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Zusammenfassung

Eukaryotische messenger-RNAs (mRNAS) mussen diverse
Prozessierungsreaktionen durchlaufen, bevor sie der Translationsmaschinerie als
Template fur die Proteinbiosynthese dienen konnen. Diese Reaktionen beginnen
bereits kotranskriptionell und schliefen das Capping, das Spleiken und die
Polyadenylierung ein. Erst nach dem die Prozessierung abschlossen ist, kann die
reife mMRNA ins Zytoplasma transportiert und translatiert werden. mRNAs
interagieren in jeder Phase ihres Metabolismus mit verschiedenen frans-agierenden
Faktoren und bilden mRNA-Ribonukleoproteinkomplexe (mRNPs) aus. Dieser
,MRNP-Code“ bestimmt das Schicksal jeder mRNA und reguliert dadurch die
Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene.

FUr das La-verwandte Protein LARP4B (La-related protein 4B) wurde kurzlich eine
direkte Interaktion mit den Translationsfaktoren PABPC1 (poly(A) binding protein,
cytoplasmic 1) und RACK1 (receptor for activated C kinase) gefunden. Diese
Befunde sowie die Assoziation mit aktiv translatierenden Ribosomen lasst vermuten,
dass LARP4B zum mRNP-Code beitragt. Die Domanenstruktur des Proteins legt
daruber hinaus nahe, dass LARP4B direkt mRNAs bindet.

Um einen Einblick in die Funktion von LARP4B und seiner in vivo RNA-
Bindungspartner zu erhalten, wurde die mRNA-Assoziation transkriptomweit mit Hilfe
von PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and
Immunoprecipitation)-Experimenten bestimmt. Diese Daten zeigten, dass LARP4B
ein spezifisches Set an zellularen mRNAs Uber Sequenzbereiche in deren 3'-
untranslatierten Regionen bindet. Die bioinformatische Auswertung der PAR-CLIP-
Daten identifizierte ein LARP4B-Bindemotiv, welches durch in vitro Bindungsstudien
validiert werden konnte. Dartber hinaus belegten pSILAC (pulsed stable isotope
labeling with amino acids in cell culture)-Experimente und eine transkriptomweite
Analyse der mRNA-Level, dass LARP4B die Expression der Ziel-mRNAs beeinflusst,
indem es die Stabilitdt der gebundenen Transkripte erhoht. LARP4B konnte somit

als positiver Faktor der eukaryotischen Genexpression identifiziert werden.



Summary

Eukaryotic messenger RNAs (mMRNAs) undergo several processing reactions before
they can serve as a template for protein biosynthesis. These processing reactions
begin co-transcriptionally and include capping, splicing and polyadenylation. Once
the processing is complete, the mature mRNA can be exported to the cytoplasm for
translation. Throughout the various steps of the metabolism, the mRNAs interact with
different sets of trans-acting factors to form mRNA ribonucleoprotein complexes
(mRNPs). This “mRNP code” determines the fate of any mRNA and thereby
regulates gene expression at the post-transcriptional level.

Recently, the La-related protein 4B (LARP4B) was shown to interact directly with two
translation factors, the cytoplasmic poly(A) binding protein 1 (PABPC1) and the
receptor for activated C kinase (RACK1). These findings as well as its association
with actively translating ribosomes suggest that LARP4B contributes to the mRNP
code. The domain architecture of LARP4B suggests that LARP4B might bind mRNA
directly. To gain insight into the function of LARP4B and its in vivo RNA binding
partners, the associated mRNAs were determined using the transcriptome-wide
PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and
Immunoprecipitation) technology. These data show that LARP4B binds to a specific
set of cellular mMRNAs at the 3’-untranslated regions (3’-UTR). The biocomputational
analysis of the PAR-CLIP data identified the LARP4B binding motif which could be
validated by in vitro binding studies. Furthermore, taken together, pSILAC (pulsed
stable isotope labeling with amino acids in cell culture) data and a transcriptome-
wide analysis of mMRNA levels demonstrate that LARP4B influences target mRNA
expression by stabilizing the bound transcript. In conclusion, LARP4B was identified

as a positive regulator for eukaryotic gene expression.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Messenger-RNA: Bindeglied zwischen der genetischen
Information und der Proteinwelt

Wie exprimieren Lebewesen ihre genetische Information und wandeln sie in
funktionelle Biomolekile um? Diese Frage ist eines der zentralen Themen in den
Biowissenschaften. Bei diesem Prozess kommt der messenger-RNA (mMRNA) eine
zentrale Bedeutung zu, da sie als Mittler zwischen der genetischen Information
einerseits und dem funktionsfahigen Protein andererseits agiert. Von ihrer
Transkription bis zum Abbau unterliegen mRNAs, speziell in Eukaryoten, einem
komplexen und bislang nur teilweise verstandenen Metabolismus (Abbildung 1).
Dieser erlaubt vielfaltige Mdglichkeiten der Regulation sowohl auf transkriptioneller
als auch auf posttranskriptioneller Ebene.

Wahrend ihres gesamten Lebenszyklus liegen mRNAs sehr wahrscheinlich niemals
als freie Molekule vor. Vielmehr bilden sie zusammen mit diversen frans-agierenden
Faktoren Ribonukleoproteinkomplexe (mRNPs). Hierbei wird ein kombinatorisches
Netzwerk auf der mRNA ausgebildet, das man auch als mRNP-Code bezeichnet.
Die individuelle Auspragung dieses Codes bestimmt das zellulare Schicksal einer
mRNA, sei es auf der Ebene der Stabilitdt, Lokalisation oder Translation. Die
Zusammensetzung eines mMRNPs ist hochdynamisch und wechselt in Abhangigkeit
des funktionellen Stadiums, in dem sich eine betreffende mMRNA befindet. Dem
mMRNP-Code kommt damit die entscheidende Rolle bei der posttranskriptionellen
Regulation der Genexpression zu. Im Zentrum dieser Arbeit steht die Analyse eines

trans-agierenden Faktors der als Komponente des mMRNP-Codes agiert.
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1.2 Der Lebenszyklus einer mRNA

Alle kernkodierten mRNAs werden in Eukaryoten als Vorlaufermolekile, den
sogenannten pra-mRNAs, durch die RNA Polymerase Il (RNAP2) gebildet
(Abbildung 1). In diesem Vorlauferzustand sind sie fur die Translation nicht
funktionell und missen daher durch eine Reihe von Prozessierungsreaktionen zur
reifen mRNA umgewandelt werden. Beim Grofdteil der mRNAs unterscheidet man
hierbei primar drei Prozesse: Die Generierung des 5’-Endes durch das Capping, die
Zusammenfugung von kodierenden Bereichen durch das Spleilen und die
Polyadenylierung des 3’-Endes (Abbildung 1). Alle diese Reaktionen erfolgen bereits
am naszierenden mRNA-Molekdll, also kotranskriptionell, und gewahrleisten somit
die effiziente Bereitstellung von reifen mRNAs.

Die Cappingreaktion ist primar fur den Schutz der mRNA vor Exonukleasen und fur
die Translationsinitiation wichtig (7-3). Beim Capping wird zunachst das Triphosphat
des 5’-terminalen Nukleotids der mRNA zu einem Diphosphat umgewandelt (4). Die
Addition eines Guanosinmonophosphats Uber eine 5-5’-Triphosphatbriicke und die
anschliellende Methylierung des terminalen Guanosins in der N7-Position flhrt
schlieBBlich zur Ausbildung der Capstruktur, die als m7G-Cap bezeichnet wird (4, 5).
Da die grol3e Mehrzahl der proteinkodierenden Gene hoherer Lebewesen aus einer
Abfolge von kodierenden Exons und nicht-kodierenden Introns besteht, muss durch
einen weiteren Prozessierungsschritt, dem sogenannten pra-mRNA-Spleil3en, der
offene Leserahmen generiert werden. Dieser hochkomplexe Vorgang wird durch das
makromolekulare Spleillosom katalysiert (6). In einem ersten nukleophilen Angriff
greift die 2’-OH-Gruppe eines Adenosins der im Intron liegenden Verzweigungsstelle
die 5-Spleil’stelle an wodurch eine intermediare Struktur entsteht und das 5’-
liegende Exon freigesetzt wird (6). Die dadurch entstandene 3’-OH-Gruppe dieses
Exons greift daraufhin in einer weiteren Umesterung die 3’-Spleil3stelle an (6).
Dadurch werden die beiden Exons miteinander verbunden und das Intron

freigesetzt.
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Zellkern Zytoplasma

RNAP2

Exosom
RNasen

EJC PABPN1
W@% Protein @ Abbau
Export l PABPC1
elF4F '
Ribosom
Translation

Abbildung 1: Der Lebenszyklus einer eukaryotischen mRNA.

Die Transkription der pra-mRNA erfolgt im Zellkern durch die RNA-Polymerase 1l (RNAP2). Nach der
Prozessierung der mRNA im Kern erfolgt der Export ins Zytoplasma. mRNAs werden im Zytoplasma
durch die Ribosomen in Proteine translatiert und durch RNasen zu definierten Zeitpunkten abgebaut.

CBC: cap-binding complex, EJC: exon-junction complex

Schliel3lich wird das mature 3’-Ende der mRNA durch Polyadenylierung generiert.
Diese Modifikation dient, ahnlich wie das Capping, der Stabilisierung der mRNA und
der Stimulierung der Translation und wird durch die makromolekulare
Polyadenylierungsmaschinerie ermdéglicht (7, 8). Die Polyadenylierung erfolgt in
einem zweistufigen Prozess, bei dem zunachst die mRNA nach dem
Polyadenylierungssignal AAUAAA gespalten wird (9-717). An der entstehenden 3'-
Hydroxygruppe addiert anschlielfend die Poly(A)-Polymerase einen Poly(A)-
Schwanz von ca. 200-300 Nukleotiden an das 3’-Ende der mRNA (72, 13).

Erst wenn die oben beschriebenen Prozessierungsreaktionen vollstandig abgelaufen
sind, erfolgt der Export der reifen mRNA ins Zytoplasma und die Translation der

kodierenden Sequenz an Ribosomen in Proteine (Abbildung 1).
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mRNAs unterliegen einem standigen Zyklus von Synthese und Degradierung.
Letztere wird durch die Deadenylierung des 3’-Endes eingeleitet (74). Danach
entfernt der Decappingkomplex das Cap und die mRNA wird durch zellulare RNasen
in 5’-3’-Richtung abgebaut (74, 15). Alternativ kann der Abbau in 3’-5’-Richtung
durch das Exosom erfolgen (16, 17).

1.3 Der Aufbau des mRNP-Codes

Die Zusammenlagerung der mRNA in ein mRNP bietet eine Vielzahl
kombinatorischer Moglichkeiten der mRNP-Zusammensetzung. Allein die Anzahl
und Heterogenitat der mRNA-Interaktoren ist immens: So wurden uber 800 Proteine
neueren Studien zufolge im Menschen als mRNA-bindende Faktoren identifiziert (78,
19). Neben den ,klassischen® Faktoren wie hnRNPs (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein), Helikasen, Translationsfaktoren und Nukleasen befinden sich
darunter auch einige Stoffwechselenzyme, was zeigt, dass der Umfang an mRNA-
bindenden Proteinen weitaus grofler ist als bisher angenommen (78, 19). Darlber
hinaus wechselwirken mRNPs mit weiteren Biomolekllen, wie zum Beispiel nicht-
kodierenden RNAs oder Metaboliten. Betrachtet man aulRerdem die Diversitat der
verschiedenen mRNAs stellt sich die Frage, wie die Wechselwirkung einer mRNA
mit einem spezifischen Set an RNA-bindenden Proteinen (RBPs) zustande kommt.
Ein Mechanismus, der mal3geblich den Aufbau des mRNP-Codes bestimmt, ist die
sequenzspezifische Rekrutierung von RBPs durch cis-regulatorische Elemente der
mMRNA. Ein solches cis-Element kann dabei von verschiedenen RBPs gebunden
werden, was zur Kompetition dieser RBPs um die Bindestelle fuhrt. Dies ist
beispielsweise bei AU-reichen Elementen (ARE) in 3’-untranslatierten Regionen (3’-
UTRs) von mRNAs der Fall. Die Bindung dieser Elemente durch destabilisierende
Faktoren, wie dem Protein AUF1 (AU-rich element RNA binding factor 1), fuhrt zur
Rekrutierung des Exosoms und somit zum Abbau der mRNA (20-22). Binden
hingegen stabilisierende Faktoren, wie das HUR (human antigen R) Protein, wird die
Bindestelle fur destabilisierende Faktoren maskiert und es kommt zu einer
Stabilisierung der gebundenen mRNA (23).

Neben der sequenzspezifischen Rekrutierung von RBPs kdnnen Faktoren auch
kontextspezifisch Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen an die mRNA rekrutiert

werden. Ein Beispiel dafur bietet der EJC (exon-junction complex), der abhangig von
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der Spleilreaktion an die mMRNA bindet und Exon-Exon-Grenzen markiert (24). Uber
die Interaktion mit dem SpleiRfaktor CWC22 (CWC22 spliceosome-associated
protein) wird der EJC an die mRNA rekrutiert, woraufhin elF4Alll (eukaryotic
initiation factor 4A3), eine Komponente des EJC, sequenzunabhangig ungefahr 20
Nukleotide 5" zur Exon-Exon-Grenze an die mRNA bindet (24-28).

Ein weiteres bekanntes Beispiel fur die kontextspezifische Rekrutierung von
Faktoren stellt die Kopplung von Transkription und mRNP-Zusammenlagerung dar.
Bereits an der naszierenden mRNA etabliert sich ein primares mRNP durch die
Rekrutierung von RBPs durch die RNAP2. Die grote Untereinheit dieser
Polymerase besitzt eine C-terminale Domane (CTD), die aus Wiederholungen einer
sieben Aminosauren langen Sequenz besteht (29-37). Durch die differenzielle
Phosphorylierung von Serin 2 und Serin 5 in dieser Sequenz wird die Transkription
mit der Prozessierung koordiniert und die Rekrutierung von definierten RBPs
ermdglicht, die dann sequenzspezifisch an die mRNA binden (32-38). So fluhrt
beispielsweise die spezifische Phosphorylierung von Serin 2 zur Rekrutierung der
Polyadenylierungsmaschinerie und damit zur kotranskriptionellen Polyadenylierung
des naszierenden Transkripts (38, 39).

Zusatzlich kénnen weitere Faktoren durch Protein-Protein-Wechselwirkungen an das
mMRNP rekrutiert werden ohne eine direkte Interaktion mit der mRNA einzugehen.

Auf diese Weise wird die Komplexitat des mRNPs weiter erhoht.
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1.4 Die Funktion der RBPs: Das Auslesen des mRNP-Codes

Die Einbindung der mRNA in ein mRNP hat funktionelle Konsequenzen fur das
gebundene Transkript. Die Funktion der mRNA-bindenden Faktoren ist dabei
vielfaltig, jedoch derzeit nur teilweise verstanden. Es ist aber wahrscheinlich, dass
sie jede Ebene der Genexpression beeinflussen.

RBPs sind wesentlich an der Katalyse der einzelnen Schritte des mRNA-
Metabolismus beteiligt. RBPs wirken als Komponenten des Spleilosoms oder der
Polyadenylierungsmaschinerie an der nuklearen Prozessierung der mRNA mit (6, 7,
40). AuBerdem sind Translationsfaktoren entscheidend fur eine effiziente Translation
der mRNA durch das Ribosom (47). Auch der Abbau der mRNA wird durch RBPs
wie Nukleasen und Decappingenzyme katalysiert (14, 15).

Uber die Beteiligung an der Katalyse hinaus haben RBPs zuséatzlich regulatorische
Funktionen im mRNA-Metabolismus. Bereits im Zellkern regulieren RBPs die
Prozessierung der mRNA indem sie Einfluss auf das alternative Spleil3en oder die
Wahl alternativer Polyadenylierungsstellen nehmen (40, 42, 43). Im Zytoplasma
konnen RBPs die Translation und den Abbau der mRNA stimulieren oder
reprimieren (44, 45). Durch die Regulation verschiedenster Schritte des mRNA-
Metabolismus sorgen RBPs somit fur die Feinabstimmung der Genexpression.

Als Adaptoren konnen RBPs weitere Faktoren an das mRNP rekrutieren, die das
Schicksal der mRNA beeinflussen. Die Bindung von NXF1 (nuclear RNA export
factor 1) an die mRNA sorgt durch die Wechselwirkung mit der Kernpore fur einen
effizienten Export der mRNA ins Zytoplasma (46-49). Auch die zytoplasmatische
Lokalisation der mRNA wird durch RBPs mitbestimmt. So assoziiert die ASH1
(absent, small, or homeotic discs 1) mMRNA durch die Bindung des RBPs She2p
(Swibp-dependent HO expression) mit Myosin und kann dadurch an ihren
Bestimmungsort transportiert werden (50-52).

Darlber hinaus kann die Bindung verschiedener RBPs als ,Qualitatskontrolle®
dienen. Die Interaktion der mMRNA mit RBPs stellt sicher, dass die Reihenfolge der
Metabolismusschritte gewahrt bleibt indem bevorzugt mRNAs weiter prozessiert
werden, die einen vorangegangenen Schritt bereits durchlaufen haben. Dies ist der
Fall bei der Interaktion von PABPN1 (poly(A) binding protein, nuclear 1) mit dem
Poly(A)-Schwanz. Diese Bindung, die erst aufgrund der Polyadenylierung erméglicht
wird, fordert gleichzeitig den daraufhin stattfindenden Export der mRNA (563). Auch
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die korrekte Prozessierung der mRNA kann mithilfe von RBPs, in diesem Fall des
EJC, uberpruft werden. Befindet sich, unter anderem aufgrund von fehlerhaftem
Spleilen, ein EJC mehr als 50 Nukleotide 3’ entfernt zum Stoppcodon wird die
mMRNA in einem nonsense-mediated decay (NMD) genannten Prozess

translationsabhangig abgebaut (28, 54-56).

1.5 mRNPs als Ursache fiir Krankheiten

Die Integritat des mRNP-Codes ist von essentieller Bedeutung fur die Homdostase
einer Zelle. So ist es nicht Uberraschend, dass Veranderungen im Kontext von
MRNPs Ursache von diversen Krankheiten, wie Krebs, Muskeldystrophien sowie
sensorische und neurologische Storungen sind (57, 58).

Pathologische Stérungen kdnnen dabei durch eine beeintrachtigte Funktion der
mRNA-bindenden Faktoren verursacht werden. Dies kann auf unterschiedliche
Weise erfolgen. So kdnnen zum Beispiel Mutationen, veranderte posttranslationale
Modifikationen oder die Sequestrierung durch Autoantikdrper die Aktivitat eines
RBPs beeinflussen (59-62). Auch Veranderungen im Expressionslevel eines RBPs
konnen Ursache von Krankheiten sein (63, 64).

Neben einer beeintrachtigten Funktion der RBPs kdnnen auch Veranderungen der
mRNA zu pathologischen Storungen fuhren. Dies kann zum Beispiel durch
Stérungen bei der mRNA-Prozessierung hervorgerufen werden. Bei der spinalen
Muskelatrophie (SMA) kommt es zu Defekten in der UsnRNP (uridine rich small
nuclear ribonucleoparticle)-Biogenese, woraus ein verandertes mRNA-Spleilimuster
und damit einhergehend eine Degeneration von Motoneuronen resultiert (65-67).
DarlUber hinaus kdnnen Mutationen in der mMRNA-Sequenz Ursache von Krankheiten
sein. Hierbei kommt es haufig zur Vervielfaltigung von Trinukleotidwiederholungen in
den mRNAs (68-73). Durch die sich daraus ergebenden neuen RNA-
Bindesequenzen werden RBPs sequestriert und stehen nicht mehr flr die Bindung

an ihre eigentliche Zielsequenz zur Verfugung (73-75).
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1.6 RNA-Bindedomanen vermitteln die Bindung von Proteinen an
RNA

Die Bindung der RBPs an die mRNA erfolgt meist Uber eine oder mehrere RNA-
Bindedomanen (RBD). Diese kontaktieren haufig nur wenige Nukleotide lange RNA-
Sequenzen, weshalb die Wechselwirkung mit der RNA oftmals schwach ist. Aus
diesem Grund sind RBPs haufig modular aufgebaut und enthalten mehrere RBDs
(76, 77). Die Kombination mehrerer RNA-Bindedomanen verleiht den RBPs eine
erhohte Spezifitdt und Affinitdat zur mRNA-Zielsequenz (76, 77). Haufige RNA-
Bindedomanen in mRNAs sind RRMs (RNA recognition motif), DEAD-Boxen, KH
(hnRNPK homology)-Domanen, Zinkfinger-Motive und RGG-Boxen (18, 19).

RRMs sind die am haufigsten vorkommende RNA-Bindedomanen und werden in
einer Vielzahl verschiedener Proteine, wie zum Beispiel hnRNP A1 und PABPC1
(poly(A) binding protein, cytoplasmic 1), gefunden (18, 19, 78). Sie besitzen eine [3-
a-B-B-a-B Topologie und bilden ein vierstrangiges, antiparalleles B-Faltblatt an
dessen Rickseite sich zwei a-Helices befinden (Abbildung 2A) (79). Konservierte
aromatische Aminosauren der beiden mittleren Strange sorgen durch
Stapelwechselwirkungen mit den RNA-Basen und durch Interkalierung zwischen
zwei Zuckern fur die Interaktion mit der RNA (79, 80). Von dieser klassischen Art der
Interaktion gibt es jedoch zahlreiche Abweichungen. So kann die RNA-Bindung uber
die N- oder C-terminale Erweiterung des RRMs oder Uber Wechselwirkungen mit der
Kante des B-Faltblattes erfolgen (79). Diese vielseitigen Bindungsmoglichkeiten
tragen dazu bei, dass RRMs ein breites Spektrum an Zielsequenzen mit einer Lange
von zwei bis acht Nukleotiden binden kénnen (80). Neben den klassischen RRMs
gibt es zudem RRM-ahnliche Domanen. Diese besitzen zwar die typische Topologie
eines RRMs, jedoch fehlen die konservierten Aminosauren (81, 82).

DEAD-Box Helikasen sind ATP-abhangige RNA-Helikasen, deren Bindung an RNA
durch die DEAD-Box vermittelt wird (83). Eine DEAD-Box besteht aus zwei RecA-
ahnlichen Domanen, welche aus insgesamt zwodlf konservierten Sequenzmotive
bestehen (Abbildung 2B) (83). Eines dieser Sequenzmotive, Asp-Glu-Ala-Asp, gibt
den DEAD-Boxen ihren Namen. Die Bindung der RNA erfolgt mit beide RecA-

ahnlichen Domanen was eine geschlossene Konformation der DEAD-Box zur Folge
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hat (83). Dazu kontaktieren sie das Ruckgrat der RNA, wodurch die Bindung von
DEAD-Boxen an die RNA sequenzunabhangig ist (84).

B) DEAD-Box C) KH-Domane

Abbildung 2: Schematische Darstellung von mRNA-Bindedomaénen.

(A) Das RRM (RNA recognition motif) besteht aus einem vierstrangigen, antiparallelen 3—Faltblatt, an
dessen Rickseite sich zwei a—Helices befinden. (PDB Eintrag 2VOD) (85). (B) Zwei RecA-ahnliche
Domanen bilden zusammen eine DEAD-Box. Diese beiden Domanen vermitteln gemeinsam die
Bindung an RNA (PDB Eintrag 2DB3) (86). (C) Typ | KH (hnRNPK homology)-Domanen zeichnen
sich durch ein dreistrédngiges, antiparalleles p—Faltblatt mit drei vorgelagerten a-Helices aus. (PDB
1ECB6) (87).

Die KH-Domane ist eine etwa 70 Aminosauren lange RNA-Bindedomane, die man
unter anderem im namensgebenden Protein hnRNP K oder auch in FMRP (fragile X
mental retardation protein) findet (88-90). In Eukaryoten findet man typischerweise
die Typ | KH-Domane, die ein dreistrangiges, antiparalleles B-Faltblatt mit drei
vorgelagerten a-Helices bildet (Abbildung 2C) (88, 97). KH-Domanen besitzen eine
GXXG-Schleife, die mit Phosphatgruppen der RNA wechselwirkt (88, 97). Darlber
hinaus  findet man  Wasserstoffbriickenbindungen  sowie  hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen der KH-Domane und den RNA-Basen (88).

Zinkfinger-Motive sind relativ kleine, um die 30 Aminosauren lange Proteindomanen
(92-94). Durch die Koordination eines Zinkions durch Cysteine oder Histidine wird
ihre Domanenstruktur stabilisiert (94). Zinkfinger kdnnen DNA sowie einzel- oder
doppelstrangige RNA binden (94, 95). Gemal der an der Zinkionenkoordination
beteiligten Aminosauren und der von dem Zinkfinger angenommenen Struktur
unterscheidet man verschiedene Klassen von Zinkfingern. Die am haufigsten in
mRNA-bindenden Proteinen vorkommenden Zinkfinger sind die CCHC (Cys-Cys-
His-Cys)- und CCCH (Cys-Cys-Cys-His)-Zinkfinger (18, 19). Die CCCH-Zinkfinger
von ZFP36 (ZFP36 ring finger protein) binden beispielsweise durch
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Wasserstoffbrickenbindungen und Stapelwechselwirkungen an AU-reiche mRNA-
Sequenzen (96, 97).

Die Wechselwirkung von Proteinen mit RNA kann auch Uber Bindemotive in
unstrukturierten Proteinbereichen erfolgen. Ein solches Beispiel sind die Arginin-
Glycin-Glycin (RGG)-Boxen (19, 98, 99). RGG-Boxen bestehen aus RGG(XO0-
4)RGG(X0-4)RGG-oder RGG(X0-4)RGG-Sequenzen (100). Arginine in RGG-Boxen
stellen klassische Substrate fur eine asymmetrische Dimethylierung durch Protein-
Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) dar (707-103). Da RGG-Boxen meist Teil
unstrukturierter Proteinregionen sind, ist die Strukturbestimmung schwierig. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die C-terminale RGG-Box von Nucleolin aus
sich wiederholenden (3-Schleifen besteht (99). RGG-Boxen kdnnen sowohl Primar-

als auch Sekundarstrukturen von Nukleinsauren erkennen (700, 104, 105).

1.7 Proteinfamilien RNA-bindender Proteine

Aufgrund funktioneller  Ahnlichkeiten, gemeinsamer Domanen oder
Sequenzhomologien lassen sich die RBPs in Proteinfamilien einteilen. Proteine einer
Familie spielen dabei oftmals im selben Schritt des mMRNA-Metabolismus eine Rolle.
Eine solche Proteinfamilie bilden die hnRNPs. hnRNPs sind sowohl strukturell als
auch funktionell eine heterogene Klasse von RBPs. Trotz dieser Diversitat besitzen
hnRNPs aber einige gemeinsame Eigenschaften. Im Allgemeinen zeigen sie eine
diffuse nukleare Lokalisation, kdnnen jedoch zwischen Zellkern und Zytoplasma
pendeln (106-112). Durch die Bindung an die naszierende pra-mRNA im Zellkern
stellen sie ein Kennzeichen eines pra-mRNPs dar und verpacken die naszierende
RNA (112-120). Daruber hinaus sind sie keine Komponenten anderer RNPs (7119).
Die Bindung an mRNAs vermitteln dabei RRMs oder RRM-ahnliche Domanen, KH-
Domanen oder RGG-Boxen (89, 98, 106, 109, 111, 112, 121-124). Die einzelnen
hnRNPs haben auch spezifische Funktionen, die alle Ebenen der
posttranskriptionellen Genexpression betreffen (7125). So beeinflussen sie haufig das
Spleiken der mRNA, indem sie beispielsweise an exonische Spleil3silencer binden
(126-146).

Die Familie der SR-Proteine zeichnet sich durch eine gemeinsame Proteindomane,
die RS-Domane, aus (732, 147-155). Diese besteht aus Wiederholungen des
Arginin-Serin-Dipeptids und vermittelt Protein-Protein-Interaktionen (7156-159).

10
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Neben der C-terminalen RS-Domane besitzen SR-Proteine ein N-terminales RRM
und oft zusatzlich eine RRM-ahnliche Domane (749, 155). SR-Proteine sind
Spleilaktivatoren, die an exonische Spleillenhancer binden (7148, 149, 156, 160-
167). SR-Proteine bleiben an der prozessierten mRNA gebunden und beeinflussen
dadurch weitere Schritte des mRNA Metabolismus, wie zum Beispiel die Translation
(168-172).

Eine weitere RBP-Proteinfamilie ist die Familie der Hu/ELAVL-Proteine. Sie umfasst
im Menschen vier Proteine: das ubiquitare HUR/ELAVL1 (embryonic lethal, abnormal
vision, drosophila-like) sowie die neuronalen Proteine HuB/ELAVL2, HuC/ELAVL3
und HuD/ELAVL4 (173-175). ELAVL-Proteine besitzen eine gemeinsame
Domanenstruktur, bestehend aus zwei RRMs, einer Gelenkregion und eines
weiteren RRMs (175-177). Sie kompetieren mit anderen RBPs um die Bindung an
AREs und beeinflussen auf diese Weise vor allem die Stabilitat und Translation der
mRNA (175, 177-190). ELAVL-Proteine pendeln zwischen dem Zytoplasma und dem
Zellkern, wo sie zusatzlich das alternative Spleiken und die alternative

Polyadenylierung regulieren (23, 183, 191-194).

11
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1.8 Die Familie der La-verwandten Proteine

Durch die funktionelle Charakterisierung der einzelnen Familienmitglieder wurden in
den letzten Jahren der weitreichende Einfluss einer weiteren Familie an RNA-
bindenden Proteinen im mRNA-Metabolismus deutliche: namlich die Familie der La-
verwandten Proteine LARPs (La-related proteins). Proteine der LARP-Familie
zeichnen sich durch eine gemeinsame RNA-Bindedoméne, dem La-Motiv, aus
(Abbildung 3) Das La-Motiv ist ein konserviertes Motiv und wird mit Ausnahme
einiger Protisten in allen Eukaryoten nicht aber in Prokaryoten gefunden (795). In
den meisten Fallen wird das La-Motiv von einem RRM oder einer RRM-ahnlichen

Domane gefolgt, die zusammen das La-Modul bilden (195).

LARP1 RRM
LARP1B RM

Abbildung 3: Domanenstruktur der humanen LARPs.

Die humanen LARPs besitzen in ihrem N-Terminus ein La-Motiv (LAM), dem ein RRM (RNA
recognition motif) oder eine RRM-ahnlichen Domane folgt. Gemeinsam bilden diese beiden Doméanen
das La-Modul. Zusatzlich findet man ein weiteres RRM im C-Terminus von La und LARP7. LARP1
und LARP1B verfiigen auflerdem Uber eine DM15-Domane, wahrend LARP6 ein LSA (La motif and

S1 associated)-Motiv besitzt.

Strukturanalysen des humanen La-Proteins, des am besten untersuchten LARP-
Proteins, zeigen, dass das La-Motiv eine gefligelte Helix-Schleife-Helix-Struktur
annimmt, wie man sie in vielen Transkriptionsfaktoren findet (Abbildung 4) (85, 196-
198). Das La-Motiv und das angrenzende RRM bilden dabei eine gemeinsame
Bindungstasche fur die Bindung an 3’-UUUOH, einer Zielsequenz von La (796-199).
Dabei bedient sich das La-Modul eines atypischen Bindungsmodus. Statt mit der

Erkennungshelix des La-Motivs, die bei vielen Transkriptionsfaktoren fur die Bindung

12
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an Nukleinsauren sorgt, interagiert das La-Motiv mit der gegenuberliegenden Seite
mit der RNA (85, 198, 200). Des Weiteren werden die bei vielen RRMs konservierten
aromatischen Aminosauren der RNP1 (RNA-binding region1)- und RNP2 (RNA-
binding region2)-Sequenzen nicht fur die Bindung an 3-UUUOH bendtigt.
Stattdessen erfolgt die Wechselwirkung Uber die Kante des (B-Faltblatts des RRMs
(85, 198).

La-Motiv
RRM

Abbildung 4: Kristallstruktur des La-Moduls des humanen La-Proteins.

Das RRM (RNA recognition motif) und das La-Motiv bilden eine gemeinsame Bindungstasche fir die
Interaktion mit 3'-UUUOH (rot) Die Wechselwirkung mit der RNA findet grof3tenteils iber das La-Motiv
statt. Zusatzlich findet man Interaktionen der RNA mit der Unterseite des B-Faltblatts (PDB Eintrag
1ZH5) (198).

Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten kénnen die LARPs in fiinf Unterfamilien
eingeteilt werden: die Familie der genuinen La-Proteine und die LARP-Familien 1,4,6
und 7 (Abbildung 3) (795).

13
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1.8.1 Die humanen LARPs

1.1.1.1 Das genuine La-Protein

Das am besten untersuchte LARP-Protein ist das genuine La-Protein. Das La-
Protein hoherer Eukaryoten besitzt neben dem N-terminalen La-Modul zusatzlich ein
weiteres, C-terminales RRM sowie ein nukleares Lokalisationssignal (NLS) und ein
nukledres Retentionselement (NRE) (Abbildung 3) (795, 201, 202). Das La-Protein
wurde zunachst als Autoantigen bei den rheumatischen Erkrankungen Sjogren-
Syndrom und systemischer Lupus erythematodes identifiziert (203-205). La bindet
an das 3’-UUUOH-Ende naszierender RNA Polymerase Il (RNAP3)-Transkripte, wie
beispielsweise der 7SL snRNA (small nuclear RNA), 7SK snRNA, Y-RNAs, 5S rRNA
und pra-tRNAs (206-221). Dadurch beeinflusst La den Metabolismus dieser RNAs,
indem es Einfluss auf die Stabilitat, Faltung oder Prozessierung dieser RNAs sowie
die Zusammenlagerung zu RNPs nimmt (222-236).

La ist Uberwiegend im Zellkern lokalisiert (199, 203, 237-239). Ein Teil befindet sich
jedoch auch als Bestandteil von mRNPs im Zytoplasma (240-243). Hierbei spielt La
vor allem bei der Translation viraler sowie zellularer mRNAs, die eine IRES (internal
ribosome entry site)-Struktur besitzen, eine Rolle. Durch Bindung an die IRES-
Struktur wird ein stimulativer Effekt auf deren Translation ausgeubt (244-259). Auch
die Expression von TOP (&'-terminal oligopyrimidine tract)-mRNAs wird durch die
Bindung von La an die TOP-Sequenz beeinflusst (260-264). Neben einem
translationellen Effekt kann die Bindung von La mRNAs auch vor Abbau schitzen
(265-267). Des Weiteren ist La an der Expressionsregulation durch microRNAs
beteiligt, indem es unter anderem hilft die hydrolysiete mMRNA vom RISC (RNA-

induced silencing complex)-Komplex zu entfernen (268, 269).

1.1.1.2 Regulation der RNAP2-Transkription durch LARP7

Die grofte Homologie zum genuinen La-Protein zeigt LARP7. Alle Aminosauren, die
fur die Bindung von La an das 3’-UUUOH-Ende naszierender RNAP3-Transkripte
bendtigt werden, sowie das C-terminale RRM sind bei LARP7 konserviert
(Abbildung 3) (195, 270). In Ubereinstimmung damit konnte gezeigt werden, dass
LARP7 an das 3-UUUOH-Ende der 7SK snRNA bindet und diese dadurch
stabilisiert (271-274). Die 7SK snRNA ist Bestandteil eines nukledren RNPs, das den

14
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positiven Transkriptionselongationsfaktor b (pTEFb), einen Regulator der RNAP2-
Transkription, binden kann (275-279). Durch diese Bindung wird der pTEFb-Komplex
und damit die Transkriptionselongation inhibiert (280-283). LARP7 stellt somit einen
negativen Regulator der RNAP2 Transkriptionselongation dar (271, 273, 274).

1.1.1.3 LARPG reguliert die Expression von Typ I Collagen

LARPG spielt eine entscheidende Rolle in der Collagenexpression. Typ | Collagen
besteht aus einer Tripelhelix aufgebaut aus zwei ai1(l)- und einem oa2(l)-
Collagenpolypeptid. Um die korrekte Zusammenlagerung des Heterotrimers zu
gewahrleisten, muss die Expression der verschiedenen Polypeptide koordiniert
werden. Dies wird durch LARP6 bewerkstelligt. LARP6 bindet dafur an die
Haarnadel-Struktur, die sich in der 5-UTR der a1(l)- und a2(l)-Collagen mRNA
befindet und fungiert als Adapterprotein fur die Rekrutierung weiterer Faktoren, die
fur die Collagenexpression von Bedeutung sind (284-286). Zu diesen gehodren
UNRIP (UNR interacting protein), Nicht-Muskel Myosin, Vimentinfilamente und die
RNA-Helikase A (287-290). Auf diese Weise kann die Collagenexpression

koordiniert und gesteigert werden.

1.1.1.4 LARP1, ein Faktor der TOP-mRNA Expression

Das zytoplasmatische LARP1 assoziiert mit Translationsinitiationsfaktoren, wie dem
eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 4E (elF4E) und aktiv translatierenden
Ribosomen, und ist somit an der mRNA Translation beteiligt (297-293). Die
Assoziation mit dem mRNP erfolgt dabei durch Bindung an PABPC1 und den
Poly(A)-Schwanz der mRNA, was eine globale Stimulation der Proteinexpression zur
Folge hat (297-293). Dies kann durch die Bindung von LARP1 an Raptor, einer
Komponente des mTORC1-Komplexes (mammalian target of rapamycin complex 1),
erklart werden (292). mTORC1 phosphoryliert unter anderem die elF4E-
Bindeproteine und die S6 Kinase, was zu einer gesteigerten Translation fuhrt (294-
299). In Ubereinstimmung damit fihrt eine siRNA-vermittelte Depletion von LARP1
zur Akkumulation von 80S Ribosomen (291). Zusatzlich wurde gezeigt, dass LARP1
bevorzugt mit TOP-mRNAs interagiert und deren Translation fordert (292, 293). So

resultiert die Verminderung der LARP1-Expression in einer Verschiebung von TOP-
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mMRNAs von Polysomen hin zu Subpolysomen (292). Gleichzeitig werden TOP-
mRNAs durch die Bindung von LARP1 stabilisiert (293).

1.1.1.5 Die mRNP-Komponenten LARP4 und LARP4B

LARP4 und LARP4B zeigen die grofite Varianz zum La-Protein. In Ubereinstimmung
mit der groRen Homologie zwischen LARP4 und LARP4B wurden fir beide Proteine
ahnliche biochemische und funktionelle Eigenschaften gefunden (270). So sind
beide Proteine Bestandteil zytoplasmatischer mRNPs und assoziieren mit
Translationsinitiationsfaktoren (300-302). Wie  fur  Komponenten von
Translationsprainitiationskomplexen typisch, translokalisieren sie in Stressgranula,
zytoplasmatischen Aggregaten, in welchen unter Stressbedinungen mRNAs gelagert
werden (3071, 302). Durch Bindung von RACK1 (receptor of activated protein kinase
C1), einer Komponente der 40S ribosomalen Untereinheit, sind sie in der Lage mit
dem Ribosom zu interagieren (300-302). Dadurch kosedimentieren sie mit der 40S
ribosomalen  Untereinheit, 80S Ribosomen und Polysomen in einer
Dichtegradientenzentifugation (301, 302). Daruber hinaus binden LARP4 und
LARP4B an PABPC1 (307, 302). Dies wird durch eine Variante des PABP-
Interaktionsmotivs 2 (vPAM), die sich im N-Terminus der beiden Proteine befindet,
vermittelt (307-303). Im Einklang damit Uben beide Proteine einen stimulierenden
Effekt auf die globale Proteinexpression aus wobei der genaue Wirkmechanismus
jedoch noch offen ist (3071, 302).
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1.9 Problemstellung und Konzeption

Der mRNP-Code spielt die zentrale Rolle in der posttranskriptionellen Regulation der
Genexpression. Aufgebaut aus zahlreichen Proteinfaktoren und nicht-kodierenden
RNAs bestimmt er durch das Zusammenspiel dieser Faktoren das Schicksal der
gebundenen mMRNA zu jedem Zeitpunkt ihres Metabolismus. Die Funktion der
einzelnen Faktoren ist jedoch bislang nur unzureichend verstanden. Eine dieser
MRNP-Code-Faktoren ist das La-verwandte Protein LARP4B. Durch die Interaktion
mit PABPC1 und RACK1 sowie der Kosedimentation mit aktiv translatierenden
Ribosomen wurde es unlangst als Bestandteil von mRNPs identifiziert (300, 307).
Die Identitat dieser mRNPs sowie der genaue Wirkmechanismus von LARP4B im
Kontext dieser mRNPs ist jedoch bis heute unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher zunachst das Set an mRNPs bestimmt
werden, mit welchen LARP4B interagiert. Dazu sollte ein PAR-CLIP
(Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation)-
Experiment die von LARP4B gebundenen RNAs identifizieren. PAR-CLIP bietet
dabei den Vorteil einer kovalenten Quervernetzung des Proteins und der RNA
wodurch eine stringente Reinigung des mMRNPs ermdglicht wird. Aus der
Quervernetzung resultierende T:C Konversionen erlauben darlberhinaus eine
verbesserte bioinformatische Auswertung der Sequenzierdaten. Die Kenntnis der
mMRNA-Interaktoren sollte anschlieBend die funktionelle Analyse des Effekts von
LARP4B auf die Expression dieser mRNPs ermdglichen. Zusatzlich sollte das
LARP4B mRNA-Interaktom mit den von LARP4 und LARP1 gebundenen mRNAs
verglichen werden, um Ruckschlisse uber eine mogliche funktionelle Redundanz

dieser Faktoren zuzulassen.
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2 Ergebnisse

2.1 Bestimmung des LARP4B mRNA-Interaktoms mittels PAR-

CLIP

Wie durch Strukturstudien flr das genuine La-Protein gezeigt, stellt das La-Motiv

gemeinsam mit dem angrenzenden RRM ein RNA-Bindemotiv dar (796-199). Auch

LARP4B besitzt in seinem N-Terminus ein La-Modul, was LARP4B zu einem putativ

RNA-bindenden Protein macht (795). Da jedoch einige der fir die Bindung des La-
Proteins an 3’-UUUOH bendtigten Aminosauren bei LARP4B nicht konserviert sind,
stellt sich die Frage, ob LARP4B ebenfalls in der Lage ist RNA zu binden (270). Um
diese Frage zu klaren, wurde ein PAR-CLIP-Experiment durchgefuhrt. Dazu wurde
eine stabile Flp-In T-REx 293 LARP4B-Zelllinie verwendet. Diese Zelllinie exprimiert

AN
S
DN D
@ 9
130

FLAG/HA-LARP4B
100

70

Abbildung 5: LARP4B bindet RNA in vivo.

Flp-In T-REx 293 LARP4B-Zellen wurden in
Medium mit 4SU kultiviert, mit Tetracyclin
induziert und UV-behandelt. Nach der
Immunprazipitation von FLAG/HA-LARP4B
wurde  kopréazipitierte = RNA
markiert, der Komplex Uber SDS-PAGE
aufgetrennt und gebundene RNA durch

radioaktiv

Autoradiografie nachgewiesen (Spur 1). Zur
Medium ohne 4SU
verwendet (Spur 2) oder die UV-Behandlung

Kontrolle  wurde

weggelassen (Spur 3).

nach der Induktion mit Tetracylin
LARP4B, welches am N-Terminus einen
FLAG/HA-Tag besitzt.
wurde in 4SU-haltigem Medium kultiviert
FLAG/HA-
LARP4B mit Tetracyclin induziert. Nach
der Behandlung mit UV-Licht von 365 nm
Wellenlange wurden die Zellen lysiert und
FLAG/HA-LARP4B mithilfe eines a-—
FLAG-Antikorpers immunprazipitiert.
RNA  wurde

hydrolysiert und anschlieRend am 5'-

Diese Zelllinie

und die Expression von

Koprazipitierte partiell
Ende mittels T4 Polynukleotidkinase
(T4 PNK) radioaktiv markiert. Der Ansatz
durch  SDS-PAGE

aufgetrennt und koprazipitierte, direkt an

wurde danach

das Protein gebundene RNA durch

Autoradiografie sichtbar gemacht. Auf

diese Weise konnte immunprazipitiertes
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FLAG/HA-LARP4B radioaktiv markiert werden (Abbildung 5 Spur 1). Die radioaktive
Markierung ist dabei abhangig von der Inkorporation von 4SU sowie der UV-
Behandlung (Abbildung 5 Spuren 2,3). Somit konnte gezeigt werden, dass LARP4B
in vivo RNA direkt bindet.

Die von LARP4B gebundene RNA sollte nun daruber Aufschluss geben, mit welchen
RNPs LARP4B assoziiert ist und sollte daher in einem PAR-CLIP-Experiment
identifiziert werden. Die Identifizierung der gebundenen RNA sowie die
bioinformatische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Yasuhiro Murakawa
(AG Dr. Markus Landthaler, Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin, Berlin)
und wurde aus zwei voneinander unabhangigen Experimenten abgeleitet. Der
immunprazipitierte Komplex aus FLAG/HA-LARP4B und der gebundenen RNA
wurde hierzu aus dem SDS-PAGE-Gel eluiert und die RNA durch eine Proteinase K
Behandlung isoliert. AnschlieBend wurde die RNA nach Adapterligation revers
transkribiert, die erhaltene cDNA amplifiziert und im Hochdurchsatzverfahren
sequenziert. Die erhaltenen Datensatze wurden mithilfe einer Annotationspipeline
bioinformatisch ausgewertet (Tabelle 1). Den daraus resultierenden 5,9
beziehungsweise 1,8 Millionen verschiedenen Sequenzen wurden die genomischen

Regionen zugeordnet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Bioinformatische Auswertung der LARP4B PAR-CLIP-Sequenzierdaten.

PAR-CLIP 1 PAR-CLIP 2
Sequenzen nach Adapterentfernung 17,8 M 11,8 M
verschiedene Sequenzen 59M 1,8 M

Kartierung auf das humane Genom

nicht kartierbare Sequenzen 4,7 M 1,2M
nicht eindeutig kartierbare Sequenzen 0,5M 0,3M
behaltenen Sequenzen 0,8 M 0,3M

konservative Kombination beider PAR-CLIP-Replikate

Rohcluster 33123
gefilterte Cluster 32992
identifizierte Gene 7906
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Die 4SU-vermittelte Quervernetzung von RNA mit Proteinen flhrt an der
Quervernetzungsstelle zu charakteristischen T:C Konversionen in den sequenzierten
PCR-Produkte. Aufgrund dieser T:C Konversionen durften die Sequenzen bei der
Kartierung eine Abweichung zum humanen Genom zeigen. Um die Genomstelle
eindeutig zuordnen zu kdnnen, wurden fur die weitere Auswertung nur Sequenzen
verwendet, die eindeutig auf eine einzige Stelle des Genoms kartiert werden
konnten. Dadurch wurden ca. 800000 beziehungsweise ca. 300000 Sequenzen
beibehalten (Tabelle 1).

Um auszuschlielen, dass es sich bei der sequenzierten RNA um unspezifischen
Hintergrund handelt, wurden die behaltenen Sequenzen mit dem humanen Genom
abgeglichen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Abgleich der Sequenzen mit dem humanen Genom.

Den behaltenen Sequenzen wurden die genomischen Regionen zugeordnet. Die Ubereinstimmung
oder die gefundenen Abweichungen dieser Sequenzen mit dem Genom ist dargestellt. Ins: Insertion,

Del: Deletion

Dabei fiel auf, dass nur ein geringer Teil der Sequenzen eine perfekte
Ubereinstimmung mit dem Genom aufwies. Die Uberwiegende Mehrheit der
Sequenzen zeigte jedoch T:C Konversionen. Dies beweist, dass die Quervernetzung
von LARP4B mit der RNA effizient erfolgte und damit die erhaltenen
Sequenzierdaten die von LARP4B spezifisch gebundenen RNAs wiedergeben.

