM) mit verschiedenen
Proteinkonzentrationen (20, 40, 80, 100 und 150 nM) inkubiert und anschlieBend auf ein 6%
TBE-Gel geladen.

Flir Kompetitionsanalysen (3.2.1) erfolgte eine Prainkubation des Proteins (150 nM)

mit Atto 680 markierter Y3 RNA (50 nM) fiir 15 min. Danach erfolgte die Zugabe eines 10-

33



Material und Methoden

bzw. 30-fachen Uberschuss an Kompetitor-RNA. Nach der Inkubationszeit von 15 min
wurden die Proben auf ein 4-12% TBE-Gel (Life Technologies) geladen. Die Analyse der

EMSA-Experimente erfolgte mittels Detektion der Atto 680 markierten RNA am Infrarot

Scanner.

Puffer und Gele Zusammensetzung

natives 6% TBE-Gel 2 ml 5xTBE, 30 u' APS (10%) 15 ul TEMED 2ml Acrylamid; 6 ml Hzo
natives 8% TBE-Gel 2,67 ml Acrylamid; 5,33 ml H,0
10xLadepuffer 250 mM Tris pH 7,4; 0,2% Bromphenolblau; 40% Saccharose

2.2.3.5 Filterbindung

Zur Untersuchung der Bindungsspezifitaiten der IGF2BP und KH-Mutanten Proteine
zur Atto 680 markierten MYC CRD und ACTB zipcode RNA (3.1.2) wurden Filterbindungs-
Studien durchgefiihrt. Mit dieser Methode werden Komplexe bestehend aus Protein und
RNA auf einem Filter zurlickgehalten und im Anschluss entweder vom Filter extrahiert (siehe
2.2.3.8) oder die Menge an gebundener RNA bestimmt, indem die Fluoreszenz der Atto 680
markierten RNA am Infrarot-Scanner detektiert wird. Zur Durchfiihrung der Analyse wurde
die jeweilige RNA (ACTB zipcode: 26,5 nM; MYC-CRD: 2,8 nM) zusammen mit Proteinen
aufsteigender Konzentration 15 min in Bindungspuffer inkubiert und anschlieRend auf
Nitrocellulosefilter (0,45 um HA; Millipore) Ubertragen, welche zuvor in einer Vakuum-
Filtrationsvorrichtung (12 Proben, Millipore) mit Bindungspuffer aquilibriert wurden. Nach 3-

maligem waschen mit Bindungspuffer erfolgte die Detektion der RNA.

2.2.3.6 Saccharose-Gradienten

Um unterschiedliche Proteinkomplexe innerhalb eines Zelllysates zu untersuchen,
wurde ein Verfahren genutzt, bei dem Molekiile aufgrund ihrer Sedimentations-
geschwindigkeit innerhalb eines Dichtegradienten aufgetrennt werden kénnen. Zur
Erzeugung dieses Gradienten wurden Saccharose-Lésungen mit sinkender Dichte (20, 15, 10
und 5% Saccharose (w/v) in 1xGradientenpuffer (Tab.2.9)) vorsichtig in ein
Zentrifugenréhrchen (Beckman; 14x95 mm) Ubereinander geschichtet. Dieser 4-stufige
Gradient (10 ml) wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert, sodass sich ein kontinuierlicher
Gradient ausbildet. Von dem zu untersuchenden Zelllysat (siehe 2.2.2.8 und Tab.2.9) wurde
zundachst die optische Dichte bei 260 nm bestimmt, dann wurden 800 pl vom Zelllysat auf die
vorbereitete Gradientenlésung geschichtet und 2,5 h bei 40.000 rpm und 4°C
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ultrazentrifugiert (Optima™ L-90K Ultracentrifuge, SW 40 TI). Im Anschluss erfolgte die
Fraktionierung entweder per Hand, indem die Gradientenlosung mit einer abgeschnittenen
Pipettenspitze abgenommen wurde, oder am Gradientenfraktionierer (Brandl), welcher
zugleich das Absorptionsprofil der einzelnen Fraktionen bei 254 nm aufzeichnet. Aus diesen
10 Fraktionen wurde dann zum einen die RNA prapariert (siehe 2.2.2.4) und zum anderen
ein Teil abgenommen, mit 5xProbenauftragspuffer versetzt, in der SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Western Blot (2.2.2.8) analysiert. Die ribosomalen RNAs wurden in einem
1%igen Agarose-Gel aufgetrennt und die Quantifizierung verschiedener RNAs erfolgte

mittels gRT-PCR (2.2.2.6).

2.2.3.7 Aufarbeitung von Proteinproben fiir die Massenspektrometrie

Um mogliche Interaktoren von ZBP1 zu identifizieren, sollten die Co-Immunoprazi-
pitationen aus HEK293- und U20S-Zelllysaten (2.2.3.1) massenspektrometrisch analysiert
werden (in Kooperation mit Dr. Kriger, MPI Bad Nauheim). Zur Durchfliihrung dieser
Untersuchung bedarf es einer besonderen Aufarbeitung der Proteine, welche im folgendem
detailliert beschrieben wird (Protokoll von Dr. Kriiger). Zunachst wurden die Protein-Proben
in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Anschluss mittels Colloidal Blue Staining Kit angefarbt.
Aus jeder Spur des Proteingels wurden dann Gel-Fragmente ausgeschnitten (siehe Abb. 3.28
A, B), weiter zerkleinert (€ 1 mm?3) und in Eppendorff-Gefalle Uberfihrt. Nachdem die
Gelstiicke zweimal mit 100 ul Puffer 1 gewaschen wurden erfolgte ein Dehydrierungsschritt,
bei dem die Gelstiicke 10 min in 100 ul absolutem Alkohol inkubiert wurden und
anschliefend in einem Vakuum-Konzentrator (Eppendorf) fiir 5 min getrocknet wurden. Im
nachsten Schritt erfolgte die Reduzierung der Proteine durch die Zugabe von 100 pl Puffer 2
und Inkubation fir 45 min bei 56°C im Thermomixer (Eppendorf). Um freie
Sulfhydrylgruppen zu blockieren erfolgte eine Alkylierung, indem Puffer 3 hinzugegeben
wurde und die Gelstiicke fir 30 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert wurden.
Danach wurden die Gelstlicke abwechselnd mit 100 ul Puffer 4 gewaschen und mit 100 ul
absolutem Alkohol dehydriert (Inkubation in der jeweiligen Losung fir 15 min bei
Raumtemperatur). Beide Schritte wurden wiederholt und die Gelstlicke abermals im
Vakuum-Konzentrator getrocknet. Der Verdau der Proteine erfolgte durch Zugabe von 40 pl
12 ng/ul Trypsin oder LysC lber Nacht bei 37°C. Nach der Uberfiihrung des Uberstandes in

ein frisches Eppendorfgefa wurden die Peptide extrahiert, indem die Gelstiicke zunachst in
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100 pl Lésung A, dann zweimal in 100 pl 70% Acetonitril und schlieBlich zweimal in 100 pl
100% Acetonitril fir jeweils 20 min bei RT inkubiert wurden. Alle Uberstinde wurden zum
Uberstand des tiber Nacht Verdaus dazugegeben und in einem Vakuum-Konzentrator bis auf
ein Volumen von etwa 80 ul aufkonzentriert. Anschlieend wurde das gleiche Volumen an
Puffer B zugefiihrt. Zur Beladung der aufgearbeiteten Protein-Probe wurden sogenannte
»StageTips“ vorbereitet. Dazu wurden 2 Schichten C18 Festphasenextraktionsdisks (Empore,
3M) in die Spitze einer 0,2 ml Pipettenspitze geschoben. Danach wurden die ,StageTips“
zuerst mit 20 pl Methanol, dann mit 20 pl Puffer C und mit 20 pl Puffer D gewaschen. Nach
jedem Waschschritt erfolgte die Zentrifugation der , StageTips“ bei 2.600 rpm fiir 2 min. Im
letzten Schritt wurde jede aufgearbeitete Probe auf eine ,StageTip“ geladen, fiir 4 min bei
2.600 rpm zentrifugiert und mit 20 pl Puffer D gewaschen. Nach der Zentrifugation bei 2.600
rom fir 2 min wurden die ,StageTips“ getrocknet, indem mit einer Spritze Luft durch die

Pipettenspitze gedriickt wurde. Die beladenen ,StageTips“ wurden dann bis zur weiteren

massenspektrometrischen Analyse bei 4°C gelagert.

Tab. 2.12: Losungen und Puffer zur Aufarbeitung der Proteinproben

Losungen und Puffer | Zusammensetzung

Puffer 1 50 mM Ammoniumbicarbonat, 50% Ethanol
Puffer 2 50 mM Ammoniumbicarbonat, 10 mM DTT
Puffer 3 55 mM lodacetamid

Puffer 4 50 mM Ammoniumbicarbonat

Losung A 30% Acetonitril, 3% Trifluoressigsaure
Losung B 5% Acetonitril, 1% Trifluoressigsaure
Loésung C 5% Essigsaure, 80% Acetonitril

Loésung D 5% Essigsaure

2.2.3.8 SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment)

Diese Methode wurde genutzt, um herauszufinden wie sich mogliche RNA-
Bindesequenzen der IGF2BP Proteine zusammensetzen bzw. voneinander unterscheiden.
Dazu wurde zunichst eine Bibliothek aus RNA-Molekiilen generiert, welche aus einem
Bereich randomisierter Nukleotide (N20 oder N40) und flankierenden, konstanten 5°und 3’
Enden bestehen. Die konstanten Bereiche enthalten zum einen Bindestellen fiir Primer und
zum anderen eine Promotorsequenz fiir die in vitro Transkription. Die aus Zufallssequenzen
bestehende RNA-Bibliothek wird dann zusammen mit dem Protein inkubiert, bindende

Sequenzen isoliert, revers transkribiert, amplifiziert, in vitro transkribiert und einer erneuten
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Protein-Bindung ausgesetzt. Dieser Prozess wurde 10-mal durchgefiihrt mit dem Ziel hoch
affine, spezifische RNA-Aptamere fiir das entsprechende Protein zu gewinnen. Dabei wurde
das Protokoll nach Perez et al. aus dem Jahr 1997 genutzt und wie folgt modifiziert.

Zunachst wurde eine PCR durchgefiihrt um die Zufallssequenzen zu amplifizieren (Tab.2.5).

PCR-Ansatz: 250 pmol N20/N40 PCR-Programm: 94°C, 2 min
je 2 nmol Selex Sund R 94°C, 30 s
1 ml 2x PCR-Mix 55°C, 30s 5 Zyklen
auf 2 ml mit ddH,0 auffillen 72°C, 45 s
72°C, 5 min

Nachdem die Amplifikate mittels Phenol-Chloroform extrahiert wurden, erfolgte die Fallung
unter Zugabe von 0,5 M Ammoniumacetat und 3 Volumen 96%igen Ethanol fiir 1 h bei
-80°C. Nach der Zentrifugation und dem Waschen des Pellet wurden die Amplifikate in DEPC-
H20 geldst. Im Anschluss erfolgte die in vitro Transkription, indem der unten genannte

Ansatz fir 5 h bei 37°C inkubiert wurde.

In vitro Transkription: 100 ul Transcription Optimized 5x Puffer (Promega)
50 ul DTT (Promega)
4 ul RNasin
je 0,3 mM rNTPs (finale Konzentration)
5 ug DNA
240 U T7 RNA Polymerase
auf 500 pl mit DEPC H,0 auffiillen

Daran schloss sich ein DNA- und Protein-Verdau an, indem zundchst 5 U DNase 1
(Inkubation: 37°C, 30 min) und im Anschluss 40 ug ProteinaseK und 0,5% SDS zugegeben
wurden (Inkubation: 50°C, 30 min). Nach der Phenol-Chloroform-Extraktion und Fallung der
RNA folgte ein weiterer Reinigungsschritt. Dazu wurde die RNA im Harnstoffgel aufgetrennt
(2.2.2.7), ausgeschnitten und die Gelstlicke in Elutionspuffer zermérsert (Inkubation: 37°C, 4
h). Nachdem die RNA gefallt und in 30 pl Bindungspuffer (Tab. 2.11) gel6st wurde, erfolgte

die Inkubation mit dem entsprechenden Protein fiir 20 min bei Raumtemperatur.

Bindungsansatz: 15 pl RNA Elutionspuffer:
1 uM Protein 0,5 M Ammoniumacetat
0,5 ul DTT 1 mM MgCl,
30 pg/ml Hefe-t-RNA 0,2% SDS

auf 50 pl mit Bindungspuffer auffiillen
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Im Anschluss wurde der Ansatz, wie unter 2.2.3.5 beschrieben, auf Nitrocellulose Filter
transferiert und ungebundene RNAs weggewaschen. Um die affinen Aptamere von den
Filtern zu extrahieren, wurden die Filter zerschnitten, mit Extraktionspuffer (200 ul 7 M
Harnstoff, 400 pl RNA-Phenol, 130 ul Chloroform) versetzt und 45 min bei Raumtemperatur
schittelnd inkubiert. Die gefallte RNA wurde dann in 20 pl DEPC H,0 aufgenommen und 13
ul fir die reverse Transkription (RT), unter Zugabe von 200 pmol Selex R, verwendet

(2.2.2.5). Anschlieend wurden die revers transkribierten Aptamere amplifiziert.

PCR-Ansatz: RT-Ansatz PCR-Programm: 94°C, 2 min
100 pmol Selex S und R 94°C, 30s
200 pl 2x PCR-Mix 60°C, 15 s } 39 Zyklen
auf 400 pl mit ddH,0 auffillen 72°C, 15 s

Nachdem die DNA extrahiert (Phenol-Chloroform), gefallt und in 50 ul DEPC-H,0 gelost
wurde, erfolgte die erneute in vitro Transkription (200 ul Ansatz) fir die nachste
Selektionsrunde. Dabei wurde wie oben beschrieben verfahren, allerdings wurde ab der 6.
Selektionsrunde die verwendete Proteinkonzentration fir die Bindung schrittweise
herabgesetzt (Runde 6=0,8 uM; 7=0,6 uM; 8=0,4 uM; 9=0,2 uM; 10=0,1 uM), um
stringentere Bindungsbedingungen zu schaffen.

Fiir die Sequenzanalyse der selektierten Aptamere wurde die DNA zunachst in den

pPGEMTeasy Vektor kloniert, in DH5a transformiert (2.1.2) und isoliert (2.2.2.3).

2.2.4 Immunohistologische Methoden
2.2.4.1 Immunofluoreszenz

Zur Analyse der subzelluldren Lokalisation von Proteinen wurden Immuno-
fluoreszenz-Farbungen vorgenommen und nachfolgend mikroskopisch ausgewertet. Dazu
wurden transfizierte U20S-Zellen in 24 well-Platten auf 12 mm Deckglaschen kultiviert (Tab.
2.8). Die Zellen wurden zundchst fir 30 min mit einer 4%igen Paraformaldehyd-Losung
fixiert und anschlieRend fir 5 min mit 0,5% (v/v) Triton X-100 in PBS permeabilisiert.
Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen wurden, folgte das blockieren unspezifischer
Antikorperbindungen, indem die Zellen fir 1 h in 1,5% BSA in PBS inkubiert wurden. Die
primaren Antikérper wurden in 1,5% BSA in PBS verdinnt und fiir eine Stunde zu den Zellen

gegeben (Tab. 2.1). Nach einmaligem Waschen mit PBS erfolgte die einstiindige Inkubation
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mit den fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikérpern, welche ebenfalls in 1,5% BSA in PBS
verdiinnt wurden (Tab. 2.1). Uberschiissige Antikdrper wurden durch erneutes waschen der
Zellen mit PBS entfernt und die DNA wurde mittels DAPI-Farbung markiert. Die Praparate
wurden schlieRlich jeweils zweimal mit PBS und ddH,0 gewaschen und zur Dehydratation in
96%igen Ethanol getaucht. Nachdem die Deckglaschen getrocknet waren, wurden diese
unter Verwendung von Prolong-Antifade auf Objekttragern fixiert und mehrere Stunden
getrocknet. Die Analyse der Prdparate erfolgte an einem Leica TCS-SP5X konfokalen

Mikroskop unter Nutzung eines 100x0l Plan Apo Objektives (NA=1,46).

2.2.5 Metabolische Analysen
2.2.5.1 Glukoseaufnahme-Assay

Um der Frage nachzugehen inwieweit IGF2BP2 eine Rolle im Metabolismus von
Zellen spielt wurde zunachst untersucht, ob GFP-IGF2BP2 exprimierende U20S Zellen im
Vergleich zu GFP exprimierenden Zellen Unterschiede in der Aufnahme von Glukose aus dem
Zellmedium aufweisen. Dazu wurden 2x10* Zellen auf eine 24 well-Platte ausgesat und 3
weitere wells wurden mit Kulturmedium befullt. Nach 72 h wurde der Zellkulturiberstand
bzw. das Kulturmedium ohne Zellen in Eppendorfgefalle Gberfihrt und die Zellen geerntet.
Zur quantitativen Bestimmung der Glukose im Medium wurde der Glucose (GO) Assay Kit
verwendet, bei dem die Angaben des Herstellers befolgt wurden. Die Glukoseaufnahme der
Zellen wurde ermittelt, indem die Glukose im Kulturmedium ohne Zellen und im
Zellkulturmedium (jeweils 1:100 in ddH,0 verdiinnt), basierend auf einer Eichgeraden,
bestimmt und die Differenz aus den Werten gebildet wurde. Im Anschluss wurden die

erhaltenen Werte auf 1x10° Zellen normalisiert.

2.2.5.2 Glykogen-Assay

Um herauszufinden, ob sich die Speicherung von Glukose in Form von Glykogen in
GFP-IGF2BP2 exprimierenden U20S Zellen im Vergleich zu GFP exprimierenden Zellen
unterscheidet, wurde ein Glykogen-Assay durchgefiihrt. Dazu wurden zunichst 1x10° Zellen
auf eine 6 cm Schale ausgesat und 72 h kultiviert. Nach der Zellernte und Aufnahme in 1 ml
HANKS wurden 90 ul fiir die Zellzahlbestimmung am Durchflusszytometer abgenommen und
die verbleibende Zellsuspension zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde,
erfolgte die Resuspension des Zellpellets in ddH,0, sodass sich in jeder Probe 7300 Zellen/pl

39



Material und Methoden

befanden. Diese wurden im Anschluss fir 5 min bei 95°C inkubiert, 10 min bei 13.000 rpm
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches EppendorfgefaR (iberfiihrt. Von
diesem Uberstand wurden jeweils 20 pl fiir die enzymatische Bestimmung der Glykogen-
Konzentration mittels Glycogen Assay Kit eingesetzt, bei dem nach den Angaben des
Herstellers verfahren wurde.

Unter Verwendung dieses Assays wurde ebenfalls der Glykogengehalt von Mause-
Lebern bestimmt, welche BiPro-GFP, BiPro-IGF2BP1, BiPro-IGF2BP2 oder BiPro-IGF2BP3
transgen exprimieren. Dazu wurde ein zuvor entnommener Teil der Leber in ddH,0
aufgenommen (100 pg/pl), gevortext und 5 min bei 95°C inkubiert. Nach einer 10-mindtigen
Zentifugation bei 13.000 rpm und 4°C, wurden 7,5 pl vom Uberstand entnommen und das

enthaltene Glykogen mittels Glycogen Assay Kit bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1.1 Die Aufreinigung der rekombinanten IGF2BP Proteine

Obwohl die Bindung der humanen IGF2BP Proteine an ihre jeweiligen Ziel-mRNAs die
Funktion maligeblich bestimmt, fehlten zu Beginn dieser Arbeit vergleichende RNA-
Bindungsstudien der IGF2BP Paralogen. AuRerdem ist noch nicht vollstandig geklart, welche
KH-Domanen spezifische RNA-Assoziationen vermitteln. Jedoch wurden bereits in vitro-
Bindungsstudien durchgefiihrt, um die RNA-Bindungsspezifitdit von IGF2BP1 und seinen
Homologen aufzuklaren. Dabei wurden zum einen verkiirzte Proteine (RRM1-2, KH1-2 und
KH3-4) genutzt, um die Interaktion zwischen ZBP1 und dem 3'-UTR zipcode von ACTB zu
untersuchen (Farina et al., 2003). Zum anderen fligte die Arbeitsgruppe um Nielsen et al.
Mutationen im Bereich des GXXG-Loop (XX zu EL) der KH-Domaéne 1, 2 und 3 ein, welche zu
einer 50-fach reduzierten RNA-Bindungsaffinitat fiihrten (J. Nielsen et al., 2003). Diese
Herangehensweise hat den Vorteil, dass die Auswirkungen einzelner Mutationen im Kontext
des gesamten Proteins verstanden werden kénnen. Auch in unserer Arbeitsgruppe wurden
bereits mehrere ZBP1-Mutanten generiert und hinsichtlich ihrer RNA-Bindungseigenschaften
und subzelluldren Lokalisation untersucht (Diplomarbeit, M. K6hn, 2008). Diese Vorarbeiten
bieten eine wesentliche Grundlage fir die folgenden Analysen.

Um die spezifischen Funktionen der KH-Domanen in den einzelnen IGF2BP Paralogen
zu untersuchen, wurden zunachst mittels ortsgerichteter Mutagenese die konservierten

GXXG-Loops in den KH-Domanen zu GEEG umgewandelt (Abb. 3.1).

= RRMIl= RRV2Jmmmmm  (H1 == KH2 =e— KH3 = KH4 -
| | | |

GXXG = GEEG

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der konservierten Didomanen-Module der IGF2BPs (libernommen aus
Wachter und Kéhn et al., 2013). In jeder KH-Domé&ne wurde der GXXG-Loop zu GEEG konvertiert.

AnschlieBend wurden sowohl die Wildtyp-Proteine als auch die mutierten Proteine
als GST-Fusionsproteine in E. coli exprimiert. Nach der Affinitatsreinigung mittels Glutathion

Sepharose, erfolgte die Abspaltung des GST-tags mittels PreScission Protease und die
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Reinigung der erhaltenen Proteine Giber lonenaustausch-Chromatographie (Abb. 3.2 A). Nach
jedem Reinigungsschritt wurden die Proteine tber ein Coomassie-Brillantblau gefarbtes SDS-
Polyacrylamidgel auf ihre Aufreinigung Gberprift. Die Abb. 3.2 B zeigt ein solches Gel am
Beispiel der IGF2BP2 Expression und Reinigung. In der Abbildung 3.2 C sind schlielRlich alle
gereinigten Wildtyp- und Mutanten-Proteine dargestellt.

A B M -1 4+ US DL E1 E2 E3

Expression als GST-
Fusionsprotein in E. coli

y

Inkubation mit Glutathion
Sepharose

g—
-
— -

| = ==
GST-Abspaltung durch ' :
PreScission Protease -
J o 1 ==
—
lonenaustausch- / S S -

Chromatographie | '

ZBP1 IGF2BP2 IGF2BP3
WT KH1+2 KH3+4 KH1-4 WT KH1+2 KH3+4 KH1-4 ~ WT KH1+2 KH3+4 KH1-4

Abb. 3.2: Die Aufreinigung der rekombinanten IGF2BP Proteine. Das Reinigungsschema ist in (A) dargestellt.
Im Anschluss erfolgten die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE und die anschlieRende Farbung der
Proteine mit Coomassie-Brillantblau. (B) Dargestellt sind die einzelnen Proteinfraktionen der IGF2BP2
Expression und Aufreinigung. Dabei stellt (M) den GroRenstandard/Marker, (-I) Gesamtprotein vor der
Induktion, (+1) Gesamtprotein nach der Induktion (1 mM IPTG, iber Nacht), (US) den Uberstand nach dem
Zellaufschluss, (DL) die nicht an Glutathion Sepharose gebundenen Proteine, (E1) die Proteine nach der Test-
Elution, (E2) die Proteine nach der Spaltung mit Prescission Protease und (E3) die vereinigten Proteine nach der
lonenaustausch-Chromatographie dar. (C) Die gereinigten Proteine ZBP1, IGF2BP2, IGF2BP3 und die jeweiligen
KH-Domanen Mutanten wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Dabei ist die jeweilige KH-Domane mit GEEG-
Mutation durch eine Nummer gekennzeichnet (Daten bereits publiziert in Wachter und Kéhn et al., 2013).
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Im Anschluss an die Aufreinigung der Proteine, wurden die Praparationen auf
Nukleinsdure-Riickstande untersucht. Dazu wurden fir die rekombinanten Proteine
Absorptionsspektren im Bereich von 240 nm bis 350 nm aufgenommen und mit dem
Absorptionsspektrum von in vitro transkribierter ACTB zipcode RNA verglichen. Wie in
Abbildung 3.3 exemplarisch fir die einzelnen ZBP1 Wildtyp und Mutanten Proteine zu sehen
ist, unterscheiden sich die RNA- und Protein-Absorptionsspektren deutlich voneinander.
Dieses Kontrollexperiment zeigt, dass durch den Reinigungsprozess die Nukleinsduren

innerhalb der Proteinprdparationen sichtlich reduziert werden konnten.

07 ZBP1 wt Abb. 3.3: Die Absorptionsspektren
0.6 4 ZBP1-KH1+2 (240-350nm) der gereinigten
— ZBP1-KH3+4 rekombinanten ZBP1 Wildtyp und
0.5 - — ZBP1-KH1-4 Mutanten Proteine und der in vitro
c \ QEAB“F’CO“ transkribierten ACTB zipcode RNA
é 0.4 1 (Daten bereits publiziert in Wichter
B \_/ und Kéhn et al., 2013).
2 0.3
<
0.2 4
0.1
0 T T T T T
240 260 280 300 320 340
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Fiir die Untersuchung der Bindungsspezifitat der einzelnen IGF2BP Paralogen wurden
die fur IGF2BP1 (ZBP1) bekannten Ziel-mRNAs B-Actin (ACTB) und c-Myc (MYC) ausgewahlt.
Fiir die ACTB mRNA wurde in mehreren Studien gezeigt, dass die Bindung von ZBP1 liber den
zipcode im 3'-UTR dieser mRNA vermittelt wird (Kislauskis et al., 1994; Ross et al., 1997).
Diese Bindung ermoglicht den Transport von ACTB zur Fiihrungslamelle von embryonalen
Fibroblasten und in die Wachstumskronen primarer Neuronen (Lawrence und Singer 1986;
Bassell et al., 1999; Farina et al., 2003; Hiittelmaier et al., 2005). Die Interaktion zwischen
der humanen MYC mRNA und IGF2BP1 wird dagegen liber die kodierende Region (coding
region determinant-CRD) von MYC vermittelt (Prokipcak et al., 1994; Doyle et al., 1998),
wodurch deren Abbau durch Endoribonukleasen verhindert wird (Lemm und Ross, 2002;
Sparanese et al., 2007). Um festzustellen welche KH-Domanen der IGF2BP Paralogen die

Bindung an die ACTB und MYC mRNA vermitteln, wurden die cis-Elemente beider Ziel-RNAs
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(Abb. 3.4) in vitro transkribiert und dabei mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto 680 markiert

(Kohn et al., 2010).

1212 1811 1890 2364

1 1
| I
. ACTB nm_oo1101) - - MYC (nm_ooz467) -

I I I
1213-1313 1640-1890
ACTB zipcode MYC-CRD

Abb. 3.4: Schematische Darstellung der fiir die Bindungsexperimente benutzten Bereiche der Ziel-RNAs (ACTB
zipcode und MYC-CRD) im Vergleich zur Gesamt-RNA (ibernommen aus Wachter und Kéhn et al., 2013).

