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1. Einleitung

Fiir samtliche Organismen ist eine spezifische Genexpression von entscheidender Bedeu-
tung. Jede Zelle enthélt ndmlich bereits die vollstdndige genetische Information, sodass von
dieser Vielzahl an Genen nur bestimmte aktiviert und andere wiederum inaktiviert werden
miissen. Dabei unterliegt die Expression dieser Gene u.a. einer rdumlichen und zeitlichen
Kontrolle. Die Regulation der Genexpression kann auf verschiedensten Ebenen erfolgen:
z.B. der Synthese und Prozessierung von mRNA, der Lokalisierung der mRNA, der Trans-
lation der mRNA und auch durch den Abbau der mRNA. Das Zusammenspiel der verschie-
denen Regulationsmechanismen ist meist komplex. Eine Vereinfachung kann durch die Be-
trachtung der Prozesse in der friithen embryonalen Entwicklung erreicht werden, da hier das
Genom transkriptionell still ist und somit jegliche Regulation post-transkriptionell ablduft
(Pritchard & Schubiger, 1996). In dieser frithen Phase bestehen bis zu drei Viertel des fiir
Proteine kodierenden Transkriptoms aus sogenannten maternalen mRNAs, welche bereits in
der Oogenese in die sich bildende Oocyte eingelagert werden (Vastenhouw et al., 2019).
Eine Vielzahl dieser maternalen mRNAs und die mit ihnen assoziierten Proteine wurden
eingehend im Modellorganismus Drosophila melanogaster untersucht, dessen frithe Ent-

wicklung im folgenden Abschnitt ndher dargestellt werden soll.

1.1 Die ersten Entwicklungsstadien von D. melanogaster

1.1.1 Oogenese und frihe Embryogenese

Die Oogenese findet in den zwei Ovarien mit jeweils 16 bis 20 Ovariolen statt. Die Ovariolen
weisen mehrere Eikammern, sogenannte Follikel, auf, welche je eine Oocyte beinhalten (Ab-
bildung 1.1). Diese Oocyte ist durch Ringkandle mit Ndhrzellen verbunden, welche po-
lyploid sind und eine hohe Transkriptionsaktivitit aufweisen, wohingegen der Nucleus der
Oocyte iliberwiegen transkriptions-inaktiv ist (Navarro-Costa et al., 2016). Durch die Ring-
kanidle werden maternale mRNAs und Proteine in die sich entwickelnde Oocyte geleitet,
welche wichtig fiir deren Reifung sind. Am Ende der Oogenese wird sémtlicher Inhalt der
Nahrzellen in die Oocyte gepumpt und die Néhrzellen verkiimmern. Das reife Ei wird da-

rauthin durch den Samen des Ménnchens fertilisiert und vom Weibchen abgelegt.



- Einleitung -

Follikel Follikelzelle
(12 h) Oocyte
Nahrzelle
Dorsaler Eianhang
Ei Vitellinmembran
(0Oh) Polplasma
Zellmembran
Chorion
Syncytiales Zellkern
Blastoderm Solzel
(1,5h) olzelle
Zellulares Blastodermzelle
Blastoderm
(3h)

Abbildung 1.1 Oogenese und friihe Embryogenese in D. melanogaster.

Darstellung von vier verschiedenen Entwicklungsstadien von D. melanogaster: Beginnend mit der reifenden
Oocyte (12 Stunden vor Fertilisation) und bis zum zelluldren Blastoderm (3 Stunden nach Fertilisation). Ab-
bildung modifiziert aus St Johnston & Niisslein-Volhard (1992).

Die Fertilisierung initiiert 13 rapide und synchrone Kernteilungen, welche keine Zellteilung
zur Folge haben, sodass die friihe Embryogenese syncitial ist. Nach der neunten Kernteilung
ist bereits ein Grofteil der Zellkerne in der Peripherie lokalisiert und drei bis vier Kerne
befinden sich im posterioren Polplasma, welche sich hier zu Polzellen entwickeln, die die
Vorlaufer der Keimbahn sind. Wéhrend der 14. Kernteilung, nach etwa 3 Stunden, kommt
es dann zur Zellularisierung, indem eine Zellmembran die einzelnen Zellkerne umbhiillt, so-
dass ca. 6000 Zellen im zelluldren Blastoderm vorliegen. Dieser Prozess ist auch der erste
vollstdndig vom zygotischen Genom abhingige (Bashirullah et al., 1998) und stellt bereits
den Ubergang vom maternalen zum zygotischen Genom dar. (Die Oogenese und Embryo-
genese sind den folgenden Ubersichtsartikeln entnommen: (Bashirullah et al., 1998; Bastock

& St Johnston, 2008; Harrison & Eisen, 2015; Johnston & Niisslein-Volhard, 1992)).
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1.1.2 Der Wechsel vom maternalen zum zygotischen Genom

Sédmtliche tierischen und humanen Embryonen vollziehen zu Beginn ihrer Entwicklung ei-
nen graduellen Wechsel vom maternalen zum zygotischen Genom. Dabei wird dieser Wech-
sel von Wellen des Abbaus maternaler Genprodukte und der Transkription von zygotischen
Genen durchzogen (Cao et al., 2020; Vastenhouw et al., 2019). So findet in den ersten acht
Zyklen der Kernteilung (bis ca. 1 Stunden nach Fertilisation) im Drosophila-Embryo nahezu
keine Transkription statt, da diese Teilungen mit 8-10 Minuten sehr rapide sind und dadurch
die Transkription groBBer Gene limitiert ist (Edgar & Schubiger, 1986). Die frithe Phase der
Entwicklung ist also abhéingig von einer prizisen Regulation der maternalen mRNAs. Diese
Regulation wird bereits zum Teil in der Oocyte festgelegt und im Embryo fortgesetzt und
besteht meist aus einem Zusammenspiel mehrerer Mechanismen. Am wichtigsten sind hier
die Mechanismen der Translationsregulation und RNA-Lokalisierung. So wird die Transla-
tion einer Vielzahl maternaler mRNAs bereits in der Oocyte reprimiert, und diese reprimierte
mRNA muss meist erst zu einer bestimmten Position transportiert werden, an der die Trans-
lation aktiviert wird. Die Repression wird im Wesentlichen durch frans-agierende Faktoren
bestimmt, die hdufig in der 3°-UTR binden. Fiir die Translationsrepression sind die folgen-
den drei Mechanismen anzunehmen (Johnstone & Lasko, 2001):

1. Die Variation der Lange der Poly(A)-Schwinze ist hdufig mit einer Regulation der
Translation verbunden. Dabei zeigen mRNAs mit ldngeren Poly(A)-Schwinze meist eine
hohe Translationseffizienz, wohingegen kiirzere Schwénze mit einer schwachen Translati-
onseffizienz verbunden sind (Passmore & Coller, 2021; Richter, 1999). Die Entfernung des
Poly(A)-Schwanzes wird als Deadenylierung bezeichnet und wird hauptséchlich von den
zwei Deadenylasekomplexen CCR4-NOT und PAN2-PAN3 bewerkstelligt, wohingegen die
Polyadenylierung durch Poly(A)-Polymerasen stattfindet. Dies fiihrt vor allem gegen Ende
der Oogenese in Drosophila zu einer Aktivierung der Translation (Lim et al., 2016).

2. Die Translation wird {iber die Assoziation mehrerer Translationsinitiationsfaktoren am
5¢-Cap der mRNA initiiert. Dementsprechend ist die Blockierung dieser Assoziation ein
hiufiger Ansatzpunkt in der Translationsrepression durch Faktoren die in der 3° UTR bin-
den. Weiterhin konnen auch Prozesse nach der Translationsinitiation reprimiert werden, wie
z.B. die Bindung der ribosomalen 60S Untereinheit (Ostareck et al., 2001).

3. Es wird angenommen, dass die mRNA in ihrer gesamten Linge von einer Proteinhiille

maskiert werden kann, sodass die Assoziation mit Ribosomen blockiert wird (Spirin, 1994).
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Diese vermutlich maskierten mRNPs enthalten u.a. Y-Box-Proteine (Sommerville & Lado-
mery, 1996; Tafuri & Wolffes, 1993) oder die DEAD-Box-RNA-Helikase Me31B (D. me-
lanogaster) bzw. DDX6 (Mensch) bzw. Dhh1 (S. cerevisiae) (Colegrove-Otero et al., 2005;
Nakamura et al., 2001; Weston & Sommerville, 2006).

Im Rahmen der Transition vom maternalen zum zygotischen Genom spielt der erstgenannte
Mechanismus eine entscheidende Rolle, da die Deadenylierung neben der Translationsre-
pression auch meist den Abbau von maternalen mRNAs einleitet (Passmore & Coller, 2021).
Dabei wird der CCR4-NOT-Deadenylasekomplex durch verschiedene RBPs an die entspre-
chenden mRNAs rekrutiert. Neben dem maternal gesteuerten mRNA-Abbau wird in der
Folge der Aktivierung des zygotischen Genoms auch ein zygotischer Abbauprozess durch
miRNAs eingeleitet, der auf der Expression des miR-309-Klusters basiert (Bushati et al.,
2008; Huntzinger & Izaurralde, 2011).

Das Zusammenspiel all dieser Prozesse in der friihen Phase der Entwicklung bestimmt u.a.
die erfolgreiche Ausbildung der Kdorperachsen und ist somit meist entscheidend fiir das

Uberleben des Organismus.

1.1.3 Ausbildung der Kérperachsen durch Morphogene

Die zukiinftigen Korperachsen werden bereits wéhrend der Oogenese festgelegt (Riechmann
& Ephrussi, 2001). Dafiir werden die bicoid-mRNA zum anterioren Pol und die nanos- und
oskar-mRNA zum posterioren Pol der Oocyte lokalisiert. Dadurch wird die Anterior-Poste-
rior-Korperachse vordefiniert (Ephrussi et al., 1991; Niisslein-Volhard et al., 1987; C. Wang
et al., 1994). Hierbei werden allerdings nur geringe Mengen der nanos-mRNA (ca. 4 %) am
posterioren Pol lokalisiert (Abbildung 1.2.A), und der iiberwiegende Teil ist spéter uniform
im Embryo verteilt sowie translationell reprimiert (Bergsten & Gavis, 1999; Smibert et al.,
1996). Im Embryo wird das Nanos-Protein nur am posterioren Pol synthetisiert, da dort die
Translationsrepression durch Oskar aufgehoben wird (Gavis & Lehmann, 1994; Jeske et al.,
2011; Zaessinger et al., 2006). Dadurch entsteht ein Konzentrationsgradient des Nanos-Pro-
teins vom posterioren zum anterioren Pol, der mafigeblich zur Ausbildung der posterioren
Korperstrukturen beitrdgt. Ein Embryo mit einem zum anterioren Pol fehllokalisierten Na-
nos-Protein (Abbildung 1.2.B) entwickelt sich zu einer Larve mit fehlender Kopfstruktur

und zweiseitig vorliegendem Abdomen (Gavis & Lehmann, 1992), welches lethal ist.
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Embryonen (Wildtyp): Larve (Wildtyp):

nanos-mRNA Nanos-Protein

»

anterior posterior
2-3h A i R
anterior posterior anterior posterior
B
Embryo (nanos-Fehllokalisation): Larve (nanos-Fehllokalisation):
nanos-mRNA Nanos-Protein

‘:s.; 3 ‘
¥

Abbildung 1.2: nanos ist essenziell fiir die Ausbildung der Anterior-Posterior-Korperachse.

A: Ein kleiner Teil der nanos-mRNA lokalisiert zum posterioren Pol des Embryos (/n-situ-Hybridisierung der
mRNA), wohingegen ein Grofiteil uniform verteilt vorliegt. Nur die posterior lokalisierte nanos-mRNA wird
translatiert, wodurch sich ein Konzentrationsgradient des Nanos-Proteins vom posterioren zum anterioren Pol
bildet (Antikdrperfarbung). Dies ist fiir eine korrekte Entwicklung des K&rpers notwendig (siehe Larve). B:
Die Fehllokalisierung von nanos wurde durch einen Austausch der 3°-UTR in einem zusétzlichen nanos-Trans-
gen mit der bicoid-3‘-UTR erreicht, welche Lokalisierungselemente zum anterioren Pol enthilt. Dadurch wird
auch die Translation von nanos am anterioren Pol ermdglicht, sodass an beiden Polen Nanos synthetisiert wird.
Dies fiihrt zu einer Ausbildung von abdominalen Segmenten in der gesamten Larve, wodurch diese keine
Kopfstruktur oder einen Thorax aufweist. H — Kopf; T — Thorax; A (mit Pfeil) - Abdominale Segmente. Ab-
bildung modifiziert aus Gavis & Lehmann (1992) und Zaessinger et al. (2006).

Die Abwesenheit von anterioren Strukturen mit dem fehlexprimierten nanos liegt in der
Funktion des Nanos-Proteins als Translationsrepressor von anterioren Morphogenen begriin-
det (Wharton & Struhl, 1991). Im Wildtyp lokalisieren am anterioren Pol die bicoid-mRNA
und das Bicoid-Protein, welches der Transkriptionsaktivator des zygotischen hunchback-
Gents ist (Struhl et al., 1989). Die hunchback-mRNA ist iberwiegend uniform verteilt, und
die Translation wird ebenso wie die der bicoid-mRNA durch Nanos reprimiert. Dadurch
ergibt sich flir Bicoid und Hunchback ein Konzentrationsgradient vom anterioren zum poste-
rioren Pol. Dies ist wichtig, da Hunchback ein Transkriptionsinhibitor mehrerer zygotischer
Segmentierungsgene ist, welche durch die Abwesenheit von Hunchback im posterioren Be-
reich exprimiert werden konnen (Struhl et al., 1992). Dadurch wird die weitere Ausbildung
des Abdomens ermdglicht. Somit ist eine prazise Regulation der nanos-mRNA unerldsslich

fiir die Entwicklung des Embryos.
10



- Einleitung -

1.2 Die Regulation der nanos-mRNA in der frihen Embryogenese

Fiir die Regulation der Translation und Stabilitdt der nanos-mRNA sind Elemente in deren
3°-UTR verantwortlich (Abbildung 1.3), wie bei einer Vielzahl von mRNAs. Die 3°-UTR
beinhaltet ein Translationskontrollelement (TCE), ein Lokalisierungssignal und Bindestel-
len fiir miRNAs sowie piRNAs (Dahanukar & Wharton, 1996; Gavis & Lehmann, 1994;
Rouget et al., 2010; Smibert et al., 1996).

SRE1 oGy,
eV v srE2
. I cycC roo piRNA miR-314
I ] [IV mill?-31a | 41|2 piRNA | miR-263b
nanos-3-UTR [ TCE | | N 1 |
1nt 158 nt 547 nt 888 nt

Lokalisierungssignal =————

Abbildung 1.3: Schema der nanos-3‘-UTR.

Die nanos-3‘-UTR besteht u.a. aus einem Translationskontrollelement (TCE; Nukleotide 1 — 158), welches
zwei SRE-haltige stem-loops und eine Bindestelle fiir Glorund (gelbe Balken) enthilt. In den SREs wurde das
fiir die Smaug-Bindung kritische Nukleotid markiert (rot). Weiterhin sind die ersten 547 Nukleotide fiir die
Lokalisierung der mRNA notwendig. Auflerdem sind im distalen Part der 3°-UTR zwei Bindestellen fiir piR-
NAs und drei potenzielle Bindestellen fiir miRNAs beschrieben (Rouget et al. 2010). Abbildung modifiziert
aus Johnstone & Lasko (2001) und Crucs et al. (2000).

Die Lokalisierung der mRNA wird unabhéngig von der Translationsregulation durchgefiihrt.
Im TCE befinden sich eine Sekundérstruktur aus drei stem-loops (I-11I) und darauffolgend
ein weiterer stem-loop (IV). Die stem-loops 11 und IV enthalten in ihrem /oop-Bereich die
Bindestelle fiir das Protein Smaug, sodass diese als ,,Smaug recognition elements“ (SREs)
bezeichnet werden (Crucs et al., 2000; Smibert et al., 1996). Weiterhin liegt ein AU-reicher
Bereich in stem-loop 111 vor, welcher wéhrend der Oogenese vom Protein Glorund gebunden
wird. Dadurch wird die Translation der unlokalisierten nanos-mRNA wéhrend der Oogenese
reprimiert (Kalifa et al., 2006). Nachfolgend wird in der Embryogenese die Translationsre-
pression und der Abbau der nicht lokalisierten nanos-mRNA durch Smaug eingeleitet (Ab-
bildung 1.2.A; vgl. 0-1 und 2-3 Stunden). Smaug wird homogen im gesamten Embryo nur
in den ersten 3 bis 4 Stunden nach Fertilisation exprimiert (Cao et al., 2020; Smibert et al.,
1999). Smaug ist das Kernstiick des reprimierten nanos-mRNP, da es sdmtliche weiteren
Repressorproteine direkt oder indirekt zur mRNA rekrutiert (G6tze et al., 2017). Neben der
nanos-mRNA werden noch hunderte weitere mRNAs in der frithen Embryogenese durch
Smaug gebunden und reguliert (L. Chen et al., 2014; Eichhorn et al., 2016; Tadros et al.,
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2007), sodass das Protein eine zentrale Rolle in der Entwicklung einnimmt. Parallel zur
Smaug-abhédngigen Regulation wird die nanos-mRNA auch durch das Protein Aubergine im
Zusammenspiel mit spezifischen piRNAs reprimiert, indem diese zur Deadenylierung der
mRNA beitragen (Rouget et al., 2010). Eine Funktion fiir die potenziellen miRNAs (vgl.
Abbildung 1.3) wurde noch nicht beschrieben, jedoch konnte bereits fiir andere mRNAs eine
miRNA-vermittelte Rekrutierung des Deadenylasekomplexes CCR4-NOT sowie Translati-

onsrepression gezeigt werden (Djuranovic et al., 2012; Kuzuoglu-Oztiirk et al., 2016).

1.2.1 Die Smaug-abhangige Regulation der nanos-mRNA

Die Assoziation der nanos-mRNA mit Smaug eroffnet verschiedene Wege der post-trans-
kriptionalen Regulation, die im Wesentlichen den in Abschnitt 1.1.2 aufgefiihrten drei Me-
chanismen entspricht. Auf die Regulation der nanos-mRNA soll im Folgenden néher einge-

gangen werden.

1.2.1.1 Smaug fuhrt zur Deadenylierung der nanos-mRNA

Im Verlauf der frithen Embryogenese wird ein GroBteil der nicht lokalisierten nanos-mRNA
deadenyliert und abgebaut (vgl. Abbildung 1.2.A). Die Deadenylierung wird durch die
Smaug-abhéngige Rekrutierung des CCR4-NOT-Komplexes eingeleitet (Jeske et al., 2006;
Semotok et al., 2005; Zaessinger et al., 2006). Generell vermittelt der Poly(A)-Schwanz eine
erhohte Translationseffizienz, welches durch die Bildung einer sogenannten ,,closed-loop “*-
Struktur zwischen dem 5°- und 3‘-Ende der mRNA erreicht wird (Abbildung 1.4.A). Dabei
bindet der Translationsinitiationsfaktor eIF4E die 5°-Cap-Struktur, PABPC den 3‘-Poly(A)-
Schwanz und die beiden Enden werden durch die Assoziation von elF4G mit elF4E sowie
PABPC verbunden. Durch PABPC wird die Affinitit von eIF4E fiir das Cap erhoht, die
Bindung zu elF4G stabilisiert und es wird eine Funktion fiir PABPC in der Rekrutierung der
60S-Untereinheit angenommen (Duncan et al., 2009; Kahvejian et al., 2005). Auflerdem
wird durch die rdumliche Néhe der Enden ein schnelles Recycling von Ribosomen nach
erfolgter Translation vermutet (Passmore & Coller, 2021).

Ein PABPC-Molekiil besetzt einen 30 Nukleotide langen Abschnitt des Poly(A)-Schwan-
zes (Webster et al., 2018), welches auch eine der kiirzesten Léngen fiir eine noch effizient
translatierte mRNA ist (Lima et al., 2017; Nudel et al., 1976). Eine weitere Verkiirzung des
Poly(A)-Schwanzes fiihrt zu einer Dissoziation des PABPC, wodurch die ,,closed-loop*-
Struktur aufgebrochen wird und eIF4G nicht mehr stabil assoziiert (Duncan et al., 2009).
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Die Verkiirzung wird durch die Deadenylasekomplexe CCR4-NOT und PAN2-PAN3 ver-
ursacht (Abbildung 1.4.B).
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Abbildung 1.4: Schema der Deadenylierung und des Abbaus von mRNAs.

A: ,closed-loop*“-Model der Translation. Der Poly(A)-Schwanz wird durch die RRM-Doménen von PABPC
gebunden, welche auch fiir die Interaktion mit dem Initiationsfaktor elF4G notwendig sind. Das 5°-Cap wird
durch den Initiationsfaktor eIF4E gebunden, welcher ebenfalls mit eIF4G interagiert. Dementsprechend dient
elF4G als Briicke zwischen dem 5°‘- und 3‘-Ende der mRNA. Weiterhin wird eIlF4A durch elF4G rekrutiert,
welche zusammen mit eIF4E den elF4F-Komplex bilden. B: Deadenylierung und nachfolgender Abbau von
mRNA. Lange Poly(A)-Schwinze (> 90 Nukleotide) werden hauptséchlich von PAN2-PAN3 deadenyliert,
wohingegen kurze Schwinze (< 90 Nukleotide) durch den CCR4-NOT-Komplex deadenyliert werden. Die
Deadenylierung hat die Dissoziation von PABPC und elF4E zur Folge, sodass das 5°-Cap frei zugénglich fiir
den Decappingkomplex ist. Dieser wird auch iiber den LSM1-7-Komplex rekrutiert, welcher u.a. indirekt iiber
den CCR4-NOT-Komplex mit der mRNA assoziiert (Nishimura et al., 2015; Ozgur et al., 2015). Nachfolgend
wird die mRNA exonukleolytisch entweder in 5°-3°-Richtung iiber die Exonuklease XRN1 abgebaut, oder iiber
das cytoplasmatische Exosom in 3°-5‘-Richtung. Abbildung modifiziert aus Passmore & Coller (2021).

Dabei verkiirzt PAN2-PAN3 hauptsidchlich mRNAs mit ldangeren Poly(A)-Schwinzen (> 90
Nukleotide), da fiir die Assoziation und Deadenylierungsaktivitit die Oligomerisierung von
PABPC entlang des Poly(A)-Schwanzes notwendig ist (Schéfer et al., 2019). Eine Rekrutie-
rung von PAN2-PAN3 zu spezifischen mRNAs wurde bislang nur iiber das GW182-Protein
im miRNA-abhidngingen mRNA-Abbau beobachtet (Braun et al., 2011a). Vermutlich wird
PAN2-PAN3 einen GroBteil der ldngeren poly(A)-Schwinze deadenylieren, was auch im
Einklang mit der mittleren Poly(A)-Lénge von unter 90 Nukleotiden in verschiedensten eu-

karyotischen Zellen ist (Lima et al., 2017). Die kiirzeren Poly(A)-Schwinze mit weniger
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PABPC-Molekiilen werden hauptsidchlich durch CCR4-NOT deadenyliert, welches haufig
iiber spezifische RBPs zu den jeweiligen mRNAs rekrutiert wird. Nachdem das letzte
PABPC in Folge der Deadenylierung entfernt wurde, wird auch der 5°‘-Initiationskomplex
destabilisiert und eIF4E dissoziiert vom 5‘-Cap (Passmore & Coller, 2021). Darauthin wird
das 5°-Cap durch den Decappingkomplex entfernt und der nachfolgende exonukleolytische

mRNA-Abbau lduft entweder in 5°-3‘- oder 3°-5°-Richtung ab (Abbildung 1.4.B).

1.2.1.2 Inhibierung der Translationsinitiation durch Smaug

Neben der Assoziation mit dem CCR4-NOT-Komplex wird auch eine Bindung von Smaug
an Cup angenommen, welches ein elF4E-bindendes Protein ist (Nakamura et al., 2004; Nel-
son et al., 2004). Cup ist ein Paralog von 4E-T und enthélt ein konserviertes eI[F4E-Binde-
motiv, das dieselbe Interaktionsflache in eIF4E wie eIF4G nutzt (Wilhelm & Smibert, 2005).
Dadurch wirkt Cup kompetitiv zu elF4G in der e[F4E-Bindung (Abbildung 1.5; vgl. Abbil-
dung 1.4.A). elF4G ist fiir die Bindung weiterer Initiationsfaktoren wie elF4A und elF3 not-
wendig, die wiederum die ribosomale 40S-Untereinheit rekrutieren, sodass ein Ausschluss
von elF4G durch Cup zu einer Blockierung der Translationsinitiation fithren sollte. Das Feh-
len von 48S-Preinitiationskomplexen konnte auch fiir eine Reporter-RNA mit der nanos-3°-
UTR nach Inkubation in Drosophila-Embryoextrakten (DEE) beobachtet werden (Jeske et
al., 2011).

nanos-mRNA

N

Abbildung 1.5: Die Cup-abhéngige Repression der Translationsinitiation.

Durch Smaug wird SRE-spezifisch Cup zur nanos-mRNA rekrutiert. Cup bindet an eIF4E, wodurch die Asso-
ziation zu elF4G unterbunden wird und damit die Translationsinitiation nicht fortschreiten kann. Durch den
Komplex werden wie beim ,,closed-loop*“-Modell beide mRNA-Enden zueinander gefiihrt. Abbildung modifi-
ziert aus Gotze et al. (2017) und Wilhelm & Smibert (2004).
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Ein dhnliches Modell der Translationsrepression wurde z.B. fiir die oskar-mRNA vorge-
schlagen, bei der Cup durch Bruno zur mRNA rekrutiert wird (Nakamura et al., 2004).
Somit kann Cup auch durch andere RBPs zu bestimmten mRNAs rekrutiert werden, um

diese zu reprimieren.

1.2.1.3 Die Translation der nanos-mRNA wird auch Cap-unabhangig reprimiert

Neben der Cap-abhiangigen Repression konnte auch eine gleichermallen effiziente Transla-
tionsrepression flir eine Reporter-RNA (mit nanos-3‘-UTR) ohne Cap-Struktur beobachtet
werden. AuBBerdem waren bei dieser mRNA 40 zufillige Nukleotide downstream zum
Poly(A)-Schwanz, sodass dieser vor der Deadenylierung geschiitzt war (Jeske et al., 2011).
Dementsprechend wird die Translationsrepression auch unabhéngig von der Deadenylierung
erreicht. Weiterhin wurde in Jeske et al. (2011) auch eine Reporter-RNA mit einer internen
ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) des Cricket paralysis virus (CrPV) verwendet, bei der die
direkte Assoziation mit der 40S-Untereinheit oder dem 80S-Ribosom ohne vorherige Aus-
bildung des elF4F-Initiationskomplexes ablaufen kann (Pestova et al., 2004). Diese Repor-
ter-RNA zeigte unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen eine dhnliche Translationsre-
pression wie die Cap-enthaltende Reporter-RNA. Daher wird der Effekt vermutlich auf
Ebene der Assoziation des 80S-Ribosoms stattfinden. Ein Einfluss auf die Translationse-
longation bzw. die Translation des vollstindigen Reporter-ORFs konnte nicht beobachtet
werden (Jeske et al., 2011).

Ein Mechanismus, der moglicherweise die Assoziation von Ribosomen beeintrichtigen
konnte, ist die Umhiillung der mRNA durch Proteine (vgl. Abschnitt 1.1.2). So konnte fiir
eine Reporter-RNA (mit nanos-3‘-UTR) gezeigt werden, dass diese nach Inkubation im
DEE in einer Saccharose-Gradientenzentrifugation weiter sedimentiert als eine RNA mit
Punktmutationen in den SREs, die die Bindung zu Smaug autheben (Gotze et al., 2017). Die
Wildtyp-RNA sedimentiert in der Ndhe des 80S-Ribosoms, der gebildete Komplex ist also
relativ grof. In pulldown-Studien aus DEE konnte eine Assoziation einer Reporter-RNA
(plus nanos-3°-UTR) mit Me31B und seinem Interaktionspartner Trailer hitch (Tral) beo-
bachtet werden (Gétze et al., 2017; Jeske et al., 2011). Diese Proteine und ihre Orthologe
spielen eine Rolle in der Translationsrepression (Y. Chen et al., 2014; Hubstenberger et al.,
2013; Mathys et al., 2014; Nakamura et al., 2001; Tanaka et al., 2006; Tritschler et al., 2009;
Weston & Sommerville, 2006; Wilhelm et al., 2005). AuBlerdem konnte in Gétze et al.
(2017) gezeigt werden, dass die Anzahl der an die mRNA gebundenen Me31B-Tral-
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Heterodimere mit der Linge der mRNA steigt und dieses Verhalten eine mehr oder weniger
stark ausgepragte SRE-Spezifitdt zeigt. Somit scheinen sowohl Me31B als auch Tral mog-
licherweise eine Rolle in der Umhiillung der mRNA zu spielen.

Wie genau Me31B und Tral zur mRNA rekrutiert werden ist noch nicht vollstindig ge-
klart. Fiir beide Proteine ist eine Interaktion mit Cup beschrieben (Nakamura et al., 2004;
Tritschler et al., 2008), welche in den Studien allerdings auch durch indirekte Assoziation
bedingt sein konnte. Fiir die humanen Orthologe DDX6 (Me31B) und LSm14A (Tral)
konnte eine direkte Interaktion mit dem humanen 4E-T beobachtet werden (Nishimura et al.,
2015; Ozgur et al., 2015), die teilweise in konservierten Bereichen, welche auch in Cup vor-
kommen, stattfand. Somit wird die Interaktion mit Cup wahrscheinlich iiber dieselben Be-
reiche ablaufen, was allerdings noch zu zeigen bleibt.

Die Rolle von Cup in der Rekrutierung von Me31B und Tral zur nanos-mRNA ist beim
Vergleich verschiedener Studien etwas widerspriichlich. So konnte in Jeske et al. (2011) in
pulldown-Studien aus DEE keine bis nur eine geringfiigige Assoziation von Cup mit einer
SRE-haltigen Reporter-RNA ohne Cap-Struktur beobachtet werden, wohingegen in Gotze
et al. (2017) mit denselben RNA-Konstrukten Cup deutlich angereichert werden konnte.
Dies konnte durch eine schwéchere Assoziation von Cup in Folge der fehlenden Cap-elF4E-
Interaktion begriindet sein, sodass Cup je nach experimentellen Bedingungen stirker oder
schwicher angereichert ist. Weiterhin wurden fiir die oskar-mRNA nach Gradientenzentri-
fugation zwei Repressorkomplexe mit unterschiedlichem Vorkommen an Cup beobachtet
(Chekulaeva et al., 2006). Der schwerere Komplex enthielt Bruno, Cup und Me31B, wohin-
gegen der leichtere Komplex nur Bruno und Me31B enthielt. Somit kdnnte es sein, dass Cup
nicht zwingend notwendig fiir eine Rekrutierung bzw. stabile Assoziation von Me31B und
Tral ist.

Neben Cup bzw. 4E-T ist auch fiir den CCR4-NOT-Komplex eine direkte Interaktion mit
DDX6 beschrieben (Y. Chen et al., 2014; Ozgur et al., 2015). Somit kénnte dies ebenfalls
eine Moglichkeit sein, Me31B und Tral SRE-spezifisch zu rekrutieren. Allerdings wurde der
CCR4-NOT-Komplex in pulldown-Studien aus DEE in keinem stochiometrischen Verhélt-
nis angereichert (Gotze et al., 2017). Jedoch schlie3t dies nicht aus, dass eine transiente In-

teraktion zu einer Rekrutierung von Me31B und Tral fithren konnte.

Fiir Smaug wurde neben der Interaktion mit Cup auch eine mit AGO1 beobachtet, welches
unabhingig von miRNAs eine wichtige Rolle in der Translationsrepression der nanos-

mRNA spielt (Pinder & Smibert, 2013). So zeigten u.a. Drosophila-Embryonen mit stark
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reduzierten AGO1-Proteinmengen eine deutliche Translation der nicht-lokalisierten nanos-
mRNA, welche vergleichbar mit der Translation in Embryonen mit einer Smaug-RNA-Bin-
demutante ist. Dabei war die Stabilitit der mRNA im Vergleich zum Wildtyp nicht beein-
flusst, sodass der Effekt nicht auf einer erhohten mRNA-Stabilitit beruht.

Weiterhin konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass AGO1 die Translation
eine Reporter-RNA, die eine IRES enthilt, reprimieren kann. Die Repression wurde hier
auch fiir eine RNA ohne Poly(A)-Schwanz gesehen, sodass die Cap-unabhidngige Repres-
sion auch vom Poly(A)-Schwanz unabhdngig ist und wahrscheinlich einen Schritt nach der

Bildung des Translationsinitiationskomplexes beeinflusst (Iwasaki et al., 2009).

Neben der Cap-unabhingigen Translationsrepression konnten auch weitere Eigenschaften
des Repressorkomplexes beobachtet werden, die vermutlich iiber das einfache Smaug-Cup-
elF4E-Modell hinausgehen. So ist die Bildung des Repressorkomplexes abhingig von ATP
und mit ca. 20 - 40 Minuten relativ langsam. Fiir beides konnte die Aktivitit der ATP-ab-
hingigen DEAD-Box-Helikase Me31B verantwortlich sein, welche die mRNA vermutlich

erst umhiillen muss, um die vollstindige Repression zu erzielen.

1.2.1.4 Die Aufhebung der Smaug-abhangigen Translationsrepression

Nur fiir die im posterioren Polplasma lokalisierte nanos-mRNA wird die Smaug-abhingige
Translationsrepression und Deadenylierung durch das Protein Oskar aufgehoben (Jeske et
al., 2011; Zaessinger et al., 2006). So konnte in Hefe-Zwei-Hybrid-Experimenten und pull-
down-Studien eine Interaktion zwischen der RNA-bindenden Doméne von Smaug und
Oskar beobachtet werden, was vermutlich die Assoziation von Smaug mit den SREs inhi-

biert (Dahanukar et al., 1999). Der genaue Mechanismus ist allerdings noch unklar.

1.2.2 Die Zusammensetzung des Repressorkomplexes der nanos-mRNA

Im vorherigen Abschnitt 1.2.1 wurden bereits einige Proteine genannt, die potenziell wichtig
fiir die Bildung des Repressorkomplexes sind. In einer pulldown-Studie aus DEE mit quan-
titativer MS-Analyse wurden weitere Proteine identifiziert, die SRE-spezifisch assoziieren

(Gotze et al., 2017). Es wurde ein Cluster aus sieben Proteinen mit der hochsten Abundanz

17



- Einleitung -

identifiziert, zu dem wie erwartet Smaug, Cup, elF4E, Me31B und Tral gehoéren. Hinzu
kommen PABPC und Belle, eine weitere ATP-abhangige DEAD-Box-Helikase.

Fiir PABPC wurden bereits Assoziationen mit anderen Repressorkomplexen beobachtet.
So zeigt Drosophila-PABPC eine Funktion in der Inhibierung der Rekrutierung von Ribo-
somen flir die ms/-2-mRNA (Duncan et al., 2009). Weiterhin kann es in der miRNA-vermit-
telten Repression zur Rekrutierung des miRISC-Komplexes beitragen (Moretti et al., 2012).
AulBlerdem konnte fiir Orthologe von Drosophila-PABPC eine direkte Interaktion mit dem
CCR4-NOT-Komplex und eine Stimulierung der Deadenylierung beobachtet werden (Web-
ster et al., 2018; Yi et al., 2018). Fiir die nanos-mRNA wurde auch ein von der Deadenylie-
rung unabhingiger, deutlicher Einfluss des Poly(A)-Schwanzes auf das Ausmal} der Trans-
lationsrepression beobachtet (Jeske et al., 2011).

Fiir Drosophila-Embryonen, die eine Kombination eines Nullallel mit einem hypomor-
phen Allel fiir Belle beinhalten, konnte eine Authebung der Translationsrepression und Dea-
denylierung beobachtet werden, sodass Belle zumindest in vivo eine Funktion in der Trans-
lationsregulation der nanos-mRNA ausiibt (Gotze et al., 2017).

Weiterhin konnte ein Protein-Cluster mit etwas geringerer Abundanz detektiert werden,
welches dem CCR4-NOT-Komplex entspricht. Die geringere Abundanz konnte auch mit
quantitativem Western-Blotting bestitigt werden. Der Komplex ist also kein stéchiometri-

scher Bestandteil des stabilen Repressorkomplexes.

Ein Modell fiir die Zusammensetzung des Repressorkomplexes der nanos-mRNA ist in der
Abbildung 1.6 zu sehen. Nachfolgend wird der Aufbau (siche Anhang Abbildung 9.1) und

die Funktion einzelner Repressorproteine sowie vom CCR4-NOT kurz beschrieben.

1.2.2.1 Smaug

Die Namen fiir Smaug und das in der Oocyte wirkende Glorund stammen aus J.R.R. Tol-
kiens literarischem Werk, in dem der Drache Smaug den Schatz der Zwerge (nanos) bewacht
und Glorund der erste Drache ist, somit also der Vorginger von Smaug.

Smaug ist ein iiberwiegend unstrukturiertes Protein und weist in seiner Mitte eine SAM-
Domaéne (Sterile alpha motif) auf, welche die SREs bindet (Aviv et al., 2003; Green et al.,
2003). Uber diese Domiine wird vermutlich auch die Interaktion mit Oskar vermittelt (Da-
hanukar et al., 1999). Direkt neben der SAM-Domaine fiigt sich die PHAT-Doméine (Pseudo-
HEAT repeat analogous topology) ein, welche wahrscheinlich fiir die Assoziation mit Cup

notwendig ist (Green et al., 2003; Nelson et al., 2004).
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Abbildung 1.6: Modell des nanos-Repressorkomplexes.

Die nanos-mRNA enthilt in ihrer 3°-UTR SREs, die von Smaug gebunden werden. Dieses rekrutiert wahr-
scheinlich Cup zur mRNA. Uber die Assoziation von Cup mit dem Cap-gebundenen eIF4E wird eine ,.closed-
loop “-Struktur gebildet. Uber Cup werden vermutlich Me31B und Tral rekrutiert, welche als Heterodimer
entlang der mRNA polymerisieren. Weiterhin wird der CCR4-NOT-Komplex zur mRNA rekrutiert und dea-
denyliert diese. Die Funktionen von PABPC und Belle im Repressorkomplex sind noch nicht geklért. Abbil-
dung aus Gétze et al. (2017) entnommen.

1.2.2.2 Cup

Cup ist das Drosophila-spezifische Paralog zu 4E-T. Beide sind elF4E-Bindeproteine und
reprimieren die Translation (Nakamura et al., 2004; Nelson et al., 2004). Insgesamt beinhal-
tet Cup im N-terminalen Bereich zwei elF4E-Bindestelle mit der Konsensussequenz
YxxxxL® (x ist eine beliebige Aminosdure und @ eine hydrophobe), die auch in elF4G fiir
die elF4E-Bindung verwendet wird (Marcotrigiano et al., 1999; Nakamura et al., 2004).
Dadurch wird elF4G von der elF4E-Bindung verdriangt und der Initiationskomplex kann
nicht mehr gebildet werden. Fiir Embryonen mit einer N-terminalen Deletion der eIF4E-
Bindestellen von Cup (Aaal-212) konnte im Fall der oskar-mRNA trotzdem eine Translati-
onsrepression beobachtet werden, welche allerdings um 50 % niedriger im Vergleich zum
Wildtyp war (Chekulaeva et al., 2006). Somit scheint auch hier ein zweiter, Cap-unabhén-
giger Mechanismus zu wirken. Fiir Cup und 4E-T konnte neben der Translationsrepression
auf Ebene der Initiation auch die Stimulierung der Deadenylierung in tethering-Experimen-
ten beobachtet werden (Igreja & Izaurralde, 2011). Hier ist allerdings nicht klar, ob dies ein
direkter oder indirekter Effekt war, da diese Experimente in Drosophila-S2-Zellen durchge-
fiihrt wurden. Neben der Bindung an elF4E und der vermutlichen Assoziation mit dem
CCR4-NOT-Komplex konnte zumindest fiir humanes 4E-T auch eine direkte Interaktion mit

DDX6 tiber die Cup-Homologiedoméne (CHD) beobachtet werden (Ozgur et al., 2015). Die
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CHD ist ein konservierter Bereich in der Mitte von Cup, welcher auch in 4E-T vorkommt,
und zumindest in fethering-Experimenten hat sie zu einer Translationsrepression und Dea-

denylierung der Substrat-RNA gefiihrt (Igreja & Izaurralde, 2011).

1.2.2.3 Me31B und Tral

Me31B (Maternally expressed at 31B) gehort zur Klasse der ATP-abhéngigen DEAD-Box-
RNA-Helikasen (Nakamura et al., 2001). Die DEAD-Box-RNA-Helikasen weisen keine
RNA-Sequenzspezifitit auf. Die Auftrennung eines kurzen RNA-Doppelstrangs bendtigt die
Bindung von ATP, welches wiederum fiir die Dissoziation der Helikase hydrolysiert werden
muss (Linder & Jankowsky, 2011; Liu et al., 2008). Fiir die Orthologe von Me31B ist eine
Funktion in der Translationsrepression und im decapping von mRNAs beschrieben (Coller
& Parker, 2005; Kamenska et al., 2016; Mathys et al., 2014; Radhakrishnan et al., 2016). So
interagiert Me3 1B {iber seine C-terminale RecA2-dhnliche-Domine mit dem decapping-Ak-
tivator Edc3 (Tritschler et al., 2008). Fiir das humane Ortholog DDX6 konnte eine direkte
Interaktion mit der MIF4G-Doméne von NOT1 gezeigt werden, welches wichtig flir die
miRNA-abhédngige Translationsrepression ist (Y. Chen et al., 2014; Mathys et al., 2014).
Weiterhin wird iiber die C-terminale Doméne von Me31B auch Trailer hitch (Tral) gebun-
den. Dies schlieBt die Bindung an Edc3 aus, sodass Me31B in zwei distinkten Komplexen

vorliegt (Tritschler et al., 2008).

Tral und seine Orthologen sind ebenfalls in der Translationsrepression und im decapping
involviert (Rajyaguru et al., 2012; Tritschler et al., 2008). Das Protein besteht aus einer N-
terminalen LSm14-Doméne, die fiir das humane Ortholog die Interaktion mit 4E-T vermit-
telt (Brandmann et al., 2018). Nachfolgend enthélt das Protein mehrere RGG-Motive, die im
S. cerevisiae-Ortholog fiir die Translationsrepression notwendig sind (Rajyaguru et al.,
2012) und vermutlich eine Funktion in der RNA-Bindung ausiiben. In der Mitte des Proteins
befindet sich das FDF-Motiv, das fiir die Interaktion mit Me3 1B notwendig ist (Tritschler et
al., 2008, 2009). Sowohl Me31B als auch Tral lokalisieren in P-bodies. Dabei handelt es
sich um zellulédre Partikel, die reich an decapping-Faktoren, Deadenylasen und translationell
reprimierten mRNAs sind (Ayache et al., 2015; Parker & Sheth, 2007; Tritschler et al.,
2009). Wie genau Me3 1B und Tral die nanos-mRNA regulieren, ist nicht bekannt.
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1.2.2.4 Belle

Belle ist wie Me3 1B eine ATP-abhingige DEAD-Box-RNA-Helikase. Neben der typischen
Doménenstruktur einer DEAD-Box-RNA-Helikase hat Belle einen verldngerten N-Termi-
nus, der ein elF4E-Bindemotiv enthélt (Shih et al., 2007; Yarunin et al., 2011). Fiir Belle
und seine Orthologe (DDX3 im Menschen; Dedlp in S. cerevisiae) konnte eine Funktion
sowohl in der Translationsinitiation als auch in der -repression beobachtet werden (Kotov et
al., 2020; M. C. Lai et al., 2016; Liao et al., 2019; Shih et al., 2007). So fiihrte eine Deletion
von dedl in S. cerevisiae zu einer deutlichen Verringerung der globalen Translation (Chuang
etal., 1997; de La Cruz et al., 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Orthologen
von Belle auch mit Initiationsfaktoren der Translation wie z.B. elF4G interagieren (Hilliker
et al., 2011; Soto-Rifo et al., 2012). Die Translationsrepression ist dabei von der elF4E-
Bindung und dem C-Terminus der Helikase abhdngig, wohingegen die Translationsstimu-
lierung die Helikaseaktivitdt benotigt (Hilliker et al., 2011). AuBlerdem konnte eine RNA-
unabhingige Assoziation zwischen Ded1p und Dhh1 (Me31B-Ortholog aus S. cerevisiae) in
pulldown-Studien beobachtet werden (Drummond et al., 2011), sodass Belle moglicherweise
iiber Me31B oder elF4E zur nanos-mRNA rekrutiert wird. Fiir be/le-Mutanten wurde ein
negativer Effekt auf die Translationsrepression der nanos-mRNA beobachtet, der nicht auf
einer verdnderten mRNA-Stabilitit beruht (Gotze et al., 2017). Somit kdnnte es hier auch

auf Ebene der Cap-abhingigen Translationsrepression wie Cup und 4E-T wirken.