Aus den erhaltenen Sequenzen wurden schlieBlich Rohcluster gebildet. Ein Cluster
ist eine Zusammenfassung von Sequenzen, die dem Genom fortlaufend zugeordnet
werden kénnen. Dazu wurden die Daten beider PAR-CLIP-Replikate konservativ

kombiniert, das heil’t jedes der Replikate muss mindestens eine Sequenz sowie eine
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T:.C Konversion zu jedem Cluster beitragen. Cluster, die Sequenzen beinhalteten,
die auf den Matrizenstrang kartiert wurden, wurden anschlielend von der weiteren
Auswertung ausgenommen, woraus 32992 gefilterte Cluster resultierten. Diese
konnten 7906 mRNA-kodierenden Genen zugeordnet werden, welche gemeinsam
das LARP4B mRNA-Interaktom

:AR-CLIP1 PAR-CLIP 2 bilden. LARP4B stellt somit
einen mMRNA-bindenden Faktor
dar. Die Anzahl der
gemessenen T:C Konversionen
gilt hierbei als Mall fur die

B Bindung von LARP4B an die

mRNA. Die identifizierten
LARP4B Zielgene wurden daher

r=0,877
~ g p<22e™ gemal ihrer Anzahl an T:C
>
S Konversionen geordnet.
ég 6+ Um die Reproduzierbarkeit des
g3 PAR-CLIP-Experiments zu
o
2% 4 Uberpriifen, wurden die in
S o o 0
5 8 g §§§ beiden Replikaten identifizierten
X 218 5 000600 = .
,L-_D- © O 9 0O000cMNII————OO O 1000 besten Zielgene
(=} © O COOCNINTINENENESCO
0do o ooooccammmummmao miteinander verglichen
0 2 4 6 & 10  (Abbildung 7A). Dabei zeigte
T:C Konversionen/Gen (log2) sich eine Ubereinstimmung von
PAR-CLIP 1
uber 80 % zwischen den beiden
Abbildung 7: Reproduzierbarkeit des PAR-CLIP- Replikaten. Vergleicht man

Experiments.

weiterhin die Anzahl der T:C
Konversionen der identifizierten
mRNAs in beiden Replikaten

findet sich auch hier eine

(A) Der Vergleich der in beiden PAR-CLIP-Replikaten
erhaltenen 1000 besten Zielgene zeigt eine hohe
Ubereinstimmung. (B) Die Anzahl der T:C
Konversionen der identifizierten mRNAs korreliert
signifikant zwischen den PAR-CLIP-Replikaten. signifikante Korrelation zwischen

beiden PAR-CLIP-Experimenten
(Abbildung 7B). Die durchgefuhrten PAR-CLIP-Experimente zeigten somit eine
spezifische Bindung von LARP4B an mRNAs und identifizierten ferner

reproduzierbar das LARP4B mRNA-Interaktom.
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2.2 Validierung der PAR-CLIP-Daten

Um Artefakte durch das PAR-CLIP-Experiment auszuschlief3en, sollte die Interaktion
von LARP4B mit den identifizierten mRNA-Zielgenen nun experimentell bestatigt
werden. Dazu wurde FLAG/HA-LARP4B aus Zellextrakt stabiler Flp-InT-
REx 293 LARP4B-Zellen mit a-FLAG-Antikérpern immunprazipitiert, koprazipitierte
RNA isoliert und mittels reverser Transkription mit anschlieRender PCR-Amplifikation
analysiert (RIP-PCR).

FLAG/HA-LARP4B
+ -

Input
Input

o

R cerF2 (1131)
I ks (1085)
IR 0421 (716)
el SNRPB (713)
R UcHL1 (625)
ESRE 51 (554
I GLo1 (499)
IR A (194)
I Ry (153)
T T et (120)
I ANXA2 (65)
™3 cxoscs (47)
IR 00 (19)
I 70724 ()
I X056 (3
S RCOR1 ()

[==#>  |FLAG/HA-LARP4B
[ - | B-ACTIN
1.2 3 4

o

RT-PCR
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Abbildung 8: Validierung der PAR-CLIP-Daten durch RIP-PCR.

FLAG/HA-LARP4B wurde aus Zellextrakt stabiler FIp-In T-REx 293 LARP4B-Zellen immunprazipitiert
(Spur 2). Zellextrakt von Flp-In T-REx Zellen diente zur Kontrolle (Spur 4). Koprazipitierte RNA wurde
revers transkribiert, die cDNA der angegebenen Gene mittel PCR amplifiziert und in einem
Agarosegel durch Ethidiumbromidfarbung in UV-Licht sichtbar gemacht. Die Zahl in Klammern gibt

die Anzahl der identifizierten T:C Konversionen an. WB: Western-Blot
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Zur Kontrolle der Spezifitat wurde Zellextrakt von Flp-In T-REx Zellen verwendet, die
kein LARP4B Uberexprimieren. Die Koprazipitation von LARP4B mit Ziel-mRNAs, die
eine hohe Anzahl an T:C Konversionen aufzeigten, konnte auf diese Weise bestatigt
werden (Abbildung 8 Spur 2). Im Gegensatz dazu konnten mRNAs, die wenige T:C
Konversionen aufwiesen oder nicht durch das PAR-CLIP-Experiment identifiziert
wurden, nicht in der LARP4B Immunprazipitation nachgewiesen werden (Abbildung
8 Spur 2).

Die durchgefuhrte Analyse bestatigt daher zum einen die aus dem PAR-CLIP-
Experiment erhaltenen Ergebnisse und beweist dartber hinaus die Interaktion von
LARP4B mit einem spezifischen Set an mRNAs.

Die Verwendung einer stabilen LARP4B-Zelllinie birgt die Gefahr von
Uberexpressionsartefakten. Dies sollte durch eine Immunprézipitation von

endogenem LARP4B aus HEK293-Zellextrakt
Q0

ng ausgeschlossen werden. Zur Kontrolle der

\QQSQ??Q@ Spezifitat wurde eine Immunprazipitation mit

[ EcEr2 (1131) Praimmunserum durchgefilhrt. Eine RT-PCR

_ [Tl CKB (1085) jqentifizierte  dabei  koprazipitiete  RNA

:l_,f r-::\LE\: (:::) (Abbildung 9). Auch hier konnte eine Interaktion

- gPPIU((QO)) von LARP4B mit mRNAs, die durch das PAR-

[ T RCOR1 () CLIP-Experiment als Zielgene bereits vorlagen,

g ||£| a-LARP4B nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurde die

t2 3 koprazipitierte RNA auf die Bindung zur RCOR1

Abbildung 9 RIP-PCR des MRNA untersucht. Diese war in keinem der
endogenen LARP4Bs. vorangegangenen Experimente als LARP4B
Aus HEK293-Zellextrakt  wurde bindend identifiziert worden. Es liel3 sich auch
LARP4B immunprézipitiert (Spur 2) hier keine Assoziation von LARP4B mit der

und kopraziptierte RNA durch RT-
PCR analysiert. Zur Kontrolle der

Kontrol-mRNA finden, was die Spezifitat der
Bindung von LARP4B an die Ziel-mRNAs
prézipitation mit Praimmunserum bestatigt. Auch die RIP-PCR des endogenen
durchgefiihrt (Spur 3). Die Zahl in LARP4B verifiziert somit die Ergebnisse der

Klammern gibt die Anzahl der T:C PAR-CLIP-Analyse und zeigt die
Konversionen der mRNAs im PAR-
CLIP-Experiment an. WB: Western-
Blot

Spezifitat wurde eine Immun-

Wechselwirkung von LARP4B mit spezifischen
MRNAs.
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2.3 LARP4B bindet bevorzugt 3’-untranslatierte Regionen
Die Lage der LARP4B Bindestellen auf der mRNA kann Aufschluss Uber einen

mdglichen Funktionsmechanismus von LARP4B liefern. Daher wurden die PAR-
CLIP-Daten hinsichtlich der Position der LARP4B Bindestellen auf den mRNAs
untersucht. Betrachtet man dabei die Verteilung der Cluster wird deutlich, dass
LARP4B, in Ubereinstimmung mit der zytoplasmatischen Lokalisation, hauptséchlich
an exonische Bereiche bindet (Abbildung 10A). LARP4B zeigt dabei eine bevorzugte
Interaktion mit 3’-untranslatierten Regionen (Abbildung 10A). Auch die kodierende
Sequenz (coding sequence, CDS) wird von LARP4B gebunden (Abbildung 10A).

A
Intron 5UTR

B CDS
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Abbildung 10: Verteilung der LARP4B-Bindecluster auf der mRNA.

(A) LARP4B interagiert iberwiegend mit exonischen mRNA-Bereichen. Darliber hinaus besitzt es
eine Praferenz fir kodierende Sequenzen (CDS) und 3’-untranslatierte Regionen (3’-UTR). (B) Die
Analyse der LARP4B Bindestellen innerhalb der kodierenden Sequenz zeigt eine starke Zunahme der
LARP4B Bindung zum 3’-Ende der CDS. Dagegen sind die LARP4B-Bindestellen gleichmaRig tber
die 3’-UTR verteilt. LARP4B bindet daher bevorzugt am 3’-Ende der mRNA.
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Eine genauere Analyse der LARP4B-Bindestellen innerhalb der kodierenden
Sequenz zeigt jedoch eine starke Zunahme der LARP4B Wechselwirkungen zum 3’-
Ende der kodierenden Sequenz hin, also in Richtung der 3’-UTR (Abbildung 10B).
Im Gegensatz dazu sind die LARP4B-Bindestellen nahezu gleichmallig Uber die 3'-
UTR verteilt (Abbildung 10B). Dies resultiert in einer verstarkten Bindung von
LARP4B in Richtung des 3’-Endes der mRNA (Abbildung 10B).

2.4 LARP4B interagiert mit AU-reichen Sequenzen

RNA-bindende Proteine erkennen haufig spezifische RNA-Sequenzen und kénnen
auf diese Weise sequenzabhangig mit der RNA wechselwirken. Andererseits kann
die Bindung an RNA auch sequenzunabhangig durch eine kontextspezifische
Rekrutierung erfolgen. Ein Beispiel dafur ist der EJC, der abhangig vom
SpleiBvorgang an die RNA rekrutiert wird und diese daraufhin sequenzunabhangig
bindet (24). Die zuvor gezeigte direkte Bindung von LARP4B an mRNA wirft daher
die Frage auf, ob LARP4B sequenzspezifisch oder sequenzunspezifisch mit der
RNA interagiert. Eine RNA-Bindemotivsuche sollte daruber Aufschluss geben.

Fir die Bindemotivsuche wurden die besten 1000 LARP4B-Bindecluster in der 3'-
UTR verwendet. Die dabei identifizieten T:C Konversionen ermdglichten die
Bestimmung der LARP4B-Quervernetzungsstellen innerhalb dieser Cluster. Die
Bindemotivsuche erfolgte in Fenstern von 41 Nukleotiden um diese
Quervernetzungsstellen, wobei die Haufigkeit aller 7mer-Sequenzen in diesen
Fenstern erfasst wurde. In Tabelle 2 sind die 20 am haufigsten auftretenden 7mer-
Sequenzen aufgefluhrt. Dabei handelt es sich Uberwiegend um AU-reiche
Sequenzen. Die Bindemotivsuche ergab somit eine Praferenz von LARP4B fir diese

Sequenzen.
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Tabelle 2: LARP4B Bindemotivsuche.

Sequenz Abundanz
UAAUAAA 0.1058824
CAAUAAA 0.1058824
AAAUAAA 0.1029412
uuuuuuu 0.0970588
AAUAAAA 0.0941176
AAUAAAU 0.0882353
AAUAAAC 0.0852941
AAUAAAG 0.0823529
GGGCUGG 0.0764706
UUAAUAA 0.0705882
UUUUUAU 0.0676471
GGUGGGG 0.0647059
GGCUGGG 0.0647059
UUUUAUU 0.0588235
UUUUAAU 0.0588235
UUUAUUU 0.0588235
UUAUUUU 0.0588235
AUAAAUA 0.0588235
UGGGGGA 0.0558824
UUUUUAA 0.0529412

Diese Praferenz sollte nun durch in vitro Bindungsstudien mit rekombinant
exprimiertem LARP4B experimentell validiert werden. Hierfur wurde eine RNA-
Sequenz aus der CKB mRNA, einer LARP4B Ziel-mRNA, verwendet. Diese
Sequenz befindet sich in einem LARP4B-Bindecluster in der 3'-UTR dieser mRNA.
Die radioaktiv markierte Sonde wurde mit steigenden Mengen an LARP4B inkubiert
und Uber eine native RNA-Gelelektrophorese aufgetrennt. Wie durch Autoradiografie
ersichtlich, interagierte LARP4B dabei mit der CKB RNA (Abbildung 11A). Die
Quantifizierung dieser Interaktion ergab eine Dissoziationskonstante von etwa
200 nM (Abbildung 11B). Zur Kontrolle der Bindungsspezifitat wurde eine RNA-
Sequenz aus der 3-UTR der TOP3B mRNA, die keine Ziel-mRNA darstellt,
verwendet. Im Gegensatz zur CKB RNA wurde die TOP3B RNA kaum von LARP4B
gebunden (Abbildung 11C).

Die CKB RNA besitzt eine AU-reiche Sequenz, die gemal der LARP4B

Bindemotivsuche bevorzugt von LARP4B gebunden wird. Daher sollte der Einfluss
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dieser AU-reichen Region auf das LARP4B-Bindeverhalten untersucht werden.
Hierzu wurde eine Deletionsmutante, der diese AU-reiche Region fehlt, fur
Bindungsstudien verwendet (CKB del). Es zeigte sich eindeutig, dass diese RNA

nicht mehr von LARP4B gebunden werden kann, was die Notwendigkeit AU-reicher

Regionen fur die LARP4B Bindung beweist (Abbildung 11D).
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Abbildung 11: LARP4B in vitro Bindungsstudien.

(A) Autoradiografie einer nativen RNA-Gelelektrophorese mit radioaktiv markierter CKB RNA nach
Inkubation mit steigenden Mengen rekombinantem LARP4B. (B) Bestimmung der
Dissoziationskonstanten fiir die Bindung von LARP4B an die CKB RNA. (C) EMSA (Elektromobility
Shift Assay) von LARP4B mit TOP3B RNA, einer Kontroll-RNA. (D) EMSA von LARP4B mit einer

CKB Deletionsmutanten, der die AU-reiche Sequenz fehlt.
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Es konnte somit gezeigt werden, dass LARP4B spezifisch mit RNA-Zielsequenzen
wechselwirkt wahrend es keine Interaktion mit der Kontroll-RNA eingeht. Die
bioinformatisch ermittelte Praferenz fur AU-reiche Sequenzen konnte zusatzlich
experimentell bestatigt werden, was die Sequenzabhangigkeit der Bindung

verifiziert.

2.5 LARP4B stabilisiert die gebundenen Ziel-mRNAs

Da LARP4B eine mRNP-Komponente darstellt, sollte im Folgenden der Einfluss von

\ SiRNA LARP4B auf die post-
£ ﬁ’fé’ transkriptionelle  Genexpression
N
$ -
: — funktionell untersucht werden.
8 80S [E===]p-ACTIN Dabei erlaubte die Identifizierung
< 2 des LARP4B mRNA-Interaktoms
Polysomen % )
40S % die Analyse des Effekts von
I ppp———————— LARP4B auf diese Ziel-mRNA-
RALY . .
R Expression. Die zyto-
o PPIL1 m+ plasmatische Lokalisation von
5 mm_ LARP4B  und  die  damit
N | ANXA2
N | = e ——-y verbundene  Inkorporation in
EXOSC3 s> cessssweh spate mRNPs legt nahe, dass
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| = e mema--y Zunichst sollte daher der
123456 78 91011
Einfluss von LARP4B auf die
Abbildung 12: mRNA-Polysomenverschiebung. mRNA-Translation untersucht
Zellextrakt von LARP4B-knockdown- und Kontrollzel- werden. Dazu wurde eine
len wurde durch eine Dichtegradientenzentrifugation Polysomendichtegradientenzen-

aufgetrennt und RNA der einzelnen Fraktionen trifugation mit Zellextrakt von

LARP4B-knockdown- und
Kontrollzellen durchgefuhrt. RNA

extrahiert und revers transkribiert. cDNA der
angegebenen Gene wurde amplifiziert, im Agarosegel
aufgetrennt und durch Ethidiumbromid im UV-Licht

visualisiert.
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der einzelnen Gradientenfraktionen wurde extrahiert, cDNA hergestellt und fur die
angegebenen Gene amplifiziert (Abbildung 12). Die Verminderung des LARP4B-
Proteinlevels fuhrte dabei zu keinem veranderten Sedimentationsverhalten der
untersuchten mRNAs. Es konnte somit kein Effekt von LARP4B auf die Assoziation
der mRNAs mit der Translationsmaschinerie nachgewiesen werden.

Dieser Befunde legt den Schluss nahe, dass LARP4B die Stabilitat der Ziel-mRNAs
beeinflusst. Zur Analyse der mRNA-Stabilitdt wurde daher mRNA aus LARP4B-
knockdown- und Kontrollzellen isoliert und revers transkribiert. Nach der
Adapterligation wurde die erhaltene cDNA im Hochdurchsatz sequenziert. Aus den

erhaltenen Daten wurden die Anderungen der mRNA-Level unter LARP4B-

knockdown Bedingungen
21 errechnet und anschlieRend die
— Zielgene <001 .

L= Kontroligene P=5, Anderungen der mRNA-Level der
° 1000 besten LARP4B-Zielgene
Q- mit denen der Kontrollgene in

L . .
S einer kumulativen
S - SiRNA Verteilungsfunktion (KVF)

L @
N °\3Q_‘.lv verglichen. Die LARP4B-Zielgene
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Abbildung 13: Effekt von LARP4B auf das mRNA- knockdowns (Abbildung 13). Die
Level. Bindung von LARP4B fiihrt somit
mRNA aus LARPA4B-knockdown- und Kontrollzellen zur Stabilisierung der jeweils

wurde revers transkribiert und an die erhaltenen cDNA gebundenen mRNA. Um diesen

Adapter ligiert. Nach einer Sequenzierung im

< ilisierenden Effek von
Hochdurchsatzverfahren wurden die Anderungen der stabilisierende ekt °

MRNA-Level zwischen den beiden Proben bestimmt. LARP4B naher zu untersuchen,
Der Vergleich zwischen den Anderungen der mRNA- wurde die Anderung des mRNA-
Level der 1000 besten LARP4B-Zielgene und den Levels einzelner mRNAs in Folge

Kontrollgenen zeigt eine signifikante Destabilisierung
der Ziel-mRNAs unter LARP4B-knockdown
Bedingungen. p<0,01 (Wilcoxon-Rangsummentest).
KVF: kumulative Verteilungsfunktion. einer siRNA-vermittelten

eines LARP4B-knockdowns

analysiert. Dazu wurde nach
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Depletion von LARP4B RNA aus knockdown- und Kontrollzellen isoliert und revers
transkribiert. Die Bestimmung der mRNA-Level erfolgte anschliefend durch eine
quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) (Abbildung 14). Die LARP4B-Zielgene RAE1,
PPIL1 und EXOSC3 zeigten dabei ein um 40 bis 50 % reduziertes mRNA-Level im
Falle des LARP4B-knockdowns. Im Gegensatz dazu anderte sich das mRNA-Level
der Kontrollgene nur unwesentlich. Dies bestatigte erneut einen stabilisierenden
Effekt von LARP4B auf die gebundenen mRNAs.
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Abbildung 14: Stabilisierung der mRNA durch LARP4B.

LARP4B- und Kontroll-siRNA wurde in Zellen transfiziert aus welchen nach 48 h RNA isoliert wurde.
Diese wurde revers transkribiert und zur Analyse der mRNA-Level eine qPCRs fiir die angegebenen

Gene durchgeflhrt. Die Effizienz des knockdowns wurde durch eine Western-Blot Analyse Uberpruift.

2.6 LARP4B stimuliert die Expession der Ziel-mRNAs
Um zu dberprufen, ob sich die Stabilisierung der von LARP4B gebundenen mRNAs

auch in einem veranderten Proteinlevel widerspiegelt, wurde ein pSILAC (pulsed
stable isotope labeling with amino acids in cell culture)-Experiment durchgefihrt.
Dafir wurden Zellen in Medium kultiviert, dem aus leichten Isotopen bestehende
Aminosauren zugesetzt wurden. Nach der Transfektion der Kontroll- und LARP4B-
siRNA wurden die neusynthetisierten Proteine der Kontrollzellen mit schweren

Aminosauren und die der LARP4B-knockdown-Zellen mit mittelschweren
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Abbildung 15: LARP4B stimuliert die Expression der
Ziel-mRNAs.

Zur Untersuchung des Effekts auf die Proteinsyntheserate
nach einem LARP4B-knockdown wurde ein pSILAC-
Experiment durchgefihrt und durch massenspektrometrische
Analyse die Anderung der Proteinsyntheserate durch einen
LARP4B-knockdown
Verteilungsfunktion (KVF) wurden diese Anderungen der 500

bestimmt. In einer kumulativen

besten LARP4B-Zielgene mit denen der Kontrollgene
verglichen. p<0,01 (Wilcoxon-Rangsummentest). KVF:

kumulative Verteilungsfunktion, KD: knockdown

Aminosauren markiert. Aus

beiden Kulturen wurden

Extrakte hergestellt und

durch Massenspektrometrie

analysiert. Durch  das
Mengenverhaltnis der
schweren zu den

mittelschweren  Proteinen
wurde die Veranderung der
Proteinsyntheserate durch
den  LARP4B-knockdown
Anschliel3end

wurden diese Anderungen

bestimmt.

der Proteinsyntheserate der
500 besten LARP4B-
Zielgene mit den Kontroll-
genen in einer kumulativen
Verteilungsfunktion ver-
glichen (Abbildung 15). Der
LARP4B knock down flhrte
hierbei zu einer signifikant

verringerten Protein-

syntheserate der Zielgene verglichen mit den Kontrollgenen.

In Anbetracht der mRNA-stabilisierenden Wirkung von LARP4B ist der beschriebene
Effekt auf die Proteinbiosynthese sehr wahrscheinlich primar auf die Regulation der
mMmRNA-Level und nicht auf eine Regulation der Translationsmaschinerie

zuruckzufihren.
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2.7 LARP4B, LARP4 und LARP1 interagieren mit einem
uberlappenden Set an mRNAs

Neben LARP4B stehen auch die LARP-Familienmitglieder La, LARP1, LARP4 und
LARP6 im Zusammenhang mit dem mRNA-Metabolismus (285, 291-293, 302, 304).
Besonders LARP1 und LARP4 zeigen &ahnliche funktionelle und biochemische
Eigenschaften wie LARP4B. So handelt es sich bei allen drei Proteinen um
zytoplasmatische Faktoren, die mit PABPC1 interagieren und in einer
Dichtegradientenzentrifugation mit aktiv translatierenden Ribosomen
kosedimentieren (291, 300-302). Es stellt sich somit die Frage, ob diese drei
Faktoren synergistische oder redundante Effekte auf einen gemeinsamen Satz an
mRNPs ausuben. Um dies zu klaren, sollte die von LARP4 und LARP1 gebundenen
mRNAs identifiziert und mit den LARP4B mRNA-Bindungspartnern verglichen
werden. Hierzu wurde FLAG/HA-LARP4 und FLAG/HA-LARP1 aus Zellextrakt
stabiler Zelllinien immunprazipitiert und koprazipitierte RNA mittels RT-PCR
analysiert (Abbildung 16). LARP4 interagierte dabei mit einer spezifischen Gruppe
der untersuchten mRNAs. Bei diesen handelt es sich ausnahmslos um mRNAs, die
auch als LARP4B Ziel-mRNAs identifiziert wurden (Abbildung 16 Spur 2 und 6).
Transkripte, die keine Assoziation mit LARP4B aufwiesen, wurden hingegen auch
nicht von LARP4 gebunden (Abbildung 16 Spur 2 und 6). Die einzige Ausnahme
stellt die XPO6 mRNA dar, die von LARP4 schwach, jedoch nicht von LARP4B
gebunden wird. Auch LARP1 bindet die von LARP4B kontaktierten mRNAs
(Abbildung 16 Spur 2 und 10). Darlber hinaus bindet LARP1 jedoch noch weitere
Transkripte, wie die DDX6 und XPO6 mRNA, und =zeigt eine schwache
Wechselwirkung mit TOP2A und RCOR1 (Abbildung 16 Spur 6). Die mRNP-
Komponenten LARP4B, LARP4 und LARP1 binden also an ein Uberlappendes Set
an mRNAs. LARP1 bindet daruber hinaus weitere mRNAs und scheint somit ein
breiteres Spektrum an mRNA-Interaktoren zu besitzen. Dagegen werden mRNAs,

die nicht mit LARP4B interagieren, groftenteils auch nicht von LARP4 gebunden.
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Abbildung 16: Vergleich der RIP-PCRs von LARP4B, LARP4 und LARP1.

FLAG/HA-LARP4B, -LARP4 und —LARP1 wurde aus Zellextrakt stabiler Zelllinien immunprazipitiert
(Spur 2, 6 und 10). Zur Kontrolle wurde Zellextrakt von Flp-In T-REx Zellen verwendet (Spur 4, 8 und
12). Koprazipitierte RNA wurde isoliert und revers transkribiert. cDNA der angegebenen Gene wurde
amplifiziert und in einem Agarosegel durch Ethidiumbromidfarbung im UV-Licht sichtbar gemacht. Die
Spuren 1 bis 4 sind identische mit Abbildung 8. WB: Western-Blot

2.8 LARP4B, LARP4 und LARP1 agieren partiell redundant

Die bereits bekannten funktionellen Eigenschaften sowie das Uberlappende Set an
gebundenen mRNAs legen eine mdgliche funktionelle Redundanz beziehungsweise
Kooperation der Proteine LARP4B, LARP4 und LARP1 nahe. Eine Voraussetzung
daflr ist jedoch, dass diese Faktoren im selben Gewebe exprimiert werden. Zur
Analyse des Expressionsmusters dieser Faktoren wurde Gesamt-RNA
verschiedener Mausgewebe revers transkribiert und die cONA von LARP4B, LARP4
und LARP1 amplifiziert (Abbildung 17). Die Expression aller drei Proteine konnte in
allen analysierten Geweben nachgewiesen werden. Es handelt sich somit um

ubiquitare Faktoren.
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Da LARP4B, LARP4 und LARP1 in allen untersuchten Geweben koexprimiert
vorliegen, sollte als nachstes geklart werden, ob der Verlust einer dieser Faktoren
durch die jeweils anderen kompensiert werden kann. Dazu wurde durch einen
knockdown das Expressionslevel jeweils eines dieser Proteine vermindert und
anschliefend das Expressionslevel der anderen Faktoren durch eine Western-Blot
Analyse untersucht und quantifiziert (Abbildung 18). Sowohl der knockdown von
LARP4B als auch von LARP4 flhrte zu einer signifikant erhdhten Expression der
anderen untersuchten LARP-Proteine (Abbildung 18B). Im Falle des LARP1
knockdowns wurde ebenfalls eine signifikante Steigerung des LARP4B-Proteinlevels
beobachtet (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Regulation des Expressionslevels von LARP4B, LARP4 und LARP1.

(A) Nach dem knockdown von LARP4B, LARP4 oder LARP1 wurde das Expressionslevel dieser La-
verwandten Proteine durch einen Western-Blot analysiert. (B) Quantifizierung der Western-Blot

Analyse. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (Student’s -Test, gepaart, zweiseitig).
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Demnach wird der Verlust jeweils eines der Proteine LARP4B, LARP4 oder LARP1
durch die beiden verbleibenden kompensiert. Dies legt einen funktionellen
Zusammenhang dieser Proteine nahe und deutet auf Uberschneidende oder gar
redundante zellulare Funktionen hin. Daher sollte der Effekt des knockdowns der
Proteine LARP4B, LARP4 und LARP1 sowie Kombinationen davon auf die
Expression eines Luciferase-basierenden Reporters analysiert werden. Dazu wurde
durch siRNA-Transfektion die Expression von LARP4B, LARP4 und LARP1 und
Kombinationen dieser Proteine vermindert und ein Luciferase-kodierendes
Reporterplasmid transient transfiziert. Die Luciferaseaktivitdt der daraus
hergestellten Zellextrakte wurde Iuminometrisch bestimmt und die relative
Luciferaseaktivitat verglichen mit der Kontrolle berechnet (Abbildung 19). Der Einzel-
knockdown von LARP4B, LARP4 und LARP1 fuhrte dabei zu einer 42, 20
beziehungsweise 70 % verringerten Luciferaseaktivitat. Durch Kombination des
LARP4B- und LARP4-knockdowns konnte die Luciferaseaktivitat auf 45 % gesenkt
werden (55 % Inhibition). Die Kombination des LARP1-knockdowns mit einem
LARP4B beziehungsweise LARP4-knockdown resultierte in verbleibenden 28

beziehungsweise 21 % Luciferaseaktivitat (72 beziehungsweise 79 % Inhibition).
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Abbildung 19: Luciferase-basierende Reportergenanalysen.

(A) siRNA gegen die angegebenen LARP-Proteine und eine Kontroll-siRNA wurde in Zellen
transfiziert. Nach der Transfektion eines Luciferase-kodierenden Reporterplasmids wurde Zellextrakt
hergestellt und die Luciferaseaktivitat luminometrisch bestimmt. (B) Western-Blot Analyse zur

Kontrolle der knockdown-Effizienz.

35



ERGEBNISSE

Den grofdten Effekt mit einer um Uber 82 % verminderten Luciferaseaktivitat zeigte
der gemeinsame knockdown aller drei untersuchten LARP-Proteine. Die
gemessenen Effekte auf den Luciferase-Reporter sind daher im Fall von LARP4 und
LARP1 beziehungsweise LARP4 und LARP4B additiv, wahrend nur subadditive
Effekte beim gleichzeitigen knockdown von LARP1 und LARP4B gemessen werden

konnten.
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3 Diskussion

Von ihrer Synthese bis zu ihrem Abbau unterlaufen mMRNAs einen komplizierten und
mehrstufigen Metabolismus. Dabei liegen sie stets von Proteinfaktoren, nicht-
kodierenden RNAs und anderen Metaboliten gebunden als mRNPs vor. Diese
Faktoren bestimmen mafigeblich das Schicksal der gebundenen RNA. Besonders in
Hinblick auf die Vielzahl an pathologischen Stérungen, die von einem veranderten
mMmRNA-Metabolismus hervorgerufen werden, steht die Kenntnis aller mRNP-
Faktoren sowie deren Wirkmechanismus im Mittelpunkt wissenschaftlichen
Interesses. Eine Proteinfamilie, die neueren Studien zufolge eine grof3e Rolle im
MmRNA-Metabolismus spielt, ist die Familie der La-verwandten Proteine (LARPSs). Die
Proteine der LARP-Familie besitzen alle eine RNA-bindende Domane, das La-
Modul, was sie zu bona fide RNA-bindenden Faktoren macht (795). Fir die Proteine
La, LARP6, LARP1, LARP4 und LARP4B wurde bereits eine Beteiligung am mRNA-
Metabolismus gezeigt (285, 291-293, 300-302, 304). Im Mittelpunkt dieser Arbeit
stand das LARP4B-Protein, fur das in frGheren Arbeiten eine Interaktion mit der
Translationsmaschinerie, vermutlich Uber Bindung an die Faktoren PABPC1 und
RACK1 gezeigt wurde (300, 307). In Ubereinstimmung mit diesen Befunden
assoziiert LARP4B mit aktiv translatierenden Ribosomen und Ubt einen
stimulierenden Effekt auf die Proteinexpression aus (307).

Wahrend die Interaktionen von LARP4B mit diversen Proteinfaktoren und der
Translationsmaschinerie bereits gut etabliert ist, war Uber die Identitdt der
gebundenen mRNAs und deren Regulation bislang noch sehr wenig bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher experimentelle Strategien entwickelt und
angewandt, welche die mRNA-Bindungspartner von LARP4B identifizieren sollten.
Dadurch konnte ein RNA-Bindemotiv bestimmt und ein stabilisierender Effekt von

LARP4B auf die gebundenen mRNAs nachgewiesen werden.
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3.1 Identifizierung der in vivo Ziel-RNAs von LARP4B

Zur Ildentifizierung von in vivo gebundener RNA kénnen verschiedene Varianten der
CLIP-Technologie herangezogen werden (305). Sie alle beruhen auf der kovalenten
Quervernetzung des zu untersuchenden Proteins mit der RNA. Diese kovalente
Quervernetzung ermdglicht eine stringente und denaturierende Reinigung des
RNPs. Zusatzlich gibt die Quervernetzung in cellulo die in vivo Bindungssituation
wieder, wodurch off-target-Effekte, zum Beispiel in Folge der Zelllyse, weitgehend
vermieden werden konnen. CLIP bietet somit zahlreiche Vorzige verglichen mit
herkdbmmlichen RNA-Immunprazipitationsmethoden, die auf eine kovalente
Verknupfung von RNA und Protein verzichten (305). Die kovalente VerknUpfung
kann dabei einerseits Uber Uridinbasen durch fernes UV-Licht (245 nm Wellenlange)
erfolgen (HITS-CLIP (High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking
immunoprecipitation) und iCLIP (individual-nucleotide resolution crosslinking and
immunoprecipitation)) (306, 307). Andererseits ermdglicht die Inkorporation von
photoaktivierbaren Nukleotidanaloga wie 4SU oder 6SG in die RNA eine
Quervernetzung durch UV-Licht von 356 nm Wellenlange (PAR-CLIP) (308). Dabei
muss jedoch gewahrleistet sein, dass diese Nukleotidanaloga effizient von der Zelle
aufgenommen und in ausreichender Menge in die RNA eingebaut werden.
Zusatzlich ist zu beachten, dass sie in hoherer Konzentration eine nukleolare
Stressantwort ausldsen und daher zytotoxisch wirken (309). Ob dies mit einem
veranderten mRNA-Transkriptom einhergeht ist bislang ungewiss (308, 370). Die
Verwendung von photoaktivierbaren Nukleotidanaloga bietet jedoch auch einige
Vorteile. So zeichnet sich eine 4SU-vermittelte Quervernetzung haufig durch eine
gute Effizienz aus (305, 308). Einen zusatzlichen Vorteil stellen die in den
Sequenzierdaten charakteristisch an der Quervernetzungsstelle auftretenden T:C
Konversionen dar, mit deren Hilfe die bioinformatische Auswertung erleichtert und
verbessert wird (308). So kdnnen zum Beispiel die erhaltenen Ziel-RNAs gemal der
Anzahl an identifizierten T:C Konversionen geordnet und die exakte Bindestelle des
Proteins auf der RNA identifiziert werden. AulRerdem erlauben diese Konversionen
die Unterscheidung zwischen spezifisch gebundenen Transkripten und Hintergrund-
RNA. Aufgrund dieser Vorzuge wurde zur ldentifizierung der LARP4B RNA-
Interaktoren ein PAR-CLIP-Experiment unter Verwendung von 4SU durchgefuhrt.

Die anschlieRende bioinformatische Auswertung identifizierte, in Ubereinstimmung
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mit einer bereits gezeigten Beteiligung von LARP4B im mRNA-Metabolismus, die
von LARP4B gebundenen RNA-Transkripte als mRNA. Das Spektrum der im PAR-
CLIP-Experiment gefundenen mRNAs ist mit 7906 Transkripten als sehr breit
anzusehen (Tabelle 1). LARP4B ist demnach am Metabolismus einer Vielzahl von
MRNAs beteiligt was durch die Interaktion mit den allgemeinen Translationsfaktoren
PABPC1 und RACK1 bekraftigt wird (300, 3017). Die Validierung der PAR-CLIP-
Daten durch RIP-PCR erlaubte jedoch eine Begrenzung auf circa 3000 LARP4B
Ziel-mRNAs (Abbildung 8). Durch die kovalente Quervernetzung der RNA mit dem
Protein kdénnen durch ein PAR-CLIP-Experiment auch kurzlebige RNA-Protein-
Interaktionen identifiziert werden. Diese muissen jedoch nicht zwangslaufig die
wirkliche Bindungssituation widerspiegeln, da nicht jede Interaktion in einer stabilen
Bindung des Proteins an die RNA resultiert. Demgegenuber stellen die durch die

RIP-PCR identifizierten Interaktionen hochaffine und daher stabile Interaktionen dar.

3.2 LARP4B interagiert bevorzugt mit AU-reichen Sequenzen in
der 3’-UTR

Die Verteilung der LARP4B Bindestellen entlang der mRNA ergab, dass LARP4B
bevorzugt mit 3’-UTRs wechselwirkt (Abbildung 10). Zusatzlich konnte eine
Praferenz fur AU-reiche Sequenzen ermittelt und experimentell bestatigt werden
(Tabelle 2 und Abbildung 11). Die bevorzugte Bindung an 3’-UTRs steht im Einklang
mit der Interaktion von LARP4B mit PABPC1, welches den Poly(A)-Schwanz am 3’-
Ende der mRNA bindet (307). Durch diese Wechselwirkung kénnte LARP4B an das
mRNP rekrutiert werden woraufhin die Wechselwirkung, aufgrund der raumlichen
Nahe, bevorzugt mit der 3-UTR stattfinden wirde. Andererseits konnte die
Sequenzspezifitdt der LARP4B-Bindung jedoch auch eine direkte Kontaktierung der
RNA erlauben. Bedingt durch eine erhohte Affinitdt zu AU-reichen Sequenzen
konnte LARP4B dabei diese Regionen in der 3-UTR wunabhangig von
Proteininteraktionen binden. Wahrend die fur die Bindung bendtigten cis-Elemente
der mRNAs durch die vorliegende Arbeit gut analysiert sind, bleibt die Frage offen,
welche Proteinregionen in LARP4B die RNA-Bindung vermitteln. Fur das genuine
La-Protein konnte gezeigt werden, dass das La-Modul, bestehend aus dem La-Motiv
und der angrenzenden RRM, fur die Bindung an 3’-UUUOH bendtig wird (7196-199).
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Da fur LARP4B Uber das La-Modul hinaus keine weiteren Proteindomanen
identifiziert wurden, legt das den Schluss nahe, dass auch im Falle von LARP4B das

La-Modul fUr die Bindung an die RNA verantwortlich ist.

La ICHIE[[FGDFNLPRK/ LKEQI -KLDEGWVPLE IMIK INJLNRLTTD
LARP7 IAKOVD![[FGDANLHKDRFLREQIEKSRDGYVDISLLVS/ N:MKKLTTD
LARP6 LVDIE|[VFSDENLEKDAl LLKHVRRNKLGYVSVKLLTS KX VKHLTRD
LARP1 IKROIEY|V[FSVDNLERDF|"LRRKM--DADGFLPITLIAS H:VOALTTD
LARP1B IKROIEY|/[FSVENLER F|'LRGKM--DEQGFLPISLIAG Q VOALTTN
LARP4 LKKOLEFCFSRENLSKDL{'[L.I SQM--DSDQF I PTWTVANMEEIKKLTTD
LARP4B LKKTLE!|CLSRENLAS|MYLISQM--DSDQYVPITTVANLD}IKKLSTD

Abbildung 20: Vergleich der Aminosauresequenz der humanen La-Motive.
Die Aminosduresequenzen der La-Motive der humanen LARP-Proteine sind dargestellt.
Aminosauren, die fir die Bindung von La an 3’-UUUOH bendétigt werden, sind hervorgehoben.

Aminosauren, die davon eine Homologie zum La-Protein zeigen, sind gelb dargestellt.

Ein Vergleich der Aminosauresequenz von La und LARP4B zeigt jedoch, dass die
fur die Bindung an 3’-UUUOH bendétigten Aminosauren bei LARP4B teilweise nicht
konserviert sind (Abbildung 20) (270). Zusatzlich besitzt LARP4B lediglich eine
RRM-ahnliche Doméane anstelle einer RRM (795). Weitere Bindungsstudien kénnten
daher klaren, ob das La-Modul von LARP4B fiur die Bindung an RNA nétig und

ausreichend ist.

3.3 LARP4B stimuliert die Expression der Ziel-mRNAs durch
Stabilisierung des gebundenen Transkripts

Die Identifizierung der gebundenen mRNAs erlaubte die Analyse des Einflusses von
LARP4B auf die Expression dieser mRNPs. Als zytoplasmatische mRNP-
Komponente ist dabei denkbar, dass LARP4B entweder die Translation oder die
Stabilitat der gebundenen MRNAs beeinflusst (307). Da durch die reduzierte
Expression von LARP4B durch knockdown-Experimente keine Veranderung in der
Assoziation der untersuchten mRNAs mit der Translationsmaschinerie beobachtet
werden konnte, war ein direkter Effekt von LARP4B auf die Translation der
gebundenen mMRNAs unwahrscheinlich (Abbildung 12). Dieser Befund legte
andererseits nahe, dass LARP4B die mRNA Stabilitdt beeinflusst. Eine
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transkriptomweite Analyse zeigte in der Tat eine signifikante Verringerung der
MmRNA-Menge der LARP4B-Zielgene verglichen mit der Kontrollgruppe im Falle
eines LARP4B-knockdowns (Abbildung 13). Eine quantitative Echtzeit-PCR
ausgewahlter mRNAs bestatigte zusatzlich, dass eine siRNA-vermittelte reduzierte
Expression von LARP4B zu einem um etwa 50 % reduzierten mRNA-Level der
untersuchten Zielgene fuhrt (Abbildung 14). Dabei ist anzunehmen, dass die
Anderung der mRNA-Level durch einen stabilisierenden Effekt von LARP4B auf die
gebundenen mRNAs verursacht wird, da die zytoplasmatische Lokalisation von
LARP4B ein Effekt auf die mRNA Transkription unwahrscheinlich erscheinen lasst.
Auch auf Proteinebene konnte gezeigt werden, dass LARP4B einen stimulierenden
Effekt auf die Expression der Ziel-mRNAs ausubt (Abbildung 15). Angesichts der
Anderung der mRNA-Level im Falle eines LARP4B-knockdowns ist dieser Effekt von
LARP4B hochstwahrscheinlich auf die Stabilisierung der mRNA und weniger auf
eine vermehrte Translation zurtckzufihren (Abbildung 21).

Die Identifizierung von LARP4B als positiven Faktor der posttranskriptionellen
Genexpression deckt sich mit den Erkenntnissen einer friheren Verdffentlichung
(307). Durch Luciferase-basierende Reportergenexperimente sowie metabolische
Markierungsstudien wurde LARP4B als positiver Translationsregulator beschrieben.
Hierbei konnte kein Effekt von LARP4B auf das mRNA-Level des Reporters
beobachtet werden, weshalb ein translationeller Effekt von LARP4B auf die mRNA-
Expression postuliert wurde (307). Es wurde jedoch nicht untersucht, ob die
Reporter-mRNA direkt von LARP4B gebunden werden kann und somit eine LARP4B
Ziel-mRNA darstellt. Durch indirekte Effekte auf die Reporterexpression kdnnte diese

Diskrepanz mdglicherweise erklart werden.
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Abbildung 21: Regulation der posttranskriptionellen Genexpression durch LARP4B.
Die Bindung von LARP4B an AU-reiche Sequenzen in den 3’-UTRs von mRNAs fiihrt zu einer

erhohten Stabilitat und damit zu einem erhohten mRNA-Level. Dies resultiert wiederum in einer

vermehrten Proteinexpression.

3.4 Der Beitrag von LARP4B zum mRNP-Code: eine Hypothese

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten belegen einen stimulatorischen Effekt von
LARP4B auf die Expression der gebundenen mRNAs, der durch die Stabilisierung
des gebundenen Transkripts zustande kommt. Dieser stabilisierende Effekt konnte
durch verschiedene Mechanismen zu erklaren sein. Zum einen konnte die Bindung
von LARP4B an die 3'-UTR der mRNA zu einer verstarkten Interaktion von LARP4B
mit PABPC1 flUhren. Durch die Bindung an den Poly(A)-Schwanz der mRNA dient
PABPC1 als Adaptor fur zahlreiche Proteine, die sowohl die Translation als auch die
Stabilitat der mRNA beeinflussen (377). Darunter befinden sich unter anderem der
eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 4G (elF4G) ,PAN3 (PAN3 poly(A) specific
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ribonuclease subunit), PAIP1 (poly(A) binding protein interacting protein 1) und
PAIP2 (poly(A) binding protein interacting protein 2) oder auch TNRCG6A (trinucleotid
repeat containing 6A) (312-316). Diese Faktoren kdnnen die mRNA-Expression
sowohl stimulieren als auch reprimieren. Die Kompetition dieser Faktoren um die
Bindung an PABPC1 beeinflusst dabei die Expressionseffizienz der mRNA. (372,
314, 317, 318). Uber &hnliche Mechanismen konnte sich auch die Funktion von
LARP4B erklaren lassen. Besonders die Verdrangung destabilisierender Faktoren,
wie zum Beispiel TNRC6A oder Deadenylierungsfaktoren wie den PAN2/PAN3-
Komplex, kdnnte zur Stabilisierung der mRNA beitragen.

Die Interaktion von LARP4B mit AU-reichen Sequenzen in den 3’-UTRs der
gebundenen mRNAs legt eine Beteiligung von LARP4B im Metabolismus AU-reicher
Elemente (ARE)-beinhaltender mRNAs nahe. AREs sind 50 bis 150 Nukleotide
lange Bereiche in den 3-UTRs von mRNAs, die unter anderem flr
Transkriptionsfaktoren oder Cytokine kodieren (379, 320). Durch die Bindung
verschiedener Faktoren, wie TTP (tristetraprolin), AUF1 oder HuR, beeinflussen
ARE mafgeblich die Stabilitdt der mRNA (20, 22, 96, 175, 321). Die Mehrzahl der
bindenden Faktoren wie TTP oder AUF1 fuhren dabei zu einer Destabilisierung des
Transkripts da sie durch die Rekrutierung verschiedener Komponenten der
Degradationsmaschinerie, wie des Exosoms, des Decappingkomplexes,
Deadenylasen oder XRN1 (5’-3’ Exoribonuklease 1), den Abbau ARE-beinhaltender
mMRNAs begunstigen (22, 96, 327). Im Gegensatz dazu kann die Stabilitdt der mRNA
jedoch auch durch die Bindung von AREs erhdoht werden. Der am besten
charakterisierte stabilisierende Faktor ist dabei das HuUR Protein (23, 183, 322, 323).
HuR kompetiert mit destabilisierenden Faktoren um die Bindung an AREs und flihrt
vermutlich durch deren Verdrangung zur Stabilisierung der mRNA. Das
Gleichgewicht zwischen destabilisierenden und stabilisierenden Faktoren bestimmt
somit die Stabilitdit von ARE-beinhaltenden mRNAs (23, 324-326). Durch die
Bindung von LARP4B an AU-reiche Sequenzen innerhalb eines ARE konnten,
ahnlich dem fur HuR beschriebenen Mechanismus, destabilisierende Faktoren wie
zum Beispiel AUF1 oder TTP von der mRNA verdrangt werden, wodurch die
Degradationsmaschinerie nicht mehr an die mRNA rekrutiert werden kann und somit
die mRNA stabilisiert wird. Schatzungen zufolge werden AREs, Uber die bekannten
ARE-beinhaltenden mRNAs wie TNF (tumor necrosis factor) oder VEGFA (vascular

endothelial growth factor A) hinaus, in mehreren tausend mRNAs gefunden, was zu
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der groRen Anzahl an identifizierten LARP4B Ziel-mRNAs passen konnte (327).
DarUber hinaus ist denkbar, dass LARP4B auch AU-reiche Sequenzen, die nicht Teil
eines AREs darstellen, bindet und so die Expression eines breiteren Spektrums an
mRNAs beeinflusst. Ahnlich wurde fiir HUR einer neueren Studie zufolge eine
funktionelle Bindung an mehr als 4800 Ziel-mRNAs beschrieben und daher eine
Rolle, die uUber eine Beteiligung von HuR an ARE-vermitteltem mRNA-Abbau
hinausgeht, diskutiert (328).

3.5 LARP4B, LARP4 und LARP1: gleiche mRNA-Interaktoren, aber
unterschiedliche Funktionen?

Fir die Proteine LARP4B, LARP4 und LARP1 wurden ahnliche biochemischen und
funktionellen Eigenschaften gefunden. So handelt es sich bei diesen drei Faktoren
um zytoplasmatische Proteine, die unter =zelluldren Stressbedingungen in
Stressgranula  translozieren. Aullerdem interagieren sie mit PABPC1,
kosedimentieren mit Polysomen und haben mRNA-stabilisierende Wirkung (291-
293, 300-302). Diese drei La-verwandten Proteine kénnten somit Gberlappende oder
gar redundante Funktionen im mRNA-Metabolismus besitzen. Daher wurden die von
diesen drei Faktoren gebundenen mRNAs durch eine RIP-PCR naher untersucht.
Diese Analyse ergab, dass LARP4B, LARP4 und LARP1 ein gemeinsames Set an
Ziel-mRNAs besitzen (Abbildung 16). Daruber hinaus sind auch die von LARP4B
und LARP4 nicht gebundenen mRNAs weitgehend identisch. LARP1 unterscheidet
sich diesbezuglich von den beiden LARP-Orthologen, da dieses Protein Uber das
gemeinsame Set hinaus noch mit weiteren mRNAs interagiert. Dass auch LARP4
mit einem breiten Spektrum an mRNAs interagiert ist in Ubereinstimmung mit einer
Studie, deren zufolge 2000 mRNAs von LARP4 gebunden werden (302). Zwar
wurden fir LARP1 noch keine transkriptomweiten RNA-Bindungsstudien
durchgefuhrt, doch ein publizierter globaler Effekt auf die Translation lasst auch hier
auf ein breites Spektrum an mRNA-Bindungspartnern schlieRen (291, 292). Auch die
Bindung von LARP1 an den Poly(A)-Schwanz von mRNAs deutet auf eine
allgemeine Rolle im mRNP Metabolismus hin (293).

Mit der Bindung an das gleiche Set an mRNAs ist somit eine Voraussetzung fur eine
funktionelle Redundanz von LARP4B, LARP4 und LARP1 gegeben. Auch die
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gefundene Koexpression dieser drei Faktoren in verschiedenen Mausegeweben
wurde eine redundante Funktion ermoéglichen (Abbildung 17).