3.1.2 Alle KH-Domdinen sind beteiligt an der IGF2BP-RNA-Bindung in vitro

Die Bindungsspezifitdit von ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 an die ACTB-RNA und MYC-
CRD wurde anhand von Filterbindungsanalysen untersucht (Abb. 3.5). Dabei ist
hervorzuheben, dass fir ZBP1 bereits einige Bindungsstudien vorgenommen wurden [ZBP1-
KH1, 2 (GEEG) und ZBP1-KH3 (GEEG); (Diplomarbeit, M. Kéhn, 2008)], hier jedoch fir alle
Didomanen-Mutanten (KH1+2, KH3+4) erneut durchgefiihrt wurden, um ein vollstandiges
und einheitliches Bild zum Bindungsverhalten aller IGF2BPs zu erhalten.

Zunachst ist festzuhalten, dass alle drei Paralogen Proteine in der Lage sind den ACTB
Zipcode sowie die MYC-CRD in vitro zu binden. Betrachtet man die aus den Analysen
ermittelten Kp-Werte (Abb. 3.6), fallt auf, dass die Affinitat aller drei Paralogen zu beiden
RNA Substraten dhnlich ist (Kp=20-34 nM). Um zu testen, ob an der Bindung beide KH-
Didomanen beteiligt sind, wurde die Assoziation der zugehérigen KH1+2, KH3+4 und KH1-4
Mutanten-Proteine mit dem ACTB zipcode und der MYC-CRD bestimmt.

Die ZBP1-ACTB-Bindung ist fiir die KH1+2 Mutante nicht wesentlich beeintrachtigt,
lediglich sinkt der Anteil an gebundener RNA etwas ab. Dagegen hat die KH3+4 Mutante eine
ca. 18-fach verringerte Bindungsaffinitdat zum ACTB zipcode. Dennoch ist der KH1+2 Domane
eine Beteiligung an der ACTB-Bindung zuzuweisen, denn nur die Mutation des GXXG-Loops
in allen KH-Doméanen (KH1-4) fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der Bindungsaffinitat
(ca. 90-fach). Diese Feststellung wird dadurch gestiitzt, dass die Deletionsvariante von
IGF2BP1, bestehend aus KH3-4, selbst bei 100 nM nicht in der Lage ist an die H19 RNA in
vitro zu binden, wahrend IGF2BP1 mit einem Kp von 0,4 nM an die H19 RNA bindet (J.
Nielsen et al., 2002). Zudem zeigt dieses Ergebnis, dass die Versuche, welche mit verkiirzten
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Proteinen durchgefiihrt wurden (Farina et al., 2003) und die KH34 Domane allein fir die
Bindung an den ACTB zipcode verantwortlich machen, liberdacht werden sollten. Da die
strukturelle Integritdt des Gesamtproteins fiir die RNA-Assoziation offenbar wichtig ist, sollte
die ortsgerichtete Mutation innerhalb der Domane, einer Deletion ganzer Domanen
vorgezogen werden.

Die Inaktivierung der KH1+2 Domane in IGF2BP2 fiihrt dagegen zu einer signifikanten
Verringerung der Bindungsaffinitidt (10-fach) zum ACTB zipcode. Ahnlich wie beim
Bindungsverhalten von ZBP1 hat die Inaktivierung der KH3+4 Domane die grofSte Auswirkung
auf die Bindung zu ACTB. Doch erst die Mutation aller vier KH-Domanen in IGF2BP2 fuhrt zur
signifikanten Reduktion der ACTB Bindung (>70-fach).

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass alle KH-Domanen fir die ACTB
Bindung wichtig sind, der KH1+2 Domane in IGF2BP2 jedoch eine groRRere Beteiligung an der
Bindung des zipcodes zugeschrieben werden kann. Erstaunlicherweise haben die GXXG-
Mutationen in den KH-Domdnen von IGF2BP3 nur einen moderaten Einfluss auf die
Assoziation zur ACTB-RNA (7-fach reduziert), wobei die Beteiligung beider Didomanen
(KH1+2 und KH3+4) vergleichbar ist.

Betrachtet man die in vitro Bindung der IGF2BP Paralogen zur MYC-CRD, kann man
sagen, dass auch bei diesem Substrat alle Proteine mit hoher Affinitat binden (Kp=20-26 nM).
Dabei beeintrachtigt die Mutation der jeweiligen Didomdnen von ZBP1 das
Bindungsverhalten nur moderat, es scheint als ware eine intakte Didomane (KH1+2 oder
KH3+4) fur die Bindung zur MYC-CRD ausreichend. Dagegen fihrt das Ausschalten aller KH-
Domanen zur signifikanten Reduktion der Bindungsaffinitat (ca. 50-fach). An der Assoziation
von IGF2BP2 an die MYC-CRD ist hauptsachlich die KH3+4 Domane beteiligt, da die Mutation
in dieser Didomane zu einer 20-fachen Verringerung der RNA-Affinitat fihrt, die Mutation
der KH1+2 Domadne dagegen nur eine 4-fache Verringerung der RNA-Affinitat nach sich zieht.
Jedoch fihrt hier ebenfalls erst die Mutation aller KH-Domanen zu einem Verlust der RNA-
Bindung. Fir die Assoziation von IGF2BP3 mit der MYC-CRD hat die Mutation in den GXXG-
Loops der KH-Domanen 1-4 nur geringe Auswirkungen (4-fach reduziert).

Ob sowohl die ACTB als auch die MYC mRNA in vivo durch alle IGF2BP Paralogen
gebunden wird, bleibt ungeklart. Jedoch weist die Identifikation zahlreicher CLIP-Sequenzen
(ACTB: IGF2BP1=13; IGF2BP2=11; IGF2BP3=11; MYC: IGF2BP1=3; IGF2BP2=2; IGF2BP3=1) auf

eine in vivo Bindung hin (starBase v2.0; Li et al., 2014; Yang et al., 2011) .
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Abb. 3.5: Alle KH-Doménen vermitteln die IGF2BP-RNA-Bindung in vitro. (A, B) Filterbindungsanalyse von
ZBP1, IGF2BP2, IGF2BP3 und die Mutanten-Proteine an (A) die ACTB zipcode und (B) die MYC-CRD RNA. Die
Atto 680 markierte RNA (ACTB zipcode: 26,5 nM; MYC-CRD: 2,8 nM) wurde zusammen mit Proteinen
aufsteigender Konzentration inkubiert. Der Prozentsatz an gebundener RNA wurde durch die zum Input
normalisierten Fluoreszenzintensitdten bestimmt, indem die Filter nach der Immobilisierung der Protein-RNA-
Komplexe und intensivem Waschen am Infrarot-Scanner eingelesen wurden. Die Hill-Ableitung wurde zum
fitten und die Bestimmung des Ky-Wertes genutzt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von drei
unabhangigen Analysen (Daten bereits publiziert in Bell et al., 2013; Wachter und Kéhn et al., 2013).
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ACTB MYC

Protein K, [nM] Mamm{:;l{f;mdung K, [nM] Mamm[aglﬁl:;mdung
ZBP1WT 22+3 45+3 26+2 109+5 *
ZBP1-KH1+2 37+9 28+72 32+2 68+3
ZBP1-KH3+4 394 + 88 48+ 4 65+12 96+6
ZBP1-KH1-4 1963+ 190 30+3 1281+ 351 96+ 10
IGF2BP2 WT 22+3 58+3 202 83+4
IGF2BP2-KH1+2 216+ 40 57+4 78 £12 6914
IGF2BP2-KH3+4 734+ 150 40+ 4 433+ 15 85+1
IGF2BP2-KH1-4 | 1636+ 6600 13+£23 1825+ 1176 47 +21
IGF2BP3WT 34+5 5345 20+ 4 81+8
IGF2BP3-KH1+2 177+ 30 46+ 2 26+5 55+3
IGF2BP3-KH3+4 184+ 46 42+ 4 23+4 62+3
IGF2BP3-KH1-4 245+ 34 2342 85+4 44+ 1

Abb. 3.6: Zusammenfassung der Ky-Werte und die maximale Prozentzahl gebundener RNA (* Schwankungen in
Fluoreszenz) aus den Filterbindungsanalysen (ibernommen aus Wachter und Kéhn et al., 2013).

Die Ergebnisse der Filterbindungsanalysen legen nahe, dass die GXXG-GEEG
Umwandlung beider KH-Didomanen in ZBP1 und IGF2BP2 die RNA-Bindung in
substratabhangiger Weise beeintrachtigt. In IGF2BP3 dagegen hat diese Mutation nur
geringen Einfluss auf die Bindung beider RNA-Substrate. Ubereinstimmend mit den Studien
anderer Arbeitsgruppen (Farina et al.,, 2003), scheint die KH3+4 Didomane in ZBP1 und
IGF2BP2 das Haupt-RNA-Bindungsmodul zu sein, doch die KH1+2 Domane tragt ebenfalls zur
Bindung bei, da nur ein Ausschalten aller KH-Domanen die RNA-Bindung entscheidend stort.
Vermutlich sind fiir die RNA-Bindung von IGF2BP3 neben den KH-Domanen weitere Bereiche
im Protein notwendig. Eine Beteiligung der RRM-Domanen an der RNA-Bindung der IGF2BPs
konnte bisher nicht gezeigt werden (F. C. Nielsen et al., 2002; Git und Standart 2002; Farina
et al., 2003; J. Nielsen et al., 2004). Dennoch wurden die RRM-Domanen in IGF2BP3 auf ihre
Bindungsaktivitat Uberprift, indem die Affinitdit zum ACTB zipcode mit einer verkirzten
Proteinvariante, welche nur die RRM-Domanen enthalt, bestimmt wurde (Abb. 3.7). Die
Bindung der RRM-Didomane an den ACTB zipcode ist im Vergleich zum IGF2BP3 Wildtyp
Protein deutlich verringert, daher kann man schlussfolgern, dass die RRM-Didomane allein
keine Bindung an den ACTB zipcode vermittelt. Welche Bereiche innerhalb der KH-Domanen
neben den GXXG-Loops in IGF2BP3 fiir die RNA-Bindung kritisch sind, muss Gegenstand

weiterer Analysen sein.
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60 | [— 1orampawr Abb. 3.7: Die RRM-Didomdne in IGF2BP3

—— |GF2BP3RRM1+2 (] vermittelt keine Bindung zum ACTB-
50 - Zipcode. Filterbindungsanalyse von IGF2BP3
WT und einer verkirzten Variante von
IGF2BP3, welche nur die beiden N-
30 4 terminalen RRM-Domdnen enthdlt, zum
ACTB zipcode (Durchfiihrung wie in 3.4.
beschrieben). Es wurden folgende Ky-Werte
ermittelt: IGF2BP3 WT Kp=34+5 nM,
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f IGF2BP3RRM1+2 Kp=400+116 nM.
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3.1.3 Die KH1+2 Didomdine von ZBP1 ist wichtig fiir die Komplex-Stabilitdit

Die Ergebnisse der Filterbindungsanalysen haben gezeigt, dass die KH1+2 Didoméane
einen wesentlichen Beitrag zur Substratbindung leistet, da nur ein Ausschalten aller KH-
Domanen zum Verlust der RNA-Bindungsaffinitat fiihrt (Abb. 3.5). Zudem zieht die Mutation
der KH1+2 Didomaéne eine Verringerung des Anteils an gebundener RNA nach sich (Abb. 3.5
und Abb. 3.6 siehe Totalbindung). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die KH1+2
Didomane die Stabilitdt des Protein-RNA Komplexes vermittelt. Um dies zu testen, wurden
die Komplexe von ZBP1-ACTB zipcode und ZBP1-KH1+2-ACTB zipcode verdiinnt, und der
Zerfall der Komplexe liber die Zeit mittels EMSA-Studien (electrophoretic mobility shift assay)
beobachtet (Abb. 3.8). Dabei wurde festgestellt, dass die Halbwertszeit (ermittelt durch
lineare Regression) des ZBP1-KH1+2-ACTB Komplexes im Vergleich zum ZBP1-ACTB Komplex
verringert ist (Abb. 3.8 B). Wahrend die geschatzte Halbwertszeit des ZBP1-RNA Komplexes
Uber vier Stunden betragt, zerfallt der RNA-Protein Komplex bestehend aus KH1+2 Mutante
und ACTB zipcode deutlich schneller (Halbwertszeit betragt weniger als zwei Stunden). Dass
es sich bei IGF2BP1-RNA Komplexen um stabile Assoziationen handelt, wurde bereits bei der
Bindung von IGF2BP1 an die IGF2 /leader 3 mRNA beobachtet. Dieser RNA-Protein Komplex
besitzt in vitro eine geschatzte Halbwertszeit von (iber zwei Stunden (J. Nielsen et al., 2004).
Die Stabilitdt der IGF2BP1-RNA Komplexe ist in Zellen sicherlich von groRer Bedeutung,
damit der zytoplasmatische Transport von RNAs, wie ACTB, innerhalb der assemblierten

MRNP-Komplexe gewidhrleistet ist.
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Abb. 3.8: Die KH1+2 Didomdne von ZBP1 vermittelt die Protein-RNA Komplex Stabilitdat. (A) EMSA-Analyse
der ZBP1-ACTB und ZBP1-KH1+2-ACTB Assoziation. Die Komplexe aus ZBP1 oder ZBP1-KH1+2 Mutante (300
nM) und Atto 680 markierter ACTB zipcode RNA (100 nM) wurden 1:6 verdiinnt und nach verschiedenen Zeiten
(0-90 min.) auf ein natives 8 % TBE-Gel geladen. Der EMSA wurde mittels Infrarot Scanner analysiert. Die
beobachteten Protein-ACTB Komplexe sowie die freie RNA sind auf der linken Seite markiert. (B)
Quantifizierung des Komplex-Zerfalls tber die Zeit im EMSA. Der Anteil der Protein-RNA Komplexe wurde
mittels Infrarot Scanner bestimmt. Die relative Fluoreszenzintensitdt der RNA im ZBP1-Komplex wurde auf den
ersten Zeitpunkt (t=0) normalisiert (Daten bereits publiziert in Wachter und Kéhn et al., 2013).

In einem weiteren EMSA Experiment wurde die Komplexbildung von ZBP1 Wildtyp
und der ZBP1-KH1+2 Mutante zur ACTB zipcode RNA beobachtet. Dazu wurde das RNA-
Substrat mit ZBP1 in verschiedenen Proteinkonzentrationen inkubiert und die Komplexe
anschlieRend in einem nativen Gel aufgetrennt (Abb. 3.9). Ab einer Konzentration von 80 nM
kann man fir das ZBP1 Wildtyp Protein groRere Komplexe aus Protein und RNA (Oligomere
angezeigt durch *) beobachten, welche mit geringerer Geschwindigkeit im Gel migrieren. Fir
Komplexe aus ZBP1-KH1+2 Protein und RNA kann man jedoch auch bei einer
Proteinkonzentration von tber 100 nM keine Oligomere beobachten. Auch dieser Versuch
lasst darauf schlieBen, dass fiir die stabile Komplexbildung, bei der die Assemblierung
weiterer Proteine den mRNP verdichtet, die KH1+2 Didoméane eine entscheidende Rolle

spielt.
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ZBP1WT [nM] ZBP1-KH1+2 [nM] Abb. 3.9: Fiir die Bildung groRerer
Rl = Komplexe aus Protein und RNA ist die
0 20 40 80 100 150 20 40 80 100 150 KH1+2 Didomane von ZBP1 essentiell.
; Die Komplexe aus Atto680 markierter
ACTB zipcode mRNA (26,5 nM) und den
Protein/ = = | q ok : unterschiedlich konzentrierten Wildtyp
ACTB RNA Uy L4 U ZBP1 und ZBP1-KH1+2 Proteinen,
Komplexe - wurden auf ein natives 6 % TBE-Gel
: : geladen. Der EMSA wurde mittels
Infrarot  Scanner analysiert. Die
: Laufhdhen der Protein-ACTB Komplexe
freie RNA | | s i o - M /! sowie der freien RNA sind links
markiert (Daten bereits publiziert in
*6 % natives TBE Gel Wichter und Kéhn et al., 2013).

3.1.4 Die RNA-Bindung vermittelt die subzelluldire Lokalisation der IGF2BPs

Obwohl IGF2BP1 hauptsachlich zytoplasmatisch lokalisiert und in perinukledren
Regionen sowie kortikalen Bereichen von Lamellipodien angereichert ist (J. Nielsen et al.,
1999), wurde postuliert, dass IGF2BP1 in der Lage ist bereits wahrend der Transkription mit
seinen Ziel-mRNAs zu assoziieren (Oleynikov und Singer, 2003). In der Tat konnte in den
Experimenten einer anderen Arbeitsgruppe in 15-20 % der mit GFP-IGF2BP1 transfizierten
Zellen eine Kernlokalisation beobachtet werden. Diese Kernlokalisation konnte durch eine
Mutation in der KH1, KH2 und KH3 Doméane (GXXG—>GELG) noch verstarkt werden (J. Nielsen
et al., 2003), was vermuten ladsst, dass die subzelluldre Lokalisation von IGF2BP1 durch die
KH-Domanen und damit die Fahigkeit RNA zu binden, vermittelt wird. Um die Beteiligung der
KH-Domanen an der subzellularen Lokalisation der IGF2BPs zu untersuchen, wurden die
Wildtyp und mutierten KH-Domanen Proteine mit einem N-terminalen Flag-Epitop versehen,
in U20S Zellen transfiziert und immunozytologisch mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert
(Abb. 3.10). Dabei wurde ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 hauptsachlich im Zytoplasma von
transfizierten Zellen beobachtet. Eine nukledre Lokalisation konnte dagegen nur in 2-5 % der
untersuchten Zellen festgestellt werden. Die Mutation im GXXG-Loop aller vier KH-Domanen
flihrt dagegen zu einer Akkumulation von ZBP1 und IGF2BP2 im Zellkern in nahezu allen
analysierten Zellen (>97 %). Uberraschenderweise fiihrte die Transfektion der Zellen mit der
IGF2BP3-KH1-4 Mutante in nur 30-40 % der Zellen zu einer Kernakkumulation. Des Weiteren

wiesen nur 30-40 % der mit ZBP1-KH1+2 transfizierten Zellen eine Lokalisation im Kern auf.
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Dagegen konnte fiur 80-90 % der mit IGF2BP2-KH1+2 transfizierten Zellen eine
Kernakkumulation ermittelt werden.
Die Mutation im GXXG-Loop der KH3+4 Didomane beeinflusst die Anreicherung im Kern fir

ZBP1 und IGF2BP2 gleichermalien (70-95 %).
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B Abb. 3.10: Die subzelluldre Lokalisation der
E zBP1; M IGF2BP2; 0 IGF2BP3 IGF2BPs wird liber die KH-Domidnen moduliert.
. 100 1 (A) Die Lokalisation der IGF2BPs und der
£ 90 1 korrespondierenden KH1-4 Mutanten in
5 80 1 transient transfizierten (24h) U20S Zellen
E 70 wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie nach der
E 60 - Farbung mit anti-Flag und der Markierung der
2 5 Zellkerne mit DAPI analysiert. Die Uberlagerten
E 20 1 Aufnahmen sind im linken Teil zu sehen, dabei
’é‘ 30 - entspricht die Linge der Balken 20 um. (B)
5 04 Quantifizierung der subzelluldren Lokalisation
i 10 4 der Wildtyp und KH-Mutanten Proteine (die
Position der KH-Domdnen Mutation ist durch

0 =it . . .
die Nummer angezeigt). Die Prozentzahl

Mutation: WT KH1+2 KH3+4 KH1-4 .. X . L.
transfizierter Zellen mit nukledrer Lokalisation

wurde in drei unabhangigen Analysen bestimmt
(n>90 Zellen); (Daten bereits publiziert in
Wachter und Kéhn et al., 2013).

Um auszuschlieRen, dass die subzellulare Lokalisation auf einer unterschiedlich starken
Expression der verschiedenen Proteine beruht, wurde die Abundanz der Wildtyp IGF2BPs
sowie der KH-Mutanten zusatzlich mittels Westernblot analysiert (Abb. 3.11). Diese
Untersuchung ergab lediglich leichte Expressionsunterschiede der einzelnen Proteine, die

jedoch keine Lokalisationseffekte rechtfertigen.
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ZBP1 IGF2BP2 IGF2BP3
wt KH1+2 KH3+4 KH1-4 wt KH1+2 KH3+4 KH1-4 wt KH1+2 KH3+4 KH1-4

Flag | — - — — — G — G W —

TUBA | P N W W W W W W T W —— —

Abb. 3.11: Die Expression der Flag-markierten Proteine in transient transfizierten U20S Zellen, wurde mittels
Westernblot analysiert. Tubulin (TUBA) diente als Ladekontrolle (Daten bereits publiziert in Wachter und Kéhn
etal., 2013).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die hier ermittelten Lokalisationsdaten
mit den in vitro RNA-Bindungsstudien korrelieren (Abb. 3.5) und nahelegen, dass die RNA-
Assoziation durch alle KH-Domanen vermittelt wird und damit eine Retention der IGF2BPs

im Zytoplasma bewirkt.
3.1.5 Die KH-Domdinen beeinflussen die Protein-Assoziation der IGF2BPs

Es ist bekannt, dass die IGF2BPs zusammen mit anderen RNA-bindenden-Proteinen
(RBPs) in groBeren funktionellen Einheiten, sogenannten Ribonukleoprotein-Komplexen
(mRNPs) fungieren (Jonson et al., 2007; Weidensdorfer et al., 2009; Jonson et al., 2014).
Inwieweit die KH-Domanen Protein-Interaktionen der einzelnen Paralogen vermitteln, ist
jedoch weitgehend unerforscht. Um dieser Frage nachzugehen, wurden HEK293 Zellen mit
Flag-fusionierten IGF2BPs oder deren KH1-4 Mutanten transient transfiziert. Im Anschluss
wurden die assoziierten Proteine co-immunoprazipitiert und mittels Westernblot
untersucht. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 3.12 dargestellt und zeigen, dass die
Inaktivierung aller vier KH-Domanen zum Verlust der Interaktion von ZBP1 und IGF2BP2 zu
HUR, RHA und HNRNPU fihrt. Daruber hinaus ist die Protein-Assoziation von ZBP1 und
IGF2BP2 im Allgemeinen betrachtlich reduziert (Abb. 3.12 B). Dagegen ist die Interaktion von
IGF2BP3 zu anderen Proteinen durch die Mutation im GXXG-Loop aller KH-Domanen nicht
bzw. nur wenig gestort.

Flr IGF2BP1 konnte gezeigt werden, dass viele Proteine ausschlieBlich RNA-abhangig
interagieren (Weidensdorfer et al., 2009). Um zu untersuchen, dass die hier betrachteten
Protein-Assoziationen fiir alle IGF2BP Paralogen auch tatsidchlich Gber RNA vermittelt
werden, wurden die Lysate zunachst mit RNaseA behandelt und assoziierte Proteine co-
immunoprazipitiert (Abb. 3.12 C). Im Ergebnis wurde festgestellt, dass die Interaktion

zwischen ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 mit HUR, RHA und HNRNPU indirekt (iber RNA erfolgt.
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Es ist also anzunehmen, dass die unveranderte Protein-Assoziation der IGF2BP3-KH1-4
Mutanten nicht auf direkte Protein-Interaktionen zuriickgefiihrt werden kann. Demzufolge
ist die Mutation in den GXXG-Loops der KH-Domanen nicht ausreichend, um die RNA-

Bindung von IGF2BP3 vollstandig zu zerstoren.

A C
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Abb. 3.12: Die KH-Domadnen beeinflussen die Protein-Assoziation der IGF2BPs. (A) Immunoprazipitation der
Wildtyp oder KH1-4 Mutanten Proteine mittels Flag-Agarose-beads aus transient transfizierten (24h) HEK293
Zellen. Die Co-Immunoprézipitation von Proteinen (IP, im unteren Teil) und die Proteinabundanz der Inputs
wurden im Westernblot mit den entsprechenden Antikdrpern analysiert. Untransfizierte Zellen dienten als
Kontrolle. (B) Auftrennung der Co-Immunoprazipitierten Proteine mittels SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung (SG: IP). (C) HEK293 Zellen wurden mit Flag fusioniertem Wildtyp ZBP1 (1), IGF2BP2 (2) und
IGF2BP3 (3) transient transfiziert (24h). Die Co-Immunoprazipitation von Proteinen mit den IGF2BPs (IP) und
die Proteinabundanz (Input) wurden im Westernblot mit den entsprechenden Antikérpern analysiert.
Zelllysate, die vor der Immunoprazipitation mit RNaseA behandelt wurden sind mit (+) gekennzeichnet (Daten
bereits publiziert in Wachter und Kéhn et al., 2013).

Ubereinstimmend zu den in vitro RNA-Bindungsanalysen und Lokalisationsstudien
zeigte diese Untersuchung, dass die KH-Domaénen in ZBP1 und IGF2BP2 entscheidend zur
Funktion der Proteine beitragen. Uberdies wurde auch in diesem Experiment deutlich, dass
bei IGF2BP3 neben den GXXG-Loops zusatzliche Bereiche innerhalb der KH-Domaéanen eine
funktionelle Rolle spielen.
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3.1.6 Die KH-Domdnen vermitteln die RNA-abhdngige Oligomerisierung der

IGF2BPs

Nach bisherigen Erkenntnissen sind die IGF2BPs in der Lage RNA-abhingige
Heterodimere zu bilden. Fir IGF2BP1 wurde sogar beschrieben, dass eine
Homodimerisierung ohne RNA moglich ist (J. Nielsen et al., 2004). Zudem wurde fiir das
Homologe Vg1RBP eine Selbstassoziation gezeigt, welche durch Vg1 mRNA stabilisiert wird
(Git und Standart, 2002). Dabei wurde postuliert, dass die KH3+4 Didomane fiir die
Homodimerisierung von IGF2BP1 und Vg1RBP verantwortlich ist (Git und Standart, 2002; J.
Nielsen et al., 2004). Nahere Untersuchungen fiir Vg1RBP deuten darauf hin, dass die letzte
a-Helix der KH4 Domane Uber die Bildung einer coiled-coil Struktur die Protein-Protein-
Wechselwirkungen vermittelt (Oberman et al., 2007).

Um zu prifen, inwieweit die KH-Domanen in den drei IGF2BP Paralogen fiir die
Oligomerisierung notig sind, wurde die Assoziation von GFP-markierten Wildtyp IGF2BPs mit
Flag-markierten IGF2BPs und IGF2BP KH1-4 Mutanten Proteinen untersucht, indem die
Zelllysate von stabil exprimierenden HEK293 Zellen (Flag-markierte Proteine) und U20S
Zellen (GFP-markierte Proteine) gemischt wurden. Ubereinstimmend mit vorherigen Studien
konnten alle drei IGF2BPs co-immunoprazipitiert werden (Abb. 3.13 A-C). Dagegen konnte
keine Co-Immunoprazipitation mit mutiertem IGF2BP KH1-4 Protein oder GFP beobachtet
werden. Diese Daten lassen darauf schlieRen, dass die Fahigkeit zur Bildung homooligomerer
Protein-RNA-Komplexe von IGF2BP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 durch die Mutation im GXXG-
Loop aller vier KH-Domanen verloren geht.