1.2.2.5 CCR4-NOT

Der CCR4-NOT-Komplex besteht in Drosophila aus acht konservierten Untereinheiten (Ab-
bildung 1.7). Davon ist NOT1 mit 280 kDa das gréfite Protein und bildet das Zentrum des
Komplexes iiber das simtliche andere Untereinheiten rekrutiert werden. NOT1 wurde ur-
spriinglich als negativer Regulator der Transkription von Promotoren ohne TATA-Box (Ne-
gative on TATA) beschrieben (Collart & Struhl, 1994). Der N-terminale Bereich von NOT1
bindet direkt an NOT11, welches wiederum NOT10 bindet (Bawankar et al., 2013). Uber
die Funktion von NOT10/11 ist wenig bekannt, jedoch konnte fiir die humanen Orthologe
RNA-Bindung beobachtet werden (Raisch et al., 2019). Die Autoren zeigten, dass die beiden
Proteine als Bestandteile des CCR4-NOT-Komplexes die Blockierung anderer RNA-bin-
dender Regionen des Komplexes umgehen, wodurch die Deadenylierung weiterhin durch-

gefiihrt werden konnte.
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Abbildung 1.7: Zusammensetzung des Drosophila-CCR4-NOT-Komplexes.

Der Drosophila-CCR4-NOT-Komplex besteht aus acht konservierten Untereinheiten. NOT1 ist die grof3te Un-
tereinheit und bildet die Interaktionsoberflache fiir die Rekrutierung der anderen Untereinheit. Dargestellt sind
die folgenden Doménen und Interaktionsbereiche in NOT1: HEAT — bestehend aus a-helicalen HEAT-Tan-
demwiederholungen; MIF4G — dhnelt der Struktur des mittleren Bereichs von elF4G; TTP — Interaktionsbe-
reich zum Tristetraprolin-Protein; NOT11, Caf40, NOT 2/3 zeigen die jeweiligen Interaktionsbereiche an. Die
Interaktion mit den jeweiligen Untereinheiten und den entsprechenden Doménen wird durch unterbrochene
Linien angezeigt. NOT11: DUF2363 — Doméne unbekannter Funktion; Cafl: Nukleasedoméne mit DEDD-
Motiv; CCR4: LRR — Leucin-reiche Region, EEP — Nukleasedomine; Caf40: ARM — Armadillo-repeat-Do-
méne bestehend aus Wiederholungen von zwei a-Helices, die eine Haarnadelstruktur bilden; NOT2/NOTS3:
NOT-Box — bestehend aus drei a-Helices und einem B-Faltblatt. Neben den Proteinen ist ihre Grofle in Ami-
nosduren (aa) angegeben. Abbildung modifiziert aus Bawankar et al. (2013).

In der Mitte von NOT1 befindet sich die MIF4G-Doméne, die von der katalytischen Un-
tereinheit Cafl (CCR4-associated factor 1) gebunden wird (Bawankar et al., 2013). Cafl
bindet wiederum in der Leucin-reichen Region im N-Terminus von CCR4 (Carbon catabo-
lite repressor protein 4 homolog), der zweiten katalytischen Untereinheit. CCR4 gehort zur
heterogenen Exonuklase-Endonuklease-Phosphatase-Familie (EEP), welche allesamt Phos-
phoesterasen sind (Y. Chen et al., 2021). Caf1 ist Teil der DEDDh-Familie, zu der auch die
Poly(A)-Ribonukleasen PAN2 und PARN gehoren (Zuo & Deutscher, 2001). Charakteris-
tisch fiir die DEDDh-Familie ist die Verteilung von vier sauren und anderen konservierten
Aminosduren in drei separaten Sequenzmotiven.

In unmittelbarer Ndhe zur MIF4G-Doméane von NOT1 befindet sich ein Bereich, der fiir
die Interaktion mit Caf40 wichtig ist (Bawankar et al., 2013). Fiir Caf40 konnte eine direkte
RNA-Bindung sowie eine Assoziation mit RBPs beobachtet werden (Raisch et al., 2019;
Sgromo et al., 2017). Das Heterodimer NOT2-NOT3 interagiert iiber die C-terminalen Be-
reiche in den jeweiligen Proteinen mit dem C-Terminus von NOT1 (Bawankar et al., 2013).
NOT2 und NOT3 bilden dabei eine weitere Interaktionsoberfliche zu RBPs, um den CCR4-
NOT-Komplex zu bestimmten mRNAs zu rekrutieren (W. S. Lai et al., 2019; Raisch et al.,
2016).
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Insgesamt wird die Nukleaseaktivitit des CCR4-Cafl-Heterodimers durch die weiteren
Untereinheiten gesteigert und eine spezifische Deadenylierung bestimmter mRNAs ermdg-
licht (Raisch et al., 2019; Stowell et al., 2016). Neben der Rekrutierung durch RBPs wie z.B.
TTP kann der CCR4-NOT-Komplex auch iiber miRNAs im Zusammenspiel mit dem
GW182-Protein zu bestimmten mRNAs rekrutiert werden (Braun et al., 2011b; W. S. Lai et
al., 2019).
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1.2.3 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Komponenten des nanos-mRNA-Repressorkomplexes zu be-
stimmen, die fiir eine effiziente Deadenylierung und Translationsrepression notwendig sind.
Eine prizise und stabile Regulation der nanos-mRNA sowie vieler weiterer maternaler
mRNAs ist von entscheidender Bedeutung fiir das korrekte Voranschreiten der frithen Ent-
wicklung. Weiterhin ist die hier untersuchte Smaug-abhéngige Deadenylierung vermutlich
ein weitreichender Prozess, da die Stabilitidt von iiber hundert maternalen mRNAs durch
Smaug beeinflusst wird (Tadros et al., 2007). Neben Smaug ist auch fiir Cup und das humane
sowie S. cerevisiae-Ortholog von PABPC eine Stimulierung der Deadenylierung beobachtet
worden (Igreja & Izaurralde, 2011; Jeske et al., 2006; Semotok et al., 2005; Webster et al.,
2018; Yi et al., 2018). Fiir Cup wurde dies allerdings nur in tethering-Assays beobachtet,
sodass eine direkte Assoziation mit dem CCR4-NOT zu priifen bleibt. Weiterhin konnte fiir
das humane Me31B-Ortholog DDX6 eine direkte Interaktion mit NOT1 beobachtet werden
(Y. Chen et al., 2014), jedoch wurde bis jetzt keine Stimulierung der Deadenylierung durch
Me31B oder seiner Orthologe beschreiben. Ebenso wurde fiir Belle, eIF4E und Tral keine
Funktion in der Deadenylierung beobachtet. Nichtsdestotrotz stellt sich die Frage, ob Smaug
allein fiir eine Rekrutierung des CCR4-NOT-Komplexes ausreicht oder die anderen Repres-
sorproteine ebenfalls eine Funktion ausiiben. Dazu sollten sdmtliche potenziellen Repressor-
proteine der nanos-mRNA rekombinant exprimiert und einzeln aufgereinigt werden, um ihre
individuelle Funktion in der Translationsrepression und Deadenylierung zu untersuchen.
Weiterhin sollte der vollstindige Drosophila-CCR4-NOT-Komplex rekonstituiert und
seine basale Aktivitéit charakterisiert werden, um den direkten Einfluss der Repressorprote-

ine auf die Deadenylierungsaktivitdt testen zu kdnnen.

Die urspriinglichen Translationsexperimente zur Repression der nanos-mRNA wurden in
DEE als Translationsextrakt durchgefiihrt, welcher bereits simtliche Repressorproteine ent-
hilt (Jeske et al., 2011). Dementsprechend sollte ein Translationssystem entwickelt werden,
welches keine Hintergrundaktivitdt durch Repressorproteine im Translationsextrakt auf-
weist. Damit sollte dann bestimmt werden, welche der Repressorproteine fiir die langsame

Bildung des kinetisch stabilen Repressorkomplexes notwendig sind.

24



2. Ergebnisse und Diskussion

Zunichst wird auf die Fragestellung eingegangen, welche der Repressorproteine flir die
SRE-abhingige Rekrutierung des CCR4-NOT-Komplexes und die damit einhergehende
Deadenylierung der nanos-mRNA verantwortlich sind. Abschliefend wird diskutiert, wel-
che Repressorproteine fiir die /n-Vitro-Rekonstitution einer effizienten Translationsrepres-
sion der nanos-mRNA notwendig sind. Die in dieser Arbeit hergestellten und eingesetzten

Reporter-RNAs sind schematisch im Anhang (Abbildung 9.2) dargestellt.

21 Aufreinigung der nanos-Repressorproteine

Zur Analyse der essenziellen Proteine fiir die Translationsrepression und Deadenylierung
mussten diese zuerst exprimiert und aufgereinigt werden. Um ihre individuelle Rolle in die-
sen Prozessen zu untersuchen, wurden diese Proteine nach Moglichkeit einzeln entweder in
E. coli oder baculoviral in Sf21-Insektenzellen iiberexprimiert (Bieniossek et al., 2012; Fitz-
gerald et al., 2006). Durch Expression in Insektenzellen sollten vor allem post-translationale
Modifikationen integriert und die Loslichkeit der Proteine verbessert werden, da mit proka-
ryotischen Expressionssysteme wie E. coli hdaufig Probleme bei der 16slichen und stabilen
Uberexpression von groBeren Proteinen (>70 kDa) auftreten.

Nach einer Affinitdtschromatographie (vgl. Abschnitt 4.6.4.2) wurden zunichst weitere
Reinigungsschritte durchgefiihrt, z.B. verschiedenste lonenaustauschchromatographien oder
GroBenausschlusschromatographie, welche allerdings fiir nahezu jedes Protein zu einem
sehr hohen Verlust in der Ausbeute fiihrten. Ein GroBteil dieser Proteine blieb an dem S&u-
lenmaterial haften und es konnte keine scharfe Auflosung erzielt werden. Eine Verbesserung
durch verschiedenste Pufferzusétze (z.B. Detergenzien) oder unterschiedliche Temperaturen
konnte nicht erreicht werden. Dementsprechend wurden samtliche Repressorproteine direkt
nach der ersten Affinitdtschromatographie fiir die folgenden Experimente verwendet. Ein
tiberwiegender Teil dieser Proteine zeigte auf einem Coomassie-gefarbten SDS-Gel (Abbil-
dung 2.1) kaum bis keine Proteinkontaminationen, und nur fiir Cup und Cup-4E wurden

wiederholt dieselben Kontaminationen mitgereinigt.
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Abbildung 2.1: Ergebnis der Reinigung der Repressorproteine.

Coomassie-gefarbtes 10 % SDS-PA-Gel zur Analyse der Reinheit der Repressorproteine. Links sind die
Markerbanden mit den entsprechenden Molekulargewichten gekennzeichnet und oberhalb der jeweiligen Spur
ist das entsprechende Repressorprotein benannt. Dazugehdrige N- oder C-terminale Protein-Tags sind eben-
falls aufgefiihrt. Im Gel ist die Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht des Repressorproteins durch einen
Punkt gekennzeichent. Cup-4E steht hier fiir die Koreinigung von Cup und eIF4E. Tral-His wurde aus Insek-
tenzellen und His-T7-Tral-His aus E. coli aufgereinigt.

Diese stellten sich nach massenspektrometrischer Analyse als das Hitzeschockprotein Hsp70
und Cytoskelettprotein B-Tubulin aus S. frugiperda (Stf21) heraus. Fiir Cup ist zumindest in
Co-IP-Studien eine Interaktion mit Hsp90 beschrieben und eine genetische Interaktion mit
Hsp83 angedeutet (Pisa et al., 2009). Eine Auflésung der Bindung zum Hsp70 durch Wasch-
schritte mit Magnesium-ATP oder zwitterionischen Detergenzien (Rial & Ceccarelli, 2002)
war erfolglos.

Weiterhin konnte eine ca. dquimolare Assoziation zwischen Cup und elF4E beobachtet
werden, da in der Affinitdtschromatographie Cup durch seinen Affinitdtstag an der Sdule
immobilisiert wurde und das koexprimierte eIF4E durch Interaktion mit Cup mitgereinigt
wurde. Eine stabile Interaktion zwischen eIF4E und Cup wurde bereits mit einem aufgerei-
nigten N-terminalen Fragment von Cup beobachtet und durch pulldown-Studien mit in vitro
translatierten Proteinen (Kinkelin et al., 2012; Nelson et al., 2004).

Insgesamt konnte fiir die Drosophila-Proteine Smaug, Cup, Cup-4E, Belle und PABPC

die erste beschriebene, erfolgreiche Reinigung durchgefiihrt werden.
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2.2 Rekonstitution der Deadenylierung

2.2.1 Initiale Experimente mit dem humanen CCR4-NOT-Komplex

2.2.1.1 Smaug erhoht die Deadenylierungsaktivitat von humanem CCR4-NOT

Zu Beginn der Deadenylierungsexperimente wurden die von der Arbeitsgruppe um Dr.
Eugene Valkov aufgereinigten humanen CCR4-NOT-Subkomplexe (Raisch et al., 2019) be-
reitgestellt (Abbildung 2.2), um Vorversuche durchzufiihren.
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Abbildung 2.2: Schema der Zusammensetzung der humanen CCR4-NOT-Subkomplexe.

Gezeigt sind die verschiedenen Varianten des CCR4-NOT-Komplexes mit den folgenden Doménen in NOT1:
HEAT — Doméne bestehend aus alpha-helicalen HEAT-Tandemwiederholungen; MIFAG — &hnelt mit seiner
an a-Helices reichen Struktur der des mittleren Bereichs von elF4G; CC — lineare Coiled-Coil-Doméne.

Der ,,FULL“-Komplex entspricht dem natiirlich vorkommenden CCR4-NOT-Komplex, wohingegen die ver-
kiirzten Varianten ,,MINI*“ und ,,CORE* artifiziell sind. Bei ,,MINI* fehlten die N-terminalen Bereiche von
NOT1, NOT2 und NOTS3, die Proteine NOT10 und NOT11 fehlen vollstdndig. Fiir die noch kiirzere Variante
,,CORE* wurde der C-terminus deletiert, wodurch NOT2/NOT3 fehlen. CCR4-Cafl stellt hier nur das Nukle-
asemodul dar. Die Abbildung wurde modifiziert aus Raisch et al. (2019).
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Da Smaug der essenzielle Faktor in der SRE-Spezifitidt und der Rekrutierung der anderen
Repressorproteine ist, wurde dieses zundchst in seiner Aktivitdt in der Deadenylierung un-
tersucht. Dazu wurde Smaug mit einer SRE-haltigen RNA mit einem 70 Adenylate langen
Poly(A)-Schwanz (SREVT-RNA) vorinkubiert, und nach dieser Vorinkubation wurden die
unterschiedlich zusammengesetzten humanen CCR4-NOT-Komplexe (vgl. Abbildung 2.2)

zugegeben, um die Deadenylierung zu initiieren (Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.3: Der ,,MINI“-Subkomplex ist ausreichend fiir die Smaug-abhingige Deadenylierung.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden 5 nM radioaktiv markierte SRET-A70-RNA mit 30 nM Smaug oder Reaktionspuffer vorinkubiert
und die Deadenylierung durch Zugabe der entsprechenden Subkomplexe (10 nM fiir ,,FULL®, , MINI* und
»CORE®; 50 nM fiir CCR4-Cafl) gestartet. Mit A70 ist die nicht umgesetzte Substrat-RNA mit intaktem
Poly(A)-Schwanz markiert, wohingegen A0 das vollstindig deadenylierte Produkt kennzeichnet. Die Reakti-
onen ohne Smaug (-Smg) befinden sich auf der linken Seite und diejenigen mit Smaug (+Smg) auf der rechten
Seite. Die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und Subkomplexe sind iiber den jeweiligen Spuren markiert,
wobei (—) hier fiir die Reaktion nur mit Smaug und ohne CCR4-NOT steht. Der Input beinhaltet die jeweils
aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Ohne Smaug war kaum bis keine Deadenylierungsaktivitit zu sehen, wohingegen nach Vo-
rinkubation mit Smaug eine deutlich erhéhte Aktivitdt fiir die ,,FULL* und ,,MINI*“ Kom-
plexe und nur eine leicht gesteigerte Aktivitét fiir die ,,CORE* und CCR4-Cafl Komplexe
zu beobachten war. Dabei trat fiir die durch Smaug stimulierten Reaktionen eine vollstindige
Deadenylierung des Substrats fiir beide Zeitpunkte auf. Die Reaktion mit Smaug und ohne
Deadenylasekomplex zeigte keine Deadenylierung, sodass Smaug keine Kontamination

durch eine potenziell mitgereinigte Nuklease aufwies.
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Dieses Experiment zeigt, dass Smaug tatsdchlich die Deadenylierung einer SRE-haltigen
RNA in einem in vitro rekonstituierten Deadenylierungssystem stimuliert. Weiterhin l14sst
sich vermuten, dass Smaug hauptsdchlich mit NOT2, NOT3 und/oder dem C-terminalen
Bereich von NOTI1 interagiert, da diese in den weniger aktiven ,,CORE“-Komplex und
CCR4-Cafl-Heterodimer fehlen. So konnten fiir NOT1, NOT2 und NOT3, neben Caf40,
hdufig Interaktionen zu anderen RBPs beobachtet werden (Hanet et al., 2019; Ozgur et al.,
2015; Sgromo et al., 2017). Aus diesem Experiment ldsst sich allerdings keine Aussage iiber
die RNA-Spezifitit treffen, denn die erhohte Aktivitit kann auch blof auf einer RNA-unab-

hiangigen allosterischen Aktivierung des Deadenylasekomplexes beruhen.

2.2.1.2 Smaug fuhrt zu einer SRE-spezifischen Deadenylierung

Um Riickschliisse iiber die SRE-Spezifitit der Smaug-abhéngigen Deadenylierung zu zie-
hen, wurde im nachfolgenden Experiment zusitzlich zur SRE-haltigen RNA eine Substrat-
RNA mit je einer Punktmutation des kritischen Nukleotids im SRE eingesetzt (SREMUT-
RNA; vgl. Abbildung 1.3). Fiir diese Mutation wurde eine Blockierung der Assoziation der
nanos-mRNA mit Smaug beobachtet (Aviv et al., 2003; Jeske et al., 2011). Beide RNAs
wurden wie zuvor mit Smaug vorinkubiert und die Deadenylierung wurde durch Zugabe
vom humanen CCR4-NOTruLL gestartet und eine Kinetik aufgenommen (Abbildung 2.4).

Fiir die mit Smaug vorinkubierte SREWT-RNA lag bereits zum ersten Zeitpunkt (2 min)
vollstindig deadenyliertes Produkt vor, wohingegen dieses bei der entsprechenden Reaktion
mit der SREMUT-RNA erst nach 32 Minuten auftrat. Zum Endzeitpunkt lag ein Verhiltnis
von 86 % vollstindig deadenylierter SREVT-RNA zu 21 % SREMUT-RNA vor. Der CCR4-
NOT-Komplex allein zeigte eine stirkere Deadenylierung der SREMYT-RNA im Vergleich
zur SREVT-RNA. Die Deadenylierungsaktivitdt des CCR4-NOT-Komplexes fiir die SRE-
MUT_RNA unterschied sich kaum fiir die Reaktionen mit und ohne Smaug. Fiir die Reaktio-
nen ohne CCR4-NOT war wie zuvor keine Deadenylierungsaktivitdt zu beobachten.

Dieses Experiment bestitigte die Annahme, dass der Stimulierung durch Smaug auch
eine SRE-Spezifitit zu Grunde liegt (Dahanukar et al., 1999; Jeske et al., 2006). Weiterhin
war den Reaktionen nur mit CCR4-NOTruLL zu entnehmen, dass der humane Komplex eine
etwas stirkere Aktivitit mit der mutierten RNA zeigte; diese entsprach ungefahr dem End-
zeitpunkt der Reaktion mit Smaug und der SREMVT-RNA. Dementsprechend wird hier die
tatsdchliche SRE-Spezifitiat der Smaug-abhéngigen Reaktion unterschitzt. Die hohe Affini-
tidt von Smaug fiir SRE-haltige RNAs konnte bereits in einer Studie mit der RNA-bindenden
SAM-Doméne von Smaug gezeigt werden (Aviv et al., 2003). Hier lag die Affinitit bei
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einem Kp von 12 nM fiir die SRE-haltige RNA und mit der hier benutzten Punktmutation
konnte keine RNA-Bindung detektiert werden. Dementsprechend ist auch fiir das Deadeny-

lierungsexperiment eine dhnliche SRE-Spezifitit zu erwarten.
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Abbildung 2.4: Die Smaug-abhéngige Deadenylierung ist auch SRE-spezifisch.

A: Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreakti-
onen. Es wurden je 5 nM der radioaktiv markierten SREVT- oder SREMYT-A70-RNA mit 30 nM Smaug vorin-
kubiert, und die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 nM humanem ,,FULL“-Komplex gestartet (die beiden
Kinetiken links auf dem Gel). Die jeweiligen Reaktionen wurden fiir 2 bis 96 Minuten inkubiert und der Zeit-
punkt 0 Minuten entspricht der direkten Probenentnahme vor Zugabe des CCR4-NOT-Komplexes. Die Lauf-
hdhe von Substrat (A70) und Produkt (AO) sind links angegeben, und rechts wurden die Kontrollreaktionen
nur mit CCR4-NOT oder nur mit Smaug aufgetragen. Uber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden
Reaktionszeitpunkte und RNA-Protein-Kombinationen aufgefiihrt. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetra-
gene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer. B: Quantifizierung des vollstindig deadenylierten
Produkts in den Smaug und CCR4-NOT enthaltenden Reaktionen mit SREVT-RNA und SREMUT-RNA. Das
Autoradiogramm wurde densitometrisch mit dem Programm FiJi quantifiziert (Schindelin et al., 2012).
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2.2.2 Rekonstitution des CCR4-NOT-Komplexes von D. melanogaster

2.2.2.1 Aufreinigung unterschiedlicher P CCR4-NOT-Subkomplexe

Die erfolgreichen initialen Experimente mit dem humanen CCR4-NOT-Komplex bildeten
die Basis, eine Aufreinigung des D. melanogaster-Komplexes (°P™CCR4-NOT) und eine Re-
konstitution der Deadenylierung anzustreben. Dazu wurden, ausgehend vom P"CCR4-NOT-
ming, unterschiedlich groBe Subkomplexe generiert (Abbildung 2.5), bei denen hauptséchlich
die Lange von NOT1 variiert wurde. P"CCR4-NOTwmini entspricht im Wesentlichen dem
humanen ,,MINI*, auBBer dass vollstindiges NOT2 und NOT3 eingesetzt wurden.

3 NOT
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Abbildung 2.5: Schema der Zusammensetzung der Drosophila-CCR4-NOT-Subkomplexe.

Gezeigt sind die verschiedenen Varianten des CCR4-NOT-Komplexes mit entsprechenden Doménen und In-
teraktionsbereichen von NOT1: HEAT — bestehend aus a-helicalen HEAT-Tandemwiederholungen; MIF4G —
dhnelt der Struktur des mittleren Bereichs von eIF4G; TTP — Interaktionsbereich zu Tristetraprolin; NOT11,
Caf40, NOT 2/3 zeigen die jeweiligen Interaktionsbereiche an. ,,PC* und ,,PE* entsprechen natiirlich vorkom-
menden Isoformen von NOT1, wohingegen die N-terminal verkiirzten NOT1-Varianten ,,MINI EXT* und
,»MINI“ artifiziell sind. Mit Ausnahme vom ,,FULL“-Komplex, fehlen allen Subkomplexen NOT10/11. Wei-
terhin liegt hier im Vergleich zu den humanen CCR4-NOT-Varianten keine Verkiirzung fiir NOT2/3 bei den
Subkomplexen vor.
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PmCCR4-NOTwmmi ext ist dhnlich zum PMCCR4-NOTwmni, enthélt aber eine N-terminale
Verldngerung von NOT1, welches hier bei Aminosdure 877 beginnt. Weiterhin wurde der
voraussichtliche TTP-Interaktionsbereich eingefiigt (Fabian et al., 2013). Der N-Terminus
von NOT1 wurde in P"CCR4-NOTpg weiter verlangert, welches eine natiirliche SpleiBvari-
ante von NOT1 ist (Hoskins et al., 2015). P"CCR4-NOTpc enthilt das vollstdndige NOT1,
welches auch in P"CCR4-NOTruLL vorkommt. Zusétzlich beinhaltet P"CCR4-NOTrurL als
einziger Komplex auch NOT10 und NOT11.

Zuerst wurde eine bakterielle Expression und Aufreinigung des P"CCR4-NOTwini analog
zum humanen Komplex durchgefiihrt (Raisch et al., 2019), welche allerdings an der Unlos-
lichkeit von CCR4-Cafl und NOT1 scheiterte. Darauthin wurden NOT1 mit NOT2, NOT3
mit Caf40-FLAG, und FLAG-CCR4 mit Cafl in drei MultiBac-Vektoren kloniert, um Ba-
culoviren zu generieren (Bieniossek et al., 2012; Fitzgerald et al., 2006). Die CCR4-NOT-
Subkomplexe wurden iiber eine baculovirale Koinfektion von Sf21-Insektenzellen mit allen
drei Baculoviren iiberexprimiert (vgl. Abschnitt 4.6.4.1), mittels FLAG-markiertem CCR4
und Caf40 affinitatsgereinigt und die hexameren bzw. oktameren Subkomplexe wurden ab-
schlieBend durch eine GroBenausschlusschromatographie isoliert (Abbildung 2.6). Dabei
wurde der Groflenausschlusssdule der Cellulose-Filter entfernt, da an diesem sonst der

CCR4-NOT-Komplex haften blieb.

In den Fraktionen C1-C6 der GroBenausschlusschromatographie wurde hauptséchlich der
hexamere PM"CCR4-NOTwmmi isoliert, mit einer ca. dquimolaren Proteinkontamination bei 70
kDa (Abbildung 2.6.B). Die Fraktionen C7-C11 enthielten neben den Proteinen des CCR4-
NOT-Komplexes auch noch mehrere Proteinkontaminationen zwischen 70 und 150 kDa,
sodass diese Fraktionen verworfen wurden. Die Fraktionen C12-D5 zeigten die erfolgreiche
Abtrennung des iiberschiissigen Caf40 und CCR4-Cafl-Heterodimer, welches auch gleich-
zeitig zur Aufreinigung des CCR4-Caf1-Heterodimers diente. Auflerdem war die Absorption
bei 280 nm fiir den CCR4-NOT-Komplex (blauer Stern) um ca. 2-fach hoher als bei 260 nm
und fiir das CCR4-Cafl-Heterodimer (griiner Stern) um ca. 2,6-fach hoher, was vermuten
lasst, dass die Fraktionen tiberwiegend frei von RNA waren (Abbildung 2.6.A).

Somit konnte eine erfolgreiche Reinigungsstrategie fiir den hexameren P"CCR4-NOT-
mini-Komplex etabliert werden. Beziiglich der unbekannten Proteinkontamination bei 70
kDa (Abbildung 2.6.B) konnte, nach Auftragung des P"CCR4-NOTwmmi-Komplexes neben

Cup auf einem SDS-PA-Gel, gezeigt werden, dass die unbekannte Proteinkontamination
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dasselbe Molekulargewicht und Laufverhalten wie die Hsp70-Kontamination in Cup auf-
weist. Dies ldsst vermuten, dass es sich hier auch um Hsp70 handelt (Daten nicht gezeigt).
Detergenzien halfen auch hier nicht in der weiteren Aufreinigung. Demnach wurden die

Fraktionen C1-C6 vereint und aufkonzentriert, da dies die saubersten Fraktionen waren.
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Abbildung 2.6: Aufreinigung des "CCR4-NOTwini mittels GroBenausschlusschromatographie.

Die Elution aus einer initialen Aufreinigung des P"CCR4-NOTwmmi-Komplexes mittels FLAG-A ffinitéitschro-
matographie wurde weiter iiber eine Groflenaufschlusschromatographie (Superose 6) aufgereinigt.

A: UV-Spektrum der GroBenausschlusschromatographie. Zu sehen ist die Absorption (in mAu) fiir 260 nm
und 280 nm iiber den Verlauf der Auftrennung. Mit einem blauen Stern ist der Absorptionspeak fiir CCR4-
NOTwmmi gekennzeichnet, und der griine Stern markiert den Absorptionspeak fiir iiberschiissiges CCR4-Cafl
und Caf40. B: Coomassie-gefarbtes 12 % SDS-PA-Gel der Proteinfraktionen nach Gréenausschlusschroma-
tographie. Links sind die entsprechenden Markerbanden mit Molekulargewichten aufgefiihrt, daneben ist die
Elution der initialen FLAG-Aufreinigung aufgetragen (Input) und iiber den jeweiligen Spuren sind die Frakti-
onen der Chromatographie gekennzeichnet, mit einem blauen Stern fiir den hexameren P"CCR4-NOTwmimi und
einem griinen Stern fiir das {iberschiissige CCR4-Caf1 und Caf40. Schwarze Punkte kennzeichnen die erwar-
teten Molekulargewichte, und der schwarze Stern zeigt eine Proteinkontamination an.

Da diese Reinigungsstrategie fiir den P®CCR4-NOTwmini-Komplex erfolgreich war, wurde
sie auch fiir die anderen P"CCR4-NOT-Subkomplexe angewandt. Nachfolgend ist die Rein-
heit samtlicher P"CCR4-NOT-Subkomplexe in einem Coomassie-gefiarbtem SDS-PA-Gel
zu sehen (Abbildung 2.7).

33



- Ergebnisse und Diskussion -

-
é\ -
E £ oy @ 2
= = = = = =
®© (@) o o o (@]
. Q < < < < <
o} < < < < < <
< o o o [n's n'e n's
[} (&) o (@] (@] (@] Q
kDa = O O (@) O () O
200 , —y P :N8H§g
150— — NOT 1vini_ext
125 —NOT Ty
y e ¢ —NOT3
100
85—
* —NOT10
70— - - L
60— NOT2
P S— — —CCR4
507 e —
40
TS — Caf1
30 } Caf40
251 . - NOT11

Abbildung 2.7: Priparationen der Drosophila-CCR4-NOT-Komplexe.

Coomassie-gefirbtes 10 % SDS-PA-Gel zur Analyse der Reinheit der P"CCR4-NOT-Komplexe. Links sind
die Markerbanden mit den entsprechenden Molekulargewichten gekennzeichnet, und oberhalb der jeweiligen
Spur sind die entsprechenden CCR4-NOT-Komplexe benannt. Rechts sind die erwarteten Lauthéhen der ein-
zelnen Proteine gekennzeichnet, und mit Sternen wurden zwei prominente Kontaminationen gekennzeichnet.

Die Analyse mittels Coomassie-gefdarbtem SDS-Gel ergab, dass alle P"CCR4-NOT-Kom-
plexe mit der oben aufgefiihrten Reinigungsstrategie aufgereinigt werden konnte und iiber-
wiegend frei von Proteinkontaminationen sowie in ca. dquimolaren Verhéltnissen vorliegen
(Abbildung 2.7). Sdmtliche Komplexe enthielten Caf40 als Doppelbande, welches auch mit-
tels Western-Blot als rekombinantes Caf40 identifiziert werden konnte (Daten nicht gezeigt).
AuBerdem wurde reproduzierbar ein Verlust an NOT2/NOT3 bei Zugabe von NOT10 und
NOT11 zur Rekonstitution des P"CCR4-NOTruLL-Komplexes beobachtet.

Die Isoformen NOT1-RE (°P"CCR4-NOTpg), welchem die NOT10/NOT!1 1-Interaktions-
region fehlt, und NOTI1-RG (P™CCR4-NOTrurr) sind die tiber die verschiedenen Entwick-
lungsstadien am héufigsten und mitunter stirksten exprimierten Isoformen (vgl. Anhang:
Abbildung 9.3). Es konnte dementsprechend anzunehmen sein, dass in vivo fiir bestimmte
Prozesse jeweils ein NOT2/3 oder NOT10/11 beinhaltender Komplex bendtigt wird. Gene-
rell ist die Funktion von NOT10/11 weder in D. melanogaster noch fiir andere Orthologe
eindeutig geklért. So konnte fiir den humanen Komplex gezeigt werden, dass NOT10/11 in
der RNA-Bindung involviert sind (Raisch et al., 2019). Dies wurde hier nicht weiter unter-

sucht.
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2.2.2.2 Rekonstitution der basalen Deadenylierung durch P°"CCR4-NOT

Mit den aufgereinigten P"CCR4-NOT-Komplexen wurden zuerst Experimente durchge-
fiihrt, um die optimalen Reaktionsbedingungen mit der hochsten Deadenylierungsaktivitét
zu bestimmen. Generell dienten zu Beginn der Untersuchungen die Reaktionsbedingungen
fiir den humanen und Hefe-Komplex und die anfanglichen Deadenylierungsexperimente mit
zellfreien Drosophila-Embryoextrakten als Orientierung (Jeske et al., 2014; Raisch et al.,
2019; Webster et al., 2017).

So ist aus Versuchen mit dem S. pombe-CCR4-NOT-Komplex bekannt, dass zu hohe
Salzkonzentrationen eine Hemmung der Deadenylierungsaktivitit bewirken (Webster et al.,
2017). Dementsprechend wurde in einem ersten Deadenylierungsexperiment die Salzkon-
zentration variiert, und Aktivitit des P"CCR4-NOTwmini-Komplexes mit der kurzen synthe-

tischen FAM-7mer-A20-RNA untersucht (Abbildung 2.8).

Input

25 50 75 100 150 200 250 300 350 KAc[mM]

i
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Abbildung 2.8: Die Deadenylierungsaktivitit des ""CCR4-NOTwuni ist salzempfindlich.
Fluoreszenzscan eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Die FAM-7mer-A20-RNA (10 nM) wurde bei unterschiedlichen Kaliumacetat-Konzentrationen mit dem
DPmCCR4-NOTwmmi (5 nM) fiir 60 Minuten inkubiert. Links ist mit einem Pfeilkopf die Substrat-RNA markiert
und iiber den Spuren sind die jeweiligen Salzkonzentrationen angegeben. Der Input beinhaltet die jeweils auf-
getragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Fiir die kurze synthetische FAM-7mer-A20-RNA wurde eine Abnahme der Deadenylie-
rungsaktivitdt mit steigender Salzkonzentration beobachtet, was mit dem Ergebnis aus S.
pombe tibereinstimmt. Auch dort konnte eine optimale Aktivitdt um 25 mM Salz beobachtet
werden. Ob das Salz einen direkten Einfluss auf die Deadenylierungsaktivitit oder die RNA-
Bindung hat, wurde fiir den Drosophila-Komplex nicht weiterverfolgt. AuBBerdem kann hier

von einer 3‘-Exonukleaseaktivitit ausgegangen werden, da eine 5°-fluoreszenzsmarkierte

RNA verwendet wurde.

35



- Ergebnisse und Diskussion -

Generell war die Aktivitdt der ersten CCR4-NOT-Préparationen eher schwach und nicht
langlebig; sie kam bereits nach 20 Minuten zum Erliegen. Um die Aktivitdt bzw. Stabilitit

zu steigern, wurden verschiedene Additive getestet (Abbildung 2.9), wie z.B. die makromo-

lekularen ,,Crowder* BSA oder PEG 20.000 (Berg et al., 1999; Y. Wang et al., 2012).
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Abbildung 2.9: Stimulierung der Langlebigkeit des ""CCR4-NOTwini durch methyliertes BSA.
Fluoreszenzscans von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den entsprechenden Produkten der Deadeny-
lierungsreaktionen. Generell wurde bei A und B links mit einem Pfeilkopf die Substrat-RNA markiert und der
Input entspricht der jeweils aufgetragenen Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer. A: Die FAM-
7mer-A20-RNA (10 nM) wurde bei unterschiedlichen Konzentrationen an methyliertem BSA mit dem
PmCCR4-NOTwmm (5 nM) fiir 45 bis 90 Minuten inkubiert. Uber den Spuren sind die jeweiligen BSA-Kon-
zentrationen und Reaktionszeitpunkte angegeben. B: Hier wurde der Reaktion aus FAM-7mer-A20-RNA
(10 nM) und P"CCR4-NOTwmmi (5 nM) entweder nur PEG 20.000 (2 %), nur methyliertes BSA (ca. 2,3 uM)
oder eine Kombination aus methyliertem BSA (2,3 pM) und unterschiedlichen Konzentration PEG 20.000 (1
bis 3 %) zugegeben und fiir 4 bis 64 Minuten inkubiert. Uber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden
Additive und Reaktionszeitpunkte gekennzeichnet.

Dazu wurde eine Titration von methyliertem BSA (RNase-frei) in der Reaktion mit der
FAM-7mer-RNA und dem P"CCR4-NOTwmni-Komplex durchgefiihrt (Abbildung 2.9.A).
AuBerdem wurde eine kurze Kinetik der Deadenylierung mit spiten Zeitpunkten erstellt, bei
denen in vorherigen Experimenten bereits keine weitere Deadenylierungsaktivitit mehr vor-
lag.

Das Experiment zeigte, dass in der Reaktion ohne BSA die Deadenylierung von 45 min

bis 90 min nicht mehr fortschritt. Nach Zugabe von BSA war eine konzentrationsabhingige
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Stimulierung der Langlebigkeit der Reaktion zu sehen, welche selbst nach 90 Minuten noch
nicht beendet war. Hier lag ein Maximum der Stimulierung zwischen 1,5 und 3 uM BSA
vor. Weiterhin war zu beobachten, dass die Deadenylierungsaktivitit bei 45 Minuten anni-
hernd gleich war.

Fiir die Titration von PEG 20.000 wurde die Reaktion erneut mit der FAM-7mer-RNA
und dem PMCCR4-NOTwmmi-Komplex durchgefiihrt, jedoch wurde hier standardméBig fiir
die PEG-Titration auch BSA hinzugefiigt, da es bereits einen positiven Effekt zeigte (Abbil-
dung 2.9.B). Hier wurde auBerdem eine umfassendere Kinetik aufgenommen, die zwischen
4 und 16 Minuten keinen Unterschied im Deadenylierungsfortschritt zwischen den Reaktio-
nen nur mit PEG, nur mit BSA oder einer Kombination aus beiden zeigte. Erst nach 32
Minuten war zu erkennen, dass die nur BSA-haltige Reaktion weiter fortgeschritten war als
die nur PEG-haltige. Die Zugabe von steigenden Mengen PEG zur BSA-haltigen Reaktion
bewirkte keinen Unterschied. Nach 64 Minuten ergab sich ein dhnliches Ergebnis, wie nach

32 Minuten nur mit weiter fortgeschrittener Deadenylierung.

Aus diesen zwei Experimenten ldsst sich schlussfolgern, dass methyliertes BSA hauptséch-
lich die Langlebigkeit und nicht die Geschwindigkeit des P"CCR4-NOTwmmi-Komplexes be-
einflusst, da der Fortschritt der Deadenylierung fiir den ersten Zeitpunkt in der BSA-Titra-
tion (Abbildung 2.9.A) bzw. fiir die ersten drei Zeitpunkte in der PEG-Titration (Abbildung
2.9.B) nahezu identisch ist. Eine Titration von PEG 20.000 in An- oder Abwesenheit von
BSA ergab auch keine Stimulierung der Reaktion (Abbildung 2.9.B und Daten nicht ge-

zeigt), sodass nur das methylierte BSA in den Standardreaktionspuffer iibernommen wurde.

Neben der Zugabe von Additiven wurden auch drei verschiedene fiir D. melanogaster typi-
sche Umgebungstemperaturen gewahlt, um die optimale Reaktionstemperatur zu ermitteln
(Abbildung 2.10). Dazu wurde die FAM-7mer-RNA mit dem P"CCR4-NOTwmni-Komplex
zwischen 21 und 29 °C inkubiert.

Bei samtlichen Temperaturen war flir jeden Zeitpunkt eine graduelle Deadenylierung zu
sehen. Der Substrat-RNA wurden nach 32 Minuten bei 21 °C iiberwiegend ca. 4-10 Ade-
nylate entfernt, wohingegen es bei 25 °C und 29 °C groBtenteils ca. 6-15 Adenylate waren.
Somit konnte nur bei der niedrigsten Temperatur eine Abnahme der Deadenylierungsaktivi-
tit beobachtet werden, wohingegen die Reaktionen bei 25 °C und 29 °C dhnlich verliefen.

Hieraus ergab sich eine Reaktionstemperatur von 25 °C fiir die nachfolgenden Experimente.
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Abbildung 2.10: Temperaturabhiingigkeit des P"CCR4-NOTmini-Komplexes.

Fluoreszenzscan eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Reaktionsprodukten der Deadenylierungs-
reaktionen. Die FAM-7mer-A20-RNA (25 nM) wurde mit dem P"CCR4-NOTwmmi-Komplex (25 nM) bei drei
unterschiedlichen Temperaturen (21 bis 29 °C) inkubiert. Rechts ist die Lange des poly(A)-Schwanzes der
Substrat-RNA angegeben, und iiber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und
Inkubationstemperaturen angegeben.

Mit den ersten Préparationen des PMCCR4-NOTwmmi-Komplexes konnte auBerdem eine
starke Abnahme der Aktivitit durch Einfrieren und Auftauen des Komplexes beobachtet
werden, was nicht beim humanen Komplex auftrat. Der Proteinreinigungspuffer hatte ur-
spriinglich fiir beide Komplexe eine identische Zusammensetzung, sodass die Anfélligkeit
fiir das Einfrieren wahrscheinlich dem Drosophila-Komplex intrinsisch ist. Um die Stabilitit
zu erh6hen, wurde dem Reinigungspuffer 10 % Saccharose hinzugefiigt, welche auch in dem
Reinigungspuffer der anderen Repressorproteine enthalten war. Durch Zugabe dieses Addi-
tivs wird u.a. die Bildung von storenden Eiskristallen beim Einfrieren und Auftauen des
Proteins reduziert (Hauptmann et al., 2018), was hier zu einer deutlichen Steigerung der

Stabilitét fiihrte (Daten nicht gezeigt).

Abschliefend wurde mit dem optimierten P"CCR4-NOTwmini-Komplex noch eine Titration
der Magnesium-lonen-Konzentration durchgefiihrt (Abbildung 2.11), da divalente Kationen
fiir die Aktivitdt der Ribonukleasen CCR4 und Cafl sowie anderer Deadenylasen (PARN,
Pan2-Pan3) unerldsslich sind (Bianchin et al., 2005; Henriksson et al., 2010; H. Wang et al.,
2010; Webster et al., 2017; Xu et al., 2014).

Fiir die Magnesium-Titration wurde die TCEMYT-A70-RNA eingesetzt (Jeske et al., 2006),
welche einen Teil des Translationskontrollelements der nanos 3‘-UTR mit Punktmutationen
in den SREs enthélt. Damit sollte auch gleichzeitig die Aktivitit mit einer l&ngeren struktu-

rierten RNA und einem ldngeren Poly(A)-Schwanz getestet werden.
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Abbildung 2.11: Magnesiumabhiingigkeit des ""CCR4-NOTumi-Komplexes.

Fluoreszenzscan eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Die FAM-TCEMYT-A70-RNA (25 nM) wurde mit dem P"CCR4-NOTwmmi-Komplex (25 nM) mit variierenden
Mg(Ac)2-Konzentrationen (von 0 bis 3 mM) fiir 5 bis 45 Minuten inkubiert. Links ist die Laufhéhe von Sub-
strat (A70) sowie Produkt (A0) angegeben, und iiber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reakti-
onszeitpunkte und Mg(Ac)2-Konzentrationen angegeben. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge
an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Das Experiment zeigte insgesamt keine graduelle Deadenylierung des Substrats wie bei der
kurzen FAM-7mer-RNA, sondern eine Koexistenz von nicht umgesetztem Substrat und
vollstindig deadenyliertem Produkt. Weiterhin trat in der Reaktion ohne Magnesium-Ionen
die geringste Deadenylierungsaktivitidt auf. Durch Zugabe von bereits 0,5 mM Mg(Ac)>
konnte die hochste Aktivitét erzielt werden, die zwischen 0,5 mM und 2,5 mM anndhernd
gleich blieb. Dahingegen war bei 3 mM eine leichte Reduktion zu sehen.