Ein Luciferase-basierendes Reporterexperiment lasst jedoch kombinatorische
beziehungsweise redundante Funktionen von LARP4B, LARP4 und LARP1 eher
unwahrscheinlich erscheinen (Abbildung 19). Durch den gleichzeitigen knockdown
zweier dieser Faktoren konnten lediglich moderat verstarkte Effekte gegentber den
Einzel-knockdowns beobachtet werden. Der knockdown aller drei Faktoren zeigte
mit Uber 80 % reduzierter Luciferaseaktivitat den grof3ten Effekt, was jedoch auch
hier nur eine minimale Steigerung verglichen mit den Doppel-knockdowns
bedeutete. Eine funktionelle Redundanz von LARP4B, LARP4 und LARP1 ist daher
fraglich. Nicht auszuschlief3en ist jedoch ein synergistischer Effekt dieser Faktoren,
da zum Beispiel LARP4B und LARP1 als Bestandteile von denselben mRNPs
identifiziert wurden (Dissertation K. Schaffler). Daruber hinaus sind auch spezifische
Funktionen von LARP4B, LARP4 und LARP1 im mRNA-Metabolismus durchaus

denkbar. Weitere funktionelle Studien sollten daher zur Klarung beitragen.
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3.6 Ausblick

In dieser Arbeit wurde erstmals die direkte Bindung von LARP4B an RNA sowohl in
vivo als auch in vitro gezeigt und die LARP4B Ziel-mRNAs identifiziert. Diese
Bindung konnte durch das La-Modul, einer bekannten RNA-Bindungsdomane,
vermittelt werden (796-799). Jedoch sind einige Aminosauren des La-Motivs, die fur
die Bindung des genuinen La-Proteins an 3’-UUUOH bendtigt werden, bei LARP4B
nicht konserviert (270). Zusatzlich besitzt LARP4B lediglich einer RRM-ahnlichen
Domane anstelle einer RRM (795). Diese Befunde lassen einen atypischen
Bindungsmechanismus von LARP4B an RNA vermuten. Dabei ist denkbar, dass
Proteinregionen Uber das La-Modul hinaus an der Interaktion von LARP4B mit RNA
beteiligt sein kdnnten. Strukturanalysen kdnnten hierbei zur Klarung beitragen. Daflr
wurden durch die ldentifizierung der Ziel-mRNAs sowie der darin bendétigten cis-
Elemente wichtige Voraussetzungen geschaffen.

LARP4B stellt zweifelsfrei einen positiven Faktor der Genexpression dar. Der
Proteinbedarf einer Zelle muss jedoch verschiedenen Wachstumsbedingungen
angepasst werden. Um dies zu erreichen konnte auch die Regulation der LARP4B-
Funktion von entscheidender Bedeutung sein und sollte daher naher untersucht
werden. Dies kann zum Beispiel durch ein verandertes Expressionslevel oder
veranderte posttranslationelle Modifikationen wie Phosphorylierungen erreicht
werden. In Hinblick einer méglichen funktionellen Uberschneidung der Proteine
LARP4B, LARP4 und LARP1 sollte dabei auch die Regulation der Aktivitat dieser
Proteine ins Auge gefasst werden.

Die Vielzahl der identifizierten Ziel-mRNAs sowie ein funktioneller Effekt auf die
Expression eines breiten Spektrums dieser mRNAs legt den Schluss nahe, dass
LARP4B einen allgemeinen Faktor der posttranskriptionellen Genexpression
darstellt. Es ist jedoch nicht ganzlich auszuschlieBen, dass die Breite des Effekts
nicht zum Teil auf Sekundareffekte zurtickzufuhren ist. Weitere funktionelle Studien
sollten daher einen globalen Effekt von LARP4B auf die Genexpression

weitergehend analysieren.
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4 Material & Methoden

4.1 Materialien

Verwendete Chemikalien wurden von BD Biosciences, Merck, Serva, Sigma-Aldrich,

Boehringer Ingelheim, Riedel-de Haen und Roth bezogen. Radiochemikalien

stammen von Hartmann Analytic. Verbrauchsmaterialien wurden von Hartenstein,

Macherey-Nagel, Eppendorf, Sarstedt, Satorius stedim, Dispomed und Greiner

bezogen.

4.1.1 Langenstandards
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder

PageRuler ™ Prestained Protein Ladder

PageRuler ™ Plus Prestained Protein Ladder

PageRuler ™ Unstained Protein Ladder

4.1.2 Allgemeine Puffer

10x PBS

1,4 M NaCl

27 mM KCI

100 mM NazHPO4
18 mM KH2PO4

6x Proteinprobenpuffer

300 mM Tris-HCI, pH 6.8
12% (w/v) SDS

30% (v/v) Glycerin

600 mM DTT

0.04% (w/v) Bromphenolblau

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

2x RNA-Probenpuffer

8 M Harnstoff

10 mM EDTA

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
0,04 % (w/v) Xylencyanol

DNA-Probenpuffer

50 % (v/v) Glycerin

5 mM Tris HCI pH 8,0

0,05 mM EDTA

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
0,04 % (w/v) Xylencyanol
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4.1.3 Proteaseinhibitoren

1 mg/ml Leupeptin/Pepstatin A

100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

100 mM 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF)
1 mg/ml Aprotinin

4.1.4 Medien

4.1.4.1 Medien und Zusatze fiir die Bakterienkultur
LB-Medium

1,0 % (w/v) Bacto™ Tryptone (BD Biosciences)
1.0 % (w/v) NaCl

0,5 % (w/v) Bacto™ Yeast Extract (BD Biosciences)

TB-Medium

1,2 % (w/v) Bacto™ Tryptone (BD Biosciences)

2.4 % (w/v) Bacto™ Yeast Extract (BD Biosciences)
0,4 % (v/v) Glycerin

17 mM KH2POq4

72 mM K;HPO,

Zur Selektion wurde den Medien 100 pg/ml Ampicillin (Roth) bzw. 100 pg/ml
Ampicillin und 30 ug/ml Chloramphenicol (Sigma-Aldrich) zugegeben.
Durch Zugabe von 2 % (w/v) Bacto™ Agar (BD Biosciences) wurden Festmedien

hergestellt.

4.1.4.2 Medien und Zusatze fiir die Gewebekultur

Kulturmedium und —zusatze wurden, soweit nicht anders angegeben, von Life
Technologies bezogen. Antibiotika stammen von InvivoGen, Serva Electrophoresis,
Sigma-Aldrich und Life Technologies. Zelllkulturutensilien wurden von der Firma

Becton Dickinson, Sarstedt, Greiner und TPP bezogen.
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Mediumzusammensetzung

Kulturmedien:

HEK293, U20S: Flp-In T-REx 293:
DMEM DMEM

10 % (v/v) FBS 10 % (v/v) FBS

1 % (v/v) Pen Strep 10 pg/ml Blasticidin

100 pg/ml Zeocin

stabile Flp-In T-REx 293-Zellinien: Flp-In T-REx HeLa C80ORF33:
DMEM DMEM

10 % (v/v) FBS 10 % (v/v) FBS

10 pg/ml Blasticidin 1 % (v/v) Pen/Strep

100 pg/ml Hygromycin B 400 pg/ml Hygromycin B

5 pg/ml Puromycin

pSILAC-Medium leicht:

DMEM ohne L-Arginine, L-Glutamine, L-Lysine und Natriumpyrovat
10 % (v/v) dialysiertes FBS

4 mM Glutamin (PAA)

1,74 mM L-Prolin (Sigma-Aldrich)

0,8 mM L-Lysin Monohydrochlorid (Sigma-Aldrich)

0,4 mM L-Arginin Monohydrochlorid (Sigma-Aldrich)

pSILAC-Medium mittelschwer:

DMEM ohne L-Arginine, L-Glutamine, L-Lysine und Natriumpyrovat

10 % (v/v) dialysiertes FBS

4 mM Glutamin (PAA)

1,74 mM L-Prolin (Sigma-Aldrich)

0,8 mM L-Lysin 2HCI (4,4,5,5,-D4 96-98%, Cambridge Isotope Laboratories)
0,4 mM L-Arginin HCI (U-13C6, Cambridge Isotope Laboratories)
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pSILAC-Medium schwer:

DMEM ohne L-Arginine, L-Glutamine, L-Lysine und Natriumpyrovat

10 % (v/v) dialysiertes FBS
4 mM Glutamin (PAA)
1,74 mM L-Prolin (Sigma-Aldrich)

0,8 mM L-Lysin 2HCI (U-13C6 99%, 15N2 99%, Cambridge Isotope Laboratories)
0,4 mM L-Arginin HCI (U-13C6 99%, 15N4 99%, Cambridge Isotope Laboratories)

4.1.5 Antikorper

Name WB
a-GRWD1 1:1000
a-LARP1 1:5000
a-LARP4 1:5000
a-p21 1:500
a-p53 1:100
HA.11-Antibody 1:1000

Polyklonaler a-C80ORF33 1:100

Polyklonaler a-LARP4B  1:1000

B-Actin clone AC-74 1:1000

Alexa Fluor® 488 F(ab’), fragment
a-mouse IgG

Alexa Fluor® 594 F(ab’), fragment
a-rabbit 1IgG

a-Mouse glgG (whole molecule)
Peroxidase Conjugate

a-Rabbit glgG (whole molecule)

Peroxidase Conjugate

Herkunft

Atlas (HPA042643)

Abcam (ab86359)

Bethyl Laboratories (A303-990A)
BD Biosciences (610233)

Santa Cruz Biotechnology (sc-6243)
Hiss Diagnostics (MMS-101R)
Institut fur Biochemie, Universitat
Wirzburg

Institut fur Biochemie, Universitat
Wirzburg

Sigma-Aldrich (A5316)

Invitrogen (A11017)

Invitrogen (A11072)

Sigma-Aldrich (A4416)

Sigma-Aldrich (A6154)
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4.1.6 Plasmide
Name Beschreibung Herkunft
C80ORF33::FRT/TO/MCS Diese Arbeit
C8ORF33::pHA Institut fur Biochemie,
Universitat Wurzburg
LARP1::.pFRT/TO/MCS Diese Arbeit
LARP4::.pFRT/TO/MCS Diese Arbeit
LARP4B::pGEX-6P-1 (301)
pFRT/TO/MCS N-Terminaler FLAG/HA- Institut fur Biochemie,
Tag in pcDNAS5/FRT/TO  Universitat Warzburg
pHA HA-Tag in pcDNA3.1 Disseration O. Plottner
pHA-FF Firefly Luciferase in pHA A. Hirmer, Lehrstuhl fur Bio-
chemie, Universitat Wirzburg
pHA-FF Agel/Afel Agel/Afel Schnittstellen  Diese Arbeit
in pHA-FF
pOG44 Invitrogen (V6005)
SAT1::pHA-FF SAT1 3-UTRin Diese Arbeit

pHA-FF Agel/Afel
4.1.7 Bakterienstamme und eukaryotische Zelllinien

4.1.7.1 Bakterienstamme

E.coli DH5a F'®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(r,
mk") phoA supE44 X thi-1 gyrA96 relA1 X (Invitrogen)

E.coli BL21(DE3)pLysS F-, ompT, hsdSg (rs., mg.), dcm, gal, A(DE3), pLysS, CM'

(Promega)
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4.1.7.2 Eukaryotische Zelllinien

Flp-In™ T-REx™ 293 Invitrogen (R780-07)

Flp-In™ T-REx™ 293 C80RF33 Diese Arbeit

Flp-In™ T-REx™ 293 LARP1 Diese Arbeit

Flp-In™ T-REx™ 293 LARP4 Diese Arbeit

Flp-In™ T-REx™ 293 LARP4B (3017)

Flp-In™ T-REx™ HelLa C80ORF33 Institut fur Biochemie, Universitat Wirzburg
HEK293 DSMZ (ACC 305)

U20S AG Stefan Gaubatz, Universitat Warzburg

4.1.8 DNA und RNA Oligonukleotide

4.1.8.1 DNA Oligonukleotide (Sigma-Aldrich)
Primer fUr die Klonierung

Name Sequenz (5’ -> 3’)
C80ORF33 BamHI forw AATAGGATCCATGGCGGCCCTGGGACATC
C80RF33 Xhol rev AGGACTCGAGCTAAAAGAAATTGAACCTAAACTC

Larp1 Hindlll for AGCAAAGCTTATGCTTTGGAGGGTGCTTTTG
Larp1 Xhol rev ACGACTCGAGTCACTTTCCCAAAGTCTGTG
Larp4 Hindlll for AGCAAAGCTTATGTTGCTTTTCGTGGAGCAG
Larp4 Xhol rev ACGACTCGAGTTACTTTGGTGATCTGGGTG

SAT1 3-UTR Afel for AATAAGCGCTGGAGTGCTGCTGTAGATG
SAT1 3-UTR Agel rev  AGTAACCGGTAACCTTGATAGCCAACTG

Primer fUr die gerichtete in vitro Mutagense

Name Sequenz (5’ -> 3’)

pHA-FF Afel antisense CCTCTAGATGCATGCTAGCGCTACACGGCGATCTTTCCGCC
pHA-FF Afel sense = GGCGGAAAGATCGCCGTGTAGCGCTAGCATGCATCTAGAGG
pHA-FF Agel antisense  TAGAGCCCACCGGTTCCCCAGCATGCCTG

pHA-FF Agel sense CAGGCATGCTGGGGAACCGGTGGGCTCTA

Primer fUr die Expressionsanalyse von LARPs

Name Sequenz (5’ -> 3’)
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mmACTB for
mmACTB rev
mmLARP1 for
mmLARP1 rev
mmLARP4 for
mmLARP4 rev
mmLARP4B
mmLARP4B

ATGTGCAAAGCCGGCTTCG
AGCACAGGGTGCTCCTCAG
GCCAGCTCTATGGATTGGAG
TGGCCAGTAGGTGTCGTAG
GCAGTTCAGCAATTTCTACAGAAG
CTCTACAGGCGTTGTCTCAG
GGGTTTACATCTCCGACCTTC
TCTCTTCTCTTTTCTTCCGATAGC

Primer fur die gPCR, RIP-PCR und mRNA Polysomenverschiebung

Name
ANXA2 for
ANXAZ2 rev
CKB for
CKB rev
DDX6 for
DDX6 rev
EEF2 for
EEF2 rev
EXOSC3 for
EXOSC3 rev
GLO1 for
GLO1 rev
GNB2L1 for
GNB2L1 rev
OAZ1 for
OAZ1 rev
PPIL1 for
PPIL1 rev
PRKAA1 for
PRKAA1 rev
RAE1 for
RAE1 rev
RALY for

Sequenz (5’ -> 3’)
ACAGCCATCAAGACCAAAGG
TCAGTGCTGATGCAAGTTCC
AGTTCATGTGGAACCCTCACC
ACCAGCTCCACCTCTGAGAAG
ATGATCGCTTCAACCTGAAAAG
ATGTGTCACAGATCCAAACGAG
CATCTACGGGGTTTTGAACAGG
TTCTTTCAGGCCCTTGCGCTTG
CAGACCAAATGTGCAGGTTG
CAGACCATCCTGTCCAATGA
CTCGAGGATTCGGTCATATTGG
AGGAGAATTCTCACAGCACTAC
TACTGGCTGTGTGCTGCCACAG
CTAGCGTGTGCCAATGGTCAC
ACTGGCGAACAGTGCTGAGTG
CCGGTCTCACAATCTCAAAGC
GGTCGAGGTGGTGCATCTAT
GAACTGGCTGCCATTGGTAT
GGGTGAAGATCGGCCACTAC
CCTACCACATCAAGGCTCCG
GCTGCTGGGAAGTTCAAGAC
ATCACACGATGCCGTAAACA
CTACCGGGACGACTTCTACG
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RALY rev GCAAAGAGCTTGACAGGTACG
RCOR1 for CAGTAACCAGAAGCCTGTGAAG
RCOR1 rev GATAACACAGTAGTCCACACC
SAT1 for GGCAAGTTATTGTATCTTGAGGAC
SAT1 rev GAAGTTGATGGATGGTTCATTCC
SDHA for GATTACTCCAAGCCCATCCA
SDHA rev CACAGTCAGCCTCGTTCAAA
SNRBP for GAGGGACTCCAATGGGCATG
SNRBP rev CAGACAATCCCATGAGACTCC
TFRC for TGGACAGCACAGACTTCACC
TFRC rev ATCACGCCAGACTTTGCTGA
TOP2A for CCACTGTCTTCAAGCCCTCC
TOP2A rev CGGTAGTGGAGGTGGAAGAC
UCHLA1 for AATGTCGGGTAGATGACAAGGTG
UCHLA1 rev CACAGAGCATTAGGCTGCCTTG
XPOG6 for GACGCTCCATCACAACTGGA
XPOG6 rev TGTCCGAAAGCCTGCATGAT

4.1.8.2 RNA Oligonukleotide

RNA Oligonukleotide fur EMSA (Sigma-Aldrich)

Name Sequenz (5’ ->3’)

CKB GUAGAGACUUCCGUCACGCUUGGUAGAGUUUAUUUUUUUGA
CKB del GUAGAGACUUCCGUCACGCUUGGUAGAGGA

TOP3B GACCCUGUCCUCCCUCACCCAGGCUGCAGUGCCAUGCAGAC
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siRNA

Name Herkunft

C80ORF33 siTools

GFP GCAAGCUGACCCUGAAGUUC(ATAT)
(Eurofins MWG Operon)

GRWD1 GE Healthcare (M-027146-02-0005)

LARP1 GAAUGGAGAUGAGGAUUGC(dTdT)
(Eurofins MWG Operon)

LARP4 Thermo Fisher Scientific (L-016523-02-0005)

LARP4B Thermo Fisher Scientific (MU-026388-02-0005)

Luciferase gl2 CGUACGCGGAAUACUUCGA(ATAT)
(Eurofins MWG Operon)

NegK siTools

4.2 Methoden

Verwendete Losungen wurden steril filtriert oder autoklaviert, Kunststoffwaren

wurden autoklaviert und Glasgerate gebacken.

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur DNA-Ampilifikation

Zur Amplifikation von DNA wurde eine Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt.
Dabei wurde entweder die Phusion (2x Phusion® Master Mix with HF Buffer, Thermo
Fisher Scientific), Pfu (Institut fur Biochemie, Universitat Wurzburg) oder Taq

(Thermo aquaticus) DNA-Polymerase eingesetzt.

4.2.1.2 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen (Thermo Fisher Scientific)

erfolgte fur 2 h bei 37 °C unter den vom Hersteller angegebenen Pufferbedingungen.
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4.2.1.3 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um die Religation eines hydrolysierten Plasmids zu verhindern wurde die Plasmid-
DNA durch die Zugabe von 1yl FastAP (Thermo Fisher Scientific) zum
Restriktionsansatz fur 1 h bei 37 °C dephosphoryliert.

4.2.1.4 Ligation von DNA Fragmenten

Die Ligation von hydrolysierter Plasmid-DNA und Insert erfolgte fur 1 h bei RT in
dem angegebenen Reaktionsansatz. Das Insert lag dabei in einem 10-fachen

molaren Uberschuss iber dem Plasmid vor.

32,5 pl Insert/Plasmid-DNA

1 pl T4 DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific)
1 ul ATP (10 mM)

4 ul 10x T4 DNA-Ligase Puffer

2 ul PEG 6000 (24 % (w/v))

4.2.1.5 Gerichtete in vitro Mutagenese

Um in den Vektor pHA-FF eine Agel und Afel Restriktionsschnittstelle einzufiigen
wurde eine in vitro Mutagenese durchgefihrt. Die EinfUhrung dieser Schnittstellen

erlaubt die Klonierung verschiedener 3’-UTRs in den Luciferase-Reporter.

Reaktionsansatz: PCR-Programm:
125 ng pHA-FF 95°C 30s
2 pl Pfu DNA Polymerase 95°C 30s

(Institut fur Biochemie, Universitat Wirzburg) 55 °C 1 min

25 pmol Mutageneseprimer sense bzw antisense 68 °C 12 min

5 ul 10x Puffer 68 °C 8 min
1 ul dNTPs (je 10 mM) 4°C =
38 pl H20 10 Zyklen
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Die Halfte des Antisenseansatzes wurde zum Senseansatz gegeben und erneut eine
PCR mit dem angegebenen Programm durchgefiihrt. Anschlieend wurde 1 ul Dpnl
(Thermo Fisher Scientific) zugegeben und 1h bei 37 °C inkubiert. 30 yl des
Ansatzes wurden in E.coli DH5a transformiert und auf LB-Platten mit Ampicillin
ausplatiert. Von Einzelkolonien wurde eine Ubernachtkultur angeimpft und die
Plasmid-DNA isoliert.

4.2.1.6 Transformation kompetenter Bakterienzellen

Hitzeschock-transformationskompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und das
zu transformierende Plasmid zugeben. Nach 5 min Inkubation auf Eis erfolgte der
Hitzeschock fiur 90 s bei 42 °C. AnschlieRend wurde 2 min auf Eis inkubiert, 700 ul
LB-Medium zugegeben und fur 45 min bei 37 °C geschuttelt. Die transformierten
Bakterien wurden zur Selektion auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika

ausplattiert.

4.2.1.7 Kontrolle der Klonierung durch Kolonie-PCR

Zur Kontrolle einer Klonierung wurde eine Kolonie-PCR durchgefuhrt. Dazu wurden
von einer Selektionsplatte Einzelkolonien gepickt und in einen 20 pl PCR-
Reaktionsansatz gegeben. Die amplifizierte DNA wurde auf einem Agarosegel

aufgetrennt und im UV-Licht sichtbar gemacht.

4.2.1.8 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsauren

Um DNA gelelektrophoretisch aufzutrennen, wurde ein 0,8 % bis 1,5 % Agarosegel
verwendet, welches in 1x TBE (89 mM Tris HCI pH 8,0, 89 mM H3BO4, 4 mM EDTA,
1 pg/ml Ethidiumbromid) gegossen wurde. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TBE bei
150 V. Die Zugabe von Ethidiumbromid erlaubte die Visualisierung der DNA-Banden
im UV-Licht.
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4.2.1.9 Aufreinigung von Nukleinsauren aus Agarosegelen oder

Reaktionsansiatzen

DNA wurde aus Agarosegelen oder direkt aus PCR- oder Restriktionsansatzen
mithilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits (Macherey-Nagel) nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

4.2.1.10 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Aufreingung von Plasmid-DNA aus E.coli DH5a wurde abhangig von der
bendtigten Menge an Plasmid-DNA 4 ml oder 250 ml LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C
geschittelt. Die Plasmid-DNA wurde anschlieRend mit dem NucleoSpin® Plasmid
QuickPure (Macherey-Nagel) oder dem NucleoBond® PC 500 Kits (Macherey-Nagel)

gemal den Herstellerangaben aufgereinigt.

4.2.1.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von RNA und DNA wurde durch Aufnahme einer

Absorptionskurve am Spektralphotometer NanoVue™ (GE Healthcare) bestimmt.

4.2.1.12 Kontrolle der Klonierung durch Sequenzierung

Um den Erfolg der Klonierungen zu kontrollieren wurde eine DNA-Sequenzierung bei
der Firma GATC (Konstanz) durchgeflhrt.

4.2.2 Biochemische Methoden

4.2.2.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

4 ml LB-Medium wurden mit kompetenten E.coli BL21(DE3)pLysS oder E.coli DH5a
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C geschuttlet. 2x 250 ml LB-Medium wurden mit je
2 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODgoo von 0,4 inkubiert.

AnschlieRend wurden die Kulturen fur 10 min auf Eis inkubiert. Die Bakterienzellen
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wurden abzentrifugiert (1500 g, 10 min, 4 °C), der Uberstand verworfen, das Pellet in
100 ml kaltem TFBI (30 mM KOAc, 100 mM RbCI, 10 mM CacCl,, 50 mM MnCly,
15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8) resuspendiert und erneut 10 min auf Eis inkubiert. Die
Bakterienzellen wurden abzentrifugiert (1500 g, 10 min, 4 °C), in 13 ml kaltem TFBII
(10 mM MOPS, 75mM CaCl,, 10mM RbCIl, 15% (v/v) Glycerin, pH 6,5)
resuspendiert und zu je 100 pul aliquotiert. Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.2.2.2 Expression und Aufreinigung von rekombinantem LARP4B

LARP4B::pGEX-6P-1 wurde in E.coli BL21(DE3)pLysS transformiert und auf
Selektionsplatten mit Ampicillin und Chloramphenicol Uber Nacht bei 37 °C
selektioniert. Eine 100 ml Vorkultur (TB-Medium, 10 mM MgCl,) wurde mit einer
Einzelkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. 2 1 Hauptkultur (TB-
Medium, 10 mM MgCl;) wurden mit einer ODgoo von 0,05 aus dieser Vorkultur
angeimpft und bis zum Erreichen einer ODgyp von 0,4 bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Expression von GST-LARP4B mit 1 mM IPTG (Roth) bei
15 °C fur 5 h induziert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (15 min, 4000 g, 4 °C),
der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet bei -20 °C gelagert. Alle folgenden
Aufreinigungsschritte erfolgten bei 4 °C. Das Pellet wurde mit 40 ml GST-Lysepuffer
(50 mM Tris HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 % (v/v) Triton X 100, 1 mM DTT, 1:1000
Proteaseinhibitoren) resuspendiert und durch Sonifizieren (3x1 min, Stufe 5, output
50 %, Sonifier® 250, Branson) lysiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation
(25000 rpm, 4 °C, 40 min, Rotor 45Ti (Beckman Coulter)) geklart und anschliel3end
mit 7 ml in GST-Lysepuffer aquilibierter Glutathionsepharose 4B (GE Healthcare) bei
4 °C fur 90 min inkubiert. Die Sepharose wurde danach zuerst mit 10 SV GST-
Lysepuffer, anschlieBend mit 10SV Anionenaustauschchromatografiepuffer
(100 mM NacCl, 50 mM Tris HCI pH 6,7, 1 mM DTT) gewaschen. Um den GST-Tag
zu entfernen wurde die Sepharose in 10 ml Anionenaustauschchromatografiepuffer
Uber Nacht bei 4 °C mit 200 pl PreScission Protease (Institut fur Biochemie,
Universitat Wiirzburg) inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und auf 5 ml
einkonzentriert. Zur weiteren Aufreinigung des rekombinanten LARP4B wurde eine

Anionenaustauschchromatografie  durchgefuhrt (HighTrapQ HP, 1ml, GE
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Healthcare). Gebundene Proteine wurden durch einen Salzgradienten von 100 mM
bis 1 M NaCl eluiert. Der Durchfluss enthielt das rekombinante LARP4B und wurde
deshalb zur weiteren Aufreinigung auf 500 ul einkonzentriert. Durch eine
anschliellende Gelfiltrationschromatografie in Gelfiltrationspuffer (150 mM NacCl,
50 mMTris pH 7,5, 1 mM DTT) wurde LARP4B (iber eine Superdex™ 200 10/300
GL-Saule (GE Healthcare) weiter gereinigt.

4.2.2.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch eine denaturierende SDS-PAGE wurden Proteine ihrer GroRe nach
aufgetrennt. Dazu wurden die Proben mit Proteinprobenpuffer versetzt und 3 min bei
95 °C denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und bei 75 mA fiir 75 min (Mini-Protean® Tetra Cell-
System (Bio-Rad): 45 mM fur 45 min) in 1x Lammli-Puffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 3,5 mM SDS) aufgetrennt.

Trenngel 10% 12%
4x SDS-Trenngelpuffer 5,25 ml 5,25 ml
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1, Roth) 6,75 ml 8,85 ml
H.O 8,25 ml 6,0 ml
APS (10 % (w/v)) 100 pl 100 pl
TEMED 100 pl 100pl
Sammelgel 4%

4x SDS-Sammelgelpuffer 1,6 ml

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1, Roth) 0,8 ml

H.0 3,8 ml

APS (10 % (w/v)) 50 pl

TEMED 10 pl

4x SDS-Trenngelpuffer: 1,5 M Tris HCI pH 8,8, 0,4 % (w/v) SDS
4x SDS-Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris HCI pH 8,8, 0,4 % (w/v) SDS
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4.2.2.4 Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Ein SDS-Polyacrylamidgel wurde fur 30 min bei RT in Coomassiefarbeldosung (40 %
(v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,2 % (w/v) SERVA Blue R) inkubiert.
Anschlielend wurde das Gel solange in 20 % (v/v) Essigsaure entfarbt bis die
Proteinbanden sichtbar waren. Dazu wurde die Entfarbelésung mehrfach

gewechselt.

4.2.2.5 Silberfarbung von Proteinen in PAA-Gelen

Zur Detektion von Proteinen in PAA-Gelen durch Silberfarbung wurde das Gel
zunachst 1 h in der Fixierlésung (50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigsaure,
0,5 ml/l Formaldehyd (37 %)) inkubiert, 3x fur 20 min mit 50 % (v/v) Ethanol
gewaschen und danach 1 min mit Natriumthiosulfatidésung (0,2 g/l NaxS20s3)
behandelt. Nach 3x 20 s Waschen mit H,O wurde das Gel fur 20 min in der
Silberimpragnierlésung (2 g/l AgNOs3, 0,75 ml/l Formaldehyd (37 %)) inkubiert und
erneut 2x 20 s mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel in der
Entwicklerldsung (60 g/l Na,COs, 0,5 ml/l Formaldehyd (37 %)) solange inkubiert bis
Proteinbanden sichtbar waren und dann die Farbung mit Stopplésung (50 % (v/v)

Methanol, 12 % (v/v) Essigsaure) abgestoppt.

4.2.2.6 Regeneration von Glutathionsepharose

Verwendete Glutathionsepharose wurde mit 10 SV 20 mM Glutathion eluiert und
anschliefend mit 10 SV 0,5 M NaOH gewaschen. Danach wurde die Sepharose 2x
fur 1 hin 8,75 M Harnstoff mit 10 mM DTT inkubiert. Nach Waschen mit 10 SV H,O
und 10 SV 20 % Ethanol wurden die Glutathionsepharose in 20 % Ethanol gelagert.
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4.2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde die Methode nach Bradford
angewandt (329). Dazu wurden 200 pl Protein Assay Dye Reagent Konzentrate
(Bio-Rad), 798 pl H,0O und 2 ul Proteinprobe gemischt und 5 min bei RT inkubiert
und die Absorption bei 595 nm an einem Biophotometer® (Eppendorf) gemessen.

Mittels einer BSA-Eichgeraden wurde daraufhin die Proteinkonzentration berechnet.

4.2.2.8 5’-Endmarkierung von RNA-Oligonukleotiden

Zur radioaktiven Markierung von RNA-Oligonukleotiden wurden diese am 5’-Ende
mithilfe von y-(**P)-ATP phosphoryliert.

Reaktionsmix:

2 pul RNA-Oligonukleotid (10 uM)
0,9 pul H,O

2,1 yl PEG 6000 (24% (w/v))

Der Reaktionsmix wurde 1 min bei 95 °C inkubiert und anschlieBend auf Eis
abgekuhlt. Danach wurde 1 pl PNK-Puffer A, 1 pl T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul,
Thermo Fisher Scientific) und 3 pl y-(**P)-ATP (10 pCi/ul, 6000 mCi/mmol)
zugegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10 yI RNA-Probenpuffer gestoppt. Die RNA-Oligonukleotide wurden auf einem
12,5 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlielend aus dem

Gel eluiert.

4.2.2.9 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA wurde ein 12,5 % denaturierendes Polyacrylamidgel
verwendet auf welches die mit RNA-Probenpuffer versetzten Proben geladen
wurden. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TBE (89 mM Tris HCI pH 8,0, 89 mM
H3BO4, 4 mM EDTA) bei 30 W fur 1 h.
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12,5 % denaturierendes Polyacrylamidgel:

20 ml Rotiphorese ® Sequenziergel Konzentrat (Roth)

16 ml Rotiphorese® Sequenziergel Verdiinner (Roth)

4 ml Rotiphorese® Sequenziergel Puffer-Konzentrat (Roth)
400 pl APS (10 % (w/v))

40 yl TEMED

4.2.2.10 Reinigung von RNA aus denaturierenden Polyacrylamidgelen

Nachdem die radioaktivmarkierte RNA Uber eine denaturierende RNA-
Gelelektrophorese aufgetrennt wurde, wurde die RNA durch Autoradiografie auf
einem Rontgenfiim (CEA RP New Medical X-Ray screen Blue sensitive (Agfa
HealthCare)) sichtbar gemacht und die entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten. Die Elution aus dem Gel erfolgte in 300 pl einer 300 mM NaCl-
Lésung Uber Nacht bei 4 °C. Die RNA wurde durch Zugabe von 1 ml Ethanol bei -
20°C fur 6 h gefallt, abzentrifugiert (16000g, 4 °C, 30 min), der Uberstand
abgenommen und das Pellet getrocknet. AnschlieRend wurde die RNA in 20 ul H,O

aufgenommen.

4.2.2.11 Phenolextration von RNA aus Immunprazipitationen und

Zellextrakten

Um RNA aus Zellextrakten oder Immunprazipitationen zu isolieren wurde 1 Vol
Phenol (Roti®-Aqua-PhenoI zur RNA Extraktion (Roth))/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) gegeben und 10 s gemixt. Nach Zentrifugation (5 min, 16000 g, RT) wurde
die wassrige Phase abgenommen und mit 1 Volumen Chloroform/Isoamyalkohol
(25:1) versetzt und erneut gemixt. Nach der Zentrifugation (5 min, 16000 g, RT)
wurde die wassrige Phase wieder abgenommen und die RNA durch Alkoholfallung
prazipitiert. Dazu wurde 3 Volumen Isopropanol zugegeben und die RNA Uber Nacht
bei -20 °C prazipitiert. Die RNA wurde abzentrifugiert (30 min, 16000 g, 4 °C) und
der Uberstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet

und in H>.O aufgenommen.
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4.2.2.12 Elektromobility Shift Assay (EMSA)

In einem 10 yl Ansatz wurden die angegebenen Proteinmengen in 1x EMSA-Puffer
(50 mM Tris HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 % (v/v) Glycerin, 0,1 mg/ml
BSA) mit 5 nM RNA 30 min bei 4 °C inkubiert. Ein 0,4 % Agarosegel (gegossen in
0,5x TBE (44,5 mM Tris HCI pH 8,0, 44,5 mM H3BO,4, 2 mM EDTA)) wurde 30 min
bei 3,3 V/cm und 4 °C in 0,5x TBE vorlaufen gelassen. 8 pl des Ansatzes wurden
geladen und 3 h bei 3,3 V/cm aufgetrennt. Danach wurde das Gel auf einer
Amersham™ Hybond-N*-Membran (GE Healthcare) getrocknet (Gel Dryer Model
583, Bio-Rad) und die Banden durch Autoradiografie auf einem Rontgenfilm (CEA
RP New Medical X-Ray screen Blue sensitive (Agfa HealthCare)) sichtbar gemacht.

4.2.2.13 Quantitative Echtzeit- PCR (qPCR)

HEK293-Zellen in einem 6-well wurden mit LARP4B-siRNA transfiziert. Als Kontroll-
siRNA wurde die Luciferase gl2-siRNA verwendet. Nach 48 h wurden die Zellen mit
1x PBS gewaschen und 200 pl Lysepuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7,5,
25mM MgCl;, 0,5% (v/iv) NP-40, 1mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren)
zugegeben. Zellextrakt wurde hergestellt und die Proteinkonzentration nach der
Bradford-Methode bestimmt. Die Kontrolle des knockdowns erfolgte nach
Auftrennung von 40 uyg Gesamtprotein durch SDS-PAGE mittels Western-Blot.
Gesamt-RNA wurde durch Phenolextraktion isoliert und mit Isopropanol gefallt. Das
getrocknete RNA-Pellet wurde in 20 pyl H,O aufgenommen und mithilfe des TURBO
DNA-free™-Kits (Life Technologies) eine DNA-Hydrolyse durchgefiihrt. Die RNA-
Konzentration wurde daraufhin am Spektralphotometer NanoVue™ (GE Healthcare)
bestimmt und 5pug Gesamt-RNA fur die reverse Transkription mit dem
SuperScriptlll® First-strand-Kit (Life Technologies) eingesetzt. Diese erfolgte gemaf
den Herstellerangaben mithilfe von random Hexamer-Primern. Die qPCR wurde am
Real-Time System CFX96 Touch™ (Bio-Rad) durchgefiihrt. Die SDHA-mRNA wurde

als Referenz verwendet.
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Reaktionsansatz: PCR-Programm:
6 ul iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) 95 °C 30s
2 yl Primer-Mix (5’- und 3’-Primer je 1,5 yM) 95°C 5s
4 ul RT-Ansatz (1:10 Verdunnung) 60°C 30s
40 Zyklen
4.2.2.14 Expressionsanaylse verschiedener Proteine in Mausgeweben

10 yg Gesamt-RNA aus den angegebenen Mausgeweben wurde mithilfe des
SuperScriptlll® First-strand-Kits (Life Technologies) revers transkribiert wobei

oligo(dT)zo-Primer eingesetzt wurden. Die erhaltene cDNA wurde daraufhin

amplifiziert.

Reaktionsansatz: PCR-Programm:
10 pl innuMix Green PCR MasterMix (Analytic Jena) 96 °C 3 min
0,25 ul 5’-Primer (100 uM) 94 °C 30s

0,25 ul 3’-Primer (100 uM) 56 °C 30s

9 pl HO 72°C 30s

0,5 yl cDNA 72 °C 5 min
4°C 35 Zyklen

Die PCR-Ansatze wurden mit 5 yl DNA-Probenpuffer versetzt und 20 yl davon in
einem 1,5 % Agarosegel fur 30 min bei 150 V aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden
danach im UV-Licht sichtbar gemacht.

4.2.2.15 Analyse des mRNA-Transkriptoms mittels

Hochdurchsatzsequenzierung

HEK293-Zellen in 6-wells wurden mit LARP4B-siRNA beziehungsweise Luciferase
gl2-siRNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen auf eine 6 cm-Schale Uberfuhrt
und weiter kultiviert. 48 h nach der Transfektion wurde zur Kontrolle des downs je
ein well der LARP4B-knockdown- und Kontrollzellen mit 1 ml 1x PBS gewaschen
und mit Lysepuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7,5, 2,5 mM MgCly, 0,5 %
(v/v) NP-40, 1 mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) versetzt. Gesamtzellextrakt
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wurde hergestellt und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Analyse bestimmit.
40 ug Gesamtzellextrakt wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression
der angegebenen Proteine durch einen Western-Blot analysiert. Gleichzeitig erfolgte
die Praparation der Gesamt-RNA mithilfe des RNeasy® Mini-Kits (Qiagen) gemaf
Herstellerangaben. Dazu wurden die Zellen direkt in der Kulturschale lysiert und
mittels einer QIAshredder-Saule (Qiagen) homogenisiert. Zusatzlich wurde eine
Hydrolyse von DNA-Kontaminationen mit DNase | auf der S&ule durchgefihrt. Die
RNA wurde mit 30 yl H,O von der Saule eluiert und die Konzentration am
NanoVue™ Spektralphotometer (GE Healthcare) bestimmt. Mithilfe des Experion
RNA StdSense Analysis Kit (Bio-Rad) wurde die Qualitat der RNA Uberpruft. Aus
4 ug Gesamt-RNA wurde mRNA mithilfe des NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic
Isolation Module (New England BioLabs) isoliert. Die Kontrolle der RNA-Qualitat, die
Generierung der cDNA-Bibliothek, die Hochdurchsatzsequenzierung sowie die
Bestimmung der Anderungen der mRNA-Levels wurden von Dr. Elmar Wolf (AG
Prof. Dr. Martin Eilers, Lehrstuhl fir Biochemie und Molekularbiologie, Universitat
Wiurzburg) durchgefuhrt. Zur Kontrolle der mRNA-Qualitat wurde das Experion RNA
HighSens Analysis Kit (Bio-Rad) verwendet. Aus der erhaltenen mRNA wurde
mithilfe des NEBNext mRNA Library Prep Master Mix Set for lllumina® (New
England BioLabs) eine cDNA-Bibliothek hergestellt. Nach jeder enzymatischen
Reaktion wurde dabei mit dem PCR-Aufreinigungskit (Qiagen) aufgereinigt. Zur
Herstelltung der cDNA-Bibliothek wurde eine mRNA Fragmentierung, cDNA-
Synthese, Zweitstrangsynthese und eine Reparatur der cDNA-Enden durchflhrt.
AuRerdem wurde an die cDNA-Enden ein zusatzliches Desoxyadenosin angefugt.
Nach der Adapterligation wurde die cDNA auf einem 2 % Agarosegel aufgetrennt
und der GroRenbereich von 200 Basenpaaren (+/- 25 Basenpaaren) ausgeschnitten.
Die cDNA wurde aus dem Gel eluiert und mithilfe von NEBNext® Multiplex Oligos for
lllumina® (Index Primer Set 1) amplifiziert (15 Zyklen). Die Quantifizierung und
Kontrolle der Qualitat der cDNA erfolgte mit dem Experion DNA 1K Analysis Kit (Bio-
Rad). Die Proben wurden anschlie3end in einem aquimolaren Verhaltnis gemischt.
Die Sequenzierung wurde auf einem Genome Analyzer 11X (lllumina) mithilfe des
TruSeq SR Cluster Kit v5-CS-GA (lllumina) und des TruSeq SBS Kit v5-GA
(Mlumina) durchgefuhrt. Die Mischung der cDNA-Bibliotheken wurde mit einer
Konzentration von 9 pM auf eine Spur der flowcell geladen und sequenziert. Fur die

bioinformatische Analyse wurden die fastg-Dateien mit Casava extrahiert und die
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reads den jeweiligen Konditionen anhand ihrer Index-Sequenzen zugeordnet
(dekonvoliert). Anschlieffiend wurde eine Kartierung auf das humane Genom (hg19)
mit bowtie-0.12.8 und den bowtie-Standardoptionen vorgenommen. Dabei betrug
das Alignment zwischen 87 und 90 %. Mit samtools wurden die Daten in eine binare
Datei umgewandelt. Die weitere Auswertung erfolgte mit R. Dabei wurden die
Pakete Rsamtools, Genomicfeatures, edgeR, goseq, limma, biomaRt und lattice

verwendet.

4.2.2.16 Photoactivatable-Ribonucleoside-enhanced Crosslinking and

Immunoprecipitation (PAR-CLIP)

Flp-In T-REx 293 LARP4B-Zellen wurden Uber Nacht in Medium mit 100 uM 4SU
kultiviert und die Expression von FLAG/HA-LARP4B fur 5 h durch Zugabe von
0,5 ug/ml Tetracyclin induziert. Die Durchfuhrung des PAR-CLIP-Experiments erfolgt
wie beschrieben (308). Die Zellen wurden dazu einmal mit 1x PBS gewaschen und
die Quervernetzung mit UV-Licht von 365 nm Wellenlénge (0,15 J/cm?, Bio-Link
Crosslinker BLX 365 5x8 W (Peqlab)) durchgefihrt. Daraufhin wurden die Zellen in
1x PBS von der Kulturschale gelost, abzentrifugiert und in flissigem Stickstoff
gefroren. Die Lyse erfolgte in 3 Volumen 1x NP-40 Lysepuffer (50 mM HEPES
pH7,5, 150 mM KCI, 2mM EDTA, 0,5% (v/v) NP-40, 0,5mM DTT, 1:1000
Proteaseinhibitoren). Nach Inkubation fur 10 min auf Eis wurden Zelltrimmer bei
13000 g und 4 °C fir 15 min abzentrifugiert und der Uberstand durch einen 5 pm
Spritzenfilter geklart. Nach einer RNase T1 (Thermo Fisher Scientific)-Behandlung
(7 min, 1 U/ul, 22 °C) wurde eine Immunprazipitation von FLAG/HA-LARP4B mit
150 ul  ANTI-FLAG® M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich) fur 1h bei 4°C
durchgefuhrt und 3x mit IP-Puffer (50 mM HEPES pH 7,5, 300 mM KCI, 2 mM
EDTA, 0,05 % (v/v) NP-40, 0,5 mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) gewaschen.
Anschlielend wurde erneut eine RNase T1-Behandlung durchgefuhrt (7 min,
100 U/pul, 22 °C) und 3x mit Hochsalzwaschpuffer (50 mM HEPES pH 7,5, 500 mM
KCI, 0,05 % (v/iv) NP-40, 0,5mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) gewaschen.
Nach dem Aquilibrieren der Martix in Dephosphorylierungspuffer (50 mM Tris HCI
pH 7,9, 50 mM NaCl, 10 mM MgClz, 5 mM DTT) wurde eine Calf Intestinal alkalische
Phosphatase (New England BiolLabs)-Behandlung durchgefthrt (40 min, 0,5 U/ul,
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37 °C) und danach mit PNK-Puffer ohne DTT gewaschen. Die Matrix wurden in
1 Volumen PNK-Puffer aufgenommen, 1,5 pl y->*P-ATP (3000 Ci/mmol, 10 uCi/pl)
und T4 PNK (10 U/ul, Thermo Fisher Scientific) zugegeben und 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Phosphorylierung wurde durch die Zugabe von ATP (100 uM)
vervollstandigt (5 min, 37 °C). AnschlieBend wurde die Matrix 5x mit PNK-Puffer
gewaschen und der LARP4B-RNA-Komplex durch Denaturierung (2 min bei 90 °C)
in 70 pl 1x SDS-PAGE Ladepuffer (10 % (v/v) Glycerin, 50 mM Tris HCI pH 6,8, 2 %
(w/v) SDS, 100 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau) von der Matrix
geldst. Die Proben wurden auf einem NuPAGE® Novex® 4-12 % Bis-Tris Proteingel
(Life  Technologies) aufgetrennt (200V, 45-60min) und auf eine
Nitrozellulosemembran (0,22 uM, Merck Millipore) transferiert. Die Identifizierung der
gebundenen RNAs sowie die bioinformatischen Analysen wurden von Yasuhiro
Murakawa (Arbeitsgruppe Dr. Markus Landthaler, Max-Delbrick-Zentrum far
Molekulare Medizin, Berlin) durchgefuhrt. Auf der zu erwartenden Hohe wurde der
Protein-RNA-Komplex ausgeschnitten, LARP4B durch eine Proteinase K-
Behandlung entfernt und die RNA durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert.
Nach der Ligation der 3’- und 5’-Adapter wurde die RNA revers transkribiert. Die
cDNA wurde PCR amplifiziert und auf einem HighSeq2000 (lllumina) mit einem 1x51

Zyklus sequenziert.

Die PAR-CLIP-Sequenzierdaten wurden mithilfe einer PAR-CLIP-
Annotationspipeline analysiert (328). Die Kartierung erfolgte dabei auf das humane
Genom  (Version hg18). Kartierungsstatistik,  Zielgenidentifizierung  und
Clusterverteilung wurden mit der Annotationspipeline generiert. Flr jedes Cluster
wurde die Position mit der hochsten Anzahl an T:C Konversionen bestimmt und als
LARP4B-Quervernetzungsstelle definiert. FUr die Bindemotivsuche wurden die 1000
besten Cluster der 3-UTR verwendet. In 41 nt langen Fenstern um die
Quervernetzungsstellen dieser Cluster wurde die Haufigkeit aller 7mere bestimmt.
Um die Anreicherung jedes 7mers zu ermitteln wurde die Haufigkeit der 7mere in
den LARP4B 3’-UTR-Bindestellen mit den Haufigkeiten in allen 3’-UTRs verglichen
(330). Dabei wurde die langste 3’-UTR-Sequenz fur jedes Gen verwendet. Die Ziel-
MmRNAs wurden nach der Anzahl der auf die mRNA-Expression normalisierten T:C
Konversionen geordnet (337) und die 500 besten Zielgene mit dem pSILAC- bzw.

die 1000 besten Zielgene mit der mRNA-Transkriptomanalysedaten verglichen.
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4.2.2.17 Polysomendichtegradientenzentrifugation

Zellen in einer 10 cm Kulturschale wurde fur 5 min mit 8 ug/ml Emetin behandelt und
mit 1x PBS gewaschen. Mit 300 pl Gradientenlysepuffer (100 mM KCI, 20 mM Tris
HCl pH7,5 5mM MgCl,, 0,01 U/ul RNAsin® 0,5% (v/v) NP-40, 0,1 mg/ml
Cycloheximid, 1 mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) wurde Gesamtzellextrakt
hergestellt und die Proteinkonzentration photometrisch nach Bradford bestimmt. Der
Zellextrakt wurde daraufhin auf eine Proteinkonzentration von 15,5 ug/ul eingestellt.
Mithilfe des Gradientenmischers Gradient Mate™ (Biocomp) wurde in einem
Zentrifugenréhrchen (14x89 mm, Beckmann Coulter) ein 5 %-45 %
Saccharosegradient in 1x Gradientenpuffer (100 mM KCI, 20 mM Tris HCI pH 7,5,
5 mM MgClz) hergestellt und auf 4 °C gekuhlt. Von dem Saccharosegradienten
wurden 235 pyl abgenommen und 235 pl Zellextrakt geladen. Die Zentrifugation
erfolgte bei 38000 rpm (Rotor SW40Ti (Beckman Coulter)) und 4 °C fir 1 h. Die
Gradienten wurden mithilfe des Gradientenernters Piston Gradient Fractionator™
(Biocomp) ausgestattet mit dem Fraktionssammler Fraction collector Model 2110
(Bio-Rad) mit einer FraktionsgrofRe von 500 pl fraktioniert. Eine Absorptionskurve bei

260 nm Wellenlange wurde mit dem Econo UV Monitor (Bio-Rad) aufgezeichnet.

4.2.2.18 Dichtegradientenzentrifugation

HEK293-Zellen in 10 cm Schalen wurden mit CBORF33-siRNA und Luciferase gl2-
siRNA transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde Zellextrakt mit
Gradientenlysepuffer (100 mM KCI, 20 mM Tris HCI pH 7,5, 5 mM MgCl,, 0,01 U/ul
RNAsin®, 1,0 % (viv) NP-40, 0,1 mg/ml Cycloheximid, 1 mM DTT, 1:1000
Proteaseinhibitoren) hergestellt (11,9 ug/pl Gesamtprotein). AulRerdem wurden Flp-
In T-REx 293 C80ORF33-Zellen in 10 cm Schalen fur 5 h mit 1 pg/ul Tetracyclin
induziert und ebenfalls Zellextrakt hergestellt (4,9 pg/ul Gesamtprotein).

