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The size of poly(A)-RNA from polysomes and cell nuclei of the yeast Saccharomyces cerevisiae 
was investigated. Pulslabelled cells ([14C]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 M erkmal der in K ernen von Säu­
gerzellen nachgewiesenen HnRNA (heterogenous 
nuclear RNA) ist ih r  Größenunterschied (10 — 100 S) 
im Vergleich zur cytoplasmatischen, ebenfalls 
P o ly(A )-Sequenzen enthaltenden mRNA (6 — 
30 S )1-4 .

W ir untersuchten, ob im Kern des unicellulären 
Eukaryonten Saccharom yces cerevisiae  eine in ihrem  
Sedim entationsverhalten der HnRNA entsprechende 
M olekülklasse nachgewiesen werden kann. Folgende 
U ntersuchungen sprachen dafür, daß in diesem O r­
ganism us eine wesentlich kleinere P oly(A )-haltige 
Kern-RNA existiert: Udem und W a rn e r5 zeigten im 
R ahm en ih rer A rbeiten über rRNA-Vorläuferm ole­
küle, daß Hefe keine HnRNA besitzt, die größer als 
35S ist. V ergleichbare Ergebnisse erzielten F irtel 
und Lodish 6 bei der Untersuchung des Schleimpil­
zes D ictyostelium  discoideum. Dieser in seinem E nt­
w icklungsstadium  m it der Hefe vergleichbare Euka- 
ryont enthält im K ern  Poly(A )-R N A , die n u r um 
20% größer ist als die cytoplasmatische mRNA.
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Material und M ethoden

a. S tam m , Zellanzucht

F ür alle Versuche w urde der dip lo ide Stamm 
R X II der Hefe Saccharom yces cerevisiae  benutzt. 
A ufbew ahrung bei 4 °C auf Schrägagar, V orkultu­
ren fü r 24 h in 5 ml Vollm edium  (2% Glucose, 1% 
Yeast E xtract (D ifco), 0,5%  Pepton in  entionisier- 
tem H20 ) . D ie H auptkultu r wuchs bei 30  °C in  2,5 1 
GYNP-M edium (2%  Glucose, 10% Y east N itrogen 
Base (D ifco), 0,5% Pepton in entionisiertem  H 20 )  
auf.

b. Aufnahm eversuche

Die in der späten log-Phase (108 Zellen/m l) ge­
ernteten Zellen w urden in  G lucose-Citratpuffer (2% 
Glucose, 17,5 mM Citronensäure, 32,5 mM N atrium ­
citrat, pH  5) auf genom men. E instellung des Zell­
titers auf 2 x 108 Zellen/m l, 4 x 108 Zellen/m l und 
8 x 108 Zellen/m l. D ie Ansätze w urden bei 30 °C im 
W asserbad inkubiert. Vom Zeitpunkt 0 an w urden 
alle 15 m in P roben entnom m en und 0,25 //C i/m l 
[14C] A denin (spez. Akt. 52 mCi/mM) (CIS) zuge­
geben. Nach 5 m in M arkierung w urde die Aufnahm e 
des radioaktiven A denin durch Zugabe von Eis ge­
stoppt. D ie Zellen w urden bei 3000  X  g , 0 °C n ie­
dergeschlagen. E ine P robe des Ü berstandes w urde 
zur R adioaktivitätsm essung entnom m en. Die pelle­
tierten Zellen w urden in G lucose-Citratpuffer resus- 
pendiert und ihre R adioaktiv ität bestim m t. W ährend 
des gesam ten V ersuchsablaufs w urden alle 15 min
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Proben  zur Bestim m ung der optischen Dichte der 
Zellsuspension (T iterbestim m ung im Lange-K olori­
m eter) entnommen.