Hiermit konnte also gezeigt werden, dass ohne Magnesium-lonen im Reaktionspuffer die
Deadenylierungsaktivitit auch fiir den Drosophila-Komplex deutlich gesenkt wurde. Die
verbliebene Restaktivitit wird vermutlich durch Spuren von Magnesium-lonen in der Pro-
teinprdparation oder im Reaktionspuffer verursacht. Fiir das humane CCR4 wurde ebenfalls
ein Optimum bei 0,5 mM beobachtet (H. Wang et al., 2010), und generell wurden fiir die
Deadenylierungsexperimente mit den Orthologen des CCR4-NOT-Komplexes Konzentrati-
onen im Bereich zwischen 1-2 mM verwendet, was in etwa den physiologischen Bedingun-
gen entspricht (Jeske et al., 2014; Raisch et al., 2019; Webster et al., 2017). Die Abhéngig-
keit von divalenten Kationen ist vor allem in den aktiven Zentren von CCR4 (ein Magne-
stum-Ion) und Cafl (zwei Magnesium-lonen) lokalisiert. Die Magnesium-lonen spielen da-
bei u.a. eine wichtige Rolle in der Stabilisierung des Enzym-RNA-Ubergangszustandes und
der Bindung von Poly(A)-Schwinzen (Y. Chen et al., 2021; W. Yang, 2011). So fiihrten in

S. pombe Zink-Ionen zu einer geringeren Priaferenz fiir Adenylate (Andersen et al., 2009).

Abseits der Magnesiumabhéngigkeit ist hier auch zu beobachten, dass zu sdmtlichen Zeit-
punkten hauptsichlich vollstindig deadenyliertes Produkt neben nicht umgesetztem Substrat

vorliegt. Der P"CCR4-NOTwmni-Komplex scheint hier stabil mit der Substrat-RNA zu
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assoziieren, bis diese vollstindig deadenyliert wurde, was einer prozessiven Reaktion
gleicht. Jedoch waren in diesem Experiment die Konzentrationen an Substrat-RNA und
PmCCR4-NOTwmini identisch, sodass bei vollstindiger RNA-Bindung die gesamte RNA-Po-
pulation komplett deadenyliert sein sollte. Dementsprechend weist ein Teil der RNA ver-
mutlich eine Faltung auf, die stabil durch den CCR4-NOT-Komplex gebunden wird und
moglicherweise deren Deadenylierungsrate erhoht. Ahnliches konnte auch fiir den humanen
CCR4-NOT-Komplex mit der SRE-RNA beobachtet werden (vgl. Abbildung 2.4). Generell
wurden flir den humanen Komplex unterschiedliche Deadenylierungsaktivitdten mit variie-
render Lange und Struktur des nicht-Poly(A)-Teils der mRNA beobachtet (Raisch et al.,
2019). Mit den PMCCR4-NOT-Komplexen und der kurzen FAM-7mer-A20-RNA wurde
z.B. immer nur eine graduelle Deadenylierung beobachtet (vgl. Abbildung 2.12 und 2.13).

2.2.2.3 PMCCR4-NOT zeigt distributives Verhalten

Unter den optimierten Bedingungen wurde im Folgenden der P"CCR4-NOTwmini-Komplex
bei konstanter Substrat-RNA-Konzentration titriert und eine Kinetik der Deadenylierung
durchgefiihrt, um das in den vorherigen Experimenten angedeutete distributive Verhalten

fiir die kurze FAM-7mer-RNA eindeutiger zu charakterisieren (Abbildung 2.12).

CCR4-NOT:RNA

1:8 1:4 1:2 1:1
0 2 4 8163264 0 2 4 8 16 32 64 0 2 4 8 163264 0 2 4 8 16 32 64 [min]
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Abbildung 2.12: Distributivitiit der Deadenylierung durch PCCR4-NOT»un1.

Fluoreszenzscans von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-
nen. Die FAM-7mer-A20-RNA (50 nM) wurde mit 6,25; 12,5; 25 oder 50 nM P"CCR4-NOTwn fiir 2 bis 64
Minuten inkubiert. Der Zeitpunkt 0 Minuten entspricht der direkten Probenentnahme vor Zugabe des CCR4-
NOT-Komplexes. Links ist die Poly(A)-Lange angegeben, und iiber den Spuren sind die jeweiligen Reakti-
onszeitpunkte und Verhiltnisse von CCR4-NOT zur Substrat-RNA angegeben.

Bei einem ca. 8-fachen Substratiiberschuss war eine graduelle Deadenylierung des Substra-

tes {iber die Zeit zu sehen. Das vollstindig deadenylierte Produkt trat hier nach 64 Minuten
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auf. Zu keinem Zeitpunkt lagen verschiedene Populationen an deadenyliertem Produkt und
gleichzeitig nicht umgesetztem Substrat vor (vgl. Abbildung 2.11). Bei Erh6hung der CCR4-
NOT-Konzentration war eine Verschiebung des Fortschritts der Deadenylierung zu fritheren
Zeitpunkten zu beobachten.

Dieses Muster von Reaktionsprodukt und -intermediaten ldsst auf eine distributive Reak-
tionsmechanismus schlieBen. Dies bedeutet, dass der Enzymkomplex mit einer Substrat-
RNA assoziiert und dabei jeweils einzelne Adenylate freisetzt bevor der Komplex mit dem
nichsten Substrat assoziiert. Dadurch tritt eine gleichméfBige Deadenylierung der Gesamt-
population der mRNA auf. Weiterhin wird hier wahrscheinlich eine geringe Stabilitit des
Enzym-RNA-Komplexes vorliegen, da die Reaktion vermutlich durch schnelle Assozia-
tions-/Dissoziationsereignisse getrieben ist.

Diese graduelle Deadenylierung wurde u.a. auch fiir dieselbe kurze Substrat-RNA mit
den Orthologen des CCR4-NOT-Komplexes und auch dem CCR4-Cafl-Heterodimer beo-
bachtet, wobei in diesen Experimenten meist nahezu dquimolare Mengen an Enzym zu Sub-
strat eingesetzt wurden, was die Aussagekraft iiber die Distributivitdt der Reaktion ein-
schriankt (Y. Chen et al., 2021; Raisch et al., 2019; Webster et al., 2018). Es bleibt noch zu
untersuchen mit welchem Anteil der distributive Reaktionsmechanismus in vivo tatsdchlich
eintritt, da zahlreiche Interaktionspartner zum CCR4-NOT beschrieben sind, die ihn u.a. zu
einer spezifischen RNA rekrutieren und die Deadenylierungsrate beschleunigen (Arvola et

al., 2020; Stowell et al., 2016).

2.2.2.4 Vergleich der Deadenylierungsaktivitat der P"CCR4-NOT-Subkomplexe

Die bisherigen Experimente wurden tiberwiegend mit dem hexameren P"CCR4-NOTwmi-
Komplex durchgefiihrt, welcher eine artifizielle Verkiirzung von NOT1 und damit auch vom
PmCCR4-NOT-Komplex darstellt. AuBerdem beinhaltet der P"CCR4-NOTrurL-Komplex
zwei weitere Proteine (NOT10 und NOT11), welche potenziell eine Rolle in der basalen
Aktivitdt ausiiben. Deshalb wurden die verschiedenen Subkomplexe (vgl. Abbildung 2.7)
auf ithre Deadenylierungsaktivitdt mit der FAM-7mer-RNA untersucht. Die meisten CCR4-
NOT-Subkomplexe wurden in denselben Konzentrationen eingesetzt, und bei diesen Reak-
tionen lag die FAM-7mer-RNA in einem 10-fachen Uberschuss vor. Dahingegen wurde das
CCR4-Cafl-Heterodimer in einem 5-fachen Uberschuss zur Substrat-RNA eingesetzt (Ab-
bildung 2.13).

41



- Ergebnisse und Diskussion -

Fiir alle Subkomplexe konnte eine dhnliche graduelle Deadenylierungsaktivitit beobachtet
werden, welche dem vorherigen Ergebnis zum PM"CCR4-NOTwmi entsprach (vgl. Abbildung
2.12). Fiir die Komplexe P"CCR4-NOTrurr, P"CCR4-NOTpc und PM"CCR4-NOTmini sowie
das CCR4-Cafl-Heterodimer konnte iiberwiegend vollstindig deadenyliertes Produkt nach
32 oder 64 Minuten beobachtet werden. Dahingegen zeigte der Komplex P"CCR4-NOTpg
leicht geringere Deadenylierungsaktivitdt und der P CCR4-NOTwmni ext eine deutlich redu-

zierte, mit ca. 5-10 entfernten Adenylaten zum Endzeitpunkt.

CCR4-NOTg,;  CCR4-NOTp¢ CCR4-NOTp¢ CCR4-NOTyi exr  CCRA-NOTy, CCR4-Caf1
0 4 8163264 4 8 163264 4 8 1632 64 0 4 8 1632 64 4 8 16 3264 4 8 16 32 64 [min]
A10- = : = : = =
A5-| z
A0 - = = -
— o~ 3 -y

Abbildung 2.13: Die "CCR4-NOT-Subkomplexe zeigen vergleichbare Deadenylierung.
Fluoreszenzscans von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-
nen. Es wurden je 5 nM der entsprechenden P"CCR4-NOT-Subkomplexe oder 250 nM des CCR4-Caf1-Hete-
rodimers mit 50 nM FAM-7mer-A20-RNA fiir 4 bis 64 Minuten inkubiert. Der Zeitpunkt 0 Minuten entspricht
der direkten Probenentnahme vor Zugabe des entsprechenden Deadenylasekomplexes. Links ist die Lénge des
Poly(A)-Schwanzes markiert, und iiber den Spuren sind die Reaktionszeit und der entsprechende Proteinkom-
plex angegeben.

Dementsprechend scheint weder die N-terminale Hélfte von NOT1 noch das Vorhandensein
von NOT10/11 eine essenzielle Rolle in der basalen Deadenylierung zu spielen. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zur Deadenylierungsaktivitit der humanen CCR4-
NOT-Subkomplexe (Raisch et al., 2019). AuBBerdem konnte fiir den humanen Komplex ge-
zeigt werden, dass eine C-terminale Verkiirzung von NOT1, mit einem Verlust von NOT2
und NOT3 einhergehend, zu einer leichten Reduzierung der Deadenylierungsrate fiihrt
(Raisch et al., 2019).

Ausschlaggebend scheint dementsprechend der mittlere Part von NOT1 mit den Interak-
tionsbereichen zu Caf1/CCR4 und Caf40 zu sein, da dieser sowohl beim humanen als auch
dem hier getesteten Drosophila-Komplex im Vergleich zum CCR4-Cafl-Heterodimer zu
einer gesteigerten Deadenylierung fiihrt (Pavanello et al., 2018; Raisch et al., 2019). So muss
man beim humanen Komplex die 5-fache und beim rekonstituierten Drosophila-Komplex
die 25-fache Konzentration an CCR4-Cafl-Heterodimer einsetzen, um eine vergleichbare
Aktivitit zu den hexameren bzw. oktameren CCR4-NOT-Komplexen zu erreichen (vgl. Ab-

bildung 2.13).
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Fiir den humanen Komplex ist bekannt, dass Caf40 u.a. in der RNA-Bindung involviert ist
(Raisch et al., 2019) und demnach wahrscheinlich zu einer stabileren Assoziation mit der
Substrat-RNA beitrdgt. In Raisch et al. (2019) konnte auch fiir NOT10/11 eine schwache
RNA-Interaktion beobachtet werden, welche allerdings weder im humanen noch im Droso-
phila-Komplex zu einer gesteigerten Deadenylierung fiir verschiedenste Substrat-RNAs ge-
fiihrt hat. Fiir den humanen Komplex konnte allerdings gezeigt werden, dass bei Blockierung
von Caf40, z.B. durch einen Proteininteraktionspartner, das NOT10/11-Heterodimer den
Aktivitdtsverlust kompensieren kann (Raisch et al., 2019).

Generell treten NOT10/11 erst in hoheren Organismen auf und beide sind nicht in Hefe
(S. pombe und S. cerevisiae) konserviert, welche allerdings zwei Spezies-spezifische Un-
tereinheiten (S. pombe: Mmil bzw. S. cerevisiae: Caf130) aufweisen, die auch eine Rolle in
der RNA-Bindung spielen (Stowell et al., 2016). Somit ist fiir den Drosophila-Komplex ein

dahnlicher Sachverhalt zu erwarten, der noch zu testen bleibt.

2.2.2.5 PMCCR4-NOT ist die einzig aktive Ribonuklease

Um auszuschlieBen, dass die Deadenylierungsaktivitit der P"CCR4-NOT-Komplexe von
einer kontaminierenden Nuklease herriihrt, wurden beschriebene Punktmutationen in die ak-
tiven Zentren der beiden Ribonukleasen CCR4 und Caf1 eingefiigt und diese in Form des
PmCCR4-NOTwmmni-Komplexes aufgereinigt (Temme et al., 2010; Tucker et al., 2002). Dann
wurde eine Kinetik der Deadenylierung mit der FAM-7mer-RNA und den beiden Einzelmu-
tanten und der Doppelmutante in P"CCR4-NOTwmmi durchgefiihrt (Abbildung 2.14).

Der Wildtyp-Komplex zeigte dieselbe graduelle Deadenylierungsaktivitit wie bereits in
vorherigen Experimenten, mit vollstindig deadenyliertem Produkt zum Endzeitpunkt. Da-
hingegen wies die Aktivitdt der jeweiligen Einzelmutanten eine deutliche Reduktion auf,
welche jeweils grofBler als 50 % im Vergleich zum Wildtyp war. Insgesamt war die Aktivitét
beider Einzelmutanten nahezu identisch. Die Doppelmutante zeigte keinerlei Deadenylie-
rungsaktivitit. Der Wildtyp-""CCR4-NOT-Komplex war also sehr wahrscheinlich die ein-
zig agierende Ribonuklease in der Proteinpriaparation. Simtliche hier eingesetzten Wildtyp-
oder Mutanten-Komplexe wurden parallel auf selbe Art und Weise exprimiert und gereinigt,

sodass die Deadenylierungsaktivititen vergleichbar sein sollten.
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Abbildung 2.14: Die Deadenylierung ist gleichermafien von CCR4 und Cafl abhéngig.

Fluoreszenzscan von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Reaktionsprodukten der Deadenylierungs-
reaktionen. Es wurden je 5 nM der entsprechenden P"CCR4-NOTwmmi-Komplexe mit 50 nM FAM-7mer-A20-
RNA fiir 2 bis 64 Minuten inkubiert. Der Zeitpunkt 0 Minuten entspricht der direkten Probenentnahme vor
Zugabe des entsprechenden Deadenylasekomplexes. Links ist die Lange des Poly(A)-Schwanzes markiert, und
iiber den Spuren sind die Reaktionszeit und der entsprechende Proteinkomplex angegeben. Die Cartoons stellen
hier die zwei Ribonukleasen CCR4 und Cafl dar, deren Mutation durch ein rotes Kreuz angezeigt wird.

Weiterhin zeigten die beiden Einzelmutanten keinen additiven Effekt, sondern einen domi-
nant negativen Effekt auf die Aktivitéit der jeweils anderen Ribonuklease, da die Deadeny-
lierungsaktivitdt um iiber 50 % in den Einzelmutanten gesenkt war. Dementsprechend
scheint die Deadenylierungsaktivitdt beider Ribonukleasen voneinander abzuhingen. So
blockiert mdglicherweise eine der mutierten Ribonukleasen das 3‘-Ende voriibergehend. Zu-
dem konnte der Wildtyp-Komplex im Vergleich zu den Einzelmutanten die Substrat-RNA
effizienter binden.

Fiir den rekonstituierten S. pombe-CCR4-NOT-Komplex konnte ebenfalls gezeigt wer-
den, dass beide Ribonukleasen eine gleichwertige Rolle ausiiben, wohingegen beim rekon-
stituierten humanen Komplex CCR4 die hohere Aktivitdt aufweist (Raisch et al., 2019; Sto-
well et al., 2016). Diese zwei orthologen Komplexe zeigen, im Gegensatz zum rekonstitu-
terten Drosophila-Komplex, fiir die beiden Ribonukleasen einen nahezu additiven Effekt
beziiglich der Deadenylierungsaktivitit. Allerdings konnte auch fiir Einzelmutanten im hu-
manen CCR4-Cafl-Heterodimer ein noch stirkerer dominant negativer Effekt auf die Dea-

denylierungsaktivitét der jeweils anderen Ribonuklease beobachtet werden als mit dem hier
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untersuchten Drosophila-Komplex (Maryati et al., 2015). Generell treten beim Vergleich
der publizierten Deadenylierungsexperimente auch innerhalb derselben Spezies hdufig Un-
terschiede in der Aktivitdt der Ribonukleasen auf (Y. Chen et al., 2021; Pavanello et al.,
2018; Raisch et al., 2019; Stowell et al., 2016; Webster et al., 2018).

Wie bereits zuvor dargestellt, ist die Deadenylierung sehr sensitiv gegeniiber hoheren
Salzkonzentrationen (vgl. Abschnitt 2.2.2.2). Auerdem konnte fiir das humane CCR4-Cafl
gezeigt werden, dass die Aktivitét der einzelnen Nukleasen (auch im Heterodimer) sehr stark
mit dem pH-Wert und der Konzentration an divalenten Kationen variiert (Y. Chen et al.,
2021). Der pH-Wert ist wichtig, weil in den aktiven Zentren beider Ribonukleasen Histidine
vorhanden sind, die voraussichtlich als Nukleophile in der Deadenylierung agieren und auch
eine Rolle in der Substratbindung spielen (Y. Chen et al., 2021). So wurde von Y. Chen et
al. (2021) fiir schwach saure pH-Werte auch eine kooperative Abhédngigkeit der beiden hu-
manen Ribonukleasen beobachtet. Dementsprechend ist ein direkter Aktivitdtsvergleich nur
unter dem Vorbehalt, dass dhnliche Reaktionsbedingungen (Salz, Konzentration von diva-
lenten Kationen und pH-Wert) vorlagen, durchzufiihren. Da bereits kleine Anderungen der
Reaktionsbedingungen starke Unterschiede in der Deadenylierungsaktivitit hervorrufen,
sollten z.B. die unterschiedlichen Orthologe am besten in ein und demselben Experiment
verglichen werden, um tatséchliche Spezies-spezifische Unterschiede festzustellen. So ist
ein Vergleich der hier erhaltenen Ergebnisse mit denen der rekonstituierten CCR4-NOT-

Orthologe schwierig, da ein Grof3teil der Reaktionspuffer sich unterschieden.
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2.2.3 Die Smaug-abhangige Deadenylierung des P"CCR4-NOT-Komplexes

2.2.3.1 PMCCR4-NOTwni in der SRE-spezifischen Deadenylierung

In den initialen Experimenten mit dem humanen CCR4-NOT-Komplex wurde bereits ge-
zeigt, dass der ,,MINI“-Subkomplex ausreicht, um eine Smaug-abhéngige und SRE-spezifi-
sche Deadenylierung zu ermoglichen (vgl. Abbildung 2.3 und Abbildung 2.4). Demzufolge
wurde der P"CCR4-NOTwmni-Subkomplex verwendet, um dieses Ergebnis mit dem Droso-
phila-eigenen Deadenylasekomplex zu iiberpriifen (Abbildung 2.15).

Dazu wurde wieder die SREVT- oder SREMUT-RNA mit Smaug vorinkubiert und eine
Kinetik der Deadenylierung nach Zugabe von P"CCR4-NO Tyt aufgenommen. Fiir die mit
Smaug vorinkubierte SREWT-RNA stieg der Anteil deadenylierten Produkts in den ersten 16
Minuten nahezu linear an und nahm danach langsamer zu (Abbildung 2.15.B). Dagegen
zeigte die SREMUT-RNA in den ersten 8 Minuten eine ,,lag-Phase®, und danach nur einen
sehr schwachen Anstieg. Insgesamt war eine hohe Deadenylierungsaktivitit fiir die mit
Smaug vorinkubierte SREWT-RNA zu sehen (80 % vollstidndig deadenyliertes Produkt zum
Endzeitpunkt), wohingegen fiir die mutierte RNA eine deutlich niedrigere Aktivitdt vorlag
(ca. 3 % vollstindig deadenyliertes Produkt zum Endzeitpunkt). Die basale CCR4-NOT-
Aktivitdt konnte hier nur in Form von vollstindig deadenyliertem Produkt entnommen wer-
den (ca. 3 % fir SREWT; <1 % fiir SREMYT), da eine Verschiebung der Gesamtpopulation
der RNA durch eine mogliche distributive Deadenylierung auch nur wegen eines verzerrten
Gellaufverhaltens bedingt sein konnte. Ohne CCR4-NOT ist, wie zuvor, keine Deadenylie-
rung zu sehen.

Das Ergebnis dieses Experiments entspricht in wesentlichen Ziigen dem der initialen hu-
manen Experimente, da auch hier eine hohe Deadenylierungsaktivitét fiir die mit Smaug
inkubierte SREWT-RNA im Gegensatz zu einer niedrigeren Aktivitét fiir die mutierte RNA
auftrat. Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante fallt fiir den Drosophila-Komplex
noch prignanter aus, da dieser, anders als der humane Komplex, eine sehr niedrige basale
Deadenylierungsaktivitit zeigt. Beim Drosophila-Komplex liegt eine leichte Priaferenz fiir
die SREWT-RNA vor, was moglicherweise auch durch eine mitgereinigte SRE-spezifische
Proteinkontamination verursacht worden ist. Weiterhin wurde fiir den Drosophila-Komplex
ein 10-facher Uberschuss an Substrat-RNA verwendet, fiir den humanen Komplex dagegen
ein dquimolares Verhéltnis (vgl. Abbildung 2.4). Vergleichbare niedrigere Konzentrationen

des humanen Komplexes zeigten unter simtlichen Reaktionsbedingungen (Temperatur bei
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37 °C oder Zusatz von BSA) keinerlei Deadenylierungsaktivitidt (Daten nicht gezeigt).
Dadurch war ein direkter Aktivititsvergleich schwierig.

Generell zeigte die rekonstituierte Reaktion eine dhnlich rapide Deadenylierung wie ver-
gleichbare Experimente mit Drosophila-Embryoextrakt, in denen die gleiche Substrat-RNA
verwendet wurde (Jeske et al., 2006). Im Embryoextrakt konnte mit mRNA-pulldowns ge-
zeigt werden, dass deutlich substdchiometrische Verhéltnisse von gebundenem CCR4-NOT
zur SREWT-RNA vorliegen, wohingegen Smaug ca. &quimolar im Verhéltnis zu den SREs

gebunden hat. Dies wurde hier in der Wahl der Konzentrationen beriicksichtigt.
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Abbildung 2.15: Der P"CCR4-NOTwni ist aktiv in der Smaug-abhiingigen Deadenylierung.

A: Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreakti-
onen. Es wurden je 20 nM der radioaktiv markierten SREYT- oder SREMYT-A70-RNA mit 80 nM Smaug vo-
rinkubiert, und die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 nM P"CCR4-NOTwm gestartet (die beiden Kinetiken
links auf dem Gel). Die jeweiligen Reaktionen wurden fiir 2 bis 64 Minuten inkubiert, und der Zeitpunkt 0
Minuten entspricht der direkten Probenentnahme vor Zugabe des CCR4-NOT-Komplexes. Links sind die Lauf-
hdhen eines GroBenstandards in Nukleotiden angegeben, und rechts ist die Lauthdhe von Substrat (A70) und
Produkt (A0) markiert. Weiterhin wurden auf der rechten Halfte die Kontrollreaktionen nur mit CCR4-NOT
oder nur mit Smaug aufgetragen. Uber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte
und RNA-Protein-Kombinationen aufgefiihrt. B: Quantifizierung des vollstédndig deadenylierten Produkts in
den Smaug- und CCR4-NOT-enthaltenden Reaktionen mit SREVT- und SREMUT-RNA. Das Autoradiogramm
wurde densitometrisch mit dem Programm FiJi quantifiziert (Schindelin et al., 2012).
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2.2.3.2 PMCCR4-NOT-Subkomplexe in der Smaug-abhangigen Deadenylierung

Fiir die humanen Subkomplexe konnte gezeigt werden, dass in der Smaug-abhédngigen Dea-
denylierung kein Unterschied in der Aktivitit zwischen dem ,,FULL*- und dem ,,MINI*-
Subkomplex vorliegt (vgl. Abbildung 2.3). Mit den entsprechenden Drosophila-Komplexen
wurde ein analoges Experiment, mit einer leicht erweiterten Kinetik, durchgefiihrt (Abbil-

dung 2.16).
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Abbildung 2.16: PCCR4-NOTwini ist ausreichend fiir die Smaug-abhiingige Deadenylierung.
Autoradiogramme von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-
nen. Fiir die Reaktionen mit P®CCR4-NOTrurr (FULL) und P"CCR4-NOTwmmi (MINI) wurden 20 nM radio-
aktiv markierte SREVT-A70-RNA entweder mit 80 nM Smaug oder Reaktionspuffer vorinkubiert, die Deade-
nylierung durch Zugabe der entsprechenden Komplexe (1 nM) gestartet und fiir 4 bis 24 Minuten durchgefiihrt.
Fiir die Reaktionen mit dem CCR4-Cafl-Heterodimer wurden 5 nM SREWT-A70-RNA mit 20 nM Smaug vo-
rinkubiert, durch Zugabe von 25 nM CCR4-Cafl die Reaktion gestartet und fiir 2 bis 64 Minuten inkubiert.
Links sind die Lauthdhen eines Grofenstandards in Nukleotiden angegeben, und rechts die vom Substrat (A70)
und Produkt (A0). Die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und Protein-Subkomplex-Kombinationen sind
iiber den jeweiligen Spuren markiert. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA
im Deadenylierungspuffer.

Sowohl fiir den P"CCR4-NOTrurL als auch P"CCR4-NOTwmini ergaben sich bei Zugabe von
Smaug dhnliche Deadenylierungsaktivititen. Bei den Reaktionen ohne Smaug zeigte sich
etwas mehr akkumuliertes Produkt fiir den P"CCR4-NOTrurL. Die Reaktionen mit dem
CCR4-Cafl-Heterodimer zeigten mit und ohne Smaug keine Aktivitit. Demnach ergab sich

ein dhnliches Bild fiir die Smaug-abhédngige Deadenylierung wie mit dem humanen
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Komplex (vgl. Abbildung 2.3), da auch hier der N-terminale Part von NOT1, mit NOT10/11,
zu keiner Steigerung der Aktivitét fiihrte und das Nuklease-Heterodimer keine Aktivitdt aus-
iibte. Hieraus folgt, dass auch fiir den Drosophila Komplex der zentrale Part von NOT1 mit
seinen Interaktionspartnern fiir die Smaug-abhéngige Deadenylierung essenziell ist. Die In-
teraktion zwischen Smaug und dem CCR4-NOT-Komplex ist also wahrscheinlich konser-
viert.

AuBerdem zeigte der P"CCR4-NOTruLL ohne Smaug eine geringfiigig erhohte Aktivitét
im Vergleich zum PM"CCR4-NOTwmi, welches moglicherweise durch eine Kontamination

mit einem SRE-spezifischen Protein verursacht wurde.

2.2.3.3 Stimulierung der Smaug-abhangigen Deadenylierung durch PEG

Aus vorher durchgefiihrten Experimenten zur Rekonstitution der Translationsrepression der
nanos-mRNA (vgl. Abschnitt 2.3.2.2) war bekannt, dass die Zugabe von PEG 20.000 die
Smaug-abhédngige Repression deutlich steigert. Demzufolge wurde fiir die Smaug-abhén-
gige Deadenylierung ebenfalls eine PEG-Titration durchgefiihrt, um den Einfluss von mole-

kularem ,,Crowding* zu untersuchen (Abbildung 2.17).

0 % PEG 20.000 1 % PEG 20.000 2 % PEG 20.000 4 % PEG 20.000
2 6 18 54 2 6 18 54 2 6 18 54 2 6 18 54 [min]
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Abbildung 2.17: Die Smaug-abhiingige Deadenylierung wird durch PEG stimuliert.

Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden 10 nM radioaktiv markierte SREVT-A70-RNA mit 80 nM Smaug bei einer PEG 20.000-Konzent-
ration von 0 bis 4 % vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe von 2 nM P"CCR4-NOTwmin gestartet.
Die Deadenylierung wurde hier fiir 2 bis 54 Minuten durchgefiihrt. Links ist ein GroBenstandard in Nukleotiden
angegeben, und rechts die Laufhohe des Substrats (A70) und des Produkts (A0). Uber den Spuren sind die
Reaktionszeit und die entsprechende PEG 20.000-Konzentration angegeben. Der Input enthilt die jeweils auf-
getragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Bei samtlichen Deadenylierungsreaktionen war zu jedem Zeitpunkt das Auftreten von voll-
stindig deadenyliertem Produkt zu beobachten. Mit Zugabe von PEG war eine deutliche

Steigerung der Deadenylierungsaktivitdt zu beobachten.
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Bei der hochsten PEG-Konzentration war auBlerdem fiir die gewéhlten Zeitpunkte kaum
mehr ein Fortschreiten der Reaktion zu sehen, da bereits nach 2 Minuten nahezu das Maxi-
mum an vollstindig deadenyliertem Produkt in dieser Reaktion vorlag.

In anderen Experimenten konnte gezeigt werden, dass PEG die basale Aktivitit des
PmCCR4-NOT nicht erhoht, weder fiir die kurze FAM-7mer-RNA (vgl. Abbildung 2.9) noch
fiir die lange SRE-haltige RNA. Die erhohte Deadenylierungsaktivitét beruht also nicht auf
einer erhohten basalen Aktivitidt des CCR4-NOT-Komplexes. Sie beruht auch nicht auf einer
schnelleren Smaug-RNA-Bindung, da vor Zugabe des CCR4-NOT-Komplexes eine Vorin-
kubation der RNA mit Smaug durchgefiihrt wurde, welche mittels EMSA als ausreichend
validiert wurde (vgl. Anhang: Abbildung 9.4). Demnach konnte die erhohte Aktivitit in ei-
ner schnelleren Assoziation des CCR4-NOT-Komplexes mit einem noch nicht umgesetzten

Smaug-RNA-Komplex begriindet liegen.

Weiterhin wurde vielfach beschrieben, dass ,,Crowder* wie PEG die Fliissig-Fliissig-Pha-
sentrennung sowie Aggregation von lberwiegend intrinsisch ungeordneten Proteinen be-
giinstigen (Ambadipudi et al., 2017; Lin et al., 2019; Munishkina et al., 2004; Park et al.,
2020). So entsteht wihrend der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung eine von der Umgebungs-
fliissigkeit abgesonderte dichtere Phase, welche eine hohe Konzentration an Makromolekii-
len enthilt. Diese dichtere Phase kann z.B. durch Zentrifugation von der leichteren Phase
getrennt werden (Taratuta et al., 1990). Dabei kann sich ein Pellet bilden, welches die Mak-
romolekiile der dichteren Phase enthélt. Hierbei kann allerdings nicht direkt zwischen Pré-
zipitation durch Aggregatbildung oder tatsichlicher Fliissig-Fliissig-Phasentrennung unter-
schieden werden. Da Smaug auch ein {iberwiegend intrinsisch ungeordnetes Protein ist, liegt
es nahe, dass die Zugabe von PEG zu einer Phasentrennung oder Aggregation von Smaug
fiihrt. Daher wurde die Smaug-abhidngige Deadenylierung auch beziiglich einer Phasentren-
nung oder Aggregation untersucht, indem die Reaktion nach erfolgter Deadenylierung 10
Minuten bei 20.000 g zentrifugiert wurde und der Uberstand sowie ein potenzielles Pellet

analysiert wurden (Abbildung 2.18).
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Smaug
+

CCR4-NOT CCR4-NOT
2 2 Abbildung 2.18: PEG induziert keine Phasentrennung oder Aggregation.

] ]
8 2 5 8 2 Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produk-
g2 5 g8 35 ten der Deadenylierungsreaktionen. Es wurden 10 nM radioaktiv markierte

WT . o .

- Ao SREY'-A70-RNA mit 80 nM Smaug bei einer PEG 20.000-Konzentration

von 3 % vorinkubiert und die Reaktionen nach Zugabe von P"CCR4-NOTwmm
fiir 45 Minuten inkubiert. Die Deadenylierungsprodukte wurden durch Zent-
rifugation in eine potenziell unldsliche (Pellet) und 16sliche Phase (Uberstand)
A0 getrennt. Der Input stellt die Reaktion vor Zentrifugation dar. Rechts ist die
Laufhohe des Substrats (A70) und des Produkts (A0) angegeben, und iiber den
Spuren sind die jeweilige Proteinkombination sowie die Phase gekennzeich-

net.

Sémtliches Substrat als auch Produkt waren nach Zentrifugation im 18slichen Uberstand.
Demnach lag keine Phasentrennung vor, und die Zugabe von PEG schien zu keiner Aggre-
gation zu flihren. Einen Hinweis, wie PEG bzw. makromolekulares ,,Crowding* die Smaug-
abhingige Reaktion beeinflusst, konnte die ebenfalls PEG-abhéngige rekonstituierte Trans-
lationsrepression geben (vgl. Abbildung 2.47). In dieser assoziiert Smaug nach RNA-Bin-
dung mit anderen Repressorproteinen und rekrutiert diese dadurch zur nanos-mRNA, sodass
PEG hier moglicherweise eine Funktion in der Protein-Protein-Interaktion hat.

Demnach ist sowohl bei der Deadenylierung als auch bei der Translationsrepression das
iiberwiegend intrinsisch unstrukturierte Smaug involviert. Die Zugabe eines makromoleku-
laren ,,Crowders* fiihrt moglicherweise zu einer Stabilisierung bestimmter Proteinkonfor-
mationen oder zur Bildung neuer Sekundirstrukturen, was z.B. auch fiir das intrinsisch un-
strukturierte Histonprotein 1 (H1) beobachtet werden konnte (André & Spruijt, 2020; Roque
et al., 2007). Generell erscheint die Zugabe eines ,,makromolekularen Crowders* als sehr
schliissig, da in der Zelle Makromolekiile in Form von Nukleinsduren, Proteinen und Poly-
sacchariden bis zu 30 % des Volumens einnehmen und mit bis zu 400 mg/mL in sehr hohen
Konzentrationen vorliegen (André & Spruijt, 2020; McGuffee & Elcock, 2010; Zimmerman
& Trach, 1991). Besonders das friihe Stadium des Embryos, in dem Smaug hauptsichlich
vorkommt, hat insgesamt sehr hohe Proteinkonzentration (Cao et al., 2020; Casas-Vila et al.,
2017). Dementsprechend wurden mittlere Mengen an PEG 20.000 (ca. 3 %) fiir die meisten

folgenden und auch vorherigen Experimenten eingesetzt.
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2.2.3.4 CCR4 und Caf1 sind nétig fr die Smaug-abhangige Deadenylierung

Nachfolgend soll die aktive Ribonuklease des P"CCR4-NOT-Komplexes in der Smaug-ab-
hingigen Deadenylierung bestimmt werden (Abbildung 2.19).
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Abbildung 2.19: Sowohl CCR4 als auch Cafl sind essenziell fiir die Smaug-abhingige Deadenylierung.
A: Autoradiogramme von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreak-
tionen. Es wurden je 10 nM der radioaktiv markierten SREVT-A70-RNA mit 40 nM Smaug vorinkubiert, und
die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 nM der unterschiedlichen P"CCR4-NOTwmmi-Varianten gestartet. Die
jeweiligen Reaktionen wurden fiir 4 bis 64 Minuten inkubiert, und der Zeitpunkt 0 Minuten entspricht der
direkten Probenentnahme vor Zugabe des CCR4-NOT-Komplexes. Rechts wurde ein GroBenstandard in Nuk-
leotiden aufgetragen, und die Laufhdhe von Substrat (A70) und Produkt (A0) sind links angegeben. Uber den
jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und die Wildtyp/Mutanten-Kombinationen als
Cartoon aufgefiihrt. Das rote Kreuz zeigt hier die mutierte Ribonuklease in P"CCR4-NOTwmmt an. B: Quanti-
fizierung des vollstindig deadenylierten Produkts aus der Smaug-abhingigen Deadenylierung mit den ver-
schiedenen Varianten von P"CCR4-NOTwmi. Das Autoradiogramm wurde densitometrisch mit dem Programm
FiJi quantifiziert (Schindelin et al., 2012).

Dazu wurde die SREWT-RNA mit Smaug vorinkubiert, und dieselben Priparationen der
Wildtyp/Mutanten-Kombinationen in P"CCR4-NOTwini wie in Abschnitt 2.2.2.5 wurden
eingesetzt. Aus dem Experiment war zu entnehmen, dass Smaug die hochste Aktivitit mit
dem Doppelwildtyp zeigte (ca. 80 % vollstindig deadenyliertes Produkt zum Endzeitpunkt),
wohingegen beide Einzelmutanten jeweils eine liber 50 % reduzierte Aktivitdt aufwiesen:
fiir die Caf1-Mutante ca. 31 % zum Endzeitpunkt und fiir die CCR4-Mutante ca. 11 %. Die
Doppelmutante zeigte kaum Aktivitit (2 % zum Endzeitpunkt).
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Die Ergebnisse hier weisen Parallelen zu dem analogen Experiment mit P"CCR4-NOTwmii
in Abwesenheit von Smaug (vgl. 2.2.2.5) auf. Bei beiden zeigte der Doppelwildtyp deutlich
die hochste Aktivitit, und die beiden Ribonukleasen CCR4 und Cafl sind von der Aktivitit
der jeweils anderen abhéngig, wobei in der Smaug-abhéngigen Reaktion eine leichte hohere
Aktivitdt mit dem CCR4-Wildtyp erreicht wurde. AuBerdem kann hiermit auch bewiesen
werden, dass Smaug den P"CCR4-NOT-Komplex rekrutiert und nicht eine andere Nuklease,

da mit der Doppelmutante keine Nukleaseaktivitét auftritt.

2.2.3.5 Die Smaug-abhangigen Deadenylierung zeigt Prozessivitat

In den vorherigen Experimenten zur Smaug-abhingigen Deadenylierung war bereits bei den
frithesten Zeitpunkten das gleichzeitige Vorhandensein von nicht umgesetzter Substrat-RNA
und vollstindig deadenyliertem Produkt zu sehen, bei einem ca. 10-fachen Uberschuss von
Substrat zu CCR4-NOT (vgl. Abbildung 2.15). Weiterhin existierte nicht umgesetztes Sub-
strat auch noch zu spéteren Zeitpunkten, im Gegensatz zu dem, was man bei einer distribu-
tiven Reaktion erwarten wiirde. Dementsprechend liegt hier eindeutig kein distributiver Re-
aktionsmechanismus, sondern ein prozessiver vor. Dies bedeutet, dass der CCR4-NOT-
Komplex spezifisch von Smaug zur SRE-haltigen RNA rekrutiert wird, dort verbleibt bis
samtliche Adenylate entfernt wurden, um erst dann vom néchsten Smaug-RNA-Komplex
rekrutiert zu werden. Je nach Experiment spiegelt der Anteil vollstindig deadenylierten Pro-
dukts in den ersten Zeitpunkten ungefdhr das Verhéltnis von CCR4-NOT zum Smaug-ge-
bundenen RNA-Substrat wider, ndmlich 10 %. Dies wiirde also einem prozessiven Deade-
nylierungsereignis entsprechen.

Da in sdmtlichen vorherigen Smaug-abhédngigen Experimenten zu jedem Zeitpunkt be-
reits vollstindig deadenyliertes Produkt auftrat und dadurch nicht genau das initiale Deade-
nylierungsereignis mit den ersten entfernten Adenylaten bestimmt werden konnte, wurde im
nachfolgenden eine Kinetik mit noch fritheren Zeitpunkten durchgefiihrt (Abbildung 2.20).
Dazu wurde aullerdem eine RNA, die einem groBeren Teil des natiirlichen Translationskon-
trollelements (TCE) entspricht, verwendet, da die bisherige SREVT-RNA nur aus den zwei
essenziellen Smaug-bindenden stem-loop Strukturen und einer kurzen Linkerregion besteht
(Jeske et al., 2006). Die SREs sind im TCE weiter voneinander und vom Poly(A)-Schwanz
entfernt, sodass dies moglicherweise einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Reaktion
hat. Die TCEVT-RNA wurde mit Smaug vorinkubiert und danach die Reaktion mit P"CCR4-

NOTwmin gestartet bzw. es wurde parallel eine Reaktion ohne Smaug durchgefiihrt.
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Abbildung 2.20: Die Smaug-abhiingige Deadenylierung zeigt Prozessivitiit.

A: Fluoreszenzscan eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-
nen. Es wurden je 50 nM der FAM-TCEYT-A70-RNA mit 300 nM Smaug oder Deadenylierungspuffer vorin-
kubiert und die Deadenylierung wurde durch Zugabe von 5 nM P"CCR4-NOTwmm gestartet. Die jeweiligen
Reaktionen wurden fiir 5 bis 720 Sekunden inkubiert. Der Input enthilt die jeweils aufgetragene Menge an
Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer, und bei der Probe ,,Stopplosung® wurde der Smaug-RNA-Komplex
direkt mit CCR4-NOT in die Stopplosung gegeben. Rechts wurde die Lauthdhe von Substrat (A70) und Pro-
dukt (A0) angegeben, und der Stern gibt ein Nebenprodukt der Transkriptionsreaktion an, welches nicht besei-
tigt werden konnte. Uber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und die Protein-
kombinationen aufgefiihrt. B: Quantifizierung des vollstindig deadenylierten Produkts aus der Smaug-abhin-
gigen Deadenylierung. Der Fluoreszenzscan wurde densitometrisch mit dem Programm FiJi quantifiziert

(Schindelin et al., 2012).
Fiir die Smaug-abhingige Reaktion konnte bereits zum ersten Zeitpunkt, nach fiinf Sekun-
den, vollstindig deadenyliertes Produkt beobachtet werden (ca. 6 %) und keine Intermediate.
Die nur CCR4-NOT beinhaltende Reaktion zeigte keinerlei Aktivitit, wie bereits zuvor fiir
die laingeren RNA-Konstrukte beobachtet. Zusitzlich wurde die Smaug-beinhaltende Reak-
tion direkt nach der Vorinkubation in die Stopplosung gegeben und nachfolgend CCR4-
NOT hinzugegeben, um das vollstindige Abstoppen der Reaktion durch die Stopplésung zu
validieren. Fiir diese Reaktion war keine Produktbildung zu sehen, sodass die Stopplosung
wirksam war und die Produktbildung in den friihen Zeitpunkten nicht durch eine Weiterre-
aktion in der Stopplosung zu erklaren war.

Auch aus diesem Versuch konnte kein Riickschluss liber den ersten Zeitpunkt der Smaug-
abhingigen Deadenylierung getroffen werden. Darauthin wurde versucht mittels Quenched-

Flow-Methode eine Kinetik im Millisekunden-Bereich durchzufithren. Dabei kam es aber
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zu einem wiederholten Abbau und Verlust der Substrat-RNA. Zudem mussten hohe Protein-

mengen eingesetzt werden, was mehrere Versuche aus praktikablen Griinden nicht zulieB.

Da der P"CCR4-NOT-Komplex mit der lingeren SRE-haltigen RNA kaum Deadenylie-
rungsaktivitit gezeigt hat, kann hier kein sicherer Riickschluss iiber seinen Reaktionsmecha-
nismus im Hinblick auf Distributivitdt oder Prozessivitit im Vergleich zur Smaug-abhéngi-
gen Reaktion getroffen werden. Dementsprechend wurden die Reaktionsbedingungen vari-
tert, um die Aktivitit des CCR4-NOT-Komplexes zu erhéhen, und die Reaktionsprodukte
wurden durch Gele mit hoherer Auflésung getrennt, sodass auch kleinere Unterschiede sicht-
bar wurden. So wurde das Verhéltnis von CCR4-NOT-Komplexes zu Substrat-RNA auf 1:4
erhoht (vorher 1:10), und die Hefe-tRNA wurde aus der Mischung entfernt, da sie neben der
Substrat-RNA die einzige andere RNA in der Reaktion ist (Abbildung 2.21).
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Abbildung 2.21: Die basale Aktivitiit des ""CCR4-NOTwmini-Komplexes wird durch tRNA inhibiert.

