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The size of poly(A)-RNA from polysomes and cell nuclei of the yeast Saccharomyces cerevisiae
was investigated. Pulslabelled cells (['*C]adenin) were cracked by the French press; polysomes
and nuclei were separately isolated and the RNA was finally extracted with phenol. The separation
of poly(A)-containing and poly(A)-lacking fractions was achieved by oligo(dT)cellulose. These
fractions were characterized by sedimentation analysis. The main portion of polysomal poly(A)-
RNA sedimented with a rate of 8 to 14S, whereas the poly (A)-RNA of nuclei exhibited a sedimen-
tation rate of 12 to 17S. Thus nuclear poly(A)-RNA is about 20—30% larger than polysomal

poly (A) -RNA.

Einleitung

Ein wesentliches Merkmal der in Kernen von Séu-
gerzellen nachgewiesenen HnRNA  (heterogenous
nuclear RNA) ist ihr GroBenunterschied (10 — 100 S)
im Vergleich zur cytoplasmatischen, ebenfalls
Poly(A)-Sequenzen enthaltenden mRNA (6 —
308)174.

Wir untersuchten, ob im Kern des unicelluldren
Eukaryonten Saccharomyces cerevisiae eine in ihrem
Sedimentationsverhalten der HnRNA entsprechende
Molekiilklasse nachgewiesen werden kann. Folgende
Untersuchungen sprachen dafiir, dafl in diesem Or-
ganismus eine wesentlich kleinere Poly(A)-haltige
Kern-RNA existiert: Udem und Warner ® zeigten im
Rahmen ihrer Arbeiten tiber rRNA-Vorldufermole-
kiile, daB Hefe keine HnRNA besitzt, die grofler als
35S ist. Vergleichbare Ergebnisse erzielten Firtel
und Lodish ¢ bei der Untersuchung des Schleimpil-
zes Dictyostelium discoideum. Dieser in seinem Ent-
wicklungsstadium mit der Hefe vergleichbare Euka-
ryont enthélt im Kern Poly(A)-RNA, die nur um
20% groBer ist als die cytoplasmatische mRNA.
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Abkiirzung: Poly(A)-RNA, RNA mit Poly-Adeninnukleotid-
Ketten.

Material und Methoden

a. Stamm, Zellanzucht

Fir alle Versuche wurde der diploide Stamm
RXII der Hefe Saccharomyces cerevisiae benutzt.
Aufbewahrung bei 4 °C auf Schrigagar, Vorkultu-
ren fir 24 h in 5 ml Vollmedium (2% Glucose, 1%
Yeast Extract (Difco), 0,5% Pepton in entionisier-
tem H,0). Die Hauptkultur wuchs bei 30 °C in 2,51
GYNP-Medium (2% Glucose, 10% Yeast Nitrogen
Base (Difco), 0,5% Pepton in entionisiertem H,0)
auf.

b. Aufnahmeversuche

Die in der spiten log-Phase (108 Zellen/ml) ge-
ernteten Zellen wurden in Glucose-Citratpuffer (2%
Glucose, 17,5 mm Citronensaure, 32,5 mM Natrium-
citrat, pH 5) aufgenommen. Einstellung des Zell-
titers auf 2 10% Zellen/ml, 4 x 10% Zellen/ml und
8 % 108 Zellen/ml. Die Ansitze wurden bei 30 °C im
Wasserbad inkubiert. Vom Zeitpunkt 0 an wurden
alle 15min Proben entnommen und 0,25 uCi/ml
[1*C] Adenin (spez. Akt. 52 mCi/mm) (CIS) zuge-
geben. Nach 5 min Markierung wurde die Aufnahme
des radioaktiven Adenin durch Zugabe von Eis ge-
stoppt. Die Zellen wurden bei 3000 x g, 0 °C nie-
dergeschlagen. Eine Probe des Uberstandes wurde
zur Radioaktivitdtsmessung entnommen. Die pelle-
tierten Zellen wurden in Glucose-Citratpuffer resus-
pendiert und ihre Radioaktivitat bestimmt. Wahrend
des gesamten Versuchsablaufs wurden alle 15 min
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Proben zur Bestimmung der optischen Dichte der
Zellsuspension (Titerbestimmung im Lange-Kolori-
meter) entnommen.

