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1 Einleitung

1.1 Genexpression

Erbinformationen sind in Form von Desoxyribonukleinsiure (desoxyribonucleic acid; DNA)
gespeichert. In Eukaryoten ist die DNA im Zellkern lokalisiert, kann jedoch diesen nicht
verlassen. Somit ist die Erbinformation rdumlich von der Proteinbiosynthese getrennt, welche
im Zytoplasma stattfindet. Damit die in der DNA kodierte Information ins Zytoplasma gelangen
kann, muss die Sequenz der DNA in eine messenger Ribonukleinsdure (mMRNA) umgeschrieben
und anschliefend aus dem Zellkern exportiert werden. Im Zytoplasma wird die mRNA in
Proteine translatiert. Fiir die mRNA-Synthese werden die proteinkodierenden Sequenzen der
DNA durch die RNA-Polymerase II (RNA Pol II) abgelesen und es wird die sogenannte
Vorldufer- oder Prai-mRNA synthetisiert. Damit diese als gereifte mRNA in das Zytoplasma
exportiert werden kann, muss sie prozessiert werden. Die Prozessierung wird in drei Schritten
ko-transkriptionell vollzogen. Unmittelbar nach Beginn der Synthese, wenn das Transkript
etwa 20-30 Nukleotide lang ist, wird am 5‘-Ende eine 7-Methyl-Guanosin Cap-Struktur
angehingt. Diese dient der gereiften mRNA als Stabilitdtskontrolle, verhindert den Abbau
durch Exonukleasen im Zytoplasma und verstérkt die Translation. Bei den meisten Pra-mRNAs
ist die kodierende Sequenz durch zusétzliche nicht-kodierende Sequenzen, die Introns,
unterbrochen. Diese werden durch das SpleiBosom enzymatisch herausgeschnitten und die
proteinkodierenden Sequenzen werden zusammengefiigt. Zum Ende der Transkription wird die
Pra-mRNA durch eine Endonuklease gespalten und am neu entstandenen 3‘-Ende ein Schwanz
aus Adenosinmonophosphaten angehéngt. Dieser dient der Stabilitétskontrolle und dem Schutz
vor Abbau durch 3‘-Exonukleasen. Der Poly(A)-Schwanz sorgt aulerdem fiir eine effizientere
Translations-Initiation. Mit Hilfe einer Protein-vermittelten Interaktion mit dem 5°-Ende der
mRNA kommt es zur Bildung einer geschlossenen Schleife (Park et al., 2011; Tarun & Sachs,
1996). Die gereifte mRNA bildet mit Proteinen einen Ribonukleopartikel (RNP) und wird in
das Zytoplasma exportiert, um in Proteine {ibersetzt zu werden (Bentley, 2014; Hocine et al.,
2010). Eine schematische Darstellung des Teilschrittes der 3°-Prozessierung ist in Abbildung

1.1 gezeigt.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der 3‘-Prozessierungsreaktion in Metazoa

Dargestellt sind die mechanistischen Teilschritte der 3'-Prozessierung. Das Schema zeigt die
konservierten RNA-Sequenzelemente, welche von den beteiligten 3'-Prozessierungsfaktoren gebunden
werden (siehe Einleitung 1.2). Die Spaltstelle ist mit einem roten Blitz angedeutet. Abbildung modifiziert
nach (Wahle & Kihn, 2021).

1.2 3‘-Prozessierung von mRNAs

Die 3-Prozessierung ist ein zentraler Schritt fiir die Reifung von mRNAs. Sie 14uft simultan
zum Anhdngen der 5°-cap-Struktur und dem Spleilen der intronischen Sequenzen ab. Die
Prozessierung ist eine zweistufige Reaktion, bei der die Vorldufer-mRNA zundchst
endonukleolytisch gespalten wird. An das neu entstandene 3°-OH wird nun durch die Poly(A)-
Polymerase (PAP) ein Poly(A)-Schwanz angehingt. Mit Ausnahme von Histon mRNAs
werden alle mRNAs polyadenyliert (Ogorodnikov et al., 2016).

Die reifende mRNA besitzt interne Sequenzmotive, sogenannte cis-Elemente, die die 3°-
Prozessierung steuern. Diese werden durch den 3°-Prozessierungskomplex gebunden (Xiang et
al., 2014). Allen voran steht das Polyadenylierungssignal (PAS), bestehend aus dem
AAUAAA-Hexanukleotid, das zwar stark konserviert ist, jedoch eine gewisse Variabilitét
aufweisen kann, z. B. AUUAAA (Sheets et al., 1990). Das PAS wird durch den zentralen Faktor
der 3‘-Prozessierung gebunden, den cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF) (S.
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L. Chan et al., 2014; Clerici et al., 2018; Keller et al., 1991; Schonemann et al., 2014). Eine
Punktmutation des einzelnen Uracils in ein Guanin im Hexanukleotid (AAGAAA) kann zur
Inhibierung der CPSF-Bindung an das Polyadenylierungssignal fiihren und damit zur
Inhibierung der 3‘-Prozessierung (Bienroth et al., 1991).

CPSF besteht aus zwei Subkomplexen: mammalian specificity factor (mPSF) und mammalian
cleavage factor (mCF). mPSF setzt sich aus den Untereinheiten CPSF1, WDR33, hFip1 und
CPSF4 zusammen. Die Bindung des PAS erfolgt {iber die mPSF-Untereinheiten WDR33 und
CPSF4 (Clerici et al., 2018). Verkniipft ist mPSF mit mCF durch eine Wechselwirkung
zwischen WDR33 und der mCF-Untereinheit CPSF2 (Y. Zhang et al., 2020). Neben CPSF2
besteht mCF aus den Untereinheiten CPSF3 und Symplekin. mCF spaltet den mRNA-Vorlaufer
nach einem CA-Dinukleotid, welches sich ca. 10-30 Nukleotide stromabwarts (-3°) des PAS
befindet. Die Spaltung wird durch die von zweiwertigen Metallionen abhéingige Endonuklease
CPSF3 katalysiert (Huang et al., 2023; Mandel et al., 2006; Ryan et al., 2004). Eine genauere
Beschreibung der Komplexe erfolgt in Einleitung 1.3.

Neben dem PAS werden weitere Sequenzmotive der RNA durch 3‘-Prozessierungsfaktoren
gebunden. Durch Protein-Protein Interaktionen werden diese von CPSF rekrutiert (siche
Einleitung 1.3). Etwa 40-60 Nukleotide stromaufwirts (5°-) der Spaltstelle befinden sich eine
oder mehrere Kopien eines UGUA-Motivs, die durch den cleavage factor 1 (CF I) gebunden
werden (Brown & Gilmartin, 2003; Martin et al., 2012; Venkataraman et al., 2005; Q. Yang et
al., 2010). Neben den UGUA-Motiven gibt es u. a. noch U-reiche Sequenzen (auxiliary
elements) stromaufwirts des AAUAAA-Hexamers, die von hFipl gebunden werden (Lackford
et al., 2014). In einem bis zu 40 Nukleotide groen Bereich stromabwirts (-3°) der Spaltstelle,
dem sogenannten downstream element (DSE), bindet der cleavage stimulatory factor (CstF)
U/GU-reiche Sequenzen(MacDonald et al., 1994; Perez Canadillas, 2003; W. Yang et al.,
2018). Nachfolgende G/GU-reiche Sequenzen werden wahrscheinlich durch den mammalian
cleavage factor 11 (CF II) iiber die Untereinheit Pcfl1 gebunden (Schifer et al., 2018). Die
Bindung von CPSF und CstF an die RNA erfolgt dabei kooperativ (Murthy & Manley, 1995).
Eine schematische Darstellung des bis zu Beginn dieser Arbeit bekannten 3‘-Prozessierungs-

komplexes ist in Abbildung 1.2 zu finden.




mPSF

mCF

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des humanen 3‘-Prozessierungskomplexes

Die schematische Darstellung einer Pra&-mRNA mit dem humanen 3‘-Prozessierungskomplexes
entspricht dem Wissenstand zu Beginn dieser Arbeit. mPSF (orange) bindet das Polyadenylierungs-
signal. Das UGUA-Motiv wird von CF | (grau) gebunden, U/GU-reiche Sequenzen im downstream
element (DSE) werden von CstF (blau) und G/U-reiche Sequenzen von CF Il (violett) gebunden. mCF
spaltet (griner Blitz) die Vorlaufer mRNA, und mPSF rekrutiert die Poly(A)-Polymerase (gelb).
Abbildung modifiziert nach (Wahle & Kiihn, 2021).

Das durch die Spaltung der Pra-mRNA neu entstandene 3 ‘-Spaltprodukt besitzt nach bisheriger
Erkenntnis keine Funktion und wird unmittelbar nach der Spaltung abgebaut. Dieser Schritt ist
moglicherweise eng an die Transkriptions-Termination gekoppelt. Der genaue Ablauf des
Abbaus des 3‘-Fragmentes wird in der Literatur diskutiert. Die bekannteste Theorie ist das
sogenannte ,, Torpedo-Modell“, nach der das Fragment ko-transkriptionell durch die 5°-
3‘-Exonuklease XRN2 abgebaut wird (Ratl; Saccharomyces cerevisiae) (Connelly & Manley,
1988; Kim et al., 2004; West et al., 2004). Dagegen spielt XRN2 bei der Termination von Histon
mRNAs keine bekannte Rolle; hier wird das 3°‘-Fragment vielmehr durch eine 5°-3°-
Exonuklease-Aktivitit von CPSF3 abgebaut (X. Yang et al., 2020). Ein alternatives Modell,
das sogenannte allosterische Modell, besagt, dass es zu einem Pausieren der RNA Pol II auf
Hohe des PAS kommt. Dadurch, oder auch durch den Akt der 3‘-Prozessierung, kommt es zu
einer Konformationsédnderung des elongierenden Polymerase-Komplexes. Diese sorgt fiir eine
erhohte Wahrscheinlichkeit der Dissoziation des Komplexes. Unterstiitzend dazu zeigten in
vitro-Versuche auch eine PAS-unabhéngige Termination durch Konformationséinderung der

RNA Polymerase II (Proudfoot, 2016; Rodriguez-Molina et al., 2023; H. Zhang et al., 2015).
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Nach der endonukleolytischen Spaltung des Vorldufers wird durch die Poly(A)-Polymerase
(PAP) ein Poly(A)-Schwanz angehangen, der in Sdugern etwa 250 Nukleotid lang ist
(Ogorodnikov et al., 2016). Die Affinitdt der Poly(A)-Polymerase zu dem gespaltenen Substrat
ist sehr gering, sodass durch das Enzym nur wenige Adenlyate an die RNA angefiigt werden,
bevor dieses wieder dissoziiert. Dieses Verhalten der PAP wird als distributiv beschrieben. Die
Gegenwart von CPSF an der reifenden RNA sorgt fiir die Spezifitdt der Reaktion und einer
kooperativen Stimulation der Aktivitit der PAP (Bienroth et al., 1993). Ein weiterer wichtiger
Interaktionspartner ist das nukledre Poly(A)-Bindungsprotein (PABPN1), das den wachsenden
Poly(A)-Schwanz bedeckt. Zusammen mit CPSF bewirkt PAPBN1 eine noch stéirkere
Stimulation der PAP, sodass die Polyadenylierung zu einer prozessiven Reaktion wird. Das
bedeutet, dass die PAP relativ lange eine einzelne Substrat-RNA verldngert, bevor das Enzym
von dieser dissoziiert und ein neues Substrat verldngert (Bienroth et al., 1993; Wahle, 1991a).
CPSF sorgt fiir die Spezifitit der Reaktion und die Rekrutierung der PAP und PABPNI1, das
nach ca. 10-11 Nukleotiden den wachsenden Poly(A)-Schwanz bindet. Je ldnger der Poly(A)-
Schwanz wird, desto mehr Kopien von PABPN1 konnen an diesen binden. Zum Ende der
Reaktion sorgt die Anzahl der PAPBN1-Kopien fiir eine ausreichende rdumliche Trennung,
sodass es zur Dissoziation von PABPN1 und CPSF kommt. Ab diesem Zeitpunkt wird das
Verhalten der PAP wieder distributiv, was dazu fiihrt, dass nur noch wenige Adenylate
angehéngt werden und PAP von der mRNA dissoziiert. Die Polyadenylierungsreaktion ist also

langenkontrolliert (Kiihn et al., 2009, 2017).

In Zellen besitzen ca. 70% der reifenden mRNAs nicht nur ein einziges Polyadenylierung-
ssignal mit den notwendigen cis-Elementen, sondern enthalten mehrere dieser Poly-
adenylierungssignale. Bei diesen miissen jedoch nicht alle cis-Elemente enthalten sein (Derti et
al., 2012; A. R. Gruber et al., 2014). Das Vorhandensein und Ubereinstimmen mit der
Konsensussequenz erhoht die Wahrscheinlichkeit der Interaktion und Nutzung der Spaltstelle.
Die Wabhrscheinlichkeit der Nutzung fiihrt zur Einordnung von schwachen und starken Poly-
adenylierungsstellen (Tian & Manley, 2017). Neben der Stdrke kann man die Poly-
adenylierungsstellen auch nach Abstand zum 3°‘-Ende des offenen Leserahmens (ORF)
klassifizieren. Diese werden in proximale und distale Polyadenylierungsstellen unterschieden.
Proximale Polyadenylierungsstellen sind dabei ndher an den kodierenden Sequenzen der Pré-
mRNA und gelten als schwicher im Vergleich zu den distalen Polyadenylierungsstellen (A. J.
Gruber & Zavolan, 2019). Durch die Benutzung unterschiedlicher Polyadenylierungsstellen
(alternative Polyadenylierung) entstehen verschiedene Isoformen der jeweiligen mRNA. Wenn

die alternativen Polyadenylierungsstellen auflerhalb der kodierenden Sequenzen liegen, sorgt




deren Benutzung fiir unterschiedliche Lingen der 3‘-untranslatierten Regionen (UTR). Bei
alternativen Polyadenylierungsstellen stromaufwirts des Stopcodons entstehen dagegen
mRNA-Varianten, die verschiedene C-terminale Aminosduresequenzen kodieren. Distale
Polyadenylierungsstellen werden meist durch den 3‘-Prozesierungskomplex bevorzugt (A. J.
Gruber & Zavolan, 2019). Knockdown-Experimente von CF I zeigten allerdings einen Wechsel
zu proximalen PASs, welche eine geringere Anzahl an UGUA-Bindungssequenzen aufweisen
(Martin et al., 2012; Zhu et al., 2018). Im Gegensatz dazu fiihrten Knockdowns von Pcfl1,
CstF64 oder CstF64t zu einem gegenteiligen Effekt, sodass mehr distale Polyadenylierungs-
stellen verwendet wurden. Generell fiihrt eine Kiirzung des 3°-UTRs zu einer Reduzierung von
Bindungsstellen von regulatorischen Proteinen oder micro-RNAs (Tian & Manley, 2017; Yao
et al., 2013). In verschiedenen Krebsarten kommt es hiufig zur Expression von mRNAs mit

gekiirzten 3‘-UTRs (Mayr & Bartel, 2009).

1.3 Etablierte 3°-Prozessierungsfaktoren

Eine Mehrzahl der 3°-Prozessierungsfaktoren ist seit lingerem durch Reinigungen aus
Kalbsthymus oder HeLa-Zellen bekannt. Allerdings konnte die Spaltungsreaktion der humanen
3¢-Prozessierung mit rekombinanten Proteinen bei Beginn dieser Arbeit noch nicht
rekonstituiert werden und stellt somit einen zentralen Aspekt dieser Arbeit dar. Ein Blick auf
Homologien zum bereits rekonstituierten Hefe-Komplex (Saccharomyces cerevisiae) zeigt
hierbei bereits viele Homologe zu den identifizierten humanen Faktoren (Hill et al., 2019).
Dafiir ist ein Vergleich zwischen den homologen 3°-Prozessierungsfaktoren in Tabelle 1.1
aufgefiihrt. Fiir die Rekonstitution in der Béackerhefe wird ein CPFcore (cleavage and
polyadenylation factor) benétigt. Dieser besitzt Homologien zu den humanen Komplexen
mPSF und mCF. Dazu kommt Mpel, fiir das bislang die Homologie zu dem Protein RBBP6
aufgrund des N-Terminus vermutet wird (Di Giammartino et al., 2014). Daneben werden CF IA
und CF IB (cleavage factor 1A; IB) als essentielle Faktoren bendtigt. Die restlichen bekannten
Faktoren sind nicht essentiell. Die Prozessierungsfaktoren aus der Hefe und Sdugetieren
entsprechen sich weitgehend, wie aus Tabelle 1.1 ersichtlich ist. Lediglich fiir den essentiellen
Hefe-Faktor Hrpl (= CF IB) gibt es bislang kein Siuger-Aquivalent. Umgekehrt gibt es keine
konservierten Homologe zum humanen CF I-Komplex in der Hefe. Gleichzeitig besteht der
CstF-Komplex in der Hefe nur aus den Untereinheiten Rnal4 und Rnal5, was den humanen
CstF77 und CstF64 entspricht. Ein Pendant zu CstF50 gibt es in der Hefe nicht. Das Symplekin-
Homolog Ptal wird in der Hefe dem Phosphatase-Modul zugeordnet und ist, wie das gesamte

Phosphatase-Modul, kein essentieller Faktor. Das Phosphatase-Modul besteht neben Ptal unter
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anderem aus den Proteinen Glc7, Swd2, Ref2, die konservierte Homologe der Untereinheiten
PPloa, WDRS82 und PNUTS des Proteinphosphatase Komplex 1 (PP1) sind. Dazu kommen die
fiir die C-terminalen Doméne der RNA Polymerase Il (CTD)-spezifische Phosphatase Ssu72,
die eine wichtige Rolle in der Transkription spielt, sowie Ptil (Casaial et al., 2017). Vergleicht
man den 3‘-Prozessierungskomplex der Béckerhefe mit dem humanen Spaltkomplex, fallt
somit zum einen auf, dass mit Mpel ein zusétzlicher Faktor essentiell ist. Zum anderen ist eine
grofle Diskrepanz in der Grofle zu erkennen. Der humane Prozessierungskomplex besitzt eine
Gesamtmasse von ca. 1,5 MDa, wihrend der Hefe-Komplex eine Gesamtmasse von etwa
0,85 MDa besitzt. Zu den 1,5 MDa trigt ein groBBer Teil an intrinsisch ungeordneten Regionen

(IDRs) der einzelnen Proteine bei.




Tabelle 1.1: Vergleich der 3‘-Prozessierungsfaktoren aus dem Menschen und der Backerhefe
(Saccharomyces cerevisiae)

Bekannte homologe 3‘-Prozessierungsfaktoren aus dem Menschen und der Backerhefe im
tabellarischen Vergleich, mit farblicher Unterstreichung der jeweiligen Proteinkomplexe. Der Hefefaktor
CPFcore ist zusatzlich in drei Module (orange, rot, weil) unterteilt. Pta1l ist mit einem Stern
gekennzeichnet, da das Symplekin-Homolog nicht zum core CPF-Komplex gehdrt. Es ist Teil des
Phosphatase-Moduls. Mpe1 ist Bestandteil des Nuklease-Moduls in Hefe und damit Teil des core
Komplexes. Es wird vermutet, dass RBBP6 das humane Homolog sein kdnnte, dessen Beteiligung an
der 3‘-Prozessierung bislang noch nicht eindeutig geklart werden konnte. Es gibt bisher keine
experimentell bestatigte Homologie zwischen Pti1 und CstF64r. Beide Proteine besitzen jedoch eine
Ahnlichkeit in ihrer Aminosauresequenz.

Homo sapiens Saccharomyces cervisiae

CPSF CPF

core

PPla Glc7
Tox4
PP1 Phosphatase
WDRS2 Swd2 Modul/APT
PNUTS Ref2 Komplex
hSsu72 Ssu72
CstF64t ? Ptil
CstF77/CstF3 Rnal4
CstF CstF64/CstF2 Rnal5s
CstF64t/CstF2t
CstF50/CstF1 CF 1A
CF IB

PAPBNI1

RNA Pol II Rbpl
Rbpl CTD CTD
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1.3.1 CPSF

Der cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF) ist der zentrale Faktor der
3‘-Prozessierung von Vorldufer mRNAs, da er das AAUAAA-Hexamer, das Poly-
adenylierungssignal, bindet. Aulerdem enthdlt CPSF die Endonuklease und rekrutiert die
Poly(A)-Polymerase. CPSF besteht aus den beiden Subkomplexen mPSF und mCF. Der mPSF-
Komplex wurde 2014 im Rahmen der Rekonstitution der Polyadenylierungsreaktion
beschrieben (Schonemann et al., 2014). Urspriinglich galt CPSF als ein Komplex aus den vier
Untereinheiten CPSF1 (=CPSF160), 2 (=CPSF100), 3 (=CPSF73) und 4 (=CPSF30), der aus
Kalbsthymus oder HeLa-Zellen fraktioniert wurde (Bienroth et al., 1991; Murthy & Manley,
1992). hFipl wurde spéiter als fiinfte Untereinheit beschrieben (Kaufmann et al., 2004).
Schonemann et al. 2014 zeigten, dass auch WDR33 Bestandteil des Komplexes ist und
zusammen mit CPSF1, CPSF4 und hFip1, den Subkomplex, mPSF bildet. WDR33 besitzt eine
konservierte WD40-Doméne am N-Terminus (Ito et al.,, 2001). AuBerdem konnten
Schonemann et al. die Aussage revidieren, nach der CPSF1 die AAUAAA-erkennende
Untereinheit zusammen mit dem Zinkfingerprotein CPSF4 darstellt (S. M. Barabino et al.,
1997; Keller et al., 1991). Das Polyadenylierungssignal wird vielmehr durch WDR33 und
CPSF4 erkannt. Uber die Basen U3 und A6 wird die AAUAAA-Sequenz von WDR33 unter
Bildung eines Hogsteen-Basenpaares gebunden. CPSF4 bindet gleichzeitig liber zwei seiner
fiinf Zinkfinger die Basen Al, A2, A4 und AS5 (S. L. Chan et al., 2014; Clerici et al., 2018;
Schonemann et al., 2014; Sun et al., 2018). CPSF1 dient dem Komplex als Geriist und
interagiert mit CstF77 und PAP (Murthy & Manley, 1995; Y. Zhang et al., 2020). hFip1 sorgt
ebenfalls fiir die Rekrutierung und Bindung der Poly(A)-Polymerase, die mit der N-HAT-
Domine von CstF77 um die hFipl-Bindung konkurriert. Die Bindung ist Grundlage der
Polyadenylierungsinhibition durch CstF (Muckenfuss et al., 2022). Gleichzeitig bindet hFip1
mit einer Spezifitdt fiir U-reiche Sequenzen den mRNA-Vorldufer (Kaufmann et al., 2004;
Lackford et al., 2014). Des Weiteren sind in mPSF zwei Kopien von hFip1 enthalten, die jedoch
nur eine Kopie der Poly(A)-Polymerase rekrutieren (Muckenfuss et al., 2022).

Der mCF-Komplex besteht aus den Untereinheiten CPSF2, CPSF3 und Symplekin und bildet
einen stabilen Komplex (Sullivan et al., 2009). Lange Zeit galt CPSF3 als eine zinkabhidngige
Endonuklease. Sie katalysiert die Spaltreaktion sowohl fiir Pri- als auch Histon-Pra-mRNAs
(Dominski, Yang, & Marzluff, 2005; Mandel et al., 2006; Ryan et al., 2004). Jiingst konnte
gezeigt werden, dass im kanonischen Spaltkomplex zum Grofteil Eisen-Ionen im aktiven
Zentrum von CPSF3 gebunden sind und der Anteil an koordinierten Zink-Ionen deutlich kleiner

ist. Dagegen ist es beim Histon-Spaltkomplex genau umgekehrt. Ob CPSF3 mit koordinierten
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Eisen-lonen genauso aktiv ist wie mit Zink-Ionen, konnte jedoch nicht bestimmt werden
(Huang et al. 2023). Das Protein gehort zur Metallo-B-Lactamase-Familie und besitzt zusdtzlich
eine B-CASP-Doméne (Dominski, 2010). CPSF2 ist eine inaktive Pseudoendonuklease mit
Homologie zu CPSF3. Die Interaktion zwischen CPSF2 und 3 kommt durch beide C-Termini
zustande (Dominski, Yang, Purdy, et al., 2005). CPSF2 und 3 weisen Sequenzhomologitét zu
den Integratorkomplex-Proteinen Ints9 (CPSF2) und Intsl1 (CPSF3) auf, die an der
Prozessierung von snRNAs beteiligt sind (Baillat et al., 2005; Dominski, Yang, Purdy, et al.,
2005). CPSF2 stellt das Bindeglied zu mPSF dar, indem dieses iliber das sogenannte PSF
interaction motif (PIM) von WDR33 gebunden wird (Y. Zhang et al., 2020).

Symplekin ist die dritte Untereinheit. Sie wurde bereits 2000 als Prozessierungsfaktor entdeckt
und dient mCF als Geriistprotein (Sullivan et al., 2009; Takagaki & Manley, 2000; Xiang et al.,
2014). In der Mitte des Proteins befinden sich zwei Bindungsdoménen fiir CstF64 und CPSF3
(Ruepp et al., 2011; Y. Zhang et al., 2020). Interessanterweise ist Symplekin in der Biackerhefe
ein Teil des nicht-essentiellen Phosphatase-Moduls in der 3‘-Prozessierung (Casafial et al.,
2017; Hill et al., 2019). Eine Darstellung der Doménen der CPSF-Untereinheiten ist in
Abbildung 1.3 gezeigt.

| Propeller A — Propeller B | Propeller C W CPSF1

1 474 519 996 1352

_—— WD 40 s Kollagen-ahnlich GPR WDR33

115 433 584 903 998 1200
I Konserviert I RD M R-reich |EEE hFipt
135 204 461 524

W zF1 | zF2 | zF3 | zF4 | zF5 CCHC CPSF4
28 62 90 118 147 169 241 261

| NTD B Cstfe4 M CcPSF3 CTD NN Symplekin
30 340 390 500 550 760 780 1110

| MBL | p-CASP [ PIM ] CTD CPSF2

1 218 393 460 486 669 782

| MBL [ B—CASP | CTD CPSF3

1 208 394 520 684

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Doméanen der CPSF-Untereinheiten

Schematische Darstellung der Doménenstruktur der mPSF und mCF Untereinheiten. GPR ist eine
Glycin-, Prolin- und Arginin-reiche Domane. RD und R-reich sind Domanen mit iberwiegendem Anteil
an Arginin (R) und Aspartat (D). CPSF besitzt finf CCCH-Zinkfinger-Doméanen (ZF) und einen CCHC
zinc knuckle. Symplekin besitzt in der Mitte Interaktionsdoméanen fiir CstF64 und CPSF3. CPSF2 und 3
besitzen R-Metallo-Lactamase-Domanen gefolgt von B-CASP-Domanen. Zusatzlich besitzt CPSF2 in
der Mitte das PSF interaction motif (PIM) fir die Interaktion mit WDR33.
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1.3.2 CstF

Der cleavage stimulatory factor (CstF) besteht aus jeweils zwei Kopien der Untereinheiten
CstF77 (=CstF3), CstF64 (=CstF2) und CstF50 (=CstF1) (Bai et al., 2007; Takagaki et al., 1990;
W. Yang et al., 2018). CstF ist ein essentieller Faktor der 3‘-Prozessierungsreaktion, wird aber
nur fiir die Spaltung und nicht fiir die nachfolgende Polyadenylierungsreaktion benétigt. Uber
ein RNA recognition motif (RRM) bindet die Untereinheit CstF64 an die Vorldufer-mRNA in
einem GU/U-reichen downstream element unterhalb der Spaltstelle (MacDonald et al., 1994).

CstF77 dient dem Komplex mittels seiner Dimerisierung als Briicke und verkniipft die beiden
kleineren Untereinheiten miteinander. Die Dimerisierung von CstF77 kommt {iber die
N-terminalen HAT-N und HAT-C Doménen (half a tetratricopeptide) zustande (Moreno-
Morcillo, Minvielle-Sébastia, Fribourg, et al., 2011). Mittels CryoEM-Strukturen konnten
Interaktionen mit WDR33 und CPSF1 iiber die HAT-C Doméne gezeigt werden, die zur
kooperativen Bindung der RNA von CstF und CPSF beitragen (Bai et al., 2007; Legrand et al.,
2007; Murthy & Manley, 1995; Y. Zhang et al., 2020).

Im Zuge von Pulldown-Experimenten konnte gezeigt werden, dass Symplekin mit CstF77 um
die Bindung von CstF64 konkurrieren kann. Die Proteinbindung erfolgt iiber die
Gelenkdoméine (hinge) von CstF64 (Ruepp et al., 2011; Takagaki & Manley, 2000). Dies
konnte ein Indiz dafiir sein, dass CstF64 nicht nur Untereinheit von CstF ist, sondern auch von
mCF sein konnte. Fiir den Spaltkomplex von Histon-Prai-mRNAs konnte gezeigt werden, dass
CstF64 ein Teil des Komplexes sein kann. Es besteht jedoch keine Notwendigkeit dafiir, dass
CstF64 ein Teil des Spaltkomplexes ist, da auch Komplexe in Abwesenheit von CstF64
Histon-Pri-mRNAs in vitro spaltaktiv sind. (Sun et al., 2018; X.-C. Yang et al., 2013). Uber
den C-Terminus von CstF64 kommt es zur Interaktion mit der CF II Untereinheit Pcfl1.

Hiermit wird CstF mit einem weiteren 3 ‘-Prozessierungsfaktor verkniipft. (Qu et al., 2007).

CstF50 ist die einzige der CstF Untereinheiten, die kein Homolog in der Bickerhefe besitzt.
Das Protein interagiert iiber seine C-terminale WD40-Domine mit CstF77 (Takagaki &
Manley, 1992, 2000). Dafiir bindet CstF50 an einen konservierten Bereich zwischen der HAT-
Domine und der CstF64-Bindungstelle. Zusétzlich sorgt die Untereinheit fiir eine stdrkere
Bindung an die GU/U-reichen Sequenzen der RNA des CstF-Komplexes (W. Yang et al.,
2018).

CstF64 besitzt mit CstF64t ein Paralog, welches in allen Geweben, aber besonders stark in
Hoden, Gehirn und Herzen exprimiert wird (Wallace et al., 1999; Yao et al., 2013). In den

Hoden spielt es eine besondere Rolle innerhalb der Spermatogenese fiir die Wahl bestimmter
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3¢-Prozessierungssignale und hat damit mafgeblichen Anteil an alternativer Polyadenylierung
(Dass et al., 2007; MacDonald & McMahon, 2010). Es scheint der Fall zu sein, dass die 1-
Variante CstF64 im Komplex ersetzen kann. Allerdings verdndert sich die Sequenzspezifitit
der RNA-Bindung von einem GU-reichen zu einem U-reichen Bereich (Monarez et al., 2007).

Die Doménen von CstF sind schematisch in Abbildung 1.4 dargestellt.

[ | HAT-N [ HAT-C N CsiF50 | CstF64 N CstF77
1 218 393 581 653

| RRM | HINGE [ P/G-reich [ MEARAG CTD CstF64
1 1 197 409 469 531 577

[ Dimerisierung | — WD40 | cstF50
1 60 106 431

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Doménen von CstF

Die N-terminale HAT-Domane von CstF77 wird in N und C unterteilt. Am C-Terminus befinden sich die
Interaktionsdomanen fir CstF50 und CstF64. CstF64 besitzt N-terminal ein RNA recognition
motif (RRM), gefolgt von der Gelenkdoméane (hinge). In der Mitte befindet sich eine Prolin und Glycin
(P/G) reiche Domane, an die sich eine wiederholende Sequenz aus Methionin, Glutamat, Alanin, Arginin
und Alanin bzw. Glycin anschliefit.

1.3.3 CF1

Cleavage factor 1 (CF 1) ist ein tetramerer Komplex aus jeweils zwei Kopien von CF I 25
(=CPSF 5/Nudt21) und CF 168 (=CPSF 6). Die letztere Unterecinheit kann durch CF I 59
(=CPSF 7) ersetzt werden, das auf einem anderen Gen kodiert ist (Riiegsegger et al., 1996).
Durch alternatives Spleiflen kann aus dem ORF des CF I 68-Transkriptes noch eine CF I 72-
Untereinheit entstehen (Riiegsegger et al., 1998).

Uber eine N-terminale Nudix-Domine von CF1 25 wird das UGUA-Bindungsmotiv im
upstream element der Prai-mRNA gebunden. Die Nudix-Domine trdgt zum einen mafBgeblich
zur RNA-Bindung bei, zum anderen dient sie zur Interaktion mit CF I 68 sowie PAP und
PABPNI1 (Brown & Gilmartin, 2003; Dettwiler et al., 2004). CF I 68 besitzt N-terminal ein
RRM mit schwacher Bindungsaktivitdt, das hauptsichlich kooperativ zur RNA-Bindung von
CF I 25 beitriagt.

CF 1 kann als ein Regulator der alternativen Polyadenylierung angesehen werden, da die
Expression des Proteins Einfluss auf die Wahl der Splei3- und Polyadenylierungsstellen hat (A.
R. Gruber et al., 2014; Martin et al., 2012; Zhu et al., 2018). Die Doménenstruktur von CF I ist
schematisch in Abbildung 1.5 dargestellt.
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[ ] RNA-Bindung | Nudix I cri2s
51 77 202
— RRM — P-reich CFl 68

81 175 242 407 490 551

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Doméanen von CF |
Schematische Darstellung der Domanenstruktur von CF I. CF | 68 besitzt mittig eine Prolin-reiche (P)
und C-terminal eine Arginin/Serin-reiche (RS) Sequenz.

1.34 CFII

Der cleavage factor 11 (CF 1I) ist ein Heterodimer aus den Untereinheiten hPcfl1 und hClpl
und konnte jiingst rekonstituiert werden (Schéfer et al., 2018). Der Proteinkomplex gilt als ein
essentieller Faktor der 3°-Prozessierung. In der Hefe bilden die beiden Homologen zusammen
mit den Homologen von CstF77 (=Rnal4) und CstF64 (=Rnal5) den essentiellen
CF IA-Komplex. CF II bindet {iber Pcfl1 G-reiche Sequenzen der mRNA-Vorldufer (Schifer
et al., 2018). Im N-terminalen Bereich besitzt Pcfl1 eine konservierte CTD interagierende
Domine (CID). Uber diese Interaktionsdomine wird eine Bindung zur CTD der RNA
Polymerase II vermittelt. Dadurch wird die 3‘-Prozessierung eng mit der Transkription und im
speziellen mit der Transkriptionselongation gekoppelt (Barilla et al., 2001; Meinhart & Cramer,
2004). Mit der Bindung zwischen der CTD und der CID wird der Elongationskomplex gestort,
wodurch es eine erhebliche Rolle in der Transkriptions-Termination besitzt (West & Proudfoot,
2007; Z. Zhang et al., 2005). Im mittleren Bereich des Proteins befinden sich 30 FEGP-
Wiedererholungen, die essentiell fiir die Spaltung der 3‘-Prozessierung sind (Schifer et al.,
2018). Die genaue Funktion der FEGP-Motive ist unbekannt. Zwei Zinkfinger im C-Terminus
sorgen fiir die Bindung der G-reichen RNA-Sequenzen. Die Clp1-Interaktionsdoméne wird von
den beiden Zinkfingern flankiert (Guéguéniat et al., 2017; Noble et al., 2005; F. Yang et al.,
2017).

hClpl bildet die zweite Untereinheit von CF II und ist innerhalb von Eukaryoten hoch
konserviert. Humanes Clpl besitzt in seiner mittleren Struktur eine 5°-Polynukleotid-
kinase-Doméne (PNK) mit entsprechender Aktivitit. Die PNK-Doméne ist zwar im Clp1 aus
Hefe ebenfalls vorhanden, jedoch ohne entsprechende PNK-Aktivitét. In seiner Kinaseaktivitét
bevorzugt hClpl einzelstringige RNA-Substrate (Weitzer & Martinez, 2007). Die
Kinasedomine besitzt eine ausgepragte Sequenzhomologie zur T4-PNK (Dikfidan et al., 2014).
Der N- und der C-Terminus sind in Hefe an der ATP-Bindung und Protein-Protein-
Wechselwirkung beteiligt (Gordon et al., 2011; Gross & Moore, 2001). Zusétzlich konnte eine
Beteiligung von hClpl am tRNA-Splicing-Endonuklease-Komplex beschrieben werden. Die
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genaue Funktion des Proteins beim tRNA-Spleiflen bleibt bislang jedoch ungeklirt (Paushkin
et al.,, 2004). Zusitzlich wurden durch Clpl vermittelte Interaktionen mit CF I und CPSF
beschrieben (de Vries, 2000). Eine schematische Darstellung der Doménen von CF 1II ist in

gezeigt.

NTD [ 5' PNK [ CTD | hClip1
16 12 314 425

M CD | oHolkal SN FEGP-Wiederholungen  |MESSSEN ZF | Clp1 | ZF B hPcfi1

14 142 183 297 770 1124 1143 1487

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Doméanen von CF Il

hClp1 besitzt in der Mitte eine 5-Polynukleotidkinase-Domane (PNK). hPcf11 besitzt am N-Terminus
eine CTD-interagierende Domane (CID). Mittig sind wiederholende Sequenzen aus Phenylalanin,
Glutamat, Glycin und Prolin (FEGP) zu finden. C-terminal wird die Clp1-Interaktionsdoméane von zwei
Zinkfingern (ZF) flankiert.

1.3.5 PAP

Die Poly(A)-Polymerase (PAPOLa) gehdrt zu den kanonischen Poly(A)-Polymerasen. Sie ist
ein wichtiger Bestandteil der 3‘-Prozessierung. Wahrend der Spaltungsreaktion ist sie ein
wichtiger stimulierender Faktor, wohingegen sie fiir die Polyadenylierungsreaktion essentiell
ist (S. Chan et al., 2011; Christofori & Keller, 1989; Wahle, 1991b). Die Bindung des Proteins
an den Prozessierungskomplex scheint jedoch lose zu sein. In Kernextrakt-Fraktionierungs-
versuchen zeigte sich bereits nach Ammoniumsulfatfdllung und anschlieBender GroBen-
ausschlusschromatographie eine Trennung des Proteins vom Komplex (Christofori & Keller,

1988; Takagaki et al., 1989; Dissertation Schonemann, 2017).

Das aktive Zentrum der PAP liegt im N-Terminus, in welchem ATP gebunden ist und
zweiwertige Metallionen wie Mg?" oder Mn?* komplexiert sind. Die Bindung von ATP sorgt
fiir eine Konformationsidnderung, die durch andere Substrate nicht herbeigefiihrt werden kann
(Martin, 2000; Martin et al., 2004). Der C-Terminus der Polymerase ist fiir die katalytische
Aktivitdt nicht essentiell.

Fir die PAP wurden Interaktionen mit weiteren 3°‘-Prozessierungsfaktoren wie PABPNI,
hFipl, CPSF1 und CF I 25 berichtet (Dettwiler et al., 2004; Kaufmann et al., 2004; Kerwitz,
2003; Martin, 2000).



- Einleitung -

1.3.6 RBBP6

Das Retinoblastom-Bindungsprotein 6 (RBBP6) galt zu Beginn dieser Arbeit als ein putativer
humaner 3°-Prozessierungsfaktor, der in massenspektrometrischen Untersuchungen zur
3¢-Prozessierung nachgewiesen wurde (Shi et al., 2009). Zudem hat es in RNAi-Experimenten
(RNA-Interferenz) von HeLa-Kernextrakten die Spaltaktivitit gerettet, wenn der depletierte
Kernextrakt mit dem rekombinanten N-Terminus komplementiert wurde (Di Giammartino et
al., 2014). Der N-terminale Bereich besitzt eine ausgepriagte Homologie zu dem Hefe Protein
Mpel. In vorangegangenen Fraktionierungen konnte RBBP6 dagegen nicht nachgewiesen
werden (Dissertation Schonemann, 2017). Daher war die rekombinante Darstellung des RBBP6
ein zentraler Aspekt dieser Arbeit.

Wie bereits oben angedeutet, besitzt RBBP6 einen konservierten N-Terminus mit einer
DWNN- (domain with no name) oder Ubiquitin-dhnlichen Doméne, einem zinc knuckle vom
CCHC-Typ und einer Ubiquitin-E3-Ligasedomine (RING, really interesting new gene) (Kappo
et al., 2012; Pugh et al., 2006). Fiir die Pri--mRNA Spaltung soll der N-Terminus notwendig
sein (Di Giammartino et al., 2014; S. D. Lee & Moore, 2014; Vo et al., 2001). Das homologe
Béckerhefe-Protein entspricht lediglich dem strukturierten, humanen, N-terminalen Bereich
(siche Anhang Abbildung 9.1). Es ist Teil des fiir die Spaltung von Hefe-Vorldufer-mRNAs
essentielle Nuklease-Moduls (siche Tabelle 1.1) und interagiert mit dem CPSF3-Homolog
Yshl (Hill et al., 2019; Rodriguez-Molina et al., 2022). Des Weiteren wurde dem zinc knuckle
im Béckerhefe-Protein eine essentielle Funktion fiir die Spaltung zugeschrieben (S. D. Lee &
Moore, 2014). Bei hoher Konzentration wird dem RING-Finger eine Dimerisierungsfunktion
attestiert (Kappo et al., 2012). Im humanen Protein folgt noch ein ca. 1000 Aminosduren langer,
unstrukturierter C-terminaler Bereich mit Arginin/Serin-reichen Sequenzen in der Mitte, einer

Retinoblastom- und einer p53-Bindungsstelle.

Uber eine Selektion der RNA-Sequenzen scheint RBBP6 Einfluss in der alternativen
Polyadenylierung nehmen zu kénnen und so zu einer Verlangerung der 3‘-UTR zu fiihren (Di
Giammartino et al., 2014; Tian & Manley, 2017). Mit der Verwendung einer intronischen
3¢-Prozessierungsstelle kann eine Isoform (Isoform 3) erzeugt werden, die lediglich die DWNN
und einen kleinen C-Terminus besitzt und dementsprechend durch alternative Polyadenylierung
entsteht. Dieser Isoform wird eine inhibierende Wirkung auf die Spaltungsreaktion
zugeschrieben. Dabei konkurriert Isoform 3 mit dem RBBP6 Wildtyp (Isoform 1) um die
Assoziation an die 3°-Prozessierungsmaschinerie (Tian & Manley, 2017). In verschiedenen

Krebsarten ist die Isoform 3 herunterreguliert (Di Giammartino et al., 2014; Mbita et al., 2012;
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Tian & Manley, 2017). Im Gegensatz dazu wird die Isoform 1 in verschiedenen Krebsarten

iiberexprimiert (Chen et al., 2013; Q. Wang et al., 2020; Xiao et al., 2019).

RBBP6 ist als ein multifunktionales Protein, beschrieben mit zelluldren Funktionen wie
mRNA-Metabolismus, Tumorgenese, Zellzyklus-Regulation und Entwicklung (L. Li et al.,
2007; Scott et al., 2003; Witte & Scott, 1997; Yoshitake et al., 2004). Urspriinglich wurde das
Protein als Interaktionspartner des Tumorsuppressor-Proteins Rb entdeckt (Sakai et al., 1995).
Spéter wurde mit p53 ein weiterer Tumorsuppressor als Interaktionspartner gefunden (Simons
et al., 1997). RBBP6 assoziiert iiber die RING-Doménen vermittelte Ubiquitinierung mit dem
Transkriptionsfaktor YB-1 (Y-box binding protein 1) und reguliert diesen (Chibi et al., 2008).
Des Weiteren wurde eine Interaktion mit CstF64 nachgewiesen, wodurch eine Assoziation mit
der 3°-Prozessierungsmaschinerie beschrieben werden konnte (Di Giammartino et al., 2014).

Eine schematische Darstellung der Doméinen von RBBP6 ist in Abbildung 1.7 zu finden.

| DWNN || CCHC || RING P RS B RS NN 53 NN RBBP6
99

5 76 159 176 259 2

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Domanen von RBBP6

N-terminal folgen der domain with no name (DWNN) ein CCHC zinc knuckle und ein RING-Finger (really
interesting new gene). C-terminal folgt ein intrinisch ungeordneter Bereich, der Arginin/Serin-reiche
Bereiche (RS) sowie Interaktionsdomanen fiir das Retinoblastom-Protein und p53 besitzt.

1.4 Weitere putative 3‘-Prozessierungsfaktoren

Zu Beginn dieser Arbeit lag ein GroBteil der oben beschriebenen 3°-Prozessierungsfaktoren
(CPSF, CstF, CF I, CF II und PAP) als rekombinant dargestellte Proteine/Proteinkomplexe vor.
Diese waren jedoch nicht ausreichend, um die Spaltungsreaktion in vitro mit rekombinanten
Proteinen zu rekonstituieren. Dies filihrte zwangsléufig zu dem Schluss, dass entweder noch ein
oder mehrere Faktoren und/oder essentielle Modifizierungen der Proteine fehlen. Ein
gereinigter humaner Spaltkomplex zeigte in massenspektrometrischen Untersuchungen ca. 85
Proteine (Shi et al., 2009). Dies ist ein weiterer Hinweis auf das Fehlen mdglicher weiterer
Faktoren. Mit Blick auf die homologen Proteine der Backerhefe und die 85 assoziierten Proteine
gab es weitere potentielle 3‘-Prozessierungsfaktoren, die untersucht werden konnten. Eine
Auswahl an putativen 3‘-Prozessierungsfaktoren, welche in dieser Arbeit verwendet wurden,

wird nun im weiteren Verlauf kurz vorgestellt.

1.4.1 C-terminale Doméne der RNA Polymerase II

Einer dieser putativen Faktoren ist die C-terminale Doméne (CTD) von Rbpl, der gréften

Untereinheit der RNA-Polymerase II. In der Literatur wurde dem Protein bereits eine essentielle
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Rolle in der 3‘-Prozessierung in vitro (Hirose & Manley, 1998) und zumindest einem
stimulierenden Einfluss fiir die in vivo Reaktion zugeschrieben (McCracken et al., 1997). Die
CTD gilt als Assoziationsplattform fiir die Proteine der 3‘-Prozessierung und koppelt diese mit
der Synthese der Vorldufer-mRNAs und der 5°-capping-Reaktion (Rodriguez-Molina et al.,
2023; Xiang et al., 2014). Die CTD besteht aus 52 Wiederholungen einer Heptapeptid-
Konsensussequenz YSPTSPS. Je nach Transkriptionsstatus liegen unterschiedliche
Phosphorylierungsstadien der CTD vor. Cyclin-abhéngige Kinase (CDKs) phosphorylieren
einzelne Aminosduren. Durch die Phosphorylierungen der Serine-2 und 5 werden sowohl
weitere Transkriptionsfaktoren als auch 3°‘-Prozessierungsfaktoren zur Transkriptions-
maschinerie rekrutiert (Ahn et al., 2004; Barilla et al., 2001). Einer dieser 3‘-Prozessierungs-
faktoren ist die CFII Untereinheit Pcfll. Das Protein interagiert iiber seine CTD-
Interaktionsdoméne (CID) mit dem phosphorylierten Serin-2 der CTD wihrend der
Transkriptions-Elongation (Noble et al., 2005). Dagegen wird Serin-5 bereits wihrend der
Transkriptions-Initiation phosphoryliert. Auch die Phosphorylierung von Tyrosin-1, Threonin-
4 und Serin-7 spielt eine Rolle wihrend der Transkription (Rodriguez-Molina et al., 2023). Der
Phosphorylierungsstatus der CTD wihrend der Transkription ist in Abbildung 1.8 dargestellt.
Neben der Phosphorylierung gibt es noch weitere Modifikationen wie Peptidyl-Prolyl-
Isomerisierung der Proline-3 und 6 und Glykosylierung der Serine und Threonin-4. Auch diese

werden je nach Transkriptionsstatus hinzugefiigt oder entfernt (Egloff et al., 2012).

Transcription cycle
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Abbildung 1.8: Veranderung des Phosphorylierungsstatus der CTD wahrend der Transkription
Dargestellt ist der CTD-Phosphorylierungsstatus wahrend der Transkriptions-Initiation, -Elongation und
-Termination. Entnommen Eick & Geyer, 2013.
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1.4.2 CTD-spezifische Phosphatase PP1 und Ssu72

Der Phosphorylierungsstatus der CTD spielt eine wichtige Rolle in der Reifung von mRNAs.
Aus diesem Grund sind Phosphatasen essentiell fiir eine korrekte Synthese von mRNAs, da
zum jeweiligen Zeitpunkt die Phosphorylierung an den oben aufgefiihrten Positionen entfernt
wird. Eine dieser Phosphatasen ist die Proteinphosphatase-1 (PP1) mit der katalytischen
Untereinheit a. Neben PPla gehdren die Untereinheiten WDR82, Tox4 und PNUTS zu dem
Komplex (J.-H. Lee et al., 2010). In der Hefe konnte die Dephosphorylierung des Tyrosin-1 der
RNA Pol II-CTD durch das PPla-Homolog Glc7 gezeigt werden. Die Phosphatase
dephosphoryliert das Tyrosin-1 und rekrutiert weitere Proteine fiir die Transkriptions-
Termination (Rodriguez-Molina et al., 2023; Schreieck et al., 2014).

Eine weitere CTD-spezifische Phosphatase ist Ssu72. Diese dephosphoryliert Serin-5 wihrend
der Transkriptions-Elongation. Zusétzlich besitzt die Phosphatase eine Dephosphorylierungs-
aktivitét flir Serin-7, welche jedoch deutlich schwécher ist als fiir Serin-5 (Xiang et al., 2012).
Die Dephosphorylierungen der Serine 5 und 7 erfolgt noch vor der Termination (Bataille et al.,
2012). Neben der Beteiligung an der Transkription scheint ein Einfluss auf die 3‘-Prozessierung
gegeben zu sein, da Ssu72 mit dem N-Terminus von Symplekin interagiert (Ghazy et al., 2009;
Xiang et al., 2010). In der Hefe wurde fiir Ssu72 eine Beteiligung an der 3‘-Prozessierung
nachgewiesen (Dichtl et al., 2002; Krishnamurthy et al., 2004).

Die Phosphatasen Glc7 und Ssu72 sind in Hefe beides Bestandteile des APT-Komplexes
(associated with Ptal) / Phosphatase-Moduls (Casanal et al., 2017; Lidschreiber et al., 2018).
Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass fiir Rekonstitution in Hefe dieses Modul nicht
essentiell ist (Hill et al., 2019). Vielmehr scheint eine erhebliche Beteiligung an der

Prozessierung von kleineren sn/snoRNAs zu bestehen (Lidschreiber et al., 2018).

1.5 Phasentrennung

Die Phasentrennung (LLPS; liquid-liquid phase separation) beschreibt einen spontanen
Zustand einer konzentrierten und einer verdiinnten wéssrigen Phase. Es kommt zu einer
reversiblen und metastabilen Entmischung, bei der Proteine und/oder RNA zwei fliissige
koexistierende Phasen bilden. Dadurch kann es in Zellen zur Bildung von membranlosen
Organellen (MLOs) kommen, zu denen unter anderem stress granules und P-bodies (Banani et
al., 2017) gehoren. Eine treibende Kraft zur Bildung sind multiple reversible
Wechselwirkungen zwischen Proteinen, die héufig durch sogenannte intrinsisch ungeordnete
Regionen (IDR) oder auch prion-like Domdnen vermittelt werden (Huai et al., 2022; Kato et

al., 2012). IDRs bestehen zu einem Grofiteil aus Glycin, Arginin, Lysin und Tyrosin (Huai et
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al., 2022; Nesterov et al., 2021). Diese kommen unter anderem in RNA-bindenden Proteinen
wie Fused in Sarcoma Protein (FUS) oder auch bei manchen Proteinen der 3 ‘-Prozessierungs-
maschinerie vor. So soll z. B. FUS iiber diese Kondensate die CTD der RNA Pol II rekrutieren
und Einfluss auf die Transkription nehmen (Thompson et al., 2018). Generell scheint die
Phasentrennung ein weit verbreiteter Zustand fiir die Regulation vieler Mechanismen in den
Zellen und wichtig fiir die Kompartimentierung der Zellen zu sein (Huai et al., 2022; Shin &

Brangwynne, 2017).