Fur die Dichtegradientenzentrifugation wurde mithilfe des Gradientenmischers
Gradient Mate™ in einem Zentrifugenrdhrchen (11x60 mm, Beckmann Coulter) ein
10 %-30 % Glyceringradient in 1x Gradientenpuffer (100 mM KCI, 20 mM Tris HCI
pH7,5, 5mM MgCly) hergestellt und auf 4 °C vorgeklhlt. Zellextrakt wurde
hergestellt, 200 yl des Glyceringradienten abgenommen und 200 ul Zellextrakt
geladen. Die Zentrifugation erfolgte fur 16 h bei 50000 rpm (Rotor SW60Ti
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(Beckman Coulter)) und 4 °C. 200 pl Fraktionen wurden abgenommen und 20 ul der
Fraktionen mit Proteinprobenpuffer versetzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte

Uber SDS-PAGE und die Analyse der angegebenen Proteine Uber Western-Blot.

4.2.2.19 mRNA-Polysomenverschiebung

HEK293-Zellen in 10 cm Schalen wurden mit LARP4B-siRNA und zur Kontrolle mit
Luciferase gl2-siRNA transfiziert. Nach 48 h wurde Zellextrakt hergestellt und eine
Polysomendichtegradientenzentrifugation  durchgefuhrt. Zur  Kontrolle  des
knockdowns wurden 40 ug Gesamtprotein durch SDS-PAGE aufgetrennt und die
angegebenen Proteine durch Western-Blot analysiert. Je 150 pl Losung zweier
Gradientenfraktionen wurden vereinigt und 300 ul H,O zugegeben. Die RNA wurde
phenolextrahiert, mit Isopropanol gefallt, abzentrifugiert und das Pellet getrocknet.
Nach Resuspension in 10 pl H,O wurde die RNA mithilfe des SuperScriptlll® First-
strand-Kits (Life Technologies) gemall den Herstellerabgaben revers transkribiert
wobei random Hexamer-Primer verwendet wurden. Danach wurde der
Reaktionsansatz auf 95 yl mit H,O aufgeflllt und die cDNA der angegebenen Gene
durch PCR amplifiziert.

Reaktionsansatz: PCR-Programm:
10 pl innuMix Green PCR Master Mix (Analytic Jena) 94 °C 5 min
0,25 ul 5-Primer (100 uM) 94 °C 30s
0,25 ul 3’-Primer (100 uM) 60 °C 30s
4,5 yl H0 72 °C 30s
5 ul cDNA 72 °C 7 min

4°C 00

30 Zyklen

Zu den PCR-Ansatzen wurden 5 yl DNA-Probenpuffer gegeben und 18 ul davon fur
30 min bei 150 V auf einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. Die amplifizierte cDNA

wurden im UV-Licht sichtbar gemacht.
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4.2.2.20 Proteinmassenspektrometrie

Durchgeflhrt vom Arbeitskreis von Prof. Dr. Andreas Schlosser (Rudolf-Virchow-

Zentrum far Experimentelle Biomedizin, Universitat Wurzburg).

Die durch Massenspektrometrie zu analysierenden Proteinkomplexe wurden Uber
SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel anschlieBend Coomassie gefarbt. Die
Gelspuren wurden in Banden geschnitten und in 30 % Acetonitril entfarbt. Dann
wurden diese Gelsticke in 100 % Acetonitrii geschrumpft und in einem
Vakuumkonzentrator getrocknet. Die Proteine wurden Uber Nacht mit 0,1 pg Trypsin
pro Gelstlck bei 37 °C in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat (pH 8,0) verdaut und
die erhaltenen Peptide mit 5 % Ameisensaure aus den Gelsticken eluiert. Die
NanoLC-MS/MS-Analysen wurden auf einem LTQ-Orbitrap Velos Pro-
Massenspektrometer, der mit einer EASY-Spray lonenquelle ausgestattet und mit
einem EASY-nLC 1000 UHPLC-System (alles Thermo Fisher Scientific) gekoppelt
ist, durchgefuhrt. Die Peptide wurden auf die Vorsaule geladen (2cm x 75 um ID.
PepMap C18, 3 um PartikelgroRe, 100 A PorengréRe) und (iber einen 30 min
linearen Gradienten von 3 bis 30 % Acetonitril, 0,1 % Ameisensaure mit 200 nl/min
auf der analytischen Saule aufgetrennt (EASY-Spray, 25 cm x 75 ym ID, PepMap
C18, 2 um PartikelgroBe, 100 A PorengréRe). MS-Spektren wurden in der Obitrap
mit einer Auflésung von 30.000 bei 400m/z aufgenommen. CID
Fragmentionenspektren (MS/MS-Spektren) wurden in einer lonenfalle mit einer
Auflosung von 7.500 bei 400 m/z detektiert. Die max. 5 intensivsten
Peptidvorlauferionen jedes MS-Spektrums wurden datenabhangig fur die MS/MS-
Analyse ausgewahlt. Weitere Methodenparameter waren eine dynamische
Ausschlussliste ohne Wiederholungen und einer Ausschlussdauer von 30 Sekunden
sowie Ausschluss von einfach geladenen lonen. Fir die Peptidvorlauferselektion
wurde ein Schwellenwert von 50.000 verwendet. Fur die pradiktive automatische
Verstarkungsregelung (AGC) wurden Zielwerte von 1e6 fir MS-Spektren bzw. 5e4
fur MS/MS-Spektren vorgegeben. Fur die interne Kalibrierung (,Jock mass®) wurde
die Masse des protonierten Decamethylcyclopentasiloxan (m/z 371.10124)
verwendet.

Zur Prozessierung der Rohdaten und fur die Generierung einer peak-Liste wurde
Mascot Distiller 2.5 verwendet. Dabei wurden die Standardeinstellungen fur den

Orbitrap Velos-Massenspektrometer (high/high) verwendet. Die Datenbanksuche
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erfolgte mit dem Mascot Server 2.4 mit den folgenden Parametern: 10 ppm, MS/MS-
Massentoleranz: 0,02 Da, Enzym: Trypsin, wobei drei verpasste Schnittstellen
erlaubt waren; feste Modifikationen: Carbamidomethyl (C); variable Modifikationen:
N-terminale Acetylierung, GIn zu pyro-Glu-Umwandlung, Oxidation (M) und
Phosphorylierung (STY). Fur die Datenbanksuche wurde die humane UniProt

Datenbank sowie eine Datenbank, die Kontaminationen enthalt, verwendet.

4.2.3 Immunbiochemische Methoden

4.2.3.1 Spezifischer Proteinnachweis durch Western-Blot Analyse

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels Semi-Dry Blot auf eine
PVDF-Membran (0,45 ym, Merck Millipore) transferiert (332). Dafur wurde das Gel
zwischen je 2 Lagen in Towbinblotldsung (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 3,5 mM SDS,
10 % (v/v) Methanol) getranktem Chromatografiepapier auf eine PVFD-Membran,
die zuvor in Methanol rehybridisiert wurde, plaziert. Der Transfer erfolgte fur 2 h bei
150 mA. Um den Transfer der Proteine zu Uberprifen wurde die Membran
Amidoschwarz gefarbt. Dazu wurde die Membran fur S min bei RT in
Amidoschwarzfarbelésung (0,2 % (w/v) Amidoschwarz 10B, 10 % (v/v) Methanol,
2 % (v/v) Essigsaure) inkubiert und anschlielend in Amidoschwarzentfarbeldsung
(90 % (v/v) Methanol, 3 % (v/v) Essigsaure) solange entfarbt bis Proteinbanden
sichtbar waren. Daraufhin wurde die Membran fur 1 h in 5 % (w/v) Magermilchpulver
in 1x PBS-T (1x PBS, 0,05 % (w/v) Tween 20) geblockt, mit 1x PBS-T gewaschen
und Uber Nacht bei 4 °C in 1x NET-Gelatinepuffer (150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
50 mM Tris HCI pH 7,5, 0,05 % (v/v) Triton X 100, 0,25 % (w/v) Gelatine, 0,02 %
(w/v) Natriumazid) mit der entsprechenden Primarantikérperverdinnung inkubiert.
Nach 3x Waschen fur 5 min bei RT in 1x PBS-T wurde die Membran fur 1 h bei RT
in der Sekundarantikdrperldosung inkubiert (1:5000 Peroxidase-gekoppelter
Sekundarantikdrper in 1x PBS-T) und erneut 3x 5 min bei RT mit 1x PBS-T
gewaschen. Zur Detektion wurden 10 ml Blotlésung 1 (1,25 mM Luminol, 100 mM
Tris HCI pH 8,5) mit 100 ul Blotlésung 2 (6,8 mM pCumarsaure in DMSO) und 8 pli
H202 (30 %) gemischt und die Membran darin flr 1 min inkubiert. Die Detektion der
Chemolumineszenz erfolgte mithilfe des Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ (Bio-
Rad).
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4.2.3.2 Immunprazipitation von HA-C8ORF33

Zur Immunprazipitation von Uberexprimiertem HA-C80ORF33 wurden zwei 14,5 cm
Schalen HEK293-Zellen mit dem Plasmid C8ORF33::pHA transfiziert. 50 pl
ProteinG-Sepharose (GE Healthcare) wurde mit 20 pl  anti-HA  Antikorper
beziehungsweise 20 pl Praimmunserum 90 min bei 4 °C auf einem Uberkopfrotator
gekoppelt. 24 h nach der Transfektion wurde Zellextrakt mit IP-Puffer (150 mM NacCl,
50 mM Tris HCI pH 7,5, 2,5 mM MgCl,, 0,5 % (v/v) NP-40, 1 mM DTT, 1:1000
Proteaseinhibitoren) hergestellt und 90 min bei 4 °C auf einem Uberkopfrotator
inkubiert. AnschlieRend wurde 6x mit IP-Puffer und 3x mit 1x PBS gewaschen und
wahrenddessen das  Reaktionsgefall  gewechselt. Zur  Analyse  der
Immunprazipitation wurden Proteine von 15 pyl Sepharose durch Denaturierung in
SDS-Proteinprobenpuffer geldst, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und silbergefarbt.
Dabei identifizierte koprazipitierte Proteine wurden massenspektrometrisch
untersucht. Zur Analyse der Immunprazipitation durch einen Western-Blot wurden
denaturierte Protein von 10 ul Sepharose sowie 10 ul Zellextrakt GUber SDS-PAGE

aufgetrennt und mit den angegebenen Antikorpern analysiert.

4.2.3.3 Immunprazipitation von endogenem C80RF33 und GRWD1

Zur Immunprazipitation von endogenem C8O0ORF33 wurde aufgereinigter a-
C80ORF33-Antikorper sowie Praimmunserum kovalent an ProteinG-Sepharose (GE
Healthcare) gekoppelt. Dazu wurde zunachst je 50 yl Sepharose mit IP-Puffer
(150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7,5, 2,5 mM MgCl,, 0,5 % (v/v) NP-40, 1 mM
DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) aquilibriert und in 1,5 ml IP-Puffer mit 160 pl a-
C8ORF33-Antikorper beziehungsweise 20 pl Praimmunserum fur 2 h bei 4 °C auf
einem Uberkopfrotator inkubiert. AnschlieRend wurde die Sepharose zunachst mit
IP-Puffer, dann 2x mit 10 SV 1x PBS/0,01% NP-40 gewaschen. Nach dem
Aquilibrieren mit 3x 10 SV 0,2 M Natriumtetraborat (pH 9,0) bei Raumtemperatur
erfolgte die kovalente Kopplung der Antikdrper an die Sepharose mit 10 SV 20 mM
DMP in 0,2 M Natriumtetraborat bei Raumtemperatur fir 1 h. Danach wurde 2x mit
10 SV Ethanolamin gewaschen und (ber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfrotator in
Ethanolamin inkubiert. Schliel3lich wurde die Sephasore in IP-Puffer aquilibriert. Aus
HEK293-Zellen wurde mit |IP-Puffer Zellextrakt hergestellt und die
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antikorpergekoppelte Sepharose mit 1,3 ml Zellextrakt (3 pg/ul Gesamtprotein) fur
2h bei 4°C auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Sepharose 5x mit [P-Puffer gewaschen. Fir die
anschliellende Analyse wurden prazipitierte Proteine von 36 pyl Sepharose durch
Denaturierung in SDS-Proteinprobenpuffer geldst, tber SDS-PAGE aufgetrennt und
durch Coomassiefarbung detektiert. Zur Kontrolle durch Western-Blot wurde
Proteine von 4 pyl Sepharose geldst, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mit den

angegebenen Antikorpern analysiert.

Die Immunprazipitation von endogenem GRWD1 erfolgt wie oben beschrieben.
Dabei wurden 60 pl ProteinG-Sepharose (GE Healthcare) pro IP und 40 ul o-
GRWD1-Antikdrper beziehungsweise 0,8 yl Praimmunserum verwendet. Die
Proteinkonzentration des Zellextrakt betrug 5 ug/pl. Von 30 pl Sepharose eluierte
Proteine wurden massenspektrometrisch untersucht. Zur Analyse der koprazipierten
Proteine durch SDS-PAGE und anschlieBender Silberfarbung wurden eluierte
Proteine von 26 ul Sepharose eingesetzt. Zusatzlich wurde die Immunprazipitation

durch eine Western-Blot Analyse untersucht.

4.2.3.4 RNA-Immunprazipitation (IP) aus Zellextrakt mit anschlieBender RT-
PCR (RIP-PCR)

IP aus Zellextrakt stabiler Flp-In T-REx 293-Zellinien:

Zur Uberexpression der getaggten Proteine wurden stabile Flp-In T-REx 293-
LARP4B, -LARP4 und —-LARP1 Zelllinien auf 3 14,5 cm Kulturschalen bei einer
Konfluenz von 80 % mit 0,5 pg/ml Tetracyclin fur 5 h induziert. Zur Kontrolle wurde
die Flp-In™ T-REx™ 293-Zelllinie verwendet die analog behandelt wurde. Nach der
Induktion wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und durch Zugabe von IP-Puffer
(150 mM NacCl, 50 mM Tris HCI pH 7,5, 2,5 mM MgCl,, 0,5 % (v/v) NP-40, 1 mM
DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) = Gesamtzellextrakte = hergestellt.  Die
Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode bestimmt und der Zellextrakt
auf eine Proteinkonzentration von 6 pg/pl eingestellt. Pro IP wurden 100 pl ANTI-
FLAG® M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich) 3x mit je 1 ml IP-Puffer aquilibriert und
mit 1,4 ml Zellextrakt fir 90 min auf einem Uberkopfrotator bei 4 °C inkubiert. Die

Matrix wurde 6x mit je 1 ml IP-Puffer gewaschen und infolgedessen in ein neues
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Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Zur Kontrolle der IP wurde ein Western-Blot durchgefuhrt.
Dazu wurden immunprazipitierte Proteine von 10 yl Matrix durch Denaturierung in
Proteinprobenpuffer geldst und zusatzlich zu 10 pl Zellextrakt durch SDS-PAGE
aufgetrennt. AnschlieRend wurden die zu analysierenden Proteine durch Western-
Blot nachgewiesen. Die restlichen 90 pyl der Matrix wurden mit 90 yl IP-Puffer
versetzt und die koprazipitierte RNA phenolextrahiert. Aus 90 ul Zellextrakt wurde
ebenfalls durch Phenolextraktion Gesamt-RNA isoliert. Aus den wassrigen Phasen
wurden die RNA mit Isopropanol gefallt. Das getrocknete RNA-Pellet wurde in 10 pli
H,O aufgenommen und mithilfe des SuperScriptlll® First-strand-Kits (Life
Technologies) gemall den Herstellerangaben eine reverse Transkription mit
oligo(dT)zo-Primern durchgeflhrt. Der Reaktionsansatz wurde auf 120 yl mit H,O
aufgefullt und zur Amplifikation der gewlunschten cDNA eine PCR durchgefuhrt. Der
PCR-Ansatz wurde danach mit 5 yl DNA-Probenpuffer versetzt. 20 ul davon wurden
auf einem 1,5 % Agarosegel fir 30 min bei 150 V aufgetrennt und DNA-Banden im
UV-Licht sichtbar gemacht.

Reaktionsansatz: PCR-Programm:
10 pl innuMix Green PCR MasterMix (Analytic Jena) 94 °C 5 min
5 pl Primer-Mix (5’- und 3’-Primer je 1,5 yM) 94 °C 30s
1 yl H.0 60 °C 30s
4 ul cDNA 72 °C 30s
72 °C 7 min
4°C o0
30 Zyklen

IP von endogenem LARP4B aus HEK293-Zellextrakt:

Zur Immunprazipitation von endogenem LARP4B aus HEK293-Zellextrakt wurden je
50 yI magnetischer Dynabeads ProteinG (Life Technologies) mit a-LARP4B-
Antikdrper und zur Kontrolle der Spezifitdt mit Praimmunserum gekoppelt. Aus
HEK293-Zellen wurde mit IP-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7,5, 2,5 mM
MgClz, 0,5 % (v/v) NP-40, 1 mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) Zellextrakt
hergestellt und je 1,5 ml Zellextrakt (10 pg/ul Gesamtprotein) pro IP eingesetzt. Die
Matrix wurde 3 h bei 4 °C auf einem Uberkopfrotator inkubiert. AnschlieRend wurde

6x mit IP-Puffer gewaschen. Zur Kontrolle der IP wurden immunprazipitierte Proteine
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von 5 ul Matrix durch Denaturierung in Proteinprobenpuffer geldst und gemeinsam
mit 10,5 pl Zellextrakt Uber SDS-PAGE aufgetrennt und LARP4B durch einen
Western-Blot nachgewiesen. Von der restlichen Matrix wurde koprazipitierte RNA
isoliert. Zusatzlich wurde Gesamt-RNA aus 200 ul Zellextrakt extrahiert. Die reverse
Transkription erfolgte mit dem SuperScriptlll® First-strand-Kit (Life Technologies)
gemall den Herstellerangaben mithilfe von oligo(dT)o-Primern. Nach der
Amplifikation der cDNA fur die angegebenen Gene erfolgt die Visualisierung durch
Ethidiumbromidfarbung im UV-Licht.

4.2.3.5 Immmunfluoreszenzmikroskopie

Flp-In T-REx HeLa C80RF33-Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert und tGber
Nacht die Expression von FLAG/HA-C8ORF33 mit 1 pg/pl Tetracyclin induziert.
Nach dem Fixieren der Zellen fur 30 min mit 3,7 % Formaldehyd wurde sie fur 5 min
mit 1x PBS gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte fur 30 min mit 1 % BSA,
0,2% Triton in 1x PBS woraufhin erneut gewaschen (5 min, 1x PBS) wurde.
Anschlielend wurde fur 5 h in der Primarantikdrperverdiinnung (1:200) in 1 % BSA
in 1x PBS inkubiert. Im Anschluss wurde 5 min mit 1x PBS gewaschen und mit der
Sekundarantikdrperverdinnung (1:500 in 1 % BSA in 1x PBS) 1 h inkubiert. Die
Zellen wurden 5 min in 1x PBS und 5 min in Wasser gewaschen und in Vectashield
Einbettmedium mit DAPI (Vector Laboratories) eingebettet. Zur Versiegelung wurden

die Deckglaschen mit Nagellack auf dem Objekttrager fixiert.
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4.2.4 Zellbiologische Methoden

4.2.4.1 Kultivierung adhdrent wachsender eukaryotischer Zelllinien

Adharent wachsende Zelllinien wurden in dem entsprechenden Kulturmedium bei
37 °C, 5 % CO;, und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle 3 Tage wurde das Medium
gewechselt. Beim Erreichen einer Konfluenz von 100 % wurden die Zellen
passagiert. Daftir wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit 0,25 % Trypsin-
EDTA (Life Technologies) von der Kulturschale abgeldst und in einer 1:5 bis 1:20

Verdunnung auf einer neue Kulturschale ausgesat.

4.2.4.2 Auftauen und Einfrieren von eukaryotischen Zelllinien

Die eingefrorene Zellsuspension wurde im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, mit
Kulturmedium versetzt und die Zellen abzentrifugiert (5 min, 400 g, RT). Der
Uberstand wurde abgenommen, das Zellpellet mit Kulturmedium aufgenommen und

die Zellen in Kulturschalen ausgesat.

Zum Einfrieren adharent wachsender Zelllinien wurden diese mit 1x PBS gewaschen
und mit 0,25 % Trypsin-EDTA (Life Techologies) von der Kulturschale abgeldst.
Anschliefliend wurden sie in Kulturmedium aufgenommen und abzentrifugiert (5 min,
400 g, RT). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in Einfriermedium (70 %
Kulturmedium, 20 % (v/v) FBS, 10 % DMSO) resuspendiert und in Kryordhrchen
aliquotiert. Die Aliquots wurden auf -80 °C gekuhlt und anschlieRend in flissigem

Stickstoff gelagert.

4.2.4.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Zellkulturen

Zur Gewinnung von Zellextrakt aus adharent wachsenden Zellen wurden diese 1x
mit 1x PBS gewaschen und mit dem entsprechenden Lysepuffer versetzt. Mithilfe
eines Zellschabers wurden die Zellen vom Gefallboden entfernt und in ein
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Nach Inkubation fur 10 min auf Eis wurden Zelltrammer
durch Zentrifugation (10 min, 9300g, 4°C) entfernt und der Uberstand
abgenommen. Zur Lagerung wurde der Zellextrakt in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -20 °C aufbewahrt.
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4.2.4.4 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA

Fir die Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryotische Zelllinien wurde Nanofectin
(GE Healthcare) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte gemall den

Herstellerangaben.

4.2.4.5 Transiente Transfektion von siRNA

Fur die Transfektion von siRNA wurden die Zellen in Transfektionsmedium (DMEM,
10 % (v/v) FBS) kultiviert. Die Transfektion erfolgte bei einer Konfluenz von 20 %
mithilfe von Lipofectamine® RNAiMax Reagent (Life Technologies). Die
Durchfuhrung geschah gemaR Herstellerangaben. Die dabei eingesetzten Mengen
fur ein 6-well waren wie folgt: 75 pmol siRNA, 7,5 ul Lipofectamine RNAIMax, 125 pl
Opti-MEM®!, 2,5ml Transfektionsmedium. Fir andere Formate wurden die

entsprechenden Mengen verwendet.

4.2.4.6 Herstellung stabiler Flp-In T-REx 293-Zellinien

Zur Generierung stabiler Flp-In T-REx 293-Zelllinien wurde das Flp-In™ T-
REx™ Core Kit (Life Technologies) verwendet. Flp-In™ T-REx™-293-Zellen in
antibiotikafreiem Kulturmedium wurden bei einer Konfluenz von 40 % mit den
Plasmiden pOG44 und dem jeweiligen pFRT/TO/MCS-Konstrukt in einem Verhaltnis
von 1:9 mit Nanofektin kotransfiziert. Nach 24 h wurden stabile Klone durch
Kultivierung in Kulturmedium mit 10 pyg/ml Blasticidin und 100 ug/ml Hygromycin
selektioniert. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt bis einzelne Klone
erkennbar waren. Diese wurden vereinzelt und weiter kultiviert. Die induzierbare
Expression der getaggten Proteine wurde nach Induktion mit 0,5 pg/ml Tetracyclin
durch einen Western-Blot Uberpruft. Zum Aufbewahren wurden Kryokulturen

angelegt.

78



MATERIAL & METHODEN

4.2.4.7 pulsed stable isotope labeling with amino acids in cell culture (pSILAC)

HEK293-Zellen in einem 6-well wurden mit LARP4B-siRNA beziehungsweise zur
Kontrolle mit Luciferase gl2-siRNA transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden
das Medium abgenommen, die Zellen 2x mit 1 ml 1x PBS gewaschen und in
leichtem pSILAC-Medium kultiviert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen
erneut 2x mit 1 ml 1xPBS gewaschen und die Kontrollzellen in schwerem pSILAC-
Medium und die LARP4B-knockdown-Zellen in mittelschwerem pSILAC-Medium
weiter kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen erneut 2x mit 1 ml 1x PBS gewaschen,
100 pl Lysepuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris HCI pH 7,5, 2,5 mM MgCly, 0,5 % (v/v)
NP-40, 1 mM DTT, 1:1000 Proteaseinhibitoren) zugegeben und Gesamtzellextrakte
hergestellt. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford ermittelt. Zur Kontrolle
des knockdowns wurden 40 ug Gesamtzellextrakt uber SDS-PAGE aufgetrennt und

die angegebenen Proteine mittels Western-Blot detektiert.

Die massenspektrometrische Analyse der Proben sowie die Bestimmung der
Proteinratios wurde von Dr. Jens Vanselow (AG Prof. Dr. Andreas Schlosser,
Rudolf-Virchow-Zentrum flr Experimentelle Biomedizin, Universitat Wurzburg)
durchgefuhrt. Durch Erhitzen der Lysate fur 10 min bei 70 °C in NuPAGE LDS
Probenpuffer (Life Technologies) mit 50 mM DTT wurden die Proteine reduziert. Zur
Alkylierung wurden die Lysate fur 20 min bei Raumtemperatur in 120 mM
lodacetamid inkubiert. Die Proben wurden auf ein NuPAGE® Novex® 4-12 % Bis-Tris
Gradientengel (Life Technologies) geladen und aufgetrennt. AnschlieRend wurde
das Gel Coomassie gefarbt. Die Gelspuren wurden in 15 Banden geschnitten und
zunachst mit 30 % Acetonitril entfarbt, mit 100 % Acetonitril geschrumpft und in
einem Vakuumkonzentrator getrocknet. Der Verdau der Proteine erfolgte Uber Nacht
bei 37 °C mit 0,1 ug Trypsin pro Gelstlick in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat.
Proteolytische Peptide wurden mit 5% Ameisensdure aus den Gelsticken
extrahiert.

NanoLC-MS/MS-Analysen wurden auf einem LTQ-Orbitrap Velos Pro Hybrid-
Massenspektrometer, ausgestattet mit einer EASY-Spray lonenquelle und gekoppelt
mit einem EASY-nLC 1000 UHPLC-System (alles Thermo Fisher Scientific)
durchgefuhrt. Peptide wurden auf die Vorsaule geladen (2 cmx75 um ID. PepMap
C18, 3 ym PartikelgroRe, 100 A PorengrofRe) und iber einen 120 min linearen

Gradienten von 3 bis 30 % Acetonitril, 0.1 % Ameisensaure mit 400 nl/min auf der
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analytischen Saule aufgetrennt (EASY-Spray, 25 cm x 75 um ID, PepMap C18, 2 ym
PartikelgréRe, 100 A Porengroie).

MS-Spektren wurden in der Obitrap mit einer Auflosung von 30.000 bei 400 m/z
aufgenommen; CID Fragmentionenspektren (MS/MS-Spektren) ausgewahlter
Peptidvorlauferionen wurden in der lonenfalle detektiert. Die max. 15 intensivsten
Peptidvorlauferionen jedes MS-Spektrums wurden datenabhangig fur die MS/MS-
Analyse ausgewahlt. Weitere Methodenparameter waren dabei eine dynamische
Ausschlussliste ohne Wiederholungen und einer Ausschlussdauer von 60 Sekunden
sowie Ausschluss von einfach geladenen lonen. Fir die Peptidvorlauferselektion
wurde ein Schwellenwert von 10.000 verwendet. Fur die pradiktive automatische
Verstarkungsregelung (AGC) wurden Zielwerte von 1e6 fur MS-Spektren bzw. 1e4
fur MS/MS-Spektren vorgegeben. Fur die interne Kalibrierung (,/Jock mass®) wurde
die Masse des protonierten Decamethylcyclopentasiloxan (m/z 371.10124)
verwendet.

FUr die Identifizierung und Quantifizierung der Proteine wurden die MS-Rohdaten mit
der Software MaxQuant, Version 1.5.0.25 analysiert (333). Dabei erfolgte die
Datenbanksuche mit der in MaxQuant integrierten Suchmaschine Andromeda. Fur
die Datenbanksuche wurde die UniProt Referenzproteomdatenbank homo sapiens in
Verbindung mit einer Datenbank verwendet, die typische Kontaminationen u.a. aus
der Zellkultur enthalt (334). Die Suche erfolgte dann in einer kombinierten ,reverse
concatenated” Datenbank, die fur jeden Eintrag auch die invertierte Sequenz enthielt
und somit die Bestimmung der ,false discovery rate” (FDR) ermoglicht. Die
Proteinidentifizierung wurde durch die FDR kontrolliert und auf <1 % flr Protein- und
Peptididentifizierung gesetzt. Zusatzlich zu den Standardeinstellungen von
MaxQuant (u.a. min. 1 razor/unique Peptid fur die Identifizierung, max. 2 verpasste
Schnittstellen beim Verdau) wurde die Suche mit folgenden variablen Modifikationen
durchgefuhrt: Protein N-terminale Acetylierung, GIn zu pyro-Glu-Umwandlung und
Oxidation (an Met). Zur Quantifizierung pSILAC-markierter Proteine wurden der
Mittelwert des log2-transformierten Verhaltnisses der Intensitadten der schwer
(,heavy®, H) und mittel (,medium®, M) markierten Peptide fur jedes Protein berechnet
(,log2 H/M Verhaltnis®). Proteine, fur die weniger als zwei Peptidratios vorhanden
waren, wurden nicht weiter berlcksichtigt. Die Proteinratios wurden fur jedes
Experiment normalisiert und hierfur in Intensitatsklassen mit mind. 300 Proteinen pro

Klasse eingeteilt. Veranderungen in den Proteinratios wurden als signifikant
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erachtet, wenn sie Ausreiler aus der Verteilung der Proteinratios dieses
Experiments in ihrer Intensitatsklasse waren. Fur die Identifizierung von Ausreilern
(also den differentiell exprimierten Proteinen) wurde Boxplot-Statistik verwendet,
potentielle Ausreil’er (>1.5x Interquartilsabstands, IQR) oder extreme Ausreilder (>3x
IQR) wurden allerdings nur dann als signifikant betrachtet, wenn die Varianz der
individuellen Peptidratios des jeweiligen Proteins klein war, d.h. wenn im gekerbten
Boxplot die Peptidratiokerbe nicht mit dem Mittelwert aller Peptidratiokerben einer

Intensitatsklasse Uberlappte.

4.2.4.8 Luciferase-basierende Reportergenanalysen

HEK293-Zellen in 12-well Kulturplatten wurden mit der angegeben siRNA
transfiziert. Als Kontrolle wurde GFP-siRNA verwendet. 48 h nach der Transfektion
wurde das SAT1::pHA-FF-Reporterplasmid transfiziert. Nach 5 h wurden die Zellen
mit 1x PBS gewaschen und 250 pl passiver Lysepuffer (Promega) zugegeben. Die
Lyse erfolgte durch Inkubation fir 30 min bei RT. Die Extrakte wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Nach dem Auftauen wurden Zelltrimmer abzentrifugiert
(10 min, 9300 g, 4 °C), der Uberstand abgenommen und die Proteinkonzentration
nach Bradford bestimmt. Zur Kontrolle des knockdowns wurden 40 ug
Gesamtprotein durch SDS-PAGE aufgetrennt und die angegeben Protein durch
Western-Blot nachgewiesen. Zur Messung der Luciferaseaktivitdt wurden 20 pl
Zellextrakt (0,57 pg/pl) in eine 96-well Platte Uberfuhrt und die Luciferaseaktivitat an
einem TriStar LB 941 Luminometer (Berthold Technologies) bestimmt. Dazu wurde
50 yl Beetle-Juice (PJK) zugegeben und die Aktivitdt fur 10 s mit 2 s Pause

gemessen.

4.2.4.9 In vivo RNA-Markierung durch **P-Inkorporation

Durchgefuhrt vom Institut von Prof. Dr. Nick Watkins (Universitat Newcastle upon
Tyne, GB). U20S-Zellen wurden mit C8BORF33-, GRWD1- oder als Kontrolle mit
HEXIM1-siRNA transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde neusynthetisierte RNA
radioaktiv markiert. Fir Uberexpressionsexperimente wurde die Expression von
FLAG/HA-C80ORF33 in Flp-In T-REx 293 C80RF33-Zellen mit Tetracyclin fur 48 h
induziert und ebenfalls neusynthetisierte RNA radioaktiv markiert. Daflr wurde das
Medium entfernt und die Zellen fur 1 h in phosphatfreiem DMEM +10 % FBS
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kultiviert. AnschlielRend wurden die Zellen flr eine weitere Stunde in phosphatfreiem
Medium kultiviert, dem **P-Orthophosphorsaure (15 uCi/ml) zugesetzt wurde. Die
Zellen wurden zweimal mit 1x PBS gewaschen und fur 3 h in normalem
Kulturmedium kultiviert. Durch eine Trypsinbehandlung wurden die Zellen von der
Kulturschale abgeldst, abzentrifugiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. RNA
wurde mithilfe von Trizol isoliert, in Wasser resuspendiert und uber ein Glyoxalgel
aufgetrennt. Die aufgetrennte RNA wurde auf eine Nylonmembran geblottet und die
RNA durch Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht. Neusynthetisierte RNA

wurde durch Autoradiografie detektiert.
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Tabelle der LARP4B-Zielgene

Pos. Gen T:C
1 EEF2 1131
2 CKB 1085
3 ENO1 1002
4 GNB2L1 818
5 OAZ1 716
6 SNRPB 713
7 UCHL1 625
8 ACTG1 579
9 HNRNPA | 560
2B1
10 SAT1 554
11 RPS4X 544
12 MIF 540
13 TUBA1B 519
14 NDUFS6 507
15 ARF1 505
16 STMN1 500
17 GLO1 499
18 SOD1 495
19 HNRNPA | 494
B
20 ALDOA 492
21 CCT3 489
22 RPS16 482
23 SF1 475
24 GLUL 473
SHMT2 473
26 COX8A 453
27 TOMM6 449
28 MYL6 447
29 MCM7 440
30 GPI 435
31 EIF6 432
32 TMBIM6 431
33 TIMM13 428
34 C170rf76 425
-AS1
35 ATP5B 424
36 CNBP 422
37 SF3B5 420
38 BIRCS 419
39 DCTPP1 418
40 MAZ 417
41 PPP4C 413
42 PDE3A 412
43 C1orf43 407
44 UQCRQ 406
45 RPL8 403
MRPS12 403
47 ATP6VO 402
C
48 RPS3 399
49 COX7A2 398
50 ANKRD3 394
0BL
51 PRDX1 386
ACTN4 386
53 HNRNPU | 385
L1
54 PHB2 381
TRIM28 381
SRSF9 381
57 CDK4 380
58 NME1 378
59 LSM4 375
RPL18 375
61 HSP90A 371
A1
62 PFN1 366
63 FBL 363
TMPO 363
65 HDGF 362
66 CFL1 361
67 CCT7 360
68 TMED9 359
69 RPS11 357

70 SNRPD3 356
71 PSMB2 350
72 CCT4 345
73 LARP4B 344
74 PKM2 343
HNRNPF 343
H1FX 343
77 STIP1 338
78 CALR 335
79 LDHB 333
80 ATP5G3 330
PAIP2 330
KDELR1 330
83 NONO 329
84 KHSRP 327
RNF167 327
86 HMGB2 326
87 PSAP 325
88 C14orf2 324
PSMD8 324
920 CANX 323
UBB 323
92 RANGAP | 322
1
SQSTM1 322
94 CSTB 317
95 HN1 316
96 UBE2C 315
97 RBM3 314
98 WDR830 | 313
S
99 CIRBP 312
HFM1 312
101 CD81 310
102 ATP6VO 308
B
103 PMAIP1 307
104 NDUFB1 305
1
105 C1QBP 302
TAGLN2 302
107 BSG 300
108 RPL13 297
ARF5 297
110 PPIF 296
111 COX6B1 294
112 ZNF428 292
113 PSMB1 291
PRDX6 291
115 SLC1A5 289
116 DDT 287
17 PLK1 286
CCT5 286
119 ATP5G2 284
120 CAPNS1 283
121 UBE2M 280
MRPL4 280
123 SPINT2 279
U2AF2 279
125 MRFAP1 278
126 H2AFX 275
127 RPL36 274
DHCR24 274
129 ASF1B 273
130 CDK1 272
FUS 272
132 B2M 271
133 POLR2E 270
LRRC59 270
135 RPL23 269
136 BRK1 268
FARSA 268
HNRNPU | 268
139 EIFAEBP 267
1
MDH2 267
141 AP2S1 265

TUFM 265
143 | _HINTA 263
MARCKS | 263
L1
145 | RBX1 262
SRSF2 262
147 | PEBP1 261
148 | TMEM14 | 260
7
PSENEN | 260
RAN 260
ZNFX1- 260
AS1
152 | NHP2L1 | 259
153 | CDKN2A | 258
154 | RNASEK | 256
155 | TK1 255
156 | ACTB 254
POP7 254
SMARCD | 254
2
159 | RPLAA 253
RPL27 253
VIM 253
XRCC5 253
163__| BUB3 252
164 | SGTA 251
CCNBH1 251
166 | Cl7orf61 | 250
PCBP1 250
168 | RBM42 249
PPP2CA | 249
170 | RPS21 248
MRPS7 248
172__| NOP10 247
173 | RPLP2 246
CALM3 246
175 | UBE2E1 | 245
176 | ATPBVAF | 244
SERBP1_| 244
PPPICA | 244
179 | SLC3A2 | 243
NDUFA2 | 243
UQCRH__| 243
182 | SNRPD2 | 242
PPP2R1 | 242
A
TIMM50 | 242
185 | CUTA 241
D3 241
EIF4A3 241
GAPDH 241
SLC25A3 | 241
190 | COX7C 240
191 | DEK 238
H2AFZ 238
MCM5 238
194 | GMNN 237
CSDEA1 237
SRM 237
RNF187 | 237
C190rf10_| 237
MRPL14 | 237
200 | SNHGIT 236
SIVA1 236
EIF5A 236
PSMD3 236
204 | NDUFA1 | 235
1
MLF2 235
C190rf48 | 235
C190rf43_| 235
HISTIH4 | 235
c
SSuU72 235
210 | AURKB 234
211 | ZWINT 233

H2AFY 233
PARK7 233
UQCR11 233
215 TMED2 232
216 HSP90A 231
B1
217 PIN1 230
POLR2I 230
ATF4 230
SSR2 230
FAU 230
SNHG8 230
223 PCNA 229
RNASEH 229
2A
GNB1 229
TPIM 229
227 MED10 228
TUBB4B 228
229 PSMB5 226
230 MRPS21 225
RBBP7 225
EIF4G2 225
233 APRT 224
234 SNRPA 223
235 PDXP 222
MRPS23 222
237 TSC22D 221
3
CYB5R3 221
MRPS2 221
HNRNPA 221
0
241 TBCB 220
ATP5J2 220
243 EMD 219
244 ILF2 218
PHGDH 218
246 ECHS1 217
TPX2 217
NGFRAP 217
1
249 WDR18 216
250 ZNF226 215
DYNLRB 215
1
HSBP1 215
PPM1G 215
NCL 215
RPL32 215
256 HNRNPL 214
257 MRPL51 212
258 YWHAB 211
C200rf43 211
260 AP2M1 210
DAZAP1 210
262 UBAS52 209
SPCSH1 209
H3F3B 209
265 EIF3B 208
YARS 208
267 DDOST 207
268 CDC25B 206
ATPIF1 206
S100A10 206
271 RPS24 205
C7orf59 205
EIF1 205
PSMA7 205
RHOA 205
PRPF19 205
277 EWSR1 204
SUPTSH 204
RPL37A 204
RAB11A 204
ATP6AP 204
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282__| ODCH 203
283 | COPZi 202
CCT2 202
ERH 202
286 | TMEM85 | 201
287 | SNRPF 200
PCBP2 200
RBM14 200
290 | MRPS34 | 199
RPS5 199
SF3A1 199
COMMD | 199
4
294 | RPL35 198
MIENT 198
FKBP4 198
297 | DBNDD2 | 197
NDUFA9 | 197
NKIRAS2 | 197
300 | SCAMP3 | 196
RPS19 196
ZNF703 196
CALM2 196
TMCO1 196
305 | FKBP8 195
PDIA6 195
307 | NDUFB1 | 194
0
SRSF7 194
RAE1 194
PITHD1 194
NDUFAB | 194
1
312 | APEXI 193
SNRPC 193
GABARA | 193
P
BUD31 193
PGAMS 193
317__| SRSF1 192
318 | TIMM17B | 191
NHP2 191
320 | EDF1 190
MRPST8 | 190
A
ERP29 190
NOLC1 190
324 | UNG 189
325 | PSMB4 188
TRA2B 188
AHSA1 188
SAP18 188
C200r24_| 188
330 | _RPL15 187
UQCR10_| 187
LGALS3 | 187
BP
ROMO1 187
334 | RPS29 186
CDT1 186
EIF3I 186
MCM2 186
338 | KLHDC3 | 185
PAKA 185
340 | LUC7L2 | 184
PCMT1 184
342 | TMSB10 | 183
SNHG15_| 183
GABARA | 183
PL2
RPS23 183
RRM1 183
347 | TSPAN3 | 182
ENSA 182
RPS19B | 182
P1
HBXIP 182
351 | SIGMAR | 181
1
TOMM22 | 181
YWHAE | 181
354 | GPx4 180
NDUFA7 | 180
356 | TRAPPC | 179
1
LAGE3 179
358 | APP 178
Cliorfl0_| 178
EIF3G 178
LSM7 178
GHITM 178
ANAPC1 | 178
6
364 | CHCHD1 | 177
PSME3 177

PSMA2 177
RPL36AL | 177
PNP 177
CDC37 177

370 | SYNCRI | 176
P
SF3B4 176

372 | PRDX2 175
VPS25 175
SURF4 175
SRP14 175
BAX 175

377 | TMEM93 | 174
SEP15 174
GNB2 174
PRELID1 | 174

381 | IDH3B 173
PAF1 173
MRPL54 | 173
MRPL38 | 173

385 | _PNKD 172
NDUFB2 | 172
AKT1S1 | 172

388 | PFDN5 171
OTUB1 171
CCDC56 | 171
DAD1 171
FAM168 | 171
B

393 | ARL6IPA | 170
PRPS1 170
C12orf62_| 170

396 | SUPT4H | 169
1
EIF3D 169
PPIB 169

399 | RPL28 168
HAX 168
EBP 168
COPS6 168
FAM100 | 168
B

404 | PUF60 167
MRPL43 | 167
TYMS 167
SLC35A4 | 167

408 | CDIPT 166

209 | PDRGT 165
XIST 165
DMKN 165

412 | GNAS 164
PSMA4 164
ECH1 164
SNRPD1 | 164
PTP4A1 | 164

417 | Rcci 163
CLTA 163
MTHFD2 | 163
FEN1 163
RPS14 163
PAICS 163

423 | U2AF1 162
CERS2 162
CCNG1 162
ZMAT2 162
MAGOH | 162
SNRNP7 | 162
0
POLR2F | 162

430 | TOMM5 | 161
SSR4 161
CD63 161
MANBAL | 161
GLRX5 161
MRPL28 | 161
SSRP1 161

237 | PRMTY 160
FBXO7 160
ANAL 160

240 | FHL1 159
ASNS 159
ATP6V1 | 159
E1
ZiC2 159
DDX24 159
PTBP1 159

446 | ARPCA4 158
PSMA1 158
PFN2 158
CHCHD2 | 158
NEDD8 158

451 | DDX56 157
ITM2C 157

453 | HES4 156

TRAPPC | 156
3
RPL5 156
PGRMC1 | 156
ILF3 156
458 | PPPICC_ | 155
TSEN34 | 155
SNHG13_| 155
SSBP1 155
POMP 155
XRCC6 155
SECB1A | 155
1
465 | SAE1 154
MAD2L2 | 154
SRRT 154
IMP3 154
MYBL2 154
CCT8 154
POLR2G | 154
DDX5 154
473 | DAZAP2 | 153
UBE2I 153
CEBPG 153
MCM4 153
CLPP 153
RALY 153
LAPTM4 | 153
B
PRPF8 153
YIF1B 153
482 | YDJC 152
CD59 152
PRMT5 152
PTGES3 | 152
VCP 152
487 | CDCA3 151
HIGD2A | 151
489 | HSPBP1 | 150
RPS6 150
MRPS26 | 150
VAMPS 150
CNN3 150
494 | _C6orfl08 | 149
BCL2L12 | 149
PRDX4 149
POLR2L | 149
EIF3K 149
SLC39A1 | 149
500 | _PDCD6 148
WARS 148
SCAND1 | 148
CLTB 148
PLEKHJ1 | 148
MEA1 148
PRCC 148
507 | CD164 147
RPL35A | 147
MRPL24 | 147
GADD45 | 147
GIP1
TXNZ 147
JAGN1 147
REEP4 147
514 | HSD17B | 146
10
RPL38 146
FAM127 | 146
B
RPLP1 146
KIAAOTO | 146
1
JTB 146
SARTA 146
POLRID | 146
TKT 146
LMAN2 146
ATP6VO | 146
D1
SNHG7 146
526 | EIFAA1 145
LDHA 145
POP4 145
Cborf32 145
RPA2 145
TAF7 145
AATF 145
533 | _CAPZB 144
CCDC12 | 144
4
CDK2 144
AKR7A2 | 144
SERF2 144
HOXA9 144

539 PIGY 143
PNPLA2 143
541 RNH1 142
H2AFV 142
ATP5D 142
DPM3 142
COX5B 142
PRKCSH 142
EZR 142
ELOF1 142
TXNL4A 142
ARLG6IP1 142
CD9 142
ATP1A1 142
553 HNRNPK 141
RHOC 141
USF2 141
SNAPIN 141
CYC1 141
TRIP6 141
STRAP 141
SRPRB 141
561 EIF4G1 140
NME2 140
LMNB1 140
DHX15 140
565 PEF1 139
URM1 139
STRA13 139
GRAMD1 139
A
TMEM20 139
8
SUMO3 139
RAB7A 139
MYL12A 139
MARCKS 139
574 UBE2A 138
SEPT2 138
NACA 138
PPP2R2 138
A
TTC1 138
GSK3A 138
PERP 138
COASY 138
582 HNRNPD 137
GPS1 137
LAMP1 137
585 ZSCAN1 136
8
TXNRD1 136
PRDX3 136
PSMB6 136
STOML2 136
C1orf122 136
RPL29 136
CENPV 136
METTL1 136
1A
HSP90B 136
1
595 COPS7A 135
AURKA 135
CNPY2 135
NGRN 135
PSMB3 135
LAMTOR 135
1
NPM3 135
STUB1 135
EID1 135
PMF1 135
605 GEMIN7 134
PSMG1 134
UBA1 134
ATP6VO 134
E1
MRPL41 134
INOSOE 134
ARF3 134
NUCKS1 134
613 TMEM20 133
5
MYEOV2 133
HNRNP 133
M
IT™M2B 133
CDCA8 133
PGD 133
SFXN1 133
620 ATP5G1 132
BCAP31 132
SNX3 132
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C160rf80 132
KRT10 132
SMC1A 132
626 GPX1 131
FDFT1 131
USP11 131
FTH1 131
630 MTFP1 130
SYF2 130
MRPL23 130
TMEM10 130
1
SMG9 130
ZNF207 130
636 SLC25A5 129
NDUFA1 129
3
NDUFS7 129
RRAGA 129
POLDIP2 129
SUB1 129
642 MLX 128
TRIAP1 128
DNTTIP1 128
HDAC2 128
SF3B3 128
647 MRPS14 127
XBP1 127
SMARCB 127
1
AP1M1 127
POLR2C 127
SRP9 127
RPA1 127
CYB5B 127
655 RANGRF 126
HM13 126
PSMD13 126
TIMM23 126
PSMB7 126
PIM3 126
UQCRC1 126
APH1A 126
HOXA10- 126
HOXA9
664 VKORCH1 125
AHCY 125
TMEMS55 125
B
WBP2 125
AIMP2 125
RAB1B 125
MFAP1 125
LAPTM4 125
A
GNG12 125
NUDT1 125
674 CENPM 124
FAM96B 124
PLD3 124
DCTN2 124
TMEM97 124
PSMD9 124
680 ARL2 123
MRPL10 123
RPUSD3 123
ARPC2 123
ERAL1 123
C7orf11 123
PTMS 123
CDC123 123
FAM127 123
A
C190rf53 123
ATP5SL 123
691 LSMD1 122
PSMAS5 122
GOT1 122
VAMP3 122
C7orf55 122
696 MEPCE 121
HMGN3 121
POP5 121
HNRNPH 121
3
BANF1 121
HIST1H2 121
BK
MRPL27 121
EIF4E2 121
MRPL12 121
MTA2 121
ZNF580 121
707 C11orf31 120

DBI 120
UBL5 120
CSNK1E 120
NUBP2 120
EIF5 120
DDX17 120
TFDP1 120
FIS1 120
ZNHIT3 120
PPIL1 120
RPL13A 120
719 ATP5J 119
SLC16A1 119
CKS2 119
NDUFA1 119
2
BEX1 119
VBP1 119
C1orf35 119
SF3B2 119
727 RRM2 118
C200rf27 118
TIMM17A | 118
KHDRBS 118
1
TUBG1 118
ELAVLA1 118
733 DCXR 117
TMEM10 117
6C
CDKN1A 117
CHTOP 17
DDX39A 117
GTF3C5 117
NPM1 117
ATOX1 117
MBD3 17
DDRGK1 17
FAM50A 117
TUBA1C 117
ABT1 117
SFPQ 117
PSMD11 17
TSPYL1 17
POLR2A 117
CLTC 117
751 EDC3 116
MRPS35 116
SNRPB2 116
PLP2 116
E2F1 116
PA2G4 116
757 PRC1 115
CST3 115
VPS72 115
ANP32B 115
MRPS16 115
RABS5C 115
RPAIN 115
764 NAPA 114
PPP2R4 114
TRAPPC 114
5
RBM10 114
NDUFS5 114
CCT6A 114
UROD 114
SARS 114
RRP36 114
ILVBL 114
TP53 114
SENP3- 114
EIF4A1
776 AES 113
COPE 113
GRB2 113
NDUFB3 113
RER1 113
RAVER1 113
C140rf16 113
6
PTPLAD 113
1
784 ACLY 112
GINS2 112
TMEM59 112
CDC20 112
CAMLG 112
RBM22 112
ANP32E 112
791 NME1- 111
NME2
ACOT7 111
PRKAR1 111