c. P ulsm arkierung und P o lysom en iso lierun g  7

Die Zellen w urden in der frühen log-Phase 
(4 x 10' Zellen/m l) geerntet, gewaschen und in  Glu- 
cose-Citratpuffer auf genom men (T iter 2 x 108 Zellen/ 
m l) . Nach einer S tunde V orinkubation  bei 30 °C 
w urden sie fü r  5 m in m it 0,2 //C i/m l [14C] Adenin 
(spez. Akt. 260mCi/mM) (CIS) pulsm arkiert. Die 
A ufnahm e der radioaktiven Substanz w urde durch 
A bkühlen auf 0 °C und Zugabe von 200 //g /m l Acti- 
dion (Serva) gestoppt. Nach 30 m in w urden die ab ­
zentrifugierten Zellen im H om ogenisationspuffer 
(30 mM Tris-HCl, 200 mM KCl, 5 mM MgCl2 , 
500 mM Saccharose, 20% Glycerin (v /v ) , 10 mM Mer- 
captoäthanol, 0,25 mM EDTA, pH  7,5) aufgenom- 
men. Die Zellsuspension w urde in  French-Press-Zel- 
len (Colora) bei —180 °C in  flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren und m it der French Press bei einem 
Druck von 1260 psi aufgeschlossen. Die Zelltrüm m er 
w urden bei 17 3 0 0 x g ,  0 °C  10 m in pelletiert. D er 
Ü berstand w urde m it 4-prozentigem , frisch angesetz­
tem Brij 58 in Lysispuffer (30  mM Tris-HCl, 50 mM 
KCl, 5 mM M g-acetat, 10 mM M ercaptoäthanol, 0,25 
mM EDTA, pH  7,5) versetzt (Endkonz. 1% Brij 58). 
Die Polysom en w urden 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
1 M  Saccharose in  Puffer R 2 (30  m M  Tris-HCl, 200 
m M  KCl, 5 m M  M g-acetat, 10 m M  M ercaptoäthanol,
0,25 m M  EDTA, pH  7,5) niedergeschlagen. Das P oly­
somenpellet w urde in aqua bidest auf 100 ODgoonm/ 
ml eingestellt.

d. Iso lierung von  H efekernen  8-10

Die Zellen w urden in  der späten log-Phase 
(108 Zellen/m l) geerntet, gewaschen und in Glucose- 
C itratpuffer aufgenom m en (T iter 2 x 108 Z ellen /m l). 
Nach 1 h V orinkubation bei 30  °C w urden sie fü r
2 m in m it 0 ,125 /^Ci/ml [14C] A denin (spez. Akt. 
260m C i/m M ) m arkiert. Nach K ühlung auf 0 °C  und 
Zugabe von 200  /*g/ml A ctidion w urden die Zellen 
im H om ogenisationsm edium  (5% PV P 40 (F luka), 
20% Glycerin (v /v ), I m  Sorbitol, pH  4) aufgenom ­
men ( IT e i l  H om ogenisationsm edium /1 Teil Zellsus­
pension). Nach Aufschluß der Zellen m it der French 
P ress w urde die aufgetaute Suspension m it H om o­
genisationsm edium  aufgefüllt und bei 1500 X g , 0 ° c  
10 m in zentrifugiert. D er Ü berstand w urde abge­
nommen und nochmals unter den gleichen B edingun­
gen behandelt. W eitere R einigung des Ü berstandes 
erfolgte auf einem S tufengradienten bestehend aus
4 ml 61% Saccharose (w /w ), 4 ml 54% Saccharose 
(w/w) + 0 ,2% T riton  X-100, 4 ml 40% Saccharose

(w/w) +  0 ,2% T riton  X-100 in  M g-acetat-Puffer 
(10 m M  Tris-HCl, 4 m M  Mg-acetat, pH  7 ,8 ) . Die 
Z entrifugation erfolgte im SW 27 fü r  15 m in bei 
5000  rpm  und nachfolgend fü r 90  m in bei 27 000 
rpm , 0 °C. Das aus K ernen bestehende Pellet w urde 
in aqua bidest resuspendiert. D ie K ernsuspension 
w urde m it 1/10 Vol. 0,1 M MgCl2 , 0,1 M  Tris-HCl, 
pH 7,6 und 2 0 //g /m l D N asel (reinst, Serva) ver­
setzt. Nach 30 min Inkubation bei Z im m ertem pera­
tu r w urde die Enzym reaktion durch K ühlung auf
0 °C gestoppt.

