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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Primértranskripte der RNA-Polymerase Il werden vor dem Export in das Cytoplasma
prozessiert. Sie erhalten alle an ihrem 5 -Ende eine mGppp-Struktur (cap), werden gespleisst
und am 3-Ende polyadenyliert. Eine Ausnahme bilden die replikationsabhangigen Histon-
MRNASs. Das 5-cap und der Poly(A)-Schwanz sind wichtige Elemente, die die mRNA-
Stabilitdt beeinflussen. Die Regulation der Genexpression eukaryotischer Zellen findet auf
vielen Ebenen statt. Sie beginnt bei der Transkription und der pr&mRNA-Prozessierung im
Zellkern, und endet bel der Trandation und dem Abbau der mRNA im Cytoplasma. Die
Menge an mRNA in der Zelle ist von deren Syntheserate und der Rate des Abbaus abhangig.
Unterschiede in der Stabilitét spiegeln sich in unterschiedlichen mRNA-Halbwertszeiten
wieder, die von wenigen Minuten fir Protoonkogene bis zu vielen Tagen fur Globin-mRNAS
reichen und spezifisch fur die jeweiligen mMRNAS sind. Sie kdnnen durch eine Vielzahl von
extrazellularen Stimuli beeinflusst werden (Shim and Karin, 2002).

AuRer durch mGppp-cap am 5 -Ende und Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der mRNAS wird
deren Stabilitét durch Sequenzelemente bestimmt, die sich sowohl in der codierenden Region
wie auch in den nicht trandatierten Bereichen (UTR) der mRNAs befinden (Beelman and
Parker, 1995; Xu et a., 1997). Der Abbau der mRNA kann sowohl vom 3'-Ende als auch
vom 5°-Ende her erfolgen. Die meisten Erkenntnisse beruhen auf Untersuchungen der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae. In hoheren Eukaryoten scheinen diese Abbauwege
jedoch konserviert zu sein.

1.1 mRNA-Abbauwege in Eukaryoten

1.1.1 Deadenylierungsabhangiger mRNA-Abbau

Der Hauptweg des mMRNA-Abbausin S cerevisiae wird durch eine Verkiirzung des Poly(A)-
Schwanzes vom 3'-Ende her eingeleitet. Nachdem der Poly(A)-Schwanz entfernt wurde, wird
die m’Gppp-cap-Struktur am 5-Ende enzymatisch entfernt, und so der weitere Abbau in

5-3"-Richtung durch eine Exonuklease ermoglicht.
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1.1.1.1 Deadenylierung

Untersuchungen der Kinetik des mRNA-Abbaus durch pulse-chase-Experimente in
S cerevisiae zeigten, dass die mRNA nicht abgebaut wird, bevor nicht der Poly(A)-Schwanz
entfernt bzw. stark verkirzt wurde (Brewer and Ross, 1988; Decker and Parker, 1993). In
Eukaryoten sind drei Enzymkomplexe mit deadenylierender Aktivitét beschrieben. Zwei der
drei Komplexe wurden in Hefe identifiziert. Die Poly(A)-Nuklease PAN, die aus den
Proteinen Pan2p und Pan3p besteht, deadenyliert mRNA in Abhangigkeit von Pablp. Dieses
ca. 70 kDa grof3e Protein ist in Eukaryoten hoch konserviert und bindet den Poly(A)-Schwanz
cytoplasmatischer mRNAs (Bernstein et al., 1989). Es konnte gezeigt werden, dass PAN und
Pablp direkt miteinander interagieren (Boeck et al., 1996; Brown et a., 1996; Lowell et al.,
1992; Sachs and Deardorff, 1992). Pan2p ist ein Mitglied der RNase D-Familie der 3'-5"-
Exonukleasen (Moser et al., 1997) und wahrscheinlich die katalytisch aktive Untereinheit des
Komplexes. Weder Pan2p noch Pan3p sind essentiell in Hefe. Deletionsmutanten von
PAN2/PANS sind lebensfahig, besitzen aber mRNAs mit verlangerten Poly(A)-Schwanzen
(Boeck et a., 1996). Pan2p/Pan3p ist wahrscheinlich fur das Trimmen der nukleéren Poly(A)-
Schwanze auf ihre definierte Lange von 50-70 Nukleotiden vor dem Export ins Cytoplasma
verantwortlich. Diesesist Voraussetzung fur die spezifische Poly(A)-Schwanzléngenkontrolle
in S cerevisiae (Brown and Sachs, 1998). Die Tatsache, dass eine pan2/pan3-Deletion nur
einen geringen Effekt auf die Rate der Deadenylierung hat, legt die Vermutung nahe, dass es
noch weitere deadenylierende Enzymein S. cerevisiae gibt.

Erst vor kurzem wurde der CCR4/NOT-Komplex, der bisher als negativer Regulator der
Transkription beschrieben worden war, als Deadenylase identifiziert. Die Deletion von zwel
Komponenten des Komplexes (POP2=CAFl und CCR4) hat ein stark vermindertes
Wachstum der Zellen und eine verminderte Deadenylierung von Reporter-mRNAS in vivo zur
Folge. Wird zusétzlich zu pop2 und ccr4 auch noch pan2 deletiert, ist in vivo die
Deadenylierung vollsténdig unterbunden (Tucker et al., 2001a). Sowohl Ccr4p a's auch Pop2p
besitzen Deadenylaseaktivitét in vitro (Daugeron et al., 2001; Tucker et a., 2001b)

In htheren Eukaryoten wurde zunéchst eine andere Deadenylase identifiziert. Sie wurde as
74 kDa Protein aus Kalbsthymus gereinigt. Diese Poly(A)-spezifische Nuklease (PARN) baut
Poly(A) mit einem freien 3'-Hydroxylende ab und setzt 5°-AMP frei. In Anwesenheit von
Pablp l&sst sich in vitro das Muster von partiell geklrzten Intermediaten reproduzieren,
welches bel der Deadenylierung von polyadenylierter RNA durch cytoplasmatischen Extrakt
zu beobachten ist (Korner and Wahle, 1997). Das Enzym wurde schon friher aus HelLa
Zellen (Astrom et al., 1991; Astrom et al., 1992) und Xenopus-Oocyten (Korner et al., 1998)
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isoliert und ist wie Pan2p ein Mitglied der RNase D-Familie von Exonukleasen. In Xenopus-
Oocyten ist PARN im Zelkern und im Cytoplasma lokaisiert und wdahrend der
Oocytenreifung fur die entwicklungsspezifische Deadenylierung von maternalen mRNAS im
Cytoplasmaverantwortlich (Koérner et a., 1998). Deadenylierung durch PARN wird durch die
Anwesenheit einer m’Gppp-cap-Struktur am 5-Ende der mRNA stimuliert. Durch
Prézipitationsexperimente konnte gezeigt werden, dass PARN selbst an die cap-Struktur
bindet. Diese Bindung ist spezifisch fur die natirlich vorkommende 7-Methyl-cap-Struktur.
Cap-Anaoga und elF4E hemmen PARN in vitro, indem sie um die cap-Bindestelle
kompetieren (Dehlin et al., 2000; Gao et al., 2000). Sequenzen fur PARN findet man im
Genom vieler Eukaryoten, wie z. B. Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans
oder Arabidopsisthaliana. In S. cerevisiae und in Drosophila melanogaster konnte kein zu
PARN homologes Protein gefunden werden. Im Gegensatz dazu wurden im Sdugergenom
Sequenzen sowohl fir die Untereinheiten des CCR4/NOT-Komplexes (Albert et al., 2000),
als auch fir PAN2/PAN3 identifiziert.

1.1.1.2 Abbau in 5°-3"-Richtung

Nachdem der Poly(A)-Schwanz und somit die Bindestellen fur Pablp entfernt wurden, kann
das Entfernen der ' Gppp-cap-Struktur, das sogenannte decapping der mRNA erfolgen. Die
m7Gppp-Cap-Struktur am 5-Ende der mRNA wird von der elF4E-Untereinheit des
Trandationsinitiationsfaktors elF4F gebunden. Die Untereinheit elFAG bindet sowohl an
elFAE als auch an Pablp (Imataka et al., 1998; Kessler and Sachs, 1998; Tarun and Sachs,
1996; Wells et a., 1998). Die dadurch verursachte Zirkularisierung der mRNA stimuliert den
Aufbau des Trand ationsinitiationskomplexes am 5 -cap und bewirkt dadurch eine gesteigerte
Tranlation (Otero et al., 1999; Preiss and Hentze, 1998). Der Verlust von Pablp fuhrt zum
Aufbrechen des elF4AF-Komplexes und erméglicht das decapping (Muhlrad et al., 1994,
Muhlrad et al., 1995). Die cap-Struktur wird in S. cerevisiae durch den Dcplp/Dcp2p-
Komplex entfernt. Erst vor kurzem konnte Dcp2p as katalytisch aktive Untereinheit (van
Dijk et a., 2002) identifiziert werden. Dcp2p wurde zunéchst as Aktivator von Dcplp, der
vermeintlichen decapping-Aktivitdt beschrieben (Dunckley and Parker, 1999; LaGrandeur
and Parker, 1998). Dcp2p hydrolysiert das ni-cap an deadenylierter mRNA und setzt nTGDP
frel.
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Tranglation und mRNA-Abbau sind demzufolge eng miteinander verkniipft. Untersuchungen
im Labor von R. Parker zeigen, dass nach der Deadenylierung und dem Verlust des Pablp
eine Reorganisation des mRNP stattfindet, und Dcplp/Dep2p den Platz von el FAE und el F4F
einnehmen (Tharun and Parker, 2001).

Die Bindung von Dcplp/Dcp2p an die mRNA wird durch den Komplex aus den Lsm-
Proteinen 1-7 und den Pat/Mtr-Proteinen verstarkt (Tharun et al., 2000; Tharun and Parker,
2001). Der Lsmlp-7p-Komplex bildet eine Ringstruktur aus und interagiert, wie durch Co-
Immunpréazipitationsexperimente gezeigt werden konnte, bevorzugt mit deadenylierter
MRNA. Eine Co-Immunprézipitation mit elF4G, elFAE und Pablp, die ihrerseits auf
trandationsaktiver mRNA binden, fand nicht statt. Stattdessen konnten Dcplp/Dep2p RNA-
abhangig mit dem Lsmlp-7p Komplex copréazipitiert werden. Decapping wird in vivo durch
zwei Proteine verstarkt, Edcplp und Edcp2p (= enhancer of decapping). Fir das decapping
sind sie nicht essentiell. Die Interaktion zwischen Edcplp und Dcplp bzw. Dcp2p wird durch
die Anwesenheit von RNA verstéarkt. Edcplp und Edcp2p kénnten eventuell den Aufbau des
decapping-K omplexes unterstiitzen (Dunckley et al., 2001).

Ist die cap-Struktur entfernt, kann die verbleibende mRNA in 5-3"-Richtung durch die
Exonuklease Xrnlp abgebaut werden. Xrnlp ist as die vorherrschende cytoplasmatische
RNasein S cerevisiae fir den mRNA-Abbau verantwortlich (Muhlrad et a., 1994; Stevens,
1980). Stdmme, in denen XRN1 deletiert ist, akkumulieren deadenylierte und cap-freie
MRNAs. Dabei ist der Anteil an normalerweise kurzlebigen mRNASs Uberproportiona erhoht
(Hsu and Stevens, 1993). Neben Xrnlp gibt esin Hefe eine zweite 5'- 3"-Exonuklease, Rat1p.
Beide Enzyme sind homolog zueinander und haben die gleiche Funktion: Sie degradieren
einzelstrangige  RNA  mit  einem 5 -Monophosphatende unter  Freisetzung von
Mononukleotiden (Kennaet al., 1993). Wahrend Ratlp, dasim Zellkern lokalisiert ist, fur die
Zelle essentiell ist und auch nicht durch Uberexpression von Xrnlp ersetzt werden kann, ist
das cytoplasmatische Xrnlp fur die Zelle entbehrlich (Johnson, 1997; Johnson, 2001). Erst
kirzlich wurde beobachtet, dass in der Hefe decapping-Enzyme sowie Intermediate des
MRNA-Abbaus in diskreten cytoplasmatischen Foci, den sogenannten P-bodies akkumuliert
sind. Dieses konnte darauf hindeuten, dass dort das decapping und der nachfolgende Abbau
der mRNA stattfindet. Wurde das decapping unterbunden, konnten keine P-bodies
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde deren Anzahl und Grol3e gesteigert, wenn
der mMRNA-Abbau erst nach dem decapping blockiert wurde (Sheth and R., 2003; van Dijk et
al., 2002).
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1.1.1.3 Abbau in 3’-5"-Richtung

Neben dem Abbau der mRNA vom 5-Ende her, wird auch in S cerevisiae ein Teil der
MRNASs vom 3"-Ende her abgebaut. Es wird angenommen, dass dieser Abbauweg in hoheren
Eukaryoten, zumindest fir den Abbau ARE-haltiger mRNAS, der vorherrschende ist (Chen et
a., 2001a; Mukherjee et al., 2002; Wang and Kiledjian, 2001). Nach der Deadenylierung
(1.1.1.1) wird die mRNA weiter vom 3-Ende her abgebaut und erst am Schluss die
verbleibende cap-Struktur gespalten.

Der mRNA-Abbau in 3-5"-Richtung wird in Hefe von einem Komplex durchgefihrt, der
mindestens zehn essentielle  Untereinheiten  besitzt, von denen neun 3-5'-
Exoribonukleaseaktivitét besitzen. Die essentiellen Komponenten des so genannten Exosoms
sind Rrp4p, Rrp40p, Rrp41p/Ski6p, Rrp42p, Rrpd3p, Rrpd4p/Dis3p, Rrpd5p, Rrpd6p, Mtr3p
und Cd4p (Mitchell et al., 1997). Das Exosom wurde zunéchst im Zellkern fir die
Prozessierung und Degradation von snoRNAs, rRNASs und préarRNA-spacer-Fragmenten und
fur den Abbau von nuklegren pr&mRNAs und mRNASs verantwortlich gemacht (Allmang et
a., 2000; Allmang et al., 1999; Jacobs Anderson and Parker, 1998; Mitchell et al., 1997; van
Hoof et a., 2000a). Das Exosom ist aber auch im Cytoplasma fur den 3"-5-Abbau
deadenylierter mRNAs verantwortlich. Der cytoplasmatische Komplex unterscheidet sich
vom nukledren durch das Fehlen der Untereinheit Rrp6p. Sie ist nur im Kern zu finden
(Briggs et al., 1998; Burkard and Butler, 2000). Stamme, die kein Rrp6p besitzen, zeigen
keinen Defekt in der cytoplasmatischen Degradation. Sie akkumulieren stabile nuklegre
RNAs mit unvollsténdig prozessiertem 3"-Ende (Briggs et al., 1998; Hilleren et al., 2001).
Andere Proteine sind mit dem cytoplasmatischen Exosom assoziiert, wie z.B. die Ski-Proteine
2, 3,4, 6, 7und 8. Mutationen dieser Proteine verursachen einen Defekt im cytoplasmatischen
3’-5"-mRNA-Abbau (Anderson and Parker, 1998; van Hoof et a., 2000b)

Das Exosom ist in der Evolution hoch konserviert (Mitchell et al., 1997). Zu vielen
Untereinheiten wurden die homologen humanen Proteine identifiziert. Neben hRrpdp,
hRrp40p, hRrp4lp, hRrp42p, hRrp46p, und hCd4p wurden zwei Proteine (PM-Scl75 und
pM-Scl100) durch AutoantikOrper von Patienten, die an der Autoimmunkrankheit PM-Scl
leiden, identifiziert. Immundepletion mit dem Antikdrper gegen PM-Scl75, die das Exosom
aus cytoplasmatischem Extrakt entfernt, zeigte, dass das humane Exosom in vitro fUr einen
effizienten 3"-5"-exonukleolytischen mMRNA-Abbau notwendig ist. Immundepletierte Extrakte
kénnen durch die Zugabe von gereinigten Exosomen wieder aktiviert werden (Chen et al.,
2001a). PM-Scl75 bindet an AU-reiche Sequenzen (siehe unten) und verstarkt dadurch den
Abbau vom 3"-Ende (Mukherjee et al., 2002).
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Wenn die mRNA weitestgehend abgebaut ist, findet das decapping statt. Erst vor kurzem
wurde eine decapping-Aktivitét in Hela-cytoplasmatischem Extrakt identifiziert, die auf
Substraten mit einem Poly(A)-Schwanz inaktiv war. Diese DcpS (= scavenger) decapping-
Aktivitd hydrolysiert das nach dem mRNA-Abbau verbleibende cap und setzt mGMP frei.
Die Aktivitét lieR sich in vitro mit frdem m’-cap, nicht aber mit unmethyliertem cap
inhibieren (Wang and Kiledjian, 2001). DcpS ist sowohl in S&ugern as auch in Hefe zu
finden und l&sst sich aus humanem S130-Extrakt mit Antikorpern gegen Untereinheiten des
Exosoms coprézipitieren, was auf eine Assoziation mit dem Exosom hindeutet (van Hoof and
Parker, 1999; Wang and Kiledjian, 2001).

1.1.2 Abbau durch endonukleolytische Spaltung

Endonukleasen spielen beim Abbau von mRNAS nur eine untergeordnete Rolle. Der Abbau
von mMRNASs, die durch endonukleolytische Spaltung degradiert werden, ist meist durch
extrazelluldre Stimuli reguliert. Beispiele fur solche Transkripte sind die mRNAs des
Transferrin-Rezeptors (Binder et a., 1994), des IGFII (= insulin-like growth factor II)
(Scheper et al., 1995), die c-myc- (loannidis et al., 1996; Lee et al., 1998) oder die a-Globin-
MRNA (Wang and Kiledjian, 2000a). Die Spaltung produziert freie 3"- und 5-Enden und
macht die Produkte leicht zuganglich fur weiteren Abbau durch Exonukleasen und somit sehr
instabil. Sekundérstrukturen in der mRNA haben oft einen grof3en Einfluss auf den Abbau.
Der 3-UTR des Transferrin Rezeptors enthdlt z. B. funf stem-loop-Strukturen, die das
sogenannte iron-response-element (IRE) bilden und Regulation der mRNA-Menge in
Abhangigkeit von Eisen vermitteln. Bei geringer intrazellulérer Eisenkonzentration binden
Proteine diese Strukturen und stabilisieren so die mRNA, indem sie die dort vorhandene
Spaltstelle fur ene noch nicht identifizierte Endonuklease bedecken. Fir den
endonucleolytischen Schnitt scheint keine vorhergehende Deadenylierung notwendig zu sein
(Binder et al., 1994; Casey et d., 1989).

a-Globin-mRNA enthdlt in ihrem 3-UTR eine cytosinreiche Sequenz, die mit einem
Ribonukleoproteinkomplex (a-Komplex) interagiert. Diese Bindung verhindert die Spaltung
der mRNA durch die in den Abbau der stabilen aGlobin-mRNA involvierte
sequenzspezifische Endonuklease ErEN (= Erythroid cell enriched endoribonuclease).
Bindung des a-Komplexes wird durch PABCL verstérkt, was darauf hindeuten kdnnte, dass
der Poly(A)-Schwanz einen negativen Effekt auf den a-Globin-mRNA-Abbau haben kénnte
(Wang et al., 1999; Wang and Kiledjian, 2000b)
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1.1.3 Nonsense—mediated decay

Nonsense-mediated-decay (NMD) ist eine der Kontrollmoglichkeiten, die die Zelle hat um
MRNAS zu zerstoren, die ein vorzeitiges Stopcodon enthalten, so dass nur Proteine der vollen
Lange hergestellt werden. In Saugerzellen ist NMD an Spleissen gekoppelt. Ein wichtiges
Kriterium, ob eine mRNA durch NMD abgebaut wird, ist die Lage des Stopcodons relativ
zum am weitesten 3'-gelegenen Intron. Natirliche Stopcodons liegen normalerweise im
terminalen Exon, wahrend vorzeitige Stopcodons weniger als 50 Nukleotide oberhalb der
letzten Exon-Exon-Grenze liegen (Nagy and Maguat, 1998; Wagner and Lykke-Anderson,
2002). Es wird vermutet, dass die Positionen des Spleissens im Zellkern tber ,, Markierungen®
auf der mRNA an den Trandlationsapparat weitergegeben werden. Eine solche Markierung,
der exon-junction-complex (EJC), wurde kirzlich identifiziert. (Le Hir et a., 2001). Der
Komplex bleibt an die frisch exportierte mRNA gebunden und kénnte so im Cytoplasma die
Exon-Exon-Grenze markieren (Kim et a., 2001b; Kim et a., 2001a). Dain S. cerevisiae die
meisten MRNAS nicht gespleisst werden, enthalten sie sogenannte downstream elements, die
wahrscheinlich eine dhnliche Funktion erfiillen wie die exon-junctions (Wagner and Lykke-
Anderson, 2002). Die UPF 1-3 Proteine sind konserviert von Hefe bis zu den Saugern und
spielen eine entscheidende Rolle beim NMD. Der EJC rekrutiert wahrscheinlich Upf3p, ein
Protein, das zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma hin- und hertransportiert wird
(Lykke-Anderson et al., 2000; Serin et al., 2001). Upf3p interagiert mit Upf2p, welches
seinerseits wiederum mit Upflp interagiert (Serin et al., 2001). Wie die an die mRNA
gebundenen Upf-Proteine den Abbau férdern, ist noch nicht genau bekannt.

Auchin D. melanogaster sind die UPF-Proteine fir den Abbau von NMD-Reporter-RNAs
essentiell, ebenso wie die Proteine SMG5-7 (Gatfield et a., 2003). mRNAs mit vorzeitigen
Stopcodons werden auch dann abgebaut, wenn keine 3"-Exon-Grenze vorhanden ist, was die
Frage nach dem Erkennungsmechanismus offen 1&sst (Gatfield et al., 2003).

1.1.3.1 NMD und Deadenylierung

Der Mechanismus, durch den NMD den beschleunigten Abbau von Transkripten mit
vorzeitigem Stopcodon férdert, wurde vor allem in S, cerevisiae untersucht und scheint ein
schnelles  deadenylierungsunabhdngiges decapping sowie 5-3-Abbau der RNA zu
beinhalten. Wenn decapping oder 5 - 3"-Abbau blockiert sind, findet NMD aber auch in 3'-
5-Richtung statt (Muhlrad and Parker, 1994). Neuere Studien zeigen jetzt, dass das
decapping, abhangig von der Position des Stopcodons, und auch die Rate der Deadenylierung

beschleunigt ist. Diese Veranderungen sind abhangig von Upflp. Die beschleunigte
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Deadenylierung ist abhangig von Ccr4p, der vorherrschenden Deadenylase in S cerevisiae.
Wie die beschleunigte Deadenylierung zu Stande kommt, ist noch nicht bekannt (Cao and
Parker, 2003).

Auch ein weiterer NMD-Weg, der tber einen Abbau der mRNA durch das Exosom vom 3'-
Ende her geschieht, wird durch eine schnelle Deadenylierung eingeleitet. Auch dieser Weg
bendtigt Translation der RNA und ist abhéngig von Upflp (Mitchell and Tollervey, 2003).

In Saugern wurde ebenfalls ein cytoplasmatischer NMD-Weg beschrieben, der durch eine
beschleunigte Deadenylierung eingeleitet wird. Transkripte mit vorzeitigem Stopcodon
werden stabilisiert, wenn die Deadenylierung durch ein Blockieren der Trandationsinitiation
oder durch Uberexpression RNA-bindender Proteine, NSAP1 und UNR, gestort ist. Auch in
Saugern scheint dieser Vorgang trangdationsabhangig zu sein und UPF1 zu involvieren (Chen
and Shyu, 2003). Die Nuklease ist ebenfalls nicht bekannt. Eine mégliche Kandidatin wére
PARN, da sie mit NSAP1 und UNR in GST-Prézipitationsexperimenten interagiert. Die
Autoren spekulieren, dass ein vorzeitiges Stopcodon die Deadenylierung durch eine
Interaktion zwischen dem 3"-Poly(A)-Schwanz/PABC1 und dem Terminationskomplex der
Trangdlation geschieht (Chen and Shyu, 2003).

1.1.4 Non-stop-decay

Im Gegensatz zu NMD, ist der non-stop-decay nicht abhangig von den Upf-Proteinen. Wie
beim NMD ist Trandation notwendig und resultiert in einem schnellen Abbau aberranter
Transkripte, denen ein Stopcodon fehlt. In Hefe erfordert der 3"-5"-Abbau das cytoplasmische
Exosom, den assoziierten Ski-Komplex aus Ski2p, Ski3p, Ski8p und ein Adaptorprotein
Ski7p. Ski7p kann mit dem Exosom und dem Ski-Komplex interagieren. Diese Interaktion
scheint fUr die Funktion des cytoplasmatischen Exosoms notwendig zu sein (Butler, 2002).
Neben seiner Rolle im normalen 3"-5"-Abbau in Hefe ist Ski7p auch fir den non-stop-decay
essentiell (van Hoof et al., 2002). Ski7p zeigt eine gewisse Homologie zu dem Trandations-
elongationsfaktor EF1A und dem release-Faktor eRF3. Ski7p konnte eventuell fir die
Unterscheidung von non-stop- und normalen mRNAS sorgen, indem es die frele A-Stelle im
Ribosom bindet, wenn dieses am 3"-Ende der mRNA angekommen ist und so das Exosom
rekrutieren, das die mRNA abbaut. Der Poly(A)-Schwanz wird dabel von einer anderen
Nuklease ads dem CCR4/NOT-Komplex abgebaut. Deletion von SKI7 resultiert in einer
Akkumulation von polyadenylierten non-stop-Transkripten, was darauf hindeutet, dass Ski7p
fur die Aktivierung der Deadenylierung notwendig ist (Frischmeyer et al., 2002; van Hoof et
al., 2002).
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1.2 AU-reiche Sequenzen beeinflussen die mRNA-Stabilitat

Der mRNA-Abbau ist fur verschiedene Transkripte unterschiedlich schnell und wird durch
endogene oder exogene Signale beeinflusst. Viele mRNAs fir Transkripte mit kurzer
Halbwertszeit, d. h. fir Wachstumsfaktoren, Lymphokine, Cytokine oder Protoonkogene
enthalten so genannte AU-reiche Elemente (ARE), meist in ihrer 3" -untrandatierten Region
(UTR). AREs sind durch ihre Fahigkeit definiert, schnelle Deadenylierung zu unterstitzen
(Chen and Shyu, 1995). Sie werden geméal ihrer Sequenz in drel verschiedene Klassen
eingeteilt, obwohl diese nur wenig konserviert sind. Das Sequenzmotiv AUUUA ist in den
meisten ARES in unterschiedlicher Anzahl und Anordnung enthalten (Xu et al., 1997).

Der Effekt der AREs auf die Halbwertszeit der mRNAS wird durch ARE-bindende Proteine
vermittelt, die das Transkript entweder stabilisieren oder destabilisieren.

Tristetraprolin (TPP) férdert den Abbau von TNF-amRNAs in Makrophagen und GM-CSF-
MRNASs in Granulocyten (Lai et al., 1999). Ein weiteres TPP-verwandtes Protein, BRFL,
wurde ebenfalls als Regulator des ARE-abhangigen Cytokin-mRNA-Abbaus identifiziert
(Stoecklin et a., 2002). Sowohl TPP as auch BRF1 wurden im Cytoplasma als auch im
Zellkern nachgewiesen.

In Untersuchungen mit TPP-knock-out-Méausen wurde gezeigt, dass die GM-CSF-mRNA in
diesen Tieren nicht nur stabiler war, sondern auch das Verhditnis von vollstandig
polyadenylierter zu deadenylierter mRNA erhdht war (Caballo et a., 2000). Diese TPP-
induzierte Deadenylierung wurde in Transfektionsstudien weiter untersucht. Es wurde
gezeigt, dass die Tandem-Zink-Finger-repeats im TPP notwendig fur die Aktivierung der
Deadenylierung ARE-haltiger RNAs st (Lai et a., 2002). Kirzlich wurde gezeigt, dass TPP
auchinvitro in der Lage ist, die Deadenylierung ARE-haltiger mRNAS zu stimulieren (Lal et
a., 2003). Die aktivierte Nuklease benétigt Mg®-lonen, ist aber ATP-unabhangig und
bendtigt kein vorheriges decapping der mRNA. Co-Transfektionsexperimente zeigten, dass es
sich bel dieser Nuklease wahrscheinlich um PARN handelt. Die stimulierte Deadenylierung
fand nicht statt, wenn eine TPP-Mutante verwendet wurde, die keine RNA binden konnte oder
wenn die RNA en mutiertes ARE enthielt, an das TPP nicht binden konnte. Die
Deadenylierung anderer mRNAs durch PARN blieb unbeeinflusst (Lai et al., 2003).

ARE-enthaltende mMRNAs werden in Sdugern wahrscheinlich durch das Exosom abgebaut
nachdem sie deadenyliert worden sind. mRNAS, die durch ARES destabilisiert sind, werden in
Extrakten, die mit Antikorpern gegen das Exosom behandelt worden sind, stabilisiert. Einige

Untereinheiten des Exosoms binden an AREs. Diese Bindung wird fur die Spezifitét des
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Abbaus verantwortlich gemacht (Mukherjee et al., 2002). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass ARE-bindende Proteine, die in vivo mRNAs mit AREs destabilisieren, an das Exosom
binden und die mRNASs auch in vitro destabilisieren. ARE-bindende Proteine, die in vivo
ARE-haltige mRNAs stabilisieren, binden nicht an das Exosom und zeigen auch keinen
Effekt auf den Abbau ARE-haltiger mRNAs in vitro (Chen et al., 2001a). AREs beeinflussen
nicht nur den Abbau durch das Exosom, sondern stimulieren auch die Deadenylierung der
MRNASs und das decapping. Wie genau dieses geschieht ist noch unklar. Eine Méglichkeit
wére, dass der ARE-Proteinkomplex die Interaktion zwischen PABPC und dem Poly(A)-
Schwanz oder zwischen el FAE und der cap-Struktur verandert und dadurch der Deadenylase
(z.B. PARN) einen Angriff auf den Poly(A)-Schwanz ermdglicht. Auf der anderen Seite
koénnten auch die ARE-bindenden Proteine direkt mit der Deadenylase interagieren (van Hoof
and Parker, 2002; Wilusz et al., 2001).

1.3 Der CCR4/NOT-Komplex

Der CCR4/NOT-Komplex wurde als Regulator identifiziert, der die Transkription positiv
oder negativ beeinflusst (Collart and Struhl, 1994; Liu et a., 1998). Neben der
Transkriptionsregulation scheint er auch eine Bedeutung in der Transkriptionselongation zu
haben (Denis et al., 2001).

Der CCR4/NOT-Komplex scheint in S cerevisiae in zwei Varianten zu existieren, einem
1,9 MDa und einem 1,0 MDa grofRem Komplex (Liu et al., 1998). Der 1,0 MDa Komplex
wurde gereinigt und die darin enthaltenen Proteine identifiziert. Er besteht aus mindestens
neun Untereinheiten, die mit weiteren Proteinen mehr oder weniger stabil assoziiert sind
(Chen et a., 2001b). Bei der Reinigung konnten Notlp-Not5p, Ccrdp, Caflp (= Pop2p),
Caf40p und Caf130p nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen zur Funktion des CCR4-NOT-Komplexers beruhen zum grofdten Teil auf
Deletionsmutationen und ihrer phanotypischen Charakterisierung.

Notlp (CDC36) ist in S cerevisiae das einzige essentielle Protein des Komplexes, wobei der
C-Terminus des Proteins ausreichend fur die Funktion ist. Notlp wurde as ein negativer
Regulator der TC-abhangigen Transkription, d.h der Transkription von Promotoren ohne
TATA-Box (NOT= negative on TATA) beschrieben (Collart and Struhl, 1994). Alle anderen
Not-Proteine sind nicht essentiell und weisen unterschiedliche Phanotypen auf. Die Mutation
aller Not-Proteine hat eine verminderte ADHZ2-Expression unter nicht-fermentativen
Bedingungen zur Folge. Alle aul3er der not3-Deletion zeigten Sensitivitdt gegeniiber Koffein
und Staurosporin, Phanotypen die aus Defekten der Zellwandintegritét herrthren (Liu et al.,
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1998). Die not2(CDC36)-Deletion fuhrt zu vermindertem Wachstum bei 30°C. NOT2 wurde
isoliert als temperatursensitive Mutation, die einen Zell-Zyklus-Arrest in G, bewirkt und die
Pheromonantwort konstitutiv aktiviert.

Weliterhin fuhrt die Deletion von NOT4 in Kombination mit der Deletion jedes weiteren core-
Proteins des Komplexes zur Letalitét, genauso wie die Kombination der Deletionen von
NOTS und POP2 oder CCR4 bzw. die Kombination von POP2 und NOT2 (Maillet et al.,
2001). Ccrdp wird fur die Expression von ADH2 und anderer Gene des nicht-fermentativen
Stoffwechsels (Denis and Malvar, 1990), sowie fur die Expression von noch nicht
identifizierten Genen, die in die Zellwandintegritét involviert sind (Liu et al., 1997), benétigt.
ccr4-Deletion hat einen partiellen Zell-Zyklus-Arrest in der Telophase und eine Erhdhung der
Sensitivitét gegentiber Li - und Mg?*-lonen zur Folge (Liu et al., 1997). Eine Deletion von
CAF1 (=POP2) zeigt einen Glukose-Derepression-resistenten Phanotyp, der mit einem Defekt
in der Sporulation, einem Wachstumsphéanotyp und einer reduzierten Menge von Speicher-
Kohlenhydraten einhergeht (Sakai et al., 1992). Weiterhin sind pop2?-Stdmme sensitiv
gegentiber Staurosporin, einem Inhibitor der Proteinkinase C (Hata et al., 1998).

Caf40p wurde in CCR4-Immunoprazipitaten gefunden und als Bestandtell des 1,0 MDa und
des 1,9 MDa-Komplexes identifiziert. Eine Deletion von CAF40 resultiert in einem dhnlichen
Phanotyp wie der der cafl- und not4-Deletionen. Die Zellen zeigen ebenfals einen
Sporulationsdefekt. Im Gegensatz zu den Phanotypen anderer not-Deletionen gibt es keine
erhohte HIS3-Expression und keine ADH2-Derepression (Chen et al., 2001b).

Parallel mit dieser Arbeit wurden Ccrdp und Pop2p als Deadenylasen identifiziert, die fir den
Grofdteil der deadenylierenden Aktivitét in Hefe verantwortlich sind (Daugeron et a., 2001;
Tucker et al., 2001b). Die bel den Deletionsstudien beobachteten pleiotropen Phanptypen sind
konsistent mit einem Einfluss auf die mRNA-Stabilitét.

Co-Immunprazipitationsexperimente lassen auf eine feste Struktur innerhalb des Komplexes
schlief3en, in dem Notlp as grofdtes Protein des Komplexes eine zentrale Rolle einnimmt
(Abb. 1.1.4.1). Ccrdp und Caflp interagieren mit Notlp, wobei nur Caflp direkt an Notlp
bindet. Deletion von CAF1 verhindert die Assoziation von Ccrdp mit Notlp und Not2p (Liu
et a., 1998). Bel Fraktionierung eines Extraktes aus cafl-Deletionsstdmmen ist Ccrdp nicht
mehr mit dem 1,9 MDa oder dem 1,0 MDa-Komplex assoziiert, sondern eluiert bei 0,5MDa
von der Gelfiltrationssaule (Liu et al., 1997) Not2p, Not3p, Notdp und Not5p binden ebenfalls
an Notlp. Caf40p und Caf130p interagieren unabhéngig von Caf1p/Ccrdp und den anderen
Not-Proteinen mit Notlp (Chen et al., 2001b). Weiterhin konnte genetisch und biochemisch

gezeigt werden, dass Notdp und Not5p miteinander assoziieren (Lemaire and Collart, 2000).
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Not2p bindet im Komplex ebenfalls hauptsichlich an Not5p (Bai et al., 1999). Es spielt
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle fir die Integritét des Komplexes (Russell et al.,

2002).
CCR4

((cari0)

Abb. 1.1.4.1 Der CCR4/NOT-Komplex aus S cerevisiae nach Chen et al. 2001. Schematische Darstellung der
Anordnung der Kernkomponenten des Komplexes basierend auf Co-Immunprézipitationen und yeast-
two-hybrid-screens.

Der 1,9 MDa-Komplex enthdt zusétzlich zu den oben erwéhnten Proteinen Dhhlp, Dbf2p,
Cafdp und Caf16p (Hata et al., 1998; Liu et a., 2001; Liu et a., 1997). Die Assoziation von
Caf4p und Caf16p mit dem Komplex ist Ccrdp-abhangig (Chen et al., 2001b). Dhhlp gehort
zu der Familie der DEAD-box-Helikasen und stimuliert das decapping von mRNAs. dhh1?-
Mutanten akkumulieren deadenylierte, gecapte RNAs (Coller et a., 2001). Weiterhin
interagiert Dhh1p mit Pop2p und Notlp (Maillet and Collart, 2002).

Dbf2p, eine Zellzyklus-regulierte Proteinkinase, wurde in einem yeast-two-hybrid-screen als
ein Ccrdp-assoziiertes Protein identifiziert. Es interagiert ebenfalls mit Ccrdp und Pop2p in
Co-Immunprazipitationsexperimenten. Dbf2p ist fir das Eintreten des Zellzyklus von der
Telophase in die G-Phase notwendig. Die Substrate fur Dbf2p sind bis jetzt noch nicht
bekannt (Liu et a., 1997).

Caflp, Not4p und Not5p werden in der Co-lmmunprézipitation in verschiedenen Varianten
detektiert, die wahrscheinlich auf posttranslationale Modifikation zurtickzufiihren sind. Caf1p
und Not5p werden phosphoryliert.