In einem weiteren Experiment wurde getestet, ob die Oligomerisierung der IGF2BPs
RNA-abhangig ist, indem die Assoziation Flag-markierter Wildtyp IGF2BPs mit GFP-
markiertem ZBP1 in RNase behandelten Zelllysaten analysiert wurde (Abb. 3.13 D). Da die
Einwirkung der RNase zu einem Verlust der Interaktion von GFP-ZBP1 mit Flag-IGF2BPs fiihrt,
kann man schlussfolgern, dass RNA fiir die Bildung oligomerer IGF2BP-Protein-Komplexe
essentiell ist. Die hier durchgefiihrten Oligomerisierungsstudien mit den IGF2BP-RNA-
Bindungsmutanten (IGF2BP KH1-4) und unter RNase-Behandlung, legen nahe, dass es keine

stabile, direkte Assoziation der IGF2BP Paralogen untereinander gibt.
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Abb. 3.13: Die KH-Dominen vermitteln die Oligomerisierung der IGF2BPs. (A-C) Die Assoziation der
angezeigten Flag-markierten Proteine mit GFP-markierten Wildtyp IGF2BPs wurde analysiert, indem die
Extrakte von HEK293 Zellen, welche die angezeigten Flag-markierten Proteine stabil exprimieren, mit Extrakten
von U20S Zellen, welche die angezeigten GFP-markierten Proteine stabil exprimieren, gemischt wurden. Die
Protein-Komplexe wurden mittels Flag-Agarose immunoprazipitiert, anschlieRend wurden die Proteinabundanz
(Input) und die co-immunoprazipitierten Proteine (IP) im Westernblot analysiert. Zellen, die GFP stabil
exprimieren dienten dabei als Kontrolle. (D) Die Co-Immunopréazipitation von GFPZBP1 oder GFP mit den
angezeigten Flag-markierten Proteinen wurde durchgefiihrt, wie in (A-C) beschrieben. Zelllysate, die vor der
Immunoprazipitation mit RNaseA behandelt wurden sind mit (+) gekennzeichnet (Daten bereits publiziert in
Wachter und Kéhn et al., 2013).

3.1.7 Die KH-Domdnen vermitteln die Lokalisierung der IGF2BPs in , Stress

Granules”

Auf Stresseinwirkungen reagiert die Zelle im Allgemeinen, indem mRNAs aus
Polysomen in sogenannten Stress Granules (SGs) akkumulieren und dort translationell
inhibiert werden (Kedersha et al., 1999, 2002; Anderson und Kedersha 2002). Diverse
Studien legen nahe, dass die Assemblierung von SGs zudem durch RBPs, wie TIA1 und G3BP,
induziert werden kann (Gilks et al., 2004; Tourriere et al., 2003). SchliefRlich konnte auch
lieB, dass die

ZBP1 als Komponente von SGs identifiziert werden, was vermuten

Stabilisierung von Ziel-RNAs unter Stresseinwirkung in SGs gewahrleistet wird (Stohr et al.,
55



Ergebnisse

2006). Nahere Untersuchungen zeigten jedoch, dass sowohl die translationelle Inhibition als
auch die Stabilisierung von mRNAs unabhangig von der SG-Bildung ist (Mokas et al., 2009;
Hofmann et al., 2012; Bley et al., 2015). Vielmehr wird die Stabilisierung von mRNAs unter
zellularem Stress, durch die Bildung stabiler mRNPs postuliert, welche jedoch von TIA
Proteinen und G3BP1 transient in SGs rekrutiert werden kénnen (Bley et al., 2015).

Um zu untersuchen, ob auch IGF2BP2 und IGF2BP3 in SGs lokalisieren und inwieweit
die GXXG-Mutation in den KH-Domanen die Rekrutierung in SGs beeinflusst, wurden U20S
Zellen mit den Wildtyp IGF2BPs und den IGF2BP KH1-4 Mutanten Proteinen transient
transfiziert und die Bildung von SGs mittels Arsenat-Behandlung induziert. Die
mikroskopische Analyse (Abb. 3.14, mit Unterstlitzung von Dr. N. Bley) zeigt, dass auch
IGF2BP2 und IGF2BP3 in TIAl-positiven SGs zu finden sind. Dagegen fiihrt die GXXG-
Mutation in den KH-Domanen dazu, dass ZBP1 nicht mehr in SGs lokalisiert und IGF2BP2 nur
noch sehr schwach in SGs akkumuliert, und beide Proteine gleichmaRig im Zytoplasma
verteilt sind. Flr die IGF2BP3-KH1-4 Mutante jedoch, war die Lokalisation in SGs im Vergleich
zum IGF2BP3 Wildtyp Protein nur leicht reduziert. Zudem scheint das Protein, im Gegensatz
zu ZBP1-KH1-4 und IGF2BP2-KH1-4, geringer im Zytoplasma angereichert zu sein. Dieser
Befund stiitzt die Vermutung, dass IGF2BP3 trotz GXXG-Mutation in den KH-Doméanen noch
in der Lage ist gewisse Funktionen zu erfillen, und somit im Vergleich zu ZBP1 und IGF2BP2
nicht die GXXG-Loops der KH-Domadnen allein fiir die RNA-Bindung verantwortlich sind.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass alle KH-Domanen der IGF2BP Paralogen
wichtige funktionelle Einheiten fir die RNA-Bindung, zytoplasmatische Lokalisation, Protein-

Assoziation, Oligomerisierung und Rekrutierung der Proteine in SGs darstellen.
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Uberlagerung
(Flag, TIA1, DAPI) Flag (vergroBert)

Flag-IGF2BP2-KH1-4 Flag-IGF2BP2 WT Flag-ZBP1-KH1-4 Flag-ZBP1WT

Flag-IGF2BP3 WT

Flag-IGF2BP3-KH1-4

Abb. 3.14: Die Lokalisierung der IGF2BPs in SGs wird Paralog-abhdngig durch die KH-Domanen vermittelt. Die
Lokalisierung der angezeigten Flag-markierten Wildtyp und KH1-4 Mutanten Proteine wurde in transient
transfizierten (24 h) U20S Zellen untersucht. Die Bildung von SGs wurde durch Arsenat-Behandlung der Zellen
(2,5 mM; 1 h) induziert. Die subzellulare Lokalisierung wurde durch Immunfarbung bestimmt. Die SGs wurden
durch die Immunfarbung von TIA1 Protein analysiert; Die Kerne wurden durch DAPI-Farbung markiert. Die
Uberlagerung ist jeweils im linken Teil der Abbildung zu sehen. Die VergréRerung der eingerahmten Region in
der Uberlagerung ist jeweils im rechten Teil der Abbildung zu sehen. Die Linge der Balken entspricht 10 um
(Daten bereits publiziert in Wachter und Kohn et al., 2013).
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3.2. Identifizierung von RNA-Bindemotiven mittels SELEX

Die hier gezeigten Bindungsstudien verdeutlichen, dass die IGF2BPs viele
Gemeinsamkeiten hinsichtlich ihrer RNA-Bindung aufweisen, aber wie sich die einzelnen
Bindemotive zusammensetzen und ob sich diese dhneln, bleibt fraglich. Zu Beginn meiner
Arbeit gab es lediglich Hinweise auf mogliche RNA-Bindemotive fiir die IGF2BPs. So wurde
postuliert, dass die Proteine praferentiell an cytidinreiche Bereiche von Ziel-RNAs binden (J.
Nielsen et al., 1999) und ZBP1 mit der ACACCC Sequenz im zipcode der 3-UTR von ACTB
assoziiert (Ross et al., 1997). Im Verlauf meiner Arbeit wurde mittels PAR-CLIP Methode ein
Konsensus-Erkennungsmotiv [CAUH (H=A, U, oder C)] flir die IGF2BP Paralogen identifiziert
(Hafner et al., 2010).

Flr chicken ZBP2, ein homologes Protein zum humanen KSRP (KH domain-containing
splicing regulatory protein), welches ebenfalls mit dem zipcode des 3’-UTR von ACTB
assoziiert, konnte mit Hilfe des SELEX-Prozesses (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) eine Bindung an CCCC- und GUCC-Motive gezeigt werden (Pan et
al., 2007). Der SELEX-Prozess wurde im Jahre 1990 von Larry Gold und Andrew Ellington
entwickelt und zielt darauf ab hoch affine, spezifische RNA-Aptamere fiir das entsprechende
Protein zu gewinnen (Tuerk und Gold, 1990; Ellington und Szostak, 1990).

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits eine Bindung der drei IGF2BP Paralogen an
den ACTB zipcode und die MYC-CRD nachgewiesen werden (Abb. 3.5). Wie mogliche RNA-
Bindesequenzen aussehen und ob sich die RNA-Bindemotive der drei IGF2BP Proteine
voneinander unterscheiden, blieb jedoch unerforscht. Um diesen Fragen nachzugehen,
wurde der SELEX-Prozess genutzt (Abb. 3.15 A). Dazu wurde zundchst eine Bibliothek aus
RNA-Molekiilen generiert, welche aus einem Bereich randomisierter Nukleotide (N20 oder
N40) und flankierenden, konstanten 5°und 3" Enden bestehen (Abb. 3.15 B). Die RNA-
Ausgangsbibliothek (N20/N40 RNA-Pool) wurde dann mit den Proteinen (ZBP1, IGF2BP2 und
IGF2BP3) inkubiert. Es folgte die Selektion bindender RNAs, deren Amplifikation, in vitro
Transkription und schlieBlich die erneute Proteinbindung. Dieser Prozess wurde 10-mal
wiederholt (Runde 1-10) und um den Selektionsdruck zu erhéhen, wurde ab der Runde sechs

die Proteinkonzentration herabgesetzt.
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cTAATACGACTCACTATAGGGGAATTCCN20GGAAGCTTCTCGAGACGCgg
cTAATACGACTCACTATAGGGGAATTCCN4OGGAAGCTTCTCGAGACGCgg

Abb. 3.15: (A) Schematische Darstellung des SELEX-Prozesses (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
enrichment). Eine Bibliothek aus RNA-Molekilen (N20/N40 RNA-Pool) wurde mit den Proteinen (ZBP1,
IGF2BP2 und IGF2BP3) inkubiert. Uber Filterbindung wurden bindende RNAs von restlichen RNAs separiert und
anschlieBend mittels Harnstoff und Phenol-Chloroform vom Filter extrahiert. Es folgte die reverse
Transkription, Amplifikation (RT & PCR) und in vitro Transkription. Dieser Prozess wurde 10-mal wiederholt
(Runde 1-10). Diese Abbildung wurde modifiziert nach Ray und White, 2010. (B) Die RNA-Ausgangsbibliothek
bestehend aus randomisierten Nukleotiden (N20 oder N40) und flankierenden, konstanten 5'und 3" Enden.

3.2.1 Validierung der SELEX-Pools mittels Kompetitionsassay

Um die resultierenden RNA-Aptamere auf ihre Affinitat zu priifen, wurde versucht die
Bindung der IGF2BP Paralogen zur Y3 RNA (K6hn et al., 2010) mit Pool-RNA aus den SELEX-
Runden 1, 3, 5, 7 und 10 zu kompetitieren. Dazu wurden die einzelnen Proteine zunachst
zusammen mit Atto 680 markierter Y3 RNA (von M. Kohn zur Verflgung gestellt)
prainkubiert und anschlieBend ein 10- oder 30-facher Uberschuss an Pool-RNA (unmarkiert)
zugegeben. Eine erfolgreiche Kompetition ist anhand des shiften freier Y3 RNA in den
unteren Bereich des EMSA-Gels (Pfeil in Abb. 3.16-3.18) erkennbar. Das Ergebnis der
Kompetition fur ZBP1, Y3 und SELEX-RNA-Pools mit 20 randomisierten Nukleotiden (N20) ist
in Abbildung 3.16 A zu sehen. Dabei wurde festgestellt, dass die N20-RNA-Pools in der Lage
sind die Bindung von ZBP1 zur Y3 RNA zu stéren. Des Weiteren kann man beobachten, dass
die Affinitat der RNA zu ZBP1 von Runde zu Runde zunimmt, da Y3 RNA aus dem ZBP1-

Komplex verdrangt werden kann und als freie RNA im EMSA zuriick shiftet. Vergleicht man
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die Komplexbildung zwischen Y3-ZBP1 und Y3-ZBP1 nach dem zusetzen der N20-Pool-RNA,
so ist die Entstehung zusatzlicher Komplexe (Abb. 3.16 *) erkennbar. Diese Komplexe
konnten zum einen aus Y3, ZBP1 und Pool-RNA bestehen oder aber auf Interaktionen
zwischen Y3- und Pool-RNA hinweisen. Diese Komplexe sind in Runde 10 jedoch nur noch
schwach zu sehen, was zeigt, dass auch intermedidre Komplexe zugunsten der ZBP1-Pool-
RNA-Assoziation verdrangt werden. Komplexe aus Y3-ZBP1-N40 Pool konnten dagegen nicht
beobachtet werden (Abb. 3.16 B). Betrachtet man jedoch die Kompetition mit der N40-Pool-
RNA, ist schon nach der ersten Selektionsrunde eine effiziente Verdrangung der Y3 RNA zu
sehen, die Uber die einzelnen SELEX-Runden bis hin zur Runde 10 nur leicht zunimmt. Daraus
lasst sich schlieRen, dass die Affinitdt der N20-RNA-Aptamere zu ZBP1 durch den
Selektionsprozess gesteigert werden konnte, dagegen wurden schon nach einer SELEX-
Runde hoch affine N40-RNA-Aptamere gewonnen, deren Affinitdt sich durch den

Selektionsprozess nur noch moderat erh6ht hat.

A \E P1 P3 PS5 P7 P10 Abb. 3.16: Validierung der ZzBP1

-+ 10x30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x SELEX-Pools mittels Kompetition. (A)
Fiir RNA-Pools mit 20 randomisierten
Nukleotiden (N20) und (B) fir RNA-
il Pools mit 40 randomisierten
LRSSl R Nukleotiden (N40). Prainkubation von
Atto680 markierter Y3 RNA (50 nM)

* > R824 83 4 &R ohne (-) oder mit (+) ZBP1 (150 nM)
. - N e "TT R R R und  anschlieBende  Kompetition

freie - s & B EEEEESSSsSS durch Zugabe eines 10- oder 30-
Y3-RNA fachen Uberschusses an Pool-RNA
verschiedener SELEX-Runden (P1, P3,

B v3 P1 p3 PS p7 P10 P5, P7, P10). Die einzelnen Proben

wurden im EMSA analysiert. Die freie
Y3 RNA wird durch den Pfeil auf der
linken Seite des Gels angezeigt; *
deutet auf Y3-ZBP1-Pool-RNA
b Komplexe.

- +  10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x

freie
Y3-RNA

Das Ergebnis der Kompetition fiir IGF2BP2, Y3 und SELEX-RNA-Pools ist in Abbildung
3.17 dargestellt. Zunachst ist festzuhalten, dass keine Komplexe aus Y3, IGF2BP2, und Pool-
RNA, wie fir ZBP1 (Abb. 3.16 *) beobachtet werden konnten. Vergleicht man die

Kompetition von N20 und N40-Pool-RNA, kann man sehen, dass die N40-RNA-Aptamere aus
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Runde 10 in der Lage sind die Bindung von IGF2BP2 zur Y3 RNA fast vollstandig zu
verdrangen, dabei konnte die Affinitat zu IGF2BP2 Uber die einzelnen Selektionsrunden
signifikant gesteigert werden. Dagegen weist die N20-Pool-RNA eine schwadchere

Kompetition auf, was auf weniger affine Aptamere hindeutet.

A Y3 P1 P3 P5 P7 P10 Abb. 3.17: Validierung der
-+ 10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x IGF2BP2 SELEX-Pools mittels
b b : bl ' & Kompetition. (A) Fir RNA-Pools
9 | Pt mit 20 randomisierten
- : ™ ™ B Nukleotiden (N20) und (B) fir
RNA-Pools mit 40 randomisierten
B ot Nukleotiden (N40). Das
T Sy S Experiment wurde durchgefiihrt,
m 111111t wie in  Abbildung  3.15.
freie l ; beschrieben. Die freie Y3 RNA
V3-RNA e e wird durch den Pfeil auf der
linken Seite des Gels angezeigt.
B Y3 P1 P3 P5 P7 P10

-t 10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x 10x 30x
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I =t
ttt

I
I =

freie S !

Y3-RNA

Das Resultat der Kompetition fiir IGF2BP3, Y3 und SELEX-RNA-Pools ist in Abbildung
3.18 dargestellt. Zunachst ist festzuhalten, dass auch hier keine Komplexe aus Y3, IGF2BP3,
und Pool-RNA, wie fir ZBP1 (Abb. 3.16 *) beobachtet werden konnten. Eine vergleichsweise
schlechte Kompetition ist bei der Zugabe von N20-Pool-RNA zu beobachten, da die Bindung
von IGF2BP3-Y3 nicht gestért werden kann. Dagegen ist die N40-Pool-RNA zumindest aus
Runde 10 in der Lage Y3 zum groRten Teil aus dem Komplex zu verdrangen.

Anhand der Kompetitionsanalysen kann man festhalten, dass der Selektionsprozess
zur Gewinnung hoch affiner und spezifischer RNA-Aptamere zumindest fir ZBP1 und

IGF2BP2 erfolgreich war.
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A Y3 P1 P3 P5 P7 P10 Abb. 3.18: Validierung der
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3.2.2 Validierung selektierter RNA-Aptamere mittels Filterbindungsassay

Eine weitere Moglichkeit, die Affinitat der durch den SELEX-Prozess generierten RNA-
Aptamere zum jeweiligen Protein zu prifen, ist die Filterbindung. Dazu wurde die nach der
letzten Selektionsrunde amplifizierte DNA kloniert und sequenziert (Sequenzen, siehe
Anhang 7.2). Im Anschluss wurde fiir ausgewahlte Klone das Atto 680 markierte RNA-
Aptamer generiert und dessen Bindungsvermogen zum jeweiligen Protein Uiber Filterbindung
ermittelt. In Abbildung 3.19 sind die daraus ermittelten Kp-Werte tabellarisch
zusammengefasst. Flir ZBP1 weist das N20-RNA-Aptamer eine doppelt so hohe Affinitdt im
Vergleich zum N40-RNA-Aptamer auf. Dagegen ist das Bindungsvermogen der jeweiligen
N40-RNA-Aptamere flr IGF2BP2 und IGF2BP3 besser. Um ndhere Aussagen treffen zu
konnen, miissten jedoch weitere RNA-Aptamere auf ihre Affinitdten gepriift werden.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass beide Validierungsmethoden, sowohl
der Kompetitionsassay als auch die Filterbindung, dhnliche Tendenzen aufweisen. Diese
zeigen, dass fir ZBP1 hoch affine N20-RNA-Aptamere und fir IGF2BP2 und IGF2BP3 hoch

affine N4AO-RNA-Aptamere generiert werden konnten.
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ZBP1 (K, [nM])  IGF2BP2 (K, [nM])  IGF2BP3 (K, [nM])
N20 23+ 1 (2A1) 102 + 44 (2B7) 74+ 7 (1C9)
N40 40+ 12 (2D8) 2145 (2E8) 30+ 3 (3F8)

Abb. 3.19: Uber Filterbindung ermittelte Ko-Werte der IGF2BPs zu selektierten RNA-Aptameren (N20 und N40).
Die Filterbindung wurde wie in Abb.3.5. beschrieben, durchgefiihrt (N20- und N40-RNA: 10 nM).

3.2.3 Bestimmung der Nukleotid-Zusammensetzung selektierter Aptamere

Um die Bindungspraferenzen der einzelnen IGF2BPs abschatzen zu kénnen, wurden
im nachsten Schritt die sequenzierten Aptamere auf ihre Nukleotid-Zusammensetzung
untersucht und mit Sequenzen des Initialpools verglichen (Abb. 3.20). Bei der Bestimmung
des prozentualen Anteils selektierter Nukleotide fiel auf, dass die Aptamere aller IGF2BP
Paralogen einen geringeren Anteil an Guanosinen (14-20 %) im Vergleich zum Initialpool (25
%) aufweisen. Dagegen ist der Anteil an Cytidinen in den selektierten Aptameren
angereichtert (25-35 %). Dieses Ergebnis stimmt mit bisherigen Hypothesen (berein, dass in
den Bindemotiven der IGF2BP Ziel-RNAs wenig Guanosin auftritt (J. Nielsen et al., 2004).
Zudem wird vermutet, dass die KH-Domadnen vorrangig Pyrimidin-Nukleotide erkennen

(Backe et al., 2005).

A ZBP1-N20 ZBP1-N40 B ieraspan20 Graspp2-N40  C iGR28PP3-N20 IGF2BP3-N40
35 35 35 35 35

30 30 30 30 30
i 5 - 4—1F 5 p-— 1 5 5 co
z20 fF 1 20 20 -FH-FF 20 [} — 20 g —
25 -l s L 5 - Fa B 1511 15 BR10
< 10 - L w0 10 — L 10 - 10
zZ 5 - s 5+ S = 5

o IR o RRRR o K o AL o AL

AGUC AGUC AGUC AGUC AGUC AGUC

Abb. 3.20: Die Nukleotid-Zusammensetzung der RNAs des Initialpools und selektierter RNA-Aptamere aus
Runde 10. Fur (A) ZBP1-N20 und —N40, (B) IGF2BP2-N20 und —N40 und (C) IGF2BP3-N20 und —N40. Dazu
wurde der Anteil an Adenosin, Guanosin, Uridin und Cytidin (in %) bestimmt.

3.2.4 Alignment selektierter Aptamere und putative Konsensusmotive

Zur Ermittlung moglicher RNA-Bindemotive aus den selektierten RNA-Aptameren, fir
die einzelnen IGF2BP Paralogen, wurden die Sequenzen aus Runde 10 (siehe Anhang, 7.2)

miteinander verglichen und mittels motif-finder Programm (MEME) nach putativen
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Konsensusmotiven gesucht (Bailey und Elkan, 1994). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.21
dargestellt. Fir ZBP1-N20 wurden 28 Sequenzen ausgewertet und zwei Hauptmotive
identifiziert (Abb. 3.21 A, AUUC /x und Y/c ACGA), welche jeweils in der Halfte aller
Sequenzen (Klone) zu finden sind. Eine weitere interessante Beobachtung konnte in einem
Drittel der Klone gemacht werden, da dort beide Hauptmotive in einem Abstand von ein bis
vier Nukleotiden vertreten sind (siehe Kasten in Abb. 3.21 A). In 13 von 30 ZBP1-N40 Klonen
taucht das UCAU */y-Motiv auf, und in einem Drittel wurde das A "/ ACG-Motiv gefunden.
Um herauszufinden, ob es ein Konsensusmotiv in den fiir ZBP1 selektierten N20- und N40-
Aptameren gibt, wurden alle Sequenzen miteinander verglichen. Es konnte tatsachlich ein
sehr abundantes Motiv identifiziert werden, welches in 66 % der N20- und N40-Klone zu
finden ist (rechts in Abb. 3.21 A). Dabei ist anzumerken, dass dieses A/c AU A/U C-Motiv in
einigen Klonen zweimal enthalten ist. Zudem wurde ein GACU-Motiv identifiziert, das in
etwa einem Drittel aller Klone auftritt.

Auch fiir die IGF2BP2 selektierten N20-Aptamere (n=28) konnten zwei Hauptmotive
identifiziert werden, die zusammen in 30 % der Klone vorkommen (Abb. 3.21 B, UUCCC und
AU /5 C ©/a). In fast 90 % der N40-Aptamere (n=32) ist das AAU Y/» C-Motiv, und in 60 % das
/s AU /s A-Motiv vertreten. Dabei ist anzumerken, dass das erste Motiv in einigen Klonen
zweimal, das zweite bis zu dreimal auftritt und beide Motive zugleich in 56 % der Klone in
einem Abstand von 3-21 Nukleotiden zu finden sind (siehe Anhang, 7.2 IGF2BP2, N40). Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass durch den SELEX-Prozess hoch affine und spezifische
Aptamere generiert werden konnten, die zum Teil mehrere Bindestellen aufweisen. In Gber
der Hélfte aller IGF2BP2 selektierten N20-und N40-Klone (55 %) wurde das AU A/G CG-Motiv,
und in 43 % das AC ¢/, AC-Motiv gefunden.

Durch das Alignment der IGF2BP3 selektierten N20-Aptamere (n=27) wurden
ebenfalls zwei Hauptmotive identifiziert, die in 30 % der Klone kombiniert auftreten (Abb.
3.21C, U U/G CA und UCCC). Dabei handelt es sich jedoch, im Vergleich zu den ZBP1 und
IGF2BP2 selektierten Klonen, um Motive die nur vier Nukleotide enthalten. Fir die IGF2BP3-
N40 Klone (n=29) konnte zum einen das AUACG-Motiv (72 %) und zum anderen das GUG */c
Y/ (59 %) ermittelt werden. Weiterhin ist festzustellen, dass das erste Motiv in den Klonen
jeweils nur einmal, das zweite in einigen Klonen zweimal auftritt und beide Motive zugleich
in 55 % der Klone in einem Abstand von 2-14 Nukleotiden zu finden sind. Das erste Motiv ist

dabei von groRerer Bedeutung, da es keine Alternativ-Nukleotide enthalt und ebenfalls in

64



Ergebnisse

einigen N20-Aptameren auftaucht (N20-und N40-Alignment: 43 %). Insgesamt ergab das
Alignment aller IGF2BP3 selektierten Sequenzen jedoch im Vergleich zu den ZBP1- und

IGF2BP2-Aptameren, weniger dominante Motive (AUACG: 43 % und UCCC Y/,: 34 %).

A ZBP1-N20 ZBP1-N40 ZBP1-N20+40
. 142 ACAGAAUUCAAUACGACACA . .
146 CGUGAAUUCACAAUACGACA ,
54% = 241 CUUGAAUUCCAAUACGACUA 43% = 6 66%* 6
SNV WA 245 CUUGAAUUCCAAUACGACUG NV SO
32%| 2410 CAUUCCCAAUACGACUUUUU
) 342 CUUGAAUUCCAAUACGACUG . -
o .. 343b UCAUUCCCAAUACGACUUCAU 0 p‘ o ..
50% = DAC A 346 CAAUUCCCUAAUACGACUAU 33% U 36%:|
AW T 349 CAACACGAAUUCAAUACGACU b AT .
B IGF2BP2-N20 IGF2P2-N40 IGF2BP2-N20+40
. 181 UCAUUCCCAAUACGACUUCU . .
% i 189 CAAUUCCCAUACGACUACCA o
0% UUCCC 1810 UCAUUCCCGACAAUGCAACCAGUL | 88% = 6 55%! A
TEEEE ., | 1812 UCAUUCCCGAUACGACCACU AUIYI AN
29%| 2p1 UUCCCUCUCAUAUACAGCAU ~ )
’ 287 CAAUUCCCAUACGACUACCA ‘
43% = A 2B11 UUCCCAGCACUAAUACAACA 60% “IC c 43%-
JAVOVA 384 UUCCCAACACUAAUACGACA Riein) Adn VANV
C IGF2BP3-N20 IGF2BP3-N40 IGF2BP3-N20+40
. 1C5 UGCAUCCCUUCACUGCUGCA . .
529% 1. 1C6 UGCAUUCCCUAAUACGACAU 0 p‘ 0 g,‘
! UUCA 1c7 CGCUGUCCCGGUUCAGCGUG 72% 43%
TUEEEL 309l 100 UGCAUCCCUUCACCGCUGUA AW E S IWLNE

) 203 UGCAUCCCUUCACMGCUGCA ) ,
204 UUCCCAUCACGAAACAUUCA I

56% ’Uccc 2011 UGCAUCCCUCAGCAGCUGCA 59% | U AR aa%x-UCCCQ

NVYVVY 3C5 UUCAAUUCCCUAAUACGACU JYVYCA NVYVYVA

Abb. 3.21: Putative Konsensusmotive der RNA-Aptamere, spezifisch fir (A) ZBP1, (B) IGF2BP2 und (C)
IGF2BP3. Dazu wurden die sequenzierten Aptamere aus der SELEX Runde 10 mittels motif finder-Programm
(MEME; Bailey und Elkan, 1994) alignt (ZBP1-N20: n=28, ZBP1-N40: n=30, IGF2BP2-N20: n=28, IGF2BP2-N40:
n=32, IGF2BP3-N20: n=27, IGF2BP3-N40: n=29). Die Prozentzahl spiegelt die Abundanz der jeweiligen Motive in
den RNA-Aptameren wider. Dabei enthalten einige N20-Aptamere eine Kombination aus zwei Motiven
(Sequenzen im Kasten; Motiv 1 ist in lila, Motiv 2 ist in grin dargestellt; Prozentzahl links neben Kasten). Die
Motive aus dem Alignment von N20 und N40 Aptameren sind im rechten Teil der Abbildung dargestellt.