e. Phenolextraktionen

Die RNA der Polysom enfraktion w urde bei 4 °C 
nach der Methode von Brawerm an n > 12 m it Phenol 
ex trahiert. Die Phenolextraktion der K em suspension 
erfolgte bei 60 °C nach einer M ethode von G irard  13. 
Die extrahierte RNA wurde mit 2,5 Vol. Ä thanol 
abs. und 0,1 Vol. 1 M NaCl über Nacht bei — 20 °C 
gefällt.

f. Trennung von rR N A  und P o ly (A )-R N A

Die Trennung der beiden RNA-Spezies erfolgte 
nach einer Methode von Nakazato und Edm onds 14> 15 
unter Benutzung von P oly(dT ) Cellulose (S earle). 
Dazu w urde die gefällte RNA 25 m in bei 3000  x g,
0 °C pelletiert und in  2,5 ml des von N akazato ange­
gebenen Puffers auf genommen. W ir arbeiteten  m it 
einer K onzentration von 20 — 25 A bsorptionseinhei­
ten RNA/ml.

g. Sedim entationsbedingungen

Die getrennten F raktionen w urden durch konti­
nuierliche Saccharosegradienten, bestehend aus 5 bis 
30% Saccharose, in 20  m M  Tris-HCl, 10 m M  KCl, 
pH 7,6 charakterisiert. D ie Zentrifugation erfolgte 
im SW 27 bei 27 000 rpm , 5 °C fü r 15 h in der 
Beckman U ltrazentrifuge LB 65.

h. R ad ioaktivitä tsbestim m u n g

Die Radioaktivitätsm essungen erfolgten m it 5 ml 
Bray-Solution/1 ml P robe (6% N aphthalin , 0,4% 
Om nifluor (N EN ), 2% Äthylenglykol, 10% M etha­
nol abs., gelöst in D ioxan) im Beckman LS 233 
L iquid Scintillation Counter.

W enn nicht anders angegeben, w urden die Sub­
stanzen von der F irm a Merck bezogen.

Ergebnisse und Diskussion

a. Versuche zur Prüfung des optim alen  Z eitpunkts
der R adioaktivitä tsaufnahm e ( [ l i C]  A den in ) der
H efezellen

Da die Poly(A )-R N A  n u r 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 [14C]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 ( [14C] Ade- 
n in). Die Radioaktivität der abzentrifugierten Zellen (Z) und des Überstandes (U) wurde bestimmt. Das Wachstum der 
Zellen wurde im Lange-Kolorimeter durch Ermittlung der optischen Dichte (OD) verfolgt, —O l— '■> cpm der Zellen: — A - ;

cpm des Uberstandes: — □  —.

optim alen Pulsm arkierung der Hefezellen unternom ­
men. In m ehreren Versuchsreihen wurden der opti­
male Zelltiter und die günstigste V orinkubationszeit 
erm ittelt. /

Es ergab sich, daß eine V orinkubationszeit von 
m indestens 30 min vor der Radioaktivitätszugabe 
notwendig w ar, um einen stoffwechselaktiven Zu­
stand der Zellen zu erreichen. W eiterhin w urde fest­
gestellt, daß  die Dauer der optim alen Aufnahm e­
fähigkeit der Zellen für Adenin vom Zelltiter abhän­
gig war. E in  A nfangstiter von 2 x  108 Zellen/ml P u f­
fer erwies sich als für unsere Zwecke günstigste Zell­
menge, denn so konnte die höchste spezifische M ar­
kierung der Zellen erreicht werden. Die V orinkuba­
tionszeit w urde auf 1 h festgelegt.