Die Proteine des Komplexes gehen weltere Interaktionen mit Proteinen anderer Komplexe
ein: Not2p interagiert z.B. mit Ada2p, einer Komponente des SAGA-Komplexes, Not5p
kontaktiert den Transkriptionsinitiationsfaktor TFIID (Chen et al., 2001b).
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1.4 Die Hitzeschock-Antwort in Drosophila

Zellen und Gewebe missen sich standig auf verdnderte Umweltbedingungen einstellen. Ein
besonders gut untersuchtes Phdnomen ist dabel die Hitzeschock-Antwort. Wahrscheinlich
wird die Hitzeschock-Antwort durch eine grof3e Menge denaturierter Proteine ausgel 0st, was
zu der erhthten Expression von Hitzeschock-Proteinen fuhrt, die als molekulare Chaperone
wirken und bei der korrekten Zurlckfaltung der denaturierten Proteine assistieren. In
Drosophila gibt es drei Klassen von Hitzeschock-Genen: die Hsp70-Genfamilie, die Hsp83-
Gene und die Klasse der kleinen Hsp-Gene, Hsp22, 23, 26 und 27. Hsp83 wird konstitutiv
exprimiert und nur wenig durch Hitzeschock induziert. Im Gegensatz zu den anderen Hsp-
Genen besitzt es ein Intron. Die Hitzeschock-Proteine werden asynchron induziert und nach
einem Hitzeschock auch unterschiedlich schnell wieder abgebaut (Pauli et al., 1992b).
Stress-induzierte Transkriptionsaktivierung benétigt die Aktivierung eines heat shock factors
(HSF), der an das heat shock promotor element (HSE), das durch viele benachbarte und
inverse Wiederholungen des Pentanukleotids 5-nGAAN-3" charakterisiert ist, bindet. HSF
wird konstitutiv exprimiert und als inaktive, monomere Form in der Zelle gespeichert. Durch
einen Hitzeschock wird HSF phosphoryliert und in das aktive Homotrimer umgewandelt,
welches an das HSE binden kann. In den HSF sind die DNA-Bindedomane vom helix-turn-
helix-Motiv, eine benachbarte 80 Aminosauren lange hydrophobe Region, die fir die
Trimerisierung essentiell ist, und eine C-terminale Transaktivierungsdomane konserviert. Das
Binden von HSF fihrt zur Verdnderung in der Chromatinstruktur in den 5 -flankierenden
Regionen der Hitzeschock-Gene. Daran ist auch die Bindung des GAGA-Faktors beteiligt.
Um moglichst schnell auf einen Hitzeschock reagieren zu kénnen, sind am Hitzeschock-
Promotor schon im nicht-induzierten Zustand TBP (TATA-binding-Protein), der GAGA-
Faktor und ein RNA-Polymerase ll-Komplex, der nach der Initiation eines kurzen
Transkriptes zum Pausieren gebracht wurde, gebunden. Die kurzen RNAS, die mit der RNA-
Pol. 1l assoziiert sind, werden wahrend der Transkription vor dem Pausieren gecapt. Der
Mechanismus, der das Pausieren hervorruft, ist noch nicht bekannt. Sequenzen 5" der TATA-
box (GAGA Sequenzen und HSE) sind ausreichend, das Pausieren zu induzieren. Nach einem
Hitzeschock bindet HSF an 4 HSE und die Polymerase setzt die Elongation fort. Das
Wiederherstellen der Polymerase I1-Elongation scheint der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt bel der Hsp70-Transkription zu sein und deshalb das Haupt-Ziel fir Regulationen. Im
pausierten Zustand ist die C-terminale Domane nicht phosphoryliert, wahrend sie wahrend der
Elongation stark phosphoryliert vorliegt (reviewed in (Lis and Wu, 1993; Morimoto, 1998;
Wilkins and Lis, 1997).
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1.4.1 Deadenylierung von Hsp70-mRNA

Hsp70 ist das abundanteste durch Hitzeschock induzierbare Protein in D. melanogaster
(Lindquist and Craig, 1988; Pauli et a., 1992a). Es ist Bestandtell einer Familie von hoch
konservierten Proteinen. Ihre bakteriellen, archaebakteriellen und eukaryotischen Mitglieder
sind zu mindestens 50 % identisch (Gupta and Singh, 1992; Hunt and Morimoto, 1985;
Lindquist and Craig, 1988). Eukaryoten besitzen mehrere Hsp70-Proteine. Einige werden
konstitutiv exprimiert und fUr das normale Wachstum bendtigt, wahrend andere durch Hitze
induziert werden und der Zelle so helfen, mit dem Stress fertig zu werden. In D. melanogaster
gibt es funf nahezu identische hitzeinduzierte Hsp70-Proteine, welche auf Proteinebene 70-
80 % Identitét, in den 3- und 5-UTRs jedoch keine Homologie zu den konstitutiv
exprimierten Hsp70-Genen aufweisen (Perkins et al., 1990). Hsp70 kann in Zelen unter
normalen Wachstumsbedingungen kaum nachgewiesen werden. Nach einem Hitzeschock
steigt die Proteinkonzentration in der Zelle um mehr als das 1000-fache an (Velarquez et al.,
1983). Diese schnelle Steigerung wird durch die offene Konfiguration der 5-Enden der
Hsp70-Gene ereicht, was das Binden der RNA-Polymerasell und der Hitzeschock-
Transkriptionsfaktoren an konservierte DNA-Sequenzen im Hsp70-Promotor, die
sogenannten heat shock elements, erleichtert (siehe oben). Weiterhin besitzen Hsp70-mRNAs
keine Introns, was den Transkripten erlaubt, trotz einer hitzeinduzierten Blockierung des
SpleilZens in das Cytoplasma transportiert zu werden (Yost and Lindquist, 1986). Weiterhin
wird die sonst kurzlebige Hsp70-mRNA durch hohe Temperaturen stabilisiert und sehr
effektiv trandatiert. Die erhthte Trandation ist auf Sequenzen im 5-UTR der mRNA
zurtckzufuhren (Lindquist, 1993). Dieser ist besonders arm an Sekundérstrukturen. Durch das
EinfUhren von Sekundérstrukturen oder durch Deletion des AUG-nahen Teiles des 5°-UTR
wird die Trandation im Hitzeschock stark reduziert (Hess and Duncan, 1996). Fir den
regulierten Abbau der mRNA ist der 3'-UTR der Hsp70-mRNA ausreichend (Petersen and
Lindquist, 1989). Die Stabilisierung der mRNA von einer Halbwertszeit von weniger als 15
min. bei 25°C auf eine Habwertszeit von mehreren Stunden bei 36°C (Peterson and
Lindquist, 1988) wird durch eine verminderte Deadenylierung der Hsp70-mRNA unter
Hitzeschockbedingungen hervorgerufen. Hsp70-mRNA wird sehr schnell deadenyliert, wenn
die Temperatur nach einem Hitzeschock wieder sinkt, wobei die Deadenylierung schneller
nach einem milden Hitzeschock als nach einem schweren Hitzeschock erfolgt. In der
Erholungsphase wird die deadenylierte mRNA schnell weiter abgebaut (Dellavalle et al.,
1994). Das Enzym, das fur die regulierte Deadenylierung wahrend bzw. nach Ende des

Hitzeschocks verantwortlich ist, konnte bisher noch nicht identifiziert werden.
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1.5 Zielsetzung

Die Genexpression héngt von der Transkriptmenge ab, die durch das Verhdtnis von
Transkription und mRNA-Abbau reguliert wird. Deadenylierung ist meist der einleitende und
oft auch der Geschwindigkeitsbestimmende Schritt des MRNA-Abbaus.

Bisher war in S. cerevisiae eine deadenylierende Aktivitdt bekannt, die friiheren Studien
zufolge nicht die Hauptaktivitdt darstellen konnte. Auch in D. melanogaster war das
deadenylierende Enzym nicht bekannt.

Im Rahmen dieser Studie sollte das Protein Pop2p (=Caflp) aus S cerevisiae, eine
Untereinheit des CCR4/NOT-Komplexes, das in die Klasse der Exonukleasen eingeordnet
wurde, und seine Rolle bei der Deadenylierung von mRNAS untersucht werden. Weiterhin
sollte die Bedeutung des CCR4/NOT-Komplex bei der Deadenylierung in D. melanogaster
und seine Rolle bei der Deadenylierung der Hsp70-mRNA wéahrend der Erholung von einem
Hitzeschock mittels RNA-Interferenz untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Stamm Genotyp
Escherichia coli BI21(DE3) Codon + E. coli B, F, dcm, ompT, hsdS(rg. mg.), gal?(DE3)
[Codon+]

Escherichia coli XL1-blue

E. coli K12, recAl, endA1l, gyrA96, thi-1, hsdR17,
suped4, relAl, lac, {F, proAB, laclqZz?M 15,
Tn10(Tet)"

2.1.2 Hefestamme

Stamm

Genotyp

Saccharomyces cerevisiae BMA4la

ade2, leu2, ura3, trpld, his3

Saccharomyces cerevisiae W303a

ura3-1, trpl-1,ade2-1, leu2-3, 113, his3-11, 15

Saccharomyces cerevisiae W3032n

ura3-1, trpl-1,ade2-1, leu2-3, 113, his3-11, 15

Die haploiden Stémme BMA41a und W303a wurden von Walter Keller (Biozentrum, Basel)
zur Verfugung gestellt und zur Herstellung von pop2-Del etionsmutanten verwendet.

Der diploide Stamm W303 wurde von Bertrand Seraphin (CNRS, Gif-sur-Yvette) unter der
Bezeichnung YMC# 83 zur Verfigung gestellt und fir die Herstellung der Punktmutationen

im POP2-Gen durch das Pop-in-pop-out-Verfahren verwendet sowie zur Herstellung einer

pop2-Deletionsmutante, bei der nur die Exonukleasedoméne deletiert wurde.

2.1.3 Drosophila melanogaster-Zellen

S2-Zdllinie (Invitrogen) Die Zéelllinie stammt von einer Primérkultur von 20-24 h alten
Drosophila melanogaster-Embryonen ab (Schneider, 1972).
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2.1.4 Enzyme und Proteine

Alkalische Phosphatase
bov. PAP 513

BSA

CAF1-Antikorper

CCR4-Antikorper

DNase |

Leupeptin

methyliertes BSA
M-MLV-RNase H- Reverse Transkriptase
Pepstatin

Proteinase K

Proteinstandard SDS-6H
Pwo-Polymerase
Restriktionsenzyme und Puffer
RNase A

RNase T1

RNase-Inhibitor

Sekundarer Antikorper

SP6-RNA-Polymerase
T4-Ligase
T4-Polynukleotidkinase
T7-RNA-Polymerase
Tag-Polymerase
Tubulin-Antikorper
yPablp

Zymolyase 20T

CIP, Roche Diagnostics
(Temme, 1998)

Merck

Kaninchenserum, affinitétsgereinigt
(diese Arbeit)

Kaninchenserum (diese Arbeit)
Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

C. Korner

Promega

Roche Diagnostics

Merck

Roche Diagnostics

Hybaid AGS

New England Biolabs

Roth

Sigma Aldrich

RNasin, Promega
Peroxidase-gekoppelter Schwein-anti-
Kaninchen-Antikérper, DAKO
Roche Diagnostics

New England Biolabs

New England Biolabs

Roche Diagnostics

A. Jenny

Sigma Aldrich

U. Kihn

Seikagaku Coorp.
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2.1.5 Nukleinsauren und Nukleotide

(a-*P) 3"-dATP(Cordycepin)

(a-2P) ATP, (a-**P) UTP, (a-*P) GTP

(?-2P) ATP
DNA-Grolenstandard

dNTPs, NTPs

m7GpppG

OligoA(20)

Poly(A)

rRNA (E. coli)

Hefe-RNA

D. melanogaster cDNA-Genbank

2.1.6 Vektoren

pBluescript
pBR322

PET19b

pPGEM 3zf+
PRSETC

pPRS406

pSP6-L 3pre
pSP6-L 3pre A(so)
pSP6-L 3pre A(110)
pSP6-3-Globin
pGC-GM-CSF

pUG6

NEN

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia

1 kb Ladder, Invitrogen
Amersham Pharmacia

New England Biolabs

U. Kihn

Roche Diagnostics

16S und 23S, Roche Diagnostics
Merck

Invitrogen

Stratagene

New England Biolabs
Novagen

Promega

Invitrogen

Stratagene

(Christofori and Keller, 1989)
analog (Kerwitz et a., 2003)
(Kerwitz et al., 2003)

(Koérner and Wahle, 1997)
(Voeltz and Steitz, 1998),
modifiziert:(Dardoussis, 2001)
(Guldener et al., 1996)
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2.1.7 Oligonukleotide

Die fur die PCR, Klonierung und Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide sind in der
Tabelle 1 aufgefuhrt. Sie wurden von den Firmen Metabion bzw. Invitrogen bezogen.

Tabelle1 Name und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide

Name x-mer | Sequenz 5 -3

3'POP kanM X down 60 gTg TAT ACA TAT AgT ACA TAA ATg ATC ATT ggT CCC CAT CCA
TAggCC ACT AgT ggA TCT

5"POP kanM X up 60 gTT TAT AAA gTA TAA TAT TCC AAT AgA AAA CTT AAg TTC gCA
gCT gAA gCT TCg TAC gCT

CCRA4 startl 24 ATg AAA ggC AAT CAT TAT AAA ATg

CCRA4 start2 22 ATgCTggACAACTTgTCATITA

CCRA4 stop 20 CTA CCggCg ATT gAT CAgCC

Droso CAF-start 21 ATG AAA Tgg ACA ATg CCC TCg

Droso CAF-stop 22 TCA TgA AgC gCT gTT CgT CTCA

hind-yPop2 back 25 AACGTT TCA TTggTC CCCATC AAT A

hsp70 endmRNA 25 gAA TTCAAgTTgACT TTA AATTTCA

hsp70 Sal 18 gTC gAC TAA ggC CAA AgA

KanMX down (Ape) 20 CgT CTgTgA ggg gAg CaT TT

KanMX up (Cla) 20 gAT TgT ATg ggA AgC CCg AT

L 3pret+1ffw 23 gAA TACAAQCTT ggg CTg CAg gT

mut POP-exo2 down 33 gAT CAg gAA ACC TAg AgC gTA TgC CgC ATg gTA

mut POP-exo02 up 33 TAC CAT gCggCA TAC gCT CTA ggT TTCCTgATC

OBS 167 65 TTT ACA gTg AAT TCg CCg TTA TAA gAC AAC Tgg TCT CgC AgT
ATA ATC gCT TgT TgT TCCTTA CC

OBS 168 65 AAT CCT CCT TgT TgT Tgg gCA Tgg AgT CAT TCA TTA gAA Tgt TgA
TCA TACgACTCA CTA TAggg

OBS 170 20 CAggTg TAggTT TAgACgAC

0OBS171 20 TCT CCCATA TgA TTg TCT CC

oligo(dT) anchor 30 gCgAgCTCCgCggCCgCg TTT TTTTTTTTIT

PET 19b-Sma-down 10 TAC CCg goA g

pET19b-Sma-up 10 TACTCC Cgg g

POP2-blunt-+1 22 AAT gCA ATC TAT gAA TgT ACA A

POPMUtSA+E-Qffw |40 | AgT ATA ATC ATg TgT CAA TCg CTA CTC AgT TTg Tgg ggA C

POPMUtS-A+E-Qrev |40 | gTC CCC ACA AAC TgA gTA gCgATT gAC ACA TgA TTA TAC T

T7-dCAF-753 44 TAA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAT TTg AAg AAg gCC ATg CCC
T7-dCAF-start 44 '?'LA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAA TgA AAT ggA CAA TgC CCT
T7-dCCR4 700 44 (T:gA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAC ATA gTg CCg TAT CTC ¢TC
T7-dCCR4-start 44 ?’AAA TAC gAC TCA CTA Tag ggA gAC AAA gAC AAA TAC gAC AgC
T7-dNot1-2 down 44 '?’iA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAg TAg gCg AAg gCC gAC ACA
T7-dNot1-2 up 44 gA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAg CTC ACT CAg CAT CgC CAT

T7-dNot2(Rga) down | 42 TAA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAg gAg AgC gTC ACC AgA TTg

T7-dNot2(Rga) up 42 TAA TACgAC TCA CTA TAg ggA gAC CTC gCT gAC gAA TgC gCg

T7-dNot3 down 44 TAA TACgAC TCA CTA TAg gogA gAg TTg CgT TTA TCg gCA TgC CC

T7-dNot3 up 44 TAA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAA AgA Tgg ATC CTg CCC AgC
gT

T7-Luciferase down 42 TAA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAT CTg ACg CAg GCA gTT CTA
Tg

T7-Luciferase up 42 TAA TAC gAC TCA CTA TAg ggA gAg AAA ggC CCggCg CCA TTC

XIVpop+200 21 CTT gTA CAgTCT TCg TTT TgT

X1V pop-450 21 |gCA CTT ggA AAgAAC TTA CgA
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2.1.8 Saulen und Saulenmaterialien

Ni-NTA-Agarose
DEAE-Sepharose
Protein-A-Sepharose
Sephadex G-50
Superdex 200 HS

2.1.9 Feinchemikalien

QIAGEN

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia

Amersham Pharmacia

Alle Standardchemikalien wurden in der Qualitat p.A. von Merck, Sigma Aldrich oder Roth

bezogen.

Aminosauren fur die Hefekultivierung
40 % Acrylamid (19:1)

40 % Acrylamid

Agarose

Benzamidin

Bis-Acrylamid

Coomassie Brilliant Blue R250

DEPC

DTT

5 -Fluoroorotsdure (5°-FOA)
Geneticin® (G418)

Glycogen

L eupeptin-Hemisulfat

SDS

Nonidet P-40

Pepstatin A

Phenol

Phenol, TE-geséttigt

PMSF

Reagenzien fur Bakterienmedien und Platten
Reagenzien fur Hefemedien und Platten
Reagenzien fir die S2-Zellkultur
TEMED

Sigma Aldrich
Accugel, National Diagnostics
Bio-Rad

Invitrogen

Sigma Aldrich
Merck

Merck

Sigma Aldrich
Gerbu

Sigma Aldrich
Invitrogen

Roche Diagnostics
Sigma Aldrich
Fluka

Fluka

Fluka
Aqua-Roti®-Phenol, Roth
Roti®-Phenol, Roth
Merck

Gibco

Difco

Invitrogen

Merck
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2.1.10 Systeme

Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction
MEGA script-T7-Kit

PCR Purification Kit
Plasmid Midi Kit

2.1.11 Sonstiges

Biorad Protein Assay

Blotmembran

Dialyseschlauche

Dunnschi chtchromatographi epl atten

Membranfilter

Phosphorlmager-Screens
Rontgenfilme
Scintillationscocktail
Western blot-Detektion

PE Applied Biosystems

Ambion
Roche
QIAGEN

Proteinbestimmung nach Bradford (Biorad)
Protran Nitrozellulose, Schleicher & Schilll
Serva

Merck

RC 58, PorengrofRe 0,2 pm, Schleicher &
Schiill

Molecular Dynamics, Fuji

Scientific Imaging Film X-Omat AR, Kodak
Lumasafe™Pus, Lumac LSC

Super Signal, Pierce
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Sterilisation von Lésungen und Gegenstanden

Hitzebestandige Gerdte und Losungen wurden bei 121°C und Uberdruck fir 30 min
autoklaviert. Hitzeempfindliche Losungen wurden vor Gebrauch sterilfiltriert (0,2 um-Filter,

Nalgene).

2.2.2 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte, falls nicht anders vermerkt, in LB-Medium bei 37°C.

Fir die Selektion wurden LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotikazusdtzen verwendet.

Luria-Bertani (L B)-Medium:
1 % (w/v) Bactotrypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % (w/v) NaCl

mit NaOH auf pH 7,5 eingestel It
gof. 1,2 % Agar

2.2.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

400 ml LB-Medium (2.2.2) wurde mit 400l einer Bakterienvorkultur und den
entsprechenden Antibiotika angeimpft und bei 37°C inkubiert, bis eine ODgy der Kultur von
0,5-1 erreicht war. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fur 10 min bel 4000 x g geerntet,
einmal mit 400 ml eiskaltem, sterilem Wasser, anschlief3end dreimal mit sterilem, eiskaltem
10 %-igen Glycerin gewaschen, wobei das Volumen dabei auf 200 ml, 20 ml und schliefdlich
auf 1 ml reduziert wurde. Die Zellen wurden in 50 pl Aliquots aufgeteilt und sofort verwendet
oder in flissigem Stickstoff eingefroren und bel —80°C gelagert.

2.2.4 Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen

Die elektrokompetenten Zellen (2.2.3) wurden auf Eis aufgetaut, mit 100 ng—500 ng Plasmid-
DNA gemischt und in eine gekihlte Elektrotransformationskiivette (PeglLab) gegeben. Die
Transformation erfolgte im Elektroporator (PegLab) durch einen Stromstof3 (1700 V, 25 uF,
5 ms). Sofort nach dem Puls wurden die Zellen mit 1 ml LB-Medium (2.2.2) versetzt, in ein
Gefald gegeben und ene Stunde bel 37°C geschittelt. Danach wurden sie auf
antibiotikahaltigen Agarplatten unter Verwendung von sterilisierten Glaskugeln ausplattiert

oder zum Animpfen einer grof3eren Kultur in antibiotikahaltiges Medium Uberfuhrt.
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2.2.5 Expression von dCAF1 und dCCR4

Je 100 ng der Expressionsplasmide wurden durch Elektroporation in Bl21(Codon+)-Zellen
transformiert (2.2.4) und positive Klone durch Ausstreichen auf ampicillinhaltigen
Agarplatten selektiert. Aus Einzelkolonien wurden Vorkulturen in LB-Medium 2.2.2), dem
100 pg/ml- Ampicillin und 30 pg/ml Chloramphenicol zugegeben wurden, angeimpft. Mit
dieser Vorkultur wurden 800 ml LB-Medium mit Antibiotika beimpft. Die Kultur wurde so
lange bei 37°C unter heftigem Schitteln (200 rpm) inkubiert, bis sie eine ODgg VOn ca. 1
erreicht hatte. Die Induktion der Expression erfolgte dann durch Zugabe von 0,8 mM IPTG.
Nach weiteren 4 Stunden Inkubation wurden die Zellen durch eine Zentrifugation von 10 min

bei 4000 x g geerntet und das Z€ellpellet bis zur Verarbeitung bei -80°C eingefroren.

2.2.6 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Anzucht von S. cerevisiae erfolgte routineméldig in YPD-Medium. Fir die Herstellung
von Festmedien (Agarplatten) wurden dem YPD-Medium 2 % (w/v) Agar zugesetzt.

YPD-Medium:

1 % (w/v) Difco-Hefeextrakt

2 % (w/v) Difco-Pepton

2 % (w/v) Difco-Dextrose (= wurde als 20 %ige L6sung getrennt autoklaviert)

Zur Selektion auf eine Aminosaureprototrophie wurde SD (= synthetic dropout)-Medium
verwendet. Zur Herstellung wurden 5x YNB-Medium, 20 %ige Glucose, dd H20O und
gegebenenfalls 4% Agar getrennt autoklaviert, danach gemischt und mit den fir die
entsprechenden Hefen essentiellen Aminosduren (Sigma Aldrich), die as 100 x Lésung

sterilfiltriert wurden, versetzt.

SD-Medium: 100 x Aminosiur elésungen :

1 x YNB (6,7 g/l yeast nitrogen base) L-Adenin-Hemisulfat 29/l

2 % Glucose L-Arginin 249/

1 x Aminosaurel 6sungen L-Higtidin 29/l

gof. 2 % Agar L-Leucin 6 g/l
L-Lysin 34/l
L-Methionin 2 g/l
L-Threonin 20 g/l
L-Tryptophan 249/
L-Tyrosin 34/l
L-Uracil 249/

Fur die Gegenselektion des URA3-pop-out wurden frisch hergestellte 5 -FOA-haltige SD-
Agarplatten verwendet. Die 5'-FOA Konzentration betrug 10 mg/ml.
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2.2.7 Herstellung von Hefe-Glycerinkulturen

Hefezellen wurden auf YPD-Agarplatten 2.2.6) ausgestrichen und 2-4 Tage kultiviert. Die
Zellen wurden mit einer sterilen Impfdse von der Platte in ein Kryoréhrchen mit 1 ml sterilem
15 %-igen Glycerin Uberfihrt, resuspendiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung erfolgte bei —80°C.

2.2.8 Herstellung kompetenter Hefezellen und Transformation

Eswurde die Methode von Gietz et al. (1992) verwendet, bei der die Hefezellwande durch die
Behandlung mit Lithiumacetat fir die DNA permeabilisiert werden.

50 ml YPD-Medium (2.2.6) wurden mit einer Uber-Nacht-Vorkultur auf eine ODgg von 0,2
angeimpft und bis zum Erreichen einer ODgy von 0,7-1,0 bel 30°C und 200 rpm kultiviert.
Die Zellen wurden 10 min bei 4000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 20 ml sterilem Wasser resuspendiert. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde
das Zellpelet in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal?
Uberfuhrt. Die Zellen wurden dann in der Tischzentrifuge bei 5000 rpm fir 5 min zentrifugiert
und das Pellet in 1,5 ml frisch hergestelltem 1 x TE/LIOAc resuspendiert. Die Zellen wurden

erneut zentrifugiert und in 200 pl 1 x TE/LiOAc aufgenommen.

Fur die Transformation wurden 50 pl kompetente Zellen mit 50-200 ng zirkuldrer DNA oder
1-2 pg linearer DNA und 50 pg frisch denaturierter, gescherter Heringssperma-Carrier-DNA
bei RT gemischt. Es wurden 300 pl frisch hergestellter 40 % PEGA4000-L6sung zugegeben
und 30 min bel 30°C geschittelt. Danach wurden die Zellen 30 min bel 42°C inkubiert, mit
800 pl sterilem Wasser versetzt und kurz bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt, das Zellpellet in 1 ml YPD-Medium resuspendiert, fir mindestens 1,5 h bei 30°C
geschittelt (recovery) und auf Selektivmedium ausplattiert.

10 x TE-Puffer: 10 x LiOAC: 40 % PEG 4000:
0,1 M Tris-HCI pH 7,5 1M LiIOAcpH 7,5 8 Vol. 50 % PEG 4000
10 MM EDTA 1Vol. 10 x TE-Puffer

1Vol. 10 x LiOAc
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2.2.9 Sporulation diploider Hefestamme

Fir die Sporulation diploider Hefestamme wurden 0,5 ml einer Uber-Nacht-Kultur in YPD-
Medium (2.2.6) bei 3000 x g 3 min zentrifugiert, das Zellpellet einmal mit sterilem Wasser
gewaschen und anschlieffend in 5ml 0,2M KAc pH 7,0 dem die fir den jeweiligen
Hefestamm essentiellen Aminosduren zugesetzt worden sind (je 0,01 %), resuspendiert. Die
Kultur wurde 2-4 Tage bei 30°C kultiviert und die Sporenbildung unter dem Mikroskop

kontrolliert.

2.2.10 Tetradenanalyse

Bei einer Sporulationsrate von ca. 80 % der Hefezellen wurden 200 pl der Sporulationskultur
inein 1,5 ml Reaktionsgefdl tberfuhrt, zentrifugiert und das Zellpellet in 200 pl 1,2 M SCE-
Puffer (2.2.19.2) resuspendiert. Der Ansatz wurde mit 20000 U Zymolyase 20T versetzt und
bei 30°C inkubiert um die Ascuswand aufzulésen. Da zu lange Inkubation mit dem Enzym
eine Trennung der Sporen bereits im Medium verursacht, wurden nach 10 min, 15 min und
20 min je 50 pl entnommen und in 200 pl steriles Wasser gegeben, um die Reaktion zu
stoppen. Je ca. 20 ul der Suspensionen wurden anschlief3end als Streifen nahe dem Rand auf
eine YPD-Agarplatte (2.2.6) aufgetragen. Nachdem die FlUssigkeit eingetrocknet war, wurden
mit Hilfe eines Mikromanipulators vier zusammenhangende Sporen aufgenommen und diese
anhand eines Rasters vereinzelt auf der Agarplatte abgelegt.

Nach 2-3 Tagen Inkubation bei 30°C wurde die Keimfahigkeit der Sporen Uberprift und die
Kolonien der einzelnen Sporen hinsichtlich ihrer Grof3e verglichen. Tetraden, bei denen ale
vier Sporen Kolonien gebildet hatten, wurden zur Vermehrung nochmals auf Y PD-Platten

ausgestrichen und erst dann fir weitere Experimente eingesetzt.

2.2.11 Kultivierung von Drosophila-Schneider2 Zellen

Schneider2 (S2)-Zellen stammen von einer Primarkultur 20-24 h alter Drosophila-Embryonen
ab (Schneider 1972). Die Kultivierung erfolgte standardmaldig in Zellkulturschalen bei 25-
26°C in Schneider’s Insect Medium (Sigma Aldrich) mit 5-10 % hitzeinaktiviertem fetalem
Kéaberserum (Biochrom) oder in serumfreiem SF-900 Medium (Invitrogen), denen jewells
eine Antibiotika/Antimycotica-L6sung (Gibco) zugesetzt worden war. Die Kultivierung in
Suspension erfolgte in Erlenmeyerkolben, die bei 135rpm auf einem orbitalen Schttler
bewegt wurden. Fur Suspensionskulturen wurde das Medium zusétzlich mit 0,05 % Pluronic
Solution (Invitrogen) versetzt.



Material und Methoden 26

Routinemaliig wurden semiadhérente Zellen in Kulturschalen alle 4-5 Tage 1:10 in frischem
Medium in eine neue Schae Uberfihrt, ohne die Zellzahl bestimmt zu haben.
Suspensionskulturen wurden verdiinnt, wenn die Zellzahl 1 x 10° Zellen/ml (iberstieg.

2.2.11.1 Bestimmung der Lebendzellzahl von Schneider2-Zellen

Uber den Trypan-Blau-Ausschluss kann die Anzahl von toten Zellen in einer Kultur ermittelt
werden. 20 pl Zelsuspension wurde mit 180 ul Trypan-Blau-L6sung gemischt und unter dem
Mikroskop in einer Zahlkammer (Thoma) untersucht. Nur tote Zellen nehmen den Farbstoff
auf und féarben sich blau. Die Anzahl an toten Zellen sollte wahrend der logarithmischen

Wachstumsphase 5 % nicht Ubersteigen.

Trypan-Blau-L 6sung:
0,4 % (w/v) Trypan-Blauin 1x PBSpH 7,4

2.2.12 Genetische Manipulation von S. cerevisiae

2.2.12.1 Deletion des POP2-Gens in den haploiden Hefestammen W303 und
BMA41la

Uber homologe Rekombination wurde der ORF des POP2-Gens gegen ein kalMX-
Expressionsmodul nach der Methode von Guldener et al. (1996) ausgetauscht.

Die Disruptionskassette wurde von dem Plasmid pUG6 mit Primern amplifiziert 2.2.19.5),
die in ihrem 5-Ende 45 Nukleotide enthalten, die zum Integrationsort in S cerevisiae
homolog sind. Das PCR-Produkt wurde gereinigt (2.2.24.1) und die Stémme W303a und
BMAA41a damit transformiert (2.2.8). Die Selektion positiver Klone erfolgte auf Geneticin®-
G418-haltigen YPD-Agarplatten (2.2.6). Die korrekte Integration des kan'MX-
Expressionsmoduls (POP2::kafMX) wurde durch PCR mit genomischer DNA untersucht.
Als Primer wurden die Oligonukleotide XI1V-450 und XIV+200, die 5 und 3" vom
Integrationsort hybridisieren, sowie die Primer Kan-MX up und Kan-MX down (2.1.7), die

auf dem karfM X-Expressionsmodul hybridisieren, verwendet.
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2.2.12.2 Einfigen von Punktmutationen in das POP2-Gen durch die
pop-in/pop-out-Methode

Die pop-in/pop-out-Methode wurde von Scherer und Davis (1979) entwickelt und beinhaltet
zwei Schritte: Plasmidintegration mit URA3 als Selektionsmarker und Plasmidexcision durch
Gegenselektion auf 5 -FOA-haltigem Medium (2.2.6). Das verdnderte Gen wird in einen auf
URA3-basierendem Integrationsvektor kloniert und das Plasmid durch homologe
Rekombination an die entsprechende Stelle im Chromosom integriert. Es entsteht eine
Genduplikation mit einer wt-Kopie und einer mutierten Kopie. Dazwischen liegt die
Vektorsequenz. Die Zellen werden dann unter nicht-selektiven Bedingungen kultiviert und
auf 5°-FOA-Platten auf das Ausschneiden des Plasmids und damit den Verlust von URA3
selektiert. Bel der Plasmidexcision bleibt entweder die wt-Kopie oder die mutierte Kopie
erhalten. 5 -FOA-resistente Zellen werden auf ihren Genotyp und veranderten Phanotyp
untersucht.

Fir das Einfigen von Punktmutationen in die Exo-Doméne von POP2 wurde zun&chst der
POP2-ORF von genomischer DNA mit den Primern Hind-yPop2-back und Pop2-blunt+1
(2.1.7) amplifiziert und in einen Pvull-gedffneten pRSET-Expressionsvektor kloniert. Uber
das Quick Change Ste Directed-Mutagenesis-Protokoll (Stratagene) wurden Mutationen in
die Sequenz eingefiigt. Diese Methode nutzt komplementdare Primer, die beide die
entsprechende Mutation enthalten, zur Amplifikation des gesamten Plasmides. Die parentale
DNA wurde nach der PCR-Reaktion mit Dpnl verdaut. Das mutierte Plasmid wurde in
E. coli-XL1-Blue transformiert (2.2.4) und die Plasmide prapariert. Uber die Primer
PopmutS-A+E-Q-up und PopmutS-A+E-Q-down wurden die Codons fir die Aminosauren
S188 und E190 zu A bzw. Q mutiert und in der DNA eine Scal-Schnittstelle entfernt. Uber
die Primer mut-Popexo-up und mut-Popexo-down wurde die Aminosaure D 310 zu A mutiert
und dadurch eine Ndel-Schnittstelle entfernt. Der Verlust der beiden Restriktionsschnittstellen
wurde zur spéteren Identifikation mutierter Hefen genutzt.

Aus dem Vektor pRSET-Pop2 wurde ein Grofdeil der codierenden Sequenz mit den
Restriktionsenzymen Bglll und Kpnl herausgeschnitten und in einen BamHI /Kpnl-gedffneten
PR3406 Vektor, der den URA3-Marker enthdlt, ligiert. Dieser Vektor wurde in einem E. coli-
Dcm-Stamm (BL21(DE3)) vermehrt, isoliert und mit SexAl in der POP2-Sequenz 5° der
RNase D-Doméne linearisiert. Je 3 ug linearisierte Vektor-DNA wurden in den diploiden
Stamm YMC#83 transformiert (2.2.8). Die Selektion erfolgte auf SD-URA-Platten (2.2.6).
Einige Kolonien wurden auf SD-URA"-Platten subkloniert, die DNA isoliert (2.2.19.2) und in
einer PCR-Reaktion mit den Primern OBS 168 und OBS 169 bzw. OBS 170 und OBS 171
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(2.1.7) auf die korrekte Integration der URA3-Kassette untersucht. Weiterhin wurde die DNA
auf die mutierte POP2-Sequenz Uberprift. Von genomischer DNA wurde der POP2-ORF
amplifiziert und mit Scal bzw. Ndel geschnitten. Bei positiven Klonen sollte ein Drittel des
PCR-Produktes gegen den Restriktionsverdau resistent sein, da nach Integration des Vektors
neben den zwei wt-Allelen eine mutierte Kopie entalten ist, die die Restriktionsschnittstelle
nicht mehr enthélt. Durch einen Southern blot mit Hindlll geschnittener, genomischer DNA
und der POP2-Promotorsequenz als Sonde wurde auf eine Einzelintegration des URA3-
Vektors untersucht. Klone, die nur einen URA3-Vektor integriert hatten und in einer Kopie
die gewinschte Mutation aufwiesen, wurden fur die Pop-out-Selektion drei Tage in YPD-
Medium geschiittelt. Je 100 pl der Kulturen wurde auf 5 -FOA-Platten (2.2.6) ausplattiert.
Nach zwei Tagen wurden Einzelkolonien sichtbar, die dann auf Y PD-Platten subkloniert
wurden. Wiederum wurde die DNA isoliert (2.2.19.3) und der Genotyp, wie oben
beschrieben, untersucht. Positive Klone, die je ein wt- und ein mutiertes POP2-Gen
enthielten, wurden zur Sporulation gebracht und fir weitere Experimente eingesetzt.

2.2.13 Protein-Reinigungen

2.2.13.1 Reinigung des CCR4/NOT-Komplexes mittels TAP-tag aus
S. cerevisiae

Die Reinigung wurde in Zusammenarbeit mit M.C. Daugeron im Labor von B. Seraphin
(CNRS, Gif-sur-Yvette) durchgefihrt.

Die haploiden Stdmme mit TAP-Pop2p, TAP-Ccrdp oder TAP-Snu71p wurden im Labor von
B. Seraphin im W303-background hergestellt. Die Stdmme wurden wie beschrieben
konstruiert (Puig et al., 2001a). Aus je 51 Kulturen mit einer ODgy vVon 2,4 (TAP-Pop2p,
TAP-Ccrdp) bzw. 2| (TAP-Snu71p) mit einer ODgyo Von 4,0 wurden Zellextrakte hergestellt
und der CCR4/NOT-Komplex bzw. der U1-snRNP zuné&chst tber eine 1gG-Agarosesaule und
anschlieffend Uber eine Calmodulin-Saule daraus gereinigt (Puig et al., 2001a). Von der
Calmodulin-Saule wurden die Proteine mit 5 x 200 pl EGTA-haltigem Puffer eluiert. Je 70 pl
der funf Eluate der Camodulin-Saule wurden lyophilisiert, in einem SDS-Gradientengel
aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Beide Komplexe enthielten die Proteine in den
erwarteten Grofleen (Daten nicht gezeigt). Die Eluate 3 bis 5 wurden vereinigt (400 pl), die
Hélfte gegen 1 x PBS (2.2.13.2) diaysiert und bei 4°C gelagert, die andere Héalfte gegen
Deadenylierungspuffer (2.2.21.1) dialysiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.
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2.2.13.2 Reinigung von rekombinantem dCAF1 unter nativen Bedingungen

Alle Reinigungsschritte fanden sofern nicht anders angegeben bel 4°C statt.

Das Zellpellet der Expression (2 x 400 ml) wurde in 80 ml Lysispuffer mit 15 pg/ml DNase |
resuspendiert und die Zellen durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Die Suspension
wurde dazu in ein Becherglas Uberfihrt und in eine Kéltemischung (Eis mit Kochsalz)
gestellt. Es wurde funfmal fir 1 min mit je 1 min Pause beschallt (Branson Sonifier,
Einstellung: 50 % duty cycle, Stufe 7). Zelltrimmer wurden danach durch Zentrifugation von
15 min bei 4000 x g prézipitiert. Der Uberstand wurde mit 2 ml in Lysispuffer aquilibrierter
Ni-NTA-Agarose fur 1 h auf dem Rollschittler inkubiert. Die Ni-NTA-Agarose wurde durch
Zentrifugation pelletiert, der Uberstand abgenommen und das Saulenmaterial zweimal mit
40 ml Lysispuffer, der 20 mM Imidazol enthielt, gewaschen. Fur die Elution der Proteine von
der Ni-NTA-Agarose wurde diese in eine Saule (Bio Rad) gefillt. Gebundene Proteine
wurden durch 2x 25 ml Lysispuffer mit 250 mM Imidazol eluiert. Die Eluate wurden fir die
welitere Reinigung des dCAF1 fir 4 h gegen 4x 1 | Niedrigsalzpuffer dialysiert und auf eine
1 ml MonoQ FPLC Séule gegeben. Die Proteine wurden mit einem Salzgradienten von 50 bis
500 mM KCI eluiert. Da dCAF1 in vielen Fraktionen des Gradienten zu finden war, wurden
die Fraktionen 20-40 des MonoQ-Laufes vereinigt und nochmals mit 0,75 ml Ni-NTA-
Agarose auf dem Rollschittler inkubiert. Die Suspension wurde in eine 10 ml Saule (Bio
Rad) gefullt. Nacheinander wurden nun 10 ml MonoQ-Puffer mit 25 mM Imidazol, 10 ml mit
50 mM Imidazol, 5 ml mit 200 mM Imidazol und 5 ml mit 250 mM Imidazol tber die Saule
gegeben und die gebundenen Proteine so eluiert. Je 5 pl jeder Fraktion wurde auf einer 10 %-
igen SDS-PAGE mit anschlieffender Coomassiefarbung analysiert.

Die 100 mM und 250 mM Imidazol-Eluate wurden gegen 3 x 600 ml 1 x PBS Puffer mit
0,5mM DTT diaysiert und in flissigem Stickstoff eingefroren.