LLPS ist konzentrationsabhidngig und beeinflusst Protein-Protein- und Protein-RNA-
Interaktionen. Bei der LLPS kommt es zuniichst zu einem Ubergang von einer verteilten Phase
(dispersed) zu ,flissigen” Tropfen, die sich spiter zu Hydrogelen oder gar festen Phasen
(solid-like states) entwickeln konnen (Kato et al., 2012; Patel et al., 2015). Allerdings sind die
Zustinde fester Phasen irreversibel. Ubergang und Bildung der liquid droplets konnen abhiingig
von verschiedenen Modifikationen wie Methylierung oder Phosphorylierung sein (Ji et al.,
2022; Qamar et al., 2018). AuBerdem ist der Prozess abhingig von Temperatur und
Salzkonzentration. Haufiges Auftreten dieses Vorgangs, mit nachfolgender Aggregation der

Proteine scheint ein Treiber fiir verschiedene Krankheiten zu sein (Huai et al., 2022).

LLPS kann in vitro durch sogenannte crowding Reagenzien (crowder), wie z. B. Polyethylen-
glykol (PEG), herbeigefiihrt werden (Patel et al., 2015). Dabei sorgt solch ein Makromolekiil
fiir einen macromolecular crowding Effekt, der durch Ausschluss des freien Wassers zu einer
lokalen Konzentrierung von Proteinen und RNAs fiihrt (Ralston, 1990).

Fiir die biochemische Rekonstitution der Spaltungsreaktion der 3‘-Prozessierung sind crowder
essentiell. Daher werden den Reaktionen z. B. PEG oder Polyvinylalkohol (PVA) zugefiihrt.
Ohne diese ist die Polyadenylierungsreaktion in vitro nicht moglich (McLauchlan et al., 1988).

WDR33 (siehe Einleitung 1.3.1) ist einer der 3°-Prozessierungsfaktoren, die IDRs besitzen.
Fiir das WDR33-Homolog FCA aus Arabidopsis thaliana wurde eine Phasentrennung gezeigt
(Fang et al., 2019). Es wurde behauptet, dass zumindest in Arabidopsis die 3‘-Prozessierung in
phasengetrennten Tropfen ablduft. Ob LLPS bei der 3‘-Prozessierung generell und vor allem

fiir die Prozessierung in Sdugetieren auftritt oder gar notwendig ist, ist bislang nicht geklart.
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1.6 Zielstellung der Arbeit

Die 3‘-Prozessierung von Sduger mRNAs wird seit mehr als 30 Jahren untersucht. Die
Untersuchungen wurden zundchst mit Hilfe von Kernextrakten durchgefiihrt. Die beteiligten
Faktoren wurden durch Reinigung aus Kernextrakten und z. T. auch aus Kalbsthymus
identifiziert. Fiir die genauere Charakterisierung hilft die Darstellung der Proteine nach
Uberexpression. Dieses Verfahren ist essentiell fiir eine detailliertere, mechanistische und

strukturelle Analyse der Reaktionen.

Mit der Rekonstitution der Polyadenylierungsreaktion, dem zweiten Schritt der
3¢-Prozessierung, konnten bereits genauere Charakterisierungen erfolgen (Schonemann et al.,
2014). Eine Rekonstitution der Spaltungsreaktion mit rekombinanten Sadugerfaktoren war
bislang nicht gelungen und sollte in dieser Arbeit realisiert werden.

Fiir diese Untersuchungen wurden die bereits vorhandenen Faktoren, wie CPSF, erneut
exprimiert und gereinigt. Zusitzlich sollten mit dem Ziel der Rekonstitution weitere putative

Faktoren kloniert, exprimiert, gereinigt und untersucht werden.

Nach der Etablierung eines minimalen, rekonstituierten Systems sollten genauere
Untersuchungen der Spaltungsreaktion erfolgen. Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf

Experimente zu einer mdglichen Rolle der Phasentrennung gelegt.
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2 Ergebnisse

2.1 Rekonstitution der Spaltungsreaktion von Vorlaufer-mRNAs

Vor Beginn der experimentellen Arbeiten zu dieser Dissertation konnte Lars Schonemann in
seiner Dissertation (2017) die zweite Teilreaktion der 3‘-Prozessierung, die Polyadenylierung,
mit rekombinanten Proteinen rekonstituieren. Dabei wurde der fiir die Polyadenylierung
essentielle mPSF-Komplex als CPSF-Subkomplex charakterisiert. Aulerdem wurden in den
Dissertationen von Peter Schifer (2020) und Christian Tiiting (2020) die essentiellen
Prozessierungsfaktoren CstF, CF I und CF II rekombinant gereinigt und charakterisiert. Die
beiden CPSF-Subkomplexe mPSF und mCF sowie CstF, CF I, CF II und Poly(A)-Polymerase
wurden zu Beginn der vorliegenden Arbeiten verwendet und die Prédparationen in
Zusammenarbeit mit Dr. Uwe Kiihn und Florian Kluge weiter verbessert. CPSF besteht aus
dem Heterotetramer mPSF und dem zweiten Subkomplex mCF. Fiir Versuche zur
Rekonstitution der Prd-mRNA-Spaltung sollte mCF zunichst unabhidngig von mPSF in
Insektenzellen exprimiert und gereinigt werden, um eine bessere Qualitdt und hohere Reinheit

der Proteinkomplexe zu erzielen.

2.1.1 Reinigungen und RNA-Bindungsaktivitit von mCF3 und mCF4

Zur Darstellung eines moglichen CPSF-Komplexes aus den Subkomplexen mPSF und mCF
wurden die Untereinheiten von mCF kloniert, exprimiert und gereinigt. mCF enthilt die
Untereinheiten CPSF2, CPSF3 und Symplekin (siche Einleitung 1.3.1). Zu diesem Zeitpunkt
gab es aber auch Hinweise darauf, dass CstF64 nicht nur eine Untereinheit von CstF ist, sondern
gleichzeitig auch ein Bestandteil von mCF sein konnte. Unter anderem basierte diese Annahme
auf der Sequenzdhnlichkeit zu der Untereinheit Ptil des APT-Komplexes aus der Bickerhefe
(Saccharomyces cerevisiae), der an der Prozessierungsreaktion beteiligt sein sollte (Nedea et
al., 2003; Skaar & Greenleaf, 2002). Diese interagiert unter anderem mit dem Symplekin-
Homolog, das ebenfalls Teil dieses Komplexes ist (Casanal et al., 2017). Fiir CstF64 und
Symplekin ist auch eine Interaktion beschrieben (siche Einleitung 1.3.1). Zusétzlich wurde in
affinitdtschromatographischen Prézipitationen (Flag-pull downs) von mCF-Untereinheiten
lediglich CstF64 als einzige der CstF Untereinheiten gefunden (Dissertation C. Tiiting, 2020).
Gleiches zeigte sich bei Untersuchungen zu Rekonstitution der Spaltung von Histon-Pri-
mRNAs. Dort galt CstF64 bis zur Rekonstitution lange als essentieller Faktor des
Spaltkomplexes (Sun et al., 2020; X.-C. Yang et al., 2013). Daher wurden zwei Versionen von

mCF exprimiert.
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Im Folgenden wird das Resultat der Expressionen und der Reinigungen von mCF3 (Symplekin,
CPSF2, CPSF3) und mCF4 (Symplekin, CPSF2, CPSF3, CstF64) gezeigt (Abbildung 2.1).
Beide Komplexe wurden ohne Affinitétsfusionpeptid exprimiert und in dieser Reihenfolge iiber
DEAE-Sepharose, Resource S, Heparin-Sepharose und GroBenausschlusschromatographie

(Superose6) gereinigt. Peter Schifer fiihrte fiir mCF3 die ersten drei Reinigungsschritte durch.
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Abbildung 2.1: Finaler Reinigungsschritt von mCF3 und mCF4

Gezeigt ist der letzte Reinigungsschritt von mCF3 und mCF4 nach einer GréRenausschluss-
chromatographie und RNA-Bindungsmessungen einzelner Fraktionen der Reinigung. Die RNA-
Bindungsmessungen sind in Methoden 6.12.4 dargestellt. (A) Oben: Analyse der finalen GroRen-
ausschlusschromatographie von mCF3 auf einer Coomassie-gefarbten SDS-PAGE. L ist der Joad der
Séaule. Die Fraktionsnummern (z. B. B8) sind oberhalb des SDS-Gels angegeben. Unten: Ko-gereinigte
RNA-Bindungsaktivitat mit mCF3. UV-Profil der Superose6 mit RNA-Bindungsaktivitat der jeweiligen
Fraktionen. Die Messpunkte an gebundener RNA der einzelnen Fraktionen sind mit einem Dreieck (A)
gekennzeichnet. Die Bindungsaktivitdt wurde mit Hilfe eines Nitrozellulose-Filterbindungsassays
gemessen. (B) Oben: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE zur Analyse der finalen GroRenausschluss-
chromatographie von mCF4. L ist der load der Saule. Die Fraktionsnummern (z. B. D2) sind oberhalb
des SDS-Gels angegeben. Unten: Ko-gereinigte RNA-Bindungsaktivitdt mit mCF4. UV-Profil der
Superose6 mit RNA-Bindungsaktivitat der jeweiligen Fraktionen. Die Messpunkte an gebundener RNA
der einzelnen Fraktionen sind mit einem Dreieck (A ) gekennzeichnet. Die Bindungsaktivitdt wurde mit
Hilfe eines Nitrozellulose-Filterbindungsassays gemessen.

In Abbildung 2.1A ist die Analyse der finalen Superose6-Fraktionen von mCF3 in einem
Coomassie-gefiarbten SDS-Gel zu sehen. Hierfiir wurden die Fraktionen (B8-D1) aufgetragen,
welche im Chromatogramm eine Extinktion bei 280 nm zeigen. Das Gel zeigt in den Spuren
C3-C8 einen homogenen und stochiometrischen Komplex. Im unteren Abschnitt ist das UV-
Profil der Chromatographie zusammen mit der Analyse der RNA-Bindungsaktivitdt dargestellt.
Dabei ist zu sehen, dass eine Bindungsaktivitit vorhanden ist, die mit den mCF-haltigen
Fraktionen korrespondiert. Die Aktivitit wurde mittels Nitrozellulose-Filterbindungsassays

ermittelt. Wie das Coomassie-gefarbte SDS-Gel zeigt, sind die Fraktionen nahezu frei von
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Verunreinigungen, und somit kann die Bindungsaktivitit sehr wahrscheinlich auf mCF3
zurlickgefiihrt werden. Bislang ist diese Aktivitét in der Literatur nicht beschrieben worden. In
Abbildung 2.1B ist das Coomassie-gefirbte SDS-Gel der finalen Gréfenausschlusschromato-
graphie von mCF4 zu sehen. Auch hier zeigt sich ein nahezu homogener Komplex mit leichten
Verunreinigungen, wie z. B. an der Bande oberhalb von 200 kDa zu sehen ist. Im Vergleich zu
den anderen drei Untereinheiten ist CstF64 minimal im Unterschuss vorhanden. Das Diagramm
darunter zeigt ebenfalls eine RNA-Bindungsaktivitit in den Hauptfraktionen von mCF4. Die
Peak-Fraktion zeigt nicht die hochste Bindungsaktivitit, obwohl das aufgrund der hochsten
Proteinkonzentration zu erwarten wére. Dies ist vermutlich auf einen Messfehler zuriick-
zufiihren. mCF3 zeigt in seinen Hauptfraktionen eine ca. zweifach stirkere RNA-
Bindungsaktivitdt als mCF4. Allerdings ist dem UV-Profil der beiden Diagramme zu
entnehmen, dass auch die Proteinkonzentration im Vergleich zu mCF4 ca. zweifach hoher ist.
Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass sich die Bindungsaktivititen beider Komplexe nur

geringfiigig unterscheiden und diese nicht auf CstF64 zuriickzufiihren ist.

Versuche zur Rekonstitution der Pra-mRNA-Spaltung durch Kombination von mCF3 oder
mCF4 mit den anderen gereinigten Prozessierungsfaktoren (mPSF, CstF, CF I, CF II, PAP,
CTD) blieben zu diesem Zeitpunkt erfolglos (Daten nicht gezeigt).

2.1.2 Expression und Reinigung von RBBP6 erlaubt die Rekonstitution der Pri-
mRNA-Spaltung

Ein zusitzlicher putativer 3°-Prozessierungsfaktor ist RBBP6 (siche Einleitung 1.3.6).
Vorausgegangene Versuche der Expression und Reinigung eines unverkiirzten RBBP6 (ful/l-
length protein) waren nicht erfolgreich, da ein Grof3teil des Proteins wiahrend Expression und
Reinigung proteolytisch verdaut wurde. Aus diesem Grund sollten die Expression und
Reinigung optimiert werden, so dass weitere Versuche zur Rekonstitution der Spaltung in

Anwesenheit von RBBP6 durchgefiihrt werden konnten.

Die ersten Priparationen von unverkiirztem RBBP6 (Daten nicht gezeigt) wiesen die gleichen
Probleme auf, welche bereits bei Expressions- und Reinigungsversuchen von Lars Schonemann
aufgetreten waren. Schon wihrend der Expression in Sf21-Zellen wurden gro3e Mengen des
Proteins proteolytisch abgebaut (Western-Blot Analyse nach mehreren Expressions-
zeitpunkten; Daten nicht gezeigt). Die Verwendung unterschiedlicher N-terminaler
Affinitatsfusionspeptiden (Strep-fag, His-tag. His-Flag-tag, N-terminaler His-fag und C-
terminaler Flag-tag) fiihrte zu keiner verbesserten Ausbeute. Eine Ko-Expression mit CF I

erhohte aber die Ausbeute an vollstdndigem Protein. Allerdings war auch bei ko-exprimierten
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Priparationen der Anteil an Fragmenten grofer als der des vollstandigen Proteins. Die ko-
exprimierten Préparationen fiihrten nicht zu einer Rekonstitution der Spaltaktivitit bei der
Komplementation eines Proteinmixes aus mPSF. mCF, CF I, CF II, CstF, PAP, Kreatinkinase
(CK) und ggf. WDRS82, PP1a (beide PP1-Komplex) Ssu72 und CTD auf der L3-Substrat-RNA

(Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wurden neue Uberlegungen zum Erhalt hoherer Mengen von aktivem
RBBP6 vorgenommen. Eine Literaturrecherche ergab eine Interaktion zwischen
3¢-Prozessierungsfaktoren wie CPSF2, Pcfl1 und der CTD der RNA Pol II mit dem THO-
Komplex, welcher am Export von RNPs beteiligt ist (Katahira, 2012; Meinel et al., 2013; Tran
et al., 2014). Deshalb wurde RBBP6 in Insektenzellen nicht nur mit CF I, sondern auch mit
Untereinheiten des THO-Komplexes ko-exprimiert. Abgesehen von einer moglichen
Stabilisierung von RBBP6 erschien auch eine Beteiligung des THO-Komplexes an der Spaltung
der Pri-mRNA moglich. Der THO-Komplex (bestehend aus den Untereinheiten Thocl, 2, 3, 5,
6, 7) bildet zusammen mit zwei DEAD-box Helikasen und ALYREF den TREX-Komplex
(Transcription-Export) und ist neben seiner Funktion des Exports von RNPs aus dem Zellkern

an der Transkription, Prozessierung und dem Abbau von mRNAs beteiligt (Katahira, 2012).

Die neuen Ko-Expressionen von RBBP6 mit CF [ bzw. ThoCI (Thol, Tho3, Tho5, Tho6, Tho7)
wurden mit Hilfe von Ni-NTA-Sdulen gereinigt und im Spaltassay getestet. Das entsprechende

Experiment ist in Abbildung 2.2 gezeigt.
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Abbildung 2.2: RBBP6 Nickel-NTA Fraktionen aktivieren Proteinmix

(A) Ausschnitte von SDS-PAGEs von Elutionsfraktionen (Ni-NTA-S&ule) von RBBP6 nach Ko-
Expressionen mit CF | oder ThoCl. Die Gele wurden mit Coomassie gefarbt. RBBP6 wurde jeweils mit
einem Stern gekennzeichnet. (B) Titration der in (A) gezeigten RBBP6-Fraktionen (50-400 fmol) in
einem Spaltassay, dargestellt in einem Autoradiogramm einer 5%-igen PA-Harnstoff-PAGE. Der
verwendete Spaltpuffer enthielt Kreatinphosphat und PVA als crowding Reagenz. Als Substrat-RNA
wurden 25 fmol L3 WT bzw. L3A verwendet. Als Kontrollen wurde der Proteinmix (PM) alleine und ein
Gemisch aus HeLa-Kernextrakt (NXT) und PM eingesetzt. Der PM beinhaltete jeweils 100 fmol mPSF,
mCF4, PAP, CF I, CF Il, CstF, CTD, PAPBN1, CDC73, PP1a-Komplex, XRN2 und 100 ng CK. Die
hochst eingesetzte Menge an titriertem Protein (ca. 400 fmol) wurde zusatzlich einmal gegen Nickel-
Elutionspuffer ohne Imidazol dialysiert (dial). RBBP6 + CF | (R+C) und RBBP6 + ThoCl (R+T) ist die
jeweilige RBBP6-Praparation. M ist der Marker. Die GroRen der Markerbanden sind links aufgefiihrt.
Das 5‘-Spaltprodukt ist mit einem Pfeil indiziert. Das 5°-Spaltprodukt ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Abbildung 2.2 zeigt die jeweilige Nickel-Eluat-Fraktion, welche im Spaltexperiment titriert
wurde. Der Assay wurde mit L3-RNA bzw. der in der AAUAAA-Sequenz mutierten Variante
von L3A durchgefiihrt (Abbildung 2.2B). Als Positivkontrolle diente eine Mischung aus HeLa-
Kernextrakt (NXT; nicht dialysiert; Ipracell) und Proteinmix. Als Negativkontrolle diente der
Proteinmix alleine. Fiir die Titration der RBBP6-Préiparationen wurden aufsteigende Volumina
an RBBP6-Eluaten der Nickel-NTA-Sédule verwendet. Aufgrund der in (A) gezeigten
Fraktionen, die viele Kontaminationen enthalten, konnte eine genaue Menge von RBBP6 nicht
bestimmt, sondern lediglich 50-400 fmol abgeschdtzt werden. Weil hoéhere Imidazol-
Konzentrationen zu einer Inhibierung der Spaltung fiihren, wurde die jeweils letzte Spur der
Titration mit einem dialysierten Aliquot der Fraktion durchgefiihrt. Bereits die geringste
Konzentration der Nickel-Fraktion aus der Ko-Expression von RBBP6 mit CF I komple-
mentierte den PM und ein geringer Teil der Substrat-RNA wurde gespalten (siche
5¢-Spaltprodukt bei ca. 200 Nukleotiden). Mit steigendem Volumen an RBBP6-CF I Fraktion
verringerte sich im Assay der Anteil an gespaltener RNA soweit, dass mit der hdchsten
Konzentration, sowohl un- als auch dialysiert, keine Spaltaktivitdt mehr nachgewiesen werden
konnte. Die Abnahme der Menge an 5°‘-Spaltprodukt mit groer werdendem Volumen der

Nickel-Fraktion konnte an mdglicherweise inhibierenden verkiirzten RBBP6-Fragmenten
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liegen, die in der Fraktion enthalten sind oder an weiteren Verunreinigungen, die sich ebenfalls
negativ auf die Spaltung auswirken kdnnten. Die mit ThoCI ko-exprimierte RBBP6-Priparation
konnte ebenfalls den PM komplementieren und einen geringen Teil der Substrat-RNA spalten,
allerdings weniger effizient. Die Menge an 5°-Spaltfragment nahm hier mit steigender RBBP6
Konzentration zu. Zur Uberpriifung der Spezifitit der RNA-Spaltung wurde L3A als Substrat-
RNA verwendet, die eine U nach G-Mutation in der AAUAAA-Sequenz trigt. Mit dem
mutierten Substrat wurde neben den drei Kontroll-Reaktionen jeweils eine mittlere
Konzentration der beiden RBBP6-Priparationen eingesetzt. In keiner dieser Spuren (siehe
letzten beiden Spuren R+C+PM, R+T+PM) wurde eine Spaltaktivitdt beobachtet. Die Spaltung
der RNA war also eine spezifische Reaktion. Derselbe Assay wurde auch mit L3short als
Substrat-RNA ausgefiihrt, mit demselben Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Das Experiment
zeigt, dass beide RBBP6-Priparationen den Proteinmix aus jeweils 100 fmol mPSF, mCF4,
PAP, CF I, CF 11, CstF, CTD, PAPBNI1, CDC73, PPla-Komplex, XRN2 und 100 ng CK zu
einer spezifischen 3‘-Spaltaktivitit komplementieren konnen. Durch die vielen
Verunreinigungen in beiden Préparationen ist allerdings nicht klar, ob diese Aktivitét alleine
auf RBBP6 zuriickzufiihren ist oder durch einen mitgereinigten Faktor verursacht wird. In der
vorsichtigsten Interpretation zeigt das Experiment, dass die im Proteinmix eingesetzten

Proteine aktiv sind.

Die nachgewiesene Komplementation der spezifischen 3°-Spaltaktivitidt durch RBBP6 Nickel-
NTA-Fraktionen kann sowohl auf RBBP6 selbst als auch auf andere mitgereinigte Proteine
oder Molekiile zuriickzufiihren sein. Ein Vergleich von RBBP6 mit dem Hefe-Homolog Mpel,
welches fiir die Aktivitdt von CPF in der Backerhefe bendtigt wird, zeigt, dass das Hefe-Protein
bedeutend kleiner ist als das humane Protein (Hill et al., 2019; S. D. Lee & Moore, 2014). Beide
Proteine besitzen drei konservierte Domédnen im N-Terminus (DWNN/Ubiquitin &hnliche
Doméne, CCHC-Zinkknochel, RING-Finger Doméne) (siche Einleitung 1.3.6). Das humane
Protein besitzt zusdtzlich einen ausgedehnten C-terminalen Bereich, fiir den eine Abwesenheit
von tertidiren Strukturen vorhergesagt wird. Uberwiegend unter Beibehaltung der konservierten
Dominen wurden daher unterschiedliche C-terminale RBBP6-Verkiirzungen hergestellt
(Schema in Abbildung 2.3). Damit wurde die Hoffnung verbunden, dass solche Deletions-
varianten sich besser exprimieren und reinigen lassen wiirden, um den Einfluss moglicher

Kontaminationen zu minimieren.
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Abbildung 2.3 Schematische Darstellung der C-terminalen RBBP6 Verkiirzungen

Schematische Darstellung von RBBP6. Die Wildtypsequenz ist oben dargestellt. Der graue Bereich zeigt
die intrinsisch ungeordnete Region (IDR) des Proteins. Die N-terminalen Domanen sind in blau, restliche
Bindungsdoménen in grin abgebildet. Die Verkirzungen sind in rot mit der jeweiligen Anzahl der
Aminosauren ab dem N-Terminus. DWNN ist die domain with no name, CCHC ist der zinc knuckle,
RING ist der RING-Finger, R/S sind Arginin/ Serin-reiche Sequenzen, Rb und p53 sind Bindungsstellen
fir das Rb1 Protein sowie p53.

Die C-terminal verkiirzten RBBP6-Varianten 1.340, 1-375, 1-431 und 1-490 wurden sowohl bakteriell
als auch in Insektenzellen exprimiert und gereinigt (1253 wurde zu einem spéteren Zeitpunkt
exprimiert und gereinigt). Varianten mit einem lingeren C-Terminus als 1-490 konnten bakteriell
nicht mehr effizient synthetisiert bzw. gereinigt werden, sondern nur noch in Sf21-Zellen. Die
Proteine wurden zunédchst {iber eine Ni-NTA-Séule gereinigt. Fiir die bakteriell exprimierten
Proteine wurde dies von Jonas Buhl und Uwe Kiihn durchgefiihrt. AnschlieBend wurden sowohl
das bakteriell exprimierte als auch das Protein aus Insektenzellen dialysiert und auf eine
Resource Q-Sdule (RQ-Saule) zur Anionenaustauschchromatographie geladen. Beispielhaft ist

im Folgenden die Reinigung von RBBP6.340 und RBBP61.750 gezeigt.
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Abbildung 2.4 Resource Q-Reinigungen von RBBP61.340 und RBBP61.730

(A) Resource Q-Reinigungen von RBBP61.340 aus E. coli und Sf21 Zellen; Analyse auf Coomassie-
gefarbten SDS-Gelen. Aufgetragen wurden ein Aliquot des Dialysats (L (load)), das Prazipitat nach
Dialyse (P), die zusammengefassten Nickel-NTA-Fraktionen (Pool) und die Fraktionen der RQ Saule
(A-C). Die Molekulargewichte der Markerproteine sind rechts angegeben. Fiir die Hauptfraktionen B6
bis B8 des linken Gels sind 5 yl, fur die restlichen Fraktionen 10 ul aufgetragen worden. Im rechten Gel
wurden fir alle Fraktionen 10 pl auf das Gel geladen. Die Elutionspeaks der beiden Proteine
unterscheidet sich aufgrund der unterschiedlichen Beladungsvolumina der RQ-Saule. Die
Chromatogramme der Reinigungen befinden sich im Anhang Abbildung 9.3. (B) Links: Resource Q
Reinigung von RBBPG61.780 aus Sf21 Zellen. Analyse auf Coomassie-gefarbten SDS-Gel. Aufgetragen
wurden ein Aliquot des Dialysats (L (load)), das Prazipitat nach Dialyse (P) und zusammengefassten
Nickel-NTA-Fraktionen (Pool) und die Fraktionen der RQ Saule (A-C). Die Molekulargewichte der
Markerproteine sind rechts angegeben. Elutionsfraktionen wurden mit 20 ul aufgetragen. Rechts: Ko-
gereinigte RNA-Bindungsaktivitat mit RBBP61.7s0. Das UV-Profil der RQ mit RNA-Bindungsaktivitat mit
den jeweiligen Fraktionen wurden im Diagramm dargestellt. Die Messpunkte an gebundener RNA der
einzelnen Fraktionen sind mit einem Dreieck ( A ) gekennzeichnet. Die Bindungsaktivitat wurde mit Hilfe
eines Nitrozellulose-Filterbindungsassays gemessen. Das Chromatogramm der Reinigung befindet sich

im Anhang Abbildung 9.3.

Abbildung 2.4A zeigt zwei Coomassie-gefiarbte SDS-PAGE zur Analyse der Resource Q-
Reinigungen von RBBP61.349 aus E. coli (links) und Sf21-Zellen (rechts). Beide Reinigungen
zeigen ein dhnliches Bandenmuster fiir das Zielprotein bei ca. 50 kDa. Neben einer grofleren
Hauptbande sind knapp oberhalb von dieser noch mehrere weitere Banden zu sehen. Zusétzlich
gibt es darunter noch mehrere Proteolyseprodukte. Ein Grofteil dieser Banden gehoéren zu
RBBP6 (siche Abbildung 2.7B Western Blot Analyse).

Abbildung 2.4B ist das SDS-Gel zur Analyse der RQ-Reinigung von RBBP6;.730 abgebildet.
In diesem ist eine Hauptbande bei ca. 110 kDa zu sehen. Einen Teil der Verunreinigungen, die
im load zu finden sind, konnten abgetrennt werden. Dennoch sind unterhalb der Hauptbande

noch vereinzelte Verunreinigungen zu finden. Im rechten Teil der Abbildung ist das UV-Profil
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mit der RNA-Bindungsaktivitidt einzelner Fraktionen der Reinigungen dargestellt, welche
mittels Filterbindungsassays ermittelt wurde. Hierbei konnte eine Bindungsaktivitit
nachgewiesen werden, welche mit den RBBP6-haltigen Fraktionen (B1-B3) ko-gereinigt
wurde. Vermutlich beruht die Bindungsaktivitit auf dem zinc knuckle und dem RING-Finger,
da beide Doménen fiir eine effiziente RNA-Bindungsaktivitdt des Hefe-Homologs Mpel
verantwortlich sind (S. D. Lee & Moore, 2014).

Nachdem, neben den bereits vorhandenen rekombinanten Prozessierungsfaktoren, mCF und
RBBP6 gereinigt werden konnten, wurden diese als kanonischer oder Standard-Proteinmix

bezeichnet und diente als Basis fiir die weiteren Untersuchungen.

In dhnlicher Weise wurden auch andere C-terminal verkiirzte RBBP6-Varianten in E. coli und
in Sf21 Zellen exprimiert und {iber Ni-NTA- und RQ-Sdulen gereinigt. Im folgenden
Experiment wurden die Hauptfraktionen der RBBP6 Varianten 1-340, 1-375, 1-431 und 1-490

in verschiedenen Konzentrationen in einer Spaltreaktion eingesetzt und miteinander verglichen.
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Abbildung 2.5: N-terminale RBBP6-Fragmente erlauben die Rekonstitution der Pra-mRNA-
Spaltung

Spaltanalyse von titrierten RBBP6-Praparationen. Die Hauptfraktionen verschiedener N-terminaler
RBBP6- Praparationen aus bakterieller und Sf21 Expression wurden in Spaltassays in den
angegebenen Mengen eingesetzt. SV40/ate WT diente als Substrat-RNA. Der Proteinmix (PM) enthielt
alle kanonischen Prozessierungsfaktoren. mPSF wurde mit 500 fmol/Reaktion eingesetzt. Als crowder
wurde PVA verwendet und der HeLa-Kernextrakt (NXT) diente als Positivkontrolle. Die RNA wurde in
einer denaturierenden (5%igen) PAGE aufgetrennt und autoradiographisch sichtbar gemacht. Die RNA
Spur alleine wurde aufgrund eines Gelartefaktes entfernt. Die Grofken der Markerbanden sind rechts
aufgefihrt.
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In Abbildung 2.5 ist das Autoradiogramm des Vergleichs der vier RBBP6-Varianten aus
bakterieller und Insektenzell-Expression dargestellt.

Mit allen Priparationen ist zu sehen, dass RBBP6 den Proteinmix komplementieren kann und
die Substrat-RNA gespalten wird. Unisono weisen Reaktionen mit 0,5 pmol RBBP6 eine
geringere Aktivitit auf als die zehnfache Menge (5 pmol) bzw. die jeweils hochste eingesetzte
Menge. Fiir die Reaktionen mit dem geringer konzentrierten RBBP6 wurden Aktivititen
zwischen 3 und 13% erreicht. Im Vergleich dazu konnten hohere Mengen RBBP6 Spalt-
aktivitidten bis zu 24% nachgewiesen werden. Auflerdem scheint die 1-340-Variante den
Proteinmix minimal schwicher zu komplementieren. Sowohl fiir die E. coli als auch fiir die
Sf21-Proteine konnten die drei langeren Varianten hohere Effizienzen erzielen. Aullerdem war
die Spaltaktivitit fiir die nicht bakteriellen Proteine geringer als die der vergleichbaren

bakteriellen Varianten.

Die Substrat-RNA war in allen Reaktionen mit eingesetztem Proteinmix als Doppelbande zu
sehen. Diese ist auf eine Exonuklease-Verunreinigung der eingesetzten CF II-Préparation
zuriickzufithren. Wahrscheinlich ist die Exonuklease Uridyl-spezifisch, da die in vitro
synthetisierte SV40/ate-RNA sechs 3‘-terminale Uridylat-Reste trigt und diese verdaut

werden.

Mit allen oben gezeigten RBBP6-Préiparationen wurde, unabhéngig von der Expression in
E. coli oder Sf21-Zellen, eine Spaltung der RNA beobachtet. Damit gelang zum ersten Mal eine
Rekonstitution der Pra-mRNA-Spaltung mit rekombinanten, hochgereinigten Proteinen. Die
Kombination von mPSF, mCF, CstF, CF 1, CFII, PAP und RBBP6 reicht also fiir die
Rekonstitution der Spaltung aus. Gleichzeitig weist das Experiment nach, das RBBP6 ein
essentieller Bestandteil des Spaltkomplexes ist. Dies wurde bereits vorher von (Di Giammartino
et al., 2014) vermutet. Da auch das in E. coli exprimierte RBBP6 aktiv war, kann die Aktivitét
nicht auf Posttranslationale Modifikationen zuriickgefiihrt werden. SchlieBlich zeigt das
Experiment, dass der N-terminale, strukturierte Bereich von RBBP6 fiir die Spaltaktivitit
ausreicht. Bakteriell exprimiertes, also nicht post-translational modifiziertes, RBBP6 ist in der

RNA-Spaltung aktiv.

Es wurden weitere, unterschiedlich lange C-terminale RBBP6-Deletionen getestet, um mehr
Informationen iiber den Einfluss der RBBP6-Bereiche auf die Spaltaktivitidt zu erhalten. Das
Experiment zuvor gab bereits einen ersten Hinweis darauf, dass die Linge des C-Terminus und
damit der Anteil an intrinsisch ungeordneten Bereichen die Spaltung stimulieren konnte.

RBBP6-Proteine mit mehr als 490 Aminosduren wurden ausschlieBlich in Sf21 Zellen
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exprimiert. Eine Titration der C-terminalen RBBP6-Verkiirzungen 1-322, 1-616, 1-679, 1-780,
1-962 und 1-1220 ist in Abbildung 2.6 dargestellt. Dabei beziehen sich die angegeben Zahlen

auf die im Konstrukt vorhandenen N-terminalen Aminosiuren.
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Abbildung 2.6: Titration weiterer C-terminaler RBBP6-Verkiirzungen

(A) Hauptfraktionen der Titration der RBB6-Varianten 1-322, 1-616, 1-679, 1-780, 1-962 und 1-1220 auf
einer Coomassie gefarbten SDS-PAGE. Die Molekulargewichte der Markerbanden sind jeweils links der
Gelausschnitte angegeben. (B) Titration der RBB6-Varianten 1-322, 1-616, 1-679, 1-780, 1-962 und 1-
1220, dargestellt in einem Autoradiogramm einer 5%igen PA-Harnstoff-PAGE. Das Experiment wurde
mit 500 fmol mPSF und PVA im Spaltpuffer ausgefiihrt. Als Positivkontrolle diente HeLa-Kernextrakt
(NXT). Der Proteinmix (PM) enthielt kein RBBP6. Fuir RBBP61.616 wurden zwei verschiedene Fraktionen
titriert. Die Grof3en der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt.

Die Titration der jeweiligen Hauptfraktion der Prdparationen, welche in Abbildung 2.6A
abgebildet sind, zeigte iiberwiegend einen Anstieg der Menge an Spaltprodukt mit
zunechmender RBBP6-Menge. Vergleicht man die RBBP6 1-322 mit 1-616 bzw. 1-679, sieht
man, dass die kiirzere Variante aktiver ist als die lingeren. Bei Stoffmengen zwischen 2,5 und
5 pmol konnten zwischen 25 und 30% Substrat-RNA gespalten werden, wahrend bei den beiden

langeren Proteine nur ca. 20% Aktivitit nachgewiesen werden konnte. AuBBerdem scheinen hier
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kleinere Mengen die Reaktion mehr zu stimulieren als gréere Mengen von RBBP6.
Interessanterweise sinkt auch bei den ldngeren Préaparationen die Menge an Spaltprodukt bei
hoheren Mengen an RBBP6. Die Varianten 1-780 und 1-962 stimulieren den Proteinmix starker
(zwischen 19 und 39%) als 1-322 (vgl. Spuren 3-6 und 17-22). Fiir das Protein 1-1220 konnte
lediglich Aktivitdt zwischen 8 und 19% erzielt werden. Dies ist jedoch vermutlich auf die
schlechte Proteinpriparation zuriickzufiihren, vergleicht man das Protein mit den verbliebenen
Verunreinigungen in der Fraktion (siche Abbildung 2.6A). Durch den Einsatz von RBBP6-
Priparationen mit einem zunehmenden Anteil an IDR zeigt sich, dass die IDR stimulierend,
aber nicht essentiell auf die Spaltaktivitdt wirkt. Die Stimulation sorgt dafiir, dass bereits
geringere Mengen an RBBP6 (0,5 pmol) den Proteinmix in gleicher Weise komplementieren
und Spalteffizienten aufweisen konnen wie grofere Mengen (2,5-5 pmol) an RBBP6 einer

kiirzeren Deletionsvariante.

In den folgenden Rekonstitutions-Experimenten zur Charakterisierung der in vitro-
Spaltreaktion wurde die bakterielle Version von RBBP61.340 eingesetzt, die N-terminal die drei
strukturierten Doménen des Proteins enthélt sowie 41 weitere Aminoséuren am C-Terminus

besitzt (siche Abbildung 2.3).

2.1.3 Domain with no name (DWNN) und die zinc knuckle-Domine in RBBP6 sind
ausreichend fiir die Spaltaktivitit von RBBP6

Im Folgenden sollte noch mehr auf den Vergleich zwischen dem strukturierten N-Terminus von
RBBP6 und dem intrinsisch ungeordneten Bereich des C-Terminus und dessen mdogliche
stimulierende Wirkung eingegangen werden.

Abbildung 2.7A sind ferner mehrere verkiirzte RBBP6-Varianten, eine RING-Finger
Deletionsvariante und zwei nicht verkiirzte Proteine nach Reinigung und Trennung auf einer
Coomassie-gefiarbten SDS-PAGE gezeigt. Bis auf 1-253 konnte keine der exprimierten
RBBP6-Varianten zur Homogenitét gereinigt werden: Bei beiden RBBP61.340 Proteinen (£. coli
und Sf21) waren nicht nur eine Hauptbande, sondern bis zu vier Banden zu sehen, drei davon
mit einem grofBeren apparenten Molekulargewicht. Die bakterielle Praparation von RBBP61.490
hatte ein apparentes Molekulargewicht von ca. 70 kDa und enthielt unterhalb der Hauptbande
zwei proteolytische Fragmente (siche Western Blot Analyse in Abbildung 2.7B). Das
Insektenzellprotein dagegen hatte bis zu vier Banden mit dhnlichen apparenten Molekular-
gewichten. Im Vergleich dazu waren die langeren Konstrukte mit mehr Verunreinigungen
versehen. Die ARING-Variante ist eine Deletionsmutante, bei der die RING-Doméine

(Aminosduren 254-327) deletiert ist. Die full-length-Variante ist identisch mit der MBP-Fusion,
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mit Ausnahme der Abspaltung der MBP-Fusion mittels Proteolyse. Ob es sich bei den Inhomo-
genitdten der RBBP6-Praparationen um Verunreinigungen mit anderen Proteinen oder um
Abbauprodukte von RBBP6 handelte, wurde durch eine Western Blot-Analyse untersucht
Abbildung 2.7B). Als Kontrollen wurden NXT und mit einem ,,leeren* Virus infizierte Sf21-
Zellen (negative Kontrolle) eingesetzt. Der verwendete Antikorper, der gegen den N-Terminus
von RBBP6 gerichtet war, detektierte die jeweiligen Hauptbanden, die in der Coomassie-
Féarbung zu sehen waren. Neben diesen wurden zusédtzliche proteolytische Abbaufragmente
detektiert, mit Ausnahme der Variante 1-253. Diese Ergebnisse zeigten eine zusétzliche C-
terminale Verkiirzung der Deletionen. Auch die kiirzeren Spezies in den Préparationen der full-
length-Proteine waren zu einem Teil C-terminale Deletionsvarianten. Diese Beobachtungen
deuten darauf hin, dass der strukturierte N-Terminus von RBBP6 Proteolyse unempfindlich ist.
Im Gegensatz dazu scheint der C-terminale Bereich proteolysesensitiv zu sein (siche Banden
bei ca. 46 kDa und 32 kDa). Zusétzlich wurde ersichtlich, dass die Banden oberhalb des 1-340
Hauptproteins ebenfalls RBBP6 enthielten. Auch fiir die full-length-Proteine konnte oberhalb
der Hauptbande bei ca. 250 kDa eine Bande detektiert werden. Die Banden mit hdheren
Molekulargewichten konnten auf eine Modifikation von RBBP6 zuriickgehen, deren Natur
nicht geklért ist. Da aber auch in der aus E. coli gereinigten Variante 1-340 solche Banden

auftreten, ist eine Modifikation als alleinige Erkldrung eher unwahrscheinlich.

Die dargestellten RBBP6-Varianten wurden im Spaltassay titriert und miteinander verglichen.
In diesem Assay wurde eine neue, aktivere Praparation von mPSF verwendet, sodass lediglich
noch 50 fmol des Proteins pro Reaktion eingesetzt wurden. Das Autoradiogramm dazu ist in
Abbildung 2.7C abgebildet. Die quantitativ analysierte Spaltaktivitit der einzelnen
Priparationen ist unterhalb des Autoradiogramms graphisch dargestellt. Die unterschiedlichen
C-terminal verkiirzten RBBP6-Konstrukte waren in dem hier abgebildeten Experiment dhnlich
aktiv und besaflen eine mit der Konzentration ansteigende Spaltaktivitit zwischen 3 und
maximal 11%. Bei je 5 pmol sorgten die drei Priparationen fiir Spaltungseffizienzen von 6,7
und 8%. Von den drei Praparationen war RBBP6,.253 ohne die RING-Doméne die aktivste, was
zeigt, dass diese Doméne fiir die Spaltung nicht essentiell ist. Einen dhnlichen Effekt auf die
Spaltaktivitit zeigten die langen RBBP6-Préiparationen. Sie waren aber bei geringeren
Konzentrationen (1 nM bzw. 20 fmol) aktiv. Das vollstdndige Protein ohne MBP-fag und die
Variante ohne RING-Finger waren am aktivsten und erzielten eine Spaltung von 8-11%
maximal der Substrat-RNA. Damit wird bestétigt, dass die RING-Domine keine erkennbare
Rolle in der RNA-Spaltung spielt. Auch scheint es so, dass der C-Terminus dafiir sorgt, dass

RBBP6 bereits bei geringeren Konzentrationen den Proteinmix erfolgreich komplementieren
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kann, was moglicherweise an einer besseren RNA-Bindungsaktivitit liegt. Dies miisste jedoch
in weiteren Experimenten nachgewiesen werden.

Wurde das N-terminale Maltose-Bindungs-Fusionsprotein nicht von RBBP6 abgespalten, so
besal3 das Protein nur eine schwache Aktivitit. GroBere fags oder linker am N-Terminus des
Proteins scheinen dementsprechend einen negativen Einfluss auf die Spaltaktivitdt von RBBP6
zu besitzen. Ahnliches wurde bei einer 1-322 Priparation, die einen zusitzlichen N-terminalen
linker zwischen Histidin-fag und Start-Methionin der RBBP6-Sequenz trug, beobachtet.
Allerdings wurde bei diesem Konstrukt iiberhaupt keine Aktivitdt nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Der Anteil der N-terminalen Fragmente in den Priparationen der (fast) vollstindigen
RBBP6-Varianten war vernachléssigbar; bei den getesteten Konzentrationen war ein Einfluss

auf die Spaltaktivitit nicht zu erwarten.

Nachdem gezeigt wurde, dass die DWNN und der zinc knuckle firr die Spaltung in der 3°-
Prozessierung ausreichen (siche Abbildung 2.7; RBBP6:.253), wurden RBBP61.730.Varianten
mit Punktmutationen exprimiert und gereinigt. Eine der Varianten besitzt eine Doppelmutation
(C161G; C164G) im zinc knuckle, um dessen Zn**-Bindung zu inhibieren. Des Weiteren wurde
eine Mutation im RING-Finger (N312D) eingefiihrt, die eine Dimerisierung des RING-Fingers
verhindert (Kappo et al., 2012; S. D. Lee & Moore, 2014). Beide Punktmutanten wurden mit
RBBP61.780 im Spaltassay verglichen. Das Autoradiogramm ist in Abbildung 2.7D abgebildet.
Die Aktivitdt der RING-Mutante unterschied sich nur marginal von der des Wildtyps. Eine
RING-abhéngige Dimerisierung von RBBP6 ist also funktionell nicht relevant. Das Ergebnis
wurde erwartet, da selbst eine vollstindige Deletion der RING-Doméne die Aktivitit von
RBBP6 nicht beeintriachtigte. Dagegen ging durch die Mutation des zinc knuckles die Spalt-
aktivitdt nahezu vollstindig verloren. Die strukturelle Integritit dieses Bereiches ist
offensichtlich essentiell fiir die Spaltung von mRNAs. Diese wichtige Funktion des zinc knuckle

wurde durch die Inaktivitit der isolierten DWNN (RBBP6,.31) bestétigt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.7: DWNN und zinc knuckle von RBBP6 sind essentiell fiir die Spaltung von Pra-
mRNAs

(A) Verschiedener rekombinante RBBP6-Praparationen unterschiedlicher Grof3e aufgetrennt auf einer
Coomassie gefarbte 4-15%ige SDS-PAGE. Die jeweilige Praparation ist oberhalb des SDS-Gels
angegeben. MBP-RBBP6 ist das full-length (FL) Protein mit Maltose-Bindungs-Protein (MBP)-Fusion
und FL ohne MBP-Fusion. Die Molekulargewichte der Markerbanden sind links vom Gelbild angegeben.
Beschriftung wird auf der folgenden Seite fortgesetzt.
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(B) Western-Blot Analyse verschiedener RBBP6-Varianten. Die jeweilige Praparation ist oberhalb des
Blots angegeben. E. coli wurde mit E.c. abgekurzt. Als Kontrollen wurde HelLa-Kernextrakt und mit
Leervirus infizierte Sf21-Zellen verwendet. Der primare Antikdrper (Biomol) war gegen den N-Terminus
von RBBP6 gerichtet. (C) Titration verschiedener RBBP6-Proteine unterschiedlicher Léange in einem
Spaltassay, analysiert auf einer 6%igen PA-Harnstoff-Gelelektrophorese. Full-length Protein (FL) ist ein
MBP-RBBP6 Fusionsprotein mit abgespaltener MBP-Fusion. FL+CF | ist eine ko-exprimierte
Praparation des full-length RBBP6 mit CF |. HeLa-Kernextrakt (NXT) diente als Kontrolle. Die Gréfien
der Markerbanden sind links aufgefiihrt. Die Quantifizierung der Spaltaktivitat ist unterhalb des
Autoradiogramms in Zahlen angegeben und unten graphisch dargestellt. (D) Titration der RBBP61-7s0-
Variante mit Punktmutationen im zinc knuckle (C161G C164G) und der RING-Doméne (N312D). Fur
das Experiment wurde ein Proteinmix ohne RBBP6 und nukledrer HelLa-Extrakt (NXT) als
Positivkontrolle verwendet. Die Gréf3en der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt. Die Quantifizierung
der Spaltaktivitat ist unterhalb des Autoradiogramms in Zahlen angegeben.

2.1.4 Charakterisierung der rekonstituierten 3‘-Pra-mRNA-Spaltung

Im Abschnitt zuvor konnte die Rekonstitution der 3‘-Pra-mRNA-Spaltungsreaktion mit
rekombinanten Proteinen gezeigt werden. Abbildung 2.8A gibt eine schematische Ubersicht
der einzelnen rekombinanten Sduger-Faktoren des Proteinmixes inklusive ihres Molekular-
gewichtes. Das Migrationsverhalten, sowie die Reinheit der einzelnen Faktoren, ist in einem
Coomassie-gefarbten SDS-PAGE in Abbildung 2.8B gezeigt. Die relevanten Polypeptide sind
mit einem weillen Stern markiert. Fiir RBBPG6 ist die Variante 1-340 stellvertretend dargestellt.
In einer Kinetik des Spaltexperimentes ist der Vergleich des Proteinmixes mit einem
kommerziellen Kernextrakt (NXT; Ipracell) aus HeLa-Zellen gezeigt (Abbildung 2.8C;
Experiment durchgefiihrt von Florian Kluge; Dissertation Florian Kluge 2023). Als Substrat-
RNA wurde SV40late WT sowie SV40late A, die als Spezifititskontrolle dient, verwendet. Mit
voranschreitender Inkubation erkennt man im Autoradiogramm eine Zunahme der beiden
Spaltprodukte. Das 5°-Spaltprodukt besitzt eine Liange von ca. 180 Nukleotiden, das
3¢-Spaltprodukt eine von ca. 50 Nukleotiden. Zusétzlich erkennt man, dass das 3°-Spaltprodukt
keine einzelne distinkte Bande, sondern heterogen ist. In den Kontrollspuren mit der mutierten
A-Substrat-RNA ist keine Spaltung nachweisbar; damit ist die Spezifitdt der Spaltung der
SV40late RNA durch den Proteinmix nachgewiesen. Im NXT ist eine dhnliche Kinetik zu sehen
und ebenfalls eine Abhéngigkeit der Reaktion von der AAUAAA-Sequenz. Weder in der
rekonstituierten Reaktion noch im Kernextrakt ist eine /ag-Phase zu Beginn der Reaktion zu
beobachten. Die Reaktion ist insgesamt langsam und ineffizient: Obwohl ein Uberschuss von
Proteinen gegeniiber der Substrat-RNA verwendet wurde, ist nach 120 Minuten nur ca. 1/3 der
RNA gespalten. Fiir die Abb. 2.8D wurde 3°-dATP verwendet, um die Polyadenylierung zu
unterbinden und das 5°-Fragment direkt analysieren zu konnen. Wurde ATP verwendet, kam
es aufgrund der langen Reaktionszeit und der hohen Poly(A)-Polymerase-Konzentration zur

exzessiven Polyadenylierung der RNA (siche Abbildung 2.8D). Reaktionen mit ATP wurden
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nach Abschluss der Reaktion mit RNaseH/Oligo(dT) behandelt. Dabei zeigte sich durch den
nach der Verdauung verbleibenden kurzen Oligo(A)-Rest, dass nicht nur das 5°-Spaltprodukt,
sondern auch die Substrat-RNA polyadenyliert wurde. In den gezeigten Experimenten ist eine
leichte Heterogenitdt der 5°-Spaltprodukte zu erkennen. Diese resultiert aus dem nicht
hundertprozentigen Einbau des cap-Analogons (m2”**°GP3G (ARCA Cap Analog)) wihrend
der Synthese der Substrat-RNAs, wie in einem Experiment mit zwei RNAs mit und ohne cap
gezeigt werden konnte (siche Anhang Abbildung 9.2). Das 3°-Fragment liegt im Vergleich
zum 5°‘-Fragment in substdchiometrischen Mengen vor, wird also offenbar wéhrend der
Reaktion zum Teil abgebaut. Die Heterogenitdt des 3°-Spaltprodukts ist vermutlich auf eine

Heterogenitét der 3°-Enden zuriickzufiihren (Dissertation Florian Kluge, 2023).
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Abbildung 2.8: Rekonstitution der Spaltreaktion der 3‘-Prozessierung von Vorldufer-mRNAs
(A) Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der zur Rekonstitution der Spaltungsreaktion
verwendeten 16 Polypeptide. (B) Auftrennung der gereinigten Proteinkomplexe auf einer SDS-PAGE
mit einem Gradienten von 4-15% Polyacrylamid. Die Komplexe wurden mit einem weiflen Stern
gekennzeichnet und das Molekulargewicht der Markerbanden wurde links bzw. rechts der SDS-Gele
angegeben. Die Gelfarbung erfolgte mit Coomassie. Reprasentativ ist fir RBBP6 die Variante 1-340
gezeigt, welche auf einem separaten SDS-Gel zu sehen ist. (C) Analyse der Kinetik von
Spaltungsreaktionen auf SV40late WT und A in einem Autoradiogramm einer 6%igen Harnstoff-PAGE.
Das Gel zeigt den Vergleich des Proteinmixes (PM) mit nukledrem Extrakt (NXT). Im unteren Bereich
ist das 3'-Spaltfragment der Substrat-RNA zu sehen. Die GroRen der Markerbanden sind rechts
aufgefiihrt. Der Graph darunter zeigt die Zunahme des 5‘-Spaltproduktes Uber die Reaktionszeit. Das
Experiment und die Auswertung sind von Florian Kluge durchgefiihrt worden (Dissertation Florian Kluge
2023). (D) Spaltungs- und Polyadenylierungskinetik mit 3'-dATP im Vergleich zu ATP. Die Reaktion
wurden auf einer 6%igen Polyacrylamid-Harnstoff-PAGE analysiert. Einige Proben wurden mit RNaseH
und Oligo(dT) behandelt. Die Groften der Markerbanden sind rechts aufgefihrt.
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2.1.5 CF Il ist nicht essentiell fiir die Spaltung der 3‘-Prozessierung

Mit den zuvor gezeigten Experimenten konnte die Spaltungsreaktion der 3‘-Prozessierung von
Vorldaufer mRNAs in vitro rekonstituiert werden. Dieser Befund ermoéglichte nun eine
weitergehende Charakterisierung der 3°-Spaltreaktion. Im Folgenden sollte zuerst ein
minimaler Spaltkomplex mit lediglich den essentiellen Faktoren fiir diese Reaktion definiert
werden. Dazu wurde jeweils ein Faktor aus dem Proteinmix weggelassen und die Spaltung von
SV40late RNA analysiert (Abbildung 2.9). Die Spuren der Kontrollen mit NXT und PM zeigen
ein 5°-Spaltprodukt bei ca. 180 Nukleotiden. Auch wenn CF I nicht im PM enthalten war,
konnte dieses Spaltprodukt nachgewiesen werden, allerdings schwécher als bei der kompletten
Reaktion. Dagegen zeigten alle anderen Reaktionen mit einem fehlenden Faktor im PM keine
sichtbare Spaltaktivitit mehr. Somit zeigt sich, dass CF 1 kein essentieller, aber ein
stimulierender Faktor fiir die 3‘-Prozessierung ist. Alle anderen Faktoren sind dagegen fiir die

Spaltreaktion essentiell.