Die in diesen Versuchen durchgeführte P ulsm ar­
kierung in Glucose-Citratpuffer erbrachte eine höhere 
radioaktive M arkierung der Zellen als methodisch 
entsprechende Aufnahmeversuche in V ollm edium 16 
und eine höhere radioaktive M arkierung der Poly (A) - 
RNA als die in früheren Experim enten benutzte 
M ethode nach vorheriger Cycloheximidbehand- 
lung 17,18 der Zellen.

b. Iso lierung von P o ly (A )-R N A  aus P olysom en

U nsere A rbeitsgruppe beschäftigte sich m ehrere 
Jah re  m it der A usarbeitung einer geeigneten M etho­
de zur Polysom enisolierung aus Hefezellen. Es w ur­

de eine Isolierungsm ethode aus P rotoplasten er­
probt, die sich jedoch als zeitlich zu aufwendig er­
wies 17>18. M it H ilfe der French P ress konnten ein­
fach und reproduzierbar größere M engen gut erhal­
tener Polysom en isoliert werden 7. Z ur RNA-Isolie- 
rung benutzten w ir die fü r mRNA geeignetste Phe­
nolextraktion nach Braw erm an 12. E in Vergleich ver­
schiedener M ethoden zur rnRNA-Isolierung aus Hefe­
polysom en w urde in unserem  L abor du rchgefüh rt19.

Nach T rennung von rRN A  (nicht an P o ly (dT )- 
Cellulose b indend) und P oly(A )-R N A  wurden beide 
F raktionen sowie polysom ale RNA als K ontrolle 
durch Sedim entationsanalysen charakterisiert.

Auf G rund der P ulsm arkierung w ar die rRNA 
nur wenig m arkiert, sie zeigte aber auffällig viel 
A ktivität in  den F raktionen 15 — 22 . Da in diesem 
Bereich der H auptteil der Poly(A )-R N A  bandete 
(Abb. 2 c ) ,  ist es wahrscheinlich, daß es sich dabei 
um mRNA-M aterial handelte, das entweder ohne 
Poly (A )-A nteil vorlag oder um  Poly(A )-R N A , die 
nicht an die Poly (dT) -Cellulose gebunden wurde. 
F ür mRNA aus HeLa-Zellen w urde das V orhanden­
sein einer Population  von mRNA-Molekülen ohne 
Poly (A) -Anteil nachgewiesen 20.

Abb. 2 c zeigt die Poly (A )-RN A -Fraktion. Bei 
einer G rößenverteilung von 4 — 25S lag das M axi­
mum im Bereich von 8 — 14S. Aus dem Vergleich 
der Gesamt-Impulse von polysom aler RNA und



88 K. Angermann et al. • Poly (A) -RNA aus Kernen und Polysomen bei Hefen

-  5

- 2

- /

Abb. 2, a —c. Sedimentation von rRNA und 
Poly(A)-RNA nach Trennung durch Oligo- 
(dT)Cellulose (RNA aus Polysomen). Hefe­
zellen wurden nach einstündiger Vorinkuba­
tion in Glucose-Citrat-Puffer 5 min mit [14C] - 
Adenin pulsmarkiert. Die Zellen wurden mit 
der French Press aufgeschlossen. Die Polyso­
men wurden pelletiert und daraus die poly- 
somale RNA durch Phenolextraktion bei pH 9 
isoliert. Sie wurde durch Oligo (dT) Cellulose 
in rRNA und Poly(A)-RNA getrennt. Die Se­
dimentation der Fraktionen erfolgte im Sac­
charosegradienten (5—30% Saccharose in Gra- 
dientenpuffer, s. Material und Methode) 15 h 
bei 5 °C, 27000 rpm im SW 27. Sedimenta­
tion von a. Polysomaler RNA, Auftrag 625 /ug 
RNA, b. rRNA, Auftrag 500 pig RNA; c. Po­
ly (A)-RNA, OD nicht meßbar, cpm: — A —; 

OD260nm: — O - •

Poly(A )-R N A  ergab sich ein Anteil von ± 1 0 %  der 
Poly (A) -RNA-Fraktion.