Lysispuffer: M onoQ-Niedrigsalzpuffer: 1 x PBS:

50 mM Tris-HCI pH 8,0 25 mM Tris-HCI pH 8,0 80 mM Na,HPO,
100 mM KCI 20 mM KClI 20 mM NaH,PO,
10 % Glycerin 10 % Glycerin 100 mM NaCl
0,01 % NP-40 0,01 % NP-40

1 mM PMSF 1mM DTT

2 pg/ml Leupeptin
2 ug/ml Pepstatin
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2.2.13.3 Denaturierende Reinigung von dCCR4 ?N aus inclusion bodies

Das Zellpellet einer 400 ml-Expression wurde in 5ml 0,2 M Tris-HCI pH 7,0, 1L mM EDTA
resuspendiert und mit 1,5 mg Lysozym 30 min bei 4°C inkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte
durch Ultraschall fur 3x 1 min mit je 1 min Pause (Branson Sonifier, Einstellung: 50 % duty
cycle Stufe 7). Die Suspension wurde auf 3 mM MgCl, eingestellt und mit 10 mg/ml DNase |
far 30 min bel RT inkubiert. Danach wurde das 0,5-fache Volumen an 60 mM EDTA, 6%
Triton X-100, 1,5M NaCl pH 7,0 dazugegeben. Die inclusion bodies wurden 10 min bel
31000 x g préazipitiert und das Pellet mit 0,1 M Tris-HCI, 20 mM EDTA gewaschen. Danach
wurden die inclusion bodiesin 5 ml Harnstoffpuffer resuspendiert und gevortext. Nach einer
Zentrifugation von 10 min bei 31000 x g wurde der Uberstand mit 1 ml in Harnstoffpuffer
aquilibrierter Ni-NTA-Agarose fur 1 h bel RT auf dem Rollschittler inkubiert. Nachdem die
Suspension in eine Saule (Bio Rad) gefillt wurde, wurde mit 2x 10 ml Harnstoffpuffer und
1x10ml Harnstoffpuffer mit 20 MM Imidazol gewaschen. dCCR4 wurde in 2ml
Harnstoffpuffer mit 250 mM Imidazol e€luiert. Das Eluat wurde gegen 3x 100 ml
Harnstoffpuffer dialysiert und unterschiedliche Mengen mit verschiedenen Mengen BSA zur
Abschétzung der Proteinkonzentration auf einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie geférbt.

Har nstoffpuffer:

8 M Harnstoff

0,1 M Tris-HCI pH 8,0
0,1 M Na,HPO,

2.2.14 Herstellung und Fraktionierung von S2-Extrakten

2.2.14.1 Herstellung von S2-Zellextrakten fir Western blots

Da nach RNAI-Experimenten Zellextrakt nur aus einer geringen Zellzahl gewonnen werden
konnte, wurde das Zellpellet in 100-200 pl Lysispuffer resuspendiert, in fllssigem Stickstoff
eingefroren und auf Eis wieder aufgetaut. Nach zwei Frier-Tau-Zyklen wurden die Lysate bei
20000 x g und 4°C 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Lysis Puffer:
50 mM Tris-HCI pH 7,5

150 mM NaCl
1% NP-40
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2.2.14.2 Praparation von cytoplasmatischem S2-Zellextrakt

S2-Suspensionskulturen wurden bei einer Zellzahl von 1-2x 10" Zellen/ml geerntet. Die
Kultur wurde 10 min bei 1000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet
enma mit 1xPBS (2.2.13.2) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Pelletvolumen abgeschétzt und die Zellen im 3 bis 5-fachen Volumen eiskalten hypotonischen
Puffers resuspendiert. Nach 10 min erfolgte der Zellaufschluss durch 15-20 Stéf3e in einem
Dounce-Homogenisator auf Eis. Der Aufschluss wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Der
Rohextrakt wurde auf 10 % Glycerin und 0,02 % NP-40 eingestellt, vorsichtig gemischt und
bei 4°C bei 20000 x g 1 h zentrifugiert. Der Uberstand wurde al's cytoplasmatischer Extrakt in
Experimenten eingesetzt.

Hypotonischer Puffer:
10 mM HEPES pH 7,9
1,5 mM MgCl,

10 mM KCI

05mM DTT

0,2 mM PMSF

2 ug/ml Leupeptin

1 pg/ml Pepstatin

2.2.14.3 Fraktionierung von S2-CXT Uber DEAE-Sepharose

Alle Fraktionierungen wurden bei 4-8°C durchgefihrt.

Eine Leersaule (1,6/30, Pharmacia) wurde mit 40 ml gequollener DEAE-Sepharose gefllt.
Die Saule wurde an eine Pumpe angeschlossen und mit 20 Saulenvolumen Niedrigsalzpuffer
aquilibriert. Die Flussrate betrug 2 Saulenvolumen/Stunde (cv/h). Der S2-CXT wurde mit
einer Flussrate von 1 cv/h auf die Sdule gepumpt und die Saule im Anschluss mit 4 cv Puffer
gewaschen. Der Durchfluss wurde fraktioniert aufgefangen. Die an die Saule gebundenen
Proteine wurden mit einem 10 cv umfassenden KCl-Gradienten (20 mM — 1 M bzw. 20 mM -
2 M) eluiert. Es wurden jeweils 4,5 bis 5 ml-Fraktionen gesammelt. Die Saule wurde nach
Ende des Gradienten mit 5 cv 2 M KCI gewaschen und danach mit 0,1 % Natriumazid in H,O
gespult. Die in Kapitel 3.3.1 und 3.5.2 beschriebenen Fraktionierungen wurden unter Nutzung
einer Pumpe P2 (Pharmacia), eines Gradientenmischers und einer UV-Detektionseinheit mit
angeschlossenem Schreiber durchgefiihrt. Die Leitfahigkeit wurde in jeder flnften Fraktion
des Gradienten durch Verdiinnung von 20 pul Probein 12 ml Wasser gemessen und Uber einen
Vergleich mit der Leitféahigkeit der Puffer in KCl-Konzentrationen umgerechnet. Die in
Kapitel 3.3.5 beschriebene Fraktionierung erfolgte in der FPL C-Anlage (Pharmacia).
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DEAE-Niedrigsalzpuffer: Hochsalzpuffer:

50 mM Tris-HCI pH 7,5

10 % Glycerin

20 mM KCl 1M bzw. 2 M KCI

0,02 % NP-40 sonst wie Niedrigsal zpuffer
0,5mM DTT

0,2 mM PMSF

2 pg/ml Leupeptin

2 ug/ml Pepstatin

2.2.14.4 Gelfiltration

Die FPLC-Superdex 200 HS-Gelfiltrationssdule (25 ml, Pharmacia)) wurde mit 50 ml
Gefiltrationspuffer &quilibriert. Die Séule hat ein Ausschlussvolumen von ca. 8 ml und eine
Ausschlussgréfe von ca. 600 kDa. Die Flussrate betrug wahrend des gesamten Laufes
0,25 ml/min. 200 pl der Fraktion 7 der ersten DEAE-Fraktionierung (3.3.1) wurden Uber eine
Probenschleife auf die Saule gegeben. Nach 5 ml wurde begonnen, den Durchflussin 0,7 ml-
Fraktionen zu sammeln. Der Lauf wurde nach Fraktion 40 (33 ml) abgebrochen. Die
Fraktionen wurden im TCA-Fallungsexperiment (2.2.21.1) auf deadenylierende Aktivitét
getestet. Fur den Western blot (2.2.16) wurden je 300 pl der Fraktionen mit 100 pl 50 % TCA
versetzt, bel RT 30 min inkubiert und dann zentrifugiert. Das Proteinpellet wurde zweimal mit
eiskaltem Aceton gewaschen, in SDS-Ladepuffer resuspendiert und auf einer 10% SDS
PAGE aufgetrennt.

2.2.15 RNA-Interferenz in Schneider2-Zellen

Die Experimente wurden entsprechend der Anleitung aus dem Labor von Jack Dixon
(Clemens et al., 2000) durchgefihrt. Drosophila-S2-Zellen wurden gezéhlt und in serum-
freilem Medium (Schneider’s Insect Medium oder SF-900 Medium) in einer Konzentration
von 1x 10° Zellen/ml resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in eine Vertiefung
einer 6-well-Platte gegeben und sofort mit 15 ug doppelstrangiger, in vitro transkribierter
RNA versetzt (2.2.19.8) und gemischt. Nach einer Inkubation von 30-45 min bei RT wurde
den jetzt adhérenten Zellen 2 ml Medium zugegeben. Erfolgte das Experiment in Schneider’s
Insect Medium, enthielt dieses 10 % FCS. Nach vier Tagen im Inkubator bei 25°C wurden die
adhérenten Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturschale gel6st, vorsichtig im
Medium resuspendiert und in ein Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Die Gesamtzellzahl wurde
bestimmt und die Zellen bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann verworfen und

die Zellpellets bis zur weiteren Verarbeitung bel -20°C eingefroren.
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2.2.16 Western blot-Analyse

Die Proteine wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel (2.2.24.3) aufgetrennt und nach einem
Verfahren von Kyhse-Andersen (1984) mittels einer Semi-dry-Blotapparatur (Hoefer) auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die auf der Membran gebundenen Proteine wurden mit
PonceauS-L 6sung angeférbt, und die Lage der Markerbanden gekennzeichnet. Nachdem die
Membran in TN-Tween-L6sung entfarbt worden ist, wurden unspezifische Bindungen durch
30-60 min Blocken mit 2,5 % BSA in TN-Tween abgeséttigt. Der affinitétsgereinigte CAF-
Antikorper bzw. das CCR4-Antiserum wurden 1:1000 in TN-Tween-Puffer verdinnt und die
Membran fir 2 h darin inkubiert. Nachdem funfmal 5 min mit TN-Tween gewaschen wurde,
folgte die einstiindige Inkubation mit dem sekundéren Peroxidase-gekoppelten Schwein-anti-
Kaninchen-Antikorper in TN-Tween. Die Membran wurde wiederum funfmal 5 min in TN-
Tween gewaschen. Danach erfolgte die Detektion mit dem Super-Signal-Substrat (Pierce)
nach Herstellerangaben. Die an den sekunddren Antikorper gekoppelte Peroxidase
katalysierte die Nachweisreaktion. Die dabei entstandende Chemilumineszenz wurde durch

Exposition eines Rontgenfilms sichtbar gemacht.

Transferpuffer: PonceauS-L dsung: TN-Tween :

48 mM Tris-HCI pH 9,2 0,5 % (w/v) PonceauS 50 mM Tris-HCI pH 7,5

39 mM Glycin 1 % Essigsaure 0,2 % Tween

1,3mM SDS 150 mM NaCl (CAF-Blot)

20 % Methanol bzw. 250 mM NaCl (CCR4-blot)

2.2.17 Affinitatsreinigung von CAF1-Antikdrpern aus Immunserum

100 pg rekombinantes dCAF1 wurde in einer SDS-PAGE (2.2.24.3) aufgetrennt und auf
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde mit PonceauS-L 6sung angefarbt und
das Membranstiick mit dem Protein ausgeschnitten. Die Membran wurde 60 min in TN-
Tween (2.2.16) mit 25% BSA geschittelt und danach mit 1 ml CAF-Antissrum 2 h
inkubiert. Das Membranstiick wurde finfmal mit 1 ml TN-Tween gewaschen und in kleine
Stiicke geschnitten. Die Membranstiicke wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 gegeben. Durch
Inkubation von 15 min unter Schitteln bei RT mit je 400 pl 0,2M Glycin pH 2,8, 1mM
EGTA wurde der dCAF1 gebundene Antikorper von der Membran eluiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in ein Gefald mit 40 pl 1 M Tris-HCI pH 8,0 Uberfuhrt und sofort

gemischt. Die so gewonnenen Antikorper wurden bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.18 Immundepletion von dCAF1 und dCCR4

Protein A-Sepharose (PAS) wurde in Wasser gequollen und gewaschen. Es wurde eine 50 %-
ige Suspension in ddH,O hergestellt. Je 150 ul der Suspension wurden kurz zentrifugiert, der
Uberstand entfernt und die Sepharose 1 h mit je 350 pl Antiserum bei RT inkubiert (jeweils
Kaninchen final bleeding: PARN, dCAF1 1354, dCCR4 2384, bzw. 2385 Préimmunserum).
Die PAS wurde durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand entfernt. Die Pellets wurden
noch viermal mit je 300l IP-Puffer gewaschen und dann in je 100 ul IP-Puffer
resuspendiert.

Fir die Immundepletion wurden je 10 pl der Suspension mit 15 pl der Fraktion 7 der ersten
DEAE-Fraktionierung (3.3.1) fur 1 h auf Eis inkubiert und gelegentlich vorsichtig gemischt.
Die Suspension wurde durch eine mit IP-Puffer &quilibrierte spin column (BioRad)
zentrifugiert und der Durchfluss erneut 1 h mit 15l frischer PAS-Suspension auf Eis
inkubiert. Die Sepharose wurde wiederum mittels Zentrifugation durch eine spin column
entfernt und der Durchflussin einem TCA-Falungsexperiment (2.2.21.1) auf deadenylierende
Aktivitét untersucht. Die Proteinmenge wurde durch eine Proteinkonzentrationsbestimmung
nach Bradford ermittelt.

Fir den Test auf deadenylierende Aktivitéat im Prazipitat wurde die PAS-Suspension nach der
ersten Inkubation nicht filtriert, sondern im Reaktionsgefal pelletiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die restliche PAS erst dann durch Filtration daraus entfernt. Das Prazipitat
wurde mit 190 pl Deadenylierungspuffer versetzt, gemischt, zentrifugiert und danach 190 pl
des Uberstandes wieder entfernt. Nach nochmaligem Wiederholen dieses Waschschrittes
wurde das Pellet in 190 ul Deadenylierungspuffer (2.2.21.1) resuspendiert und 5pl der

Suspension in einem TCA-Fallungsexperiment auf deadenylierende Aktivitat untersucht.

| P-Puffer:

20 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NaCl

0,02 % NP-40
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2.2.19 Nukleinsauretechniken

Grundlegende Techniken wie z.B. Ethanolfdllung oder Phenol-/Chloroformextraktion von
Nukleinsauren wurden entsprechend der Protokolle gangiger Laborhandblcher durchgefihrt
(Ausubel et al., 1996; Sambrook et a., 1989).

Restriktionsspaltungen, Phosphorylierung, Dephosphorylierung und Ligation von DNA
wurden entsprechend der Herstellerangaben in den mitgelieferten Puffern durchgefihrt, falls

nicht anders aufgefuhrt.

2.2.19.1 Plasmidpraparation aus E. coli

Um kleine Mengen Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren (Birnboim and Doly, 1976), wurden
1-2 ml einer Uber-Nacht-Kultur durch einminiitige Zentrifugation bei 14000 rpm geerntet, in
100 pl-Losung | resuspendiert und 5 min bel RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Lésung
Il auf Eis und kurzem Mischen wurde das Lysat durch Zugabe von 150 pl 3 M NaAc pH 5,2
neutralisiert und 15 min weiter auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (30 min bel
14000 rpm) wurde der Uberstand abgenommen, und die Plasmid-DNA daraus durch eine
Ethanolfdllung prézipitiert. Die Konzentration wurde durch Messung der A, bestimmit,

wobel mit Ayg 1 =50 pg/ml gerechnet wurde.

L dsung | Losung 11

25 mM Tris-HCI pH 8,0 200 mM NaOH
50 mM Glucose 1% SDS

10 mM EDTA

Grolere Mengen Plasmid-DNA wurden mittels des , Plasmid-Midi-Kits* von QIAGEN
entsprechend der Herstellerangaben prépariert.

2.2.19.2 DNA-Mini-Praparation aus Hefezellen

Diese Methode der DNA-Pr8paration wurde verwendet, wenn die DNA in Southern blots oder
fUr Restriktionsverdaus eingesetzt werden sollte. Die Zellwande der Hefen werden durch die
Verwendung von Lyticase (Sigma Aldrich) perforiert, was die Ausbeute an DNA erheblich
steigert.

1,5ml einer Uber-Nacht-Kultur wurden 5 min bei 5000rpm bei RT zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde einma mit 1 ml ddH,O gewaschen, danach in 150 pl Lysispuffer durch

vortexen resuspendiert und 1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden 500 pl der L6sung Il
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dazugegeben, durch invertieren gemischt und 30 min bel 65°C inkubiert. Nach Zugabe von
150 pl 5 M KAc wurde der Ansatz durch Invertieren gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Die
gefdllten Proteine wurden durch zehnminitige Zentrifugation bei 4°C préazipitiert, der
wassrige Uberstand in ein neues GefaR tberfiihrt und die darin enthaltenen Nukleinsauren
durch Zugabe von 700 pul Isopropanol gefdllt. Nach zehnminttiger Inkubation bei RT wurde
der Ansatz 10 s zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das entstandene Pellet in 200 pl TE-
Puffer (2.2.19.3) mit 10 ug DNase-freier RNase A resuspendiert und 30 min bel 37°C
inkubiert. Die verblelbende DNA wurde danach durch Zusatz von 20 ul 3M NaAc und
450 pl Ethanol gefdlt, 15 min bei RT zentrifugiert und das Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.

12M SCE: L ysispuffer: Losung |1:

1,2 M Sorhitol 5ml 1,2 M SCE 100 mM Tris-HCI pH 9,7
0,1 M Natrium Citrate 5000 U Lyticase 50 mM EDTA

75mM EDTA pH 7,0 50 pl R-Mercaptoethanol 0,5% SDS

2.2.19.3 DNA-Mini-Praparation aus Hefezellen fir PCR

Mit dieser Methode praparierte DNA wurde fir PCR-Reaktionen eingesetzt, in denen die
Mutagenese Uberprift werden sollte. Diese Methode ist weniger zeitaufwendig, die erhatene
DNA aber weniger sauber.

1,5 ml einer Uber-Nacht-Kultur wurden 5min bei 5000 rpm zentrifugiert und das Pellet in
100 yl Lysispuffer resuspendiert. Nachdem 15 min in einem automatischen Schiittler
inkubiert wurde, wurden 500 ul TE-Puffer zugegeben und mit 500 pl Phenol extrahiert. Die
Nukleinsauren wurden aus dem wassrigen Uberstand der Phenolextraktion durch Zugabe von
50 pl NaAc und 600 pl Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation préazipitiert. Das Pellet
wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 20 pl TE-Puffer mit
10ug RNase A resuspendiert. Standardméfdig wurden O05pl in einer PCR-Reaktion
eingesetzt.

L ysispuffer: TE-Puffer:
3% SDS 20 mM Tris-HCI pH 7,5
1 % [3-Mercaptoethanol 1 mM EDTA

10 mM TrissHCL pH 7,5
1mM EDTA
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2.2.19.4 Isolierung von RNA

2.2.19.4.1 Isolierung von RNA aus Schneider2-Zellen

Die Extraktionsmethode basiert auf der Trizol®-Methode (Invitrogen).

Die S2-Zellen wurden bei 200-500 x g 5 min zentrifugiert, das Medium abgenommen und das
Zellpellet im 5-10 fachen Volumen, mindestens aber in 1 ml Extraktionspuffer resuspendiert.
Die Suspension wurde 1 min gevortext, 5min bel RT inkubiert und wiederum 1 min
gevortext. 20 % des Extraktionspuffervolumens wurde an Chloroform zugegeben, fur 30s
heftig geschittelt und 5 min inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte fir 15 min bei 20000 x g
und 4°C. Die obere Phase wurde nochmals mit Chloroform extrahiert und die RNA daraus
mit dem gleichen Volumen an Isopropanol gefdlt. Das Prazipitat wurde mit 70 %-igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20mM TrissHCl pH 8,0 resuspendiert. Die
Konzentration wurde durch Messung der Ay bestimmt, wobel mit Ay 1 =40 pg/mi
gerechnet wurde.

Extraktionspuffer:

0,8 M Guanidiniumthiocyanat
0,4 M Ammoniumthiocyanat
0,1 M NaAc pH 5,0

5 % Glycerin

38 % H,0 geséttigtes Phenol

2.2.19.4.2 Isolierung von RNA aus Hefezellen

Die RNA wurde analog der Trizol®-Methode oder mit der ,hot acid phenol“-Methode
(Ausubel et al., 1996) aus den Hefezellen isoliert.

Fur die ,hot acid phenol“-Methode wurde eine 10 ml Hefekultur bei einer ODgy von 1-2
durch Zentrifugation von 3 min bei 1500 x g geerntet und mit 1 ml eiskatem DEPC-
behandeltem Wasser gewaschen. Das Pellet wurde in 400 pl TES-Puffer aufgenommen, mit
400 pl HO-geséttigtem Phenol gemischt und 1 h bel 65°C mit gelegentlichem Vortexen
inkubiert. Die Suspension wurde 5 min auf Eis abgekuhlt und 5 min bel 14000 x g und 4°C
zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde nochmal mit 400 pl saurem Phenol und dann
mit 400 pl Chloroform extrahiert. Die RNA wurde aus der wéssrigen Phase mit 0,3 M
Natriumacetat und 2,5 Vol. Ethanol gefdllt, das Prézipitat mit 70 %-igem Ethanol gewaschen
und getrocknet. Die RNA wurde in DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert.

TES Puffer:

10 mM Tris-HCI pH 7,0
10 mM EDTA

0,5 % (w/v) SDS
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2.2.19.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient dazu, ausgewdhite DNA-Abschnitte zu
vervielfdtigen und gegebenenfalls Uber die verwendeten Primer Mutationen in die DNA
einzufugen. Standardméafdig wurden in 50 pl-Reaktionen 50 ng Plasmid-DNA oder 1 ul einer
Reversen-Transkriptionsreaktion mit je 50 pmol der entsprechenden Primer und 10 pmol
eines dNTP-Mixes mit den mit der Polymerase gelieferten Puffern und 2-5U der
thermostabilen Polymerase nach Herstellerangaben gemischt. In der Regel wurde zundchst
5 min bei 95°C denaturiert. Dann wurden 25-35 Zyklen von 45 s Denaturieren bei 95°C, 45 s
Hybridisierung bel einer primerabhéngigen Temperatur und 45 s bis 4 min (je nach Lange der
zu amplifizierenden DNA) Synthese bei 72°C durchlaufen. Zum Schluf3 wurde nochmals
10 min bei 72°C verlangert und anschlieffend auf 4°C abgekihit. Die Berechnung der
Hybridiserungstemperatur der Primer erfolgte nach der ,2+4-Regel“. Fir die
Amplifikationen der POP2-, dCAF- und dCCR4-ORFs wurde Pwo-Polymerase verwendet, da
sie eine proof-reading-Aktivitat besitzt. Fir die PCRs, die zur Kontrolle der korrekten
Integration von Markergenen in das Hefegenom und zur Uberprifung der Mutationen im

POP2-Gen dienten, wurde Tag-Polymerase verwendet.

2.2.19.6 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden zur Uberprifung der Integritdt von Plasmiden, die zur
Proteinexpression verwendet werden sollten, durchgefiihrt. Weiterhin wurden sie zum
Uberpriifen der korrekten Insertion von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren eingesetzt.

Die verwendete Sequenziermethode basiert auf dem enzymatischen Kettenabbruch durch
Einbau von Didesoxynukleotiden (Sanger et al., 1977). Die Sequenzierung wurde mit dem
,Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit* (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben
durchgefihrt. Fir die Reaktion wurde Plasmid-DNA aus einer Midi-Préparation verwendet.
Die Detektion und Analyse der Fragmente erfolgte in einer Kapillarelektrophorese (Genetic
Analyser, ABI).

2.2.19.7 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird mRNA mit Hilfe eines Oligo(dT)-Primers und einer
RNA-abhangigen DNA-Polymerase in ¢cDNA umgeschrieben. Mit sequenzspezifischen
Primern konnen dann einzelne cDNAS in einer anschlief3enden PCR-Reaktion amplifiziert
werden. Standardmal3ig wurden 1,5 pug Gesamt-RNA mit 1,25 pmol Oligo(dT)-Primer in
10yl Gesamtvolumen 5 min bei 70°C denaturiert und auf Eis abgekihlt. Zu den
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Nukleinsduren wurden 5ul 5x M-MLV-Puffer, je 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP und
200 U M-MLV-Reverse Transkriptase gegeben und das Reaktionsvolumen auf 25 pl mit
DEPC behandeltem Wasser aufgefiillt. Die Reaktion wurde 1 h bei 42°C inkubiert und danach
durch Erhitzen auf 70°C fir 30 min gestoppt.

2.2.19.8 Herstellung doppelstrangiger RNA fir RNAi-Experimente

Fir die RNA-Interferenzexperimente (2.2.15) werden grof3e Mengen doppelstrangiger RNA
(dsRNA) (15 pg/2 x 10° Zellen) benétigt. Diese wurden mittels des MEGAscript-T7-Kits der
Firma Ambion hergestellt. Als template wurden PCR-Produkte eingesetzt, die mit Primern
amplifiziert wurden, die an ihrem 5"-Ende die T7-Promotorsequenz trugen und am 3'-Ende
spezifisch fur die zu amplifizierende DNA waren. Von den Expressionsplasmiden (CAF und
CCR4) wurden 500-700 Nukleotide lange Fragmente der ORFs amplifiziert. Wenn kein
cDNA-Klon vorhanden war, wurde 1 pl einer reversen Transkription von S2-Gesamt-RNA in
die PCR eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden nach Herstellerangaben tber einen High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche) gereinigt. Je 1ug PCR-Produkt wurde nach
Herstellerangaben in der Transkriptionsreaktion eingesetzt. Nach 4 h bei 37°C wurde die
entstandene RNA mit 0,3 M NaAc pH 5,2 und 2,5 Vol. Ethanol geféllt. Nach dem Trocknen
wurde die RNA in DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert. Die Ldsung wurde 30 min auf
65°C erhitzt und langsam auf RT abgekihlt, um die komplementdren RNA-Strange zu
hybridisieren. Die Konzentration wurde durch Messung der Ay bestimmt, wobel mit
Aosp 1 = 45 pg/ml gerechnet wurde.

2.2.20 Herstellung radioaktiver Substrate

2.2.20.1 Radioaktive 5"-Markierung

Die T4-Polynuklecotidkinase (PNK) katalysiert die Phosphorylierung von 5 -Hydroxylenden
von DNA oder RNA. Mit [g-*%P] ATP as Phosphatgruppendonor kénnen Nukleinsiuren
durch das Ubertragen des g-Phosphatrestes radioaktiv markiert werden. Fir die Markierung
von Primern wurden in einer 15 pl-Reaktion 100 pmol Oligonukleotide mit 5U PNK (NEB)
und 5-15pCi [¢>?P] ATP (3000 Ci/mmol) in PNK-Puffer (NEB) 60-90 min bei 37°C
inkubiert. Durch eine anschlief3ende Ethanolfélung wurden die nicht eingebauten Nukleotide

entfernt.
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2.2.20.2 In vitro-Transkription

Fir die Untersuchung der Deadenylierung wurden radioaktiv markierte RNAs durch in vitro-
Transkription hergestellt. Anschliefend wurden sie posttranskriptional mit einem Poly(A)-
Schwanz versehen, wenn dieser nicht auf dem Plasmid vorhanden war 2.2.20.3). In einem
Standard-Transkriptionsansatz wurden 1-2 pg linearisierte Plasmid-DNA in einer 50 pl-
Reaktion mit je 0,5 mM ATP, GTP, CTP, 0,1 mM UTP, 20 U RNAsin (Promega), 20-50 pCi
[a-*P] UTP und 20 U SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase im mitgelieferten Puffer fir 2h bei
37°C inkubiert. Wenn die Transkripte cotranskriptional mit einem 5-cap versehen werden
sollten, wurde die GTP-Konzentration ebenfalls auf 0,1 mM erniedrigt und zusétzlich 1 mM
m’GpppG (NEB) in die Reaktion gegeben. Fiir die Transkription des Hsp70-3 -UTR wurde
wegen besserer Ausbeuten [a-**P] GTP als markiertes Nukleotid eingesetzt und die Menge an
nicht-markiertem GTP auf 0,1 mM erniedrigt. Wegen des hohen A/U-Gehalts des
Transkriptes wurden die ATP- und UTP-Konzentrationen auf 2,5 mM erhoht.

Nach der Transkription wurden die Transkripte mit 25M Ammoniumacetat und Ethanol
gefédlt, in Formamid-Ladepuffer (2.2.20.3) aufgenommen, bei 95°C denaturiert, auf Eis
abgekuhlt und auf ein 5-8 %-iges denaturierendes Polyacrylamidharnstoffgel (2.2.24.2)
aufgetragen. Die radioaktiven Transkripte wurden nach Ende des Gellaufs durch kurzes
Auflegen eines Rontgenfilmes lokalisiert und Transkripte voller Lange aus dem Gel
ausgeschnitten. Durch Uber-Nacht-Inkubation in Elutionspuffer bei 37°C im Thermoschiittler
wurde die RNA aus dem Gel eluiert. Nach einer Phenol/Chloroformextraktion wurde die
RNA mit Ethanol gefdllt, in DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert und die Menge an
Transkript Uber die spezifische Radioaktivitat bestimmt.

Zur Transkription wurden verschiedene Plasmide verwendet:

pSP6-L3pre enthdit eine Sequenz, die sich von der L3-Polyadenylierungssequenz der
Adenovirus-2 major-late-Transkriptionseinheit ableitet. Das Plasmid wurde zur
Transkription mit dem Restriktionsenzym Rsal geschnitten. Das Transkript hatte
eine Lange von 65 Nukleotiden (Christofori und Keller, 1989).

pSP6-L 3pre A(gg) bzw. pSP6-L3pre A(110) enthélt die L3-pre-Sequenz und einen Plasmid-
codierten Poly(A)-Schwanz von 80 bzw. 110 Nukleotiden (Kerwitz et al., 2003).

pSP6-13-Globin enthalt 240 Nukleotide des [3-Globin 3'UTR. Fur die Transkription wurde es
mit EcoRl linearisiert (Korner and Wahle, 1997).
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pPGEM hsp70-3-UTR ist ein pGEM 3zf+-Vektor (Promega), in den ein PCR-Produkt Uber die
Sall- und EcoRI-Schnittstelle eingefligt worden ist, welches 214 Nukleotide des
3-UTR des Drosophila melanogaster HSP70-Gens des distalen Locus 87A7
vom Stopcodon bis zur cleavage Ste enthdt. Die Transkription erfolgte nach
Lineariserung mit EcoRI vom T7-Promotor und ergab ein Transkript von 238
Nukleotiden.

vVGC-GM-CSF kodiert den 5"-UTR des humanen Globin, den 3"-UTR des humanen GM-CSF,
in dem die AU-reichen Sequenzen durch Austausch nach G bzw. C mutiert sind,
und einen Poly(A)-Schwanz von 100 Nukleotiden. Das Transkript hat eine
Lange von 240 Nukleotiden (Voeltz and Steitz, 1998), modifiziert (Dardoussis,
2001).

Gel Elutionspuffer:

750 mM Ammoniumacetat
10 mM Magnesiumacetat
1 mM EDTA

1% (w/v) SDS

2.2.20.3 Polyadenylierung radioaktiv markierter Transkripte

Wenn die DNA, die zur in vitro-Transkription (2.2.20.2) benutzt wurde, nicht fir einen
Poly(A)-Schwanz kodierte, musste dieser posttranskriptional in einer unspezifischen
Polyadenylierungsreaktion (Wahle, 1991) angefligt werden. Dazu wurden in einem 25 pl-
Ansatz 20 pmol Transkript in unspezifischem Polyadenylierungspuffer mit 0,5 mM ATP und
ca. 150 fmol PAP 513 1,5 bis 3 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 25 pl 2 x PK-Puffer, 20 ug Proteinase K und 1 ug rRNA abgestoppt und weitere 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung der Reaktionsprodukte erfolgte wie in Kapitel 2.2.20.2

beschrieben.

Unspezifischer PAP-Puffer: 2 X PK-Puffer Formamid-L adepuffer

25 mM Tris-HCI pH 8,3 0,2M Tris-HCI pH 7,9 80 % Formamid

40 mM KCl 0,3 M NaCl 1 mM EDTA

10 % Glycerin 25 mM EDTA 0,2 mg/ml Bromphenolblau
0,05 mM EDTA 2% SDS 0,2 mg/ml Xylencyanol

0,5 mM MnCl,

0,2 mg/ml mBSA

0,02 % NP-40

0,5mM DTT
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2.2.20.4 Herstellung von homogen markiertem Poly(A)

Die Herstellung homogen markierten Poly(A)s erfolgte durch Verlangerung eines kurzen
Oligo(A)-Primersin einer unspezifischen Polyadenylierungsreaktion (Wahle, 1991).

In einer 50 pl-Reaktion wurden 150 pmol eines ca. 20 Nukleotide langen Oligo(A)-Primersin
unspezifischem Polyadenylierungspuffer (2.2.20.3) mit 0,5mM MnCl,, 05mM ATP, ca
50 pCi [a-**P] ATP und 2 pmol PAP 513 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktionsprodukte
wurden nach ener Ethanolfdllung in DEPC-behandeltem Wasser resuspendiert und zur
vollstandigen Abtrennung nicht eingebauteter Nukleotide Uber eine Sephadex G-50 spin
column gereinigt. Die Radioaktivitét eines Aliquots wurde im Scintillationszéhler gemessen
und die spezifische Aktivitat bestimmt. So erhaltenes Poly(A) besal’ eine durchschnittliche
L &nge von 400-600 Nukleotiden.

2.2.21 Deadenylierungsexperimente

2.2.21.1 TCA-Féallungsexperiment

Das TCA-Fédlungsexperiment wurde verwendet, um eine deadenylierende Aktivitat in
Extrakten oder Saulenfraktionen nachzuweisen und zu quantifizieren. Die Durchfiihrung
erfolgte wie in Korner et a. (1997) beschrieben. Fur die Deadenylierung durch den Hefe
CCR4/NOT-Komplex wurde der Puffer nach Daugeronetal.(2001) verandert.
Standardmé&fdig wurden in einer 50 pl-Reaktion 1pg nicht fraktioniertes Poly(A) und
homogen markiertes Poly(A) (2.2.20.4) mit einer Aktivitdt von 30000 bis 100000 cpm in
Deadenylierungspuffer mit den Proteinfraktionen bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 150 ul eiskater 16 %iger TCA gestoppt und 15min bel 4°C und
14000 rpm  zentrifugiert. Polynukleotide werden durch TCA gefdlt, freigesetzte
Mononukleotide sind saureléslich und bleiben nach der Zentrifugation im Uberstand. Die
Halfte des Uberstandes wurde mit 3 ml Scintillationsflissigkeit versetzt und die
Radioaktivitat im Scintillationszahler bestimmt. Uber die spezifische Radioaktivitdt des

Poly(A) wurde aus den gemessenen cpm die Menge an freigesetztem AMP errechnet.

Deadenylier ungspuffer: Deadenylierungspuffer Hefe:
20 mM HEPES pH 7,05 10 mM HEPES pH 7,4

10 % Glycerin 20 % Glycerin

0,02 % (v/v) NP-40 0,02 % (v/v) NP-40

0,2 % mg/ml mBSA 2mM DTT

1mM DTT 2 mM Spermidin

1 mM MgAc 1 mM MgAc

150 mM KCl
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2.2.21.2 Deadenylierungsexperimente mit polyadenylierter RNA

In vitro transkribierte und polyadenylierte RNA, die in einigen Fallen am 5 -Ende durch eine
m’Gppp-cap-Struktur modifiziert war, wurde in Deadenylierungspuffer (2.2.21.1) mit den
Proteinfraktionen bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des gleichen
Volumens 2 x PK-Puffer (2.2.20.3) und 20 ug Proteinase K pro Reaktion gestoppt und
welitere 30 min bei 37°C inkubiert. Nach einer anschlief3enden Ethanolfallung wurde die RNA
in ener denaturierenden Harnstoff-PAGE (2.2.24.2) aufgetrennt und durch einen
Phosphorlmager detektiert.

2.2.22 Bestimmung der in vivo Poly(A)-Schwanzlange

Die Gesamt-RNA wurde aus 5 ml Hefe-Kultur bei einer ODgy Von 1 bzw. aus 3 ml einer S2-
Kultur (0,5-2 x 10" Zellen) isoliert. Je 1-1,5 ug RNA wurde in einer 20 ul Reaktion in
unspezifischem Polyadenylierungspuffer 2.2.20.3) mit 10 uCi 3"-dATP und 100 U yPaplp
fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Phenol/Chloroformextraktion und Ethanolféllung wurde die
markierte RNA in 50 pl 10 mM Tris-HCI pH 8,0 resuspendiert und die Radioaktivitéat pro pl
bestimmt.

Gleiche Mengen Radioaktivitat (100000-500000 cpm) wurden in einer 20 ul Reaktion in
50 MM TrissHCl pH 7,5, 100 mM KCI mit 20 ung Hefe-RNA, 5ng RNaseA und 25 U
RNase T1 30 min bel 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des gleichen
Volumens 2 x PK Puffer (2.2.20.3) mit 20 ug Proteinase K, 2 pg rRNA und 1 pug Glycogen
gestoppt. Nach einer weiteren Inkubation von 30 min bei 37°C wurde die RNA gefélt, in
Formamid-Ladepuffer (2.2.20.3) resuspendiert und auf einem 10 oder 15% Harnstoff-
Polyacrylamidgel (2.2.24.2) analysiert.