A
ITPA 111
GORASP 111
2
RPP30 111
SRSF6 111
RUVBL2 111
MRPL2 111
ARFIP2 111
801 MRPL42 110
PHPT1 110
LYGE 110
C19orf63 110
RAC3 110
RNPS1 110
NAA10 110
TARS 110
CALM1 110
WDR77 110
C17orf61 110
812 NUSAP1 109
NDUFB8 109
ARPC5 109
DCAF7 109
816 HNRPDL 108
ZNHIT1 108
TMEM9 108
TALDO1 108
MANF 108
COPs4 108
TXLNA 108
EIF2S1 108
LRRC47 108
IRF2BP1 108
SRRM2 108
827 MORF4L 107
2
NAA20 107
MYL12B 107
MCRS1 107
PXMP2 107
VPS4A 107
FLNA 107
834 SLC25A1 106
CD151 106
NDUFA8 106
CHCHD1 106
0
DEGS1 106
UTP11L 106
RPF1 106
URGCP- 106
MRPS24
MRPS24 106
843 CHMP1A 105
CHCHD8 105
MRTO4 105
MMADH 105
C
EXOSC5 105
SPRYD4 105
THOP1 105
FASN 105
851 TMEM22 104
2
LOC3887 104
96
LOC1005 104
06930
COX4NB 104
RPL30 104
CBR1 104
C150rf24 104
HNRNPH 104
1
ZNF787 104
SCD 104
LYRM4 104
862 NENF 103
NDUFA1 103
AP3M1 103
ADPRHL 103
2
JMJD6 103
CCNI 103
ATP6V1 103
D
NARS 103
GOT2 103
UsP22 103
NT5C3L 103
873 NDUFAF 102
3
C20rf28 102
CD320 102

RPS8 102
RABAC1 102
PES1 102
MAF1 102
RAC1 102
SRSF3 102
CT7orf44 102
RUVBL1 102
CAPZA1 102
885 APTX 101
KXD1 101
UCK1 101
RPS15 101
SDF4 101
LSM14A 101
UBXN1 101
EPB41L4 101
A-
AS1
ICMT 101
MRPL3 101
HARS 101
DDA1 101
DLD 101
RBMB8A 101
899 BID 100
SEC61G 100
PPP5C 100
C160rf42 100
HSPA9 100
MCM3 100
EIF2S2 100
906 NDUFC1 99
TFG 99
C210rf33 99
SRSF5 99
COX6A1 99
C1lorf144 99
MRPL40 99
SLIRP 99
SELK 99
WDR34 99
HOXB9 99
ZCCHC1 99
2
SLC7A5 99
KPNAG 99
NDUFC2 99
921 MCLA1 98
DDX3X 98
MAT2B 98
DHCR7 98
NDUFS8 98
PDHA1 98
PPDPF 98
C19orf42 98
CCDC86 98
GDI1 98
FOXC1 98
REEP5 98
ETF1 98
LSM1 98
935 CALU 97
SRA1 97
PSMA3 97
HIST1H3 97
B
DYNLT1 97
YKT6 97
RPL27A 97
MLLT11 97
DCAF15 97
944 TXNDC1 96
2
GPR172 96
A
PSMC5 96
PSMC4 96
PPP2R5 96
D
PEPD 96
CTBP1 96
CARHSP 96
1
OBFC2B 96
NDUFS2 96
GRPEL1 96
CDCA5 96
GRN 96
YRDC 96
TIMP1 96
GTF2F1 96
UQCRFS 96
1
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DNAJC7 96
962 EPN1 95
RAB34 95
SEC13 95
COPS3 95
OAZ2 95
SSNA1 95
NME3 95
CDK2AP 95
1
MIDN 95
DR1 95
MRP63 95
SENP3 95
974 EEF1E1 94
GIPC1 94
RUSC1 94
MRPS11 94
MRPL17 94
MRPL37 94
PFDN2 94
RAD23A 94
ERI3 94
C20orf4 94
ACTR1A 94
GOLPH3 94
DDX21 94
ATXN7L3 94
B
PDIA3 94
PLIN3 94
990 WBP5 93
ADRM1 93
CSTF1 93
C19orf6 93
PSMF1 93
SERP1 93
HDGFRP 93
2
PTOV1 93
TRAPPC 93
4
GRWD1 93
ARPP19 93
1001 RNASEK 92
-C
170RF49
TBRG4 92
TSFM 92
AK2 92
ARRB2 92
CDKN2C 92
KIAA196 92
7
TMED3 92
AKR1B1 92
TWF2 92
GNG5 92
SNX17 92
C220rf32 92
JPX 92
ECSIT 92
PIN4 92
1017 AKR1A1 91
ATPSI 91
MPDU1 91
TMED4 91
NT5DC2 91
TCP1 91
ARPC5L 91
POLR2K 91
GRSF1 91
POLR2J 91
EIF3H 91
YWHAG 91
MAPK1IP 91
1L
NOC2L 91
PUS1 91
1032 PDCD4 90
TPD52L2 90
MANEAL 90
DNM2 90
GDI2 90
NSUN2 90
MED24 90
POLR3K 90
DPM2 90
PPP1R7 90
AIP 90
BASP1 90
HDAC1 90
PRPF31 90
ATP2A2 90

DYNLL1 90
1048 | GASS5 89
CTNNB1 89
TROAP 89
C120rf57 89
ERGIC3 89
SKP1 89
PCBD1 89
SNF8 89
FLOT2 89
FXR2 89
ALKBH5 89
DCUN1D 89
5
APLP2 89
1061 CTSD 88
COMT 88
DGUOK 88
RHBDD2 88
ZNF444 88
NAT14 88
TMEM17 88
9B
ATP50 88
C170rf79 88
COBRA1 88
CLIC4 88
PTP4A2 88
1073 | FLAD1 87
DIABLO 87
G6PC3 87
CECR5 87
FAM189 87
B
PKMYT1 87
TES 87
RPN2 87
EFTUD2 87
MRPL34 87
LCP1 87
DDB1 87
TXNDC1 87
7
SF3B1 87
1087 | MAGED1 86
PPIE 86
MDH1 86
PPP6C 86
MRPL55 86
PDCD2 86
GART 86
ATP5C1 86
C3orf37 86
RFC3 86
TIMM22 86
TXN 86
MTA1 86
MRPL22 86
MTCH1 86
YWHAH 86
HOXB2 86
PSMD14 86
MRPL15 86
PHB 86
VTA1 86
GINS1 86
YWHAQ 86
GUK1 86
111 RTN4 85
1ISOC2 85
BRP44 85
POLD2 85
ANXA2 85
CKAP2 85
BTG3 85
NDUFB7 85
CDC25A 85
NDUFB9 85
TMEM10 85
9
PIGS 85
PFKP 85
PREB 85
C220rf28 85
STC2 85
SCAF1 85
MRPS25 85
GSTO1 85
1130 | SOD2 84
SIRT2 84
TCEB2 84
TCEAL4 84
DOLPP1 84
RTN3 84

IMPDH2__| 84
POLR2H | 84
AKIRIN2 | 84
PTTG1 84
C19or54 | 84
OXAIL 84
C200rf11 | 84
1
SNW1 84
CDC5L 84

1145 | SLMO2 83
MINOST | 83
RBM4 83
MATR3 83
GSPT1 83
FAM195 | 83
B
BCKDHA | 83
CXXC1 83
CENPW__| 83
NME4 83
TSR2 83
MPI 83
LSM3 83
CCNA2 83
LEPROT | 83
L1
MAP2K2 | 83
TMEM12 | 83
3
NIT1 83
RBM14- | 83
RBM4
TXNDC5_| 83

1165 | HNRNPC | 82
DDX47 82
UBE2D2 | 82
C19orf24_| 82
MRPL48 | 82
CUEDC2 | 82
VAMP2 82
RPL19 82
ATP6VT | 82
G1
RNF114__| 82
CCNB2 82
MCTS1 82
SLC25A1 | 82
1
UBE2L3 | 82

1179 | _C160rf13_| 81
FXYD5 81
RFC5 81
MRPS33_| 81
ACTL6A | 81
CTDNEP | 81
1
TST 81
HPRT1 81
SEPHS2 | 81
BLMH 81
AAMP 81
SAR1TB 81
MRPS18 | 81
c
SF3A3 81
ABCF2 81
TMED10_| 81

1195 | CLPTM1_| 80
MLST8 80
RPL31 80
BTF3 80
MRPL47 | 80
ACINT 80
ZYX 80
PHF5A 80
PSMC2__| 80
UBE2N 80
PTTG1IP_| 80
CSTF3 80

1207 |_UXT 79
ACP1 79
TMUB1 79
NDUFV3_| 79
ANXAT 79
COX4I1 79
WDR1 79
ATP6VO | 79
E2
C100r35_| 79
APOAIB | 79
P
PBK 79
ESD 79
SECT1A_| 79

SYNGR2 79
GTPBP4 79
UBE2B 79
MCM6 79
CPNE1 79
1225 | AKT2 78
GRINA 78
NSUNS 78
C4orf3 78
HIST1H1 78
C
CD2BP2 78
SDHAF1 78
LOC4000 | 78
43
CNIH 78
COX5A 78
MPV17L 78
2
SH3BGR 78
L3
YIPF3 78
PSMC3 78
SESN2 78
MRPL9 78
MAT2A 78
SPCS3 78
PABPC1 78
FKBP1A 78
1245 | SKA2 77
PLS3 77
UBE2J2 77
VPS29 77
DKCA1 77
NGDN 77
SEC61B 77
SDF2L1 77
CREG1 77
TOR1AIP | 77
2
NDUFA6 77
RHOG 77
BRF2 77
DDIT4 77
EEF1A1 77
ENO2 77
KRT19 77
C14orf11 77
9
1263 | BCAT2 76
PIGT 76
C1orf86 76
ECI 76
POLE3 76
GMDS 76
GANAB 76
HIST1H4 76
B
TMED1 76
ASNA1 76
GET4 76
MFN2 76
UBC 76
1276 | MGST1 75
C7orf50 75
MRPL53 75
C9orf23 75
ANXA11 75
SLC25A3 | 75
9
ETFA 75
BLVRB 75
ACTR2 75
DHX9 75
CTPS 75
FARSB 75
STT3A 75
FAM136 75
A
UBE2Q1 75
CNP 75
METAP2 75
SLC19A1 75
EGLN2 75
1295 | HDLBP 74
FOXM1 74
SLC29A1 74
RELA 74
DCTN3 74
PPP1R3 74
5
BABAM1 74
GCHFR 74
CCDC16 74
7

108



ANHANG

SCAMP2 74
PDLIM1 74
PEA15 74
YY1 74
AK1 74
SNX1 74
SOX4 74
GTF2H5 74
SET 74
1313 | PAFAH1 73
B3
WBSCR2 | 73
2
NOP56 73
CHCHD5 73
FDX1L 73
NOSIP 73
TSEN54 73
MARS 73
VAT1 73
SLC2A1 73
CENPB 73
1324 | PSMG3 72
SMARCD | 72
1
PSMD12 72
ADAR 72
SSBP4 72
GATC 72
NDUFS3 72
C14orf1 72
ATG4D 72
CLN6 72
BYSL 72
NAP1L1 72
IGBP1 72
GTF2A2 72
USP39 72
BRIX1 72
FBXL15 72
NPLOC4 72
NUDT19 72
DRG1 72
DNAJA1 72
KIF20A 72
C20orf11 72
SAMD4B 72
CcDC11 72
7
KAT2A 72
ERC1 72
MTPN 72
LUZP6 72
1353 | USP1 71
SARNP 71
HCCS 71
BCAT1 71
SLCO5A 7
1
CTSB 71
DAP3 71
WTAP 71
TIMM8B 71
BRI3 71
NCOA4 71
RPS12 71
C16orf61 71
ZNF593 71
MRPL18 71
BCAS2 71
TIMM44 71
ZNF358 71
SAMMS50 71
SRP68 71
RNF220 71
TOMM20 71
PARP1 71
VMA21 71
1377 | _FDPS 70
C16orf5 70
PSMG2 70
KDELR2 70
POLDIP3 70
ATN1 70
CBX3 70
SPAG7 70
FAM32A 70
DLGAPS 70
ELOVL1 70
CNPPD1 70
PMVK 70
ARPC1B 70
TRIM11 70
MED19 70

SHKBP1 70
TSN 70
TADA3 70
ITGAE 70
PNPO 70
RSL1D1 70
CTNNBL 70
1
TOMM40 70
1401 SSSCA1 69
VPS28 69
RAB24 69
NCDN 69
DBN1 69
HGS 69
CDK2AP 69
2
ICT1 69
MTG1 69
PYCR2 69
SLBP 69
BTBD2 69
TUBB6 69
1D2 69
TSG101 69
CEBPB 69
MAP7D1 69
SND1 69
NDUFA4 69
LMNB2 69
DDX1 69
CYCS 69
HOXA10 69
1424 SLC37A4 68
PRNP 68
HNRNPR 68
RPS27A 68
AUP1 68
UBL7 68
SERPIN 68
H1
UBE2T 68
UBR7 68
C190rf70 68
TMEM17 68
3
PSMD2 68
NCAPD2 68
SCP2 68
1438 | LOC1005 | 67
07246
SORBS3 67
RPL10 67
PTPMT1 67
SNRNP2 67
5
DHX30 67
KPNB1 67
FAM98C 67
NAA50Q 67
ARPC3 67
CHTF8 67
ZNF146 67
1450 TEX264 66
USMG5 66
CSDA 66
CCNDBP 66
1
RPS9 66
EBNA1B 66
P2
SFT2D1 66
UBAP2L 66
C3orf75 66
YIF1A 66
MZT1 66
TEX261 66
KIAA066 66
4
TUBB2A 66
SSB 66
NOL12 66
1466 HRAS 65
ITGB3BP 65
SH3GLA1 65
CCND3 65
RBM39 65
WLS 65
ATP5L 65
RFC2 65
HMGN2 65
NPC2 65
GTF2E2 65
MRPL16 65

SLC35B2 | 65
C1orf85 65
RGOMTD 65
1
TACO1 65
ANXAS5 65
GLT25D1 65
CIAO1 65
Ccs 65
LTV1 65
KLHL15 65
LSR 65
1489 | ECHDC1 64
MPST 64
PDHB 64
NFKBIB 64
SLC4A2 64
TMEM11 64
NDUFA3 64
WIBG 64
GNAI2 64
DDX49 64
ARMC6 64
ADK 64
AMD1 64
UBE2K 64
GAR1 64
Céorf115 64
SHISAS5 64
NUDC 64
C8orf33 64
CISD1 64
FTL 64
CCNK 64
MED29 64
EEF1G 64
DVL2 64
CHCHD3 64
PAFAH1 64
B2
RPS10- 64
NUDT3
NUDT3 64
1518 | UQCRB 63
TRMT11 63
2
PTRHD1 63
C120rf73 63
TMEM16 63
0
WASF2 63
SDR39U 63
1
G3BP1 63
RABEP1 63
NUDTS 63
TRA2A 63
LRRC41 63
MED4 63
SON 63
KIF2C 63
EIF2S3 63
C220rf13 63
MRPL49 63
1536 | YME1L1 62
ALKBH6 62
SEC23B 62
RPLPO 62
RPS20 62
PPT1 62
NLE1 62
DPH2 62
RPL37 62
CNPY3 62
CADM1 62
TIAL1 62
HIST1H1 62
E
AP1S1 62
TMEM19 62
9
DYNLL2 62
NOP2 62
MRFAP1 62
L1
CDC23 62
IFRD2 62
FAM53C 62
YARS2 62
C110rf83 62
C120rf24 62
HDDC2 62
CTNNA1 62
PGRMC2 | 62

VAPA 62
XRN2 62
SRSF4 62
NDFIP1 62
TUBA1A 62
JUN 62
ARL3 62
HCFC1 62
MRPL52 62
DPH1 62
1573 NDUFB5 61
RBMX 61
SCO2 61
MED8 61
RPL14 61
SYPL1 61
STRN4 61
TAF15 61
IMP4 61
SEPWA1 61
DPY30 61
POLR1C 61
NXPH4 61
PIM2 61
CNOT3 61
CMAS 61
MYH9 61
CHAF1A 61
TARBP2 61
RNF7 61
C150rf63 61
1594 IRF3 60
DHPS 60
DUT 60
C12orf44 60
BLOC1S 60
2
PIGC 60
TRMT2A 60
FAM195 60
A
CSK 60
ZRANB2 60
Cé6orf125 60
ZNF330 60
NDUFAF 60
4
TPRN 60
NUTF2 60
ZFAND3 60
VPS35 60
PPP3R1 60
SLC25A4 60
LOC1005 60
06548
PRPF6 60
IRAK1 60
UCK2 60
1617 PSRC1 59
TNPO2 59
BLCAP 59
C8orf59 59
LINC004 59
93
El24 59
C210rf59 59
DSTN 59
M6PR 59
CACYBP 59
RAB35 59
MKRN1 59
UFC1 59
CDKN2AI 59
PNL
UBQLN1 59
COX7A2 59
L
KIF23 59
DUSP14 59
NRSN2 59
CLPTM1 59
L
CCDC85 59
B
EIF2B1 59
UBL4A 59
TIMMDC 59
1
HSPB11 59
BTBD6 59
THAP11 59
GDE1 59
TRIB3 59
SF3A2 59
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PNMA1 59
ACBD6 59
CDKN1B 59
CTu1 59
CPSF6 59
CHD4 59

1653 | ALG3 58
CFL2 58
0OST4 58
D1 58
SELS 58
HINT2 58
MORF4L 58
1
ANAPC5 58
PGLS 58
EXOSC2 | 58
PFDN1 58
HES1 58
SDHB 58
PMPCA 58
CCDC51 58
RPL39 58
RAB21 58
SERINC1 58
DNAJC8 58
TBCC 58
ANKLE2 58
FSTLA 58
IFITS 58
C200rf29 | 58
TMEM18 58
9
SYNJ2B 58
p-
COX16

1679 | GSTK1 57
PEMT 57
BAD 57
HERPUD 57
1
SNHG6 57
MAGED2 57
PABPC4 57
JUP 57
LOC5506 | 57
43
ANAPC1 57
0
ZMYND1 57
9
HOXAS5 57
HDAC3 57
DERL2 57
TRABD 57
HSPA8 57
EMG1 57
HNRNPA 57
1
PSMD6 57
ZDHHC1 57
2
RPL22 57
CLEC11 57
A
YTHDF1 57
C11orf58 | 57
TM9SF2 57
POLR2B 57
ZCRB1 57

1706 | ZNF664 56
GOLGA7 | 56
IP6K2 56
AGTRAP 56
THYN1 56
BEX4 56
SLC35A2 | 56
UNC119 56
RNASEH 56
2C
C1GALT 56
1C1
PVRL2 56
CSNK1A 56
1
C9orf123 | 56
PPIA 56
POLR3D 56
TRAPPC 56
2L
C190rf25 | 56
GNPDA1 56
ARF4 56
TFAM 56
PIH1D1 56

RPN1 56
MSX2 56
CARM1 56
TOE1 56
SUPT16 | 56
H
NMTA 56
SMARCA | 56
5
SMUGT__| 56

1735 | _PELO 55
RPL23A__| 56
ATF3 55
HVMGA1 | 56
NFYC 55
0s9 55
UBXN6 55
BOD1 55
SARS2 55
DOHH 55
ATGOA 55
AP2AT 55
CIB1 55
TOMM7 _| 55
PSMA6 | 55
TSPAN3 | 55
1
DTX3 55
ORMDL2_| 55
MRPL45 | 55
ATP1BT | 55
PPCDC | 55
B3GNT1 | 55
ZC3HC1 | 55
SMARCE | 55
1
TOMM70 | 55
A
SNRNP2 | 55
00
Cl5ori23_| 55
CDK16 55
VDAC1 55

1764 | C17ori49 | 54
HOXC4 | 54
PRKAGT | 54
SPG21 54
LAMTOR | 54
2
NUDT16 | 54
L1
NSFLIC | 54
METTL1 | 54
7
RAD23B_| 54
NSDHL | 54
PKN1 54
TPT1 54
HISTIH4 | 54
H
TRAPPC | 54
6A
CDCA4 | 54
RAD1 54
DPYSL2 | 54
AP3D1 54
NOC4L 54
RPS25 54
C120rf10_| 54
ZNF511 | 54
HEBP2 54
MRPS10_| 54
DUSTL 54
THIL 54
C7orf73 | 54
DUSP3 54
DYNCILI | 54
1
HKR1 54
SLC39A3 | 54
COX15 54
HSPA4 54
WDR6 54
C5orf51__| 54
GNAI3 54

1800 | RPL17 53
OTUD5 | 53
KLCT 53
BNIP1 53
BEX2 53
Cdorf48__| 53
ATPAF1_| 53
LMNA 53
RDH11 53
EIF1B 53

DHRS2 53
CCDC43 53
LSM5 53
PDCD5 53
C9orf142 53
SHMT1 53
CDC34 53
DAP 53
C9orf78 53
PSMD7 53
PPA1 53
ZNF503 53
C160rf53 53
ENOPH1 53
LRWD1 53
ARL8B 53
HMGA2 53
PMPCB 53
FASTKD 53
5
NUP62 53
1830 | RPL17- 52
C180RF
32
OCIAD1 52
HMOX2 52
NDUFV1 52
PI4KB 52
AGPAT2 52
SNX11 52
MED27 52
AAAS 52
COCH 52
TRIP13 52
SHFM1 52
BCL7C 52
DDAH1 52
SRI 52
HEBP1 52
CMCH1 52
FUCA2 52
DAPK3 52
GTF2B 52
MAGEF1 52
AAGAB 52
ZNF622 52
PINK1 52
PRPF38 52
A
CHERP 52
PPP6R1 52
STARD7 52
PNN 52
MKI67 52
FLII 52
DPP9 52
EDC4 52
PPHLN1 52
AP1B1 52
1865 | SCAMP4 51
SLC35C2 | 51
PSMC3I 51
P
C1orf31 51
AIMP1 51
CHMP2A 51
ING3 51
HMBS 51
SIRT6 51
FAM125 51
A
PPP1CB 51
HIST1H2 51
BJ
MRPS6 51
SLC25A1 51
0
RPS27L 51
RPL4 51
MOGS 51
PPP2CB 51
MGST3 51
FAF1 51
SNX2 51
EIF4A2 51
TSPYL2 51
GLTSCR 51
2
APEH 51
GATAD2 51
B
NAA38 51
1892 | HSPE1 50
TGIF2- 50
C200RF

24
TCEB1 50
TMUB2 50
U2AF1L4 | 50
RAD51 50
CENPA 50
RSRC2 50
CBY1 50
NRGN 50
CDK5RA | 50
P1
DPCD 50
HIRIP3 50
TTC9C 50
ADI 50
FKBP3 50
MRPL50 | 50
EID2 50
MAPRE1 | 50
RRP12 50
NR2F6 50
GGH 50
SMNDC1_| 50
TSC22D | 50
4
DNAJBT | 50
C50rf22 50
PELP1 50
TRAP1 50
DHX37 50
LMO4 50
SNRPE 50
CSTF2T__| 50
CENPF 50
RBFOX2 | 50

1926 | NIPA2 49
PQBP1 49
SLC39A1 | 49
4
IFI27L1 49
REPINT 49
ATP5A1 | 49
GLA 49
PLEKHB | 49
2
NCAPH2 | 49
PRAF2 49
MORN2 | 49
SMC4 49
CLNSTA | 49
TPRGIL | 49
RNPEP 49
TARDBP | 49
NUCB1 49
FUNDC1_| 49
TERF2IP_| 49
ARL2BP | 49
PHF23 49
LRP3 49
ALDHOA | 49
1
GATAD2 | 49
A
PSMD4 49
TNFRSF | 49
10D
TCEB3 49
KIF5B 49
TMOSF3__| 49
RRP1B 49
ATXN2L | 49
CBS 49
HIF1A 49

1959 | KIAAT19 | 48
1
ECI2 48
CTSA 48
ETFB 48
VDAC3 48
ATP6VO | 48
A1
SCRN1 48
LGMN 48
GPATCH | 48
4
ACOT8 48
NTPCR 48
CSNKID | 48
BAG2 48
MED11 48
RSL24D1 | 48
CBX1 48
PHF6 48
DLX2 48
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VPS37B 48
ATP5F1 48
ERF 48
HP1BP3 48
1981 MDK 47
GADD45 47
A
RNF40 47
RPL9 47
EXOSC3 47
MCAT 47
NCBP2 47
OAT 47
COMMD 47
9
SRPR 47
C70rf30 47
CNIH4 47
NUP37 47
MIS18A 47
UBE2Z 47
SH3GLB 47
1
AP2B1 47
TRAM1 47
ATP6AP 47
2
NRBP1 47
KANSL2 47
ELOVL4 47
RCN2 47
SUPT6H 47
MYBBP1 47
A
CSE1L 47
RRP7A 47
LOCe479 | 47
79
SSR1 47
EIFAEBP 47
2
ORC4 47
BCL2L2- 47
PABPN1
OVCA2 47
PABPN1 47
2015 | SLMO2- 46
ATP5E
ING4 46
PEG10 46
RBBP4 46
PSME1 46
CNN2 46
MAPK1 46
HAGH 46
ARHGDI 46
A
EIF3L 46
SAT2 46
PTMA 46
QSOX1 46
MRPL44 46
ATP1B3 46
LINCOO01 46
16
CLSTN1 46
UTP14A 46
MAP2K7 46
C5orf15 46
RRP1 46
PDAP1 46
CCDC94 46
RGS16 46
MTCH2 46
MARCHS | 46
NCLN 46
BAG3 46
CORO1C | 46
NUB1 46
SMAD4 46
UBE2D3 46
SYNGR1 46
2048 | HCFC1R 45
1
GGCT 45
MAPK3 45
FIBP 45
PACSIN2 | 45
KATS 45
PARL 45
GPS2 45
PHF19 45
PRPS2 45
CTSL1 45
CHMPS 45

SNHG11_| 45
ADD1 45
C17or89 | 45
TP53113_| 45
coa4 45
SEPN1 45
GLET 45
G3BP2 | 45
Chori24 | 45
IFI30 45
YEATS4 | 45
MZT28__ | 45
SLC25A1 | 45
7
DDXA1 45
NUDT15 | 45
SAP30B | 45
P
POLD1 45
RARS 45
PTRF 45
XPO7 45
HAUS5 | 45
CBX5 45
SREBF2_| 45
K 45
SUMOT | 45
CELF1 45
CoX16_ | 45

2087 | MUTED- | 44
TXNDC5
PDCD10_| 44
FOXRED | 44
1
YTHDF2 | 44
TPD52 4
MRPL33 | 44
ABHD14 | 44
B
MGAT1 | 44
THAP7 | 44
EXOSC4 | 44
RGS10 | 44
C220rf39_| 44
COMMD | 44
6
SEPHS1 | 44
cizi 44
FCGRT | 44
CDC42 | 44
HMGNT | 44
NXF1 4
SEC11C_| 44
ZNF581 | 44
TMEM11 | 44
1
USP14__| 44
MRPL13 | 44
TMEM22 | 44
3
SERPIN | 44
B6
RANBP1 | 44
GEMING | 44
NOB1 44
NR1HZ | 44
COPS7B_| 44
HOXB7 | 44
Ciforf51 | 44
DHRS11_| 44
Cl60r59 | 44
DPF2 4
NPDC1 | 44
CCDC10 | 44
6
SRPK1 44
FAMBOA | 44
MAD2L1 | 44
WDR45L | 44
RNF126 | 44
SLU7 44
Cl6orf72 | 44
PRPF3 | 44
COPG 4

2134 | FTSI 43
SDCCAG | 43
3
ZMATS | 43
PEX19 43
ZNF576 | 43
TMEM14 | 43
c
PEX11B | 43
Céorf106 | 43
LBR 43

ORC6 43
JOSD2 43
STX10 43
MPV17 43
STK24 43
CETN2 43
UBE2V2 43
GABARA 43
PL1
CAP1 43
STK25 43
RNMTL1 43
DDX54 43
PRKAB1 43
CMTM6 43
NAP1L4 43
cwcar 43
DNAJA2 43
FBRS 43
UBE2R2 43
CASC3 43
H1FO0 43
DDX27 43
PITPNA 43
IRGQ 43
ELOVL5 43
ISYNA1 43
2169 | ANAPC1 42
3
YY1AP1 42
KRTCAP 42
2
CHID1 42
TBP 42
PFKM 42
ALDH1A 42
2
CTCF 42
DCTN4 42
UGP2 42
VPS26A 42
PRR13 42
NTHL1 42
FTSJ2 42
PTRH2 42
WDR54 42
DCTN6 42
SERTAD 42
1
C19orf47 42
GTF3A 42
CCDC12 42
DUSP1 42
QPRT 42
ACAT2 42
CA2 42
PITX1 42
RRP9 42
C2orf29 42
SH3GLB 42
2
SMCR7L 42
SPTSSA 42
TTCS 42
CRKL 42
IPO5 42
SLC7A1 42
EIF4G3 42
LRPAP1 42
MBOAT7 42
2207 CHURC1 41
ZFP91 41
CINP 41
MICU1 41
NDRG3 41
BTF3L4 41
UBE2H 41
HSD17B 41
4
PRDX5 41
MYL6B 41
C200rf30 41
ZNF771 41
TCEALS 41
SLC35B1 41
USP5 41
KARS 41
CDC42s 41
E1
TTC19 41
TSSC4 41
COTL1 41
COX6C 41
AlG1 41

SAMD11 41
CIRH1A 41
TUBB2B 41
CHMP4B 41
TACC3 41
FAM162 41
A
PTPN1 41
CPE 41
TOX4 41
SMG5 41
MRPS31 41
XPO1 41
FAM49B 41
BTG1 41
ANKRDS 41
2

2244 | FAM122 40
B
NFIC 40
ACYP1 40
FAM96A 40
STAU1 40
CPSF4 40
RRNAD1 40
ZFPL1 40
ASAH1 40
SAFB 40
C1orf123 40
DHX40 40
TUSC2 40
NDUFAF 40
1
TPRKB 40
TAF10 40
CBFB 40
DLEU1 40
C9orf16 40
NDUFS4 40
LOC9362 | 40
2
PPIH 40
KHK 40
S100A11 40
MRPL36 40
TMEM66 40
CIAPIN1 40
DRG2 40
CHIC2 40
ARCN1 40
DPAGT1 40
SVIP 40
RHEB 40
TM2D1 40
CUTC 40
ASF1A 40
GGNBP2 40
DARS 40
Céorf120 40
FAM98A 40
ADIPOR 40
2
CDC6 40
HEXA 40
NRAS 40
SV2A 40
ETV5 40
DDX18 40
TMEM16 40
7A
TUG1 40
NDUFB6 40
ATAD3A 40
RABS5B 40
ATP5E 40

2297 | UBE2V1 39
TMEM21 39
6
GSR 39
TMEM14 39
1
LARP6 39
CLU 39
SURF2 39
HIST1H4 39
D
C200rf96 39
HIST1H2 39
AH
CPSF7 39
TRAFD1 39
RBCK1 39
SF3B14 39
HMGCS1 39
CHCHD6 39
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TMEM16 | 39
1A
PDZD11_| 39
NDUFV2 | 39
UBXN8 39
SAC3D1_| 39
MGEA5 | 39
NOL7 39
ZCCHCT | 39
7
ALAST 39
TMEM50 | 39
A
WHSC2 | 39
IFT52 39
ARAF 39
TSPANT | 39
2
PITPNB | 39
RAB10 39
SSR3 39
FUBP1 39
NUP85 39
LARP1 39
ZFR 39
SNHG3 | 39
RAB4B- | 39
EGLN2

2336 | _TJAPT 38
TSTD1 38
DBNL 38
INSIGT 38
CXorf56__| 38
GRK6 38
Clorf198 | 38
ORC3 38
SUMF2 38
NIPSNA | 38
P1
MFSD10_| 38
HISTTH4 | 38
E
CRK 38
TMEM20 | 38
1
SEC24C_| 38
CBLL1 38
DNAJB6 | 38
CAPRINT | 38
CYB5R1_| 38
NDRG1 38
RBMX2 | 38
NAT9 38
UCHL3 38
BAGT 38
RPRM 38
GNG11 38
AASDHP | 38
PT
B3GALT | 38
6
LYPLA2 | 38
QPCT 38
DCAF12_| 38
Céorf62__| 38
NBN 38
MSH2 38
TMEM48 | 38
AKIP1 38
SYS1 38

2373 |_PIGP 37
RASSF1_| 37
RFC4 37
MAD2LT | 37
BP
RPS13 37
ETV4 37
TRIMAT | 37
UBE2E3 | 37
B9D2 37
MGAT4B | 37
PDCD2L | 37
SDHAF2 | 37
TNFRSF | 37
12A
SYAP1 37
SCYL1 37
MED28 37
SNRNP4 | 37
0
HOXD11_| 37
POMGN | 37
1
MAP4 37
SFXN4 37

SLC25A2 37
8
|IER3IP1 37
RNF10 37
GPKOW 37
FBRSL1 37
LAMP2 37
BRP44L 37
SMARCC 37
1
CMBL 37
SLC38A2 | 37
BAIAP2L 37
1
NUP188 37
STK40 37
GCN1L1 37
BCCIP 37
DEDD 37
PDLIM7 37
CGGBP1 37
GJA9- 37
MYCBP

2413 ARL2- 36
SNX15
ATF7 36
SMARCA 36
4
GTPBP3 36
SDCBP 36
LRR1 36
TMEM21 36
9
LUC7L 36
CASP7 36
DCTD 36
NDUFB1 36
PAPOLA 36
ANAPC7 36
DNAJA3 36
GPR108 36
SREBF1 36
coQ7 36
RBM17 36
NFATC3 36
EXOSC1 36
0
FAM207 36
A
GLOD4 36
ENDOG 36
C2orf47 36
RHBDD3 36
MIIP 36
FSD1 36
EPB41 36
LXN 36
BTBD1 36
SUCLG1 36
LONP1 36
ZNF346 36
KRI1 36
HINT3 36
RAB31 36
FTSJ3 36
TIPRL 36
GSG2 36
EFCAB1 36
1
MPZL1 36
SMG7 36
TMED7 36

2456 SYNJ2B 35
P
NT5C 35
FLYWCH 35
2
TXNL4B 35
ASB6 35
LETMD1 35
NUDT2 35
ZFAND6 35
SNHG5 35
MRPL21 35
ADSL 35
ZSWIM7 35
BCKDK 35
LDB1 35
SDF2 35
UNK 35
LCMT1 35
UBTF 35
AKIRIN1 35
STX4 35
RPL39L 35

POLE4 35
PFKL 35
MRPL46 | 35
SPR 35
RNF181_| 35
TSSCH 35
NDUFAF | 35
2
CNOT8 35
EIF2B2 35
BECN1 35
WDR61 35
SUV39H | 35
1
FAM82A | 35
2
OGFR 35
CTsZ 35
WBP11 35
QARS 35
INA 35
ERCC3 35
RIOK2 35
Cifori2__| 35
MRPS27_ | 35
LEPREL | 35
4
ZNF512__ | 35
EFNA5 35
NUDCD3_| 35
YTHDC1 | 35
LASP1 35
DNMT1 35
BAZ2A 35
CLDND1_| 35
EPB41L2 | 35

2509 | PCID2 34
SLC39A9 | 34
SLC6A15 | 34
KLC2 34
HAT1 34
Clgorf32_| 34
STX5 34
COPS8 34
C190ri79 | 34
SRP54 34
MAP2K3 | 34
APOPT1_| 34
REX02 34
HMOX1 34
ARV1 34
COPS2 34
MRPL30 | 34
Clorfi31_| 34
EIF3M 34
SAMD1 34
GLRX3 34
B3GAT3 | 34
RABTA 34
PROCR | 34
MEAF6 34
DARS2 34
Cl2orf47_| 34
TBL2 34
HDHD2 | 34
HVMGN4 | 34
RHOT2 34
DONSO | 34
N
FAF2 34
IPO4 34
CCNF 34
SYMPK | 34
CCDC50 | 34
ADH5 34
PDXK 34
CKAP5 34
NKX2-5 | 34
NAET 34
Clorf212_| 34
CTSC 34
MBNL1 34

2554 | SERF2- | 33
C150RF
63
SETDB1_| 33
SMAP2 33
B4GALT | 33
3
DPF1 33
MIR4709 | 33
CDC45 33
SKP2 33
MNAT1 33

SHC1 33
GINS3 33
TMEM70 | 33
TMEM98 | 33
HISTIH3 | 33
H
EPHX1 33
SNX5 33
WAC 33
RCC2 33
PMM1 33
LSM10 33
FAM100 | 33
A
C19orf52 | 33
LUC7L3 | 33
CCDC58 | 33
GRHPR | 33
DYRK4 33
R3HCC1 | 33
TOMM34_| 33
GOLM1 | 33
TMEM11 | 33
5
ANP32A__| 33
CDX2 33
TMEM30 | 33
A
PFDN4 33
PCGF2 33
CISD3 33
BLVRA 33
KCTD10 | 33
CEBPA | 33
ATF1 33
FXCT 33
TUBGCP | 33
2
CHAF1B | 33
LOC1477 | 33
27
PFAS 33
FCF1 33
SNAP29 | 33
INTS5 33
MAGOH | 33
B
MMACH | 33
c
TRIM65 | 33
MORC2 | 33
ZNF726 | 33
PHKB 33
METTL2 | 33
3
BLOC1S | 33
1

2610 |_coxi1 32
SNUPN__| 32
CITED2 | 32
LASIL 32
TNFRSF | 32
10B
CEP57 32
VAPB 32
Cloori2__| 32
ASCC1 32
MTMR14_| 32
OCIAD2 | 32
COROTB | 32
ACADVL | 32
PSAT1 32
TIMMBA | 32
CMPK1 32
LOC1005 | 32
05876
SDHC 32
RAB2A 32
PPPTRT | 32
4B
YIPF2 32
DUSP12_| 32
C200rf3 | 32
R3HDM4 | 32
ALKBH7 | 32
COPS5 | 32
UBE2E2_ | 32
D4 32
THOC7 | 32
WDR74__| 32
ZNF768 | 32
SURF6 32
HYOU1 32
CPSF3L_| 32
TELO2 32
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MULT 32
AP1G1 32
MED31 32
BET1 32
ARL6IP5 | 32
CCDC99 | 32
CDK9 32
ACTR6E 32
AKAPSL | 32
ASNSD1_| 32
MOAP1 32
PPPTRT | 32
5A
AKAP12 | 32
ZC3H15 | 32
SC5DL 32
CSNK1G | 32
2
UBIADT | 32
BRAT1 32
NUDT21 | 32
CCART 32
NOP14 32
MCMBP | 32
KCTD12_| 32
PTPN23 | 32
THRAP3 | 32
RRP15 32
VDAC2 32
TPM1 32
IMPDH1__| 32

2675 | PDF 31
PPP2R5 | 31
c
ALKBH2 | 31
EGFL7 31
NIP7 31
Cilor6s | 31
ADIPOR | 31
1
DERL1 31
TPM3 31
GAMT 31
TIPIN 31
TRUB2 31
TPGS2 31
EBPL 31
SCOf 31
LOC1522 | 31
17
TUSC3 31
TRMU 31
EAPP 31
HTATSF | 31
1
EIF2B5 31
KAT7 31
ARLT 31
PSPH 31
ZNF282_| 31
GARS 31
LTA4H 31
RNF11 31
NOL11 31
UTP3 31
GNAT11 31
DNAJCO | 31
KCTD5 31
NDUFAT | 31
0
PURA 31
ILKAP 31
RTF1 31
MTHFD1 | 31
GNS 31
AGPAT5 | 31
PWP2 31
MARCHE | 31
TFE3 31
PRRC2C | 31
GPN3 31
TYW3 31
SLC25A1 | 31
3
SPRYD7 | 31
FYTTD1 | 31
UMPS 31
HNRNPU | 31
L2
COG8 31
RPL13A | 31
P5

2727 |_AMZ2 30
C18or21 | 30

CRNDE 30
HIST1H2 30
BD
BRE 30
KAT8 30
CHACH1 30
WASF1 30
ATF5 30
CAV1 30
RCE1 30
CDK5 30
INPP5K 30
SCARB1 30
CDKN3 30
SPC24 30
MST4 30
CLP1 30
NSF 30
CYB561 30
D2
LANCL1 30
AGBL5 30
RPL26 30
CD276 30
YIPF5 30
EXOSC1 30
REEP2 30
WRAP73 30
LHFP 30
USP48 30
RCHY1 30
WSB2 30
HAUS1 30
PWP1 30
FAM83D 30
CAPZA2 30
PDIA4 30
ARHGEF 30
18
COPB1 30
GOLPH3 30
L
PGP 30
MRPS30 30
DTNBP1 30
PCNP 30
CCDC12 30
7
RAB14 30
FUNDC2 30
COX10 30
RLTPR 30
SORD 30
PGM1 30
CREM 30
2779 | BMI1 29
PMF1- 29
BGLAP
HIST1H3 29
D
CYB5A 29
STARD3 29
THAP3 29
ELAC2 29
SMAD5S 29
ZNF529 29
BCLAF1 29
DCTN5S 29
MASTL 29
SPNS1 29
RAD51C 29
COMTD1 29
GMPR2 29
RPL7A 29
MON1A 29
MFSD5 29
FAMG4A 29
CCDC28 29
B
ALDH2 29
HIST1H2 29
AG
STAG2 29
SEH1L 29
ACADM 29
C3orf14 29
XPNPEP 29
3
ATXN10 29
ASRGL1 29
OSTC 29
PAK1IP1 29
PRMT6 29
POLB 29

FN3KRP 29
HAUS2 29
GADD45 29
B
PEX14 29
LOC1001 29
29361
C170rf56 29
RSAD1 29
TCTA 29
GM2A 29
TLX3 29
RAB11B 29
RABSA 29
CSNK2A 29
2
PDCD7 29
CNDP2 29
TTLL12 29
ACBD3 29
KIAA127 29
9
HIATL1 29
CCDcC47 29
ZNF227 29
SLC20A1 29
MLF1IP 29
PPPDE1 29
HMGB3 29
TAB2 29
EIF1AX 29
KPNA4 29
PVR 29
2842 | PPAN 28
PSMG4 28
FAM54B 28
PEX26 28
S100A13 28
TPD52L1 28
MTHFD1 28
L
ZFYVE21 28
RPS15A 28
PPA2 28
ZNF414 28
NOP16 28
PIPSK1A 28
FAHD1 28
FPGS 28
CTTN 28
MKNK2 28
TIMM10 28
SRRD 28
PEX10 28
LYAR 28
THAP1 28
NUDCD2 28
EED 28
MZT2A 28
SDSL 28
VD 28
MED22 28
NUBP1 28
SEC22B 28
CENPQ 28
DCTN1 28
HOXC9 28
AEN 28
TYSND1 28
HMG20B 28
DHRS7B 28
ANXA1 28
RABSA 28
RASL10 28
B
GPBP1 28
EIF2B3 28
AARS 28
FBXO18 28
CPSF3 28
ATP6V1 28
B2
HSPA14 28
GNPNAT 28
1
MAP1LC 28
3B
CRNKLA1 28
BAP1 28
C2orf68 28
TNPO1 28
GEMIN4 28
LPCAT1 28
WSB1 28

SART1 28
KIAA090 28
7
PRRC2B 28
MAP1B 28
PDLIM2 28
SPTAN1 28
LINCO003 28
38
TMX2- 28
CTNND1

2906 | GLRX2 27
MRPL11 27
LITAF 27
THTPA 27
TPRA1 27
SNRNP2 27
7
VTRNA1- | 27
1
CENPN 27
TXNL1 27
FHL3 27
SNCA 27
HLA- 27
DQB1
MTX2 27
TMEM12 27
9
RBM18 27
HSPD1 27
SIL1 27
RNF34 27
UBE2D1 27
C3orf26 27
SRSF11 27
RNF41 27
ORMDL1 27
MRPS15 27
TMEM14 27
A
METTLS 27
COoQ5 27
DNAJB1 27
1
FBXW9 27
NPAS1 27
QTRT1 27
TEFM 27
TMBIM1 27
DHRS3 27
CRTC2 27
H2AFJ 27
OSBPL9 27
TDP2 27
C170rf63 27
1ISOC1 27
CDO1 27
FKBP5 27
CCDC97 27
VMP1 27
COPA 27
GNB1L 27
BAK1 27
TRIM8 27
CALCOC 27
02
CHP 27
STK11 27
SP1 27
EIF4E 27
SLC48A1 27
KDM5C 27
UBE2S 27
GRIPAP1 27
TMOD3 27
SMG8 27
GNL3L 27
KRAS 27
ZC3H18 27
MSH6 27
ARMC1 27
ME1 27
Suz12 27
NOL9 27
AMBRA1 27
FAM3A 27
RASSF7 27

2976 | SCNM1 26
RBM12 26
BZW2 26
ILK 26
UBAC2 26
NASP 26
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IMMT 26
DYRK1B 26
KCTD15 26
CANT1 26
ZDHHC1 26
[
LOC2844 | 26
08
GBAS 26
TCOF1 26
SNHG10 26
WIPI2 26
MED18 26
HIST1H4 26
A
TCEAL3 26
CCNC 26
SKA1 26
HIST1H2 26
AC
WDR62 26
RABBA 26
HIST1H2 26
Al
MED15 26
DLL3 26
INTS12 26
DRAP1 26
ARFRP1 26
MOB1A 26
GTF3C2 26
C15orf61 26
PUM1 26
DNAL4 26
C9orf82 26
SPC25 26
C11orf48 26
GTF2F2 26
NSMCE2 26
MSRB2 26
DNAJC1 26
CKAP4 26
UBLCP1 26
PYGO2 26
MED25 26
MMS19 26
FUBP3 26
PGAM1 26
NUP43 26
POGK 26
LRRC42 26
RIT1 26
TP53INP 26
2
EMP2 26
FECH 26
LETM1 26
NAA15 26
METTL6 26
PLEKHH 26
3
ARIH2 26
ESPL1 26
NCBP1 26
MKLN1 26
PIGL 26
CREBS 26
TOM1 26
TMX2 26
3044 | COMMD 25
3-
BMI1
COMMD 25
3
SYS1- 25
DBNDD2
C8orf76 25
MLF1 25
BCL7B 25
MAX 25
TMEM12 25
6B
NIF3L1 25
MFSD12 25
SLC6A8 25
ABHD12 25
CEP55 25
SNAP23 25
MT1X 25
P4HTM 25
PSPC1 25
CCDC23 25
DNAJB1 25
2
NXN 25

ESYT1 25
CuL2 25
ORAI1 25
LzZIC 25
CAMK1 25
ZFAND2 25
A
TCF3 25
PPIC 25
PLRG1 25
PTK7 25
ORC5 25
VHL 25
TSTA3 25
MED16 25
RNF26 25
IFT81 25
CERS5 25
DOLK 25
TRAF2 25
ELP4 25
ZDHHC9 25
RALA 25
DDX55 25
CCDC90 25
B
RAP2C 25
UBQLN2 25
UNC119 25
B
GMFB 25
RNF2 25
UBFD1 25
SDC2 25
SDHA 25
INTS10 25
CBR4 25
NFE2L1 25
DGCR14 25
FAM120 25
AOS
WDR26 25
TMEM18 25
5B
SLC25A2 | 25
0
DNAJC5 25
HIF1AN 25
SDHD 25
RPRD2 25
TNRC6BA 25
KIAA010 25
0
CKM 25
FKBP2 25
CCNB1IP | 25
1
TCEAL1 25
SIGIRR 25
WDR13 25
RBM23 25
TSPAN1 25
7
MXI1 25
SUN2 25
GEMIN8 25
RAB4A 25
3122 | BSCL2 24
TOR2A 24
NF2 24
FKBP11 24
DEF8 24
C120rf32 24
SPOP 24
UBAP1 24
TMEM12 24
6A
VTRNA1- | 24
2
YWHAZ 24
KLC4 24
NPTN 24
PUSL1 24
ENY2 24
CLN3 24
UFD1L 24
LOC4013 | 24
97
DHDDS 24
RFXANK 24
EFHD1 24
STX8 24
MVK 24
FDXR 24
ADPGK 24

LAMTOR | 24
3
DPYSL5 | 24
C9orf89__| 24
GGA3 24
SLC5A6 | 24
PXN 24
Cllorfl 24
CBorf55 | 24
NUP98 24
MSMO1__| 24
ARHGAP | 24
1
LAP3 24
ARGLUT | 24
DPH3 24
EXOSC6_| 24
PIAS4 24
KDM1A | 24
UBACT 24
TORIA 24
VCL 24
ZC3H3 24
IRS4 24
ACSL3 24
ERGIC1 | 24
TRMT61 | 24
A
LCLATI | 24
ZNF574 | 24
DIAPH1 | 24
ARG2 24
ACAA2 24
ACTR3 24
PRR14 24
NSUN4 24
IVNSTAB | 24
P
KPNA3 24
PPPDE2 | 24
GGCX 24
STMN3 24
FOPNL 24
C8orf38__| 24
SRF 24
BNIP3L | 24
TSRA 24
MLEC 24
FBXL3 24
EPRS 24
AGPAT6 | 24
ZADH2 24
EXOC4 24
MDM2 24
PLDN 24
ST7L 24
ACACA | 24
AGFG1 24
BRD8 24