c. Isolierung von P o ly (A )-R N A  aus dem  Zellkern

Zur Isolierung von Poly(A )-R N A  aus Hefekernen 
wurden die fü r die cytoplasm atische mRNA-Isolie-

rung angewandten Methoden v a r iie r t8’ 9. D er E in ­
satz von DNase erwies sich als nützlich, obwohl die 
Hefezelle im Vergleich zur Säugerzelle relativ wenig 
DNA enthält. Die RNA-Ausbeute konnte durch enzy­
matischen A bbau der DNA um 13% gesteigert w er­
den. Die Anwendung der Hot-Phenol-SDS-M ethode
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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 einstündiger Vorinku­
bation in Glucose-Citratpuffer 2 min mit [14C] - 
Adenin pulsmarkiert. Die Zellen wurden mit 
der French Press aufgeschlossen. Die Zell­
kerne wurden über 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, 15 h bei 5 °C, 2700 rpm im SW 27. 
Sedimentation der a. Gesamt-KernRNA, Auf­
trag 250 /.ig  RNA, b. Poly(A)-RNA, OD nicht 

meßbar, cpm: — A ~"5 OD260nm: —’O - •

10 20
Fra kt.

25

zur Phenolextraktion  13 erhöhte den RNA-Anteil nicht 
wesentlich, h ie r w urde aber der größte Teil der sonst 
vorhandenen DNA nicht m itisoliert (statt 42% DNA- 
Anteil bei kalter Phenolextraktion nur noch 6% 
D N A -A nteil).

Durch eine Poly (dT) -Cellulose-Säulenchromato- 
graphie 21 konnte Poly (A)-RN A in der RNA-Frak-

tion des Zellkerns nachgewiesen werden. Die T ren­
nung von rRN A  und Poly (A )-RN A  w urde entspre­
chend der oben fü r  die Polysom en beschriebenen 
M ethode15 durchgeführt.

D ie Sedim entationsanalyse ergab, daß sich in der 
G esam t-KernRNA-Fraktion die rRN A  und ihre V or­
stufen befanden. Das w urde im Sedim entationsprofil

Abb. 4. Vergleichssedimentation von Poly(A)- 
RNA aus Polysomen (Abb. 2 c) und aus Ker­
nen (Abb. 3 b). Die Poly (A)-RNA wurde je­
weils durch Oligo (dT) Cellulose abgetrennt. 
Sedimentationsbedingungen: 5—30% Saccha­
rose in Gradientenpuffer, 15 h bei 5 °C, 27000 
rpm im SW 27. Poly(A)-RNA aus Polysomen:
— □  — ; Poly (A) -RNA aus dem Zellkern:

- A —.
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durch die V erteilung der optischen Dichte wenig, 
durch die breitere Sedim entationsverteilung des 
radioaktiven M aterials jedoch besser sichtbar (Abb.
3 a ) . E ine elektrophoretische A nalyse dieser F rak ­
tion zeigte die von Udem  und W arner 5 postulierten 
V orstufen (20S, 27S, 35S) (ohne A b b .) . Der H aup t­
teil der radioaktiven rRN A  sedim entierte m it 18S 
bei einer Verteilung von 4 — 35S. D ie m it H ilfe von 
Poly (dT)-Cellulose getrennte P o ly(A )-R N A  (Abb.
3 b) sedim entierte zwischen 4 und 25 S m it einem 
M aximum zwischen 12 und 17S. E ine Vergleichs­
sedim entation von Poly (A )-RN A  des Zellkerns und 
des Cytoplasm as zeigte deutlich einen G rößenunter­
schied von 20 — 30%.

Dieses Ergebnis stim m t m it den von F irtel und 
L o d ish 6 publizierten Ergebnissen überein. Bei Dic-

tyostelium  disc, wurde Poly (A)-RNA im K ern und 
in den Polysomen mit derselben Größendifferenz 
festgestellt.

S ripati und W arner 22 haben in einem kurzen Be­
richt m itgeteilt, daß die Poly (A)-RNA des K ernes 
bei Saccharomyces cerevisiae maximal um den F ak ­
tor 2 größer ist als cytoplasmatische mRNA.

W ährend der V orbereitung dieses M anuskripts e r­
schien eine Veröffentlichung über Poly (A )-R N A  in 
Hefe-Sphäroplasten, in der die m itgeteilten G rößen­
unterschiede von cytoplasmatischen und Kern- 
Poly(A )-R N A  in der G rößenordnung m it den von 
uns erzielten Ergebnissen übereinstim m en 23.
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