Fir die Kontrollen des RNase-Verdaus wurden 1 ug rRNA bzw. Poly(A) ebenfalls markiert
und wie die Hefe-Proben behandelt. Von dem markierten Poly(A) wurde nur 1/10 der
Radioaktivitét in den Verdau eingesetzt. Als Kontrolle fir den Verdau der S2-RNA wurde
1 pmol invitro-transkribierte L3-praA(g)-RNA wie oben beschrieben markiert. In den

Verdau wurden 10000 cpm eingesetzt.
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2.2.23 Darstellung der Poly(A)-Schwanze spezifischer mRNAs (Sallés and
Strickland, 1999)
3 pg Gesamt-RNA wurden mit 50 ng Oligo(dT)-Primer und 2 ng L3-pra A(100)-RNA in 7 pl
Wasser gemischt und 5 min bel 65°C denaturiert, um Sekundarstrukturen aufzulésen. In
einem anderen Reaktionsgefald wurden 4 ul 5x M-MLV-Reaktionspuffer, 2 ul 100 mM DTT,
1l 20 mM dNTPs, 1l 10 mM ATP und 10 U T4-DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen
von 13 pl gemischt und bei 42°C 3 min erwérmt. Die denaturierte RNA wurde ohne weiteres
Abkuhlen dazugegeben und der Ansatz weitere 30 min bei 42°C inkubiert. In dieser Zeit
hybridisieren die Oligo(dT)-Primer mit den Poly(A)-Schwanzen der mRNAs. Nachdem 1 g
Oligo(dT)-anchor-Primer dazugegeben wurde, wurde der Ansatz 2h bei 12°C inkubiert.
Durch die Erniedrigung der Temperatur kann der Oligo(dT)-Teil des Oligo(dT)-anchor-
Primers mit den noch nicht besetzten 3"-Enden der mRNASs hybridisieren. Die Primer werden
durch die Ligase verknipft. Danach werden 200 U M-MLV-RNase H- dazugegeben und die
Reaktion 1 h bei 42°C inkubiert. Nachdem die Primérstrang-Synthese abgeschlossen ist,
wurde die Reverse Transkriptase 30 min bei 70°C inaktivert. Nach der Inaktivierung wurden
die Reaktionen auf Eis abgekihlt und je 1 pl der Reaktion a's template in eine PCR-Reaktion
eingesetzt.
In einem 50 pl Ansatz wurden 1 pl der reversen Transkription in 1 x Tag-Puffer (Amersham)
mit 300 uM dATP/dCTP/AGTP/dTTP, 0,5 uM Oligo(dT)-anchor-Primer und 0,5 UM eines
genspezifischen 5-Primers (hsp70 Sal oder L3pre+lffw.) mit 0,5ul Tag-Polymerase
gemischt. Fur die Detektion der PCR-Produkte waren die Primer am 5-Ende radioaktiv
markiert. Die Radioaktivitét betrug 100000-300000 cpm/Reaktion.
Der Ansatz wurde 3 min bel 94°C im Thermocycler (Biometra) denaturiert. Danach wurden
35 Zyklen von 30s 94°C, 45s 58°C und 2min 72°C durchlaufen. Es folgte eine 5min
Inkubation bel 72°C und ein Herunterkthlen der Proben auf 4°C. Die PCR-Ansdtze wurden
mit Phenol/Chloroform extrahiert, die DNA geféllt und das Pellet nach dem Trocknen in
10 pl  Formamid-Ladepuffer (2.2.20.3) aufgenommen. Je 6l wurden auf einem 5%
Harnstoff-Polyacrylamidgel (2.2.24.2) aufgetrennt und die PCR-Produkte durch den
Phosphorlmager detektiert.
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2.2.24 Gelsysteme

2.2.24.1 Agarose-Gele

Nukleinsaurefragmente von ca. 0,2 — 20 kb Grof3e wurden in Agarose-Gelen aufgetrennt. Die
Konzentration der Agarose (0,6 — 2 % wi/v) in 1 x TBE Puffer richtete sich nach der Grof3e der
zu trennenden Moleklle. Fir die spatere Detektion der DNA  wurde 0,5 pg/mi
Ethidiumbromid in das Gel gegeben. Die DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen 10 x
Ladepuffer versetzt. Als GrofRenstandard wurde die 1kb ladder (Gibco) verwendet. Nach der
Elektrophorese wurde die DNA auf einem UV-Leuchttisch sichtbar gemacht und mit einem
Videosystem (INTAS) dokumentiert.

TBE-Puffer L adepuffer:

90 mM Tris-Borat 30 % Glycerin

90 mM Borséure 0,25 % Bromphenolblau
4mM EDTA 0,25 % Xylencyanaol

in 1 x TBE-Puffer

Zur Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen wurde der QIAEX-Kit (QIAGEN) nach
Herstellerangaben verwendet.

2.2.24.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

In diesem Gelsystem konnen je nach Polyacrylamidkonzentration und dem Verhdtnis von
Acrylamid zu Bisacrylamid Nukleinsauremolekiile entsprechend ihrer Lange vonenander
getrennt werden. Die Gele bestanden aus 5-20% Polyacrylamid (Verhdtnis Acryl-
/Bisacrylamid 19:1), 8,3 M Harnstoff in 1x TBE (2.2.24.1). Die Polymerisation wurde durch
Zugabe von 130l 10% APS und 30l TEMED pro 25ml Gellésung gestartet. Als
Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet. Die Proben wurden in Formamid-L adepuffer (2.2.20.3)
aufgenommen, 2 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekihlt und nach einem Vorlauf von
30 min auf das Gel aufgetragen und bei konstanter Leistung (20 Watt fir ein 20 cm x 20 cm X
0,1cm Gel) aufgetrennt. Als Groflenstandard diente Hpall-verdauter und radioaktiv
markierter pPBR322-V ektor.

2.2.24.3 SDS-Gelelektrophorese und Coomassiefarbung

Zur Auftrenung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) verwendet. Die Proteine wurden vor dem Auftragen auf
das Gel mit dem gleichen Volumen 2 x Probenpuffer versetzt und fir 5min bei 95°C
denaturiert. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blue R250

angeféarbt und getrocknet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum CCR4/NOT-Komplex in S. cerevisiae

Bel der Suche nach homologen Proteinen zu der humanen Poly(A)-Nuklease PARN in
S cerevisiae wurde das Pop2-Protein as bestes Homolog identifiziert. Wie PARN besitzt es
eine zentrale Exonukleasedomane vom RNase D-Typ. Aul¥erhalb dieser Region gibt es keine
nennenswerte Homologie. In vivo- und in vitro-Untersuchungen sollten kléaren, ob Pop2p in
die Deadenylierung von mRNA involviert ist.

3.1.1 Eine Deletion von POP2 heeinflusst das Wachstum der mutierten Hefen

Das POP2-Gen wurde in den haploiden Hefestédmmen S. cerevisiae W303a und BMA4la
Uber homologe Rekombination ausgetauscht (2.2.12.1). Die Deletion von POP2 war nicht
letal, doch die mutierten Hefen zeigten ein stark vermindertes Wachstum auf Festmedium.
Durch die Aufnahme von Wachstumskurven wurde das verminderte Wachstum quantifiziert.
Kulturen der Mutanten sowie der Wild-Typ-Stdmme wurden im Schttler inkubiert und ihr

Wachstum tber die Messung der OD gqq bestimmit.
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Abb. 3.1.1.1 Wachstumskurve der pop2-Deletionsmutanten und der Wildtypstéamme W303a und BMA41a. Die
ODgy it gegen die Kultivierungszeit aufgetragen. Die Hefen wurden in YPD-Medium bei 30°C im Schiittler
kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die optische Dichte bei 600 nm photometrisch bestimmt. Bei
einer ODgy5>1 wurden die Praben fir die Messung verdinnt.
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Beide Hefestdmme hatten ungeféhr die gleiche Teilungsrate in YPD-Vollmedium. Am
Anfang der Kultivierung teilten sich die wt-Stdmme zunéchst ale 2 Stunden spéter alle 4
(BMAA41a) bis 4,5 (W303a) Stunden. (Die Abnahme der Tellungsrate bei hdherer optischer
Dichte ist wahrscheinlich auf einen beginnenden Nahrstoffmangel im Medium
zurlickzuftihren.) Nach 16,75 Stunden Kultivierung erreichten die wt-Stamme eine ODgg VON
11,2 (W303a) bzw. 12,2 (BMA41a). Die pop2-Deletionsmutanten dagegen waren nach
16,75 h noch nicht nennenswert gewachsen. Ihre Verdopplungszeit betrug etwa 6,5 Stunden.
Nach 16,75 Stunden erreichten beide pop2-Deletionsstdmme bei gleicher Ausgangszellzahl
nur eine ODggo VONn 1,7.

Das verringerte Wachstum der pop2-Deletionsmutanten |asst darauf schlief3en, dass das Pop2-
Protein, obwohl es nicht essentiell ist, eine wichtige Funktion im Stoffwechsel hat, die nicht

ohne weiteres durch ein anderes Protein kompensiert werden kann.

3.1.2 _Die_DeIetion von POP2 hat einen Einfluss auf die Poly(A)-Schwanzlange
in vivo

Nachdem die Deletion von POP2 das Wachstum der mutierten Hefen stark beeinflusst, wurde
untersucht, ob diese auch eine Auswirkung auf die Lange der Poly(A)-Schwanze
cytoplasmatischer mRNAs der Hefezelle haben. Um dies zu Uberprifen, wurde die Gesamt-
RNA aus den Wildtyp- und pop2-Deletionsstdmmen isoliert (2.2.19.4.1). Das 3'-Ende der
RNAs wurde mit radioaktivem 3"-dATP markiert und die RNA einem RNase A- und
RNase T1-Verdau unterzogen (2.2.22). RNase A spatet RNA hinter Pyrimidinresten,
RNase T1 hinter Guanosinresten. Poly(A) wird bei geeigneten Reaktionsbedingungen durch
diese Enzyme nicht angegriffen. Die verblelbenden Poly(A)-Schwanze wurden in einem
denaturierendem Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch einen Phosphorlmager
anaysiert. Als Kontrolle fur die Qualitét des Verdaus wurde neben der Hefe-RNA auch
Poly(A) 10 und rRNA mit den RNasen behandelt.

RNase A und -T1 sollten den Nicht-Poly(A)-Anteil der RNA verdauen, die Poly(A)-
Schwanze aber nicht angreifen. Die Kontrollen zeigen, dass die eingesetzte rRNA vollsténdig
verdaut wurde (Spur 6), wahrend das Poly(A1p) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
unverdndert blieb (vgl. Spur 7 und 8). Die eingesetzte Menge an RNasen war fur einen
vollsténdigen Verdau des Nicht-Poly(A)-Anteils der Gesamt-RNA richtig bemessen.
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Abb. 3.1.2.1 Bestimmung der in-vivo Poly(A)-Schwanzlénge von pop2-Deletionsstdmmen. Gleiche Mengen
markierter Gesamt-RNA aus pop2-Deletionsstdmmen bzw. wt-Stdmmen wurden in Gegenwart von 20 g
unmarkierter Hefe-RNA mit 25 U RNase T1 und 5 ng RNase A 30 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Proteinase K und SDS abgestoppt, die verbleibende RNA geféllt und auf einem 10 %-igen Harnstoff-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. In Spur 1 ist ein radioaktiv markierter Standard (M) aufgetragen. Die Lange der
Fragmente ist in Nukleotiden [nt] angegeben.

Die Poly(A)-Schwénze der pop2-Deletionsstdmme hatten eine maximale Lange von ca. 80-90
Nukleotiden, wahrend die der wt-Stdmme nicht mehr als 70 Nukleotide lang waren. Es falt
auf, dass die Menge an verbleibendem Poly(A) bei den Deletionsmutanten im Vergleich zum
Wildtyp deutlich erhéht war (vgl. Intensitét Spur 2 und 3 bzw. Spur 4 und 5). Welterhin war
bei den Mutanten der Antell der Fragmente zugunsten der langeren Poly(A)-Schwéanze
verschoben. Daraus lasst sich schlief3en, dass Pop2p in vivo an der Deadenylierung von
MRNASs beteiligt ist. Da Pop2p Bestandteil eines Multienzymkomplexes, des CCR4/NOT-
Komplexes ist, in dem ein weiteres Protein, Ccr4p, Homologien zur Exonuklease 11l aus
E. coli zeigt, ist nicht sicher, ob durch die Deletion von Pop2p ein katalytisch aktives Peptid
entfernt oder die Interaktion der Komponenten des Komplexes und damit dessen Funktion

gestort wurde.
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3.1.3 Der Hefe CCR4/NOT-Komplex besitzt Nukleaseaktivitat in vitro

Hefestamme, in denen POP2 oder CCR4 deletiert sind, zeigen einen stark vermindertes
Wachstum und eine verringerte Deadenylierung in vivo (3.1.1). Der CCR4/NOT-Komplex
wurde Uber Pop2p bzw. CCR4p, die einen N-terminalen TAP-tag trugen, aus Hefen isoliert
(2.2.13.1) und auf Deadenylaseaktivitét in vitro untersucht. Der TAP-tag kodiert fur die 1gG-
Bindedomane des Protein A, eine TEV-Protease-Erkennungssequenz und eine Calmodulin—
Bindedomane.  Proteinkomplexe konnten damit aus Hefelysaten Uber zwel
Affinitétschromatographien nativ gereinigt werden. Als Kontrolle wurde der Ul-
Proteinkomplex ebenfalls Uber TAP-Snu7l gereinigt. Dieser am pramRNA-Spleil3en
beteiligte Komplex besitzt keine deadenylierende Aktivitét.

Zundchst wurde die Kinetik des Abbaus von homogen markiertem Poly(A) im TCA-
Fallungsexperiment untersucht (2.2.21.1).
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Abb. 3.1.3.1 Abbau von **P-markiertem Poly(A) durch (iber den TAP-tag gereinigte Proteinkomplexe. pop2:
CCR4/NOT-Komplex gereinigt Uber TAP-Pop2; ccrd: CCR4/NOT-Komplex gereinigt Uber TAP-Ccr4, ul: Ul-
snRNP gereinigt Uber TAP-Snu71p. Pro Zeitpunkt wurde 1 pg Poly(A) in spermidinhaltigem Puffer eingesetzt.
Der Reaktionsmix wurde auf Eis gemischt, geteilt und 5 min bei 30°C vorgewarmt. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von je 1 pl TAP-tag Proteinkomplex pro 40 pl Mix gestartet und zu den angegebenen Zeitpunkten
je 40 pl in 120 pl 16 %-igen TCA abgestoppt. Die Menge an freigesetztem AMP ist gegen die Reaktionsdauer
aufgetragen.

Der Ul-Proteinkomplex zeigte keine Deadenylaseaktivitét. Die durch TAP-Pop2p und TAP-
CCR4p isolierten Komplexe setzten AMP aus Poly(A) frei. Die Rate der Deadenylierung
betrug ca. 5,5 pmol/min/pl fir beide CCR4/NOT-Komplexe. In beiden Falen wurden die fir
die Deadenylasesktivitédt notwendigen Untereinheiten des Komplexes mitgereinigt. Da in

beiden Komplexen Ccrdp und Pop2p enthalten waren, |asst sich die gefundene Aktivitét nicht

elnem der beiden Proteine zuordnen.
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Eine spezifische Aktivitét konnte leider nicht berechnet werden, da die Proteinmenge in den
Préparationen nicht bekannt war. Ein Vergleich der Stérke der Proteinbanden im Coomassie-
gefarbten SDS-Gel, lief? auf etwa gleiche Proteinkonzentration in den verscheidenen Eluaten
schlief3en, so dass die relativen Aktivitéten durchaus vergleichbar waren.

Aus diesem Experiment lasst sich noch nicht schlief3en, ob der Abbau des Poly(A) vom 3'-
Ende her geschieht und ob die Deadenylaseaktivitdt spezifisch fur Poly(A) ist. Dieses wurde
durch die Deadenylierung einer polyadenylierten RNA untersucht.

3.1.4 Der CCR4/NOT-Komplex besitzt in vitro eine Poly(A)-spezifische
3’-Exonukleaseaktivitat

Untersucht man den Abbau einer polyadenylierten RNA, deren vor dem Poly(A)-Schwanz
liegende Sequenz radioaktiv markiert ist, lassen sich sowohl Aussagen Uber die
Direktionalitét des Abbaus als auch Uber die Spezifitét des Enzyms treffen (2.2.21.2).

Radioaktiv markierte, gecapte und polyadenylierte 3-Globin-RNA (2.2.20.2) wurde mit TAP-
CCR4/NOT-Komplexen bzw. mit dem TAP-UlsnRNP as Kontrolle inkubiert. Die
Reaktionen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgestoppt, die Produkte auf einem

denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch den Phosphorlmager dargestellt.
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Abb. 3.1.4.1 Deadenylierung von R-Globin-RNA durch den TAP-Tag gereinigten CCR4/NOT-Komplex. Pro
Zeitpunkt wurden je 20 fmol 3-Globin-(A) 1o50RNA mit 0,1 pl der gereinigten Komplexe in spermidinhaltigem
Puffer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms und Transfer auf 30°C gestartet. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und in Formamid-Ladepuffer gestoppt. In den Spuren 8
und 17 ist nicht inkubiertes Substrat, in den Spuren 7 und 16 nicht polyadenylierte [>-Globin-RNA aufgetragen.
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Das eingesetzte R-Globin-Transkript besal? eine Lange von 238 Nukleotiden, an die
posttranskriptional ein ca. 100 Nuklectide langer Poly(A)-Schwanz synthetisiert wurde.
Wurde diese RNA mit dem Ul-Proteinkomplex inkubiert, fand Uber einen Zeitraum von
30 min kein Abbau statt. Die Menge an Substrat verringerte sich nicht, auch eine
Produktbildung war nicht zu beobachten (Spuren 1-7). Bel der Inkubation mit dem
CCR4/NOT-Komplex, der Uber ein TAP-Pop2p gereinigt wurde, erkennt man eine
zeitabhangige Verkirzung des Substrates und eine Akkumulation der vollstandig
deadenylierten RNA. Nach 30 min war die RNA vollsténdig deadenyliert. Ein weiterer Abbau
der RNA fand nicht statt (Spuren 9-15). Die Deadenylierung durch den Uber TAP-CCR4p-
gereinigten Komplex verlief langsamer, jedoch mit denselben Intermediaten. Auch hier war
nach Ende der Reaktionszeit ein Grofdeill der Poly(A)-Schwénze verkirzt und vollstandig
deadenylierte [3-Globin-RNA akkumuliert.

Durch die Akkumulation vollstandig deadenylierter RNA ist zu erkennen, dass der Abbau der
RNA vom 3'-Ende erfolgt haben muss. Abbau vom 5-Ende hétte eine Abnahme der
Radioaktivitét in den einzelnen Spuren zur Folge gehabt. Ebenso wird deutlich, dass der
CCR4/NOT-Komplex klar Poly(A)-spezifisch ist. Wenn dies nicht der Fall wére, wirde man
eine weitere Verkirzung der RNA Uber den Poly(A)-Anteil hinaus beobachten. Esist nicht zu
erkennen, ob die Reaktion prozessiv oder distributiv verlaufen ist. Auf der einen Seite werden
die Substratmolekile gleichméig verkirzt, was fur eine distributive Reaktionsweise des
Enzyms spricht. Flr eine prozessive Reaktion spricht allerdings, dass bereits nach 2 min
Reaktionszeit schon vollstdndig deadenylierte RNA zu sehen ist, obwohl der Grof¥eil der
RNA nur verkirzt wurde. Diese Frage l&sst sich anhand dieses Experimentes nicht eindeutig

beantworten.

3.1.5 Der CCR4/NOT-Komplex spaltet Poly(A) hydrolytisch zu 5"-AMP

Wenn Poly(A) vom 3"-Ende her abgebaut wird, kann dieses sowohl hydrolytisch as auch
phosphorolytisch geschehen. Die Produkte der jeweiligen Spaltungen wéren AMP bel der
Hydrolyse bzw. ADP bei der Phosphorolyse, da das angreifende Phosphat am abgespaltenen
AMP verbleiben wirde. Durch Dunnschichtchromatographie lassen sich die Produkte der
Spaltung voneinander trennen. Homogen markiertes Poly(A) wurde mit dem TAP-tag
gereinigten  CCR4/NOT-Komplex inkubiert und die Produkte der Spaltung
dinnschichtchromatographisch analysiert (2.2.21.1). Durch die Entwicklung in zwei
unterschiedlichen Laufmitteln lassen sich sowohl AMP und ADP voneinander trennen (Abb.
3.15.1A), dsauch5-AMPvon 3-AMP (Abb. 3.1.5.1 B).
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Abb. 3.1.5.1 Dinnschichtchromatographische Analyse der Produkte des Poly(A)-Abbaus. Intern markiertes
Poly(A) wurde mit dem Uber TAP-Pop2p gereinigten CCR4/NOT-Komplex in spermidinhaltigem Puffer 60 min
inkubiert und je 2 pl der Reaktionen auf DC-Platten aufgetragen. Ebenfalls wurden in die gleiche Stelle nach
dem Trocknen nichtradioaktive Standards aufgetragen, deren Position nach dem Lauf unter UV-Licht sichtbar
gemacht und eingezeichnet werden konnte. Ihre Laufhthe ist mit eckigen Klammern markiert. A: Trennung von
AMP und ADP. Die DC-Platte wurde in 1 % Ameisensaure und 0,25 M LiCl entwickelt. B: Trennung von 5'-
AMP und 3"-AMP. Die DC-Platte wurde zundchst in 1 N Essigsaure, danach in 0,3 M LiCl entwickelt. Die
Platten wurden nach dem Lauf getrocknet und die Produkte autoradiographisch dargestellt.

In Abbildung A ist zu erkennen, dass die Spaltung des Poly(A) ausschliefdlich hydrolytisch
geschieht. Produkt der Spaltung ist AMP. Wird die DC-Platte in einem anderen Medium
entwickelt, erkennt man, dass ausschliefdich 5'-AMP entsteht. Es entsteht bei der Spaltung
immer ein freies 3 -Hydroxylende. Dieses ist wahrscheinlich Voraussetzung fur eine effektive
Deadenylierung durch den CCR4/NOT-Komplex.

3.1.6 Pablp inhibiert die Deadenylierung durch den CCR4/NOT-Komplex

Als Poly(A)-bindendes Protein hat Pablp Einfluss auf die Deadenylierungsrate verschiedener
Deadenylasen. Wahrend Pablp den PAN2/PAN3-Komplex der Hefe in vitro stimuliert, wird
das humane PARN durch PABPC gehemmt (Korner et al., 1998). In diesem Experiment sollte
nun der Einfluss von rekombinantem Pablp auf die Deadenylierung von polyadenylierter
3-Globin-RNA (2.2.20.2) durch den CCR4/NOT-Komplex untersucht werden. Dazu wurde
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die RNA mit dem CCR4/NOT-Komplex und steigenden Mengen Pablp inkubiert (2.2.21.2).
Die Produkte wurden in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und

autoradiographisch dargestellt.
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Abb. 3.1.6.1 Deadenylierung von >Globin-RNA in Anwesenheit von Pablp. Je 70 fmol polyadenylierte (3-
Globin-RNA wurde in Anwesenheit von Spermidin in einer 20 pl Reaktion mit je 1 ul CCR4A/NOT-Komplex
und den angegebenen Mengen Pablp 20 min bei 30°C inkubiert. In Spur 2 ist nicht polyadenylierte 3-Globin-
RNA aufgetragen.

Bel einer Inkubation der polyadenylierten (3-Globin-RNA mit Pablp ohne die Deadenylase
fand kein Abbau statt (Spur 4). In Abwesenheit von Pablp wurde die gesamte RNA innerhelb
der Reaktionszeit durch den CCR4/NOT-Komplex deadenyliert und vollstandig deadenylierte
RNA akkumuliert (Spur 5). In Gegenwart einer zur RNA aquimolaren Menge Pablp wurde
das Substrat ebenfalls vollstandig deadenyliert (Spur 6). Bel Erhthung der Pablp Menge im
Ansatz wurde die Deadenylierung verlangsamt. Bei einem dreifachen molaren Uberschul? von
Pablp Uber das Substrat, was bei einer theoretischen ,, Bedeckungslange® von 30 Nukleotiden
pro Pablp Molekil eine vollstandige , Bedeckung” der Poly(A)-Schwénze bedeuten wiirde,
verlief die Reaktion nur noch sehr langsam (Spur 8) und wurde bel einem 5-fachen
Uberschuss fast vollstandig inhibiert (Spur 9). Die Inhibierung der Deadenylase durch Pablp
ist wahrscheinlich darauf zurlckzufihren, dass der Poly(A)-Schwanz nach Bindung von

Pablp nicht mehr oder nur noch schlecht fur die Nuklease zuganglich ist.
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Bel dem Experiment mit dem TAP-Pop2p-Komplex war unter den gewéhlten Bedingungen
die gesamte RNA bei Ende der Reaktion deadenyliert. Ein positiver Effekt von Pablp wére
somit nicht zu sehen gewesen, da die RNA bereits ohne Pablp vollstandig deadenyliert war.
Der positive Effekt ware nur bei der Deadenylierung durch den TAP-Ccrdp-Komplex zu
sehen gewesen, da hier die Deadenylierung der RNA bel Ende der Reaktion noch nicht
vollstdndig war. Dieses war jedoch nicht der Fall (Vgl. Spur 10 und 11).

3.1.7 Punktmutationen in der Exonukleasedoméane von POP2 zeigen keinen
Phanotyp

Wie in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben hat das Fehlen von Pop2p eine starke
Auswirkung auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Hefezellen (3.1.1). Beobachtet wurde
auch, dass die Poly(A)-Schwanze der mRNASs im Durchschnitt langer waren. Durch das
Einfuhren von Punktmutationen in die konservierten Exo 1- und Exo 2-Motive der RNase D-
Domane von Pop2p sollte untersucht werden, ob der Verlust einer moglichen katalytischen
Aktivitat von Pop2p die oben beschriebenen Phéanomene erkléart (2.2.12.2).

Der 1302 Nukleotide lange ORF von POP2 wurde von chromosomaler DNA amplifiziert und
in einen E. coli-Expressionsvektor kloniert. Uber gerichtete Mutagenese wurden im Exo-
Motiv 1 die wahrscheinlich katalytisch aktiven Aminosauren Serin 188 zu Alanin und
Glutamat 190 zu Glutamin und im Exo-Motiv 2 Aspartat 310 zu Alanin ausgetauscht. Durch
die ,, Pop-in/pop-out“-Methode wurde in diploiden Hefen ein wt-Allel durch den ORF mit der
Einfachmutation (Exo 1 oder Exo 2) bzw. die Doppelmutation (Exo 1 + Exo 2) ersetzt, die
Hefen zur Sporulation gebracht und die erhaltenen haploiden Stamme auf ihr Wachstum und
die Lange ihrer Poly(A)-Schwanze untersucht.

3.1.7.1 Punktmutationen in der Exodomane beeinflussen das Sporen-
wachstum nicht

Der diploide Wildtypstamm W303 und die fir POP2 heterozygoten Mutanten (Punktmutation
oder Deletion) wurden zur Sporulation gebracht (2.2.9) und die Sporen einiger Asci vereinzelt
(2.2.10). Nach Inkubation bei 30°C wurde die GrofRe der Kolonien verglichen. Zur

Auswertung kamen nur Asci, aus denen alle vier Sporen gekeimt waren.
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Abb. 3.1.7.1 Tetradenanalyse nach Sporulation der manipulierten diploiden Hefen. Die diploiden Hefestdmme
wurden zur Sporenbildung 3 Tage lang in 0,2 M KOACc geschiittelt. Die Asci wurden durch Zusatz von
Zymolyase angedaut und die einzelnen Sporen mittels eines Mikromanipulators auf Y PD-Agar separiert. Nach
zweitdgiger Inkubation der Platten bei 30°C wurden die gekeimten Sporen auf Wachstumsphanotypen
untersucht. W303 wt: nicht manipulierter Stamm; W303 pop2-: Austausch der Exonukleasedoméne von POP2
durch eine Ura3-Kassette in einem Allel; untere Reihe: Die Hefen tragen in einem Allel Punktmutationen der
katalytischen Aminosduren in den angegebenen Exomotiven von POP2. Exol: S188A, E190Q; Exo 2: D310A.

Die Sporen des Wildtypstamms hatten wie erwartet alle die gleiche Form und Groél3e. Bel dem
pop2-Deletionsstamm gab es eine 2:2 Verteilung der Kolonien. Je 2 der Kolonien &hneln vom
Phanotyp dem Wildtyp, wahrend die beiden anderen ein stark vermindertes Wachstum
zeigten und viel kleiner waren.

Bei den Punktmutanten gab es wie beim Wildtyp nur marginale Grof3enunterschiede zwischen
den einzelnen Kolonien. Vom Phanotyp lief3 sich nicht auf den Genotyp schlief3en. Dieser
wurde durch Amplifikation des POP2-Gens und anschlief3enden Restriktionsverdau ermittelt.
Dabel stellte es sich heraus, dass die GrofRenunterschiede nicht auf den POP2-Genotyp
zurtickzufthren waren. So sind zu Beispiel die Kolonien b und d der Tetrade delta exol+2 b
kleiner as die beiden anderen, aber at+b sind mutiert, c+d tragen das Wildtypgen.

Die Mutationen der vermeintlich katalytischen Aminoséuren haben somit keinen Einfluss auf
das Wachstum der Hefen.

3.1.7.2 Punktmutationen in der Exodomé&ne haben keinen Effekt auf die
durchschnittliche Poly(A)-Schwanzlange

Nachdem bei der Tetradenanalyse kein Wachstumsphanotyp feststellbar war, wurde die
in vivo Poly(A)-Schwanzlange der mutierten Stdmme mit der der Wildtypstdmme verglichen.
Die RNA der jetzt haploiden Stamme wurde isoliert (2.2.19.4.2). Gleiche Mengen der RNA
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wurden mit 3'-dATP am 3'-Ende markiert, mit RNase A und RNase T1 verdaut und die

verbleibenden Poly(A)-Schwénze auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt
(2.2.22).
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Abb. 3.1.7.2 Bestimmung der in vivo Poly(A)-Schwanzlénge der haploiden pop2-Mutationsstdmme. Gleiche
Mengen 3 -markierter Gesamt-RNA aus Stémmen mit dem POP2-wt-Allel bzw. mit den Punktmutationen im
Exo-Motiv wurden in Gegenwart von 20 ug Hefe-RNA mit 25 U RNase T1 und 5 ng RNase A 30 min bei 30°C
inkubiert. Die verbleibende RNA wurde nach dem Stoppen der Reaktion gefdlt und auf einem 15 %-igen
Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In Spur 13 ist ein Standard aufgetragen. Die Lange ist in Nukleotiden
[nt] angegeben. Die Sporen einer Tetrade sind mit a-d bezeichnet.

Die Mutationen der katalytischen Aminosduren der Exonukleasedoméne von Pop2p hatten
keinen Einfluss auf die Lange der Poly(A)-Schwéanze in vivo. Auch in dieser Analyse war es
nicht maoglich, vom Phanotyp auf den POP2-Genotyp der Stdmme zu schlief3en. Die Poly(A)-
Schwaénze aler untersuchten Stdmme waren maximal 80 Nukleotide lang und auch in der
Langenverteilung gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Sporen einer
Tetrade.

Somit ist wahrscheinlich, dass Pop2p nicht direkt an der Katalyse der Deadenylierung

beteiligt ist, sondern vielmehr eine stabilisierende oder regulierende Rolle einnimmt.
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3.2 Der CCR4/NOT-Komplex aus Drosophila melanogaster

Nachdem die Sequenzierung des Drosophila-Genoms abgeschlossen war, konnten Uber
Datenbankrecherchen zu den meisten Proteinen des Saccharomyces cerevisiaee CCR4/NOT-
Komplexes Homologe in Drosophila gefunden werden. Der S cerevisae-CCR4/NOT
Komplex besteht aus 9 Proteinen: Pop2p, Ccrdp, Notlp-Not5p, Caf40p und Caf130p. Diesem
core-Komplex sind unterschiedlich viele andere Proteine assoziiert, je nachdem welche
Funktion er ausiibt, und ob er im Kern oder im Cytoplasmalokalisiert ist (Chen et a., 2001b).
Die Sequenzen fir die CCR4/NOT-kodierenden cDNAs wurden der Saccharomyces Genome
Database (www.yeastgenome.org) entnommen und in der Drosophila-Datenbank BDGP
(www.fruitfly.org) gegen alle Leseraster der verfligbaren DNA Sequenzen unter Verwendung
des Algorithmus tBLASTn (Altschul et al., 1990) abgeglichen.

Es konnten zu acht der neun core-Proteine des S cerevisiae-CCR4/NOT-Komplexes
Homologe gefunden werden. Nur zu Cafl30p (YGR134W) wurde unter
Standardbedingungen keine homologe Sequenz gefunden. Die Aminosduresequenz der
anderen Proteine ist unterschiedlich stark konserviert. Die Proteine unterscheiden sich in
hohem MalRe in ihrer Doménenstruktur. Dem D. melanogaster -CAF1-Protein (CG5684) fehlt
im Gegensatz zu yPop2p (YGL094C) der sehr glutaminreiche N-Terminus. Dieser ist auch
bei keinem bekannten CAF-Homologen aus anderen hoheren Eukaryoten (Maus, Mensch)
vorhanden. In einem Bereich, der bei dCAF1 die Aminosauren 25-215 und bel Pop2p die
Aminosauren 160-355 umfasst, sind beide Proteine zu 45,3 % identisch. Dieser Bereich
enthdlt die beiden ersten Exo-Motive der Exonuklease-Domane vom RNaseD-Typ
(dCAF: AS48-59 und 170-179; yPop2p: AS183-194 und 306-315). In dCAF1 sind die
Exo-Motive stérker konserviert alsin yPop2p. Alle Exo-Motive sind klar vorhanden, auch das
dritte Exo-Motiv in den Aminosauren 236-248, welches bel yPop2p so nicht zu finden ist.
CCR4 ist zwischen S cerevisiae (YAL021C) und D. melanogaster (CG31137) in weiten
Bereichen hoch konserviert. Aufer dem N-Terminus, der dem CCR4-Protein aus
D. melanogaster fehlt, sind sowohl der Leucine-Rich-Repeat am N-Terminus des Proteins
(AS 39-336) als auch die Nukleasedomane im C-Terminus (AS 359-538) mit 40 % bzw.
31,5 % ldentitdt hoch konserviert zwischen dCCR4 und den entsprechenden Bereichen im
yCcrdp (AS 336-649 bzw. 663-830).
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Abb. 3.1.7.1 Schematische Darstellung des Sequenzvergleiches firr die homologen Proteine des CCR4/NOT-
Komplexes aus S. cerevisiae und D. melanogaster. Hoch konservierte Bereiche sind rot unterlegt. Mit den
Sequenzen der S. cerevisiaeProteine wurde unter Verwendung der Standardeinstellungen des Algorithmus
tblastn die BDGP-Genbank nach homologen Sequenzen in allen 6 Leserastern durchsucht. Der Abgleich der
kompletten Proteinsequenzen erfolgte durch das Programm ,,Megdign* (DNASTAR) unter Verwendung der
Standardeinstellungen (Gap Penalty 10, Gap Length Penalty 10) des ,clustal method“-Algorithmus.

NOT1 (CG1884) ist auch im D. melanogaster CCR4/NOT-Komplex das grofdte Protein. Es
zeigt in nur vier Bereichen, die Uber die gesamte Sequenz verteilt liegen, Homologie zum
Hefe Notlp (CDC39/YCR93W). Die Homologie zwischen beiden Proteinen ist mit einer
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maximalen Identitét von 33,8 % die schwéachste in allen untersuchten Alignments. Ebenso
grof3 ist der Unterschied zwischen den beiden NOT2-Proteinen. Wahrend Not2p aus Hefe
(CDC36/YDL165W) mit nur 191 Aminosauren das kleinste Protein im Komplex ist, besteht
das D. melanogaster-Protein (CG2138) aus 579 Aminosduren. Der konservierte Bereich
erstreckt sich tber die Halfte des Hefeproteins, der dem C-Terminus des dNOT2 entspricht. In
dem Bereich zwischen den Aminosduren 471-567 des dNOT2 und der Aminosduren 97-179
des yNot2p liegt die Identitat bei 30,1 %. D. melanogaster NOT2 wurde bereits as Protein
Rgabeschrieben (Frolov et al., 1998).

Datenbanksuchen mit yNot3p (YIL038C) und yNot5p (YPRO72W) ergaben nur ein einziges
homologes D. melanogaster-Protein (CG8426). Sowohl die N- as auch die C-Termini der
Proteine von yNot3p, yNot5p und dNOT3/5 sind konserviert. yNot5p zeigt mit 37,4 % in den
ersten 250 Aminosauren und 28,6 % in den letzten 100 Aminoséuren des C-Terminus eine
geringflgig hohere Identitét zu dem D. melanogaster -Protein als yNot3p mit 35,9 % und
27,2 %. Dieser Grad der Identitét entspricht auch in etwa dem, den die beiden Hefeproteine
untereinander aufweisen. Die Lange der zwischen den konservierten Bereichen liegenden
Sequenz ist bei allen drel Proteinen unterschiedlich.

Fir yNotdp (=MOT2: YERO038W) wurde das D.melanogaster Homolog CG31716
identifiziert, das in den Aminosduren 6-228 des N-Terminus mit 39,9 % ldentitét eine hohe
Homologie zum Hefeprotein (AS 26-268) aufweist. In diesem Bereich liegen eine RING-
Domane, die eine spezielle Form des Zinkfingermotivs enthélt und ein RNA recognition
Motiv (RRM). Beide Motive sind auch in dNOT4 vorhanden. Auf¥erhalb dieser hoch
konservierten Bereiche gibt es keine erkennbaren Ahnlichkeiten.

yCaf40p (YNL288W) ist in D. melanogaster am hochsten konserviert (CG14213). Uber die
Aminosauren 29-285, der bel dem etwas kiirzeren Drosophila-Protein 80 % der Gesamtlénge
ausmacht, sind die Proteine zu 59,5 % homolog. In D. melanogaster gibt es noch ein weiteres
homologes Protein (CG9573) zu Caf40p. Beide Drosophila-Proteine zeigen auch eine hohe

Homologie zu Redl.

3.2.1 Klonierung, Expression und Reinigung von dCAF1 und dCCR4

Nach der Identifizierung der homologen Proteine des CCR4/NOT-Komplexes in
D. melanogaster wurden dCAFl1 und dCCR4, die durch das Vorhandensein von
Exonukleasedoménen als mdgliche katalytische Untereinheiten des Komplexes in Frage
kamen, kloniert . Die Proteine wurden in E. coli exprimiert, gereinigt und fir die Produktion
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von polyklonalen Antikdrpern verwendet (2.2.13.2;2.2.13.3). Mit den gereinigten Proteinen
wurden in vitro Deadenylierungsexperimente durchgefihrt.

Der dCAF-ORF wurde mittels PCR aus einer mittels Oligo(dT)-Primern hergestellten cDNA-
Genbank amplifiziert. Die Lage der Primer wurde durch Vergleich der bis dahin in der BDGP
vertffentlichten ESTs mit genomischen Sequenzen und der , Annotated Genes*-Datenbank
(www.fruitfly.org) gewdhit. Das PCR-Produkt hatte, dem gesamten ORF entsprechend, eine
Léange von 894 Nukleotiden. Es wurde in die EcoRV-Schnittstelle des E. coli-
Expressionsvektors pRSET in frame mit enem N-terminden His-tag kloniert. Die
Klonierung wurde durch vollsténdige Sequenzierung der inserierten Sequenz Uberprift. Das
dCAF-Protein wurde in BL21 Codon(+)-Zellen Uberexprimiert. Nach Aufschluss der Zellen
und Zentrifugation wurde das Protein unter nativen Bedingungen aus dem Uberstand durch
Ni-NTA-Affinitdtschromatographie, eine MonoQ-Saule und eine weitere Ni-NTA-Saule
gereinigt. Abb. 3.2.1.1 zeigt die Analyse des Proteins nach der letzten Ni-NTA-Saule in
einem 10 %-igen mit Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgel.
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Abb. 3.2.1.1 Reinigung von rekombinantem dCAF1 durch Ni-NTA-Affinitétschromatographie. Es wurden 5
des Loads und je 10 pl des Durchflusses (ft) und der Eluate der 2. Ni-NTA-Saule (25 mM -250 mM Imidazol) in
einer SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel mit Coomassie geférbt.