c. Pulsmarkierung und Polysomenisolierung

Die Zellen wurden in der frilhen log-Phase
(4 < 107 Zellen/ml) geerntet, gewaschen und in Glu-
cose-Citratpuffer aufgenommen (Titer 2 x 108 Zellen/
ml). Nach einer Stunde Vorinkubation bei 30 °C
wurden sie fiir 5 min mit 0,2 xCi/ml [*C] Adenin
(spez. Akt. 260 mCi/mm) (CIS) pulsmarkiert. Die
Aufnahme der radioaktiven Substanz wurde durch
Abkiihlen auf 0 °C und Zugabe von 200 ug/ml Acti-
dion (Serva) gestoppt. Nach 30 min wurden die ab-
zentrifugierten Zellen im Homogenisationspuffer
(30 mm Tris-HCl, 200 mm KCl, 5 mm MgCl,,
500 mM Saccharose, 20% Glycerin (v/v), 10 mM Mer-
captodthanol, 0,25 mm EDTA, pH 7,5) aufgenom-
men. Die Zellsuspension wurde in French-Press-Zel-
len (Colora) bei —180°C in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren und mit der French Press bei einem
Druck von 1260 psi aufgeschlossen. Die Zelltriimmer
wurden bei 17300 x g, 0 °C 10 min pelletiert. Der
Uberstand wurde mit 4-prozentigem, frisch angesetz-
tem Brij 58 in Lysispuffer (30 mM Tris-HCl, 50 mm
KCl, 5 mm Mg-acetat, 10 mm Mercaptoathanol, 0,25
mMm EDTA, pH 7,5) versetzt (Endkonz. 1% Brij 58).
Die Polysomen wurden 4 h bei 0 °C und 105 000 x g
im TI 50 durch ein Kissen von 1 ml 1,8 M und 1 ml
1M Saccharose in Puffer R, (30 mm Tris-HCI, 200
mM KCl, 5mM Mg-acetat, 10 mM Mercaptoathanol,
0,25 mm EDTA, pH 7,5) niedergeschlagen. Das Poly-
somenpellet wurde in aqua bidest auf 100 ODaggyp/
ml eingestellt.

d. Isolierung von Hefekernen 810

Die Zellen wurden in der spdten log-Phase
(108 Zellen/ml) geerntet, gewaschen und in Glucose-
Citratpuffer aufgenommen (Titer 2 x 108 Zellen/ml).
Nach 1h Vorinkubation bei 30 °C wurden sie fiir
2min mit 0,125 xCi/ml [**C] Adenin (spez. Akt.
260 mCi/mM) markiert. Nach Kiihlung auf 0 °C und
Zugabe von 200 ug/ml Actidion wurden die Zellen
im Homogenisationsmedium (5% PVP 40 (Fluka),
20% Glycerin (v/v), 1 M Sorbitol, pH 4) aufgenom-
men (1 Teil Homogenisationsmedium/1 Teil Zellsus-
pension). Nach Aufschluf} der Zellen mit der French
Press wurde die aufgetaute Suspension mit Homo-
genisationsmedium aufgefiillt und bei 1500 x g, 0 °C
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abge-
nommen und nochmals unter den gleichen Bedingun-
gen behandelt. Weitere Reinigung des Uberstandes
erfolgte auf einem Stufengradienten bestehend aus
4ml 61% Saccharose (w/w), 4ml 54% Saccharose
(w/w) +0,2% Triton X-100, 4 ml 40% Saccharose