Eine wichtige Voraussetzung fir die Bindung der KH-Domé&ne an ein RNA-Motiv ist,
dass dieses in einer einzelstrangigen Konformation vorliegt (Valverde et al., 2008). Um zu
prifen, ob die ermittelten, putativen Konsensusmotive zuganglich fiir die IGF2BP-Proteine

sind, wurden die Aptamere aus der SELEX-Runde 10 mittels RNAfold Programm (Vienna RNA
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Websuite; Gruber et al., 2008) einer Strukturanalyse unterzogen. Im Ergebnis wurde
festgestellt, dass sich laut Sekundarstruktur-Vorhersage die Konsensusmotive zumeist in den
einzelstrangigen Loop-Regionen der Aptamere befinden. Zur Veranschaulichung ist in
Abbildung 3.22 die putative Sekundarstruktur reprasentativer N20- und N40-Aptamere
spezifisch fur ZBP1 (A, D), IGF2BP2 (B, E) und IGF2BP3 (C, F) dargestellt. Die aus den
vorhergesagten Strukturen resultierende freie Energie der RNA Aptamere liegt zwischen -
7,17 kcal/mol und -14,25 kcal/mol. Kirzlich erschien eine Publikation in der auf die
Wichtigkeit der Sekundarstruktur der ACTB zipcode RNA fiir die ZBP1 Bindung verwiesen
wurde (Kim et al., 2015). Jedoch besitzt die vorhergesagte Struktur dieser RNA eine freie
Energie von -4,0 kcal/mol. Folglich konnten durch den hier durchgefiihrten SELEX-Prozess
vergleichsweise faltungsstabilere Aptamere selektiert werden, wobei die N40-Aptamere
vermutlich zu stirkeren Sekundirstrukturen neigen. Uberdies ist eine wichtige Grund-
voraussetzung fir die Bindung der IGF2BPs an die selektierten Aptamere gegeben, da die

Basen der meisten Konsensusmotive ungepaart vorliegen.
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Abb. 3.22: Faltung der N20 (A-C) und N40 RNA-Aptamere (D-F), spezifisch fiir ZBP1 [(A) 1A2, (D) 2D6],
IGF2BP2 [(B) 2B11, (E) 1E2] und IGF2BP3 [(C) 1C9, (F) 3F10]. Die putative Sekundarstruktur der sequenzierten
Aptamere aus der SELEX Runde 10 wurde mittels RNAfold Programm (Vienna RNA Websuite; Gruber et al.,
2008) generiert. Die putativen Konsensusmotive in jedem Aptamer sind farblich markiert. Im unteren Teil der
Abbildung ist die resultierende freie Energie der vorhergesagten Struktur notiert.
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3.2.5 Konsensusmotive in Ziel-RNAs von IGF2BP1

Um herauszufinden, ob die durch den in vitro Prozess ermittelten Konsensusmotive
tatsachlich eine Rolle in der Vermittlung der Bindungsspezifitat spielen und inwieweit
yhatirlich” vorkommende Motive generiert werden konnten, wurde die Abundanz der
Motive in einigen bekannten Ziel-RNAs der IGF2BPs bestimmt und mit dem erwarteten
Auftreten verglichen (Abb. 3.24). Dabei ist anzumerken, dass lediglich die RNAs untersucht
wurden, bei denen die cis-Elemente bekannt oder zumindest ndher eingegrenzt sind
(Sequenz-Bereiche, siehe Anhang 7.3.1). Die RNA-Sequenzinformation wurde mittels
Nutzung der NCBI-Datenbank erhalten (NCBI Resource Coordinators, 2016;
www.nchbi.nlm.nih.gov).

Das Motiv AUUC C/A ist im 3’-terminalen Bereich der untranslatierten H19 RNA, dem
3’-UTR der CD44 mRNA sowie in der kodierenden Region der MDR1 mRNA zu finden und
tritt dabei jeweils haufiger als erwartet auf. Das U/c ACGA Motiv kommt in der H19 RNA, dem
3’-UTR der TAU mRNA, sowie in der IncRNA (longnoncoding) HULC vor, wobei lediglich in der
H19 RNA eine Anreicherung beobachtet wurde (Abb. 3.24). Bei genauer Betrachtung des 3'-
terminalen Bereiches der H19 RNA stellte sich heraus, dass sich beide Hauptmotive (AUUC
C/A; U/C ACGA) in unmittelbarer Ndhe zueinander befinden, dhnlich wie in den selektierten
Aptameren (Abb. 3.23). Uberdies konnte im 3°-UTR der ACTB mRNA diese Abfolge von
Motiven gefunden werden. Diese befinden sich allerdings strangabwarts vom ACTB zipcode,

weitere Bindestellen im 3"-UTR von ACTB sind neben dem zipcode also durchaus denkbar.

1A6 cGUGAAUUCACAAUACGACA
3A6 cAAUUCCcuaaUACGACUAU
3A9 cAACACGAAUUCAAUACGACU

H19 RNA

CUCCCUCUUCUUCUUUUUCAUCCUUCUGUCUCUUUGUUUCUGAGCUUUCCUGUCUUUccUUUUUUCUGAGAGAUUCAAAGccucCACGAcuc
uGuuuccce

ACTB RNA
-[CR] - 3'-UTR zipcode - [100 nt] - CAAUGUGGCCGAGGACUUUGAUUGCACAUUGUUGUUUUUUUAAUAGUCAUUCCAAAUAUGAGAUGCGU

Abb. 3.23: Die ZBP1-SELEX-Konsensusmotive, in lila und griin dargestellt (siehe Kasten), sind in der H19 RNA
(101 nt, im 3"-Bereich; J. Nielsen et al., 2004) und der ACTB RNA (im 3°-UTR, 148 nt strangabwarts vom zipcode)
vertreten.

Das UCAU */, Motiv ist in der CRD der MYC mRNA, dem 5°-UTR der IGF2 mRNA, dem 3’-UTR
der TAU mRNA, dem 3°-UTR der CD44 mRNA sowie in der CR der MDR1 mRNA zu finden und

kommt in den genannten mRNAs, mit Ausnahme der IGF2 mRNA, haufiger vor als erwartet
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(Abb. 3.24). Dagegen wurde das A /s ACG Motiv nur im 5 -UTR der IGF2 mRNA gefunden,
wobei keine Anreicherung festgestellt wurde. Das A/CAU A/U C Motiv tritt in den mRNAs MYC,
IGF2 (5"-und 3°-UTR), TAU, CD44, MDR1 und der IncRNA HULC auf, ist jedoch lediglich im 3’-
UTR der IGF2 mRNA, der CD44 mRNA sowie der MDR1 mRNA abundanter als erwartet.

In den mRNAs MYC, ACTB (zipcode), IGF2 (5°-UTR), TAU, CD44 (3'-UTR) sowie der
nichtkodierenden Y3 und H19 RNA ist das Motiv GACU zu finden, allerdings ist es nur im
ACTB zipcode und der CD44 mRNA sowie in der Y3 und H19 RNA haufiger vertreten als
erwartet (Abb. 3.24). Jedoch ist anzumerken, dass sich dieses Motiv unmittelbar (5 nt) vor
einem seltenen Kodon-Bereich (CGG, CGA, CGA; nach Zhang et al., 1991) innerhalb der MYC-
CRD befindet. Das Auftreten eines putativen Bindemotives in diesen Bereichen stltzt die
Hypothese, dass IGF2BP1 an Ribosomen-freien Regionen der MYC-CRD bindet und diese

damit vor endonukleolytischen Angriffen schiitzt (Lemm und Ross, 2002).

Ziel- cis-Element [nt] Refe- SELEX-Motive (erwartete; tatsachliche Abundanz)
mRNA renz | AuucY, | %/.AacGa | ucau®/, | A%/.Aace | A/AUP/C | Gacu
MYC CRD [250 nt] 1,2 0,5; 1 1,0; 1 1,0; 1
ACTB 3°-UTR [100 nt] 3,2 0,4;2%%
IGF2 5°-UTR [752 nt] 4 1,51 1,51 2,9;2 2,9;2
3°-UTR [86 nt] 5 0,3;1
H19 3'-Bereich [101nt] | 5,6 0,2; 1% | 0,2; 1% 0,4; 1
TAU 3-UTR [671 nt] 7,8,9 1,3;1 1,3;2 2,6; 2 2,6; 1
cD44 | (1)3°-UTR[325nt] | 10 0,6; 1 0,6; 1
(2)3"-UTR[194 nt] | 10 0,4; 1 0,4; 1 0,8; 1
(3)3°-UTR[309nt] | 10 0,6; 1 0,6; 1
(4)3-UTR[207 nt] | 10 0,4; 2% 0,8; 1
(5)3-UTR[292 nt] | 10 0,6; 3 0,6; 2 1,1;3 1,1;2
MDR1 | CR[217 nt] 11 0,4; 1 0,4; 1 0,9; 2
Y3 [102 nt] 12 0,4; 1
HULC | [500 nt] 13 1,0; 1 2,0; 1

Abb. 3.24: Die Abundanz der SELEX-Motive in einigen bekannten Ziel-RNAs von IGF2BP1. Die Position und
GroRe des durch IGF2BP1 gebundenen cis-Elementes sowie die Literatur-Referenz [1.) Bernstein et al., 1992; 2.)
Wachter und Kéhn et al., 2013; 3.) Ross et al., 1997; 4.) J. Nielsen et al., 1999; 5.) J. Nielsen et al., 2004; 6.)
Runge et al., 2000; 7.) Sadot et al., 1994; 8.) Behar et al., 1995; 9.) Atlas et al., 2004; 10.) Vikesaa et al., 2006;
11.) Sparanese et al.,, 2007; 12.) Kéhn et al.,, 2010; 13.) Hdmmerle et al., 2013] wurden aufgelistet. Zur
Ermittlung der erwarteten Abundanz wurde eine Gleichverteilung jedes einzelnen Nukleotids angenommen
und die Wahrscheinlichkeit errechnet, mit der die SELEX-Motive im jeweiligen cis-Element auftreten. Motive,
die haufiger als erwartet vorkamen (tatsdchliche Abundanz > erwartete Abundanz), sind grau markiert. Bei
einem Anreicherungsfaktor (tatsachliche/erwartete Abundanz) > 5 erfolgte die Hervorhebung durch G
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Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich die Motive AUUC C/A und UCAU A/U
als die wahrscheinlichsten Bindemotive fiir IGF2BP1 herausgestellt haben, da diese in den

bekannten cis-Elementen der IGF2BP1 Ziel-RNAs haufiger vertreten sind als erwartet.
3.2.6 Konsensusmotive in Ziel-RNAs von IGF2BP2

Die Abundanz der putativen IGF2BP2-Motive in einigen bekannten Ziel-RNAs, ist in
Abb. 3.25 dargestellt (Sequenz-Bereiche, siehe Anhang 7.3.2). Das Motiv UUCCC ist im 3’-
terminalen Bereich der untranslatierten H19 RNA, dem 5°-UTR der IGF2 mRNA, dem 3°-UTR
der LIMS2 mRNA sowie im 3’-UTR der NRAS mRNA zu finden und tritt dabei jeweils haufiger
als erwartet auf (Abb. 3.25). Dagegen wurde das AU */g C ¢/s Motiv in der MYC-CRD, im 5'-
UTR der IGF2 mRNA und im 3-UTR der NRAS mRNA gefunden, wobei keine Anreicherung
festgestellt wurde. Das AAU Y/. C Motiv ist sowohl im 5°-UTR der IGF2 mRNA als auch im 3'-
UTR der NRAS mRNA zu finden, aber lediglich in der letztgenannten mRNA abundanter als
erwartet. In den RNAs ACTB (zipcode), Y3, H19, MURF3 (5°-UTR) sowie NRAS ist das Motiv /g
AU C/G A zu finden, welches jedoch lediglich in der ACTB, Y3 und H19 RNA haufiger auftrat als
erwartet (Abb. 3.25). Dagegen wurde das AU */g CG Motiv nur im 5°-UTR der MURF3 mRNA
und im 3-UTR der NRAS mRNA gefunden, wobei keine Anreicherung festgestellt wurde.

Das AC G/A AC-Motiv ist in der MYC-CRD, der Y3 und H19 RNA sowie in der IGF2,
LIMS2, MURF3 und NRAS mRNA zu finden, wobei es nur in der MYC, Y3, IGF2 und MURF3
RNA haufiger vorkommt als erwartet. Dabei ist anzumerken, dass sich dieses Motiv innerhalb
der MYC-CRD in unmittelbarer Nahe zweier seltener Kodone (CGA- 4 nt -AC G/s AC- 9 nt -
CGC) befindet und ein weiteres AC ¢/, AC-Motiv mit zwei seltenen Kodonen Uberlappt (CGA,
CGA). Anhand dieses Befundes kdnnte man vermuten, dass IGF2BP2, dhnlich wie IGF2BP1,
durch die Bindung Ribosomen-freier Regionen schitzend auf die MYC mRNA wirkt. Ein
ahnlicher Mechanismus wird fir die Bindung der NRAS mRNA postuliert, bei der IGF2BP2
durch die Assoziation mit dem 3’-UTR der NRAS mRNA (3631 nt) vor microRNA gerichtetem
Abbau schiitzt (Li et al., 2013). Im 3’-UTR dieser mRNA befinden sich zum Beispiel neun let-7
complementary sites [(LCS), (Johnson et al., 2005)] und in vier davon sind SELEX-Motive
lokalisiert. In der zweiten LCS, die einen Bereich von 26 Nukleotiden umfasst, ist das AU */sC
G/, vertreten. Die vierte LCS (28 nt) tragt das /g AU /g A-Motiv und die sechste (24 nt) und
achte (30 nt) LCS enthalt jeweils das Motiv AAU Y/, C. Die Bindung von IGF2BP2 an diese
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blockieren und damit vor Abbau schitzen.

Ziel- cis-Element [nt] Refe- SELEX-Motive (erwartete; tatsachliche Abundanz)

mRNA renz | uuccc | AU*/.CS/, | AAUY/c | /.AUS/A | AURcG | ACS/.AC
MYC CRD [250 nt] 1 1,0; 1 0,5; 2
ACTB 3"-UTR [100 nt] 1 0,4; 1

Y3 [102 nt] 2 0,4; 1 0,2; 2%
H19 3’-Bereich [585nt] | 3,4 0,6;1 2,3;5 1,1;1
IGF2 5-UTR [752 nt] 5 0,7; 4% | 29,1 1,5; 1 1,5; 2
LIMS2 | 3°-UTR [629 nt] 6 0,6; 1 1,2; 1
MURF3 | 5°-UTR [700 nt] 6 2,7;2 1,4; 1 1,4; 6
NRAS 3"-UTR [3631nt] 7 3,56 14,2; 6 7,1; 20 14,2;13 | 7,1;1 7,1; 2

Abb. 3.25: Die Abundanz der SELEX-Motive in einigen bekannten Ziel-RNAs von IGF2BP2. Die Position und
GroRe des durch IGF2BP2 gebundenen cis-Elementes sowie die Literatur-Referenz [1.) Wachter und Kéhn et al.,
2013; 2.) Kéhn et al., 2010; 3.) Runge et al., 2000; 4.) Boudoukha et al., 2010; 5.) J. Nielsen et al., 1999; 6.)
Boudoukha et al., 2010; 7.) Li et al., 2013] wurden aufgelistet. Zur Ermittlung der erwarteten Abundanz wurde
eine Gleichverteilung jedes einzelnen Nukleotids angenommen und die Wahrscheinlichkeit errechnet, mit der
die SELEX-Motive im jeweiligen cis-Element auftreten. Motive, die haufiger als erwartet vorkamen (tatsachliche
Abundanz > erwartete Abundanz), sind grau markiert. Bei einem Anreicherungsfaktor (tatsachliche/erwartete
Abundanz) 2 5 erfolgte die Hervorhebung durch (a)

Zusammenfassend kann man festhalten, dass sich die Motive UUCCC und AC G/A AC
als die wahrscheinlichsten Bindemotive fir IGF2BP2 herausgestellt haben, da diese in den
meisten bekannten cis-Elementen der IGF2BP2 Ziel-RNAs haufiger vertreten sind als

erwartet.
3.2.7 Konsensusmotive in Ziel-RNAs von IGF2BP3

Die Abundanz der putativen IGF2BP3-Motive in einigen bekannten Ziel-RNAs, ist in
Abb. 3.26 dargestellt (Sequenz-Bereiche, siehe Anhang 7.3.3). Das Motiv U Y/s CA ist in der
Y3 und H19 RNA sowie im 5 -UTR der IGF2 mRNA, dem 3’-UTR der HMGA2 mRNA, dem 3'-
UTR der CCND1 mRNA und dem 3°-UTR der CCNG1 mRNA lokalisiert. Dabei ist eine
Anreicherung dieses Motives in Y3, H19, HMGA2 und CCND1 zu verzeichnen. Das UCCC-
Motiv tritt in allen untersuchten cis-Elementen der IGF2BP3 Ziel-mRNAs auf (siehe Abb.
3.26), mit Ausnahme des ACTB zipcodes. Wobei dieses Motiv sowohl in der Y3 und H19 RNA
als auch in der IGF2 und CCNG1 mRNA haufiger auftrat als erwartet. Des Weiteren ist
anzumerken, dass sich dieses Motiv innerhalb der MYC-CRD, sieben Nukleotide von einem
seltenen Kodon befindet und direkt mit einem seltenen Kodon Uberlappt (CGU- 7 nt- UCCC-

G). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass auch IGF2BP3 durch die Bindung Ribosomen-
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freier Regionen schiitzend auf die MYC mRNA wirkt.

Dagegen wurde das AUACG Motiv lediglich im 3’-UTR der HMGA2 mRNA gefunden, wobei
eine Anreicherung festgestellt wurde. Das GUG */c Y/a-Motiv ist nur in der Y3 RNA, der IGF2
mRNA, der HMGA2 mRNA und der CCNG1 mRNA vertreten, jedoch in Y3 und HMGA2
angereichert. In der Y3 und H19 RNA sowie der IGF2, HMGA2 und CCNG1 mRNA konnte das
UCCC A/U Motiv identifiziert werden, welches zudem in allen genannten RNAs angereichert

ist (Abb. 3.26).

Ziel- cis-Element [nt] Referenz SELEX-Motive (erwartete; tatsachliche Abundanz)
mRNA uY/<CA | uccc AUACG | GUG"/"/, | ucec?/,
MYC CRD [250 nt] 1 1,0; 1
ACTB 3'-UTR [100 nt] 1
Y3 [102 nt] 2 082 |041 0,4; 1 0,2; 1%
H19 3'-Bereich [173nt] | 3,4 1,4;3 | 0,7;4% 0,3; 2%
IGF2 5°-UTR [752 nt] 5 59;3 | 2,9 20% 2,9;3 1,5; 6
HMGA2 | (1)3-UTR[265nt] | 4 2,1;7 | 10;1 03;1 |1,0;2

(2)3-UTR[296 nt] | 4 2,3;2 |1,2;1 1,2;2 0,6;1
CCND1 3°-UTR [293 nt] 6 2,3;5 |1,1;1
CCNG1 | 3°-UTR[305 nt] 6 2,4;2 | 1,2;2 1,2;1 0,6; 2

Abb. 3.26: Die Abundanz der SELEX-Motive in einigen bekannten Ziel-RNAs von IGF2BP3. Die Position und
GroRe des durch IGF2BP3 gebundenen cis-Elementes sowie die Literatur-Referenz [1.) Wachter und Kéhn et al.,
2013; 2.) Kéhn et al., 2010; 3.) Liao et al., 2005; 4.) Jonson et al., 2014; 5.) J. Nielsen et al., 1999; 6.) Rivera
Vargas et al., 2014] wurden aufgelistet. Zur Ermittlung der erwarteten Abundanz wurde eine Gleichverteilung
jedes einzelnen Nukleotids angenommen und die Wahrscheinlichkeit errechnet, mit der die SELEX-Motive im
jeweiligen cis-Element auftreten. Motive, die haufiger als erwartet vorkamen (tatsidchliche Abundanz >
erwartete Abundanz), sind grau markiert. Bei einem Anreicherungsfaktor (tatsdchliche/erwartete Abundanz) >
5 erfolgte die Hervorhebung durch b

Schlussfolgernd kann man sagen, dass sich die Motive UCCC und UCCC */y als die
wahrscheinlichsten Bindemotive fiir IGF2BP3 herausgestellt haben, da diese in den meisten

bekannten cis-Elementen der IGF2BP3 Ziel-RNAs haufiger vertreten sind als erwartet.

Anhand dieser Daten kann man zusammenfassend sagen, dass fir die IGF2BP
Paralogen unterschiedliche RNA-Bindemotive gefunden werden konnten, jedoch auch einige
Gemeinsamkeiten in Bezug auf die Bindungsspezifitat festgestellt wurden. Betrachtet man
zum Beispiel die N20-Aptamere, so wurden fir alle IGF2BPs sehr pyrimidinhaltige Motive
selektiert, besonders fiir IGF2BP2 und IGF2BP3. Dass die IGF2BPs sehr &hnliche
Bindungspraferenzen aufweisen, wurde ebenfalls von Hafner und Kollegen gezeigt (Hafner

et al.,, 2010).
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3.2.8 Die Identifikation eines SELEX-Konsensusmotivs fiir alle IGF2BPs

Um ein mogliches Konsensus-Bindemotiv fiir alle IGF2BP Paralogen zu ermitteln,

wurden alle durch den SELEX-Prozess erhaltenen Aptamere miteinander verglichen. Im
Ergebnis wurde das AU */y C-Motiv in 68 % der selektierten RNAs identifiziert (Abb. 3.27).
Das eingangs erwdhnte Konsensus-Motiv der IGF2BPs (CAU U/C/A), welches mittels PAR-CLIP
erhalten wurde, ist lediglich in 55 % der selektierten Aptamere zu finden (Hafner et al.,
2010). Dagegen ist das durch Chao und Kollegen identifizierte ZBP1-Bindemotiv, das sich aus
5’- (CGGAC) und 3’-Erkennungselement (/4 CA Y/c) zusammensetzt, nicht vertreten (Chao et
al., 2010; Patel et al., 2012).
Damit kommt das SELEX-Motiv verglichen mit dem PAR-CLIP-Motiv wesentlich haufiger in
den selektierten IGF2BP-Aptameren vor, obwohl die Auftrittswahrscheinlichkeit des SELEX-
Motivs im Vergleich zum PAR-CLIP-Motiv geringer ist. So wiirde man das SELEX-Motiv nur
einmal in 128 Nukleotiden erwarten, wahrend das PAR-CLIP-Motiv einmal in 85 Nukleotiden
auftreten misste. Des Weiteren kommt das SELEX-Motiv in einem Viertel der Aptamere
jeweils zweimal vor, wobei der Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden Motiven 0-23
Nukleotide betragt. Auch das PAR-CLIP-Motiv ist in einem Finftel der Aptamere jeweils
zweimal in einem Abstand von 0-18 Nukleotiden vertreten. Der von Chao et al. ermittelte
Abstand zwischen zwei Erkennungsmotiven betragt libereinstimmend dazu 10-25 Nukleotide
(Chao et al., 2010; Patel et al., 2012). Die Untersuchung der Abundanz beider Motive in den
Ziel-RNAs der IGF2BPs ergab jedoch keine Anreicherung (Abb. 3.27).

Motive Referenz in SELEX- Abstand zw. | erwartete; tatsachliche
Aptameren 2 Motiven Abundanz in Ziel-RNAs
(Anreicherungsfaktor)
SELEX: AU %/, C vorliegende Arbeit | 68 % 0-23 nt 86; 83 (1,0)

PAR-CLIP: CAU U/C/A Hafner et al., 2010 55% 0-18 nt 129; 135 (1,1)

Abb. 3.27: Vergleichende Analyse des SELEX- und PAR-CLIP-Motivs. Dazu wurde der prozentuale Anteil des
jeweiligen Motivs in den SELEX-Aptameren, der Abstand zwischen 2 Motiven sowie die erwartete und
tatsachliche Abundanz in den bekannten cis-Elementen der IGF2BP Ziel-RNAs bestimmt (zur Ermittlung der
erwarteten Abundanz wurde eine Gleichverteilung jedes einzelnen Nukleotids angenommen und die
Wabhrscheinlichkeit errechnet, mit der die Motive in allen bekannten cis-Elementen der IGF2BP Ziel-RNAs
auftreten). Uberdies wurde der Anreicherungsfaktor (tatsdchliche/erwartete Abundanz) beider Motive
ermittelt.
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Anhand dieser SELEX-Studien konnte gezeigt werden, dass alle drei IGF2BP Paralogen
ihre Praferenz fiir Pyrimidine, im speziellen Cytidine, innerhalb der RNA-Bindemotive teilen
(siehe 3.2.4.). Zudem konnte durch diesen SELEX-Prozess das AU */y C-Motiv fiir alle drei
Paralogen identifiziert werden. Zum groBten Teil jedoch unterscheiden sich die
identifizierten Konsensusmotive der |IGF2BPs voneinander. Es bleibt allerdings
herauszufinden, ob KH-Domanen-spezifische Motive fiir die einzelnen IGF2BPs selektiert

werden konnten.

3.3 Zusammensetzung der IGF2BP-mRNPs

Die bisher prasentierten Ergebnisse geben einen Einblick in den molekularen
Mechanismus der RNA-Bindung der IGF2BP Paralogen sowie in die Zusammensetzung
moglicher Bindemotive. Im nachsten Schritt stellt sich die Frage, wie sich die funktionelle
Einheit der IGF2BPs, der mRNP, zusammensetzen konnte. Das Verstiandnis Uber das
Zusammenwirken der IGF2BPs mit anderen Proteinliganden konnte schlieBlich weitere
Erkenntnisse zur posttranskriptionellen Genregulation liefern. Es existieren bisher einige
Forschungsansdtze zur Zusammensetzung IGF2BP enthaltener mRNPs. Pionierarbeit auf
diesem Gebiet leistete Jonson et al. im Jahre 2007. Diese Arbeitsgruppe identifizierte etwa
100-300 nm groRe Partikel, welche Exon-Junction-Komplex (EJC) Komponenten (UPF3B,
Aly/REF, Y14, elF4A3), heterogene nukledre mRNPs (HNRNPA1, A2/B1, D, L, Q, R, U), YB1,
NFAR2 und 3, Nukleolin, RNA Helikase A, CBP80, RPS6, PABPs (PABP1, 2 und 4) und
ribosomale Proteine der 40S-Untereinheit enthalten.