Vor der letzten Ni-NTA-Séule waren noch viele kontaminierende Proteine vorhanden. Diese
konnten jedoch fast vollstdndig im Durchfluss bzw. im ersten Waschschritt mit 25 mM
Imidazol abgetrennt werden. In den 100 mM (Ejq0) und 250 mM Imidazol-Eluaten (Epsp) ist
ausschliefdlich dCAF in der Coomassiefarbung zu sehen. Das rekombinante Protein hat eine
Grole von ca. 36 kDa, was der errechneten Grofl3e entspricht. Die Proteinkonzentration der
Eluate wurde tber eine Mengenbestimmung nach Bradford ermittelt. Der Proteingehalt in der
100 mM Imidazol-Fraktion betrug 0,14 mg/ml, in der 250 mM Fraktion 0,4 mg/ml, was eine
Gesamtausbeute von 2,7 mg gereinigtem dCAF1 aus 400 ml Bakterienkultur bedeutete. Das
Protein der Exs-Fraktion wurde gegen 1xPBS, 05mM DTT diayset und zur
Antikorperproduktion und fir Aktivitétstest verwendet.
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In den dCAF1-Eluaten der Ni-NTA-Saule konnte eine geringe deadenylierende Aktivitét
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Diese Aktivitét ist jedoch wahrscheinlich auf
eine kontaminierende E. coli-Nuklease zuriickzufiihren gewesen, da in Eluaten von Ni-NTA-
Reinigungen aus Kontrollexpressionen ebenfals eine deadenylierende Aktivitdt zu finden
war, auch wenn diese etwas geringer war as die der dCAF-Reinigung. Ein weiteres Indiz
dafur, dass die Aktivitat nicht auf dCAF1 zuriickzufiihren war, ist, dass die schwache
Aktivitat nicht mit der Hauptmenge an rekombinantem Protein nach Gelfiltration korrelierte
(Daten nicht gezeigt). dCAF1 war in den Fraktionen des Ausschlussvolumens der Séule zu
finden. Dieses lasst den Schluss zu, dass das Protein zwar l6slich war, jedoch in grof3en
Aggregaten von mehr as 600kDa vorlag. Das bedeutet, dass dCAF1 durchaus
Nukleaseaktivitdt besitzen konnte, wenn es unter Bedingungen exprimiert wird, die ene
korrekte Faltung des Proteins ermoglichen. Die Expression in eukaryotischen Zellen wére

eine Moglichkeit, vielleicht aktives rekombinantes Protein zu produzieren.

Der dCCR4-ORF wurde ebenfalls aus der cDNA Genbank amplifiziert. Es wurden PCR-
Produkte hergestellt, die am Startcodon oder am Methionincodon 161 begannen. Die
Klonierung in den Expressionsvektor gelang nur mit dem verkirzten Fragment, welches das
Leucine-Rich-Repeat im N-Terminus nicht besitzt. Nach Uberexpression in E. coli lag das
Protein in inclusion bodies vor und konnte nur unter denaturierenden Bedingungen gereinigt
werden. Die inclusion bodies wurden in 8M Harnstoff aufgelost und dCCR4? N aus dem
Lysat durch eine einzige Ni-NTA-Affinitatschromatographie gereinigt. Fir die Uberpriifung
der Reinheit und zur Mengenabschétzung wurden unterschiedliche Mengen des Eluates mit
verschiedenen definierten Mengen BSA auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Coomassie angefarbt (Abb. 3.2.1.2)

Ein Vergleich mit der BSA-Eichreihe ergab eine Proteinkonzentration von ca. 0,7 mg/ml und
eine Gesamtausbeute von 1,4 mg pro 400 ml Bakterienkultur. Das Protein hatte im SDS-Gel
eine Grofke von ca. 45kDa, was dem errechneten Molekulargewicht entspricht. Da das
Protein nicht in nativer Form gereinigt werden konnte, wurden keine Aktivitétstests
durchgefuhrt. Fir die Antikorperproduktion wurde das Eluat der Ni-NTA-Saule zum

Entfernen des Imidazols gegen einen Harnstoffpuffer dialysiert.
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Abb. 3.2.1.2 SDS-PAGE zur Uberpriifung der Reinheit und zur Konzentrationsbestimmung der dCCR4-
Préparation. In den Spuren 2-5 ist BSA in den angegebenen Mengen, in den Spuren 6-8 unterschiedliche
Mengen dCCR4-Eluat der denaturierenden Ni-NTA-Affinitétschromatographie aufgetragen. Das Gel wurde mit
Coomassie gefarbt.

3.2.2 Cytoplasmatischer Extrakt aus S2-Zellen zeigt in vitro Deadenylase-
Aktivitat

Um zu untersuchen, ob eine deadenylierende Aktivitét mit D. melanogaster-CAFL/CCR4
assoziiert ist, wurde zunéchst getestet, ob ein cytoplasmatischer S20-Extrakt aus Drosophila-
Schneider2-Zellen (S2-Zellen) deadenylierende Aktivitét zeigt. Radioaktiv markierte, gecapte
und polyadenylierte RNA wurde mit dem Extrakt inkubiert (2.2.21.2). Die Produkte der
Reaktion wurden auf enem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und
autoradiographisch tber einen Phosphorlmager dargestellt. Die Reaktion wurde unter fir die
humane 3"-Exonuklease PARN bereits beschriebenen Bedingungen durchgefihrt (Korner and
Wahle, 1997).

Abb. 3.2.2.1 zeigt, dass mit langerer Inkubationszeit die Substratmenge abnahm und nach
30 min Reaktionszeit vollsténdig deadenylierte L3pr&RNA zu detektieren war. Da der Nicht-
Poly(A)-Antell der RNA radioaktiv markiert war, lasst die Akkumulation einer RNA von
ca. 70 Nukleotiden auf das Vorhandensein einer 3'-Exonukleasesktivitdt schlieffen. Die
Akkumulation der vollstandig deadenylierten RNA war nicht ausgepragt, was wahrscheinlich
darauf zurtickzufUhren ist, dass neben Poly(A)-Nukleasen weitere RNA spaltende Enzyme im

Extrakt vorhanden und unter den gewahlten Reaktionsbedingungen aktiv waren.
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Abb. 3.2.2.1 Kinetik der Deadenylierung von L3pré(Asse) durch cytoplasmatischen S2-Extrakt. Pro Zeitpunkt
wurden in einer 50 pl-Reaktion 20 nM polyadenylierte, radioaktiv markierte RNA mit 5 pg S2-CXT in
Deadenylierungspuffer mit 0,5 mM MgAc und 100 mM KAc gemischt und bei 30°C fir die angegebene Zeit
inkubiert. Nachdem die Reaktionen durch Zugabe von Proteinase K und SDS gestoppt waren, wurde die RNA
prazipitiert und auf einem 8 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Zeitpunkt t=0 zeigt das
Substrat vor Extraktzugabe. Die Grofie der Markerfragmenteist in Nukleotiden angegeben.

In weiteren Experimenten wurden die Reaktionsbedingungen so modifiziert, dass der Abbau
von Poly(A) im Vergleich zum Abbau der RNA beginstigt wurde und so Deadenylierung
besser verfolgt werden konnte. Eine Erhohung der Salz- und Magnesiumkonzentration
beglinstigte die Deadenylierung (Daten nicht gezeigt). Die folgenden Experimente wurden in
Anwesenheit von 150 mM KCl und 1 mM MgAc durchgefihrt.
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3.3 Fraktionierung von S2-CXT

3.3.1 Eine deadenylierende Aktivitat korreliert mit dCAFl- und dCCR4-
haltigen Fraktionen einer DEAE-Saule

Die Fraktionierung des cytoplasmatischen S2-Extraktes Uber eine DEAE-Saule sollte
Aufschluss dartiber geben, ob die gemessene deadenylierende Aktivitdt mit dem CAF/CCR4-
Komplex assoziiert ist.

S20-cytoplasmatischer Extrakt aus 1,2 x 10*° Zellen (400 mg Protein) (2.2.14.2) wurde auf
eine vorbereitete 40 ml DEAE-Sepharose-Saule gegeben (2.2.14.3). Die an die Saule
gebundenen Proteine wurden Uber einen Salzgradienten eluiert. Die Fraktionen wurden in
einem TCA-Prézipitationsexperiment auf deadenylierende Aktivitét untersucht. In einem
Western blot (2.2.16) wurden die aktiven Fraktionen auf das Vorhandensein von dCAF1 und
dCCR4 Uberprift.
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Abb. 3.3.1.1 A: Aktivitésprofil der Fraktionierung von S2-CXT Uber eine DEAE-Sepharose. In 50 pl-
Reaktionen wurden 1 ug Poly(A) mitje 1 ul der Fraktion gemischt, und 10 min bel 30°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch eine TCA-Félung gestoppt. Die im Uberstand enthaltene Radioaktivitat wurde gemessen und die
Menge an entstandenem AMP berechnet. Die Aktivitét der Fraktionen ist auf das Gesamtvolumen bezogen und
zusammen mit der KCI- Konzentrationen der untersuchten Fraktionen dargestellt. B: Western blot gegen dCAF1
und dCCR4 Uber die aktiven Fraktionen der DEAE-Sepharose. Je 15 pl der Fraktionen wurden in einer 10 %
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose Ubertragen und zundchst mit dem CCR4-Antiserum und danach mit
affinitétsgereinigtem CAF1-Antikorper inkubiert. Die Lage der Proteineist mit Pfeilen gekennzeichnet.
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In Tabelle 2 ist die Summe der in den Fraktionen erhaltenen Aktivitdt gezeigt. Der Vergleich
mit dem Aktivitétsprofil der DEAE-Saule zeigt, dass rund ein Viertel der Aktivité nicht an
die DEAE-Saule gebunden hatte. Sie fand sich im Durchfluss wieder. Die restliche Aktivitat
eluierte schon bei niedrigen Salzkonzentrationen von etwa 30-150 mM KCI in den Fraktionen
6 bis 14. Die Hauptaktivitét befand sich in Fraktion 7.

Tabelle 2 Deadenylierungsaktivitét der einzelnen Fraktionen der DEAE-Sepharose gemessen im TCA-
Falungsexperiment. Extrakt: S2-CXT; Durchfluss und Waschfraktionen; Gradientenfraktionen: Summe der
Aktivitdten, die in den Fraktionen 1 bis 50 gemessen wurden.

Fraktion Aktivitat [nmol AMP/min]
Extrakt 4480
Durchfluss- und Waschfraktionen 1030
Gradientenfraktionen 3296

In den Fraktionen, in denen eine deadenylierende Aktivitét nachzuweisen war, konnten auch
dCCR4 und dCAF1 im Westernblot detektiert werden. dCAF1 konnte im Extrakt, im
Durchfluss (Daten nicht gezeigt) sowie in den Fraktionen 7-15 mit einen Maximum in den
Fraktionen 10 bis 13 detektiert werden. Im Extrakt und Durchfluss (Daten nicht gezeigt)
sowie in den Fraktionen 6 bis 15 konnte auch dCCR4 nachgewiesen werden, mit dem
stérksten Signal in den Fraktionen 9 bis 11. Dieses Ergebnis |8sst darauf schlief3en, dass beide
Proteine auch in D. melanogaster Telle eines aktiven Proteinkomplexes sind.

Das Aktivitdtsmaximum und das Proteinmaximum von dCAF1 und dCCR4 waren in den
Fraktionen der DEAE-Saule nicht deckungsgleich. Die CAF/CCR4 Proteinmaxima waren
gegeniber dem Aktivitdtsmaximum um 3 Fraktionen verschoben.

Das kdnnte darauf hindeuten, dass die beobachtete Aktivitét nicht dem CAF/CCR4-Komplex
zugeordnet werden kann, oder dass in den spateren Fraktionen ein Inhibitor von der Saule

eluiert, der das Aktivitatsmaximum utberlagert.

3.3.2 Das Aktivitatsmaximum der DEAE-Saule wird von einem Inhibitor
Uberlagert

Um das Phanomen der Verschiebung des Aktivitdtsmaximums relativ. zum
CAF/CCR-Proteinmaximum der DEAE-Saule zu erklaren, wurde untersucht, ob die
Fraktionen 9-15 die deadenylierende Aktivitdt der Fraktion 7 (Aktivitétsmaximum)
inhibieren. Fraktion 7 wurde mit den zu testenden Fraktionen zu gleichen Teilen gemischt und
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die deadenylierende Aktivitét des resultierenden Gemisches im TCA-Fallungsexperiment mit
homogen markiertem Poly(A) bestimmt 2.2.21.1). Die erwarteten Aktivitéten, die aus der
Addition der Einzelaktivitaten resultieren, wurden mit den tatséchlich gemessenen Aktivitéten

der Kombinationen verglichen.
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Abb. 3.3.2.1 Deadenylierungsexperiment zur Untersuchung des Einflusses spéterer Fraktionen auf die Aktivitat
der Fraktion 7 der DEAE-Sepharose mit Poly(A). In einer 50 pl-Reaktion wurden 1 ug Poly(A) mit 1l
Fraktion 7 und 1 pl der angegebenen Fraktionen in Standard-Deadenylierungspuffer 5 min bei 30°C inkubiert.
Nach TCA-Félung wurde die Radioaktivitat im Uberstand gemessen und die Menge an freigesetztem AMP
bestimmt. Die theoretische, errechnete Aktivitét, die sich aus der Summe der Einzelaktivitéten der Fraktionen
ergibt, wurde der tatsachlich gemessenen Aktivitét gegentibergestelit.

Wahrend die gemessene Aktivitét der Kombinationen 7+9, 7+10 und 7+11, wie in der Abb.
3.3.21 gezeigt, nahezu ener Addition der Einzelaktivitdten entsprach, wurde die
deadenylierende Aktivitdt der Fraktion 7 durch den Zusatz der Fraktionen 13 bis 15 nahezu
vollstandig gehemmt. Die gemessene Aktivitét war in der Kombination von Fraktion 7 und 14
um den Faktor 13, in der Kombination von Fraktion 7 und 15 sogar um den Faktor 25
geringer als die errechnete Aktivitdt. Sie entsprach nur noch der zuvor einzeln in den
Fraktionen 13-15 gemessenen Aktivitét.

Es ist daher wahrscheinlich, dass die gemessene Deadenylierungsaktivitét in den Fraktionen
der DEAE-Saule unterschétzt wird, da geringe Mengen des Inhibitors ebenfalls in diesen
Fraktionen vorhanden sind. Die Verschiebung von CAF/CCR4-Proteinmaximum und
Aktivitdtsmaximum ware so zu erklaren.

Die nachgewiesene inhibitorische Aktivitdt unterstitzt also die Vermutung, dass die
deadenylierende Aktivitat mit dem CAF/CCR4-Komplex assoziiert ist.
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3.3.3 CAF1 und CCR4 eluieren in einem Komplex wahrend der Gelfiltration

Um zu untersuchen, ob CAF1 und CCR4 wirklich miteinander assoziiert in eéinem Komplex
vorliegen und nicht nur durch dhnliche Eigenschaften gemeinsam von der DEAE-Saule
eluieren, wurde die Fraktion 7 der DEAE-S&ule, die das Aktivitétsmaximum darstellt, auf eine
30 ml Superdex 200 Gelfiltrationssdule aufgetragen (2.2.14.4). Hier werden Proteine durch
Filtration in Abhéngigkeit ihrer Grofde aufgetrennt. Sie sollten im Ideafall nicht mit der
Saulenmatrix interagieren.

200 pl der DEAE-Fraktion 7 (3.3.1) wurden ohne Konzentrierung und Pufferwechsel geladen.
Nach Durchfluss von 5 ml Puffer wurde mit dem Sammeln von 0,7 ml grof3en Fraktionen
begonnen. Die deadenylierende Aktivitdt wurde in einem TCA-Fallungsexperiment mit
homogen markiertem Poly(A) als Substrat bestimmt (2.2.21.1). Fur die Western blot-Analyse
(2.2.16) wurde ein Teil der Fraktionen mit TCA geféllt und auf Vorhandensein von dCCR4
und dCAF1 untersucht.
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Abb. 3.3.3.1 A: Aktivitatsprofil und Profil der Ay, der Gelfiltrationssaule. Je 10 pl der Fraktionen 6-29 der
Gefiltrationssdule wurden in einer 50 pl Reaktion in Standard-Deadenylierungspuffer mit 1 pug Poly(A) 20 min
bei 30°C inkubiert. Nach TCA-Fallung wurde die Radioaktivitat im Uberstand gemessen und die Menge an
freigesetztem AMP bestimmt. B: Western blot gegen dCAF1 und dCCR4. Je 300 pl der angegebenen Fraktionen
wurden mit TCA gefédllt. Die Proteine wurden in einer 10 % SDSPAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Hybridisierung erfolgte gleichzeitig mit beiden Antikdrpern. Die Lage
der Proteineim Blot ist durch Pfeile gekennzeichnet.
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Die Superdex HS 200-Séule hat eine Ausschlussgrofde von ca. 600 kDa. Alle Proteine oder
Proteinkomplexe, die grofder sind, konnen auf dieser Séule nicht weiter getrennt werden und
sind im Ausschlussvolumen der Saule nach ca. 10ml zu finden. Die deadenylierende
Aktivitdt konnte in den Fraktionen 11-20, die einem Durchlauf zwischen 14 ml und 20 ml
entsprachen, gemessen werden. Die hochste Aktivitdt war in den Fraktionen 16 und 17
nachweisbar. In diesen Fraktionen wurde auch dCAF1 und dCCR4 im Western blot detektiert.
Die Western blot-Signale waren sehr schwach, obwohl die Proteine durch TCA-Félung
konzentriert wurden. Auch die Aktivitétsausbeute betrug nur etwa 50 %. Dies koénnte daran
gelegen haben, dass die Proteine durch die Verdinnung an Aktivitét verloren haben. Eine
Interaktion mit dem Saulenmaterial wirde ebenfalls die spéte Elution von dCAF1 und dCCR4
erklaren. In einem Kontrolllauf eluierte BSA (66 kDa) nach ca. 14 ml und das 12,5 kDa grof3e
Cytochrom C nach 17-18 ml. Die Proteine in den entsprechenden Fraktionen waren, wie im
Western blot durch unspezifische Hybridisierung des CAF-Antikorpers zu sehen, eindeutig
grof3er.

Aufgrund der Co-Elution von dCCR4 und dCAF1 von dieser Saule ist es aber wahrscheinlich,
dass beide Proteine im cytoplasmatischen Extrakt assoziiert vorliegen und die gemessene

deadenylierende Aktivitét auf diesen Komplex zurtickzufiihren ist.

3.3.4 CAF1- und CCR4-Antikorper depletieren die deadenylierende Aktivitat

In vorangehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die deadenylierende Aktivitét
wahrend der Fraktionierung Uber eine DEAE-Sepharose wie auch in der anschlief3enden
Gelfiltration mit dCAF1 und dCCR4 assoziiert war. Wenn diese Proteine oder der mit ihnen
assoziierte Komplex an der Katalyse der Reaktion betelligt sind, sollten Antikdrper gegen
dCCR4 und dCAF1 die Aktivitét depletieren.

Die Antikorper wurden aus dem Immunserum an Protein-A-Sepharose gekoppelt und mit der
Fraktion 7 der DEAE-Sepharose inkubiert (2.2.18). Nach zweimaliger Inkubation mit den
Antikdrpern wurde der Proteingehalt der depletierten Fraktionen bestimmt und deren
deadenylierende Aktivitédt im TCA-Fallungsexperiment mit homogen markiertem Poly(A)
getestet (2.2.21.1). Als Negativkontrolle wurde in eéinem Experiment CCR4-Prdimmunserum,
in einem anderen Immunserum gegen humanes PARN eingesetzt. Im letzteren Experiment

wurde auch das Pellet der Immunprézipitation auf deadenylierende Aktivitdt untersucht.
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Abb. 3.3.4.1 Analyse der Aktivitdt der Fraktion 7 der DEAE-S&ule nach Immundepletion von dCAF1 und
dCCR4. A: Aktivitdt im Uberstand der zweiten Immundepletion mit CAF- und PARN- Antikérpern. Je 5 i des
Uberstandes der zweiten Immundepletion mit CAF und PARN Antikorpern wurden in einem 200 pl-Ansatz mit
80 ng/ul Poly(A) in Deadenylierungspuffer gemischt und bei 30°C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden je 30 pl entnommen. Die Reaktion wurde mit TCA abgestoppt und geféllt. Nach der TCA-Falung wurde
die Radioaktivitdt im Uberstand gemessen und die Menge an freigesetztem AMP bestimmt. Die ermittelten
Werte wurden auf 1 mg eingesetztes Protein normiert. B: Aktivitét der Pellets der Immundepletion. Das Pellet
der ersten Immundepletion wurde mit Deadenylierungspuffer zweimal gewaschen und anschlief3end in 200
Puffer resuspendiert. Von der Suspension wurden je 5 pl in einem 180 ul Reaktionsansatz anal og des unter A:
beschriebenen Experimentes eingesetzt. Die Menge an freigesetztem AMP ist gegen die Reaktionszeit
aufgetragen. C: Aktivitéat im Uberstand der zweiten Immundepletion mit CAF- und CCR4-Antikérpern und dem
CCRA4-Préimmunserum. Das Experiment wurde wie in A: beschrieben durchgefuhrt.
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In der Abb. 3.34.1.A: ist die Menge an freigesetztem AMP/mg Protein gegen die
Reaktionszeit aufgetragen. Wie zu erkennen, war in dem Uberstand der Immunprazipitation,
die mit PARN-spezifischen Antikorpern durchgefihrt wurde, eine deadenylierende Aktivitét
messbar. Im Uberstand der Immunprézipitation mit dem CAF-spezifischen Antikorper konnte
nur eine 10-fach geringere Aktivitdt nachgewiesen werden. Wurden hingegen die Prézipitate
der Immunpréazipitationen untersucht, zeigte sich das umgekehrte Bild (Abb. 3.3.4.1.B:).
Waéhrend im Prézipitat mit den CAF-spezifischen Antikdrpern eine geringe Aktivitét
nachgewiesen werden konnte, zeigte das durch PARN-spezifische Antikorper erhaltene
Prézipitat keine Aktivitét, die signifikant Uber dem Hintergrund lag. Wiein Abb. 3.3.4.1.C: zu
erkennen, lief3 sich die deadenylierende Aktivitét nicht nur mit CAF-spezifischen Antikorpern
aus der Fraktion 7 der DEAE-Saule depletieren, sondern auch mit den CCR4-spezifischen
Antikdrpern. Beide Depletionen waren in etwa gleich effektiv. Der Unterschied in der
verbleibenden Aktivitdt der Uberstéande im Vergleich zur Kontrolldepletion mit dem
Préimmunserum war auch in diesem Experiment deutlich. Der Unterschied zwischen der
Aktivitdt der CAF/CCR4-Depletionen und der Kontrolldepletion war jedoch schwéacher alsin
dem vorherigen Experiment (A: Faktor 10, C: Faktor 5). Dieses ist darauf zurtickzufihren,
dass die Fraktion 7 schon erheblich an Aktivitdt verloren hatte (Vergleich Menge an
freigesetztem AMP Abb. A und C).

Durch die Immunprézipitation konnte gezeigt werden, dass eine deadenylierende Aktivitét in
cytoplasmatischem S2-Extrakt sowohl mit dCAF1 als auch mit dCCR4 assoziiert ist. Ob die
Proteine direkt an der Katalyse der Reaktion beteiligt sind und welches der beiden Proteine
diese ausfuhrt, wurde bisher nicht untersucht.

3.3.5 Der CAF/CCR4-Komplex ist nicht die einzige in S2-Zellen aktive 3'-
Exonuklease

Es wurde nochmals cytoplasmatischer Extrakt aus einer S2-Suspensionskultur prdpariert
(22.14.2) und Uber eine DEAE-Sepharose fraktioniert (2.2.14.3). Um eine bessere
Auftrennung zu erhalten, wurde bei dieser Fraktionierung ein flacherer Gradient von 20-500
mM KCl fur die Elution gewdhlt. Die erhaltenen Fraktionen wurden im TCA-
Falungsexperiment mit homogen markiertem Poly(A) auf Deadenylaseaktivitat untersucht.
Die Fraktionen 1 bis 30 wurden auf}erdem in einem Western blot auf dCAF1 und dCCR4

untersucht.
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Abb. 3.35.1.A: Aktivitdtsprofil der Fraktionierung von S2-CXT Uber eine DEAE-Sepharose. In 50 pl-
Reaktionen wurden 1 pg Poly(A) mit je 1 pl der zu testenden Fraktion gemischt, bei 30°C inkubiert und nach
10 min durch eine TCA-Falung gestoppt. Die Radioaktivitat im Uberstand wurde gemessen und die Menge an
entstandenem AMP berechnet. Die Aktivitét der Fraktionen 9, 12, und 16 ist im Diagramm gekennzeichnet B:
Western blot gegen dCAF1 und dCCR4 (ber die aktiven Fraktionen der DEAE-Sepharose. Je 15 pl der
Fraktionen wurden in einer 10 % SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose Ubertragen und mit CCR4-
Antiserum oder mit affinitétsgereinigtem CAF1-Antikorper inkubiert.

Im Gegensatz zur ersten Fraktionierung, in der ein Aktivitdtsmaximum zu verzeichnen war,
waren bel dieser Fraktionierung zwei Aktivitdismaxima in den Fraktionen 9 und 16
nachzuweisen. Sie eluierten bel ca. 65 mM bzw. ca. 157 mM KCI. Die Aktivitadtsmexima
waren unter den gegebenen Reaktionsbedingungen nahezu identisch. Auffalig bel dieser
Fraktionierung war, dass sich ein Grof3teil der Aktivitét im Durchfluss der Saule befand.

Tabelle 3 Deadenylierungsaktivitét der einzelnen Fraktionen der DEAE-Sepharose gemessen im TCA-
Falungsexperiment. Extrakt: S2-CXT; Durchfluss; Gradientenfraktionen: Summe der Aktivitdten, die in den
Fraktionen 1 bis 40 gemessen wurden.

Fraktion Aktivitdt [nmol AMP/min]
Extrakt 430,7
Durchfluss 546,6
Gradientenfraktionen 1738
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Im Vergleich zum Ausgangsmaterial ist die Aktivitét die im Durchfluss und den Fraktionen
des Gradienten gesammelt werden konnte, 5,3-fach hoher als die Aktivitét, die geladen wurde
(Tabelle 3).

Betrachtet man den Western blot, stellt man fest, dass nur die spéter eluierende Aktivitat mit
einem CAF- und CCR4-Signal zusammenfiel. Die zuerst eluierte Aktivitat war nicht mit CAF
oder CCR4 assoziiert. Die hohe Aktivitét im Durchfluss ist vielleicht mit dem grof3en Anteil
an nicht-bindendem CAF1- und CCR4-Protein zu erkldren. Beim Vergleich der Intensitéten
der Western blot-Signale von CAF und CCR4 in den Fraktionen fallt auf, dass beide Proteine
zwar in den gleichen Fraktionen enthalten waren, die jeweils grofdten Proteinkonzentrationen
jedoch leicht gegeneinander verschoben waren. Dieses war bel der Elution mit einem doppelt
so steilen Salzgradienten nicht der Fall (Vgl. 3.3.1) Die CAF/CCR4-assoziierte Aktivitét ging
eher mit dem CCR4- als mit dem CAF-Signal. (Siehe auch 3.5.2)

3.4 RNA-Interferenz-Experimente

3.4.1 RNA-Interferenz (RNAi) gegen CAF1 und CCR4 beeinflusst die Menge
an mRNA und an Protein

Durch RNA-Interferenz (RNAI) werden spezifische mRNAS in vivo degradiert, wodurch die
Synthese der von ihnen codierten Proteine reduziert wird. So kann die Auswirkung einer
Reduktion eines Proteins direkt, ohne Manipulation des Genoms, untersucht werden. Ein
Nachteil der Methode ist, dass die Proteinexpression nicht vollsténdig unterbunden wird und
somit die Ergebnisse nicht mit enem genetischen knock-out vergleichbar sind.
Doppelstréangige RNA, die zu der des auszuschaltenden Proteins homolog ist, wird in die
Zelle gebracht. Dort wird sie zu 21 nt-langen Fragmenten gespalten. Diese hybridisieren mit
der zelluldren mRNA, die darauf von spezifischen RNasen gespalten wird (Elbashir et al.,
2001). Fur ein RNAi-Experiment in S2-Zellen kann die doppelstrangige RNA (dsRNA) direkt
in das Kulturmedium gegeben werden. Es ist keine Transfektion notwendig, da die dsRNA
auf einem nicht bekannten Weg von den Zellen aufgenommen wird. Die Effizienz des knock-
down ist meist sehr hoch, aber unterschiedlich fur verschiedene Ziel-RNAs (Clemens et al.,
2000).

Ein Tell des CAF1- bzw. CCR4-ORFs wurde mit Primern amplifiziert, die die Sequenz des
T7-Promotors am 5 -Ende trugen (2.2.19.5). Nach Transkription der PCR-Produkte (2.2.19.8)
wurden die dabei entstandenen RNA-Strénge hybridisiert und die dsRNAsS, die ca. 700 bp der
codierenden Sequenz von dCAF1 bzw. dCCR4 entsprachen, in das Kulturmedium der S2-
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Zellen gegeben (2.2.15). Nach vier Tagen wurde die Zellzahl bestimmt, die Zellen wurden
geerntet und entweder zur Praparation eines Zellextraktes (2.2.14.1) oder zur Préparation von
Gesamt-RNA verwendet (2.2.19.4.1). Der RNAI-Effekt wurde auf Proteinebene durch einen
Western blot gegen CAF1 bzw. CCR4 (2.2.16) und auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR
(2.2.19.7) Uberprift. Zum Vergleich dienten Zellen, die nicht mit dsSRNA behandelt worden
sind.

Phénotypisch waren die behandelten Zellen unter dem Mikroskop nicht von den
unbehandelten Zellen zu unterscheiden. Sie waren normal geformt, und der Antell der toten
Zellen war nicht erhtht. RNAi gegen dCAF1l wirkte sich jedoch negativ auf die
Zdllteilungsrate aus. Im Durchschnitt war nach vier Tagen Inkubation mit dCAF-dsRNA die
Zellzahl in den Kulturen um 25 % geringer as in den unbehandelten Kulturen. RNAI gegen
dCCR4 hatte keinen Effekt auf die Zellteilungsrate. (Daten nicht gezeigt).

. nicht CAF +
RNAI behandelt CAF CCR4 CCR4
Kontrolle
252830 [252830 | 252830 252830 (252830 252830 252830 _  PCR Zyklen
CAF spezifische Primer ™
1,6
1
—— - - - = o
05
M [kb]
- =
CCR4 spezifische Primer . —
=16
- - - 1
= 0,5

Abb. 3.4.1.1 RT-PCR zur Quarntifizierung der CAF1- und CCR4-mRNA nach RNAI. Mit je 1,5 ug Gesamt-
RNA und 0,75 pg Oligo(dT)-Primer wurde eine reverse Transkription (RT) durchgefihrt. Je 1 pl der RT-
Reaktion wurde als Template in PCR-Reaktionen mit CAF-bzw. CCR4-spezifischen Primern eingesetzt. Nach
25, 28 oder 30 Zyklen wurden die Reaktionen gestoppt und gleiche Mengen auf einem 1% Agarose-Gel
anaysiert. Als Kontrolle wurde eine PCR mit einer RT durchgefiihrt, in der kein Primer eingesetzt worden war.

Mittels RT-PCR wurde die Reduktion der spezifischen mRNA dberprift (Abb. 3.4.1.1).
Durch das Abstoppen nach verschiedenen PCR-Zyklen lief3 sich die Menge an PCR-Produkt
semiquantitativ ermitteln. Als Kontrolle fir die Reinheit der RNA wurde die PCR ohne
vorherige reverse Transkription durchgefiihrt. Diese ergab mit beiden Primerkombinationen
kein spezifisches Produkt. Die RNA-Préparation war also frei von kontaminierender DNA.

Die RT-PCR mit CAF-spezifischen Primern zeigte, dass die Menge an PCR-Produkt aus den
behandelten Zellen nach 30 PCR-Zyklen ungeféhr der Menge an PCR-Produkt aus 28 Zyklen
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mit RNA aus unbehandelten Zellen entsprach. Dieses wirde eine Reduktion auf ungefahr
25 % bedeuten. Die gleiche Reduktion an CAF-mRNA gab es auch in den Zellen, die mit
dsRNAs gegen CAF und CCR4 behandelt wurden. RNAi gegen dCCR4-mRNA hatte keinen
Einfluss auf die Menge an CAF-mRNA; die Menge an PCR-Produkt entsprach der von
unbehandelten Zellen. Ein entsprechendes Ergebnis gab es bei der Verwendung von CCR4-
spezifischen Primern: Die Menge an PCR-Produkt war deutlich reduziert in den Ansdtzen mit
RNA aus dsCCR4-behandelten Zellen im Vergleich zu den Zellen, die mit dsCAF behandelt
wurden. Die geringe Menge an CCR4-PCR-Produkt im Ansatz mit der RNA aus
unbehandelten Zellen ist auf einen experimentellen Fehler zurtickzufUhren.

Die Verringerung der mRNA wirkte sich auch auf die Proteinmenge aus (Abb. 3.4.1.2). Das
zeigte eln Western blot, in dem gleiche Mengen Lysat aufgetragen wurden.

CAF1 —> =——u _— —

e ————— —— ———

Abb. 3.4.1.2 Western blot zur Bestimmung der dCAF- und dCCR4-Menge nach RNAI. Die S2-Zellen wurden in
je 150 pl Lysispuffer resuspendiert und durch 2 Frier-Tau—Zyklen aufgeschlossen. Je 15 pl des Lysates wurden
in einer 10 %SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran Uibertragen und mit CCR4-Antiserum oder mit
affinitétsgereinigtem aCAF1-Antikorper inkubiert. Als Ladekontrolle diente eine Inkubation mit aTubulin-
spezifischem Antikorper.

Nach RNAI war in den dsCAF-behandelten Zellen kein CAF-Protein mehr nachweisbar,
wéhrend in den dsCCR4-behandelten Zellen die Menge an CAF1 im Vergleich zu der Menge
an Protein in den unbehandelten Zellen nicht reduziert war. Der Unterschied in der CAF-
Konzentration war nicht auf unterschiedliche Proteinkonzentrationen zuriickzufthren, was ein
Vergleich der aTubulinsignale zeigt, die sich nur schwach in ihrer Intensitdt unterschieden.
Behandlung mit dsCCR4 fuhrte zu einer Reduktion des CCR4-Signals in den jeweiligen
Zéellen. Es féllt auf, dass die CCR4-Menge in den dsCAF-RNA behandelten Zellen im
Vergleich zu der Menge der unbehandelten Zellen verringert war. Dieses ist wahrscheinlich
auf eine grofiere Proteinmenge in Spur 1 zurlckzufihren. Aus Mangel an Extrakt konnte der

Western blot mit der Tubulin-Kontrolle leider nicht wiederholt werden.
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3.4.2 RNAIi gegen CAF beeinflusst die Poly(A)-Schwanzlange in vivo

Obwohl RNAi gegen dCAF1 keine morphologische Verénderung der S2-Zellen hervorgerief,
war die Zellteilungsrate in diesen Zellen geringer (3.4.1).

Wird eine deadenylierende enzymatische Aktivitét in Zellen reduziert, sollte sich das auf die
Lange der Poly(A)-Schwdnze der mRNAs auswirken, wenn diese Aktivitaét die
vorherrschende ist. Durch die Analyse der durchschnittlichen Lange aller Poly(A)-Schwénze
in den Zellen, in denen die Expression von dCAF1 bzw. dCCR4 oder beider Proteine durch
RNAI reduziert war, wurde untersucht, ob die Proteine auch in vivo an der Regulation der
Poly(A)-Schwanzlange beteiligt sind. Eine Reduktion der Deadenylase sollte in einer
Verlangerung der Poly(A)-Schwanze der isolierten mRNAS resultieren.

Die Gesamt-RNA wurde aus Zellen, die zuvor mit dsRNA gegen CAF1, CCR4 oder ener
Kombination aus beiden behandelt wurden, isoliert (2.2.19.4.1). Als Kontrolle diente eine
nicht mit dsRNA behandelte Kultur. Jeweils gleiche Mengen RNA wurden am 3"-Ende mit
3"-dATP radioaktiv markiert und mit RNase A und RNase T1 inkubiert (2.2.22). Da Poly(A)
nicht von diesen Nukleasen gespalten wird, konnten die verbleibenden Poly(A)-Schwénze auf
einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch Uber einen
Phosphorimager dargestellt werden. In Abb. 3.4.2.1 B. ist die Radioaktivitét der Spuren 1, 2
und 6 des Autoradiogramms, mit ImageQuant quantifiziert, dargestellt.

Die maximale Lénge der Poly(A)-Schwanze betrug in nicht behandelten Zellen etwa 160
Nukleotide, wobei die Hauptpopulation der Poly(A)-Schwanze 45 bis 70 Nukleotide lang war
(A: Spur 1). Wurden die Zellen mit dsRNA gegen dCCR4 behandelt (Spuren4 + 5), konnte
kein Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden; die Langenvertellung der Poly(A)-
Schwénze war nahezu identisch. Wurden die Zellen jedoch mit dsRNA gegen CAF1
behandelt, war das Langenspektrum zugunsten der langeren Poly(A)-Schwénze verschoben.
Die Menge an kirzeren Poly(A)-Schwénzen war nahezu identisch. Die Quantifizierung
bestétigte diesen Eindruck (Abb. 3.4.2.1 B). Die Kurven lagen im Bereich der kirzeren
Poly(A)-Schwénze Ubereinander und verliefen bei den langeren unterschiedlich.

Die Verlangerung der Poly(A)-Schwanze bei CAF1-RNAI unterstiitzt die These, dass auch in
Drosophila der CAF/CCR4/NOT-Komplex eine wichtige Rolle bei der Deadenylierung von
MRNA spielt. Ob dCAFL1 selbst die deadenylierende Aktivitét besitzt, ist nicht bekannt.
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Abb. 3.4.2.1 A: Anayse der Poly(A)-Schwanzlange von Gesamt-RNA nach RNAi gegen dCAF1 und dCCR4. Je
2 pg Gesamt-RNA wurden mit 3"-dATP radioaktiv markiert. Die Menge an eingebauter Radioaktivitét wurde
bestimmt und je 250000 cpm zusammen mit 20 pg Hefe-RNA, 10 ng RNase A und 25 U RNase T1 30 min be
30°C inkubiert. Die Resktion wurde durch SDS und Proteinase K-Verdau beendet, die verbleibende RNA
gefdlt, in Formamid-Ladepuffer aufgenommen und auf einem 10 % Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
Darstellung erfolgte im Phosphorlmager. B: Quantifizierung der Bandenintensitét der Spuren 1 (unbehandelt), 2
(CAF1 RNAI) und 6 (CAF1 + CCR4 RNAI) durch ImageQuant. (+) und (-) bezeichnet die elektrischen Pole.