3202 | RAB4B 23
MIA- 23
RAB4B
RPL3 23
GSTZ1 23
NAAGO 23
NFE2L2 | 23
FYN 23
GYST 23
TMED5 23
PANK2 23
TAF6 23
BRMST 23
SNAPC2 | 23
DCAF11_| 23
RNF145 | 23
IFT46 23
RAB9A 23
THOC5 23
ATP5H 23
APBB1 23
GMPPA__| 23
TUFT1 23
RLN2 23
HISTIH2 | 23
BC
SERINC3_| 23
PARP2 23
CTXN1 23
RAD51A | 23
P1
RPL24 23
GPT2 23
RQCD1 23
NR2C2A | 23

P
RMI2 23
MFSD3 23
KIF2A 23
LSM6 23
GSS 23
BIN3 23
HOXA7 23
HOXB6 23
BTBD3 23
MPHOSP | 23
H6
YIPF4 23
NKAP 23
BARX2 23
GPATCH 23
3
C9orf40 23
AVPI1 23
HOXA11- | 23
AS1
Suv420 23
H2
PLAC1 23
PANK4 23
SLC2A4 23
RG
VPS33A 23
HOXD13 23
POR 23
LYRM2 23
NUP107 23
NEK2 23
TWISTN 23
B
SELT 23
KRT8 23
LMAN1 23
PAFAH1 23
B1
PRPF40 23
A
EIF5B 23
PPRC1 23
SRSF8 23
ANKH 23
MTPAP 23
BCOR 23
DNTTIP2 23
CARKD 23
ANAPC1 23
1
C15orf44 23
TAX1BP 23
3
CCNT1 23
3279 | DBF4B 22
PATZA1 22
BOLA3 22
C140rf80 22
PRPSAP 22
2
HOTAIR 22
M1
ZNF32 22
GTPBP8 22
BCS1L 22
CRCP 22
GOSR2 22
PSMD10 22
LRRC61 22
DFFA 22
RPS2 22
PRCP 22
LARP7 22
NCKIPS 22
D
RPIA 22
ALG14 22
CCs 22
SKA3 22
COMMD 22
10
TMEM69 22
TXLNG 22
NANS 22
POLR3G 22
L
QRICH1 22
WDR33 22
CXorf26 22
SEPX1 22
CHMP4A 22
CREB3 22
PRKACA 22
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BATF3 22
SBDS 22
MKRN2 | 22
POLR3C | 22
RFK 22
TBCID1 | 22
0B
ORMDL3 | 22
PDDC1 22
Céorf211_| 22
LACTB2 | 22
TGOLN2 | 22
MGAT2 | 22
BFAR 22
PIGH 22
C200rf72_| 22
BPNT1 22
GTPBP2 | 22
TORIAIP | 22
1
SLC25A4 | 22
4
FAM10T | 22
B
NACCT 22
DIS3 22
MKL1 22
TMOSF1_| 22
DDX20 22
WDR82__| 22
MSL1 22
KRR1 22
KBTBD6 | 22
B4GALT | 22
5
CEP41 22
EAF1 22
RNFT1 22
DDX52 22
AXIN1 22
CYP51A | 22
1
MED14 22
Clorf21 22
KIF1C 22
TLNT 22
TPR 22
PTEN 22
KBTBD4 | 22
UBE2G2 | 22
CDV3 22
GBF1 22
FGFR1 22
ADAT3 22

3361 | PIP4K2C | 21
CAMTAT | 21
RPL41 21
RPL10A | 21
POMT1 21
PPCS 21
MT2A 21
TAX1BP | 21
1
CCDC59_| 21
PRKD2 21
CASP2 21
LOC1005 | 21
06469
LYPD1 21
ARL6IP6 | 21
EXOC7 21
GALK1 21
TRAPPC | 21
6B
FAM89B | 21
MVD 21
CLINT1 21
IRF2BP2_| 21
FAM104 | 21
A
BETIL 21
LMCD1 21
NMU 21
GSTA4 21
DPM1 21
APLP1 21
RRP8 21
LIN37 21
CRIPT 21
CDC42E | 21
P1
PIGO 21
CAV2 21
ADNP 21
ASCC2 21

AP3S1 21
PYGL 21
DEDD2 | 21
IER5 21
ZNHIT2 | 21
NUP155 | 21
CENPK__| 21
IER2 21
EFHA1 21
RNF25 21
DLCT 21
SLFN1T__| 21
ZBTB48 | 21
IFNGR2__| 21
FAM192 | 21
A
C2lori2__| 21
ARMC7 | 21
PTDSST | 21
PRUNE | 21
MBD6 21
FOXJ3 21
NAGK 21
HEXB 21
ZUFSP 21
RNF219 | 21
SPRY2 21
ARF6 21
MAVS 21
HBS1L 21
FAMBAT | 21
TMEM19 | 21
4A
ZFAND5 | 21
GNL2 21
RFT1 21
ZER1 21
TIMELES | 21
s
SPAG5 | 21
CCDC6 | 21
ZNF770 | 21
RHOBTB | 21
3
ATPEVT | 21
c1
PARMT | 21
HNRNPA | 21
3
ISY1 21
MIRT7H | 21
G
CORO7- | 21
PAM16
PAM16 21

3444 | MIR3620 | 20
uacc 20
ATPEV1 | 20
H
ZNF644 | 20
ERCC1 20
ZNF384__| 20
IP6K1 20
POLR3H | 20
ZMYM3 | 20
FXR1 20
PDK2 20
RBM34 | 20
C190rf60 | 20
METTL1 | 20
LOC1005 | 20
05761
DUS3L 20
Cborf226 | 20
HAUS8 | 20
IDH3G 20
CARS 20
VGLL4 20
AP3M2 20
SNX12 20
DNLZ 20
NECAPT | 20
EMP3 20
PTS 20
RABGGT | 20
B
RPSA 20
NAT10 20
GPN2 20
IGFBP2__| 20
FAM98B | 20
CWC15 | 20
ILTORB | 20
CRELD2 | 20
JUND 20

TSPAN9 20
WDR73 20
METTL9 20
CNNM3 20
GATA3 20
KIFAP3 20
UNC45A 20
TMEM15 20
9
SWSAP1 20
NCSTN 20
MED9 20
ANAPC2 20
UTP18 20
RNF214 20
TMEM12 20
7
UBA2 20
JOSD1 20
FLYWCH 20
1
FAM36A 20
TOLLIP 20
PEX6 20
RPA3 20
ZNF544 20
TXNRD2 20
SENP2 20
FRA10A 20
C1
PTPRF 20
KATNA1 20
RBM26 20
WIZ 20
SRP72 20
RNF8 20
UFM1 20
CCDC25 20
C20orf18 20
CNOT6 20
STK11IP 20
AKAP8 20
KCTD20 20
EIF3A 20
ITPRIP 20
ZDHHC2 20
0
SMU1 20
ATP6V1 20
A
MLLT6 20
NCKAP5 20
L
CLDN15 20
AMOTL1 20
PRSS23 20
SLC50A1 20
TNIP1 20
DNAH14 20
CHCHD7 20
ZNF410 20
C100rf32 20
KHDC1 20
3537 | NDUFC2 19
KCTD14
SEC14L1 19
GPR137 19
EEF1B2 19
FHL2 19
DSN1 19
POLD4 19
AIFM1 19
HK1 19
PCSK1N 19
HIST3H2 19
A
C170rf90 19
RIOK1 19
PRPF4 19
EIF2D 19
CCNH 19
ATP5EP 19
2
FAM158 19
A
WRAPS53 19
GSTP1 19
ELK1 19
N6AMT2 19
MAPKS8IP 19
2
ETHE1 19
BOLA1 19
TRPC4A 19

P

C160rf91 19
G6PD 19
TTK 19
ARHGAP 19
11A

C9orf37 19
PRIM1 19
NETO2 19
YBEY 19
NDFIP2 19
CcDC11 19
5

SLC9A3 19
R1

PROSER 19
1

APOC1 19
MKI67IP 19
ALKBH3 19
SMYD5 19
MRPS22 19
RPS6KB 19
2

HARS2 19
POLG 19
OGT 19
ZNF579 19
NQO2 19
YIPF6 19
FSCN1 19
SLCO4A 19
1

CENPT 19
ATIC 19
TCF25 19
RAF1 19
ACTR10 19
ZMPSTE 19
24

LOC7283 19
92

TBCA 19
PCOLCE 19
2

KIAA009 19
0

TM7SF3 19
HSD17B 19
12

NPEPPS 19
PPIL4 19
MED20 19
PRRC1 19
DNAJC1 19
1

RPRD1B 19
GPBP1L 19
1

TMEM19 19
UBE2J1 19
UsP7 19
GALM 19
RND2 19
C5orf43 19
ZNF687 19
SCAMP1 19
RINT1 19
GRPEL2 19
SLC31A1 19
PKNOX1 19
ZDHHC2 19
NATSL 19
TNFAIP1 19
LUZP1 19
ZCCHC1 19
0

GSTM3 19
DNAJC1 19
8

SALL2 19
CDK5RA 19
P3

SRRM1 19
SCAF8 19
CDK6 19
GGA2 19
DNAJC3 19
SHCBP1 19
NCAPH 19
DDX50 19
LIN7C 19
DDX6 19
THUMPD 19

1
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CCND2 19
SLC35F1 19
MTHFD2 19
L
WDRS83 19
MAPKAP 19
K3
ATG12 19
LOC4042 19
66
EIF1AD 19
FAM122 19
A
AP3S2 19
3650 | URI1 18
C7orf49 18
ATP13A2 18
C200rf7 18
MGST2 18
RWDD1 18
RPL34 18
TMEM13 18
8
HMMR 18
NARF 18
SLC25A1 18
9
CNOT2 18
NADK 18
BPGM 18
PRR24 18
SH3BGR 18
HIST2H2 18
AC
PSEN2 18
TROVE2 18
FAM204 18
A
LEMD2 18
THRA 18
UPF3B 18
C1orf52 18
RPL6 18
INPP1 18
CD97 18
SCRN2 18
SURF1 18
FOXRED 18
2
C13orf27 18
CAMTA2 18
PPP1R1 18
4C
GPAA1 18
NXT1 18
AKT1 18
CCDC13 18
0
COMMD 18
8
MAPK14 18
SWI5 18
TXNDC9 18
NET1 18
POLR2D 18
ALDH16 18
A1
ERGIC2 18
ACP2 18
TBCE 18
EIF2AK1 18
EFHD2 18
CcoQ10B 18
NDUFA5 18
BSDC1 18
CHST14 18
FBX028 18
MELK 18
GTSE1 18
PROSC 18
PREP 18
DDX28 18
SP2 18
PHKG2 18
DDX23 18
SCAP 18
DENR 18
GATA6 18
NPTX2 18
HSPH1 18
ZIC5 18
RABGEF 18
1
POGZ 18
EPCAM 18

CC2D1A 18
C4orf46 18
CCDC71 18
L
APEX2 18
MLLT1 18
AMFR 18
IFFO1 18
PNISR 18
AGFG2 18
KCTD2 18
SLC25A3 18
2
RNF44 18
GBA2 18
CDK12 18
ALG1 18
GORASP 18
1
F11R 18
ZNF777 18
AMBN 18
ZNF776 18
NR1D1 18
ABCA3 18
CASK 18
RMND5A 18
DDX31 18
HEATR2 18
CDS2 18
FAM199 18
X
GPR180 18
TUBB 18
KDM5B 18
PID1 18
IQSEC2 18
TFDP2 18
3755 | PGAP2 17
MEN1 17
LARP4 17
MPG 17
IFT27 17
ASPSCR 17
1
DPH5 17
HTATIP2 17
DCAKD 17
WRB 17
SHARPI 17
N
C3orf78 17
DHRS1 17
ZFAND1 17
CETN3 17
NELF 17
MIR10A 17
RPUSD2 17
MRI1 17
IFRD1 17
ENTPD6 17
CHCHD4 17
ALDH18 17
A1
CHPF 17
MKKS 17
MSX1 17
FANCL 17
RILPL2 17
CHMP2B 17
CFDP1 17
COX7B 17
CDCA7 17
COPB2 17
PDEGD 17
THAPS 17
C120rf52 17
MED7 17
RTCD1 17
TMEM9B 17
C19orf51 17
PRPF38 17
B
RSU1 17
SFXN2 17
1ISG20L2 17
CERCAM | 17
JMJD8 17
I1ST1 17
TTC38 17
PAWR 17
TSPAN6 17
REXO4 17
SLC25A3 17

6
RFC1 17
XRCCH1 17
ANKRD4 17
0
VPS45 17
RANBP9 17
COPG2 17
ASB8 17
FANCG 17
TRAF7 17
ISCA2 17
GNAI1 17
KATNB1 17
CHD8 17
MED30 17
SAAL1 17
CDR2 17
SCRIB 17
DCPS 17
METTL3 17
MTMRA1 17
PRKAR2 17
B
CRBN 17
MESDC2 17
SCD5 17
KLHL21 17
ZNHIT6 17
PRKRIP1 17
DNAJB9 17
DHX34 17
PPM1F 17
RAD21 17
CBX2 17
HJURP 17
ESRRA 17
SLC35F2 17
FAM210 17
B
LOC1006 17
30923
NAGA 17
HOXB3 17
KIF4A 17
CLASRP 17
HMGBH1 17
RRAGD 17
SHB 17
DSG2 17
RPAP2 17
JAK1 17
NUP210 17
CAD 17
RBM27 17
C9orf9 17
DNAJC1 17
9
EEF1E1- 17
MUTED
WBP1 17
INO80B- 17
WBP1

3862 [ CTNND1 16
SNORD5 16
8B
RPL36A- 16
HNRNPH
2
DAG1 16
SEPT9 16
LAMA4 16
ODF2 16
ATL2 16
SLC9A3 16
R2
FAIM 16
MAPK8 16
YPEL3 16
NT5C3 16
PLA2G16 16
MIER1 16
AARSD1 16
LOC1003 16
06951
CHFR 16
COMMD 16
7
PHC2 16
CPVL 16
ALG8 16
LIPA 16
WDR45 16
MRPS17 16
EIF4H 16

ADCK4 16
UCKLA1 16
LYRM5 16
HOXA3 16
DNASE2 16
MMAB 16
TMEM60 16
SAP30 16
EXOSC8 16
NSMCE1 16
C160rf48 16
RPL26L1 16
FADD 16
UBXN2A 16
TTI2 16
CCDC28 16
A
ACN9 16
COMMD 16
2
CLCN3 16
BRI3BP 16
PODXL2 16
FERMT2 16
PGS1 16
ANKRD5 16
4
C11orf46 16
CARS2 16
SFT2D3 16
CCDC22 16
FAM177 16
A1
LIMA1 16
ZNF598 16
TMEM20 16
9
C120rf23 16
STX12 16
VASP 16
NCOA5 16
JKAMP 16
ELP3 16
PXMP4 16
C50rf30 16
SNRNP4 16
8
FADS2 16
CUL4A 16
RABIF 16
FAM171 16
A1
FARS2 16
ZNF212 16
C100rf47 16
C7orf42 16
ACAT1 16
SNX8 16
FTSJD2 16
TIMP3 16
APOBEC 16
3F
CAND1 16
SGCB 16
PHAX 16
UBE2QL 16
1
EPT1 16
MID1 16
YLPMA1 16
DSP 16
SPEN 16
DHX29 16
SEC62 16
ZNF184 16
ANKRD1 16
7
PVT1 16
HSF2 16
TMEM13 16
4
PRMT2 16
C150rf57 16
PMP22 16
SLC25A2 16
6
MDFIC 16
KIAA126 16
7
NFIB 16
CAMK2D 16
ARNT 16
FAM24B 16
KTI12 16
3969 MYCBP 15
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ZFYVE27 15
FMR1 15
FXN 15
ANO6 15
PRKRA 15
MOCS2 15
CRABP2 15
PPP1R8 15
TMEM99 15
ZNF385A 15
TMEM14 15
B

MAPRE2 15
CRYZ 15
THOC6 15
HIST4H4 15
GPSM1 15
CDC25C 15
NUP93 15
MAEA 15
RACGAP 15
1

MRPL35 15
ARHGEF 15
1

IFT20 15
C170rf53 15
SCAF4 15
RNF14 15
CRADD 15
GTF3C6 15
DNM1L 15
GCDH 15
TPM4 15
IFITM1 15
C60rf130 15
SELENB 15
P1

MGRN1 15
CASP3 15
DCK 15
PIGU 15
PICK1 15
NRF1 15
DUS2L 15
CRLS1 15
SLC25A1 15
4

PDCL3 15
C18orf56 15
TFPT 15
CHAMP1 15
COG2 15
DHRS7 15
PSMD1 15
C200rf17 15
7

CCDC34 15
CA8 15
INPP5J 15
SUGP1 15
SLC1A4 15
C190rf29 15
CCNE2 15
POLR3F 15
TEX10 15
FAM60A 15
C1orf135 15
C9orf114 15
TCF4 15
B4GALT 15
4

CLK2 15
C12orf4 15
HUS1 15
LIG1 15
SFSWAP 15
PRPF39 15
ELF1 15
PIP4K2A 15
ACBD7 15
LZTFL1 15
SH3BP1 15
TUBGCP 15
4

C150rf39 15
OCRL 15
SNAPC3 15
TXNDC1 15
5

HAUS7 15
HADHA 15
TIFA 15
LMBRD1 15

EIF3E 15
WASL 15
SLC12A9 | 15
TP53RK__| 15
ERLINZ 15
PRKAR2 | 15
A
KIAAO49 | 15
4
ST13 15
GPATCH | 15
8
MTSSIL | 15
SEPT11 15
RLIM 15
MAP1S 15
BCL10 15
DTL 15
RBBP6 15
NCAPG 15
CERS6 15
LDOCIL | 15
IMPAD1 15
CDKAL1 | 15
HSPAS5 15
PCGF5 15
STK17A__| 15
SLC38A1 | 15
0
ATF6 15
SRCAP 15
GLI3 15
NSL1 15
DYNCIH | 15
1
GLUD1 15
PER1 15
SEC22C | 15
TSC22D | 15
1
QK 15
STX16 15
IARS2 15
SNORD8 | 15
1
NDNL2 15

4094 | PTPRA 14
Céorfl 14
CDCATL | 14
ACTN1 14
CDC7 14
TFCP2 14
MINPP1 14
DNAJCT | 14
2
ZDHHC4 | 14
ALG5 14
TM2D3 14
GPC3 14
GCH1 14
C16orf57 | 14
HPCALT | 14
PSMB10 | 14
IFT43 14
CYBA 14
RBM38 14
MRPS28 | 14
GGA1 14
RARG 14
RAP1A 14
ARFGAP | 14
2
HNRNPH | 14
2
CMTM8 14
GAD1 14
TMEM12 | 14
0A
MRPS5 14
C200rf19 | 14
6
BAGALT | 14
7
C200rf20 | 14
NUPL2 14
FAM57A_ | 14
ALG12 14
ZDHHC2 | 14
4
TPBG 14
COoQ9 14
SELRC1 | 14
MAN2B1 | 14
MIS12 14
EXOC3 14

DNPEP 14
SPG20 14
XAB2 14
PLCG1 14
IDH1 14
CBX4 14
PAQR4 14
SNRPA1 14
VPS37C 14
UTP6 14
SNIP1 14
SMAP1 14
CCDC13 14
7

RNF20 14
AP1S2 14
RAB12 14
RIC8A 14
STARD3 14
NL

CBX6 14
SQLE 14
HS6ST2 14
ZSWIM1 14
TBC1D1 14
5

FZD2 14
ALX1 14
FAHD2A 14
VAC14 14
E2F2 14
SMARCA 14
1

BRD4 14
LEF1 14
RFX1 14
ABLIM1 14
C150rf17 14
FLJ2218 14
4

LENG8 14
RPRD1A 14
MSRB3 14
BICD2 14
KIAA158 14
6

OGFOD1 14
ZNF530 14
DSCR3 14
SART3 14
LPHN1 14
ZNF749 14
LIN28B 14
OBSL1 14
GTF2E1 14
KIAA018 14
2

SNAPC5 14
NUMA1 14
FBXO46 14
VPS11 14
ACO2 14
BBS1 14
KIAA146 14
7

ZDHHC5 14
DVL3 14
LRRC58 14
FAM105 14
B

SREK1IP 14
1

PCIF1 14
FAM105 14
A

WNK1 14
RBM15B 14
RGMB 14
SLC35B4 14
CARD10 14
EFNB2 14
UBQLN4 14
LOC1002 14
16545
ZNF585A 14
POLRMT 14
DNAJC1 14
6

SLC39A1 14
0

MAML1 14
ORAOV1 14
CEP89 14
DNAJC2 14

1

HMGXB4 14
SLC30A5 14
PICALM 14
CXADR 14
EPB49 14
RAP1B 14
ATP5J2- 14
PTCD1
MIR93 14
MOB4 14
4225 GLB1 13
MBD1 13
STRADA 13
NKRF 13
ARL5A 13
SCcoC 13
C9orf116 13
ISCU 13
SMOX 13
ARPC1A 13
HIST1H2 13
BF
HADH 13
C170rf58 13
COQ10A 13
MYADM 13
PPAP2A 13
TLX1 13
APOBEC 13
3C
WDRS 13
PCTP 13
TCEA2 13
TRNAU1 13
AP
EBAG9 13
CCDC10 13
9B
MRPL32 13
TM2D2 13
C19orf55 13
RBPJ 13
STXBP2 13
C120rf75 13
SS18 13
THG1L 13
VTI1B 13
IGSF8 13
MINK1 13
AFMID 13
E2F4 13
RPS6KA 13
4
CHPT1 13
TMEM18 13
CBR3 13
TJP2 13
SLC25A3 13
3
THUMPD 13
3
HIST2H2 13
BE
TMEM20 13
6
PLEKHO 13
1
SLC39A6 13
BBIP1 13
Cb5orf39 13
KCTD17 13
MAPRE3 13
LOC1001 13
33311
FOXF2 13
ATG3 13
PPID 13
GGPS1 13
RPL22L1 13
PEX2 13
SAYSD1 13
MAP2K1 13
CYFIP1 13
ADM 13
FADS1 13
FAM173 13
B
ARL5B 13
TMEM41 13
A
WWOX 13
FBXO21 13
FDX1 13
C9orf64 13
RREB1 13
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FAM126
A

HOXC10

AP2A2

NAPG

ZBTB8O
S

TOP1

MSI2

COL4A2

NSA2

MCM8

FAM120
C

MED13L

PHF10

KDSR

NUF2

GPR107

CSRP2

ZFYVE20

CGRRF1

RB1

TOR3A

HNRNPA
1P10

RP9

ETV3

WDR25

PURB

HOXD10

STX6

CCNY

SETD1A

HOXA4

WDR12

EXOSC7

ZC3HAV
1

NKX2-4

NPRL2

KCNMA1

DERA

VTI1A

DEPDC1

PHIP

UPP1

ANKRD1
1

MBD4

PNO1

RC3H2

NPHP1

CROCCP
2

VPS53

NUDT11

CHEK1

SLC27A3

TAF1C

RFWD2

NRP1

BCAR1

ALDH3A
2

HOXC6

MFF

MOB2

ZDHHC1
8

MIR660

PPWD1

LOC1444
38

CREB3L
2

TSPYL4 13
SMARCA 13
2
CALD1 13
HPS1 13
KIF11 13
TRIP4 13
KDM4A 13
SLC25A1 13
5
RECQL4 13
EHD4 13
ACOT2 13
TRIM44 13
TP53BP2 13
TMEM19 13
1A
ETS2 13
DLAT 13
SKI 13
FOXJ2 13
PLSCR1 13
COX19 13
WIPF2 13
CKMT1A 13
CLDN1 13
BLOC1S 13
3
GPX8 13
WAPAL 13
LYRM7 13
KCMF1 13
HEXIM1 13
PPM1E 13
NOP58 13
NAA25 13
SNX18 13
PCYOX1 13
SIPA1L3 13
SEC16A 13
RNMT 13
TMEM33 13
HUWE1 13
INPPL1 13
VPS39 13
NUS1 13
UBE3B 13
UBR4 13
TNFRSF 13
21
GOLGA2 13
EEF1D 13
C7orf46 13
COMMD 13
5
PRR7 13
DMAP1 13
YIPF1 13
FIP1L1 13
CSNK2A 13
1
PML 13
ARHGEF 13
2
ASPH 13
BAG5 13
DCAF8 13
RERE 13
DCP2 13
VEGFA 13
NBL1 13
C1orf151 13
NBL1
HEATRS- 13
TTC4

4362 | LMAN2L 12
PTGES2 12
CMTM3 12
XRCC3 12
CYBASC 12
3
SSBP3 12
INO80C 12
ACD 12
POLL 12
SELM 12
ABI1 12
RUFY1 12
TMEM10 12
7
MPP1 12
PPP2R1 12
B
HIST1H2 12

AB
ZNF302 12
SMAD1 12
TFIP11 12
AIFIL 12
ITPKA 12
SEPP1 12
MFGES 12
CALCOC | 12
o1

TAF11 12
CEPT1 12
RHEBLT | 12
ERLECT | 12
PIM1 12
UNC50 12
LOC4409 | 12
44

CAMSAP | 12
3

RPE 12
SERPIN | 12
B1

CNOTY 12
EVL 12
FRG1 12
AMH 12
TIMMO 12
TLE3 12
RFNG 12
BRF1 12
IFNGR1 12
KCTD13 | 12
DI 12
ZNF3 12
GUSB 12
TXNIP 12
SMARCC | 12
2

CENPO 12
RALB 12
BCL7A 12
ASH2L 12
MCOLNT | 12
FGFRL1 | 12
PLBD2 12
F12 12
SLC25A2 | 12
3

NUP54 12
CUL1 12
MTRR 12
FLT4 12
DYNLT3 | 12
ZNF260 12
GALNT1 | 12
1

KDELC1 | 12
C120rf29 | 12
FAM175 | 12
B

CNO 12
PISD 12
CREBZF | 12
SGSM3 12
ABCE1 12
SUV420 | 12
H1

MPP2 12
AFG3L2 | 12
SLC25A3 | 12
8

ZNF628 12
GCLM 12
MYH14 12
PLEKHM | 12
2

KIAAO93 | 12
0

UHRF2 12
STIMA 12
UBE20 12
MSN 12
WDR75 12
DENND4 | 12
B

MMGT1 12
UBAP2 12
TRIT1 12
POLA2 12
CRTAP 12
KIF1A 12
GSK3B 12
TCEANC | 12
2

4491

MIR20A

UAP1

P2RX5-
TAX1BP
3

PPME1

ZCCHC3

ANKHD1

SIKE1

UBOX5

SUV39H
2

MARVEL
D1

BCAS4

CWF19L
1

IFI6

RAB18

HYI

PRSS16

SLC41A3

KHDRBS
3

SRP19

RRS1

TRMT1

GLTP

RNF121

GFER

ASB13

TARS2

LGALS3

SIX5

FZR1

MECP2

RANBP3

OLA1

ZFP36L1

DROSHA

ORC1

BRAP

STAT3

ADRBK1

SLC6A9

MCU

AKAP1

ZNF263

AMMEC
R1

CTNNAL
1

TACCH1

CDC27

CAGE1

PPTC7

MIF4GD

CYB5D1

ZSCAN2

SKP1P2

BBS10

NUPR1

AMMEC
R1L

LOC1001
29250

MAK16

PKN3

HILPDA

LIMD2

CNFN

CPNE3

HMGCL

CSTF2

APOO

BMP7

MBIP

ST7

TECR

MTAP

ZMYM6N
B

NAGLU

SCML1

FTO

CAST

CPOX

THUMPD
2

CDR2L

RFWD3

RAMP1

CKs1B

METTL1
6

HDDC3

BBX

HIST2H3
D

SLC35E1

IARS

SNHG12

CTR9

MNX1

CERK

HTRA2

DOT1L

FLJ4690
[

H2AFY2

RND1

S818L2

WDR24

TMEM16
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GAPVD1

10

KATNAL
1

10

TFAP4

DPP3

ATG2A

10

USP19

ZRANB3

10

CHAC2

CNTNAP
2

10

HS1BP3

NHEJ1

PKN2

10

SFN

BMS1

10

GXYLT1

10

ITGB1BP
1

o] (=] (o] [(e] (o] [Vo] [(e] Vo]

ALG10B

10

PKIG

CTNNBI
P1

©

TEAD4

10

PLD6

UBXN11

10

PTPN18

SLC10A3

10

CXorf69

CTDSP1

10

ACAD9

TRAF3IP
2-AS1

10

TIPARP

LRRFIP2

MRRF

10

RWDD2B

B4GALT
2

10

AIFM2

TNPO3

MATK

10

YAF2

NEO1

10

HDHD3

TSC2

DHX36

PHF8

10

RAB38

PBRM1

10

MESP1

KIAA091
3

10

METTL2
A

el [(e] (o] [(e] o] (Vo] (o] Vo] [{e] o] [(e] [(e] [Vo] [(e] Vo]

KATBA

10

BCAS3

EXT2

10

ZNF784

TNRC6B

10

API5

TMEM18
9-
UBE2V1

10

CHMP4C

ARL16

PLOD1

MIR423

10

ZBTB17

TNFAIP8
L2-
SCNM1

MAP3K1
0

o] (o] o] o] [(e] Vo] [(e] Vo]

8
PPM1D 11
MED17 11
DDX19A 11
ZNF254 11
C17orf51 11
CUL3 11
KIAA031 11
9L
UBXN7 11
RTKN2 11
SETD5S 11
DCP1A 11
GLG1 11
SUCLG2 11
FLJ2386 11
7
PODXL 11
LANCL2 11
SSH2 11
KLHL18 11
EPC1 11
SIK3 11
LOC6433 11
39
FANCC 11
SEPT8 11
CAMK2G 11
ATG13 11
LOC1006 11
16530
MCFD2 11
ASB3 11
4650 | FAM213 10
B
SNX15 10
TSPAN4 10
NFU1 10
OXR1 10
AZI2 10
SGOL1 10
PSIP1 10
SGOL2 10
PCDH7 10
PHLDA2 10
RPS28 10
PPIL3 10
MIR222 10
RABGGT 10
A
QPCTL 10
PDPN 10
MAPK?7 10
HIST1H2 10
BO
CASP8 10
FBXO5 10
TINF2 10
LENG1 10
AHCYL1 10
C5orf44 10
ARMCX2 10
MARCH9 10
OSTF1 10
WARS2 10
RHOV 10
GLI4 10
FBXW5 10
BAIAP2 10
RBM28 10
PYCRL 10
MYPOP 10
UQCRC2 10
C70orf23 10
SH3GL2 10
TRMT6 10
POFUT1 10
CoQ6 10
LRIF1 10
SLC2A8 10
KPTN 10
NR2C1 10
RFX5 10
JUNB 10
C1orf174 10
CYRG61 10
TLCD1 10
COA5 10
ABHD8 10
WDR41 10
USP33 10
ABHD10 10
PIGW 10
LOC4015 10

88

C18orf8__| 10
EEF1A2_| 10
SGK196 | 10
PSEN1 10
LSM14B__| 10
BNIP2 10
BAMBI 10
HIBADH | 10
CCDC53_| 10
coa3 10
HADHB | 10
FAM206 | 10
A

SEC22A_| 10
SELO 10
C30rf39__| 10
PTER 10
ANKRD4 | 10
6

PPPIR1 | 10
6A

B4GALT | 10
1

TSPAN3 | 10
3

LRFNT 10
ZNF404__ | 10
TRUBA 10
MTMR2 | 10
SLC25A3 | 10
0

GPM6B__| 10
CCDC9 | 10
A

WDTCH 10
HACL1 10
TRAIP 10
EPHA2 10
TBC1D2 | 10
5

NOC3L 10
DCAF16__| 10
CHDIL 10
NEFL 10
PANK3 10
SMAD3 10
SSFA2 10
WDR3 10
VPS36 10
GPC4 10
RAB3GA | 10
P1

PPFIA3 10
ANGEL1_| 10
NCS1 10
ZFP36L2_| 10
KIAAT73 | 10
7

PEX3 10
FAHD2B | 10
TRIM35__|_10
OGDH 10
SMS 10
SYT11 10
RCN1 10
TGFB1 10
ANKRD1 | 10
0

GFM1 10
SLC38AT | 10
PPP1IR1 | 10
58

PNMA2 10
WDFY1 10
CEBPZ 10
RPAP1 10
ZNF678__| 10
KDM3B 10
PRKD3 10
ZNF142__ | 10
UBXN4 10
BCORL1_| 10
PDCD11_| 10
SLC41AT | 10
NUFIP2__| 10
GNAT3 10
SBF1 10
LLGL1 10
ENAH 10
NUP50 10
ANGEL2 | 10
TOP2B 10
FAM208 | 10
A

4818

B9D1

TMEM21
8

©

LLGL2

CRLF3

PDHX

FKRP

GFM2

CLPB

CYB5D2

GDAP1

FASTK

TRAF4

ARMC10

MED21

FGF13

WWTR1

GALE

LZTS2

SMAD7

C14orf21

TAZ

SIAH1

MTERFD
2

] [{e] (o] [Ne] (o] Vo] [(e] Vo] [(e] (o] Vo] (o]

ATXN7L3

SRXN1

ZNF345

L3MBTL2

PCCB

RBM4B

GLRX

STEAP1

UIMC1

HPS6

TBPL1

INCENP

C5orf45

HMGCR

METTL1
3

ej[(e] o] [(e] Vo] [(e] (e}

MSI1

WBP4

RAB7L1

ZW10

C1orf182

C9orf100

MAPKAP
1

©|(o|©

ZIK1

FIZ1

RCCD1

ALYREF

CAPN1

SUMO2

FAM193
B

Nej (o] (o] o] (o] Vo] [(e] Vo] [{e] (o] (Vo] [{e] Vo] [{e] Vo] [\o] (o] Vo] [(e] Vo] [(e] [(e] [Ne] [Ue] Vo] (e}

LOC1005
06233

ej (o] o] (e}

CuL4B

PI4K2A

POC5

NUMBL

PINX1

GTPBP5

SBDSP1

MXD4

RPS26

SPTLC1

AK3

NUP88

XPNPEP
1

ej (o] o] [(e] Vo] [V}

CMIP

ARMCS

ARFIP1

LIMK2

TFAP2A

CDK10

TCTN3

RAP2A

NKIRAS1

TM9SF4

RMND5B

NFS1

TP73-
AS1

Kej o] (o] o] [(e] Vo] [Ue] [(e] [{o] [(e] Vo] [(e] Vo] (Vo]

COoG4

CD2AP

FAM71E
1

Olo|olo|o|o|v|©

ABCD4

C220rf25

ACOT9

DAK

BCL2L1

SETD8

GDF15

TMEMS50
B

e [{e] (o] [e]

ARFGAP
3

Nej (o] (o] [Ne] [(e] Vo]

RAB32

TNFRSF
1A

©

ALDH4A
1

©|©

TPP1

ZNF569

OSGEP

WDR43

AZIN1

TRIM68

ENDOV

©|(o|©

SMC2

©olo|o|v|©o

119



ANHANG

HDAC6

GOSR1

VEGFB

NFATC2I
P

©|(w|©

RNF146

FKBP1B

HSPA2

ZNF668

GOLT1B

CMTM7

UCHL5

YPELS

YTHDF3

PCK2

PPP1R1
3L

©olo|o|v|©o

NSMCE4
A

fecd o] Keo] [or] [on] [oo] [oc] Hoo)

UPF1

SLMO1

CLSTN3

Cé6orf126

SMC3

TMEM42

STX7

EML2

SPATS2
L

|||

SLC39A8

RCAN3

SPECC1

HRK

RBBP9

PARD3

NUP62C
L

o |Co|Co|CofCo|CofCo| o

KPNA1

TFB1M

HIST1H3
F

@

MED12

EIF3F

MTX3

TMCO6

ASB1

SH2B1

UAP1L1

EDARAD
D

0o (00| 0o o

ZNF512B

INTS9

BIRC2

DTD1

HLCS

RBP1

ATXN2

LPPR2

PM20D2

Céorf162

KIF3B

OAF

KLHL9

NDUFS1

UTP14C

SLK

HLA-
DRB5

fecdfen] [oc] Koo] o] Koo] o] [oo]

SEC23IP

SUFU

C9orf156

DDB2

DYNCI1LI
2

Nej (o] o] [(e] o] Vo] [(e] [Ne] [(e] Vo] [Ue] [{e] Vo] [{e] Vo] [(e] Vo] (Vo] [(e] Vo] (e}

GKAP1

MAP3K7

MBD2

PHLDA3

NEK3

NUP35

DYRK2

HECTD2

PIGM

C3orf52

RPS6KA
3

©olo|o|v|©o

SMTN

PRKDC

HOTAIR

SULF2

SNTA1

HEMK1

DRAM2

EIF4B

C7orf26

ZXDC

YAE1D1

ZYG11B

ARRDCA1

PCNT

STK16

TRMT5

C1orf124

SPTBN1

CDC42E
P4

fecd o] oo) [oo] [on] Koo] [oo] Koo) [o] o] [oo] Ko] Koo] [oo] Kob] [oo] [on] Hoo)

TFP

RIMKLB

PRPSAP
1

@

MACF1

ITFG2

MTFMT

LYPD6B

POLE2

DEXI

BEND7

Nej (o] o] [{e] o] Vo] (o] [Ne] [(e] Vo] [{e] (o] [Ve] [(e] Vo] [(e]

1QCD

SIX1

HEY1

XKR8

CHKA

HIST1H2
AD

ej (o] o] (e}

KLHL26

C8orf82

CAMK2N
1

foc] [e] Koo] o] Koo] o] [o] foo] o] Koo] o]

MIR106B

HOXB5

PPAN-
P2RY11

©|(o|©

PALLD

5014

MTHFS

TPST1

TSNAX

PARP6

NR3C1

RNF115

ABHD11

C170rf85

RTN2

METTL7
A

fecd o] oo) [on] [on] Koo] o]

ZNF274

C3orf33

PQLC2

OGFOD2

TSLP

SYDE1

CAB39

PDCL

C11orf57

ZNF391

LOC1004
99177

fecd o] Koo) o] [o] [oo] [oc] Koo] [oo] Hoo] (o5)

MAP3K1
1

fecd o] Koo] [or] Hoo] [o0)

SLC1A3

DHX38

ELAVL2

RNF122

EXO1

ATP13A1

ADD3

MTIF2

NFX1

SP3

LOC1503
81

o |Co|Co|Co| 0

ACOX1

SBNO2

KIFC3

LRRC57

AGGF1

SREK1

DDIT3

C1orf109

ZNF200

NCAPG2

PBX1

GOLGAS

UHMK1

NEK9

BCL11A

EN2

GPN1

1QCB1

TMEM80

1PO8

ATP5S

ABHD4

PBX3

ADAMTS
1

fecden] (o] Koo] [or] Koo] [oo] [oc] [o5] [oo] Hob)

IAH1

LSM12

LINCO003
39

~ [~~~ N~~~

BAHD1

TATDN3

~

ABCF3

C14orf14
2

~

NUDT12

SPHK2

CXorf38

SMPD1

NLK

SLC35A1

MIS18BP
1

fecd o] oo] o] [on] Koo] o]

LOC1005
06649

~ [~~~

RYBP

CLK3

SLIT2

FBXO17

UBE2G1

RPP40

MB21D2

ANXAB

LRRC14

ZC4H2

ZC3H7B

ANKRD1
3A

00| 00| 0o 00| 0o |0o|0o

CRYBB2
P1

~ [~~~

SCAMPS

~

CEP57L1

RNFT2

~

SEC23A

ESYT2

SPATAS
L1

~

MUT

GALT

~

HERCS

RNF111

LOC1001
31089

~

KLF3

FHOD1

MAPKAP
K2

~

EXOC2

PEX16

BBS7

S100PBP

BRD3

ZNF259

ZNF16

TIMM21

SPPL2A

RBM45

TBRG1

MYO19

TMEM39
B

~ |~ N~~~

STK4

ALKBH4

NT5C2

DNAJB2

MTA3

NECAB3

NEK7

IDH2

C170rf39

TRIM4

SNX4

UFSP2

ECT2

MRM1

EXTL2

FEZ2

MED13

ALG2

TMEM18
1

fecd o] ool [oo] [on] Koo] o] Koo] [oo] [o] {oo] [on] Koo) [oo] Koo] [oo] [on] Koo] [oc] Koo] [oc] [oc] Hon] [on] Hoo)

DHRS13

MRPS9

MRPL19

ZNF84

METTL1
0

~ [~ NN NN~ ]~

TWF1

ORAI3

TARBP1

KRT18

AIM1L

SCIN

RCLA1

ACSS1

C1orf213

CNPY4

~ [~~~ N~

MAP3K2

SIPA1L2

FAM113
A

ZDHHC3

CLN5

THSD1P
1

fecd o] Koo) o] [on] Koo] [oc] Koo] [oo] Hoo] [o0)

GIT1

PDLIM3

SIN3A

SPA17

SIN3B

FNIP1

SLC7A6
[OF]

~ [~~~

ARID2

CCDC9

TNKS

TMEMS53

TRAPPC
10

o (00| 000|000

C8orf42

TWIST1

CLEC2L

P4HAT

KATEB

MARC1

RBM33

SLC12A5

DENND1
A

~ [~~~ ]~

STARD1
3

0 |Co|Co|0o| 0

DYRK3

~

MAPK9

FAM117
A

~

DIDO1

ECE1

~

SMPD4

FOX04

SEZ6L2

TCF7L2

TMEM38
B

SNORD2
5

o (Co|Co|Cof0o|Co

CREB3L
4

LEPROT

BTG2

~

NAT6

RELB

~

CHMP1B

TBC1D7

THAP10

RNU11

MIR21

PPP1R9
B

0o (0o| 0o o

GMPPB

fecd o] Keo] o] Koo] [oo] [oo] Koo] [on] Kob] [oc] Hob)

UBE2W

FBXW4

fecd o]

5201

APITD1

SH3BP5
L

~

TMED7-
TICAM2

~|~|Co|0o|

RPP14

RNF130

C9orf5

~

BTBD10

RNASE4

CDKN2AI
P

~ [~~~

120



ANHANG

RSPRY1

ELF4

ZMYND1
1

EARS2

PPP2R5
A

TMEM87
A

SYK

C140rf12
9

H3F3C

~

CPT2

~

LOC9224
9

~

OIP5

FOXP1

ERCC2

TUBG2

SPIN1

EXOG

C140rf16
9

SN N1 ENTENTEN] EN1 BN

RBM48

PHF17

PLAGL2

GCC1

KBTBD2

NEDD1

GMEB2

STXBP3

TOP2A

MCEE

KIAA143
0

~ [~~~ NN NN~

PITPNC1

MXRA7

AP3B1

SOX12

SLC25A3
7

~ [~~~

TAOK2

TMEM64

CXorf40B

CDH2

PIGK

CCDC3

PLA2G15

FKBP14

HSPA13

SSX2IP

TBC1D1
3

~ [~~~ N~ N~

SUPT7L

C1orf96

C160rf70

WDR76

TAF8

METAP1

PIK3R2

NAF1

FBXW2

C6orf89

UXS1

ADAM10

FBX044

LOC1005
05483

o

NCAPD3

CRELD1

GJB2

SLC4A1
AP

~ [~~~

MITDA1

COG5

SFR1

SLC35B3

GAK

RNF38

C21orf11
9

(o2l (o] [o2] (2] [o3] [e))

PLOD2

UFL1

MAD1L1

C70orf43

ZNF507

PRR19

ITGB1

EDIL3

RTKN

UBTD2

DCAF6

RWDD3

RIMS4

TRIM38

RPL12

CCNE1

VASN

MTERFD
3

(o2l [} [e>] [2] [o] [e))

RPAP3

ZMIZ2

CNNM1

ZNF239

PCBD2

THOC2

WDR4

PDCD6IP

SAV1

LLPH

SMAD9

STXBP1

NME6

ZBTB10

C7orf60

NPCA1

VKORCH1
L1

[l (@] kel [ [o3}

CD68

ZNF639

PDSS2

SUCLA2

LRCH4

BAG4

TLE6

FLJ3130
[

[l (o)

LIMS1

NRARP

TMTC3

CDKN2B

SLC35G
1

o

TRMT11

RDX

AKAP9

CCDC10
1

o

TBC1D9
B

[l (@] kel (o] [} [e>] [2] ke2] (] [o] ke2] [o] Ke2] (2] ko2] [e2] (] Ke2] (] Kep] 2] (o)}

RELT

SNX27

SNAP47

C9orf69

ZNF527

SLC44A2

EEFSEC

CENPE

FAMS58A

SLC15A4

C170rf99

SH3BPS

C4orf27

MLL

ECE2

MTRF1

SLC37A3

ZSCAN2
1

(o2l (o] [e>] [o2] [o2] (o))

REEP3

C1orf159

ACCN2

ZNF638

TTF1

PRIM2

REEP1

DBNDD1

PTPRG

NLRX1

RPSAPS
8

(o2l (@] [e))

DYNC2LI
1

S S S S S ] S N N

PTPNG

IKBIP

NCOA7

SKAP2

FUZ

~

TRNP1

CKMT1B

SLC25A2
2

~

FLJ4366
3

(o2l (o] ko] [2] [e>] [e2] [o2] ke2] ] Kep] (o] [o)] Kep] o3}

KIAA182
[

(o2l (o] {er] (o))

EPDR1

LMF2

SMEK1

ACAA1

CTH

TMEM21
4

[l (o)

SGMS$H1

SIAH2

MFAP3

YBX1

HIAT1

PPP3CA

coQ2

STAMBP

ULBP2

ARHGEF
3

(2l @] kel (o] [}

MYO1B

USP16

HSD11B
2

(o2l (o] [o] o))

XPOT

ZNF557

PTPLA

FAM111
B

(o2 [e)

WHSC1

GNG2

EDA2R

PDIK1L

PDSS1

CTDSP2

BCAP29

ZNF138

osBP

LCOR

LYSMD1

PLCD3

C3orf17

HIPK1

TMEM38
A

(o2l (o] [e>] [o2] [] [e))

STARD4

SLC43A2

MINA

RCAN1

LPP

TSPAN7

CHORD
C1

(el (o] [l (] [o)] [e)] [}

RAD51D

ZBED5

HSF1

URGCP

RPRML

ADCK3

ENC1

USP10

VEZF1

ZNF367

TERF2

WNT5A

TCF7L1

ADNP2

RUFY3

STK35

IFT57

RHOQ

WDR?70

KIN

RNF169

SEC63

MED1

AMN1

ULBP1

SOCcs7

PIP5K1C

TTC31

2773

APOL2

KLHDC1
0

B N1 BN N N1 N1 BN BN BN BN BN £ ENT BN EN] BN BN BN1 BN EN] BN EN] BN EN] BN BN EN] BN BN EN1 BN BN BN

RAB3IP

KLHL8

GALNT7

PGPEP1

GIGYF2

PAK2

~ |~ N~~~

5425

C150rf38

AP3S2

o |~~~ N ] N N N~

ZNF566

ZNF329

HEY2

C160rf58

TMEM16
5

(o2l (o] {er) (o))

TTC4

USF1

DLG3

HNRNPU
L2-
BSCL2

LOC4399
49

(o2l (@] [o3] [e2] [o3] [e2] [o2] [e2] (o))

EIF2A

AP1S3

FNTA

TBKBP1

TP73

CUX1

PLEKHB
1

[l (o)

FAM129
B

[l (@] kel (o] [}

SEC14L2

MXD3

C9orf86

LRRC28

FAM116
A

o

MIR4647

RAB13

HIRA

TSPO

GLYCTK

XXYLT1

E2F5

TRIM14

NUP205

RABL5

CADM4

PITX2

DBP

PCBP1-
AS1

DO

Cc1D

LYPLAL1

ALG9

MIR34A

GHDC

LPHN2

TGFB1I1

SCRN3

PNPLA8

SETD4

MAN1B1

AACS

HIST1H2
BG

(o2l (o] [ex] (2] ke>] [e2] [2] ke2] ] Kep] (] [o)] Kep] o3}

C11orf84

MARCH7

HOXA11

CBX3P2

ZCCHC9

AIDA

SMAD2

LYRM1

PPOX

GPHN

RAD9A

NOL3

LINCO003
24

[l (o] ko2l (2] [e2] (o] [o] Ke2] [] Ke2] ] [o2] [e2] ] [e2] [}

DSC3

AQP3

SMAGP

HIST2H2
BF

(2] [@2] ko] [o3] e ] [}

PLEKHF
1

o

NIPAL3

TBCD

LRRC26

MAP4K4

PKIB

C5orf34

NFYB

NUDT14

CKAP2L

TWSG1

FAM54A

KCTD9

FAM53B

ZNF524

(el (o] [e] [}

STOM

MON1B

(o2l (o] [e>] [o2] [3] [e))

KIAA035
5

(2] [@2] ko2l (2] ko)) (o] [o2] [e2] [o] ko)) [o] e2] [o2] (o] {op] ko] {o))

PIAS2

(o)

121



ANHANG

TULP3

PEX13

NR1D2

PGM2

MET

CPEB4

CEP104

ABHD13

SLC2A3

PRKAA1

CREBBP

CDAN1

ZNF100

WDR11

GAA

DPP8

CORO7

ABHD14
A

[l (o)