A und B: Autoradiogramme von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylie-
rungsreaktionen. Es wurden 20 nM der radioaktiv markierten SREVT-A70-RNA mit 80 nM Smaug oder die
SRE™T- und SREMYT-A70-RNA mit Deadenylierungspuffer vorinkubiert, und die Deadenylierungsreaktionen
wurden durch Zugabe von 5 nM P"CCR4-NOTwmm initiiert. Bei A enthielten die Reaktionen keine Hefe-tRNA
und bei B war diese enthalten (ca. 250 ng/uL). Die jeweiligen Reaktionen wurden fiir 5 bis 45 Minuten inku-
biert. SREYT bzw. SREMUT entspricht hier der eingesetzten Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuf-
fer. Links wurde ein GroBenstandard in Nukleotiden aufgetragen, und die Lauthéhe von Substrat (A70) und
Produkt (A0) sind rechts aufgefiihrt. Uber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte
und Protein-RNA-Kombinationen aufgefiihrt.
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Hier zeigte die Smaug-enthaltende Reaktion ohne tRNA (Abbildung 2.21.A) ein hohes Auf-
kommen von Intermediaten zwischen der nicht umgesetzten Substrat-RNA und dem voll-
standig deadenylierten Produkt. Weiterhin lag die Substrat-RNA nicht als eine definierte
Bande vor, sondern verlief in einem diffusen Bereich, sodass auch hier Deadenylierungsak-
tivitdt auftrat. Fiir die frithen Zeitpunkte war auch vollstindig deadenyliertes Produkt zu se-
hen. Im Gegensatz dazu zeigte die Reaktion mit tRNA (Abbildung 2.21.B), wie gewohnt,
fiir alle Zeitpunkte nicht umgesetzte Substrat-RNA und gleichzeitig auftretendes vollstindig
deadenyliertes Produkt. Wird nun die nur P"CCR4-NOTwmni enthaltende Reaktion ohne
tRNA betrachtet, so war fiir die SREWT-RNA zum einen die recht starke graduelle Deade-
nylierung der RNA iiber die Zeit zu sehen, mit ca. 20-30 entfernten Adenylaten nach 45
Minuten, zum anderen das Auftreten von vollstindig deadenyliertem Produkt bereits nach
fiinf Minuten. Ein dhnliches, wenn auch schwécher ausgeprigtes, Muster der Deadenylie-
rung war fiir die SREMUT-RNA zu sehen. Hingegen zeigte die Reaktion mit tRNA eine deut-
liche Reduktion der Deadenylierungsaktivitit fiir beide Substrat-RNAs. Hier war nur nach
45 Minuten eine schwache graduelle und vollstindige Deadenylierung zu sehen.

Diesem Experiment ist zu entnehmen, dass die basale Deadenylierungsaktivitit des
PmCCR4-NOT-Komplexes in der Tat durch die Hefe-tRNA beeintrachtigt wird. Die Reakti-
onen ohne tRNA zeigen distributives Verhalten, mit einer &hnlichen Deadenylierungsakti-
vitdt zur kurzen FAM-7mer-RNA (vgl. 2.2.2.3). Auch hier wurden im Mittel 20 Adenylate
nach 45 Minuten entfernt. In den Reaktionen mit der FAM-7mer-RNA wurde ebenfalls keine
tRNA zugegeben, da nur die basale Aktivitit der Deadenylase ohne potenziell kompetie-
rende RNA-Molekiile untersucht werden sollte. Fiir die Reaktionen mit RBPs wie Smaug
wurde initial tRNA zugegeben, um die Spezifitit der Rekrutierung des CCR4-NOT-Kom-
plexes hervorzuheben. Auflerdem wurde in den urspriinglichen Experimenten mit DEE auch
Hefe-tRNA eingesetzt (Jeske et al., 2006).

Neben dem distributiven Verhalten trat in den Reaktionen ohne tRNA scheinbar auch
prozessives Verhalten auf, da bereits zum ersten Zeitpunkt vollstindig deadenyliertes Pro-
dukt neben nicht umgesetztem Substrat vorlag (Abbildung 2.21). Die Prozessivitit ist aus-
geprigter fiir die SREVT-RNA, sodass moglicherweise aus den Sf21-Insektenzellen ein
SRE-spezifisches Protein mitgereinigt wurde. Diese scheinbare Prozessivitit kann moglich-
erweise auch durch eine bevorzugte Bindung einer bestimmten RNA-Faltung bedingt sein.
AulBlerdem kann die Akkumulation von vollstindig deadenyliertem Produkt zu spiteren Zeit-
punkten auch durch die distributive Deadenylierung erklért sein, da fiir einen kleinen Teil

des Substrats theoretisch auch schnellere Assoziations-/Dissoziationsereignisse mit dem
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CCR4-NOT-Komplex auftreten konnen. Da das daraus resultierende vollstdndig deadeny-
lierte Produkt nicht weiter im Gel migrieren kann, erscheint das akkumulierte Signal fiir
fortgeschrittenere Reaktionszeitpunkte stdrker im Vergleich zum ,,Schmier* auf Hohe des
Substrats.

Fiir die Reaktion mit Smaug und ohne tRNA zeigte sich ein dhnliches Muster der Deade-
nylierung wie bei den nur CCR4-NOT beinhaltenden Reaktion, jedoch mit einer stirker aus-
gepragten Prozessivitit. Die Smaug-abhidngigen Reaktionen unter Zugabe von tRNA zeigten
wie bisher eine deutliche Prozessivitit, da zu sdmtlichen Zeitpunkten noch unangetastetes
Substrat neben vollstandig deadenyliertem Produkt vorlag (Abbildung 2.21.B). Aullerdem
konnte hier mit der erhéhten CCR4-NOT-Konzentration auch eine schwache graduelle Dea-
denylierung beobachtet werden (vgl. 5 und 45 Minuten). Dementsprechend wurde die Zu-
gabe von tRNA fiir die Gewéhrleistung der Smaug-abhéngigen SRE-Spezifitit beibehalten,

da auch im in vivo System zahlreiche andere kompetierende RNA-Molekiile enthalten sind.

Neben der Zugabe von Hefe-tRNA wurde auch die Salzkonzentration variiert, da diese einen
starken Einfluss auf die Deadenylierungsaktivitit des P"CCR4-NOT-Komplexes hat (vgl.
Abschnitt 2.2.2.2). Hierfiir wurde KCl als Salz verwendet, da dieses stdrker dissoziiert vor-
liegt als KAc. Die Menge an Salz wurde fiir die Reaktion mit und ohne Smaug titriert, unter
Zugabe von Hefe-tRNA, und die Deadenylierung wurde nach einem frithen (5 min) und spa-
ten (45 min) Zeitpunkt betrachtet (Abbildung 2.22). Durch die Zugabe von Smaug wurden
ca. 25 mM NaCl und durch CCR4-NOT ca. 10 mM KAc der Reaktion zugefiihrt.

Fiir die Reaktion ohne zusitzliches Salz und nur mit CCR4-NOT war nach 45 Minuten
eine hauptsichlich graduelle Deadenylierung (ca. 10-15 entfernte Adenylate) auf der Hohe
der Substrat-Bande und wenig vollstindig deadenyliertes Produkt zu sehen. Die graduelle
Deadenylierungsaktivitit nahm mit steigender Salzkonzentration ab und war mit ca.
125 mM KCl vollstiandig inhibiert, vergleichbar mit der kurzen FAM-7mer-RNA (vgl. Ab-
bildung 2.8). Dahingegen war die vollstindige Deadenylierung nicht negativ beeinflusst
durch die hier eingesetzten Salzkonzentrationen, sondern zeigte ein Maximum bei 125 mM
KCI. Daneben wies die Reaktion mit Smaug bei sdmtlichen Salzkonzentrationen einen
»Schmier vom nicht umgesetzten Substrat zum vollstindig deadenylierten Produkt auf,
welches zu beiden Zeitpunkten deutlich angereichert vorlag. Das Maximum an Deadenylie-
rung trat hier bei keinerlei zusitzlichem Salz auf. Auflerdem nahm die vollstdndige Deade-
nylierung mit steigender Salzkonzentration ab. Die Salztitration wurde fiir die Smaug-ab-

hingige Reaktion mit KAc wiederholt, da dieses hauptsichlich in den vorherigen
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Experimenten und auch zuvor mit dem Drosophila-Embryoextrakt verwendet wurde. Hier

ergab sich kein Unterschied zur Titration mit KCI (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.22: Distributivitit und Prozessivitit bei verschiedenen Salzkonzentrationen.

A und B: Autoradiogramme von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Reaktionsprodukten der Dea-
denylierungsreaktionen. Es wurden 20 nM der radioaktiv markierten SREVT-A70-RNA mit Deadenylierungs-
puffer (A) oder 80 nM Smaug (B) vorinkubiert und die Deadenylierung wurde durch Zugabe von 5 nM
PmCCR4-NOTwm initiiert. Sowohl bei A als auch B wurde die Konzentration an KC1 im Reaktionspuffer von
0 bis 250 mM titriert. Die jeweiligen Reaktionen wurden fiir 5 bis 45 Minuten inkubiert und der Input entspricht
hier der eingesetzten Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer. Links wurde ein Grofenstandard in
Nukleotiden aufgetragen und die Lauthdhe von Substrat (A70) und Produkt (A0) sind rechts aufgefiihrt. Uber
den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und Salzkonzentration aufgefiihrt.

So konnte auch hier unter Anwesenheit von Hefe-tRNA gezeigt werden, dass unter Bedin-
gungen bei denen der P"CCR4-NOT hauptsichlich distributiv agiert (kein zusitzliches
Salz), er durch Zugabe von Smaug einen Wechsel zu einem prozessiven Reaktionsmecha-
nismus vollfiihrt, unter dem Vorbehalt, dass der fritheste Reaktionszeitpunkt bei 5 Minuten
lag und nur ein 4-facher Uberschuss von Substrat zu Enzym eingesetzt wurde.

Die Steigerung der vollstindigen Deadenylierung fiir die Reaktion ohne Smaug durch
KCl-Konzentration iiber 125 mM war iiberraschend, da mit der kurzen FAM-7mer-RNA

zumindest eine deutliche Reduktion der graduellen Deadenylierung beobachtet wurde (vgl.

Abbildung 2.8).

58



- Ergebnisse und Diskussion -

Moglicherweise wird durch das Salz die Affinitdt zur RNA erhoht oder ein kontaminierendes
SRE-spezifisches Protein wird stabilisiert und rekrutiert den CCR4-NOT-Komplex zur
mRNA.

Generell wurden bislang wenige Studien zur Distributivitdt und Prozessivitit durchgefiihrt,
da die rekonstituierten CCR4-NOT-Komplexe noch relativ neu sind und die Experimente
fast immer unter nahezu dquimolaren Enzym-Substrat-Konzentrationen durchgefiihrt wur-
den (Raisch et al., 2019; Stowell et al., 2016). In Studien zu gezielter Deadenylierung durch
RBPs konnte bislang nur fiir die S. pombe-Orthologe von Pumilio (Puf3) und TTP (Zfsl)
das gleichzeitige Auftreten von nicht umgesetzter Substrat-RNA und vollstindig deadeny-
liertem Produkt fiir die ersten Sekunden der Deadenylierung gezeigt werden, jedoch war hier
nur ein 2-facher Uberschuss von Substrat zu Enzym eingesetzt worden (Webster et al.,
2019). Fiir beide Proteine ist unter diesen Bedingungen eine sehr schnelle vollstindige Dea-
denylierung einer A30-enthaltenden RNA (nach ca. 2 bis 4 Minuten) zu beobachten, was
sehr wahrscheinlich auch fiir die Smaug-abhédngige Deadenylierung unter dhnlichen Bedin-

gungen gelten wiirde.

Inwiefern diese rekonstituierten Deadenylierungsreaktionen die physiologischen Bedingun-
gen in vivo widerspiegeln, ist noch zu untersuchen. Fiir Drosophila-Embryonen liegen hier
keine physiologischen Daten zum Vergleich vor. Lediglich die initialen Experimente mit
Drosophila Embryoextrakten, welcher noch am ehesten dem in vivo System nahekommt,
enthielten um die 50 mM KAc und zeigten auch das gleichzeitige Auftreten von vollstindig
deadenyliertem Produkt und nicht umgesetztem Substrat zu frithen Zeitpunkten in der SRE-
spezifischen Reaktion, wohingegen die Deadenylierung der SREMUT-RNA vergleichbar mit

der rekonstituierten Reaktion sehr schwach war (Jeske et al., 2006).
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2.2.3.6 Physische Interaktion zwischen Smaug und P"CCR4-NOTwmni

Alle bisherigen Experimente in der Smaug-abhédngigen Deadenylierung legen eine physi-
sche Interaktion zwischen Smaug und P*CCR4-NOT nahe. Um dies zu testen, wurde Smaug
mit dem P"CCR4-NOTwmmni-Komplex inkubiert, und nachfolgend wurden die gebildeten
Proteinkomplexe mittels Gréenausschlusschromatographie aufgetrennt (Abbildung 2.23).
Als Kontrolle diente eine Reaktion, bei der Smaug allein unter denselben Bedingungen in-
kubiert wurde. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels Coomassie-gefarbtem SDS-Gel

(Abbildung 2.23.A) und Fluoreszenz-Western-Blot (Abbildung 2.23.B) analysiert.
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Abbildung 2.23: Smaug interagiert mit dem "CCR4-NOTwm~ni-Komplex.

Smaug (15 pg in 50 pL) wurde entweder mit P"CCR4-NOTwmmi (15 pg in 20 uL) oder Proteinpuffer (20 pL)
fiir eine Stunde bei 8 °C inkubiert, und 50 pL der Proteinmischungen wurden {iber eine GréBenausschlusschro-
matographie (Superose 6 3.2; 2,4 mL Sdulenvolumen) aufgetrennt. A: Coomassie-gefirbtes 12 % SDS-PA-
Gel der Proteinfraktionen der Mischung aus Smaug und P"CCR4-NOTwmi nach GroBenaufschlusschromato-
graphie. Der Input entspricht hier 10 % der auf die Chromatographiesiule gegebenen Mischung aus Smaug
und P"CCR4-NOTwmmi. Uber den Spuren sind die jeweiligen Fraktionen der Chromatographie angegeben und
die Hauptpeaks eines Séulenlaufs mit Groenstandards (Thyroglobulin, Ferritin, Ovalbumin). Die Position von
Smaug wurde durch einen blauen Punkt kenntlich gemacht und die Position der CCR4-NOT-Komponenten
mit einem roten Punkt. B: Fluoreszenz-Western-Blot mit den Fraktionen der Chromatographie fiir die Mi-
schung oder nur Smaug. Bei beiden Western-Blots wurde ein Antikdrper gegen Smaug eingesetzt und detek-
tiert.
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Fiir die Probe nur mit Smaug war ein schwaches Signal in den Fraktionen C5-D1 im Wes-
tern-Blot zu sehen, mit dem stérksten Signal be1 C7-C9. Dahingegen zeigte die Reaktion mit
Smaug und P"CCR4-NOTwmi eine Verschiebung von Smaug zu fritheren Fraktionen sowohl
im Western-Blot als auch im Coomassie-gefarbten Gel. Hier war bereits in Fraktion B6 mit-
tels Western-Blot Smaug zu detektieren, welches bis Fraktion D4 enthalten war und ein Ma-
ximum von C4-C10 aufweist. Insgesamt war hier die Signalintensitit fiir Smaug deutlich
hoher als in der nur Smaug enthaltenden Reaktion, da Smaug am Siulenmaterial haften
blieb. Im Coomassie-gefarbten Gel war auch zu sehen, dass Smaug ab Fraktion C1 mit den
CCR4-NOT enthaltenden Fraktionen komigriert.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass durch die Inkubation von Smaug mit P®CCR4-NOT-
mini ein Proteinkomplex gebildet wird, der im Vergleich zum einzelnen Smaug ein anderes
Laufverhalten in der GroBenaufschlusschromatographie zeigte. Weiterhin wurde hier auch
eine leichte Verschiebung der P"CCR4-NOTwmini enthaltenden Fraktionen zu fritheren Frak-
tionen beobachtet (vgl. Abbildung 2.6), was durch eine Bindung von Smaug (mit 110 kDa)
zu erkliren wire. Zudem wurde die Wiedergewinnung von Smaug von der hier verwendeten
Sdule deutlich erhoht, sodass Smaug in diesem Proteinkomplex anscheinend das Reini-
gungsverhalten vom P"CCR4-NOTwm~i annimmt.

Eine tiefergehende Untersuchung, welche Bereiche von Smaug fiir die physische Bin-
dung des P"CCR4-NOT-Komplexes notwendig sind, wurde zu diesem Zeitpunkt unterbro-
chen, da dies von der Arbeitsgruppe um Dr. Mandy Jeske (Uni Heidelberg) iibernommen
wurde. Hier kann lediglich vermutet werden, dass die intrinsisch ungeordneten Bereiche eine
wichtige Rolle in der Interaktion einnehmen, da dies bereits fiir die Drosophila-Proteine
Nanos und Roquin sowie die S. pombe-Proteine Puf3 und Zfs1 in der CCR4-NOT-Interak-
tion gezeigt werden konnte (Raisch et al., 2016; Sgromo et al., 2017; Webster et al., 2019).

2.2.3.7 Aufhebung der Smaug-abhangigen Deadenylierung durch Oskar

Aus Studien zur Translationsrepression der nanos-mRNA in Drosophila-Embryoextrakten
ist bekannt, dass das Protein Oskar die Repression am posterioren Pol des Embryos aufhebt
und damit zur Ausbildung des Nanos-Proteingradienten beitrdgt (Jeske et al., 2011). Der
genaue Mechanismus dieser Authebung ist nicht bekannt. Da Smaug sowohl fiir die Trans-
lationsrepression als auch Deadenylierung ein essenzieller Faktor ist, sollte dies ein entschei-
dender Ansatzpunkt fiir die Aktivitdt von Oskar sein. Deshalb wurde im nachfolgenden der

Einfluss von Oskar auf die rekonstituierte Smaug-abhédngige Deadenylierung untersucht.
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Dazu wurden Hisg-MBP-Oskar (HMBP-Oskar) und, als negative Kontrolle, Hiss-MBP
(HMBP) von der Arbeitsgruppe um Dr. Mandy Jeske (Jana Kubikova) bereitgestellt.

Zuerst wurde untersucht, ob die Zugabe von Oskar zu einem Smaug-SREVT-RNA-Kom-
plex die Interaktion mit P"CCR4-NOTwini unterbindet oder den Smaug-RNA-Komplex de-
stabilisiert (Abbildung 2.24). Dazu wurde der vorgebildete Smaug-RNA-Komplex vor Zu-
gabe des CCR4-NOT-Komplexes noch mit Oskar inkubiert.
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Abbildung 2.24: Oskar inhibiert nicht die Interaktion von CCR4-NOT mit dem Smaug-RNA-Komplex.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden 20 nM radioaktiv markierte SRE"T-A70-RNA mit 80 nM Smaug oder Deadenylierungspuffer fiir
30 Minuten vorinkubiert und nachfolgend unterschiedliche Konzentrationen an HMBP-Oskar (0 bis 1280 nM)
oder HMBP (1280 nM) zu den entsprechenden Reaktionen fiir weitere 30 Minuten gegeben. Die Deadenylie-
rung wurde durch Zugabe von 2 nM P"CCR4-NOTwmmi gestartet und fiir 5 bis 45 Minuten ausgefiihrt. Rechts
sind die Laufthohen des Substrats (A70) und des Produkts (A0) angegeben. Uber den Spuren sind die Reakti-
onszeit, die Konzentration an Oskar und die entsprechende Proteinkombinationen aufgefiihrt. Der Input enthélt
die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspufter.

In dem Experiment war zu sehen, dass sdmtliche Reaktionen mit Smaug und P"CCR4-NOT-
mini bereits nach 5 Minuten vollstindig deadenyliertes Produkt zeigten. Die Zugabe von
Oskar oder MBP fiihrte hier zu keiner Verdnderung. Ebenfalls war in der Kombination von
Oskar mit dem CCR4-NOT-Komplex eine leichte Deadenylierungsaktivitit zu sehen, die
ohne CCR4-NOT komplett verschwand.

Demnach konnte hier gezeigt werden, dass Oskar die Interaktion vom Smaug-RNA-
Komplex mit dem CCR4-NOT-Komplex nicht inhibiert und ebenfalls die Stabilitit des
Smaug-SREVT-RNA-Komplexes nicht beeinflusst.
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Die geringfiigige Deadenylierung mit Oskar und dem CCR4-NOT-Komplex entspricht sehr
wahrscheinlich der zuvor beobachteten basalen Aktivitdt von CCR4-NOT (vgl. Abbildung
2.22).

Darauthin wurde ein analoges Experiment durchgefiihrt, bei dem allerdings Smaug und
Oskar vor Zugabe der SREVT-RNA inkubiert wurden (Abbildung 2.25). Damit sollte der

Einfluss von Oskar auf die RNA-Bindung von Smaug untersucht werden.
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Abbildung 2.25: Oskar inhibiert die Assoziation von Smaug mit der SREWV'-RNA.

Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden 80 nM Smaug mit unterschiedlichen Mengen HMBP-Oskar (0 bis 1280 nM) oder HMBP
(1280 nM) fiir 30 Minuten vorinkubiert und nachfolgend 20 nM radioaktiv markierte SREVT-A70-RNA zu den
entsprechenden Reaktionen fiir weitere 30 Minuten gegeben. Die Deadenylierung wurde durch Zugabe von
2 nM PMCCR4-NOTwmmnt gestartet und fiir 5 bis 45 Minuten ausgefiihrt. Links wurde ein GroBenstandard in
Nukleotiden aufgetragen, und die Laufhhe von Substrat (A70) und Produkt (A0) sind rechts aufgefiihrt. Uber
den Spuren sind die Reaktionszeit, die Konzentration an Oskar und die entsprechende Proteinkombinationen
aufgefiihrt. Der Input enthilt die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Fiir die Reaktion nur mit Smaug und CCR4-NOT war bereits nach 5 Minuten ca. 50 % voll-
stindig deadenyliertes Produkt zu sehen, welches nach 45 Minuten zu nahezu 90 % vorlag.
Dahingegen bewirkte hier die Zugabe von Oskar ab einem 4-fachen Uberschuss (320 nM)
zu Smaug (80 nM) eine leichte Abnahme der Deadenylierungsaktivitit in den fritheren Zeit-
punkten (5 bis 15 Minuten). Erst mit einem 16-fachen-Uberschuss (1280 nM) war nach 5
Minuten der Fortschritt der Deadenylierung deutlich reduziert und zum Endzeitpunkt wurde
eine ca. 3-fach niedrigere vollstindige Deadenylierung im Vergleich zur Reaktion ohne

Oskar beobachtet.

63



- Ergebnisse und Diskussion -

Die Kontrollreaktion mit Oskar und CCR4-NOT zeigte erneut eine schwache Deadenylie-
rungsaktivitdt und die Zugabe von MBP zu Smaug fiihrte zu keiner Inhibition.

Dieses Experiment und das vorherige (vgl. Abbildung 2.24) zeigen, dass Oskar die
Smaug-abhédngige Deadenylierung inhibieren kann, indem es wahrscheinlich die Bindung
der SREVT-RNA durch Smaug blockiert. Dementsprechend ist anzunehmen, dass Oskar mit
der SAM-Domine von Smaug, welche fiir die SRE-spezifische RNA-Bindung notwendig
ist, interagiert und dadurch die Smaug-RNA-Assoziation blockiert. Diese spezifische Inter-
aktion mit der SAM-Domine konnte tatsidchlich bereits im Hefe-Zwei-Hybrid-System und
in pulldown-Experimenten mit /n-Vitro-translatierten Smaug-Fragmenten und Oskar besta-
tigt werden (Dahanukar et al., 1999). Die Funktion Oskars in der Blockierung des ersten
Schritts der Bildung des nanos-Repressorkomplexes erscheint sinnvoll, da der einmal ge-
formte Repressorkomplex sehr stabil ist (Gotze et al., 2017; Jeske et al., 2011), was vermut-
lich schon durch die Bindung von Smaug an die SRE-haltige RNA erreicht wird (vgl. Ab-
bildung 2.24). Aus entwicklungsbiologischer Sicht scheint dies auch schliissig, denn Oskar
wird wihrend der Oogenese spezifisch am posterioren Pol der Oocyte translatiert und ver-
ankert (Vanzo & Ephrussi, 2002), wohingegen Smaug erst in der darauffolgenden frithen
Phase der Embryogenese translatiert wird (Cao et al., 2020; Dahanukar et al., 1999). Dem-
entsprechend befindet sich Oskar bereits am posterioren Pol, bevor Smaug iiberhaupt trans-
latiert wurde und kann somit dort dessen Assoziation mit der nanos-mRNA unterbinden. Zur
weiteren Bestitigung dieser Annahme sollten z.B. RNA-Bindungsstudien von Smaug mit

kompetierenden Mengen Oskar durchgefiihrt werden.
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2.2.4 Die Funktion weiterer Repressorproteine in der Deadenylierung der
nanos-mRNA

Durch Smaug werden auch weitere Repressorproteine zur nanos-mRNA rekrutiert, fiir die
unter anderem eine Interaktion mit dem CCR4-NOT-Komplex impliziert ist. So wurde fiir
Cup gezeigt, dass in tethering-Experimenten in S2-Insektenzellen die RNA durch gebunde-
nes Cup deadenyliert wird (Igreja & Izaurralde, 2011). Fiir rekombinantes humanes PABPC
wurde ebenfalls eine Stimulierung der Deadenylierung beobachtet (Yi et al., 2018), und fiir
das humane Me31B-Ortholog DDX6 wurde eine Interaktion mit NOT1 gezeigt, welche in
der miRNA-induzierten Translationsrepression von Bedeutung ist (Mathys et al., 2014;
Ozgur et al., 2015).

Dementsprechend stellt sich hier die Frage, ob diese Repressorproteine neben Smaug
ebenfalls eine Funktion in der Deadenylierung einnehmen und falls ja, inwiefern dies die

Smaug-abhédngige Deadenylierung beeinflusst.

2.2.4.1 Cup in der Deadenylierung

Wie bereits erwihnt, konnte durch fethering-Experimente in S2-Zellen gezeigt werden, dass
Cup die Deadenylierung stimuliert (Igreja & Izaurralde, 2011). Ob dies ein primérer Effekt
ist oder doch nur ein sekundérer z.B. durch die Interaktion mit anderen Partnern des CCR4-
NOT-Komplexes, konnte durch dieses Experiment nicht beantwortet werden. Daher wurde
das aufgereinigte Cup in dem rekonstituierten Deadenylierungssystem mit dem P™CCR4-
NOT-Komplex getestet. Dazu wurde Cup mit der SREMUT-RNA vorinkubiert, um einen
SRE-spezifischen Effekt durch eine mitgereinigte Proteinkontamination auszuschlieen
(Abbildung 2.26). Die Deadenylierung wurde durch Zugabe von P"CCR4-NOTwmini gestar-
tet, und es wurde eine Kinetik aufgenommen.

Fiir die Reaktion mit Cup und P"CCR4-NOTwmmi trat bereits nach 2 Minuten vollstédndig
deadenyliertes Produkt auf, und zum Endzeitpunkt (64 Minuten) ist die Substrat-RNA na-
hezu vollstindig deadenyliert. Dahingegen wies die Reaktion nur mit CCR4-NOT nach 64
Minuten eine deutlich weniger fortgeschrittene Deadenylierung auf. Weiterhin zeigte die
Reaktion mit Cup und CCR4-NOT nach 4 Minuten auch vermehrt eine graduelle Deadeny-
lierung. Die Reaktion nur mit Cup zeigte keine Aktivitit, sodass hier keine kontaminierende

Nuklease vorlag.
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Abbildung 2.26: Cup stimuliert die Deadenylierungseffizienz des "CCR4-NOTwmini-Komplexes.

A: Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreakti-
onen. Es wurden 20 nM radioaktiv markierte SREMUT-A70-RNA mit 80 nM Cup oder Deadenylierungspuffer
vorinkubiert, und die Deadenylierung wurde durch Zugabe von 2 nM P"CCR4-NOTwmni gestartet. Die Deade-
nylierung wurde hier fiir 2 bis 64 Minuten durchgefiihrt. Links ist ein GroBenstandard in Nukleotiden angege-
ben und rechts die Laufhdhe des Substrats (A70) und des Produkts (A0). Uber den Spuren sind die Reaktions-
zeit und die entsprechende Proteinkombination aufgefiihrt. Der Input enthélt die jeweils aufgetragene Menge
an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer. B: Quantifizierung des vollstindig deadenylierten Produkts aus
der Kinetik mit Cup und CCR4-NOT. Das Autoradiogramm wurde densitometrisch mit dem Programm FiJi
quantifiziert (Schindelin et al., 2012).

Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass das aufgereinigte Cup die Deadenylie-
rungsaktivitit des P"CCR4-NOTmmi-Komplexes stimuliert. Weiterhin scheint unter diesen
Bedingungen eine partielle Distributivitét neben der Prozessivitét der Reaktion vorzuliegen,
da nach vier Minuten auch eine langsamere graduelle Deadenylierung des Substrats neben
der rapiden vollstindigen Deadenylierung zu beobachten war. Moglicherweise liegt hier fiir
einen Teil der Cup-RNA-Komplexe eine stabilere Interaktion mit dem CCR4-NOT-Kom-
plex vor, sodass diese Substrate schneller vollstdndig deadenyliert werden. Die Cup-RNA-
Komplexe, zu denen eine weniger stabile Interaktion mit CCR4-NOT besteht, werden dis-
tributiv deadenyliert. Generell wurde in den folgenden Experimenten meist das gleichzeitige
Auftreten von nicht umgesetztem Substrat zu vollstindig deadenyliertem Produkt fiir jegli-
che Reaktionszeitpunkte beobachtet. Daher konnte das hier beobachtete Reaktionsmuster
moglicherweise durch ein fehlgefaltetes Cup begriindet werden. Weiterhin legt dieses Expe-
riment den Schluss nahe, dass Cup direkt an die Substrat-RNA bindet und dadurch den
CCR4-NOT rekrutiert. Durch UV-Crosslinking und mittels EMSA (vgl. Anhang: Abbildung
9.4 und Abbildung 9.5) konnte die RNA-Bindung durch Cup belegt werden. Dies stimmt
auch mit den Studien zum RNA-gebundenen Proteom in D. melanogaster, in denen Cup als
RNA-Interaktionspartner identifiziert wurde, iiberein (Sysoev et al., 2016; Wessels et al.,
2016).
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2.2.4.2 Die durch Cup stimulierte Deadenylierung ist ebenfalls PEG-abhangig

Da die Smaug-abhingige Deadenylierung PEG-abhéngig ist, wurde auch fiir Cup der Ein-
fluss von PEG getestet (Abbildung 2.27). Dazu wurde analog zu dem Experiment mit Smaug
(vgl. Abschnitt 2.2.3.3) eine Titration von PEG 20.000 durchgefiihrt.

% *g_ 0% PEG 20.000 1 % PEG 20.000 2 % PEG 20.000 4 % PEG 20.000
nt = £ 2 6 18 54 2 6 18 54 2 6 18 54 2 6 18 54 [min]
200 . . e
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Abbildung 2.27: Die Cup-abhiingige Deadenylierung zeigt ebenfalls eine Stimulierung durch PEG.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden 10 nM radioaktiv markierte SREWT-A70-RNA mit 80 nM Cup bei einer PEG 20.000-Konzentration
von 0 bis 4 % vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe von 1 nM P"CCR4-NOTwmmi gestartet. Die
Deadenylierung wurde hier fiir 2 bis 54 Minuten durchgefiihrt. Links ist ein GroBenstandard in Nukleotiden
angegeben und rechts die Laufhdhe des Substrats (A70) und des Produkts (A0). Uber den Spuren sind die
Reaktionszeit und die entsprechende PEG 20.000-Konzentration angegeben. Der Input enthilt die jeweils auf-
getragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Generell trat hier unter sdmtlichen Reaktionsbedingungen bereits zum ersten Reaktionszeit-
punkt vollstindig deadenyliertes Produkt auf. Mit steigendem Gehalt an PEG 20.000 wurde
die Deadenylierung beschleunigt. Bei 4 % PEG 20.000 war ein Grof3teil des Substrats bereits
zum ersten Zeitpunk (2 Minuten) nahezu vollstdndig deadenyliert. Insgesamt schritt die Dea-
denylierung in den ersten drei Zeitpunkten nur geringfiigig voran.

Demnach konnte hier gezeigt werden, dass auch die Cup-abhédngige Deadenylierung
durch PEG 20.000 stimuliert wurde, in einem nahezu identischen Ausmal} wie die Smaug-
abhédngige Reaktion. Daraufhin wurde auch hier nach einer Phasentrennung oder Aggrega-
tion geschaut, welche jedoch auch hier nicht beobachtet werden konnten (vgl. Abschnitt
2.2.3.3; Daten nicht gezeigt). Die Stimulierung der Reaktion durch ,,Crowder* beruht ver-
mutlich auch auf einer Begiinstigung der Assoziation mit dem CCR4-NOT-Komplex oder
einer Erhhung der Proteinstabilitidt bzw. Proteinfaltung von Cup (André & Spruijt, 2020;
Roque et al., 2007).
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2.2.4.3 CCR4-NOT-Subkomplexe in der durch Cup stimulierten Deadenylierung

In Experimenten mit den humanen CCR4-NOT-Subkomplexen wurde, wie fiir Smaug, auch
fiir Cup eine maximale Aktivitdt mit den Komplexen ,,MINI* und ,,FULL* erreicht (Daten
nicht gezeigt). Dementsprechend wurde zur weiteren Uberpriifung, dass auch fiir Drosophila
der N-terminale Part von NOT1 mit NOT10/11 keine Funktion in der Cup-abhingigen Dea-
denylierung ausiibt, Cup mit P"CCR4-NOTryrL parallel zu P"CCR4-NOTwmni in Threr Dea-
denylierungsaktivitét getestet (Abbildung 2.28). Das Experiment wurde parallel zu dem mit
Smaug durchgefiihrt, sodass hier dieselben Kontrollen mit P"CCR4-NOTryrr und °"CCR4-
NOTwmmi gezeigt werden (vgl. Abbildung 2.16).
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Abbildung 2.28: P™CCR4-NOTwni ist ausreichend fiir die Cup-abhiingige Deadenylierung.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden fiir die Reaktionen mit P CCR4-NOTrurr (FULL) und P"CCR4-NOTwmni (MINI) 20 nM radioaktiv
markierte SREWT-A70-RNA mit 80 nM Cup oder Reaktionspuffer vorinkubiert, die Deadenylierung durch Zu-
gabe der entsprechenden Subkomplexe (1 nM) gestartet und fiir 4 bis 24 Minuten inkubiert. Links sind die
Laufhohen eines Groflenstandards in Nukleotiden angegeben und rechts die vom Substrat (A70) und Produkt
(A0). Die entsprechenden Reaktionszeitpunkte und Protein-CCR4-NOT-Kombinationen sind {iber den jewei-
ligen Spuren markiert. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylie-
rungspuffer.

In den Cup-enthaltenden Reaktionen war sowohl fiir den P®CCR4-NOTrurr als auch
PmCCR4-NOTwmm vollstindig deadenyliertes Produkt in den ersten Zeitpunkten zu sehen.
Die Menge an vollstindig deadenyliertem Produkt war zum Endzeitpunkt fiir beide Reakti-
onen dhnlich, jedoch zeigte die Reaktion mit P"CCR4-NOTruLL etwas langsamere Deade-
nylierung. Im Vergleich dazu trat in den Reaktionen ohne Cup deutlich weniger Produktbil-
dung auf, jedoch auch vollstindig deadenyliertes Produkt bei gleichzeitigem Auftreten von
nicht umgesetztem Substrat.

Insgesamt war hier in den Cup-enthaltenden Reaktionen eine dhnliche Aktivitit mit bei-
den Subkomplexen zu sehen. Die basale Aktivitit des P"CCR4-NOTrurr-Komplexes war
deutlich hoher als vom P"CCR4-NOTwmini-Komplex, sodass im Vergleich die Stimulierung
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der Deadenylierungsaktivitit des P"CCR4-NOTwmmni-Komplexes durch Cup etwas hoher aus-
fiel. Da PMCCR4-NOTruLL eine vollstindige Deadenylierung eines geringen Anteils der
RNA zeigte, lag moglicherweise eine SRE-spezifische Proteinkontamination vor.
Nichtsdestotrotz konnte hier gezeigt werden, dass fiir die Cup-abhédngige Reaktion auch
der PMCCR4-NOTwmini bereits ausreicht und dementsprechend der N-terminale Part von
NOTI1, mit NOT10/11, keine Stimulierung oder Inhibierung der Reaktion mit Cup bewirkt.

Weitere Drosophila-Komplexe wurden hier nicht getestet.

2.2.4.4 Welche Bereiche von Cup sind in die Deadenylierung involviert?

In den bereits erwédhnten tethering-Experimenten zu Cup wurden auch Fragmente von Cup
im Hinblick auf ihre Aktivitdt in der Deadenylierung getestet (Igreja & Izaurralde, 2011).
Cup wurde hier in drei Bereiche aufgeteilt: einen N-terminalen, mit den eIF4E-Bindemoti-
ven, einen mittleren Bereich mit der vermutlich fiir die Interaktion zu Me3 1B notwendigen
,»Cup-Homologiedomine* (Ozgur et al., 2015) und einen C-terminalen Bereich, welcher
reich an Glutamin ist und iiberwiegend, wie der Rest des Proteins, ungeordnet ist. (Abbil-
dung 2.29.A). In Drosophila enthalten RNA-bindende Proteine viele repetitive, intrinsisch
ungeordnete Bereiche mit einem hohen Anteil an Glutamin, Glycin und Asparagin (Sysoev
etal., 2016), welches die Annahme einer direkten Assoziation von Cup mit der RNA bekraf-
tigt (vgl. Abschnitt 2.2.4.1). Mit diesen Fragmenten ergab sich in der Studie von Igreja &
Izaurralde, dass der mittlere und C-terminale Bereich von Cup eine Deadenylierung der an
sie gebundenen RNA verursachten und nur der N-terminale Bereich keine Deadenylierung
zeigte. Zusitzlich libte der N-terminale Bereich einen negativen Effekt auf die Deadenylie-
rungsaktivitdt der beiden anderen Bereiche aus, wenn er mit thnen verkniipft wurde. Fiir
dieses Experiment gelten dieselben Vorbehalte wie fiir die Ergebnisse aus dem fethering-
Experiment mit dem vollstdndigen Cup, sodass auch in den nachfolgenden Experimenten
mit aufgereinigten Proteinen gearbeitet wurde (Abbildung 2.29.B).

Dazu wurden dieselben Fragmente verwendet, wie in dem vorher beschrieben fethering-
Experiment definiert (Igreja & Izaurralde, 2011). Weiterhin wurden die Cup-Fragmente mit
einem N-terminalen MBP-Tag oder Hiss-AN-MBP-Tag versehen und in Sf21-Insektenzellen
exprimiert. Die Expression und Aufreinigung war fiir simtliche Cup-Fragmente erfolgreich
(Abbildung 2.29), zeigte jedoch mit beiden Protein-Tags einige Proteinkontaminationen und

Abbaubanden, welche auch fiir das vollstdndige Cup auftraten (vgl. Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.29: Darstellung der in der Deadenylierung zu testenden Cup-Fragmente.

A: Schema der Bereiche des Cup-Proteins (mod. aus Igreja & Izaurralde (2011)). Der N-terminale Bereich (N)
enthilt die e[F4E-Bindemotive (4E-BM); die Mitte (M) beinhaltet die ,,Cup-Homologie-Domine* (CHD),
welche fiir die Interaktion mit Me3 1B wichtig ist; der C-terminale Bereich (C) ist reich an Glutaminen (Q). B:
Coomassie-gefarbte 10 % SDS-PA-Gele mit den aufgereinigten Cup-Fragmenten. Links sind die Markerban-
den mit den entsprechenden Molekulargewichten gekennzeichnet, und oberhalb der jeweiligen Spur ist das
entsprechende Cup-Fragment mit dem jeweiligen Protein-Tag benannt. Hiss-AN-MBP entspricht hier dem Pro-
tein-Tag ohne Cup. In den Gelen ist die Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht des Cup-Fragments
durch einen Punkt gekennzeichent. Fiir die MBP-Fragmente wurden 5 % der Elution geladen und fiir die Hiss-
AN-MBP-Fragmente waren es 0,5 %.

Generell erwiesen sich diese Proteine als sehr instabil und nur die Fusion mit einem MBP-
Tag sowie die Expression in Insektenzellen hatte die Aufreinigung von allen Fragmenten
ermOglicht. Besonders der N-terminale Bereich hatte sich als sehr schwer zu reinigen erwie-
sen und konnte nur mit der Kombination aus His¢-AN-MBP-Tag in gro8eren Mengen isoliert
werden. So war es auch fiir das vollstindige Cup weder nativ noch denaturierend méglich
dieses iiber einen Protein-Tag am N-Terminus zu immobilisieren. Hier konnte nur durch
Zugabe von elF4E, welches im N-terminalen Bereich bindet, eine Reinigung iiber einen N-
terminalen Protein-Tag erfolgen. Die Bindung zu elF4E ist vermutlich notwendig, um eine
Veranderung in der Proteinstruktur zu bewirken (Kinkelin et al., 2012). Dies lasst vermuten,
dass auch bei den oben beschriebenen tethering-Experimenten Probleme mit dem N-termi-

nalen Bereich aufgetreten sein konnten und daraus der dominant negative Effekt resultierte.
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Nachfolgend wurden die aufgereinigten MBP-Cup-Fragmente in ihrer Deadenylierungsak-

tivitdt mit dem PMCCR4-NOTmmi-Komplex getestet (Abbildung 2.30).
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Abbildung 2.30: Samtliche Cup-Fragmente stimulieren die Deadenylierung.
Autoradiogramme von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-

nen. Es wurden 5 nM radioaktiv markierte SREMUT-A70-RNA mit unterschiedlichen Konzentrationen der

MBP-Cup-Fragmente oder Reaktionspuffer vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe von 1 nM
PmCCR4-NOTwm initiiert. Die Deadenylierung wurde fiir 30 Minuten durchgefiihrt. Links sind die Laufhéhen
eines GroBenstandards in Nukleotiden angegeben und rechts die vom Substrat (A70) und Produkt (A0). Die
entsprechenden Cup-Fragmente und deren Konzentrationen sind iiber den jeweiligen Spuren markiert. Der
Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen der MBP-Cup-Fragmente mit der SREMUT-
RNA vorinkubiert und danach die Deadenylierung durch Zugabe von P"CCR4-NOTwmmi ge-
startet. Fiir simtliche Fragmente konnte mit jeglicher Konzentration das Auftreten von voll-
standig deadenyliertem Produkt beobachtet werden. Die Stimulierung der Deadenylierung
war dabei fiir alle Fragmente iiberwiegend dhnlich. Lediglich MBP-CupMC zeigte wieder-
holt eine leicht hohere Stimulierung.