3.4.3 RNAIi gegen NOT1, NOT2 und NOT3/5 hat ebenfalls einen Effekt auf die
steady state-Poly(A)-Schwanzlange

Im Folgenden wurde der Effekt von RNAIi gegen weitere Proteine des CCR4/NOT-
Komplexes untersucht. Zum Zeitpunkt des Experimentes konnten in Datenbankrecherchen
nur DNA-Sequenzen von NOT1, NOT2 und NOT3/5 in D. melanogaster gefunden werden.
Ein Teil der jewelligen ORFs wurde mit Primern amplifiziert, die die Sequenz des T7-
Promotors am 5°-Ende trugen. Nach Transkription der PCR-Produkte wurden die beiden
Strénge hybridisiert und fur RNAi verwendet (2.2.15). Als zusétzliche Kontrolle wurde
Luciferase-dsRNA eingesetzt. Die Gesamt-RNA wurde isoliert (2.2.19.4.1), mit 3'-dATP
markiert und einem RNase T1- und RNase A-Verdau unterzogen (2.2.22). Die Produkte
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wurden auf einem Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch durch
einen Phosphorlmager dargestellt. Als Kontrolle fur die Vollstandigkeit des Nukleaseverdaus
wurde 3 -markierte, polyadenylierte L3pr&RNA unter gleichen Bedingungen wie die
Drosophila-RNA inkubiert.
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Wie in den vorhergehenden Experimenten beobachtet, hatte die Drosophila-RNA eine
steady state-Poly(A)-Schwanzlénge von maximal 180 Nukleotiden. Die Lénge der Poly(A)-
Schwanze aus den unbehandelten Zellen und Zellen, die mit einer Kontroll-dsRNA behandelt
worden waren, war wie erwartet identisch (Spuren 4+ 5). Die in diesen Spuren zu sehende
Population von léangeren RNAs war in keinem weliteren Experiment zu beobachten und ist
wahrscheinlich nicht von Bedeutung, sondern ein experimentelles Artefakt. Wie vorher
beschrieben, hatte RNAI gegen CAF1 eine deutliche Verschiebung der Verteilung zugunsten
der langeren Poly(A)-Schwanze zur Folge (Spur 6). RNAI gegen CCR4 beeinflusste auch in
diesem Experiment die durchschnittliche Lange der Poly(A)-Schwanze nicht (Spur 7). Nach
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der Inkubation der S2-Zellen mit dsRNA gegen die NOT-Proteine konnte eine leichte
Verlangerung der Poly(A)-Schwanze beobachtet werden (Spuren 8 - 10), wahrend die Menge
an kurzen Poly(A)-Schwéanzen abnahm. Ein unterschiedlicher Effekt, resultierend aus der
RNAI gegen unterschiedliche NOT-Proteine, wird nicht beobachtet. Im Vergleich zu der
durch CAF1-RNAI hervorgerufen Verléngerung, fiel die durch die NOT-Proteine verursachte
Verléngerung der Poly(A)-Schwanzlange eher gering aus. Bei Kombination aller verfiigbaren
dsRNAs waren die Poly(A)-Schwanze wie bei RNAi gegen CAF1 dlein verlangert (Spur 11).
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Abb. 3.4.3.2 A:Western blot zur Bestimmung der dCAF1- und dCCR4-Menge nach RNAI. Die S2-Zellen
wurden in je 150 pl Lysispuffer resuspendiert und durch 2 Frier-Tau—Zyklen aufgeschlossen und die
Proteinkonzentration im Extrakt bestimmt. Je 10 g der Extrakte wurden in einer 10 %SDS-PAGE aufgetrennt,
auf Nitrozellulosemembran Ubertragen und mit dem CCR4-Antiserum oder mit affinitétsgereinigtem CAF1-
Antikorper inkubiert. B: RT-PCR zur Uberpriifung der mRNA-Menge von CAF, CCR4 und der NOT-Proteine
nach RNAI. Mit je 1,5 pug Gesamt-RNA und 0,75 pg Oligo(dT)-Primer wurde eine reverse Transkription (RT)
durchgefuhrt. Je 1 pl der RT wurde as template in PCR-Reaktionen mit genspezifischen Primern eingesetzt.
Nach 26, 28 oder 30 Zyklen wurden die Reaktionen gestoppt und gleiche Volumina in einem 1 % Agarose-Gel
analysiert. AlsKontrolle wurde eine PCR mit einer RT durchgefihrt, in der kein Primer eingesetzt worden war.

Der Erfolg des RNAI Experimentes konnte nur bel CAF und CCR4 auf Proteinebene verfolgt
werden, da gegen die NOT-Proteine keine Antikorper zur VerflUgung standen. Im
Western blot (2.2.16) war eine deutliche Reduktion von dCAF in den entsprechenden RNAI-
Extrakten zu verzeichnen. Wie schon vorher beobachtet, war die Reduktion an dCCR4 nicht
SO ausgepragt.

Auf mRNA-Ebene wurde mittels RT-PCR (2.2.19.7) der Einfluss von RNAIi fir ale
verwendeten dsRNAs untersucht. Die Reduktion von NOT1- und NOT3/5-mRNA ist der von
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CCR4 und CAF1 vergleichbar. Der knock-down von NOT2 war Uber die RT-PCR Methode
nicht nachzuweisen, da auch in der Kontrolle fr die reverse Transkription ein PCR-Produkt
der gleichen Lange wie NOT2 zu detektieren war.

Bislang wurde gezeigt, dass neben CAF1-RNAI auch RNAI gegen NOT1, NOT2 und auch
gegen NOT3/5 invivo eine Verlangerung der steady state-Poly(A)-Schwanzlange zur Folge
hatten. Der Effekt der einzelnen RNAi-Experimente war nicht additiv, wenn mehrere Proteine

gleichzeitig ausgeschaltet wurden.

3.4.4 Untersuchung der Deadenylierung von Hsp70-mRNA in CAF-RNAI-
Zellen

3.4.4.1 Hsp70-mRNA wird invivo durch den CAF1/CCR4/NOT-Komplex
deadenyliert

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Poly(A)-Schwanz hauptsachlich durch den
CCR4/NOT-Komplex deadenyliert wird, wurde die Rate der Deadenylierung einer
spezifischen mRNA untersucht.

Die Syntheserate der Hsp70-mRNA ist unter normalen Bedingungen sehr gering. Zusétzlich
ist die mRNA sehr instabil, was vor alem an einer schnellen Deadenylierung der Transkripte
liegt. Im Hitzeschock wird die Transkription der Hsp70-mRNA induziert. Eine hohe Rate der
Proteinsynthese wird auf}erdem durch eine erhdhte Halbwertszeit der Hsp70-mRNA erreicht.
Diese resultiert aus dem verlangsamten Abbau der mRNA infolge verminderter
Deadenylierung. Sinkt die Temperatur wieder, wird der Deadenylierungs-Block aufgehoben
und die Hsp70-mRNA schnell deadenyliert und degradiert (Dellavalle et al., 1994). Der
turnover der Hsp70-mRNA stellt also ein natirliches ,, pulse-chase® -Experiment dar, in dem
die Synthese der mRNA durch Temperaturerhéhung angeschaltet und nach einer erneuten
Temperatursenkung die Deadenylierung bzw. der Abbau der Transkripte verfolgt werden
kann.

Durch die Analyse der Poly(A)-Schwanzlénge wéahrend der Erholung von einem Hitzeschock
wurde untersucht, ob ein Ausschalten von dCAF und dCCR4 mittels RNAI einen Effekt auf
die Rate der Deadenylierung von Hsp70-mRNA hat. Hierzu wurden S2-Zellen mit dCAF-
dsRNA oder einer Kombination aus dCAF- und dCCR4-dsRNA behandelt (2.2.15). Als
Kontrolle erfolgte eine Behandlung mit Luciferase-dsRNA. Die Kulturen wurden einem
Hitzeschock von 36°C ausgesetzt und die Zellen nach unterschiedlichen Zeiten der Erholung
geerntet. Die RNA wurde isoliert und ein ,,PAT-assay” durchgefthrt. In diesem Experiment
werden Oligo(dT)-Primer mit den Poly(A)-Schwénzen der mRNAs hybridisiert und
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miteinander ligiert. An die am 3'-Ende statistisch freibleibenden Adenylatreste wird bei
verminderter Temperatur ein Oligo(dT)-Primer hybridisiert, der einen G/C-reiches 3"-Ende
besitzt (Oligo(dT)-anchor-Primer). Nach einer reversen Transkription kénnen dann die
Poly(A)-Schwanze eines spezifischen Transkriptes mit einem genspezifischen Primer und
dem Oligo(dT)-anchor-Primer in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden (2.2.23). Auf diese
Weise wurde der Hsp70-3-UTR und eine polyadenylierte Kontroll-RNA, die zu Beginn des
Experimentes mit jeder RNA-Probe vermischt wurde, unter Verwendung von radioaktiv
markierten Primern spezifisch amplifiziert, in einer denaturierenden PAGE aufgetrennt, und

die Lange der PCR-Produkte durch einen Phosphorlmager autoradiographisch dargestellt.

RNAI Kontrolle dCAF dCAF + dCCR4
Hitzeschock - ++ + + + 4+ +|- + 4+ + 4+ + + 4|~ ++ + + + + +
Erholung SR R | P |
M [nt]
- 404

& 309

HU
y Hi| |
' IHI” i i 242
| nli | ! -

123 45 6 7 8(9 101112 1314 15 16|17 18 19 2021 22 232425

PAT-Kontrolle:

L3pré (A, ) "'m

1 23 45 67 891011121314 1516 |17 18 1920 2122 23 24 25

M [nt]

- 210

™ 190

- 180

Abb. 3.4.4.1 PAT-assay aus RNAi-Zelen mit Hsp70-3'-UTR nach Hitzeschock. Luciferase-, CAF- oder
CAF+CCR4-RNAi-Z€ellen wurden nach einem 36°C-Hitzeschock von 30 min zu unterschiedlichen Zeiten der
Erholung (0O, 30, 75, 120, 165, 210, 315 min) geerntet und die RNA isoliert. Je 3 ug RNA wurden mit 1 ng
L 3pra(Aq10)- Transkript versetzt. In einem PAT-assay wurden cDNAS synthetisiert. Mit 1 pl als template wurden
in einer anschlief3enden PCR-Reaktion mit den radioaktiv markierten Primern hsp70 Sal und Oligo(dT)-anchor-
Primer die Hsp70-3"-UTR inklusive der Poly(A)-Schwénze amplifiziert. Als Kontrolle fir das Experiment
wurden auferdem mit den radioaktiv markierten Primern L3préstart und Oligo(dT)-anchor L3préa(Aq)
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf zwel 10 % denaturierenden Polyacrylamidgelen aufgetrennt und
durch den Phosphorlmager autoradi ographisch dargestellt und quantifiziert.
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Wenn die Zellen keinem Hitzeschock unterzogen wurden, war kein Hsp70-PCR-Produkt
nachweisbar, unabhangig davon ob in den Zellen der CCR4/NOT-Komplex vorhanden war
oder nicht (Abb. 3.4.4.1 Spuren 1, 9, 17). Das Ausschalten von dCAF reichte nicht aus,
polyadenylierte Hp70-mRNA in den Zellen nachweisbar zu machen. Dieses hétte durch
einen verminderten Abbau und eine dadurch bedingte Akkumulation der wenigen Transkripte,
die unter normalen Bedingungen gebildet werden, erreicht werden konnen.

Betrachtet man die Lange der frisch synthetisierten Poly(A)-Schwanze, stellt man fest, dass
diese direkt nach dem Hitzeschock eine maximale Lange von ca. 180 Nukleotiden hatten und
die Langenverteilung in alen drei gemessenen Proben gleich war, unabhangig vom RNAI-
Experiment (Spuren 2, 10, 18). Ein Unterschied zwischen den einzelnen Proben zeigte sich
erst wahrend der Erholungsphase. Wahrend die Poly(A)-Schwéanze der Transkripte aus den
Kontrollzellen schnell abgebaut wurden, war die Deadenylierungsrate bei den Transkripten
aus den dCAF- und den dCAF+dCCR4-RNAi-Zellen stark verlangsamt, wobel der Effekt im
Doppel-RNAIi-Experiment noch etwas starker war. Schon nach 30 min war ein Grof¥eil der
Poly(A)-Schwanze der Transkripte aus den Kontrollzellen abgebaut, wahrend die Poly(A)-
Schwanze aus den dCAF-RNAI-Zelen nur leicht verkirzt waren (Spuren 3, 11, 19). Diese
Verkirzung der Poly(A)-Schwénze scheint auch im weiteren Verlauf der Erholung in den
dCAF-RNAI-Z€llen nur sehr langsam zu sein oder sogar zu stagnieren (Spuren 12-16). In den
Kontrollzellen war nach 165 min Erholung kaum noch polyadenyliertes Hsp70-Transkript
nachweisbar (Spuren 6-8). Wahrscheinlich wurden die Proben der 75 min- und der 120 min-
Zeitpunkte der Kontrollzellen bei der Prgparation der RNA vertauscht. Anders ist ein
plotzliches Ansteigen der Poly(A)-Schwanzldnge nicht zu erkléaren (Spuren 4 und 5), da
dieses Phdanomen in weiteren Experimenten nicht zu beobachten war.

Im Gegensatz zum Hsp70-Transkript konnte in allen Ansdtzen etwa die gleiche Menge
Kontroll-PCR-Produkt der erwarteten Lange von ca. 200 Nukleotiden amplifiziert werden. Da
zu Beginn des Experimentes jeweils die gleiche Menge Kontroll-RNA mit der RNA der
einzelnen RNAI-Experimente vermischt wurde, kann man davon ausgehen, dass die
Unterschiede in der Menge des Hsp70-PCR-Produktes nicht auf eilnen experimentellen Fehler
zurlickzuftihren sind. Die leichten Unterschiede in der Menge des Kontroll-PCR-Produktes
spiegeln die experimentell bedingte Varianz der PCR-Ergebnisse wieder.

Dieses Experiment zeigte, dass der CAF/CCR4/NOT-Komplex in vivo an der Deadenylierung
von Hsp70-mRNA wéhrend der Erholung nach einem Hitzeschock beteiligt ist. Es bleibt zu

Uberprifen, ob auch weitere mMRNAS spezifisch durch ihn deadenyliert werden.
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Um zu Uberprifen, ob die verlangerten Poly(A)-Schwanze tatséchlich durch eine
Verminderung der Deadenylierungsrate und nicht durch eine Induktion der Transkription
zustande kommen, wurde der Hitzeschock in Gegenwart von Actinomycin D durchgefihrt.
Actinomycin D ist ein wirksamer Inhibitor der Transkription. Es interkaliert mit seinem
planaren Phenoxazonanteil in die DNA-Doppelhelix und bindet mit den zwel zyklischen
Polypeptidketten in die kleine Furche der DNA. Diese Interkalation macht die DNA zu einem
schlechten template fur die RNA-Polymerase (Stryer, 1995).

S2-Zellen wurden mit CAF1-dsRNA oder mit Luciferase-dsRNA behandelt. Nach vier Tagen
wurden die Zellen in An- oder Abwesenheit von ActinomycinD einem Hitzeschock
unterzogen. Die Gesamt-RNA wurde direkt nach dem Hitzeschock oder nach verschieden
langen Zeiten der Erholung prépariert. Uber eine RT-PCR mit spezifischen, radioaktiv
markierten Primern wurden der Hsp70-3-UTR inklusive seiner Poly(A)-Schwanze
amplifiziert, auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch den
Phosphorlmager autoradiographisch dargestellt.

RNAI Kontrolle dCAF
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Abb. 3.4.4.2 Untersuchung des Einflusses von Actinomycin D auf die Poly(A)-Schwénze der Hgp70-mRNA
nach Hitzeschock durch den PAT-assay. Je 3 ug RNA aus Luciferase- oder CAF-RNAi-Zéllen, die zu
unterschiedlichen Zeiten der Erholung (0, 30, 60, 90, 150 min) von einem 35,5°C-Hitzeschock von 30 min, der
in An- oder Abwesenheit von 5 pg/ml Actinomycin D durchgefiihrt wurde, geerntet worden sind, wurden mit
Oligo(dT)-Primer und Oligo(dT)-anchor-Primer versetzt. In einem PAT-Assay wurden in einer reversen
Transkription cDNAs synthetisiert. Mit 1 pl astemplate wurden in einer anschlief3enden PCR-Reaktion mit den
radioaktiv markierten Primern hsp70 Sa und Oligo(dT)-anchor die Hsp70-3"-UTR inklusive der Poly(A)-
Schwéanze amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf einem 10 % denaturierenden Polyacrylamidgel
aufgetrennt und autoradiographisch durch den Phosphorimager dargestellt. Actinomycin D +1: Actinomycin D-
Zugabe 5 min vor dem Hitzeschock; +2: Actinomycin D-Zugabe unmittelbar bei Hitzeschock.
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Wenn kein Hitzeschock stattgefunden hatte, war kein polyadenyliertes hsp70-Transkript
nachzuweisen (Spuren 1 und 14). Wurde 5 min vor dem Hitzeschock (Spuren 2 und 15) oder
direkt mit dem Hitzeschock (Spuren 3 und 16) 5pug/ml Actinomycin D in das Medium
gegeben, konnte ebenfalls zum Ende des Hitzeschocks kein polyadenyliertes Hsp70-
Transkript nachgewiesen werden. Actinomycin D zeigte sich somit als schnell wirkender
Inhibitor der RNA-Neusynthese. Ohne Actinomycin D-Zusatz wahrend des Hitzeschocks
konnte sowohl in den Kontrollzellen als auch in den dCAF1-RNAi-Zellen polyadenylierte
Hsp70-RNA nachgewiesen werden (Spuren 5 und 17). Die Poly(A)-Schwéanze hatten eine
maximale Lange von ca 250 Nukleotiden. In den CAF-RNAi-Zellen war die
Langenverteilung zugunsten der langeren Poly(A)-Schwénze verschoben. Wie bereits
beschrieben, ist die Rate der Deadenylierung wéhrend der Erholung bel den CAF-RNAI-
Zellen stark verlangsamt. Nach 30 min Erholung war bei den Kontrollzellen ohne
Actinomycin D-Behandlung kaum noch polyadenyliertes Hsp70-Transkript nachzuweisen
(Spur 6) und nach 120 min fast der Zustand vor dem Hitzeschock erreicht (Spur 9). Bel den
CAF-RNAI-Zellen dagegen war nach 120 min Erholung noch polyadenylierte Hsp70-mRNA
nachweisbar (Spur 21). Der Unterschied in der Rate der Deadenylierung zwischen den CAF-
RNAI- und den Kontroll-Zellen wird also nicht vom Zusatz von Actinomycin D beeinflusst,
d.h. er ist nicht auf eine Neusynthese zurtickzufiihren. Der Unterschied zwischen den beiden

Kulturen war in Anwesenheit von Actinomycin D sogar deutlicher.

3.5 Untersuchungen zur Deadenylierung in S2-Zellen nach Hitzeschock

3.5.1 Hitzeschock vermindert die deadenylierende Aktivitat
cytoplasmatischen S2-Extraktes
Wahrend des Hitzeschocks sind die mRNAS, die fir Hitzeschockproteine kodieren, besonders
stabil. Im Fall von Hsp70 ist eine starke Herabsetzung der Deadenylierung der Hsp70-mRNA
dafur verantwortlich. Auch weitere mRNAs, wie z. B. c-myc und c-fos werden im
Hitzeschock stabilisiert. Daher sollte untersucht werden, ob in Zellen, die einem starken
Hitzeschock ausgesetzt waren, die deadenylierende Aktivitdt generell reduziert ist. Im
folgenden Experiment wurde in vitro die deadenylierende Aktivitét eines cytoplasmatischen
S2-Zellextraktes, der aus Zellen gewonnen wurde, die einem starken Hitzeschock (37°C fir
2 h) ausgesetzt waren (2.2.14.2), mit der eines Extraktes aus unbehandelten Zellen verglichen.
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Dazu wurde in vitro transkribierte und polyadenylierte Hsp70-3-UTR 2.2.20.2) mit gleichen
Mengen Extrakt bel RT inkubiert und die Deadenylierung zu verschiedenen Zeitpunkten
untersucht (2.2.21.2).

25°C-CXT 37°C-CXT

0 15 3045 60 0 15 30 45 60 Zeit [min.]

Hsp70-3"1UTR (A) 140

Hsp70-31UTR (A),

Abb. 3.5.1.1 Kinetik der Deadenylierung von polyadenyliertem hsp70-3"-UTR durch CXT aus S2-Zellen, die
einem Hitzeschock von 2 h bei 37°C unterzogen wurden, und aus nicht behandelten Zellen. Fir jede Kinetik
wurde eine 275 pl-Reaktion mit 0,4 nM radioaktiv markierten, polyadenylierten Transkripten in Standard-
Deadenylierungspuffer auf Eis gemischt. Nach Zugabe von 11 pl Extrakt wurden 50 pl as t=0 enthommen und
die Reaktionen durch Transfer auf 30°C gestartet. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden weitere Aliquots
entnommen und abgestoppt. Die Produkte der Resktion wurden in einem 5%-igen denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch mit dem Phosphorimager dargestellt. Die Position des
Substrates und des vollsténdig deadenylierten Produktes ist gekennzeichnet.

Der polyadenylierte Hsp70-3' -UTR wurde bel Inkubation mit cytoplasmatischem Extrakt aus
unbehandelten S2-Zellen abgebaut. Es war eine Reduktion der Substratbande zu beobachten.
Nach 15 min konnte das Auftreten einer schwachen Bande in Hohe des vollstandig
deadenylierten Substrates beobachtet werden. Da keine Akkumulation des Produktes Uber die
Zeit erfolgte, kann man davon ausgehen, dass noch weitere Nukleasen im Extrakt vorhanden
waren, die die 3'-UTR weiter degradierten. Bei der Inkubation mit CXT aus hitzebehandelten
Zellen war nur eine leichte Verkirzung des Substrates zu beobachten. Es war kein Auftreten
einer vollstandig deadenylierten RNA nachweisbar.

Aufféllig ist, dass nicht nur die Deadenylierung, sondern auch andere Nukleasen durch den
Hitzeschock scheinbar inhibiert wurden, da kein Abbau stattfand. Wenn man davon ausgeht,
dass die Deadenylierung auch in Drosophila-Zellen der erste Schritt beim Abbau von mRNA

ist, wére diese Beobachtung zu erkléren.
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3.5.2 Eine weitere Nuklease wird in S2-Zellen durch Hitzeschock induziert

Cytoplasmatischer Extrakt aus Zellen, die einem Hitzeschock unterzogen wurden, zeigte eine
verminderte deadenylierende Aktivitdt. Diese ist nicht mit einer Reduktion von CAF1- und
CCR4-Protein im Extrakt zu erkldren. Die Mengen im Hitzeschock-CXT (= 37°C-CXT) sind
vergleichbar mit denen aus 25°C-CXT (Siehe unten Western Blot).

Um zu untersuchen, ob die verminderte deadenylierende Aktivitdt eines Hitzeschock-
Extraktes vielleicht auf eine verminderte Aktivitdt des CCR4/NOT-Komplexes
zurlickzuftihren ist, wurde eine bei 25°C kultivierte S2-Suspensionskultur geteilt. Eine Halfte
wurde weiter bei 25°C inkubiert, die andere wurde einem zweistiindigen 37°C-Hitzeschock
ausgesetzt. Nach dem Ernten und dem Zellaufschluss wurden beide Extrakte (2.2.14.2)
nacheinander Uber eine DEAE-Sepharose-Saule fraktioniert (2.2.14.3). Gleiche Mengen der
Fraktionen wurden in einem Western blot auf dCAF1 und dCCR4 untersucht (2.2.16) und die
deadenylierende Aktivité Uber einen TCA-Fallungsexperiment mit markiertem Poly(A) als
Substrat bestimmt (2.2.21.1).

Bezliglich der Absorption bei 280 nm sahen beide Profile nahezu identisch aus. Sie waren nur
um drel Fraktionen gegeneinander verschoben. Dieses lag an dem spéter beginnenden KCl-
Anstieg bel der Fraktionierung des 25°C-CXT. Die Aktivitétsprofile der Saulen unterschieden
sich jedoch deutlich voneinander. Wie schon vorher auf polyadenylierter RNA beobachtet
(vgl. 3.5.1), besallen die auf die Sdule aufgetragenen cytoplasmatischen Extrakte auch auf
Poly(A) unterschiedliche Aktivitét. Der CXT aus normalen Zellen war ca. 10-fach aktiver as
der CXT aus hitzebehandelten Zellen. Auch bel dieser Fraktionierung des 25°C-CXT fand
sich rund die Halfte der Aktivité im Durchfluss und Waschschritt wieder. Im Gegensatz dazu
war die Aktivitét, die bel der Fraktionierung des 37°C-CXT nicht an die Saule gebunden
hatte, deutlich hoher als die der 25°C-CXT-Fraktionierung. Bel beiden Fraktionierungen war
trotz des flachen Salzgradienten im Gegensatz zu Abb. 3.3.5.1 nur je ein Aktivitétsmaximum
in den Fraktionen des Gradienten zu verzeichnen. Die maximale Aktivitdt der 25°C-CXT-
Fraktionierung eluierte bel ca. 150 mM KCl in der Fraktion 16, die der 37°C-CXT-
Fraktionierung schon bel ca. 70 mM KCI in der Fraktion 7. Die KCI-Konzentrationen, bei
denen diese beiden Aktivitéten eluierten, entsprachen etwa denen der vorher beschriebenen

Fraktionierung (siehe 3.3.5), nur, dass beide Aktivitaten in einem Extrakt vorhanden waren.
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Abb. 3.5.2.1 Profil der Fraktionierung von A: S2-25°C-CXT und B: 37°C-CXT Uber DEAE-Sepharose. Fir das
Aktivitatsprofil wurden in 50 pl-Resaktionen 1 pg Poly(A) mit je 1 ul der zu testenden Fraktion gemischt, bei
30°C inkubiert und nach 10 min durch eine TCA-Falung gestoppt. Die Radioaktivitdt im Uberstand wurde
gemessen und die Menge an entstandenem AMP berechnet. Die Aktivitat der Fraktionen ist auf das
Gesamtvolumen bezogen. Neben dem Aktivitatsprofil (grau) ist das Profil der A,g (blau), die KCI-
Konzentration (rot) und das Inhibitorprofil (griin) aufgetragen. Die inhibitorische Wirkung wurde in einem in
3.6.1 beschriebenen Experiment ermittelt. Die Detektierbarkeit von dCAF1 und dCCR4 im C: Western blot: Je
15 pl der Fraktionen wurden in einer 10 %SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembran Ubertragen und
mit CCR4-Antiserum oder mit affinitétsgereinigtem aCAF1-Antikorper inkubiert.
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Bezliglich der Absorption bei 280 nm sahen beide Profile nahezu identisch aus. Sie waren nur
um drel Fraktionen gegeneinander verschoben. Dieses lag an dem spéter beginnenden KCl-
Anstieg bel der Fraktionierung des 25°C-CXT. Die Aktivitétsprofile der Saulen unterschieden
sich jedoch deutlich voneinander. Wie schon vorher auf polyadenylierter RNA beobachtet
(vgl. 3.5.1), besallen die auf die Sdule aufgetragenen cytoplasmatischen Extrakte auch auf
Poly(A) unterschiedliche Aktivitét. Der CXT aus normalen Zellen war ca. 10-fach aktiver as
der CXT aus hitzebehandelten Zellen. Auch bel dieser Fraktionierung des 25°C-CXT fand
sich rund die Halfte der Aktivité im Durchfluss und Waschschritt wieder. Im Gegensatz dazu
war die Aktivitét, die bel der Fraktionierung des 37°C-CXT nicht an die Saule gebunden
hatte, deutlich hoher als die der 25°C-CXT-Fraktionierung. Bel beiden Fraktionierungen war
trotz des flachen Salzgradienten im Gegensatz zu Abb. 3.3.5.1 nur je ein Aktivitétsmaximum
in den Fraktionen des Gradienten zu verzeichnen. Die maximale Aktivitdt der 25°C-CXT-
Fraktionierung eluierte bel ca. 150 mM KCl in der Fraktion 16, die der 37°C-CXT-
Fraktionierung schon bel ca. 70 mM KCI in der Fraktion 7. Die KCI-Konzentrationen, bei
denen diese beiden Aktivitéten eluierten, entsprachen etwa denen der vorher beschriebenen
Fraktionierung (siehe 3.3.5), nur, dass beide Aktivitaten in einem Extrakt vorhanden waren.
Betrachtet man die Proteinanalyse der Fraktionen mittels Western blot, stellt man fest, dass
die Aktivitédt der 25°C-CXT-Fraktionierung eindeutig mit einem CCR4- und CAF-Signa
zusammentraf, die Aktivitét der 37°C-CXT-Fraktionierung jedoch nicht. CAF und CCR4 sind
auch im 37°C-CXT in dhnlichen Mengen wie im 25°C-CXT enthalten und eluieren in den
gleichen Fraktionen. Die Verschiebung der beiden Proteinmaxima gegeneinander scheint in
der Fraktionierung des 37°C-CXT deutlicher zu sein, alsin der des 25°C-CXT.

Tabelle 4: Vergleich der Aktivitdten der einzelnen Fraktionen der 25°C-und 37°C-DEAE-Sepharose-
Fraktionierungen gemessen im TCA-Falungsexperiment. Durchfluss: Durchflusss und Waschfraktionen;
Gradientenfraktionen: Summe der Aktivitéten, diein Fraktionen 1-40 gemessen wurden.

25°C-CXT 37°C-CXT
Fraktion Aktivitat [nmol AMP/min] | Aktivitat [nmol AMP/min]
CXT 1700 142,3
Durchfluss 1180 1813
Gradientenfraktionen 1100 2067

Die Gesamtaktivitdt Gber ale Fraktionen der DEAE-Saule war bel der Fraktionierung des
25°C-CXT um ca. 30% gegenuber der Aktivitéat des auf die Sdule gegebenen Extraktes
erhoht. Bel der Fraktionierung des 37°C-CXT dagegen gab es eine ca. 25-fache Steigerung
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der Aktivitédt der Fraktionen im Vergleich zu der des CXT. Auflerdem scheint die
CAF/CCR4-assoziierte Aktivitdt im Hitzeschock inhibiert und eine zweite deadenylierende
Aktivitét induziert zu werden. Die starke Steigerung der Aktivitét der Fraktionen gegentber
der des 37°C-CXT liefie sich durch das Abtrennen eines Inhibitors der , Hitzeschock-

Nuklease" wahrend der Fraktionierung erklaren.

3.6 Der 25°C- und der 37°C-CXT enthalten einen Inhibitor der
Deadenylierung
Die Aktivitét der Fraktionen der DEAE-Saule ist beim 37°C-CXT wesentlich hoher as die
des auf die Saule gegebenen Extraktes. Dieses Phdnomen lief3e sich durch das Abtrennen
eines Inhibitors auf der Saule erklaren (siehe oben). Bereits bei der ersten Fraktionierung von
S2-CXT Uber eine DEAE-Saule und Elution mit einem steilen Salzgradienten wurde die
Aktivitdt durch einen Inhibitor Uberlagert (siehe 3.3.2). Durch den Test der inhibitorischen
Eigenschaften der Fraktionen der DEAE-Saule auf die Fraktion mit der htéchsten Aktivitét
sollte untersucht werden, ob mdglicherweise die Menge an Inhibitor im 37°C-CXT im
Vergleich zum 25°C-CXT erhoht war oder ein zweiter Inhibitor im Hitzeschock aktiviert
wurde. Zunéchst wurde in einem TCA-Fallungsexperiment mit radioaktiv markiertem
Poly(A) die Aktivitat der Fraktion 7 der 37°C-CXT DEAE-Saule alein bestimmt. Im
Folgenden wurde diese Fraktion mit den in Abb. 3.5.2.1 angegebenen Fraktionen des
Durchflusses und des Gradienten inkubiert und wiederum die Menge an freigesetzter
saurelodlicher Radioaktivitat bestimmt. Die Aktivitét der Fraktion 7 allein wurde mit denen,

die mit Zusatz einer weiteren Fraktion erreicht wurden, verglichen.

Der Zusatz des 37°C-CXT sowie der Zusatz der Fraktionen 20-26 hatten eine deutliche
Reduktion der Aktivitat der Fraktion 7 zur Folge, wahrend bel Zusatz der Fraktionen 2-16
und des Durchflusses ungefdhr die aus den Einzelaktivitdten errechnete Gesamtaktivitét
erreicht wurde (Vergleich mit Abb. 3.5.2.1). Neben dem schon vorher beobachteten Inhibitor
scheint kein weiterer von der Aktivitét abgetrennt worden zu sein. Die gleiche Inhibierung der
Fraktion 7 konnte auch durch die entsprechenden Fraktionen der 25°C-CXT-Fraktionierung

erreicht werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.5.2.1. Test der Fraktionen der 37°C-CXT-DEAE-Fraktionierung auf Inhibitoraktivitét. Das Vielfache
einer 50 pl-Standard-Deadenylierungsreaktion wurde mit 2 pl Fraktion 7 der 37°C-CX T-Fraktionierung/50 pl in
Puffer gemischt, der Ansatz geteilt und jeweils 2 pl der zu testenden DEAE-Fraktion hinzugegeben. Die
Reaktion wurde durch Zusatz von 1 pg Poly(A)-Substrat und Transfer auf 30°C gestartet. Nach 10 min wurden
die Reaktionen durch eine TCA-Falung gestoppt, die Menge an Radioaktivitat im Uberstand gemessen und die
Menge an freigesetztem AMP/min errechnet. Die Aktivitét ist gegen die getestete Fraktion aufgetragen.

Im Folgenden wurde untersucht, wie viel der Fraktionen fir eine Hemmung eingesetzt werden
muss. Hierzu wurde die Fraktion 24 der DEAE-Saule stark verdinnt und zu der Fraktion 7
titriert. Die resultierende Aktivitdt wurde in einem TCA-F&llungsexperiment mit radioaktiv
markiertem Poly(A) gemessen. In dem Diagramm ist die Hemmung in Prozent gegen die

Menge an Inhibitor aufgetragen.
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Abb. 3.5.2.2 Titration der Inhibitorfraktion. Die Inhibitorfraktion 24 der Fraktionierung des 37°C-CXT wurde
1:100 in Deadenylierungspuffer verdinnt. Das Vielfache einer 50 pl-Standard-Deadenylierungsreaktion wurde
mit 1 pl Fraktion 6 der 37°C-CXT-Fraktionierung/50 pl in Puffer gemischt, der Ansatz geteilt und mit den
angegebenen Mengen der Inhibitorverdiinnung gemischt. Die Reaktionen wurden durch Zusatz von 1 ug
Poly(A)-Substrat und Transfer auf 30°C gestartet. Nach 10 min wurden sie durch eine TCA-Félung gestoppt,
die Radioaktivitéat im Uberstand gemessen und die Menge an freigesetztem AMP/min errechnet. Die Hemmung
ist in % gegen Menge an Inhibitor aufgetragen. Eine Hemmung von 100 % entspricht 0 pmol freigesetztem
AMP.
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Der Inhibitor war schon in sehr hohen Verdiinnungen aktiv. Bei einem Verhdtnis Fr. 24:Fr. 6
zwischen 1:20 und 1:400 war der Grad der Hemmung annéhernd linear zur Verdinnung und
betrug bei einer 1:50 Verdinnung ungefahr 50 %. Da die Konzentrationen des Inhibitors und
der Deadenylase nicht bekannt sind, kann nichts tber die Art der Inhibierung gesagt werden.

Um die Menge an Inhibitor in den Fraktionen der DEAE-Saulen (3.5.2) zu quantifizieren,
wurde das anfangliche Experiment nochmals sowohl fur die Fraktionierung des 37°C-CXT
als auch fur die des 25°C-CXT durchgefihrt. Der Inhibitor wurde in den Fraktionen mit
starker Hemmung in zwei Verdinnungen eingesetzt, so dass im linearen Bereich gemessen
werden konnte. Die entsprechenden Werte sind als (%) Hemmung pro pl Fraktion in Abb.
3.5.2.2 dargestellt. Die Inhibitoraktivitat war in den Fraktionen der 37°C-CXT-Fraktionierung
nicht erhdht im Vergleich zur Fraktionierung des 25°C-CXT, sondern fast um die Hélfte
niedriger. In beiden Saulen eluierte der Inhibitor ungeféhr bei den gleichen KCI-
Konzentrationen.

Da die Aktivitdten beider Extrakte durch die Inhibitoren beider Saulen wechselseitig
hemmbar waren, ist es wahrscheinlich, dass es sich in den beiden Extrakten um denselben
Inhibitor handelt. Eine Erklarung fur die Aktivitatssteigerung bei der Fraktionierung des
37°C-CXT konnte auf diese Weise nicht gefunden werden. Wéahrend die deadenylierende
Aktivitét des 37°C-CXT wahrscheinlich nicht von dem Inhibitor Uberlagert wurde, kann die
Aktivitét der CCR4/CAF-Nuklease bel der Fraktionierung eventuell unterschétzt worden sein,
da sich beide Maxima am Rande Uberlagerten.

3.6.1 Der Inhibitor ist spezifisch fur die Drosophila-3"-Exonukleasen

Die zwei bei der Fraktionierung von S2-CXT gefundenen Nukleasen lassen sich beide durch
Inhibitorfraktionen hemmen. Durch Inkubation mit rekombinantem PARN sollte die
Spezifitdt des Inhibitors untersucht werden. Die Inhibitorfraktion 24 der 37°C-CXT-
Fraktionierung wurde in steigenden Mengen mit der Fraktion 7 der 37°C-CXT-Fraktionierung
(3.5.2) oder rekombinantem PARN und radioaktivmarkierten Poly(A) inkubiert. Die Menge
an freigesetztem AMP wurde durch einen TCA-Fallungsexperiment ermittelt (2.2.21.1).
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Abb. 3.6.1.1 Einfluss der Inhibitorfraktion 24 auf die Aktivitdt von humanem PARN und der Peakfraktion der
37°C-CXT-Fraktionierung. In einem 50 pl-Standard-Deadenylierungsassay wurden je 2 pl der Fraktion 7 und
100 fmol rekombinanten hPARNs mit 1 pg Poly(A) und den angegebenen Mengen der Inhibitorfraktion 5 min
bei 30°C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch TCA-Zugabe gestoppt. Nach der TCA-Falung wurde die
Radioaktivitat im Uberstand gemessen und die Menge an freigesetztem AMP bestimmt. Die Aktivitdt ist in
Abhangigkeit des Volumens der Inhibitorfraktion aufgetragen.

Der Zusatz von kleinen Mengen (0,5 pl) des Inhibitors zu der Drosophilanuklease hatte deren
vollstdndige Hemmung zur Folge. Die gemessene Aktivitét entsprach der der Inhibitorfraktion
aleine. PARN lief3 sich selbst mit relativ hohen Mengen der Inhibitorfraktion nicht hemmen,
obwohl auch hier die gemessene Aktivitdt nicht der Summe der Aktivitdt der
Einzelexperimente entsprach, sondern geringer war. Die Aktivitét blieb weitestgehend
konstant, unabhangig von der Inhibitormenge.

Welil die Inhibierung spezifisch fir die beiden Drosophila-Nukleasen war, lasst sich fast
ausschlief3en, dass es sich um eine unspezifische Hemmung durch ein Poly(A)-bindendes
Protein handelt, oder durch RNAS, die mit dem radioaktiv markierten Substrat konkurrieren
konnten. Ob es sich bei dem Inhibitor um ein Protein handelt, ist bisher nicht bekannt. Nach
einer Inkubation der 1:100 verdinnten Fraktion von 15 min bei 95°C, sank die Aktivitat nur

um etwa 50%. Es konnte sich also um ein sehr hitzestabiles Protein handeln.

3.7 Beide Poly(A)-abbauende Enzyme besitzen 3"-Exonukleaseaktivitat

Bel der Fraktionierung von cytoplasmatischem Extrakt, der aus S2-Zellen gewonnen wurde,
die einem schweren Hitzeschock von 2 h bei 37°C unterzogen worden waren, lief3 sich eine
Nukleaseaktivitét nachweisen, die nicht mit dem CCR4/NOT-Komplex assoziiert war (3.5.2).
Der Nachwels der Aktivitét erfolgte durch Abbau von homogen markiertem Poly(A) und
Messung des freigesetzten AMP. Mit dieser Methode l&sst sich nicht klaren, ob der Abbau
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endo- oder exonukleolytisch erfolgt. Diese Frage sollte durch die Inkubation der aktiven
Fraktionen der DEAE-Saulen mit polyadenylierter und mit einem 5°-cap versehener RNA, die
in ihrem Nicht-Poly(A)-Anteil radioaktiv markiert war 2.2.20.2), nachgewiesen werden. In
den Aktivitétstest wurden gleiche Aktivitdétssmengen eingesetzt. Die Produkte der Reaktion
wurden auf einem Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt und Uber einen Phosphorlmager
dargestellt.