(w/w) + 0,2% Triton X-100 in Mg-acetat-Puffer
(10mm Tris-HCl, 4 mm Mg-acetat, pH 7,8). Die
Zentrifugation erfolgte im SW 27 fir 15min bei
5000 rpm und nachfolgend fiir 90 min bei 27 000
rpm, 0 °C. Das aus Kernen bestehende Pellet wurde
in aqua bidest resuspendiert. Die Kernsuspension
wurde mit 1/10 Vol. 0,1 M MgCl,, 0,1 M Tris-HCI,
pH 7,6 und 20 ug/ml DNasel (reinst, Serva) ver-
setzt. Nach 30 min Inkubation bei Zimmertempera-
tur wurde die Enzymreaktion durch Kiihlung auf
0 °C gestoppt.

e. Phenolextraktionen

Die RNA der Polysomenfraktion wurde bei 4 °C
nach der Methode von Brawerman %> 12 mit Phenol
extrahiert. Die Phenolextraktion der Kernsuspension
erfolgte bei 60 °C nach einer Methode von Girard 3.
Die extrahierte RNA wurde mit 2,5 Vol. Athanol
abs. und 0,1 Vol. 1 M NaCl iiber Nacht bei — 20 °C

gefllt.

/. Trennung von rRNA und Poly(A)-RNA

Die Trennung der beiden RNA-Spezies erfolgte
nach einer Methode von Nakazato und Edmonds 4 15
unter Benutzung von Poly (dT) Cellulose (Searle).
Dazu wurde die gefillte RNA 25 min bei 3000 x g,
0 °C pelletiert und in 2,5 ml des von Nakazato ange-
gebenen Puffers aufgenommen. Wir arbeiteten mit
einer Konzentration von 20 — 25 Absorptionseinhei-

ten RNA/ml.

g. Sedimentationsbedingungen

Die getrennten Fraktionen wurden durch konti-
nuierliche Saccharosegradienten, bestehend aus 5 bis
30% Saccharose, in 20 mM Tris-HCl, 10 mm KCI,
pH 7,6 charakterisiert. Die Zentrifugation erfolgte
im SW 27 bei 27000 rpm, 5°C fur 15h in der
Beckman Ultrazentrifuge LB 65.

h. Radioaktivititsbestimmung

Die Radioaktivititsmessungen erfolgten mit 5 ml
Bray-Solution/1 ml Probe (6% Naphthalin, 0,4%
Omnifluor (NEN), 2% Athylenglykol, 10% Metha-
nol abs., gelost in Dioxan) im Beckman LS 233
Liquid Scintillation Counter.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Sub-
stanzen von der Firma Merck bezogen.

Ergebnisse und Diskussion

a. Versuche zur Priifung des optimalen Zeitpunkts
der Radioaktivititsaufnahme ([**C] Adenin) der
Hefezellen
Da die Poly (A)-RNA nur einen Bruchteil der Ge-

samt-RNA der Zelle ausmacht, wurden Versuche zur
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Abb. 1. Untersuchung zum Aufnahmeverhalten der Hefezellen bei Zugabe von [!*C]Adenin nach unterschiedlichen Vor-

inkubationszeiten. Die Zellen wurden in GYNP-Medium aufgezogen und in Glucose-Citrat-Puffer auf den entsprechenden

Zelltiter eingestellt. Nach einer Vorinkubation wurden alle 15 min Proben entnommen und radioaktiv markiert ([*C]Ade-

nin). Die Radioaktivitdt der abzentrifugierten Zellen (Z) und des Uberstandes (U) wurde bestimmt. Das Wachstum der

Zellen wurde im Lange-Kolorimeter durch Ermittlung der optischen Dichte (OD) verfolgt, —(O—; cpm der Zellen: —/\ —;
cpm des Uberstandes: —[]—.

optimalen Pulsmarkierung der Hefezellen unternom-
men. In mehreren Versuchsreihen wurden der opti-
male Zelltiter und die giinstigste Vorinkubationszeit
ermittelt. /

Es ergab sich, dall eine Vorinkubationszeit von
mindestens 30 min vor der Radioaktivitdtszugabe
notwendig war, um einen stoffwechselaktiven Zu-
stand der Zellen zu erreichen. Weiterhin wurde fest-
gestellt, dall die Dauer der optimalen Aufnahme-
{ahigkeit der Zellen fiir Adenin vom Zelltiter abhén-
gig war. Ein Anfangstiter von 2 x 108 Zellen/ml Puf-
fer erwies sich als fiir unsere Zwecke giinstigste Zell-
menge, denn so konnte die hochste spezifische Mar-
kierung der Zellen erreicht werden. Die Vorinkuba-
tionszeit wurde auf 1 h festgelegt.