Somit sind sdmtliche MBP-Cup-Fragmente aktiv in der Stimulierung der Deadenylie-
rung. Noch hohere Konzentrationen oder andere Protein-Praparationen fithrten zu dhnlicher
Stimulierung. Bei zu hohen Konzentrationen wurde die Deadenylierung inhibiert, vermut-
lich durch nicht an die Substrat-RNA gebundenes Cup oder der Poly(A)-Schwanz der Sub-
strat-RNA wurde blockiert (Daten nicht gezeigt). Weiterhin konnte in diesem Experiment
kein Bereich von Cup eingegrenzt werden, der zum einen fiir die Deadenylierung und zum
anderen fiir die Assoziation mit der Substrat-RNA essenziell ist. AuBBerdem ist die Aktivitit
der einzelnen Fragmente deutlich niedriger als die des vollstandigen Cups (vgl. Abbildung
2.26), sodass wahrscheinlich simtliche Bereiche von Cup eine Rolle in der Deadenylierung
spielen. Zudem konnte in UV-Cross-Linking-Experimenten (durchgefiihrt von Dr. Christi-
ane Rammelt) gezeigt werden, dass sdmtliche Cup-Fragmente RNA binden (Anhang Abbil-
dung 9.5). Dieses Experiment gibt jedoch keine Aussage iiber die tatsdchliche Stabilitit und
Affinitét der Protein-RNA-Wechselwirkung.
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In dieser Arbeit wurde die RNA-Bindung von Cup nicht weiter charakterisiert. Stattdessen
wurde fiir das nachfolgende Experiment ein N-terminaler Hiss-AN-MBP-Tag in die Cup-
Fragmente eingefiigt (Abbildung 2.29.B), sodass diese eine BoxB-haltige Substrat-RNA mit
vergleichbarer Affinitét binden. Dadurch sollte bewerkstelligt werden, dass nur die tatsdch-
liche Deadenylierungsaktivitdt der Cup-Fragmente verglichen wird, ohne den Hintergrund
der RNA-Bindung miteinbeziehen zu miissen. Fiir das Experiment wurden die Hise-AN-
MBP-Cup-Fragmente oder Hisc-AN-MBP mit der BoxB-haltigen RNA oder einer Kontroll-
RNA ohne BoxB (nLuc-BRE-RNA) vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe von
PMCCR4-NOTwmimi gestartet (Abbildung 2.31).
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Abbildung 2.31: Die stimulierende Interaktion mit CCR4-NOT ist iiber das gesamte Cup verteilt.

Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden 2 nM radioaktiv markierte nLuc-2xBoxB-A70- oder nLuc-BRE-A70-RNA mit den unterschiedli-
chen Hiss-AN-MBP-Cup-Fragmenten (80 nM fiir CupM, 40 nM fiir die anderen), Hiss-AN-MBP (80 nM) oder
Reaktionspuffer vorinkubiert und bei den entsprechenden Reaktionen die Deadenylierung durch Zugabe von
1 nM PMCCR4-NOTwmmi initiiert. Die Deadenylierung wurde fiir 30 Minuten durchgefiihrt. Links und rechts
sind die Laufthdhen des Substrats (A70) und Produkts (AO) fiir die jeweilige RNA angegeben. Die entsprechen-
den Proteinmischungen und Substrat-RNAs sind {iber den jeweiligen Spuren markiert. Der Input beinhaltet die
jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Fiir die Reaktionen nur mit CCR4-NOT oder in Kombination mit Hise-AN-MBP trat fiir
beide Substrat-RNAs keine Deadenylierung auf. Die Reaktionen mit den Cup-Fragmenten
und CCR4-NOT =zeigte fiir die BoxB-haltige RNA eine moderate bis starke Deadenylie-
rungsaktivitét (ca. 50-70 % vollstindig deadenyliertes Produkt). Ohne Zugabe von CCR4-
NOT waren fiir einige dieser Reaktionen sehr geringe Mengen an vollstindig deadenylier-
tem Produkt zu sehen, sodass wahrscheinlich eine geringe Kontamination einer mitgereinig-
ten Nuklease vorlag. Die analogen Reaktionen mit der Kontroll-RNA zeigten ebenfalls ver-
gleichbare Deadenylierungsaktivititen (ca. 50-60 % vollstindig deadenyliertes Produkt),
mit Ausnahme von CupM (ca. 20 %). Dies wurde erwartet, da die Fragmente RNA auch
ohne AN-Tag banden (vgl. Abbildung 2.30 und Anhang Abbildung 9.5).
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Wie bereits in dem vorherigen Experiment mit den MBP-Cup-Fragmenten, konnte auch hier
kein grofer Unterschied in der Deadenylierungsaktivitit zwischen den Fragmenten gezeigt
werden. Die Aktivitdten sind hier generell etwas hoher, was vermutlich durch den AN-Tag
begriindet werden kann. Ein Vergleich der Gesamtaktivitét ist allerdings durch die unter-
schiedlichen Substrat-RNAs nicht aussagekriftig. Der Unterschied zwischen BoxB-RNA
und Kontroll-RNA ist verschwindend gering und nur fiir das CupM-Fragment ist ein grof3e-
rer Unterschied zu sehen. Durch Fusion mit dem AN-Tag konnte die Proteinkonformation
der jeweiligen Cup-Fragmente beeinflusst worden sein, was moglicherweise zu einer erhoh-
ten RNA-Bindung fiihrte. Ansonsten kdnnte auch das AN-Peptid beide mRNAs mit &hnlicher
Affinitét binden. Zur Klarung dieser Fragen sollten Protein-RNA-Bindungsstudien durchge-
fiihrt werden.

Nichtsdestotrotz dndert dies nichts an der Aussage, dass sdmtliche Cup-Fragmente
gleichermalflen die Deadenylierung stimulieren konnen und dies iiberwiegend mit den tethe-
ring-Experimenten in S2-Insektenzellen iibereinstimmt (Igreja & [zaurralde, 2011). In dieser
Arbeit konnte auch eine Stimulierung der Deadenylierung durch die den N-terminalen Be-
reich enthaltenden Cup-Fragmente erreicht werden, welches vermutlich durch eine Stabili-

sierung des Proteins durch den MBP-Tag und Hiss-AN-MBP-Tag erklirt werden kann.

2.2.4.5 Kooperativitat zwischen Cup und Smaug

Bereits zuvor konnte in pulldown-Experimenten aus Drosophila-Embryoextrakten mit
Smaug oder mit SRE-haltiger RNA eine Anreicherung von Cup bestimmt werden, welche
durch die SAM-PHAT-Doméne von Smaug bewerkstelligt wird (Gotze et al., 2017; Nelson
et al., 2004). Dies legt den Schluss nahe, dass Smaug und Cup wahrscheinlich interagieren.
Da in Deadenylierungsassays sowohl Cup als auch Smaug aktiv waren, sollte in dem fol-
genden Experiment der Effekt einer gemeinsamen Zugabe zur Deadenylierungsreaktion be-
obachtet werden. Hierfiir wurde die SREVT-RNA entweder nur mit Smaug, nur mit Cup oder
einer Kombination von beiden vorinkubiert und die Deadenylierung mit dem P™CCR4-
NOTwmini initiiert (Abbildung 2.32). Weiterhin wurde diesem Experiment kein PEG 20.000
hinzugefiigt, da dieses die Reaktion zu stark beschleunigte und damit den Unterschied in der
Deadenylierungsaktivitit zwischen den einzelnen Proteinen und der Kombination beider zu

sehr reduzierte.
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Abbildung 2.32: Smaug und Cup zeigen Kooperativitit in der Deadenylierung.

A: Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreakti-
onen. Es wurden 10 nM radioaktiv markierte SREWT-RNA mit Smaug (80 nM) oder Reaktionspuffer fiir 20
Minuten vorinkubiert und nachfolgend wurden Cup (80 nM) oder Reaktionspuffer fiir weitere 20 Minuten zu-
gegeben. Die Deadenylierung wurde durch Zugabe von 1 nM P"CCR4-NOTwmm initiiert und fiir 2 bis 32 Mi-
nuten durchgefiihrt. Der Zeitpunkt 0 Minuten entspricht der Probenentnahme vor Zugabe des CCR4-NOT-
Komplexes zur Smaug+Cup-Reaktion. Links ist ein GroBenstandard in Nukleotiden aufgetragen, und rechts
sind die Laufhéhen des Substrats (A70) und Produkts (AO) angegeben. Die entsprechenden Reaktionszeit-
punkte und Proteinkombinationen sind iiber den jeweiligen Spuren markiert. B: Quantifizierung des vollstdn-
dig deadenylierten Produkts aus der Smg- und Cup-abhingigen Deadenylierung. Das Autoradiogramm wurde
densitometrisch mit dem Programm FiJi quantifiziert (Schindelin et al., 2012).

Fiir die beiden einzelnen Proteine Smaug und Cup war eine nahezu identische Stimulierung
der Deadenylierung zu sehen (vgl. Abbildung 2.32.B; blaue und graue Kurve), wohingegen
die Reaktion nur mit dem CCR4-NOT-Komplex keine detektierbare Aktivitit zeigte. Die
unterbrochene gelbe Kurve zeigte die theoretische Addition beider Deadenylierungsaktivi-
taten der einzelnen Proteinreaktionen. Dies wiirde dem Fall entsprachen, dass beide Proteine
unabhdngig voneinander ihre Aktivitit ausiiben. Nun ergab die tatsdchliche Kombination
aus Smaug und Cup in den ersten beiden Zeitpunkten ein mehr als doppelt so hohes Ausmal3
der vollstindigen Deadenylierung. Zu spiteren Zeitpunkten glichen sich die Aktivitdten an,
jedoch zeigte die tatsdchliche Kombination aus beiden Proteinen zum Endzeitpunkt der Ki-

netik immer noch eine um ca. 1,5-fach héhere Deadenylierungsaktivitit.
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Durch einen EMSA mit den hier eingesetzten Proteinen und der Substrat-RNA konnte veri-
fiziert werden, dass die eingesetzten Proteinkonzentrationen hinsichtlich der RNA-Bindung
sattigend waren und der stimulierende Effekt auf die Deadenylierungsaktivitét nicht allein
auf eine erhohte RNA-Bindung zuriickzufiihren war (vgl. Anhang: Abbildung 9.4).

Somit scheinen Smaug und Cup die Reaktion mit dem CCR4-NOT-Komplex parallel
stimulieren zu konnen und es liegt eine schwach Kooperativitit vor. Im biologischen Sinne
konnte dies als zusitzliche Absicherung dienen, um eine moglichst schnelle und stabile Rek-
rutierung des CCR4-NOT-Komplexes zu bewerkstelligen, da vor allem in den ersten Minu-
ten der Aktivitdtsunterschied der Smaug-Cup-Kombination zu den einzelnen Proteinen be-
sonders pragnant ist. So ist auch in Drosophila-Embryoextrakten in den ersten zwei Minuten
vollstindig deadenyliertes Produkt zu detektieren (Jeske et al., 2006), trotz zahlreicher an-

derer kompetierender RNA-Protein-Komplexe.

2.2.4.6 PABPC in der Deadenylierung

Wie bereits erwihnt, zeigt sowohl humanes als auch S. pombe-PABPC eine Stimulierung
der Deadenylierung (Webster et al., 2018; Yi et al., 2018). Demnach ist auch fiir das Droso-
phila-Ortholog eine dhnliche Funktion zu erwarten. Ein PABPC-Molekiil bindet bzw. be-
deckt einen Poly(A)-Abschnitt von ca. 27 bis 30 Nukleotiden (Passmore & Coller, 2021).
Fiir das PABPC aus S. pombe und X. laevis wurde eine minimale Poly(A)-Lénge von 8 bis
12 Nukleotiden bestimmt, die noch mit hoher Affinitdt gebunden wird (Kiihn & Pieler, 1996;
Webster et al., 2018). Dementsprechend wurde hier fiir initiale Deadenylierungsexperimente
die kurze FAM-7mer-RNA mit einem 20 nt langen poly(A)-Schwanz verwendet. Dazu wur-
den unterschiedliche Konzentrationen von PABPC mit der FAM-7mer-RNA vorinkubiert
und die Deadenylierung durch Zugabe von P"CCR4-NOTwmni initiiert (Abbildung 2.33). Au-
Berdem wurde die Abhédngigkeit der Reaktion von PEG 20.000 untersucht, da dieses sowohl
fiir die Smaug- als auch Cup-abhédngige Deadenylierungsaktivitdt stimulierend wirkte (vgl.

Abschnitte 2.2.3.3 und 2.2.4.2).

In der Reaktion ohne PABPC war eine graduelle Deadenylierung der Substrat-RNA zu be-
obachten, die mit und ohne PEG dhnlich verlief. Dahingegen war fiir die PEG-enthaltende
Reaktion ab einer dquimolaren Zugabe von PABPC zur Substrat-RNA (25 nM) eine leichte
Stimulierung der Deadenylierung zu beobachten, die mit einem 8-fachen Uberschuss von

PABPC zur Substrat-RNA deutlich stieg. Bei letzterem war allerdings auch das gleichzeitige
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Auftreten von weiter fortgeschrittener Deadenylierung und langsamerer Deadenylierung im
Vergleich zu den niedrigeren Konzentrationen an PABPC zu sehen (Vergleich bei 20 Minu-
ten). Im Gegensatz dazu zeigten die Reaktionen ohne PEG keine Stimulierung durch Zugabe
von PABPC, sondern bei einem 8-fachen Uberschuss von PABPC eine Inhibierung der Re-
aktion. Ohne CCR4-NOT war fiir PABPC keine Nukleaseaktivitit zu detektieren.
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Abbildung 2.33: PABPC stimuliert die Deadenylierung der FAM-7mer-RNA durch " CCR4-NOTwmini.
Fluoreszenzscans von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-
nen. 25 nM FAM-7mer-A20-RNA wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen PABPC (12,5 bis 200 nM)
oder Reaktionspuffer vorinkubiert, und nachfolgend wurde die Deadenylierung durch Zugabe von 1 nM
PmCCR4-NOTwm initiiert und fiir 5 bis 20 Minuten ausgefiihrt. Dabei wurde einem Teil der Reaktionen PEG
20.000 zugegeben und dem anderen nicht. Ganz rechts sind die Reaktionen nur mit PABPC und ohne CCR4-
NOT aufgetragen. Links sind die Laufhohen des Substrats (A20) und Produkts (A0) angegeben. Die entspre-
chenden Reaktionszeitpunkte, PABPC-Konzentrationen und Zugabe von PEG sind iiber den jeweiligen Spuren
markiert. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Dementsprechend zeigte das Drosophila-PABPC wie seine Orthologe eine Stimulierung der
Deadenylierung, die hier allerdings etwas schwécher ausfiel. Die Konzentration an PABPC,
die fiir eine hohe Stimulierung notwendig war, liberstieg deutlich die theoretische Einschét-
zung, dass dquimolare Mengen an PABPC und FAM-7mer-A20 ausreichen wiirden. Ein
dhnliches Ergebnis konnte auch mit dem humanen PABPC und CCR4-NOT-Komplex beo-
bachtet werden, bei dem sogar ein 133-facher Uberschuss an PABPC zur Substrat-RNA ein-
gesetzt wurde (Y1 et al., 2018). AuBlerdem liegt wie auch fiir Smaug und Cup eine PEG-

Abhéngigkeit vor, die vermutlich auf einem vergleichbaren Mechanismus basiert.
Um zu verifizieren, dass die eingesetzte Menge an PABPC ausreichend fiir eine Sattigung

der Substrat-RNA war, wurde ein EMSA durchgefiihrt (Abbildung 2.34). Hierbei wurde
auch die PEG-Abhéngigkeit der RNA-Bindung untersucht.
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Abbildung 2.34: Die PABPC-RNA-Assoziation wird nicht durch PEG beeinflusst.

Fluoreszenzscan eines nichtdenaturierenden PA-Gels zur Auftrennung der Protein-RNA-Komplexe nach er-
folgter Bindungsreaktion. Die FAM-7mer-A20-RNA (25 nM) wurde mit den angegebenen Konzentrationen
an PABPC (von 0 bis 400 nM) und mit oder ohne PEG 20.000 fiir 20 Minuten bei 25 °C inkubiert. Daraufhin
wurden die RNA-Protein-Komplexe durch eine nichtdenaturierende Gelelektrophorese bei 200 V und Raum-
temperatur aufgetrennt. Uber den Spuren sind die jeweiligen PABPC-Konzentrationen und die Zugabe von
PEG angegeben. Links wurden die Positionen der freien Substrat-RNA und der PABPC-gebundenen RNA
kenntlich gemacht.

Fiir beide Reaktionsbedingungen war sehr wenig Bindung der FAM-7mer-RNA bei dqui-
molaren Konzentrationen (25 nM) zu sehen, und erst bei einem 8-fachen Uberschuss an
PABPC (200 nM) war eine nahezu vollstindige Bindung zu beobachten. Diese wurde auch
nicht durch einen 16-fach Uberschuss (400 nM) gesteigert, sodass der 8-fache Uberschuss
an PABPC bereits ausreichend war. Insgesamt war kaum ein Unterschied zwischen mit und
ohne PEG auszumachen.

Dementsprechend ist das Ergebnis des Deadenylierungsexperiments (vgl. Abbildung
2.33) durch eine nicht ausreichende Séttigung der Substrat-RNA mit PABPC zu erkldren,
welches vermutlich durch hohe tRNA-Konzentration bedingt ist. Die Zugabe von PEG
zeigte keinen Effekt auf die RNA-Bindung, welches die Annahme stérkt, dass es sich um
eine dhnliche Stimulierung wie bei Smaug und Cup handeln konnte. Das PEG wird vermut-

lich auch hier die Assoziation zwischen PABPC und CCR4-NOT beschleunigen.
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2.2.4.7 Prozessivitat in der durch PABPC stimulierten Deadenylierung

Bei der Titration von PABPC im Deadenylierungsexperiment (vgl. Abbildung 2.33) traten
bei der héchsten Proteinkonzentration (mit PEG) zwei Spezies von Produkten auf, die sich
im Fortschritt ihrer Deadenylierung unterschieden. Auflerdem war hier ohne PEG sogar eine
Inhibition der Deadenylierung zu sehen. Um das Reaktionsverhalten zu erkldren, wurde da-
raufhin eine umfangreichere Kinetik der Deadenylierung mit und ohne PABPC sowie mit
und ohne PEG durchgefiihrt (Abbildung 2.35). AuBerdem wurde ein zehnfacher Uberschuss
der Substrat-RNA zum CCR4-NOT-Komplex eingesetzt.
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Abbildung 2.35: Zweistufiger Mechanismus der PABPC-stimulierten Deadenylierung.
Fluoreszenzscans von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylierungsreaktio-
nen. 25 nM FAM-7mer-A20-RNA wurden mit 200 nM PABPC oder Reaktionspuffer vorinkubiert, und nach-
folgend wurde die Deadenylierung durch Zugabe von 2.5 nM P"CCR4-NOTwi initiiert. Die Deadenylierung
wurde fiir 2 bis 96 Minuten ausgefiihrt. Dabei wurde einem Teil der Reaktionen PEG 20.000 zugegeben und
dem anderen nicht. Links sind die Laufthdhen des Substrats (A20) und Produkts (A0) angegeben. Die entspre-
chenden Reaktionszeitpunkte, Proteinkombinationen und Zugabe von PEG sind iiber den jeweiligen Spuren
markiert. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Die Reaktion nur mit P"CCR4-NOTwmni zeigte wie bisher sowohl mit als auch ohne PEG
eine graduelle Deadenylierung der Substrat-RNA und nach ca. 96 Minuten iiberwiegend

vollstindig deadenyliertes Produkt. Fiir die Reaktion mit PABPC und PEG traten zwei
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Reaktionsverldufe auf. Zum einen gab es schneller deadenylierte Substrate, die bereits nach
zwel Minuten eine fortgeschrittenere Deadenylierung zeigten und nach 32 bis 48 Minuten
tiberwiegend vollstindig deadenyliert vorlagen. Zum anderen gab es Substrate, die auch
nach 16 Minuten noch nicht umgesetzt waren und erst danach langsam deadenyliert wurden.

Dieser Reaktionsverlauf trat auch in langsamerer Form fiir die Reaktion ohne PEG auf.

Der Reaktionsmechanismus dhnelt auf den ersten Blick dem einer langsamen prozessiven
Reaktion, da in den ersten Zeitpunkten (2 bis 16 Minuten) sowohl nicht umgesetztes Substrat
als auch weiter fortgeschrittene Deadenylierung im Vergleich zur Reaktion ohne PABPC
auftrat. Dagegen spricht allerdings, dass das vollstindig deadenylierte Produkt nach 32 bzw.
48 Minuten deutlich tiber dem Verhédltnis von CCR4-NOT (2.5 nM) und Substrat-RNA
(25 nM) lag, welches einer ersten prozessiven Deadenylierung entsprechen wiirde. Hier wa-
ren 10 % vollstindig deadenyliertes Produkt zu erwarten und nicht um die 30 %.

Insgesamt erweckt der Reaktionsverlauf den Anschein, als wiirde der CCR4-NOT-Kom-
plex den PABPC-RNA-Komplex zu Beginn der Reaktion bevorzugt binden und mehrere
Adenylate entfernen, bis vermutlich zu viele Adenylate entfernt wurden, um eine stabile
PABPC-RNA-Bindung zu gewéhrleisten. Hiernach wird der ndchste noch nicht umgesetzte
PABPC-RNA-Komplex von CCR4-NOT gebunden bis sémtliche PABPC-RNA-Komplexe
umgesetzt wurden. So wire auch die nahezu gleichbleibende Anzahl entfernter Adenylate
(ca. 1-13) zwischen 2 und 8 Minuten in der PEG-haltigen Reaktion zu erkldren, da hier
hauptsichlich nur die Menge dieser Reaktionsintermediate steigt. Nachdem alle PABPC-
RNA-Komplexe aufgelost wurden, setzt wahrscheinlich wieder die distributive Basisaktivi-
tidt des CCR4-NOT-Komplexes ein (ab ca. 16 Minuten), sodass hier auch vollstindig deade-
nyliertes Produkt vorliegt. Die schnelle Dissoziation von PABPC von RNAs mit weniger als
zehn Adenylaten konnte auch fiir das S. pombe Ortholog beobachtet werden, welches fiir
Substrat-RNAs mit fiinf Adenylaten eine um ca. 50-fach héhere Dissoziationsgeschwindig-
keit im Vergleich zu einer RNA mit fiinfzehn Adenylaten hat (Webster et al., 2018).

AuBerdem wurde durch Zugabe von PABPC auch noch nach 8 Minuten eine Inhibierung
der Deadenylierung der bis dahin nicht umgesetzten Substrat-RNA beobachtet. Mdglicher-
weise blockiert PABPC zu Beginn das 3°-Ende der RNA von der Aktivitdt des CCR4-NOT-
Komplexes, welcher erst den Kontakt zur RNA herstellen muss. Dies konnte vermutlich
durch den recht kurzen Poly(A)-Schwanz (20 Adenylate) bedingt sein, welcher knapp unter
der durch ein PABPC-Molekiil bedeckten Lange von 27 bis 30 Adenylaten lag. Daher konnte
PABPC hier ungewohnliche Bindungen mit der RNA eingehen.
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Fiir nachfolgende Experimente wire es sinnvoll die kurze FAM-7mer-RNA mit einem lén-
geren poly(A)-Schwanz zu versehen (30 oder 50 Adenylate), da damit analog zu den Expe-
rimenten mit dem S. pombe CCR4-NOT-Komplex ein genauer footprint von PABPC auf
dem poly(A) bestimmt werden kénnte (Webster et al., 2018). Generell konnte hier fiir die
kurze Substrat-RNA im Gegensatz zum humanen und S. pombe-Komplex kein eindeutiges
footprinting beobachtet werden (Webster et al., 2018; Yi et al., 2018). Hier ist nur zwischen
2 und 16 Minuten ein iiberwiegender Stopp der Deadenylierung nach ca. 13 entfernten Ade-
nylaten zu sehen (in der PEG-haltigen Reaktion), was einem 7 nt grof3en footprint entspre-
chen wiirde. Dies wiirde zumindest grob mit dem fiir S. pombe bestimmten footprint von 8

nt libereinstimmen (Webster et al., 2018).

2.2.4.8 CCR4 und Caf1 sind aktiv in der durch PABPC stimulierten Deadenylierung

Fiir das humane und S. pombe-Ortholog konnte gezeigt werden, dass nur CCR4 aktiv in der
PABPC-abhédngigen Deadenylierung ist, und die Cafl-abhdngige Deadenylierung durch
PABPC blockiert wird (Webster et al., 2018; Yi et al., 2018). Somit ergibt sich die Frage,
ob dies fiir den Drosophila-Komplex ebenfalls zutrifft. Um dies zu beantworten, wurde die
FAM-7mer-RNA mit PABPC vorinkubiert, und dieselben Priparationen der Wildtyp/Mu-
tanten-Kombinationen in PM"CCR4-NOTwmmi wie in Abschnitt 2.2.2.5 wurden eingesetzt
(Abbildung 2.36).
x x
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Abbildung 2.36: CCR4 und Cafl sind beide aktiv in der durch PABPC stimulierten Deadenylierung.
Fluoreszenzscan eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
Es wurden je 25 nM FAM-7mer-A20-RNA mit 200 nM PABPC vorinkubiert und die Reaktion wurde durch
Zugabe von 2,5 nM der unterschiedlichen Wildtyp/Mutanten-Kombinationen von P"CCR4-NOTwmmr gestartet.
Die Deadenylierung wurde fiir 6 bis 48 Minuten ausgefiihrt. Rechts wurde die Lauthdhe von Substrat (A20)
und Produkt (AO) angegeben, und iiber den jeweiligen Spuren sind die entsprechenden Reaktionszeitpunkte
und die Wildtyp/Mutanten-Kombinationen als Cartoon aufgefiihrt. Das rote Kreuz zeigt hier die mutierte Ri-
bonuklease in P"CCR4-NOTw an. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im
Deadenylierungspuffer.
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Hier war zu sehen, dass beim Wildtyp, wie zuvor, nach 48 Minuten ein Grof3teil der Substrat-
RNA nahezu vollstindig deadenyliert vorlag, wohingegen die beiden Einzelmutanten eine
um ca. 50 % reduzierte Deadenylierungsaktivitét zeigten. Die Einzelmutante mit dem Wild-
typ-CCR4 zeigte hier etwas fortgeschrittenere Deadenylierung als mit dem Wildtyp-Cafl.
Die Doppelmutante {ibte wie erwartet keine Aktivitit aus.

Damit kann gezeigt werden, dass im rekonstituierten Drosophila-System beide Ribonuk-
leasen eine recht dhnliche Aktivitét in der durch PABPC stimulierten Deadenylierung auf-
weisen, wohingegen eine CCR4-Mutante in den beiden oben aufgefiihrten Orthologen einen
dominant negativen Effekt ausiibt (Webster et al., 2018; Yi et al., 2018). Fiir Drosophila
kann hier nur eine leichte Praferenz fiir die CCR4-abhidngige Deadenylierung beobachtet
werden. Die deutlich unterschiedlichen Aktivitdten von CCR4 und Cafl in der PABPC sti-
mulierten Deadenylierung im rekonstituierten S. pombe-System dienten als Grundlage, um
in S. cerevisiae nach einer biologischen Funktion zu suchen (Webster et al., 2018). Dafiir
wurde die Deadenylierung von Codon-optimierten-mRNAs (CO-mRNA) mit nicht Codon-
optimierten-mRNAs (NCO-mRNA) in S. cerevisiae-Zellen verglichen (Webster et al.,
2018), da fir CO-mRNAs eine Anreicherung von PABPC beobachtet werden konnte
(Costello et al., 2015; Webster et al., 2018). So konnte gezeigt werden, dass die CO-mRNA
langsamer deadenyliert wird als die NCO-mRNA. Bei der NCO-mRNA sind vermutlich so-
wohl Cafl als auch CCR4 aktiv, wohingegen bei der CO-mRNA die Aktivitdt von Cafl
durch PABPC blockiert wird. Wéhrend in einer CCR4-Deletionsmutante eine langsamere
Deadenylierung der CO-mRNA zu beobachten war, trat in einer Cafl-Deletionsmutante
keine Verdnderung auf. Da CO-mRNAs meist stérker translatiert werden als NCO-mRNAs
(Costello et al., 2015; Hanson & Coller, 2018), liegt auch gleichzeitig eine Kopplung von
Translation und Deadenylierung vor. Somit wére es von Interesse in zukiinftigen Experi-
menten zu sehen, ob auch fiir den P"CCR4-NOT-Komplex eine Beeinflussung der Deade-
nylierung durch die Codonverwendung auftritt, da zumindest fiir die rekonstituierte PABPC-

abhingige Deadenylierung kaum ein Unterschied zwischen CCR4 und Cafl vorliegt.

2.2.4.9 PABPC im Abbau von langeren Poly(A)-Schwanzen

Da die Stimulierung der Deadenylierung durch PABPC in S. pombe mit der Linge des
Poly(A)-Schwanzes leicht variiert (Webster et al., 2018) und die hier eingesetzte kurze
FAM-7mer-A20 wahrscheinlich nicht den Kontakt zu sdmtlichen RRM-Doménen von

PABPC ermoglicht, wurden die nachfolgenden Experimente mit den ldngeren SRE-haltigen
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RNAs (mit 70 Adenylaten) durchgefiihrt. Dafiir wurde zuerst eine Titration von PABPC mit
der SREWT-RNA durchgefiihrt und P"CCR4-NOTwmini zum Start der Deadenylierung einge-
setzt (Abbildung 2.37).
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Abbildung 2.37: Schwiichere Stimulierung der Deadenylierung fiir die A70-RNA durch PABPC.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
5 nM radioaktiv markierte SREWT-A70-RNA wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an PABPC (0 bis
80 nM) oder Reaktionspuffer vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe von 0,5 nM P"CCR4-NOT-
M initiiert. Die Deadenylierung wurde fiir 5 bis 45 Minuten ausgefiihrt. Links sind die Laufhéhen eines Gro-
Benstandards in Nukleotiden angegeben und rechts die vom Substrat (A70) und Produkt (A0). Die entspre-
chenden Reaktionszeitpunkte und PABPC-Konzentrationen sind iiber den jeweiligen Spuren markiert.
»PABPC* ist hier die Reaktion mit 80 nM PABPC und ohne CCR4-NOT. Der Input beinhaltet die jeweils
aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Fiir die Reaktion nur mit CCR4-NOT war kaum Deadenylierung zu detektieren, wohingegen
mit steigenden PABPC-Konzentrationen eine Erh6hung der Deadenylierungsaktivitét zu be-
obachten war. Das Maximum wurde, wie fiir die kurze RNA, mit einem 8-fachen Uberschuss
erreicht (bei 40 nM) und zeigte hier nach 15 Minuten bereits vollstdndig deadenyliertes Pro-
dukt. Insgesamt war auch eine kontinuierliche Deadenylierung vom Substrat zum vollstin-
dig deadenylierten Produkt (vor allem nach 45 Minuten), mit gleichzeitig nicht umgesetztem
Substrat, zu beobachten. Die Reaktion ohne CCR4-NOT zeigte keine Deadenylierung, so-
dass PABPC keine Nukleasekontamination aufwies.

Somit konnte gezeigt werden, dass Drosophila-PABPC auch die Deadenylierung von
Substrat-RNA mit ldngerem Poly(A)-Schwanz stimuliert, welcher hier eine vergleichbare
Lange zu den in vivo vorliegenden Poly(A)-Schwénzen (ca. 73 nt mittlere poly(A)-Lénge in
Drosophila-Embryonen) aufweist, die allerdings einem steady-state Zustand entsprechen
(Eisen et al., 2020; Lim et al., 2016). Die Deadenylierungsaktivitét ist im Vergleich zur
FAM-7mer-A20-RNA (vgl. Abbildung 2.35) fiir keine der eingesetzten PABPC-Konzentra-
tionen deutlich erhdht und ist verglichen mit der Smaug- und Cup-abhéngigen Deadenylie-
rung (Abbildung 2.15 und Abbildung 2.26) deutlich schwicher. Moglicherweise wird hier
ein PABPC-RNA-Komplex, wie bei der FAM-7mer-RNA, sehr langsam nahezu vollstindig
deadenyliert, bis die Substrat-RNA zu wenige Adenylate fiir eine Bindung zu PABPC hat.
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Da hier die eingesetzte Menge an PABPC auch nicht in dem erwarteten Verhéltnis von 2:1
zur Substrat-RNA stand, wurde wie auch fiir die kurze FAM-7mer-RNA ein EMSA mit der
SREWT-RNA durchgefiihrt, um die Anzahl der PABPC-Molekiile pro RNA-Molekiil zu be-
stimmen (Abbildung 2.38).
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Abbildung 2.38: Hohere Konzentrationen an PABPC werden zur Bindung der SRE-A70-RNA bendotigt.
Autoradiogramm eines nichtdenaturierenden PA-Gels zur Auftrennung der Protein-RNA-Komplexe nach er-
folgter Bindungsreaktion. Die SRE-A70-RNA (5 nM) wurde mit den angegebenen Konzentrationen an
PABPC (von 0 bis 160 nM) und mit oder ohne PEG 20.000 fiir 20 Minuten bei 25 °C inkubiert. Daraufhin
wurden die RNA-Protein-Komplexe durch eine nichtdenaturierende Gelelektrophorese bei 200 V und Raum-
temperatur aufgetrennt. Uber den Spuren sind die jeweiligen PABPC-Konzentrationen und die Zugabe von
PEG angegeben. Links wurden die Positionen der freien Substrat-RNA und der PABPC-gebundenen RNA
kenntlich gemacht. Die mit dem Stern gekennzeichnete Bande stellt wahrscheinlich ein gebundenes PABPC
pro RNA-Molekiil dar.

Hier konnte mit einem dquimolaren Verhiltnis aus PABPC (5 nM) und SREVT-RNA keine
vollstindige Bindung der RNA erreicht werden, wie bereits fiir die FAM-7mer-RNA beo-
bachtet. Erst ab 160 nM (einem 32-fachen Uberschuss zur Substrat-RNA) lag eine vollstin-
dige Bindung vor. Da ein Grof3teil der gebundenen RNA in den Geltaschen verblieb, ist eine
Einschédtzung der Anzahl an PABPC-Molekiilen schwierig. Vermutlich stellt die mit dem
Stern gekennzeichnete Bande ein PABPC pro RNA-Molekiil dar, da diese bereits bei den
niedrigsten PABPC-Konzentrationen auftrat. Sie zeigte ab 40 nM die maximale Intensitét,
welches auch der hochsten Aktivitit im Deadenylierungsassay (vgl. Abbildung 2.37) ent-
sprach. Hohere Konzentrationen an PABPC, bei denen mehr RNA-Bindung vorlag, zeigten
keine gesteigerte Deadenylierungsaktivitdt (Daten nicht gezeigt).
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2.2.4.10 Der Einfluss von PABPC auf die Smaug-abhangige Deadenylierung

Da in vivo ein Grof3teil der Poly(A)-Schwinze mit PABPC bedeckt sind und dieses Protein
auch in einem SRE-abhingigen pulldown aus Drosophila-Embryoextrakten angereichert
werden konnte (G6tze et al., 2017), wird im nachfolgenden der Einfluss von PABPC auf die
Smaug-abhingige, SRE-spezifische Deadenylierung untersucht. Dazu wurde die SREWT-
RNA entweder nur mit Smaug oder noch zusitzlich mit PABPC vorinkubiert, beginnend mit
einem 2-fachen Uberschuss zur Substrat-RNA, und die Deadenylierung wurde durch Zugabe

von PMCCR4-NOTwmi gestartet (Abbildung 2.39).
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Abbildung 2.39: Die Smaug-abhingige Deadenylierung wird durch PABPC geringfiigig stimuliert.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
5 nM radioaktiv markierte SREVT-A70-RNA wurden zuerst mit 30 nM Smaug oder Reaktionspuffer fiir 20
Minuten vorinkubiert und danach unterschiedliche Konzentrationen an PABPC (0 bis 80 nM) fiir weitere 20
Minuten zugegeben. Die Deadenylierung wurde durch Zugabe von 0,5 nM P"CCR4-NOTwi initiiert und fiir
5 bis 45 Minuten ausgefiihrt. Links sind die Laufhohen eines GroBenstandards in Nukleotiden angegeben und
rechts die vom Substrat (A70) und Produkt (A0). Die entsprechenden Reaktionszeitpunkte, PABPC-Konzent-
rationen und Proteinmischungen sind iiber den jeweiligen Spuren markiert. Der Input beinhaltet die jeweils
aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer.

Fiir die Reaktion nur mit Smaug und CCR4-NOT war wie bisher eine rapide Deadenylierung
zu beobachten. Die Reaktion mit 40 nM PABPC, die Konzentration, bei der im vorherigen
Deadenylierungsexperiment die hochste Aktivitdt erzielt wurde (vgl. Abbildung 2.37),
zeigte auch hier die starkste Stimulierung beim Vergleich der Deadenylierung zum Endzeit-
punkt (45 Minuten). Jedoch trat hier zu Beginn eine leicht reduzierte vollstindige Deadeny-
lierung im Vergleich zur nur Smaug enthaltenden Reaktion auf, mit etwas mehr Intermedi-
aten. Demnach scheint die Smaug-abhédngige Deadenylierung durch PABPC {iberwiegend
nicht gestort zu werden. So konnte auch fiir andere RBPs wie z.B. das humane, S. pombe-
und Drosophila-Pumilio gezeigt werden, dass es den CCR4-NOT-Komplex zu bestimmten
mRNAs rekrutiert und die Deadenylierung trotz Anwesenheit von PABPC stattfinden kann
(Arvola et al., 2020; Webster et al., 2019; Weidmann et al., 2014).
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2.2.4.11 Me31B und Tral in der Deadenylierung

Fiir Me31B und seine Orthologe konnte in verschiedenster Weise gezeigt werden, dass sie
vor allem in der Translationsrepression (Coller & Parker, 2005; Hanet et al., 2019;
Nakamura et al., 2004; M. Wang et al., 2017) und im mRNA-Abbau, speziell dem Decap-
ping (Jonas & Izaurralde, 2013; Radhakrishnan et al., 2016; Radhakrishnan & Green, 2016),
eine entscheidende Funktion ausiiben. Wie bereits in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, konnte
fiir das humane ME31B-Ortholog DDX6 eine direkte Interaktion mit der MIF4G-Doméne
von NOTT detektiert werden. Dies ldsst eine Rolle in der Deadenylierung vermuten (Mathys
et al., 2014; Ozgur et al., 2015). Studien mit Dhh1p, dem Ortholog aus Hefe, zeigten einen
beschleunigten Abbau von nicht Codon-optimierten mRNAs durch Dhhlp, welches aller-
dings dem Decapping zugeschrieben wird, da Deletionsstimme von Dhhlp keine Ver-
schlechterung in der Deadenylierung zeigten (Radhakrishnan et al., 2016; Webster et al.,
2018). Dementsprechend bleibt ein direkter Einfluss von Me31B und seinen Orthologen auf
die Deadenylierung zu testen.

Weiterhin liegt im nanos-Repressorkomplex neben Me3 1B auch sein Interaktionspartner
Tral vor (Gotze et al., 2017; Tritschler et al., 2008, 2009), welches wie seine Orthologen
auch eine Rolle in der Translationsrepression (Brandmann et al., 2018; Hara et al., 2018;
Nakamura et al., 2004) und dem Decapping (Jonas & Izaurralde, 2013; Tritschler et al.,
2008) hat. Hier konnte bis jetzt keinerlei direkte Assoziation mit dem CCR4-NOT-Komplex

beobachtet werden.

Fiir ein erstes Experiment wurden dementsprechend sdmtliche Varianten des P"CCR4-NOT-
Komplexes auf eine Stimulierung durch Me31B oder Tral getestet. Dazu wurde die SREMYT-
RNA entweder mit Me31B oder Tral vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe
der unterschiedlichen P"CCR4-NOT-Subkomplexe und des humanen ,,Full“ CCR4-NOT-
Komplexes gestartet (Abbildung 2.40).

Weder fiir Me31B noch fiir Tral lie sich hier eine Stimulierung oder Inhibierung der
Deadenylierung ausmachen. Die leichte Stimulierung durch Tral mit dem P"CCR4-NOT-
ruLL (Abbildung 2.40.B) konnte nicht reproduziert werden. Auch eine Kombination aus

Me31B und Tral fithrte zu keiner Veranderung der Reaktion (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.40: Me31B und Tral zeigen keine Stimulierung der Deadenylierung.

A und B: Autoradiogramme von denaturierenden Harnstoff-PA-Gelen mit den Produkten der Deadenylie-
rungsreaktionen. Es wurden 5 nM radioaktiv markierte SREWT-A70-RNA mit 40 nM Me31B (A), 40 nM Tral
(B) oder Reaktionspuffer vorinkubiert und die Deadenylierung durch Zugabe der entsprechenden Subkom-
plexe (1 nM fiir ,FULL®, ,,PE*, ,MINI_EXT* und ,,MINI*; 5 nM fiir humanen ,,FULL* (*SFULL)) gestartet.
Links sind die Laufh6hen eines GroBenstandards in Nukleotiden angegeben und rechts die Lauthéhe vom Sub-
strat (A70) und Produkt (A0). Die entsprechenden Proteinmischungen und Reaktionszeitpunkte sind iiber den
jeweiligen Spuren markiert. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deade-
nylierungspuffer

Nachfolgend wurde mit Me3 1B noch ein Experiment mit und ohne ATP (sowie ohne tRNA)
durchgefiihrt, da zumindest fiir das humane Ortholog DDX6 eine Aktivierung der ATPase-
Aktivitdt nach Assoziation mit der MIF4G-Domine von NOT1 zu sehen ist (Mathys et al.,
2014). Dazu wurde Me3 1B entweder mit oder ohne ATP mit der SREVT-RNA vorinkubiert
und die Deadenylierung durch Zugabe des humanen ,,Full“-Komplexes gestartet, in einer
Konzentration, die eine detektierbare basale Deadenylierungsaktivitéit erlaubt (Abbildung
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2.41). Der humane Komplex wurde gewihlt, da dieser zumindest mit DDX6 eine Interaktion
zeigte (Mathys et al., 2014; Ozgur et al., 2015). Die SREWT-RNA wurde hier eingesetzt, da
die SREMVT_RNA mit dem humanen Komplex eine hohe Hintergrundaktivitit zeigte (vgl.
Abbildung 2.4).

-ATP +ATP
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nt = £ 515 45 5 15 45 5 15 45 5 15 45 5 15 45 5 15 45 [min]
200

-——
- —— -
150 | - - - 70

100 | =
A0

Abbildung 2.41: Me31B zeigt eine Inhibierung der Deadenylierung unter Zugabe von ATP.
Autoradiogramm eines denaturierenden Harnstoff-PA-Gels mit den Produkten der Deadenylierungsreaktionen.
20 nM radioaktiv markierte SREVT-A70-RNA wurden mit 160 nM Me31B oder Reaktionspuffer vorinkubiert
und die Deadenylierung der entsprechenden Reaktionen durch Zugabe von 10 nM humanem CCR4-NOTruLL
gestartet. Die Deadenylierung wurde fiir 5 bis 45 Minuten ausgefiihrt. Links sind die Lauthdhen eines GroBen-
standards in Nukleotiden angegeben und rechts die Lauthhe vom Substrat (A70) und Produkt (A0). Die Re-
aktionszeitpunkte, entsprechenden Proteinmischungen und die Zugabe von ATP (0,8 mM) sind iiber den je-
weiligen Spuren markiert. Der Input beinhaltet die jeweils aufgetragene Menge an Substrat-RNA im Deade-
nylierungspuffer

Es war fiir simtliche Reaktionen mit humanem CCR4-NOT zu allen Zeitpunkten eine voll-
stindige Deadenylierung der Substrat-RNA zu sehen. In der Reaktion ohne ATP war kein
Unterschied in der Deadenylierungsaktivitdt mit und ohne Me31B zu beobachten, wohinge-
gen bei der Reaktion mit ATP, Me31B und CCR4-NOT eine zu Beginn etwas langsamere
Deadenylierung auftrat. Die Reaktion nur mit CCR4-NOT zeigte keinen Unterschied mit
und ohne ATP.

Demnach scheint die Zugabe von ATP zumindest in der basalen Deadenylierung keine
wichtige Rolle zu spielen, was auch in einer anderen Studie fiir den Drosophila-Komplex in
Embryoextrakten beobachtet werden konnte (Niinuma & Tomari, 2017). Die Zugabe von
ATP scheint mittels Me3 1B zu einer marginalen Inhibierung der Deadenylierung zu fiihren.
Fiir das S. cerevisisae-Ortholog Dhh1 konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von ATP und
RNA zur Bildung von liquid droplets aus Dhh1-RNA-Komplexen und einer Phasentrennung
fiihrt (Mugler et al., 2016). Diese liquid droplets konnten nach Zugabe von Notl wieder
aufgelost werden, indem durch die Bindung zu NOT1 die ATPase-Aktivitit von Dhhl akti-
viert wird (Mathys et al., 2014; Mugler et al., 2016). Demnach konnte der ATP-ME31B-

RNA-Komplex moglicherweise in liguid droplets vorliegen, die vermutlich ein ungiinstiges
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Milieu fiir die Deadenylierungsaktivitdt des CCR4-NOT darstellen und aufgeldst werden
miissen. Die hier eingesetzte Me3 1B-Konzentration lag allerdings zehnfach unter der nied-
rigsten Dhh1-Konzentration, fiir die liguid droplets beobachtet wurden. Daher gilt es diese

Vermutung, z.B. durch mikroskopische Aufnahmen der Komplexe, zu beweisen.