Fraktion 7 Fraktion 16

+ - Hitzeschock

0 1 2 51020 0 1 2 5 10 20 Zeit[minl]
[nt] M

22 W Wiy VGC(A 00)

190

160
147 - T VGC(A,)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 3.6.1.1 Kinetik der Deadenylierung von vGC-RNA durch Fraktion 7 der Fraktionierung des 37°C-CXT und
Fraktion 16 der 26°C-CXT-Fraktionierung. 0,66 pl Fraktion 7 bzw. 1 pl der Fraktion 16 wurden in einer 20 pl-
Resktion in Standard-Deadenylierungspuffer (2.2.21.1) mit 2 pmol polyadenylierter vGC-RNA und 10U
RNasin auf Eis gemischt. Sofort nach Enzymzugabe wurden 3 pl entnommen und in 5 pl Formamid-L adepuffer
abgestoppt. Die Inkubation wurde durch Transfer auf 30°C gestartet und zu den angegebenen Zeitpunkten
Aliquots entnommen und ebenfalls in Ladepuffer abgestoppt. Die RNA wurde auf einem 5 %-igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. In Spur 1 ist ein Standard aufgetragen.

Die eingesetzte RNA besal3 zu Beginn der Reaktion einen Poly(A)-Schwanz von etwa 100
Nukleotiden (Spuren 2 und 8). Im Verlauf der Inkubation mit den Fraktionen nahm die
Menge an Substrat kontinuierlich ab, wahrend schon nach einer Minute Reaktionszeit das
Auftreten einer Bande bei ca. 145 Nukleotiden beobachtet werden konnte, welche der
vollstandig deadenylierten RNA entspricht. Nach 5 Minuten Reaktionszeit war bereits der
Grof¥teil der polyadenylierten RNA abgebaut (Spuren 5 und 11).

Die Reaktionen scheinen keinem einheitlichen Reaktionsmechanismus zu folgen; schon zu
sehr frihen Zeitpunkten war vollstandig deadenylierte RNA zu sehen, was auf eine prozessiv
verlaufende Reaktion hinweist. Auf der anderen Seite waren Zwischenprodukte der
Deadenylierung zu erkennen, die im Laufe der Zeit verkirzt wurden und als Schmier
zwischen 220 und 150 Nukleotiden zu sehen war. Dieses entsprache eher einer distributiven
Reaktionsweise. Ein Unterschied zwischen den beiden Enzymen konnte nicht festgestellt

werden.
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3.8 Die zwei Deadenylasen besitzen unterschiedliche Eigenschaften

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl die CAF/CCR4-assoziierte Nuklease als auch
die ,Hitzeschock-Nuklease” 3'-Exonukleaseaktivitdt besitzen, sollten diese beiden
Aktivitéten hinsichtlich einiger Reaktionsparameter untersucht werden. Es wurde die
Aktivitdt in Abhangigkeit von der Mg?*-K onzentration und der KCI-Konzentration sowie die
Aktivierbarkeit durch Spermidin untersucht. In unterschiedlichen TCA-Falungsexperimenten
wurden die beiden Fraktionen mit der grofdten Aktivitat mit radioaktiv markiertem Poly(A)
inkubiert (2.2.21.1) und nach der Reaktion die Menge an entstandenem TCA-l6slichen AMP

ermittelt (Abb. 3.6.1.1).
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Abb. 3.6.1.1 Bestimmung der Mg**- und KCI-Optima und der Aktivierbarkeit durch Spermidin der beiden
Deadenylasen. Je 0,66 pl Fraktion 7 (37°C-CXT-Fraktionierung) bzw. 1yl Fraktion 16 (25°C-CXT-
Fraktionierung) wurden in 50 pl Deadenylierungspuffer mit 1 pug Poly(A) 10 min inkubiert. Die Reaktionen
wurden als Viefaches, ohne die zu testende Substanz, auf Eis gemischt, der Ansatz geteilt, die entsprechende
Menge an MgAc, KCI oder Spermidin hinzugefiigt und die Resaktion durch Transfer auf 30°C gestartet. Nach
einer TCA-Fallung wurde die Radioaktivitdt im Uberstand der Fallung bestimmt und die Menge an freigesetztem
AMP berechnet. Die Menge an freigesetztem AMP/min/ml Fraktion ist gegen die Konzentration der getesteten
Substanz aufgetragen.

Zur Ermittlung der fir die Reaktionen optimalen Magnesiumkonzentrationen wurden
Magnesiumacetatkonzentrationen zwischen 0 und 5 mM eingesetzt. Beide Enzyme waren

ohne Zusatz von Magnesium inaktiv. Sie unterschieden sich sehr in ihrem Magnesium-
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abhangigen Aktivitatsprofil; die CAF/CCR4-assoziierte Nuklease hatte ein breites Optimum
zwischen 0,5 mM und 2 mM Magnesium, wahrend die , Hitzeschock-Nuklease” bei Zusatz
von 05 mM Magnesium sehr aktiviert wurde, und Zusatz hoherer Konzentrationen die
Aktivitét wieder reduzierte.

Neben dem Magnesiumoptimum sollte auch das KCI-Optimum fir die beiden Enzyme im
Bereich zwischen 0 und 400 mM untersucht werden. Ohne zusétzliches Salz wurden durch
den Zusatz der Proteinfraktionen ungeféahr 2 mM KCl im Reaktionsansatz erreicht. Bei diesen
Konzentrationen waren beide Nukleasen fast inaktiv. Die Aktivitéat der CAF/CCR4-Nuklease
stieg fast linear mit Erh6hung der KCI-Konzentration bis 100 mM und sank wiederum fast
linear bei weiterer Erhdhung der Salzkonzentration. Die ,Hitzeschock-Nuklease® dagegen
war bis zu 100 MM KCI fast vollig inaktiv. Eine Erhdhung der KCl-Konzentration auf
150 mM-200 mM bewirkte eine maximale Aktivierung der Nuklease. Auch hier fihrte eine

weitere Erhdhung der KCl-Konzentration zu einer Abnahme der Aktivitét.

In Gegenwart von KCl lasst sich die humane Deadenylase PARN durch Zusatz von
Spermidin stimulieren und ist nur mit Spermidin aktiver als mit KCI (Kdrner and Wahle,
1997). Auch die Hefe-Deadenylase PAN2/PAN3 l&sst sich in Abwesenheit von Pablp durch
Zugabe von Spermidin effizient stimulieren (Sachs and Deardorff, 1992). Dieses sollte auch
fur die beiden Drosophila-Deadenylasen untersucht werden. Die Aktivitdt wurde in
Gegenwart von 150 mM KCl und Spermidinkonzentrationen zwischen O und 5mM
gemessen. Der Zusatz von Spermidin hatte auf die Aktivitdt der CAF/CCR4-assoziierten
Nuklease keinen stimulierenden Effekt. Die Aktivitéat der ,Hitzeschock-Nuklease” lief3 sich
durch den Zusatz von Spermidin stimulieren. Bel Zusatz von 2mM Spermidin verdoppelte
sich die Aktivitét.

Bel den beiden gefundenen Aktivitéten handelt es sich also um unterschiedliche Enzyme, die
sich in den bendtigten Reaktionsbedingungen stark voneinander unterscheiden. Es bleibt zu
untersuchen, welches Enzym oder welcher Enzymkomplex fir die Hitzeschock-Aktivitét

verantwortlich ist, und wie die Induktion der Expression in der Zelle reguliert wird.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung des CCR4/NOT-Komplexes, bzw. zweier
seiner Komponenten, Pop2p (=Caf1p) und Ccr4p fir die Deadenylierung von mRNAs sowohl
in S cerevisiae as auch in D. melanogaster untersucht. Wahrend diese Arbeit entstand,
publizierten Tucker et.al. und Daugeronetal., dass der CCR4/NOT-Komplex die
vorherrschende Nuklease in S cerevisiae darstellt und fur die Deadenylierung von mRNAS
verantwortlichist (Daugeron et al., 2001; Tucker et a., 2002). Ihre Ergebnisse deckten sich

im Wesentlichen mit den hier in der Arbeit dargestellten.

4.1 Der CCR4/NOT-Komplex aus S. cerevisiae

Pop2p (=Caflp) ist in S. cerevisiae das Protein mit der besten Homologie zu der aus Saugern
gereinigten Poly(A)-spezifischen Nuklease PARN (Daugeron et al., 2001). Deswegen wurde
untersucht, ob Pop2p in die Deadenylierung involviert ist.

Pop2p ist ein Bestandteil des CCR4/NOT-K omplexes. Dieser wurde bisher als Regulator der
Transkription beschrieben (siehe Einleitung). Erst vor kurzem wurde er als die wesentliche
deadenylierende Aktivitdt in S cerevisiae identifiziert. Zwei der neun Hauptkomponenten,
Pop2p (=Caflp) und Ccrdp besitzen Nukleasedoménen und kénnten somit die eigentliche
katalytische Aktivitét darstellen (Dupressoir et al., 2001; Moser et a., 1997).

4.1.1 Die Rolle von Pop2p im CCR4/NOT-Komplex

Zunéchst wurde untersucht, welcher Phanotyp durch die pop2-Deletion hervorgerufen wird.
Nach dem Ersetzen des Gens in zwei haploiden Hefestdmmen durch eine Kan-Kassette war
das Wachstum der Mutanten stark vermindert (3.1.1). Dieser Phanotyp wurde bereits 1992 fir
eine pop2-Deletion beschrieben (Sakai et a., 1992). In den pop2?-Stdmmen (=PGK promotor
directed overproduction) wurde eine fehlende Glucose-Derepression beobachtet, d.h.
Genexpression, die normaerweise durch die Anwesenheit von Glukose im Medium
ausgeschaltet wird, blieb weiter aktiv (Sakai et al., 1992). AulRerdem waren die homozygoten
diploiden Zellen sporulationsunfahig. In dieser Arbeit wurde bereits beschrieben, dass die
steady-state-Konzentration des PGK-Genproduktes in pop2?-Stammen in der stationdren
Wachstumsphase 5-10 fach erhoht war, wahrend die Konzentration der URA3-mRNA
unverdndert blieb. Die Autoren zogen daraus zwel mogliche Schllsse, namlich dass entweder

die Transkription erhdht war, oder dass die mRNA in den Deletionsstdmmen stabiler war.
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Um der Frage nachzugehen, ob die in pop2?-Stdmmen beobachtete erhdhte Transkriptmenge
auf eine erhohte mMRNA-Stabilitét als Folge verminderter Deadenylierung zurtickzufihren ist,
wurde die steady-state-Poly(A)-Schwanzlange in den haploiden Hefen wéhrend der
logarithmischen Wachstumsphase untersucht (3.1.2). Es wurde eine Erhéhung der Poly(A)-
Menge in den pop2?-Stammen sowie eine leichte Verlangerung der Poly(A)-Schwénze
beobachtet. Die Poly(A)-Schwénze haben in Wildtyp-Stammen eine Lange zwischen 12 und
75 Nukleotiden (Decker and Parker, 1993). In pop2?-Stammen wurden dagegen auch
Poly(A)-Schwanze von mehr als 90 Nukleotiden Lénge beobachtet. Tucker et al. konnten
durch transkriptionale pulse-chase-Experimente zeigen, dass auch die Rate der
Deadenylierung von PGK- und MFA- Reporter-mRNAS in pop2? -Stdmmen gegenlber dem
Wildtyp verlangsamt ist (Tucker et al., 2002). Eine Verlangerung der Poly(A)-Schwénze
konnte auch bel der Untersuchung der Deadenylierung einer MFA-Reporter-mRNA in vivo
beobachtet werden (Daugeron et al., 2001). Eine ccr4-Deletion zeigt den gleichen Phanotyp
wie die pop2-Deletion. Auch bel einer Deletion beider Gene kann noch
Deadenylierungsaktivitét in vivo beobachtet werden. Die restliche Deadenylaseaktivitét wird
wahrscheinlich durch den PAN-Komplex hervorgerufen. Eine gleichzeitige Deletion von
CCR4 und PANZ2 verhinderte die Deadenylierung in vivo komplett (Tucker et a., 2002).

Wie bereits oben erwahnt, ist Pop2p ein Mitglied der RNAse D-Familie der Exonukleasen. Es
wurde durch BLAST-Analysen gegen hPARN identifiziert (Daugeron et al., 2001). Die
katalytischen Aminosauren der drei sogenannten Exomotive umfassen einen Aspartatrest, der
von einem Glutamatrest gefolgt wird (D-X-E) im Exo-Motiv |, einen Aspartatrest im Exo-
Motiv 1l und im Exo-Motiv Ill einen Histidin- und einem Aspartatrest (H-X-X-X-X-D)
(Moser et a., 1997; Zuo and Deutscher, 2001). Im Pop2-Protein sind nur zwel der funf
katalytischen Aminosauren konserviert. Das Aspartat im Exo-Motiv | ist durch ein Serin
ersetzt. Die katalytischen Aminosduren des Exo-Motivs 111 scheinen ganz zu fehlen. Das Exo-
Motiv |l besitzt eine nicht-kanonische Sequenz, die fir Pop2p und die homologen Proteine
aus anderen Eukaryoten charakteristisch ist. Das S cerevisiae-Protein besitzt als einziges eine
sehr glutaminreiche, N-terminale Sequenz, die in keitnem Homolog vorhanden und fir die
Funktion entbehrlich ist (Shimizu-Yoshida et al., 1999). Pop2p konnte as N-terminal
verkirzte Variante in E.coli Uberexprimiert und gereinigt werden und zeigte eine
deadenylierende Aktivitdt in vitro (Daugeron et a., 2001). Erst kurzlich wurde die
Kristallstruktur der Exonukleasedoméne von Pop2p mit einer Auflésung von 2,3 A
aufgeklart. Die Struktur dhnelt sehr der Exonukleasedoméane der DNA-Polymerase | und der
Epsilon-Untereinheit der DNA-Polymerase I11 (Pol. I11e), obwohl die Sequenzidentitdt nur
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15-20 % betragt. 6 [>-Fatbléter bilden den Kern der Struktur, die von den 13 a-Helices
flankiert werden. In der Mitte entsteht so eine stark negativ geladene ,, Grube®, die das aktive
Zentrum darstellt. Aufgrund der Sequenzunterschiede im Exo-Motiv | ist die negative Ladung
im aktiven Zentrum geringer as bei Pol. llle. Es kbnnte daher sein, dass Pop2p nur ein Mg?*-
Atom bindet und nach einem anderen Katalysemechanismus arbeitet (Thore et al., 2003).

Die beiden in Pop2p enthaltenen katalytischen Aminosduren wurden mutiert und die
Auswirkung auf das Wachstum der Hefen sowie auf die Lange der Poly(A)-Schwanze
untersucht (3.1.7). Es stellte sich heraus, dass sich weder die Mutation eines der beiden Exo-
Motive noch die kombinierte Mutation beider Exo-Motive auf die Tellungsrate oder die
durchschnittliche Lange der Poly(A)-Schwanze auswirkte. In vitro war jedoch eine
Verminderung der Deadenylaseaktivitét des Proteins, das im Exo-Motiv [I mutiert war, zu
sehen (B. Seraphin, personliche Mitteilung). Auch im Zuge der Kristallisation von Pop2p
konnte gezeigt werden, dass das rekombinante N-termina verkirzte Protein Poly(A)-
spezifische Nukleaseaktivitét besitzt, die durch die Mutationen S44A und E46A im Exo-
Motiv | verloren geht (Thore et al., 2003).

Dadie in dieser Arbeit beschriebene Mutation in einem Wildtyp-Stamm und nicht in einem
ccr4?-Stamm durchgefuhrt wurde, ist vermutlich die Aktivitét von Ccrdp der Grund dafr,
dass die pop2-Mutation keine Auswirkung auf die in vivo-Poly(A)-Schwanzlénge hatte. Die
Untersuchungen in den Laboren von C. Denis und R. Parker zeigten ebenfalls, dass Ccrdp die
bedeutendere Nukleaseaktivitdt im CCR4/NOT-Komplex darstellt. Sie konnten zeigen, dass
der Komplex keine Aktivitét besal3, wenn er Uber FLAG-Pop2p aus einem ccr4?-Stamm
isoliert wurde (Tucker et a., 2001b). Weiterhin konnte der pop2?-Phénotyp durch POP2-
Gene, die Punktmutationen der Exo-Doméane trugen, komplementiert werden (Chen et al.,
2002). Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Ccr4p-Uberexpression in einem pop2?-Stamm den
Deadenylierungsendpunkt-Defekt, d.h. die langeren Poly(A)-Schwanze bei Ende der
Reaktion, supprimieren kann. Im entgegengesetzten Fall war dies nicht moéglich. Ebenso
konnte kein Unterschied in der Deadenylierungsrate zwischem einem aus wt-Zellen isolierten
FLAG-Ccrdp und einem aus pop2?-Zellen gereinigten FLAG-Ccrdp beobachtet werden
(Chen et a., 2002; Tucker et al., 2002). Rekombinant hergestelltes Ccrdp besitzt, wie
rekombinantes Pop2p, Deadenylaseaktivitét in vitro. Nach Mutation der oben erwahnten
katalytischen Reste war keine Aktivitdt mehr messbar (Chen et al., 2002; Tucker et al., 2002).
Fir die katalytische Aktivitéat von Ccrdp scheinen sowohl Pop2p als auch die Not-Proteine
entbehrlich zu sein (Tucker et al., 2002).



Diskussion 98

4.1.2 Die Deadenylierung von mRNA durch den CCR4/NOT-Komplex

Auch in vitro wurde die deadenylierende Aktivitdt des CCR4/NOT-Komplexes
nachgewiesen. Der mit Hilfe der TAP-tag-Methode (Puig et al., 2001b) gereinigte Komplex
zeigte sowohl auf reinem Poly(A) als auch auf polyadenylierter mRNA Nukleaseaktivitét
(3.1.4). Die Nuklease scheint dabei streng Poly(A)-spezifisch zu sein, was an der
Akkumulation der vollstandig deadenylierten 3-Globin-mRNA zu erkennenist (3.1.4). In vivo
wird die mRNA bis zu einer Lange von 10-12 Nukleotiden deadenyliert, bevor sie von
anderen Enzymen weiter vom 5-Ende her abgebaut wird (Decker and Parker, 1993). In
Zellen, in denen POP2 oder CCR4 deletiert sind, ist der Endpunkt der Deadenylierung in
Richtung der langeren Poly(A)-Schwanze verschoben. Die kirzesten Poly(A)-Schwéanze der
Reporter-mRNAs MFA2pG und pGK1pG waren 20-26 Nukleotide fir ccr4?- bzw.14-20
Nukleotide fur pop2?-Stamme (Tucker et a., 2001b). Diese nicht vollstandige
Deadenylierung in vivo lasst sich nicht durch die Spezifitét der Deadenylase begriinden, dasie
in vitro in der Lage ist, vollstandig deadenylierte RNA zu produzieren. Ein Grund fur die
verbleibenden kurzen Poly(A)-Schwénze in vivo kdnnte der weitere Abbau der Transkripte
vom 5°-Ende her sein. Wenn der Poly(A)-Schwanz auf eine Lange von ca. 12 Nukleotiden
verkirzt wurde, kann Pablp nicht mehr binden (Sachs et al., 1987) und die Inhibierung des
decapping durch Pablp (Caponigro and Parker, 1995; Decker and Parker, 1993; Muhlrad et
al., 1994) wird aufgehoben. Der weitere Abbau kann dann schnell vom 5”-Ende her erfolgen.
Das Produkt der Deadenylierungsresktion ist 5-AMP. Dieses konnte durch
diinnschichtchromatographische Analyse der Spaltprodukte ermittelt werden (3.1.5). Die
Spaltung erfolgt also hydrolytisch. Der Mechanismus ist wahrscheinlich gleich dem anderer
3"-5"-Exonukleasen. Wahrscheinlich wird Mg?* verwendet, um Wasser fiir einen Angriff auf
die Phosphodiesterbindung zu aktivieren. Das Produkt dieser Reaktion ist ein freles 3"-OH-
Ende und ein 5-Phosphat. Zu den Mg-abhangigen Nukleasen gehdren unter anderem die
RNasell aus E.coli, die fur mehr als 95 % der deadenylierenden Aktivitét in der Zelle
verantwortlich ist (Deutscher and Reuven, 1991), die humane PARN (Kdrner and Wahle,
1997) und verschiedene Untereinheiten des Exosoms wie z.B. Rrpdp und Rrp40p, das
RNAse II-Homologe Rrp44p oder das nukledre Rrp6p, das Homologie zur RNase D zeigt
(Mitchell et al., 1997; van Hoof and Parker, 1999). Da auch Pop2p in die Familie der
Nukleasen vom RNase D-Typ eingeordnet wurde, sind die Produkte mit einer durch Pop2p
katalysierte Reaktion konsistent (Moser et al., 1997).

Ccrdp, das zweite Protein, das fur die Katalyse verantwortlich sein kann, gehort ebenfalls in

eine Nukleasefamilie, die der Mg?*-abhéngigen Endonukleasen. Weitere Mitglieder dieser
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Familie sind die bovine DNase | (Suck and Oefner, 1986), Exonuclease |11 aus E. coli und das
humane APEL1 (Mol et al., 1995). Die beiden letzteren reparieren abasische Stellen in der
DNA und besitzen zudem noch 3'-Phosphodiesterase-Aktivitdt, 3 -Phosphomonoesterase-
Aktivitdt, RNaseH-Aktivitdt und eine 3"-5-Exonukleaseaktivitét (Barziley et al., 1995;
Gorman et a., 1997; Lucas et a., 1999; Nguyen et al., 2000). Auch Sphingomyelinasen und
I nositol-Polyphosphat-5"-Phosphatasen wurden vor kurzem as in diese Gruppe gehérend
identifiziert (Dlakic, 2000; Whisstock et al., 2000). Fir APEL ist der Reaktionsmechanismus
bekannt. Aminosaurereste aller finf konservierten Motive sind an der Katalyse beteiligt (Mol
et a., 2000; Wilson et al., 1997). Auch Ccrdp besitzt eine 3"-5"-Exoribonucl easeaktivitat und
eine ss-DNase-Aktivitat mit einer Praferenz fir Poly(A) as Substrat. Das Produkt ist auch
hier 5"-AMP. Punktmutationen in Resten der konservierten Motive inaktivieren das Enzym in
vivo. Nur die Mutation in Motiv 1V, das wahrscheinlich nur indirekt an der Katalyse beteiligt
ist, zeigt eine signifikante Restaktivitét (Chen et al., 2002; Tucker et al., 2002).

Ist Ccrdp auch in dem durch den TAP-tag isolierten CCR4/NOT-Komplex aktiv, sollte
einzelstrangige DNA ebenfalls als Substrat dienen kénnen. Da der isolierte Komplex sehr
instabil war und selbst bei Lagerung bel -80°C schnell an Aktivitdt verlor, war diese

Untersuchung nicht mehr moglich.

4.1.3 Der Einfluss von Pablp auf die Deadenylierungsreaktion

Pablp wurde bereits als Aktivator der Deadenylierung von mRNA in Hefe beschrieben, der
die Nuklease PAN stimuliert (Sachs and Deardorff, 1992). Ebenfalls wurde gezeigt, dass das
humane PABC1 die Nuklease PARN, die bel niedrigen Salzkonzentrationen in Abwesenheit
von Spermidin inaktiv ist, in vitro stimulieren kann. Das nukledre PABN1 war nicht in der
Lage PARN zu stimulieren (Kérner and Wahle, 1997). Bei anndhernd physiologischen
Salzkonzentrationen von 120 mM KAc wird PARN durch Zugabe von PABCL1 partiell
gehemmt. Dabei wird beim Abbau poladenylierter RNA ein charakteristisches Abbaumuster
produziert, dessen Intermediate sich um ca. 30 Nukleotide in ihrer L&nge unterscheiden, was
der Bedeckungslange eines PABC1-Molekiils auf Poly(A) entspricht (Korner et al., 1998).
Pablp inhibiert ebenfalls die Deadenylierung von mRNA in Xenopus-Oocyten (\Wormington
et a., 1996)

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch der CCR4/NOT-Komplex in vitro durch
rekombinantes Pablp inhibiert wird (3.1.6). Diese Beobachtung machten auch Tucker et al.
mit FLAG-tag-gereinigtem Ccr4p. Bei 10-fachem Uberschuss von Pablp uber Ccrdp war die
Deadenylierung signifikant verlangsamt (Tucker et al., 2002). Da die in dieser Arbeit
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verwendeten Konzentrationen des Komplexes nicht bekannt waren, kann leider kein
Vergleich der Effektivitdt der Hemmung gemacht werden. Wahrscheinlich ist das Verhéltnis
zwischen Pablp und Nuklease aber nicht relevant, sondern das Verhdltnis Pablp:RNA.
AulRerdem wurde gezeigt, dass fur eine Stimulierung von PARN die PABC1-Konzentration
nahe des Ky, fur die PABC1-Oligo(A)-Interaktion liegen muss (Korner and Wahle, 1997). Im
Gegensatz zu der Deadenylierung durch hPARN in Anwesenheit von PABC1 konnte bei der
Deadenylierung durch den CCR4/NOT-Komplex das charakteristische Muster an
Intermediaten nicht beobachtet werden, welches durch die Bindung von PABC1 an den
Poly(A)-Schwanz herriihrt. Auch Tucker et al. konnten dieses Muster nicht beobachten, so
dass es nicht nur durch die Bedeckung des Poly(A)-Schwanzes durch Pablp herrihren,

sondern spezifisch fur die entsprechende Nuklease sein kénnte.

4.2 Der CCR4/NOT-Komplex ist in hoheren Eukaryoten konserviert

Die Deadenylierung ist ein wichtiger Prozess bei der Regulation der mRNA-Stabilitdt. In
D. melanogaster wie auch in anderen hdheren Eukaryoten spielt sie auch eine wichtige Rolle
bei der Trandationsregulation in der Embryogenese, wo die Expression der maternalen
MRNASs Uber die Lange ihrer Poly(A)-Schwanze reguliert wird (Richter, 1996). In Xenopus-
Oocyten ist die Nuklease PARN fiur die Deadenylierung maternaler mRNASs verantwortlich
(Korner et al., 1998). In D. melanogaster wird z.B. die Deadenylierung der hunchback-
MRNA im posterioren Pol des Embryos durch die Proteine Nanos und Pumilio geférdert, was
eine verminderte Trandation der hunchback-mRNA im posterioren Pol zur Folge hat und eine
asymmetrische Verteilung des Proteinsim Embryo verursacht (Wreden et al., 1997).

Bidlang ist noch keine Deadenylase in D. melanogaster beschrieben worden. Nachdem die
Sequenzierung  des  Drosophila-Genoms  abgeschlossen  war,  wurden  Uber
Datenbankrecherchen Homologe zu PARN gesucht. Obwohl diese Nuklease nicht nur in
Saugern, sondern auch in S. pombe, C. elegans und A. thaliana Homologe zu haben scheint,
konnte in D.melanogaster keine entsprechende Sequenz gefunden werden. Uber
Datenbankrecherchen konnten jedoch Homologe zu acht der neun core-Komponenten des
CCR4/NOT-Komplexes, gefunden werden (3.2). Nur yCaf130p scheint kein Homolog in
D. melanogaster zu haben. Ein yCaf130-Homolog konnte auch in keinem anderen Genom
eines htheren Eukaryoten ausgemacht werde. Dagegen konnten in der Zwischenzeit
Homologe des CCR4/NOT-Komplexes auch im humanen Genom identifiziert werden (Albert
et a., 2000; Gavin et al., 2002). Zwischen den Drosophila- und den humanen Proteinen gibt

es eine grofRere Ahnlichkeit al's zwischen den Drosophila- und den Hefe-Proteinen.
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Im yPop2p-Homolog dCAF1 ist vor alem die Exonuklease-Doméne konserviert. Dem
Drosophila- wie auch dem humanen Protein fehlt der lange glutaminreiche N-Terminus.
Dieser ist in Hefezellen in die Regulation des Glukosestoffwechsels involviert. Am
Threonin 97 wird Pop2p durch die Proteinkinase Yaklp in Antwort auf einen Mangel an
Glukose phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fuhrt zu einem Zellzyklusarrest (Moriya et
al., 2001). Die Pop2p-Homologe aus héheren Eukaryoten zeigen eine bessere Konservierung
der katalytischen Reste der Exonukleasedoméne der Nukleasen der RNase D-Familie. Als
solche sind sowohl yPop2p als auch das Drosophila-Homologe bereits vor Jahren identifiziert
worden (Moser et a., 1997). Im humanen Genom gibt es neben CAF1 noch ein weiteres
CAF-Protein, welches as CALIF (=CAF-like) bezeichnet wird und zu CAFl auf
Aminosdureebene zu 75 % identisch ist (Albert et al., 2000). Das Expressionsmuster
unterscheidet sich jedoch voneinander: Wahrend hCALIF stark in Gehirn, Placenta und Niere
exprimiert wird, wird CAF1 vor allem in der Skelettmuskulatur, im Herzen, im Testis und in
den Ovarien exprimiert. h\CALIF ist in der Lage, den yPop2p-Phanotyp zu komplementieren,
und interagiert mit CCR4 Uber dessen leucine-rich-repeat. Fur das murine CAF1 konnte in
diesem Zusammenhang keine Interaktion mit dem CCR4/NOT-Komplex gezeigt werden, so
dass CALIF as das ,,wahre®* Homologe angesehen wird (Albert et al., 2000). Allerdings
wurden sowohl CAF1 as auch CALIF bel der TAP-Reinigung des humanen CCR4/NOT-
Komplexes Uber TAP-NOT?2 gefunden (Gavin et al., 2002). Erst vor kurzem wurde gezeigt,
dass das rekombinant exprimierte humane CAF1, wie yPop2p, in vitro Deadenylaseaktivitét
zeigt (B. Seraphin, personliche Mitteilung). In D. melanogaster konnte nur ein Pop2p-
Homolog gefunden werden, dass die gleiche Homologie zu hCAF1 wie auch zu hCALIF
zeigt. Ob es ebenfallsin vitro Nukleaseaktivitdt besitzt, konnte bislang nicht gezeigt werden.

Auch CCR4 wurde, wahrend diese Arbeit entstand, durch Datenbanksuchen mit dem Hefe-
Protein in hoheren Eukaryoten identifiziert. In Drosophila und auch in Maus, Mensch und
Xenopus konnten vier CCR4-Familien identifiziert werden, von denen nur eine den
konservierten leucine-rich repeat enthdt und als das ,,wahre* CCR4-Homologe angesehen
wird (Dupressoir et al., 2001). Unter den Homologen der drei CCR4-Familien sind das angel-
und das nocturnin-Protein. Sie enthalten alle die C-terminale Nukleasedoméne und zeigen in
diesem Bereich eine starke Homologie untereinander. Alle beschriebenen yCcr4p-Homologe
sind N-terminal verkirzt. Thnen fehlt eine im Hefe-Protein enthaltene Doméne, die fur die
Aktivierung verantwortlich sein soll (Draper et a., 1994). Nocturnin besitzt ebenfalls
Deadenylaseaktivitdt (Baggs and Green, 2003). Es wird zirkadian im Cytoplasma von
Photorezeptorzellen in der Retina von Xenopus laevis exprimiert, wobei die grofdte Menge an
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Protein zu Beginn der Nacht gefunden wird. Nocturnin degradiert Poly(A) spezifisch vom 3'-
Ende her in Abhangigkeit von Magnesium-lonen. Da keine Reaktionsintermediate gefunden
wurden, scheint die Reaktion prozessiv abzulaufen. Gelfiltrationsexperimente zeigten, dass
Nocturnin ebenfalls Bestandtell eines groferen Komplexes ist. Ein mogliches Substrat von
Nocturnin ist die Vasopressin-mRNA, deren Poly(A)-Schwanzlénge Uber den Tag variiert.
Die kirzeren Poly(A)-Schwanze werden wahrend der Nacht gefunden (Baggs and Green,
2003).

Das NOT 1-Protein scheint auch im Drosophila-Komplex eine zentrale Rolle einzunehmen, da
die Proteinabschnitte, die im yNotlp fir die Interaktionen mit anderen Mitgliedern des
Komplexes bendtigt werden, auch im dNOT1 konserviert sind. Not2p, Notdp und Not5p
binden Notlp an dessen C-Terminus (Aminosauren 1490-2108), Not3p bindet an den C- und
N-Terminus von Notlp und Pop2p und Ccrdp interagieren mit Notlp Uber dessen
Aminosduren 667-1152 (Chen et a., 2001b). Auch in diesem Bereich dhneln sich das Hefe-
und das Drosophila-Protein, so dass &hnliche Interaktionen auch im Drosophila-Komplex
moglich waren.

Not2p aus Hefe ist weitaus kirzer als das entsprechende Homolog aus Drosophila, welches
bereits 1998 als solches identifiziert und als Regena (Rga) bezeichnet wurde (Frolov et al.,
1998). Rga ist im Gegensatz zu seinem Pendant in Hefe essentiell. Es wurde bei einer Suche
nach autosomal rezessiv letalen P-Element-Insertionen, die mit dem white-locus interagieren,
isoliert. Rga ist in die Regulation der Chromatinfunktion involviert, da es in der Lage ist,
Positionseffekt-Variegation zu unterdricken. Da es keine bekannte DNA-Bindedoméne
enthalt, ist eine direkte Interaktion mit dem Chromatin aber unwahrscheinlich. Frolov et a.
postulierten, dass NOT2 Uber die Interaktion mit einem maoglicherweise auch in Drosophila
vorhandenen Komplex die Transkription reguliert. Neben der konservierten Domane tréagt
Rga in senem N-Terminus Polyglutamin-repeats, die charakteristisch  flr
Transkriptionsfaktoren sind und fir Protein-Protein-Wechselwirkungen dienen konnen
(Frolov et d., 1998).

In der BDGP-Datenbank konnte nur eine Drosophila-Sequenz gefunden werden, die sowohl
zum yNot3p as auch zum yNotSp Homologie zeigt. Da beide Hefeproteine auch
untereinander eine dhnlich starke Homologie wie die zum Drosophila-Protein zeigen, konnte
es sich um eine Redundanz handeln, die wéhrend der Evolution verloren gegangen ist. Auch
bei der Identifikation der humanen Homologe des CCR4/NOT-Komplexes konnte nur ein
humanes NOT3/NOT5-Protein identifiziert werden, das jedoch gegentiber dem Hefe-Not3p
und dem Drosophila-Protein C-termina verkirzt ist (Albert et al., 2000), also von seiner
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Lange eher yNot5p entspricht, wahrend das Drosophila-Homolog eher Not3p entspricht. Der
konservierte N-Terminus enthdt ein putatives coiled-coil-Motiv.

In Hefe scheint Not3p nicht so fest mit dem Komplex assoziiert zu sein. Es coprazipitiert
zwar mit dem Komplex, ist in einer Gelfiltration jedoch nur als Monomer zu detektieren.
NOT2 scheint dagegen im Komplex eine stabilisierende Funktion einzunehmen (Bai et al.,
1999). In not2-Deletionsstémmen wurde eine Verminderung der Pop2p-Konzentration
gefunden. Ebenso scheinen sich die Mengen von Not2p und NotSp gegenseitig zu
beeinflussen: Wird eine der beiden Untereinheiten deletiert, ist das Level der jewells anderen
vermindert (Bai et al., 1999).

Notdp gehort zu der Klasse der RING-Finger-Proteine. Es besitzt in seinem N-Terminus eine
RING-Doméne des ungewohnlichen C4C4-Typs. Diese bindet Zinkatome, die fur die
korrekte Faltung des Proteins notwendig sind. Not4p besitzt Ubiquitin-Protein-Ligaseaktivitét
(E3-Aktivitét). Die RING-Domane ist fur die Interaktion mit dem ubiquitin-conjugating-
enzyme notwendig. Rekombinantes humanes NOT4 war aktiv in in vitro
Ubiquitinierungsexperimenten. Als Substrate konnten die anderen Komponenten des
Komplexes dienen oder nur transient assoziierte Proteine wie z.B. TFIID. Auch ene
Autoubiquitinierung von NOT4 wurde gefunden (Albert et a., 2002). Von dem
entsprechenden NOT4 aus humanen Zellen sind drei unterschiedlich lange Varianten bekannt.
Die cDNAs besitzten den gleichen 5°-UTR, aber unterschiedlich lange 3"-UTR. Die Proteine
unterscheiden sich ebenfallsin ihrer Lange. Bis zur Aminosaure 357 sind ale Proteine gleich,
doch der C-Terminus ist verschieden. Die kurze Variante enthdlt am C-Terminus eine
Sequenz, die ein Kern-Lokalisierungssignal darstellen konnte (Albert et al., 2000). In
Drosophila scheint es nur eine Variante zu geben, die der langsten hNOT4-Variante
entspricht. Das Kernlokalisierungssignal ist nicht vorhanden.

CAF40 ist das am besten konservierte Protein im CCR4/NOT-Komplex in Drosophila
yCaf40p und dCAF40 sind fast zu 60% identisch. yCaf40p wurde in CCR4-
Immunoprazipitaten gefunden und als Bestandteil des 1,0 MDa- und des 1,9 MDa-Komplexes
identifiziert. Caf40p interagiert im Komplex mit Notlp, das durch das humane Protein
ersetzbar ist, und zeigt mehr als 70 % Homologie zu RCD1 aus S. pombe (Chen et a., 2001b).
Dieses Protein spielt in S pombe eine Rolle bei der Kontrolle der Sexualentwicklung, die
durch Stickstoffmangel induziert wird. Der molekulare Mechanismus, durch den RCD1 die
Sexualentwicklung steuert, ist noch nicht geklart. Homologe Proteine wurden auch in
Arabidopsis, C.elegans und H.sapiens gefunden. RCD1 wird im Menschen ubiquitér
exprimiert, besonders stark aber im Testis, in den Ovarien und im Thymus (Okazaki et al.,
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1998). Auchim D. melanogaster existiert ein RCD1-Protein, dass sich nur wenig von CAF40
unterscheidet. Seine Funktion ist bisher ungeklart.