PM - Abbildung 2.9 CF | ist kein essentieller 3‘-Prozessierungsfaktor
<L B2, _—u § Analyse einer Spaltreaktion, bei der jeweils ein 3‘-Prozessierungs-
ZXZ2E 2kl @0 faktor aus dem Proteinmix (PM) ausgelassen wurde. Gezeigt ist ein

Autoradiogramm einer 6%igen Polyacrylamid-Harnstoff-PAGE mit
SV40/ate als Substrat-RNA. Eine Reaktion mit nukledrem Hela-
nt Kernextrakt (NXT) und des vollstdndigen PMs diente als Positiv-
kontrolle fir das 5°-Spaltprodukt. Die GréRen der Markerbanden sind
links aufgefiihrt.

\
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Die stimulierende, nicht essentielle Rolle von CF I und ihre Abhéngigkeit von den CF I-
Bindestellen (UGUA) wurde von F. Kluge in Titrationsexperimenten bestatigt (Florian Kluge
Dissertation, 2023).

2.1.6 mCF3 und mCF4 sind beide aktiv in der Spaltung von Pri-mRNAs

Jiingst konnte die Spaltung von Histon Vorldufer-mRNAs rekonstituiert werden (Sun et al.,
2020). Der rekonstituierte Histon-Spaltkomplex (HCC) ist dem Spaltkomplex fiir Pra-mRNAs
sehr dhnlich. Dieser besteht ebenfalls aus den drei Proteinen Symplekin, CPSF2 und CPSF3.

Zusitzlich gibt es mit CstF64 einen weiteren Faktor, der Teil des HCCs, aber nicht essentiell
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ist. Da sich die beiden Spaltkomplexe sehr &hneln, sollte ein mdglicher Einfluss von CstF64 auf
das Verhalten von mCF iiberpriift werden. Aus diesem Grund sind von dem CPSF-
Subkomplexe mCF zwei verschiedenen Versionen, mCF3 und mCF4, hergestellt worden (siche
Kapitel 2.1.1). Beim Vergleich der beiden Komplexe beziiglich ihrer RNA-Bindungsaktivitét
zeigte sich bereits, dass eine RNA-Bindungsaffiniit mit mCF3 ko-gereinigt werden konnte und
das Substrat mit dhnlicher Affinitdt gebunden wurde, wie der Komplex mit CstF64. Der
Einfluss der RNA bindenden Untereinheit von CstF war hierbei nur minimal. In Abbildung

2.10 ist ein Vergleich der beiden Proteine in einer Spaltreaktion dargestellt.

Sv40 dl A dl 2 Abbildung 2.10: mCF3 und mCF4

mCF3 mCF4 sind aktiv in der Spaltung der
3 -Prozessierung

CPSF3WT + o+ + o+ o+ + + + + o+ o+ + . X .
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o o o o einer Spaltreaktion. Die Wildtyp-

[fmol] § & 823888 8 § & 8 8888 8 Komplexe wurden zwischen 62,5

nt und 1000 fmol titriert. Zur Kontrolle

250 wurde die CPSF3-Mutante (Mut) mit

500 bzw. 1000 fmol anstelle des

...m jeweiligen  Wildtyp ~ Komplexes
eingesetzt. Die Reaktionen wurden

mit SV40/ate WT als Substrat-RNA

durchgefihrt. Zusatzlich wurde eine

200 Reaktion auf der AAUAA-mutierten
(A) Substrat-RNA durchgefiihrt. Die
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Abbildung 2.10 zeigt das Autoradiogramm der Titration von mCF3 im Vergleich zu mCF4
(Experiment durchgefiihrt von F. Kluge mit Proteinpridparationen von M. Schmidt). Beide
Komplexe waren in der Lage, die SV40/ate Substrat-RNA zu spalten. Wéhrend fiir mCF3 die
Reaktion bei 125 fmol bereits in Séttigung war (23-27%), wurde diese fiir mCF4 erst bei
500 fmol erreicht (14%). Bei der hochsten Menge gleicht sich die Spaltaktivitdt an, dennoch
besitzt mCF3 eine hohere Spaltaktivitit als mCF4 (vgl. Spuren 4-6 und 13-15). Mutationen von
CPSF3 im aktiven Zentrum (D75K, H76A; Mandel et al., 2006) fiihrten im Kontext beider
Komplexe zum Verlust der Spaltaktivitdt. Neben der CPSF3-Mutante diente die A-RNA in
dieser Reaktion als weitere Negativkontrolle, ebenso die Reaktion ohne mCF. In beiden Féllen
konnte das Substrat nicht gespalten werden. Dies lisst die Schlussfolgerung zu, dass mCF3 in
einer CPSF3-abhdngigen Reaktion die RNA spaltet und dementsprechend CstF64 fiir die
Aktivitdt von mCF nicht essentiell ist. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass CstF64

Bestandteil des Spaltkomplexes sein kann, dhnlich dem Spaltkomplex fiir Histon-mRNAs (Sun
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et al., 2020). Auch bei der Histon-mRNA-Spaltung ist die Gegenwart von CstF64 im
Spaltmodul nicht notwendig.

2.1.7 Beide CstF64-Paraloge sind spaltaktiv und alle CstF-Untereinheiten sind
wichtig fiir die RNA-Spaltung

Mit Hilfe der rekonstituierten Spaltungsreaktion wurde im Folgenden CstF, ein Komplex aus
jeweils zwei Kopien der Untereinheiten CstF77, CstF64 und CstF50, untersucht. Mit CstF64t
besitzt der Komplex ein Paralog zur CstF64 Untereinheit, das vor allem in Gehirn und Hoden
exprimiert wird (siche Einleitung 1.3.2). Mit Ptil gibt es in der Backerhefe ein Protein des
APT-Komplexes, das sowohl zu CstF64 als auch CstF64t Sequenzédhnlichkeit besitzt. Dies
fiihrte zur Uberlegung, dass CstF64t fiir die Spaltungsreaktion benétigt werden konnte.
Mittlerweile wird dem APT-Komplex/Phosphatase-Modul jedoch eine Beteiligung an der
Prozessierung von sn/snoRNAs zugeschrieben (Lidschreiber et al., 2018; Nedea et al., 2003;
Skaar & Greenleaf, 2002). Zum Uberpriifen dieser Moglichkeit wurden verschiedene Varianten
von CstF hergestellt, die sich in den CstF64-Paralogen unterschieden. Anders als fiir CstF77
und CstF64 gibt es fiir CstF50 kein orthologes Protein in der Bickerhefe. Um die Funktion
dieses Proteins zu untersuchen, wurden CstF-Varianten hergestellt, denen die CstF50-
Untereinheit fehlte. SchlieBlich wurden CstF64 und CstF50 als isolierte Proteine prapariert. Fiir

CstF77 erwies sich dies leider als nicht moglich.
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Abbildung 2.11: CstF64 und CstF64z sind aktiv in der 3‘-Prozessierung

(A) Links: Coomassie gefarbte SDS-PAGE mit verschiedenen CstF-Praparationen mit unterschiedlicher
Zusammensetzung der Untereinheiten. Die kanonischen Untereinheiten sind mit einem schwarzen und
CstF641 mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet. Zahlen bzw. Symbole in den Klammern zeigen die
Zusammensetzung des CstF64 Dimers. Die Molekulargewichte der Markerbanden sind links vom Gel
angegeben Rechts: Coomassie gefarbte SDS-PAGE einer Flag-Immunprazipitation von kanonischem
CstF und einer CstF-Praparation mit einer gemischten CstF64 -Zusammensetzung. CstF64rt besitzt
einen N-terminalen Flag-tag. Analysiert wurden Inputs (1), Durchfliisse (FT), zwei Elutionsfraktionen
(E1/E2) und mit SDS-Ladepuffer versetzte Saulenmaterialien (B). Das Molekulargewicht der
Markerproteine ist links vom Gel angegeben. (B) Titration der CstF-Komplexe im Spaltassay. Als
Positivkontrolle der Reaktion wurde HelLa-Kernextrakt (NXT) benutzt. Die Grofien der Markerbanden
sind rechts aufgefiihrt. Die Quantifizierung der Spaltaktivitdt ist unterhalb des Autoradiogramms
angegeben. (C) Titration der isolierten CstF50-Untereinheit zu einem Komplex aus CstF77 und CstF64
sowie Tests von CstF64 und CstF50. Als Positivkontrolle der Reaktion wurde HelLa-Kernextrakt (NXT)
benutzt. Die Gréfien der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt. Die Quantifizierung der Spaltaktivitat ist
unterhalb des Autoradiogramms angegeben.

In Abbildung 2.11A sind links die unterschiedlichen CstF-Komplexe in einem Coomassie-
gefarbten SDS-PAGE dargestellt. Neben dem kanonischen CstF (64/64) mit zwei CstF64-
Kopien sind CstF (t/t) mit zwei CstF64t-Kopien und ein gemischter Komplex (CstF (64/t) mit
jeweils einer Kopie beider CstF64-Varianten gezeigt. Dazu kommen CstFA50-Komplexe mit
jeweils einer der beiden CstF64-Varianten sowie CstF50 und CstF64 als eigenstindige
Proteine. Die kanonischen Untereinheiten sind mit einem schwarzen Pfeil und CstF64t mit
einem grauen Pfeil gekennzeichnet.

Das in den Komplexen enthaltene CstF64t enthielt einen N-terminalen Flag-tag. Um die
Existenz des gemischten Komplexes nachzuweisen, wurde daher eine Flag-Immunprézipitation
durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde die Immunprézipitation mit kanonischem CstF ohne Flag-
tag parallel ausgefiihrt. Die Analyse der ko-prézipitierten Untereinheiten ist in Abb. 2.11.A
rechts zu sehen. Im Durchfluss (FT) des ,,gemischten Komplexes ist ein Anteil des Komplexes
ohne die t-Untereinheit zu sehen, der nicht an das Sdulenmaterial bindet. Im Eluat sind dagegen
alle vier Untereinheiten vorhanden, sodass ein gemischter Komplex vorliegen muss. Eine
unspezifische Bindung des CstF64 kann ausgeschlossen werden, da der kanonische Komplex
nicht an das Anti-Flag-Matrix bindet. Damit ist ein gemischter CstF-Komplex nachgewiesen.
Die Identitidt der schwachen Bande mit derselben Mobilitit wie CstF64rt, die in dem
kanonischen Komplex zu sehen ist, ist unbekannt. Im Western Blot konnte eine Identitit mit
CstF64rt ausgeschlossen werden (siche Anhang Abbildung 9.7).

Die Analyse der drei CstF-Komplexe in der Spaltungsreaktion ist in Abbildung 2.11B
abgebildet. Dabei wurden alle drei Komplexe in Spaltungsreaktionen titriert. Jeder der drei
Komplexe konnte den Proteinmix komplementieren und die RNA-Spaltung bewirken.

Allerdings waren Unterschiede zwischen den Komplexen zu beobachten. CstF (64/64) fiihrte
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bereits bei einer zugegebenen Stoffmenge von 50 fmol zur Séttigung der Spaltung (12-18%),
wohingegen bei CstF (t/t) auch 1000 fmol zu keiner Sattigung fiihrten (maximal 14%
Spaltung). 50 fmol CstF (t/t) fiihrten nur zu einer sehr geringen Spaltaktivitét (ca. 1%). Der
gemischte Komplex zeigte ebenfalls mit 50 fmol minimale Spaltaktivitét (ca. 1%) und erreichte
bei ca. 100 fmol mit 9% Spaltung die Sittigung. Im Vergleich mit dem WT war die Menge an
gebildetem 5°-Spaltprodukt deutlich reduziert. Aus dem Experiment ldsst sich schlieBen, dass
CstF-Komplexe, welche die t-Variante von CstF64 enthalten, RNA spaltaktiv sind, jedoch
deutlich weniger als die kanonischen Komplexe. Die Abhdngigkeit der Spaltreaktion von der
Art der 64k-Untereinheit ldsst auch den allgemeineren Schluss zu, dass diese Untereinheit
tatsdchlich an der Reaktion beteiligt ist. Ob sie absolut essentiell ist, war experimentell nicht

festzustellen, da ein CstF-Komplex ohne die 64k-Untereinheit nicht zur Verfiigung stand.

Fiir die Untersuchung der verbleibenden CstF-Untereinheiten wurden die CstFA50-Komplexe
und die isolierten Untereinheiten CstF64 bzw. CstF50 verwendet. In Abbildung 2.11C ist ein
Autoradiogramm einer CstF50-Titration zu sehen. Fiir die Titration wurde ein Proteinmix
verwendet, der 0,5 oder 1 pmol CstFA50 bzw. CstFtAS50 enthielt. In allen vier Titrationsreihen
war zu beobachten, dass beide CstF-Komplexe ohne CstF50 nahezu inaktiv in der Spaltung der
Substrat-RNA waren (maximal 1% Spaltung). Erst bei Zugabe von 50 fmol CstF50 wurde der
Proteinmix aktiv. Fiir CstFA50 war zwischen 50 und 100 fmol die Spaltung bereits in Sattigung
(16-20%). Hingegen wurde mit dem t-Komplex die Séttigung erst bei ca. 500 fmol erreicht.
Wie bereits bei den vollstindigen Komplexen war die Aktivitdt im Spaltassay mit 20 zu 8%
deutlich geringer, wenn CstF64t anstatt CstF64 im Komplex vorlag. Die durch Zusatz von
CstF50 rekonstituierten Komplexe hatten insgesamt eine dhnliche Aktivitit wie die durch Ko-
Expression erhaltenen, vollstindigen Komplexe. Insgesamt fithren die Experimente zu dem
Schluss, dass CstF50 eine essentielle Untereinheit des Spaltkomplexes ist. Das bestiétigt die
Untersuchungen aus W. Yang et al., 2018, in denen vermutet wird, dass CstF50 fiir eine

stabilere, mehr statische Form von CstF sorgt, welche u.a. das Binden der RNA erleichtert.

CstF64, CstF50 alleine oder die Mischung aus beiden waren nicht in der Lage, den Proteinmix
zu komplementieren. Dies fiihrte zu dem Schluss, dass CstF77 ebenfalls eine essentielle Rolle
in der Spaltung von Vorldufer-mRNAs spielt. Eine Expression von CstF77 ohne andere
Untereinheiten war jedoch nicht moglich, sodass eine Komplementation der Mischung von
CstF50 und CstF64 nicht moglich war. Insofern fehlt zur Inaktivitidt dieser Mischung die

positive Kontrolle.
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2.1.8 Essentielle 3¢-Prozessierungsfaktoren binden die SV40/ate-RNA mit
hoher Affinitit

Titrationen einzelner Faktoren in Gegenwart von 1000 fmol aller anderen Proteine und mit
50 fmol RNA zeigten bei ca. 100 fmol (entsprechend 5 nM) den optimalen Bereich fiir die
meisten Proteine (siche Abbildung 2.12A; siche Anhang Abbildung 9.4). Wenn jedoch die in
den einzelnen Titrationen ermittelten optimalen Mengen aller einzelnen Proteine (also
typischerweise je 100 fmol) kombiniert wurden, konnten nur schwache Spaltaktivititen
beobachtet werden (pers. Mitteilung Florian Kluge). Wenn der kanonische Proteinmix
insgesamt titriert wurde, wurde die beste Aktivitdt bei 500-1000 fmol pro Untereinheit/Protein
(entsprechend 25 nM) ermittelt (siche Abbildung 2.12B). Einzige Ausnahme davon war mPSF,
fiir das 50 fmol optimal war (Daten nicht gezeigt). AuBerdem wurde eine C-terminale RBBP6-

Variante in der hohen Menge von 2500 fmol eingesetzt.
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Abbildung 2.12: Einzelkomponenten- und Proteinmix Titration

(A) Spaltanalyse der Titration von mPSF und mCF auf SV40/ate RNA. Der Proteinmix ist konstant bei
1000 fmol und beinhaltet neben den kanonischen Komponenten 100 fmol CTD die Ni-NTA-Fraktion der
ko-gereinigten RBBP6-Variante mit ThoCl (ca. 20 fmol) und 100 ng Kreatinkinase. Als Kontrollen
wurden zwei verschiedene Mengen des vollstandigen Proteinmixes (PM; 500 und 1000 fmol) sowie
HelLa-Kernextrakt (NXT) verwendet. Die GroRen der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt. Die
Spalteffizienz ist unterhalb des Autoradiogramms angegeben. Die Titration der weiteren kanonischen
Komponenten ist dem Anhang Abbildung 9.4 zu entnehmen. (B) Spaltanalyse eines titrierten
Proteinmixes zwischen 50 und 1000 fmol auf L3 als Substrat-RNA. Der Proteinmix (PM) war identisch
zu dem aus (A). Als Kontrolle wurde Hela-Kernextrakt (NXT) verwendet. Die Gréf3en der Markerbanden
sind links aufgefihrt. Die Spalteffizienz ist unterhalb des Autoradiogramms angegeben.

In Abbildung 2.12A ist beispielhaft die Titration von mPSF bzw. mCF3 dargestellt, die einen
Proteinmix (1000 fmol) komplementierten. Zusétzlich zu den kanonischen Komponenten
enthielt der PM 100 fmol CTD, ca. 20 fmol der Ni-Eluat-Fraktion der ko-exprimierten Variante
von RBBP6 mit ThoCI und 100 ng Kreatinkinase. Fiir mPSF ist zu sehen, dass bereits 25 fmol
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ausreichend waren um den Proteinmix erfolgreich zu komplementieren und mit jeder weiteren
Menge an mPSF die Aktivitdt gesteigert werden kann (spétere, aktivere mPSF-Préparationen
zeigten bei dquimolarer Menge zur RNA (50 fmol) das Maximum der Spaltaktivitit). Im
Gegensatz dazu zeigt die mCF3 Titration, dass bei Mengen von 50 fmol fast die maximale
Spalteffizienz erreicht wurde. Hohere Mengen an mCF3 sorgten dagegen nur fiir etwas hohere
Spaltaktivitit des Proteinmixes (ca. 10%). Wird nun der Proteinmix im Gesamten titriert
(Stoffmengen an CTD und RBBP6 entsprechend dem Verhéltnis angepasst) (siche Abbildung
2.12B), ist die Aktivitdt zwischen 50 und 250 fmol mit lediglich bis zu 3% an gespaltener L3-
Substrat-RNA deutlich geringer. Hohere Mengen an Proteinmix fiihrten zu mehr Spaltung, die
bei 1000 fmol am hochsten war (21%).

Ein moglicher Grund fiir die Notwendigkeit dieser hohen Proteinkonzentrationen bzw.
Stoffmengen, fiir die meisten ein zehnfacher molarer Uberschuss iiber die RNA, konnten

niedrige Affinitéten filir die Substrat-RNA sein.

RNA-Bindungsaktivititen konnten bereits fiir einen Teil der 3°-Prozessierungsfaktoren
beschrieben worden (siehe Einleitung). Dennoch sollte die Affinitét der einzelnen Faktoren zur
Substrat-RNA (SV40/ate) noch einmal systematisch unter Reaktionsbedingungen verglichen
werden. Dieses geschah mit Hilfe von Nitrozellulose-Filterbindungsexperimenten bei
konstanter RNA-Konzentration (0,1 nM) und steigenden Proteinkonzentrationen. Fiir die
Experimente wurden die Bedingungen der Spaltreaktion benutzt. Allerdings wurde aus
praktischen Griinden (Viskositit; ggf. unspezifische Bindung) auf einen crowder verzichtet.
Die Daten sind in Abbildung 2.13 graphisch dargestellt. Diese wurden rechnerisch einer
quadratischen Gleichung angepasst und die fiir die halbmaximale Bindung erforderliche

Proteinkonzentration (Kso) wurde ermittelt.
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Abbildung 2.13: Essentielle 3‘-Prozessierungsfaktoren binden Substrat-RNA mit hoher Affinitét
Titration von aufsteigenden Mengen der 3'-Prozessierungsfaktoren in Nitrozellulose-Filterbindungs-
experimenten mit SV40/ate als Substrat-RNA. Wenn nicht anders angegeben, wurde fir die Substrat-
RNA eine konstante Konzentration von 0,1 nM (4 fmol) eingesetzt und die Mittelwerte aus zwei
unabhangigen Experimenten dargestellt. Die ermittelten RNA-Bindungsaffinitdten wurden in den
jeweiligen Graphen angegeben und summarisch in Tabelle 2.1 zusammengefasst. (A) Filterbindungs-
experiment von mPSF. (B) Filterbindungsexperiment von CF Il. Die Messwerte der beiden hdchsten
Konzentrationen stammen aus einem einzelnen Experiment. (C) Filterbindungsexperiment von CF I.
Die Konzentration der RNA wurde fir diese Titration auf 0,5 nM (20 fmol) erhoht. (D) Vergleich der
Filterbindungsexperimente von mCF3 (A ) und mCF4 (). Fir mCF3 wurden drei und fir mCF4 vier
unabhangige Experimente durchgefihrt. (E) Vergleich der Filterbindungsexperimente von CstF (64/64)
(A) mit zwei Kopien CstF64 und CstF (t/t) (M) mit zwei Kopien CstF64r. (F) Vergleich von drei
verschiedenen RBBPG6-Konstrukten in einem Filterbindungsexperiment. Verwendet wurden die
Konstrukte RBBP61.335 (A ), RBBP61.730 (®) und RBBP6arING (H).

Wie bereits in Schonemann et al., 2014 beschrieben, bindet mPSF im subnanomolaren Bereich
RNA. In dieser Arbeit wurde eine Kso von 0,7 nM ermittelt, deutlich unterhalb der eingesetzten
mPSF- und RNA-Konzentration im Spaltassay (Abbildung 2.13A). Abbildung 2.13B zeigt die
RNA-Bindungskurve fiir CF II. Die ermittelte Kso lag bei 4 nM. Dagegen bindet CF I als nicht
essentieller Faktor der Reaktion SV40/ate mit deutlich geringerer Affinitdt. Die ermittelte Kso
war bei ca. 210 nM (Abbildung 2.13C). (Aufgrund der niedrigen Affinitit wurde in diesen
Experimenten die RNA-Konzentration auf 0,5 nM erhoht). Dies ist interessant, da eine RNA-
Bindungsaktivitit von rekombinantem CF I an eine RNA bislang nur fiir SELEX-Konsensus-
Sequenzen oder einem kurzen RNA-Oligonukleotid mit UGUA-Bindungsmotiven beschrieben

wurde (Brown & Gilmartin, 2003; Q. Yang et al., 2010). Lediglich mit einem CF I gereinigt
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aus HeLa-Kernextrakt konnte RNA-Bindung auf u.a. L3-RNA via UV-crosslink-Experimenten
und nativer Gelelektrophorese (EMSA) qualitativ nachgewiesen werden (Riiegsegger et al.,

1996).

SV40late besitzt lediglich ein CF I-Bindungsmotiv (UGUA), wohingegen die L3-RNA
insgesamt drei Bindungsmotive, zwei oberhalb des Polyadenylierungssignals (PAS) sowie eine
zwischen dem PAS und der Spaltstelle enthilt. In Anhang Abbildung 9.5 ist eine Titration von
CF I mit dem RNA-Substrat dargestellt. Zusdtzlich wurden die CF I Bindungsmotive in L3
durch eine G-C Substitution zu UcUA mutiert, sowohl die beiden vor der Polyadenylierungs-
stelle, als auch alle drei. Vergleicht man die Titrationen zwischen SV40/ate und L3, beobachtet
man eine deutlich geringere Aktivitdt mit L3. Die Titrationen mit den mutierten RNAs zeigen
dariiber hinaus eine deutliche Reduktion der Spaltung im Vergleich zur urspriinglichen L3-
RNA, wodurch erneut CF I keine essentielle, aber stimulierende Funktion zuzuschreiben ist.
Die Mutationen der UGUA-Bindungssequenz besitzen auch keinen signifikanten Effekt auf die

Spalteffizienz, wenn kein CF I in der Reaktion enthalten ist (Dissertation Florian Kluge 2017).

In Filterbindungsexperimenten mit einer L3pre V2 RNA (vorgespaltenes RNA-Substrat fiir
Polyadenylierungsexperimente; siche Materialien 5.6.4) sowie entsprechenden RNAs, in
denen die zwei bzw. drei CF I-Bindungsmotive mutiert waren, wurde ebenfalls apparente
Affinititen bestimmt. Die Kso fiir die L3pre V2-RNA lag bei 200 nM und war damit sehr
dhnlich zu dem mit SV40/ate als Substrat (vgl. Abbildung 2.13C). Waren die ersten beiden
Bindungsmotive oberhalb der PAS mutiert, war die Affinitdt auf 800 nM reduziert worden
(Anhang Abbildung 9.6). Wurden alle drei Bindungsmotive mutiert, ergab sich eine Kso von
900 nM. Dies ist im Einklang mit den Experimenten aus Anhang Abbildung 9.5, die zeigen,
dass CF I nur die Spaltung der WT-RNA, nicht aber die der Mutanten stimuliert.

Fiir die Bestimmung der RNA-Bindungsaktivitit von mCF wurden Messungen sowohl fiir den
Komplex mit drei als auch fiir den Komplex mit vier Untereinheiten vollzogen. Der Vergleich
der beiden Bindungskurven ist in Abbildung 2.13D zu sehen. Wie bereits in Abbildung 2.1 zu
beobachten war, bindet mCF3 RNA. In der Titration wurde eine Kso von 3 nM ermittelt. Die
apparente Affinitdt von mCF4 war nur unwesentlich héher mit einer Kso von 1,3 nM. Beide
mCFs binden also die Substrat-RNA mit hoher Affinitdt. Dass die Affinitit von mCF4
gegeniiber mCF3 hoher ist, ist nicht verwunderlich, da mit CstF64 die RNA-bindende
Untereinheit von CstF im Komplex vorhanden ist, auch wenn CstF64 alleine eine schwache

Affinitdt im uM-Bereich aufweist (Masterarbeit M. Schmidt, 2018).
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Nachdem bereits in Spaltexperimenten ein Unterschied zwischen CstF (64/64) und CstF (t/7)
festgestellt wurde, sieht man diesen auch bei der RNA-Bindung (Abbildung 2.13E): Fiir CstF
(64/64) wurde eine Kso von 7nM und fiir CstF (t/1) eine Kso von 20 nM gemessen.
Moglicherweise ist die in Abbildung 2.13 dokumentierte geringere Spaltaktivitit von CstFt

auf die schwichere RNA-Bindung zuriickzufiihren.

Fiir das humane RBBP6 ist in der Literatur bislang keine RNA-Bindungsaktivitét beschrieben
worden. Jedoch erfolgte diese fiir das Mpel aus der Hefe, bei welchem der zinc knuckle und
die RING-Domaine essentiell sind (S. D. Lee & Moore, 2014). Erste Experimente mit RBB61.340
zeigten eine schwache Bindung von SV40-RNA (Daten nicht gezeigt). Eine stirkere Bindung
konnte erst mit einer ldngeren Variante (1-780) gemessen werden. Die in Abbildung 2.13F
dargestellte RNA-Bindungskurve zeigt fir RBBP61.750 eine Kso von 61 nM und somit
verglichen mit anderen 3‘-Prozessierungsfaktoren eine schwichere RNA-Bindung. Im
Vergleich hatte eine kiirzere RBBP6-Variante (1-335; Préaparation von Felix Sandmeir; Max-
Planck-Institut fiir Biochemie Martinsried; AG Elena Conti) eine geringere Affinitét mit einer
Kso von 1063 nM. Diese Kso wurde durch zwei RBBP6,.335-Punktmutanten (R73D R74D (RR-
DD); K38D K40D R74D (KKR-DDD); Aminosdure Mutationen mit umgekehrter Ladung im
CPSF3 Bindungsmotiv von RBBP6; Schmidt et al., 2022) bestitigt (Daten nicht gezeigt). Die
lingere RBBP6-Variante RBBP6ariNG hatte dagegen eine deutlich hohere Affinitdt mit einer
Kso von 1,4nM. Aus diesem Grund ldsst sich sagen, dass eine C-terminale RBBP6-
Deletionsvariante mit lediglich den drei strukturierten Doménen am N-Terminus keine hohe
RNA-Affinitét besitzt. Dementsprechend ist der CCHC-zinc knuckle nicht alleine fiir die RNA-
Bindung verantwortlich, genauso wenig wie die RING-Domaéne. C-terminale Sequenzen tragen
deutlich zur Affinitdt bei. Vermutlich liegt der Anstieg der Affinitit an dem hohen Anteil der
basischen Aminoséure im C-terminalen Bereich. Damit zeigen die RNA-Bindungsdaten von
RBBP6 ein dhnliches Bild, was in den Spaltexperimenten zu sehen war. Auch dort hat der C-
terminale, intrinsisch ungeordnete Bereich dafiir gesorgt, dass bereits bei deutlich geringeren
Konzentrationen RNA gespalten wurde als bei RBBP6-Varianten, die nicht oder nahezu nicht

dem full-length Protein entsprachen (siche Abbildung 2.7C).

Zusammengefasst besitzen fast alle 3°-Prozessierungsfaktoren hohe Affinititen zur Substrat-
RNA SV40late (siche Tabelle 2.1). Dementsprechend sind die fiir den Rekonstitutionsassay
benétigten hohen Proteinkonzentrationen nicht auf eine schlechte RNA-Bindung zuriick-
zufithren. Lediglich CF I besitzt eine schlechte RNA-Affinitit, ist aber kein essentieller Teil

der Reaktion. Zudem sind Protein-Protein-Interaktionen bei der Bildung des Prozessierungs-
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komplexes zu erwarten. Diese sollten zu einer kooperativen Bindung der RNA und zu einer
erhohten RNA-Affinitdt des Komplexes im Vergleich mit den isolierten Faktoren fiithren

(Riiegsegger et al., 1996).

Tabelle 2.1: Zusammenfassung der apparenten Kso-Werte der 3‘-Prozesierungsfaktoren aus
Filterbindungsexperimenten

Protein/Komplex Kso [nM]
mPSF 0,7
CF1I 4
CF1 210
mCF3 3
mCF4 1,3
CstF (64/64) 7
CstF (t/7) 20
RBBP6ArING 1.4
RBBP6,.730 61
RBBP61.335 1063

2.1.9 Weitere putative 3°-Prozessierungsfaktoren haben nur einen geringfiigigen

Einfluss auf die Spaltreaktion

Neben den kanonischen Prozessierungsfaktoren, die fiir die Rekonstitution der 3°-Spaltung
benutzt wurden, gibt es eine Vielzahl putativer Prozessierungsfaktoren, die teilweise in dieser
Arbeit, teilweise auch in vorangegangenen Arbeiten dieser Arbeitsgruppe kloniert sowie,
exprimiert und gereinigt wurden. Diese Proteine sind in Abbildung 2.14 auf einem Coomassie
gefarbten SDS-Gel aufgetragen. Die Faktoren sind an Reaktionen mit unmittelbarem Bezug zur
3¢-Prozessierung von Pri-mRNAs beteiligt, wie z. B. der Transkription (C-terminale Doméne
(CTD) der RNA-Polymerase II, CDC73 (Parafibromin)) (Hirose & Manley, 1998; Rozenblatt-
Rosen et al.,, 2009) dem Abbau des 3‘-Spaltprodukts und der Transkriptions-Termination
(XRN2) (Eaton et al., 2018; West et al., 2004) oder der Polyadenylierung (PABPN1) (Bienroth
et al., 1993). Andere sind Homologe von Proteinen, die in der Béackerhefe mit dem
Spaltkomplex assoziiert sind (Phosphatasen Ssu72 und PP1) (Nedea et al., 2003; Schreieck et
al., 2014). In der Hefe sind Ssu72 und PP1 (GIc7) Bestandteil des Phosphatase-Moduls.
Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, dass das Phosphatase-Modul nicht fiir die
Rekonstitution der Spaltung von Pra-mRNAs bendtigt wird. Auch Phinotypen von Mutanten
aus in vivo Experimenten deuten darauf hin. Viel mehr scheinen sie vor allem an der
Prozessierung von nicht-kodierenden snRNAs/snoRNAs beteiligt zu sein (Casanal et al., 2017;

Dheur, 2003; Hill et al., 2019; Lidschreiber et al., 2018). Die oben genannten Proteine wurden
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in einem Spaltassay zum kanonischen Proteinmix titriert Abbildung 2.14B. Die Anwesenheit
des PPla-Komplexes von Ssu72 oder XRN2 hatten keinen sichtbaren Effekt auf die
Spaltaktivitdt. Die hochsten Konzentrationen von PABPN1 und CDC?73 fiihrten lediglich zu
einer geringen Inhibition der Reaktion. Aus diesem Grund kann gesagt werden, dass diese

Faktoren in vitro keinen messbaren positiven Einfluss auf die rekonstituierte 3‘-Prozessierung

besitzen.
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Abbildung 2.14: Putative 3‘-Prozessierungsfaktoren stimulieren die Pra-mRNA-Spaltung nicht
(A) Putative 3'-Prozessierungsfaktoren Ssu72, PP1a-Komplex, CDC73, CTD (aus E. coli und aus Sf21-
Zellen), PABPN1 und XRN2 dargestellt in einer Coomassie gefarbten SDS-PAGE. Die Untereinheiten
der Proteinkomplexe sind mit einem weilRen Stern gekennzeichnet. Das Molekulargewicht der
Markerbanden ist links vom Gel angegeben. Fortsetzung auf der folgenden Seite.
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(B) Titration der putativen 3'-Prozessierungsfaktoren in einer Prozessierungsreaktion. Die RNA wurde
in einer 6%igen PA-Harnstoff-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiografie detektiert. Als
Positivkontrolle wurde nuklearer Extrakt (NXT) aus HeLa-Zellen verwendet. Die Reaktionen wurden mit
dem Standard-Proteinmix, jedoch mit 500 fmol mPSF und PVA als crowding-Reagenz durchgefihrt. Die
GroRen der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt. (C) Analyse der Spaltstimulation der CTD aus
bakterieller und Insektenzell-Expression. Die Reaktionen wurden mit dem Standard-Proteinmix, jedoch
mit 500 fmol mPSF und PVA als crowding-Reagenz durchgefiihrt. Die GréRen der Markerbanden sind
rechts aufgefihrt.

Fiir Abbildung 2.14C wurde die in E. coli oder in Insektenzellen exprimierte CTD der
RNA Polymerase II in einem Spaltassay titriert. Beide CTD-Priparationen besal3en lediglich
einen geringen stimulatorischen Effekt (ca. 1,3-fach) auf die Reaktion. Ob es sich dabei um
einen spezifischen Effekt handelt, ist fraglich. Die geringe Stimulation kann auch auf
Schwankungen im Spaltassay zuriickzufiihren sein. Eine zuvor publizierte Notwendigkeit der
CTD fiir die 3°-Pra-mRNA-Spaltung konnte somit nicht bestitigt werden (Hirose & Manley,
1998). Das in E. coli synthetisierte Protein besal3 wahrscheinlich keine Proteinmodifikationen,
wohingegen das in Sf21-Zellen synthetisierte Protein vermutlich phosphoryliert war. Hierfiir
sprach die langsame und heterogene Wanderung im SDS-Gel (Abbildung 2.14A). Der genaue
Phosphorylierungsstatus des CTD aus Sf21-Zellen war zunéchst nicht bekannt. Dieser besal3
jedoch offenbar keinen Einfluss auf die Spaltungsreaktion, da sich die CTD-Préparationen aus
E. coli und Sf21-Zellen dhnlich verhielten. Das ist durchaus erstaunlich, da die CTD als ein
zentraler Faktor fiir die Reifung von mRNAs angesehen werden kann. Sie koppelt die
Transkription, die capping-Reaktion des 5°- und die Prozessierung des 3‘-Endes miteinander.
Uber Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen, vor allem der Serine-2 und 5, kommt
es zur Rekrutierung wichtiger Transkriptions- und Prozessierungsfaktoren wihrend der
Transkriptions-Initiation, -Elongation und -Termination. Auch der Phosphorylierungsstatus des
Tyrosin-1, Threonin-4 und Serin-7 spielt eine Rolle innerhalb der Transkription (Rodriguez-
Molina et al., 2023). Der Status der Phosphorylierung der CTD wurde im Folgenden weiter
untersucht (siche Abbildung 2.15).
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Abbildung 2.15: In Sf21-Zellen produzierte CTD besitzt Phosphorylierungen

(A) Coomassie gefarbte SDS-PAGE einer Dephosphorylierungskinetik von zwei CTD-Praparationen
aus einem pro- und einem eukaryotischen Expressionssystems. Die CTD aus Sf21-Zellen ist mit
Klammern markiert. Die prominente Bande bei ca. 70 kDa entspricht BSA aus dem Cutsmart-Puffer und
Quick-CIP besitzt ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa. Das Molekulargewicht der Markerbanden ist
rechts vom Gel angegeben. (B) Western Blot Analyse des Phosphorylierungsstatus der CTD. Fiir Sf21
CTD wurden unterschiedliche Mengen geladen. Fur die dephosphorylierte (deph.) sowie fiir die (nicht-
phosphorylierte) bakterielle Variante wurden die gréten Proteinmengen verwendet (0,63 pmol). Der
primare Antikdrper war gegen eine Ser2-Phosphorylierung der CTD gerichtet (Chapman et al., 2007).
Die Molekulargewichte der Markerbanden sind rechts und links vom SDS-Gel angegeben. (C)
Behandlung der relevanten 3‘-Prozessierungsfaktoren durch Quick-CIP. Die Reaktionen wurden nach
30 Minuten gestoppt. BSA aus dem Cutsmart Puffer ist bei ca. 70 und Quick-CIP bei ca. 60 kDa zu
sehen. Das Molekulargewicht der Markerbanden ist links vom Gel angegeben.

Abbildung 2.15A zeigt das Coomassie-gefirbte SDS-PAGE einer Dephosphorylierungskinetik
der CTDs durch Inkubation mit einer kommerziellen Phosphatasepréparation (Quick-CIP,
NEB). Das in Sf21-Zellen synthetisierte Protein migrierte als diffuse Bande bei ca. 100 kDa.
Mit fortlaufender Inkubation reduzierte sich die diffuse Bande zu einer einzigen distinkten
Bande bei ca. 85 kDa entsprechend der Wanderung des in E. coli exprimierten Proteins. Als
Kontrolle wurde das Experiment parallel mit dem bakteriellen Protein durchgefiihrt. Hierbei
verdnderte sich die Bande bei 85 kDa nicht, da das Protein bereits zu Beginn der Kinetik nicht
modifiziert vorlag. Man kann dem Experiment entnehmen, dass die Dephosphorylierung des
Sf21-Proteins anndhernd vollstdndig war. Die in allen Reaktionen vorhandene Bande bei ca.

70 kDa entsprach BSA aus dem verwendeten Puffer (NEB). Das Enzym CIP besitzt ein
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apparentes Molekulargewicht von ca. 60 kDa und ist unterhalb von BSA zu sehen. Zum
eindeutigen Nachweis wurde zusitzlich eine Western Blot-Analyse mit einem Antikdrper
gegen die CTD mit phosphoryliertem Serin-2 (Chapman et al., 2007) durchgefiihrt (B). Der
Antikorper markierte in der urspriinglichen Préparation der aus Sf21-Zellen eine breite,
heterogene Bande entsprechend der, die auch in der Coomassie-Farbung zu sehen war. Die
Antikorper-Reaktivitit verschwand mit der Phosphatasebehandlung. Die als Kontrolle
verwendete Priparation der CTD aus E. coli reagierte auch ohne Phosphatasebehandlung nicht

mit dem Antikorper.

Das Ergebnis bestitigt, dass die CTD-Préparation aus Sf21-Zellen u. a. aber vermutlich nicht
nur an Serin-2 phosphoryliert ist. Dies ist von besonderer Bedeutung, da die géngigen Modelle
besagen, dass die Wechselwirkung des 3°‘-Prozessierungskomplexes mit der CTD durch die
Phosphorylierung von Ser-2 begiinstigt wird (Barilla et al., 2001; Noble et al., 2005; Z. Zhang
et al., 2005). AuBlerdem sorgt der Phosphorylierungsstatus der CTD fiir Rekrutierung von
3¢-Prozessierungsfaktoren zur Transkription (Ahn et al., 2004).

Die kanonischen Prozessierungsfaktoren aus Insektenzellen wurden ebenfalls einer
Phosphatase-Behandlung unterzogen und auf einem SDS-Gel analysiert (siche Methoden
6.10). Nach 30 miniitiger Inkubation war jedoch in der Wanderungsgeschwindigkeit kein
Unterschied zum unbehandelten Aliquot zu erkennen. Zumindest nach diesem relativ groben
Kriterium sind diese Faktoren also nicht phosphoryliert. Eine Phosphorylierung der
3¢-Prozessierungsfaktoren scheint dementsprechend fiir die Pra-mRNA-Spaltung nicht n6tig zu

sein.

2.1.10 Vergleich zwischen viralen und nicht viralen RNA-Substraten

In den vorausgegangenen Abschnitten wurde die Rekonstitution der 3°-Prozessierung mit
rekombinanten Proteinen auf 3‘-UTRs viraler RNAs mit starken Polyadenylierungssignalen
(SV40late und L3) beschrieben. Danach wurde die rekonstituierte Spaltung mit nicht-viralen
RNA-Substraten untersucht. Diese Substrat-RNAs besitzen moglicherweise weniger starke
Poly(A)-Signale. Daraus ergab sich die Frage, ob die Rekonstitution der Spaltungsreaktion mit
dem Proteinmix auch auf solchen RNAs moglich ist. Eines dieser Substrate war die 3‘-UTR

der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase- (GAPDH-) mRNA.

In verschiedenen Experimenten mit der 3‘-UTR von GAPDH als Substrat konnte keine
Spaltung in der rekonstituierten Reaktion beobachtet werden. Bei einer Inkubation mit

Kernextrakt von HeLa-Zellen (Ipracell) wurde die RNA dagegen gespalten. In ersten
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Versuchen lieen sich bei der chromatographischen Trennung der Kernextrakte (Dissertation
Florian Kluge, 2023) Fraktionen identifizieren, die fiir sich keine Spaltaktivitét besalen, aber
in Kombination mit dem Proteinmix die Spaltung der GAPDH-RNA herbeifiihrten (Daten nicht
gezeigt). Daraus ldsst sich schlieBen, dass der Standardproteinmix fiir die Spaltung von
GAPDH-RNA unvollstindig ist, weil mindestens ein Faktor gar nicht oder in nicht
ausreichender Menge oder in der notwendigen spezifischen Modifikation vorliegt. Dies kann

durch die Zugabe des Extraktes bzw. der Séulenfraktionen komplementiert werden.

Leider konnte Ipracell fiir weitere Versuche, den komplementierenden Faktor durch
chromatographische Reinigung zu isolieren, zu diesem Zeitpunkt nicht ausreichend NXT
liefern. Dies fiihrte zu dem Versuch, vorhandene éltere Kernextrakte auf GAPDH-Spaltaktivitit
bzw. Komplementation des Proteinmixes zu priifen. Mit einem alten Extrakt der AG Keller
(NXT Keller, Basel; Préparation am 4.5.2001) wurde eine Spaltung des GAPDH-Substrates
erzielt, wenn der Proteinmix vorhanden war. Ohne komplementierenden PM war der Extrakt
dagegen nicht aktiv (Abbildung 2.16). Dies bestitigt die Existenz eines Faktors, der im
Proteinmix fehlt und fiir die Spaltung der GAPDH-, nicht aber fiir die Spaltung der SV40/ate-
RNA nétig ist. Versuche, diesen komplementierenden Faktor zu reinigen, schlugen leider fehl,
da nach Ammoniumsulfat-Féallung und GroBenausschlusschromatographie (Superose6)
verschiedene weitere Reinigungsschritte zu einem vollstindigen Verlust der komplemen-
tierenden Aktivitét fiihrten (Daten nicht gezeigt).

Daher wurden chimdre RNAs aus SV40- und GAPDH-Sequenzelementen benutzt, in der
Hoffnung, RNA-Sequenzen zu identifizieren, die fiir die Abhédngigkeit der Spaltung von dem
komplementierenden Faktor verantwortlich waren. Dabei wurde jeweils der 5°-Bereich des
einen Substrates, upstream der Spaltstelle, verwendet und mit dem 3‘-Bereich (downstream-
Fragment) der anderen RNA verkniipft und umgekehrt. Dadurch wurden neue Substrate (SV40-
GAPDH; GAPDH-SV40) erhalten und in Rekonstitutionsversuchen mit den Wildtypen von
SV40 und GAPDH verglichen. Zusétzlich wurden weitere humane RNAs mit HMOX-1 (Ham-
Oxygenase 1) und BIK (BCL2 inferacting killer) eingesetzt (Laishram & Anderson, 2010; W.
Li et al., 2012); siche Materialien 5.6.4). Beides sind Substrate fiir die nicht kanonische
Nukleotidyl-Transferase TUT-1 (auch als Star-PAP (speckle targeted PIPKlo regulated
poly(4)-polymerase) bekannt) (Laishram & Anderson, 2010; W. Li et al., 2012). TUT-1 besitzt
Wechselwirkungen mit der 3‘-Prozessierungsmaschinerie iiber Interaktionen mit CPSF1 und
CPSF3 (Laishram & Anderson, 2010), wodurch ein néherer Bezug besteht. Das Experiment ist
in Abbildung 2.16 dargestellt.
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Abbildung 2.16: Proteinmix spaltet die HMOX-1-Pra-mRNA, aber nicht andere zellulare mRNA-
Vorlaufer

Analyse der Spaltaktivitdt des Standard-Proteinmixes (PM) auf verschiedenen Substrat-RNAs. Die
RNAs wurden auf einem 5%igen PA-Harnstoff-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie
detektiert. Neben der viralen SV40/ate RNA wurde eine SV40/ate Kontrolle (s. Haupttext), GAPDH-3"-
UTR, zwei chimdre RNAs aus SV40 und GAPDH, HMOX1 und BIK als Substrate verwendet. Als
Kontrollen wurde ein kommerzieller HeLa-Kernextrakt (NXT; Ipracell) und ein weiterer NXT (NXT Keller;
Praparation 4.5.01) von der AG Keller (Basel) verwendet. Zusatzlich wurde in der jeweils letzten Spur
der verschiedenen Substrat-RNAs eine Komplementation aus PM und dem NXT Keller verwendet. Die
5‘-Spaltprodukte sind mit einem Stern gekennzeichnet. In diesem Experiment wurde PVA als crowding-
Reagenz verwendet. Die Groen der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt.

Das Autoradiogramm zeigt die Spaltung von sieben unterschiedlichen Substrat-RNAs, die mit
zwei unterschiedlichen Extrakten, Proteinmix oder einer Mischung aus Proteinmix und dem
Keller Extrakt in einem Spaltassay eingesetzt wurden. Die SV40 control-RNA besitzt am
5¢-Ende zwei Basenaustausche, die fiir die Klonierung der chimeren SV40-GAPDH eingefiihrt
werden mussten. Das Experiment in Abbildung 2.16 wurde mit PVA als crowding-Reagenz

durchgefiihrt. Im Anhang Abbildung 9.8 befindet sich das Autoradiogramm des gleichen
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Experimentes mit TMAO im Spaltpuffer. Die Ergebnisse der beiden Experimente
unterschieden sich nur geringfiigig, allerdings war in Anwesenheit von PVA eine stirkere
Spaltaktivitdt fiir Reaktionen mit NXT zu beobachten.

SV40late wurde mit kommerziellem NXT (Ipracell) mit 5% effizienter gespalten als mit dem
nicht kommerziellen Extrakt der AG Keller (ca. 1%). Der Proteinmix spaltete das Substrat mit
der gleichen Effizienz wie der kommerzielle Extrakt. Wurde der Proteinmix mit dem AG Keller
Extrakt kombiniert, steigerte sich die Aktivitdt auf 28% erheblich (siehe Spaltprodukte bei ca.
180 Nukleotiden). Die Aktivitdten auf der SV40 control-RNA unterschieden sich nur kaum von
der der WT-RNA, lediglich die Komplementation von Proteinmix durch den nicht
kommerziellen Extrakt fiel mit 12% Spaltung schwécher aus.

GAPDH dagegen wurde nur schlecht vom kommerziellen Extrakt gespalten (2%). Wie bereits
oben beschrieben, fand mit dem Extrakt der AG Keller oder dem Proteinmix gar keine Reaktion
statt. Erst mit der Mischung des NXTs mit dem Proteinmix wurde eine deutliche Bande fiir das
5¢-Spaltprodukt detektiert (23%). Eine nahezu identische Komplementation wurde mit
chiméiren RNA mit dem 5°-Bereich aus GAPDH und dem 3‘-Bereich aus SV40/ate beobachtet
(26%). Fiir die komplementdre chimire SV40-GAPDH RNA war dagegen in allen Spuren
Spaltaktivitdt zu beobachten. So konnten der kommerzielle (11%) und der nicht kommerzielle
Extrakt (4%) sowie der PM (2%) Spaltung aufweisen. Eine Stimulation durch die Mischung
von Extrakt und Proteinmix auf 29% war allerdings auch mit dieser RNA zu sehen. Auffillig
ist, dass mit der zweiten Chimére zwei Spaltprodukte zu sehen waren. Der Grund dafiir wurde
nicht untersucht. Der Vergleich von SV40/ate, GAPDH und den beiden Chiméren fiihrt zu dem
Schluss, dass die upstream der Spaltstelle der RNA gelegenen Sequenzen in erster Linie fiir das
Verhalten in der Spaltreaktion verantwortlich sind: In der SV40/ate-RNA erlauben diese
Sequenzen die Spaltung durch den Proteinmix. Ist jedoch die entsprechend GAPDH-Sequenz
vorhanden, ist der PM alleine nicht spaltaktiv und es miissen ein oder mehrere Faktoren aus
dem Kernextrakt zugefiihrt werden. Die Herstellung weiterer Chiméren zur Eingrenzung der
relevanten Sequenzen wurde aus Zeitmangel nicht mehr verfolgt.