In weiterfihrenden Analysen unserer Arbeitsgruppe konnten zudem die RNA-
abhangigen ZBP1-Liganden PTBP2, HNRNPE2, HUR, STAU1, STAU2 und DDX3X identifiziert
werden. Aullerdem wurde anhand von knockdown-Analysen gezeigt, dass die Proteine
HNRNPU, HNRNPQ, RHA und YBX1 im Komplex mit IGF2BP1 die MYC mRNA (ber die CRD
stabilisieren (Weidensdorfer et al., 2009).

Um ein vollstandiges Bild von moglichen ZBP1-Interaktoren zu erhalten wurden
zunachst massenspektrometrische-Analysen (MS-Analysen) von zwei unterschiedlichen
Zelllinien vorgenommen (in Kooperation mit Dr. M. Kriiger, MPI Bad Nauheim). Dazu wurde
zum einen Flag-markiertes ZBP1 in HEK293 Zellen und zum anderen GFP-markiertes ZBP1 in
U20S Zellen stabil Gberexprimiert, aus zytoplasmatischem Zellextrakt immunoprazipitiert

und im SDS-Gel aufgetrennt (Abb. 3.28 A und B). Fur die MS-Analysen wurden die
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vollstandigen Gel-Spuren der jeweiligen ZBP1-IPs sowie der Kontroll-IPs (naive Zellen)
fragmentiert und untersucht. Ein Teil der Ergebnisse ist tabellarisch in Abbildung 3.28 C
dargestellt. Dabei wurden die erhaltenen mit den bereits bekannten Daten (Jonson et al.,
2007; Weidensdorfer et al., 2009) verglichen und Interaktoren hervorgehoben, die im

Folgenden naher untersucht worden sind.

A B M K
18
17
16
15
14
13
12
11
10 28
lo b7
8 6
7
ey 6
5
4
3
2
——
C
HEK293 u20s
Peptide Intensitat Peptide Intensitat
Name des Gens |Ref.Sequenz |K |IP [K IP K |IP |K IP

MOV10 NP_001123551 |1 |17 |0O,0E+00 |6,5E+05 |0 |47 |0,00E+00 |3,33E+06
HNRNPM;HNRPM | NP_005959 11 |38 |3,00E+05 |5,87E+06
EIF3A;EIF3510 * NP_003741 1 |27 |0,0E+00 |1,3E+07 (1 |61 |O0,00E+00 |2,54E+06
PTBP1;PTB NP_114368 0 |7 |O0E+00 |5,1E+05 |7 |20 |9,23E+04 |1,99E+06
MATR3 NP_061322 0O |8 |O0E+00 |1,7E+05 |8 |36 |2,88E+05 |2,75E+06
ELAVL1;HUR NP_001410 0 |3 |O0E+00 |8,7E+04 |3 |11 |1,36E+04 |8,37E+04
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HNRNPA3 NP_919223 0 5 0,0E+00 |2,1E+05 |2 17 |1,26E+04 |2,28E+05
SSB;La protein NP_003133 0 8 0,0E+00 |1,2E+06 |1 14 | 0,00E+00 |8,82E+04
HNRNPE2;PCBP2 | NP_114366 0 3 0,0E+00 |6,9E+04
UPF1 * NP_002902 3 57 |1,57E+05 |4,31E+06
WIBG;PYM * NP_001137325 |0 3 0,0E+00 |4,1E+03

EIF4A3;DDX48 * NP_055555 0,0E+00 |2,1E+04
PABPC1;PABP1 * | NP_002559 1 |14 |0,0E+00 |1,3E+06
THOC4;ALY;BEF * | NP_005773
NXF1,TAP * NP_006353
RNPS1 * NP_006702
ACIN1;ACINUS * NP_055792
ROD1;PTBP3 * NP_005147

o
N

[EEY
(O}
w
s

3,90E+05 |1,14E+07
8 1,29E+04 | 4,41E+04
2 |0,00E+00 |2,91E+03
4 |0,00E+00 |7,87E+03
8
9

0,00E+00 |3,23E+04

0,00E+00 |2,21E+04

3

0

1

1

1
LRPPRC;LRP130 NP_573566 2 |14 |1,6E+05 |7,2E+05 [0 |69 |O0,00E+00 |1,48E+06
HNRNPD;AUF1 NP_112738 1 |2 |O00E+00 |1,3E+05 (1 |14 |0,00E+00 |4,08E+05
HNRNPAB;ABBP1 | NP_112556 1 |7 |O00E+00 |4,8E+05 |1 |12 |0O,00E+00 |6,96E+04
HNRNPK;HNRPK NP_002131 1 |11 |0,0E+00 |2,7E+06 |7 |21 |1,29E+05 |1,39E+06
CSDA;DBPA NP_003642 1 |3 |O0,0E+00 |1,4E+05 |1 |15 |0O,00E+00 |2,15E+05
QKI;HKQ NP_996735 0O (8 |0,00E+00 |1,01E+04
STAU1 NP_059347 0O |3 |O00E+00 |9,3E+04 |2 |26 |0,00E+00 |5,60E+05
STAU2 NP_055208 0 |20 |0,00E+00 |8,09E+05
DDX3X;DDX3 NP_001347 1 |3 |O0E+00 |2,5E+04 |0 |8 |0,00E+00 |4,34E+04
PABPC4 NP_001129125 |1 |9 |O,0E+00 |3,6E+05 |7 |34 |1,66E+04 |2,18E+06
HNRNPL;HNRPL NP_001524 0O |5 |O00E+00 |[2,9E+05 |0 |19 |0,00E+00 |3,57E+06
HNRNPA1 NP_112420 4 |12 |4,6E+05 |1,8E+06 |1 |19 |0,00E+00 |3,45E+05
ILF2;NF45 NP_004506 7 |19 |6,51E+04 |5,50E+05

0

NCBP1,CBP80 * NP_002477 0 |9 |0,0E+00 |6,7E+05 17 |0,00E+00 |2,10E+05

Abb. 3.28: Identifikation von ZBP1 assoziierten Proteinen. (A, B) Kolloidal Coomassie Brillantblau-geféarbte
SDS-PAGE von Proteinen, die aus (A) HEK293 Zellen, die Flag-ZBP1 stabil exprimieren, mittels anti-Flag Agarose
und aus (B) U20S Zellen, die GFP-ZBP1 stabil exprimieren, mittels anti-GFP Agarose koprazipitiert wurden (IP).
Als Kontrolle (K) dienten jeweils naive HEK293 und U20S Zellen. MS-analysierte Bereiche sind durch rote
Kasten angezeigt. (C) Spezifisch angereicherte Proteine der Flag-ZBP1-IP aus HEK293 Zellen und der GFP-ZBP1-
IP aus U20S Zellen (Bedingungen: identifizierte Peptide IP > K; Peak-Intensitdt IP > K; Peptide in IP > 2;
Intensitat in IP > 1E+03). Fir jedes Protein wurden der Name des Gens, die Referenzsequenz, die Zahl
identifizierter Peptide sowie die Peak-Intensitdit angegeben. N&her untersuchte Proteine sind dick
hervorgehoben, 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.

Diese MS-Analysen liefern dariiber hinaus weitere, wertvolle Informationen zu
neuen, moglichen ZBP1-Liganden und somit neuen funktionellen Zusammenhangen (siehe
Anhang 7.4., Tab. 1 und 2). So konnten eine Reihe von RNA-bindenden Proteinen wie das
Zink-Finger Protein ZFR, Ossa (oxidative stress-associated Src activator), LARP1, HNRNPUL1
und 2, HNRNPC, HNRNPL, FMRP, NOVA2, PUM1 und 2 und SERBP1, Splei3-Faktoren wie
U2AF2, PUF60, PRPF31, HNRNPH3, SFRS14, SRm300, SRSF1, dessen Kinase SRPK1, zahlreiche
DEAD/H box Helikasen sowie zytoskelettale Proteine wie CKAPS5, IQGAP1, MYO1C, FLNC,
TUBA3C identifiziert werden. Zudem waren unter den am starksten in den ZBP1-IPs
angereicherten Proteinen, viele Komponenten von RISC-Komplexen (RNA-induced silencing

complex) und von RISC-assoziierten Funktionen, wie SND1, AGO2, GEMIN4, CKAP4, PUM1
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und 2, DDX30, DDX36, DDX47 und DDX18. Dieser Befund (iberrascht wenig, da bereits im
Jahr 2007 von Hock et al. eine RNA-abhangige Interaktion zwischen AGO1, AGO2 und ZBP1
sowie IGF2BP3 gezeigt werden konnte (Hock et al., 2007). Ebenso ist das Protein CNOT1, ein
kiirzlich identifizierter IGF2BP1 Interaktor, welcher den Abbau der bereits erwahnten HULC
RNA vermittelt (Himmerle et al., 2013), stark in den MS-Analysen angereichert (siehe
Anhang 7.4., Tab. 2).

Ein interessanter, putativer Proteinligand von ZBP1 ist zum Beispiel das RNA-bindende
Protein FAM120A/Ossa (oxidative stress-associated Src activator; siehe Anhang 7.4, Tab. 1
und 2), welcher Krebszellen vor Apoptose schiitzt, indem er Src Kinasen aktiviert (Tanaka et
al., 2009). Dieser durch oxidativen Stress induzierte antiapoptotische Signalweg tragt dazu
bei, dass Tumorzellen gegentber klinischer Behandlung resistent werden. Es ist bekannt,
dass die RNA-Bindungsaktivitdit von RBPs durch Phosphorylierung reguliert werden kann
(Ostareck-Lederer et al., 2002; Hittelmaier et al., 2005; Git et al., 2009). Fiir ZBP1 konnte
eine durch Src Kinase vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung nachgewiesen werden, welche
die zeitliche und raumliche Freigabe der ACTB RNA moduliert (Hittelmaier et al., 2005).
Unter diesem Aspekt kdnnte man prifen, ob Ossa mit ZBP1 interagiert und gegebenenfalls
dessen Phosphorylierung beeinflusst. Die Feststellung, dass der C-Terminus des Proteins
Ossa in der Lage ist die IGF2 mRNA zu binden und die extrazellulare Sekretion von IGF2
fordert (Tanaka et al., 2009), spricht ebenfalls dafiir eine mogliche Interaktion zwischen ZBP1
und Ossa zu untersuchen. Zudem ware interessant herauszufinden, ob IGF2BP2 mit Ossa
interagiert und unter diesem Aspekt ein Zusammenhang zur IGF2-Sekretion besteht. Ein
weiterer putativer ZBP1-Proteinligand ist ZFR (Zinc-finger protein associated with RNA;
Anhang 7.4, Tab. 1 und 2). Fir dieses Protein konnte bereits die Interaktion zu NF45
nachgewiesen werden (Wolkowicz und Cook, 2012), wobei NF45 als ZBP1-Ligand bekannt ist
(Weidensdorfer et al., 2009). Zudem zeigten jlingste Studien in C. elegans, dass ZFR zur
Fihrung von Axonen beitrdgt (Kjaergaard et al., 2015). Die Analyse dieser und weiterer
putativer ZBP1-Interaktoren, kdnnte schlieRlich Ausgangspunkt neuer Forschungsprojekte

zur Aufklarung funktioneller Zusammenhange sein.
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3.3.1 IGF2BP1 ist eine Komponente von Pionier-mRNPs

Zwischen einem neu synthetisierten Transkript und einer reifen mRNA fir die
Proteinsynthese liegen zahlreiche Prozessierungsschritte (Moore und Proudfoot, 2009). Die
5’-Enden dieser Transkripte besitzen eine 5'—m7Gppp—Kappen—Struktur, welche zunachst mit
dem cap-binding Protein (CBP) Heterodimer CBP80-CBP20 assoziiert (Ishigaki et al., 2001).
CBP80 und CBP20 bilden zusammen mit den Proteinen der exon-junction Komplexe (EJCs)
sogenannte Pionier-mRNPs (Lejeune et al.,, 2002), in denen die mRNA das erste Mal
translatiert wird. Dieser Mechanismus sichert die Qualitat der Genexpression, da mRNAs mit
vorzeitigem Stopp-Kodon (premature termination codon-PTC) identifiziert und eliminiert
werden konnen. Dieser translationsabhangige Prozess wird als nonsense-mediated mRNA
decay (NMD) bezeichnet, an dem die UPF-Proteine (nonsense-mediated mRNA decay factor,
up-frameshift 1-3) maBgeblich beteiligt sind (Sun et al., 1998; Lykke-Anderson et al., 2000).
Dieser findet statt, wenn das Ribosom wahrend der ersten Translationrunde ein Stopp-
Kodon erreicht, welches etwa 50-55 Nukleotide strangaufwarts einer EJC-tragenden Exon-
Exon Grenze liegt. Studien haben gezeigt, dass CBP80 direkt mit UPF1 interagiert (Hosoda et
al., 2005) und den NMD in zweierlei Hinsicht fordert (Hwang et al., 2010). Zum einen ist
diese Interaktion fiir die Bildung des SURF-Komplexes an einem PTC essentiell, welcher aus
SMG1 (UPF1 phosphoinositide 3-kinase (PIK)-related protein), UPF1, eRF1 und eRF3
(eukaryotic release factors) besteht (Kashima et al., 2006). Zum anderen wird die Assoziation
von SMG1l und UPF1 mit einem EJC gefordert, welche zur SMG1-vermittelten
Phosphorylierung von UPF1 fiihrt. Phosphoryliertes UPF1 ist schlielRlich in der Lage liber die
Bindung von elF3, einer Komponente des 43S Prdinitiations-Komplexes, die Translation zu
reprimieren. Zudem fordert modifiziertes UPF1 die Rekrutierung der mRNA Abbau-
Maschinerie (Isken et al., 2008).

Die Anwesenheit von CBP80 und EJC-Komponenten in IGF2BP1 enthaltenen mRNPs
(Jonson et al., 2007), lasst vermuten, dass IGF2BP1 mit Transkripten assoziiert, welche die
Pionier-Translationsrunde nicht durchlaufen haben (Sato et al., 2009). Um dieser Frage
nachzugehen wurden zunachst die durchgefihrten massenspektrometrischen Analysen auf
das Vorhandensein von Komponenten des Pionier-mRNPs gepriift. Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen aus Jonson et al., 2007 sind die Proteine CBP80, elF4A3, REF/ALY und RPS6
zu finden, zusatzlich sind die Proteine TAP, ACINUS, RNPS1, PYM und UPF1 in den ZBP1
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Immunoprazipitationen angereichert (Abb. 3.28 C *, Abb. 3.29). Die Proteine elF3A und
PABPC1, welche sowohl Teil von Pionier-mRNPs als auch von Translationskomplexen sind,
konnten ebenfalls durch die MS-Analysen identifiziert werden (Abb. 3.28 C *). Zudem ist das
RNA-bindende Protein ROD1 (PTBP3), ein UPF1-Interaktor, welcher NMD-Substrate
destabilisiert, in der ZBP1 Immunoprazipitation von U20S Zellen angereichert (Brazao et al.,

2012).

() EJC-Kernkomponenten

direkte Bindung;
wichtig fir NMD

332 mogliche Bindung

A am NMD beteiligt

Abb. 3.29: Schematische Darstellung von Komponenten des Pionier-mRNPs (modifiziert nach Chang et al.,
2007). Die Proteine elF4A3, MAGOH, MLN51 und Y14 bilden den RNA-bindenden EJC-Hauptkomplex und
interagieren mit anderen EJC-Faktoren und Proteinen, die am NMD beteiligt sind (gekennzeichnet durch
schwarzes Dreieck). ZBP1 assoziierte Proteine, die mittels MS-Analysen identifiziert werden konnten sind in
blau dargestellt.

In einem weiteren Experiment wurde ZBP1 aus HEK293 Zellen, die Flag-ZBP1 stabil
exprimieren, immunoprazipitiert und die koprazipitierten Proteine mittels Westernblot
analysiert (Abb. 3.30 A). Sowohl das bereits durch die MS-Analysen identifizierte NMD-
Protein UPF1 als auch dessen Interaktor elF3A konnte in Lysaten prazipitiert werden, die
nicht mit RNase behandelt wurden. EIF3A bildet mit 12 weiteren Untereinheiten den
Translationsinitiationsfaktors elF3, welcher die Assemblierung des Prainitiationskomplexes
fordert und essentiell fir den NMD-Prozess ist (Sonenberg und Hinnebusch 2009; Morris et
al., 2007). Die Helikase elF4A, welche in EJCs zu finden ist, konnten dagegen nicht prazipitiert
werden. Das Protein PYM, welches zum einen mit den EJC-Komponenten Y14-Magoh, und
zum anderen mit der 40S ribosomalen Untereinheit interagiert und damit die Translation
wahrend der Pionierrunde fordert (Diem et al.,, 2007), konnte ebenfalls nicht prazipitiert

werden. Jedoch bestatigt die RNA-abhdngige Interaktion von ZBP1 mit den NMD-
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Komponenten UPF1 und elF3A das Vorhandensein von ZBP1 in Pionier-mRNPs. Zudem legt
dieses Ergebnis nahe, dass ZBP1 auch mit Transkripten assoziiert, die gerade die erste
Translationsrunde durchlaufen. Jedoch sind weitere Untersuchungen noétig, um diese
Hypothese abschlieRend zu belegen.

Der Ubergang von der Pionier-Translationsrunde zur steady-state Translation ist
gekennzeichnet durch eine Remodellierung des mRNPs, bei der die EJCs entfernt werden
und CBP20-CBP80 an der 5'-Kappe der mRNA durch elF4E ersetzt wird (Gehring et al., 2009;
Isken und Maquat 2008). Da den IGF2BP1 enthaltenen mRNPs Translationsinitiations-
Faktoren (elF4E und G, elF2a) und ribosomale Proteine der 60S Untereinheit fehlen, wird
postuliert, dass IGF2BP1 nicht in steady-state Translationskomplexen zu finden ist (Jonson et
al., 2007). Um diese Hypthese zu prifen, wurde zunachst ein m7GTP—cap-sepharose—
pulldown durchgefiihrt. Das Prinzip dieses pulldowns besteht darin, dass mit einer 7-Methyl-
Guanosin-5’-Triphosphat Sepharose-Matrix, Proteine prazipitiert werden kénnen, welche an
die 5'-Kappen-Struktur der mRNA binden und somit die Translation initiieren. Der elF4F
Protein Komplex assoziiert mit dieser 5 -Kappen-Struktur der mRNA (Lamphear et al., 1995).
Dieser Komplex besteht aus elF4E, welcher die Kappen-Struktur bindet, der Helikase elF4A
und elF4G, ein Gerlst-Protein, das mit elF4E, elF4A, elF3 und PABP (poly(A)-binding protein)
interagiert. Diese Translationsinitiationsfaktoren bilden zusammen mit der kleinen
ribosomalen Untereinheit den 43S Préinitiationskomplex (Pestova et al., 2001; Preiss und
Hentze, 2003).

Das Ergebnis des m’GTP-cap-sepharose-pulldowns von HEK293 Zelllysaten ist in der
Westernanalyse in Abb. 3.30 B dargestellt. Der Translationsinitiationsfaktor elF4E, welcher
mit der 5°-Kappen-Struktur assoziiert, und dessen Interaktor elF4G konnten prazipitiert
werden. Zu einem geringen Teil konnte aulerdem elF3A in der pulldown-Fraktion
nachgewiesen werden. Dagegen konnten die Proteine PABP und IGF2BP1 nicht prazipitiert
werden. Was darauf schlieflen lasst, dass IGF2BP1 weder mit der Kappen-Struktur noch mit
cap-bindenden Proteinen interagiert. Fiir die Interaktion zwischen PABP und elF4G wird
vermutet, dass es sich um eine schwache Assoziation handelt, welche aufgrund des
Reinigungsvorgangs verloren gehen kann (Imataka et al., 1998). Tubulin diente bei diesem

Experiment als Negativkontrolle und wurde ebenfalls nicht prazipitiert.
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Abb. 3.30: IGF2BP1 ist eine Komponente von Pionier-mRNPs. (A) Immunoprazipitation von ZBP1 (1) aus
HEK293 Zellen, die Flag-ZBP1 stabil exprimieren. Auftrennung der Proteine des Inputs (1), der Uberstinde nach
der IP (US) und der Immunoprézipitation (IP) im SDS-Polyacrylamidgel und anschlieRende Analyse mittels
Westernblot mit den entsprechenden Antikérpern (rechts). Als Kontrolle (K) wurde die Immunoprazipitation
mit bead-Material ohne Antikdrper durchgefiihrt. (B) m’GTP-cap-sepharose-pulldown von HEK293 Zelllysaten.
Gebundende Proteine wurden eluiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit den angezeigten
Antikoérpern analysiert. Als Kontrolle (K) wurde der pulldown mit unmarkierter Sepharose durchgefiihrt.

Anhand der Studien von Jonson et al. und der vorliegenden Arbeit kann man
schlussfolgern, dass ZBP1 bereits in Pionier-mRNPs vorhanden ist und auch mit Transkripten
assoziiert, welche gerade die erste Translationsrunde durchlaufen. Diese Vermutung wird
zudem durch den Befund gestitzt, dass in den durchgefiihrten MS-Analysen sowohl
ribosomale Proteine der 60S als auch der 40S Untereinheit identifiziert wurden (siehe
Anhang 7.4., Tab. 3). In den Studien von Jonson et al. dagegen wurden bis auf RPLPO lediglich

ribosomale Proteine der 40S Untereinheit identifiziert.
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3.3.2 Sedimentation von IGF2BP1 im 5-20 % Saccharose Gradienten

Es ist bereits durch Arbeiten von Nielsen et al. bekannt, dass endogenes IGF2BP1 im
20-47% Saccharose Gradient im Bereich von 40S bis 150S sedimentiert und nicht mit
Polysomen assoziiert ist (J. Nielsen et al., 1999). Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, dass die
RNAs in IGF2BP1 enthaltenen mRNPs sich nicht in der steady-state Translation befinden. Um
die nicht-translatierten mRNPs besser auflésen zu konnen, wurde mit einem 5-20 %
Saccharose Gradienten gearbeitet, dessen Absorptionsprofil in Abb. 3.31 A dargestellt ist.
Die Westernanalyse der einzelnen Gradienten-Fraktionen (Abb. 3.31 B) zeigt, dass IGF2BP1
hauptsachlich in den Fraktionen 5, 6 und 7 zu finden ist und teilweise mit dem ribosomalen
Protein S6 (RPS6), eine Komponente der 40S Untereinheit, jedoch nicht mit dem
ribosomalen Protein L4, eine Komponente der 60S Untereinheit  kosedimentiert.
Ubereinstimmend dazu ist eine teilweise Kosedimentation von IGF2BP1 mit der 18S rRNA,
die Bestandteil der 40S Untereinheit ist. Dagegen sind die 28S und 5,8S rRNA, welche der
60S Untereinheit zuzuordnen sind, nicht in den IGF2BP1-Fraktionen vertreten (Abb. 3.31 C).
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den identifizierten ribosomalen Proteinen der 60S
Untereinheit durch die MS-Analysen (siehe Anhang 7.4., Tab. 3). Um genaue Aussagen
dariiber treffen zu kénnen, misste daher durch Immunoprazipitation die mogliche
Interaktion zwischen IGF2BP1 und Proteinen der 60S Untereinheit validiert werden.

Um zu priifen, wo relevante Ziel-RNAs von IGF2BP1 sedimentieren, wurde die RNA
aus jeder Fraktion mittels gRT-PCR vermessen. Das Ergebnis in Abb. 3.31 D zeigt, dass sich
zwei RNP-Fraktionen voneinander abgrenzen. Zum einen kann man leichte RNPs, bestehend
aus den nicht-kodierenden RNAs Y3 und Y5 [(Fraktion 1-3); (Dissertation, M. Kéhn, 2015)]
und zum anderen schwerere mRNPs, in denen sich die ACTB und MYC-mRNA befinden,

beobachten.

81



Ergebnisse

A
=t
(Wal
~J
()]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 _
Saccharose [5-20%, w/v]
B Il 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
IGF2BP1[ - e " S S S S bt S
RPSE [ ° T ——
RPL4 | L -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
285>
185> - = - . .
5,85>
D 70
® = 60
s mY3
L C
%g 40 Y5
o @ 30 T B ACTB
Z %20
% 3 10 B MYC
O_

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 3.31: Sedimentationsverhalten von IGF2BP1 im 5-20 % Saccharose Gradienten. Dazu wurde das
Zellextrakt von HEK293 Zellen auf einen 5-20 % (w/v) Saccharose Gradienten geschichtet und ultrazentrifugiert
(2,5 h). Es folgte die Fraktionierung (1-10) des Gradienten. (A) Das Absorptionsprofil der einzelnen Fraktionen
wurde bei 254 nm gemessen. (B) Die Proteine des Inputs (1) sowie der Fraktionen 1-10 wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Westernblot mit den entsprechenden Antikérpern analysiert (links neben Blot). (C) Die
ribosomalen RNAs wurden in einem Agarose-Gel aufgetrennt (durch die Pfeile links neben Gel angezeigt). (D)
Nachdem die RNA aus den Gradienten-Fraktionen extrahiert wurde, erfolgte die Quantifizierung der
angezeigten RNAs mittels qRT-PCR. Die RNA-Menge in den Gradientenfraktionen wurde mittels AC-Methode
und Normalisierung auf Fraktion 1 bestimmt (Livak und Schmittgen, 2001). Das Diagramm zeigt die Abundanz
der RNAs [%] in den einzelnen Fraktionen von drei unabhangigen Experimenten.

3.3.3 Analyse der IGF2BP1 enthaltenen RNPs

Um die Zusammensetzung der leichten und schweren RNPs genauer zu untersuchen,
wurde ein Lysat aus HEK293 Zellen auf einen 5-20 % (w/v) Saccharose Gradienten

geschichtet, ultrazentrifugiert und zunachst hinsichtlich der Verteilung von IGF2BP Protein-
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Liganden untersucht (Abb. 3.32). Dabei wurde festgestellt, dass die analysierten Proteine
HNRNPU, RHA, YBX1, HNRNPM1-4 (Datar et al., 1993), HUR, NCL und MATR3 ebenfalls in
den Fraktionen des Gradienten sedimentieren, in denen IGF2BP1 zu finden ist. Die Proteine
HNRNPE2 (mehrere Transkriptvarianten), HNRNPA2B1, Ro60 und LA dagegen sedimentieren

ausschlieRlich in den leichten Fraktionen des Gradienten.