Der CCR4/NOT-Komplex scheint nicht nur in H. sapiens, sondern auch in D. melanogaster
konserviert zu sein. Obwohl fur die Hefe-Proteine zahlreiche Interaktionen durch
Copréazipitation bzw. 2-Hybrid-Methoden nachgewiesen werden konnten, scheint die
Zusammensetzung des Komplexes nicht statisch zu sein. In D. melanogaster sind zwar die
homologen Proteine vorhanden, die wahrscheinlich ebenfalls in einem grof3en Komplex
assoziiert sind. Bei der Fraktionierung von S2-CXT Uber eine Superose 6-Gelfiltrationssaule
eluierten CAF und CCR4 schon sehr frih zwischen 2 und 0,5 mDa von der Saule. Wéhrend
CCR4 auch in Fraktionen eluierte, die ungeféhr dem Molekulargewicht des Monomers
entprachen, konnte CAF im Western Blot ausschliefdich in den frihen Fraktionen der Saule,

also als Bestandtell eines grofReren Komplexes nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

RNAIi-Experimente zeigten, dass der CCR4/NOT-Komplex auch in Drosophila in die
Deadenylierung von mRNA involviert ist (3.4). Sowohl der knock-down von CAF as auch
der der drei untersuchten NOT-Proteine hatten eine Verlangerung der Poly(A)-Schwéanze in
S2-Zellen zu Folge, wobel der knock-down von CAF den stérksten Effekt hatte.
Uberaschenderweise konnte bei einem RNAi-Experiment gegen CCR4 keine Verlangerung
der Poly(A)-Schwénze gefunden werden. Dieses kénnte zum einen daran liegen, dass die
verbleibende Menge CCR4 fir die Deadenylierung ausreichte, oder dass RNAI weniger
effizient war. Die tatsachliche Effizienz des knock-down hétte durch quantitative Western
blots eventuell abgeschédtzt werden konnen. Weiterhin wurde nicht untersucht, ob die
moglicherweise auch in Drosophila aktiven CCR4-Homologe angel und nocturnin bel einer
CCR4-Deletion dessen Funktion Ubernehmen konnten (siehe oben). Es ist unwahrscheinlich,
dass sie durch das RNAi-Experiment ebenfalls inaktiviert wurden, da die dsRNA gegen das
5-Ende der CCR4-mRNA gerichtet war. Es ist auch mdglich, dass dCCR4 nicht direkt an der
Katalyse betelligt ist, und die Aktivitat des Komplexes durch den Verlust des Proteins nicht
beeintréchtigt wird. Die Auswirkungen der noch nicht getesteten CCR4/NOT-Komplex-
Mitglieder NOT4 und CAF40 auf die Poly(A)-Schwanzldnge und RNAi-Experimente mit
verschiedenen Kombinationen werden die Relevanz der Proteine fur die Deadenylierung in

Drosophila weiter beleuchten.
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4.3 Deadenylierung im Drosophila-CXT

In vitro wurde eine deadenylierende Aktivitét in cytoplasmatischem Extrakt aus Drosophila-
S2-Zellen nachgewiesen (3.2.2). Bel der Deadenylierung einer polyadenylierten RNA wurde
keine ausgepragte Akkumulation des vollsténdig deadenylierten Transkriptes beobachtet, was
darauf schlief3en 18sst, das weitere Nukleasen im Extrakt vorhanden sind, die den , Korper”
der RNA abbauen. Erst vor kurzem wurde die Reinigung des Exosomes aus Drosophila
beschrieben (Forler et a., 2003). TAP-hRrp4p, eine der Untereinheiten des Exosoms, wurde
in S2-Zellen exprimiert, das dRrp4p durch RNAI ausgeschaltet und der Komplex 5 Tage nach
RNAi aus dem cytoplasmatischen Extrakt isoliert. Der Drosophila-Komplex enthielt alle
core-Komponenten und weitere noch nicht identifizierte Proteine. Dieser Komplex aus 3-5'-
Exonukleasen konnte fir den weiteren Abbau der deadenylierten Transkripte verantwortlich
sein. Inkubiert man S2-CXT mit homogen markiertem Poly(A) und untersucht die Produkte,
kann man neben AMP auch geringe Mengen an ADP nachweisen (Daten nicht gezeigt). Da
das Exosom zum grof3en Teil phosphorolytische 3'-5"-Aktivitéten enthadlt (van Hoof and
Parker, 1999), konnte dieses ein weiteres Indiz fur die Betelligung des Exosoms am
beobachteten RNA-Abbau sein.

4.3.1 Fraktionierung von S2-CXT

Bei der Fraktionierung von S2-CXT Uber eine DEAE-Sepharose-Saule war zumindest eine
deadenylierende Aktivitédt mit CAF1 und CCR4 assoziiert (3.3.1). Dabei korrelierten die
gemessenen Aktivitdten nicht genau mit der Menge an Protein in den einzelnen Fraktionen.
Die CAF- und CCR4-Protein-Maxima fielen bel der ersten Fraktionierung zusammen, waren
jedoch bei den Fraktionierungen mit einem flacheren KCl-Gradienten leicht gegeneinander
verschoben (3.3.5). Dieses konnte auf der einen Seite bedeuten, dass beide Proteine
unabhangig voneinander an die DEAE-Saule binden oder dass der Komplex nicht besonders
stabil ist, bzw. in unterschiedlichen Formen vorliegt. Da CAF1 und CCR4 sowohl im
Hefekomplex als auch im humanen Komplex interagieren (siehe oben), ist die erste
Moglichkeit unwahrscheinlich.

Ein Grofdteil der Aktivitét fand sich auch im Durchfluss der Saulen wieder 3.3.5). Wurde
dieser Durchfluss ein zweites Ma auf die Saule gegeben, konnte ein Grofdtell der Aktivitét
wiederum im Durchfluss gefunden werden, was eine Uberladung der ersten Saule
unwahrscheinlich macht. Es bleibt zu untersuchen, ob es sich bei der ,, Durchfluss-Nuklease®
um einen Tell der Aktivitdt handelt, die vor CAFL/CCR4 von der Séule eluiert oder um eine
zusétzliche Aktivitét.
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Der Grund fur die Verschiebung des CAF1-CCR4-Proteinmaximums relativ. zum
Aktivitdtsmaximum scheint ein Inhibitor zu sein, der etwas spater von der Sdule eluiert
(3.3.2). Beide Aktivitéten tberlagern sich. Wenn ein flacherer Gradient fur die Fraktionierung
verwendet wird, scheint diese Uberlappung der Aktivitdten aufgehoben zu sein (3.6). Der
Inhibitor ist spezifisch fur die Drosophila-Deadenylasen (3.6.1). Die humane Nuklease PARN
wird in ihrer Aktivitdt nur sehr wenig beeinflusst. Die Art des Inhibitors ist nicht bekannt.
Durch Erhitzen auf 95°C liel3 er sich nur um 50 % hemmen (Daten nicht gezeigt), was
bedeutet, dass es sich um ein besonders hitzestabiles Protein, um eine Nukleinsdure (z.B. ein
RNA-Molekil) oder um einen Co-Faktor handeln konnte. Falls es sich um ein Protein
handelt, sollte sich dieses durch weitere Fraktionierungen reinigen lassen.

Die Anwesenheit des Inhibitors kann jedoch nicht die nach der Fraktionierung gefundene
erhebliche Aktivitdtszunahme im Vergleich zur Aktivitét des Extraktes erklaren. Ein zweiter
Inhibitor konnte in den entsprechenden Saulen nicht gefunden werden. Eventuell konnte der
zweite Inhibitor auch aus mehreren Untereinheiten bestehen, die wadhrend der Reinigung
voneinander getrennt wurden und nur durch Kombination verschiedener Fraktionen aktiv

werden kénnen.

4.3.2 Die CAF1-CCR4-Interaktion

CAF1 und CCR4 eluieren gemeinsam in der Gelfiltration (3.3.3) und die deadenylierende
Aktivitdt einer DEAE-Fraktion kann sowohl mit dem CAF1-Antikorper als auch mit dem
CCR4-Antikorper depletiert werden (3.3.4). Ein direkter Nachweis der Interaktion durch Co-
I mmunprazi pitations-Experimente scheiterte bislang an einer fehlenden Nachwei smoglichkeit
der Proteineim Western blot. Da die Antikorper gegen beide Proteine aus dem Kaninchen
stammen, wird auch der Antikorper, mit dem prézipitiert wird, von dem im Western blot
benutzten sekundaren Antikorper erkannt. Mégliche CAF1- bzw. CCR4-Signale werden von
den durch die 1gG-Ketten verursachten Signalen Uberlagert, da sich die Molekulargewichte
nur wenig unterscheiden. Eine kovalente Kopplung der Antikorper an ein Trégermaterial
koénnte Abhilfe schaffen. Weiterhin wird versucht, dCAF mit einem myc-tag in S2-Zellen zu
exprimieren und den Komplex mit monoklonalen myc-Antikorpern zu isolieren. Leider ist es
bislang nicht gelungen, eine stabile Zellinie zu produzieren. Das Material einer transienten

Expression war fur das Experiment nicht ausreichend.
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4.4 Die Deadenylierung im Hitzeschock

Wahrend eines Hitzeschocks kommt es zu einer Akkumulation von Hitzeschock-Proteinen in
der Zelle, die durch Stress-induzierte Aktivierung auf der Ebene der Transkription, durch
erhohte mRNA-Stabilitdt, erhohte Trandlation und erhdhte Proteinstabilitdt hervorgerufen
wird (Lindquist and Craig, 1988). Hsp70 ist das abundanteste induzierbare Hitzeschock-
Protein. Die Halbwertszeit der mRNA steigt von weniger als 15 Minuten im normalen
Zustand auf mehrere Stunden unter Hitzeschock-Bedingungen. Wahrend der Erholung von
einem Hitzeschock wird die mRNA schnell wieder abgebaut (Petersen and Lindquist, 1989;
Peterson and Lindquist, 1988). Um diese Phdnomen in vitro zu untersuchen, wurde
polyadenylierter Hsgp70-3'-UTR mit cytoplasmatischem Extrakt aus normaen und
Hitzeschock-S2-Zellen inkubiert (3.5.1). Der Hitzeschock-Extrakt war wie erwartet nicht in
der Lage, den Hsp70-3-UTR zu deadenylieren. Die Rate, mit der die Deadenylierung im S2-
CXT stattfand, der keinem Hitzeschock ausgesetzt war, unterschied sich in vitro jedoch nicht
zwischen dem Hsp70-3"-UTR und anderen, stabilen mRNAswie z. B. Adh. Es konntein vitro
keine Abhangigkeit der Deadenylierung von der RNA-Sequenz beobachtet werden, auch
wenn der Hsp70-3'-UTR in vivo ausreicht, die schnelle Deadenylierung unter normalen
Bedingungen zu vermitteln (Dellavalle et al., 1994).

Uberraschenderweise konnte bei der Fraktionierung von CXT aus S2-Zellen, die einem
starken Hitzeschock ausgesetzt waren, eine deadenylierende Aktivitét nachgewiesen werden
(3.5.2). Warum die Aktivitdt im Extrakt nicht nachzuweisen war, konnte bislang nicht
ermittelt werden. Eine solche Aktivitédt in Hitzeschock-Zellen war jedoch zu erwarten: Bei
einem langeren Hitzeschock werden Deadenylierung und Abbau von Hsp70-mRNA
entkoppelt. Die Transkripte werden zwar deadenyliert, nicht aber weiter abgebaut. Dieses
konnte ein Schutz vor dem toxischen Effekt zu grof3er Mengen des Proteins sein, wenn hohe
Temperaturen den Abbau der mMRNA verhindern (Dellavalle et a., 1994).

Die Hgp70-Transkripte werden wéhrend der Erholung von einem Hitzeschock schnell wieder
abgebaut, und dieses wird durch eine schnelle Deadenylierung eingeleitet (Dellavalle et al.,
1994). Bei der Untersuchung der Deadenylierung der Hsp70-mRNA in vivo wéahrend der
Erholung von einem Hitzeschock durch den PAT-assay wurden diese Ergebnisse bestatigt
(3.4.4.1). Auch bei den hier durchgefihrten Experimenten konnte die Induktion der hsp70-
MRNA durch Hitzeschock und deren schnelle Deadenylierung in der Erholungsphase,
abhangig von der Lange und der Stérke des Hitzeschocks, beobachtet werden (3.4.4.1, Daten
nicht gezeigt). Durch das Ausschalten von CAF durch RNAI konnte eine Verlangsamung der
Deadenylierung erreicht werden. Der Unterschied war deutlicher nach einem milderen
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Hitzeschock, nach dem die Deadenylierung unter Normalbedingungen schneller ablauft. CAF
bzw. der CCR4/NOT-Komplex sind aso wahrscheinlich fir die Deadenylierung von Hsp70-
RNA nach einem Hitzeschock verantwortlich. Gestiitzt wird diese These durch Experimente
im Labor von M. Simonelig, die eine verlangsamte Deadenylierung der Hsp70-mRNA in
Fliegen mit P-Element-Insertionen im CCR4-Gen beobachtet hat (personliche Mitteilung). Ob
Ausschalten von CCR4 durch RNAi in S2-Zellen einen Einfluss auf die Hsp70-
Deadenylierung hat, obwohl kein Effekt auf die Gesamt-Poly(A)-Lange festgestellt werden

konnte, wird noch untersucht.

4.4.1 Der CCR4/NOT-Komplex wird im Hitzeschock inaktiviert

Bei der Fraktionierung von S2-Extrakt aus Zellen, die einem starken Hitzeschock unterzogen
worden waren, stellte sich heraus, dass der CCR4/CAF1-Komplex keine deadenylierende
Aktivitdt mehr besal3, obwohl die Proteine in vergleichbaren Mengen zum normalen Extrakt
vorhanden waren (3.5.2). Stattdessen konnte eine zweite 3"-Exonukleaseaktivitét gefunden
werden, die sich von der CCR4/CAF-assoziierten Nuklease durch ihr chromatographisches
Verhalten und in ihren Anforderungen an Reaktionsbedingungen unterscheidet (3.8). Ein
wichtiger Unterschied ist die Aktivierbarkeit durch Spermidin. Die , Hitzeschock-Nuklease®
lie? sich in KCl-haltigem Puffer durch Spermidin stark stimulieren und ist auch bel sehr
geringen KCl-Konzentrationen (>10 mM) durch Spermidin aktivierbar. Die CCR4/CAF1-
assoziierte Nuklease ist unter diesen Bedingungen fast inaktiv (Daten nicht gezeigt). Auch
Pan2p/Pan3p aus Hefe lasst sich in vitro in Abwesenheit von Pablp durch Spermidinzugabe
aktivieren (Lowell et al., 1992). Es wére aso denkbar, dass die im Hitzeschock aktivierte
Nuklease der PAN2/PAN3-Komplex ist. Sequenzvergleiche haben ergeben, dass das
DrosophilasGenom  Sequenzen fir homologe Proteine enthdt (PAN2:CG8232;
PAN3:CG11468). Durch die Verwendung von PAN-Antikorpern lief3e sich feststellen, ob die
gefundene Aktivitdt mit PAN assoziiert ist. Die beiden Drosophila-Nukleasen lief3en sich in
vitro nicht durch PABC stimulieren, was daran liegen kann, dass aus Mangel an Drosophila
PABC das Experiment mit dem humanen und dem Hefe-Protein durchgefihrt wurde (Daten
nicht gezeigt). Weiterhin wére interessant zu wissen, ob und in welchen Fraktionen PABC
enthalten ist. Ebenfals ist es von grof3em Interesse, was die Inaktivierung der CCR4/CAF1-
assoziierten Nuklease im Hitzeschock bewirkt.

Da die , Hitzeschock-Nuklease® bei ungefdhr den gleichen KCI-Konzentrationen von der
DEAE-Saule eluiert wie die Nuklease, die as erste von der DEAE-Saule eluierte, als die
Fraktionierung des S2-CXT aus normalen Zellen mit einem flacheren Gradienten
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durchgefuihrt wurde (3.3.5), wére es denkbar, dass es sich um die gleichen Aktivitéten
handelt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die Kultivierungstemperatur der S2-Zellen leicht
erhoht war (bis 30°C) und so eine partielle Induktion dieser ,Hitzeschock-Nuklease”
stattgefunden hat. Die Induzierbarkeit dieser Nuklease muss allerdings noch untersucht

werden.

4.4.2 Stabilisierung ARE-haltiger mRNAs im Hitzeschock

Untersuchungen in humanen Zellen haben gezeigt, dass nicht nur Hsp70-mRNAS, sondern
auch andere ARE-hatige mRNASs wie z. B. die der Proto-Onkogene c-myc und c-fos im
Hitzeschock stabilisiert werden (Andrews et al., 1988; Sadis et al., 1988). Es gibt Hinweise,
dass das ARE-bindende Protein AUFL, das den schnellen Abbau ARE-haltiger mRNAS unter
Normalbedingungen fordert, im Hitzeschock fur die Stabiliserung solcher mRNAs mit
verantwortlich ist. Im Hitzeschock wurde das sonst ubiquitdr in der Zelle verteilte Protein
ausschliefdlich im Zellkern gefunden, komplexiert mit Hsp70. In diesem Komplex konnten
auch elF4G und PABCL gefunden werden. Dieses konnte die destabilisierende Funktion von
AUF1 aufheben und so zu einer Stabilisierung von ARE-haltigen mRNASs im Hitzeschock
fuhren. Die Kernlokalisierung von AUF1 und HSP70 wurde auch durch einen Block des
Ubiquitin-abhangigen Proteinabbaus durch den Inhibitor MG132 erreicht. Dabei stieg auch
die AUF1-Konzentration leicht an, was vermuten l&sst, dass AUF1 durch das Ubiquitin-
abhangige Proteasom abgebaut wird. Eine Polyubiquitinierung von AUFL unterstitzt diese
These (Laroia et al., 1999). Ubiquitinierung konnte auch der Mechanismus sein, den
CCR4/NOT-Komplex zu inaktivieren. NOT4 besitzt eine Ubiquitin-Protein-Ligase-Funktion
und auch eine Autoubiquitinylierung wurde gefunden (Albert et al., 2002). Eine welteres
Protein, das in die Stabiliserung von ARE-hatigen mRNAs im Hitzeschock involviert zu
sein scheint, ist die Doppelstrang-RNA-abhangige-Proteinkinase PKR. Sie ist in Sdugern
essentiell fur die Hitzeschock-Antwort. In Deletionsmutanten ist nicht die HSF1-Aktivierung
gestort, sondern die Stabilisierung der Hsp70-mRNA. Dieser Effekt wird durch die AREs im
3'UTR der Hsp70-mRNA vermittelt. Die Substrate der PKR und die genaue Rolle bel der
Hitzeschock-Regulation sind nicht bekannt (Zhao et a., 2002). Die Autoren spekulieren, dass
eventuell AUF1 phosphoryliert und dadurch stabilisiert werden konnte.

Eine Stabilisierung der Hsp70-mRNA konnte ebenso durch eine Inaktivierung der
Deadenylase erreicht werden. Es wére zu untersuchen, ob Untereinheiten des CCR4/NOT-

Komplexes im Hitzeschock phosphoryliert werden.
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Der CCR4/NOT-Komplex stellt in Hefe die Haupt-Deadenylase dar. Es bleibt zu untersuchen,
welche Funktion dieser Komplex in htheren Eukaryoten, speziell bei der Deadenylierung von
ARE-haltigen mRNAs spielt und wie die Aufgaben zwischen den verschiedenen

Deadenylasen in der Zelle verteilt sind.
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5 Zusammenfassung

Genexpression hangt zu einem grof3en Teil von der Menge der jeweiligen mRNA in der Zelle
ab. Diese wird sowohl durch die Syntheserate as auch durch die Rate des Abbaus bestimmt.
Der erste Schritt des Hauptweges des mRNA-Abbaus in Eukaryoten ist das Entfernen des
Poly(A)-Schwanzes durch eine 3"-5"-Exoribonuklease, die so genannte Deadenylierung. Nach
der Deadenylierung wird die cap-Struktur entfernt und die verbleibende RNA in 5°-3'-
Richtung weiter abgebaut oder der mRNA-Abbau wird vom 3"-Ende her fortgesetzt und dann
die verbleibende cap-Struktur hydrolysiert.

Deadenylierung kann der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des gesamten
Abbauprozesses sein. Destabilisierende Sequenzen, z. B. AU-reiche Sequenzen im 3 -UTR
transient exprimierter mRNAS, beschleunigen die Rate der Deadenylierung und férdern so
den mRNA-Abbau.

Das Enzym, welches in hoheren Eukaryoten fir die Deadenylierung verantwortlich ist, war
bislang nicht bekannt.

In dieser Studie und gleichzeitig in den Labors von R. Parker und B. Séraphin konnte der
CCR4/NOT-Komplex, in dem zwei Untereinheiten, Ccrd4p und Pop2p, Homologie zu
Exonukleasen aufweisen, als die vorherrschende deadenylierende Aktivitdt in S cerevisiae
identifiziert werden.

Die Deletion einer Untereinheit des Komplexes, Pop2p, das als Mitglied der RNase D-Familie
der Exonukleasen identifiziert worden war, verlangsamte das Wachstum der mutierten Hefen
stark. In den Deletionsstammen wurde auch eine Verlangerung der Gesamt-Poly(A)-
Schwanzlange beobachtet. Punkt-Mutationen in den konservierten katalytischen Resten
fuhrten alerdings zu keinem Phanotyp, was den Schluss nahe legt, dass Pop2p in vivo nicht
die vorherrschende katal ytische Untereinheit des Komplexes ist.

Der CCR4/NOT-Komplex konnte Uber TAP-tag-Pop2p und TAP-tag-Ccrdp aus Hefeextrakt
isoliert werden und zeigte in vitro eine poly(A)-spezifische, Magnesium-abhangige 3'-5'-
Exonukleaseaktivitét. Poly(A) wurde dabel ausschliefdlich hydrolytisch gespalten und 5'-
AMP freigesetzt. Die Nukleaseaktivitdt wurde durch den Zusatz von Pablp inhibiert.
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Auch im Genom von Drosophila melanogaster wurden durch Datenbankrecherchen
Homologe zu den Untereinheiten des Hefe-CCR4/NOT-Komplexes gefunden. Zu sieben der
neun Kernkomponenten wurden die entsprechenden Proteine identifiziert. Nur zu Caf130p
konnte kein entsprechendes homologes Protein gefunden werden. Anstelle von yNot3p und
yNot5p, die auch Homologie untereinander aufweisen, scheint esin D. melanogaster nur ein
entsprechendes Protein zu geben, das zu beiden homolog ist. Die Bedeutung des Komplexes
fur die Deadenylierung wurde durch RNA-Interferenz getestet. Das Ausschalten von
CAF1(=POP2) hatte eine Verlangerung der Gesamt-Poly(A)-Schwanzlange zur Folge. In
einem geringeren Ausmald traf dies auch fur NOT1-3 zu. RNAi gegen CCR4 hatte keine
Verénderung der Poly(A)-Schwanzlange zur Folge. Dieses konnte auf eine unvollsténdige

Depletion oder CCR4-ahnliche Proteine zuriickzufiihren sein.

Bel der Fraktionierung von S2-CXT war die im Extrakt beobachtete deadenylierende
Aktivitét auf der DEAE-Saule und auf einer daran angeschlossenen Gelfiltrationssaule mit
CAF1 und CCR4 korreliert. Die Aktivitdtsmaxima der DEAE-Saule wurden zum Teil von
einem Inhibitor Uberlagert. Die deadenylierende Aktivitét konnte durch CAF1- und CCR4-
Antikorper aus aktiven Fraktionen der DEAE-Saule depletiert werden.

Wurden die Zellen vor der Extraktpréparation einem Hitzeschock ausgesetzt, konnten CAF1
und CCR4 zwar in den entsprechenden Fraktionen der DEAE-Saule nachgewiesen werden,
diese besalen aber keine deadenylierende Aktivité. Dafir wurde eine zweite Deadenylase
durch Hitzeschock induziert. Sie eluierte schon bei sehr niedrigen Salzkonzentrationen von
der DEAE-Saule und unterschied sich von der CAFL/CCR4-assoziierten Nuklease durch ihr
Salz- und Mg?*-Optimum und durch die Aktivierbarkeit durch Spermidin.

Als ein Substrat des CCR4/NOT-Komplexes konnte die HSP70-mRNA identifiziert werden.
Sie wird durch einen Hitzeschock induziert und schnell wieder abgebaut, wenn die
Temperatur wieder gesunken ist. In Zellen, die vorher mit RNAiI gegen CAF1 behandelt
worden waren, wurde eine verlangsamte Deadenylierung der Hsp70-mRNA wahrend der

Erholungsphase von einem Hitzeschock beobachtet.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

DEPC
D. melanogaster
DTT

E. coli
EDTA
dF
5-FOA
FPLC

g
HEPES
His
IPTG
kDa
KAC
LB
LiIOAC
Ni-NTA
NP-40
oD
ORF
PAGE
PAP
PAS
PCR
PEG
PMSF
PNK
RNAI
rpm
dsRNA
rRNA
RT

Absorption bei 260 nm

Abbildung
Ammoniumperoxiddisulfat

basic local alignment sequence tool
Basen bzw. Basenpaare

bovin

bovines Serum Albumin
m’'G(5")ppp(5°)N-Struktur
Caenorhabditis elegans

Curie (3,7 x 10 Bequerel)

counts per minute
cytoplasmatischer Extrakt
Dunnschichtchromatographie
Dietylaminoethyl
Diethylpyrocarbonat

Drosophila melanogaster
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylenamintetraacetat
eukaryotischer Trand ationsinitiationsfaktor
5 -Fluoroorotséure

fast performance liquid chromatographie
Erdbeschleunigung oder Gramm
Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonséure
Histidin

| sopropyl-3-D-thiogal actosid
kilo-Dalton

Kaliumacetat

Luria Bertani

Lithiumacetat
Nickel-nitrilo-tri-acetic-acid
Nonidet P40

Optische Dichte

offenes Leseraster
Polyacrylamidgel el ektrophorese
Poly(A)-Polymerase

Protein A-Sepharose

Polymerase-K ettenreaktion
Polyethylenglycol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polynukleotidkinase
RNA-Interferenz

Umdrehungen pro Minute
doppelstrangige RNA

ribosomale RNA

Raumtemperatur oder Reverse Transkription
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S2-Zellen
S cerevisiae
SDS
TCA
TEMED
Tris

U

UTR

uv

wt

w/v

viv

Schneider2-Zellen
Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat
Trichloressigsaure
Tetraethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
units

untranslated region
ultraviolett

Wildtyp

Masse/Volumen
Volumen/Volumen



Anhang

127

7.2 Lebenslauf

Name:
geboren am:
in:

Familienstand:

Claudia Temme
29.2.1972
Kaltenkirchen
ledig

Staatsangehorigkeit: deutsch

beruflicher Werdegang :

1984 — 1991
9/91 - 8/92

1992 — 1994

9/94
1994 — 1998

8/98-6/03

10/01

seit 9/03

Ulrichsgymnasium in Norden, Abschluss mit dem Abitur
Au-pair-Aufenthalt in Frankreich

Grundstudium der Biologie, Justus-Liebig-Universitét Giefsen
Vordiplom in Biologie

Hauptstudium der Biologie

Schwerpunkte: Biochemie, Mikrobiologie, Genetik, Virologie

Diplomarbeit am Institut fir Biochemie unter der Anleitung von Herrn
Prof. Dr. Wahle

Thema Gibt es eine direkte Wechselwirkung zwischen der Poly(A)-
Polymerase und dem nukleéren Poly(A)-Bindungsprotein 1

Doktorandin am Institut fur Biochemie der Martin-Luther-Universitét
Hallein der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. E. Wahle

EMBO Short term fellowship fir einen Forschungsaufenthalt am CNRS
in Gif-sur-Y vette in der Arbeitsgruppe von B. Seraphin.

Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Ingtitut fur Biochemie und
Biotechnologie der Martin-Luther-Universitdt Halle in  der
Arbetsgruppe von Herrn Prof. Dr. E. Wahle

Halle, den 17.10.2003

ClaudiaTemme



Anhang 128

7.3 Publikationen

JugeF., S. Zaessinger, C. Temme, E. Wahle and M. Simonelig (2002) Control of poly(A)

polymerase level is essential to cytoplasmic polyadenylation and early development in
Drosophila. EMBO J., 21, 6603-6613



Anhang 129

7.4 Erklarung

Hiermit versichere ich, dassich die vorliegende Arbeit selbstandig verfasst und keine anderen
as die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe. Jene Stellen, die ich anderen
Untersuchungen und Arbeiten dem Wortlaut oder Sinn entsprechend entnommen habe, sind
durch Quellenangaben gekennzeichnet.

Ich versichere weiterhin, diese Arbeit an keiner anderen wissenschaftlichen Einrichtung zur

Erlangung eines akademischen Grades eingereicht zu haben.

Claudia Temme

Halle, den 17.10.2003



Anhang 130

7.5 Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei meinem Doktorvater Elmar Wahle fir die engagierte
wissenschaftliche Betreuung dieser Arbeit bedanken, dafir, dass er stets sehr an ihrem
Fortgang interessiert war und dass er immer ein offenes Ohr fir die kleineren oder grof3eren
Probleme hatte.

Bei Herrn Prof. Holtmann und Herrn Prof. Séraphin bedanke ich mich fiir die Ubernahme der
Gutachten zu dieser Arbeit.

Ein Merci beaucoup mochte ich B. Seraphin und seiner Arbeitsgruppe in Gif-sur-Y vette,
besonders aber M.-C. Daugeron sagen, fur die freundliche Aufnahme in Gif, die grof3e Hilfe
bei der TAP-Reinigung und bei der Manipulation der Hefen.

Danken mochte ich auch meinen Freunden Béatrice und Jean-Eric Lefévre, die mir in dieser

Zeit Unterschlupf gewéhrt haben.

Bei den Mitgliedern der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Reuter bedanke ich mich fur Hilfe mit
den Drosophila-Datenbanken und die Uberlassung der cDNA-Genbank.

Herzlich danken moéchte ich allen Mitgliedern der Arbeitsgruppe in Halle, besonders aber Eva
Dehlin, Ulla Niesbach-Kldsgen und Michael Reuter, fir die gute Atmosphére im Labor, die
Diskussionen fachlicher und weniger fachlicher Art und ihre stete Hilfsbereitschaft. Conny
Herrmann maochte ich fur ihre grof3e Hilfe bei der Beschaffung von Literatur danken. Sylke
Meyer, Ulla Niesbach-Klosgen und Dirk Ostareck danke ich sehr fir die kritische
Betrachtung des Manuskriptes wahrend seiner Entstehungsphase.

Bedanken mdochte ich mich auch be der Mannschaft von Labor 211, die mir oft mit
Chemikalien und Kaffee ausgeholfen hat und immer ein paar aufmunternde Worte fur mich
hatte.

Menen Freunden in Halle, besonders aber Tina Parther, Danie Grobe, Thomas Bernasch,
Anke Grzam, Claudia Keil und Bettina Kuhnt danke ich fir ihre Unterstiitzung und fur die
schone Zeit aul3erhab des Labors.

Last but not least mochte ich mich bei meiner Familie bedanken, die mich durch ale H6hen
und Tiefen der Promotionszeit begleitet hat und immer fir mich dawar.



	Inhaltsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 mRNA-Abbauwege in Eukaryoten
	1.1.1 Deadenylierungsabhängiger mRNA-Abbau
	1.1.1.1 Deadenylierung
	1.1.1.2 Abbau in 5´-3´-Richtung
	1.1.1.3 Abbau in 3´-5´-Richtung

	1.1.2 Abbau durch endonukleolytische Spaltung
	1.1.3 Nonsense–mediated decay
	1.1.3.1 NMD und Deadenylierung

	1.1.4 Non-stop-decay

	1.2 AU-reiche Sequenzen beeinflussen die mRNA-Stabilität
	1.3 Der CCR4/NOT-Komplex
	1.4 Die Hitzeschock-Antwort in Drosophila
	1.4.1 Deadenylierung von Hsp70-mRNA

	1.5 Zielsetzung

	2 Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Bakterienstämme
	2.1.2 Hefestämme
	2.1.3 Drosophila melanogaster-Zellen
	2.1.4 Enzyme und Proteine
	2.1.5 Nukleinsäuren und Nukleotide
	2.1.6 Vektoren
	2.1.7 Oligonukleotide
	2.1.8 Säulen und Säulenmaterialien
	2.1.9 Feinchemikalien
	2.1.10 Systeme
	2.1.11 Sonstiges

	2.2 Mikrobiologische Methoden
	2.2.1 Sterilisation von Lösungen und Gegenständen
	2.2.2 Kultivierung von E. coli
	2.2.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen
	2.2.4 Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen
	2.2.5 Expression von dCAF1 und dCCR4
	2.2.6 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae
	2.2.7 Herstellung von Hefe-Glycerinkulturen
	2.2.8 Herstellung kompetenter Hefezellen und Transformation
	2.2.9 Sporulation diploider Hefestämme
	2.2.10 Tetradenanalyse
	2.2.11 Kultivierung von Drosophila-Schneider2 Zellen
	2.2.11.1 Bestimmung der Lebendzellzahl von Schneider2-Zellen

	2.2.12 Genetische Manipulation von S. cerevisiae
	2.2.12.1 Deletion des POP2-Gens in den haploiden Hefestämmen W303 und BMA41a
	2.2.12.2 Einfügen von Punktmutationen in das POP2-Gen durch die pop-in/pop-out-Methode

	2.2.13 Protein-Reinigungen
	2.2.13.1 Reinigung des CCR4/NOT-Komplexes mittels TAP-tag aus S. cerevisiae
	2.2.13.2 Reinigung von rekombinantem dCAF1 unter nativen Bedingungen
	2.2.13.3 Denaturierende Reinigung von dCCR4 ?N aus inclusion bodies

	2.2.14 Herstellung und Fraktionierung von S2-Extrakten
	2.2.14.1 Herstellung von S2-Zellextrakten für Western blots
	2.2.14.2 Präparation von cytoplasmatischem S2-Zellextrakt
	2.2.14.3 Fraktionierung von S2-CXT über DEAE-Sepharose
	2.2.14.4 Gelfiltration

	2.2.15 RNA-Interferenz in Schneider2-Zellen
	2.2.16 Western blot-Analyse
	2.2.17 Affinitätsreinigung von CAF1-Antikörpern aus Immunserum
	2.2.18 Immundepletion von dCAF1 und dCCR4
	2.2.19 Nukleinsäuretechniken
	2.2.19.1 Plasmidpräparation aus E. coli
	2.2.19.2 DNA-Mini-Präparation aus Hefezellen
	2.2.19.3 DNA-Mini-Präparation aus Hefezellen für PCR
	2.2.19.4 Isolierung von RNA
	2.2.19.4.1 Isolierung von RNA aus Schneider2-Zellen
	2.2.19.4.2 Isolierung von RNA aus Hefezellen

	2.2.19.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	2.2.19.6 DNA-Sequenzierung
	2.2.19.7 Reverse Transkription
	2.2.19.8 Herstellung doppelsträngiger RNA für RNAi-Experimente

	2.2.20 Herstellung radioaktiver Substrate
	2.2.20.1 Radioaktive 5´-Markierung
	2.2.20.2 In vitro-Transkription
	2.2.20.3 Polyadenylierung radioaktiv markierter Transkripte
	2.2.20.4 Herstellung von homogen markiertem Poly(A)

	2.2.21 Deadenylierungsexperimente
	2.2.21.1 TCA-Fällungsexperiment
	2.2.21.2 Deadenylierungsexperimente mit polyadenylierter RNA

	2.2.22 Bestimmung der in vivo Poly(A)-Schwanzlänge
	2.2.23 Darstellung der Poly(A)-Schwänze spezifischer mRNAs (Sallés and Strickland, 1999)
	2.2.24 Gelsysteme
	2.2.24.1 Agarose-Gele
	2.2.24.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
	2.2.24.3 SDS-Gelelektrophorese und Coomassiefärbung



	3 Ergebnisse
	3.1 Untersuchungen zum CCR4/NOT-Komplex in S. cerevisiae
	3.1.1 Eine Deletion von POP2 beeinflusst das Wachstum der mutierten Hefen
	3.1.2 Die Deletion von POP2 hat einen Einfluss auf die Poly(A)-Schwanzlänge in vivo
	3.1.3 Der Hefe CCR4/NOT-Komplex besitzt Nukleaseaktivität in vitro
	3.1.4 Der CCR4/NOT-Komplex besitzt in vitro eine Poly(A)-spezifische 3´-Exonukleaseaktivität
	3.1.5 Der CCR4/NOT-Komplex spaltet Poly(A) hydrolytisch zu 5´-AMP
	3.1.6 Pab1p inhibiert die Deadenylierung durch den CCR4/NOT-Komplex
	3.1.7 Punktmutationen in der Exonukleasedomäne von POP2 zeigen keinen Phänotyp
	3.1.7.1 Punktmutationen in der Exodomäne beeinflussen das Sporenwachstum nicht
	3.1.7.2 Punktmutationen in der Exodomäne haben keinen Effekt auf die durchschnittliche Poly(A)-Schwanzlänge


	3.2 Der CCR4/NOT-Komplex aus Drosophila melanogaster
	3.2.1 Klonierung, Expression und Reinigung von dCAF1 und dCCR4
	3.2.2 Cytoplasmatischer Extrakt aus S2-Zellen zeigt in vitro Deadenylase- Aktivität

	3.3 Fraktionierung von S2-CXT
	3.3.1 Eine deadenylierende Aktivität korreliert mit dCAF1- und dCCR4- haltigen Fraktionen einer DEAE-Säule
	3.3.2 Das Aktivitätsmaximum der DEAE-Säule wird von einem Inhibitor überlagert
	3.3.3 CAF1 und CCR4 eluieren in einem Komplex während der Gelfiltration
	3.3.4 CAF1- und CCR4-Antikörper depletieren die deadenylierende Aktivität
	3.3.5 Der CAF/CCR4-Komplex ist nicht die einzige in S2-Zellen aktive 3´- Exonuklease

	3.4 RNA-Interferenz-Experimente
	3.4.1 RNA-Interferenz (RNAi) gegen CAF1 und CCR4 beeinflusst die Menge an mRNA und an Protein
	3.4.2 RNAi gegen CAF beeinflusst die Poly(A)-Schwanzlänge in vivo
	3.4.3 RNAi gegen NOT1, NOT2 und NOT3/5 hat ebenfalls einen Effekt auf die steady state-Poly(A)-Schwanzlänge
	3.4.4 Untersuchung der Deadenylierung von Hsp70-mRNA in CAF-RNAi- Zellen
	3.4.4.1 Hsp70-mRNA wird in vivo durch den CAF1/CCR4/NOT-Komplex deadenyliert


	3.5 Untersuchungen zur Deadenylierung in S2-Zellen nach Hitzeschock
	3.5.1 Hitzeschock vermindert die deadenylierende Aktivität cytoplasmatischen S2-Extraktes
	3.5.2 Eine weitere Nuklease wird in S2-Zellen durch Hitzeschock induziert

	3.6 Der 25°C- und der 37°C-CXT enthalten einen Inhibitor der Deadenylierung
	3.6.1 Der Inhibitor ist spezifisch für die Drosophila-3´-Exonukleasen

	3.7 Beide Poly(A)-abbauende Enzyme besitzen 3´-Exonukleaseaktivität
	3.8 Die zwei Deadenylasen besitzen unterschiedliche Eigenschaften

	4 Diskussion
	4.1 Der CCR4/NOT-Komplex aus S. cerevisiae
	4.1.1 Die Rolle von Pop2p im CCR4/NOT-Komplex
	4.1.2 Die Deadenylierung von mRNA durch den CCR4/NOT-Komplex
	4.1.3 Der Einfluss von Pab1p auf die Deadenylierungsreaktion

	4.2 Der CCR4/NOT-Komplex ist in höheren Eukaryoten konserviert
	4.3 Deadenylierung im Drosophila-CXT
	4.3.1 Fraktionierung von S2-CXT
	4.3.2 Die CAF1-CCR4-Interaktion

	4.4 Die Deadenylierung im Hitzeschock
	4.4.1 Der CCR4/NOT-Komplex wird im Hitzeschock inaktiviert
	4.4.2 Stabilisierung ARE-haltiger mRNAs im Hitzeschock


	5 Zusammenfassung
	6 Literatur
	7 Anhang
	7.1 Abkürzungsverzeichnis
	7.2 Lebenslauf
	7.3 Publikationen
	7.4 Erklärung
	7.5 Danksagung