Die HMOX-1 RNA wurde von dem kommerziellen NXT (5%), dem Proteinmix (3%) und der
Kombination aus Extrakt und Proteinmix (11%) gespalten. Ein dhnliches Ergebnis konnte
Florian Kluge in seiner Dissertation zeigen (2023). Als letztes Substrat-RNA wurde BIK
verwendet. Das erwartete 5°-Spaltprodukt sollte lediglich 50 Nukleotide kleiner als das

Ausgangssubstrat sein. Ein solches war jedoch in keiner der vier Spuren zu sehen.
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Aus den Versuchen kann geschlossen werden, dass der rekombinante Proteinmix, der virale
RNAs wie SV40/ate und L3-RNA spalten kann, auch bei einer nicht viralen RNA wie HMOX-
1 spaltaktiv ist. Andere zellulire RNA-Substrate wurden allerdings nicht gespalten. Die
Experimente deuten stark darauf hin, dass fiir bestimmte RNAs weitere Faktoren an der
Spaltung beteiligt sind oder die Konzentration der Proteine deutlich hoher sein miisste. Diese

Faktoren miissen noch identifiziert werden.
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2.2 Priazipitationsanalyse der Spaltungsreaktion

2.2.1 Spaltreaktionen sind abhéingig von macromolecular crowding

Die bisher gezeigten Spaltassays wurden alle in Anwesenheit von Additiven durchgefiihrt, die
die hohe Konzentration von Makromolekiilen imitieren und das verfligbare Losungsmittel-
volumen reduzieren (,,excluded volume effect “); Bedingungen, wie sie in einer lebenden Zelle
vorherrschen. Dieses Phidnomen, das als macromolecular crowding bezeichnet wird, kann
Auswirkungen auf die Stabilitét der Proteine, Assoziations-Dissoziations-Gleichgewichte und
Enzymkinetiken haben (Ellis, 2001; Minton, 2005; Ralston, 1990). Zu Beginn der Experimente
wurden die makromolekularen Verbindungen Polyvinylalkohol (PVA) oder Polyethylenglycol
(PEG) als crowder benutzt, spiter in den meisten Féllen das kleine Molekiil Trimethylaminoxid
(TMAO), fiir welche der ,,excluded volume effect “ beschrieben (Atha & Ingham, 1981; Bhat &
Timasheft, 1992; Cho et al., 2011). Solche crowders werden fiir eine effiziente Prozessierung
benotigt (McLauchlan et al., 1988). Reaktionen, die mit Kernextrakten durchgefiihrt werden,
zeigen ohne diese Zusdtze keine oder nur sehr geringe Spaltaktivititen. Florian Kluge
fraktionierte zu Beginn seiner Dissertation (2023) kommerzielle, nicht dialysierte Kernextrakte
von humanen Zelllinien. Die Fraktionen wurden benutzt, um in Kombination mit den damals
verfiigbaren rekombinanten 3‘-Prozessierungsfaktoren die Spaltung der Pra-mRNA zu
rekonstituieren. Die Spaltreaktionen mit Kernextrakt oder daraus abgeleiteten Fraktionen hatten
alle eine deutlich hohere Gesamtproteinkonzentration als die in dieser Arbeit dargestellten
Reaktionen, welche ausschlielich mit Hilfe von gereinigten Proteinen rekonstituiert wurden.
Aufgrund der hohen Gesamtproteinkonzentration fiel auf, dass sich in den Reaktionen eine
Triibung entwickelte. Durch eine kurze Mikrozentrifugation lie sich die Bildung von
Prazipitaten nachweisen (festgestellt durch F. Kluge). Die Substrat-RNA prézipitierte hierbei
grofBtenteils und nur ein geringer Anteil blieb 16slich. Das durch die Reaktion entstandene 5°-

Fragment war fast ausschlielich im Prézipitat zu finden.

In der Literatur ist fiir das WDR33-Orthologe aus Arabidopsis thaliana die Bildung von liquid
droplets (liquid-liquid phase separation, LLPS; Fliissig-Fliissig-Phasentrennung) beschrieben
(Fang et al., 2019). Es wurde postuliert, dass in vivo die 3‘-Prozessierung von mRNA-
Vorlédufern in solchen liquid droplets ablduft. Der Begriff beschreibt ein Phinomen, bei dem es
in einer wissrigen Losung zur Bildung von zwei fliissigen Phasen kommt. Dabei kommt es in
einer der beiden Phasen zu einer Konzentrationserhohung der gelosten Makromolekiile. Diese
Phase tritt in Form von sphdrischen Tropfchen auf. Voraussetzung dafiir sind multiple,

reversible Wechselwirkungen zwischen den Makromolekiilen, die hdufig durch intrinsisch
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ungeordnete Regionen (IDRs) innerhalb der Proteinstruktur vermittelt werden. Ein grofBer Teil

der 3°-Prozessierungsfaktoren besitzt IDRs (Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.17: Intrinsisch ungeordnete Bereiche der 3‘-Prozessierungsfaktoren

Schematische Darstellung der intrinsisch ungeordneten Bereiche (IDRs) der 3'-Pra-
MRNA-Prozessierungsfaktoren. Die strukturierten Domanen sind in grau und die IDRs in Rot dargestellit.
Die IDRs wurden mit Hilfe von PLAAC (Lancaster et al., 2014), PrDOS (Ishida & Kinoshita, 2007) und
IUPred (Mészaros et al., 2018) bestimmt. Bereiche der Prozessierungsfaktoren, die in verschiedenen
Experimenten in dieser Arbeit deletiert wurden, sind mit Klammern oberhalb der Sequenz angezeigt.

Ferner ist bekannt, dass Additive, die zum macromolecular crowding fiihren, auch die Fliissig-
Fliissig-Phasentrennung begiinstigen (Patel et al., 2015; J. Wang et al., 2018). SchlieBlich fiihrt
die Bildung von liquid droplets dazu, dass die beteiligten Makromolekiile sich in einer kurzen
Mikrozentrifugation sedimentieren lassen (Sheu-Gruttadauria & MacRae, 2018; J. Wang et al.,
2018). Diese Umsténde fiihrten zu der Hypothese, dass humane 3‘-Prozessierungsfaktoren auch
zur Phasentrennung neigen konnten und die Phasentrennung in der Reaktion durch den Zusatz
von crowder herbeigefiihrt wird. Da die crowders fiir die Prozessierungsreaktion essentiell sind,
ist moglicherweise die 3‘-Prozessierung von der Bildung von liquid droplets abhingig. Im

Folgenden wurde die Prizipitation von RNA und Proteinen in der Spaltreaktion untersucht.
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Abbildung 2.18: Crowder-abhangige Prézipitation von RNA und Proteinen

(A) Analyse der Spaltkinetiken von Reaktionen mit TMAO, PVA, PEG (Polyethylenglykol) oder ohne
crowder (w/0), dargestellt auf einem Autoradiogramm einer denaturierenden PAGE. Fir jede Bedingung
ist zunachst ein Aliquot der Gesamtreaktion aufgetragen. Aufderdem wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten Aliquots 2 Minuten lang zentrifugiert. Das Préazipitat (P) und der Uberstand (SN) wurden
separiert und beide unabhangig voneinander auf dieselbe Art und Weise gestoppt wie die
Kontrollreaktion ohne Zentrifugation. Die beiden Typen von Proben wurden nach den Aliquots aus der
Gesamtreaktion aufgetragen. Als Kontrolle wurde HelLa-Kernextrakt (NXT) verwendet. Die GroRen der
Markerbanden sind rechts und die Spalteffizienzen darunter aufgefuhrt. (B) Vergleich der Prazipitation
des RNA-Substrats in An- und Abwesenheit von TMAO oder Proteinmix (PM). Die Reaktionen wurden
nach 15 Minuten Inkubation gestoppt (G) oder Prazipitat (P) und Uberstand (SN) voneinander getrennt
und die Reaktionen anschlieRend gestoppt. Die Analyse erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung
in einer denaturierenden-PAGE und Autoradiographie. Die MarkergréRen sind rechts aufgefihrt. (C)
Analyse des Prazipitationsverhaltens des Proteinmixes bei unterschiedlichen crowders auf einer
silbergefarbten SDS-PAGE. Die Reaktionen wurden wie in (A) aufgearbeitet. Als Kontrolle wurde unter
allen Bedingungen je eine Reaktion nach 15 Minuten ohne Zentrifugation gestoppt (G). Zusatzlich
wurden die einzelnen Proteine bzw. Proteingemische zu dem Zweck aufgetragen die Polypeptide in der
Reaktionsmischung anhand ihrer GroRRe zu identifizieren. (D) Ausschnitt einer Silber- gefarbten SDS-
PAGE von RNasin, das ebenfalls in den Prozessierungsreaktionen vorhanden war. (E) Silbergefarbte
SDS-PAGE zur Analyse des Prazipitationsverhalts des Proteinmixes abhangig von Substrat- und tRNA.
Substrat-RNA wurde entweder weggelassen (0 fmol) oder in einer Menge von 500 fmol (aquimolar zu
Proteinen mit Ausnahme von RBBPG6) zugesetzt, das dem zehnfachen der Standardspaltreaktion
entspricht. Das Reaktionsvolumen betrug 20 pl. tRNA wurde entweder weggelassen oder in der
Standardkonzentration zugesetzt (w/). Die Reaktionen wurden mit TMAO durchgefiihrt wie beschrieben.
Zusatzlich wurden die einzelnen Proteine bzw. Proteingemische zur Identitatskontrolle aufgetragen.

Abbildung 2.18A zeigt das Autoradiogramm einer Spaltkinetik in Anwesenheit unter-
schiedlicher crowders. Dafiir wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Aliquots der Reaktion
entnommen und gestoppt. Die Reaktion wurde doppelt ausgefiihrt. Bei der zweiten Reaktion
wurde jedes Aliquot fiir zwei Minuten bei 20.000 g zentrifugiert, das Prizipitat vom Uberstand
getrennt und die Reaktion wurde in beiden Proben separat gestoppt. Als crowding-Reagenzien
wurden TMAO, PVA und PEG verwendet. Eine weitere Reaktionsserie wurde ohne Zusatz von

crowder durchgefiihrt.
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In der Abbildung ist zu erkennen, dass mit TMAO die groBte Spaltaktivitdt zu beobachten war
(bis zu 17%). Beim Vergleich der Spuren der Gesamtreaktion mit denen des Prizipitats und des
Uberstandes ist zu erkennen, dass nahezu das gesamte 5°‘-Spaltprodukt in den Prizipitaten zu
finden war und nur zu einem geringen Teil im Uberstand (vergleiche Spuren P mit SN).
Wihrend in der Gesamtreaktion (Spur G) und im Prézipitat (Spur P) bereits nach 5 Minuten
Spaltprodukt zu beobachten war und die Reaktion nach etwa 20 Minuten zum Stillstand kam,
war im Uberstand iiber den gesamten Verlauf der Reaktion nur eine vergleichsweise schwache
Bande des 5°-Spaltproduktes zu erkennen. Im Gegensatz zur Gesamtreaktion nahm aber im
Uberstand die Menge des Spaltprodukts zwischen 20 und 60 Minuten zu. In den PVA
enthaltenden Reaktionen war die Spaltaktivitdt etwa um den Faktor 5 schwicher, sodass erst
nach 20 Minuten eine Spaltung deutlich nachzuweisen war. Auch hier befand sich das
Spaltprodukt im Priizipitat. Allerdings war es in dhnlichen Mengen im Uberstand vorhanden.
Die Spaltaktivitdt mit PEG als crowder war etwa um den Faktor 2 groBer als mit PVA. Erst
nach 20 Minuten war das Spaltprodukt im Uberstand zu finden, wohingegen es bereits nach 5
Minuten im Prézipitat beobachtet wurde. In den Reaktionen ohne crowder fand keine Spaltung
und keine Prizipitation der RNA statt; nur Spuren des Substrats waren im ,,Prizipitat” zu
finden. Vermutlich handelt es sich hierbei um den geringen Anteil des Substrats, der beim

Abnehmen der Losung nicht entfernt wurde.

Das Experiment bestétigt zunédchst, dass die RNA-Spaltung von einem crowder abhéngig ist
und die Anwesenheit des crowders zu einer teilweisen Prézipitation der RNA fiihrt. Die
Tatsache, dass das Reaktionsprodukt erst im Priizipitat und erst spiter im Uberstand auftaucht,
ldsst zudem den Ablauf der Spaltreaktion im Prézipitat vermuten. Eine Abhingigkeit der Spalt-
reaktion von der Prizipitation wiirde auch die Abhangigkeit von einem crowder erkldren. Die
geringeren Produktmengen, die mit Verzogerung im Uberstand zu finden sind, konnten
entweder im Laufe der Zeit aus dem Prézipitat freigesetzt worden oder in einer langsameren
Reaktion im Uberstand entstanden sein. SchlieBlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die Sedimentation der Prézipitate unter den gewihlten Bedingungen unvollstindig ist. Die
Substrat-RNA allein, ohne Zusatz des Proteinmixes, konnte nicht in Anwesenheit von TMAO
prazipitiert werden (Abbildung 2.18B). Erst die Kombination aus RNA, Proteinmix und
TMAUO fiihrte zur Préizipitation von Substrat-RNA und 5°‘-Spaltprodukt.

In Abbildung 2.18C wurde das Prézipitationsverhalten der Proteine unter Spaltbedingungen
untersucht. In Abbildung 2.18A und vorangegangenen Kinetiken war nach ca.15-20 Minuten
eine deutliche Spaltung der Substrat-RNA nachweisbar. Daher wurden fiir die Proteinunter-

suchungen die Reaktionen nach 15 Minuten zentrifugiert. Fiir die Protein-Prézipitations-
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experimente wurden die Mengen von RNA und mPSF auf je 500 fmol angehoben. Hierdurch
lagen alle Faktoren auBer RBBP6 in dquimolaren Konzentrationen vor. Das silbergefarbte SDS-
Gel zeigt die Analyse der Proteinprézipitationen bei Anwesenheit unterschiedlicher crowders.
Fir eine Identititskontrolle wurden die eingesetzten Proteine paarweise rechts im Gel
aufgetrennt. Zu beachten ist, dass nicht jedes Protein gleichermafen durch die Silberfarbung
angefarbt wird. Da die Reaktionen unter Spaltbedingungen stattfanden, enthielt jede Reaktion
zudem RNase-Inhibitor. Ein silbergefarbter Gelausschnitt mit einer Auftrennung des RNase-
Inhibitors ist in Abbildung 2.18D zu sehen. Der Inhibitor besitzt in etwa das gleiche
Laufverhalten wie RBBP6;.340.

Ohne Zusatz prézipitierten keine Proteine (praktisch keine Proteine in der Probe P = pellet, alle
Proteine in der Probe SN = supernatant). Waren die Reaktionen jedoch mit TMAO oder PEG
versetzt, prazipitierten etwa 80% der Proteine. Bei Verwendung von PVA waren es ca. 50%,
wobei nicht alle Polypeptide im gleichen Mafle in Losung verblieben: WDR33 und CPSF1
wurden im Gel nicht voneinander getrennt, sondern liefen als eine Bande. Ein Anteil eines oder
beider Proteine war nach Zentrifugation weiterhin 16slich. Gleiches galt fiir alle drei CstF-
Untereinheiten, RBBP6;.340 und CPSF4. RBBP6;.340, das in einem fiinffachen molaren
Uberschuss gegeniiber den anderen Proteinen eingesetzt wurde, blieb auch in Gegenwart der
anderen crowders iiberwiegend im Uberstand. In TMAO-haltigen Reaktionen, in denen
500 fmol RBBP6armG anstelle von 2500 fmol RBBP61.340 eingesetzt wurde, prazipitierte die
lange RBBP6-Variante dagegen (Daten nicht gezeigt). Der RNase-Inhibitor blieb unter allen
Bedingungen in Losung und stellte daher eine geeignete Spezifititskontrolle fiir die
Prizipitation der Proteine dar.

Als nédchstes sollte iiberpriift werden, ob die Proteinprézipitation RNA-abhingig war. Dazu
wurde der Prézipitationsassay erneut in An- und Abwesenheit von Substrat und tRNA
durchgefiihrt. Das silbergefiarbte SDS-Gel dieses Experiments ist in Abbildung 2.18E
abgebildet. Unabhingig von Anwesenheit oder Abwesenheit von Substrat-RNA wurde das
gleiche Proteinprizipitationsmuster beobachtet. Dieses war zudem unbeeinflusst von der
Priasenz von tRNA. Prinzipiell ldsst sich also schlieBen, dass das Prézipitationsverhalten des
Proteinmixes unabhéngig von Substrat-RNA und tRNA ist. Lediglich PAP schien ohne RNA
zu gleichen Teilen zu prézipitieren so wie 16slich zu sein. Erst mit RNA wurde das Enzym

iiberwiegend unloslich.
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2.2.2 mPSF und CstF sind fiir die beobachtete Proteinprizipitation
verantwortlich

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ein GroBteil der Prozessierungsfaktoren in der Reaktion
durch den Einsatz von crowding-Reagenzien zur Prézipitation gebracht wird, sollte untersucht
werden, ob sich das Verhalten der Proteine in Abwesenheit einzelner Faktoren dndert.

Fir die Experimente, die in Abbildung 2.19 gezeigt sind, wurden Proteinmischungen
verwendet, in denen jeweils ein Prozessierungsfaktor ausgelassen wurde. Als Kontrollen
dienten die Reaktionen mit dem vollstindigen Proteinmix mit und ohne TMAO. Diese zeigten
das gleiche Ergebnis wie in Abbildung 2.18C: Mit crowder prézipitierte das Gros der Proteine,
wohingegen ohne TMAO keine Prézipitation stattfand. In den Reaktionen ohne mPSF waren,
dhnlich der Reaktion ohne TMAO, die meisten Proteine im 16slichen Uberstand zu finden.
Unter den Spuren von Proteinen, die im Prizipitat zu finden waren, stachen die drei
Untereinheiten von CstF hervor. In der Reaktion ohne mCF war kein Unterschied zur positiven
Kontrollreaktion zu beobachten. Das gleiche Ergebnis war in den Spuren der Reaktionen ohne
PAP, RBBP6, CF I und CF II zu erkennen. In der Reaktion ohne CstF waren dagegen im
Prizipitat lediglich kleine Anteile an Pcfl1, WDR33/CPSF1 und von mCF3 sichtbar. Der
GroBteil der Proteine blieb im Uberstand. Das Experiment zeigt, dass mPSF und CstF fiir die

Prizipitation der 3°-Prozessierungsfaktoren in der Spaltreaktion verantwortlich sind.
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Abbildung 2.19: mPSF und CstF verursachen die Prazipitation der 3‘-Prozessierungsfaktoren
Analyse der Proteinprazipitation des Proteinmixes (PM) im Vergleich zu PMs mit einem fehlenden
Faktor auf silbergefarbten SDS-PAGEs. Aufgetragen wurde jeweils die Gesamtreaktion (G), das
Prazipitat (P) und der I6sliche Uberstand (SN). Als Kontrollen wurden der Standardproteinmix mit und
ohne TMAO auf Prazipitation getestet, auflerdem wurden Kombinationen von je zwei Prozessierungs-
faktoren aufgetragen.
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Damit ergab sich die Frage nach dem Prézipitationsverhalten der einzelnen Proteine in An- und
Abwesenheit von Substrat-RNA. Ein entsprechendes Experiment ist in Abbildung 2.20 zu
sehen. mPSF als zentraler Faktor der 3°-Prozessierung zeigte ohne RNA eine Gleichverteilung
zwischen Prizipitat und Uberstand. Dieses Verhalten veriinderte sich jedoch, wenn RNA in der
Reaktion enthalten war. Unter diesen Bedingungen blieben ca. 75% des Proteins 16slich,
wihrend der restliche Teil prézipitierte. Solch ein Verhalten zeigte sonst nur noch CF II. Hier
préazipitierte mehr als die Halfte des Proteins in Abwesenheit von RNA und das Verhiltnis
kehrte sich in Anwesenheit der RNA um. Die restlichen Faktoren der Standard-Reaktions-
mischung, darunter auch die C-terminal verkiirzte Variante von RBBP6 (1-340), verblieben als
individuelle Proteine in Losung. Eine fast vollstindige RBBP6-Variante (ARING (full-length))
préazipitierte jedoch, wahrend die Verunreinigungen und Fragmente loslich waren. Die
Prizipitation von RBBP6 unter Reaktionsbedingungen ist also von den IDRs im C-Terminus

abhingig.

Das Experiment in Abb. 2.20 stiitzt die Aussage, dass mPSF eine wichtige Rolle bei der
Prizipitation der 3‘-Prozessierungsfaktoren spielt. Fiir CstF ergab sich jedoch, dass das Protein
zwar fiir die Ko-Prézipitation aller Proteine wichtig ist (Abbildung 2.19), alleine jedoch nicht
préazipitiert (Abbildung 2.20). Mdglicherweise beruht die Rolle in der Ko-Prézipitation aller

Proteine darauf, dass CstF fiir die Assoziation der Proteine zu einem Komplex essentiell ist.
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Abbildung 2.20: mPSF, CF Il und eine lange RBBP6-Variante prazipitieren auch als einzelne

Proteine
Analyse des Prazipitationsverhaltens der einzelnen 3‘-Prozessierungsfaktoren in An- (+) und

Abwesenheit (-) von Substrat-RNA und tRNA auf einer silbergefarbte SDS-PAGEs. Die Prazipitationen
wurden unter Reaktionsbedingungen in Anwesenheit von TMAO durchgefiihrt.

2.2.3 Die Proteinprizipitation unter Reaktionsbedingungen ist nicht leicht

reversibel
Wie bereits oben diskutiert, konnte das bislang als ,,Prizipitation* bezeichnete Verhalten der
3¢-Prozessierungsfaktoren unter Reaktionsbedingungen eine Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
(LLPS) darstellen. Ein Charakteristikum dieses Phianomens ist die schnelle Reversibilitdt der
Phasentrennung (Brangwynne, 2013; Patel et al., 2015). Als Uberpriifung, ob in der 3‘-
Spaltreaktion eine LLPS stattfindet, wurde daher die Auflésung der Prizipitate (Resolubili-
sation) untersucht. Dafiir wurden die Prézipitate in Reaktionspuffer in An- und Abwesenheit
von TMAO resuspendiert und dann erneut zentrifugiert. Der experimentelle Ablauf ist zur

besseren Veranschaulichung in Abbildung 2.21 als Flussdiagramm schematisch aufgezeichnet.
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G1 — Gel Abbildung 2.21: Flussdiagramm der Reversi-
bilitatsexperimente
l &5 Die Prazipitate wurden unter Standard-Reaktions-

bedingungen mit TMAO gebildet und abzentrifugiert.
. Auf das Gel aufgetragen wurden die Gesamtreaktion
Gel <— P1 + SN Gel (ohne Zentrifugation; G1), Préazipitat (P1) und
Pellet + Puffer mit/ohne crowder Uberstand (SN1). Zum Test auf eine mdgliche
l 15' weiter inkubiert Reversibilitdt wurden die Prazipitate in Reaktion-
spuffer mit oder ohne crowder resuspendiert und fir
G2 — Gel 15 Minuten bei 30°C weiter inkubiert (G2).
Anschlieffend wurde die Reaktion erneut zentrifugiert
l I und Pellet von Uberstand getrennt (P2 und SN2).
; Gegebenenfalls wurden fir die Resuspendierung der
P2 + SN2 —> Gel Pellets unterschiedliche Salzkonzentrationen
verwendet. Die Auftrennung der Aliquots der
Reaktion erfolgte auf einer 4-15% SDS-PAGE
elektrophoretisch und die Sichtbarmachung der

Proteine per Silberfarbung.

Gel <—

Da TMAUO fiir die Prizipitation notwendig ist, wiirde man bei einer Reversibilitdt der Reaktion
eine sofortige Auflésung der Prdzipitate in Puffer ohne TMAO erwarten. Die folgenden
Experimente wurden durchgefiihrt, wie in Abbildung 2.21 aufgefiihrt. Dabei wurde eine
Standardreaktion mit TMAO (oder ggf. einem anderen crowder) nach fiinfzehn miniitiger Inku-
bation zentrifugiert und das Pellet vom Uberstand getrennt. Die Resuspendierung des
Prizipitats erfolgte anschlieBend in Reaktionspuffer mit bzw. ohne crowder mit anschlieBender
erneuter Inkubation fiir 15 Minuten. Dann wurde die Reaktion abermals zentrifugiert und das
Prizipitat vom Uberstand getrennt. AuBerdem wurde die Salzkonzentrationen im
Resuspensionspuffer mit 100, 300 oder 500 mM KCI variiert (eine Standardreaktion enthielt
100 mM KCIl). Eine weitere Reaktion wurde nach der Resuspendierung mit 100 mM KCI im
Puffer fiir 60 Minuten statt 15 Minuten weiter inkubiert. Die silbergefarbten SDS-PAGEs des
Experiments sind in Abbildung 2.22 zu sehen.
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Abbildung 2.22: Prazipitierte Proteine werden erst bei hoher Salzkonzentration wieder l6slich
Analyse der Prazipitationsreversibilitdt bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen und crowders. Die
Proteine wurden auf einer 4-15%igen SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und die Gele
silbergefarbt. Zur Identifikation der Proteine wurden diese in Zweierkombinationen mit aufgetragen. (A)
Gezeigt sind Prazipitationsexperimente mit TMAO als crowding-Reagenz. Die Prazipitate wurden unter
Standard-Reaktionsbedingungen gebildet und abzentrifugiert. Aufgetragen wurden die Gesamtreaktion
(ohne Zentrifugation; G1), Préazipitat (P1) und Uberstand (SN1). Die Préazipitate wurden vom Uberstand
getrennt, anschlie®end mit (oben) oder ohne TMAO (unten) bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen
(100, 300 oder 500 mM KCI) resuspendiert (G2) und erneut fiir 15 Minuten inkubiert und zentrifugiert
(P2 und SN2). Zusatzlich wurde eine Reaktion mit 100 mM KCI fiir 60 Minuten weiter inkubiert und erst
danach gestoppt. (B) Analyse der Prazipitat-Reversibilitat mit PVA oder PEG als crowding-Reagenz.
Die urspriingliche Reaktionsmischung enthielt entweder PVA oder PEG. Die Prazipitate wurden gebildet
wie in den Experimenten zuvor und in Reaktionspuffer mit 100 mM KCI (Standardkonzentration im
Assay) und PVA/PEG oder ohne crowder resuspendiert. Aufgetragen wurden das resuspendierte Pellet
mit oder ohne crowder (G2) und das Pellet (P2) getrennt vom Uberstand (SN2) nach erneuter
Zentrifugation. Als Kontrolle wurde eine Standardreaktion ohne crowder und Pelletresuspendierung
aufgetragen. Aus technischen Griinden wurde in dem hier gezeigten Experiment auf die Kontrolle (G1,
P1, SN1) mit dem jeweiligen crowding-Reagenz verzichtet.
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Im oberen Gel von Abbildung 2.22A wurden die Reaktionen aufgetragen, bei denen TMAO
im Resuspensionspuffer enthalten war. Als Kontrollen wurden eine entsprechende Gesamt-
reaktion (G1) sowie Prizipitat (P1) und Uberstand (SN1) einer solchen Reaktion mit TMAO
aufgetragen. Wie erwartet war der GroBteil der Proteine im Prézipitat zu finden. Enthielt der
Resuspensionspuffer 100 bzw. 300 mM KCI, verblieben alle Proteine mit Ausnahme von
minimalen Anteilen von WDR33/CPSF1 und CstF bei erneuter Zentrifugation im Prézipitat.
Erst bei 500 mM KClI konnten die Proteine im TMAO-haltigen Puffer gelost werden. Allerdings
verblieb immer noch ein Anteil von etwa 10-20% mPSF, mCF3 und CF II im Prézipitat. Eine
Reaktionsmischung, die nach Resuspension in TMAO-haltigem Puffer mit 100 mM KCI noch
weitere 60 Minuten inkubiert und erst dann zentrifugiert wurde, unterschied sich nicht von einer
vergleichbaren Reaktion, welche sofort nach Resuspension ein zweites Mal zentrifugiert wurde.
Die Ergebnisse entsprechen der Erwartung, da die Pufferbedingungen in den resuspendierten
Proben den Pufferbedingungen entsprachen, die urspriinglich zur Prézipitation der Proteine
geflihrt haben.

Das SDS-Gel im unteren Teil der Abbildung 2.22A zeigt Proben, bei denen TMAO nicht im
Resuspensionspuffer vorhanden war. Bei Anwesenheit von 100 mM KCI verblieb der grofite
Teil der Proteine bei erneuter Zentrifugation im Prazipitat, aber WDR33/CPSF1, mCF3 und
CstF konnten zu einem kleinen Teil gelost werden, mehr als in Anwesenheit von TMAO. Der
Anteil der gelosten Proteine wurde durch eine einstiindige Inkubation vor der zweiten
Zentrifugation nicht wesentlich erhoht. Wurde die Salzkonzentration auf 300 mM erhoht,
verteilten sich die Proteine nach der zweiten Zentrifugation zu gleichen Anteilen zwischen
Pellet und Uberstand. Bei einer Salzkonzentration von 500 mM ist zu erkennen, dass alle
Proteine gelost vorlagen und kein Proteinprizipitat mehr vorhanden war. Die Ergebnisse
zeigten, dass sich unter Pufferbedingungen, die nicht zur Proteinprézipitation fiihren
(Abwesenheit von TMAO), die Prézipitate unter normalen Salzbedingungen kaum aufldsen.
Mit anderen Worten, die Prazipitation ist unter diesen Bedingungen kaum reversibel. Erst hohe
Salzkonzentrationen sind in der Lage, die Préizipitate zu l6sen. Diese Beobachtung fiihrt zu der
Vermutung, dass die Prizipitation der Proteine nicht auf LLPS beruht.

In Abbildung 2.22B ist das Reversibilititsexperiment nach Prizipitation durch PVA oder PEG
gezeigt. Im Resuspensionspuffer wurden dieselben crowders verwendet bzw. weggelassen. Der
Resuspensionspuffer enthielt auBerdem die standardmiBige Salzkonzentration von 100 mM
KCI. Vergleicht man die PVA-Reaktionen untereinander, ist zu erkennen, dass mit oder ohne
crowder die Proteine nach Resuspension unldslich blieben. Bei den PEG-Reaktionen war das

Ergebnis dhnlich, jedoch ging ein kleiner Teil von WDR33/CPSF1 und CstF bei Abwesenheit
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von PEG im Resuspensionspuffer in Losung. Die Ergebnisse stiitzen die Feststellung, dass die
Prizipitation der 3°-Prozessierungsfaktoren und Reaktionsbedingungen nicht leicht reversibel

ist und deswegen vermutlich nicht auf Fliissig-Fliissig-Phasentrennung beruht.

2.2.4 Intrinsisch ungeordnete Regionen verursachen die Proteinprizipitation

In Abbildung 2.7 wurde bereits gezeigt, dass die Préazipitation von RBBP6 von der langen IDR
des Proteins abhédngig ist. In den folgenden Experimenten wurde getestet, ob dies auch fiir
andere Prozessierungsfaktoren gilt. Ausgehend von der in Fang et al., 2019 beschriebenen
Fahigkeit des pflanzlichen Orthologen von WDR33, in Abhédngigkeit von seinen intrinsisch
ungeordneten Regionen eine Phasentrennung zu durchlaufen, wurden die IDRs von WDR33
als mogliche Ausldser der Prazipitation aus dem Protein deletiert. Dafiir wurde WDR33 unter
anderem in die Fragmente A, P, B und E unterteilt (Abbildung 2.22A; Expression und
Reinigung durch A-K. Hoffmeister und Dr. U. Kiihn). Fragment A enthélt hauptsachlich die
WD40-Doméne am N-Terminus des Proteins. Fragment P (entspricht der Sequenz des WDR33
aus Boreikaite et al., 2022) und B sind grofere C-terminale Verkiirzungen. Fragment E besitzt
nur eine Sequenz aus dem C-Terminus. AuBBerdem wurden die Proteine fiir mikroskopische

Experimente mit N-terminalen Fluoreszenzmarkierungen wie GFP versehen.
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Abbildung 2.23 In WDR33 ist nur die WD40-Doméane essentiell fiir die Spaltung von pra-mRNAs
(A) Schematische Darstellung von WDR33-Wildtyp, drei C-terminalen Verkirzungen (A, P, B) und
Fragment E. (B) Ausschnitte der Coomassie-gefarbten SDS-Gele von mPSF-Praparationen mit GFP-
WDR33 oder den GFP-markierten verkirzten Varianten von WDR33 (A, P und B). Die WDR33-
Varianten sind mit einem Stern gekennzeichnet. Die mPSF-Komplexe wurden von A.-K. Hoffmeister
und U. Kuihn prapariert. (C) Titrationen der unterschiedlichen mPSF-Praparationen in der
Spaltungsreaktion. Gezeigt ist das Autoradiogramm einer 6%igen PA-Harnstoff-PAGE. Als Kontrolle
wurde HeLa-Kernextrakt (NXT) verwendet. Ferner wurde Wildtyp-mPSF titriert. GFP-markierte Proteine
sind in griin dargestellt. Die GrofRe der Markerbanden sind links und die Spalteffizienzen unterhalb des
Autoradiogramms angegeben.

Abbildung 2.23B zeigt die Analyse von mPSF-Préparationen mit GFP-WDR33 und mit den
GFP-markierten Deletionsvarianten A, P und B. Das jeweilige WDR33-Fragment ist mit einem
schwarzen Stern gekennzeichnet. Alle GFP-markierten WDR33-Varianten lieBen sich als
stabile Komplexe mit den anderen mPSF-Untereinheiten préparieren. Die Komplexbildung mit
der N-terminalen GFP-Fusion ist durchaus unerwartet, da der N-terminale Bereich von WDR33
an der Komplexbildung mit CPSF1 beteiligt ist (Clerici et al., 2017). Zum Test auf Aktivitit
der verschiedenen mPSF-Préparationen wurden diese in einem Spaltassay titriert (Abbildung
2.23C). Als Kontrolle wurde Wildtyp-mPSF ohne Fluoreszenzmarkierung (GFP) ebenfalls
titriert. Im Vergleich zum Wildtyp ohne GFP-Fusion war der GFP-markierte Wildtyp zwar
weniger aktiv, der Unterschied in der Spaltaktivitit jedoch minimal. Die N-terminale GFP-
Fusion an WDR33 hat dementsprechend keine nennenswerten Auswirkungen auf die Spaltung.
Die GFP-markierten WDR33-Fragmente waren im mPSF-Kontext ebenfalls aktiv. Bei der

niedrigsten eingesetzten Menge (20 fmol) waren sie minimal aktiver als der Wildtyp (12 bzw.
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8% vs. 5%). Bei hoheren Mengen stieg, anders als beim Wildtyp, die Aktivitit hingegen kaum
noch an. Auffillig war bei allen WDR33-Fragmenten die Abnahme des Spaltproduktes bei
Mengen grofer 100 fmol im Assay. Der Grund hierfiir ist ungeklért. Das Experiment gab zum
einen Aufschluss dariiber, dass die GFP-Fusion keine sterischen Auswirkungen auf das
Assemblierungsverhalten des 3°-Prozessierungskomplexes besitzt. Zum anderen wird aus der
Aktivitdt des Fragments A offenbar, dass lediglich der N-Terminus mit der strukturierten
WD40-Doméne essentiell flir die 3°-Prozessierung ist. Der restliche Anteil des Proteins mit der
Kollagen-dhnlichen Doméine und dem intrinsisch ungeordneten C-Terminus wird dagegen nicht
benoétigt. Ein dhnliches Ergebnis wurde in einer Polyadenlyierungskinetik beobachtet. Beim
Vergleich zwischen GFP-mPSF-Priparationen mit Wildtyp WDR33, WDR33 A und WDR33
P wiesen beide verkiirzten Préparationen die gleiche Aktivitit wie der Wildtyp auf. Auch die

Stimulation mit PABPNI1 fiihrte zu diesem Ergebnis (siche Anhang Abbildung 9.9).

Um herauszufinden, inwieweit die intrinsisch ungeordneten Regionen der anderen
3¢-Prozessierungsfaktoren Einfluss auf die Spaltungsreaktion und Prézipitation besitzen,
wurden diese ebenfalls weitgehend entfernt. Fiir CF II bedeutete dies, dass die ersten 769
Aminosduren von Pcfl1 nicht vorhanden waren und das Protein erst mit den FEGP-Wieder-
holungen begann. Eine solche Pcfl1-Variante bildet einen stabilen Komplex mit Clpl und ist
in der RNA-Spaltung aktiv (Schifer et al. 2018). Der C-Terminus von CstF64 ist groftenteils
intrinsisch ungeordnet, sodass dieser Bereich ab Aminosaure 196 deletiert wurde (siche
Abbildung 2.17). Bei Symplekin wurde der N-Terminus (bis Aminoséure 340) und bei PAP
der C-Terminus (ab Aminosdure 514) entfernt. Aullerdem wurde, wie in den meisten
Experimenten, die C-terminal verkiirzte RBBP6-Variante 1-340 eingesetzt. Beide CF I-
Untereinheiten (CF 125, CF I 68) und hFipl wurden dagegen vollstindig mit IDRs verwendet.
Das Priézipitationsverhalten der Proteine unter den Bedingungen der RNA-Spaltungsreaktion

wurde untersucht. Dazu ist in Abbildung 2.24A ein silbergefarbtes SDS-Gel gezeigt.
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Abbildung 2.24: Ein Proteinmix ohne IDRs prazipitiert selbst bei erh6hten Konzentrationen nicht.
(A) Analyse der Prazipitation eines Proteinmixes mit Proteinen ohne IDRs bei unterschiedlichen
Konzentrationen sowie mit und ohne crowders auf einem silbergefarbten SDS-Gel (4-15%). Der
Proteinmix enthielt die im Text beschriebenen Varianten der Proteine mit IDR-Deletionen. Die
Proteinkonzentrationen entsprachen den Standardbedingungen (PM -IDR) oder den RNA- und
Proteinkonzentrationen der Rekonstitution von Boreikaite et al., 2022 (PM -IDR H). Als Kontrolle wurde
eine Reaktion mit Standardproteinmix (PM STD) mit TMAO durchgefihrt. Zusatzlich wurden die einzel-
nen Proteine (verkiirzte Varianten) in Zweierkombinationen rechts aufgetrennt. G steht fir Gesamt-
reaktion sowie P fiir Pellet und SN fiir den Uberstand. (B) Préazipitationsanalyse der RNA in Proteinmix
ohne IDRs bei zwei verschiedenen Konzentrationen (Standardkonzentration dieser Arbeit (-IDR) vs.
Konzentrationen aus Boreikaite et al. (-IDR H)). Die Reaktionen wurden nach 15 bzw. 60 Minuten
gestoppt. Zur Kontrolle wurde eine Reaktion mit dem Standardproteinmix nach 15 Minuten gestoppt.
Die RNA wurde auf einem PA-Harnstoffgel aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. G steht
fur Gesamtreaktion sowie P fir Pellet und SN fiir den Uberstand.

Zur Identitétsprifung wurden die verkiirzten Proteine paarweise rechts im Gel aufgetragen. Als
Kontrolle diente die Mischung der Wildtyp-Faktoren mit und ohne TMAO. Die Kontrollen
verhielten sich wie erwartet. In Gegenwart von TMAO befand sich ein grofer Anteil der
Proteine nach einer kurzen Mikrozentrifugation im Pellet, war also prézipitiert. In Abwesenheit
von TMAO waren dagegen nur Spuren in der Pellet-Fraktion erkennbar.

In den Reaktionen des Proteinmixes ohne IDRs blieb jedoch in Gegenwart von TMAO der
GroBteil der Proteine 16slich. Lediglich ein geringer Anteil an CPSF1, Symplekin, CPSF2,
CstF77, CstF50 und PAP wurden prézipitiert. Die unter normalen Bedingungen beobachtete
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Prizipitation der 3°-Prozessierungsfaktoren ist folglich von den IDRs (genauer: von mindestens

einer IDR) abhéngig.

Erwartet werden konnte, dass eine Erhohung der Konzentration der Proteine diesen Effekt
ausgleichen und zur Prézipitation fithren konnte (J. Wang et al., 2018). Ein Anhaltspunkt fiir
solch erhohte Proteinkonzentration wurden aus Boreikaite et al., 2022 entnommen. Diese
Autoren entwickelten parallel zu den hier geschilderten Arbeiten unabhéngig ein
rekonstituiertes System fiir die 3‘-Prozessierung und setzten dafiir tiberwiegend Varianten der
Proteine ein, deren IDRs fehlten. AuBlerdem wurden weder CF I noch PAP verwendet, womit
weitere IDRs fehlten. In der hier beschriebenen Rekonstitutionsreaktion wurde die RNA mit
2,5 nM eingesetzt, mPSF dquimolar dazu, die meisten anderen Faktoren mit 25 nM und das
meistens verwendete RBBP6-Fragment mit 125 nM. In dem System von Boreikaite et al.
(2022) wurde die RNA dagegen in einer Konzentration von 100 nM und CPSF (mPSF und
mCF3) im Unterschuss (50 nM) zur RNA eingesetzt. CstF und CF II wurden ebenfalls mit
100 nM und RBBP6 mit 300 nM eingesetzt. Die Konzentrationen der Makromolekiile waren
dementsprechend insgesamt deutlich hoher als in dem in dieser Arbeit verwendeten System.
Das System von Boreikaite et al. (2022) war unabhingig von crowding reagents und ATP (die
ATP-Abhéngigkeit ist in der Dissertation von Florian Kluge (2023) ausfiihrlich beschrieben).
Eine Erhohung der Proteinkonzentrationen auf die von Boreikaite et al. (2022) verwendeten
Werte (Reaktion PM -IDR H) zeigte, wenn {iberhaupt, nur minimale Unterschiede in der
Prizipitation. Die Menge der Proteine in der Pelletfraktion war zwar grof3er, allerdings war dies
fast genauso in der Probe ohne TMAO zu sehen. Vermutlich spiegelt die erhdhte Proteinmenge
in der Pelletfraktion einfach nur die insgesamt hohere eingesetzte Menge wider. Der grofite Teil
der Proteine blieb auch in der konzentrierteren Proteinmischung in Gegenwart von TMAO in
Losung. Die Erhohung der Proteinkonzentration in diesem Konzentrationsbereich konnte

folglich das Fehlen der IDRs nicht kompensieren.

Die Prazipitation der RNA unter denselben Reaktionsbedingungen ist in Abbildung 2.24B zu
beobachten. Dafiir wurden die Reaktionen nach 15 Minuten (dies entspricht dem fiir die
Proteinanalyse gewéhlten Zeitpunkt) und nach 60 Minuten (der Standardinkubationszeit einer
normalen Spaltreaktion) zentrifugiert. In der Standardreaktion (STD PMs) wurde ein grof3er
Teil der Substrat-RNA prézipitiert. Nach 15 Minuten war das Spaltprodukt {iberwiegend im
Prizipitat zu finden. Nach 60 Minuten war das Spaltprodukt in den Uberstand verschoben und
nur ein geringer Anteil an gespaltener RNA noch in der Prézipitatspur zu beobachten. Das
Prizipitat enthielt jedoch weiterhin einen groBen Anteil der Substrat-RNA. In der Reaktion, der
weitgehend die IDRs fehlten (PM-IDR), war dagegen zu beiden Zeitpunkten nur ein geringer



- Ergebnisse -

Teil der Substrat-RNA in der Pelletfraktion. Die Spaltaktivitdt war schwach, aber zu beiden
Zeitpunkten war das Spaltprodukt im 18slichen Uberstand zu finden. Bei Reaktionen mit
erhohter Proteinkonzentration dagegen war keine Spaltung zu beobachten. Der Anteil an
Substrat-RNA in der Pelletfraktion war gering. Die Ergebnisse spiegeln das Ergebnis auf
Proteinebene wider. Eine Deletion eines groen Teils der IDRs verhindert die Prézipitation
sowohl der Proteine wie auch der RNA. Vermutlich wird die RNA nur durch Komplexbildung
mit den Protein ko-prézipitiert, wie bereits in Abbildung 2.18 gezeigt. Die Ergebnisse fiihren
auch zu der Vermutung, dass die Prizipitation der Prozessierungskomplexe fiir die 3‘-Spaltung
der RNA nicht essentiell ist. Die stark reduzierte Spaltungseffizienz ldsst allerdings die
Moglichkeit offen, dass die Prézipitation die Aktivitédt fordert. In Experimenten, bei denen der
PM-IDR mit GAPDH-Spaltsubstrat sowie den beiden in Abbildung 2.16 gezeigten chiméiren
RNAs verwendet wurde, zeigte sich ein dhnliches Bild (siche Anhang Abbildung 9.10): Die
Spaltaktivitit des PM-IDR auf SV40 war schwécher als die der Standardproteinmischung. Eine
Erhohung der Proteinkonzentration zeigte keine Aktivitdt. Wie die Standardproteinmischung
konnte der PM mit den Verkiirzungen das chimire Substrat SV40-GAPDH spalten. Bei
GAPDH und GAPDH-SV40 wurde keine Spaltung der Substrate im Assay nachgewiesen.

2.2.5 WDR33 E bildet liquid-liquid droplets; mPSF und der Spaltkomplex nicht

Ein Charakteristikum der liguid droplets, die bei der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung gebildet
werden, ist ihr fliissiger Charakter. Dieser &duflert sich u. a. in der sphdrischen Struktur der
Tropfchen. Um weiter zu iliberpriifen, ob die beobachtete Prazipitation der 3°-Spaltfaktoren auf
einer Phasentrennung beruht, wurde der Spaltkomplex mikroskopisch untersucht. Dazu wurden
verschiedene Komponenten der Reaktion fluoreszenzmarkiert. Aliquots von Spaltreaktionen
wurden sofort nach Zugabe der RNA auf einen Objekttrager gegeben und im Verlauf der
Reaktion im konfokalen Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Die Temperierung des Mikroskops
betrug dafiir die normale Reaktionstemperatur von 30 °C. Die Mikroskopie wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Nadine Bley (Core Facility Imaging, Medizinische Fakultit der MLU)
ausgefiihrt.

Ein entsprechendes Experiment ist in Abbildung 2.25B gezeigt. Die fluoreszenzmarkierte
Komponente der Prozessierungsreaktion war hier mPSF mit GFP-WDR33. Zum Vergleich mit
dem Spaltkomplex wurde das GFP-markierte Fragment E von WDR33 (Abbildung 2.23A)
untersucht (Abbildung 2.25A). Auf der Basis der Experimente mit dem pflanzlichen
Orthologen (Fang et al., 2019) wurde fiir dieses Protein die Bildung von liquid droplets

erwartet.
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Abbildung 2.25: WDR33 E zeigt Phasentrennung, der Spaltkomplex nicht

(A) Links: Eine Losung von GFP-WDR33 E (Ni-NTA-Elutionsfraktion) triibt sich auf Eis und bleibt bei
Raumtemperatur (RT) klar. Rechts: GFP-WDR33 E mit TMAO-haltigen Spaltpuffer im Fluoreszenz-
mikroskop. Gezeigt ist das Protein im GFP-Kanal, mit Durchlicht sowie die Uberlagerung der beiden
Kanale bei einer Konzentration von 5 uM. (B) Spaltreaktion des rekonstituierten Proteinmixes mit
unterschiedlichen crowding Reagenzien. Fir die Visualisierung wurde mPSF mit GFP-WDR33
verwendet. Die oberen Bilder sind vergréf3erte Ausschnitte aus den unteren. Die weif} gestrichelte Linie
zeigt die Tropfengrenze auf dem Objekttrager. (C) Eine mit PVA durchgefiihrte Spaltreaktion wurde
nach 15 minitiger Inkubation zwei Minuten lang zentrifugiert. Hier dargestellt ist das in Reaktionspuffer
resuspendierte Pellet. mPSF war mit GFP-WDR33 markiert. Abgebildet ist der GFP-Kanal, das
Durchlicht und die Uberlagerung beider.

Abbildung 2.25A zeigt GFP-WDR33 E in zwei verschiedenen Situationen. Im linken Bild ist
erkennbar, dass eine Losung des Proteins verschiedene Zustinde aufweist (Eluat nach Ni-NTA-
Chromatographie; 90 uM) (Aufnahmen von U. Kiihn; urspriingliche Beobachtung von A.-K.

Hoffmeister). Befand sich die Losung auf Eis, wurde sie triibe, wohingegen die Losung bei
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Raumtemperatur klar blieb. Der Ubergang der beiden Zustinde war reversibel. Das gleiche
Ergebnis wurde auch mit der in den mikroskopischen Experimenten verwendeten Heparin-
Fraktion (19,7 uM) beobachtet (Daten nicht gezeigt). Ein reversibler, temperaturabhidngiger
Ubergang von Phasentrennung zu homogener Losung ist bereits vielfach beschrieben worden
(Ji et al., 2022; Kato et al., 2012; J. Wang et al., 2018). Es war daher zu vermuten, dass die
Triibung auf der Bildung von liguid droplets beruhte. Auf der rechten Seite der Abbildung sind
mikroskopische Aufnahmen der Losung von GFP-WDR33 E zu sehen. Das Protein bildete
unter den Losungsbedingungen der Spaltreaktion (in Gegenwart von TMAOQO), aber in
Abwesenheit weiterer Proteine und RNA, in sich homogene sphérische, tropfenartige
Strukturen. Zur Verdeutlichung dieser Strukturen sind auch das Durchlicht und die
Uberlagerung des GFP-Kanals und des Durchlichts gezeigt. Diese Strukturen entsprechen der
Erwartung an eine Fliissig-Fliissig-Phasentrennung. Experimente mit PVA statt TMAO fiihrten
zu dem gleichen Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Experimente ohne crowder fiihrten zu weniger

und verkleinerten droplets (Daten nicht gezeigt).

Verglichen mit den mikroskopischen Aufnahmen fiir eine Spaltreaktion mit dem
Standardproteinmix (GFP-mPSF anstelle von mPSF), waren deutliche Unterschiede erkennbar
(vgl. Abbildung 2.25A mit Abbildung 2.25B und Abbildung 2.25C). Die Aufnahmen in
Abbildung 2.25B und C zeigen die Spaltreaktion nach 15-miniitiger Inkubation. In allen
Spaltreaktionen, die einen crowder enthielten (TMAO, PVA, PEG), bildeten sich
fluoreszierende, also GFP-mPSF-haltige Aggregate in groler Zahl. Wihrenddessen fehlten die
Aggregate in der Kontrolle ohne crowder fast vollig. Menge und Grof3e der Aggregate waren
crowder-abhiangig. Mit TMAO waren die Aggregate zahlreicher und kleiner als mit PVA.
Strukturen in Anwesenheit von PEG waren etwa so klein wie mit TMAOQO, aber etwas seltener.
Generell war im Laufe der Reaktionen ein Zuwachs in Menge und GroBe der Gebilde zu
beobachten. Alle Aggregate waren jedoch deutlich kleiner als die Tropfen, die von GFP-
WDR33E gebildet wurden (vgl. den GroBenstandard in der Abbildung).

Die Aggregate, die sich in den Prozessierungsreaktionen bildeten, waren keine runden Tropfen
wie sie mit GFP-WDR33 E und generell bei Fliissig-Fliissig-Phasentrennung beobachtet
werden. Dies ist in Abbildung 2.25B+C zu sehen. In Abbildung 2.25C ist erneut eine
Spaltreaktion mit PVA als crowder gezeigt. Die Reaktion wurde, wie bei Prazipitationsassays,
fiir 15 Minuten bei 30 °C inkubiert und anschlieBend 2 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert. Das
Prazipitat wurde in Spaltpuffer resuspendiert, ein Aliquot auf einen Objekttriger gegeben und
unter dem Mikroskop analysiert. In der Aufnahme ist zu erkennen, dass eine vergleichsweise

sehr grof3e blattartige Aggregation und nur wenige kleinere Strukturen gebildet wurden. Runde
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oder sphérische Strukturen waren nicht vorhanden. Der restliche Bereich innerhalb des
Reaktionstropfen war an Fluoreszenzfarbstoff verarmt. Dies lieB sich auch im Durchlicht
beobachten. Das in der Abbildung gezeigte Prizipitat wies eine dhnliche Form wie Hydrogel-
Phasen auf (Huai et al.,, 2022). Das Ergebnis dokumentiert, dass GFP-mPSF unter
Reaktionsbedingungen prizipitiert. Vermutlich geschieht dies im Komplex mit anderen
3¢-Prozessierungsfaktoren. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Prizipitationen, die in den
SDS-Gelen und Autoradiogrammen zu beobachten waren. Die Spaltungsreaktion zeigte jedoch
keine Anzeichen fiir die Trennung von zwei fliissigen Phasen, wie sie fiir das WDR33 E-
Fragment beobachtet wurde. Bei dem Vergleich ist allerdings zu beachten, dass das Fragment
mit einer 4000-fach hoheren Konzentration (5 pM) eingesetzt wurde. Solch eine Konzentration

konnte mit den Proteinen des Proteinmixes nicht erreicht werden.