YRNP mRNP

i Abb. 3.32: Verteilung von IGF2BP1
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Da das Sedimentationsverhalten noch keine Riickschlisse auf tatsachliche
Interaktionen in gemeinsamen RNPs zuldsst, wurden die Fraktionen 1-3 sowie 5-7 vereint,
endogenes IGF2BP1 mittels spezifischem Antikdrper prazipitiert und koprazipitierte Proteine
im SDS-Gel aufgetrennt und mittels Westernblot analysiert (Abb. 3.33). Die bekannten
IGF2BP1-Liganden HNRNPU, RHA, YBX1 und HUR aber auch zwei neue IGF2BP1-Interaktoren
NCL und MATR3 konnten durch die Immunoprazipitation von IGF2BP1 aus den Fraktionen 5-
7 koprazipitiert werden. Dagegen ist RO60 das einzige Protein, welches aus den Fraktionen
1-3 prazipitiert wurde. Schlussfolgernd kann man feststellen, dass mit Hilfe dieser Methode
zwei IGF2BP1 enthaltene RNPs identifiziert werden konnten, die sich in ihrer
Zusammensetzung deutlich unterscheiden. Zum einen gibt es Komplexe, bestehend aus
nicht kodierenden Y-RNAs, IGF2BP1 und RO60, die fortan als YRNPs bezeichnet werden und
zum anderen wurden mRNP-Komplexe identifiziert, welche die mMRNAs ACTB und MYC sowie

IGF2BP1 und weitere RBPs enthalten.
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Abb. 3.33: Immunoprazipitation von

IGF2BP1 aus den vereinten Fraktionen 1-3

— emmeemp  EEEERD
IGF2BP1 und 5-7 des 5-20 % Saccharose Gradienten
- HNRNPU (sh. Abb. 3.32). Die Proteine der jeweiligen
- Inputs, Kontrollproben, in denen bead-
— e
— p— R --A A Material ohne Antikorper genutzt wurde
— YBX1 sowie der Immunoprazipitation von
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Dennoch gestaltet sich die Immunoprazipitation von endogenem IGF2BP1 als duflerst
ineffizient. Zusatzlich wird diese durch das Vorhandensein der zunehmenden Saccharose-
Konzentration in den tiefer im Gradient liegenden Fraktionen erschwert. Aus diesem Grund
konnten einige Interaktionen zwischen IGF2BP1 und anderen Proteinen nicht nachgewiesen
werden. Um dieses Problem zu umgehen und die Ausbeuten koprazipitierter Proteine zu
steigern wurden in den folgenden Experimenten HEK293 Zellen genutzt, die Flag-markiertes
ZBP1 stabil exprimieren. Zudem wurde die doppelte Menge an Zellmaterial lysiert und im 5-
20 % Saccharose Gradienten aufgetrennt. Die Sedimentation des endogenen versus
exogenen Flag-ZBP1 ist in Abbildung 3.34 A im oberen Teil der Westernanalyse der
Fraktionen 1-10 ersichtlich. Da sich das Sedimentationsverhalten beider Proteine
unterscheidet, wurde zunachst geprift, ob sich das Sedimentationsverhalten anderer
Proteinliganden von IGF2BP1 ebenfalls verdndert. Dabei wurde festgestellt, dass sich die
Proteine MATR3 und HNRNPM hauptsachlich in den leichten YRNP-Fraktionen befinden,
dhnlich wie exogenes Flag-ZBP1. Dagegen sedimentieren beide Proteine in den Fraktionen 3-
5, wenn man die Gradienten-Analyse naiver HEK293 Zellen betrachtet (Abb. 3.32). Alle
anderen untersuchten Proteine werden in ihrem Sedimentationsverhalten nicht durch das
exogene ZBP1 beeinflusst. Das Protein LA wurde in diesen Experimenten nicht untersucht,
aber zusatzlich die bekannten IGF2BP1-Liganden IGF2BP2, IGF2BP3, HNRNPQ, HNRNPR,
HNRNPA3 und PTB. Uberdies wurde die Interaktion zu MOV10 validiert, ein putativer ZBP1-

Ligand, welcher durch die MS-Analysen identifiziert wurde. MOV10 zeigt eine &dhnliche
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Verteilung im Gradient wie endogenes IGF2BP1, 2 und 3, wobei MOV10 und IGF2BP3 auch in
den beiden letzten Fraktionen angereichtert sind. Die einzelnen HNRNPQ Isoformen (Q1-3)
unterscheiden sich in ihrem Sedimentationsverhalten, so ist die kleinste Isoform (Q1)
hauptsachlich in den leichten YRNP-Fraktionen zu finden. Die Verteilung von HNRNPR deutet
auf das Vorhandensein von zwei Komplexen, da das Protein zum einen in den YRNP-
Fraktionen (2, 3) und in den mRNP-Fraktionen (7-9) zu finden ist. Dagegen sedimentieren
PTB und HNRNPA3 ausschlief3lich in den YRNP-Fraktionen.

Die Validierung der Zusammensetzung IGF2BP1 enthaltener RNPs ist in Abbildung
3.34 B dargestellt. Um die Ausbeuten an prazipitierten Liganden zu steigern, wurde sowohl
das endogene IGF2BP1 als auch exogenes Flag-ZBP1 der Fraktionen 1-4 und 5-8
immunoprazipitiert. Wie im vorangegangenen Experiment, konnten auch mit dieser
Methode die Liganden HNRNPU, RHA, YBX1, HUR, MATR3 aus den Fraktionen 5-8 und RO60
aus den Fraktionen 1-4 koprazipitiert werden. Dagegen konnte die Interaktion mit NCL nicht
bestatigt werden. Die Heterooligomerisierung zwischen den IGF2BPs wurde bereits gezeigt
(3.1.6.), jedoch ist nicht bekannt, ob sie mit IGF2BP1 in den YRNP und, oder mRNP-
Fraktionen interagieren. Die hier durchgefiihrten Sedimentationsanalysen gepaart mit den
Immunoprazipitationsanalysen zeigen, dass sowohl IGF2BP2 als auch IGF2BP3 in den mRNP-
Fraktionen mit IGF2BP1 zusammen wirken. Des Weiteren konnten die Liganden HNRNPM,
MOV10, HNRNPQ und HNRNPR validiert werden. Fir die Isoformen von HNRNPM (M1-4),
die aus alternativ gespleiSten Transkriptvarianten resultieren, ist zu sagen, dass alle
Isoformen sowohl aus den Fraktionen 1-4 als auch 5-8 prazipitiert werden konnten. Auch
MOV10 konnte sowohl aus den Fraktionen 1-4 als auch 5-8 koprazipitiert werden. Zudem
konnten mit dieser Methode die Proteine HNRNPQ1-3 als Komponenten von mRNPs
identifiziert werden, wahrend sich in den YRNPs lediglich eine oder zwei Varianten
prazipitieren lieRen, dies kann aufgrund der schlechten Auflosung nicht genau festgestellt
werden. Da HNRNPQ eine starke Homologie zu HNRNPR aufweist, erkennt der hier genutzte
Antikoérper laut Hersteller beide Proteine. Daher kénnte man schlussfolgern, dass ZBP1
zudem mit HNRNPR interagiert. Um dies jedoch eindeutig klaren zu kénnen, misste ein

spezifischer Antikérper gegen HNRNPR zur Validierung verwendet werden.

85



Ergebnisse

A YRNP mRNP B
- YRNP mRNP
G = e e e W IGF2BP1 : )
= [ 1P | I
1 11 2 3 4;|5 6 7 8| 9 10 | K ZBP1 K ZBP1 | K ZBP1 K ZBP1

| ey T Flag-ZBP1 _— -— T e 7BP1l

! R = 5-==—-—ﬂ”’ IGF2BP2 =; - T IGF2BP2

e - S0 e P I e et IGF2EPS e e U croes
b bt = HNRNPU

'z-"-"""‘"""- HNRNPU

PR —— Sy S S R R —— T —— B
._,,.,___,__L____._,..._,»-' YBX1 —— T e e = gy
mﬁ.ﬂﬂﬁﬁt’" HNRNPM1-4 .. : ! - HNRNPM1-4
- e w1 HUR —— e e HUR
v e e (L —— NCL
'~pﬁfﬂ“.’f“f’"“7‘f’*‘;"f",fMATR3 - - S MATR3

B ————— S ¥ [0 AV 1] — " | = - MOV10

SSSTSTTEETNY. N W SR EE.
T nnrneaze1 - I Hinenpa2et
SR ROGO — i B roeo
_HNRNPA3 —— | R HNRNPA3
== PTB L L T

Abb. 3.34: Analyse IGF2BP1 enthaltener mRNPs. (A) Verteilung von endogenem IGF2BP1 und stabil
exprimierten Flag-ZBP1, sowie der Proteine der Flag-ZBP1 exprimierenden Zellen im 5-20 % (w/v) Saccharose
Gradienten. Dazu wurden die Zelllysate (HEK293 Zellen, Flag-ZBP1 exprimierende HEK293 Zellen) auf 5-20 %
Saccharose Gradienten geschichtet und ultrazentrifugiert (2,5 h). Es folgte die Fraktionierung (1-10) beider
Gradienten. Die Proteine des Inputs (l) sowie der Fraktionen 1-10 wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und
mittels Westernblot mit den entsprechenden Antikérpern analysiert. (B) Immunoprézipitation von IGF2BP1 und
Flag-ZBP1 aus den vereinten Fraktionen 1-4 und 5-8 des 5-20 % Saccharose Gradienten mittels einer Mischung
aus spezifischem IGF2BP1- (6A9) und Flag-Antikorper. Als Kontrolle wurden naive HEK293 Zellen genutzt und
die Immunoprazipitation mit Flag-Antikérper durchgefiihrt. Die Proteine der jeweiligen Inputs, Kontrollproben
sowie der Immunopréazipitation von IGF2BP1 und Flag-ZBP1 wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Westernblot mit den entsprechenden Antikdrpern analysiert. YRNP-Fraktionen sind durch den hellgrauen,
MRNP-Fraktionen durch den dunkelgrauen Kasten gekennzeichnet.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass Ubereinstimmend mit anderen
wissenschaftlichen Arbeiten die Interaktion von IGF2BP1 mit HNRNPU, RHA, YBX1, HUR,
HNRNPQ (Jonson et al., 2007; Weidensdorfer et al., 2009) und RO60 (Jonson et al., 2007;
Koéhn et al., 2010) bestétigt wurde, jedoch die Interaktion zu HNRNPE2 (Weidensdorfer et al.,
2009) und HNRNPA2B1 (Jonson et al., 2007) mit dieser Methode nicht gezeigt werden
konnte. Dagegen liefert die hier durchgefiihrte Gradienten-IP-Analyse neue Erkenntnisse zur
Zusammensetzung IGF2BP1 enthaltener RNPs. So wurden MOV10, RO60, HNRNPM und
HNRNPQ als IGF2BP1 Interaktoren von YRNPs und IGF2BP2, IGF2BP3, HNRNPU, RHA, YBX1,
HUR, HNRNPM, MATR3, HNRNPR, HNRNPQ und MOV10 als IGF2BP1 Interaktoren in mRNPs

identifiziert.
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3.4. Die Rolle von IGF2BP2 im Metabolismus

Obwohl die IGF2BPs zahlreiche Gemeinsamkeiten hinsichtlich ihrer RNA-
Bindungsspezifitaten, Bindemotive, Ziel-RNAs sowie der mRNP-Zusammensetzung haben,
gibt es einen entscheidenden Unterschied im Expressionsmuster der drei Paralogen, denn
IGF2BP2 wird im Vergleich zu IGF2BP1 und IGF2BP3 in verschiedenen adulten Geweben und
Organen exprimiert (Yaniv und Yisraeli, 2002; Yisraeli et al., 2005; Christiansen et al., 2009;
Dai et al., 2011; Bell et al., 2013). Zudem wird eine metabolische Funktion von IGF2BP2
vermutet, da genomweite Assoziationsstudien ergaben, dass SNPs (single nucleotide
polymorphisms), welche im zweiten Intron des IGF2BP2 Lokus zu finden sind, mit einem
erhohten Typ 2 Diabetes Risiko (T2D) korrelieren (reviewed (Christiansen et al., 2009)). Ein
weiteres Indiz flr eine mogliche Metabolismus-Kontrolle lieferte eine Studie aus dem Jahr
2011, bei der aufgeklart werden konnte, dass IGF2BP2 durch mTORC1 phosphoryliert wird,
was die Assoziation von IGF2BP2 mit der IGF2 mRNA erleichtert und in einer gesteigerten
IGF2 Proteinsynthese resultiert (Dai et al., 2011). Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war
jedoch wenig Uber die Funktion von IGF2BP2 bekannt. Daher wurde zunachst mittels
metabolischer Analysen untersucht, welche Auswirkung die Uberexpression von IGF2BP2 in

Zellen hat.

3.4.1 Die Uberexpression von IGF2BP2 resultiert in einer gesteigerten

Glukoseaufnahme

Um zu priifen, ob IGF2BP2 in der Lage ist Einfluss auf den Metabolismus von Zellen zu
nehmen, wurde GFP markiertes IGF2BP2 sowie GFP mittels Retroviren in U20S Zellen
transduziert. Es wurden durch eine FACS-Sortierung zwei Zell-Populationen erhalten, in
beiden Populationen wurde in etwa 90 % der Zellen GFP bzw. GFP-IGF2BP2 exprimiert,
wobei die erste Population eine schwachere Expression als die zweite Population aufweist
(Sortierung wurde von M. Mrotzek vorgenommen). Die stabil exprimierenden Zellen wurden
im Anschluss in einem Glukoseaufnahme-Assay miteinander verglichen. Dabei wurde der
Gehalt an Glukose im Zellmedium nach einer bestimmten Zeit ermittelt und auf die Zellzahl
normalisiert. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abb. 3.35 dargestellt. Dabei konnte

festgestellt werden, dass beide GFP-IGF2BP2 exprimierende Populationen Uber den
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Zeitraum von drei Tagen etwa die doppelte Menge an Glukose aus dem Medium

aufgenommen haben als die GFP exprimierenden Populationen.

»n
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Abb. 3.35: Die Uberexpression von IGF2BP2
resultiert in einer gesteigerten Glucoseaufnahme.
U20S Zellen, die GFP bzw. GFP-IGF2BP2 stabil
exprimieren, wurden drei Tage kultiviert. Population
wokk 1 1 (dunkelgraue Balken) weist eine schwachere

1 Expression von GFP und GFP-IGF2BP2 auf als
Population 2 (hellgraue Balken). Die Glukose-
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- ohne Zellen mittels quantitativem, enzymatischem
I Assay bestimmt wurde und die Differenz aus den

mm Popuiation 1
== Popuiation2

y*]
[==]

=
[$;]

—
o

o
[&)]

Werten gebildet wurde. Die erhaltenen Werte
wurden auf 1x10° Zellen normalisiert. Die
‘ Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung
GFP GFP-IGF2BP2 von fiinf unabhdngigen Experimenten (***, p <
0.001; TTEST, 2 Seiten, Typ 2).

relatlve Glukoseaufnahme [pg/pl]

o
o

3.4.2 Die Uberexpression von IGF2BP2 resultiert in einem gesteigerten

Glykogengehalt

Die gesteigerte Glukoseaufnahme der GFP-IGF2BP2 exprimierenden Zellen im
Vergleich zu den GFP-Kontrollzellen wirft die Frage zum Verbleib dieser Glukose auf. Zum
einen kann diese in der Glykolyse abgebaut werden, wobei zwei Molekile Pyruvat und zwei
ATP gebildet werden, die der Zelle als nutzbare, freie Enthalpie zur Verfliigung stehen (G.
Embden, O. Meyerhof, J. Parnas). Zum anderen kann die Glukose im alternativen
Pentosephosphatweg abgebaut werden, bei dem Vorlaufer-Molekiile fir weitere
Biosynthesen entstehen. Eine gesteigerte Glukose-Aufnahme kann aber auch mit einer
Erhéhung der Glykogensynthese einhergehen, die der Speicherung von Glukose dient, um
diese spater im Stoffwechsel einzusetzen. Um herauszufinden, ob die Uberexpression von
IGF2BP2 eine verstarkte Bildung von Glykogen nach sich zieht, wurde der Glykogengehalt
von GFP und GFP-IGF2BP2 exprimierenden U20S Zellen bestimmt (Abb. 3.36). Im Ergebnis
dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass die von GFP-IGF2BP2 exprimierenden Zellen
verstarkt aufgenommene Glukose, in Form von Glykogen gespeichert wird, da der

Glykogengehalt in diesen Zellen ebenfalls héher ist als in den Kontrollzellen.
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3.4.3 Die Uberexpression von IGF2BP2 im transgenen Mausmodell resultiert

ebenfalls in einem gesteigerten Glykogengehalt

Da Glykogen primar in der Leber und im Muskelgewebe synthetisiert wird und das
vorrangig in der Leber gespeicherte Glykogen als wichtige Reserve zur Regulation des
Blutglukose-Spiegels dient, wurde gepriift, ob die Lebern IGF2BP2 exprimierender Mause im
Vergleich zu IGF2BP1 und IGF2BP3 exprimierenden Mausen ebenfalls einen erhdhten
Glykogengehalt aufweisen. Diese transgenen Mause wurden von Dr. M. Lederer, N. Pazaitis
und B. Mihleck generiert und von B. Mihleck im Rahmen ihrer Dissertation umfassend
charakterisiert (Dissertation, B. Miihleck, unveréffentlicht). Die Leberproben von Mausen,
welche die IGF2BP Paralogen unter Kontrolle eines Albumin Promotors exprimieren, wurden
auf ihren Glykogengehalt untersucht (Leberproben von B. Miihleck zur Verfligung gestellt).
Dabei wurde festgestellt, dass sich der Glykogengehalt der Leber von IGF2BP1 und IGF2BP3
exprimierenden Mausen nicht von dem der Kontrolltiere unterscheidet (Abb. 3.37 A, C).
Jedoch konnte in der Leber IGF2BP2 exprimierender Tiere, im Vergleich zur BiPro-GFP

Kontrolle ein signifikant erhohter Glykogengehalt ermittelt werden (Abb. 3.37 B).
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Abb. 3.37: Die Uberexpression von IGF2BP2 im transgenen Mausmodell resultiert in einem gesteigerten
Glykogengehalt. Der Glykogengehalt in den Leberproben (100 pg/ul) von (A) BiPro-GFP (n=5), BiPro-IGF2BP1
(n=9), (B) BiPro-GFP (n=14), BiPro-IGF2BP2 (n=15) und (C) BiPro-GFP (5), BiPro-IGF2BP3 (9) exprimierenden
Madusen wurde mittels quantitativem, enzymatischem Assay bestimmt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die
Standardfehler der Mittelwerte (***, p < 0.001; TTEST, 2 Seiten, Typ 2).

3.4.4 Der Knockdown von IGF2BP2 inhibiert den mTORC-Signalweg

Die Glukosehomoostase wird in eukaryotischen Zellen durch Vvielfiltige
Regulationsvorgange innerhalb des mTORC-Signalweges (mammalian target of rapamycin
complex) gewdhrleistet. Ganz allgemein vermittelt dieser evolutionar konservierte Signalweg
zwischen dem Vorhandensein von Nahrstoffen und der Ausfihrung von
Wachstumsprozessen der Zellen (reviewed (Zoncu et al., 2011)). Diese Funktion von mTORC
wird wiederum Uber die Regulation wichtiger Kinasen, wie S6 Kinase (S6K) und AKT,
bewerkstelligt. So fordert das Vorhandensein von Nahrstoffen die Phosphorylierung von AKT
am Serin 473 durch mTORC2, welche wiederum die Phosphorylierung von AKT am Threonin
308 durch PDK1 stimuliert und zur Aktivierung der AKT Kinase fihrt (Sarbassov et al., 2005;
Scheid et al., 2002; Yang et al., 2002). Durch aktivierte AKT Kinase wird die GSK3B (Glykogen
Synthase Kinase-3) inhibiert, was die Aktivierung des Enzyms Glykogensynthase nach sich
zieht und in der Akkumulation von Glykogen resultiert (Cross et al., 1995). Dagegen wird die
Glukoneogenese durch die aktivierte AKT Kinase inhibiert, indem die Expression von PEPCK
(Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase), ein essentielles Glukoneogenese-Enzym, supprimiert
wird (Puigserver et al., 2003). Zudem fordert eine Aktivierung des mTOR-Signalweges die
Glukoseaufnahme, indem die Expression entsprechender Gene moduliert wird (Duvel et al.,
2010). So wird u. a. die Synthese des Glukose-Transporters GLUT1 reguliert (Buller et al.,
2008), welcher ebenfalls in mehreren Krebszelllinien exprimiert wird (Ahrens et al., 2008;
www.proteinatlas.org; Uhlen et al.,, 2015). Eine Aktivierung des mTORC-Signalweges

vermittelt somit anabolische Prozesse, Energiespeicherung sowie den Verbrauch von
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Nahrstoffen. Jedoch kann eine anhaltende, UbermaRige Nahrstoffaufnahme zu einer
Uberstimulation des mTORC-Signalweges und damit zu Stoffwechselerkrankungen wie T2D
fiihren. Da unter Uberexpression von IGF2BP2 eine gesteigerte Glukoseaufnahme sowie ein
erhohter Glykogengehalt zu verzeichnen ist, kénnte eine Aktivierung des mTORC-
Signalweges zu beobachten sein. Um dieser Frage nachzugehen, wurde die Phosphorylierung
der AKT Kinase, welche mit einer Aktivierung des Signalweges einhergeht, untersucht. Dazu
wurde IGF2BP2 unter Verwendung zweier unterschiedlicher siRNAs depletiert. Dieses
Experiment wurde in zwei verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt, zum einen wurden U20S
Zellen genutzt, da in diesen Zellen unter IGF2BP2 Uberexpression eine gesteigerte
Glukoseaufnahme und ein erhohter Glykogengehalt beobachtet werden konnte und zum
anderen wurde die Leberzelllinie HUH7 genutzt. Der Phosphorylierungsstatus der AKT Kinase
wurde im Anschluss mittels Westernblot analysiert (Abb. 3.38). Dabei wurde festgestellt,
dass in den IGF2BP2 knockdown-Proben beider Zelllinien sowohl die Phosphorylierung am
Serin 473 als auch am Threonin 308 im Vergleich zur Kontrolle um etwa 30 bis 50 %
verringert ist. Ubereinstimmend dazu wurde unter IGF2BP2 Uberexpression in U20S Zellen
eine Erhohung der AKT-Phosphorylierung beobachtet (M. Mrotzek, personliche
Information). Daher kann man vermuten, dass IGF2BP2 die Aktivitdt des mTORC-Signalweges

steigert.
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Abb. 3.38: Der Knockdown von IGF2BP2 inhibiert den mTORC-Signalweg. (A) U20S- und (B) HUH7 Zellen
wurden jeweils mit einer Kontroll-siRNA (si_K) und mit zwei gegen IGF2BP2 gerichteten siRNAs (1, 2)
transfiziert und nach 72 h geerntet. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westernblot
mit den entsprechenden Antikérpern analysiert (rechts vom Blot). Die Abundanz der Proteine nach IGF2BP2
knockdown wurde relativ zur Kontrolle von jeweils drei unabhangigen Analysen bestimmt (Mittelwert und
Standardabweichung Uber den reprasentativen Blots). Zur Ermittlung relativer Proteinlevel von IGF2BP2 und
phosphoryliertem AKT (an Serin 473 bzw. an Threonin 308) erfolgte eine Kreuznormalisierung auf ACTB und

AKT (unphosporyliert).

Die Ergebnisse der durchgeflihrten Analysen belegen, dass IGF2BP2 eine Rolle im

Glukose-Metabolismus spielt, indem es aktivierend auf den mTORC-Signalweg wirkt sowie
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die Glukoseaufnahme und den Glykogengehalt moduliert.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle der KH-Domdnen der IGF2BPs

Zahlreiche Studien in Modellorganismen belegen, dass die IGF2BP Proteine eine
kritische Rolle wahrend der Embryonalentwicklung und Krebsentstehung spielen (Tessier et
al., 2004; Yaniv et al.,, 2003; Hansen et al., 2004; Hamilton et al., 2013; Gutschner et al.,
2014). Da die Fahigkeit zur Assoziation mit verschiedenen RNAs einen entscheidenden
Beitrag zur Funktion der IGF2BPs leistet, ist es von besonderer Bedeutung zu verstehen, wie
die IGF2BPs mit ihren RNA-Substraten interagieren.

Durch in vitro Filterbindungsanalysen konnte sowohl fiir ZBP1 als auch fiir IGF2BP2
und IGF2BP3 eine Bindung an den ACTB zipcode und zur MYC-CRD nachgewiesen werden
(siehe Abb. 3.5). Wobei die Assoziation von IGF2BP2 an die MYC RNA bereits in Myoblasten-
Zellen des Skelettmuskels gezeigt wurde. Im Gegensatz zur Funktion von IGF2BP1 wird
jedoch postuliert, dass IGF2BP2 die Translation der MYC RNA kontrolliert (Li et al., 2012). Um
die RNA-Bindungsspezifitdt der IGF2BP Paralogen zu analysieren wurden negativ geladene
Aminosauren in den GXXG-Loops eingefiihrt (GXXG—>GEEG). Dabei stellte sich heraus, dass
diese Mutationen die RNA-Bindung von ZBP1 und IGF2BP2 stark beeintrachtigen (siehe Abb.
3.5). Diese Feststellung deckt sich mit Analysen anderer Proteine, wie SF1 (GXXG—>GXEG; Liu
et al, 2001) und KSRP (GXXG—>GDDG; Hollingworth et al., 2012). Ein Nachteil von
Punktmutationen in Proteinen kann darin bestehen, dass damit die Stabilitdt einer Doméane
gestort wird. Strukturelle Veranderungen der Proteine, bedingt durch die hier eingefiihrten
Mutationen, scheinen jedoch unwahrscheinlich, wie CD-spektroskopische Analysen zeigen
(Diplomarbeit, M. Kéhn, 2008). Uberdies konnten Hollingworth und Kollegen anhand von
NMR-Studien belegen, dass die Einflihrung saurer Aminosduren im GXXG-Loop von KH-
Domaénen die Faltung und die Stabilitdat der Proteine nicht beeinflusst (Hollingworth et al.,
2012).

Die Ergebnisse der Filterbindungsanalysen legen nahe, dass die GXXG-GEEG Umwandlung
beider KH-Didomanen (KH1+2 und KH3+4) in ZBP1 und IGF2BP2 die RNA-Bindung in
substratabhangiger Weise beeintrachtigt (siehe Abb. 3.5). In IGF2BP3 dagegen hat diese
Mutation nur geringen Einfluss auf die Bindung der ACTB und MYC RNA. Ubereinstimmend
mit anderen Studien (Farina et al., 2003), scheint die KH3+4 Didomé&ne in ZBP1 und IGF2BP2
das Haupt-RNA-Bindungsmodul zu sein, doch die KH1+2 Didomadne tragt ebenfalls zur
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Bindung bei, da nur ein Ausschalten aller KH-Domanen die RNA-Bindung entscheidend stort.
Konsistent dazu, wurde fir die Bindung von Vg1RBP an die Vg1 RNA und von IGF2BP1 an die
H19 RNA eine Beteiligung aller vier KH-Domanen festgestellt (Git und Standart, 2002; Nielsen
et al., 2002). Die Ergebnisse der Filterbindung werden zudem durch eine kiirzlich publizierte
Studie bekraftigt, in der gezeigt wurde, dass fiir die Assoziation von CRDBP1 zur ACTB und
MYC RNA in HelLa-Zellen alle KH-Domanen wichtig sind (Barnes et al., 2014).