Die in diesen Versuchen durchgefithrte Pulsmar-
kierung in Glucose-Citratpuffer erbrachte eine hohere
radioaktive Markierung der Zellen als methodisch
entsprechende Aufnahmeversuche in Vollmedium 16
und eine hohere radioaktive Markierung der Poly (A)-
RNA als die in friheren Experimenten benutzte
Methode nach vorheriger Cycloheximidbehand-
lung 1718 der Zellen.

b. Isolierung von Poly(A)-RNA aus Polysomen

Unsere Arbeitsgruppe beschiftigte sich mehrere
Jahre mit der Ausarbeitung einer geeigneten Metho-
de zur Polysomenisolierung aus Hefezellen. Es wur-

de eine Isolierungsmethode aus Protoplasten er-
probt, die sich jedoch als zeitlich zu aufwendig er-
wies 1718, Mit Hilfe der French Press konnten ein-
fach und reproduzierbar groBlere Mengen gut erhal-
tener Polysomen isoliert werden?. Zur RNA-Isolie-
rung benutzten wir die fir mRNA geeignetste Phe-
nolextraktion nach Brawerman !2. Ein Vergleich ver-
schiedener Methoden zur mRNA-Isolierung aus Hefe-
polysomen wurde in unserem Labor durchgefiihrt 1°.

Nach Trennung von rRNA (nicht an Poly(dT)-
Cellulose bindend) und Poly(A)-RNA wurden beide
Fraktionen sowie polysomale RNA als Kontrolle
durch Sedimentationsanalysen charakterisiert.

Auf Grund der Pulsmarkierung war die rRNA
nur wenig markiert, sie zeigte aber auffillig viel
Aktivitdt in den Fraktionen 15 —22. Da in diesem
Bereich der Hauptteil der Poly(A)-RNA bandete
(Abb. 2c¢), ist es wahrscheinlich, dal} es sich dabei
um mRNA-Material handelte, das entweder ohne
Poly (A)-Anteil vorlag oder um Poly(A)-RNA, die
nicht an die Poly(dT)-Cellulose gebunden wurde.
Fir mRNA aus HeLa-Zellen wurde das Vorhanden-
sein einer Population von mRNA-Molekiilen ohne
Poly (A)-Anteil nachgewiesen 2.

Abb. 2c zeigt die Poly(A)-RNA-Fraktion. Bei
einer Groflenverteilung von 4 —25S lag das Maxi-
mum im Bereich von 8 —14S. Aus dem Vergleich
der Gesamt-Impulse von polysomaler RNA und
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Abb. 2, a—c. Sedimentation von rRNA und
oD Poly(A)-RNA nach Trennung durch Oligo-
260 (dT) Cellulose (RNA aus Polysomen). Hefe-

4 e ™ zellen wurden nach einstiindiger Vorinkuba-
E o tion in Glucose-Citrat-Puffer 5 min mit [14C]-
e - x Adenin pulsmarkiert. Die Zellen wurden mit
N g der French Press aufgeschlossen. Die Polyso-
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Poly (A)-RNA ergab sich ein Anteil von +10% der
Poly (A)-RNA-Fraktion.