2.2.4.12 RBPs fuhren vermutlich in vivo zu variierenden Deadenylierungsraten

In Fibroblasten aus Méusen konnte beobachtet werden, dass die Rate der Deadenylierung
sich fiir verschiedene mRNAs bis zu 1000-fach unterscheidet (Eisen et al., 2020). So wurde
auch in dieser Arbeit beim Vergleich der Smaug- oder PABPC-stimulierten Deadenylie-
rungsaktivitat fiir die gleiche Substrat-RNA ein sehr grofler Unterschied beobachtet (Abbil-
dung 2.39). Auch fiir andere RBPs, wie z.B. S. pombe-Puf3 und -Zfs, trat eine im Vergleich
zu PABPC deutlich stirkere Stimulierung der Deadenylierungsaktivitdt auf (Webster et al.,
2019). Inwiefern sich aus diesen RBP-CCR4-NOT-Interaktionen unterschiedliche Deadeny-
lierungsraten ergeben, bleibt noch mechanistisch zu klaren. Generell enthalten die RBPs, die
eine starke Stimulierung der Deadenylierung zeigen, intrinsisch ungeordnete Bereiche, wel-
che fiir die Interaktion mit dem CCR4-NOT-Komplex wichtig sind (Jonas & Izaurralde,
2013; Raisch et al., 2016; Webster et al., 2019). Vermutlich wird {iber diese Bereiche die
Assoziation und Dissoziation des Komplexes reguliert, sodass dies direkt einen Einfluss auf
die Geschwindigkeit der Deadenylierung hat.

Weiterhin konnte in derselben Studie mit den Fibroblasten aus Méusen gezeigt werden,
dass sich die Rate des mRNA-Abbaus fiir gleichweit deadenylierte mRNAs bis zu 1000-fach
unterscheidet, je nachdem ob sie rapide oder langsam deadenyliert wurden (Eisen et al.,
2020). Die rapide deadenylierten mRNAs zeigten dabei eine kurze Halbwertszeit. Vermut-
lich wird ein Grofteil dieser schnell abgebauten mRNAs in mRNPs enthalten sein, wie die
nanos-mRNA, wo weitere Proteine die mRNA-Abbaumaschinerie rekrutieren, z.B. Me31B
und Tral den Decapping-Komplex (Ozgur et al., 2015; Tritschler et al., 2008).

Insgesamt wird Smaug durch die Rekrutierung des CCR4-NOT-Komplexes sehr wahr-
scheinlich auch in vivo die relativ schnelle vollstindige Deadenylierung und den damit ein-
hergehenden Abbau der nanos-mRNA bewirken (Jeske et al., 2006; Zaessinger et al., 2006).
Diese Interaktion scheint auch im humanen CCR4-NOT-Komplex konserviert zu sein, so-
dass vermutlich die humanen Smaug-Orthologe SAMD4A und SAMDA4B eine dhnliche

Funktion austiiben.
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2.3 Rekonstitution der nanos-Translationsrepression

Alle in Abschnitt 1.2.2 und Abbildung 1.6 beschriebenen Repressorkandidaten wurden in
vitro auf ihre Rolle in der Translationsrepression der nanos-mRNA getestet. Die hier ver-

wendeten Proteinpriparationen entsprachen denen aus Abschnitt 2.1.
2.3.1 Etablierung eines Testsystems fir die Translationsrepression

Aus den anfanglichen Experimenten mit dem Drosophila-Embryoextrakt (DEE) ist bekannt,
dass die Bildung des Repressorkomplexes zeitabhingig und der Komplex kinetisch stabil ist
(Jeske et al., 2011). Demnach konnte ein zweistufiger Assay etabliert werden, bei dem zuerst
die Bildung des Repressorkomplexes auf einer Reporter-RNA in einer Vorinkubation rekon-
stituiert wurde. Nachfolgend wurde ein Teil dieser Reaktion in einen separaten Translations-
mix verdiinnt, in dem die Translationsreaktion in einem zellfreien Translationsextrakt ge-
startet wurde (Abbildung 2.42).

A B
2xSRE

Repressorproteine nLuc-ORF A72 Ny SRE+ RNA
nLuc-RNA
Puffer

r s @] nLuc-ORF__ ————A72 Ny SREA RNA
1
I 1 :
-30 min 0 min |
g / !
Y . I
Vorinkubation : ;
v =
Extrakt
ARS
Puffer ¢ *+Nano-Glo
4+ - — = » Luciferase-Aktivitat
0 min 30 min

Translation

Abbildung 2.42: Schema des zweistufigen Translationsassays.

A: Die Repressorproteine wurden mit der Reporter-RNA (nLuc-RNA) im Translationspuffer fiir ca. 30 Minu-
ten vorinkubiert. Danach wurde ein Teil dieser Reaktion in ein separates Reaktionsgefd3 mit dem Translati-
onsmix, bestehend aus zellfreiem Translationsextrakt und ATP-regenerierendem System (ARS), in einem Ver-
héltnis von 1:10 verdiinnt. Die Translation wurde hier, falls nicht anders angegeben, fiir 30 Minuten durchge-
fiihrt. Die Aktivitit der translatierten Nanoluciferase wurde durch Zugabe von Nano-Glo® unter Emission von
Photonen detektiert. B: Die liberwiegend verwendeten Reporter-RNAs zur Untersuchung der nanos-Transla-
tionsrepression. Am 5°-Ende befindet sich die Cap-Struktur (blauer Punkt), gefolgt von dem Nanoluciferase-
ORF und dem SRE-enthaltenden Teil der nanos-3°-UTR (SRE+) oder einer zufélligen Abfolge von Nukleoti-
den (SREA). Am 3°-Ende befindet sich ein 72 Adenylate langer interner Poly(A)-Schwanz, welchem nachfol-
gend noch 40 zufillige Nukleotide angehéngt wurden.
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Dieser Reaktionsablauf war notig, da durch die zu testenden Repressorproteine hohe Kon-
zentrationen an Salz eingefiihrt wurden, welche bei direkter Zugabe zum zellfreien Transla-
tionsextrakt die Translationseffizienz deutlich reduziert hiitten. Durch die Uberfithrung einer
kleinen Menge des vorgebildeten Repressorkomplexes in die Translationsreaktion konnte
die Salzkonzentration betrachtlich gesenkt werden.

Der Einfluss dieses Reaktionsablaufs auf die Repressionseffizienz wurde zunédchst mit
DEE untersucht, indem dieser entweder nach dem urspriinglichen Protokoll (Jeske et al.,
2011) in nur einer Reaktionsmischung oder nach dem zweistufigen Protokoll inkubiert

wurde (Abbildung 2.43). Der DEE diente hier auch als Translationsextrakt.
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Abbildung 2.43: Das zweistufige Translationssystem zeigt identische Repressionseffizienz.

Die Repressionseffizienz des DEEs wurde entweder in einer Reaktionsmischung (1 Mix) oder dem zweistufi-
gen Assay (2 Mixe) untersucht. Dazu wurden die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) mit DEE
(40 % [v/v]) oder Translationspuffer vorinkubiert und nachfolgend wurde fiir die 1 Mix-Reaktion die Transla-
tion durch Zugabe von ARS gestartet, wohingegen beim zweistufigen Assay die Translation durch Zugabe der
vorinkubierten Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix (18 pl) initiiert wurde. Nach 30 Minuten wurde die
Luciferase-Aktivitéit durch Zugabe von Nano-Glo® bestimmt. Unter den entsprechenden Balken ist angegeben,
womit die Reporter-RNA vorinkubiert wurde und welches Assayschema verwendet wurde. A: Die direkten
Translationswerte in RLU/s. B: Verhiltnis der Luciferase-Aktivitéit als Prozent Repression fiir die SRE(+)-
RNA zur SRE(A)-RNA in den jeweiligen Proben. n = 3.

Hier war fiir beide Reaktionen nach Vorinkubation mit DEE eine deutlich niedrigere Trans-
lation von SRE(+)- als auch SREA-RNA im Vergleich zur Vorinkubation mit Translations-
puffer zu beobachten. Weiterhin trat in simtlichen Reaktionen eine deutlich geringere Trans-
lation der SRE(+)-RNA auf (Abbildung 2.43.A). Diese war in beiden Protokollen nach Vo-
rinkubation mit DEE um ca. 95 % niedriger als die der SREA-RNA und auch die Vorinku-
bation mit Puffer zeigte fiir beide Reaktionsabldufe eine um 80 % geringere Translation (Ab-
bildung 2.43.B). Daher wurde auch in den Reaktionen ohne Vorinkubation eine recht effizi-
ente Repressorkomplexbildung bewerkstelligt. Dies war zu erwarten, da der DEE als Trans-

lationsextrakt verwendet wurde, in welchem sédmtliche Repressorproteine enthalten waren.
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Mit diesem Experiment konnte also gezeigt werden, dass die Repressionseffizienz fiir die
SRE-haltige RNA fiir beide Protokolle identisch ist. Demnach hat die Verdiinnung keinen
negativen Einfluss auf den vorgebildeten Repressorkomplex und der zweistufige Assay
wurde fiir die nachfolgenden Experimente beibehalten. Die niedrigere Translation fiir beide
RNAs nach Inkubation mit DEE konnte auch in fritheren Experimenten beobachtet werden
und ist durch unspezifischen Abbau der RNA bedingt (Jeske et al., 2011). Dieser Abbau
variierte mit den DEE-Chargen. Weiterhin ist in diesem Experiment ein maB3gebliches Prob-
lem fiir die Rekonstitution der SRE-abhdngigen Translationsrepression zu erkennen. Auch
fiir die nur mit Puffer vorinkubierte SRE-haltige RNA bildet sich nach Zugabe des Transla-
tionsextraktes (DEE) eine recht stark ausgepriagte Repression aus, die bei ca. 80 % liegt und
damit nur geringfiigig unter der mit DEE vorinkubierten RNA (ca. 95 %) ist. Dementspre-
chend existiert hier nur ein enger Bereich, um eine weitere Stimulierung der Translationsre-
pression durch die zu testenden Repressorproteine zu beobachten. Aullerdem scheiterten die
Rekonstitutionsexperimente, in denen DEE als Translationsextrakt in dem zweistufigen As-
say benutzt wurde, weil das mit den Repressorproteinen eingefiihrte Salz die basale Repres-
sionsaktivitit des DEE steigerte (vgl. Anhang Abbildung 9.6). Demnach musste nach einem
System gesucht werden, welches in Abwesenheit zugesetzter Repressorproteine keine basale

SRE-spezifische Repression zeigt.

2.3.1.1 Einsatz von SRE-unspezifischen Translationsextrakten

Da Smaug hauptséchlich erst in den frithen Stadien der Embryonalentwicklung translatiert
und nach der Embryogenese abgebaut wird (Cao et al., 2020; Dahanukar et al., 1999), sollten
zellfreie Translationsextrakte aus fritheren oder spéteren Entwicklungsstadien (z.B. S2-Zel-
len) keine SRE-Spezifitdt zeigen. AuBlerdem wurden Zelllinien anderer Organismen, wie
z.B. ovariale Zelllinien von Trichoplusa ni (High-Five-Zellen) und Spodoptera frugiperda
(Sf21-Zellen), benutzt, um die Moglichkeit einer basalen SRE-spezifischen Reduktion noch
weiter zu reduzieren. Die Zellextrakte wurden auf ihre Translationsaktivitit und das Fehlen
einer SRE-abhéngigen Aktivitdt untersucht. Dazu wurde im Vergleich zum DEE exempla-
risch der High-Five-Extrakt (HSE) als Translationssystem verwendet (Abbildung 2.44).
Dem Experiment ist zu entnehmen, dass fiir die mit Translationspuffer vorinkubierten
und in DEE translatierten Reporter-RNAs die SRE-haltige RNA wie zuvor um 80 % repri-
miert wurde. Dagegen trat bei Translation im H5E mit ca. 4 % keine signifikante SRE-spe-

zifische Repression auf (Abbildung 2.44.B).
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Abbildung 2.44: HSE zeigt keine SRE-Spezifitit und inhibiert nicht die nanos-Translationsrepression.
Die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) wurden entweder mit DEE (40 % [v/v]) oder Translati-
onspuffer vorinkubiert. Nachfolgend wurde die vorinkubierte Reporter-RNA (2 pul) zum entsprechenden
Translationsmix mit DEE oder HSE zugegeben. Nach 30 Minuten Translation wurde die Luciferase-Aktivitit
durch Zugabe von Nano-Glo® bestimmt. Unter den entsprechenden Balken ist angegeben, womit die Reporter-
RNA vorinkubiert wurde und in welchem Translationsextrakt die Translation stattfand. A: Die direkten Trans-
lationswerte in RLU/s. B: Verhiltnis der Luciferase-Aktivitit als Prozent-Repression fiir die SRE(+)-RNA zur
SRE(A)-RNA in den jeweiligen Proben. n = 3.

Wenn jedoch die RNA mit DEE vorinkubiert wurde, zeigte sich in beiden Translationsext-
rakten eine SRE-spezifische Repression, fiir die Translation mit DEE bei ca. 97 % und fiir
HSE bei ca. 78 %. Die Gesamttranslation der mit DEE vorinkubierten Reporter-RNA war
im HSE deutlich hoher als im DEE.

Hiermit wurde die Annahme bestétigt, dass der aus einer ovarialen Zelllinie stammende
HSE keine SRE-spezifische Aktivitét zeigen sollte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
der durch Vorinkubation mit DEE auf der SRE-haltigen RNA gebildete Repressorkomplex
auch in H5E reprimierend wirkt und die basale Translation im H5E durch Zugabe vom DEE
nicht gesenkt wurde (vgl. Abbildung 2.44.A). Insgesamt féllt die SRE-spezifische Transla-
tionsrepression im H5E im Vergleich zum DEE etwas geringer aus. Die Repression bei Vo-
rinkubation mit DEE und Translation in H5E entspricht nahezu der fiir die Vorinkubation
mit Puffer und Translation in DEE. Dies ldsst vermuten, dass die Bildung des Repressor-
komplexes in der Vorinkubation moglicherweise noch nicht abgeschlossen ist und im Trans-
lationsextrakt weiter ablauft. Eine weitere Mdglichkeit wére eine Authebung der Repression
durch den HSE, welches im Folgenden durch eine ausgedehnte Translationskinetik unter-

sucht wurde (vgl. Abschnitt 2.3.2.1).
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AuBerdem konnten Drosophila-spezifische Interaktionen zu bestimmten Proteinen oder an-
deren Biomolekiilen fiir eine nahezu vollstindige Repression notwendig sein.

Trotz der etwas geringeren Repression eignet sich der HSE auf Grund seiner fehlenden
SRE-Spezifitit fiir die Rekonstitution der SRE-abhidngigen Translationsrepression mit den
rekombinanten Repressorproteinen. Fiir die anderen getesteten Translationsextrakte ergaben
sich dhnliche Ergebnisse, jedoch mit noch niedrigerer SRE-spezifischer Repression nach
Vorinkubation mit DEE. Insgesamt zeigte der H5E die hochsten Translationsausbeuten und
mit bis zu 4 Stunden die ldngste Translationsaktivitit (Daten nicht gezeigt), sodass dieser

iiberwiegend fiir die nachfolgenden Experimente verwendetet wurde.

2.3.2 Rekonstitution der SRE-spezifischen Translationsrepression

2.3.2.1 Smaug und Cup sind nétig fur die SRE-spezifische Translationsrepression

Mit dem etabliertem HSE, welcher keine basale SRE-spezifische Aktivitét zeigte, konnten
nun die Repressorproteine auf ihre Funktion in der nanos-Translationsrepression untersucht
werden. Dazu wurden die Reporter-RNAs mit unterschiedlichen Kombinationen der Repres-
sorproteine und entweder mit oder ohne Smaug vorinkubiert (Abbildung 2.45). Als positive
und negative Kontrollen dienten die Inkubationen mit DEE oder Puffer. Weiterhin wurde
eine Translationskinetik von 30 bis 240 Minuten durchgefiihrt, um die Stabilitit des gebil-
deten Repressorkomplexes zu beurteilen.

Wie zuvor wurde fiir die nur mit Puffer vorinkubierte RNA keine SRE-spezifische Re-
pression beobachtet, wohingegen die mit DEE vorinkubierte SRE-haltige RNA zu 70 bis
80 % iiber vier Stunden reprimiert blieb (Abbildung 2.45.A). Aus der Rekonstitution der
Translationsrepression war zu entnehmen, dass mit sdmtlichen sieben Repressorproteinen
eine dhnliche Translationsrepression der SRE-haltigen RNA (ca. 60 bis 70 %) zu der mit
dem DEE erreicht wurde (blaue Kurve; Abbildung 2.45.B). Diese war Smaug-abhingig und
blieb iiber 4 Stunden stabil. Die Kombination aus Smaug und Cup in der Vorinkubationsre-
aktion war ausreichend, um eine dhnlich hohe Repression (ca. 60 bis 70 %) zu erzielen (Ab-
bildung 2.45.C). Dies wurde nicht durch Smaug oder Cup allein erreicht. Fiir die Reaktionen
mit DEE und allen sechs bzw. sieben Repressorproteinen war aulerdem eine unspezifische

Translationsrepression zu beobachten.
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Abbildung 2.45: Smaug und Cup sind essenziell fiir die SRE-spezifische Translationsrepression.

Die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) wurden mit A: DEE (40 % [v/v]) oder Translationspuf-
fer, B: den 7 Repressorproteinen mit und ohne Smaug (als Einbuchstabencode) oder C: nur Smaug, Cup oder
mit Smaug und Cup vorinkubiert. Unter den entsprechenden Diagrammen ist angegeben womit die Reporter-
RNA vorinkubiert wurde und die verwendeten Repressorproteine sind mit dem entsprechenden Anfangsbuch-
staben gekennzeichnet. Es wurden je Repressorprotein ca. 20 nM eingesetzt. Nachfolgend wurde die vorinku-
bierte Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix mit HSE (18 pL) zugegeben. Nach 30 bis 240 Minuten Trans-
lation wurde die Luciferase-Aktivitit durch Zugabe von Nano-Glo® in RLU/s bestimmt. Ein reprisentatives
Experiment von zweien. Smaug — S; Cup — C; elF4E — E; Me31B — M; Tral — T; PABPC — P; Belle — B.

Somit konnte gezeigt werden, dass iiberraschenderweise von sidmtlichen potenziellen Re-
pressorproteinen nur Smaug und Cup in der Vorinkubationsreaktion notwendig waren, um
einen stabilen Repressorkomplex zu bilden. Die Titration der anderen Repressorproteine
ergab keinerlei Stimulierung der Translationsrepression (Daten nicht gezeigt), sodass diese
entweder nicht notwendig oder nicht am langsamen Schritt der Komplexformierung beteiligt
sind und moglicherweise aus dem jeweiligen Translationsextrakt rekrutiert werden. Samtli-
che Repressorproteine, auBer Smaug und Cup, sind ubiquitér, konserviert und in vergleichs-
weise hohen Konzentrationen vorhanden (Gétze et al., 2017), sodass Orthologe vermutlich
mit dem vorgebildeten Smaug-Cup-RNA-Komplex interagieren konnen. Aulerdem war die
niedrigere Repression im H5E im Vergleich zum DEE-Translationssystem wahrscheinlich
nicht durch eine Auflésung des Repressorkomplexes im HSE bedingt, da der gebildete Re-
pressorkomplex {iber 4 Stunden stabil blieb. Dies bekriftigt die Vermutung, dass im DEE
auch wéhrend der Translation noch weiterer Repressorkomplex assembliert wird. Weiterhin
wurde fiir die Reaktionen mit allen sieben Proteinen und DEE auch eine unspezifische Re-
pression der SREA-RNA beobachtet, welche moglicherweise durch RNA-Abbau zu erkldren
ist. Allerdings waren fiir die Reaktionen nur mit Smaug und Cup die Translationsaktivititen
im Vergleich zur Pufferkontrolle kaum reduziert, sodass die SRE-abhédngige Repression ver-
mutlich nicht durch RNA-Abbau zu erklédren ist. In nachfolgenden Experimenten konnte
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gezeigt werden, dass die Stabilitdt der RNA nach einer Inkubation mit Smaug und Cup un-
verdndert blieb (Daten nicht gezeigt). Fiir die Reaktionen mit allen sieben Repressorprotei-
nen wird die starke unspezifische Repression vermutlich durch Cup-4E verursacht, welches
wahrscheinlich die Cap-Struktur blockiert (vgl. Abbildung 2.48). AuBerdem wurde fiir
Me31B und Tral bereits Translationsrepression beobachtet (Hara et al., 2018; M. Wang et
al., 2017).

Nachfolgend wurde untersucht, ob eine Vorinkubation der Reporter-RNA nur mit Smaug
fiir eine effiziente Repression ausreicht, wenn der Translationsextrakt (HSE) mit Cup gesit-
tigt wurde (Abbildung 2.46). Dafiir wurde eine dhnliche Konzentration an Cup (400 nM)
wie im DEE (800 nM Cup im Reaktionsmix; Gétze et al., (2017)) eingesetzt. Es musste das
Cup-4E-Heterodimer zugegeben werden, da dieses deutlich hoher konzentriert werden
konnte als Cup allein. Die Mengen des zugefiihrten Proteinreinigungspuffers wurden hier,

wie auch sonst, angeglichen, um einen Salzeffekt auszuschlieBen.
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Abbildung 2.46: Smaug ist in der Vorinkubation ausreichend fiir eine hohe SRE-spezifische Repression.
Die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) wurden mit Smaug (20 nM), DEE (40 % [v/v]) oder
Translationspuffer vorinkubiert. Nachfolgend wurde die vorinkubierte Reporter-RNA (2 ul) zum Translations-
mix mit HSE (18 uL) zugegeben. Ein Teil der Translationsreaktionen enthielt 400 nM Cup-4E. Nach 30 Mi-
nuten Translation wurde die Luciferase-Aktivitit durch Zugabe von Nano-Glo® bestimmt. Das Verhiltnis der
Luciferase-Aktivitit wurde als Prozent-Repression fiir die SRE(+)-RNA zur SRE(A)-RNA in den jeweiligen
Proben dargestellt. Unter den entsprechenden Balken ist angegeben, womit die Reporter-RNA vorinkubiert
wurde, und in welche Translationsmischung die Vorinkubation gegeben wurde. n = 3.

In den Reaktionen ohne zugegebenes Cup-4E wurde wie bisher keine SRE-spezifische Re-
pression mit der nur Smaug-enthaltenden Reaktion beobachtet, wohingegen mit dem DEE
eine hohe Repression (ca. 85 %) auftrat. Durch Zugabe von Cup-4E in die Translationsreak-
tion wurde auch fiir die mit Smaug vorinkubierte RNA eine dhnliche SRE-spezifische
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Repression (ca. 80 %) wie mit dem DEE erreicht. Die Zugabe von Cup-4E fiihrte zu keiner
Steigerung der Repression fiir die mit DEE vorinkubierte RNA.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Smaug-RNA-Assoziation vermutlich der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist. Die direkte Zugabe ohne Vorinkuba-
tion von Smaug und Reporter-RNA zum Translationsextrakt (mit Cup-4E) fiihrte zu keiner
SRE-spezifischen Repression (Daten nicht gezeigt). Weiterhin wurde die langsame Smaug-
RNA-Assoziation in RNA-Bindungsexperimenten von Dr. Christiane Rammelt beobachtet.
Somit scheint die langsame Bildung des Repressorkomplexes nicht zwingend durch ein Um-
hiillen der mRNA mit Me31B und Tral bedingt zu sein (Gotze et al., 2017; Kluge et al.,
2020), da eine Vorinkubation mit Smaug bereits ausreicht, um eine dhnliche Repression wie

mit DEE zu erreichen.

2.3.2.2 Die Translationsrepression ist abhangig von makromolekularen Crowdern

Da fiir einen Teil der Repressorproteine eine deutliche Stimulierung ihrer Aktivitit in der
Deadenylierung durch Zugabe von makromolekularen Crowdern beobachtet werden konnte
(vgl. Abschnitt 2.2.3.3 und 2.2.4.2), wurden nachfolgend auch unterschiedliche Crowder in
der Rekonstitution der Translationsrepression eingesetzt (Abbildung 2.47). Dazu wurden die
Reporter-RNAs mit Smaug und Cup entweder mit oder ohne Crowder unterschiedlichen
Molekulargewichts vorinkubiert.

Fiir die rekonstituierte Reaktion mit Smaug und Cup ohne Zusatz von Crowdern (ohne
PEG/PVA) war nur eine geringe Repression der SRE-haltigen RNA zu beobachten (ca.
35 %), wohingegen sich diese selbst beim Einsatz des Crowders mit dem geringsten Mole-
kulargewicht (PEG 400) nahezu verdoppelte (ca. 60 %). Mit PVA und PEG 20.000 wurde
die stirkste Stimulierung erreicht, mit einer Repression von ca. 80 %, welche nahezu der des
DEE:s (ca. 89 %) entsprach.

Damit konnte auch hier beobachtet werden, dass die Zugabe von makromolekularen
Crowdern zu einer Stimulierung der Smaug- und Cup-abhédngigen Reaktion fiihrte. Da so-
wohl fiir die Translationsrepression als auch fiir die Deadenylierung (vgl. Abbildung 2.17
und Abbildung 2.27) ein positiver Effekt durch Zugabe von PEG zu beobachten ist, wird
dieses sehr wahrscheinlich direkt auf Smaug und Cup wirken, im speziellen auf die Struktur

(Roque et al., 2007).
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Abbildung 2.47: ,Makromolekulare Crowder* stimulieren die rekonstituierte Translationsrepression.

Die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) wurden mit Smaug und Cup (je 20 nM), DEE (40 %
[v/v]) oder Translationspuffer vorinkubiert. Zum Reaktionsmix mit Smaug und Cup wurden je 3 % (v/v %)
Crowder gegeben, welche sich in ihrem Molekulargewicht unterschieden. Die Reaktionen mit DEE oder Puffer
enthielten keinen zugegebenen Crowder, ebenso wie eine Kontrollreaktion mit Smaug und Cup (ohne
PEG/PVA). Nachfolgend wurde die vorinkubierte Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix mit HSE (18 pL)
zugegeben. Nach 30 Minuten Translation wurde die Luciferase-Aktivitét durch Zugabe von Nano-Glo® be-
stimmt. Unter den entsprechenden Balken ist angegeben womit die Reporter-RNA vorinkubiert wurde. n = 3.

Mit dem DEE wurde kein Effekt bei unterschiedlichen Konzentrationen an PEG 20.000 be-
obachtet (Daten nicht gezeigt), weil hier vermutlich bereits ausreichend hohe Konzentratio-
nen an natiirlichen Makromolekiilen vorliegen, sodass dieses Reaktionsmilieu mit grof3er
Wahrscheinlichkeit von entscheidender Bedeutung fiir die Funktionalitit von Smaug und

Cup ist.

2.3.2.3 Die rekombinanten Komplexe zeigen andere Eigenschaften als der DEE

In den initialen Experimenten mit dem DEE in der nanos-Translationsrepression konnten
neben der langsamen Repressorkomplexbildung auch die Unabhingigkeit von einer Cap-
Struktur beobachtet werden (Jeske et al., 2011). Da Cup ein beschriebener Interaktions-
partner von elF4E ist (Nakamura et al., 2004), wurde die Funktionalitdt von Cup in der Bil-
dung eines Repressorkomplexes auf einer Reporter-RNA ohne Cap-Struktur untersucht (Ab-
bildung 2.48). Dazu wurde entweder eine Reaktion mit dem aufgereinigten Cup-elF4E-He-
terodimer oder nur Cup durchgefiihrt, unter Zugabe von Smaug, Me31B und Tral. Dabei
enthielt die Reporter-RNA entweder eine Cap-Struktur oder keine.
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Abbildung 2.48: Die rekonstituierte Translationsrepression ist Cap-abhingig.

Die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) enthielten entweder eine Cap-Struktur (A) oder keine
(B) und wurden mit unterschiedlichen Kombinationen der Repressorproteine, DEE (40 % [v/v]) oder Transla-
tionspuffer vorinkubiert. Nachfolgend wurde die vorinkubierte Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix mit
HSE (18 uL) zugegeben. Nach 30 Minuten Translation wurde die Luciferase-Aktivitdt durch Zugabe von
Nano-Glo® bestimmt. Unter den entsprechenden Balken ist angegeben womit die Reporter-RNA vorinkubiert
wurde und wie hoch die SRE-spezifische Repression war. Die eingesetzten Repressorproteine sind durch ihren
entsprechenden Anfangsbuchstaben gekennzeichnet. Smaug — S; Cup — C; eIF4E — E; Me31B — M; Tral — T.
n=3.

Fiir alle Smaug- oder DEE-enthaltenden Reaktionen mit der Cap-Struktur in der Reporter-
RNA war eine SRE-spezifische Translationsrepression zu beobachten (Abbildung 2.48.A).
Dahingegen zeigte der Einsatz von Reporter-RNAs ohne Cap eine Authebung der SRE-spe-
zifischen Repression fiir die rekonstituierten Reaktionen, jedoch keine Anderung fiir die

SRE-spezifische Repression des DEEs (Abbildung 2.48.B). Weiterhin war die Translations-
aktivitdt der nLuc-SRE(A)-RNA ohne Cap nach Vorinkubation mit DEE deutlich hoher als
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in der Pufferkontrolle (ca. 2-fach) im Gegensetz zur Reporter-RNA mit Cap. AuBBerdem trat
in den Reaktionen mit DEE oder den rekombinanten Proteinen eine mehr oder weniger
starke unspezifische Repression fiir die Reporter-RNA mit Cap auf. Dagegen lag fiir die
Reporter-RNA ohne Cap nahezu keine unspezifische Repression vor.

Somit konnte auch in diesem Experiment gezeigt werden, dass die SRE-spezifische Re-
pression im DEE unabhéngig von der Cap-Struktur verlduft. Dagegen zeigt das rekonstitu-
ierte System in allen Proteinkombinationen eine nahezu vollstindige Cap-Abhéngigkeit,
welche dem urspriinglichen Modell des nanos-Repressorkomplexes aus Smaug-Cup-elF4E
entspricht (Wilhelm & Smibert, 2005). Aullerdem konnte in diesem Experiment beobachtet
werden, dass die unspezifische Translationsrepression der Repressorproteine mit der Cap-
enthaltenden Reporter-RNA nicht fiir eine RNA ohne Cap auftrat. Daher wird vermutlich
die Blockierung der Cap-Struktur durch z.B. Cup-4E fiir die hohe unspezifische Repression

verantwortlich sein und nicht ein moglicher RNA-Abbau durch kontaminierende Nukleasen.

In dem nachfolgenden Experiment wurde das vollstindige Cup durch ein mittleres Cup-
Fragment (Abbildung 2.29) ersetzt, welches die Interaktionsregion zu Me31B aufweist, aber
nicht mehr die zu eIF4E (Abbildung 2.49). Damit sollte die Funktionalitdt von Cup losgelost
von elF4E in der Cap-unabhingigen Repression untersucht werden. Dazu wurden die Re-
porter-RNAs (ohne Cap) entweder mit Smaug und dem mittleren Cup-Fragment oder einer
Kombination aus den beiden Proteinen plus Me31B, Tral, PABPC und Belle vorinkubiert.

Fiir alle Reaktionen auller der Pufferreaktion wurde eine schwache SRE-spezifische Re-
pression (um ca. 30 %) mit der RNA ohne Cap beobachtet. Die Zugabe von Me31B, Tral,
Belle und PABPC bewirkte keinen Unterschied im Ausmal} der Repression.

Das vollstiandige Cup scheint demnach unter den hier getesteten Bedingungen (vgl. Ab-
bildung 2.48) bevorzugt im Cap-abhingigen Repressionsmechanismus aktiv zu sein, wohin-
gegen das um die elF4E-Interaktionsregion verkiirzte Cup-Fragment auch geringfiigig Cap-
unabhingige Repression zeigte. Die Aktivitidt des DEE war nur in diesem Experiment (Ab-
bildung 2.49) deutlich geringer als zuvor beobachtet, wohingegen mit dem mittleren Cup-
Fragment wiederholt nur eine geringfiigige Repression auftrat. Die urspriingliche These, wie
die Cap-Unabhéngigkeit bewerkstelligt wird, basiert auf einer Polymerisierung des Me31B-
Tral-Heterodimers entlang der mRNA und einer damit einhergehenden Blockierung der As-
soziation bzw. des Voranschreitens von Ribosomen (Gotze et al., 2017). Dies konnte mit
den hier durchgefiihrten Experimenten nicht beobachtet werden, da die Reaktionen unab-

hingig vom zugefiihrten Me31B und Tral war.

99



- Ergebnisse und Diskussion -

3,0E+05

2,5E+05

2,0E+05

1,5E+05

1,0E+05

5,0E+04

0,0E+00 - ' -
SCMTPB SC DEE Puffer

mSRE+ mSREA

Translation [RLU/s] (norm. Puffer)

Reprimierte nLuc-SRE(+)-RNA [%]
SCMTPB SC DEE Puffer
25,2+0,8 367,22 33+9 0

Abbildung 2.49: Das mittlere Cup-Fragment fiihrt zu einer Cap-unabhéngigen Translationsrepression.
Die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) enthielten keine Cap-Struktur und wurden mit unter-
schiedlichen Kombinationen der Repressorproteine, DEE (40 % [v/v]) oder Translationspuffer vorinkubiert.
Dabei wurde hier das mittlere Cup-Fragment (Aminosauren 417-770) eingesetzt und die Proteinkonzentratio-
nen lagen bei ca. 20 nM. Nachfolgend wurde die vorinkubierte Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix mit
HSE (18 uL) zugegeben. Nach 30 Minuten Translation wurde die Luciferase-Aktivitdt durch Zugabe von
Nano-Glo® in RLU/s bestimmt. Unter den entsprechenden Balken ist angegeben, womit die Reporter-RNA
vorinkubiert wurde und wie hoch die SRE-spezifische Repression war. Die eingesetzten Repressorproteine
sind durch ihren entsprechenden Anfangsbuchstaben gekennzeichnet. Smaug — S; Cup (Mittleres Fragment) —
C; elF4E — E; Me31B —M; Tral - T.n=3.

Wabhrscheinlich werden Orthologe beider Proteine aus dem zellfreien Translationssystem
rekrutiert, wie bereits weiter oben diskutiert. Eine Rolle von anderen Repressionsmechanis-
men oder anderen unbekannten Repressorproteinen ist auch nicht abzuweisen, allerdings
enthélt die hier verwendete mRNA keine bekannten Bindestellen fiir piRNA oder miRNA
(Rouget et al., 2010), sodass zumindest die dazugehorigen Repressionsmechanismen wahr-

scheinlich keine Rolle spielen.

Um die Rolle von einem mdglichen Me31B-Ortholog aus dem HSE auf die Translationsre-
pression zu untersuchen, wurde die beschriebene Interaktionsdoméine (CHD — Cup-Homo-
logiedomine) im mittleren Cup-Fragment (Kamenska et al., 2014, 2016) deletiert (Abbil-
dung 2.50). Dazu wurde die Cap-enthaltende Reporter-RNA mit Smaug und entweder mit
vollstdndigem Cup oder dem mittleren Cup-Fragment oder der ACHD-Mutante inkubiert.

Dem Experiment ist zu entnehmen, dass fiir simtliche Kombinationen aus Smaug und Cup
eine SRE-spezifische Repression zu beobachten war und die Deletion der CHD nur zu einer

geringfligig niedrigeren Repression fiihrte.
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Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen fiir das humane Cup-Homolog 4E-T {iber-
ein, bei dem die Deletion der CHD ebenfalls zu einer kaum niedrigeren Repression fiihrt
(Kamenska et al., 2016). Hier konnte nur durch Deletion eines hochkonservierten Amino-
sauremotivs (Motiv I) vor der CHD in Kombination mit der CHD-Deletion eine deutliche
Reduktion der Repression beobachtet werden. Dabei spielt das Motiv I keine Rolle in der
Bindung vom Me31B-Ortholog DDX6, allerdings wird hier das Protein UNR gebunden,
welches eine wichtige Rolle in der Translationsrepression der D. melanogaster msl-2-
mRNA in Kombination mit dem Protein SXL (Sex-lethal) ausiibt (Abaza et al., 2006; Dun-
can et al., 2009). UNR wird tiber SXL rekrutiert und bindet gleichzeitig auch an PABPC,
wodurch es vermutlich die PABPC-Aktivitét so verdndert, dass eine Rekrutierung des ribo-
somalen 43S-Préinitiationskomplexes inhibiert wird, selbst wenn die closed-loop-Struktur
mit elF4G und elF4E noch vorliegt (Duncan et al., 2009). Aullerdem konnte fiir die ms/-2-
mRNA eine Assoziation mit dem Hrp48-Protein beobachtet werden, welches direkt an eine
Untereinheit des Initiationsfaktors elF3 bindet und damit in einem der Cap-Bindung nach-
folgenden Schritt die Translationsrepression reguliert (Szostak et al., 2018). Fiir den nanos-
Repressorkomplex wurde ebenfalls eine Blockierung der 43S-Assoziation beobachtet. Ne-
ben der Blockierung der ,,closed-loop “-Struktur durch Cup-4E konnte die Blockierung mog-
licherweise tiber einen dhnlichen Mechanismus wie bei der ms/-2-Repression ablaufen. Al-
lerdings konnte bei Verwendung einer Reporter-RNA mit interner ribosomaler Eintrittsstelle
(IRES) aus dem Cricket-Paralyis-Virus (CtPV) gezeigt werden, dass die eingefiligte nanos-
3°-UTR auch zu einer Translationsrepression (ca. 50 — 67 %) fiihrt (Jeske et al., 2011). Die

dort verwendete CrPV-IRES ist vom Typ I, sodass eine direkte Bindung der ribosomalen
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40S-Untereinheit oder des 80S-Ribosoms stattfinden kann (Y. Yang & Wang, 2019). Dem-
entsprechend wird hier vermutlich ein Schritt nach der 40S- oder 80S-Assoziation inhibiert.

Weiterhin konnte fiir die Translationsrepression der D. melanogaster oskar-mRNA, wel-
che ebenfalls die Assoziation mit Cup und Me31B beinhaltet, das Auftreten von zwei Re-
pressorkomplexen beobachtet werden, welche in einem Saccharosegradienten unterschied-
lich sedimentieren (Chekulaeva et al., 2006). Beide Komplexen zeigen dieselben Mengen
an Bruno und Me31B, jedoch ist Cup nahezu nur in dem schwereren Komplex enthalten.
Somit scheint hier Me31B wahrscheinlich unabhidngig von Cup zu der RNA rekrutiert zu
werden. Eine Untersuchung der physischen Interaktion zwischen Cup und Me31B gelang
mit den rekombinanten Proteinen bisher nicht, da diese unspezifisch an das entsprechende
Affinitidtschromatographiematerial banden. So konnte in der Hinsicht auch keine Aussage
iiber die Wirksamkeit der CHD-Deletion getroffen werden. Dementsprechend sollte in zu-
kiinftigen Experimenten die direkte Assoziation von Me31B mit Cup mit weiteren Protein-
Tags unter verschiedenen Bedingungen getestet werden. Falls moglich, sollten Fliegen-
stimme mit den entsprechenden Deletionen bzw. Mutationen in Cup im Hinblick auf die
Translationsrepression und die assoziierten Repressorproteine getestet werden. Nicht auszu-
schlieBen ist auch eine Wechselwirkung mit dem CCR4-NOT-Komplex, fiir den in dieser
Arbeit eine Interaktion mit Smaug, Cup und PABPC gezeigt werden konnte und fiir dessen
humanes Ortholog eine Interaktion mit DDX6 beschrieben ist, welche die ATPase-Aktivitit
von DDX6 stimuliert (Mathys et al., 2014). Weiterhin konnten Mathys et al. (2014) fiir das
humane DDX6 eine Stimulierung der Translationsrepression durch Bindung von NOT1 be-
obachten, welche unabhéngig von der Deadenylierungsaktivitét ist. Damit konnte eventuell
auch die ATP-Abhéngigkeit der Translationsrepression erklart werden (Jeske et al., 2011),
welche in den hier vorgestellten Experimenten nicht beobachtet werden konnte. Somit sollte
zukiinftig der rekonstituierte P CCR4-NOT auf eine Funktion in der Translationsrepression

untersucht werden.

2.3.2.4 Der Repressorkomplex wird im E. coli-Translationssystem umgangen

Keiner der hier getesteten eukaryotischen Translationsextrakte (HSE, SfE, S2E) ermdglichte
eine Untersuchung der Abhédngigkeit von Me31B und Tral, weil vermutlich bereits sétti-
gende Konzentrationen an Orthologen von Me31B und Tral vorhanden waren. Demnach
wurde ein prokaryotisches Translationssystem aus E. coli etabliert, welches keine entspre-

chenden Orthologe enthélt und die Translation von exogen zugefiihrter mRNA ermoglicht.
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Dazu wurden Translationsextrakte aus RNaseE-defizienten E. coli-Zellen hergestellt, da die
herkommlichen Zellstimme zur Proteinexpression (BL21(DE3), Rosetta™) zu hohe Men-
gen an RNasen aufweisen und dadurch sidmtliche zugesetzte mRNA in kiirzester Zeit ver-
dauen (Daten nicht gezeigt). Als Reporter-RNA wurde die nLuc-SRE(+) oder nLuc-SRE(A)-
RNA um eine Ribosomenbindestelle upstream zum nLuc-ORF ergédnzt. Weiterhin enthielten
die RNAs eine Cap-Struktur und einen internen poly(A)-Schwanz. Obwohl diese Strukturen
fiir eine prokaryotische Translation nicht notwendig sind und im Falle des Poly(A)-Schwan-
zes sogar negativ sein konnen (Hajnsdorf & Kaberdin, 2018), wurden sie dennoch eingefiigt,
um denselben vorgeformten Repressorkomplex sowohl in der Translationsreaktion mit DEE

als auch mit E. coli-Extrakt (Star12E) zu untersuchen (Abbildung 2.51).

4,0E+05 Abbildung 2.51: Keine Repression im E.coli-Ex-
. 3,5E+05 trakt.
S S0E+05 Die RBS-nLuc-SRE(+)- oder RBS-nLuc-SRE(A)-RNA
% 2,5E+05 (je 1 nM) wurden mit DEE (40 % [v/v]) oder Translati-
-% 2,0E+05 onspuffer vorinkubiert. Nachfolgend wurde die vorin-
é 1 zE:gz kubierte Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix mit
SIS DEE oder Star12E (je 18 pL) zugegeben. Nach 30 Mi-
5.0E+04 . nuten Translation bei 27 °C wurde die Luciferase-Akti-
0.0E+00 _((/- « © « vitit durch Zugabe von Nano-Glo® bestimmt. Unter den
) \QOQ’ \,Z;\'Q' ] \(\O((’ @,\m entsprechenden Balken ist angegeben womit die Repor-
O@‘O ((;\(\% \g\e‘ {\(\% ter-RNA vorinkubiert wurde und in welchem Extrakt
o(o < Q\&{\Q’ sie translatiert wurde. n = 3.
BSRE+ BSREA
Reprimierte nLuc-SRE(+)-RNA [%]
DEE DEE Puffer Puffer
(DEE) (Star12E) (DEE) (Star12E)
88,2+1,0 42+14 73,1+2,0 -1,8 £ 13,7

Hier ist zu sehen, dass die mit DEE vorinkubierte SRE-haltige Reporter-RNA im DEE als
Translationssystem nahezu vollstindig reprimiert vorlag (88,2 %), wohingegen dieselbe vo-
rinkubierte RNA im Star12E keinerlei SRE-spezifische Repression aufwies. Die beiden Puf-
ferkontrollen mit der SRE(A)-RNA zeigten nahezu identische Translationsaktivitdten und
der Star12E zeigte keine basale SRE-spezifische Aktivitit.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass in einem E. coli-Translationssystem, welches unab-
hingig von der Cap- und Poly(A)-Struktur ist, keinerlei SRE-spezifische Repression ge-
schieht. In den von Gotze et al. (2017) und Jeske et al. (2011) publizierten Experimenten ist
ein duBerst stabiler Repressorkomplex beschrieben, welcher in einer mutmafBlichen Umhiil-
lung der mRNA mit Me31B und Tral sowie einer daraus einhergehenden Blockierung der

Assoziation mit Ribosomen begriindet liegt. Von diesem Standpunkt aus wire zu erwarten,
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dass dieser umbhiillte Komplex auch in E. coli weiterhin die Ribosomenassoziation verhin-
dern sollte. Die Umgehung des Repressorkomplexes ldsst vermuten, dass entweder keine
stabile Umbhiillung der mRNA vorliegt oder die Umhiillung durch die Translationsmaschi-
nerie in E. coli aufgelost wird. Moglicherweise wird die Cap-unabhidngige Repression im
DEE auch von einem zusétzlichen unbekannten Mechanismus gesteuert. Die Translations-
bedingungen sind, mit Ausnahme der erhohten Konzentration an Magnesium (16,5 mM)
und der Zugabe von GTP, nahezu identisch zur Translation im DEE, sodass diese vermutlich
nicht fiir die Aufthebung der Repression verantwortlich sind. Magnesium-lonen hatten in
einer Titration bis 8 mM keinen negativen oder positiven Einfluss auf die Repression mit
rekombinanten Proteinen (Daten nicht gezeigt). Eine andere Erkldrung fiir die Authebung
der Repression konnte mdglicherweise in der leicht erhohten Stabilitdt gegeniiber Abbau
durch RNasen fiir die SRE(+)-RNA vorliegen (Gé6tze et al., 2017). Um die Stabilitdt zu be-
urteilen, konnte die Reporter-RNA nach der Translation im Star12E extrahiert werden und

direkt in einem nachfolgenden Translationsassay, z.B. in HSE, eingesetzt werden.