2.2.6 Proteine und Substrat-RNA ko-aggregieren

Die bisherigen mikroskopischen Experimente zeigten eine Aggregation von GFP-markiertem
WDR33 als Bestandteil von mPSF unter Reaktionsbedingungen. Aufgrund der voran-
gegangenen Experimente war zu vermuten, dass WDR33 im Zusammenhang nicht nur mit
mPSF, sondern mit dem gesamten Spaltkomplex aggregierte. Um dies zu iiberpriifen, wurde
die Reaktionen auf Ko-Lokalisation der Proteine und der Substrat-RNA in den Aggregaten

untersucht. Zwei dieser Ko-Lokalisationsexperimente sind in Abbildung 2.26 gezeigt.

GFP-mPSF SNAP-RBBP6 Uberlagerung

...- o
o - Substrat
R4
B

4 um

Abbildung 2.26: Ko-Lokalisation von mPSF, RBBP6 und Substrat-RNA in Prazipitaten
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Spaltreaktion mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-
Fusionen an mPSF (GFP) und RBBP6 (SNAP) sowie mit Cy5-markierten DNA-Oligomeren, die mit dem
5-Ende der SV40/ate RNA hybridisiert waren. Die Reaktionen wurden mit (oben) bzw. ohne Substrat-
RNA (unten) durchgefiihrt. Die Aufnahmen zeigen den griinen (GFP-), roten (SNAP-) und blauen (Cy5-)
Bereich sowie die Uberlagerung der Kanale. Kommt es zur Ko-Lokalisation von griin und rot, ist in der
Uberlagerung gelb zu sehen. Wenn zuséatzlich die RNA ko-lokalisiert, ist weilt erkennbar.
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In Abbildung 2.26 sind die Aufnahmen von Spaltreaktionen abgebildet, bei denen GFP-mPSF
und SNAP-RBBP6 (full-length) Fluoreszenzfusionen zum Studium der Ko-Lokalisation ver-
wendet wurden. Die oberen Aufnahmen zeigen Reaktionen mit, die unteren ohne Substrat-
RNA. Fiir die Lokalisation der RNA wurde ein Cy5-markiertes DNA-Oligomer verwendet,
welches mit dem 5°-Ende der Substrat-RNA hybridisierte. Das Oligomer war in beiden Re-
aktionen enthalten. GFP ist in griin, SNAP in rot und CyS5 in blau dargestellt. Im Falle einer
Ko-Lokalisation der beiden Proteine kommt es in der Uberlagerung zur Gelbfirbung. Sind Pro-
teine und RNA ko-lokalisiert, entsteht eine WeiBifirbung. Vergleicht man die verschiedenen
Aufnahmen der Reaktion in Gegenwart von Substrat-RNA, so ist zu erkennen, dass sowohl
beide Proteine als auch die RNA in kompakten Strukturen angereichert sind. Die Uberlagerung
der Kanile zeigt die Ko-Lokalisation von beiden Proteinen und der RNA. Die Reaktion ohne
RNA zeigt ebenfalls eine Ko-Lokalisation der Proteine. Da das fluoreszenzmarkierte Oligo-
nukleotid in der Reaktion anwesend, aber nicht in den Aggregaten ko-lokalisiert war, kann
daraus geschlossen werden, dass die Cy5-Farbung der Aggregate im oberen Teil der Abbildung
eine spezifische RNA-Féarbung durch die Hybridisierung des Oligomers reprisentiert. Dem-
entsprechend stellt dieses Experiment die Ko-Lokalisation von mPSF und RBBP6 in den
Aggregaten mit und ohne Substrat-RNA dar. Weitere Experimente mit anderen GFP-

markierten Prozessierungsfaktoren, wie CstF und PAP, bestétigten dieses Ergebnis (Daten nicht

gezeigt).

2.2.7 Aggregate mit GFP-CstF und WDR33 E zeigen einen Austausch mit der
Umgebung

Ein weiteres Merkmal von liquid droplets ist die Fahigkeit des schnellen Austauschens sowohl
mit der umgebenen, schwach konzentrierten als auch innerhalb der konzentrierten Phase. Fiir
diesen Nachweis konnen fluorescence recovery after photobleaching- (FRAP-)Experimente
genutzt werden. Bei diesen Experimenten werden Strukturen gezielt durch einen Laserstrahl
gebleicht. Danach wird eine Wiederherstellung der Struktur durch Riickkehr der Fluoreszenz
(recovery) untersucht. Die Riickkehr der Fluoreszenz beruht auf einem Austausch der
gebleichten gegen ungebleichte Molekiile durch Diffusion. Hier wurden Reaktionen mit GFP-
CstFAIDR (CstF64 ohne IDR, siche Abbildung 2.17) und GFP-mPSF gegeniibergestellt.
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Abbildung 2.27: Prazipitate mit GFP-CstF besitzen dhnliche Fluoreszenzriickkehr wie WDR33 E
(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zweier FRAP-Experimente von Spaltreaktionen (n=3) und
zwei FRAP-Experimenten mit WDR33 E ohne RNA (n=2). Die Spaltreaktionen wurden mit dem
gesamten Proteinmix durchgefiihrt. GFP-CstF64AIDR bzw. GFP-mPSF ersetzten die entsprechenden
Wildtyp-Proteine. Die Reaktionen mit WDR33 E (2,5 yM) wurden in TMAO-haltigen Spalt- und
Proteinverdinnungspuffer durchgefihrt. Die Reaktion WDR33 E Eis ist standardmafig mit dem Protein
auf Eis gestartet worden. Die Reaktion WDR33 E RT wurde mit einer ,klaren” Proteinldsung und Puffer
auf Raumtemperatur gestartet. Links zeigt die Aufnahme vor dem Bleichen, in die Mitte den Moment
des Bleichens und rechts den Zeitpunkt 30 Sekunden (bzw. 200 Sekunden fiir WDR33 E) nach dem
Bleichen. Zur besseren Visualisierung wurde eine Falschfarben-Darstellung verwendet. Die Rickkehr
der Fluoreszenz ist rechts graphisch dargestellt (WDR33 E Eis (O) und WDR33 E RT (V)). Eine
normalisierte Fluoreszenzintensitat von 1 gibt eine vollstdndige Rickkehr der Fluoreszenz an. (B)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines half-FRAP-Experimentes mit WDR33 E RT. Gezeigt sind
Pra-, Bleichen und 30 bzw. 200 Sekunden post-Bleichen. Zur besseren Visualisierung wurde eine
Falschfarben-Darstellung verwendet. Die Rickkehr der Fluoreszenz ist unterhalb der Aufnahmen
graphisch dargestellt. Eine normalisierte Fluoreszenzintensitat von 1 gibt eine vollstandige Ruckkehr
der Fluoreszenz an.

Abbildung 2.27A zeigt ein fluorescence recovery after photobleaching- (FRAP-)Experiment
der Spaltungsreaktionen. Die drei Aufnahmen zeigen jeweils einen Ausschnitt vor, wihrend
und 30 Sekunden nach dem Bleichen. Fiir eine bessere Visualisierung ist GFP mit einer
Falschfarbe (rot) dargestellt. Blaufirbung zeigt eine Uberexposition des Farbstoffs. In dem
Experiment mit GFP-CstFAIDR ist eine Riickkehr der gebleichten Struktur und damit ein
Diffusionsaustausch der Fluoreszenz zu beobachten. 50 Sekunden nach dem Bleichen wurde
eine normalisierte Fluoreszenzintensitit von ca. 0,4 erreicht. Eine weitere Fluoreszenzzunahme
wurde zu spéteren Zeitpunkten nicht mehr beobachtet. Reaktionen mit GFP-CstF fiihrten zum
gleichen Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Die Reaktion mit GFP-mPSF ldsst auch nach mehr als
einer Stunde Inkubation keine Riickkehr der Fluoreszenz erkennen (Daten nicht gezeigt). Dass
in den hier untersuchten Aggregaten ein Austausch von mPSF in einem langen
Beobachtungszeitraum gar nicht und ein Austausch von CstF nur langsam und unvollstindig
erfolgt, stiitzt die bereits aus den friiheren Experimenten gezogene Schlussfolgerung, dass die
3¢-Prozessierungsfaktoren unter Reaktionsbedingungen aggregieren oder prézipitieren und
keine Fliissig-Fliissig-Phasentrennung durchmachen. Bei Phasentrennungen ist ein schneller
Austausch innerhalb weniger als 5 bis maximal 30 Sekunden zwischen hochkonzentrierten
Tropfen und der proteinverarmten Umgebung zu erwarten (Alberti & Hyman, 2016; Maharana
et al., 2018). Dieser Prozess wird jedoch vermutlich protein- und konzentrationsabhingig sein.
Aus diesem Grund wurden zwei Experimente mit WDR33 E (2,5 uM) durchgefiihrt. Diese
enthielten, anders als die zwei zuvor beschriebenen Experimente, lediglich das Protein,
Spaltpuffer mit TMAO und Proteinverdiinnungspuffer. Fiir das erste Experiment wurde
WDR33 E standardméBig auf Eis zur Reaktion gegeben und anschlieend ein Aliquot der

Reaktion auf den Objekttriger gegeben. Im FRAP-Experiment ist zu sehen, dass es zu einer
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leichten Fluoreszenzriickkehr kam und eine normalisierte Fluoreszenzintensitat von ca. 0,2
nach 200 Sekunden erreicht wurde. Im zweiten Experiment wurde WDR33 E auf RT erwirmt,
sodass die Proteinlosung klar wurde. AnschlieBend erfolgte eine Zugabe dieser zu einer
Reaktion bei RT. Hierbei zeigte sich zum einen, dass zu Beginn deutlich weniger und kleinere
liquid droplets vorhanden waren als im Experiment zuvor. Die droplets wuchsen im Laufe der
Reaktion und nahmen in ihrer Zahl zu. Zum anderen zeigte sich nach dem Bleichen eine
stiarkere Fluoreszenzriickkehr (normalisierte Fluoreszenzintensitit ca. 0,4 nach 200 Sekunden.
Somit besitzt das zu liquid droplets neigende WDR33 E eine sehr dhnliche Fahigkeit zur
Riickkehr der Fluoreszenz wie die Aggregate der Spaltreaktionen mit GFP-CstF64AIDR. Ein
Austausch ist moglich, sowohl in den Aggregaten als auch in liquid droplets. Dabei kann der
Austausch sowohl innerhalb diese als auch von auBlerhalb dieser Phasen aus der schwach
konzentrierten Umgebung geschehen. In Abbildung 2.27B ist zusitzlich ein Aalf~(FRAP-)
Experiment von der WDR33 E RT Reaktion dargestellt. Hierflir wurde nur ein Teil des droplets
gebleicht. In den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ist eine Zunahme der Fluoreszenz
(von rechts nach links) nach 30 bzw. 200 Sekunden zu beobachten. Die normalisierte
Fluoreszenz belduft sich auf ca. 0,3. Ein solches Experiment mit Aggregaten des

Spaltkomplexes war aus zeitlichen Griinden nicht mehr moglich.

Anhand dieser Experimente kann dargestellt werden, dass WDR33 E, wie bereits in Kapitel
2.2.5 beschrieben, in der Lage ist liquid droplets zu bilden. Dies beruht auf der Tatsache, dass
es die Eigenschaften der Tropfenbildung besitzt, das Protein Triibungsverhalten aufweist und
nach Bleichen ein Austausch mit der Umgebung sowie innerhalb des Tropfens moglich ist.
Auch Spaltkomplexe mit GFP-CstF64AIDR présentieren die zuletzt beschriebene Eigenschaft,
die Prizipitationsexperimente und die Form der Aggregate, zeigten jedoch, dass der
Spaltkomplex in dieser Form keine liguid droplets bildet. Aufgrund der Abhingigkeit von
vielen Faktoren sollte ein FRAP-Experiment nicht als alleiniges Merkmal dafiir genutzt
werden, die Assemblierung von Aggregationen oder Strukturen als /iquid droplets zu (Alberti

etal., 2019).



- Ergebnisse -

2.3 mPSF-Komplexe ohne hFipl und CPSF4 sind aktiv in der

3¢-Prozessierung

2.3.1 hFip1l und CPSF4 sind nicht essentiell fiir die Spaltungsreaktion

Bei Untersuchungen zur Proteinprizipitation und der Rolle von intrinsisch ungeordneten
Regionen (IDR, intrinsic disordered regions) bei der Pra-mRNA-3‘-Prozessierung wurden
nicht nur IDRs von WDR33 verkiirzt, sondern auch mPSF-Komplexe ohne hFipl und CPSF4
exprimiert und gereinigt. Diese mPSF-Komplexe sind entstanden, um ein mdgliches, hoheres,
Expressionslevel und die damit verbundene Ausbeute an gereinigtem Komplex nach der
Priparierung zu erhalten. Dafiir sind bei der Klonierung Konstrukte aus WDR33 und CPSF1
bzw. CPSF4 und hFip1 sowohl jeweils alleine oder in Kombination entstanden. Dadurch wurde
es ermdglicht, die mPSF-Komplexe ohne hFipl oder CPSF4 darzustellen (siche Abbildung
2.28).

hFipl ist mit zwei Kopien Bestandteil von mPSF und wird von den CPSF4 Zinkfingern 4 und
5 gebunden (S. M. L. Barabino et al., 2000; Hamilton & Tong, 2020; Muckenfuss et al., 2022).
Beide Kopien interagieren mit PAP und sorgen mit deren Bindung an CPSF fiir eine prozessive
Polyadenylierungsreaktion (Kaufmann et al., 2004; Muckenfuss et al., 2022; Preker et al.,
1995). In der Literatur wird dabei kontrovers diskutiert, ob die beiden hFipl Kopien eine oder
zweil PAP-Kopien dafiir binden (Casafial et al., 2017; Hamilton & Tong, 2020; Muckenfuss et
al., 2022). Des Weiteren kommt es zu Interaktionen mit weiteren 3‘-Prozessierungsfaktoren
wie WDR33 (Clerici et al., 2017; Ohnacker, 2000), CPSF1, CstF77 (Kaufmann et al., 2004;
Preker et al., 1995), Symplekin (Ghazy et al., 2009) und CF I (Venkataraman et al., 2005).
Neben der Isoform 1 von hFipl existiert eine alternative Spleif3-Variante (Isoform 4). Bei dieser
sind die letzten ca. 200 Aminoséduren der Isoform 1 mit einer RS-reichen Doméne nicht existent.

Dies ist dhnlich dem Hefehomolog Fipl (Kaufmann et al., 2004; Preker et al., 1995).
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Abbildung 2.28: Praparationen von mPSFAhFip1, mPSFACPSF4, hFip und hFip1 Isoform 4
Gezeigt sind die Flag Elution #1 Fraktionen unterschiedlicher mPSFAhFip1 und mPSFACPSF4
Konstrukte (A) auf Coomassie gefarbten SDS-PAGEs sowie die erste Strep-Elutionsfraktion von hFip1
bzw. der Isoform 4 (B). Die jeweiligen Proteine sind mit einem Pfeil gekennzeichnet und das jeweilige
WDR33 ist mit einem Stern gekennzeichnet. Proteine mit einer GFP-WDR33 Fusion sind in grin
dargestellt.

Abbildung 2.28 zeigt die Coomassie-gefarbten SDS-Gelausschnitte der finalen Flag-
Elutionsfraktion der verschiedenen mPSFA-Komplexe sowie der finalen Strep-Elutionsfraktion
von hFipl-Isoformen 1 und 4. Die Klonierung und Reinigung der mPSF-Komplexe wurde von
Anne-Katrin Hoffmeister und Uwe Kiihn durchgefiihrt. Fiir die Analyse der verschiedenen
mPSF-Subkomplexe (Abbildung 2.28) wurden diese in einem Spaltassay titriert. Dazu wurden
neben der Titration der einzelnen Komplexe bzw. Proteine auch mPSFAhFipl mit separat

gereinigtem hFipl komplementiert und zusammen titriert. Dieses Experiment ist in Abbildung
2.29A dargestellt.
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Abbildung 2.29: hFip1 und CPSF4 sind nicht essentiell fiir die 3‘-Prozessierung von prai-mRNAs
(A) Titrationen von mPSF-Praparationen, hFip1 und der Komplementation der beiden. Firr die mPSF-
Praparationen wurde jeweils eine Praparation mit Wildtyp WDR33 GFP-Fusion verwendet. Als
Kontrollen wurde Wildtyp, GFP- Wildtyp und GFP-P-Fragment verwendet. Fir dieses Experiment
enthielt der Proteinmix kein mPSF. Praparationen mit GFP-Fusionsprotein sind in griin dargestellt. Die
Quantifizierung der Spaltaktivitat ist unterhalb des Autoradiogramms, Gréen der Markerbanden sind
links angegeben. (B) Analyse der Spaltaktivitdt von mPSFAhFip1 und der Komplementation mit drei
verschiedenen Préaparationen von hFip1(Isoform 1 (prapariert von Lars Schénemann (LS)), Isoform 1
und Isoform 4 (Iso 4), die in eine konstante Menge an mPSFAhFip1 (50 fmol) titriert wurden. Zusatzlich
ist die GFP- Fusionsvariante von mPSFAhFip1 (griin dargestellt) mit und ohne hFip1 sowie eine GFP-
Fusion einer mPSF-Praparation ohne CPSF4 titriert worden. Praparationen mit GFP-Fusion sind in griin
dargestellt. Die Quantifizierung der Spaltaktivitat ist unterhalb des Autoradiogramms, GréRen der
Markerbanden sind links angegeben.

GFP-markierte Komplexe sind in der Abbildung in Griin aufgefiihrt. Als Positivkontrollen
wurden mit Wildtyp-, GFP- und mPSF P drei verschiedene mPSF-Préparationen eingesetzt.
Dafiir wurde fiir GFP-mPSF WDR33 bzw. fiir mPSF P die WDR33 P Verkiirzung markiert
(siche Abbildung 2.23). Hierbei zeigt sich, dass der Wildtyp den Proteinmix am stirksten
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(10%) und die beiden anderen mPSF-Komplexe nicht so stark stimuliert (6 bzw. 7%). Bei der
Titration von GFP-fusioniertem mPSFAhFipl ist zu sehen, dass der Komplex den Proteinmix
komplementierte und bereits bei einer Stoffmenge von 20 fmol spaltaktiv war. Die
Spaltaktivitdt war jedoch im Vergleich zu den Kontrollen mit 1% sehr schwach. hFip1 alleine
hatte in Kombination mit dem Proteinmix keine Aktivitdt (siche Abbildung 2.29A). Die
Komplementation des AhFipl-Komplexes mit gereinigtem Strep-hFipl filihrte zu einer
Stimulation. Die Aktivitdt war bei 100 fmol mit 3% Spaltung am groBten, allerdings war die

Aktivitdt um den Faktor 2 bis 3 geringer als die der Kontrollen.

In Abbildung 2.29B ist eine Titration von drei verschiedenen hFipl-Préparationen gezeigt.
Neben der in Abbildung 2.29A verwendeten Isoform 1-Priparation (hFip1) wurde eine weitere
Priparation derselben Isoform (Dissertation Lars Schonemann, 2018; hFipl LS) und eine von
Isoform 4 (hFipl Iso 4) verwendet, welche mPSFAhFipl komplementierten. mPSFAhFip1 ist
konstant mit einer Menge von 50 fmol eingesetzt worden. Als Kontrolle diente der Standard-
Proteinmix, der die Substrat RNA mit ca. 16% gespalten hat. Die Titration von mPSFAhFipl
zeigte erneut mit ca. 2% eine schwache Aktivitdt (Spur mit 100 fmol mPSFAhFipl). Spur 4
(50 fmol) ist mit RNase kontaminiert und konnte nicht zur Auswertung verwendet werden.
Wurde mPSFAhFipl mit einer der beiden hFipl Wildtyp-Préparationen (Isoform 1)
komplementiert, war bereits bei 20 fmol Spaltaktivitdt zu sehen (5% hFip1 (LS); 8% hFip1; 3%
Iso4). Bei einer Menge zwischen 50 und 100 fmol wurde bei allen drei Préparationen die
Sattigung mit 8-12% Spaltung erreicht. Die Aktivitidt war der der Kontrolle sehr dhnlich. Die
beiden unabhingigen Priaparationen von Isoform 1 verhielten sich dhnlich. Wurde die Isoform
4 verwendet, war die Spaltung der Substrat-RNA um den Faktor 2 schwécher. Auch GFP-
mPSFAhFip1 lie sich mit hFipl komplementieren, war mit ca. 8% Spaltung jedoch schwicher
als mit dem nicht GFP-markierten Komplex. Insgesamt kann aus den Ergebnissen abgeleitet
werden, dass hFipl fiir eine effiziente Spaltung der Pra-mRNA nétig, aber das Protein nicht
essentiell ist. Zusitzlich scheint der C-Terminus von hFipl fiir eine leichte Stimulation des

Proteinmixes zu sorgen, da die Spalteffizienz der Isoform 4 etwas schwécher war.

Interessanterweise zeigte eine Titration von GFP-mPSFACPSF4 ebenfalls eine schwache
Spaltaktivitdt bei Stoffmengen ab 500 fmol (2-3%). Dies ist erstaunlich, da CPSF4 zusammen
mit WDR33 das Polyadenylierungssignal AAUAAA erkennt (Clerici et al., 2018; Schonemann
et al., 2014). Zwar wurde nicht getestet, ob die Spaltung der RNA in Abwesenheit von CPSF4
noch AAUAAA-abhéngig ist, jedoch war, im Rahmen der Auflosung des Gels erkennbar, dass
die Spaltung an derselben Stelle erfolgt.



- Ergebnisse -

Das Experiment liefert einen ersten Hinweis, dass auch CPSF4 fiir die Spaltung der RNA
wichtig, aber nicht essentiell ist. Dieses unerwartete Ergebnis miisste in zukiinftigen

Experimenten verifiziert und genauer untersucht werden.

2.3.2 hFipl ist nicht essentiell fiir die Polyadenylierungsreaktion

Eine Reihe von Untersuchungen zur Rolle von hFipl in der 3‘-Prozessierung haben zu der
Vorstellung gefiihrt, dass hFipl die Assoziation der PAP mit dem Prozessierungskomplex
vermittelt. Die in den letzten Experimenten gezeigte Entbehrlichkeit fiir die Spaltungsreaktion
ist mit diesem Modell kompatibel, da auch die PAP nicht unter allen Bedingungen fiir die
Spaltung essentiell ist (Boreikaite et al., 2022). Es ist jedoch zu erwarten, dass ein
mPSFAhFip1-Komplex in der Polyadenylierung nicht funktionieren sollte, da PAP nicht mehr
zu mPSF rekrutiert werden wiirde, dhnlich einem mPSF mit Mutationen in den Zinkfingern 4
und 5 von CPSF4 (Muckenfuss et al., 2022). Daher wurde die Funktionstiichtigkeit des
mPSFAhFipl-Komplexes in der Polyadenylierung experimentell iiberpriift. Dafiir wurden
mPSFAhFip1, hFipl und die Kombination der beiden Priparationen titriert. Die Assays mit
L3pre als Substrat-RNA sind in Abbildung 2.30 dargestellt.
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Abbildung 2.30: mPSF ohne hFip1 ist aktiv in der Polyadenylierung

(A) Analyse eines Polyadenylierungsassays von mPSF dargestellt in einem Autoradiogramm einer
8%igen denat. PAGE. Verschiedene mPSF-Praparationen wurden zwischen 0 und 10 nM titriert. Dabei
wurde die mPSFAhFip1-Praparation alleine verwendet oder mit separat gereinigtem Strep-hFip1
komplementiert. Die L3pre-RNA (4 nM) diente als Substrat. Die Reaktionen, mit Ausnahme der RNA
alleine und 10x PAP, wurden mit 0,2 nM PAP (1x PAP) fir 30 Minuten inkubiert. Die Groen der
Markerbanden sind rechts angegeben. (B) Analyse der Polyadenylierungsaktivitdt der Titration von
mPSFA mit konstanter Konzentration an hFip1 (4 nM) und umgekehrt dargestellt in einem
Autoradiogramm einer 8%igen denat. PAGE. Neben der 1x und 10x PAP-Kontrolle wurden eine Wildtyp-
und eine GFP-mPSF-Praparation (4 nM) als positive Kontrollen verwendet. Neben L3Pre wurde L3PreA
als Spezifitdtskontrolle verwendet (4 nM). mPSFAhFip1 wurde fir die Ubersichtlichkeit zum Teil mit
einem einfachen A abgekdrzt.



- Ergebnisse -

Die in Abbildung 2.30A gezeigten Polyadenylierungssassays wurden mit 4 nM L3pre, 0,2 nM
PAP und variablen Mengen mPSF fiir 30 Minuten durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde sowohl
mPSF Wildtyp als auch GFP-mPSF verwendet. Beide Préparationen unterschieden sich
hinsichtlich der Polyadenylierung nur geringfiigig. Bereits bei der geringsten Konzentration
war eine Stimulation der Poly(A)-Polymerase zu beobachten, bei der ein kleiner Anteil der
Substrate von PAP verldangert wurde. Mit steigender Konzentration von mPSF wurden die
angehingten Poly(A)-Schwinze nicht nur lidnger, sondern es wurden auch mehr Substrate
polyadenyliert. hFip1 alleine war nicht in der Lage, PAP zu stimulieren. Mit der hdchsten
Konzentration kam es allenfalls zum Anhingen einzelner Adenylat-Reste an eine geringe
Anzahl von Substratmolekiilen. Die Anzahl der angehéngten Adenylate schien minimal groBer
zu sein als in der Reaktion mit 1x PAP (vgl. Spuren 2 und 21). Wie bereits in der Spaltung
zeigte die Titration des mPSFAhFipl-Komplexes auch in der Polyadenylierung Aktivitit.
Bereits mit 1 nM kam es zu einer beobachtbaren Verldngerung der RNA. Mit steigender
Konzentration stieg auch die Lénge des Poly(A)-Schwanzes. Allerdings war die Stimulation
der PAP deutlich schwécher als beim vollstindigen mPSF-Komplex. Wihrend bei der hdchsten
Konzentration von mPSFAhFipl (10 nM) ca. 100 Nukleotide angehdngt wurden, waren es bei
der geringsten Konzentration von mPSF bereits ca. 180 Nukleotide. Bei Komplementation von
mPSFAhFipl mit getrennt gereinigtem Strep-hFipl war die Stimulierung der PAP deutlich
ausgeprigter. Allerdings beschrédnkte sich die Verldngerung der RNAs tiberwiegend auf 50 bis
100 Nukleotide. Die Stimulierung war damit geringer als mit ,,nativem* mPSF.

Abbildung 2.30B =zeigt die Titration von mPSFAhFipl bei einer konstanten hFipl-
Konzentration von 4 nM und umgekehrt. Als Kontrollen sind die Reaktionen von WT und GFP-
mPSF mit je 4 nM gezeigt. Die Titration von mPSFAhFip1 bestitigt noch einmal, dass 4 nM
hFipl alleine die Poly(A)-Polymerase nicht stimulieren kann. Mit Zusatz von mPSFAhFipl
kam es dagegen zur Stimulation der PAP. Steigende Konzentrationen fiithrten zur erhéhten
PAP-Stimulation, die hauptsdchlich darin sichtbar wurde, dass mehr Substrate verldngert
wurden. Die Aktivitdt von ,,nativem* mPSF wurde hingegen nicht erreicht. Das gleiche Bild
zeigte sich im komplementidren Experiment. Der mPSFAhFipl-Komplex allein fiihrte zum
Anhdngen einzelner Adenylat-Reste an die RNA und mit steigender hFipl Konzentration
wurde PAP stérker stimuliert. Zur Kontrolle der Spezifitdt wurde fiir den Assay neben L3pre
auch die L3preA-Variante mit mutiertem Polyadenylierungssignal verwendet. Hierbei zeigte
sich, dass die Polyadenylierung durch mPSFAhFipl sowie die Komplementation mit hFipl
weniger AAUAAA-spezifisch war als die Reaktion mit nativem mPSF. Beim Vergleich der

Spuren 10 und 16 der Polyadenylierungsreaktionen mit der mit den Spuren, bei denen die RNA-
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Mutante eingesetzt wurde (Spur 27/29), scheint es als wiren die unspezifisch verlingerten

RNAs in ihrer Anzahl deutlich weniger und die Lénge der Poly(A)-Schwénze geringer.

Insgesamt lésst sich aus diesen Polyadenylierungsexperimenten schlieBen, dass mPSFAhFipl
die Poly(A)-Polymerase stimulieren kann. Allerdings ist die Aktivitét deutlich geringer als die
von nativem mPSF, also dem Komplex, der hFipl enthélt. Jedoch scheint diese unspezifischer
zu sein. Die Fahigkeit von mPSFAhFip1, die PAP zu stimulieren, fithrt zu der Vermutung, dass
der Kontakt zwischen PAP und mPSF nicht ausschlieBlich durch hFip1 vermittelt wird.

In Experimenten, in denen L3preAs als Substrat diente, zeigten sich vergleichbare Ergebnisse
(siche Anhang Abbildung 9.12). In diesen kam es zu einer minimalen Stimulation von PAP
durch hFip1 Isoform 1, welche die Isoform 4 nicht aufweisen kann. Die Komplementation von
mPSFAhFipl mit hFipl Isoform 1 ist auch hier schwécher als der Wildtyp-Komplex. Die
Komplementation kann die PAP jedoch starker stimulieren als hFip1 Isoform 4. Mit der Isoform
4 kommt es lediglich zu einer Verldngerung der Poly(A)-Schwinze von ca. 120 Nukleotiden,
wihrend diese mit Isoform 1 ca. viermal linger sind. Das spiegelt die Ergebnisse der RNA-
Spaltung wider, die in Abbildung 2.29B dargestellt wurden. Auch in der Spaltung weist hFip1
Isoform 4 schwiéchere Aktivititen auf als Isoform 1. In beiden Fillen sind die Stimulationen
erneut unspezifisch. Interessanterweise zeigte eine Reaktion mit 10 nM mPSFACPSF4 eine
schwache Stimulation der Poly(A)-Polymerase, sodass scheinbar weder hFipl noch CPSF4
essentiell fiir die Polyadenylierung sind. Auch hier wurde damit das Ergebnis aus dem
Experiment der RNA-Spaltung (vgl. Abbildung 2.29B) bestitigt. Fiir eine effiziente Spaltung
und Polyadenylierung von Vorlaufer-mRNAs werden die mPSF-Untereinheiten hFipl und

CPSF4 nach Auswertung der vorliegenden Ergebnisse aber wahrscheinlich bendtigt.



- Diskussion -

3 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Rekonstitution der 3°‘-Pra-mRNA-Spaltung mit rekombinanten
humanen Proteinen und damit die Identifikation der benétigten Prozessierungsfaktoren. Bei
diesen Experimenten wurde festgestellt, dass, zusétzlich zu den bereits bekannten Proteinen,
RBBP6 fiir die Reaktion essentiell ist. Mit der Rekonstitution wurde ein System fiir weitere
Untersuchungen zur 3‘-Prozessierung etabliert. Nach der erfolgreichen Rekonstitution wurde
untersucht, ob der Spaltkomplex unter Reaktionsbedingungen eine Fliissig-Fliissig-Phasen-
trennung zeigt. Hinweise auf dieses Phdnomen gab es durch Experimente von F. Kluge und
dieser Arbeit. Dafiir wurden Prézipitationsexperimente auf RNA- und Protein-Ebene sowie
mikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl die
Prozessierungsfaktoren als auch die RNA unter Reaktionsbedingungen Prézipitate bilden.

Evidenz fiir eine Phasentrennung gab es nicht.

3.1.1 Rekonstitution der 3’-Pri-mRNA Spaltungsreaktion mit rekombinanten

Faktoren

Bereits zu Beginn dieser Arbeit gab es etablierte Faktoren fiir die 3‘-Prozessierung von Séuger
Pra-mRNAs, welche als essentiell angesehen wurden. Dazu zdhlten CPSF mit seinen zwei
Subkomplexen mPSF und mCF, CstF, CF I, CF II und die Poly(A)-Polymerase sowie PABPN1
fiir die Polyadenylierungsreaktion (Christofori & Keller, 1988; Kiihn et al., 2009, 2017;
Riiegsegger et al., 1996; Schifer et al., 2018; Schonemann et al., 2014; Takagaki et al., 1990;
Wahle, 1991b; Y. Zhang et al., 2020). Diese erwiesen sich jedoch als nicht ausreichend fiir eine
Rekonstitution der 3°-Pra-mRNA-Spaltung. In dieser Arbeit konnte die Rekonstitution der
3¢-Pra-mRNA Spaltungsreaktion erstmals erfolgreich erzielt werden (Ergebnisse 2.1;
Abbildung 2.2). Dabei zeigte sich, dass zusétzlich zu den genannten Faktoren RBBP6 fiir die
Spaltung der Pra-mRNA essentiell ist. Der kanonische Faktor CF I erwies sich dagegen als
nicht essentiell. Er fiihrte aber zu einer Effizienzerh6hung der Reaktion. Damit ergab sich, dass
ein Minimalkomplex aus 14 Polypeptiden (mPSF, mCF, RBBP6, CstF, CF II und PAP) die
Reaktion katalysiert (Ergebnisse 2.1.5; Abbildung 2.9). Die beteiligten Faktoren dhneln dem
Prozessierungskomplex aus der Biackerhefe (Hill et al., 2019). Einzige Unterschiede sind
CstF50, welches spezifisch fiir den Komplex aus Sdugetieren ist und Hrpl aus der Backerhefe,
fir das es im Sdugerkomplex kein Aquivalent gibt. AuBerdem ist Symplekin in der
Sdugerreaktion essentieller Bestandteil des Spaltkomplexes von mCF. Dieses dient vermutlich
als Gertistprotein. In der Béckerhefe ist das Symplekin-Homolog Ptal dagegen lediglich im
nicht essentiellen Phosphatase-Modul zu finden (Casanal et al., 2017; Hill et al., 2019). Des
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Weiteren konnte gezeigt werden, dass mCF als mCF3 (Symplekin, CPSF2 und CPSF3) und
mCF4 (mCF3 im Komplex mit CstF64) spaltaktiv sind und eine Anwesenheit von CstF64 in
mCF keine Auswirkung auf die Aktivitdt hat (Kapitel 2.1.6; Abbildung 2.10). Der
Subkomplex mCF3 ist auch im Spaltungskomplex fiir die Vorldufer von Histon-mRNAs
vorhanden. Auch dort hat ein Zusatz von CstF64 keine Auswirkung auf die Spezifitit (Sun et
al., 2020). Eine RNA-Bindungsaktivitdt von mCF3 wurde gefunden, obwohl bislang keinem

der drei Proteine eine RNA-Bindungsaktivitit nachgewiesen werden konnte.

CF I galt aufgrund von Rekonstitutionsexperimenten mit aus Kernextrakt (partiell) gereinigten
Faktoren lange Zeit als essentiell fiir die Prozessierung der Pra-mRNA (Riiegsegger et al.,
1996). Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, besitzt CF I jedoch nur eine stimulierende
Funktion wéhrend der Spaltung. Die Stimulation war in den gezeigten Experimenten so stark,
dass der Faktor nicht aus den Reaktionen ausgelassen wurde. Dass CF I nicht essentiell ist,
stimmt mit seiner Rolle wihrend der alternativen Polyadenylierung iiberein. Knockdowns von
CF I fiihrten zu einem Wechsel der bevorzugt genutzten distalen Polyadenylierungsstellen zu
proximalen Polyadenylierungsstellen (A. J. Gruber & Zavolan, 2019). Das geht einher mit der
Verteilung von CF I-Bindungsstellen (UGUA-Bindungungssequenz). Diese sind vermehrt bei
distalen und weniger bei proximalen 3‘-Prozessierungsstellen zu finden. Durch die Bindung
von CF I an die UGUA-Bindungssequenz gilt es als ein Verstarker fiir die 3‘-Prozessierung an

distalen Polyadenylierungsstellen (Zhu et al., 2018).

Experimente in einer parallel eingereichten Publikation (Boreikaite et al., 2022) konnten
ebenfalls die Rekonstitution der 3°-Pra-mRNA-Spaltung erzielen. In ihren Reaktionen ver-
wendeten diese Autoren jedoch deutlich hohere Konzentrationen der Proteine und Substrat-
RNA (50-100 nM; 300 nM RBBP6) im Vergleich zu der in dieser Arbeit gezeigten
rekonstituierten Reaktion (RNA und mPSF je 2,5 nM; restliche Proteine 25 nM; RBBP6
125 nM). Wihrend in der hier vorgestellten Rekonstitution alle Proteine bis auf RBBP6,
vollstdndig waren, benutzten Boreikaite et al. fiir einige Proteine Deletionsvarianten, in denen
intrinsisch ungeordnete Regionen fehlten. Auch ein crowder war in den Experimenten von
Boreikaite et al. nicht notig, wihrend er in der hier beschriebenen Rekonstitutionsreaktion
essentiell war. Die Rekonstitution von Boreikaite verzichtete ginzlich auf das nicht essentielle
CF I, die Poly(A)-Polymerase und ATP. Im Gegensatz dazu waren in der hier dargestellten
Reaktion die Poly(A)-Polymerase und ATP essentiell (Kapitel 2.1.5; Abbildung 2.9;
Dissertation Florian Kluge, 2023). Dementsprechend gibt es eine Diskrepanz, sodass nach der
Publikation beide Arbeitsgruppen Proteinpréparationen, RNA-Substrate und die jeweils

verwendeten Puffer miteinander austauschten. In diesen Experimenten wurden sowohl die
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beiden Reaktionen in Génze miteinander verglichen, als auch der Austausch von jeweils einer
Komponente des Proteinmix mit dem Protein der jeweils anderen Arbeitsgruppe. Die
Experimente wurden unter den Reaktionsbedingungen dieser Arbeit und der in Boreikaite et
al., 2022 beschriebenen Bedingungen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Reaktion unserer
Proteine unter unseren Bedingungen gut funktionierte. Das gleiche Ergebnis konnte fiir die
Reaktion der Boreikaite-Proteine bei ihren Bedingungen unter deutlich héheren RNA- und
Proteinkonzentrationen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Wurden jedoch die
Bedingungen der jeweils anderen Arbeitsgruppe verwendet, konnte nur eine deutlich
schlechtere Aktivitét beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Ein genauer Grund wurde nicht
gefunden. Moglicherweise konnte es das jeweilige mPSF sein. Nach Austausch von je einem
Protein aus dem Proteinmix der jeweils anderen Gruppe konnte mit mPSF der Proteinmix der
jeweils anderen Arbeitsgruppe nicht aktiviert werden. Die bestehende Diskrepanz mit PAP,
ATP und crowder konnte bislang nicht ausgerdumt werden. Ein Grund konnte aber die
deutlichen Konzentrationsunterschiede sein. Dass die Reaktion von Boreikaite et al. unter den
Bedingungen dieser Arbeit weniger gut funktionierte, liegt moglicherweise an den Proteinen
die zum Teil verkiirzt waren (IDRs deletiert), sodass dies mit hoheren Proteinkonzentrationen

aufgefangen werden musste.

Jiingst konnten Rekonstitutionen der Spaltungsreaktion und damit ein Teil der in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse bestétigt werden (Huang et al., 2023). Diese Rekonstitution wurden
ebenfalls mit einem Proteinmix (bestehend aus mPSF, mCF; CstF, CF II, PAP; RBBP6) ohne
CF I dargestellt. Fiir diese Reaktion wurden die Faktoren jedoch mit 250 nM bzw. 1 uM
RBBP6 und damit mit um den Faktor 10 hohere Konzentrationen eingesetzt. Auch die 70
Nukleotid lange Substrat-RNA war mit einer Konzentration von 125 nM 50-mal hoher als das
eingesetzte Substrat in dieser Arbeit. Allerdings konnten damit Spaltaktivititen um die 40-60%
fiir die rekonstituierte Reaktion und bis zu 80% fiir Reaktionen mit CFII und PAP
komplementierten HeLa Kernextrakt erzielt werden. Vergleiche von mCF3 und mCF4 fiihrten
wie in Abbildung 2.10 gezeigt, zu keinem signifikanten Unterschied. Crowders und ATP bzw.
diverse ATP-Analoga werden ebenfalls fiir die in vitro Reaktion bendtigt (Dissertation Florian
Kluge, 2023; Huang et al., 2023). Die von Huang und Kollegen gezeigten Spaltungsreaktionen
wurden wie die von Boreikaite et al. bei deutlich héheren Protein- und RNA-Konzentrationen
ausgefiihrt. Des Weiteren war die verwendete Substrat-RNA mit 70 Nukleotiden deutlich

kleiner.

Fir eine Beteiligung weiterer putativer 3‘-Prozessierungsfaktoren an der Spaltung der

Vorlaufer mRNAs, wie der CTD der RNA Pol 11, Proteinphosphatase 1, Ssu72, XRN2, CDC73
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(Parafibromin) und PABPN1 konnte in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten kein
Anhaltspunkt gefunden werden (Kapitel 2.1.9; Abbildung 2.14). Die untersuchten Faktoren
zeigten, sofern sie nicht mit tiberhhten Konzentrationen eingesetzt wurden, weder einen
stimulatorischen noch einen inhibitorischen Einfluss auf die Spaltungsaktivitit des
Proteinmixes. Lange Zeit wurde fiir die CTD und ihren Serin-Phosphorylierungsstatus eine
essentielle Rolle wihrend der in vitro 3°-Prozessierung angenommen. Nach dieser Vorstellung
sollte die CTD als Plattform fiir den gebildeten 3‘-Prozessierungskomplexes dienen und so die
Prozessierung mit der Transkription der mRNAs koppeln (Ahn et al., 2004; Hirose & Manley,
1998; Noble et al., 2005). Die CTD war jedoch in den Experimenten dieser Arbeit nicht nur fiir
die Reaktion unnétig, sondern besal weder mit noch ohne Phosphorylierungen einen
signifikanten FEinfluss (Abbildung 2.15). Das nukledre Poly(A) Bindungsprotein hatte,
abgesehen von einer leichten und vermutlich unspezifischen Hemmung bei hohen
Konzentrationen, ebenfalls keinen Einfluss auf die Spaltungsreaktion und wird nur fiir den
zweiten Teil der Prozessierungsreaktion, die Polyadenylierung, benétigt (Kiihn et al., 2009,
2017; Wahle, 1991a). Die Béckerhefe-Homologe der CTD-spezifischen Phosphatasen PP1
(Glc7) und Ssu72 gehdren zum APT-Komplex bzw. Phosphatase-Modul. Zwar ist das Modul
mit CPF (cleavage and polyadenylation factor) assoziiert und daher potentieller Teil des
Prozessierungskomplexes, es ist jedoch fiir die Spaltung in der Hefe nicht essentiell (Casafial
et al., 2017; Hill et al., 2019). Da Sycl mit Yshl um die Bindung zu Ptal konkurriert, ist der
APT-Komplex nur Teil von CPF, wenn Sycl nicht Bestandteil des Komplexes ist (Casaial et
al., 2017; Lidschreiber et al., 2018). Mittlerweile wird dem Phosphatase-Modul eine Rolle in
der Prozessierung von nicht-kodierenden RNAs wie snRNAs und snoRNAs zugeschrieben, die
keine Polyadenylierung bendtigen. Hierbei scheint Sycl entscheidenden Anteil daran zu
besitzen, da Deletionen von Syc1 zu einer verringerten Transkription von sn/snoRNAs fiihrten.
Sycl besitzt Homologien zum C-Terminus von Yshl/CPSF3 und der Integrator-Komplex-
Endonuklease Ints11. Der Integrator-Komplex ist ebenfalls fiir die Prozessierung von snRNAs

in Metazoa verantwortlich (Baillat et al., 2005; Lidschreiber et al., 2018).

Eine Beteiligung an der 3°-Prozessierung in vivo durch die CTD der RNA-Polymerase II und
des Phosphatase-Moduls, bzw. seiner Homologen aus Sdugern, wird durch die hier
aufgefiihrten Experimente nicht ausgeschlossen. Diese Funktionen sollen in der Kopplung von
Transkription, 3°-Prozessierung und Transkriptions-Termination liegen. Die hier durch-
gefiihrten Prozessierungsexperimente benutzten eine unabhingig synthetisierte RNA als
Substrat. Sie verliefen also transkriptionsunabhédngig. Ein solches System ist zur Untersuchung

von Ereignissen, die mit der Transkription zusammenhéngen, ungeeignet. Es wurde jedoch
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auch behauptet, dass die CTD in einer transkriptionsunabhéngigen Prozessierungsreaktion
essentiell sei (Hirose & Manley, 1998). Eine solche Funktion wurde in den Experimenten nicht

sichtbar.

Vergleicht man die Reaktionen des Proteinmixes mit Reaktionen, die Kernextrakt enthielten,
sind, was die Spaltaktivitit angeht, nahezu keine Unterschiede zu erkennen. In beiden
Reaktionen konnten maximale Spaltungseffizienzen zwischen 30-40 % beobachtet werden und
eine Sittigung wurde erst nach ein bis zwei Stunden Reaktionszeit erreicht (Kapitel 2.1.4;
Abbildung 2.8). Dies fiihrt zu dem Schluss, dass es zu keinem turnover kam. Es kam folglich
nicht zu einer Dissoziation des Komplexes von der gespaltenen RNA und einer Assoziation mit
einer neuen Substrat-RNA. In einer normalen, effizienten enzymatischen Reaktion wire
turnover zu erwarten. Versuche bei denen die Zugabe der Reaktionskomponenten variiert, nicht
mit RNA gestartet oder die Proteine des Proteinmixes zu unterschiedlichen Zeitpunkten
zugegeben wurden, l10sten dieses Problem nicht. Es kam sogar zu einer deutlichen Minderung
der Spalteffizienzen (Daten nicht gezeigt). Dementsprechend ist das Fehlen eines weiteren
Faktors in Betracht zu ziehen. Eine Mdglichkeit wire z. B. eine Helikase, die eine Dissoziation
des Spaltkomplexes von der gespaltenen RNA katalysiert. Dass sowohl rekonstituierte
Spaltungsreaktionen wie auch Reaktionen im Kernextrakt sehr langsam sind, mag an der
Benutzung ,,fertiger RNA-Substrate, also einer fehlenden Kopplung mit der Transkription
liegen. Die rekonstituierte Polyadenylierungsreaktion ist dagegen schnell. Sie verlduft im
Bereich von Sekunden (Bienroth et al., 1993; Schonemann et al., 2014). Boreikaite et al., 2022
zeigten in thren Experimenten &hnliche Spalteffizienzen wie jene, die in dieser Arbeit erzielt
wurden. Gleiches ist in den oben bereits erwidhnten Reaktionen von (Huang et al., 2023) mit
Spalteffizienzen von ca. 50% in der rekonstituierten- und ca. 80% in der Kernextraxtreaktion
nach zweistlindiger Inkubation erkennbar gewesen. Auch die rekonstituierte Spaltung der Hefe-
Prozessierung zeigte fast vollstindige Spaltung der Substrat-RNA. Jedoch wurde dies ebenfalls
erst nach 30-60 Minuten erreicht. Dies ist zwar deutlich schneller im Vergleich zur humanen
Reaktion, aber immer noch erheblich langsamer als die Polyadenylierungsreaktion (Hill et al.,
2019). Dies bestitigt die oben getétigte Vermutung, dass in der Spaltreaktion kein furnover

unter den gewéhlten in vitro Bedingungen vorhanden ist.

3.1.2 Essentielle Rolle von RBBP6 in der Spaltung von Vorliufer mRNAs

Als die an der 3‘-Prozessierung von Pra-mRNA beteiligten Faktoren aus Sdugerzellen durch
biochemische Fraktionierung gereinigt und identifiziert wurden, ist RBBP6 nicht als

Prozessierungsfaktor identifiziert worden. Erst mit den massenspektrometrischen Unter-
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suchungen des Spaltkomplexes wurde RBBP6 als moglicher Bestandteil des Komplexes
identifiziert (Shi et al., 2009). Eine Beteiligung an der 3‘-Prozessierung wurde durch die
Homologie zu dem gut charakterisierten Hefefaktor Mpel vermutet, der eine stabile
Untereinheit des Nuklease-Moduls von CPF ist (Hill et al., 2019; Rodriguez-Molina et al.,
2022; Vo et al.,, 2001). Die RNAi-vermittelte Depletion von RBBP6 und anschlieBende
Analysen in vivo und in Kernextrakten erbrachten weitere Evidenzen fiir eine Beteiligung des
Proteins an der Reaktion (Di Giammartino et al., 2014). In dieser Arbeit wurde eine essentielle
Rolle von RBBP6 in der Spaltung der Vorldufer-mRNAs durch biochemische Rekonstitution
zweifelsfrei bestitigt.

RBBP6 besitzt in seinem N-terminalen Bereich drei strukturierte Doménen. Eine Ubiquitin-
dhnliche Domine (DWNN), einen zinc knuckle und eine RING-Finger Doméne. Die drei
Doménen weisen eine starke Konservierung zu dem Homolog Mpel aus der Hefe auf, welches
nur aus den drei genannten Doménen besteht. Der C-terminale Bereich des Proteins
(Aminosduren 300 — 1792) ist unstrukturiert. Mutationsexperimente zeigten, dass die
Ubiquitin-dhnliche DWNN-Doméne und der zinc knuckle ausreichend sind, um die Spaltung
der Pra-mRNA zu stimulieren (Kapitel 2.1.3; Abbildung 2.7). Die Mutationen im zinc knuckle
bestitigten die Notwendigkeit fiir die Spaltungsreaktion, die bereits fiir Mpel beschrieben
wurde (S. D. Lee & Moore, 2014). Dagegen ist die dritte N-terminale Doméne, der RING-
Finger und damit eine mdgliche Dimerisierung, nicht essentiell fiir die Reaktion (Kappo et al.,
2012). Der intrinsisch ungeordnete C-Terminus ist fiir die Reaktion nicht notwendig, sorgt
jedoch fiir eine Stimulation. AuBerdem verstirkt der C-Terminus die RNA-Bindung von
RBBP6 an die SV40/ate RNA (siche Abbildung 2.13). Das Backerhefe-Homolog von RBBP6,
Mpel, ist ebenfalls essentiell fiir die Spaltung von Vorldufer-mRNAs (Hill et al., 2019; S. D.
Lee & Moore, 2014). Mpel interagiert direkt mit dem CPSF3-Homolog, der Endonuklease
Yshl, und fiihrt zu einer Konformationsédnderung und Aktivierung des Enzyms (Rodriguez-
Molina et al., 2022). Fiir das humane Protein ist ein dhnlicher Mechanismus wahrscheinlich.
Kryo-EM-Experimente von Felix Sandmeir (Max-Planck-Institut fiir Biochemie Martinsried;
AG Elena Conti) zeigten im Spaltkomplex eine Bindung der DWNN-Domine von RBBP6 nahe
dem aktiven Zentrum der 3-Lactamase-Doméane von CPSF3 (Schmidt et al., 2022). Mutationen
der Aminosduren, welche fiir die Bindung an CPSF3 verantwortlich sind (siche RBBP6 1-335;
Abbildung 2.13) und zum Verlust dieser Bindung fiihrten, verhinderten auch die Spaltung
(Schmidt et al., 2022). Des Weiteren gibt es zwischen dem zinc knuckle und dem RING-Finger
eine konservierte pre-mRNA sensing region (PSR), die zumindest in der Hefe fiir eine Bindung

an die Polyadenylierungsstelle sorgt (Rodriguez-Molina et al., 2022). Fiir das humane Protein
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wurde ebenfalls eine RNA-Bindungsaktivitit experimentell bestdtigt. Bislang konnte aber
keine bestimmte RNA-Bindungsstelle auf mRNA-Vorldufern identifiziert werden. Es ist
durchaus moglich, dass RBBP6 nicht iiber eine ausgeprigte eigene Sequenzspezifitit in der
RNA-Bindung verfiigt, sondern durch den Einbau in den Spaltungskomplex an eine bestimmte
Stelle dirigiert wird. Posttranslationale Modifikationen von RBBP6 werden fiir die
Spaltungsreaktion nicht benotigt, da sowohl Proteine aus bakteriellen als auch Insektenzell-

Expressionssystemen aktiv sind.