1

PNRC1

o

SGPP1

RPS10

RPL29P2

IRAK1BP
1

LRRC40

HSPA4L

PLEKHA
3

(o2 [e] o))

FGFR10
P2

LEMD3

MIR25

GTF2H1

LOC7285
54

afaja|ofo

MIR615

TRMT61
B

o

CPSF1

HDACS5

MIR4680

NIT2

DDX46

C17orf61

PLSCR3

(o2l (o] [o)] (o))

ATG4A

JMJD4

CSNK1G
3

afafo|o

SCLY

AVEN

UBE2F-
SCLY

(o2 [e)

TCTEX1
D2

afogjafo|o

CABLES
2

o

ICAM5

GABPA

ITGAS

DYM

FBXW7

ANLN

KIF14

SPECC1
L

(2] (2] [o3] [e2] [} [e2] [o] [o2] [e2] [o2] [e2] [o2] ke2] (o] (o] [o2] [o] o2] ko] (o] [o2] [o] [o))

JAG1

FOXP4

EPC2

EFCAB7

ZNF24

BBS5

SPPL3

ZCCHC7

C100rf26

PPP1R3
7

(2 [e2] (@3] [e2] [3] [e2] 2] [o] Ke2] o)

KBTBD1
1

o

WDR19

SENP5

STK38L

ARHGAP
39

(o2l (o] {er] (o))

FBX048

PDS5B

ARID1A

BAZ1B

EFHC1

ERO1L

ERI1

FASTKD
2

(o2l (o] [o] [e2] [o)] ko] [o] [}

NOTCH2

PCMTD2

TDP1

ATP1A3

TUBGCP
3

[l (2] [o] [e2] [}

NFIA

TRIM32

GOLGA3

NCOR2

VPRBP

NR2C2

IPO13

C9orf102

C12orf5

ZC3H4

GNB4

GJC1

TAOK1

PHACTR
4

(o2l (o] [ex] [] [e>] [e2] [o2] ke2] 2] Ke2] ] [o)] Ke2] o3}

USP9X

C11orf71

HELZ

ZNF273

LOC9661
0

(2 (@] [e2] [e] [e))

ZNF229

MCART6

KIF9

DNAJC2
4

(el (@] [e] [}

SCLT1

GUSBP1
1

[l (o)

PLA2R1

PXDNL

MOSPD3

DERL3

FBX022

PREPL

SUN1

SEC61A
2

(2] [@2] [e2] [o2] [ep] (o] (o] (o))

5710

MIR19A

o

TAF6L

ETAA1

o

NEDD8-
MDP1

o

CLPX

TM7SF2

LOC1001
29794

MECOM

DNAJC2

NDST2

TMEM25

DBR1

PRKAB2

o

BDNF

ZNF747

KREMEN
1

o

C6orf203

ACADS

CHTF18

SGCE

ZNF673

SMOC1

TTC8

WDR85

TCFL5

GLT8D1

ING1

DUSP22

NECAP2

RAB3A

CLDN12

SPPL2B

LINCO000
94

ajafa|ofo

DDX11

NRN1

PLS1

HDAC8

METTL2
1A

(%}

POC1A

ACTA2

BRSK1

MYO1C

C120rf48

GDF11

o

HSDL2

FKBP10

AURKC

MID1IP1

PPP1R1
2C

ajajoajafaalaiafafalalaialajaiafa|a

TSPAN1
0

o

c1QL1

POT1

KLHDC2

CCND1

ZNF160

C4orf32

LGALSL

FBXO9

TAF1B

DLEU2

PAN2

STRBP

FAM168
A

oo

ERMP1

KLF5

PVRL3

OTUD1

LEPRE1

MAPK12

TBC1D2
0

afajaja|afo|a

RNF138

NR2F2

NOL8

PPM1A

TRIM21

PTPN9

KCTD1

FAM48A

RAB8B

PAX6

RRP7B

GATA4

AUTS2

FAM118
B

afajafajaoa

NAMPT

MAU2

MTMR3

FANCA

TIMP2

TP53BP1

DEM1

o

GCFC1

VTRNA1-
3

afajoaiafajalajalafalalaialalaiafalafajaafalalalaiajalala|lala

SLC39A1
3

o

SENP1

RALGDS

C8orf40

o

CTGF

ESF1

HIST1H2
BL

o

IGFLR1

LIG3

MIR221

NAP1L2

MCMS3AP

MIR10B

ZNF473

RIOK3

TOX2

RILPL1

HMGXB3

IF127L2

PPP2R3
c

(NG 1] (6] e}

CD3EAP

DALRD3

GPRIN1

RAB3IL1

HES6

DVL1

DHX8

HSBP1L
1

afajajafaiafa

C9orf125

CHRNAS

C7orf25

o

N6AMT1

THNSLA1

LINCO004
67

o

PLAT

SNAPC4

NUDT8

o

TBC1D2
3

afajafoao|o

VRK3

CPSF2

HIST1H3
A

C1orf115

MYEF2

PTPRS

MOSPD1

TMEM17
0A

PIGQ

USPL1

USP3

WNT10B

CCM2

C4orf43

ZBTB33

LOC1005
07588

o

PPP1R2

HMG20A

USE1

RNASEH
2B

afajafafaiofa

PARG

IPP

SPSB3

ZBED3

RNASET
2

o

RNF139

NVL

C5orf25

FAM160
B2

afajafajajalajalaiafafalafalafajalafa|lalalaafajalalaajalala|lala

C170rf10
8

afaafa|o

NKAPP1

PRRG4

STX18

LOC1005
06844

o

TICAM1

DKFZp76
1E198

o

FOXD1

BLM

SYCE1L

WRNIP1

FAM46A

IMMP1L

GNPAT

ARL15

POMZP3

PNRC2

ANO8

OCEL1

ATRIP

NLGN2

HOXC13

TCERGH1

FAM20B

C1orf56

STAM

SH2B3

C160rf88

CNOT10

STX3

CLK1

TADA1

ZDHHC7

C4orf49

FBXO3

NAA30

OSR2

TBC1D1
0A

afafajafoajafajaa|a|a

KIAA002
0

afajafajajafajalajafafaja|a|a

TRIP12

PDPK1

FZD8

OMA1

o

PAPSS1

LOC3410
56

afajafajaafajalajafalaia

RNASEH

RFTN1

SUDS3

SLC17A5

oo

SETD2

BTRC

(S 1] (6]

122



ANHANG

SOBP

ZNF76

1PO7

KIF3C

BRMS1L

TIAM1

HELLS

TMX1

ITFG3

ABCC10

PRR12

KANSL3

ZFPM1

TBL1XR1

ABL2

o

MBNL3

3

SNORD4
B

RNF215

SUGP2

SLC26A6

HEYL

TRAPPC
2P1

o

ZNF326

RDH10

CAPRIN2

MAP4K5

RBMXL1

ISL2

POU4F1

C19orf2

ACAP3

DMWD

MIR641

PRPF18

AJUBA

CHMP3

C11orf24

TMEMS57

MIR548N

REXO1

KIAA201
3

INFNFNFINFNFNINININ

FBXO38

PJA2

PTCD1

APOE

MYLIP

DFNB59

KLF6

AZI1

FAM91A
1

afajafajafajajalajafaja|a|a|a

C100rf46

(%}

ZBTB24

(%}

PLA2G4
A

(%}

RETSAT

OPA3

C110orf82

IFNAR1

CRTC3

C160rf62

TPCN1

RLF

EXOC5

SOLH

ZNF318

EXTL3

ABHD2

MAN1A1

SLTM

ASH1L

RNGTT

CLCCH

PLEKHA
5

ajafajafajafajaafalalajafalaiafa|a|oa

CNOT6L

(%}

CSNK1G
1

DENND5
B

UBR5

FAM160
B1

(%}

EHMT1

RNF157

EP400

TLE4

ZNRF1

PPM1H

SKIL

ONECUT
2

afajaafajafa|o

FLVCR1

E2F7

MLL2

XPR1

TRAK2

SLC22A5

SNX30

USP46

ZBTB38

PCF11

ZNF652

MFSD2B

ARSK

MAP3K8

NBPF1

ODF2L

MAST1

ANKS6

EMR3

DISP1

PHF20

C4orf29

MMS22L

GLS

GNA12

YSK4

ALMS1

DOCK7

XKR6

TMEM13
2D

afajafajajafajalaiafafajalalalajajlalalalalafalalalaiafaiala

PTPN2

FAM122
C

o

TRPT1

(%}

SLAIN1

FAS

6039

FKBP1A-
SDCBP2

Hlaja|ja|la|jala|ia|o

PPM1B

KLHL20

TUBE1

BGLAP

ZBTB26

ZNF503-
AS2

INFNFNFNININFNIN INENFN FNINFN

APITD1-
CORT

INFIN

LARGE

RAB40B

EFNB1

ABCB6

DTNA

TEAD2

ZRANB1

TCF7

MORN4

DIRAS1

RAI14

KLHL17

SMYD4

BACH1

FAM83G

DMRT3

NAA16

HYLS1

JPH1

TAF12

LMBR1L

PATL1

DLST

HSDLA1

RNF19A

VPREB3

ACTR8

LOC1001
30890

INFNFINFNININININININ

HIST3H2
BB

INFNININFNINFNINFIN

E4F1

NOL10

REPS1

MED23

P4HA2

TAF5

DYRK1A

RIPPLY2

CAPN2

CDKL3

UBA3

PRKD1

CITED1

C20rf43

FAM114
A2

INFNFINFININ

FBXL6

FITM2

LOC6449
36

INFNFNFNFNFNININININ IS FN PN INFNFNENFNEN ININEN

SRD5A3

DUSP7

RPS27

NADKD1

PRKCZ

PHYH

RPS6KA
1

INFIN

ZKSCAN
5

INFNEN

SWAP70

RRAS2

DLX4

FAM172
A

IN

CHMP?

LINC002
63

INFNFNFENININ N INFNFNFNFN

ATPAF2

ZNF775

CREBL2

PAPSS2

RGP1

KCNK5

HDGFRP
3

INFNFINFININ

CROT

SCARA3

FADS3

TMEM54

CCDC91

NUP153

CIDECP

Clorf112

ZNF607

PSME2

FGF11

RUSC2

TMEM10
0

INFNINININES

ARLBA

GNG7

uUspP21

FAM118
A

INFNFNFINFNININININ

PLCB3

BPHL

GMPR

NUDT4

NTAN1

FBXL19

GUF1

LOC1001
30776

INFNININ

C5orf28

ZAK

OSBPL2

NFIX

HOXD9

C4orf52

NAB1

CDC37L
1

CC2D2A

KIAA028
4

INFNFNFNFNININININFNFNFN

FAM69B

SCCPDH

RPS7

RGS19

RALBP1

NINJ1

PTPLB

DENND5
A

INFNFNININININININ

LYPLA1

ZFYVE1

C1orf216

ZNF416

CXCL16

RIBC2

Cc2cD2L

FAM176
B

INFNFINFININFN

NEURL4

LRRCS8E

TMBIM4

LOC3398

INFNFNFININININ

TBL3

CDYL

EID2B

PIAS3

IN

TMSB15
B

INFNEN

TMEM39
A

INFNFENFNFNFINTN

TRAM1L
1

IN

CD47

DHX33

MED6

GPRC5C

TMEM18
7

INFNEN

RARA

DFFB

C110rf96

NARFL

C3orf23

RRBP1

C170rf48

EPS15L1

MAP7D3

ZNF362

PP7080

EP400NL

HDAC10

ZNF296

CNTLN

SERP2

SLC29A2

SERPINF
1

INFNININFININININ

TRIM13

OSTM1

RGS2

SETD6

RNF168

SOCs2

GPR153

ZNF623

ARL17A

ZFYVE19

NDST1

NRBF2

ZBTB9

FAM45B

NR1H3

UROS

KCNMB4

RAD54B

HOXB13

TTF2

SLC38A7

LOC3876
47

INFNFNINFNFINFNIN IS INFN PN PN FNENEN ENINES

FAM134
C

INFNFENFNFNININ

TRIM16

SAMD10

ZHX2

THAP2

PAK1

POLR1E

TMEM18
4

INFIN

LEO1

IGF2BP1

CA5BP1

BORA

MAL2

NEIL2

ZNF746

MAP3K1

INFNFININFN

SUPV3L
1

INFNFN

LDLRAP
1

INFNFNININFINFININ IN IS FNFNFNFNFNINES FN N INENINININ N IN IS

AMOTL2

IN

123



ANHANG

REST

KIAAO014
6

INFIN

ATP13A3

HAUS3

QSOX2

KLHL5

FAM178
A

INFIN

GOLGB1

NUP214

MAFK

PHC3

D4S234E

OSBPL8

CAMSAP
2

INFNEN

LPGAT1

ZFX

C18orf54

ITPKB

SLC9B2

HK2

ERP44

SENP6

RAPGEF
1

INFNININ

YTHDC2

ITSN1

TMEM16
4

INFNFNFENININFNIN IN FNFN FNINFN

SDAD1

PTPRK

RHBDD1

DBT

ENTPD4

SPAGY

NOTCH3

IPO9

KIF3A

AHR

ME2

FAR1

KIAA121
1

INFNINININES

NRIP3

HCG11

KIAA094
7

IN

ANKRD2
8

IN

MOCSH1

TMEM12
8

w

ATG7

SPAG4

POP1

FUCA1

EFCABS

IMPA2

KCNIP4

ZNF446

PARD3B

TMEM11
6

Wlwlwlw|w

NFATC1

SEPT6

BANP

NAPRT1

VPS16

RPL7L1

MIR196B

HRASLS

TSNAX-
DISC1

INFNFNFNINFNFININININFIN

TP53111

HSPE1-
MOB4

IN

IFI35

EIF2B4

SNORD4
9B

SQRDL

C120rf49

PRH1-
PRR4

ZSCAN1
[

WWWW W W[wW|w|w|w

MIR3658

CRIP3

SPHAR

MGMT

CCDC16
9

INFNEN

SP110

PPP3CB

CISD2

VCAN

FAM208
B

IN

ARHGEF
10

INFNFNINFINFN N INFN FNFN NS

GDAP2

SCAF11

GTPBP1
0

IN

POLH

AFF4

DCAF5

ZNF780B

NAIF1

RANBP2

CHM

ZNF724P

ASCC3

CYP2U1

F2RL1

SMG1

PRR11

ZWILCH

CTTNBP
2NL

INFNINFININININ

PKP4

SLC35D1

ANKRD6
2P1-
PARP4P
3

INFNFNFNININININININ N

FAM160
A2

INFNEN

Suz12pP

MEF2D

ZNF850

TOM1L1

QSER1

NUPLA1

NOM1

INTS7

PAPD5

CDH3

EGLN1

IQGAP3

B7H6

RASSF5

COL4A1

NUCB2

MIOS

PDEBA

SNX25

SENP7

STAT2

PITPNM1

GRAMD1
C

INFNFNFENININININFNFN NN

C5orf41

LOC7285
58

IN

TTC7B

PRKCE

CELF2

BRAF

PRPF4B

BAZ2B

PCNXL3

TPK1

FARP2

FLCN

LOC6479
46

INFN IN NN

C170rf10
3

INFNFNINFNFINFININ IN INFNFN PN FNFNEN ENINES

TNNT1

C120rf65

TYRO3

OXCT1

TMEM17
7

INFNEN

BCL2L13

PRMT3

YAP1

TMEM22

GATAD1

MND1

EP300

ZNF280C

CCDC16
3P

INFNININ

PDXDC1

CHST12

FBXO11

RNF6

ETNK1

PPIL2

ZBTB40

ZNF193

RC3H1

NQO1

IGF2BP3

GPM6A

AASDH

ZNF706

SH3BGR
L2

INFNINFNFINFINFINININFNFNFNININEN

LIN54

LRRC8A

C100rf76

IMPA1

DCUN1D
4

ARMCX3

MSL3

MTHFR

C1orf27

N4BP1

SMAD6

ITPR3

CHRAC1

PRKAA2

GNG4

C18orf25

SUOX

PDE7A

XIAP

GFPT1

CYFIP2

CTDSPL
2

INFNFNINININININ

PLEKHA
1

INFNFNININFINFNIN INFN FNFNINFNFNENEN ININEN

C1orf55

FBXW11

PCGF3

PDE10A

GK5

CCNT2

MYO6

INFNFININ

EIF2AK2

INFNFININ

6459

MIR17

RPP25

PLSCR3

RFFL

SLC25A4
8

WWwlwlw|w|w

PCDHGA
11

Wlwlw(w

ALG13

DEAF1

CLCNS

ZNF408

CCPG1

UCP2

TTC23

C4orf34

SYNRG

HAPLN3

CTAGES

ADCK2

MTHFSD

SNAPC1

BTN2A2

C160rf93

SNX21

FAMG3A

MDP1

RRM2B

KRTAP1
9-1

WWWW W W[wW|w|w|w

C160rf87

RPP38

TMEM18
[

WW W WWWwWw(Ww(ww(w|w

TATDN1

EGLN3

BBC3

IKZF5

HIST1H2
BN

Wlwlw(w

DDX42

PHYHD1

PRORSD
1P

WWlw|w

PCGF1

HBQ1

RASL11
A

w

TSEN15

HOMER2

TNIP2

NDOR1

LOC1005
06054

Wwlwlw|w|w

WEE1

RADS54L

RRAS

AGPAT9

HSD3B7

SERPIN
E2

wlw|w

STAG3L
4

WwWlwlw|w|w

VAV1

CASP6

C5orf54

PLAUR

ELMOD3

LOC1002
89361

wlw|w

DUS4L

BFSP1

GSTO2

CDK20

RNF216
P1

WWwlwlw|w

ZNF688

GCAT

TGIF1

TNFSF9

OSCP1

SCPEP1

PJA1

HYAL2

HBA1

GCA

MTCP1N
B

W Ww|wwlw|w

PDX1

COIL

TTC26

PNKP

LOC1005
06451

w(lw

ALDHGA
1

WWWWWW|w|w|w

ULBP3

SLC39A4

XRCC4

ZNF48

TBC1D1
7

wlwlw

LOH12C
R1

wWlw|w

C13orf15

CCDC72

Céorf72

BNIP3

DET1

TOB1

RAB28

GLIPR2

FBXO4

ALG6

ADRA2C

MARK3

LOC1003
03749

Wl W w|w|w|w

STARD1
0

WW W wlw|w|w

FHIT

RPSAP9

PRMT7

MAFB

CCDC24

RNF185

NCK2

ZNF219

PHF1

TRIM59

ZNF383

CCDC10
7

Wl W[w|w|w|w

FGFR10
P

WWww[wlw|w

GABRD

HINFP

SCFD2

A1BG

PANX1

RBBP8

wlw|w

ZNF584

LRRC45

WlWwlwlw|w

124



ANHANG

ELOVL6

FJX1

BRPF3

KCNJ8

CHST7

SLC30A6

SPATS2

C20rf69

LZTR1

KIF18A

GPD1L

MCM10

ESCO2

DCAF13

GOPC

RHBDF1

ENDOD1

SPATA2

NSUNSP
2

WWWw|wwlw|w

SLC4A11

KIAA114
3

WwW|w[wlw|w

ZNF542

EML4

NEK4

PBXIP1

ZBTBS

TRIM16L

ZNF251

BK250D1
0.8

wlw|w

FBXL17

ALDH7A
1

wlw(lw

GTF3C4

Cé6orf228

DKK1

POLR2M

RUNDC1

SLC27A5

RIC8B

CYHR1

MEIS2

B3GALN
T2

wlw|w

C19orf12

HGSNAT

PRKCH

LOC4010
10

WlWlw(w|w

EIF3J

GIGYF1

SRR

PMEPA1

RBM11

WDR67

SRGAP2

GPR137
B

wlw

LOC2027
81

W W(W W [(WWW(WWW W W(WW(ww(w|w|w

SGSM2

JAG2

PPP1R3
F

w

SRFBP1

HOMER1

APBA3

FLJ3745
3

w(lw

LAMB1

IL13RA1

GMPS

POLD3

SYNJ1

UBP1

KDM2A

ITCH

FAM213
A

Wlwlw(w

LTBP4

ZNF480

GLB1L

PRKCD

CYP281

FAM102
B

WWWWWwWwww(w|lw(w|w

Cccz1

HMGN5

KIAA092
2

WwWlwWw|w|w

CDK14

AARS2

FBXO34

DOK4

PHLPP1

TMEM68

SGSH

KAT2B

LRRC8D

ZNF180

MARK4

TMEM19
8B

WlWW[w|w|w|w

FAM108
B1

Wlwlw(w

ZNF585B

SCARB2

KLHL13

LOC1005
06686

WlWW[w|w|w|w

SPATA2
L

w(lw

RNF216

ACVR2B

PIBF1

PELI2

SLC39A1
1

w

TPMT

CHD9

NFYA

CELSR2

GBA

MOCS3

CHST3

ZFP36

AMZ2P1

EPHA7

MBOAT2

LCMT2

ABI2

MLLT3

E2F8

USP54

TSPAN1
5

WwWlw(w|w

DCDC2

TGFBR1

PFKFB3

IFFO2

SLC35E3

CSRNP2

PLEKHG
3

WWWWWWWw|w|w|w|w|w

EFR3B

RERG

IPO11

ANKFY1

ZEB1

ERBB2

ABCA2

WFS1

KAZALD
1

WWww|w[w|w

FAM107
B

wlw|w

CDK13

TBC1D4

LRFN4

DPY19L1

PIGA

KIAA191
9

wlw

RAB11FI
P2

WO W(WW[WWWWW[W|W W|w|w|w

PDS5A

GPR3

HPS4

INO80

CRY1

KDM6B

ROBO2

FAM188
A

WlWw(w|w

FBX042

DIEXF

ZNF398

CPD

LIMK1

ERLIN1

EPM2AIP
1

WWw|w|w

BMPR2

HELQ

FAM126
B

w(lw

INTS2

CCDC66

RGS3

LRP5

KCNAB2

HHIP

TAF4

GON4L

MOXD1

AAK1

MACRO
D1

WWWWWW[Ww|w|w|w

ARAP2

SPATAG

RSF1

ABTB2

VWA3B

MYO1E

LOC1001
32891

WW W Wlw|w|w

KIAA179
7

w

MIR548A
N

w

SLC2A13

SBF2

CEP112

CTNNA3

PPAPDC
1B

WWlw|w|w

GABPB1

ZNF280D

LRRFIP1

ST20

C9orf30

ZHX1-
C80ORF7
6

WWwlwwlw|w

MIR32

MIR148B

TTC28-
AS1

wWlw|w

C150rf38

ZBEDG6

RPL36A

AHRR

TMPPE

BUB1B

MEF2BN
B

WWW[w|w|w|w

SNORD6
8

w

ST20-
MTHFS

w

GNG10

CERS1

MIR1909

PDPR

PTCD2

RBM25

MID2

CXorf57

F2R

POLE

NIPA1

POC1B

SLC25A4
2

wlw|w

KCNJ14

ANKRA2

ZNF277

IBA57

LRRC4B

WWC1

ARFGEF
2

WWIWWWW W wWwlw(w|w

CNOT4

TNK2

NIPBL

DNM1

MTF1

MLL4

SLC30A1

BUB1

ZNF155

ZNF267

SRC

TET3

CDADC1

NEDD4L

CREB1

PTPDC1

TOP3A

ZNF224

GSN

LDLR

ZMAT3

DTWD1

ZNF230

PTAR1

ARHGAP
17

W WW W W(WWW W W[(WWw|w|w|w|w

ZC3H13

NSD1

XPO6

PIKFYVE

ELL3

RHBDF2

C140rf10
2

WWWW(wWwW(ww(w|w|w(w|w

POU2F1

SACS

MANSC1

TGFBR2

HOOK3

PAPD4

KANK2

ZNF677

NEBL

QTRTD1

TMX4

DUSP28

CDK17

ZNF573

FARP1

PAQR3

NT5M

BBS2

STAT5B

MORN1

CCDC82

MN1

CENPC1

MTFR1

URB2

BRWD1

HDAC11

PDK1

FMO5

PELI1

POLR3B

BMX

ASUN

SFI1

RAP1GD
S1

WW[ W W(WW(W W W(WW(w|w|w

PDLIM5

TMEM18
5A

WW[ R W[ W W[(W W WWWWWW(WWWW(ww|w(w|w

KANK1

DNAH12

OBFC2A

w

PHACTR
2

WIWW(WWWW[WWW[w|w|w|w

PURG

AP3B2

wlw|w

6900

HOXC5

Céorf147

NSRP1

LEPR

BLOC1S
1-RDH5

NINN[ININ W W w

ZC3H11
A

N

MAP2K4

CRHR1

CFLAR

ELP2

ZNF331

TMEM13
[

NN[ININ[ININ

DGKZ

N

MFSD11

N

LINCOO01
52

N

TESC

C110rf73

PLAC8

EDEM2

CNTFR

SESN1

TP53I13

HIGD1A

NR4A1

BOLA3-
AS1

NINININ[NININ[ININ(N

TDRD3

SMCR?

RABEPK

STOX1

PARN

NIN[NINN

125



ANHANG

GNL3

NUDT9

LGALS1

ZNF583

OGG1

ANKZF1

ACSS2

MLLT10

A2LD1

LYPD3

PC

Céorf57

PPP4R2

APBA2

SLC35C1

C160rf74

SNAP25

MYD88

ACBD5

LOC1005
06713

NIN[NINININ

TRNT1

PRICKLE
3

NN[ININ

C11orf54

ZNF232

N

PQLC1

SPINT1

FAM159
B

N

TESK1

TRAF5

TAF1D

GNAS-
AS1

NIN[NINININININ

PPAPDC
1A

N

TAB1

DLGAP4

DNAJC4

MARCHS8

LYSMD2

LOC4078
35

N

KLF16

MTO1

ANKS3

RPS10P
7

NIN[ININ

LINCO04
78

N

RECQL

LIAS

ARMCS8

ADA

AGXT2L
2

N

ANXA3

SYT6

FBLL1

RND3

NSUNSP
1

NIN[NIN[NIN

SLC11A2

GALR2

RRAGC

PTHLH

N

FGFR4

ZNF821

CLUAP1

CDC40

N

CELF5

PHLDB1

TMSB15
A

NIN[NINN

ZDHHC6

RAB2B

CCDC77

MOK

ST6GAL
NAC6

N

LOC8169
1

NNNINININININININININININININININ[INININ (N

PRADC1

UBAC2-
AS1

NIN[N[NINN

NUDT10

AP4M1

KCTD6

ACYP2

N

BHLHB9

RGOMTD
2

N

XPA

FBXL12

FLJ4135
0

N

ZNF567

WDYHV1

TRAPPC
2

N

NUDT7

C120rf60

SIPA1

RWDD2A

BCAM

THAP8

DHX35

FRG1B

SERGEF

P2RX4

LIG4

NN

FOSL1

SH2B2

IDAS

OSBPL1
A

N

VAMPS

MCPH1

VRK1

RBBP5

SFT2D2

UBTD1

PARP8

WDR20

TOPIMT

PWWP2
B

NINNIN[NININ[ININ[ININ

RNF4

SMARCD
3

NINN[NIN[ININ[NINININININ

QDPR

SPRYD3

N

PHF20L1

ASTN2

N

LOC1005
06012

NINNININININININ

KLHDC8
B

N

TMEM18
4B

NIN[ININ(N

LDHC

N

ETNK2

TCF12

N

FGFR3

MRPL42
P5

N

UBE2CB
P

NN

RASA1

BZWA1

CPT1C

PACRGL

MUDEN
G

AMPD2

MRPL39

PIGX

TCEA1

ZNF641

C1orf133

ARAP1

ZNF691

METTL2
B

ZNF394

EYA4

UBE2L6

VDR

ASL

LOC1436
66

KIAAO014
1

ACP6

CLIP1

SFMBT1

LOC3752
95

NIN[INININ[ININ

TBC1D1

N

ARHGEF
26

NINININ[NININ[ININ(N

KDELR3

N

LOC1005
05854

LOC6439
88

CD55

C210rf91

LOC4402
88

N

SULT4A1

CNTROB

MTX1

NN

CAMK1D

ABR

SYT1

SLC22A1
8

N

SPATA1
7

N

C140rf79

IDH3A

FAM13B

C2orf74

C1orf74

GABRB3

SLC7A2

CDC16

PARS2

CASP8A
P2

NINININ[ININ

MSRA

PET112

SLC25A4
[

NIN[ININ[ININ N

CALCB

USP8

C110rf75

MCF2L-
AS1

NIN[ININ

DLG1

N

TLK1

EIF3IP1

MUS81

LEPREL
2

N

ITGAV

BVES

CCDC15
9

NIN[ININ[ININ N

CACNB3

Cé6orf225

RNF13

CD46

KIF16B

TTC27

ANK2

EFNA1

FAM103
A1

NIN[NIN

SLC38A9

TMEM13
5

NINNININININ

CFD

ATAD1

ZDHHC2
2

NINNIN

MNS1

ZNF205

HOXC11

TMEM23
1

N

ARID5A

EME1

OSR1

MAGEH1

PMM2

UHRF1

ANKRD1
2

ACBD4

GPX3

DScCC1

MXD1

DMPK

MAPK13

MKNK1

PLEKHM
1

N

NGLY1

PRPH

TANK

TMEM23
4

NINNIN[NININ[ININ(N

PLLP

LOC2843
85

NIN[NIN[NIN

PUS3

TMCO3

MICAL3

INPP5F

CUEDC1

FRAT2

PLCH1

RBPMS2

TPI1P3

ZNF675

NLGN4Y

GTF2A1

MKS1

HDAC7

ELMO1

FAAH

FRS3

CYP2J2

CADPS

BARD1

PCYT1A

MRS2

PTPRN2

ABCD3

MLH1

DUSP9

MIR320A

IGFBP6

MIER2

ZNF526

PPP1R1
4A

NININININININININ

SUGT1

SCNN1B

THAP6

MIR148A

FAM174
A

NININININININININ

TMEM13
2A

NINNININININ[ININ[INININ[ININ[ININ[NIN

KIAA198
4

NIN[ININININININININ

RNU12

RELL2

RPPH1

NELL2

SMPDL3
A

N

DLX1

C140rf10
9

NIN[NIN

CASP9

ATAD3B

MPHOSP
H10

NN

HIST2H2
AB

N

RNF113
A

NIN[NIN

LRTOMT

RING1

BTN2A1

FOXG1

S100P

N

LOC7290
41

N

ELK3

MFSD1

TNK1

FAM104
B

N

ASPHD1

N

VPS33B

LOC4010
22

NININ(N

KRTAP2
1-2

CCcDC11
1

N

LRRC1

HOXC8

N

NPRL3

ARHGEF
16

N

VIPR1

HMSD

N

C4orf33

ALDH1B
1

NNINININININININ

SIX2

HIST1H2
AM

LPAR2

GTF2H3

N

UsP28

ADPRHL
1

NIN[NIN

AGAP6

N

HEATR6

PIGV

N

ZBTB1

PTBP2

NIN[NINN

126



ANHANG

ZSCAN1
2

TMEM18
8

TMEM63
B

N

KIT

GTPBP1

CLCN7

CDC42E
P3

N

NIPSNA
P3A

CYTH1

IRF2BPL

TSTD2

TMC6

TONSL

TNFAIP3

TTi

USP51

NPAT

PPAT

RASL11
B

N

PTDSS2

C100rf88

TAF5L

TCF24

GEMINS

NHLRC3

MGC275
2

NININININININ

GJA1

AVL9

DDX51

P2RY1

BCL2L11

B3GNT2

ZNF429

FAM193
A

NINN[NIN[NIN[NIN

ABCB10

DNAJC1
0

NININININININ

FAP

ASAP3

RPUSD1

ABCB9

N

RAB15

MRE11A

CCDC12
6

NIN[N[NINN

MCOLN3

N

LRIG2

FANCD2

ZNF642

ANKRD1
3C

N

PHF13

RBM12B

DDX10

SNX22

CARD6

HEATR3

STK36

IREB2

ARRDC2

ZNF223

S1PR2

ZNF548

Cé6orf192

TCTN2

GALNT1

OXNAD1

SCFD1

MNT

ZSWIM4

LNPEP

GNB5

ADO

LOC4401
73

NININININ

GBE1

ZNF281

VAV3

MMP15

MYNN

SHOC2

N

HSH2D

TRIMS56

GLTPD1

RPL13A
P17

NININ[INININININININ

LOC7301
01

CA13

WwpP2

AP1G2

ITPRIPL2

ATG5

ZNF45

TTYH3

HLX

CEP120

BCDIN3
D

N

RHPN2

OXSR1

GLB1L2

NCKAP1

FAH

MICALL1

MTMR12

STRN3

LIN52

GALNT3

MCART1

CwcC22

STOML1

ZNF134

CEP85

ZNF772

EMILIN3

PLEKHF
2

NIN NN

PDE4A

EPS8

PRDM13

ZNF271

C3orf80

ZBTB7B

N

CD99L2

TTC33

EMX2

ATPBD4

N

PRRT3

MEF2A

PALM

CAPN10

FAM210
A

N

EFTUD1

IPMK

TOPORS

ERCC6L

PLEKHG
2

NIN[NININININININININININININININ[ININ[NIN[N[NIN[NIN NN

TOB2

EIF2C2

DGCR2

UBAS

ZNF343

CCDC85
C

N

MPP5

LPCAT2

SLC35E4

STK33

AGAP2

MBLAC2

ANKRD3
2

NINNINNININ[INININININININ N

ACADSB

RAD18

ZNF234

AGK

DACT1

TADA2B

ANO10

RUFY2

ZFYVE16

PHF12

SAP130

ATF7IP

NKX3-1

DZIP1

MDM1

SEMAGB

RXRA

UBL3

EML3

HECTD3

LRIG3

ACO1

AP1AR

TEAD3

FMNL1

TXLNB

SHISA3

FEM1A

LSG1

FGF9

c1QL4

BMP6

KCNC3

ZNF192

SLC25A2
5

NIN[NIN[IN[ININN

UBXN2B

ARMC4

NEAT1

PGAP3

TRIB2

MCM9

GLCE

MIPEP

ZNF689

AASS

KTN1

TSKU

LRP10

TRIM25

PNPT1

DCLRE1
A

NIN[NIN

LOC1003
79224

NINNNIN[ININ[INININININININININININ

TSHZ1

INF2

C170rf96

ANKMY2

GCLC

ZNF420

RANBP1
0

NIN NN N[ININININININININININININ[ININ[NINNININ[NIN NN NININNIN[INININ[ININ[ININN[ININ[N

GLMN

SCYL2

POLR1B

C9orf91

HOXB4

RFXAP

ACSF3

C3orf58

RTN1

BCAR3

DGCR8

GSPT2

KIAA160
9

NININININ[ININ[NININININININ[NIN[N[ININN

FAM46C

SPAST

IRX3

FBXO33

RNF31

MANEA

ZNF682

ZSWIM3

MTDH

SPIN4

CENPP

GALNT1
3

NIN[NIN[ININ NN

GRB10

DHX57

ZNF140

FAN1

FAM200
B

NIN[NIN

STAM2

SH3BP4

FTSJD1

EFNB3

OTUD6EB

RCBTB1

CCDC64

STK10

POLM

UTP23

NUMB

KHNYN

CDCA2

RIPK1

RRN3

VPS4B

MEGF9

CHGB

NUFIP1

ALAD

KIAA180
4

NN[NIN[NINNININ[ININ[ININ

SDC1

GNPTAB

ZNF587

UACA

N

PIF1

FAM40A

DHX32

PARD6B

ZNF582

CEP68

EYA3

ISM2

C4orf42

EIF2AK4

TMEM65

LOC9078
4

NINN[NIN[ININ[ININ

PLEKHA
7

NN

SNX10

ARFGAP
1

NINN[NINININININININININININININ[ININ[NIN

KIAA089
5L

NINN[INININININININININ

ITGB5

N

LOC4013
21

N

ADAL

N

WDR90

CASC4

SNTB1

STYX

CDC42s
E2

N

COL5A1

ZNF614

ALKBH8

JAZF1

ABCC4

FNDC3A

SPIRE2

C150rf29

TGS1

LRP11

C170rf75

FBXW8

TLE1

C100rf28

RHOU

DNA2

CLEC16
A

NIN[NIN NN

SLC27A4

C170rf28

ZNF549

SPTLC2

MEX3D

PRDM8

PAFAH2

RBMS1

BHLHE4
0

NIN[NIN[ININ NN

FAM40B

TOB2P1

FOXK2

SLC35F5

UNC5B

TMX3

RGS5

TGFA

KCTD7

LGALS8

BRPF1

DDN

PEX12

IFT122

SIK2

ASB7

ZKSCAN
1

NIN[NINN[ININ[ININININININ

CUL5

MYO9B

ZNF317

PLXNB2

DMRTA2

HIPTR

TTC37

PRKACB

ERVMER
34-1

NININ[INININ

FBLN1

XRCC2

NIN(N

SLC16A1
4

NINNININ[INININININININININ

SPICE1

LHFPL4

DENND3

NINININ[ININININININININ

127



ANHANG

SYT9

SETDB2

LAMC1

FAM188
B

ZNF805

LOC6455
13

N

FBXL18

RAB11FI
P5

N

ENTPD7

LOC3898
31

N

SARM1

RAB11FI
P1

NN N[N

MYSM1

BRD7

NR3C2

NCOR1

KIAA019
5

N

THEM4

LRIG1

SOAT1

SMEK2

CTC1

SEMAGA

DNAJC2
7-AS1

N[N[NINN

WDHD1

CTIF

NISCH

JARID2

OTUD7B

CRYZLA1

CNNM4

TBC1D3
0

NIN[ININ(N

RCOR3

G2E3

C120rf35

NADSYN
1

NIN[ININ

FMNL2

YOD1

EPHA3

SHPRH

KIAA022
[

N

LIFR

SOCs4

RAB3D

PTPRJ

LOC4009
27

N

SLCY9AS

NKTR

PPIG

NFRKB

BTBD7

C20rf76

ATG14

U2SURP

FBXO31

MYOM2

RAB22A

FAM171
A2

NIN NN N[ININ[INININININ[ININ[ININ NN

METTL8

LOC6462
78

NIN[ININ

EBF2

IRS2

SNX6

UGGT1

BEND4

P2RY14

TATDN2

PCM1

NKAIN1

CMTM4

MYH10

FBXO10

ZNF320

CPPED1

EHHADH

ORAI2

STX17

GCom1

ASXL1

RPGRIP
1L

NINININ[ININ

FAM120
A

NININ[ININ(INININ

MCC

PHTF1

XPO4

COG3

MAN1A2

MAF

ARID3A

APPBP2

TEX15

ELF2

DGKE

PARVA

TMEM12
0B

NININININNINININININININININININ[ININ[ININ [N

C110orf63

MTUS1

FRS2

LAMA1

ATAD2

FBN1

TBC1D2
2B

NIN[INININ[ININ

KIAA142
9

NININININININ

MYO10

PIEZO1

XRN1

MTBP

CYP1B1

MAP1A

ARNTL2

ZBED4

NN

SMCR8

SEL1L3

TMEM10
4

N

FOXK1

ZFP106

TMEM16
1B

NIN[ININ N

ELL2

BCL9

ARHGAP
5

NINNININININININ

KIAA159
8

N

MIER3

ZMYM2

MYO5C

N

ARIH1

FZD3

RAPGEF
2

NIN[INININ

FAM59B

LOC7281
90

N

PTPN14

TRANK1

MARK1

N

HTT

TNRC6C

INMT-
FAM188
B

N

CNOT1

SOs1

LOC7290
13

NIN[ININ[ININ N

TRIM33

CMYAS5

MAP3K1

ZNF445

WNK2

IQCE

C19orf44

DZIP3

ZNF33A

UBN2

RASAL2

MDM4

FAT1

TNKS2

SSH1

C140rf16
5

NIN[NINN

METTL1
5

NINN[NIN[ININ[ININ

UBE3C

N

CC2D1B

LRP1

Cic

ALS2

PPP2R2
C

N

SGPL1

MPP3

CAPN8

N

DPY19L4

LONRF2

FCHO2

N

SAMD8

CHD7

WDR36

MYO1D

C100rf10
3

NIN[N[NINN

CBFA2T
2

N

MANBA

PTGFRN

STRN

ITGA8

AGPAT3

ZNF382

CDK8

TMF1

RECQL5

BRIP1

MFHAS1

KLHDCS5

MCMS3AP
-AS1

NIN N[N

KAL1

FAM13A

SLC12A7

VSIG10

N

CIT

KIF26A

ANKRD4
2

SCAI

NT5DC1

SH3BP2

MMD

IKBKAP

SAP30L

SLC25A4
3

N

AGTPBP
1

NIN[ININININININININ

POLR3A

FBXL14

C8orf44-
SGK3

N

NACC2

GTF3C3

MAGI3

ZDBF2

TIA1

BTBD9

LRRC8C

POMT2

ZFHX3

LOC6429
24

N

GLIS3

FNDC3B

RIT2

MIR548A
3

NIN[NIN

LHFPL3

N

PTPRM

MIR1302
-1

NN

MACRO
D2

N

ERC2

EPHAG

SDK1

RBFOX1

GRID2

DPP10

RDM1

C11orf49

PRR5

TUBD1

C100rf58

MUTYH

ZNF568

ABCG1

HSD11B
1L

NINNININ[ININININININININININ

STEAP2

ADARB1

FOXP2

PTBP3

SLC12A6

SYT14

PDE4D

DMD

TGIF2

OSBPL6

BCL2L2

FXYD6

MGC573
46

NINNINININN[ININ[ININININ

RBAK

N

ARHGAP

SNORD2
9

MIR744

SNORAG
8

ANG

CSNK2A
1P

LOC1478
04

TMEM11
0

RNU86

SNORD3
2A

MIR301A

SNHG4

ZFP91-
CNTF

CD302

CPT1B

CHURC1
-FNTB

ACY1

ARPC4-
TTLL3

C1orf93

MIR1181

MIRLET7
A3

PET117

CSRP2B
P

MIRLET7
BHG

ARHGEF
12

NINN[NINININININININININININ[NIN[NINNININ[NIN[NIN N[N

CEP76

IGFBP5

KIAA152
4

NIN[ININ[NIN

TMEM13
1

NIN[ININ

VPS13D

N

SETD7

STK38

MYO3A

HS2ST1

C3orfe4

UspP37

ZMYM1

LOC1002
89178

NN

BTAF1

MAEL

ATP10D

PRSS12

PPP1R9
A

N

EPB41L1

NCK1

PLXNA4

DNALA1

RCBTB2

DOCK1

ZNF629

NN[INININININININ

ZNF782

DNAH8

UEVLD

NINNININ[ININ[ININ

MCTP1

NN[ININ

7887

PCDHGC
3

PRR4

FAM18B
2-CDRT4

RTEL1

DNAJC2
5-GNG10

GDF1

GPR75-
ASB3

RNF103-

128



ANHANG

CHMP3

LY75-
CD302

RPL21P2
8

P2RY11

RPL21

KLHL23

C100rf32
-AS3MT

TMEM18
3B

PHOSPH
02-
KLHL23

MIR1292

MIR3652

TMEM18
3A

SLC5A3

129



ANHANG

6.3 C8OREF33 ist ein negativer Regulator der eukaryotischen

Ribosomenbiogenese

6.3.1 Zusammenfassung

Die Ribosomenbiogenese stellt einen hochgradig komplexen und energieintensiven
Prozess dar. Bei Eukaryoten wird dabei zunachst ein rRNA-Vorlaufer transkribiert,
welcher anschlielend modifiziert und zu den 5,8S, 18S und 28S rRNA prozessiert
wird. Bereits wahrend dieser Prozessierung findet die Zusammenlagerung mit den
ribsomalen Proteinen statt. Die Ribosomenbiogenese erstreckt sich dabei Uber
mehrere zellulare Kompartimente beziehungsweise Subkompartimente und bendtigt
eine Vielzahl an trans-agierenden Faktoren. Fehler in der Ribosomenbiogenese sind
Ursache zahlreicher als Ribosomopathien bezeichneter Krankheiten. Die Kenntnis
des genauen Ablaufs der Ribosomenbiogenese sowie insbesondere aller daran
beteiligten  trans-agierenden  Faktoren stellen daher ein  begrindetes
wissenschaftliches Interesse dar.

In der vorliegenden Arbeit konnte das bislang uncharakterisierte Protein CBORF33
(chromosome 8 open reading frame 33) als Interaktor von GRWD1 (glutamate-rich
WD repeat containing 1), einem putativ stimulatorischen Ribosomenbiogenesefaktor,
identizifiert werden. Beide Proteine weisen eine vorwiegend nukleolare Lokalisation
auf und metabolische Markierungsexperimente bestatigten deren Beteiligung an der
Ribosomenbiogenese. Interessanterweise Ubt C8ORF33 dabei jedoch, im
Gegensatz zu der Uberwiegenden Mehrheit der bekannten
Ribosomenbiogenesefaktoren, einen inhibitorischen Effekt aus.
Immunprazipitationensexperimente  und  Dichtegradientenzentrifugationsstudien
deuteten darauf hin, dass dieser inhibitorische Effekt auf der Sequestrierung des
stimulierenden Faktors GRWD1 in einen inhibitorischen Komplex beruht. Die hier
gezeigten Befunde lassen somit auf einen bislang unbekannten
Regulationsmechanismus schlielen, mit dem die Ribosomenbiogenese negativ

reguliert und somit der zellularen Homoostase angepasst werden kann.
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6.3.2 Summary

Ribosome biogenesis is a highly complex and energy consuming process. In
eukaryotes, the newly transcribed rRNA precursors are modified and processed to
yield the 5.8S, 18S and 28S rRNAs. The association of ribosomal proteins with the
rRNAs begins as early as during rRNA maturation. Ribosome biogenesis spans over
various cellular (sub-)compartments and requires a multitude of frans-acting factors.
Furthermore, defects in ribosome biogenesis cause numerous diseases known as
ribosomopathies. Therefore, the understanding and elucidating of the exact
mechanism of ribosome biogenesis as well as the complete set of frans-acting
factors is of reasonable scientific interest.

In this work the uncharacterized protein chromosome 8 open reading frame 33
(C8ORF33) could be identified as an interactor of the putative stimulatory ribosome
biogenesis factor glutamate-rich WD repeat containing 1 (GRWD1). Both proteins
localize predominantly to nucleoli and metabolic labeling assays could confirm their
involvement in ribosome biogenesis. Interestingly, CBORF33 is a negative regulator
of ribosome biogenesis, contrary to the vast majority of the known ribosome
biogenesis factors. Immunoprecipitation experiments and density gradient
centrifugation studies indicate that this inhibitory effect is due to its sequestration of
the stimulatory GRWD1 in an inhibitory complex. These data elucidate a novel
negative regulatory mechanism during ribosome biogenesis, which might play crucial

roles in maintaining cellular homeostasis.
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6.3.3 Einleitung

6.3.3.1 Die Synthese der Translationsmaschinerie bindet betrachtliche

zellulare Ressourcen

Die lineare Erbinformation der DNA wird durch die Proteinbiosynthesemaschinerie in
die dreidimensionale Welt der Proteine mit vielen katalytischen und
strukturgebenden Eigenschaften Ubersetzt. Naturgemaf ist dieser Prozess sehr
energieaufwandig, mussen doch die Aminosauren vor ihrer Verknupfung aktiviert
und die einzelnen Schritte der Translation durch energieverbrauchende Enzyme
ermoglicht werden. Interessanterweise ist dieser Energieaufwand aber
vernachlassigbar im Vergleich zum Energieaufwand, der fur die Synthese der
Proteinsynthesemaschinerie selbst aufgewendet werden muss. So schatzt man,
dass weit Uber 60 % der gesamten metabolischen Energie einer Zelle flr den
Aufbau und Erhalt der Uber 10 Millionen Ribosomen aufgewandt wird (335). Somit ist
nicht nur die Translation sondern auch die Ribosomensynthese unerlasslich fur das

Wachstum und die Proliferation der Zelle.

6.3.3.2 Die Ribosomenbiogenese

Bestehend aus Uber 80 Proteinen, vier rRNAs und einer molekularen Masse von 4,2
MDa zahlt das Ribosom zu den grollten makromolekularen Komplexen einer
menschlichen Zelle (336). Aufgrund dieser Komplexitat ist es nicht verwunderlich,
dass die Ribosomenbiogenese einen koordinierten und hochregulierten Prozess
darstellt, der sich Uber mehrere zellulare und subzellulare Kompartimente erstreckt
und an dem eine Vielzahl an frans-agierenden Faktoren beteiligt sind (337-339).
Zunachst wird im Nukleolus ein 47S pra-rRNA-Vorlaufer transkribiert, welcher die
5,8S, 18S und 28S rRNA enthalt (Abbildung 22). Dieser Vorlaufer wird im Laufe der
Biogenese zu den reifen rRNAs prozessiert, modifiziert und mit ribosomalen
Proteinen zusammengelagert. Dazu werden die im Zytoplasma translatierten
ribosomalen Proteine sowie Prozessierungs- und Assemblierungsfaktoren in den
Zellkern importiert. Ein Teil dieser Faktoren wandert anschlieend in den Nukleolus,

wo die Zusammenlagerung der pra-ribosomalen Partikel beginnt. Nach der weiteren
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Reifung im Nukleoplasma und in der finalen Phase auch im Zytoplasma lagern sich

die reifen 40S und 60S Untereinheiten zum katalytisch aktiven Ribosom zusammen.