Dieser Bindungsmechanismus erscheint durchaus von Vorteil, wenn man bedenkt,
dass die KH-Domanen-Architektur nur die Erkennung kurzer Nukleinsdure-Bereiche erlaubt,
was in einer schwachen Bindungsaffinitat resultiert (Auweter et al., 2006; Valverde et al.,
2008). Dennoch konnte in Versuchen von Farina und Kollegen keine Assoziation des KH1+2
Protein-Fragmentes von ZBP1 an den zipcode von ACTB ermittelt werden (Farina et al.,
2003). Man konnte spekulieren, dass dies an der Verwendung verkirzter Proteine liegt, da
die Deletion RNA-bindender Domanen nicht nur zur Stérung der Proteinstruktur fihren
kann, sondern auch die Eliminierung intermolekularer Protein-Protein-Interaktionen nach
sich ziehen kann. Was im Falle der Deletion der KH3+4 Didomane sehr wahrscheinlich ist, da
dieser Bereich offensichtlich fiir die Homodimerisierung von IGF2BP1 und Vg1RBP wichtig ist
(Git und Standart, 2002; J. Nielsen et al., 2004). Ein weiterer Grund fiir die abweichenden
Ergebnisse konnte die Verwendung unterschiedlicher RNA-Substrate sein. Fir die hier
durchgefiihrte in vitro Filterbindung wurden die ersten 100 Nukleotide vom 3°-UTR der
humanen ACTB-RNA verwendet, dagegen nutzten Farina et al. lediglich die ersten 54
Nukleotide vom 3’-UTR der chicken ACTB-RNA. Dass die Unterschiede in der Verwendung
von humaner bzw. chicken ACTB-RNA begriindet liegen, scheint eher unwahrscheinlich, da
die durch ZBP1 gebundenen Bereiche konserviert sind (CGGAC-10-25nt-ACAC; Patel et al.,
2012). Vielmehr konnten die RNA-Fragmente aufgrund der Liange und Nukleotid-
Zusammensetzung unterschiedliche Sekundarstrukturen ausbilden und damit andere
Bindungserfordernisse hervorbringen. Diese Vermutung wird gestitzt durch eine kirzlich
veroffentlichte Studie, in der gezeigt wurde, dass die Sekundarstruktur des ACTB-RNA-
Substrates fir die Assoziation von ZBP1 von grofRer Bedeutung ist (Kim et al., 2015). Zudem
konnte sich das cis-Element von ACTB, welches fiir die Assoziation der KH1+2 Didomane
wichtig ist, strangabwarts vom verwendeten 54 nt-Fragment befinden.

Vergleichende Stabilitdtsanalysen der Komplexe bestehend aus Wildtyp ZBP1-ACTB
zipcode und KH1+2 Mutante-ACTB zipcode legen nahe, dass die KH1+2 Didomane von ZBP1
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die Komplex-Stabilitat vermittelt (siehe Abb. 3.8) und fiir die Bildung gréRBerer Komplexe aus
Protein und RNA essentiell ist (siehe Abb. 3.9). Aus diesen in vitro Analysen konnte eine
geschatzte Halbwertszeit von liber vier Stunden ermittelt werden, was mit den ermittelten
Halbwertszeiten des IGF2BP1-IGF2 leader 3 mRNA Komplexes korreliert (J. Nielsen et al.,
2004). Das synergistische Zusammenwirken aller KH-Domédnen der IGF2BP Paralogen zur
Steigerung der Affinitdt zum RNA-Substrat und zur Erhohung der Komplex-Stabilitat ist
durchaus von Vorteil, um zum Beispiel den zytoplasmatischen Transport der ACTB mRNA zur
Flihrungslamelle von embryonalen Fibroblasten und zu den Wachstumskronen primarer
Neuronen zu gewahrleisten (Lawrence und Singer 1986; Bassell et al., 1999; Farina et al.,
2003; Huttelmaier et al., 2005).

Interessanterweise reicht die GXXG-GEEG-Mutation in den KH-Domanen von IGF2BP3 nicht
aus, um die RNA-Bindung entscheidend zu storen, wie die Filterbindungsanalysen in
Abbildung 3.5 zeigen. Man kdnnte vermuten, dass noch andere RNA-bindende Domanen in
IGF2BP3 eine Rolle spielen. Die IGF2BP Paralogen verfligen neben den KH-Doménen (iber
zwei RRM-Domanen, welche in zahlreichen Proteinen RNA-Bindungen vermitteln. So konnte
fir die RNA bindenden Proteine PABP, HUD und Nucleolin gezeigt werden, dass jeweils
beide RRM-Domanen und die Linker-Region kooperativ an RNA binden (Deo et al., 1999;
Wang et al., 2001; Allain et al., 2000; Johansson et al., 2004). Innerhalb der RRM-Domaéne
wurden zwei Konsensus-Sequenzen identifiziert (RNP1; Adam et al., 1986; Swanson et al.,
1987 und RNP2; Dreyfuss et al., 1988), welche fiir die spezifische RNA-Assoziation von
Bedeutung sind (Bandziulis et al., 1989; Kenan et al., 1991; Birney et al.,, 1993).
Sequenzvergleiche ergaben, dass RNP1 und RNP2 in der ersten RRM-Domane der IGF2BP
Paralogen, jedoch nicht in der zweiten RRM-Domane zu finden sind. Dies konnte eine
mogliche Ursache dafiir sein, dass die RRM-Didomane von IGF2BP3 keine Bindung zum ACTB
Zipcode aufweist (siehe Abb. 3.7), da meist mehrere RRM-Domanen fir die hoch affine
Bindung der RNA nétig sind (Maris et al., 2005; Khanam et al., 2006). Y14 wurde ebenfalls als
Protein identifiziert, was trotz vorhandener RRM-Domane keine RNA bindet, jedoch konnte
gezeigt werden, dass die RRM-Doméne die Interaktion zu dem Protein Magoh vermittelt
(Fribourg et al., 2003). Eine dhnliche Funktion konnte auch den RRM-Domé&nen von ZBP1
zugeschrieben werden, da diese offenbar fiir die Assoziation von ZBP1 zu dem Motorprotein
KIF11 wichtig sind (Song et al., 2015). Die Vermutung, dass die RRM-Domanen keine RNA-

Assoziation der IGF2BPs vermitteln, wird zudem durch die Tatsache gestiitzt, dass den
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orthologen Proteinen in D. melanogaster und C. elegans die N-terminalen RRM-Domanen
fehlen (Nielsen et al., 2002).

Als eine alternative Punktmutation in den GXXG-Loops der KH-Domanen von IGF2BP3, ware
die Umwandlung des ersten Glycins in ein Aspartat denkbar, welche ebenfalls zu einer
gestorten RNA-Bindung fiihrt (Barnes et al., 2014). Jedoch muss man kritisch anmerken, dass
diese Mutation nicht immer ausreichend ist, um die Funktion zu blockieren. Denn die
Einflihrung der Punktmutation in beiden KH-Domanen des Proteins NusA, zeigte lediglich in
der ersten KH-Domane einen Effekt (Zhou et al., 2002). Weiterhin ware denkbar, dass neben
dem GXXG-Loop, der als eine Bindungseinheit fungiert (Lewis et al., 2000), auch der variable
Loop sowie aliphatische Aminosauren innerhalb der KH-Domane fiir die Interaktion von
IGF2BP3 mit dem RNA-Substrat eine Rolle spielen. In der Tat konnte eine natirlich
vorkommende Mutation in der zweiten KH-Domane (1304N) des FMR1 Proteins identifiziert
werden, welche die RNA-Bindung des Proteins stark beeintrachtigt (Siomi et al., 1994).
Aquivalente Mutationen in den KH-Doméinen von VglRPB resultieren ebenfalls in einer
gestorten RNA-Assoziation (KH1-1228; KH2-L309; KH3-1441; KH4-V523->N; Git und Standart,
2002). Man koénnte diese Mutationen ebenfalls in IGF2BP3 einfiihren und priifen, ob diese
die RNA-Assoziation beeinflussen. SchlieBlich kénnte der moderate Effekt der GXXG-GEEG-
Mutation in den KH-Domanen von IGF2BP3 auch auf Unterschiede hinsichtlich struktureller
Eigenschaften des Proteins hindeuten. Aufschluss dariiber konnten jedoch nur vergleichende
Strukturanalysen der IGF2BP Paralogen liefern, wie zum Beispiel mittels NMR-Spektroskopie
(nuclear magnetic resonance).

Nielsen und Kollegen konnten zeigen, dass die Fahigkeit von IGF2BP1 RNA zu binden,
Voraussetzung ist flr die Assemblierung von Granula und die zytoplasmatische Retention
des Proteins (Nielsen et al., 2002; Nielsen et al., 2003). Ubereinstimmend dazu konnte
anhand von Lokalisationsanalysen sowohl fiir ZBP1 als auch fiir IGF2BP2 die Beteiligung aller
KH-Domanen an der subzytoplasmatischen Lokalisation der Proteine festgestellt werden
(Abb. 3.10). Dabei konnte ausgeschlossen werden, dass die beobachteten
Lokalisationsunterschiede  auf  Expressionsunterschiede der einzelnen Proteine
zuriickzufiihren sind (Abb. 3.11). Die in vitro ermittelten Filterbindungsdaten stehen in
bemerkenswerter Korrelation zu den Lokalisationsdaten der IGF2BP Paralogen (Vergleich zu
Abb. 3.5). Das Ausschalten der KH3+4 Didomane von ZBP1 und IGF2BP2 fiihrte zu einer

Anreicherung im Kern beider Proteine (70-95 % der exprimierenden Zellen). Konsistent dazu
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schwacht diese Mutation in ZBP1 und IGF2BP2 die Bindung an ACTB und MYC starker als die
der KH1+2 Didomadne. Jedoch nimmt die Mutation in der KH1+2 Didomdne auf die
Kernlokalisation von IGF2BP2 starkeren Einfluss als von ZBP1. Diese Beobachtung gibt Grund
zur Annahme, dass der KH1+2 Didomane in IGF2BP2 eine grofRere Bedeutung hinsichtlich der
RNA-Bindung zukommen konnte. Diese Tendenz konnte in den Filterbindungsanalysen mit
dem ACTB zipcode bestatigt werden. Allerdings konnte die festgestellte Kernakkumulation
von 80-90% der mit IGF2BP2-KH1+2 transfizierten Zellen darauf hinweisen, dass die
Beteiligung der KH1+2 Didoméane von IGF2BP2 an der Assoziation zu anderen RNA-
Substraten eine noch groRere Rolle spielt.

Neben der RNA-Bindung steuern die KH-Domanen von ZBP1 und IGF2BP2 offenbar
ebenfalls die Assoziation zu anderen Proteinen (Abb. 3.12 A und B). In Ubereinstimmung zu
anderen Arbeiten (Weidensdorfer et al., 2009) konnte bestatigt werden, dass die
betrachteten Interaktionen von ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 zu HUR, RHA und HNRNPU
indirekt iber RNA vermittelt werden (Abb. 3.12 C). Daher ist vermutlich auch die Interaktion
von IGF2BP3 zu anderen Proteinen nicht bzw. nur wenig gestért. Denn die durchgefiihrten
Analysen zeigten, dass die unverdanderte Protein-Assoziation der IGF2BP3-KH1-4 Mutanten
nicht auf direkte Protein-Interaktionen zurickgefiihrt werden kann, sondern weitere
Mutationen nétig sind um die RNA-Bindung von IGF2BP3 vollstandig zu zerstoren.

Untersuchungen an IGF2BP1 zur Dynamik der RNA-Erkennung zeigten eine RNA-
abhangige sequentielle Dimerisierung, eine Heterodimerisierung der IGF2BP Paralogen
untereinander sowie eine Homodimerisierung von IGF2BP1 ohne RNA (Nielsen et al., 2004).
Ubereinstimmend dazu, konnte die Homodimerisierung von ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3
bestatigt werden. Jedoch geht diese Fahigkeit nach der Mutation in den GXXG-Loops aller 4
KH-Domainen in ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 verloren (Abb. 3.13 A-C). Uberdies konnte
ebenso die Heterooligomerisierung von ZBP1 mit IGF2BP2 und IGF2BP3 gezeigt werden,
wobei sowohl die Heterooligomerisierung als auch die Homooligomerisierung von ZBP1
unter RNase-Behandlung nicht mehr nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.13 D). Die
durchgefihrten Oligomerisierungsstudien mit den IGF2BP-RNA-Bindungsmutanten (IGF2BP
KH1-4) und unter RNase-Behandlung, legen nahe, dass es keine stabile, direkte Assoziation
der IGF2BP Paralogen untereinander gibt. Diese Annahme wird gestitzt durch die
Beobachtung, dass das orthologe Vg1RBP keine Selbstassoziation zeigt, wenn es keine RNA

mehr binden kann (Git und Standart, 2002). Fir IGF2BP3 stellt sich die Frage, warum die
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GXXG-GEEG-Mutation die RNA-Bindung und Protein-Assoziation nur moderat beeintrachtigt,
jedoch einen Einfluss auf die Oligomerisierung hat. Moglicherweise konnten diese
Ergebnisse darauf hindeuten, dass die KH-Domanen in IGF2BP3 die Homooligomerisierung
vermitteln. Denn auch fiir Vg1RBP wird eine direkte Selbstassoziation Uber die KH3+4
Didomane vermutet, die durch RNA stabilisiert wird (Git und Standart, 2002). N&dhere
Untersuchungen zeigten, dass die letzte a-Helix der KH4 Domane von Vg1RBP vermutlich
uber die Bildung einer coiled-coil Struktur fir Protein-Protein-Wechselwirkungen
verantwortlich ist (Oberman et al., 2007). Vorstellbar wére, dass die eingefiihrten GXXG-
GEEG-Mutationen die Homooligomerisierung von IGF2BP3 direkt behindern (Abb. 3.13 C).
Jedoch scheint fiir die Bildung heterooligomerer Komplexe zwischen ZBP1 und IGF2BP3, die
Stabilisierung durch RNA unerlasslich zu sein (Abb. 3.13 D). Weiterhin kénnte man
spekulieren, dass die verringerte RNA-Bindung des mutierten IGF2BP3-KH1-4 Proteins
bereits ausreicht, um die Homooligomerisierung entscheidend zu stéren.

In der vorliegenden Arbeit konnten IGF2BP2 und IGF2BP3 erstmals in TIA1-positiven
SGs nachgewiesen werden (Abb. 3.14). Die Rekrutierung in SGs wird dabei durch die KH-
Domanen in ZBP1 und IGF2BP2, und damit der Fahigkeit RNA zu binden, vermittelt. Dieser
Befund stilitzt die Hypothese, dass die Stabilisierung von mRNAs, unter zelluldrem Stress,
durch die Bildung stabiler mRNPs realisiert wird, welche von TIA Proteinen und G3BP1

transient in SGs rekrutiert werden kénnen (Bley et al., 2015).

4.2 Die Bindemotive der IGF2BPs

Da fur alle IGF2BP Paralogen in vitro eine Bindung sowohl an den ACTB zipcode als auch an
die MYC-CRD festgestellt werden konnte, stellte sich die Frage, ob sich die RNA-Bindemotive
der drei IGF2BP Proteine voneinander unterscheiden. Die Selektion affiner und spezifischer
RNA-Aptamere fiir ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 mittels SELEX-Prozess (siehe Abb. 3.15) ergab
in der Tat unterschiedliche Bindemotive, welche zum Teil in den jeweils bekannten cis-
Elementen der Ziel-RNAs vertreten sind. So stellten sich die ZBP1-Motive AUUC C/A und
UCAU */y, die IGF2BP2-Motive UUCCC und AC ¢/ AC sowie die IGF2BP3-Motive UUCC und
uccc?/y als die wahrscheinlichsten Bindemotive heraus, da diese in einigen bekannten cis-
Elementen der jeweiligen Ziel-RNAs angereichert sind (siehe 3.24, 3.25, 3.26). Um
abschlieRend zu kldren, ob diese Konsensus-Motive durch die IGF2BPs gebunden werden,
konnten selektive Punktmutationen innerhalb der Motive, verbunden mit in vitro

98



Diskussion

Bindungsanalysen, durchgefiihrt werden. Dies kénnte schlielllich Aufschluss dariiber geben,
ob zum Beispiel im Falle der Bindung der IGF2BPs an die MYC-CRD, tatsachlich Ribosomen-
freie Regionen gegeniliber endonukleolytischen Angriffen abgeschirmt werden (Lemm und
Ross, 2002). Des Weiteren konnte damit gezeigt werden, ob IGF2BP2 wirklich tiber die
Bindung der in LCS (let-7 complementary sites) befindlichen Konsensusmotive innerhalb der
NRAS 3°-UTR, die Assoziation der let-7 microRNA blockieren und damit die NRAS mRNA vor
Abbau schitzen kann.

Die Sekundarstrukturanalyse der identifizierten Aptamere ergab, dass die Basen der
meisten Konsensusmotive ungepaart vorliegen und somit eine wichtige Grund-
voraussetzung fir die Bindung der IGF2BPs gegeben ist (Valverde et al., 2008; siehe Abb.
3.22). Im Vergleich zum ACTB zipcode RNA-Fragment (Kim et al., 2015) erwiesen sich die
selektierten Aptamere zudem als faltungsstabiler. Da sich die Aptamere dariber hinaus als
hoch affine Bindungspartner der IGF2BPs herausstellten (Abb. 3.19), kdnnten sich die
selektierten Aptamere vermutlich gut fir Kristallisationsstudien zusammen mit den IGF2BP
Proteinen eignen. Erfolgreiche Analysen, in denen SELEX-Aptamere eingesetzt wurden,
existieren bereits fiir die KH3-Domane von Nova-2 (Lewis et al., 2000).

Insgesamt wurden fir alle IGF2BP Paralogen sehr pyrimidinhaltige Motive selektiert
(siehe Abb. 3.21). Zudem enthalten die selektierten Aptamere im Vergleich zu RNAs des
Initialpools einen geringeren Anteil an Guanosinen sowie einen héheren Anteil an Cytidinen
(Abb. 3.20). Dieser Befund deckt sich mit bisherigen Hypothesen, denn in den Bindemotiven
der IGF2BP Ziel-RNAs treten wenige Guanosine auf (J. Nielsen et al., 2004; Jonson et al.,
2007). AuBerdem wird vermutet, dass die KH-Doméanen vorrangig Pyrimidin-Nukleotide
erkennen (Backe et al., 2005). Durch den SELEX-Prozess konnte aber ebenso ein einheitliches
Motiv fiir alle drei Paralogen identifiziert werden, das AU A/U C-Motiv. Dieses Ergebnis
Uberrascht wenig, denn dass die IGF2BPs sehr dhnliche Bindungspraferenzen aufweisen,
wurde ebenfalls von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt. Durch PAR-CLIP erhaltene Motive
der IGF2BPs tragen zumeist eine Abfolge aus CAU U/C/A (Hafner et al., 2010). Jedoch muss
man kritisch anmerken, dass die experimentelle Herangehensweise zur Ermittlung dieses
Motives, einige Defizite aufweist. So basieren diese Studien auf der Uberexpression Flag-
markierter Proteine in HEK293 Zellen, die jedoch im Vergleich zum endogenen Protein eine
aberrante Sedimentation im Gradienten aufweisen (Bell et al., 2013). Zudem werden in

diesen Zellen alle drei IGF2BPs exprimiert, was problematisch fiir die lIdentifikation
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spezifischer Bindemotive sein kann, da eine Oligomerisierung der IGF2BPs moglich ist (J.
Nielsen et al., 2004; Git und Standart, 2002; siehe Abb. 3.13). Im Gegensatz dazu konnte
durch die hier angewandte SELEX-Methode eine Selektion bindender Aptamere fir jedes
einzelne Protein in vitro erfolgen. Dabei zeigte sich durch Kompetitionsanalysen (siehe 3.2.1)
und Filterbindung (Abb. 3.19), dass es sich in der Tat um affine Bindungspartner handelt. Ein
Problem dieser Methode ist allerdings, dass nur besonders stabile Aptamere den
Selektionsbedingungen standhalten, ungiinstig gefaltete Aptamere jedoch nicht erhalten
werden kdénnen, obwohl diese vielleicht bessere Bindemotive besitzen. Zudem muss man
kritisch anmerken, dass die Selektion mit rekombinanten IGF2BP Proteinen aus E. coli
durchgefliihrt wurde, die keine posttranslationalen Modifikationen, wie Phosphorylierungen
aufweisen. Der Phosphorylierungsstatus der IGF2BPs ist jedoch fir die Assoziation mit
einigen Ziel-mRNAs essentiell. So fordert die Phosphorylierung von IGF2BP1 an Ser181 und
von IGF2BP2 an Ser162 und Ser164, die Bindung an die 5-UTR der IGF2 mRNA (Dai et al.,
2013; Dai et al., 2011). Folglich kann auch diese Methode kein vollstandiges Bild zu den RNA-
Bindungsmotiven der IGF2BPs liefern.

Anhand struktureller Analysen der KH3+4 Didomidne von ZBP1 gepaart mit
Modellierungen der ACTB zipcode RNA wird postuliert, dass sich die Bindemotive in einem
bestimmten Abstand (10-25 Nukleotide) zueinander befinden, wodurch ein ,,ausloopen” der
RNA ermoglicht wird (Chao et al., 2010; Patel et al., 2012). Ein dhnlich groBer Abstand wurde
fir benachbarte PAR-CLIP- und SELEX-Motive in den Aptameren ermittelt (Abb. 3.27). Um
diese Hypothese abschlieRend zu belegen waren jedoch Protein-RNA-Strukturanalysen
notwendig. Uberdies miisste gepriift werden, ob dieses Modell auch auf andere Ziel-RNAs
und auf das Bindungsverhalten der KH1+2 Didomane Ubertragbar ist. Unter diesem Aspekt
ware interessant herauszufinden, wie beide Didomanen funktionell zusammenwirken und
welche Konformation beide Didomanen einnehmen, wenn Ziel-RNAs Uber alle KH-Domanen
gebunden werden. Das resultierende Wissen kdnnte man auf kilinftige SELEX-Analysen
anwenden, indem man konstante Bereiche zwischen randomisierten Sequenzen platziert,
welche die strukturellen Erfordernisse der Bindemotive, wie Zuganglichkeit und raumliche

Anordnung, fiir die spezifische Assoziation der IGF2BPs gewahrleisten.
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4.3 Die Zusammensetzung der IGF2BP-RNPs

Das Schicksal der Transkripte, die von den IGF2BP Paralogen gebunden werden, sei es
die translationelle Inhibierung oder der Schutz vor Abbau, kdénnte durch die
Proteinzusammensetzung regulatorischer mRNPs mitbestimmt werden. Daher ist es von
groRer Bedeutung Protein-Interaktoren der IGF2BPs zu identifizieren. In der vorliegenden
Arbeit konnte die Interaktion von ZBP1 mit HNRNPU, RHA, YBX1, HUR, HNRNPQ (Jonson et
al., 2007; Weidensdorfer et al., 2009) und RO60 (Jonson et al., 2007; Koéhn et al., 2010)
bestatigt werden. AuRerdem liefern die hier durchgefiihrten Analysen neue Erkenntnisse zur
Zusammensetzung ZBP1 enthaltener RNPs. Durch die Gradienten-Separation konnten die
Proteine MOV10, RO60, HNRNPM und HNRNPQ, ZBP1 enthaltenen YRNPs zugeordnet
werden und IGF2BP2, IGF2BP3, HNRNPU, RHA, YBX1, HUR, HNRNPM, MATR3, HNRNPR,
HNRNPQ und MOV10 als ZBP1 Interaktoren von mRNPs identifiziert werden (Abb. 3.34). Wie
sich die einzelnen RNP-Komplexe im Detail zusammensetzen, konnte mit Hilfe von RNA-
Pulldown-Experimenten gepaart mit Immunoprazipitationen, sowie mittels
Gelfiltrationsstudien aufgeklart werden. Mit dem erstgenannten Thema setzte sich A. Baude
in ihrer Dissertation auseinander (Dissertation, A. Baude, unveroffentlicht). In
weiterfihrenden knockdown- und decay-Analysen konnte sie zeigen, dass HNRNPM die MYC
MRNA vermutlich stabilisiert. Da dies ebenso fir IGF2BP1, HNRNPU, HNRNPQ, RHA und
YBX1 postuliert wird (Weidensdorfer et al., 2009), kann man vermuten, dass diese Proteine
zusammen mit der MYC mRNA in gemeinsamen oder verschiedenen Komplexen
zusammenwirken. Wobei aufgrund der Lokalisation von HNRNPU (Pinol-Roma und Dreyfuss,
1991) die Assoziation mit dem MYC Transkript ausschlieflich auf den Zellkern beschrankt
ware, ist fir HNRNPQ eine Stabilisierung von MYC in zytoplasmatischen mRNPs denkbar, da
bereits fur die c-fos mMRNA gezeigt wurde, dass die Assoziation von HNRNPQ mit der c-fos-
CRD im Zytoplasma stabilisierend wirkt, indem die Deadenylierung der mRNA verhindert
wird (Grosset et al., 2000). Fiir HUR ist bekannt, dass es im 3’"UTR der MYC RNA bindet (Lafon
et al., 1998), zum Regulationsmechanismus jedoch existieren kontrdare Hypothesen. So wird
zum einen eine Stabilisierung durch HUR postuliert (Weidensdorfer et al., 2009), zum
anderen wird die Inhibierung der MYC Expression durch die HUR vermittelte Rekrutierung
des RISC Komplexes vorgeschlagen (Kim et al., 2009). Jonson und Kollegen beschrieben

anhand von AFM-Studien (atomic force microscopy) die IGF2BP1 enthaltenen Granula als
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sphdarisch, mit einer glatten Oberfliche und einem Durchmesser von etwa 100-300 nm.
Aufgrund dieser GroRenabschatzung, gepaart mit Proteom-Analysen wird postuliert, dass
ein Granulum die IGF2BPs, YBX1 und 40S Untereinheiten zusammen mit 10-30 mRNA
Transkripten enthalten kénnte (Jonson et al., 2007). Analysen in HEK293 Zellen zeigten
jedoch, dass etwa 300 Transkripte durch IGF2BP1 gebunden werden (Jonson et al., 2007).
Auch die groRe Zahl putativer Protein-Liganden, welche durch die MS-Analysen identifiziert
wurden, gibt Grund zur Annahme, dass die IGF2BP1 enthaltenen Ganula sehr heterogen in
ihrer Zusammensetzung sind. Zudem sollte man bedenken, dass die IGF2BPs in der Lage sind
RNA-abhdngige Homo- und Heterooligomere zu bilden (Git und Standart, 2002; Nielsen et
al., 2004; Obermann et al., 2007). Ebenso wie YBX1, ein multifunktionales Protein, welches
durch seine Fahigkeit zu multimerisieren sogar allein mRNPs bilden kann (Tafuri et al., 1992;
Skabkin et al., 2004). Fiir YBX1 ist seit langem bekannt, dass es als Hauptkomponente
translationell inaktiver mRNPs (Minich et al., 1989) die mRNA verpackt, damit vor Abbau
schitzt, und fir die Translationsmaschinerie unzuganglich macht (Evdokimova et al., 2001;
Nekrasov et al., 2003; Skabkin et al., 2004). Dabei bindet die C-terminale Region von YBX1
sequenzunabhdngig an RNA und vermittelt Protein-Protein Interaktionen (Wolffe et al.,
1994; Sommerville und Ladomery et al., 1996). Fiir die N-terminale Domane dagegen konnte
eine Assoziation mit Aktin Mikrofilamenten gezeigt werden, die maoglicherweise zur
Lokalisation von mRNAs beitragt (Ruzanov et al., 1999). YBX1 kdnnte somit zusammen mit
IGF2BP1, neben der Stabilisierung der MYC mRNA, am Transport und der Lokalisation der
ACTB mRNA beteiligt sein. In der Tat konnte anhand von SILAC-Analysen (stable isotope
labeling by amino acids in cell culture) eine Assoziation von YBX1 mit dem ACTB zipcode
nachgewiesen werden (Butter et al., 2009). Studien zeigten, dass ZBP1 die Lokalisation der
ACTB RNA, jedoch nicht dessen steady-state level beeinflusst (Farina et al., 2003). Die lange
Halbwertszeit dieser RNA (Condeelis und Singer 2005) ist somit von anderen Faktoren
abhangig. Als ein moglicher Stabilisator kommt HUR in Betracht, da gezeigt werden konnte,
dass es einen Uracil-reichen Bereich in der 3’'UTR der ACTB mRNA bindet und diese somit
stabilisiert (Dormoy-Raclet et al.,, 2007). Fir HNRNPQ und HNRNPR wurde ebenfalls
publiziert, dass sie in ACTB mRNA bindenden Komplexen vorkommen (Rossoll et al., 2002).
Zudem wurde fir HNRNPR die Assoziation mit dem 3’UTR von ACTB belegt, welche fiir den
Transport und die lokale Synthese der ACTB mRNA in Axonen essentiell ist (Glinka et al.,

2010).
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Jlingste Publikationen verdeutlichen, dass ZBP1 enthaltene Granula zelltypspezifische

Unterschiede hinsichtlich ihrer Zusammensetzung aufweisen. Denn in neuronalen Zellen
konnte sowohl die Interaktion von ZBP1 mit dem Aktin-basierenden Motorprotein MYO5A
(Nalavadi et al., 2012) als auch mit dem Mikrotubuli-assoziierten Motorprotein KIF5A (Ma et
al., 2011) gezeigt werden, wahrend in Fibroblasten und Krebszellen lediglich die Interaktion
zwischen ZBP1 und dem Mikrotubuli-assoziierten Motorprotein KIF11 nachgewiesen werden
konnte (Song et al., 2015).
Dem RNA-bindenden Protein MATR3, welches als neuer IGF2BP1-Interaktor von mRNPs
identifiziert werden konnte, wird neben der Rolle im alternativen SpleiBprozess auch eine
Stabilisierung von RNA zugeschrieben (Coelho et al., 2015; Salton et al.,, 2011). Es bleibt
jedoch herauszufinden, welche Funktionen MATR3 im Komplex mit IGF2BP1 auslibt.