3.1.3 Die Aktivitit von CstF ist unabhéngig von der CstF64-Variante und CstF50

besitzt einen starken Einfluss auf die Spaltung

Durch die Rekonstitution konnten verschiedene Prozessierungfaktoren genauer untersucht
werden. Titrationsexperimente mit verschiedenen Formen von CstF zeigten, dass alle, ob mit
zwei Untereinheiten vom ,kanonischen® Typ CstF64 (64/64), mit zwei Untereinheiten der
Variante CstF64t (641/641) oder mit zwei unterschiedlichen Typen (64/64t1) spaltaktiv sind
(Kapitel 2.1.7; Abbildung 2.11). Die Aktivitit der Komplexe, die CstF64t enthalten, war
allerdings in den Rekonstitutionsexperimenten konsistent schwécher. Auflerdem konnte gezeigt
werden, dass die CstF50-Untereinheit, fiir die es kein Aquivalent in der Bickerhefe gibt, fiir die
Funktion von CstF wichtig ist. Komplexe ohne diese Untereinheit waren nahezu inaktiv und
lieBen sich durch Komplementation mit separat gereinigtem CstF50 stark stimulieren. W. Yang
et al., 2018 beschrieben bereits, dass CstF50 den Komplex und seine Bindung an die RNA
stabilisiert. Die Stabilisierung des Komplexes wird unter Umstéinden durch die C-terminale
WD40-Doméne von CstF50 vermittelt. Diese sorgt fiir die Interaktion mit CstF77 (Bai et al.,
2007; Takagaki & Manley, 2000). Des Weiteren sorgt der N-Terminus von CstF50 fiir die
Dimerisierung der Untereinheit (Moreno-Morcillo, Minvielle-Sébastia, Mackereth, et al.,

2011).

3.1.4 Essentielle 3°-Prozessierungsfaktoren binden RNA mit hoher Affinitit

Fir die meisten der 3°‘-Prozessierungsfaktoren wurde bereits frither eine RNA-
Bindungsaktivitit beschrieben. So binden sowohl WDR33, CPSF4 sowie hFipl als Unter-
einheiten von mPSF RNA. Fiir die RNA-Bindung von CstF ist CstF64, fiir CF I CF I-25 und
fiir CF II Pcf11 verantwortlich (Kaufmann et al., 2004; Riiegsegger et al., 1996; Schéfer et al.,
2018; Schonemann et al., 2014; Q. Yang et al., 2010; W. Yang et al., 2018). Zum Teil sind
diese Faktoren auch strukturell analysiert (Clerici et al., 2017; Martin, 2000; Noble et al., 2006;
Rodriguez-Molina et al., 2022; Q. Yang et al., 2011; W. Yang et al., 2018; Y. Zhang et al.,
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2020). In dieser Arbeit wurde bestitigt, dass mPSF (Kso= 0,7 nM), CstF (Kso=7 nM) und CF II
(Kso= 4 nM) eine SV40late Substrat-RNA in einem Nitrozellulose-Filterbindungsexperiment
mit hoher Affinitit binden (siche Abbildung 2.13; Tabelle 2.1). Des Weiteren konnte fiir mCF3
(Kso= 3 nM), mCF4 (Kso= 1,3 nM) und RBBP6 (Aring Kso= 1,4 nM) eine RNA-Bindung im
nanomolaren Bereich nachgewiesen werden. Die Anwesenheit von CstF64 als bekannte RNA-
bindende Untereinheit von CstF hatte dabei erstaunlicherweise nur geringfiigigen Einfluss auf
die RNA-Affinitit von mCF. Die RNA-Bindung von mCF3 ist eine neue Erkenntnis. Jedoch
ist dies nicht verwunderlich, da der Komplex die Endonuklease CPSF3 enthidlt und eine
Bindung der Endonuklease fiir den enzymatischen Vorgang zu erwarten wire. Die
RNA-Bindung von CF I war mit einer apparenten Kso von ca. 210 nM deutlich schwécher als
die der anderen Faktoren. Hierbei zeigte sich die erwartete UGUA-Abhéngigkeit fiir CF I
(Brown & Gilmartin, 2003; Q. Yang et al., 2011; Dissertation Florian Kluge, 2023). Je weniger
UGUA-Bindungsstellen auf dem Substrat vorhanden waren, umso schlechter wurde die RNA
gebunden. Dies beschreibt sehr gut die Verzichtbarkeit von CF I fiir die Pra-mRNA-Spaltung.
Die RNA-Affinitdt von RBBP6 war vom C-Terminus des Proteins abhidngig. Das ldngste
Protein (RBBP6armNG) konnte die RNA mit hoher Affinitit binden (Kso= 1,4 nM). Je mehr
Aminosduren C-terminal deletiert wurden, umso schwécher wurde das Substrat gebunden. Die
Bindung erfolgte bis zu einer Kso von etwa 1063 nM fiir den strukturierten N-terminalen

Bereich.

3.1.5 Vergleich der Spaltung viraler und nicht viraler RNA-Substrate

Die Rekonstitution mit dem kanonischen Proteinmix erfolgte sowohl mit der SV40/ate- als auch
mit der L3-RNA. Experimente mit L3 zeigten jedoch eine schwéchere Spaltungseffizienz.
Dennoch sind beides virale RNAs mit starken Poly(A)-Signalen. Eine Rekonstitution mit dem
3¢-UTR von GAPDH als Substrat missgliickte. Bei der Verwendung von Kernextrakt anstelle
der Mischung rekombinanter Proteine konnte das Substrat dagegen gespalten werden (Daten
nicht gezeigt). Ein Kernextrakt der AG Keller aus Basel zeigte selbst keine Spaltungsaktivitét
mit dem GAPDH-Substrat, konnte jedoch mit dem Proteinmix komplementiert werden. Dies
fuhrte zu der Annahme, dass noch mindestens ein weiterer Faktor oder auch Modifikationen
der bereits bekannten Proteine flir die Spaltung dieses Substrates benétigt werden. Eine
Fraktionierung von Kernextrakt mit dem Ziel, den fehlenden (oder den modifizierten) Faktor
zu identifizieren, schlug jedoch fehl. Zwar konnte die komplementierende Aktivitit in ersten
Fraktionierungsschritten verfolgt werden, sie ging bei weiteren Reinigungsschritten jedoch

schnell verloren. Zudem lieB} sie sich, soweit sie detektierbar war, schlecht von den kanonischen
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Faktoren trennen. Eine dhnlich schlechte Auftrennung der Prozessierungsfaktoren wurde auch
bei anderen Chromatographieversuchen beobachtet (Florian Kluge, pers. Mitteilung).
Moglicherweise hingt dieses Verhalten der Faktoren auch mit ihrer Prizipitationsneigung
zusammen. Als Alternative zu den gescheiterten Reinigungsversuchen wurde eine
Konstruktion chimérer Substrate aus SV40- und GAPDH-RNAs unternommen (siche Tabelle
5.1). Ziel war die Identifizierung der Sequenzen, die fiir das unterschiedliche Verhalten der
beiden RNAs in den Spaltungsreaktionen verantwortlich sind. Es wurde festgestellt, dass RNAs
mit einem 5°-Bereich, der der SV40/ate RNA entsprach, eine dhnliche Spalteffizienz aufwiesen
wie der SV40/ate-Wildtyp (sieche Kapitel 2.1.10; Abbildung 2.16). Entsprach der 5‘-Bereich
jedoch der GAPDH-RNA, war eine Spaltung durch den Proteinmix nicht moglich. Wieder liel3
sich die Aktivitit durch nukledren Extrakt komplementieren. Ahnliches gilt fiir die BIK RNA
als Substrat in der Spaltung, bei der weder mit Kernextrakt noch mit Proteinmix oder der
Komplementation Aktivitit nachgewiesen wurde. Die fiir das unterschiedliche Verhalten der

RNAs verantwortlichen Sequenzen wurden aus Zeitmangel nicht weiter eingegrenzt.

Ein anderes nicht virales RNA-Substrat entstammte dem Vorldufer der HMOX-1-mRNA.
HMOX-1 gehort wie BIK zu den mdoglichen Substraten fiir die nicht-kanonische Poly(A)-
Polymerase TUT-1 (Laishram & Anderson, 2010; W. Li et al., 2012). Beide Gene werden durch
oxidativen Stress reguliert und laut Literatur unter Beteiligung von TUT-1 prozessiert. Nach
Laishram & Anderson, 2010 hat TUT-1 iiber Wechselwirkungen mit CPSF1 und CPSF3 eine
direkte Beziehung zu Proteinen der 3‘-Prozessierungsmaschinerie. Diese in der Literatur
beschriebene Spaltaktivitidt der TUT-1 mit einem HMOX-1 Substrat konnten in der eigenen
Arbeitsgruppe nicht bestétigt werden (Dissertation Florian Kluge, 2023).

In dieser Arbeit zeigte sich, dass der Proteinmix das HMOX-1-Substrat spaltet. Dieses Ergebnis
wurde von Florian Kluge bestétigt (Dissertation Florian Kluge, 2023). Das fiihrt wiederum zu
dem Schluss, dass der Proteinmix nicht nur auf viralen RNAs mit besonders starkem
Poly(A)-Signal Aktivitdt besitzt, sondern auch zellulire mRNAs prozessieren kann. Die
Theorie des Fehlens eines weiteren stimulierenden Faktors wird somit nicht ausgeschlossen.
Moglicherweise wird ein solcher Faktor nur fiir bestimmte Substrate, wie z. B. GAPDH,

benoétigt und nicht generell fiir alle zellulédren Pra-mRNAs.
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3.2 Die 3‘-Pra-mRNA-Spaltung wird von einer Prazipitation der beteiligten
Molekiile begleitet

Die Spaltung der Pri-mRNA ist eine crowder-abhdngige Reaktion. Ein crowder ist ein
Makromolekiil oder in Form von TMAO ein Osmolyt, das durch die Verdringung anderer
Makromolekiile innerhalb einer Reaktion fiir einen excluded volume effect sorgt. Dadurch
kommt es zur lokalen Konzentrationserhbhung der Proteine, wodurch sehr wahrscheinlich
Protein-Protein-Interaktionen stabilisiert werden. Es wird vermutet, dass ein crowder die sehr
hohe Gesamtkonzentration von Makromolekiilen im Inneren der Zelle simuliert (Minton, 2001;
Zimmerman & Minton, 1993). Neben den gezeigten Reagenzien wie TMAO, PVA und PEG
sorgten auch Betain und Dextran fiir eine Aktivierung der RNA-Spaltung (Daten nicht gezeigt;
Dissertation Florian Kluge, 2023). Dennoch zeigten die crowders Unterschiede bei der Spalt-
effizienz. Von den getesteten Reagenzien zeigte TMAO das beste Ergebnis. Aus diesem Grund
und weil, im Gegensatz zu den makromolekularen Additiven keine Viskosititsprobleme beim

Pipettieren auftraten, wurde TMAO als Standardreagenz eingesetzt.

Bei Versuchen von Florian Kluge, in denen die RNA-Spaltung mit Hilfe von partiell gereinigten
Fraktionen aus Kernextrakt rekonstituiert wurde, zeigte sich bei Zugabe von crowders eine
Triibung im Reaktionsgefd. Diese Triibung lieB sich mittels Mikrozentrifugation sedi-
mentieren, beruhte also offenbar auf einer Art von Prézipitation. Dabei verteilten sich
RNA-Substrat und 5¢-Spaltprodukt zwischen Prizipitat und dem 16slichen Uberstand. Bei der
Rekonstitution aus gereinigten Proteinen wurde keine Triibung sichtbar. Dies ist vermutlich auf
die geringere Gesamtproteinkonzentration zuriickzufiihren. Zentrifugationsversuche wiesen
jedoch auch hier eine Prézipitation der RNA nach (siche Kapitel 2.2.1; Abbildung 2.18). Bei
den Versuchen zeigte sich nicht immer die gleiche Verteilung der RNA zwischen Sediment und
Uberstand. Dies korrespondierte mit der generell hohen Schwankungsbreite des Spaltassays.
Generell trat das Spaltprodukt jedoch nach wenigen Minuten Reaktionszeit zundchst im
Prizipitat auf und lieB sich erst im weiteren Verlauf der Reaktion auch im Uberstand
nachweisen. Es flihrte zu der Vermutung, dass die Reaktion womdglich im Prézipitat stattfindet
und das Spaltprodukt erst nach Ablauf der Reaktion in den Uberstand entlassen wird. Fiir die
Abhiangigkeit der Reaktion von der Préizipitation spricht auch die Tatsache, dass alle Additive,
die die Spaltreaktion aktivierten, gleichzeitig zur Prizipitation fiihrten. Dies galt sowohl fiir
niedermolekulare Verbindungen (z. B. TMAO) als auch fiir makromolekulare Substanzen

(PEG oder PVA).
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Es war anzunehmen, dass die beobachtete Prizipitation der RNA unter Reaktionsbedingungen
nicht auf die RNA beschrinkt war, sondern die Proteine ebenfalls ganz oder teilweise
prézipitierten. Bei der Analyse von Prizipitationsexperimenten auf Proteinebene zeigte sich in
der Tat, dass der grote Teil der Proteine aus der Reaktionsmischung nach einer Inkubation von
15 Minuten ebenfalls im Prézipitat zu finden war. Dies war unabhéngig von der Anwesenheit
von Substrat-RNA und tRNA (siehe Kapitel 2.2.1; Abbildung 2.18). Die RNA wurde dagegen
in Abwesenheit der Proteine unter Reaktionsbedingungen nicht prézipitiert. Sie gelangt also

nur passiv, durch die Assoziation mit Proteinen, in das Prézipitat.

Die Prézipitation der Proteine war selektiv, also spezifisch. Der in der Reaktion vorhandene
RNase-Inhibitor diente in diesem Zusammenhang als negative Kontrolle. Dieses Protein blieb
im 16slichen Uberstand. Unter den Prozessierungsfaktoren prizipitierten die meisten anniihernd
vollstindig. Dies galt nicht fiir die Poly(A)-Polymerase. Die Prézipitation der PAP war
abhédngig von der Anwesenheit der Substrat-RNA. Zudem waren die Anteile zwischen dem
prézipitierten und dem loslichen Protein nahezu gleich. Das N-terminale Fragment von RBBP6,
das in einem groBen Uberschuss eingesetzt wurde, blieb zum gréBten Teil 16slich. Wenn
dagegen das vollstaindige RBBP6 in niedrigeren Konzentrationen eingesetzt wurde, war die
Prizipitation vollstindig. Das Auslassen von mPSF oder CstF aus der Reaktionsmischung
erhohte die Loslichkeit der verbleibenden Faktoren (siche Kapitel 2.2.2; Abbildung 2.19).
Diese beiden Komplexe konnen folglich als die wesentlichen Treiber fiir die Prézipitation
gelten. Bei der Inkubation einzelner Prozessierungsfaktoren unter Reaktionsbedingungen
zeigten mPSF, CF I und RBBP6arinG eine starke Prézipitationsneigung wihrend mCF3, CstF,
CF I, RBBP6i.340 und PAP iiberwiegend in Lésung blieben.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Prézipitation der 3‘-Prozessierungsfaktoren unter
Reaktionsbedingungen auf der Prizipitationsneigung bestimmter Proteine (mPSF, CstF) und
threr Komplexbildung mit allen anderen Faktoren beruht. Die Substrat- und Produkt-RNAs
werden aufgrund ihrer Assoziation mit den Proteinen ko-prézipitiert. Anders sieht es dagegen
wihrend der Polyadenylierung aus. In keiner untersuchten Reaktion neigten RNA oder Proteine
zur Priizipitation und waren ausschlieBlich im Uberstand zu finden (pers. Mitteilung Florian

Kluge).
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3.3 Die Prizipitation der Makromolekiile unter Reaktionsbedingungen

beruht auf Aggregation, nicht auf der Bildung von zwei fliissigen Phasen

Im Vergleich zur Polyadenylierungsreaktion sind die benétigten Proteinkonzentrationen fiir die
Spaltungsreaktion deutlich hoher (Schonemann et al., 2014). Wodurch diese Unterschiede
zustande kommen, ist unbekannt. Das lisst jedoch Uberlegungen zu, dass die hdheren
Konzentrationen fiir eine bestimmte biologische Funktion bendtigt werden. Dieses und das
beschriebene Phiinomen der Prizipitation fiihrte zu der Uberlegung, dass die Spaltungsreaktion
nach dem Prinzip der Phasentrennung (liquid-liquid phase separation; LLPS) in einer
hochkonzentrierten fliissigen Phase ablaufen konnte. Gleichzeitig sind Diese Annahme wurde
dadurch gestiitzt, dass das Arabidopsis thaliana-Protein FCA, ein Homolog von WDR33, in
der Lage ist die LLPS herbeizufiihren (Fang et al., 2019). Solche liquid droplets lassen sich
ebenfalls durch eine kurze Zentrifugation sedimentieren (Sheu-Gruttadauria & MacRae, 2018;
J. Wang et al., 2018). Ein weiteres Argument ist die bekannte Induktion der LLPS durch
verschiedene crowders (André & Spruijt, 2020; Hofweber et al., 2018; Patel et al., 2015; J.
Wang et al., 2018). Die Bildung von liquid droplets wiirde erklaren, warum die RNA-Spaltung
in den ,,Prizipitaten* ablaufen kann, da wihrend der LLPS die Proteine in einer wéssrigen

Phase geldst, also gefaltet und funktionell bleiben.

Zur Unterscheidung zwischen liquid droplets und nicht-fliissigen Proteinaggregaten wurde die
mogliche Reversibilitdt der Préizipitatbildung untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Prézipitate
erst unter nicht-physiologischen Hochsalz-Konzentrationen 16slich wurden (Kapitel 2.2.3;
Abbildung 2.22). Dies sollte bei liquid droplets nicht der Fall sein, da die beteiligten Makro-
molekiile 16slich bleiben, so dass es zu einem schnellen Austausch mit der umgebenden Phase
kommt. Das bedeutet auch, dass sich liguid droplets bei Anderung der Bedingungen, z. B.
Verdiinnung unter einer kritischen Konzentration, schnell auflosen (Patel et al., 2015; Shin &
Brangwynne, 2017; J. Wang et al., 2018). Im Falle von Prizipitaten oder Aggregaten kann es
dagegen nicht zu einem Austausch kommen. Eine schnelle Auflosung der Prazipitate ist nicht

ausgeschlossen, aber nicht unbedingt zu erwarten.

Das Charakteristikum der LLPS ist der Fliissigkeitscharakter der konzentrierten Phase und
damit die fortdauernde Losung der beteiligten Makromolekiile in einer wassrigen Umgebung.
Wenn eines oder mehrere der beteiligten Molekiile fluoreszenzmarkiert werden, lassen sich
diese Eigenschaften der konzentrierten Phase mikroskopisch untersuchen. In solchen
Experimenten zeigt sich der fliissige Charakter der konzentrierten Phase in einer sphérischen

Struktur und der Fahigkeit von zwei Tropfchen miteinander zu einem gréferen Tropfen zu
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verschmelzen. Die Loslichkeit der beteiligten Makromolekiile lasst sich als schneller Austausch

mit der verdiinnten Phase in FRAP-Experimenten nachweisen.

In den Experimenten zeigte sich, dass ein GFP-markiertes WDR33-Fragment (WDR33 E),
welches hauptsichlich aus einer intrinsisch ungeordneten Region (IDR) besteht, eine sphérische
konzentrierte Phase, also liquid droplets bildet (siche Kapitel 2.2.5; Abbildung 2.25). Das
Protein demonstrierte das fiir /iquid droplets typische Verhalten, da neben der Bildung eine
Riickkehr der Fluoreszenz und Fusionen der Tropfen nachgewiesen wurden (siche Abbildung
2.27, siche Anhang Abbildung 9.11). Somit gab es einen Zusammenhang zwischen einem
essentiellen Faktor der 3°-Prozessierungsmaschinerie und liguid-liquid-phase separation. Dies

wurde bereits von Fang et al., 2019 fiir das Pflanzenhomologe FCA beschrieben.

Im Gegensatz zu den Experimenten mit WDR33 E zeigten die Standardreaktionen keine
Bildung von liguid droplets. Wenn die Reaktionsmischungen einen GFP-markierten Pro-
zessierungsfaktor enthielten, waren im Mikroskop zundchst kleine Aggregate sichtbar
(Abbildung 2.25). Wegen der geringen Grofe konnte die sphérische Form nicht beurteilt
werden. Wihrend einer fortdauernden Inkubation wurde eine Zunahme der GrofBe der
Strukturen beobachtet. Eine weitere VergroBerung konnte durch Zentrifugation erreicht
werden. Danach war sichtbar, dass die Aggregate nicht sphérisch, also keine liquid droplets
waren. Die Ko-Lokalisation der Prozessierungsfaktoren in diesen Aggregaten konnte
dargestellt werden. Ebenso die Unabhingigkeit von der Substrat-RNA bei der Aggregatbildung
und der Ko-Lokalisation (Abbildung 2.26). In FRAP-Experimenten mit GFP-mPSF kam es zu
keiner Riickkehr der Fluoreszenz und somit fand kein Austausch mit der Umgebung statt,
anders als bei liquid droplets erwartet (siche Abbildung 2.27). Fiir die langsame Erholung der
Fluoreszenz, die mit GFP-CstF bzw. GFP-CstF64AIDR beobachtet wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die zehnfach hohere Stoffmenge des markierten Proteins im
Vergleich zu mPSF ausschlaggebend war. Generell glichen die nachgewiesenen Strukturen
mehr Hydrogel-artigen oder solid-state-Phasen als liquid droplets (Patel et al., 2015). In der
Literatur beschriebene Experimente z. B. mit den FUS-Proteinen zeigten eine Tropfchen-
bildung erst bei deutlich hoheren Konzentrationen (7-10 uM) (J. Wang et al., 2018), wihrend
die Gesamtproteinkonzentration der Faktoren unter den Bedingungen der 3‘-Prozessierungs-
reaktion nur bei 25 nM respektive 2,5 nM (mPSF) und 125 nM (RBBP6) lag. Auch die
Erhohung der Proteinkonzentration auf 100 nM respektive 50 nM (mPSF/mCF3) und 300 nM
(RBBP6) nach (Boreikaite et al., 2022) hatte keinen auffallenden Effekt auf die Aggregation
(Daten nicht gezeigt).
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Insgesamt widerlegen die Daten die Hypothese, dass die in verschiedenen Experimenten
nachgewiesene Aggregatbildung der Prozessierungsfaktoren unter Reaktionsbedingungen auf
LLPS zuriickgeht. Liquid droplets konnen allerdings zu weniger reversiblen Aggregatformen,
wie beispielsweise Hydrogelen oder gar Fibrillen, ,reifen (Kato et al., 2012; Patel et al., 2015).
Moglicherweise ist die Phase der liquid droplets in der 3‘-Prozessierungsreaktion so kurz, dass
diese nicht nachgewiesen und nur spétere Aggregationsformen (z. B. solid-states) dargestellt
werden konnen. In Reaktionen mit WDR33 E konnte vermutlich ebenfalls die Bildung von
solid-states beobachtet werden (siche Anhang Abbildung 9.11). Ab ca. fiinfzehn Minuten
Reaktionszeit deformierten die sphérischen Tropfen und auch die GroBe dieser Aggregate nahm
deutlich zu. Die Annahme von solid-states wurde durch die half~FRAP und FRAP-Experimente
unterstiitzt, welche keine Fluoreszenzriickkehr darstellten. Solid-states sind irreversibel und
wiren somit auch eine mdgliche Erklérung, warum wéhrend der Spaltung von Pra-mRNAs
bislang kein furnover beobachtet wurde (siche oben). Da aber die Prozessierungsreaktion
langsam ablduft, ist ein Ablaufen der Reaktion in liguid droplets unter den hier benutzten

Bedingungen sehr unwahrscheinlich.

3.4 Proteinmix ohne IDRs

Ein Treiber fiir die Bildung von liquid droplets sind intrinsisch ungeordnete Regionen (IDRs)
oder auch prion-like domains (J. Wang et al., 2018). Es wurde in den oben diskutierten
Experimenten gezeigt, dass die Proteinaggregation in der 3°-Prozessierungsreaktion nicht auf
LLPS, sondern auf der Bildung stabilerer Préazipitate beruht. Da aber eine Vielzahl der humanen
3¢-Prozessierungsfaktoren IDRs besitzen (WDR3, hFipl, Symplekin, CstF64, Pcf11, RBBP6,
CF 168, PAP), wurde untersucht, ob diese IDRs das Aggregationsverhalten beeinflussen.

Folgende IDRs in den Prozessierungsfaktoren wurden deletiert: WDR33 AC486 (A), WDR33
AC576 (P), WDR33 AC905 (B), WDR33 AN963AC1201 (E), Pcfll AN769, Symplekin
AN340, CstF64 AC196, RBBP6 AC341, PAP AC514 (AN gibt die jeweils letzte Aminosdure
vor der IDR an, die deletiert wurde; AC ist die jeweils erste Aminosédure nach der IDR) (siche
Abbildung 2.17 und Abbildung 2.23). Eine Mischung dieser verkiirzten Proteine war
spaltaktiv. Im Vergleich zum Standardproteinmix war die Aktivitit jedoch deutlich schwécher
(Abbildung 2.24). Auch eine Erhohung der Protein- und RNA-Konzentrationen fiihrte zu
keiner Verbesserung der Spaltaktivitét, sondern zu génzlicher Inaktivitit. Wie erwartet lieBen
sich die Proteine ohne TMAO nicht préizipitieren und eine Erh6hung der Proteinkonzentration

konnte den Prizipitationseffekt von TMAO bei diesen Proteinen nicht ausgleichen.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass unter Standardbedingungen die Reaktion offenbar von
der Prizipitation abhingig ist. Dieses lésst sich aber durch die IDR-Deletionen umgehen und

auch die Prizipitationen kdnnen nicht mehr durch Zugabe von TMAO induziert werden.

3.5 Spaltungs- und Polyadenylierungsaktivitit von mPSF-Subkomplexen

Die Spaltungs- und Polyadenylierungsversuche der mPSF-Komplexe ohne hFipl zeigten den
stimulierenden Effekt von hFipl. Der Komplex war sowohl in der Spaltung als auch in der
Polyadenylierung aktiv (siche Kapitel 2.3; Abbildung 2.29 und Abbildung 2.30). Allerdings
zeigte sich eine deutliche Abnahme der Aktivitdt in beiden Reaktionen. Wiahrend isoliertes
hFipl mPSF weder in der Spaltung noch in der Polyadenylierung ersetzen konnte, erzielte die
Komplementation von mPSF mit hFip1 nahezu die gleiche Aktivitit wie ein Wildtypkomplex.
Der stimulierende Effekt von hFipl auf die PAP ist bereits seit lingerem bekannt (Kaufmann
et al., 2004). Da hFipl als diejenige Untereinheit galt, die die PAP an mPSF koppelt, hitte man
eigentlich eine essentielle Funktion von hFip1 erwartet. Dementsprechend ist es verwunderlich,
dass ein mPSF-Komplex ohne hFip1 eine Restaktivitdt besitzt. Es ist also zu vermuten, dass die
PAP noch iiber mindestens eine weitere Untereinheit von mPSF an den Komplex gebunden
wird. Die hFipl Isoform 4 konnte ebenfalls die Polyadenylierungsreaktion stimulieren
(Abbildung 2.30). Im Vergleich zum Wildtyp war diese verkiirzte Version jedoch schwicher.

Dies stimmt mit publizierten Ergebnissen aus Muckenfuss et al., 2022 iiberein.

Erstaunlicherweise konnte eine Spaltungs- wie auch Polyadenylierungsreaktion ohne CPSF4
ablaufen (siche Abbildung 2.30). In beiden Reaktionen war allerdings die Aktivitdt sehr
schwach und es mussten relativ hohe Proteinkonzentrationen eingesetzt werden. Dennoch war
die Aktivitdt deutlich zu erkennen. Dass eine erhohte Konzentration von mPSFACPSF4
aufgebracht werden musste, ldsst sich mit der nur noch einseitigen PAS-Bindung durch WDR33
erkldaren. Ob diese noch AAUAA-spezifisch ist, wurde nicht getestet (Clerici et al., 2018; Sun
et al., 2018). Es ist nicht auszuschlieBen, dass durch die Expression in Sf21-Zellen endogenes
CPSF4 mit dem Komplex gereinigt wurde. Allerdings konnten in verschiedenen Western Blot-
Analysen gegen diverse 3°-Prozessierungsfaktoren keine endogenen Proteine nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).

AuBerdem konnte veranschaulicht werden, dass der N-Terminus von WDR33 mit seinen siecben
WD40-Doménen fiir die Spaltung und die Polyadenylierung ausreichend ist (siche Abbildung
2.23; Abbildung 9.9). In der Spaltung besitzt mPSF, welches das WDR33-A-Fragment
integriert hat, fast die gleiche Spalt- und Polyadenylierungsaktivitit wie der Wildtyp oder GFP-

markiertes mPSF. Erstaunlicherweise fiihrte die N-terminale GFP-Fusion zu keiner
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Verschlechterung der Aktivitét, obwohl der N-Terminus wichtig fiir die Interaktionen mit dem
AAUAAA-Polyadenylierungssignal und CPSF1 ist. Dabei sorgt der N-terminus mit den
Aminosduren Phenylalanin-43, -153 und Isoleucin-156 fiir die Bildung des Hogsteen-
Basenpaares mit der U3- und der A6- Base des AAUAAA-Hexamers. Der Kontakt mit CPSF1
kommt iiber einen Hohlraum der Beta-Propeller-1 und -3 von CPSF1 zustande, in den die NTD
des WDR33 mit einem unstrukturierten Bereich und einer alpha-Helix vollstindig hineinragt.
Dies hilft dem Zusammenhalten des mPSF-Komplexes (Clerici et al., 2017, 2018; Sun et al.,
2018). Dass das Fehlen des IDR-haltigen C-Terminus die Aktivitdt nicht beeintrichtigt, ist
wiederum ein Hinweis darauf, dass die Proteinaggregation fiir die Spaltungsreaktion nicht

essentiell ist.
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4 Zusammenfassung

Die Polyadenylierungsreaktion als zweiter Teilschritt der 3°-Prozessierung konnte bereits mit
humanen rekombinanten Proteinen dargestellt werden (Schonemann et al., 2014). Hingegen
konnte der erste Teilschritt, die Spaltung der Vorldufer-mRNA, noch nicht erfolgreich
rekonstituiert werden. Die bis dato bekannten und fiir essentiell befundenen
3¢-Prozessierungsfaktoren mPSF, mCF, CstF, CF I, CF II und PAP waren nicht ausreichend fiir

eine erfolgreiche Katalyse.

In dieser Arbeit konnte erstmals die erste Teilreaktion der 3‘-Prozessierung, die 3°-Pra-mRNA-
Spaltung, in vitro mit rekombinanten Proteinen rekonstituiert werden. Es wurde gezeigt, dass
fiir die Spaltungsreaktion 14 Polypeptide, bestehend aus den 3 ‘-Prozessierungsfaktoren mPSF,
mCF, CstF, CF II, PAP und RBBP6, benétigt werden (siche Kapitel 2.1; Abbildung 4.1). Die
Reaktion war ATP-abhéngig. Wie bereits zuvor in der Literatur beschrieben, war die RNA-
Spaltung von einem crowding-Reagenz wie PVA, PEG oder einem Osmolyten wie TMAO
abhingig, sowohl in rekonstituierten Reaktionen mit rekombinanten Proteinen als auch in
Reaktionen mit Kernextrakt. Dies liegt vermutlich an dem excluded volume effect, welcher fiir
eine lokale Konzentrationserhohung der Proteine und damit fiir eine zusétzliche Stabilisierung
der Protein-Protein-Interaktionen sorgt.

CF I ist ein Faktor, der lange Zeit als essentieller Bestandteil der Reaktion angesehen wurde. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CF I lediglich eine stimulierende Wirkung besitzt.
Dieses Ergebnis ist konsistent mit der prominenten Rolle von CFI in der alternativen
Polyadenylierung. Gleichzeitig konnte die wichtige Rolle von RBBP6 und vor allem des
konservierten N-Terminus dargestellt werden. In der Backerhefe konnte die Funktion durch das
Homolog Mpel bereits beschrieben werden. Ahnlich dem Spaltkomplex der Béickerhefe scheint
RBBP6 durch die Bindung der essentiellen DWNN-Doméne an das katalytische Zentrum der
Endonuklease CPSF3 die Aktivierung des Spaltkomplexes zu ermdglichen (Hill et al., 2019;
Rodriguez-Molina et al., 2022). Neben der DWNN ist die N-terminale zinc knuckle-Doméne
ein notwendiger Bestandteil der Rekonstitution.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass ein CstF-Komplex, der die CstF64-Variante CstF64t enthilt,
aktiv ist, wenn auch weniger aktiv im Vergleich zu CstF mit der kanonischen CstF64-

Untereinheit. Auch eine Mischung beider CstF64-Varianten ist moglich.

Der rekonstituierte Spaltkomplex war mit zwei verschiedenen RNA-Substraten mit starken
viralen Polyadenylierungssignalen aktiv, aber auch mit einem Substrat aus der nicht-viralen

HMOX-1-RNA. Ein Substrat aus der GAPDH-RNA wurde dagegen nicht prozessiert. Es
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wurden Hinweise auf die Existenz eines weiteren Faktors gefunden. Dieser komplementierte
die Mischung der gereinigten Prozessierungsfaktoren und ermoglichte die Spaltung des

GAPDH-Substrats

Induziert durch die fiir die Spaltungsreaktion notwendigen crowders bildeten die
3¢-Prozessierungsfaktoren und die assoziierte RNA unter Reaktionsbedingungen Aggregate.
Mehrere Beobachtungen stiitzten die Vermutung, dass die Spaltungsreaktion in diesen
Aggregaten ablief. Die Hypothese, dass es sich bei den Aggregaten um phasengetrennte liguid
droplets handeln konnte, wurde mit verschiedenen Experimenten getestet. Die Ergebnisse

zeigten libereinstimmend, dass keine liguid droplets gebildet wurden.

CF1 mPSF (’
\'

CF 1

CstF CF Il .

Abbildung 4.1: Modell des rekonstituierten Spaltkomplexes in Sdugetieren

Schematische Modelldarstellung des ATP-abhangigen 3'-Pra-mRNA-Spaltkomplexes in Sdugetieren.
Durch die Bindung von RBBP6 an mCF kommt es zur Konformationséanderung und der Aktivierung des
Spaltkomplexes. Die Reaktion ist ATP abhangig. ATP ist von der CF Il Untereinheit Clp1 gebunden.
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5 Materialien

5.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)  Gerbu
2-Mercaptoethanol Fluka
2-Propanol (Isopropanol), > 99,8 % Carl Roth
50 bp DNA Ladder NEB

[a-32P]-UTP, 3000 Ci/mmol

[y-*2P] -ATP, 6000 CI/mmol

m,"3"9°GP3G (ARCA Cap Analog)

Aceton

Acrylamid: Bisacrylamid-Losung 30 % (37,5:1)

Acrylamid: Bisacrylamid-Lésung 40 % (19:1)

Agar-Agar, Kobe 1

Agarose

Ampicillin, Natriumsalz 99 %

Baktotrypton (Pepton aus Casein), tryptisch verdaut, fiir die
Mikrobiologie

Betain

BlueSlick™

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V, fiir biochemische
Zwecke

Bromphenolblau, Natriumsalz

Carbenicillin, Dinatriumsalz

Cellfectin II reagent (Transfektionsreagenz)

Color Prestained Protein Standard, Broad Range (10-250 kDa)
Coomassie Brilliant Blue und R-250
Cordycepin-Triphosphat (3’-dATP)

D-Desthiobiotin

Dextran aus Leuconostoc mesenteroides (mol wt 9,000-11,000)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dithiothreitol (DTT)

Essigsédure, 100%, p. a

Hartmann Analytic
Hartmann Analytic
Jena Bioscience
Carl Roth

Serva

Serva

Carl Roth

Peqlab

Carl Roth

Carl Roth

Sigma-Aldrich
Serva

Merck

Merck

Carl Roth
Invitrogen
NEB

Serva
Sigma-Aldrich
IBA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gerbu

Carl Roth
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Ethanol, > 99,8 %

FBS (Fetal bovine serum) Superior
FLAG-Peptid, Lyophilisat
Formaldehyd, mindestens 36,5%, p. a.
FuGENE HD Transfektionsreagenz
Gentamycinsulfat, fiir die Biochemie
Glycerin, >99,5%, p. a

Glycin

Glykogen (aus der Auster)
Harnstoff, >99,5%, p. a

Hefeextrakt, SERVABACTER
HiScribe SP6 RNA Synthesis Kit
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kalibrier-Kit fiir Gelfiltrationen
Kanamycinsulfat

Kreatinphosphat, Dinatriumsalz
L-Arabinose, > 99 %

Leupeptin

Magermilchpulver Sucofin
Methanol, > 99 %

Natriumchlorid, p.a.

Natriumdodecylsulfat (SDS)

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), p.a.

Nonidet P-40 (NP-40)
O-Phospho-L-serin

PageRuler unstained protein ladder (10 - 200 kDa)

Pepstatin
Phenol, Roti-Phenol (TE-gesittigt)

Phenol, Roti-Aqua-Phenol (Wasser-geséttigt)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), > 99 %

Plasmid Mini Prep Kit PeqGOLD I
Plasmid Mini Prep Kit PeqGOLD II
Polyethylenglycol 6000

Honeywell
Biochrom
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega

Carl Roth

Carl Roth
Serva

Serva

Carl Roth
Serva

NEB

Peqlab
Pharmacia
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

Edeka

Carl Roth

Carl Roth
Serva

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher
Scientific
Roche

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Peqlab

Peqlab

Carl Roth
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Polyvinylalkohol (mol wt 30,000-70,000)
Ribonukleosidtriphosphate (NTPs)
Spectinomycin-dichlorid-pentahydrat
Tetracyclin-hydrochlorid,96%
Trimethylaminoxid (TMAO)
Triethanolamin-hydrochlorid

tRNA (E. coli)
Tris-(Hydroxylmethyl)-Aminomethan
Trypanblau-Losung, 0,4% in PBS
Tween-20

Ultima Gold XR

Xylencyanol

X-Gal

Zeocin

Zymoclean Gel-DNA recovery kit

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche

Merck

BioRad

Merck
Perkin-Elmer
Carl Roth
Peqlab
Invitrogen

Zymoclean

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma

erworben.

5.2 Verbrauchsmittel

Merck in p.a.-Qualitét

Material Hersteller
Chromatographieséulen aus Polypropylen, 10 ml, mit Fritte BioRad
Cryokonservierungsgetilie, 2ml Greiner
DES81-Papier Whatman
Dialyseschlduche Serva
Einweg-Zahlkammern fiir Zellzdhler TC20 BioRad

Einwegpipetten fiir die Zellkultur, 2 - 50 ml
Filterpapier

Nitrozellulose-Membranfilter NC20 und RC58, PorengrofBe 0,2pm

Parafilm ,M*

Protran Nitrozellulosemembran
Reaktionsgefalle, 1,5ml
Reaktionsgefalle, 2 ml, safe-lock

Corning, Diagonal
Whatman
Whatman
Pechiney
Whatman

Sarstedt

Eppendorf
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Reaktionsgefale, 5 ml, safe-lock

Eppendorf

Reaktionsgefdfle, Sml Greiner
ReaktionsgefiaB3e "Protein LoBind" 1,5ml, Safe Lock Eppendorf
Schnappdeckelrohrchen, 12 ml, Polypropylen Greiner
Schraubdeckelgefile, 15 und 50 ml Greiner
TC-Platte 6well, Standard F Sarstedt
Ultrafiltrationseinheit Amicon Ultra-2, MWCO30, 2 ml Merck
Ultrafiltrationseinheit Amicon Ultra-2, MWCO30, 4 ml Merck
5.3 Gerite
Gerit Hersteller
AKTA pure, FPLC-System Cytiva
AKTA purifier, FPLC-System Cytiva
Automatischer Zellzéhler TC20 BioRad
Blotting-Apparatur, 20 x 20 cm, semi-dry OWL

Brutschrinke

Cell disruptor

Cryopréservationskontainer 5100, ,,Mr. Frosty*
Durchlichtmikroskop Axiovert 25
Elektroporationsgerit Eporator

Elektroporationskiivetten, Elektrodenabstand 1 mm

Fluoreszenz- und Autoradiographie-Imager Typhoon 9200

storage phosphor screen
Gelelektrophoresekammern, horizontal

Gradient Master (Gradienten-Mischer)

Kammern fiir vertikale Gelektrophorese, Gelbreiten 10, 20 und 35

cm
Kiihl-Tischzentrifge 5417 R
Kiihl-Tischzentrifge 5427 R
Kiihl-Tischzentrifge 5810 R
Kiihlzentrifuge Avanti XJN-26
Odyssey DLx

Rotor JA-16.250

Heraeus Instrument

Constant Systems

Nalgene
Zeiss
Eppendorf
CellProjects
Cytiva
Cytiva
OWL
BioComp
OWL

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Beckmann
Li-Cor

Beckmann
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Rotor JA-25.50

Schiittelinkubatoren fiir die Zellkultur
Sonifikator, Branson Sonifier 250
Spektrophotometer U-3000
Sterilbank Scanlaf Mars
Szintillationszédhler Tri-Carb 2100TR
Thermoblockheizer

Tischzentrifuge, Biofuge pico

UV-Vis Quarzglaskiivetten, 15, 80 und 100 pl (1 cm)

Beckmann

Infors

Branson

Hitachi

Labogene

Packard

Bioblock Scientific
Heraeus Instruments

Hellma

5.4 Chromatographiesiulen und -materialien

Siule Material
Anti-FLAG M2 Affinitatsgel Sigma Aldrich
DEAE-Sepharose CL-6B Cytiva
HiTrap Heparin HP 1 ml/5 ml Cytiva
Ni-NTA-Agarose, 50 % Suspension Qiagen
Resource Q 1 ml Cytiva
Resource S 6 ml Cytiva
Strep-Tactin-Sepharose, 50 % Suspension IBA
Superose6 10/300 24 ml Cytiva
Superose6 prep grade Cytiva

5.5 Software
Software Herausgeber
ImageQuant, Version 5.2 Cytiva
Image Studio Li-Cor

Inkscape 1.1.2

Jalview 2.11.3.0

Microsoft Office

Photoshop, CS6, Version 13.0.1 (2012)
SigmaPlot 12.5

SnapGene

Free Software
Foundation, Inc
Waterhouse et al., 2009
Microsoft

Adobe

Systat

GSL Biotech
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Unicorn 5.11

Unicorn 7.3

Cytiva
Cytiva

5.6 DNA-Konstrukte

Die Herstellung der Baculoviren und die Insektenzellexpressionen erfolgte groBtenteils

gemeinsam durch Anne-Katrin Hoffmeister und Dr. Uwe Kiihn (Planung, Klonierung,

Herstellung Bacmide).

5.6.1 Bacmide/Baculoviren

Bacmid/Baculovirus

ORFs

Ursprung

pBac-mCherry'**P-His-
Rbbp6-CFlag™’
pBac-mCherry'**P HF-
Rbbp6 ACxx™7

pBac mCherry'*** His-MBP-
HisMycRbbp6™7

pBac HF-Rbbp6aa780
C161G C163G™mcherry'**”
pBac mcherry!**? HF-
Rbbp6_780 N312D™

pBac HF-GFP-Rbbp6 f1™7

pBac mCherry*’HF-Rbbp6
AU-box™7

pBac mCherry**’H-MBP-
Snap-HF-Rbbp6 340™7
pBac YFP!**PHF-
Rbbp6ADWNNT™?

pBac mPSF™’

pBac Flag-CPSF1 CPSF4
MH-WDR33healed™’
pBac Flag-CPSF1°*PHF-
GFP-WDR33-P™7

mCherry; His-RBBP6-CFlag

mCherry; His-Flag-RBBP6,.
mCherry; His-MBP-
HisMyc-RBBP6

mCherry; His-Flag-RBBP6,.
780 C161G C163G

mCherry; His-Flag-RBBP6,.
780 N312D

HF-GFP-Rbbp6 fl

Mcherry; HF-Rbbp6 {1 AU-
box

mcherry, His-MBP-Snap-
His-Flag-RBBP61.349

YFP, His-Flag-
Rbbp6ADWNN
His-Myc-Wdr33 healed,
Flag-CPSF1, CPSF4, hFipl
Flag-CPSF1, CPSF4, Myc-
His-WDR33healed
Flag-CPSF1, His-Flag-GFP-
WDR33-P

U. Kiihn, diese Arbeit

A-K.

Hoffmeister, U.

diese Arbeit

P.Schifer

A-K.

A-K.

A-K.

A-K.

A-K.

A-K.

A-K.

A-K.

Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

. Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

Hoffmeister, U.

Kiihn,

Kiihn

Kiihn

Kiihn

Kiihn

Kiihn

Kiihn

Kiihn

Kiihn

Kiihn
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pBac Flag-CPSF1°*PHF-
GFP-WDR33-AT7
pBac HF-EGFP WDR33

EloxP

pBAC GFP-mPSF

pBac YFP!*P Strepll-
hFip1™7

pBac YFP!**P StrepIl-hFip1
Isoform4™7

pBac Flag-CPSF1 CPSF4
MH-WDR33healed ™"
pBAC GFP-mPSF A CPSF4

pBac YFP!**P StrepII-CF I
68k His8-CF I 25k™7

pBac YFPIoxP
SymplekinAN340™7

pBac YFP!*P StrepII-CPSF3
CPSF217

pBac untagged mCF3'ox

pBac untagged

mCF3mutated!o*?

pBac untagged mCF3'ox®
CstF2™7

pBac CSTFAIDR(GFP-
CstF50)™7
pBac-mCherry!**P-CstF™’

Flag-CPSF1, His-Flag-GFP-
WDR33-A
HF-EGFP WDR33 E

mCherry, CPSF4, hFipl;
Flag-CPSF1; His-Flag-GFP-
WDR33

YFP, StreplI-hFip1

YFP, Strepll-hFipl
Isoform4

Flag-CPSF1; His-Flag-GFP-
WDR33; CPSF4-His

YFP, Strepll-hFipl; Flag-
CPSF1; His-Flag-GFP-
WDR33

YFP, StreplI-CF I 68k,
His8-CF I 25k

YFP, SymplekinAN340

YFP, StreplI-CPSF3, CPSF2

CFP; Symplekin; CPSF3;
CPSF2

CFP; Symplekin;
CPSF3D75K/H76A;

CPSF2

CFP; Symplekin; CPSF3;
CPSF2, CstF2
CSTF64AIDR(GFP-CstF50)

mCherry; Strep-CstF 50k,
CstF 64k, His-CstF77k

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

M. Lorbeer, P. Schifer

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

U. Kiihn, diese Arbeit

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn,
diese Arbeit

diese Arbeit

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

M. Lorbeer, P. Schifer,
diese Arbeit
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pBac-mCherry'**P-

StrepCstF50Tn7
pBac-mCherry'**P-
CstFA50k™7
pBac-mCherry'**P-
CstFtau™’
pBac-mCherry'**P-
CstF+CstFtau™’
pBac-mCherry'**P-
CstFtauA50k ™7

pBac-YFP!**P_CF IIm™’

pBac-YFP!**P_CF 1Im-481™7

pBac GST-
CTDTn7mChen.yloxP
pBac YFP!**P His-Xrn2™’

pBac Xm2 D235A™7
YFPloxP
pBac-His-CDC73™7

pBac PPlalpha

loxP

Komplex™ mCherry

mCherry, Strep-CstF50

mCherry, His-CstF77,
CstF64

mCherry; His-CstF77, Flag-
CstF2tau, StreplI-CstF50
MCherry; His-

CstF77 Flag2tau CstF64 St
replI-CstF50

MCherry; His-CstF77, Flag-
CstF2tau

YFP; Strep-hPcf11, His-
hClp1

YFP; His-hClpl, Pcfl1
(770-1555)

GST-CTD; mCherry

YFP; His-Xrn2

YFP; His-Xrn2D235A

His-CDC73

PPla-Komplex: His-
WDRS82 hTox4 hPPla Fla
g-mPnuts; mCherry

Masterarbeit M. Schmidt

Masterarbeit M. Schmidt

Masterarbeit M. Schmidt

Masterarbeit M. Schmidt

Masterarbeit M. Schmidt

A-K. Hoffmeister, F. Kluge,
P. Schifer
C. Tiiting

J. Buhl, A-K. Hoffmeister

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn,
diese Arbeit

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn,
diese Arbeit

U. Kiithn, M. Schmidt

A-K. Hoffmeister, U. Kiihn

* healed bedeutet, dass zwei Punktmutation in WDR33 geheilt wurden. Die Mutationen besaflen jedoch keinen Einfluss auf
die Spaltreaktionen. RBBP6ACxx entspricht den C-terminalen RBBP6 Deletionsvarianten 1-253 bis 1-1220.

5.6.2 E. coli Expressionsplasmide

Plasmid

Ursprung

pET21-His-GST-CTD

pET30 HF-Rbbp6 aa322
pET30 HF-Rbbp6 aa340
pET30 HF-Rbbp6 aa375

U. Kiihn, Bachelorarbeit M. Schmidt

U. Kithn

J. Buhl, U. Kiihn
J. Buhl, U. Kiihn
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pET30 HF-Rbbp6 aa431
pET30 HF-Rbbp6 aa490

J. Buhl, U. Kiihn
J. Buhl, U. Kiihn

5.6.3 ORFs

ORF/Protein UniProt/Genbank Ursprung

hFipl Q6UN15 Kaufmann et al., 2004;
Schonemann et al., 2014

hFip1 Isoform4 Q6UN15-4 Schonemann et al., 2014

hWDR33 (WDC146) Q9C0J8 Ito et al., 2001; Schonemann
etal., 2014

hSymplekin Q92797 Schonemann et al., 2014

hCPSF1 (=CPSF160) Q10570 Schonemann et al., 2014

hCPSF4 (=CPSF30) 095639-2 Schonemann et al., 2014

hCPSF2 (=CPSF100) Q9P210 SinoBiological

hCPSF3 (=CPSF73) QI9UKF6 SinoBiological

hRBBP6 Q7Z6E9 Promega (#FHC25637)

eYFP Berger et al., 2004)

CFP CAQO79586.1 (gb) Schonemann et al., 2014

mEGFP, SNAP-tag
mCherry
hPcfl1

hClp1

CstF1 (=CstF50)
CstF2 (=CstF64)
CSTF21t (=CstF641)

CstF3 (=CstF77)

ADO095149.1 (gk)
094913

Q92989

Q05048
P33240
Q9HOL4

Q12996

J. Wang et al., 2018
Schonemann et al., 2014
Schifer et al., 2018

de Vries, 2000; Schéfer et
al., 2018
Schifer et al., 2018

Schéfer et al., 2018
Walter Keller

Schéfer et al., 2018
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CFI125

CFI68

bovine PAPa

bovines PABPN1

mCTD
PP1 Komplex

hPPla

mPNUTS

hWDRS2

hTOX4
hSsu72

hCDC73

hXRN2/hXRN2 D235A

043809

Q16630

P25500

Q28165 (NP-
776994)
P08775

P62136

Q80WO00 (mouse)
Q6UXNO9
094842

QI9NP77

Q6P1J9

QYHOD6

Dettwiler et al., 2004;
Schifer et al., 2018
Dettwiler et al., 2004;
Schéfer et al., 2018
Kiihn et al., 2017

Kiihn et al., 2017

David Bentley

Sino Biological (HG10533-
M), David G. Skalnik
David G. Skalnik

Diese Arbeit

David G. Skalnik
Promega (# FHC08360)
U. Kiihn, M. Schmidt

Steven West

#Bestellnummer

5.6.4 Transkriptionsvorlagen

Die Bezeichnungen Wildtyp (WT) und Mutante (A) beziehen sich auf das
Polyadenylierungssignal AAUAA und ggf. den Basenaustausch von Uracil nach Guanin
AAGAA in der mutierten Version.