5-ETS ITS1  ITS2 3-ETS
18S 5,8S 28S
Weg 1 )\ Weg 2
41 SC—3 ) 30S —:D— 32S %

325  S— | 268—(:9—

21SC—/+— 125 218(:9— 12S&-
18SEC—/+ 7SCH 188E:D— 7S&x
— = {S— — (-] [—
18S 5,85 28S 18S 5,85 28S

Abbildung 22: Prozessierung der rRNA.

rRNAs werden als 47S pra-rRNA von der RNA-Polymerase | (RNAP1) ftranskribiert. Die
Prozessierung dieses Vorlaufers kann Uber zwei verschiedene Prozessierungswege erfolgen. Dabei
werden durch endo- und exonukleolytische Spaltungen die ETSs (external transcribed spacer) und

ITSs (internal transcribed spacer) entfernt und so die 5,8S, 18S und 28S rRNAs generiert.

Die DNA-Segmente, die fur den 47S pra-rRNA-Vorlaufer kodieren, sind in sich
tandemartig wiederholenden Einheiten an mehreren Stellen des Genoms kodiert
(340). Diese werden als nukleolusorganisierende Regionen (NOR) bezeichnet, da
sich transkriptionsabhangig der Nukleolus um diese Regionen formiert. Die 47S pra-
rRNA wird von der RNA Polymerase | (RNAP1) transkribiert und setzt sich aus
einem external transcribed spacer (ETS), der 18S rRNA, einem internal transcribed
spacer (ITS), der 5,8S rRNA, einem weiteren ITS, der 28S rRNA und einem
abschlieBenden ETS zusammen (340) (Abbildung 22).

Um aus dem 47S Vorlaufer die 18S, 5,8S und 28S rRNAs zu erhalten, wird die pra-
rRNA im Anschluss an die Transkription prozessiert und modifiziert. Endo- und

Exonukleasen hydrolysieren dazu die pra-rRNA an definierten Stellen und entfernen
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dadurch die ETSs und ITSs (Abbildung 22) (347). Neben der Prozessierung wird die
rRNA auch massiv posttranskriptionell modifiziert. Diese Modifizierungen erfolgen
durch snoRNPs (small nucleolar ribonucleoprotein complex), wobei man zwei
Klassen unterscheidet: Die C/D Box snoRNPs katalysieren die Methylierung der 2’-
OH-Gruppen der Ribose wahrend die H/ACA snoRNPs die Isomerisierung von Uracil
zu Pseudouracil katalysieren (338, 342). Diese Modifikationen sind von Bedeutung
fur die spatere Struktur und Funktion des Ribosoms (337).

Die Zusammenlagerung der pra-rRNA mit ribosomalen Proteinen zum pra-
ribosomalen Partikel beginnt bereits wahrend der Prozessierung der rRNA im
Nukleolus. Durch die Spaltung zwischen der 18S und der 5,8S rRNA wird dieser
Partikel in die 40S und 60S pra-ribosomalen Partikel aufgetrennt, die getrennt
voneinander weiter prozessiert und mit weiteren ribosomalen Proteinen
zusammengelagert werden. Die Zusammenlagerung mit ribosomalen Proteinen
erfolgt in einer festgelegten Reihenfolge. So unterscheidet man frihe ribosomale
Proteine, die bereits vor der Spaltung der 40S und 60S pra-ribosomalen Partikel
inkorporiert werden, von spaten Faktoren, die erst danach eingebaut werden (343).
Auch die 5S rRNA muss in den pra-ribosomalen Partikel integriert werden, da sie
nicht mit den restlichen ribosomalen RNAs als 47S pra-rRNA transkribiert sondern
getrennt von der RNA Polymerase Il synthetisiert wird (344). Die 5S rRNA bildet
dazu zunachst zusammen mit den ribosomalen Proteinen RPL5 und RPL11 den 5S
RNP Subkomplex welcher im Nukleolus in den pra-ribosomalen Komplex eingebaut
wird (345, 346). Nach der Reifung der pra-ribosomalen Partikel im Zellkern erfolgt
der Export von pra-40S und pra-60S ins Zytoplasma wo die finale Reifung zu den
funktionsfahigen 40S und 60S Untereinheiten erfolgt. Dieser Exportweg wird durch
den Exportfaktor XPO1 (Exportin 1) und die GTPase Ran ermdglicht (347-357).

6.3.3.3 Zellwachstum und Ribosomenbiogenese

Die Ribosomenbiogenese ist eng mit dem Zellwachstum verknupft (352). Nukleolare
Stressbedingungen wie Inhibierung der rRNA-Transkription oder -Prozessierung
fuhren daher zu einer zellularen Stressantwort (353-356). Hierbei spielt das
Tumorsuppressorgen p53 eine zentrale Rolle. p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der
die Transkription von Genen fordert, die zu Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur und

letzten Endes zu Apoptose fuhren (357, 358). Unter normalen
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Wachstumsbedingungen wird p53 nur in sehr geringen Mengen exprimiert, da es
durch Interaktion mit der E3 Ligase MDMZ2 (mouse double minute 2 homolog)
ubiquitinyliert und daraufhin abgebaut wird (359-367). Wird infolge von nukleolarem
Stress die Ribosomenbiogense inhibiert, wird das 5S RNP nicht mehr effizient in den
pra-ribosomalen Partikel inkorporiert und liegt somit frei vor (352, 362). Dies fuhrt zur
verstarkten Bindung von MDM2 an das 5S RNPs (352, 362). Infolgedessen
interagiert MDM2 nicht mehr mit p53, welches dadurch nicht mehr abgebaut wird

und deshalb in der Zelle akkumuliert.

6.3.3.4 Ribosomenassoziierte Krankheiten: Ribosomopathien

Fehler in der Biogenese oder der Funktion des Ribosoms sind Ursache von diversen
Krankheiten, die unter dem Begriff Ribosomopathien zusammengefasst werden.
Haufig aullern sich diese Krankheiten in Defekten der Erythropoese oder in
Skelettschaden und umfassen unter anderem die Diamond-Blackfan-Anamie, das
5g-minus-Syndrom oder das Treacher-Collins-Syndrom (363). Auch bei der
Behandlung von Krebserkrankungen rickt die Ribosomenbiogenese zunehmend in
den Fokus. Aufgrund der starken Proliferation ist sie wachstumsentscheidend flr
eine Krebszelle. Der Eingriff in die Ribosmenbiogenese durch Chemotherapeutika
bietet daher einen Ansatzpunkt fur die Krebstherapie (364).

Ein umfassendes Verstandnis der Ribosomenbiogenese sowie die Identifizierung
und funktionelle Charakterisierung aller daran beteiligter Faktoren ist aus diesem
Grund von groRtem wissenschaftlichen Interesses. Faktoren, die die
Ribosomenbiogenese positiv beeinflussen, sind bereits zahlreich bekannt. Vor
diesem Hintergrund stellt sich nun die prinzipielle Frage, ob Mechanismen existieren,
durch welche die Ribosomenbiogenese negativ reguliert werden kann. Ein solches
Szenario wirde der Zelle die Moglichkeit eréffnen infolge von Stressbedingungen die
Ribosomenbiogense zu unterdricken. Die Aufdeckung von derartigen Mechanismen
und der daran beteiligten Faktoren konnte auch bei der Entwicklung von

Krebstherapien von entscheidender Bedeutung sein.
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6.3.3.5 Problemstellung

GRWD1 (glutamate-rich WD-repeat 1) ist ein eukaryotisches Protein, dessen
strukturelles Hauptcharakteristikum vier sogenannte Tryptophan-Aspartat (WD40)-
Wiederholungsmotive sind (365). Gemeinsam bilden die WD-Motive eine WD-
Domane, welche eine propellerartige Struktur besitzt und Protein-Protein-
Interaktionen vermittelt (366). Das Hefehomolog von GRWD1, Rrb1p (regulator of
ribosome biogenesis), wurde als Ribosomenbiogenesefaktor identifiziert und wird fur
die Biogenese der 60S Untereinheit bendtigt (367-369). Auch flr das humane
Homolog gibt es erste Hinweise, die auf eine Beteiligung in der
Ribosomenbiogenese hindeuten (339, 365). Initiale Experimente im Rahmen dieser
Arbeit haben gezeigt, dass GRWD1 mit dem noch uncharakterisierten Protein
C80ORF33 interagiert. Die Kenntnis aller Faktoren, die an der Ribosomenbiogenese
beteiligt sind sowie deren Wirkmechanismus ist essentiell fir ein umfassendes
Verstandnis der Ribosomenbiogenese. Aus diesem Grund sollte C8ORF33
funktionell und biochemisch charakterisiert und eine mogliche Rolle in der
Ribosomenbiogenese untersucht werden. Dabei sollte besonders die funktionelle

Konsequenz der Interaktion von CBORF33 mit GRWD1 analysiert werden.
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6.3.4 Ergebnisse

6.3.4.1 C8ORF33 inhibiert die Ribosomenbiogenese

Das Protein CBORF33 wurde bislang noch keinem zellularen Prozess zugeordnet
und sollte daher im Rahmen dieser Arbeit funktionell und biochemisch charakterisiert
werden. Da die intrazellulare Lokalisation eines Proteins haufig erste Anhaltspunkte
Uber dessen zellulare Funktion gibt, wurde eine indirekte Immunfluoreszenz zur
Detektion von C80ORF33 in einer stabilen Flp-In T-REx HeLa C8ORF33-Zelllinie
durchgefuhrt. Nach Induktion mit Tetracyclin exprimieren diese Zellen C80ORF33,
welches am N-Terminus eine FLAG/HA-Tag besitzt. Nach der Induktion dieser
Zelllinie erfolgte die Farbung von FLAG/HA-C80ORF33 mithilfe eines a-HA-
Antikdrpers. C8ORF33 lokalisierte dabei im Zellkern mit einer deutlichen
Anreicherung in den Nukleoli (Abbildung 23A).

HA GRWD1 DAPI Uberlagerung

Abbildung 23: C80ORF33 und GRWD1 lokalisieren in Nukleoli.

Immunfluoreszenzmikroskopieaufnahmen nach Induktion einer stabilen FLAG/HA-C8ORF33 Zelllinie
mit Tetracyclin (A) Farbung von FLAG/HA-C80ORF33 mit a-HA-Antikérpern (B) Detektion von GRWD1
mit a-GRWD1-Antikérpern (C) DAPI-Farbung zur Visualisierung der Zellkerne (D) Uberlagerung von
A-C.

Nukleoli sind hochspezialisierte subnukleare Domanen, in welchen die Transkription
ribosomaler RNA sowie die frihe Phase der Ribosomenbiogenese stattfindet. Die
Lokalisation von C80ORF33 in Nukleoli ist daher indikativ fur eine Beteiligung an
einem dieser Prozesse. Um diese Maoglichkeit experimentell zu testen, wurde ein
metabolisches Markierungsexperiment in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Nick
Watkins (Universitat Newcastle upon Tyne, GB) durchgefiihrt. Zellen wurden hierfur
mit Kontroll- und C80ORF33-siRNA transfiziert. Durch Kultivierung dieser Zellen in
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Medium, welches **P-markiertes Phosphat enthielt, wurde die neusynthetisierte RNA

radioaktiv markiert. Aus diesen Zellen wurde RNA isoliert, gelelektrophoretisch

aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
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Abbildung 24: C8ORF33 ist ein Inhibitor der

Ribosomenbiogenese.

(A) Kontroll- (Spur 1) und C8ORF33-siRNA (Spur 2)
wurde in Zellen transfiziert. Neusynthetisierte RNA wurde
durch Kultivierung der Zellen in Medium, das mit 2p_
Phosphat supplementiert wurde, radioaktiv markiert.
Gesamt-RNA wurde isoliert, Uber ein Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet.
Neusynthetisierte RNA wurde durch Autoradiografie
detektiert. (B) Autoradiografie der neusynthetisierten RNA
in C8O0ORF33-uberexprimierenden (Spur 1) und nicht
Uberexprimierenden (Spur 2) Zellen. Unten:
Ehtidiumbromidfarbung der 28S und 18S rRNA.

geblottet. Die

Detektion der
neusynthetisierten RNA
erfolgte durch Autoradiografie.
Die siRNA-vermittelte
Reduzierung von C80ORF33
resultierte im Vergleich zur
Kontrolle in einer vermehrten
Synthese der 47S/45S- und
32S-rRNA-Vorstufen
der 28S und 18S rRNA
(Abbildung 24A). Diese Daten
lassen
C8ORF33 ein Faktor ist, der

die Ribosomenbiogenese

sowie

vermuten, dass

negativ beeinflusst. Um diese
Hypothese zu untermauern,
wurde ein Uberexpressions-
experiment durchgefuhrt. Die
Uberexpresison von
C80ORF33 hatte einen
inhibitorischen Effekt auf die
Synthese der 28S und 18S
rRNA zur Folge (Abbildung
24B). C80ORF33 stellt somit
einen Inhibitor der
Ribosomenbiogenese dar.
C80ORF33 inhibiert dabei die
Biogenese beider ribosomaler

Untereinheiten.
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6.3.4.2 C8ORF33 interagiert mit GRWD1,

Ribosomenbiogenese

einem potentiellen Faktor der

Um einen Einblick in den Mechanismus der Inhibierung der Ribosomenbiogenese
durch C80ORF33 zu erhalten, wurde nach moglichen Interaktoren von C8ORF33

mittels Immunpréazipitation gesucht. Zur Uberexpression von HA-C8ORF33 wurden

Zellen transient transfiziert. a-HA-Antikorper prazipitierten zusatzlich zu HA-

C8ORF33 einen weiteren Faktor mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa, der in

einer parallel ausgeflhrten Kontrollimmunprazipitation nicht zu detektieren war

A B e}
Q“D
&
Qg. Z (c)b o
kba & Q kba & Q
120 —
100 -
100 00 - g
19 = ==
60 - L GRWD1 704
5o [0 - 19G 60-E | GRWD1
i e
40 — 50 [T
30 - - HA-CBORF33 4,
25 ‘-'_lge 30 | C8ORF33
‘ |- lgG
20 25 | .
[ | HA-CBORF33 [~ }c8oRF33
GRWD1 GRWD1

Abbildung 25: C8ORF33 interagiert mit GRWD1.

(A) Aus Zellextrakt von HA-C8ORF33-lberexprimierenden
Zellen wurde eine IP mit a-HA-Antikérpern durchgefihrt
(Spur 1). Zur Kontrolle der Spezifitat erfolgte eine IP mit
Praimmunserum (Spur 2). (B) IP aus HEK293-Zellextrakt
mit a-C80ORF33-Antikdrpern (Spur 1) und
Praimmunserumkontrolle (Spur 2). Koprazipitierte Proteine
SDS-PAGE
Silberfarbung (A oben) oder Coomassiefarbung (B oben)
detektiert. Western-Blot

wurden  Uber aufgetrennt und durch

Unten: Analyse der

Immunprazipitation.

(Abbildung

|dentifizierung

25A). Zur

dieses
Interaktors wurde die Immun-
prazipitation massenspektro-
metrisch Diese
Analyse identifizierte GRWD1
als moglichen Bindungspartner

von C8O0ORF33. Erste Daten

analysiert.

deuten daraufhin, dass
GRWD1 (glutamate-rich WD
repeat containting 1) einen
positiven Faktor der

Ribosomenbiogenese darstellt
(339, 365). Diese Vermutung
wird durch die Homologie zum
Rrb1p,

beschriebenen Ribosomenbio-

Hefeprotein einem
genesefaktor, weiter gestitzt
(367-369). Eine Western-Blot
C80ORF33-
Immunprazipitation mit a-
GRWD1-Antikorpern be-
statigte die Koreinigung von
GRWD1 mit C80ORF33
(Abbildung 25A). Eine

Analyse der
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Immunprazipitation von endogenem C80ORF33 mithilfe von a-C80RF33-Antikdrpern
verifizierte die Assoziation von C8ORF33 mit GRWD1 (Abbildung 25B). Um
zweifelsfrei nachzuweisen, dass C8ORF33 und GRWD1 Teil eines gemeinsamen
Komplexes in zellularen Extrakten sind, wurde eine reziproke Immunprazipitation mit
a-GRWD1-Antikérpern durchgefuhrt (Abbildung 26). Diese bestatigte die Interaktion
von C80ORF33 mit GRWD1. Die oben beschriebenen Interaktionsstudien belegten
somit eine Assoziation von C80ORF33 mit dem moglichen

Ribosomenbiogenesefaktor GRWD1.

~N

&
o
o

150 {700

120 "
%03
70 Abbildung 26: Verifizierung der Interaktion von C80RF33 mit
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. I Bl ige GRWD1.
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Mit a-GRWD1-Antikdrpern (Spur 1) und Praimmunserum (Spur 2)

wurde eine Immunprazipitaton aus HEK293-Zellextrakt

7 :IC;8GORF33 durchgefiihrt. Koprazipitierte Proteine wurden (ber SDS-PAGE
25 -1 aufgetrennt und mittels Silberfarbung detektiert (oben). Western-
Blot Analyse der Immunprazipitation zeigt die Interaktion von

209 GRWD1 mit C8ORF33 (unten).
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6.3.4.3 GRWD1 ist ein positiver Faktor der Ribosomenbiogenese
Wahrend fur Rrb1p, dem Hefehomolog von GRWD1, eine Rolle in der

Ribosomenbiogenese durch genetische Studien eindeutig nachgewiesen werden
konnte, gibt es fur GRWD1 lediglich erste Hinweise, die auf eine Beteiligung an der
Ribosomenbiogenese hinweisen (367-369). So wurde GRWD1 in einem
Hochdurchsatzscreen als mdglicher Ribosomenbiogenesefaktor identifiziert und eine
Kosedimentation mit praribosomalen Partikeln in einer

Dichtegradientenzentrifugation gefunden (339, 365). Daher sollte die Rolle von
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GRWD1 im Kontext der Ribosomenbiogenese naher untersucht werden.
Immunfluoreszenzstudien mit a-GRWD1-Antikérpern  zeigten dabei eine
Kolokalisation von GRWD1 mit dem Interaktionspartner CBORF33 im Zellkern sowie
in den Nukleoli, was eine Beteiligung von GRWD1 bei der Ribosomenbiogenese
nahelegt (Abbildung 23B). Anhand eines metabolischen Markierungsexperiments
sollte daher die mogliche Rolle von GRWD1 bei der Ribosomenbiogenese weiter
analysiert werden. Die siRNA-vermittelte Depletion von GRWD1 fuhrte dabei zu
Defekten in der Biogenese der 60S ribosomalen Untereinheit verglichen mit den
Kontrollzellen (personliche Mitteilung Dr. Nick Watkins, Universitat Newcastle upon
Tyne, GB). GRWD1 wurde somit als positiver Faktor der Ribosomenbiogenese
identifiziert.

Abbildung 27: Die verminderte GRWD1-Expression resultiert in

SiRNA einer nukleoldren Stressantwort.
@ ~N
,§ § Kontroll- (Spur 1) und GRWD1-siRNA (Spur 2) wurde in Zellen
Q
L Cg- transfiziert und der daraus hergestellte Zellextrakt durch eine
EGme Western-Blot Analyse auf die Expression von p53 und p21
B[
untersucht.
[ |p2"
[== ==]FACTIN
1 2

Die Ribosomenbiogenese stellt einen sehr komplexen Vorgang dar, dessen Stérung
haufig mit einer nukleolaren Stressantwort einhergeht. Ein molekulares Kennzeichen
dieser Antwort ist die Akkumulation das Tumorsuppressorgens p53. Hierdurch wird
die Transkription von Genen, wie beispielsweise p21 gefordert, die Zellzyklusarrest
oder Apoptose induzieren (358, 370-372). Da GRWD1 die Ribosomenbiogenese
stimuliert, kénnten Anderungen in der GRWD1-Expression ebenfalls zu einer
nukleolaren, p53-vermittelten Stressantwort fuhren. Um dies zu testen, wurde die
Expression von GRWD1 durch siRNA-Transfektion vermindert. Zellextrakt von
diesen Zellen wurde 72 Stunden nach der Transfektion mittels Western-Blot Analyse
auf die Expression von p53 und p21 untersucht (Abbildung 27). Die verminderte
Expression von GRWD1 resultierte in einer deutlich erhdhten Expression von p53
und p21 im Vergleich zu Kontrollzellen, die lediglich mit einer Kontroll-siRNA

transfiziert wurden. Diese Daten belegen daher, dass die Inhibierung der
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Ribosomenbiogenese durch eine verminderte GRWD1-Expression zu einer p53-

vermittelten nukleolaren Stressantwort fuhrt.

6.3.4.4 C8ORF33 sequestriert GRWD1 in einem inhibitorischen Komplex

Das Vorliegen des stimulierenden Faktors GRWD1 in einem Komplex mit dem
inhibitorischen C8ORF33 legt nahe, dass die Aktivitdt von GRWD1 durch die
Bindung von C80ORF33 reguliert werden kann. Der GRWD1-C80ORF33-Komplex
sollte daher durch eine Dichtegradientenzentrifugation weiter charakterisiert werden.
Dazu wurden Zellen mit C80RF33- und Kontroll-siRNA transfiziert und der
Zellextrakt in einer Dichtegradientenzentrifugation dber einen 10 %-30 %
Glyceringradienten aufgetrennt. Das Sedimentationsverhalten von C8ORF33 und
GRWD1 wurde durch Western-Blot der einzelnen Fraktionen untersucht. Hierbei
zeigte sich eine Kosedimentation von C80ORF33 und GRWD1 in den Fraktionen 10
und 11 der Kontrollzellen (Abbildung 28A Reihen 1 und 3). Zusatzlich sedimentierte
GRWD1 in den Fraktionen 7 bis 9, was auf einen weiteren, niedermolekularen
GRWD1-Komplex hindeutet (Abbildung 28A Reihe 3). Verringert sich das C8BORF33-
Expresisonslevel durch eine siRNA-Transfektion, kommt es zu einer Verschiebung
von GRWD1 in die Fraktionen 8 bis 10, also dem niedermolekularen Komplex
(Abbildung 28A Reihen 3 und 4). C8ORF33 beeinflusst also das
Sedimentationsverhalten von GRWD1. Deshalb wurde als nachstes der Effekt einer
C80ORF33-Uberexpression auf das Sedimentationsverhalten von GRWD1
untersucht. Dafiir wurde in einer stabilen Zelllinie die Uberexpression von FLAG/HA-
C80ORF33 mit Tetracyclin induziert, wahrend die Kontrollzellen uninduziert blieben.
Zellextrakt dieser Zellen wurde erneut Uber eine Dichtegradientenzentrifugation
aufgetrennt und mittels Western-Blot analysiert. In den uninduzierten Zellen
sedimentierte GRWD1 in dem niedermolekularen Komplex in den Fraktionen 7 bis 9
(Abbildung 28B Reihe 4). Die Uberexpression von FLAG/HA-C8ORF33 fiihrte zu
einer Verschiebung von GRWD1 in den hdhermolekularen Komplex in den
Fraktionen 9 bis 11, was einer Kosedimentation mit C8ORF33 entspricht
(Abbildung 28B Reihen 1 und 3).
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Abbildung 28: Sedimentationsverhalten von CBORF33 und GRWD1.

(A) Zellen wurden mit siRNA gegen C80RF33 (+) und Kontroll-siRNA (-) transfiziert und Zellextrakte
hergestellt. Diese wurden durch eine Dichtegradientenzentrifugation Uber einen 10%-30%
Glyceringradienten aufgetrennt und die Gradientenfraktionen mittels Western-Blot mit den
angegebenen Antikorpern analysiert. (B) Dichtegradientenzentrifugation von Zellextrakt induzierter (+)
und uninduzierter (-) stabiler FLAG/HA-C80ORF33-Zellen. KD: knockdown

GRWD1 liegt somit in zwei verschiedenen Komplexen vor: einem niedermolekularen
sowie einem hdohermolekularen, der CBORF33 beinhaltet. Das Expressionslevel von
C8ORF33 bestimmt dabei das Verhaltnis der beiden GRWD1-beinhaltenden
Komplexe. Die negative Wirkung von C8ORF33 auf die Ribosomenbiogenese beruht

somit auf der Sequestrierung von GRWD1 in einem inhibitorischen Komplex.
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6.3.5 Diskussion

6.3.5.1 C8ORF33 ist ein Ribosomenbiogenesefaktor

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das bis dahin uncharakterisierte Protein CBORF33
funktionell analysiert. Bei diesem Protein handelt es sich um ein 25 kDa grol3es
Protein, welches durch ein Gen auf dem humanen Chromosom 8 kodiert ist und
keine bekannten Proteindomanen besitzt. Es war daher allein aufgrund der
Primarsequenz kein biochemischer Prozess offensichtlich, in den C8ORF33
einzuordnen war. Die in dieser Arbeit durchgefuhrten zellbiologischen und
biochemischen Daten haben klarmachen kdnnen, dass es sich bei diesem Faktor
um eine Komponente der Ribosomenbiogenesemaschinerie handeln muss. Hierfur
sprechen folgende Befunde:

1. Indirekte Immunfluoreszenzstudien zeigten eine eindeutige Lokalisation von
C8ORF33 in Nukleoli, einer subnuklearen Domane, in der die initiale Phase
der Ribosomenbiogenese stattfindet (Abbildung 23). Eine nukleolare
Lokalisation ist daher haufig indikativ far eine Beteiligung an der
Ribosomenbiogenese.

2. Durch Immunprazipitationen mit monospezifischen Antikdrpern wurde das
Protein GRWD1 als Interaktor von C8ORF33 gefunden (Abbildungen 25 und
26). Humanes GRWD1 wurde in einem Hochdurchsatzscreen als mdglicher
Ribosomenbiogenesefaktor identifiziert und fur das Hefehomolog (Rrb1p) eine
Rolle in der Ribosomenbiogenese eindeutig beschrieben (339, 365, 367-369).

3. Dichtegradientenzentrifugationen belegten, dass GRWD1 zwei definierte
Komplexe in zellularen Komplexen ausbildet, von denen einer mit CBORF33
kosedimentiert (Abbildung 28). Interessanterweise flhrt eine Uberexpression
von C80ORF33 zu einer vollstandigen Sequestrierung von GRWD1.

4. Metabolische Markierungsexperimente konnten daruber hinaus zeigen, dass
es sich bei diesem Protein um einen Faktor handelt, der die
Ribosomenbiogenese beeinflusst (Abbildung 24). Diese Experimente
machten auch deutlich, dass C80ORF33, im Gegensatz zu der Mehrzahl der
bislang bekannten Ribosomenbiogenesefaktoren, inhibitorisch und nicht

stimulatorisch wirkt.
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Die oben zusammengefassten experimentellen Daten definieren somit CSORF33 als
einen Faktor, der sehr wahrscheinlich direkt in die Ribosomenbiogenese eingreift

und diese verlangsamt.

6.3.5.2 Die Ribosomenbiogenese: Katalytische Faktoren und

Zusammenlagerungschaperone

Die Ribosomenbiogenese steht aufgrund ihrer zentralen Bedeutung fur die zellulare
Homdostase und des enormen Energieaufwands, der flr diesen Prozess bendtigt
wird, unter der Kontrolle einer gro3en Anzahl von regulatorischen frans-agierenden
Faktoren. Diese Faktoren beeinflussen die Biogenese auf unterschiedlichste Weise.
Transkriptionsfaktoren wie RRN3 (RRN3 RNA polymerase | transcription factor
homolog (S.cerevisiae)) oder TAF1D (TATA box binding protein associated factor,
RNA Polymerase I, D, 41 kDa) rekrutieren die RNAP1 an den Promoter und werden
fur eine effiziente Transkription des rRNA-Vorlaufers bendtigt (373, 374).
Prozessierungs- und Modifikationsfaktoren wie XRN2 (5’-3’ Exoribonuklease 2) und
EXOSC10 (exosome component 10) beziehungsweise die snoRNP-Komponente
Dyskerin stellen dagegen sicher, dass die reifen rRNA-Molekile fur die
Zusammenlagerung der ribosomalen Untereinheiten gebildet werden kdnnen (375-
379). Neben den oben beschriebenen katalytischen Faktoren kennt man heute
weitere Faktoren, die fur die Zusammenlagerung des Ribosoms bendtigt werden und
daher Assemblierungsfaktoren beziehungsweise -chaperone im engeren Sinne
darstellen. Hierzu gehoéren unter anderem Jjj1p (J-protein (type Ill)) und Zuo1p
(Zuctin) (380).

Die oben beschriebenen Prozesse koénnen alle durch posttranslationale
Modifikationen hochreguliert werden, um die Ribosomenbiogenese mit dem
zellularen Wachstum zu koordinieren. Ein Ubergeordneter Regulator ist zum Beispiel
der mTORCH1, der durch Phosphorylierung weiterer Regulatoren wie beispeilsweise
der S6 Kinase 1 RNAP1-Transkriptionsfaktoren aktiviert und so die Transkription des
rRNA-Vorlaufers steigert (387-385).

Der inhibitorische Effekt von CBORF33 auf die Ribosomenbiogenese lasst vermuten,
dass es sich in diesem Fall ebenfalls um einen regulatorischen Faktor handelt. Die

Interaktion mit GRWD1 und das Verstandnis Uber dessen Funktion lassen einen
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neuen Wirkmechanismus moglich erscheinen, namlich die Blockade eines

stimulatorischen Faktors.

6.3.5.3 Hinweise auf die Funktion von C8ORF33 durch die Analyse von
GRWD1

Einen wichtigen Befund bezuglich der Wirkungsweise von C8ORF33 in der
Ribosomenbiogenese kam durch die biochemische Charakterisierung des humanen
GRWD1. Dieses Protein weist ebenso wie C80ORF33 eine nukleolare Lokalisation
auf, was mit der gefundenen physischen Interaktion beider Proteine gut korreliert
(Abbildung 23). Metabolische Markierungsexperimente beweisen darlber hinaus,
dass GRWD1 eine stimulatorische Rolle auf die Biogenese der 60S-Untereinheit
besitzt (Befunde erhalten in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Nick Watkins, Universitat
Newcastle upon Tyne, GB). Diese Entdeckungen stimmen mit den Daten Uber das
Hefehomolog Rrb1p Uberein, welches die Biogenese der grofden ribosomalen
Untereinheit fordert (367). Aufgrund der Interaktion von Rrb1p mit dem ribosomalen
Protein L3 (RPL3) wird angenommen, dass Rrb1p als Assemblierungschaperon und
nicht als katalytischer Faktor wirkt (367, 368). Auch in einer Immunprazipitation von
GRWD1 konnte RPL3 massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt), was einen ahnlichen Funktionsmechanismus fir GRWD1 nahelegt.

C80ORF33 und GRWD1 bilden einen gemeinsamen Komplex, zeigen jedoch
gegensatzliche Effekte auf die Ribosomenbiogenese. Die Daten sind somit
konsistent mit einem Modell in dem die stimulatorische Aktivitat von GRWD1 durch
die Bindung an C80ORF33 blockiert beziehungsweise negativ reguliert wird. Somit
ware die inhibierende Wirkung von C80ORF33 auf die Ribosomenbiogenese eine
Konsequenz der Inaktivierung des biogenesefordernden GRWD1-Proteins. Dieses
Modell wird durch Dichtegradientenzentrifugationsstudien gestitzt (Abbildung 28).
Diese =zeigten, dass GRWD1 in einem niedermolekularen und einem
héhermolekularen Komplex sedimentiert, wobei C8ORF33 spezifisch nur mit dem
héhermolekularen Komplex kosedimentiert. Die Uberexpression von C80ORF33
sowie die siRNA-vermittelte Depletion belegten, dass das Expressionslevel von
C80ORF33 das Sedimentationsverhalten von GRWD1 beeinflusst. So ist CSORF33 in

der Lage GRWD1 in den hdhermolekularen Komplex zu sequestrieren. Der
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inhibitorische Effekt von C8ORF33 beruht somit madglicherweise auf der

Sequestrierung und damit der Inaktivierung von GRWD1 (Abbildung 29).

C8ORE33

Ribosomen- Ribosomen-
biogenese ( GRVURM I

biogenese
\>/ 8ORR33

C8ORE33

Abbildung 29: Modell zur Inhibierung der Ribosomenbiogenese durch C8ORF33.
Die Bindung von C8ORF33 an GRWD1 fihrt zur Sequestrierung von GRWD1 in einen
héhermolekularen Komplex. Dadurch kann GRWD1 die Ribosomenbiogenese wahrscheinlich nicht

mehr stimulieren.

Dabei ist denkbar, dass die Interaktion von GRWD1 mit C8ORF33 weitere
Interaktionen von GRWD1, die fur die Stimulierung der Ribosomenbiogenese
bendtigt werden, ausschliel3t. Zum Beispiel konnte C80ORF33 mit RPL3 um die
Bindung an GRWD1 kompetieren. Durch eine hdhere Affinitat oder ein hdheres
Expressionslevel verglichen mit den kompetierenden Faktoren konnte C8ORF33
GRWD1 so in einen inhibitorischen Komplex zwingen und die Ribosomenbiogenese

negativ regulieren.

6.3.5.4 Die Regulation der Ribosomenbiogenese

Die Regulation der GRWD1-Aktivitdt durch C8ORF33 eroffnet der Zelle die
Moglichkeit, die Ribosomenbiogenese zu unterdricken und damit den zellularen
Wachstumsbedingungen anzupassen. Wahrend zahlreiche Faktoren bekannt sind,
die die Ribosomenbiogenese fordern, gibt es nur wenige Beispiele fur eine negative
Regulation der Ribosomenbiogenese. Dabei handelt es sich vorwiegend um
Mechanismen, die die Transkription des 47S pra-rRNA-Vorlaufers inhibieren. Ein

Beispiel daflir ist der eNOSC (energy-dependent nucleolar silencing complex)-
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Komplex. Dieser wird durch RRP8 (ribosomal RNA processing 8, methyltransferase,
homolog (yeast)) an die rDNA rekrutiert, was zu einer Deacetylierung und
Methylierung des Histons H3 im Chromatin dieses Genlokus fuhrt (386-388). Auf
diese Weise kommt es zur Stilllegung der rDNA-Gene. Die Regulation der
Ribosomenbiogenese durch den eNOSC-Komplex ist dabei abhangig vom
Energiestatus der Zelle (386). Kommt es zu einer gesteigerten rRNA-Transkription,
bindet RRP8 an die synthetisierte rRNA und kann dadurch den eNOSC-Komplex
nicht mehr an die rDNA rekrutieren, wodurch die Transkription der rRNA nicht
inhibiert werden kann (389). Unter Energiemangelbedingungen kommt es jedoch zu
einer verstarkten Expression und Interaktion der Komplexkomponenten und somit zu
einer Inhibierung der rRNA-Transkription (386, 390-392).

Ein weiterer Faktor, der die Ribosomenbiogenese negativ reguliert, ist das
Tumorsuppressorprotein  CDKN2A ARF (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
alternate open reading frame). CDKN2A ARF inhibiert sowohl die Transkription als
auch die Prozessierung der rRNA sowie den Export der Ribosomen (393-395). Dies
geschieht durch vielfaltige Mechanismen. So fuhrt zum Beispiel die Bindung von
CDKN2A ARF an Nucleophosmin, welches fur die Ribosomenbiogenese bendtigt
wird, zu dessen Polyubiquitinylierung und damit zum Abbau (393). Aulierdem
inhibiert CDKN2A ARF die Sublokalisation in den Nukleolus von TTF1 sowie DDX5
(DEAD-Box Helikase 5), welche die Transkription der rRNA fordern (396, 397).
Zusatzlich zu CDKN2A ARF kann auch NPM3 (nucleophosmin/nucleoplasmin 3) die
Prozessierung der rRNA inhibieren (398). NPM3 interagiert dazu mit Nucleophosmin
(398). Ahnlich wie fur CBORF33 wird auch hier ein Mechanismus diskutiert, der auf
der Sequestrierung eines stimulatorischen Faktors, in diesem Fall Nucleophosmin, in
einen  inhibitorischen  Komplex beruht (398). Die Inhibierung der
Ribosomenbiogenese durch C8ORF33 zahlt somit zu den wenigen Beispielen einer
negativen Regulation auf posttranskriptioneller Ebene.

Die Ribosomenbiogenese stellt einen der energieaufwandigsten zellularen Prozesse
dar. Es ist daher unerlasslich, dass sie den zelluldaren Wachstumsbedingungen
angepasst werden kann. Durch die Unterdriickung der Ribosomenbiogenese stehen
so unter Stressbedingungen die Energieressourcen einer Zelle anderen Prozessen
zur Verflgung, die fur das Uberleben der Zelle entscheidend sind. Die Adjustierung
der Ribosomenbiogenese an die Wachstumsbedingungen durch negative

Regulierungsmechanismen ist daher unerlasslich fur die Zelle.
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6.3.5.5 GRWD1 und die nukleolare Stressantwort

Die Komplexitat eines Ribosoms verlangt eine hochkoordinierte Biogenese.
Stérungen der Ribosomenbiogenese resultieren daher in einer nukleolaren
Stressantwort (353-356). Dabei akkumuliert das Tumorsuppressorgen p53 in der
Zelle und stimuliert dadurch die Transkription von Genen, die einen Zellzyklusarrest
oder Apoptose induzieren (357, 358). Auch die Inhibierung der Ribosomenbiogenese
aufgrund eines verringerten GRWD1-Expressionslevels fuhrt zu einer erhdhten
Expression von p53 sowie dessen Zielgen p21 und resultiert somit in einer
nukleolaren Stressantwort (Abbildung 27). Es ist daher denkbar, dass eine
verminderte GRWD1-Expression Auswirkungen auf den Zellzyklus und damit die
Zellproliferation hat oder gar zu Apoptose fiuhren kann. Eine hinreichende
Expression von GRWD1 ist somit unerlasslich um eine normale Proliferation der
Zelle zu gewahrleisen. Auch die Uberexpression von C8BORF33 resultiert in Defekten
in der Ribosomenbiogenese. Dies ist wahrscheinlich auf die Inaktivierung von
GRWD1 zuruckzufuhren und konnte somit ebenfalls in einer p53-vermittelten
nukleolaren  Stressantwort resultieren. Diese  Moglichkeit bleibt  durch

Uberexpressionsexperimente zu testen.

6.3.5.6 Ausblick
Mit der hier gezeigten Regulation der GRWD1-Aktivitat durch CBORF33 wurde ein

neuer Mechanismus identifiziert, durch den die Ribosomenbiogenese negativ
reguliert werden kann. Uber die genaue Funktionsweise von GRWD1 in Bezug auf
die Ribosomenbiogenese ist jedoch noch wenig bekannt. Basierend auf den Daten
fur das Hefehomolog Rrb1p kénnte GRWD1 die Inkorporation von RPL3 in den
praribosomalen Partikel fordern (367, 368). Die Identifizierung weitere
Bindungspartner von GRWD1 kénnte zur Aufklarung der Rolle von GRWD1 in der
Ribosomenbiogenese beitragen.

Wahrend GRWD1 lediglich die Biogenese der 60S Untereinheit beeinflusst, betrifft
der inhibitorische Effekt von C8ORF33 die Biogenese beider ribosomaler
Untereinheiten (367). Damit konnte sich die Rolle von C80ORF33 in der
Ribosomenbiogenese nicht nur auf die Regulation der GRWD1-Aktivitat
beschranken. Vielmehr ist denkbar, dass C80ORF33 darlber hinaus die Aktivitat
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zusatzlicher Faktoren reguliert. Die Identifizierung weiterer Bindungspartner von
C8ORF33 sowie die Analyse des Effekts der CBORF33-Interaktion auf die Aktivitat
dieser Faktoren koénnte daher weitere Einblicke in die Regulation der
Ribosomenbiogenese liefern.

Durch C8ORF33 kann die Aktivitat von GRWD1 und somit die Ribosomenbiogenese
negativ reguliert werden. Durch Anderungen der C8ORF33-Aktivitdt oder des
Expressionslevels kann daher die Ribosomenbiogenese der zellularen Homobostase
angepasst werden. Die Bedingungen, unter denen es zu einer vermehrten
C80ORF33-vermittelten Unterdrickung der Ribosomenbiogenese kommt, sind jedoch
noch vollig unklar und sollten daher analysiert werden. Aufgrund des verringerten
Bedarfs an Ribosomen sind dabei vor allem Bedingungen, die mit einer
verminderten Proliferation und damit einer verminderten Proteinsyntheserate

einhergehen, naher zu untersuchen.
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8 Abkirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celcius

©o unendlich

40S kleine ribosomale Untereinheit

4SU 4-Thiouridin

60S grol3e ribosomale Untereinheit

6SG 6-Thioguanosin

80S translationsaktives Ribosom bestehend aus 40S und 60S

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid

AG Arbeitsgruppe

AgNO; Silbernitrat

ANXA2 Annexin A2

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARE AU-reiches Element

ASH1 absent, small, or homeotic discs 1

ATP Adenosin-5’-Triphosphat

AUF1 AU-rich element RNA binding factor 1

AUF1 AU-rich element RNA binding protein 1

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

bzw beziehungsweise

C-terminal Carboxy-Terminus

C80ORF33 Chromosom 8 offenes Leseraster 33

ca. circa

CaCl; Calciumchlorid

CBC cap-binding complex

CDKN2A ARF cyclin-dependent kinase inhibitor 2A alternate open reading
frame

cDNA komplementare DNA (engl. complementary DNA)

CDS kodierende Sequenz (engl.: coding sequence)
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Ci
CKB
cm
CO2
CTD
CTP
cwcC22
d

dd
DDX5
DDX6
Del
DMEM
DMP
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dNTP
DTT
E.coli
EDTA
EEF2
elF4Alll
elF4E
elF4F
elF4G
EJC
ELAVL
EMSA
engl.
eNOSC
et al.
ETS

Curie

creatine kinase, brain

Zentimeter

Kohlenstoffdioxid

C-terminale Domane

Cytosin-5’-Trisphosphat

CWC22 spliceosome-associated protein
desoxy

Doppelt destilliert

DEAD-Box Helikase 5

DEAD-Box Helikase 6

Deletion

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylpimelimidat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl.: deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease
Desoxynucleotidtriphosphat
Desoxynukleotidtriphosphat

Dithiotreitol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

eukaryotischer Translationselongationsfaktor 2
eukaryotic initiation factor 4A3

eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4E
eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4F
eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4G
exon-junction complex

embryonic lethal, abnormal vision, drosophila-like
Electromobility Shift Assay

englisch

energy-dependent nucleolar silencing complex
und andere (lat.: et alterae)

external transcribed spacer
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EXOSC10
EXOSC3
FBS
FDR

FF
FMRP
for

g

GB

GFP
GLO1
GNB2L1
GRWD1
GST
GTP

h

H.0
HsBO4
HA

HCI
HEPES
HITS-CLIP

hnRNP
HuR
iCLIP

exosome component 10

exosome component 3

Fetal bovine serum

false discovery rate

firefly

fragile X mental retardation protein

forward

Gramm

Grol3britannien

Green Fluorescent Protein

Glyoxalase |

guanine nucleotide binding protein, beta polypeptide 2-like 1
glutamate-rich WD-repeat 1
Glutathion-S-Transferase
Guanosin-5-Triphosphat

Stunde

Wasser

Borsaure

hemagglutinin

Salzsaure
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsaure
High-throughput sequencing of RNA isolated by crosslinking
immunoprecipitation

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein

human antigen R

individual-nucleotide resolution crosslinking and
immunoprecipitation

Immunglobulin G

Insertion

Immunprazipitation
1-Isopropyl-beta-D-1-thiogalactopyranosid
Interquartilsabstand

internal ribosome entry site
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ITS
Jiitp
KoHPO,
KCI

Kqd

KD

kDa

KH-Domane

KH2PO4
KOACc
KVF

I

LARP
LB
LSA-Motiv
M

M

m7G
mA
MDa
MDM2
MgCl,
min
miRNA
mi

mm

mM
mmol
MnCl,
MOPS
MmRNA
mRNP
mTORC1

N-terminal

internal transcribed spacer
J-protein (type Il
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Dissoziationskonstante
knockdown

Kilodalton

hnRNPK homology-Domane
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumacetat

kumulative Verteilungsfunktion
Liter

La-related protein

Luria Bertani

La motif and S1 associated-Motiv
Million

molar

N7-Monomethylguanosin
Milliampere

Megadalton

mouse double minute 2 homolog
Magnesiumchlorid

Minute

mikroRNA

Milliliter

Millimeter

millimolar

Millimol

Manganchlorid
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
messenger-RNA
messenger-Ribonukleoproteinpartikel
mammalian target of rapamycin complex 1

Ammino-Terminus
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Na,CO3
NayHPO4
NayS,03
NaCl
NaOH
NET

ng

n

NLS

nM

NMD
NOR
NP-40
NPM3
NRE

nt

NXF1
OAZ1
oD

ORF

P

PAA
PABPC1
PABPN1
PAGE
PAIP1
PAIP2
PAN3
PAR-CLIP

PBS
PCR
PDB
Pfu

Natriumcarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumthiosulfat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

NaCl/EDTA/Tris

Nanogramm

Nanoliter

nukledres Lokalisationssignal

nanomolar

nonsense-mediated decay
nukleolusorganisierende Regionen
Nonidet P-40
nucleophosmin/nucleoplasmin 3

nukledres Retentionselement

Nukleotid

nuclear RNA export factor 1

ornithine decarboxylase antizyme 1
optische Dichte

offenes Leseraster

Phosphor

Polyacrylamid

poly(A) binding protein, cytoplasmic 1
poly(A) binding protein, nuclear 1
Polyacrylamidgelelektrophorese

poly(A) binding protein interacting protein 1
poly(A) binding protein interacting protein 2
PANS3 poly(A) specific ribonuclease subunit
Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and
Immunoprecipitation

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction)
Protein Data Bank

Pyrococcus furiosus
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pH

PIS
pmol
PMSF
PPIL1
PRKAA1
PRMT
pSILAC
pTEFb
PVDF
gPCR
RACK1
RAE1
RALY
RbCl
RBD
RBP
RCOR1
rev
RGG-Box
RIOK2
RIP-PCR
RISC
RNA
RNAI
RNAP1
RNAP2
RNAP3
RNase
RNP1
RNP2
RPL11
RPL3
RPL5

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

Praimmunserum

Pikomol

Phenylmethylsulfonylfluorid

peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 1
protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit
Protein-Arginin-Methyltransferasen

pulsed stable isotope labeling with amino acids in cell culture
positiver Transkriptionselongationsfaktor b
Polyvinylidenfluorid

quantitative Echtzeit-PCR

receptor of activated protein kinase C1
ribonucleic acid export 1

RALY heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
Rubidiumchlorid

RNA-Bindedomane

RNA-bindendes Protein

rest corepressor 1

reverse

Arginin-Glycin-Glycin-Box

RIO Kinase 2

RNA-Immunprazipitation mit RT-PCR
RNA-induced silencing complex
Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)
RNA-Interferenz

RNA Polymerase |

RNA Polymerase Il

RNA Polymerase llI

Ribonuklease

RNA-binding region 1

RNA-binding region 2

ribosomales Protein L11

ribosomales Protein L3

ribosomales Protein L5
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rom
Rrb1p
RRM

RRN3

rRNA
RRP8

RT

RT

s

S
SAT1
SDHA
SDS
She2p
siRNA
SMA
snoRNP
snRNA
SNRPB
SV

T4 PNK
TAF1D

Taq

B

TBE
TEMED
TFB
TFRC
TNF
TNRC6A
TOP

Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)
regulator of ribosome biogenesis

RNA recognition motif

RRN3 RNA polymerase | transcription factor homolog
(S.cerevisiae)

ribosomale RNA

ribosomal RNA processing 8, methyltransferase, homolog
(veast)

Raumtemperatur

reverse Transkription

Sekunde

Svedberg

spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1

succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein
Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl! sulfate)
Swibp-dependent HO expression

small interfering RNA

spinale Muskelatrophie

small nucleolar ribonucleoprotein complex

small nuclear RNA

small nuclear ribonucleoprotein B and B1

Saulenvolumen

T4 Polynukleotidkinase

TATA box binding protein associated factor, RNA Polymerase |,
D, 41 kDa

Thermo aquaticus

terrific broth

Tris-Borat-EDTA

N,N,N’,N’-Tetramethylenethylendiamin
Transformationspuffer

transferrin receptor

tumor necrosis factor

trinucleotid repeat containing 6A

5’-terminal oligopyrimidine tract
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TOP2A Topoisomerase (DNA) Il alpha
TOP3B topoisomerase (DNA) Il beta

Tris Tris(Hydroxymethy)-aminomethan
tRNA Transfer-RNA

TTP tristetraprolin

U Einheit (engl.: unit)

UCHLA1 ubiquitin carboxy-terminal esterase L1
UE Uberexpression

UNRIP UNR interacting protein

UsnRNP uridine rich small nuclear ribonucleopatrticle
UTP Uridin-5’-Triphosphat

UTR untranslatierte Region

uv Ultraviolett

Vv Volt

viv Volumenanteil am Gesamtvolumen
VEGF vascular endothelial growth factor A
vPAM Variante des PABP-Interaktionsmotivs 2
W Watt

wiv Gewichtsanteil am Gesamtvolumen
WB Western-Blot

X -mal

XPO Exportin 1

XPO6 Exportin 6

XRN1 5’-3’ Exoribonuklease 1

XRN2 5’-3’ Exoribonuklease 2

z. B. zum Beispiel

ZFP36 ZFP36 ring finger protein

Zuo1p Zuotin

a anti

B beta

Y gamma

Mg Mikrogramm

Ml Mikroliter

Mm Mikrometer
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8.1.1 Nukleotidbasen

A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
U Uracil

8.1.2 Aminosauren

A Ala  Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu  Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin

G Gly Glycin

H His  Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

Leu Leucin

< s<H4»nwxmP VW=ZEZ

Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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