Ein Protein, welches ausschlieBlich in YRNPs mit IGF2BP1 interagiert ist RO60. Es ist
bekannt, dass RO60 im Zytoplasma an nichtkodierende RNAs (Y1, Y3, Y4, Y5) bindet und
diese stabilisiert (Labbe et al., 1999; Sim et al., 2012). Es wird postuliert, dass IGF2BP1, YBX1,
MOV10, IGF2BP2, IGF2BP3 und HNRNPQ mit RO60 durch die Bindung dieser RNAs
assoziieren (Jonson et al., 2007; Kéhn et al., 2010, Sim et al., 2012). In dieser Arbeit konnten
MOV10, HNRNPQ, HNRNPM, RO60 und zu einem geringen Teil auch IGF2BP3 mit IGF2BP1 in
YRNPs koprazipitiert werden. Die funktionelle Rolle dieser zytoplasmatischen YRNP-
Komplexe ist noch unbekannt, jedoch ware denkbar, dass diese als eine Art Gerst fir
Proteine dienen und Transportvorginge koordinieren. Ahnliche Funktionen wurden bereits
flr andere nichtkodierende RNAs beschrieben. So vermittelt die 7SL RNA als Komponente
des SRP (signal recognition paticle) den Transport von Proteinen oder Peptiden zum
Endoplasmatischen Retikulum (reviewed (Hu et al., 2012)). Dagegen wird fiir die 7SK snRNA
(small nuclear RNA) postuliert, dass diese innerhalb von snRNPs regulatorisch auf gebundene
Proteine wirkt. Die Kinase-Aktivitat des assoziierten Proteins P-TEFb (positive transcription
elongation factor b) wird beispielsweise inhibiert, sodass die Phosphorylierung und damit die
transkriptionelle Aktivierung der RNA Polymerase Il unterbleibt (Egloff et al., 2006).

Das ebenfalls in YRNPs identifizierte Protein HNRNPM ist ein kernlokalisiertes RBP,
welches das Spleilen der pre-mRNA reguliert und zudem das alternative Spleien moduliert
(Hase et al., 2006; Lleres et al., 2010). Die hier durchgefiuhrten Studien zeigten, dass ZBP1 in
YRNP-Fraktionen vorwiegend mit der kleinsten Isoform von HNRNPM (M1) und in mRNP-

Fraktionen mit der grofSten Isoform von HNRNPM (M4) interagiert, was auf unterschiedliche
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Funktionen der HNRNPM Isoformen innerhalb der RNPs hindeutet. Obwohl die Existenz der
HNRNPM Isoformen 1-4 bereits 1993 von Datar et al. durch 2-D-Gelelektrophorese ermittelt
wurde, ist recht wenig Uber die einzelnen Isoformen bekannt. Jedoch wurde von Gattoni et
al. beobachtet, dass HNRNPM1/2 nach einem Hitzeschock den HNRNP-Komplex verlassen,
an die nukledre Matrix binden und so moglicherweise das SpleiRen an- und abschalten
konnen (Mahl et al., 1989; Gattoni et al., 1996). Kirzlich erschien eine Publikation in der
postuliert wird, dass HNRNPM 3/4 mit IGF2BP3 im Zellkern interagiert und zusammen mit
verschiedenen Zyklin-RNAs einen RNP bildet (Rivera Vargas et al., 2014). Diese jedoch muss
kritisch hinterfragt werden, da bereits in mehreren Studien festgestellt wurde, dass sich die
IGF2BPs hauptsachlich im Zytoplasma befinden (Nielsen et al., 2003; Jonson et al., 2014).
Dies konnte zudem durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Lokalisationsstudien bestatigt
werden (Abb. 3.10). Die festgestellte Kernlokalisierung von IGF2BP3 kénnte moglicherweise
auf Unspezifitaten der genutzten kommerziellen Antikérper zuriickgefihrt werden (Lederer
et al.,, 2014). Jedoch ist neben zytoplasmatisch lokalisierten IGF2BP3 enthaltenen mRNP-
Komplexen durchaus denkbar, dass IGF2BP3 zu einem geringen Teil in kernlokalisierten
Komplexen zu finden ist. Dafiir spricht, dass bereits flir das orthologe ZBP1 gezeigt werden
konnte, dass es wahrend der Transkription mit der ACTB pre-mRNA assoziiert (Oleynikov und
Singer, 2003). Uberdies ergaben vergleichende Proteom-Analysen humaner SpleiRosomen,
dass IGF2BP3 in funktionellen SpleiRosomen vorkommt (Zhou et al., 2002).

Letztlich lassen die hier durchgefiihrten Analysen zusammen mit den aus der
Literatur bekannten Daten, auf das Vorhandensein mehrerer heterogener IGF2BP-RNP-
Komplexe schlieBen, deren Dynamik und Komplexitdat noch weitere Studien erfordert, um
funktionelle Zusammenhange aufzuklaren.

Ein verbreitetes Problem ist, dass IGF2BP1 nur zu einem geringen Teil aus den Zelllysaten
prazipitiert werden kann, was moglicherweise auf die feste Verankerung innerhalb der RNP-
Komplexe zurilickzufiihren ist. Dies kann dazu fiihren, dass einige Protein-Interaktionen nicht
nachgewiesen werden kénnen. Mittlerweile gibt es Antikérper gegen IGF2BP1, mit denen
eine Steigerung der Prazipitationseffizienz herbeigefiihrt werden kann (personliche
Information von M. Kéhn). Eine mogliche Erklarung ware, dass das von diesen Antikdrpern
erkannte C-terminale IGF2BP1-Epitop besser zugdnglich ist. Das N-terminale Epitop, welches
durch den hier genutzten Antikérper gebunden wird, jedoch maskiert wird. Da diese

Antikorper ebenfalls fir IGF2BP2 und IGF2BP3 erhiltlich sind, kdnnten RNP-Analysen
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basierend auf der Prazipitation dieser Proteine durchgefiihrt werden und noch ungeklarten
Fragen nachgegangen werden. Beispielsweise existieren zum Vorhandensein von AGO-
Proteinen in IGF2BP3 enthaltenen RNPs noch widerspriichliche Ergebnisse. Wahrend eine
Arbeitsgruppe die RNA-abhangige Interaktion von IGF2BP3 mit AGO1 und AGO2 nachweisen
konnte (Hock et al., 2007), wird von Jonson et al. postuliert, dass IGF2BP3-RNPs keine AGO-
Proteine enthalten und somit gebundene mRNAs, wie HMGA2, vor microRNA gerichteter
Degradation schiitzen (Jonson et al., 2014).

Neben den in der vorliegenden Arbeit validierten Interaktoren beinhalten die MS-
Analysen zahlreiche weitere putative Proteinliganden von ZBP1 (siehe 7.4, Tab. 1A und B). So
stitzt die Identifikation von SR-Proteinen (Serin/Arginin-reiche Proteine) wie SRRM2 und
SFRS1 in den MS-Analysen die Hypothese, dass ZBP1 eine Komponente von Pionier-mRNPs
ist. Da fur SR-Proteine bekannt ist, dass diese mit EJCs multimerisieren (Singh et al., 2012)
und fur SFRS1 gezeigt wurde, dass es den NMD-Prozess fordert, indem es vermutlich die
Deposition des EJCs stimuliert (Zhang und Krainer, 2004). Zudem konnte in der vorliegenden
Arbeit neben der Identifikation weiterer Pionier-mRNP-Komponenten (MS-Analysen, Abb.
3.28 C und 3.29) erstmals die Assoziation von ZBP1 mit dem NMD-Faktor UPF1
nachgewiesen werden (Abb. 3.30 A). Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass ZBP1
auch mit Transkripten assoziiert, die sich in der ersten Translationsrunde befinden. Dagegen
scheint das Vorhandensein von ZBP1 in steady-state Translationskomplexen eher
unwahrscheinlich, da endogenes IGF2BP1 im 20-47% Saccharose Gradient im Bereich von
40S bis 150S sedimentiert und nicht mit Polysomen assoziiert ist (J. Nielsen et al., 1999).
Zudem fehlen den mRNP-Partikeln Translationsinitiations-Faktoren (elF4E und G, elF2a) und
ribosomale Proteine der 60S Untereinheit (Jonson et al., 2007). Jedoch wurden einige
Proteine der 60S Untereinheit in den vorliegenden MS-Analysen identifiziert, was auf
weitere IGF2BP1-Komplexe hindeuten konnte. Andererseits kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich dabei um falsch positive Interaktoren handelt, die aufgrund der starken
Abundanz in den MS-Analysen identifiziert wurden. Aufschluss darliber koénnten
Immunoprazipitations-Analysen sowie Gradienten-Studien (15-45 % Saccharose Gradient)

liefern.
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4.4 Die Rolle von IGF2BP2 im Glukose-Metabolismus

Ein wichtiges Charakteristikum der IGF2BPs ist die hohe Expression wahrend der
Embryonalentwicklung (Hansen et al., 2004). IGF2BP1 und IGF2BP3 koénnen als onkofetale
Proteine bezeichnet werden, da diese kaum noch in adulten Organen nachweisbar sind,
jedoch stark in verschiedenen Tumoren exprimiert werden (Yaniv et al., 2002; Yisraeli et al.,
2005; Bell et al., 2013). Im Gegensatz dazu ist IGF2BP2 auch in verschiedenen adulten
Geweben abundant (Christiansen et al., 2009; Dai et al., 2011; Bell et al., 2013). Genomweite
Assoziationsstudien fiihrten zur ldentifizierung von SNPs (single nucleotide polymorphisms)
im zweiten Intron des IGF2BP2 Lokus, welche mit einem erhéhten Typ 2 Diabetes Risiko
(T2D) korrelieren (reviewed (Christiansen et al., 2009)). Aufgrund dieses Befundes wird fir
IGF2BP2 eine metabolische Funktion postuliert, jedoch ist ungeklart, ob ein kausaler
Zusammenhang zwischen diesen SNPs und IGF2BP2 besteht. Es ware zum einen denkbar,
dass diese SNPs das Spleien oder die Expression von IGF2BP2 beeinflussen, zum anderen
konnte durch SNPs die Sequenz von miRNAs, IncRNAs oder antisense RNAs verandert sein
und damit eine Regulation der transkriptionellen und posttranskriptionellen Expression noch
unbekannter Gene erfolgen. Zur Aufklarung waren jedoch erneute Sequenzierungen und
Feinkartierungen der betreffenden SNP-Region nétig. Ein weiterer Hinweis fiir eine mogliche
Metabolismus-Kontrolle ist, dass die Phosphorylierung von IGF2BP2 durch mTORC1, die
Assoziation von IGF2BP2 mit der IGF2 mRNA erleichtert und in einer gesteigerten IGF2
Proteinsynthese resultiert (Dai et al., 2011). Diesem wachstumsférdernden Polypeptid wird
eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von T2D zugeschrieben. Die Uberexpression von
IGF2 induziert eine Fehlfunktion von pankreatischen B-Zellen und macht diese empfanglich
fiir Schaden, wodurch die B-Zellen einen erhéhten Insulin-Bedarf nicht mehr kompensieren
konnen (Casellas et al., 2015). Damit wird IGF2 eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
von T2D zugeschrieben. Da IGF2BP2 die Translation der IGF2 mRNA férdert und ebenfalls in
pankreatischen B-Zellen exprimiert  wird, kdnnte IGF2BP2 Uber diesen
Regulationsmechanismus an pathologischen Veranderungen des T2D beteiligt sein (Dai et
al., 2011). Um diese Hypothese zu priifen, wurde in Zusammenarbeit mit B. Mihleck ein
Protokoll fir die Immunofluoreszenz-Farbung von Pankreas-Schnitten aus transgenen
Mauslinien etabliert, welches im Rahmen der Doktorarbeit von J. Jaeckel zur Anwendung

kommt (Dissertation, J. Jaeckel, unveroffentlicht).
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Neben der Regulation der IGF2-Translation durch IGF2BP2 sind weitere molekulare
Mechanismen denkbar, die zur Metabolismus-Modulation beitragen. So wird zudem
postuliert, dass IGF2BP2 die Translation von mRNAs inhibiert, die fiir mitochondriale
Proteine kodieren, wie zum Beispiel die UCP1 mRNA, und damit den Metabolismus reguliert
(Dai et al., 2015). Denn Mause, die kein IGF2BP2 exprimieren (Imp2'/') weisen erhohte UCP1-
Mengen auf, welche in einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch des braunen Fettgewebes
resultieren und die Tiere aufgrund des erh6hten Energieverbrauchs weniger empfanglich fir
Ubergewicht machen.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand metabolischer Analysen gezeigt werden,
dass die Uberexpression von GFP-IGF2BP2 im Vergleich zur Expression von GFP in U20S
Zellen zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme (Abb. 3.35) und einem erhdhten
Glykogengehalt (Abb. 3.36) fihrt. Uberdies konnte in den Lebern BiPro-IGF2BP2
exprimierender Mause im Vergleich zu BiPro-IGF2BP1, BiPro-IGF2BP3 und BiPro-GFP
exprimierenden Mausen ebenfalls ein signifikant erhdohter Glykogengehalt bestimmt werden
(Abb. 3.37). Diese Ergebnisse bekraftigen die Hypothese, dass IGF2BP2 eine Rolle im
Metabolismus spielt. Diese Hypothese wird zudem durch einen weiteren Befund gestiitzt. So
wurde nach der Uberexpression von P62, der SpleiBvariante von IGF2BP2, in der Leber
transgener Mause, ein Fettleber-Phanotyp sowie eine gesteigerte Toleranz gegeniiber
Glukose beobachtet (Tybl et al., 2011). Uberdies wurden eine stirkere Expression von IGF2,
eine erhdhte Aktivierung von AKT sowie verringerte PTEN-Level festgestellt. Wobei Tybl et
al. vorschlagen, dass eine Reduktion von PTEN die Phosphorylierung und damit die
Aktivierung von AKT fordert, da PTEN den AKT-Aktivator PIP-3 nicht mehr effektiv
dephosphorylieren kann (Suzuki et al., 2008). Die verringerte PTEN Expression wiederum
konnte auf die direkte Inhibierung durch IGF2 zurilickgefiihrt werden, welche in Milchdriisen
der Maus nachgewiesen wurde (Moorehead et al., 2003). Ubereinstimmend dazu wurde in
IGF2BP2-Knockdown Zellen im Vergleich zur Kontrolle eine reduzierte AKT Phosphorylierung
sowohl am Serin 473 als auch am Threonin 308 festgestellt (Abb. 3.38), welche mit leicht
erhohten PTEN-Level (U20S; 1,3 + 0,1; Daten nicht gezeigt) einher geht. Es ist bekannt, dass
die Aktivierung des mTOR Signalweges die Glukoseaufnahme steigert, indem eine
Modulation der Genexpression erfolgt (Duvel et al., 2010). So wird zum Beispiel die Synthese
des Glukose-Transporters GLUT1 erhoht (Buller et al.,, 2008), welcher in mehreren

Krebszelllinien exprimiert wird (Ahrens et al., 2008; www.proteinatlas.org; Uhlen et al.,
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2015). Der erhohte Glykogengehalt wiederum ist mit der Aktivierung von AKT erklarbar, da
AKT die Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK3B) inhibiert, wodurch das Enzym
Glykogensynthase aktiviert wird, was in der Akkumulation von Glykogen resultiert (Cross et
al., 1995).

Ein RBP, welches neben IGF2BP2 die Translation der IGF2 mRNA fordert, ist LIN28A/B
(Polesskaya et al., 2007). Fir dieses Protein konnte gezeigt werden, dass es die Biogenese
der let-7 microRNA inhibiert und damit die Translation von let-7-Ziel-mRNAs ermdglicht
(Piskounova et al., 2008; Rybak et al., 2008; Viswanathan et al., 2008; Zhu et al., 2011).
Darunter sind nicht nur Komponenten des mTOR-Signalweges, wie IGF1R (Insulin-like growth
factor 1 receptor), INSR (Insulin receptor) und IRS2 (insulin receptor substrate 2), sondern
auch IGF2BP2 (Wang et al., 2010; Zhu et al., 2011). Daher wird LIN28A/B eine Rolle als
zentraler Regulator des Glukose-Metabolismus zugeschrieben (Zhu et al., 2011). Ahnlich wie
hier fur IGF2BP2 gezeigt, steigert LIN28 die Glukoseaufnahme in C2C12 Myoblasten,
wahrscheinlich indem es mTORC-Komponenten dereprimiert und damit die Aktivitat des
Signalweges erhoht (Zhu et al., 2011). Interessanterweise werden ebenfalls unter IGF2BP2
knockdown in primaren Maus Myoblasten, geringere Mengen an IGF1R Protein beobachtet
(Li et al., 2012; Gong et al., 2015). Die simultane Regulation mehrerer Komponenten des
MTORC Signalweges, wie IGF2 und IGF1R kénnte erkldaren, wie mittels posttranskriptioneller
Regulationsmechanismen eine koordinierte Regulation des Glukose-Metabolismus erfolgen
kann. Anhand der beobachteten Phanotypen kann man schlussfolgern, dass IGF2BP2 neben
anderen Faktoren, wie LIN28 und let-7, eine entscheidende Rolle im komplexen
Regulationsnetzwerk des Metabolismus spielt. Weitere Untersuchungen sind jedoch
notwendig, um die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen aufzukldaren. Unter
diesem Aspekt waren zum einen IGF2BP2 knockout-Studien in Mausen denkbar, in denen
eine umfassende Charakterisierung des Metabolismus erfolgen kdnnte, zum anderen wirde
die Identifikation weiterer Ziel-mRNAs sowie Protein-Interaktionen von IGF2BP2 in

entsprechenden Geweben sicherlich weitere Hinweise liefern.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Proteine der IGF2BP-Familie vermitteln Uber die Bindung ihrer Ziel-mRNAs
wesentliche posttranskriptionelle Regulationsprozesse. Welche KH-Domanen fiir die
Assoziation spezifischer mRNAs verantwortlich sind, und wie sich mogliche RNA-
Bindungsmotive zusammensetzen, ist bisher nicht vollstandig aufgeklart.

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten, vergleichenden in vitro
Filterbindungsstudien der IGF2BP Paralogen geben erstmals einen Einblick in die
Funktionsweise der KH-Domadnen fir die Assoziation mit den RNA-Substraten ACTB und
MYC. Fir ZBP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 wurde eine Beteiligung aller vier KH-Domanen
festgestellt. Nahere Untersuchungen zeigten, dass die KH1+2 Didomaéne fir die Komplex-
Stabilitdt von Bedeutung ist. Da bisher lediglich Strukturanalysen zur KH3+4 Domane von
ZBP1 existieren sind kiinftige, vergleichende Kokristallisationsstudien der IGF2BP Proteine
sowie der jeweiligen KH1+2 und KH3+4 Didomdne mit unterschiedlichen Ziel-RNAs
notwendig, um die Bindungsmechanismen vollstdndig aufzuklaren. Als geeignetes RNA-
Substrat, hinsichtlich der notwendigen Stabilitdat und Affinitdt, ware die Y3 RNA denkbar.

Zudem stellen die hier eingefliihrten Punktmutationen in den GXXG-Loops der KH-
Domadnen von ZBP1 und IGF2BP2 ein geeignetes Instrumentarium dar, um die
Bindungsspezifitat zu weiteren relevanten Ziel-mRNAs zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang konnte geprift werden, ob die simultane Assoziation mit mehreren RNA-
Substraten moglich ist. Dazu kénnte man mehrere RNAs unterschiedlich markieren und die
Assoziation der IGF2BPs Giber EMSA-Studien analysieren.

Weiterfihrende Analysen ergaben, dass alle KH-Domanen der IGF2BP Paralogen
wichtige funktionelle Einheiten flr die zytoplasmatische Lokalisation, Protein-Assoziation,
Oligomerisierung und Rekrutierung der Proteine in SGs darstellen. Durch die Anwendung des
SELEX-Prozesses konnten fir die IGF2BP Paralogen pyrimidinhaltige Motive selektiert
werden, die sich jedoch in ihrer Nukleotid-Zusammensetzung voneinander unterscheiden.
Die generierten, hoch affinen RNA-Aptamere kénnten Anwendung in kiinftigen Protein-RNA-
Kokristallisationsstudien finden. Uberdies kénnte die spezifische Inhibierung der IGF2BP
Proteine Uber die Applizierung dieser RNA-Aptamere erreicht werden, wodurch eine
therapeutische Wirkweise moglich ware. Diese konnte schlieBlich bei der Behandlung

fortschreitender Krebserkrankungen zum Einsatz kommen. Voraussetzung dafiir ware, die
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Spezifitdat der Aptamere zu kennen, damit die gezielte Blockierung einzelner KH-Domanen
gewahrleistet werden kann.

Unter diesem Aspekt waren vergleichende Studien zur Identifikation regulierter Transkripte
aller IGF2BP Paralogen von Vorteil. Anhand von PAR-CLIP Untersuchungen, basierend auf der
Uberexpression Flag-markierter Proteine, werden mehrere Tausend Ziel-mRNAs der IGF2BPs
vorgeschlagen. Jedoch legt die bereits erwdahnte aberrante Sedimentation von exogenem
ZBP1 gegeniiber endogenem ZBP1 in Saccharose Gradienten nahe (Bell et al., 2013), dass das
exogene Protein zum Teil ungebunden vorliegt und somit keine verlasslichen Aussagen zur
Funktion des Proteins zuldsst. Alternativ ware denkbar von IGF2BP1, 2 und IGF2BP3
Knockdown- bzw. Uberexprimierenden Zellen, Gradienten-Analysen durchzufiihren und die
aus monosomalen und polysomalen Fraktionen praparierte RNA mittels Microarray bzw.
Deep-Sequencing zu untersuchen. Dabei sollte die Uberexpression besser unter Kontrolle
eines Tetrazyklin induzierbaren Promotors durchgefiihrt werden, denn Jonson und Kollegen
konnten zeigen, dass die Induktion der Expression mit 1 uM Tetrazyklin, Mengen an Flag-
IGF2BP1 liefert, die mit endogenem IGF2BP1 vergleichbar sind (Jonson et al., 2007). Diese
Studie wirde zugleich Informationen liefern, ob mogliche Ziel-mRNAs der IGF2BPs in ihrer
Translation beeinflusst werden, indem die Anreicherung in mono- und polysomalen
Fraktionen verglichen wird.

Eine kiinftige Herausforderung wird aullerdem sein, die Nukleotid-Spezifitat einzelner
KH-Domanen zu untersuchen, um zu erforschen wie spezifische RNAs gebunden werden. Zu
diesem Zweck konnten SELEX-Studien mit isolierten KH-Domanen erfolgen oder direkt
gebundene RNA-Fragmente Uber iCLIP-Methoden (individual nucleotide resolution cross-
linking and immunoprecipitation) gewonnen und im Anschluss (ber Hochdurchsatz-
Sequenzierungen analysiert werden.

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Erkenntnisse zur Protein-
Zusammensetzung regulatorischer ZBP1-RNPs, leisten einen wesentlichen Beitrag zum
Verstandnis der Funktionsweise der IGF2BP Proteine. Unter diesem Aspekt konnte die
Interaktion von ZBP1 mit HNRNPU, RHA, YBX1, HUR, HNRNPQ (Jonson et al., 2007;
Weidensdorfer et al., 2009) und RO60 (Jonson et al., 2007; Kohn et al., 2010) bestatigt
werden. Des Weiteren konnten die Proteine MOV10, RO60, HNRNPM und HNRNPQ, ZBP1
enthaltenen YRNPs zugeordnet werden und IGF2BP2, IGF2BP3, HNRNPU, RHA, YBX1, HUR,
HNRNPM, MATR3, HNRNPR, HNRNPQ und MOV10 als ZBP1 Interaktoren in mRNPs
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identifiziert werden. Die Frage, wie sich YRNP- und mRNP-Komplexe im Detail
zusammensetzen, konnte durch RNA-pulldown Experimente gepaart mit sequentiellen
Immunoprazipitationen der identifizierten Proteine, aufgeklart werden.

Fiir IGF2BP2 wird eine Rolle im Metabolismus postuliert. Diese Hypothese konnte im
Rahmen dieser Arbeit bekraftigt werden, da die Uberexpression von GFP-IGF2BP2 im
Vergleich zur Expression von GFP in U20S Zellen zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme
fiihrt, sowie mit einem erhéhten Glykogengehalt einhergeht. Uberdies konnte in den Lebern
BiPro-IGF2BP2 exprimierender Mduse im Vergleich zu BiPro-IGF2BP1, BiPro-IGF2BP3 und
BiPro-GFP exprimierenden Mausen ebenfalls ein signifikant erhdhter Glykogengehalt
bestimmt werden.

Das Ziel kiinftiger Studien sollte sein, die IGF2BP Paralogen vergleichend in einem
analogen Kontext zu analysieren, wie es in der vorliegenden Arbeit bereits in vitro begonnen
wurde. Unter diesem Gesichtspunkt waren konditionale und gewebespezifische knockout
bzw. knock-in Studien in Mausen besonders aufschlussreich, um zu verstehen ob die IGF2BP

Paralogen unabhdngig voneinander oder in kooperativer Weise agieren.
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