Plasmid/Vorlage Linearisierung des Plasmids mit  Ursprung

pSP64-L3 WT /A Dral Humphrey et al., 1987
pSP64-L3pre WT /

A Rsal Christofori & Keller, 1989
L3pre V2 PCR Florian Kluge, Uwe Kiihn
pSP64-L3pre Al5 Bbsl Kerwitz, 2003; Kiihn et al.,
WT /A 2009

pSP64-SV40 WT /A Dral Conway & Wickens, 1987
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pSP64-SV40 control
pSP64-HMOX WT

pSP64-GAPDH WT
/A

pSP64-SV40-
GAPDH
pSP64-GAPDH-
SV40

pSP64-BIK WT

Dral

BamHI

Pstl

PstI

Dral

PstI

Uwe Kiihn, diese Arbeit
Christine Wagner, Uwe
Kiihn;

Uwe Kiihn; diese Arbeit

Uwe Kiihn; diese Arbeit

Uwe Kiihn; diese Arbeit

Uwe Kithn
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Tabelle 5.1: DNA-Sequenzen der Transkriptionsvorlagen

Das Polyadenylierungssignal (AAUAAA/AATAAA) ist in orange, CF I-Bindungssequenzen in grau und die
Spaltstelle sind in griin markiert. Die Sequenzen sind in einem pSP64 Vektor kloniert und besitzen einen
SP6-Promoter mit der Sequenz atttaggtgacactatag, sodass alle Transkripte mit einem Guanin starten.

CFl Erkennungssequenz UGUA

Spaltstelle }
L3pre aatacaagcttgggctgcaggtcactaggagacactttc aggcaaatgtttttatt TGTA
L3preA15 | aatacaagcttgggctgcaggtcactaggagacactttc aggcaaatgtttttatt TGTAaaaaaaaaaaaaaa

L3pre_V2 aatacaagcttgggctgcaggtcgactctagaggatccccgggegagcetcgaattcggcettcctggagegcecactcgecctacttccge
agccacagtgcgcagattaggagcgccacttcttttigtcactigaaaaacaTGTAaaaataaaT GTA ctaggagacactttc
aggcaaatgtttttatt TGTAca

L3 aatacaagcttgggctgcaggtcgactctagaggatccccgggegagcetcgaattcggcettcctggagegcecactcgecctacttccge
agccacagtgcgcagattaggagcgcecacttctttttgtcactigaaaaacaTGTAaaaataaT G TA ctaggagacactttc
aggcaaatgtttttatt TG TA cAR ctctcgggtgattatttaccccccacccttgecgtetgegecgttt

Sv40 aatacaagcttgggctgcaggtcgactctagaggatccagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatge
agtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatt TG TAaccattataagctge acaagttaacaacA
acaattgcattcattttatgtttcaggttcagggggaggtgtgggagagtttttt

SV40 aatacaagcttgggctgcacgtggactctagaggatccagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgce

control agtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctge caagttaacaacAz aca

attgcattcattttatgtttcaggticagggggaggtgtgggagatttttt

GAPDH aatacaagcttgacccctggaccaccagccccagcaagagcacaagaggaagagagagaccctcactgectggggagtcecectgece
acactcagtcccccaccacactgaatctcccectcctcacagttgeccatgtagaccectigaagaggggaggggcectagggagecgea
ccttgtcatgtaccatc gtaccctgtgctcaaccAR gttacttgtectgtcttattctagggtctggggcagaggggagggaa
gcttgggctgca

GAPDH- aatacaagcttgacccctggaccaccagccccagcaagagcacaagaggaagagagagaccctcactgctggggagtcectgec

Sv40 acactcagtcccccaccacactgaatctcccctecctcacagttgccatgtagaccecttgaagaggggaggggcectagggagecgcea
ccttgtcatgtaccatc gtaccctgtgctcaaccAR attgcattcattttatgtticaggttcagggggaggtgtgggagatittit

SV40- aatacaagcttgggctgctggacgactctagaggatccagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaactagaatgc

GAPDH agtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctge caagttaacaacaacA
gttacttgtcctgtcttattctagggtctggggcagaggggagggaagcettgggcetgeca

HMOX aatacaagcttgtttttatagcagggttggggtggtttttgagccatgcgtgggtggggagggaggtgtttaacggcactgtggecttggtet
aacttttgtgtgaaata caacattgtctgatagtAs gcttgaagtagttttcatgggctttgttattcttggggaactgaccttttce

tceetggtttettgegtgetcggtaggagaagtggtgatagggggttggcaggagctggtetgt

BIK Aatacaagcttggccccggceggcetcagggeggggetggecccacccccatgaccactgecctggaggtggeggectgctgctgttat
ctttttaactgttttctcatgatgcctttttatatttaaaccccgagatagtgctggaacactgctgaggttttatactcaggttttttgttttttttttattc
cagttttcgttttttctaaaagatgaattcctatggctctgcaattgtcaccggttaactgtggcectgtgcccaggaagagccattcactcctge
ccctgcccacacggcaggtagcagggggagtgcetggtcacacccctgtgtgatatgtgatgececctcggcaaagaatctactggaatag
attccgaggagcaggagtgctc atgttggtttccagcA R tctctggtectetctggggggttggcagcaccagcacggge
ttcctctcaagcettgggetgea
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5.6.5 DNA-Primer

Name Sequenz 5¢ — 3¢ Hersteller/Ursprung
RBBP6 N312D CTCCTGATGCTTTAATTGCCGATAAGTTTTTACGAC  Inyitrogen/ U. Kiihn
793 for AGGCTGTAAATAAC

RBBP6 N312D GTTATTTACAGCCTGTCGTAAAAACTTATCGGCAA  Inyitrogen/ U. Kiihn
194 rev TTAAAGCATCAGGAG

RBBP6 CCACCTCCATCTTACACGGGTTTCCGTGGTGGTAA  Tnyitrogen/ U. Kiihn
C161G/C164G ACCTGGACATTATATTAAG

725 for

RBBP6 CTTAATATAATGTCCAGGTTTACCACCACGGAAAC  TInyitrogen/ U. Kiihn
C161G/C164G CCGTGTAAGATGGAGGTGG

726 rev

WDRS82 ¢cDNA 366 TGGCCGACTTCCCGCTAG Invitrogen/ U. Kiihn
5’UTR

WDRS82 cDNA 367 CAGAAATAGCCAAGCAGCAAC Invitrogen/ U. Kithn
3’UTR

CDC73 cDNA382 GCTAGCGAATTCATGGCGGACGTGCTTAGCGT Invitrogen/ U. Kithn
for

CDC73 cDNA 383  GGTACCAAGCTTTCAGAATCTCAAGTGCGATTTAT  Invyitrogen/ U. Kiihn

GCTTTACC
rev
5.7 Proteine
5.7.1 Antikorper
Name Ursprung Verdiinnung Herkunft
o-CstF2 Maus 1:2000 Abnova
o-CstF3 Maus 1:2000 Abnova
a-Flag, M2, monoklonal Maus 1:2000 Sigma-Aldrich

a-Flag RBBP6-(N) Kaninchen 1:1000 Biomol
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a-Ser2-P CTD Ratte 1:1000 Chapman et al.,
2007; Prof. Dr.

CTD7 3E10
Aloys Schepers

a-Kaninchen, IRDye 800CW Esel 1:15000 Li-Cor

a-Maus, IRDye 800CW Ziege 1:15000 Li-Cor

a-Ratte, IRDye 800CW Ziege 1:15000 Li-Cor

a-Maus, IRDye 680RD Esel 1:15000 Li-Cor

5.7.2 Verwendete Proteinfusionen wund zusitzliche Aminosiduren der

rekombinanten Proteine

Proteine N-terminale Peptidfusionen und zusétzliche Aminosiuren
CFpP MVLA - CFP

Cherry MVLA — mCherry

eYFP eYFP — RSI

His-CF 1 25 MSHHHHHHHHGDP — CF 1 25 (aa2-227)

Strep-CF I 68
Strep-Pcfl1
Pcf11AN769

Flag-CPSF1 (=CPSF160)

CPSF1 (=CPSF160)
CPSF2 (CPSF100)
CPSF3 (CPSF73)
CPSF4 (CPSF30)
hFipl

hFipl Isoform 4
Myc-His-WDR33
Symplekin
ANSymplekin
Strep-CstF50 (CSTF1)
GFP-CstF50

MWSHPQFEKG — CF 1 68
MWSHPQFEKARGA — Pcfl1

Pcfl1 (aa770-1555)

MDYKDDDDKAIA — CPSF160
CPSF160 -V

keine

keine

keine

keine

MWSHPQFEKLA — hFipl — Isoform 4
MEQKLISEEDLHHHHHHTS — WDR33
keine

Symplekin (aa341-

MWSHPQFEKDP — CstF50 (aa2-431)
mGFP (A206k) — LEVLFQGPIA — CstF50
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GFP-CstF64 mGFP (A206k) — LEVLFQGPIA — CstF64

CstF64 (CSTF2) Keine

CstF64 AIDR CstF77 (aal-195)

Flag-CstF64t (CSTF2t) MDYKDDDDKLD - CstF64tau

GFP-WDR33 MVLAHHHHHHHHADYKDDDDKDP — eGFP — AAARVTS
— WDR33

GFP-WDR33 E MVLAHHHHHHHHADYKDDDDKDP — eGFP —
AAARVTSM- WDR33 aa964-1200

His-CstF77 (CSTF3) MSHHHHHHHHGDP — CstF77 (aa2-717)

His-RBBP6-Flag MSHHHHHHHHAIA — Rbbp6 — VLDYKDDDDK

HF-RBBP6 und C- MSHHHHHHHHADYKDDDDKAIA — RBBP6

terminal

Deletionsvarianten

HF-RBBP6-ARING MSHHHHHHHHADYKDDDDKAIA — hRBBP6 (aal-252 +
aa327-1792)

HF-GFP-RBBP6 MSHHHHHHHHADYKDDDDKAI-eGFP(A206K)-
LEVLFQGPIA-RBBP6

His-MBP-RBBP6 MGSSHHHHHHSSGR — MBP —
NSSSNNNNNNNNNNSSGRLEVLFQGPAIA —
RBBP6
GPAIA — RBBP6 (nach HRV 3 C Spaltung)

His-MBP-SNAP-HF- MGSSHHHHHHSSGR — MBP —

RBBP6 NSSSNNNNNNNNNNSSGRLEVLFQGP —Snap —
GSSSGRENLYFQGAAA-

MSHHHHHHHHADYKDDDDKAIA - RBBP6
GP —Snap-HF-RBBP6 (nach HRV 3 C Spaltung)
RBBP6-FLAG aal-335  GP - RBBP6 (aal-335) - DYKDDDDK
(HEK293) und Varianten
(Felix Sandmeir)

pBIG1a-PP1A complex:

His-WDRS&2 MSHHHHHHHHGDP — WDRS2
TOX4 keine
PPla keine

Flag-maus Pnuts MDYKDDDDKASVVEF — mPnuts
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His-CDC73 MSHHHHHHHHHQF - CDC73

His-SUMO-Ssu72 RDL — Ssu72 (nach Spaltung)

His-Xrn2 und Mutante MSHHHHHHHHASRASEA — Xrn2

D235A

GST-mouse RNA Pol I MTGGQQ — GST — SDLVPRGSV — mCTD (aal586-
CTD 1970/S1724 fehlen)

bovine PAPa and MAHHHHHH — bPAP

Varianten

bovines His-PABPN1 MAHHHHHH - bPABPN1

N- oder C-terminale Verldngerungen sind im Ein-Buchstaben-Code gelistet. MBP- Maltose Bindungs-Protein; CFP-Cyan
fluoreszierendes Protein

5.7.3 Kommerzielle Enzyme und sonstige Proteine

Protein Hersteller
Calf intestinal phosphatase (CIP) NEB
Cre-Rekombinase und Reaktionspuffer NEB
HeLa nukledrer Extrakt Ipracell
Proteinkinase K Merck
Pyrophospatase, anorganische (0,1 U/ul) Thermo Fisher Scientific
Restriktionsendonukleasen und Reaktionspuftfer NEB
RNase-Inhibitor (40 U/ul), Murin NEB
SNAP-Surface549 NEB
SP6-RNA-Polymerase (20 U/ul) NEB

T4 Polynukleotidkinase (PNK; 10 U/pul) NEB
T4-DNA-Ligase (400 U/ul) NEB

5.8 Zellstimme

5.8.1 Bakterien

Stamm Genotyp Ursprung / Hersteller

DH10B E. coli, F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
080lacZAM15, AlacXT74, recAl, endAl,
araD13, A(ara, leu)7697, galU, galK, \-
rpsL, nupG/pMON14272/ pMON7124
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BL21-CodonPlus
(DE3)

BW23474

DH10-MultiBac

DHI10-
MultiBac®re

E. coli B F— ompT hsdS(r — m —) dem~+
Tetr gal M(DE3) endA metA::Tn5(kanr)
BB Hte [argU ileY leuW Camr]

E. coli, F-, A(argF-lac)169, AuidA4::pir-
116, recAl, rpoS396(Am), endA9(del-
ins)::FRT, rph-1, hsdR514, rob-1, creC510

E. coli, F-, merA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
D80lacZAM15, AlacX74, recAl, endAl,
araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, -
rpsL, nupG/pMON14272/ pMON7124

E. coli, F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
80lacZAM15, AlacX74, recAl, endAl,
araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, \-
rpsL, nupG/pMON14272/ pMON7124

T7-Promotor-basierter
Expressionsstamm.

Von Agilent.

Propagation der Plasmide
pUCDM und pSPL des
MultiBac-Systems (Berger
et al., 2004)

Stamm enthélt das
MultiBac-Bacmid (Berger
et al., 2004)

Stamm DH10-MultiBac
transformiert mit Plasmid

pBADZ- HisCre

5.8.2 Insektenzellen

Stamm Ursprung

Hersteller

Sf21

IPLB-Sf21 AE, Immortalisierte Zelllinie aus Ovarzellen von

Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977)

Invitrogen
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5.8.3 Medien

Name Bestandteile / Einsatz Hersteller

LB 10 g/l Baktotrypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl Carl Roth

SOB 20 g/ Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 0,96 g/l MgCl,, Carl Roth
0,5 g/l NaCl, 0,186 g/l KCI

SOC 30,7 g/l SOB-Trockenmedium, 20 mM Glukose Carl Roth

SB 24 g/l Hefeextrakt, 20 g/l Trypton;4 ml/l Glycerin ~ Carl Roth

TY 10 g/l Baktotrypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, Carl Roth

ExCell 420 SFM

pH 7,5 (mit NaOH eingestellt), autoklaviert

Serumfreies Medium fiir die Kultivierung von Sigma-Aldrich

Insektenzellen

5.8.4 Medienzusitze bakterieller Kulturen

Substanz Stammkonzentration Endkonzentration Hersteller

Ampicillin 100 mg/mL in 50% 100 pg/mL Carl Roth
Ethanol

Carbenicillin 50 mg/mL in 50% 50 pg/mL Carl Roth
Ethanol

Chloramphenicol 30 mg/mL in Ethanol 30 pg/mL Merck

Gentamycin 10 mg/mL in Wasser 10 pg/mL Carl Roth

IPTG 400 mM in Wasser 0,5 mM Peqlab

Kanamycin 30 mg/mL in Wasser 30 pg/mL Carl Roth

Tetracyclin 12,5 mg/mL in 50% 12,5 ng/mL Calbiochem
Ethanol

X-Gal 20 mg/ml in DMF 0,2 mg/mL Peqlab
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6 Methoden
6.1 Mikro- und molekularbiologische Methoden

6.1.1 Sterilisation

Néhrmedien, Losungen, Materialien und Glasgerdte wurden, soweit moglich, fiir mindestens
30 Minuten bei 121 °C sterilisiert. Hitzeempfindliche Losungen wurden per Filtration iiber
Nitrozellulosefilter mit einer Porengréfle von 0,2 um sterilisiert. Plastikgerdte wurden mittels

UV-Bestrahlung und / oder Behandlung mit Bacillol sterilisiert.

6.1.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden diese aus einer Glycerin-Stammkultur
auf einer LB-Agar-Platte mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen, vereinzelt und bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach Erhalt isolierter Kolonien wurde eine Vorkultur mit LB-
Medium und entsprechenden Antibiotika inokuliert und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die optische Dichte bei 600 nm (ODsoo) der Vorkultur wurde bestimmt, und 400 ml frisches
LB-Medium wurden bei einer optischen Dichte zwischen 0,05 und 0,1 inokuliert. Die
Inkubation bei 37 °C erfolgte bis eine ODgoo zwischen 0,6-0,8 erreicht wurde. Die Zellen
wurden auf Eis abgekiihlt und dann fiir 15 Minuten bei 3300 g und 4 °C geerntet. Die Bakterien
wurden mit 1 Volumen eiskalter 10 %iger Glycerinlosung resuspendiert und erneut geerntet.
Dieser Vorgang wurde mit 200 ml und 40 ml Glycerinlésung wiederholt. AnschlieBend wurden
die Zellen in 0,8 ml Glycerinlosung aufgenommen, in 40-50 pl aliquotiert und sofort in

fliissigem Stickstoff gefroren. Die gefrorenen Aliquots wurden bei -80 °C gelagert.

6.1.3 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Die Transformation von elektrokompetenten Bakterien erfolgte durch Elektroporation. Dabei
wurden aufgetaute elektrokompetente Zellen mit 100-250 ng der Plasmid-DNA gemischt und
kurze Zeit in einer Elektroporationskiivette auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
fiir 5 ms mit 1800 V elektroporiert (Spaltbreite der Kiivette 1 mm; bei 2 mm 2500 V). Die
Zellen wurden sofort mit 1 ml SOC-Medium bei Raumtemperatur resuspendiert, in ein
geeignetes Reaktionsgefal iiberfiihrt und fiir 45-60 Minuten bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Die
Erholungszeit konnte bei Ampicillin als Selektionsmarker vernachldssigt werden. An-
schlieBend wurde die Suspension bei drei verschiedenen Verdiinnungen auf selektiven LB-

Agar-Platten ausgestrichen und auf positive Klone selektiert.
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6.1.4 Herstellung von Glycerinkulturen

Glycerinkulturen dienten zur langfristigen Lagerung von bakteriellen Klonen. Dafiir wurden
750 pl einer Uber-Nacht-Kultur mit 250 ul steriler 60 %iger (w/v) Glycerinldsung gemischt, in
fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80 °C gelagert.

6.2 Das MultiBac-System

Fiir die Expression von rekombinanten Proteinen in Insektenzellen wurde in dieser Arbeit das
MultiBac-System als Klonierungs- und Expressionssystem verwendet (Berger et al., 2004;
Fitzgerald et al., 2006). Das System dient vor allem der Expression grof3erer Proteinkomplexe
und wurde von T.J. Richmond und Kollegen an der ETH Ziirich, ausgehend vom Bac-to-Bac-

System von Invitrogen, entworfen.

6.2.1 Klonierung und Multiplikation von Zielgenen

Die Klonierungsarbeiten fiir das MultiBac System erfolgten mit den sechs Transfervektoren
pSPL, pUCDM (Donorplasmide), pFBDM, pKL, pFL und pKDM (Akzeptorplasmide). In allen
Vektoren unterliegt die Transkription der Zielgene der Kontrolle durch die viralen Promotoren
p10 und polH und alle Vektoren besitzen entsprechend zwei multiple cloning sites (MCS). Mit
diesen konnen gewiinschte Zielgene per Restriktionsverdauung und Ligation in kurzer Zeit
zielgerichtet in die Transfervektoren kloniert werden. Die Donorplasmide unterscheiden sich
mit einem R6Ky-Replikationsursprung von den Akzeptorplasmiden (BR322/ColE1-Repli-
kationsursprung). Durch den R6Ky-Replikationsursprung kdnnen diese nur in Wirtsorganismen
mit pir-Gen exprimiert werden, welches in reguldren E. coli-Zellen nicht vorhanden ist. Bei
erfolgreicher Fusion bleibt die Antibiotika-Resistenz des Donors erhalten. Hierdurch kann {iber
diesen Selektionsmarker in pir -Zellen nach positiven Klonen selektiert werden. Zusétzlich
unterscheiden sich die Vektoren durch ihre unterschiedlichen Antibiotika-Resistenzen
(Bieniossek et al., 2008).

Konstrukte, die fiir mehr als zwei rekombinante Proteine kodieren, konnen auf zwei
verschiedenen Wegen generiert werden. Zum einen besitzen die Transfervektoren sogenannte
Multiplikationsmodule zwischen den beiden MCS. In diese konnen mittels Restriktion beide
MCS aus einem zweiten Transfervektor in den Zielvektor kloniert werden. Zum anderen besteht
die Option fiir eine in vitro Cre-loxP-Rekombination: ein Donorplasmid wird mit einem
Akzeptorplasmid pKL oder pFL fusioniert (Abbildung 6.1).

Die Integration eines Transfervektors in das Baculovirusgenom erfolgt entweder iiber die

Cre/loxP-Elemente fiir Konstrukte, basierend auf Donorplasmiden, oder fiir fusionierte,
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beziehungsweise auf Akzeptorplasmid basierenden Konstrukte iiber eine Tn7-Transposition.
Dazu besitzen Akzeptorplasmide Tn7-Transpositionselemente. Fiir die Integration werden
spezielle E. coli-Zellen verwendet in denen das MultiBac-Baculovirusgenom als einzelne,

kiinstliche Kopie vorhanden ist.

a v —— Acceptor

BR322
On Kan Gent Ori Amp Ori

Bstz171 Spel
pKL / pFL pSPL / pUCDM pKL / pFL @ Avrll st b pel

Ori Ori
| Bszi7, Spel
¢ ¢ pSPL m:nMI BstZ17| ¢ Spel digestion
LD CXTED Meayn CE55
Ori Ori . . Ligation
Dimer Trimer —
Pmel\‘ KAvril

RTn7R
en

In vitro Cre-fusion

Multiplication

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung zur Erstellung von MultiBac-Transfervektoren

(A) Ubersichtsdarstellung der Akzeptorplasmide pKL und pFL und der Donorplasmide pUCDM und
pSPL. (B) Schematische Darstellung der Assemblierung von Akzeptor- und Donorplasmiden durch die
Verwendung der Cre-loxP-Rekombinase. Fiir die Generierung von Multigen-Plasmiden (Dimere oder
Trimere) kann die Fusion von Akzeptoplasmiden mit Donorplasmiden sowohl mit einem als auch zwei
Donorplasmiden ablaufen. (C) Erstellung von Multigenen Uber die Verwendung des Multiplikations-
moduls M. Hierbei werden tber Restriktion die MCSs des einen Vektors in einen Akzeptor integriert und
Vektoren mit mehreren ORFs kdnnen generiert werden. Entnommen aus Fitzgerald et al., 2006.

6.2.2 Fusion von Transfervektoren mittels /n vitro Cre-loxP-Rekombination

Die Fusion der Transfervektoren durch Cre-loxP-Rekombination erfolgte in dieser Arbeit fiir
die Erstellung des mPSF-Komplexes und wurde nach dem Hersteller Protokoll (NEB)
durchgefiihrt.

Die Reaktion erfolgte fiir 30 Minuten bei 37 °C. 1-5 pl der Rekombinationsmischung wurde in
elektrokompetente Bakterien transformiert. Zum Erhalt positiver Klone wurden die trans-
formierten Zellen auf LB-Platten mit Antibiotika selektiert. Der Erfolg der Rekombination ist

iiber die Antibiotika-Resistenzen des Donorplasmids kontrolliert worden.
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In vitro Cre-loxP-Rekombination

Ix Cre-Reaktionspuffer
1 U Cre-Rekombinase
500 ng Donorplasmid
500 ng Akzeptorplasmid
ad ddH20 10 pl

6.2.3 Herstellung elektrokompetenter DH10-MultiBac¢™-Zellen

Elektrokompetente DH10-MultiBac®™-Zellen, die fiir die Integration von Transfervektoren via
Cre-loxP-Rekombination bendtigt werden, wurden nach dem Protokoll aus Fitzgerald et al.,
2006 hergestellt. Die Identifikation positiver Klone erfolgte iiber die Selektion auf den

Antibiotika Kanamycin, Tetracyclin und Zeocin.

6.2.4 Integration von Transfervektoren in Bacmide via Cre-loxP-Rekombination

Fiir eine Integration von Donorplasmiden in das MultiBac-Baculovirusgenom wird eine
Rekombination iiber die Cre-loxP-Rekombinase bendétigt (siche Abbildung 6.2). Hierfiir
wurden 250ng Donorplasmid durch Elektroporation in DHI10-MultiBac®*-Zellen
transformiert. Die DH10-MultiBac®®-Zellen enthalten sowohl das MultiBac-Bacmid und
konnen die Cre-Rekombinase exprimieren. Die transformierten Zellen wurden in 1,5 ml SOC-
Medium aufgenommen und einer 6-8 stiindlichen Erholungszeit bei 37 °C ausgesetzt. Die
Selektion positiver Klone erfolgte auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika sowie durch
Blau-Weil3-Selektion. Positive Klone waren blau. Diese wurden entweder zur Herstellung von
neuen elektrokompetenten Zellen oder zur Integration weiterer Transfervektoren iiber Tn7-

Transposition verwendet.

6.2.5 Integration von Transfervektoren in Bacmide via Tn7-Transposition

Zur Integration von Transfervektoren in das MultiBac-Baculovirusgenom wurden 250 ng
Akzeptorplasmid in elektrokompetente DH10B-Multibac-Zellen transformiert. Nach der
Transformation wurden die Zellen in 1,5 ml SOC-Medium aufgenommen und fiir 6-8 Stunden
Erholungszeit bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Wéhrend der Inkubationszeit erfolgte die
Integration des Plasmids in das Bacmid-Genom mittels Tn7-Transposition (siche Abbildung
6.2). AnschlieBend wurden die Zellen auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika selektiert.

Aufgrund einer Blau-Wei3-Selektion wurden positive von negativen Kolonien unterschieden
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(positiv=weil}). Zum Ausschluss von falsch positiven oder Mischklonen wurden die Kolonien

zweimal vereinzelt.

by in vivo Cre-/oxP fusion
(DH10MultiBacC'e cells)

MultiBac (
ApR
KnR lacZ
mini-attTn7
Tn7L / ‘\' Tn7R
GmR by Tn7 transposition

(DH10MultiBac cells)

ori

Abbildung 6.2: Schematische Darstellung der Erzeugung eines Bacmid

Gezeigt ist die Integration eines Transfervektors in das Baculovirus-Genom Uber Cre-loxP-
Rekombination von Donorplasmiden. Dabei werden DH10MultiBac®™-Zellen benétigt, da diese die Cre-
Rekombinase exprimieren kdnnen. Zusatzlich ist unten die Integration Uber die Tn7-Transposition
abgebildet. Hierbei erfolgt die Integration in DH10MultiBac-Zellen von Akzeptorplasmiden oder von
Akzeptorplasmiden mit integrierten Donorplasmiden. Enthommen aus Bieniossek et al., 2008.

6.2.6 Isolation rekombinanter Bacmid-DNA

Die Isolation rekombinanter Bacmid-DNA erfolgte mittels alkalischer Lyse und anschlieBender

Isopropanolfallung.
Puffer I Resuspensionspuffer Puffer II Lysepuffer Puffer IIT Neutralisationspuffer
50 mM Tris/HCl pH 8 200 mM NaOH 3MKAcpH 5,5
10 mM EDTA 1 % (w/v) SDS

100 pg/ml RNase A

Sechs Milliliter LB-Medium wurden mit einer positiven Kolonie und entsprechenden
Antibiotika inokuliert. Am nichsten Tag wurde die Kultur fiir zehn Minuten bei 3220 g und

4 °C geerntet. Das Pellet wurde in 250 ul Resuspensionspuffer aufgenommen und mit gleichem
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Volumen Lysepuffer versetzt. Nach dem Invertieren des Gefilles wurde das Gemisch mit
350 ul Puffer III neutralisiert und die genomische DNA sowie Proteine fiir 20 Minuten bei
20.000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend mit 0,8 Volumen Isopropanol
versetzt, fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 20.000 g
abzentrifugiert. Die DNA wurde zweimal mit 80 % Ethanol gewaschen, steril getrocknet und
in 50 ul 10 mM Hepes, pH 7,0, aufgenommen. Die Bacmide wurden bis zu einem Jahr bei 4 °C

oder bei -20 °C gelagert und fiir die Transfektion in Sf21-Insektenzellen verwendet.

6.3 Zellkultur

Die Handhabung und das Arbeiten mit den Sf21-Zellen in dieser Arbeit erfolgten grundsétzlich
nach den Vorgaben des Lieferanten Thermo Fisher Scientific [1]. Die verwendete Zelllinie
wurde sowohl fiir die Propagation von Baculoviren, als auch fiir die Expression von einzelnen

oder mehreren Proteinen sowie Proteinkomplexen verwendet.

6.3.1 Aussaat und Propagation von Sf21 Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen stammten aus gefrorenen Stammbkulturen.

Die gefrorenen Kulturen lagerten in fliissigem Stickstoff. Nach dem Auftauen im Wasserbad
wurden die Zellen in 10 ml frischem Medium aufgenommen und die Zelldichte bestimmt. Die
Zellen wurden flir 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert und in frischem Medium aufgenommen.
Nach Einstellen einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml sind die Zellen in einem Kulturkolben
ausgesit worden. Alle 48-72 h wurde ein Aliquot der Kultur entnommen, die Zellen unter einem
Lichtmikroskop begutachtet und die Zelldichte gemessen. AnschlieBend wurden die Zellen in
einen neuen sterilen Kolben mit frischem Medium passagiert. Hierbei sollte die Dichte in den
ersten Passagen nicht unter 0,8x10° Zellen/ml fallen. Ab der vierten Passage wurde die
Zelldichte auf 0,5x10° Zellen/ml angepasst.

Die Kultivierung der Insektenzellen erfolgte in ExCell-Medium (Sigma) bei 27 °C und
125 RPM im Schiittelinkubator.

6.3.2 Bestimmung der Zelldichte von Sf21-Suspensionen

Zum Bestimmen der Zelldichte der Sf21-Suspension wurde ein 50 pl-Aliquot der Kultur
entnommen. Von diesem Aliquot sind 10 pl mit einer Trypanblau-Ldsung (0,4 % (w/v) in PBS)
1:1 gemischt worden. 10 pl des Gemischs wurden in eine BioRad-Zéhlkammer iiberfiihrt, unter
einem Lichtmikroskop kontrolliert und anschlieBend mittels TC20 Zellzihler (BioRad; [2])
vermessen. Mit Hilfe des Trypanblaus werden lebende Zellen nicht angeférbt, da der Farbstoff

eine intakte Zellmembran nicht durchdringen kann. Tote Zellen werden hingegen gefarbt.
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Somit konnen die Lebendzellzahl, die Anzahl und der Durchmesser genau bestimmt werden.
Der Durchmesser gibt Auskunft tiber einen moglichen Infektionsgrad durch einen Virus oder
mehreren Viren oder iiber die Alterung der Zellen. Der Standard-Durchmesser der Sf21-Zellen
betrdgt 14 pum. Wiahrend der Infektion mit dem Virus beginnen die Zellen auf 20-24 um
anzuschwellen. Auch nach héufiger Propagation der Zellen kommt es zur Anschwellung der

Zellen.

6.3.3 Herstellung von Vorratskulturen (cryo stocks)

Fiir die langfristige Lagerung der Insektenzellen in fliissigem Stickstoff wurden Zellen einer
frithen Passage gezéhlt und fiir 10 Minuten bei 200 g geerntet. Die Zellen wurden mit einer
Dichte von 1-2x107 Zellen/ml in Cryopréservationsmedium resuspendiert. Die Suspension
wurde in mit 1-2 ml je Cryokonservierungsgefal3 aliquotiert. Anschliefend wurden die Zellen
mit Hilfe des Cryopriservationscontainers ,,Mr. Frosty* langsam eingefroren (-1°C/Minute)
und iiber Nacht bei -80 °C gelagert. Zur dauerhaften Lagerung wurden die GefdBle in den
Stickstofftank iiberfiihrt.

Cryopriservationsmedium

45 % altes Medium
45 % frisches Medium
10 % DMSO

6.3.4 Transfektion rekombinanter Bacmid-DNA in Sf21 Insektenzellen

Die Transfektion der rekombinanten Bacmid-DNA wurde mit den Transfektionsreagenzien
Cellfectin I oder FUGENE nach den Protokollen der Hersteller, und wie in Schonemann, 2017
beschrieben, durchgefiihrt [3, 4].

Fiir die Transfektion mit dem FUGENE-Reagenz wurden Sf21-Zellen mit einer Dichte von
0,5 Zellen/ml in eine 6-well-Platte ausgesdt und fiir 30 Minuten inkubiert. Wihrenddessen
wurden 5 ul FUGENE-Reagenz mit 200 ul Medium und 2 pg Bacmid-DNA gemischt und fiir
15 Minuten bei 27 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Transfektionsmischung auf die Zellen
gegeben und fiir fiinf Tage bei 27 °C inkubiert. Danach erfolgte eine Kontrolle der Expression
des Fluoreszenzproteins (auf Bacmid-DNA kodiert) mittels Phosphorlmager und eine
Abnahme des Uberstandes. Dieser enthilt den initialen Virustiter Vo; er wurde bei 4 °C gelagert

und diente als Quelle fiir die Propagation des Vi-Virus.
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6.3.5 Kontrolle der Transfektionsreaktion

Wie bereits beschrieben, erfolgte die Kontrolle der Transfektion iiber die Expression eines
Fluoreszenzproteins, welches im Baculovirusgenom integriert war. Bei erfolgreicher
Transfektion konnte die Expression der Fluoreszenzproteine (z. B. mCherry oder YFP) mittels
Fluoreszenzscanner nachgewiesen werden. Dazu wurden ein Laser mit der Anregungs-
wellenldnge von 523 nm und eine Detektion bei 526 nm und einer Detektorspannung von 600 V
verwendet.

Zusitzlich wurde die Expression des Zielproteins mittels SDS-PAGE und anschlieBender
Coomassie-Brilliantblau-Farbung oder Western-Blot nachgewiesen. Hierzu wurden die Zellen
von der 6-well-Platte mit 1 x PBS geldst und fiir fiinf Minuten bei 200 g geerntet. Das Pellet
wurde in Lysepuffer oder 2 xSDS-Ladepuffer aufgenommen und fiir 30 Minuten auf Eis

inkubiert. Das entstandene Lysat wurde durch eine SDS-PAGE analysiert.

1xPBS Lysepuffer
137 mM NaCl 300 mM NacCl
2,7 mM KCI 30 mM Tris/HCI pH 7,5
10,1 mM KoHPO; 1 mM DTT
1,8 mM KH,POs 1% (v/v) NP-40
1 mM PMSF

1 png/ml Pepstatin
1 pg/ml Leupeptin

6.3.6 Viruspropagation und Herstellung grofierer Virustiter

Fiir die Herstellung groBerer Virentiter wurden mindestens 50 ml Sf21 Zellen bei einer
Zelldichte von 0,5x10° Zellen/ml mit bis zu 10 pl Vo -Virus angeimpft und fiir 3-7 Tage im
Schiittelinkubator inkubiert. Die Zelldichte und das Wachstum der Zellen wurden nach 48 h
gepriift und die Zellen wurden ab 1x10° Zellen/ml auf 0,5x10% Zellen/ml verdiinnt. Nach
Beginn des Wachstumsarrestes wurde die Kultur alle 24 h gepriift. Betrug die Lebend-Zellzahl
weniger als 50 % der Gesamtzellzahl mit einem mittleren Durchmesser von mindestens 20 pm,
erfolgte eine Zentrifugation der Kultur bei 1.000 g fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde als Vi
bei 4 °C und Aliquots des Virentiters bei -80°C gelagert. Gegebenenfalls wurde das Zellpellet
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aufgeschlossen, und das exprimierte Protein wurde daraus gereinigt. Unter Umstéinden wurde

ein V2-Virus nach gleichem Verfahren angesetzt, um frischen Virus zu erhalten.

6.3.7 Baculovirale Proteinexpression in Sf21-Zellen

Fiir die baculovirale Expression von Proteinen sowie Proteinkomplexen in Sf21-Zellen wurde
eine Dichte von 1,5x10° Zellen/ml in der Kultur eingestellt. Diese wurde mit ca. 1 % Vi-Virus
angeimpft und fiir 68-72 h bei 27 °C und 125 RPM inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zelldichte und der mittlere Durchmesser der Zellen ermittelt, bevor die Kultur fiir 10 Minuten
bei 200 g geerntet wurde. Die Zellen wurden mit 1 xPBS gewaschen, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Zelldichte wurde bestimmt, um zur Analyse mittels
SDS-PAGE gleiche Mengen an Zellen geladen zu haben. Uber den Durchmesser wurde eine
Infektion tiberpriift (siche Methoden 6.3.2)

6.4 Nukleinsaurebiochemische Methoden

6.4.1 Standardmethoden

Biochemische Standardmethoden wie Ethanol- und Isopropanolfillungen sowie Phenol-
Chloroform-Extraktionen wurden nach Protokollen aus (Sambrook & Russell, 2001)
durchgefiihrt. E. coli-Plasmid-DNA wurde mit Hilfe von Kits von Peqlab oder Qiagen nach den
entsprechenden Herstellervorgaben préipariert. Die Konzentrationsbestimmung der préparierten
Nukleinsduren erfolgte photometrisch durch Messung der Extinktion bei 260 nm (A2e0).
Hierbei entspricht eine Azso von 1 einer DNA-Konzentration von 50 ng/pl oder einer RNA-

Konzentration von 40 ng/pl.

6.4.2 Agarose-Gelelktrophorese

Mittels horizontaler Gelelektrophorese wurden Restriktionsanalysen von Plasmid-DNA, PCR-
Produkten und Kontrollen durchgefiihrt. Abhédngig von der GroBe der einzelnen Fragmente
wurden Agarosekonzentrationen im Bereich zwischen 0,8-1,5 % (w/v) in 0,5x TBE verwendet.
Fiir die Elektrophorese wurde eine konstante Spannung zwischen 10-20 Volt pro Zentimeter

angelegt.

0,5xTBE
45 mM Tris-Base

45 mM Borsédure

0,5 mM EDTA
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6.4.3 5¢ Markierung von Oligonukleotiden und pBR322-Fragmenten

Die Reaktionsmischung wurde zwischen ein und zwei Stunden bei 37 °C inkubiert,
anschlieBend mit DEPC-Wasser auf 200 pl aufgefiillt und die RNA oder DNA mittels
Ethanolfédllung prézipitiert. Das Préizipitat wurde in 10 mM Hepes (pH 7) oder DEPC-Wasser
aufgenommen. Der radioaktiv markierte, mit Hpall restriktionsverdaute pBR322-Marker oder
die 50 bp DNA /ladder wurden als GroBenstandard bei Elektrophoresen mit Polyacrylamid-

Harnstoffgelen verwendet.

PNK-Reaktion
[10x] T4 PNK Puffer
20 uCi y*?P-ATP
500 ng DNA

20 U PNK

ad H>0 30 pl

6.4.4 Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Eine denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung von
radioaktiv markierten RNAs durchgefiihrt. Dafiir wurden Gele im Format 20x20x0,04 cm fiir
bis zu 30 Proben und im Format 35x45x0,04 cm fiir bis zu 56 Proben verwendet. Die benétigten
Gellosungen wurden aus frisch eingewogenem Harnstoff, 40 -prozentiger (w/v) Acrylamid-
Stammlosung (19:1) und 10x TBE-Losung gemischt, sodass sich die unten angegebenen

Endkonzentrationen ergaben.

Die kiirzere der beiden vorbereiteten Glasplatten wurde mit BlueSlick (Serva) behandelt. Fiir
die Polymerisation wurden zu 100 ml Gelldsung (fiir 35x45x0,04 cm Gele) 500 pl 10 % (w/v)
APS-Losung und 100 pl TEMED hinzugefiigt, kurz gemischt und ziigig zwischen die
vorbereiteten Glasplatten gegossen. Die vollstdndige Polymerisation war nach 30-60 Minuten
abgeschlossen. Zur Herstellung der denaturierenden Bedingungen wéhrend der
Gelelektrophorese wurde ein mindestens 30 miniitiger Vorlauf durchgefiihrt, sodass eine
Betriebstemperatur von mindestes 40 °C erreicht wurde. Bei Gelen mit einer Groe von
20x20x0,04 cm wurde eine Leistung von 20 W und fiir Gele mit 35x45x0,04 cm eine Leistung

von 50 W verwendet.
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Die mit Formamid-Ladepuffer versetzten RNA-Proben wurden fiir zwei Minuten bei 95 °C
erhitzt und anschliefend bis zum Beladen des Gels auf Eis gestellt. Als Referenz fiir die
Beurteilung der Laufzeit dienten die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol im
Ladepuffer.

Die Detektion der radioaktiven RNA erfolgte durch Exposition mit einem storage phosphor

screen tiiber Nacht oder ggf. lidnger. Die Auslesung des screens erfolgte mit einem

FluoreszenzImager.
Gellosung 1x TBE Formamid-Ladepuffer
8,3 M Harnstoff 10 mM EDTA 95 % (v/v) deionisiertes Formamid
5 bis 20 % (w/v) 90 mM Tris-Base 5 mM EDTA [0,5 M pHS]
Acrylamid:Bisacrylamid 90 mM Borsdure 0,25 % (w/v) Xylencyanol
(19:1) [40%)] 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
APS [10%] (w/v) H20
TEMED
1x TBE

6.4.5 In vitro-Synthese radioaktivmarkierter RNA durch Transkription

Fir Aktivititsassays zur Untersuchung der 3°-Pri-mRNA-Spaltungsreaktion sowie der
Polyadenylierungsreaktion wurden radioaktiv markierte Substrat-RNAs benotigt (siehe
Material 5.6.4). Die Transkription wurde als run-off-Transkription durchgefiihrt, bei der die
Ausgangsplasmide durch Restriktionsenzyme linearisiert wurden. Die Substrat-RNAs,
SV40late (WT/A),L3 (WT/A), GAPDH, SV40-GAPDH-Chimere, HMOX, BIK fiir
Spaltassays sowie L3 und L3-Prd-A15 (WT/A) fiir Polyadenylierungsassays, wurden in 25 pl-

Reaktionen synthetisiert.
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Transkriptionsreaktion Gelelutionspuffer

Transkriptionspuffer (NEB) [10x] 500 mM Ammoniumacetat
2 mM ATP/CTP 0,1 mM EDTA

1 mM GTP 0,5 % (w/v) SDS

0,2 mM UTP

10 mM MgCl;

7 mM Arca Cap Analog

40 U RNase-Inhibitor

1-2 pg linearisiertes Plasmid
0,01 U Pyrophosphatase

20 U SP6-RNA-Polymerase
40 uCi a-*P-UTP

ddH>O ad 25 pl

Die Transkriptionsreaktionen fiir intern radioaktiv markierte RNAs wurden mit Zugabe der
Polymerase gestartet und vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Der Start der Reaktion erfolgte ohne
GTP. Die Hilfte des GTP wurde nach einer Minute und die fehlende Hélfte nach einer Stunde
der Reaktion hinzugefiigt. Nach Abschluss der Reaktion wurde auf 100 ul mit DEPC-H>O
aufgefiillt, die RNA mit Ethanol prézipitiert und das Prézipitat in 12,5 pl Hepes (10 mM pH 7)
und 12,5 pl Formamid-Ladepuffer aufgenommen. Die geldsten Transkriptionsprodukte wurden
5 Minuten bei 95 °C erhitzt, auf einer denaturierenden Polyacrylamid-Harnstoff-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Autoradiographie detektiert. Die gewiinschten RNAs
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und in 400 ul Gelelutionspuffer iiber Nacht inkubiert. Am
nichsten Tag wurde der RNA-haltige Uberstand abgenommen, mit Phenol-/Chloroform
extrahiert und die RNA mit 2,5 Volumen Ethanol prézipitiert. Das Prézipitat wurde in 25 pl
Hepes-Losung (10 mM pH 7,9) resuspendiert. Die Ausbeute und die Konzentration der
gereinigten RNA wurden mit Hilfe der spezifischen Radioaktivitit des eingesetzten UTPs
berechnet.

Fiir RNAs, die fiir in vitro-Polyadenylierungsreaktionen eingesetzt wurden, wurde auf das Cap-

Analogon verzichtet.
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6.4.6 In vitro-Synthese nicht-markierter RNAs

Transkripte, die nicht radioaktiv markiert wurden, wurden mittels des SP6 HiScribe KIT von
NEB nach Vorgaben des Herstellers hergestellt. Am Ende der Reaktion wurde das Template
mit 1 pl DNase I fiir 15 Minuten bei 37 °C verdaut. Zur Reinigung der entstandenen RNAs
wurden eine Phenol-/Chloroform-Extraktion und anschlieBende Lithiumchlorid-Féllung
(0,5 M) durchgefiihrt. Das Pellet wurde in DEPC-Wasser aufgenommen und die Konzentration

photometrisch bestimmt.

6.5 Proteinbiochemische Methoden

6.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

6.5.1.1 Photometrische Bestimmung

Fiir reine Losungen jeweils eines bestimmten Proteins konnen die Konzentrationen
photometrisch bei 280 nm (E2g0) bestimmt werden. Dafiir muss fiir jedes Protein der spezifische
Extinktionskoeffizient € bestimmt werden. Dieser ldsst sich aus der Anzahl der aromatischen
Aminosduren  Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan im Protein und den
Extinktionskoeffizienten dieser drei Aminoséuren mit guter Genauigkeit berechnen. Mit Hilfe
des Lambert-Beerschen Gesetzes (Easo = ¢ * ¢ * d) erfolgt dann die Konzentrationsermittlung.

Fiir die Messungen wurde jeweils der Puffer der letzten Sédule als Nullprobe verwendet.

6.5.1.2 Densitometrische Konzentrationsbestimmung aus SDS-PAGE

Fiir die Konzentrationsbestimmung von einzelnen Proteinen aus Proteingemischen wurden die
Proteine im SDS-Gel aufgetrennt und mit Coomassie geférbt. Die relevanten Banden wurden
densitometrisch quantifiziert und mit Hilfe der Software ImageQuant ausgewertet. Eine
Eichgerade mit BSA, die sich auf demselben Gel befand, diente zur Bestimmung der
Proteinkonzentration. Da die Effizienz der Coomassie-Farbung zwischen verschiedenen

Proteinen variiert, kann diese Methode fehlerbehaftet sein.

Konzentrationen fiir Proteine mit mehr als einer Untereinheit, Fraktionen, welche noch mit
RNA verunreinigt waren, wurden entsprechend nach diesem Verfahren ermittelt. Fiir Proteine,

die nur aus einer Untereinheit bestehen, wurden die Konzentrationen photometrisch bestimmt.

6.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mit diskontinuierlichem Gelsystem nach Laemmli (Laemmli, 1970)

elektrophoretisch aufgetrennt:
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Sammelgel Trenngel

3,5 % (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid 4-15% (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid
(37,5:1) (37,5:1)
62,5 mM Tris/HCI pH 6,8 375 mM Tris/HCI pH 8,8
0,05 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
SDS-Probenpuffer [2x] Laemmli-Laufpuffer [1x]
10 % (v/v) Glycerin 50 mM Tris-Base
62,5 mM Tris/HCI pH 6,8 380 mM Glycin
2 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS

715 mM 2-Mercaptoethanol
0,125 % (w/v) Bromphenolblau

Die Gelmalle betrugen standardméBig 10x20x0,1 cm. Fiir diese Gele wurden 20 ml
Trenngellosung mit der gewiinschten Polyacrylamid-Konzentration hergestellt. Zur
Polymerisation wurden 120 ul 10 % (w/v) APS-Losung und 60 pl TEMED hinzugefiigt und
stetig zwischen die beiden Glasplatten gegossen. Zur Verhinderung des Austrocknens wurde
das Trenngel direkt nach dem GieBlen mit 0,01 % (w/v) SDS-Ldsung iiberschichtet. Diese
wurde nach erfolgter Polymerisation verworfen. Die Sammelgellosung (10 ml) wurde mit 60 pl
APS (10%) und 30 pl TEMED komplementiert und zum Polymerisieren auf das Trenngel
gegossen. Nach abgeschlossener Polymerisation erfolgte die Elektrophorese bei konstanten
40 mA.

Proteinproben wurden mit 2x bzw. 4x SDS-Ladepuffer versetzt und fiinf Minuten bei 95 °C
denaturiert. Als GréBenstandards wurden die unstained protein marker von NEB oder Thermo

Fisher Scientific verwendet.

6.5.2.1 Kolloidalfirbung mit Coomassie-Brilliantblau

Coomassie-Brilliant-Blau wurde zum Anfiarben der Proteinbanden in SDS-Polyacrylamid-
Gelen verwendet. Hierbei lagert sich der Farbstoff an basische Aminosdureseitenketten an.
Nach beendeter Gelelektrophorese wurde das SDS-Gel 15 Minuten in Fixierlosung geschwenkt
und 60 Minuten oder liber Nacht gefdarbt. AnschlieBend wurde das Gel bis zur gewiinschten
Bandenintensitit mit Essigsdure (10 % (v/v)) entfarbt. Die Entfarbung wurde beendet, sobald

das gewiinschte Verhéltnis zwischen Hintergrundfarbung und Bandenintensitét erreicht war.
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Fixierlosung Farbelosung Entfarber
25 % (v/v) Isopropanol 0,01 % (w/v) Coomassie- 10 % (v/v) Essigsdure
10 % (v/v) Essigsdure Briliantblau R-250

10 % (v/v) Essigsdure

6.5.2.2 Silberfarbung
Die Silberfarbung ist eine sensitive Methode, die zur Anfirbung von Proteinen in SDS-Gelen
genutzt wird. Dabei lagern sich Silberionen an die negativ geladenen Seitenketten der Proteine

an und werden zu elementarem Silber reduziert.

Nach abgeschlossener Gelelektrophorese wurde das SDS-Gel mindestens 30 Minuten oder iiber
Nacht in 100 ml Fixierlosung inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel drei Mal sechs Minuten
mit 20 % Ethanol gewaschen, bevor es fiir zwei Minuten in 100 ml Sensibilisierungslésung
inkubiert wurde. Danach wurde das Gel zweimal fiir eine Minute mit bidestilliertem Wasser
gewaschen, bevor es fiir 20 Minuten in 100 ml Féarbelosung gelegt und wiederum zweimal fiir
30 Sekunden gewaschen wurde. Das SDS-Gel wurde bis zu der gewiinschten Farbung mit
100 ml Entwicklerlosung versetzt, bis die Entwicklung mit 100 ml 12 % (v/v) Essigsdure

gestoppt wurde. Alle Schritte erfolgten unter Schiitteln.