2.3.2.5 Die Umhullung der nos-mRNA durch Me31B und Tral.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit die These einer Umhiillung der mRNA durch Me31B und
Tral nicht vollstdndig belegt oder widerlegt werden. Ein zukiinftiger Ansatzpunkt konnte
z.B. die Betrachtung des Repressorkomplexes in der Kryoelektronenmikroskopie (Kryo-
EM) sein. Hier wurden fiir den auf der nLuc-SRE(+)-RNA rekonstituierten Komplex, mit
allen sieben rekombinanten Repressorproteinen, bisher keine verwertbaren Partikel beo-
bachtet (Daten nicht gezeigt). Auch die Auftrennung der nativen Repressorkomplexe im
DEE iiber eine GroBenausschlusschromatographie und nachfolgende Betrachtung mittels
Kryo-EM zeigte z.B. keine zirkuldren Partikel, die dem ,,closed-loop “-Modell aus Smaug-
Cup-4E entspréachen, oder umbhiillte Partikel (Me31B-Tral). Jedoch waren die jeweiligen Re-
pressorproteine einer MS-Analyse zufolge die abundantesten Proteine in den untersuchten
Fraktionen. Dementsprechend wird zurzeit versucht die nativen Komplexe aus DEE in aus-
reichenden Mengen zu isolieren. Dazu wird zum einen direkt Smaug immobilisiert, indem
DEE aus einem Fliegenstamm, der FLAG-Smaug exprimiert, eingesetzt wird. Zum anderen
wird eine biotinylierte SRE-haltige RNA mit DEE inkubiert, um den darauf gebildeten Re-

pressorkomplex durch einem nachfolgenden Streptavidin-Pulldown zu isolieren.
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3. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Deadenylierung von SRE-haltigen RNAs durch
den Drosophila-CCR4-NOT-Komplex in vitro rekonstituiert. Dafiir wurden der vollstin-
dige, aus acht Untereinheiten bestehende CCR4-NOT-Komplex sowie kleinere Varianten
des Komplexes aufgereinigt. Die eingesetzten SREs sind stem-loops, die durch das Protein
Smaug gebunden werden, welches wiederum andere Repressorproteine zur mRNA rekru-
tiert. Dementsprechend wurden neben Smaug auch die anderen sechs potenziellen Repres-
sorproteine (vgl. Abbildung 1.6 und Goétze et al., (2017)) der SRE-haltigen nanos-mRNA
rekombinant hergestellt und isoliert: Cup, Me31B, Trailer hitch, Belle, eI[F4E und PABPC.
Eine Kombination aus Smaug und dem hexameren P®CCR4-NOTwi, welchem der N-ter-
minale Bereich von NOT1 sowie NOT10/11 fehlten, reichte aus, um eine prozessive SRE-
spezifische Deadenylierung zu bewirken. Im Gegensatz dazu zeigten die P"CCR4-NOT-
Komplexe in Abwesenheit von Smaug nur eine iiberwiegend distributive basale, also SRE-
unabhingige Deadenylierungsaktivitidt. Die basale Aktivitdt war nur fiir das CCR4-Cafl-
Hetereodimer ca. um den Faktor fiinf kleiner, als mit den groBeren Komplexen beobachtet.
Dies wurde auch fiir die humanen und Hefe-Komplexe berichtet (Raisch et al., 2019; Stowell
et al., 2016).

Neben Smaug fiihrte von den sieben Repressorproteinen nur Cup zu einer dhnlichen Sti-
mulierung der Deadenylierung, die auch parallel zu der Smaug-abhéngigen Deadenylierung
stattfinden konnte. Fiir Cup scheint die Bindung von RNA und die Interaktion mit dem
CCR4-NOT-Komplex iiber das gesamte Protein verteilt zu sein, was {iberwiegend mit den
tethering-Experimenten in S2-Zellen {ibereinstimmt (Igreja & Izaurralde, 2011). Von den
verbleibenden fiinf Repressorproteinen zeigte nur PABPC eine nach Literaturberichten zu
erwartende Stimulierung der Deadenylierung, welche allerdings deutlich schwécher war, als
die fiir Smaug und Cup beobachtete. PABPC beeintrachtigte die Smaug- und SRE-abhin-
gige Deadenylierung nicht. Sowohl fiir die basale als auch die durch Smaug stimulierte Dea-
denylierung konnte gezeigt werden, dass die beiden Ribonukleasen, CCR4 und Cafl, zur
Reaktion beitrugen und in ihrer Aktivitét partiell voneinander abhéngig waren.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit also gezeigt werden, dass der Drosophila-CCR4-NOT-
Komplex durch Smaug und Cup zu mRNAs rekrutiert werden kann und dort prozessiv

agiert. Weiterhin konnte die Smaug-abhingige Deadenylierung auf Ebene der Smaug-RNA-
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Bindung durch hohe Konzentrationen von Oskar blockiert werden. Dies wird vermutlich
iiber die Interaktion zwischen der RNA-Bindedoméne von Smaug mit Oskar erreicht (Da-
hanukar et al., 1999). So konnte die Translation der nanos-mRNA am posterioren Pol aktiv

bleiben.

AulBlerdem wurden in dieser Arbeit Translationssysteme etabliert, welche die Untersuchung
einer SRE-spezifischen Translationsrepression ermdglichten. Dafiir wurden zellfreie Trans-
lationsextrakte aus Insektenzellen hergestellt, welche keine SRE-spezifische Repression auf-
wiesen. Mit Hilfe dieser Extrakte konnte gezeigt werden, dass fiir eine stabile SRE-spezifi-
sche Repression mindestens Smaug und Cup bendtigt werden. Dabei bestimmt die Bindung
von Smaug an die SRE-RNA wahrscheinlich die Geschwindigkeit der Bildung des Repres-
sorkomplexes (Jeske et al., 2011). Ein Zusatz der weiteren fiinf Repressorproteine fiihrte
nicht zu einer Steigerung der Translationsrepression. Vermutlich konnen diese konservierten
und ubiquitdr vorkommenden Proteine aus dem Insektenzellextrakt rekrutiert werden. Daher
konnte in dieser Arbeit die Frage, auf welchem Mechanismus die Cap-unabhéngige Trans-

lationsrepression beruht, nicht beantwortet werden.
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4. Material und Methoden

4.1 Chemikalien

Generell wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von der Firma Merck bezo-

gen. Ausnahmen sind in der folgenden Tabelle 4.1 gelistet.

Tabelle 4.1: Liste eingesetzter Chemikalien.

Grund- und Feinchemikalien

Chemikalie: Hersteller:
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF) AppliChem
2-Propanol (Isopropanol), > 99,8 %, p.a. Roth
a-Lactose Monohydrat Roth
Acrylamid-Ldsung 30 % (Rotiphorese® A) Roth
Acrylamid:Bisacrylamid-Losung 30 % (37,5:1) Serva
Acrylamid:Bisacrylamid-Lésung 40 % (19:1) Serva
Agar-Agar, Kobe 1, fiir die Mikrobiologie Roth
Agarose, UltraPure Invitrogen
Ampicillin, Natriumsalz, 99 % Roth

-Mercaptoethanol
Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V, methyliert

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Bromphenolblau Natriumsalz Roth
Coomassie® Brilliant Blue G 250 Serva
D(+)-Glucose Roth
Diethylpyrocarbonat (DEPC), 97 % Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Gerbu
Essigsaure, 100 %, p.a. Roth

Ethanol, > 99,8 % Diagonal
FLAG-Peptid, Lyophilisat Sigma-Aldrich
Formamid, deionisiert Roth
FuGENE® HD Transfektionsreagenz Promega

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.1

Chemikalie:

Gelatine, aus der Haut von Kaltwasserfischen
Gentamycinsulfat, fiir die Biochemie

Glycerin, > 99,5 %, p.a.

Harnstoff (UREA), > 99,5 %, p.a.
Hefe-tRNA
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycinsulfat

Kreatinphosphat, Dinatriumsalz

Leupeptin

Methanol, > 99%

Nano-Glo® (Furimazin)

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhypochlorit (12 %-Lsg.)
Nonidet™ P-40 (NP-40)

PageRuler™ prestained protein ladder
PageRuler™ unstained protein ladder
Pepstatin

Phenol, Roti®-Phenol (TE-gesittigt)
Phenol, Roti®-Aqua-Phenol (Wasser-gesittigt)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), > 99 %
Roti®-Quant Bradford-Reagenz
Spectinomycin-dihydrochlorid-pentahydrat
T4-DNA-Ligase Reaktionspuffer (10x)
Tetracyclin-hydrochlorid, 96 %
Transkriptionspuffer (10 x)
Trypanblau-Lsg., 0,4 % in PBS
Xylencyanol

X-Gal

Hersteller:

Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roche

Peglab

Roth
Sigma-Aldrich
Roche

Roth

Promega

Roth

Serva

Roth
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roche

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
NEB
Calbiochem
NEB

BioRad

Roth

Peqlab

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.1

Nukleotide und Nukleinsduren

Chemikalie:

[a-32P]-UTP

3’-O-Methyl-m7G(5”)ppp(5°)G Anti-Revers-Cap-Analogon

6-FAM-7mer-A20

6-FAM-ApG Cap-Analogon (Produktion eingestellt)

Ursprung:

Perkin Elmer
Jena Bioscience
Raisch et al., (2019)

Iba Lifescience

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dANTPs) NEB
Ribonukleosidtriphosphate (NTPs) NEB

Enzyme
Chemikalie: Hersteller/Herkunfi:
Calf intestinal phosphatase (CIP) Roche
DNase I (RNase-frei; 1 U/uL) Roche

Kreatinkinase (10 g/l) Sigma-Aldrich
GST-PreScission™-Protease Dr. Claudia Temme
Restriktionsendonukleasen und Reaktionspuffer NEB
RNase-Inhibitor (40 U/ul), Murin NEB
SUMO-Protease (Ulpl) Dr. Bodo Moritz
T3-RNA-Polymerase (50 U/ul) NEB
T4-DNA-Ligase (400 U/ul) NEB
T7-RNA-Polymerase (50 U/ul) NEB
Chromatographiematerial und Séiulen
Material: Hersteller:
Amylose-Matrix NEB
Anti-FLAG M2 Affinititsgel (anti-FLAG-Agarose) Sigma-Aldrich
Glutathion(GSH)-Sepharose™ 4B Cytiva
Hydroxylapatit-Chromatographiesaule BioRad
Mono Q® 5/50 Anionenaustauschsiule, 1 ml Cytiva
Mono S® 5/50 Kationenaustauschsiule, 1 ml Cytiva
Ni-NTA-Agarose Qiagen

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.1

Material: Hersteller:
Superose® 6 10/300, GroBenausschlusschromat., 24 ml Cytiva
Superose® 6 3.2/300, GroBenausschlusschromat., 2,4 ml Cytiva
Molekularbiologische Kits
Kit: Hersteller:
Monarch® DNA-Gelextraktions-Kit NEB
Nano-Glo® Luciferase-Assay-System Promega
Zymoclean Gel-DNA recovery kit Zymoclean

4.2 Gerate und Software

Tabelle 4.2: Lister der speziellen Gerite und Software.

Geriite

Gerdt:

AKTA pure, FPLC-System
AKTA purifier, FPLC-System

Automatischer Zellzdhler TC20
Tank-Blotter fiir Western-Blots

Brutschrinke

Durchlichtmikroskop Axiovert 25
Elektroporationsgerit zur Transformation Eporator
Fluoreszenz- und Autoradiographie-Imager Typhoon 9200
Kiihlzentrifuge Avanti JXN-30

Odyssey DLx

Schiittelinkubatoren fiir die Zellkultur

Sonifikator, Branson Sonifier 250
Spektrophotometer U-3000

Szintillationszéhler Tri-Carb 2100TR

TriStar> Multiplatten-Reader

Hersteller:

Cytiva
Cytiva
BioRad
OWL

Heraeus Instrument
Zeiss
Eppendorf
Cytiva
Beckmann
LI-COR
Infor
Branson
Hitachi
Packard
Berthold

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.2

Software
Software: Entwickler:
Excel Microsoft
FiJi bzw. Imagel Schindelin et al., 2012
GIMP The GIMP Team
ICE Research Berthold
Image Studio™ LI-COR
PowerPoint Microsoft
SnapGene GSL Biotech
Unicorn (AKTA) Cytiva

4.3 DNA-Konstrukte

4.3.1 DNA-Plasmide

Alle nachfolgenden Expressionsplasmide enthalten kodierende Sequenzen fiir Proteine aus
D. melanogaster. Die Expressionplasmide mit dem pFastBacl-, pFBDM- oder pFL-Vektor-
grundgeriist wurden fiir die Generierung von Bacmiden und Baculoviren verwendet, wohin-

gegen alle anderen direkt fiir die Expression in E. coli eingesetzt wurden.

Tabelle 4.3: Expressions- und Transkriptionsplasmide.

Expressionsplasmide

Plasmid: Kodierte ORFs: Ursprung:

pET28a-Hiss-MBP-CCR4 Hiss-MBP-CCR4 diese Arbeit
pET28a-Hiss-PABPC Hise-T7-PABPC diese Arbeit
pET28a-Hise-Tral-Hisg Hise-T7-Tral-Hisg diese Arbeit
pET28a-MBP-Hisg-NOT 1 mini MBP-Hisg-NOT 1mmi diese Arbeit
pETDuet-1-Caf40-FLAG Caf40-FLAG diese Arbeit
pETDuet-1-Hiss-MBP-NOT10 Hiss-MBP-NOT10 diese Arbeit

Fortsetzung auf folgender Seite

111



- Material und Methoden -

Fortsetzung von Tabelle 2.3

Plasmid.:

pETDuet-1-Hise-NOT11 Hisg-MBP-

NOTI10

pETDuet-1-MBP-Hisg-NOT1_Caf40-

FLAG
pETSUMOadapt-elF4E-1

pFastBacl-Hiss-Belle

pFastBacl-GST-Me31B

pFastBacl-Tral-Hisg

pFastBac-Dual-CCR4VT-FLAG_Hiss-

Caf1WV?t
pFBDM-Caf40-FLAG
pFBDM-Caf40
pFBDM-CCR4VYT-FLAG
pFBDM- CCR4MUT_.FLAG

pFBDM- CCR4YT-FLAG _Hiss-
CafMUT

pFBDM- DmCCR4MUT-FLAG_Hi83-
CafIVT

pFBDM- CCR4MUT_.FLAG_Hiss-
CafMUT

pFBDM-Cup-FLAG
pFBDM-Hiss-AN-MBP-CupNM
pFBDM-Hiss-AN-MBP-CupMC
pFBDM-Hiss-AN-MBP-CupN
pFBDM-Hiss-AN-MBP-CupM

Kodierte ORFs:

Hiss-NOT11_ Hisg-MBP-

NOTI10

MBP-Hiss-NOT1_Caf40-

FLAG
Hiss-SUMO-elF4E

Hisg-Belle

GST-Me31B

Tral-Hisg

CCR4WT-FLAG_Hng-
CafIVT

Caf40-FLAG
Caf40
CCR4-FLAG
CCR4AMVT_FLAG

CCR4VT-FLAG_Hiss-
CafMUT

CCR4MUT-FLAG_Hng—
CafIVT

CCR4MUYT.FLAG Hiss-
CafMUT

Cup-FLAG
Hiss-AN-MBP-CupNM
Hiss-AN-MBP-CupMC
Hiss-AN-MBP-CupN
Hiss-AN-MBP-CupM

Ursprung:

diese Arbeit

diese Arbeit
(Pekovic, 2016)

Dr. Christiane

Rammelt

Dr. Christiane

Rammelt

Dr. Christiane

Rammelt

Dr. Christiane

Rammelt

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.3

Plasmid.: Kodierte ORFs:

pFBDM-Hisg-AN-MBP-CupC Hisg-AN-MBP-CupC

pFBDM-Hisg-MBP-Cup Hiss-MBP-Cup
pFBDM-Hisg-NOT2 Hiss-NOT2

pFBDM-Hisg-NOT2 Hisg-NOT 1mini Hisg-NOT2 Hiss-

NOT Imin
pFBDM-Hisg-NOT2 MBP-Hiss- Hisg-NOT2 MBP-Hiss-
NOT Immi NOT Immi
pFBDM-Hisg-NOT2 NOT1mmi ext Hisg-NOT2 NOT MmNt xt
pFBDM-Hiss-NOT2_NOT1pg Hiss-NOT2 NOTI1pg
pFBDM-Hiss-NOT2_NOTl1pc Hiss-NOT2 NOTIpc
pFBDM-Hisg-NOT3 Caf40-FLAG Hiss-NOT3_Caf40-FLAG
pFBDM-MBP-CupNM MBP-CupNM
pFBDM-MBP-CupMC MBP-CupMC
pFBDM-MBP-CupN MBP-CupN
pFBDM-MBP-CupM MBP-CupM
pFBDM-MBP-CupC MBP-CupC
pFBDM-Smaug-FLAG Smaug-FLAG

pFL-Hisg-Cup_elF4E-1

Hiss-Cup_elF4E

pGex6p1-PABPC GST-PABPC
pnEA-NOTI11 NOT11
pnEK-Hisg-Cup Hiss-Cup
pnEK-Hisg-CupM Hisg-CupM

pnEK-Hisg-CupM(ACHD)
pnEK-Hisg-MBP-NOT10

Hiss-CupM(ACHD)
Hiss-MBP-NOT10

Ursprung:
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Dr. Fulvia Bono
diese Arbeit

Bawankar et al.,
(2013)

Dr. Fulvia Bono
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.3

Plasmid.: Kodierte ORFs: Ursprung:

pnYC-MBP MBP Dr. Eugene
Valkov

pnYC-MBP-NOT10 MBP-NOT10 Bawankar et al.,
(2013)

pRSFDuet-1-FLAG-NOT2Mmini_Hiss- FLAG-NOT2mini_Hiss-

NOT3mint NOT3mint diese Arbeit

pRSF-His¢-CCR4 Cafl-FLAG Hiss-CCR4_Cafl-FLAG diese Arbeit

Transkriptionsplasmide

Plasmid: Kodierte ORFs: Ursprung:
pBSK-nLuc-BREWT nLuc-BREVT-RNA diese Arbeit
pBSK-nLuc-BREMUT nLuc-BREMUT-RNA diese Arbeit
pBSK-nLuc-2xBoxB nLuc-2xBoxB-A70-RNA  diese Arbeit
pBSK-nLuc-SREWT nLuc-SREVT-RNA bzw. Kluge et al.,
nLuc-SRE(+)-RNA (2020)

pBSK-nLuc-SRE*

nLuc-SRE*-RNA

Dr. Christiane

Rammelt
pBSK-SREonlyWT SREWT-A70-RNA Jeske et al.,
(2006)
pBSK-SREonlyMUT SREMVUT_A70-RNA Jeske et al.,
(2006)
pBSK-TCEWT TCEWT-A70-RNA Jeske et al.,
(2006)
pBSK-TCEMYT TCEMVUT-A70-RNA Jeske et al.,
(2006)
pET28a-nLuc-SREWVT RBS-nLuc-SREWT-RNA  diese Arbeit
pET28a-nLuc-SREMUT RBS-nLuc-SREMVT.RNA  diese Arbeit
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4.4 Proteine

4.4.1 Antikorper
Fiir Western-Blot-Analysen wurden die priméren Antikérper in TBST-Puffer mit 1,5 % Ge-

latine verdiinnt. Die Detektion erfolgte mittels fluoreszenzmarkierter sekundérer Antikorper,
welche in TBST-Puffer verdiinnt wurden. Die entsprechenden Antikdrper und ihre Verdiin-

nungen sind in Tabelle 4.4 angegeben.

Tabelle 4.4: Priméire und sekundire Antikorper.

Antikorper
Primdrer Antikorper: Verdiinnung Ursprung:
a-Belle, Kaninchen 1:1000 Gotze et al., (2017)
a-Cafl, Kaninchen 1:1000 Temme et al., (2004)
a-CCR4, Kaninchen 1:1000 Temme et al., (2004)
a-Cup, Kaninchen 1:5000 diese Arbeit
o-e¢IF4E-1, Ratte 1:500 diese Arbeit
a-Me31B, Kaninchen 1:1000 Gotze et al., (2017)
a-NOT1 (EG314), Kaninchen 1:1000 Temme et al., (2010)
a-NOT?2, Kaninchen 1:1000 Temme et al., (2004)
a-NOT3, Kaninchen 1:1000 Jeske et al., (2006)
o-PABPC, Kaninchen 1:5000 Dr. Matthias Hentze
a-Smaug, Kaninchen 1:500 Dr. Bodo Moritz
a-Tral, Ratte 1:1000 Gotze et al., (2017)
Sekunddrer Antikorper: Verdiinnung Ursprung
a-Kaninchen, IRDye 800CW (Esel) 1:15.000 LI-COR
a-Maus, IRDye 800CW (Ziege) 1:15.000 LI-COR

a-Ratte, IRDye 800CW (Ziege) 1:15.000 LI-COR
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4.4.2 Rekombinante Proteine

Tabelle 4.5: Eingesetzte Proteinpriparationen.

Proteinpriparationen

Protein:

Bruno (- Hiss-MBP)
PmCCR4-Cafl
PmCCR4-NOTruLL
PmCCR4-NOTwmm
PmCCR4-NOTwmiNt EXT
PmCCR4-NOTpg
PmCCR4-NOTpc
HsCCR4-Cafl
HSCCR4-NOTcore
HSCCR4-NOTruLL
HSCCR4-NOTwmmi
Cup-FLAG

elF4E (- SUMO-Tag)
Hisg-Belle

Hiss-Cup + elF4E
Hisg-CupM
Hiss-CupM(ACHD)
Hisg-AN-MBP-CupNM
Hisg-AN-MBP-CupMC
Hisg-AN-MBP-CupN
Hisg-AN-MBP-CupM
Hisg-AN-MBP-CupC
Hiss-T7-PABPC
Hise-T7-Tral-Hisg
MBP-CupNM
MBP-CupMC

Expression:

E. coli BL21-Star™

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

E. coli Rosetta™(DE3)
Sf21

Sf21

E. coli BL21(DE3)-Star™
E. coli BL21(DE3)-Star™
Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

Sf21

E. coli BL21(DE3)-Star™
E. coli BL21(DE3)-Star™
Sf21

Sf21

Ursprung:

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Raisch et al., (2019)
Raisch et al., (2019)
Raisch et al., (2019)
Raisch et al., (2019)

diese Arbeit

(Pekovic, 2016)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 2.5

Protein:

MBP-CupN
MBP-CupM
MBP-CupC

Me31B (- GST-Tag)
Tral-Hisg
Smaug-FLAG

Expression: Ursprung:

Sf21 diese Arbeit
Sf21 diese Arbeit
Sf21 diese Arbeit
Sf21 diese Arbeit
Sf21 diese Arbeit
Sf21 diese Arbeit

4.5 Zellstamme und Zellkultur

4.5.1 Bakterienstimme

BL21(DE3)-Star™

DH10B

DH10MultiBac

Rosetta™(DE3)

T7-Promotor-basierter Expressionsstamm. Erhéhung der
mRNA-Stabilitdt durch Mutation im Gen RNaseE (rnel31).
Genotyp: E. coli, F-,ompT, hsdSg, (r8~, mg"), gal, dcm,
rnel31, (DE3)

Stamm zur Amplifikation von Plasmiden.

Genotyp: E. coli, F-,mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
080/lacZAM15, AlacX74, recAl, endAl, araD139, A(ara-
leu)7697, galU, galK, X rpsL, (Str?), nupG

Stamm enthéilt das MulitBac-Bacmid, in welches die Trans-
fervektoren (pFBDM etc.) integriert werden (Bieniossek et
al., 2012).

Genotyp: E. coli, F,mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
©80/lacZAMI15, AlacX74, recAl, endAl, araD139, A(ara-
leu)7697, galU, galK, X rpsL, (Str?), nupG, pMON14272,
pMON7124

T7-Promotor-basierter Expressionsstamm mit seltenen Ko-
dons.

Genotyp: E. coli, ¥, ompT, hsdSs, (r8 mp"), gal, dcm, (DE3),
pRARE, (CamR)
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Offiziell: BTI-TN-5B1-4. Zelllinie aus den Ovarien von
Trichoplusia ni zur Expression von rekombinanten Proteinen
(Wickham et al., 1992).

Zelllinie eines spaten Stadiums (20 — 24 h) von D. melanogas-
ter Embryonen (Schneider, 1972).

Offiziell: IPLB-Sf21-AE. Zelllinie aus den Ovarien von Spo-
doptera frugiperda zur Amplifikation von Baculoviren und

Expression von rekombinanten Proteinen (Vaughn et al.,
1977).

4.5.3 Spezielle Nahrmedien

5052xAutoinduktion

ExCell 420 SFM

Schneider’s Drosophila
Medium

LB-Medium mit Zugabe von: a-Lactose (0,2 %), Glucose
(0,05 %), Glycerin (0,5 %), MgSO4 (2 mM) (Studier, 2005)

Medium zur Kultivierung von Sf21- und High-Five-Zellen.
Serumfrei, mit L-Glutamin, Hersteller: Sigma-Aldrich.

Medium zur Kultivierung von S2-Zellen. Mit L-Glutamin und
Natriumhydrogencarbonat. Hersteller: Thermo Fisher.
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46 Methoden

Biochemische und molekularbiologische Standardmethoden wurden nach (Sambrook &
Russell, 2001) durchgefiihrt. Spezielle Methoden dieser Arbeit werden im nachfolgenden
aufgefiihrt.

4.6.1 Mikrobiologische Methoden

4.6.1.1 Autoinduktion in E. coli zur Proteinexpression

Fiir die Uberexpression von rekombinanten Proteinen in E. coli wurden Stimme mit dem
Lambda DE3-Prophagen verwendet, welcher das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter der
Kontrolle des lacUV5-Promotor enthélt. Da die Expression des Zielproteins unter der Kon-
trolle des T7-Promoters und lac-Operons steht, kann hiermit durch Zugabe von IPTG oder
a-Lactose die Expression reguliert werden. Fiir Proteine, die zur Aggregation neigen, wurde
die Expression durch Zugabe von a-Lactose in Form eines Autoinduktionsmediums initiiert
(Studier, 2005). Das Autoinduktionsmedium enthilt neben der a-Lactose auch Glucose, wel-
che das lac-Operon inhibiert und bevorzugt metabolisiert wird. Dadurch wird zu Beginn der
Zugabe des Autoinduktionsmediums hauptsichlich die Glucose aufgebraucht und erst mit
sinkenden Glucose-Konzentrationen wird allméhlich die a-Lactose metabolisiert. Dies ge-
wihrleistet eine langsame kontinuierliche Induktion im Vergleich zu der rapiden sehr star-
ken Induktion mit IPTG. Hiermit soll vor allem die korrekte Faltung der Proteine in E. coli
begiinstigt werden. AuBBerdem wirkt die rapide Proteinexpression durch IPTG inhibitorisch
auf das Zellwachstum, sodass mit der Autoinduktion hohere Zelldichten und damit auch

Zellmassen erreicht werden.
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4.6.2 Molekularbiologische Methoden

Die DNA-Sequenzen der in dieser Arbeit erzeugten Plasmide wurden mittels Sanger-Se-

quenzierung (durchgefiihrt von Eurofins Genomics) {iberpriift.

4.6.2.1 Klonierung der P"CCR4-NOT-Komplexe

Zur Klonierung der verschiedenen P"CCR4-NOT-Subkomplexe wurden siamtliche ORFs
mit Ausnahme von NOT10 und NOT11 aus D. melanogaster cDNA isoliert. Den einzelnen
Proteinen der Komplexe wurde mittels PCR ein Protein-Tag angefiigt: fiir NOT 1mimni (Ami-
nosduren 1147 — 2505), NOT2, NOT3 und Cafl ein N-terminaler Hisg-Tag und fiir CCR4
sowie Caf40 ein C-terminaler FLAG-tag. Hiss-NOT2 wurde in den pFBDM-Vektor zwi-
schen die Nhel- und Kpnl-Schnittstellen eingefiigt, worauthin Hiss-NOT Immi in das resul-
tierende pFBDM-Hisg-NOT2-Plasmid zwischen die HindIII- und Xbal-Schnittstellen einge-
fligt wurde.

Dieses pFBDM-Hisg-NOT2 Hisg-NOT 1mini-Plasmid war die Grundlage fiir die Herstel-
lung der ldngeren Varianten von NOT1, welche allerdings keinen N-terminalen Hisg-Tag
mehr aufweisen. Dazu wurden zwischen die Xbal- und Agel-Schnittstellen in dem
NOT1mmi-Plasmid die folgenden ldngeren Varianten von NOT1 eingefiigt bis das vollstdn-
dige NOTI1 erreicht wurde: Avrll NOTIwmin ext_Agel (Aminosduren 878-1570);
Xbal NOTl1pg_Agel (Aminosduren 288-1570); Xbal NOT1pc_Agel (Aminosduren 1-1570).

Weiterhin wurde Caf40-FLAG zwischen die EcoRI[- und Xbal-Schnittstellen des
pFBDM-Vektors eingefiigt. Hiss-NOT3 wurde in das pFBDM-Caf40-FLAG-Plasmid zwi-
schen die Schnittstellen von Smal und Kpnl integriert, was zum pFBDM-Caf40-
FLAG Hisg-NOT3-Plasmid fiihrte.

Das Modul aus beiden Ribonukleasen wurde in ein Plasmid gebracht. Dazu wurde CCR4-
FLAG zwischen die Xhol- und Kpnl-Schnittstellen vom pFastBac-Dual-Vektor ligiert und
Hisg-Cafl zwischen die BamHI- und Xbal-Schnittstellen des resultierenden pFastBac-Dual-
CCR4-FLAG-Plasmids eingefiigt, woraus das pFastBac-Dual-CCR4-FLAG_ Hisg-Cafl-
Plasmid entstand. Fiir die Generierung der Ribonuklease-Mutanten wurden mittels overlap-
extension-PCR Punktmutationen in CCR4 (412D/414N zu Alanin) und Cafl (53D/55E zu
Alanin) eingefligt (Temme et al., 2010). Zur Assemblierung der Wildtyp/Mutanten-Kombi-
nationen wurde entweder CCR4VT-FLAG oder CCR4MUT-FLAG zwischen die BamHI- und
Xbal-Schnittstelle vom pFBDM-Vektor ligiert. Nachfolgend wurde entweder Hisg-CaflVT

120



- Material und Methoden -

oder Hisg-CaflMUT in die entsprechenden Plasmide pFBDM-CCR4WVT-FLAG oder pFBDM-
CCR4AMYT.FLAG zwischen die BamHI- und Xbal-Schnittstellen integriert.

NOT10 wurde aus dem pnYC-MBP-NOT10 mit Kpnl und Nhel geschnitten und zwi-
schen die Schnittstellen von Kpnl und Avrll im pnEK-Hisg-MBP-Cup-Plamid (vgl. Ab-
schnitt 4.6.2.2) eingefligt, wobei Cup durch NOT10 ausgetauscht wurde. Dadurch wurde ein
N-terminaler Hiss-MBP-Tag mit nachfolgender PreScission-Spaltstelle an NOT10 angefiigt.
Das pnEK-Hissg-MBP-NOT10-Plasmid wurde mit Bg/l/l und Xbal geschnitten und das Rest-
riktionsfragment zwischen die BgllI- und Avrll-Schnittstellen vom pETDuet-1-Vektor, hin-
ter den zweiten T7-Promotor, kloniert. Das resultierende pETDuet-1-Hisg-MBP-NOT10-
Plasmid wurde hinter dem ersten T7-Promotor mit Sall und Bglll geschnitten, um ein
Xhol NOT11_ BamHI-Restriktionsfragment, aus dem pnEA-NOTI10-Plasmid, zwischen
diese Schnittstellen zu integrieren, sodass auch gleichzeitig ein N-terminaler His¢-Tag an
NOTI11 fusioniert wurde. Hieraus ergab sich das pETDuet-1-Hiss-NOT11_ Hisg-MBP-
NOT10-Plasmid.

4.6.2.2 Klonierung der Repressorproteine

Sdmtliche ORFs der Repressorproteine wurden aus D. melanogaster cDNA amplifiziert, mit
Ausnahme von Cup, welches von Dr. Fulvia Bono bereitgestellt wurde (als pnEK-Hiss-Cup-
und pFL-Hiss-Cup_elF4E-Plasmid). Weiterhin wurde mittels PCR ein C-terminaler FLAG-
Tag an Smaug und Cup fusioniert. Nachfolgend wurde Smaug-FLAG zwischen die Nhel-
und Notl-Schnittstellen und Cup-FLAG zwischen die Smal- und Xhol-Schnittstellen des
pFBDM-Vektors eingefiigt.

Fiir die Generierung der MBP-Cup-Fragmente wurde zuerst MBP aus dem pnY C-MBP-
Plasmid mit Spel und Xhol geschnitten und zwischen die entsprechenden Schnittstellen in
pnEK-Hisg-Cup eingefiigt. Dem resultierenden pnEK-MBP-Cup-Plasmid wurde mittels
PCR ein N-terminaler Hisg-Tag hinzugefiigt und nachfolgend wurden in dieses Plasmid die
verschiedenen Cup-Fragmente eingefiigt. Dazu wurden die Fragmente {iber eine PCR mit
pFBDM-Cup-FLAG amplifiziert und zwischen die Xhol- und Avrll-Schnittstellen des
pnEK-Hisg-MBP-Cup-Plasmids integriert. Die MBP-Cup-Fragmente wurden aus diesem
pnEK-Hisg-MBP-Vektorhintergrund mittels Ncol und Avrll geschnitten und zwischen die
Ncol- und Nhel-Schnittstellen vom pFBDM-Vektor ligiert. Ein N-terminaler Hiss-AN-Tag
wurde den pFBDM-MBP-Cup-Fragmente iiber die Ncol- und Smal-Schnittstellen hinzuge-
fiigt, was in pFBDM-Hisg-AN-MBP-Cup-Fragment-Plasmiden resultierte.
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Das CupM-Fragment wurde wie oben beschrieben aus pFBDM-Cup-FLAG amplifiziert und
zwischen die Xhol- und Avrll-Schnittstellen des pnEK-Hisg-Cup-Plasmids eingefiigt. Dem
resultierenden pnEK-Hisg-CupM-Plasmide wurde der Bereich mit der CHD (aa566 bis 589)
mittels overlap-extension-PCR deletiert.

Das pET28a-Hise-Tral-Hisg-Plasmid wurde generiert, indem ein Tral-Hisg-Restriktions-
fragment aus dem pFBDM-Tral-Hisg-Plasmid mit HindlIl und Eco53kl geschnitten wurde
und zwischen die entsprechenden Schnittstellen im pET28a-Vektor eingefiigt wurde.

Weiterhin wurde in einem mit BamHI und Xhol geschnittenen pET28a-Vektor zwischen
diese Restriktionsschnittstellen PABPC kloniert, woraus das pET28a-Hiss-PABPC-Plasmid
resultierte.

Die Plasmide, welche die ORFs von Me31B und Belle enthalten, wurden von Dr. Chris-

tiane Rammelt bereitgestellt.

4.6.2.3 Klonierung der Transkriptionstemplates

Die SREonly-RNA, TCE-RNA und nLuc-SRE-RNA sowie die entsprechenden Mutanten
(SREMYT) wurden bereits beschrieben (Jeske et al., 2006; Kluge et al., 2020). Samtliche
Transkriptionsvektoren beinhalten downstream zum 3°-UTR-Element einen poly(A)-
Schwanz aus 70 Adenylaten.

Fiir die Herstellung des tethering-Konstrukts pBSK-nLuc-2xBoxB wurden zuerst vier
synthetische Restriktionsfragmente mit insgesamt zwei BoxB-stem-loops (Baron-Benha-
mou et al., 2004) assembliert. Die assemblierten Fragmente enthielten DNA-Uberhinge am
5¢- und 3°-Ende, die einem Verdau mit Bg//] und Xbal entsprachen, um sie zwischen die
BgllI- und Xbal-Schnittstellen vom pBSK-nLuc-SREWT-Plasmid zu integrieren.

Fiir die Klonierung des pBSK-nLuc-BREWT-Plasmids wurde das AB-Element der oskar
3’UTR (Kim-Ha et al., 1995), welches von Bruno gebunden wird, mittels PCR amplifiziert
und zwischen die Bglll- und Xbal-Schnittstellen des pBSK-nLuc-SREYT-Plasmids inte-
griert. Dabei wurde auch gleichzeitig am 5°-Ende des AB-Elements eine EcoRI-Schnittstelle
und am 3‘-Ende eine BamHI-Schnittstelle hinzugefiigt. Diese beiden Schnittstellen wurden
genutzt, um das mehrfach mutierte AB-Element (Kim-Ha et al., 1995) zu generieren, indem
vier synthetische Restriktionsfragmente assembliert wurden und zwischen diese beiden
Schnittstellen eingefiigt wurden. Hieraus ergab sich das pBSK-nLuc-BREMYT-Plasmid.

Weiterhin wurde ein Restriktionsfragment, bestehend aus dem nLuc-ORF mit den

downstream SREs (Wildtyp und Mutante) sowie einem poly(A)-Schwanz (A70), mittels
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Sacl und Xhol aus den pBSK-nLuc-SRE-Plasmiden geschnitten und in den pET28a-Vektor
zwischen die entsprechenden Schnittstellen ligiert. Dadurch lag upstream zum ORF eine
Ribosomenbindestelle aus dem Genl0 vom Bakteriophagen T7 vor (Olins & Rangwala,

1989). Dies ermoglichte die nachfolgende Translation der Transkripte in E. coli.

4.6.2.4 Praparation von RNAs durch In-vitro-Transkription

Zur Generierung von RNAs wurde diese ausgehend von linearisierten Plasmiden in einer
Run-off-Transkription mittels T3- oder T7-RNA-Polymerase synthetisiert.

Dazu wurde zuerst fiir die unmarkierte oder radioaktiv markierte RNA eine Transkription
mit dem Anti-Revers-Cap-Analogon (7 mM) in der Abwesenheit von GTP gestartet. Nach
5 Minuten wurde der Reaktion 1 mM GTP versetzt und fiir weitere 2 Stunden inkubiert. Fiir
die radioaktiv markierte RNA befindet sich von Anfang an auch [a-**P]-UTP in der Reak-
tion. Samtliche radioaktiv markierte RNA wurde nach erfolgter Gelelektrophorese aus dem
Gel gereinigt. Die unmarkierte RNA wurde mit DNase I (1 U) fiir 30 Minuten inkubiert,
nachfolgend wurde die RNA mittels Phenol extrahiert und iiber eine Ethanolfédllung prizipi-
tiert.

Im Gegensatz dazu wurde fiir die fluoreszenzmarkierte RNA die Transkription mit dem
6-Carboxyfluorescein-(6-FAM)-markierten ApG-Cap-Analogon (1 mM) in Abwesenheit
von GTP gestartet. Hier wurde nach 5 Minuten GTP (0,2 mM) zur Reaktion gegeben und
fiir weitere 20 Minuten inkubiert, bevor die GTP-Konzentration auf 1 mM erhoht wurde und
die Transkription eine weitere Stunde ablief. Danach wurde die fluoreszenzmarkierte RNA

auf dieselbe Art wie die unmarkierte RNA aufgereinigt.

Tabelle 4.6: Zusammensetzung der Transkriptionsreaktion.

Transkriptionsreaktion.: NTP-Mix

1x Transkriptionspuffer 1 mM ATP

1x NTP-Mix 1 mM CTP

7 mM oder 1 mM Cap-Analogon 1 mM GTP

1 mM DTT 1 mM UTP | 0,2 mM fiir radioaktiv markiert

0,8 U/uL RNase-Inhibitor

1 ug DNA-Template

+ 40 uCi [0-**P]-UTP

125 U T3- oder T7-RNA-Polymerase
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4.6.3 Das MultiBac-System

Die Generierung und Selektion der Bacmid-DNA mit integrierten Zielprotein-ORFs sowie
die Propagation der entsprechenden Baculoviren ist dem ,,Bac-to-Bac® Baculovirus Expres-
sion System‘-Handbuch von Invitrogen bzw. Thermo Fisher zu entnehmen (Thermo Fisher,
2015). Lediglich die Isolation der Bacmid-DNA und die Transfektion der Insektenzellen
unterschieden sich hier vom angegebenen Handbuch, sodass diese im nachfolgenden erklart

werden.
4.6.3.1 Isolation der Bacmid-DNA

Die Bacmid-DNA wurde aus 6 mL transformierten DH10MultiBac, nach erfolgter Antibio-
tika- und Blau-Weil3-Selektion, isoliert. Dazu wurden die Zellen zuerst fiir 15 Minuten bei
3.750 x g (bei RT) sedimentiert, danach das Zellpellet in 250 pL. Resuspensionspuffer auf-
geldst und durch Zugabe von 250 pL des alkalischen Lysispuffers aufgeschlossen (vgl. Ta-
belle 4.7). AbschlieBend wurde das Lysat durch Zugabe des Neutralisationspuffers neutrali-
siert. Nach Zugabe der letztgenannten zwei Puffer wurde die Mischung durch sanftes Inver-
tieren des Reaktionsgefdles gemischt. Hiernach wurden die unléslichen Zelltriimmer und
genomische DNA durch Zentrifugation (20 Minuten bei 20.000 x g und RT) von der 16sli-
chen Bacmid-DNA getrennt. Der Uberstand (ca. 650 uL) wurde darauthin mit 800 pL eis-
kaltem Isopropanol gemischt und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde die
Bacmid-DNA mittels Zentrifugation (15 Minuten bei 20.000 % g und RT) pelletiert und das
Pellet zweimal mit je 500 uL Ethanol (80 % (v/v)) gewaschen. Das Pellet wurde an der
Raumluft getrocknet (in der Sterilbank) und in 40 pnLL H,O (DEPC-behandelt) aufgenommen.

Tabelle 4.7: Zusammensetzung der Puffer zur Bacmid-Isolation.

Resuspensionspuffer: Lysispuffer: Neutralisationspuffer:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0 200 mM Natriumhydroxid 3 M Kaliumacetat, pH 5,5
10 mM EDTA 1 % (w/v) SDS

100 ug/mL RNase A

4.6.3.2 Transfektion von Sf21-Zellen mit Bacmid-DNA

Aus einer Suspensionskultur mit Sf21-Zellen wurden je 1,5 x 10° Zellen in 2 mL Medium
(ExCell 420 SFM) in eine Vertiefung einer 6-well-Platte ausgesit und fiir mind. 30 Minuten

bei 27 °C inkubiert, bis die Zellen semi-adhdrent waren.
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Parallel dazu wurden 5 pL der auf Raumtemperatur erwérmten Transfektionslosung (Fu-
Gene® HD) mit 10 pL Bacmid-DNA-Losung (ca. 10 bis 20 pg) und 200 uL ExCell-Medium
durch Invertieren gemischt. Die Transfektionsmischung wurde mind. fiir 15 Minuten bei
27 °C inkubiert. Hiernach wurde die gesamte Transfektionsmischung zu den semi-adhéiren-
ten Sf21-Zellen gegeben und fiir 3 bis 5 Tage bei 27 °C inkubiert, bis erste Zeichen einer
baculoviralen Infektionen auftraten (stark vergroferte Zellen, geringe Konfluenz, abgeldste
Zellen etc.). Der fliissige Uberstand stellt hier die erste virale Generation (VO0) dar, die meist

noch einen niedrigen Virentiter aufweist, sodass diese weiter propagiert wurde.