c. Isolierung von Poly(A)-RNA aus dem Zellkern

Zur Isolierung von Poly (A)-RNA aus Hefekernen
wurden die fir die cytoplasmatische mRNA-Isolie-

rung angewandten Methoden variiert® 9. Der Ein-
satz von DNase erwies sich als niitzlich, obwohl die
Hefezelle im Vergleich zur Saugerzelle relativ wenig
DNA enthilt. Die RNA-Ausbeute konnte durch enzy-
matischen Abbau der DNA um 13% gesteigert wer-
den. Die Anwendung der Hot-Phenol-SDS-Methode
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Abb. 3, a u. b: Sedimentation von Gesamt-
KernRNA und Poly(A)-RNA aus Hefekernen
nach Trennung durch Oligo (dT) Cellulose.
Hefezellen wurden nach einstiindiger Vorinku-
bation in Glucose-Citratpuffer 2 min mit [1*C]-
Adenin pulsmarkiert. Die Zellen wurden mit
der French Press aufgeschlossen. Die Zell-
kerne wurden iiber Saccharose-Stufengradien-
ten (mit 0,2% Triton X-100) gewonnen. Nach
DNase-Behandlung und Phenolextraktion (s.
Material und Methode) wurde Poly(A)-RNA
von der Kern-RNA durch Oligo (dT) Cellulose
abgetrennt. Die Sedimentation der Fraktionen
erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie
in Abb. 2: 5—30% Saccharose in Gradienten-
puffer, 15h bei 5°C, 2700 rpm im SW 27.
Sedimentation der a. Gesamt-KernRNA, Auf-
trag 250 ug RNA, b. Poly(A)-RNA, OD nicht
meBbar. cpm: — A —; OD2gonm: —O—.

cpm « 10-4

~
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zur Phenolextraktion 13 erhohte den RNA-Anteil nicht
wesentlich, hier wurde aber der grofite Teil der sonst
vorhandenen DNA nicht mitisoliert (statt 42% DNA-
Anteil bei kalter Phenolextraktion nur noch 6%
DNA-Anteil).

Durch eine Poly(dT)-Cellulose-Saulenchromato-
graphie 2! konnte Poly(A)-RNA in der RNA-Frak-

T

25
Frakt.

tion des Zellkerns nachgewiesen werden. Die Tren-
nung von TRNA und Poly(A)-RNA wurde entspre-
chend der oben fir die Polysomen beschriebenen
Methode !5 durchgefiihrt.

Die Sedimentationsanalyse ergab, daf} sich in der
Gesamt-KernRNA-Fraktion die rRNA und ihre Vor-
stufen befanden. Das wurde im Sedimentationsprofil
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Abb. 4. Vergleichssedimentation von Poly (A) -
RNA aus Polysomen (Abb. 2¢) und aus Ker-
nen (Abb. 3b). Die Poly(A)-RNA wurde je-

Vo O\ weils durch Oligo (dT) Cellulose abgetrennt.
~ v\ "\ Sedimentationsbedingungen: 5—30% Saccha-
V—V/Z/“"g/ % /v rose in Gradientenpuffer, 15 h bei 5 °C, 27000

rpm im SW 27. Poly(A)-RNA aus Polysomen:

a—
I I
1

—[—; Poly(A)-RNA aus dem Zellkern:
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durch die Verteilung der optischen Dichte wenig,
durch die breitere Sedimentationsverteilung des
radioaktiven Materials jedoch besser sichtbar (Abb.
3 a). Eine elektrophoretische Analyse dieser Frak-
tion zeigte die von Udem und Warner 5 postulierten
Vorstufen (20S, 27S, 35S) (ohne Abb.). Der Haupt-
teil der radioaktiven rRNA sedimentierte mit 18S
bei einer Verteilung von 4 — 35S. Die mit Hilfe von
Poly (dT)-Cellulose getrennte Poly(A)-RNA (Abb.
3b) sedimentierte zwischen 4 und 25S mit einem
Maximum zwischen 12 und 17S. Eine Vergleichs-
sedimentation von Poly(A)-RNA des Zellkerns und
des Cytoplasmas zeigte deutlich einen GroBenunter-
schied von 20 — 30%.
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