Fixierlosung Sensibilisierungslosung Farbelosung Entwicklerlosung
50 % (v/v) 0,02 % (w/v) 0,2 % 6 % (W/v)

Ethanol Natriumthiosulfat Silbernitrat Natriumcarbonat
12 % (v/v) 0,076 % (v/v) 0,0004 % (w/v)
Essigsdure Formaldehyd Natriumthiosulfat
0,05 % (v/v) 0,05 % (v/v)
Formaldehyd Formaldehyd

6.5.3 Western Blot Analyse

Fiir die Detektion von spezifischen Proteinen in Proteingemischen wurde die Western-Blot-
Analyse (Burnette, 1981) verwendet. Dabei wurden die Proteingemische zunéchst per SDS-
PAGE aufgetrennt wund anschlieBend mittels Semi-Dry-Verfahren auf eine

Nitrozellulosemembran transferiert (blotting).
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Transferpuffer TN-Puffer TN-Tween

50 mM Tris-Base 20 mM Tris/HC1 pH 7,9 20 mM Tris/HC1 pH 7,9
40 mM Glycin 150 mM NacCl 150 mM NacCl
0,37 % (w/v) SDS 0,05 % (v/v) Tween 20

20 % (v/v) Methanol

Strip-Puffer Blocking-Losung Ponceau S

0,2 M NaOH 2,5 % (w/v) Magermilchpulver in TN 0,5 % (w/v) Ponceau S

1 % (v/v) Essigsdure

Aufbau und Verwendung der Blotting-Apparatur wurde nach Angaben des Herstellers (OWL)
durchgefiihrt. Fiir den Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran wurde eine konstante
Stromstirke von 3 mA/cm? Gel-Flache angelegt. Nach Abschluss wurde die Membran mit einer
Ponceau S-Losung gefarbt, um Marker-Banden zu markieren und eine gleichméBige Beladung
der Spuren zu dokumentieren. Vor dem Einsatz des primdren Antikorpers wurden
iiberschiissige Bindungsstellen der Membran durch eine 30-miniitige Inkubation mit Blocking-
Losung abgesittigt. Geeignete Antikorperverdiinnungen (in 0,5 % (w/v) Magermilchpulver in
TN-Tween) wurden mit der so vorbehandelten Membran mindestens eine Stunde bei
Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4 °C schiittelnd inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen
mit TN-Tween erfolgte die 30-miniitige Inkubation mit dem sekunddren Antikdrper
(fluoreszenzmarkiert, Li-Cor; 1:15000 in TN-Tween) unter Lichtausschluss, gefolgt von
erneutem Waschen mit TN-Tween und TN-Losung. Die Detektion erfolgte nach
Herstellerangaben mit einem Li-Cor Fluoreszenzscanner.

Nach abgeschlossener Detektion wurde die Nitrozellulosemembran mit Strip-Puffer, ddH.0
und TN-Puffer inkubiert (jeweils 10 Minuten bei Raumtemperatur), sofern weitere Antikdrper

verwendet worden sind.

6.6 Reinigungs- und Fraktionierungsmethoden von Proteinen

Im folgenden Abschnitt werden Reinigungen von rekombinanten Proteinen beschrieben, die in
dieser Arbeit Verwendung fanden. Abweichungen von Standardverfahren werden in den
beschriebenen Ergebnissen erldutert. Alle affinitidtschromatographischen Reinigungsschritte
wurden im Kiihlraum bei 6 °C durchgefiihrt. Alle weiteren Reinigungen sind in einem

Kiihlkabinett bei 4 °C mit dem Akta Pure System durchgefiihrt worden. Im ersten



- Methoden -

Reinigungsschritt enthielten Lysis-/Wasch- und Elutionspuffer 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
I ug/ml Pepstatin und 1 pg/ml Leupeptin. Die einzelnen Reinigungsverfahren der

rekombinanten Proteine sind in Kapitel 6.11 Rekombinante Proteine summarisch aufgefiihrt.

6.6.1 Kultur und Aufschluss iiberproduzierender Bakterien

Fiir die bakterielle Expression wurde das gewiinschte Plasmid in BL21-Codon Plus (DE3)-
Zellen transformiert. Die Bakterien wurden in LB-Medium mit entsprechenden Selektions-
Antibiotika kultiviert. Fiir die Expression wurde eine Vorkultur propagiert, mit welcher dann
die Expressionskultur in SB-Medium inokuliert wurde. Die Expression wurde bei einer
optischen Dichte (ODsoo) von 0,6-0,8 mit 1 mM IPTG induziert und die Kultur weitere vier
Stunden bei 37 °C oder iiber Nacht bei 18 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei
4000 g und 4 °C fiir 15 Minuten geerntet, in geringem Volumen Aufschlusspuffer (100 mM
KCI, 20 mM Tris/HCI pH 8) aufgenommen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Zellen bei -80 °C gelagert.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen mittels Hochdrucks (Cell Disruptor Constant Systems)
aufgeschlossen. Weitere Pufferkomponenten wie Glycerin oder Saccharose sowie Protease-
Inhibitoren wurden unmittelbar nach dem Aufschluss hinzugegeben. Das Lysat wurde fiir 30
Minuten bei 20.000 g und 4 °C geklart und der pH-Wert des loslichen Lysates iiberpriift.

Andernfalls wurde der pH-Wert mittels passender Saure oder Lauge richtig eingestellt.

6.6.2 Aufschluss von Insektenzellen

Fiir die Lyse der Zellen wurden diese in entsprechendem Lysepuffer (siche Methoden 6.11)
aufgenommen. Dabei wurde eine Zelldichte zwischen 2-4x107 Zellen/ml eingestellt. Der
Aufschluss erfolgte mittels Ultraschall-Sonde. Die Suspensionen wurden 5x20 Impulsen (50 %
Betriebszeit; 40 % Intensitét) unterzogen und dabei dauerhaft auf Eis gehalten. AnschlieSend
wurde das Lysat fiir 30 Minuten bei 20.000 g und 4 °C geklart. Der pH-Wert des 19slichen
Uberstandes wurde iiberpriift, ggf. eingestellt, und es wurde mit der jeweiligen Reinigung

begonnen.

6.6.3 Proteinfillungen mit Ammoniumsulfat

Féllungen von Proteinen mit Ammoniumsulfat wurden mit Hilfe einer eiskalten gesittigten
Ammoniumsulfat-Losung erreicht. Durch kontinuierliche Zugabe der Losung in das
Proteingemisch wurde die gewiinschte Salzkonzentration eingestellt. Die Zugabe erfolgte unter
vorsichtigem Mischen. Anschlieend wurde die Suspension fiir 60 Minuten auf Eis inkubiert,

und die gefillten Proteine wurden fiir 20 Minuten bei 20.000 g und 0 °C abzentrifugiert. Das
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Prizipitat wurde in Gelfiltrations-Puffer mCF (siche Methoden 6.8.3) resuspendiert und fiir

weitere Reinigungsschritte eingesetzt.

6.7 Affinititschromatographische Verfahren

6.7.1 Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie

Rekombinante Proteine mit einem Oligohistidin-Fusionspeptid wurden mit Hilfe von
immobilisierten Nickel-Ionen gereinigt. Hierbei wird eine Matrix aus CL-6B-Sepharose
verwendet, an welche kovalent Nitriloessigsdure-Reste (NTA) gebunden sind, die wiederum
mit Ni**-Tonen komplexiert sind. Aufgrund der hohen Affinitét der Histidin-Reste fiir Ni**
kommt es zur Bindung des Fusionsproteins an die Sdulenmatrix.

Fiir die Ni-NTA-Reinigung der einzelnen Proteine wurden jeweils die Lysepuffer verwendet,
denen frisches DTT, Protease-Inhibitoren und aulerdem 10 mM Imidazol zur Beladung der
Sdulenmatrix und zum Waschen bzw. 250 mM Imidazol zur Elution hinzugefiigt wurde.

Die Bindung der Proteine aus dem loslichen Lysats geschah im batch-Verfahren mit in
Saulenpuffer dquilibriertem Séulenmaterial fiir 2-4 Stunden schiittelnd bei 6 °C. Darauf wurde
das Gemisch kurz bei 500 g zentrifugiert, der Uberstand (= Durchfluss) fiir weitere Analysen
gesammelt, das Sédulenmaterial mit Waschpuffer resuspendiert und in eine Leersdule tiberfiihrt,
sodass es sich durch Gravitationsfluss setzen konnte. Die Ni-NTA-Agarose wurde dreimal mit
finf Saulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte, indem einem
Sdulenvolumen Elutionspuffer erlaubt wurde, in das Siulenmaterial einzusickern. Danach
wurde 30 Minuten inkubiert und dann die Elution mit fiinf weiteren Schritten von je einem

Sdulenvolumen Elutionspuffer abgeschlossen.

6.7.2 Strep-Affinititschromatographie

Fiir die Reinigung von Proteinen mit einem Strep-Fusionspeptid wurde Strep-Tactin-Sepharose
(IBA) verwendet. Hierfiir wird eine stabile, aber nicht kovalente Bindung zwischen dem
Fusionspeptid und der Sdulenmatrix genutzt.

Die Reinigung des CstF50 erfolgte im batch-Verfahren. Das gekldrte Lysat wurde zwei Stunden
schiittelnd an 100 pl dquilibrierte Strep-Tactin-Sepharose gebunden. Die Matrix wurde bei
500 g abzentrifugiert, der Uberstand (= Durchfluss) gesammelt und das Séulenmaterial dreimal
mit je 5 Sdulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Fiir die einzelnen Waschschritte wurde
jeweils 5 Minuten schiittelnd inkubiert. Zur Elution wurde das Séulenmaterial 15 Minuten mit
einem Sdulenvolumen Elutionspuffer (Bindungspuffer +2,5 mM D-Desthiobiotin) inkubiert.

Anschliefend wurde noch zwei Mal auf dieselbe Art und Weise eluiert, die Inkubation jedoch
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auf 5 Minuten verkiirzt. Nach jedem Wasch- sowie Elutionsschritt wurde jeweils kurz bei 500 g
geerntet und der Uberstand gesammelt. Die Reinigungen fiir hFipl Isoform 1 und hFipl
Isoform 4 erfolgten analog. Allerdings enthielt der Elutionspuffer 5 mM D-Desthiobiotin und

wurde in 5 Fraktionen eluiert.

Bindungs-/Waschpuffer Bindungs-/Waschpuffer Elutionspuffer

Strep CstF50 Strep hFipl1 Strep

200 mM KCI 150 mM KCl Waschpuffer +2,5 mM
50 mM Tris/HCI pH 7,5 50 mM Tris/HCI pH 8,0 /5 mM D-Desthiobiotin
10 % (w/v) Saccharose 10 % (w/v) Saccharose

10 uM ZnClz 3 mM MgClh

1 mM DTT 1 mM DTT

1 mM PMSF 1 mM PMSF

1 pg/ml Pepstatin 1 pg/ml Pepstatin

1 pg/ml Leupeptin 1 pg/ml Leupeptin

6.7.3 Flag-Affinititschromatographie

Die Flag-Affinitdtschromatographie basiert auf der Bindung zwischen einem Flag-
Fusionspeptid und immobilisierten Flag-Antikdrpern auf einer Agarose-Matrix. Vor der
Reinigung wurde das Sdulenmaterial kurz mit TN-Puffer, dann fiir 10 Minuten mit 0,3 M
Glycin (pH 3) und mit Flag-Puffer gewaschen. Fusionsproteine wurden aus den Zelllysaten im
Batch-Verfahren 1-2 Stunden schiittelnd an die Matrix gebunden und 1 Minute bei 500 g
abzentrifugiert. Der Uberstand (= Durchfluss) wurde gesammelt und die Matrix mit 10
Sdulenvolumen Flag-Puffer gewaschen. Zur Elution wurde der Waschpuffer mit 200 ng/ul
Flag-Peptid komplementiert und fiir 30 Minuten mit der Matrix inkubiert. Dieser Schritt wurde

noch zweimal wiederholt.

Flag-Puffer mPSF Flag-Puffer mPSF-Derivate TN-Puffer

250 mM KCI 250 mM KCI 20 mM Tris/HCl pH 7,9
20 mM Hepes pH 8,0 50 mM TEA pH 8,0 150 mM NaCl

10 % (w/v) Saccharose 10 % (w/v) Saccharose

0,2 mM AEBSF

2 pg/ml Pepstatin
2 pg/ml Leupeptin
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6.8 Proteinfraktionierungen mit dem Akta-Chromatographiesystem

Nach einer ersten Affinitdtschromatographie wurden weitere Reinigungsschritte mit dem
Chromatographiesystem Akta purifier oder Akta Pure und der entsprechenden Software
UNICORN durchgefiihrt. Gegebenenfalls wurde anstelle der Affinitdtschromatographie auch
DEAE-Sepharose-Chromatographie als erster Reinigungsschritt angewendet (z. B. mPSF oder
mCF).

6.8.1 Anionenaustauschchromatographie

In dieser Arbeit wurde neben einer DEAE-Sepharose- vor allem eine 1 ml Resource Q-Séule
verwendet. Normalerweise wurde die DEAE-Sepharose mit Lysat beladen, wéhrend die
Resource Q-Saule fiir Proteinfraktionen benutzt wurde, die bereits einen oder mehrere
Reinigungsschritte durchlaufen hatten. Die Beladung der Sdule geschah bei niedriger
Salzkonzentration (erreicht durch Dialyse oder Verdiinnung). Die Elution wurde durch einen
ansteigenden Salzgradienten iiber mehrere Sdulenvolumen erzielt, normalerweise in einem
Bereich von 50-500 mM KCI. Fiir jeden Gradienten wurden 40 — 60 Fraktionen gesammelt.
Zusitzlich wurde noch eine Stufenelution bis 1 M KCl verwendet.

RBBP6-Reinigungen bilden bei den verwendeten Gradienten eine Ausnahme. Zunachst wurde
ein steiler Gradient iiber 2 Sdulenvolumen bis 200 mM KCI und anschlieBend ein flacherer
Gradient tiber 10 Séulenvolumen bis 400 mM KCI verwendet ehe iiber 5 Sdulenvolumen bis
1 M KCl eluiert wurde.

Fiir die Reinigung von CstF50 sind die Strep-Elutions-Fraktionen unverdiinnt bei 200 mM KCI
geladen worden. Zunichst wurde ein steiler Gradient {iber 3 Sdulenvolumen bis 400 mM KCl
und anschlieend eine Stufenelution bis 1 M KCl verwendet.

Eine weitere Ausnahme bildet mPSF, welches bei einer Salzkonzentration von 250 mM KCl an

die DEAE-Sepharose gebunden wurde.

Anionen-Puffer: Anionen-Puffer mCF: Anionen-Puffer mPSF:
0-1000 mM KCI 0-1000 mM KCl 0-1000 mM KCl

50 mM Tris/HCI pH 7,5/8,0 50 mM Tris/HCI pH 8,0 20 mM TEA pH 8,0

10 % (w/v) Saccharose 10 % (w/v) Saccharose 10 % (w/v) Saccharose
10 uM ZnCl, 10 uM ZnCl> I mM DTT

I mM DTT I mM DTT 0,2 mM AEBSF

2 pg/ml Leupeptin
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6.8.2 Heparin-Sepharose

In dieser Arbeit erfolgte der Einsatz einer 5 ml HiTrap-Heparin-Séule als ein Reinigungsschritt
fiir mCF3/4. Die Proteinlosungen wurden vorher gegen 75 mM KCI dialysiert und bei dieser
Salzkonzentration auf die Sdule geladen. Die Sdule wurde mit einem Gradienten iiber

15 Sdulenvolumen bis 500 mM KCl entwickelt mit abschlieBender Stufenelution bis 1 M KCl.

Heparin-Puffer:

0-1000 mM KCl

20 mM Hepes pH 8,0
10 % (w/v) Saccharose
10 uM ZnCl>

I mM DTT

6.8.3 GroBenausschlusschromatographie

In dieser Arbeit wurden eine kommerzielle Superdex200 10/30 HR, eine kommerzielle
Superose6-Gelfiltrationssdule (24 ml) sowie eine selbstgepackte Superose6-Sdule (49 ml;
Florian Kluge) verwendet. Es wurden maximal 2 % des Sédulenvolumens geladen und mit einer
Fliegeschwindigkeit von 0,2-0,25 ml/min entwickelt. Die Elution erfolgte in 30-60
Fraktionen.

Fiir die mCF3/4 Reinigung ist das Ammoniumsulfat-Pellet in 500 pl Gelfiltrationspuffer (siehe
unten) resuspendiert, anschlieBend fiir zehn Minuten bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand auf die Superose6 geladen worden.

Fiir die CTD-Reinigungen sind einzelne GSH-Sepharose Fraktionen fiir 15 Minuten bei
20.000 g und 4 °C zentrifugiert und auf eine Superdex200 geladen worden.

Gelfiltrations-Puffer mCF Gelfiltrations-Puffer CTD
200 mM KCI 100 mM KCI

20 mM Hepes pH 7,9 50 mM Tris/HCI pH 7,5

10 % (w/v) Saccharose 10 % (v/v) Glycerin

10 uM ZnCI12 5mM DTT

I mM DTT
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6.9 Abspaltung von RBBP6-Fusionsproteinen (MBP/MBP-SNAP)

Fiir die Abspaltung der MBP-Fusion von RBBP6 wurden 140 pmol MBP-RBBP6 (full-length)
nach der Anionenaustauscherchromatographie mit 8 pmol GST-Prescission-Protease und
I mM DTT fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur rotierend inkubiert. AnschlieBend wurden
20 pl dquilibrierte Amylose-Matrix (NEB) sowie 10 ul GSH-Sepharose hinzugefiigt und erneut
zwei Stunden inkubiert. Die Spaltung wurde mittels SDS-PAGE dokumentiert. Die
Aquilibrierung der Siulenmatierialien erfolgte mit Resource Q Puffer bei 150 mM KCI und

0,1% Tween-20.

Fiir die Abspaltung der MBP-Fusion von SNAP gefiarbten RBBP61.340 (SNAP-Firbung erfolgte
nach Hersteller Vorgaben; NEB) wurden 1,8 nmol des Proteins fiir eine Stunde mit 150 pl
dquilibrierter Amylose-Matrix (NEB) bei Raumtemperatur rotierend inkubiert. Das
Sdulenmaterial wurde zweimal mit CDB200 gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pmol GST-
Prescission-Protease in 200 pl CDB200 hinzugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 20 pl GSH-Sepharose hinzugegeben und weiter 30 Minuten
inkubiert. Die Spaltung wurde mittels SDS-PAGE dokumentiert und die Funktionalitit des

Proteins in einem Spaltassay getestet.

6.10 Dephosphorylierung von Proteinen

Fiir die Dephosphorylierung wurden 10 pmol der 3‘-Prozessierungsfaktoren bzw. 30 pmol der
RNA Polymerase [I-CTD mit 2,5 Units Quick CIP (NEB) fiir 30-120 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Als Puffer kam Cutsmart (NEB) zum Einsatz. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden
Aliquots der Reaktion entnommen, mit 2x SDS-Ladepuffer versetzt und auf einer SDS-PAGE
analysiert. Die Dephosphorylierung wurde anhand einer beschleunigten Wanderung der
Proteine sowohl mit Coomassie-Brilliantblau-Férbung als auch mittels Western Blot

nachgewiesen.

Dephosphorylierung

10 pmol Protein / 30 pmol Sf21-CTD
2,5 U Quick CIP

(1x) Cutsmart

ad ddH»0
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6.11 Rekombinante Proteine

RBBP6

Protein: RBBP6 1.53; RBBP6 1.322; RBBP6 1.340; RBBP6 1= Ursprung: diese Arbeit
375; RBBP6 1.431; RBBP6 1.490; RBBP6 1.616; RBBP6 1.679;

RBBP6 1.730. RBBP6 1.962; RBBP6 1.1220; RBBP6ArRING, MBP-

RBBP6r.; GFP-RBBP6r; RBBP6 151; MBP-RBBP6340;

MBP-RBBP6r.;  MBP-SNAP-RBBP634p; MBP-SNAP-

RBBP6rL

Reinigungsverfahren:

* Expression C-terminaler Deletionen aus 500 ml Sf21-Zellen oder 800 ml E. coli; GFP-
RBBP6 aus 400 ml Sf21-Zellen, MBP- und RBBP6 ARING aus je 800 ml Sf21-Zellen, MBP-
SNAP-Varianten aus 1 1 Sf21-Zellen

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 200 mM KCl, 10 % Saccharose (bei Reinigung aus
Sf21-Zellen) /Glycerin (bei Reinigung aus E. coli)

* Nickel-Affinitdtschromatographie

* Dialyse gegen Lysispuffer mit 50 mM KCl und 10 % Saccharose

* Resource Q Anionenaustauschchromatographie

+ ggf. Spaltung des MBP-/ MBP-SNAP-Tag (siche 6.9 Abspaltung von RBBP6-
Fusionsproteinen (MBP/MBP-SNAP))

mPSF/mPSFAhfipl/mPSFACPSF4

Untereinheiten: CPSF1; WDR33; hFipl Isoform Ursprung: F. Kluge, U. Kiihn, A.-K.
1; CPSF4; Hoffmeister, diese Arbeit

Reinigungsverfahren:

* Expression aus 1,6 1 Sf21-Zellen

* Lysispuffer: 50 mM TEA-Puffer pH 8,0, 250 mM KCl, 10 % Saccharose
* DEAE-Sepharose-Séule (Anionenaustauscherchromatographie)

» Mit dem Durchfluss Nickel-Affinitdtschromatographie

* Dialyse gegen Lysispuffer mit 150 mM KCI

* Flag-Affinitdtschromatographie

* Dialyse gegen FLAG-Puffer mit 25 mM KCl und 4 mM DTT

* Zusatz von 1 % Tween-20 fiir Lagerung
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hFip1

Proteine: hFip1 Isoform 1; hFip1 Isoform 4 Ursprung: L. Schonemann,

diese Arbeit

Reinigungsverfahren:

* Expression aus 400 ml (hFip1 Isoform1) und 800 ml (hFip1 Isoform 4)

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM KClI, 10 % Saccharose

. Strep-Tactin-Sepharose (Affinitdtschromatographie) (siehe 6.7.2 Strep-
Affinititschromatographie)

mCF3 WT/A; mCF4 WT/A

Untereinheiten: =~ CPSF2; CPSF3 oder CPSF3 Ursprung: F.Kluge, P.

D75K/H76A; Symplekin; fir mCF3 Schifer, diese
auch CstF2 Arbeit
Reinigungsverfahren:

* Expression aus 1,6 1 Sf21-Zellen

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI1 pH 8, 75 mM KCl, 10 % Saccharose, 10 pM ZnCl

* DEAE-Sepharose-Siule (Anionenaustauschchromatographie; Elution mit einem Gradienten
von 6 Sdulenvolumen bis 600 mM KCI in Anionen-Puffer (Tris/HCI)

* Dialyse gegen 75 mM KCl Heparin-Puffer

* Resource S-Séule (Kationenaustauschchromatographie)

* Durchfluss auf zwei 5 ml HiTrap Heparin-Séulen

* Féllung mit 50 % (NH4)2SO4

In Gelfiltrations-Puffer (siche 6.8.3 GroBlenausschlusschromatographie) resuspendiertes

Pellet auf 24 m1/49 ml Superose6 10/300-Saule (GroBenausschluss-chromatographie)
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CstF/CstFt/CstFAS0/CstFtAS0/CstF64/CstF50

Untereinheiten: CstF77; CstF64 oder CstF64t; CstF50;  Ursprung: C. Tiiting, diese
Arbeit

Reinigungsverfahren: « modifiziert nach Schifer et al. 2018

* Expression aus 800 ml Sf21-Zellen; CstFA50/ CstFtA50 aus 400 ml Sf21-Zellen

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 200 mM KCl, 10% Saccharose, 10 mM Imidazol

» Modifikationen: Der Lyse-/Wasch-Puffer enthielt bereits 10 mM Imidazol. Auf EDTA und
NP-40 wurde verzichtet. Nickel-Eluat-Fraktionen wurden auf 75 mM KCl verdiinnt und nicht
dialyisert. Gradient der Anionenaustauscherchromatographie: 10 Sdulenvolumen bis

500 mM KCl gefolgt von einer Stufenelution bis 1 M KCI.

CstF50

Protein: CstF50 Ursprung: diese Arbeit

Reinigungsverfahren:

* Expression aus 250 ml Sf21-Zellen

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 200 mM KCI, 10% Saccharose
» Strep-Tactin-Sepharose (Affinititschromatographie)

* Resource Q-Séule (Anionenaustauscherchromatographie)

CF II/CF II AN769

Untereinheiten: Pcf11 oder Pcf11AN769; Clpl Ursprung: F. Kluge

Reinigungsverfahren: nach Schéfer et al. 2018

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8, 200 mM KCl, 10% Saccharose

* Nickel-Affinitidtschromatographie

* Dialyse gegen Lysispuffer mit 150 mM KCI

. MonoQ-Siule (Anionenaustauscherchromatographie) (siehe 6.8.1

Anionenaustauschchromatographie)

CF1

Untereinheiten: CF I 86; CF I 25; Ursprung: P. Schifer

Reinigungsverfahren: « Schifer et al., 2018
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PAP/PAP D115A/PAP513

Protein: PAP-a: WT; PAP-a D115A; PAP-a 513 Ursprung: F. Kluge, A.
Knoth, U. Kiihn

Reinigungsverfahren:

* Lysispuffer:50 mM Tris/HCI pH 8, 300 mM KCI, 10% Glycerin

* Nickel-Affinitidtschromatographie

* Dialyse gegen Anionen-Puffer (Tris/HCI) mit 50 mM KCl;

* MonoQ-Siule (Anionenaustauscherchromatographie)

* Dialyse gegen Heparin-Puffer mit 50 mM KCI (siche 6.8.2 Heparin-Sepharose)
* 1 ml HiTrap Heparin-Séule in Heparin-Puffer + 2 mM DTT

C-terminale Doméine der RNA Polymerase 11

Protein: CTD Ursprung: J. Buhl, U.
Kiihn, diese
Arbeit
Reinigungsverfahren:

* Lysispuffer:50 mM Tris/HCI pH 7,5, 300 mM KCI, 10% Glycerin
» GSH-Sepharose
* Superdex200 Gelfiltration (siche 6.8.3 Grofienausschlusschromatographie)

Phosphatase 1 a -Komplex

Untereinheiten: Tox4; mPnuts; WDRS&2; PPla Ursprung: A.-K.
Hoffmeister,
diese Arbeit

Reinigungsverfahren:

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 200 mM KCI, 10% Saccharose, 10 uM ZnCl,

20 mM Imidazol

* Nickel-Affinitdtschromatographie (siehe 6.7.1 Nickel-NTA-Affinititschromatographie)
* Flag-Affinitdtschromatographie (siche 6.7.3 Flag-Affinititschromatographie)

152



- Methoden -

Ssu72

Protein: Ssu72 Ursprung: G. Scholz, U.
Kiihn

Reinigungsverfahren:

* bakterielle Expression 16 °C iiber Nacht- in SB-Medium induziert mit 0,5 mM IPTG

* Lysispuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 10% Glycerin

* Nickel-Affinitdtschromatographie nach Zhang et al. 2011

» Zwei Stunden Dialyse gegen 100 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM 2-
Mercaptoethanol und SUMO-Protease

Nickel-Affinitdtschromatographie

XRN2 WT/A

Protein: XRN2; XRN2 D235A Ursprung: diese Arbeit

Reinigungsverfahren:

* Lysispuffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 200 mM KCI, 10% Saccharose, 3 mM MgClz, 10 uM
ZnCl,, 10 mM Imidazol

* Nickel-Affinitidtschromatographie

* Dialyse gegen Lysispuffer mit 75 mM KCl

* 1 ml MonoQ-Séule (Anionenaustauscherchromatographie) mit einem Gradienten bis
500 mM {iber 15 Sdulenvolumen und einem Gradienten bis 1 M KCl iiber 3 Sidulenvolumen

(siche 6.8.1 Anionenaustauschchromatographie)

PABPN1

Protein: PABPNI1 Ursprung: U. Kiihn

Reinigungsverfahren: ¢ Kiihn et al., 2009
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CDC73

Protein: CDC73 Ursprung: M. Schmidt, U.
Kiihn

Reinigungsverfahren:

* Expression aus 400 ml Sf21-Zellen

* Lysispuffer:500 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,5, 300 mM KCI, 10% Glycerin, 10 mM
Imidazol

* Nickel-Affinitdtschromatographie Elution mit 500 mM Imidazol

* Nickel-Elutions-Fraktion auf 100 mM KCI verdiinnt

* Iml Resource Q-Sdule (Anionenaustauscherchromatographie) (siche 6.8.1

Anionenaustauschchromatographie)

6.12 Aktivititsassays

6.12.1 3* mRNA-Spaltassay

Fir die Analyse der AAUAAA-abhdngigen Spaltung der Pri-mRNA wurde radioaktiv
markierte Substrat-RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 pl eingesetzt. Vor Beginn der
Reaktion wurden Proteinverdiinnungspuffer (CDB200) und Spaltpuffer in einem
Reaktionsgefdl vorgelegt, bevor der Proteinmix hinzugefiigt wurde. Die standardmiBige
Salzkonzentration betrug ca. 100 mM KCI. Fiir verwendete Proteinpraparationen wurden auf
I uM in CDB200 eingestellte Vorverdiinnungen eingesetzt. Zum Unterbinden von
Polyadenylierung der Substrat-RNA bzw. des 5°-Spaltproduktes enthielt der Spaltpuffer
entweder 3°-dATP (Cordycepin) anstelle von ATP oder enzymatisch nicht aktive Poly(A)-
Polymerase (D115A) anstelle von PAP Wildtyp. Auch fiir Reaktionen mit HeLa-Kernextrakt
(Ipracell; nicht dialysiert) wurde Cordycepin verwendet. Die RNA wurde fiir zwei Minuten auf
95 °C erhitzt, auf Eis abgeschreckt und der Reaktionsmischung hinzugefiigt, wodurch die
Reaktion gestartet wurde. Das Reaktionsgefdall wurde sofort bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zusatz von 80 pl Proteinase K-Puffer [1x] mit 0,1 g/l Glykogen gestoppt,
normalerweise nach einer 60-miniitigen Inkubation. Es folgte eine Verdauung mit Proteinase K
(0,2 g/1) von 30 Minuten bei 37 °C. AnschlieBend wurde die RNA mit Ethanol gefillt und in
entweder 2 ul 10 mM Hepes, pH 7,0, und 4 pl Formamid-Ladepuffer oder direkt in 6 pl
Formamid-Ladepuffer aufgenommen. Zur elektrophoretischen Auftrennung der Substrat RNA
von dem 5°- bzw. 3‘-Fragment wurde ein 6 % Polyacrylamid-Harnstoffgel verwendet. Fiir die

Auswertung wurde das Gel einer Autoradiographie unterzogen, auf einem Phosphorlmager
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gelesen und mittels ImageQuant Software analysiert. Fiir die Quantifizierung der Spaltung

wurde das Hintergrundrauschen von dem verbliebenen Substrat und 5’-Fragment abgezogen.

Da das 3°-Spaltfragment zu einem erheblichen Teil abgebaut wird, wurde mit Hilfe der

gemessenen Menge des 5°-Fragments die erwartete dquimolare Menge des 3’-Fragmentes

errechnet. Die Spaltung wurde durch die Division der Summe der beiden Fragmente durch die

Summe aus ungespaltener RNA und beiden Fragmenten berechnet.

Spaltreaktion [1x]

[10 x] RNA-Mix (2 pl)

Proteinmix (4-8 pl)

[2,5x]/[5x] Spaltpuffer (8 nl/4 pul)

Proteinverdiinnungspuffer (ad 20 pl)

RNA-Mix [10x] Protein-Mix Spaltpuffer [2,5x] Proteinverdiinnungs
puffer CDB200
500 fmol RNA 50 fmol mPSF 50 mM Hepes- 200 mM KClI
1,25 pg/ul tRNA 500 fmol mCF KOH pH 8 50 mM Hepes-KOH
(E. coli) 500 fmol CstF 5mM DTT pHS8
ad Hepes-KOH 500 fmol CF I 2,5 mM MgCl, 10 % (v/v) Glycerin
pH 7,9 [10 mM] 500 fmol CF 11 1,25 mM ATP/ 0,1 % (v/v) Tween20
500 fmol 3’dATP 0,5 mM EDTA
PAP/PAPDI15A 1,25 M TMAO/ 0,2 g/l RNase-freies
2500 fmol RBBP61340 10 % (v/v) PVA BSA
8 U RNasin I mM DTT
ad CDB200

Proteinase K Puffer [2x]

200 mM Tris/HCI pHS8
25 mM EDTA

300 mM NaCl
2 % (w/v) SDS

Proteinase K Reaktion

20 pl Spaltreaktion
50 pul Proteinase K Puffer

[2x]

0,2 g/l Proteinase K
0,1 g/l Glykogen
ad 100 pl ddH20
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6.12.2 Prizipitationsassays

Zur Analyse der Prézipitation von RNA widhrend der Spaltreaktion wurde, wie bereits
beschrieben, ein Spaltassay, durchgefiihrt. Die Reaktionsmischungen wurden nach 15 oder 60
Minuten Inkubation fiir zwei Minuten bei ca. 20.000 g zentrifugiert, und das Prézipitat wurde
vom Uberstand getrennt. AnschlieBend wurden sowohl Prizipitat als auch der Uberstand mit
Proteinase K-Puffer versetzt und die Reaktionen dadurch gestoppt. Das weitere Verfahren

erfolgte wie im 3‘-mRNA-Spaltassay.

Fiir die Analyse der Protein-Prazipitation wihrend der Reaktion wurde anstelle von 50 fmol
radioaktiv markierter RNA 500 fmol unmarkierte Substrat-RNA verwendet. Auerdem wurde
die Menge an mPSF ebenfalls auf 500 fmol erhdht, so dass RNA und alle Proteinfaktoren in
dquimolaren Mengen vorlagen. Lediglich RBBP6 war mit 2500 fmol hoher konzentriert. Die
Reaktionen wurden nach 15 Minuten fiir zwei Minuten bei 20.000 g zentrifugiert und Prézipitat
wurde vom Uberstand getrennt. Das Priizipitat wurde in [1x] Reaktionspuffer aufgenommen.
AnschlieBend wurden die einzelnen Proben mit [2x] SDS-Probenpuffer versetzt. Rektionen, die
PEG6000 oder PVA als crowding Reagenz enthielten, wurden vor dem Zusatz von SDS-
Probenpuffer einer Aceton-Féllung (PEG) oder einer TCA-Fillung (PVA) unterzogen.
Wihrend PEG bzw. PVA im Uberstand blieben, konnten die Proteine so gefillt werden. Die
Auftrennung und Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese und
anschlieBender Silberfarbung.

Reaktionspuffer [1x]

2 ul RNA-Mix

4 ul [5x] Spaltpuffer

10 ul CDB200

ad 20 pl ddH20

6.12.3 Polyadenylierungsreaktion

Polyadenylierungsreaktionen erfolgten nach den Angaben von Schonemann et al. 2014.
Reaktionen wurden bei 37 °C fiir ca. 5 Minuten vorinkubiert und durch ATP-Zugabe gestartet.
Titrationen wurden fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Eine Polyadenylierungsreaktion enthielt 4 nM Substrat-RNA und 0,2 nM PAP. Jeweils eine
Kontrollreaktion enthielt 2 nM PAP (10x). mPSF wurde dquimolar zur RNA und PABPNI im
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Uberschuss (50 nM) eingesetzt. Proteine wurden mit FBK-50-Puffer verdiinnt. Nach Ablauf
der Inkubation wurden die Reaktionen gestoppt, wie fiir die Spaltungsreaktion beschrieben. Die
Proteine wurden mit Proteinase K verdaut und die RNA wurde mit Ethanol prazipitiert,
abzentrifugiert und in 2 pl Hepes (10mM, pH7,9) und 4 pul Formamid-Ladepuffer
aufgenommen. Die Proben wurden zwei Minuten bei 95 °C erhitzt und bis zum Beladen eines
denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-Gels auf Eis gehalten. Fiir die Auswertung wurde
das Gel einer Autoradiographie unterzogen, auf einem Phosphorlmager gescannt und mittels

ImageQuant Software analysiert.

[1x] Polyadenylierungsreaktion [2x] SPAB FBK-50-Puffer
4 nM L3Pre/L3preAlS 50 mM Hepes pH 7,9 50 mM KCl
0,2 nM PAP 100 mM KCI 50 mM Tris/HCI pH 8,0
4 nM mPSF 4% (w/v) PEG6000 10 % (v/v) Glycerin
50 nM PABPNI1 0,1 mM EDTA 0,2 g/l BSA (RNase frei)
[1x] SPABP 0,02 % (v/v) NP-40 0,01 % (v/v) NP-40
8 U RNasin 0,8 g/L BSA (RNase I mM EDTA
frei) I mM DTT
0,5 mM ATP 20 % (v/v) Glycerin
ad 20 pl H20 4 mM MgCl
2 mM DTT
Stopp-Mix
[1x] Proteinase K Puffer
0,2 g/l PK
0,1 g/l Glykogen
ad ddH»0
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6.12.4 Filterbindung

Als schnelle Methode fiir die Analyse von RNA-Protein-Interaktionen diente der
Nitrozellulose-Filterbindungsassay. Dabei wird die apparente Affinitit verschiedener
Proteinpriparationen fiir unterschiedliche RNA-Substrate bestimmt.

Fiir die Experimente wurde der Spaltpuffer ohne crowding-Reagenz und mit zusétzlich
100 mM NaCl verwendet. Proteinverdiinnungen erfolgten in dem bereits beschriebenen
Proteinverdiinnungspuffer CDB. Allerdings wurden 100 mM NaCl anstelle von KCI
verwendet. Als Substrat diente die radioaktiv markierte SV40/ate Wildtyp-RNA. Diese wurde
vor Beginn der Experimente fiir zwei Minuten bei 95 °C erhitzt und danach auf Eis
abgeschreckt. Anschlieend wurde die RNA mit konstanter Konzentration in 36 ul Puffer
vorgelegt. Die Bindungsreaktionen (Gesamtvolumen = 40 pl) wurden durch Zugabe von
Protein mit steigenden Konzentrationen gestartet. Nach einer Inkubation von 20-30 Minuten
bei Raumtemperatur wurden 90 % jeder Reaktionsmischung auf einen Nitrozellulosefilter
appliziert (vorher in Waschpuffer mit 5 ng/ul E. coli-trRNA inkubiert) und unter Vakuum
abgesaugt. Nicht gebundene RNA wurde durch Waschung mit 5 ml eiskaltem Waschpuffer
entfernt. Die von den Proteinen gebundene und dadurch auf dem Filter zuriickgehaltene RNA

wurde anschlieBend per Szintillationszdhlung quantifiziert.

Zur Kontrolle wurden mindestens drei Reaktionen ohne Protein mitgefiihrt, die zur Ermittlung
der Hintergrundbindung dienten. Fiir die Ermittlung der Gesamtradioaktivitit wurden
wiederum zwei Reaktionen ohne Protein verwendet, welche jedoch nicht auf den Filter
appliziert, sondern direkt in ein Szinitillationsgefal} tiberfiihrt wurden. Mit Hilfe dieser zwei

Reaktionen kann die spezifische Radioaktivitit der Substrat-RNA berechnet werden:

Atotal

Aspez. =
Nsubstrat RNA

Uber die spezifische Aktivitit kann die Menge an proteingebundener RNA fiir die anderen

Reaktionen ermittelt werden:

_ Agebundene RNA
ngebundene RNA — A

spez.

Die Auswertung der Daten erfolgte {iber den Solver von Microsoft Excel zum Ldsen einer
quadratischen Gleichung mit zwei Unbekannten. Der hyperbole Kurvenverlauf ergab sich aus
der Auftragung der eingesetzten Proteinmenge (X-Achse) gegen die Menge an gebundener
RNA (Y-Achse). Hierbei entspricht die Konzentration des Proteins bei halbmaximaler RNA-

Bindung dem apparenten Kso. (Da die eingesetzten RNA-Konzentrationen unterhalb der Kso
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und unterhalb der eingesetzten Proteinkonzentrationen lagen, konnte der Unterschied zwischen
freiem Protein und Gesamtprotein vernachlissigt werden.) Zur Bestdtigung des hyperbolen Fits
wurde eine Linearisierung mittels doppelt reziproker Auftragung nach Lineweaver-Burk

verwendet.

Das Verfolgen der RNA-Bindungsaktivititen {iber das Sédulenprofil der finalen mCF- oder
RBBP6,.780-Chromatografie wurde analog zu dem oben beschriebenen Filterbindungsassay
durchgefiihrt. Allerdings wurde die eingesetzte Konzentration von SV40/ate auf 10 nM erhoht
und zusammen mit 2 U RNasin (NEB) und Spaltpuffer ohne crowding Reagenz vorgelegt. Mit

5 pl der unverdiinnten Proteinfraktion wurde die Reaktion gestartet.

Spaltpuffer Waschpuffer

100 mM NacCl 100 mM NacCl

20 mM Hepes pH 7,9 50 mM Tris/HCI pHS,0
1 mM MgCl 1 mM EDTA

0,5 mM ATP

0,04 % (v/v) Tween 20

2 mM DTT

6.13 Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Analyse der Prizipitation von Proteinen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops wurden
Spaltreaktionen angesetzt, bei denen ein Prozessierungsfaktor mit einem GFP-Fusionsanteil
markiert war. Der Reaktionsstart erfolgte durch Zusatz von RNA. Sofort wurde 5 pl der
Reaktionsmischung auf einen p-Slide 18 well/ Glasboden-Objekttrager (Ibidi) gegeben und
unter das Mikroskop gelegt. Die Temperierung des Mikroskops betrug konstant 30 °C um
exakte Spaltbedingungen zu simulieren. Die Bildung sichtbarer Prizipitate wurde fiir 15 bis 30
Minuten verfolgt und photographisch dokumentiert.

Fir die Analyse der Ko-Prizipitation von zwei unterschiedlichen Prozessierungsfaktoren
wurden zusitzlich zu einem GFP-markierten Prozessierungsfaktor entsprechende Mengen
SNAP-fusioniertes RBBP6 mit SNAP-Surface549 (NEB) markiert (Markierung nach
Herstellerangaben [5]) zugesetzt. Zur Detektion der Ko-Préizipitation von Proteinfaktoren mit
der Substrat-RNA wurden 2 pmol fluoreszenzmarkierte Cy5-DNA-Oligomere eingesetzt, die

zu verschiedenen Bereichen der Substrat-RNAs komplementir waren.

159



Diese Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Uwe Kiihn und der Core Facility
Imaging des Charles-Tanford-Proteinzentrums durchgefiihrt. Die Mikroskopie wurde von Dr.

Nadine Bley ausgefiihrt.
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9 Anhang

9.1 Zusitzliche Abbildungen
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Abbildung 9.1: Sequenzvergleich des N-Terminus von RBBP6 zwischen dem humanen und dem
Backerhefe Protein Mpe1

Dargestellt ist der Aminosaure-Sequenzvergleich des N-Terminus von RBBP6 und dem Homolog aus
Hefe Mpe1. Identische Aminosauren dunkelblau unterlegt. Die drei strukturierten Domanen DWNN,
CCHC zinc knuckle und RING-Finger sind rot umrandet. Erstellt mit Jalview.
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Abbildung 9.2 Heterogenitét der Spaltprodukte

(A) Vergleich der Spaltkinetik mit einer SV40/ate Substrat-RNA mit und ohne 5'-Cap-Struktur. HelLa-
Kernextrakt (NXT) diente als Positivkontrolle und eine partiell hydrolysierte RNA (5-markiert; OH") als
Demonstration zur Auflésung einzelner Nukleotide. Experiment von Florian Kluge. (B) Spaltkinetik zur
Analyse des 3‘-Spaltfragments. Die Reaktionen wurden entweder mit einer Wildtyp (WT) oder mutiertem
(MUT) mCF3-Praparation und unmarkierter Substrat-RNA durchgefihrt. Zum Vergleich des 3'-
Fragments ist ein synthetisches Fragment geladen worden. Die Spaltung wurde mit Hilfe einer primer
extension Reaktion dargestellt. Experiment von Florian Kluge.
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Abbildung 9.3: ResourceQ-Reinigungen von RBBP61.340 und RBBP61.780

Gezeigt sind die Chromatogramme der Resouce Q Anionenaustauschchromatographien von RBBP61-
340 aus E. coli und Sf21-Zellen sowieRBBP61.7s0. Die Anionenaustauschchromatographie stellte den

zweiten und letzten Schritt der Reinigungen aller RBBP6-Varianten dar. Die Absorption in mAU wurde
fur eine Wellenlange von 280 nm in blau und fir eine Wellenldnge von 260 nm in rot abgebildet.
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Abbildung 9.4: Titrationen einzelner PM-Komponenten zeigen bei niedriger Konzentration
bereits Sattigung der Spaltaktivitat

Spaltanalyse der Titration von 3‘-Prozessierungsfaktoren (auBer mPSF und mCF3) auf SV40/ate,
dargestellt in einem Autoradiogramm einer 6%igen denaturierenden PAGE. Fir RBBP6 sind die ko-
exprimierten Praparationen mit ThoCl und CF | verwendet worden. Der Proteinmix (PM) ist konstant bei
1000 fmol und beinhaltet neben den kanonischen Komponenten 100 fmol CTD, die Ni-NTA-Fraktion der
ko-gereinigten RBBP6-Variante mit ThoCl (ca. 20 fmol) und 100 ng Kreatinkinase. Als Kontrollen
wurden zwei verschiedene Mengen des vollstandigen Proteinmixes (PM; 500 und 1000 fmol) sowie
HelLa-Kernextrakt (NXT) verwendet worden. Die Grofien der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt. Die
Spalteffizienz ist unterhalb des Autoradiogramms angegeben.
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Abbildung 9.5: CF | ist abhdangig vom Sequenzmotiv UGUA

Analyse von CF | Titrationen mit unterschiedlichen Substrat-RNAs, dargestellt in einem Auto-
radiogramm einer 6%igen PAGE. Als Substra-RNAs wurden SV40late, L3 WT und zwei in den UGUA-
Bindungsstellen mutierten L3-Varianten verwendet. Die Punktmutationen fiihrten zu einem G nach C
(UcUA) Basenaustausch und 2x bzw. 3x MUT gibt die Anzahl der mutierten Bindungssequenzen an.
CF I wurde von 0 bis 2000 fmol titriert. Die Quantifizierung der Reaktion ist rechts graphisch dargestelit.
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Abbildung 9.6: Filterbindungsexperimente von CF | auf L3pre V2 und UGUA-Mutanten
Filterbindungsexperiment von CF | mit L3Pre V2 (®) sowie den UGUA-Mutanten. Die Mutante mit zwei
mutierten UGUA-Bindungsmotiven ist mit AA (M) und die Dreifach Mutante mit AAA (A)
gekennzeichnet. Die Stoffmenge der RNAs wurde auf 20 fmol (0,5 nM) erhéht. Die ermittelten
Bindungsaffinitaten (Kso) sind im Graphen angegeben.
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Abbildung 9.7: Western-Blot Analyse der unterschiedlichen CstF Praparationen
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Analyse der CstF (64/64), (t/t) und (64/t) in einem Fluoreszenz-Western. CstF77 bzw. CstF64 sind mit
einem schwarzen und CstF64t mit einem grauen Preil markiert. Die Inkubation mit dem primaren o-
Flag Antikérper (Sigma) wurde nach der Inkubation mit a-CstF77 (Abnova) und dem Strippen der
Membran durchgefiihrt. Die Molekulargewichte der Markerproteine sind links bzw. rechts der Membran

angegeben. Als sekundarer Antikdrper wurde ein a-Maus (Detektion bei 800 nm) verwendet.
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Abbildung 9.8: Proteinmix spaltet die HMOX-1-Pra-mRNA, aber nicht andere zellulare mRNA-
Vorlaufer

Analyse der Spaltaktivitdt des Standard-Proteinmixes (PM) auf verschiedenen Substrat-RNAs. Die
RNAs wurden auf einem 5%igen PA-Harnstoff-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie
detektiert. Neben der viralen SV40late RNA wurde eine SV40late Kontrolle (s. Haupttext), GAPDH-3"-
UTR, zwei chimare RNAs aus SV40 und GAPDH, HMOX1 und BIK als Substrate verwendet. Als
Kontrollen wurde ein kommerzieller HeLa-Kernextrakt (NXT; Ipracell) und ein weiterer NXT (NXT Keller;
Praparation 4.5.01) von der AG Keller (Basel) verwendet. Zusatzlich wurde in der jeweils letzten Spur
der verschiedenen Substrat-RNAs eine Komplementation aus PM und dem NXT Keller verwendet. Die
5-Spaltprodukte sind mit einem Stern gekennzeichnet. In diesem Experiment wurde TMAO als
crowding-Reagenz verwendet. Die GroRen der Markerbanden sind rechts aufgefiihrt.
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Abbildung 9.9: In WDR33 ist fiir die Polyadenylierung von pra-mRNAs nur die WD40-Domane
essentiell

Darstellung der Polyadenylierungskinetik von drei GFP-mPSF-Praparationen mit unterschiedlichem
WDR33 (WT, P, A) in An- und Abwesenheit von PABPN1 in einem Autoradiogramm einer 8%igen PA-
Harnstoff-PAGE. Die Kinetik wurde zwischen 0 und 10 bzw. 11 Minuten durchgefiihrt. Als Substrat-RNA
wurden 4 nM L3preA15, mPSF in dquimoloaren Mengen (4 nM), 0,2 nM PAP (1x), und 50 nM PABPN1
eingesetzt. Die 10x PAP Reaktion wurden mit 2 nM PAP durchgefiihrt. Mit Ausnahme der RNA allein
und 10x PAP wurden die Reaktionen mit 0,2 nM PAP (1x PAP) fir 11 Minuten inkubiert. GFP-markierte
Proteine sind in griin dargestellt. Die Kinetik mit der mPSF-Praparation, welche WDR33 A enthalt
stammt von einer separaten Reaktion. Die GroRRen der Markerbanden sind rechts aufgefuhrt.
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Abbildung 9.10: PM -IDR ist spaltaktiv auf SV40/ate auf GAPDH aber nicht

Autoradiogramm einer 6%igen PA-Harnstoff-PAGE zur Analyse des Proteinmixes ohne intrinsisch
ungeordnete Regionen auf SV40/ate und GAPDH sowie den zwei chimeren RNAs. Dabei wurden
Standardkonzentrationen (-IDR) oder Konzentrationen aus Boreikaite et al., 2022 (-IDR H) verwendet.
Als Kontrolle diente der kanonische Proteinmix (PM). Die GroRen der Markerbanden sind rechts
angegeben.
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Abbildung 9.11: WDR33 E zeigt liquid droplet Verhalten und Ansitze zum Ubergang zu solid-
states

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von WDR33 E in TMAO-haltigen Spaltpuffer (2,5 uM). (A)
Zeitliche Abfolge einer reversiblen liquid droplet Fusion. GFP ist in der Falschfarbe rot dargestelit. (B)
Vergleich zweier WDR33 E Reaktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (10 min (links) vs. > 1 h
(rechts)). (C) FRAP- (links) und half FRAP (rechts)-Experimente von WDR33 E nach ca. 30 Minuten
Reaktionszeit, dargestellt in der Falschfarbe rot. Die gebleichte Stelle ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung 9.12: mPSF ohne hFip1 ist aktiv in der Polyadenylierung und kann mit hFip1 Isoform4
komplementiert werden

Analyse einer Titration (0-10 nM) verschiedener mPSF-Praparationen in einem Polyadenylierungs-
assays, dargestellt in einem Autoradiogramm einer 8%igen denaturierenden PAGE. Als Substrat-RNA
wurden 4 nM L3preA15, 0,2 nM PAP (1x) eingesetzt.. Die 10x PAP Reaktion wurden mit 2 nM PAP
durchgefihrt. Mit Ausnahme der RNA allein und 10x PAP, wurden die Reaktionen mit 0,2 nM PAP (1x
PAP) fur 11 Minuten inkubiert.
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