4.6.4 Proteinbiochemie

4.6.4.1 Expression und Aufreinigung der P"CCR4-NOT-Komplexe

Fiir die Rekonstitution der hexameren P"CCR4-NOT-Komplexe wurden Sf21-Zellen mit
drei Baculoviren infiziert, welche folgende Proteinkombinationen exprimieren: 1. Hisg-
NOT3 und Caf40-FLAG; 2. CCR4-FLAG und Hisg-Cafl und 3. Hiss-NOT2 mit einer der
verschiedenen Varianten von NOT1. Die Baculoviren wurden der Reithenfolge entsprechend
in einem Verhéltnis 2:1:2 eingesetzt. Die infizierten Zellen wurden 72 Stunden nach der
Infektion geerntet und in eiskaltem Lysispuffer (Tabelle 4.8) resuspendiert. Die Zellen wur-
den durch Sonifikation (sechs bis zehn Zyklen, bestehend aus je 10 Sekunden Sonifikation
und 45 Sekunden Pause; eisgekiihlt) lysiert und danach wurde das Lysat mittels Zentrifuga-
tion (20 Minuten bei 20.000 x g und 6 °C) von Zelltriimmern und unldslichen Proteinen
getrennt. Nachfolgend wurde der Uberstand zu einer anti-FLAG M2 Agarosematrix gegeben
und fiir 2 Stunden unter konstanter Rotation bei ca. 8 °C inkubiert. Alle folgenden Reini-

gungsschritte erfolgten im Batch-Format.

Tabelle 4.8: Zusammensetzung der Proteinreinigungspuffer.

Lysispuffer (pH 7,6): Waschpuffer (pH 7,6): Elutionspuffer (pH 7.6):
500 mM NaCl 500 mM NaCl 500 mM NaCl

50 mM HEPES-NaOH 50 mM HEPES-NaOH 50 mM HEPES-NaOH

10 mM Kaliumphosphat 10 mM Kaliumphosphat 10 mM Kaliumphosphat
10 % Saccharose 10 % Saccharose 10 % Saccharose

1 mM PMSF +200 ng/mL FLAG-Peptid
1 uM Pepstatin A +160 mM Imidazol
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Die Matrix wurde nach der Bindungsreaktion viermal mit Waschpuffer gewaschen und die
Elution erfolgte durch Zugabe von Waschpuffer mit 200 pg/ml FLAG-Peptid (vgl. Tabelle
4.8). Dazu wurde die Matrix fiir 30 Minuten mit dem Elutionspuffer inkubiert und danach
der Uberstand mittels PES-Konzentrators (10 kDa MWCO) aufkonzentriert.

Die Elution aus der FLAG-Affinititschromatographie wurde nachfolgend durch eine
GroBenaufschlusschromatographie weiter aufgereinigt. Dazu wurde das aufkonzentrierte
Eluat auf eine Superose 6 3.2-GroBenausschlusssédule (Trennbereich von 5 kDa bis 5 MDa)
gegeben, die mit dem vorher genutzten Waschpuffer dquilibriert wurde. Die Proteine wurden
mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,04 ml/min bzw. 0,017 CV/min iiber die Sdule nach
threr GroBe getrennt. Parallel dazu wurde mit einem UV-Detektor die Absorption bei
280 nM und 260 nm verfolgt. Die Fraktionen wurden iiber ein Coomassie-gefarbtes SDS-
PA-Gel und mittels Western Blot analysiert. Die den hexameren CCR4-NOT-Komplex ent-
haltenden Fraktionen wurden gesammelt und wie oben aufkonzentriert, in fliissigem Stick-

stoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Fiir die Rekonstitution des oktameren PMCCR4-NOTruri-Komple wurden Hisg-MBP-
NOTI10 und Hise-NOT11 in E. coli BL21(DE3)-Star™ mittels Autoinduktion {iberexpri-
miert. Nach 24 Stunden wurde die Zellen geerntet, in eiskaltem Lysispuffer mit 1 mg/mL
Lysozym und 10 mM Imidazol resuspendiert und fiir 1 Stunde unter konstanter Rotation bei
ca. 8 °C inkubiert. Hiernach wurden die Zellen durch Sonifikation, wie oben beschrieben,
lysiert und das Lysat durch Zentrifugation (20 Minuten bei 15.000 % g und 6 °C) von Zell-
triimmern sowie unldslichen Proteinen getrennt. Der Uberstand wurde zu einer Ni-NTA-
Agarosematrix gegeben und fiir 2 Stunden unter konstanter Rotation bei ca. 8 °C inkubiert.
Darauthin wurde die Matrix viermal mit Waschpuffer plus 20 mM Imidazol gewaschen und
die Elution durch Zugabe von Waschpuffer mit 160 mM Imidazol gestartet (vgl. Tabelle
4.8). Nach 30 Minuten wurde die Matrix durch Zentrifugation (3 Minuten bei 500 x g und
6 °C) vom Eluat getrennt. Das Eluat wurde zu einer Amylose-Matrix gegeben und fiir wei-
tere 2 Stunden bei ca. 8 °C konstant rotierend inkubiert. Die Amylose-Matrix wurde zweimal
mit Waschpuffer gewaschen und NOT10 sowie Hise-NOT11 wurden von der Matrix eluiert,
indem diese fiir 2 Stunden mit einer ca. 4quimolaren Menge an GST-PreScission™-Protease
inkubiert wurden, wodurch der Hisg-MBP-Tag an NOT10 abgespalten wurde. Das Eluat
wurde von der Matrix und dem daran gebundenen Hiss-MBP-Tag durch Zentrifugation (3
Minuten bei 500 x g und 6 °C ) getrennt. Nach Aufkonzentrierung des Eluats mittels PES-
Konzentrators (10 kDa MWCO), wurde ein zweifacher Uberschuss des NOT10-NOT11-
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Heterodimers mit dem hexameren P"CCR4-NOTpc fiir 2 Stunden bei 8 °C inkubiert, um den

oktameren P"CCR4-NOTruLL zu rekonstituieren.

Die vorliegenden Proteinkomplexe wurden durch eine GroBenausschlusschromatographie
(Superose 6 3.2), wie oben beschrieben, aufgetrennt und die den P*CCR4-NOTryrL-Kom-
plex enthaltenden Fraktionen wurden gesammelt und aufkonzentriert, in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

4.6.4.2 Expression und Aufreinigung der nanos-Repressorproteine

Sf21-Zellen wurden mit Baculoviren infiziert, die fiir die Proteine Smaug-FLAG, Cup-
FLAG, Tral-Hisg, GST-Me3 1B, Hiss-Belle und sdmtliche MBP- sowie Hisg-AN-MBP-Cup-
Fragmente kodieren. Der Aufschluss der Zellen und die Aufreinigung der Proteine verlief
fiir den entsprechenden Protein-Tag analog zu der FLAG-Affinitdtschromatographie fiir die
CCR4-NOT-Komplexe und der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie von Hiss-MBP-NOT10
plus Hise-NOT11 (vgl. Abschnitt 4.6.4.1). Lediglich GST-Me31B und die Cup-Fragmente
wichen in ihrer Préparation ab. So wurde GST-Me31B fiir 2 Stunden an einer GSH-Sepha-
rose-Matrix immobilisiert, die Matrix viermal mit Waschpuffer (vgl. Tabelle 4.8) gewaschen
und die Elution erfolgte durch Spaltung des GST-Tag von GST-Me31B durch Zugabe von
GST-PreScission™-Protease zu der Matrix (vgl. Elution von NOT10 und Hise-NOT11 in
Abschnitt 4.6.4.1). Durch den GST-Tag an der Protease verblieb diese an der Matrix.

Die MBP-Cup-Fragmente wurden von der Amylose-Matrix durch Zugabe von Wasch-
puffer mit 20 mM Maltose eluiert und die Hisg-AN-MBP-Cup-Fragmente wurden nach der
initialen Aufreinigung mittels Ni-NTA-Matrix noch durch eine Amylose-MBP-A ffinitéts-
chromatographie weiter aufgereinigt, falls erforderlich. Auch hier wurden die Fragmente mit
20 mM Maltose im Waschpuffer eluiert.

Fiir die Expression von Hise-T7-PABPC und Hise-T7-Tral-Hisg wurden hauptséchlich E.
coli BL21(DE3)-Star™ unter Autoinduktion verwendet, da mit den anderen Expressions-
stimmen nach der Proteinreinigung eine Nukleasekontamination vorlag. Der Zellaufschluss
und die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie wurde wie fiir Hiss-MBP-NOT10 plus Hise-
NOT11 durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 4.6.4.1).

Die Repressorproteine wurden, falls notwendig, liber einen Amicon-Ultra-Konzentrator
(10 kDa MWCO) autkonzentriert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gela-
gert. Die Identitét der Proteine wurde mittels Western-Blot iiberpriift.
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4.6.4.3 Quantifizierung von aufgereinigten rekombinanten Proteinen

Die Konzentration der Proteinpréparationen wurde iiber eine In-Gel-Quantifizierung mit ei-
nem Vergleichsprotein bekannter Konzentration durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteinpra-
parationen und eine Konzentrationsreihe des Vergleichsproteins (BSA) iiber eine SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Das Gel wurde gescannt und die Intensitét
der Féarbung der einzelnen Proteinbanden wurde mit dem Programm FilJi quantifiziert
(Schindelin et al., 2012). Mit dem Vergleichsprotein wurde eine Eichgerade erstellt, anhand

derer die unbekannten Proteinkonzentrationen ermittelt wurden.

4.6.4.4 Western-Blot-Analyse

Die zu analysierenden Proteine wurden zuerst {iber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Danach
wurde das SDS-PA-Gel iiber Nacht in 192 mM Glycin und 25 mM Tris auf eine Nitrocellu-
lose-Membran bei 27 V und ca. 8 °C in einem Tank-Blotter (wet blot) transferiert. Nachfol-
gend wurde die Membran in TBST mit 1,5 % Gelatine fiir 1 bis 2 Stunden bei RT inkubiert,
um liberschiissige Bindestellen zu blockieren. Danach wurden die entsprechenden priméiren
Antikorper (vgl. Tabelle 4.4) in TBST mit 1,5 % Gelatine verdiinnt und fiir mindestens eine
Stunde zu der Membran gegeben. Nach der Bindung wurde ungebundener Antikorper durch
dreimaliges Waschen mit TBST beseitigt. Hiernach wurde der entsprechende sekundére An-
tikdrper in TBST verdiinnt und fiir eine Stunde mit der Membran inkubiert. Uberschiissiger
Antikorper wurde erneut durch dreimaliges Waschen mit TBST entfernt. Die Detektion des
fluoreszenzmarkierten sekundiren Antikorpers erfolgte mit dem LI-COR Odyssey DLx Flu-

oreszenzscanner.

4.6.4.5 Praparation zellfreier Translationsextrakte

Die Préparation von Drosophila-Embryoextrakt wurde nach Gotze et al., 2017 und Jeske et
al., 2014 durchgefiihrt.

Fiir die Herstellung von zellfreien Translationsextrakten aus High-Five-, Sf21- und S2-
Zellen wurde eine Kombination aus den Methoden in (Ezure et al., 2006), welche bereits
zellfreie Translationsextrakte aus Sf21- und High-Five-Zellen etabliert hatten, und Jeske et
al., 2014 angewandt. Dazu wurden die entsprechenden Insektenzellen bei 200 bis 300 x g
fiir 7 Minuten zentrifugiert und der Uberstand komplett verworfen.
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Die Zellen wurden in eiskaltem Extraktionspuffer A (vgl. Tabelle 4.9) auf 1,5 x 10% Zel-
len/ml verdiinnt (ca. 1:1) und in einen vorgekiihlten DOUNCE-Homogenisator tiberfiihrt. Dort
wurden sie mit 30 bis 40 St6Ben aufgeschlossen und je 500 pLL Aliquots vom Lysat wurden
bei 20.000 x g fiir 30 Minuten zentrifugiert, um die Zelltrimmer abzutrennen. Die fliissige
Phase wurde abgenommen und, falls notwendig, nochmal fiir 5 Minuten bei 20.000 X g zent-
rifugiert, um letzte Reste an Zelltriimmern zu beseitigen. Der zellfreie Translationsextrakt
wurde in 200 pL Aliquots verteilt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C gela-
gert.

Die Herstellung von zellfreien Translationsexktrakten aus E. coli orientierte sich an den be-
schriebenen Protokollen fiir gekoppelte Transkriptions-Translations-Systeme (Kigawa et al.,
2004; Kim et al., 2006), die allerdings nicht fiir die Translation von exogen zugefiihrter
mRNA eingesetzt werden konnten, da die RNase-Konzentration zu hoch war. Darum wur-
den E. coli BL21(DE3)-Star™ verwendet, welche eine Mutation in der RNaseE aufweisen,
sodass mRNAs hier generell stabiler sind.

Zuerst wurden die Zellen bis zu einer Zelldichte (ODsosnm) von 1 bis 2 hochgezogen.
Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 5.000 x g und 6 °C ge-
erntet. Das Zellpellet wurde gewogen und das 1,3-fache Volumen an eiskaltem Extraktions-
puffer B (vgl. Tabelle 4.9) zugegeben. Nachfolgend wurden die Zellen durch einen vorge-
kiihlten Hochdruck-Homogenisator mit 6.000 Psi in einem Durchgang aufgeschlossen. Das
Lysat wurde fiir 10 Minuten bei 12.000 x g und 6 °C zentrifugiert, um die Zelltriimmer und
unldslichen Molekiile abzutrennen. Der zellfreie Translationsextrakt wurde in 200 pL Ali-

quots in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C gelagert.

Tabelle 4.9: Zusammensetzung der Extraktionspuffer fiir zellfreie Translationsextrakte.

Extraktionspuffer A (Insektenzellen): Extraktionspuffer B (BL21(DE3)-Star™):
100 mM KAc 10 mM Tris pH 8,2

30 mM HEPES-KOH pH 7,4 60 mM KAc

2 mM Mg(Ac), 14 mM Mg(Ac)2

5mM DTT 2mM DTT

0,5 mM PMSF 0,5 mM PMSF
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4.6.5 Funktionale Assays

4.6.5.1 Deadenylierungsassays

Die zu untersuchende Substrat-RNA wurde entweder direkt im Deadenylierungspuffer (vgl.
Tabelle 4.10) unter Zugabe vom jeweiligen CCR4-NOT-Komplex inkubiert oder sie wurde
noch mit einem Repressorprotein fiir 20 bis 30 Minuten vorinkubiert, bevor der CCR4-NOT-
Komplex zugegeben wurde.

Die Repressorproteine wurden vor Zugabe zur Reaktion in einem Verdiinnungspuffer
(200 mM KAc, 50 mM HEPES-KOH pH 7.4) auf die erforderliche Konzentration verdiinnt.
Die Inkubationen wurden standardmifBig bei 25 °C sowohl fiir den Drosophila- als auch
humanen CCR4-NOT-Komplex durchgefiihrt. Weiterhin enthielten die Reaktion methylier-
tes BSA, PEG 20.000 und tRNA, falls nicht anders angegeben. Das methylierte BSA erhohte
die Stabilitit des P"CCR4-NOT-Komplexes, das PEG 20.000 steigerte die Deadenylierungs-
aktivitdt in der Repressorprotein-assoziierten Deadenylierung und die Zugabe von tRNA
fiihrte zu einer Erh6hung der SRE-Spezifitit der Smaug-abhingigen Deadenylierung. Die
Deadenylierungsreaktion wurde mit einem zwei- bis dreifachen Uberschuss an eiskaltem

Formamid-Ladepuffer abgestoppt.

Tabelle 4.10: Pufferzusammensetzung in der Deadenylierung.

Deadenylierungspuffer: Formamid-Ladepuffer (Stopplésung):
50 mM KAc 95 % Formamid, deionisiert

30 mM HEPES-KOH pH 7,4 17,5 mM EDTA pH 8,0

2 mM Mg(Ac)> 0,01 % Bromphenolblau

0,25 mg/ml Hefe-tRNA 0,01 % Xylencyanol

0,15 mg/ml meth. BSA

2mM DTT

0,8 U/ul RNase-Inhibitor
3 % (v/v) PEG 20.000

Fiir die fluoreszenzmarkierte Substrat-RNA wurde das Xylencyanol aus dem Ladepuffer
entfernt, da es beim Fluoreszenzscan ebenfalls detektiert wurde und auf dhnlicher Hohe wie
die FAM-7mer-A20-RNA lief.

Nachfolgend wurden die abgestoppten Reaktionen fiir 3 Minuten bei 95 °C erhitzt, auf
Eis abgekiihlt und durch ein denaturierendes PA-Gel (19:1 Acrylamid-Bisacrylamid-Lsg.,
I1x TBE und 7 M Urea) die Reaktionsprodukte elektrophoretisch aufgetrennt.
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Gele mit fluoreszenzmarkierten Produkten wurden direkt mit dem Typhoon 9200 gescannt,
wohingegen Gele mit radioaktiv markierter RNA zuvor mit einem Storage-Phosphor-Screen
iiber Nacht bei — 20 °C inkubiert wurden und der Screen am folgenden Tag gescannt wurde.

Die Bilder wurden densitometrisch mittels FiJi quantifiziert (Schindelin et al., 2012).

4.6.5.2 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Um die RNA-Bindung der hier aufgereinigten Proteine zu analysieren, wurde ein electro-
phoretic mobility shift assay durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine mit der jeweiligen
Substrat-RNA im Deadenylierungspuffer (vgl. Tabelle 4.10) plus 5 % Glycerin fiir 20 bis
30 Minuten bei 25 °C inkubiert. Die gebildeten Protein-RNA-Komplexe wurden durch ein
nicht-denaturierendes PA-Gel (5% 60:1 Acrylamid-Bisacrylamid-Lsg., 0,5x TBE) bei
25 °C elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele mit fluoreszenzmarkierter RNA wurden di-
rekt mit dem Typhoon 9200 gescannt und die Gele mit radioaktiv markierter RNA wurden
mittels Storage-Phosphor-Screen gescannt (vgl. Abschnitt 4.6.5.1).

4.6.5.3 In-vitro-Translationsassays

Die Durchfiihrung der /n-vitro-Translationsassays wurde modifiziert aus (Gotze et al., 2017)
entnommen. So wurde fiir sémtliche Rekonstitutionsexperimente mit aufgereinigten Repres-
sorproteinen ein zweistufiger Translationsassay durchgefiihrt, um die Menge an durch die
Repressorproteine eingefiihrtem Salz in den zellfreien Translationsextrakten zu reduzieren.
Dazu wurden die Bildung des Repressorkomplexes und die dazugehorige Translationsreak-
tion in zwei verschiedenen Reaktionsgefdl3en getrennt. So wurde zuerst in einem Reaktions-
gefdll die Nanoluciferase-Reporter-RNA im Translationspuffer (ohne ATP-regenerierendes
System (ARS)) entweder mit den rekombinanten Repressorproteinen oder 40 % (v/v) Dro-
sophila Embryoextrakt (DEE) gemischt und fiir 30 Minuten bei 25 °C inkubiert, um die Bil-
dung eines Protein-RNA-Komplexes zu gewéhrleisten. Nachfolgend wurde ein Teil aus die-
ser Reaktionsmischung in einem separaten Reaktionsmix aus Translationspuffer, ARS und
zellfreien Translationsextrakt im Verhéltnis 1:10 verdiinnt. In diesem zweiten Reaktionsmix
wurde die Translation durch Zugabe von ARS und Translationsextrakt gestartet und fiir

mind. 30 Minuten bei 25 °C durchgefiihrt.
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Danach wurden die Reaktionen auf Eis abgestoppt und fiir ein Drittel der Translationsreak-

tion durch Zugabe von Nano-Glo® (Furimazin) die Aktivitit der translatierten Nanoluci-

ferase bestimmt (England et al., 2016). Dabei setzt die Nanoluciferase das Furimazin unter

Einwirkung von molekularem Sauerstoff zu Furimamid und Kohlenstoffdioxid um. Auf3er-

dem tritt bei dieser Reaktion Biolumineszenz auf, welche durch den Tristar? in Form von

relative light units (RLU) pro Sekunde detektiert wurde.

In der nachfolgenden Tabelle 4.11 sind die Translationspuffer fiir die Vorinkubation und die

entsprechenden zellfreien Translationssysteme sowie das ARS dargestellt. Nur die E. coli

Extrakte (Star12E) wurden zwischen 27 und 37 °C inkubiert, im Gegensatz zu den iiblichen

25 °C.

Tabelle 4.11: Zusammensetzung der Translationspuffer und des ARS.

Translationspuffer (Vorinkubation):

50 mM KAc

30 mM HEPES-KOH pH 7,4
1 mM Mg(Ac)2

0,8 mM ATP

0,25 mg/ml Hefe-tRNA

2 mM DTT

0,8 U/ul RNase-Inhibitor

+ 3 % (v/v) PEG 20.000

Translationspuffer (+ Sf21E; + H5E: + S2F)

wie Vorinkubationspuffer plus:
40 % zellfreier Translationsextrakt
2 mM Mg(Ac)

Translationspuffer (+ Starl2E):
30 % zellfreier Translationsextrakt
50 mM KAc

16 mM HEPES-KOH pH 7.4

0,8 mM GTP

1,2 mM ATP

16.5 mM Mg(Ac)2

2mM DTT

0,8 U/ul RNase-Inhibitor

ATP-regenerierendes System (ARS):

20 mM Kreatinphosphat
40 ng/uL Kreatinkinase
20 uM Aminosduremix

Translationspuffer (+ DEE):

wie Vorinkubationspuffer plus:
40 % zellfreier Translationsextrakt
1 mM Mg(Ac)2
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8. Abkurzungsverzeichnis

Tabelle 8.1: Abkiirzungen

Abkiirzung:
(v/v)

4E-T

aa

AGO1
ARM

ARS

ATP

AU

Au

BRE

BSA
C-Terminus
Cafl

CcC

CCR4
CHD
CO-mRNA
CrPV

CTP

(O\Y

D. melanogaster
Da

DDX6
DEAD
Dedlp
DEDD
DEE

Dhhl

Dm

DNA
DNase

Bedeutung:

Volumen pro Volumen
elF4E-Transporter

Aminosdure

Argonaute-1

Armadillo repeats (Proteindoméne)
ATP-regenerierendes System
Adenosintriphosphat

Adenin und Uracil

Absorptionseinheit

Bruno recognition element

Bovines Serumalbumin
Carboxy-Terminus (bei Proteinen)
CCR4-associated factor 1
Coiled-Coil-Doméne

Carbon catablotie repressor protein 4 homolog
Cup-Homologiedoméne
Codon-optimierte-mRNA

Cricket paralysis virus
Cytidintriphosphat

Séulenvolumen

Drosophila melanogaster

Dalton

DDX-Helikasen gehoren zur DEAD-Box-Familie
Aminosduremotiv (Einbuchstabencode)
Defines essential domain 1 protein
Aminosduremotiv (Einbuchstabencode)
Drosophila-Embryoextrakt
DExD/H-Box-Helikase 1 (aus S. cerevisiae)
Drosophila melanogaster
Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonuklease

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 8.1

Abkiirzung:
DTT
DUF

E. coli
Edc3
EDTA
EEP
elF
EMSA
FAM
FDF
GTP
GW182

HS5E
HEPES
Hsp

1P

IPTG
IRES
KAc
Kryo-EM
LRR
LSM1-7
LSm14A
MBP
Me31B
meth.
Mg(Ac):
MIF4G
min
MINI_EXT
miRNA
mRNA
mRNP
MS
msl-2

Bedeutung:

Dithiothreitol

Domain of unknown function

Escherichia coli

Enhancer of decapping 3
Ethylendiamintetraacetat
Exonuklease-Endonuklease-Phosphatase-Familie
Eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor
Electrophoretic mobility shift assay
Carboxyfluorescein

Aminosduremotiv (Einbuchstabencode)
Guanosintriphosphat

Protein mit vielen Glycinen (G) und Tryptophanen (W) im N-
Terminus

High-Five-Translationsextrakt
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
Hitzeschockprotein

Immunprézipitation
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Interne ribosomale Eintrittsstelle

Kaliumacetat

Kryoelektronenmikroskopie

Leucin-reiche Region

Proteinkomplex aus sieben Sm-/ike Proteinen
Sm-like-14 Homolog A

Maltose-Bindeprotein

Maternally expressed at chromosome 31B
methyliert

Magnesiumacetat

Middle domain of eukaryotic initiation factor 4G
Minute

MINI_Extension

microRNA

messenger-RNA
messenger-Ribonukleoprotein-Partikel
Massenspektrometrie

male-specific lethal 2

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 8.1

Abkiirzung:
MUT
MWCO
N-Terminus
NCO-mRNA
nLuc

NOT

nt

NTP

ORF
PA-Gel
PABPC
PAN2-PAN3
PARN

PEG

PES

PHAT
piRNA
PMSF

PVA

RBP

RGG

RLU

RNA
RNase

RT

S. frugiperda
S. pombe
S2E

SAM

SDS

Sf21

Sf21E

SRE
Star12E
SXL
T7-Tag

Bedeutung:

Mutante

Molecular weight cut-off
Amino-Terminus (bei Proteinen)

Nicht Codon-optimierte-mRNA
Nanoluciferase

Negative on TATA

Nukleotide

Nukleosidtriphosphat

Open reading frame
Polyacrylamid-Gel

Zytosolisches Poly(A)-Bindeprotein
Poly(A)-Nukleasen 2 und 3
Poly(A)-spezifische Ribonuklease
Polyethylenglycol

Polyethersulfon

Pseudo-HEAT repeat analogous topology (Protein-Domine)
piwi-interacting-RNA
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylalkohol

RNA-Bindeprotein

Aminosduremotiv (Einbuchstabencode)
Relative Light Units

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Raumtemperatur (~ 25 °C)

Spodoptera frugiperda
Schizosaccharomyces pombe
S2-Translationsextrakt

Sterile alpha motif (Protein-Doméne)
Natriumdodecylsulfat

Spodoptera frugiperda-Zellen
Sf21-Translationsextrakt
Smaug-recognition-elements
Translationsextrakt aus E. coli Star-Zellen
Sex-lethal

Peptid der leader-Sequenz aus Gen10 des T7-Bakteriophagen

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 8.1

Abkiirzung:
TBST
TCE
Tral
tRNA
TTP
UTP
UTR
uv

WT

X. laevis
XRNI1
AN

Bedeutung:

Tris-buffered saline mit 0,05 % Tween 20
Translation control element
Trailer hitch

transfer-RNA
Tristetraprolin (Protein)
Uridintriphosphat
Untranslatierte Region
Ultraviolet

Wildtyp

Xenopus laevis
5¢-3*-Exoribonuklease 1
AN-Peptid
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9. Anhang

9.1 Zusatzliche Abbildungen und Tabellen

eIF'_‘4_‘E-Bindem0tive CHD (Me31B-Bindung?)

I i |

aa327 aa332 aa566-589 aal117
SAM (SRE-Bindung) PHAT (Cup-Bindung)
Smaug|
aab99 aab54 aa763 aa999
DEAD-Box (DEAD-Motiv) HELICc
/
Belle| | U | |
aa319-504 aab539-654 aa801
/LSm (Cup-Bindung?) /FDF (Me31B-Bindung)
Tral| ! | /
aal1-96 aa405-537 aab54
RF\’lM1 RR;MZ Rll?M3 RIlRM4 /MLLE (PAN2-PAN3-Bindung)
T T T T 7
pasee| " || L ] [ ] L
aa4-74 | aa185-249 | | aab34
aa92-160 aa289-357 aab58-624

DEAD-Box (DEAD-Motiv)  LE| |cc (Tral-Bindung)

Me31B
aad54

RecA1 (aa58-259) RecA2 (aa268-434)

elF4E-Superfamilie (Cap-Bindung)
elF4E-1
aa82-239 aa259

Abbildung 9.1: Zusammensetzung der potenziellen Repressorproteine der nanos-mRNA

Bekannte Doménen und Interaktionsoberflidchen der einzelnen Repressorproteine wurden farblich kenntlich
gemacht und benannt. Die weiflen Bereiche sind iiberwiegend intrinsisch ungeordnet. Nachfolgend werden die
einzelnen Doménen der Repressorproteine erkldrt. Cup: CHD — Cup-Homologiedoméne; Smaug: SAM — Ste-
rile alpha motif (RNA-Bindung), PHAT — Pseudo-HEAT repeat analogous topology (Cup-Bindung); Belle:
DEAD-Box — enthdlt das DEAD-Motiv (RNA-Bindung und ATPase-Aktivitit), HELICc — C-terminale Do-
méne der Helikase-Superfamilie (Helikase-Aktivitdt); Tral: LSm — Like-Sm-Doméine (P-body-Bildung), FDF
— Aminosduremotiv (Me31B-Bindung); PABPC: RRM — RNA recognition motif (RNA-Bindung; Poly(A)-
spezifisch), MLLE — mademoiselle-Doméne (PAN2-PAN3-Interaktion; Passmore & Coller (2021)); Me31B:
RecA1/2 — RecA-dhnliche Doménen (ATPase und Helikase-Aktivitét); Rest siche Belle; eIF4E-1: eIF4E-Su-
perfamilie — Bereich der konserviert ist und fiir die Cap-Bindung sowie elF4G-Interaktion notwendig ist.
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Abbildung 9.2: Schema einer Auswahl der hier eingesetzten Reporter-RNAs.

Die blauen Bereiche bestehen iiberwiegend aus zufilligen Nukleotiden. Die SREVT-A70- und die nLuc-
2xBoxB-RNA enthalten in diesem Bereich nur die jeweiligen stem-loop-Strukturen (SREs bzw. BoxB), die
von Smaug bzw. vom AN-Peptid gebunden werden. Bei den SREs ist das fiir die Smaug-Bindung kritische
Nukleotid rot markiert. In der SREMUT-A70-RNA wurde dieses Nukleotid ausgetauscht. Der rote Bereich in
der TCEVT-A70-RNA und nLuc-SRE(+)-RNA stellt das TCE der nanos-mRNA dar. Dieses enthilt vier stem-
loops, von denen Nr. II und IV durch Smaug gebunden werden (Crucs et al., 2000; Smibert et al., 1996). In
stem-loop 111 liegt in Gelb markiert die Bindestille von Glorund vor (Kalifa et al., 2006). Der griine Bereich
gibt den ORF der Nanoluciferase an. Im gelben Bereich befindet sich das mutierte AB-Element der oskar-
3’UTR (Kim-Ha et al., 1995). Simtliche mRNAs enthielten, falls nicht anders angegeben, eine Cap-Struktur
und einen 20 bis 72 Nukleotide langen Poly(A)-Schwanz. Fiir die Translationskonstrukte nLuc-SRE(+) und
nLuc-SRE(A) folgten auf den Poly(A)-Schwanz 40 zuféllige Nukleotide, welche den Poly(A)-Schwanz vor der
Deadenylierung schiitzten.
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Abbildung 9.3: NOT1re und NOT1rc sind die am héiufigsten exprimierten Isoformen von NOT1.
Expressionslevel der verschiedenen Transkriptisoformen von NOT1. Die Daten wurden einer RNAseq-Studie
in D. melanogaster (,,Drosophila gene expression atlas* - FlyAtlas 2; Aufruf 18.10.2021) entnommen (Leader
et al., 2018). Die Intensitét der Farbung der Kédstchen entspricht hier der Menge an detektierter mRNA. Wei-
terhin sind iiber den jeweiligen Spalten die entsprechenden Gewebe und das Entwicklungsstadium sowie Ge-
schlecht der Fliege angegeben. Die Isoformen RC und RE entsprechen hier dem NOT1-Protein des DmCCR4-
NOTpe-Komplexes und RG dem NOT1-Protein der P"CCR4-NOTrc- und P"CCR4-NOTrurL-Komplexe. Die
Isoformen RD, RF und RH kodieren fiir wenige Aminosiuren ldngere oder kiirzere Formen von NOT1pc bzw.
NOT1pg, sodass sidmtliche bekannte Doménen von NOT1 erhalten bleiben.

TAG — Thorax-Abdomen-Ganglion; MG — Malpighische Gefal3e.

158



- Anhang -

Smaug Cup
0 5 10 20 40 80160 20 40 80 [nM]
Bt alel BESEET

Protein-RNA-
Komplexe

2 i
Freie SREWT-

RNA

Abbildung 9.4: EMSA fiir die Assoziation von Smaug und Cup mit der SREWT-RNA.

Autoradiogramm eines nichtdenaturierenden PA-Gels zur Auftrennung der Protein-RNA-Komplexe nach er-
folgter Bindungsreaktion. Die SRE-A70-RNA (10 nM) wurde mit den angegebenen Konzentrationen an
Smaug, Cup oder Reaktionspuffer fiir 20 Minuten bei 25 °C inkubiert. Darauthin wurden die RNA-Protein-
Komplexe durch eine nichtdenaturierende Gelelektrophorese bei 200 V und Raumtemperatur aufgetrennt. Uber
den Spuren sind die jeweiligen Proteinkonzentrationen und entsprechenden Proteine angegeben. Links wurden
die Positionen der freien Substrat-RNA und der Protein-gebundenen RNA kenntlich gemacht.
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Abbildung 9.5: Simtliche Bereiche von Cup binden RNA.

Autoradiogramm eines SDS-PA-Gels mit den aufgetrennten Protein-RNA-Komplexen nach UV-Quervernet-
zung. Je 0,6 pmol der Proteine wurden mit 0,5 pmol eines RNA-Oligonukleotids in Deadenylierungspuffer fiir
10 Minuten inkubiert. Danach wurden die Proteine durch UV-Bestrahlung (254 nm, 200 mJ/cm?) mit dem
RNA-Oligonukleotid quervernetzt. Uber den Spuren sind die eingesetzten Proteine angegeben und unter den
Spuren die erwarteten Proteingrofen. Rechts sind die LauthShen eines GroBenstandards in kDa angegeben.
Das Experiment wurde von Dr. Christiane Rammelt durchgefiihrt.
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Abbildung 9.6: Sensibilitit des DEE gegeniiber Salz.
Der Einfluss von Salz, welches durch die Repressorproteine eingefiihrt wurde, auf die Repressionseffizienz
des DEEs. Dafiir wurde die nLuc-SRE(+)- oder nLuc-SRE(A)-RNA (je 1 nM) mit unterschiedlichen Konzent-
rationen KCI (0 bis 500 mM) zusétzlich zum Translationspuffer vorinkubiert und nachfolgend wurde die
Translation durch Zugabe der vorinkubierten Reporter-RNA (2 pl) zum Translationsmix (18 pl) mit DEE als

Translationsextrakt initiiert. Hier wurde KCl verwendet, da dieses in den anfénglichen Protein-Reinigungspuf-
fern enthalten war. Nach 30 Minuten wurde die Luciferase-Aktivitit durch Zugabe von Nano-Glo® in RLU/s
bestimmt. Dargestellt ist das Verhiltnis der Luciferase-Aktivitit als Prozent-Repression fiir die SRE(+)-RNA
zur SRE(A)-RNA in den jeweiligen Proben. n = 3.

Tabelle 9.1: Oligonukleotidsequenzen

Oligonukleotide
Oligonukleotid: Sequenz Verwendung

3utr BREmut forl EcoRI

3utr BREmut for2 BamHI

3utr BREmut revl EcoRI

3UTR BREmut
rev2 BamHI

3UTR BREwt
rev_Xbal BamHI

3UTR BREwtfor Bglll E-
coRI

aattcgcttagttttaattagtttttaattgagatt-
gttctctgtctttgttattttaga

gtcctagtccattattttagattattttgggtttt-
ggtttcttagttagatttaag

aaaatctaaaataacaaagacagagaacaatct-
caattaaaaactaattaaaactaagcg

gatccttaaatctaactaagaaaccaaaac-
ccaaaataatctaaaataatggactaggac

gctctagaggatccttaaatctaacatagaac

ggaagatctgaattcgcttagttttaatatg

BREmut-Klonie-
rung

BREmut-Klonie-
rung

BREmut-Klonie-
rung

BREmut-Klonie-
rung

BREwt-Klonierung

BREwt-Klonierung

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 9.1

Oligonukleotid:

BoxBlfor Eco53kI

BoxBlrev_BamHI

BoxB2for BamHI

BoxB2rev_Xbal

Caf40_Smal for
Caf40for EcoRI
Caf40revHindIII

Cup Blunt for

Cup Blunt rev

Cup for Alel

Cup forOE-PCR

Cup revOE-PCR

Cup 1-417 rev Avrll
Cup_1-417:for Xhol
Cup 417-770 rev Avrll
Cup 417-770_for Xhol
Cup 770 1118 rev Avrll
Cup_770-1118_for Xhol
Cup_rev_BbvCI
CupFLAG for Smal
CupFLAG rev Xhol

for GST-PABPC

Sequenz

ctcgggccctgaagaagggeccata-
tagggccctgaagaagggcccg

gatccgggceccttcttcagggecctatat-
gggcccttcttcagggeccgag

gatccgggecctgaagaagggceccata-
tagggccctgaagaagggccct

ctagagggcccttcttcagggccctatat-
gggcccttcttcagggeceg

tccceegggatgagtgctcaaccgagtce
ggaattcatgagtgctcaaccgagte

cccaagcttctacttatcgtegtcatecttg-
taatcggagcccagtggcgacatg

atgcaaatggccgaagctgagcaag
ttaatgaaactcatccccgetgttg
gaacactcctgtgatgatcg
gtacaggaaccagaacgacgaggagaaaatg
cattttctcctegtegttctggtteetgtac
cgcctaggttagtcactgattaggttc
ccgctcgagatgcaaatgg
cgcctaggttatcgacgcecatttg
ccgctcgaggacgagtecatc
ccgcctaggttaatgaaactcatcc
Ccgctcgagcgaaactcactgaac
ttgctgaggctgegtttge
tccceegggctttattttcaggge

ccgctcgagttacttatcgtegtcatccttgtaat-
catgaaactcatcccege

tgggcccctgggatcaatggettetctatacgte

Verwendung

BoxB-Klonierung

BoxB-Klonierung

BoxB-Klonierung

BoxB-Klonierung

Caf40-Klonierung
Caf40-Klonierung
Caf40-Klonierung

Cup-Amplifikation
Cup-Amplifikation
ACHD-OE-PCR
ACHD-OE-PCR
ACHD-OE-PCR
CupN-Klonierung
CupN-Klonierung
CupM-Klonierung
CupM-Klonierung
CupC-Klonierung
CupC-Klonierung
ACHD-OE-PCR
Cup-Klonierung
Cup-Klonierung

PABPC-Klonie-
rung

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 9.1

Oligonukleotid:

His8 for Ncol Serine addi-
tion
His8 Smal for

His8-Cup for Xhol

HislambdaN Smal for
lambdaN_ Ncol rev
lambdaN1 for Ndel

lambdaNl1rev_middle
lambdaN2for middle

lambdaN2rev_Nhel

MBPforXmalHis8

MBPrevXhol
Notl Full revAgel

Notl pC Full forXbal

Notl pE Full forXbal

Notl10forBamHI
Notl10revSall
Notl 1forNdel

Notl IrevKpnl
NotIMCrevHindlIII

Sequenz

catgggcagcagccatcatcaccatcaccat-
caccattc

tccceegggatgceatcatcaccatcaccatcac-
cat

ccgctcgagatgcatcatcatcatcatcatcac-
caccatgcaaatggccgaagetgag

tccceegggatgggcageagecatcatcate
catgccatggtgtttgcagctttccatt

tatgatggacgcacaaacacgacgacgt-
gagcgtcge
gctcacgtegtegtgtttgtgcgtceatea

ctagcgtttgcagctttccattgagcettgtttctca-
gegegac

gctgagaaacaagetcaatg-
gaaagctgcaaacg

tccceeegggatgceatcatcaccatcaccatca-
ccataaaatcgaagaaggtaaactgg

ccgctcgagettggtgatacgagtctg

tggctaatagcacgegcetate

gctctagaatggctagtaacgtag-
agagccaactg

gctctagaatggctagtgacacatcttg-
gattaatc

cgggatccaatggactcggeggaatec
acgcgtcgacctaactcggegtceegec

ggaattccatatggattacaaggat-
gacgacgataagatgtttctgtccatcgec

ggggtaccctacttagetagggagttggac
cccaagctttcagttgatggtggctac

Verwendung

His-Tag

His-Tag

Cup-Klonierung

His-AN-Klonierung
His-AN-Klonierung
AN-Klonierung

AN-Klonierung
AN-Klonierung

AN-Klonierung

MBP-Klonierung

MBP-Klonierung

NOT 1pc/pEMINI EXT-
Klonierung

NOT1pc-Klonie-
rung

NOT1pg-Klonie-
rung

NOT10-Klonierung
NOT10-Klonierung
NOT11-Klonierung

NOT11-Klonierung

NOTI MlNl-Klonie-
rung

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 9.1

Oligonukleotid:

NotlrevHpal

Not2forNhel

Not2revKpnl
Not3 Eco53kl rev
Not3forNcol

Not3minrevHindIII
Not3revKpnl
NOTIforEcoRI

NotIMC HisforSpel

NotIMCfor

NotIMCrev

Notlmid for
Notlmidfor EcoRI

Osk 3'UTR for Bglll
pGEX-PABPC forBamHI

pGEX-PABPC revXhol

pop2 DTEtoATA for

pop2 DTEtoATA rev

pop2 rev_xbal

Sequenz

agttaactctagactcacttatcgtcgtcstcctt-
gtaatcgttgatggtggctacctc

ctagctagcatgcatcatcaccatcaccatcac-
catatggcgaatttaaattttc

ggggtaccttatacagactgtccattc

gtgtttcaatgagacgtcg

catgccatggatgcatcatcaccatcaccatca-

ccatatggctgcgacgagaaaattg
cccaagctttcaattcagetccttgte
ggggtacctcaattcagcetccttgte

ggaattcatggcaactgttg

ggactagtatgcatcatcaccatcaccatcac-
catgtgactgtgccaccagag

gtgactgtgccaccagag

tcagttgatggtggctac

tatccgctccattcctcac

cggaattcgtgactgtgccaccagag

gaagatctgttgggttcttaatcaag
cgcggatccatggcettetctatacgtcggtg

ccgctcgagttagttggcgggctcggtg

cactatgtggccatggcecaccgegttt-
ccaggcgtggtag

ctaccacgcctggaaacgeggtggccat-
ggccacatagtg

gctctagatcatgaagegcetgttegte

Verwendung

NOTI MlNl-Klonie-
rung

NOT2-Klonierung

NOT2-Klonierung
NOT3-Klonierung
NOT3-Klonierung

NOT3-Klonierung
NOT3-Klonierung

NOT 1pc/pEMINI EXT-
Klonierung

NOTI MlNl-Klonie-
rung

NOTI MlNl-Ampliﬁ-
kation

NOTI MlNl-Ampliﬁ-
kation

NOT1-Klonierung

NOTI MlNl-Klonie-
rung

BRE-Amplifikation

PABPC-Klonie-
rung

PABPC-Klonie-
rung
Cafl1-OE-PCR

Cafl-OE-PCR

Cafl-Klonierung

Fortsetzung auf folgender Seite
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Fortsetzung von Tabelle 9.1

Oligonukleotid:

pop2forXhol

twin DFNtoAFA_for

twin DFNtoAFA rev

twin_for2
twin_revHindIII
twinforBamHI

twinrevSall

Sequenz

ctcgagtcacttatcgtcgtcatccttgtaatct-
gaagcgctgttcgtcte

getgetgetgtgeggtgecttegectegetac-
ccgattcag

ctgaatcgggtagcgaggcgaaggeac-
cgcacagcagcagc

cgggatccatgaaaggcaatcattataaaatg
cccaagcttctaccggegattgatcag
cgggatccaatgaaaggcaatcattataaaatg

acgcgtcgacctaccggcegattgatcag

Verwendung

Cafl-Klonierung

CCR4-OE-PCR

CCR4-OE-PCR

CCR4-OE-PCR

CCR4-Klonierung
CCR4-Klonierung
CCR4-Klonierung
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