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Abstract: In eukaryotischen Zellen kçnnen die Komponenten
des 5’-3’-Abbaumechanismus der Boten-RNA (mRNA) einen
schnellen Phasen�bergang durchlaufen. Die resultierenden
zytoplasmatischen Zentren werden Processing Bodys (P-
bodys) genannt. Allerdings sind die zugrundeliegenden mole-
kularen Details dieser Selbstaggregation weitgehend unbe-
stimmt. Wir wenden hier eine Bottom-up-Methode an, um zu
testen, ob mRNA-Abbaufaktoren Phasen�berg�nge in vitro
durchlaufen kçnnen. Dieser Ansatz umfasst NMR-Spektro-
skopie, isotherme Titrationskalometrie, Rçntgenkristallogra-
phie und Fluoreszenzmikroskopie. Wir zeigen, dass das Dcp2-
Decapping-Enzym der Spalthefe Schizosaccharomyces
pombe, sein Hauptaktivator Dcp1 sowie die Ger�stproteine
Edc3 und Pdc1 ausreichen, um einen Phasen�bergangsprozess
einzuleiten. Zwischenmolekulare Wechselwirkungen zwischen
der Edc3-LSm-Dom�ne und mindestens zehn helikalen, leu-
cinreichen Motiven in Dcp2 und Pdc1 bilden den Kern des
Wechselwirkungsnetzwerks. Wir zeigen, dass die Blockade
dieser Wechselwirkungen das Clusteringverhalten in vitro und
in vivo behindert.

Processing Bodys (P-bodys) sind zytoplasmatische Zentren
in der Grçßenordnung von Mikrometern und sind aus
Ribonukleoproteinen (RNPs) zusammengesetzt. Urspr�ng-
lich wurden sie in S�ugerzellen beschrieben,[1] sind aber in-
zwischen auch in entfernteren Eukaryoten entdeckt worden.
Die Liste der Proteine, die in diesen mRNP-Granula gefun-
den wurden, ist erheblich gewachsen[2] und enth�lt allgemeine
mRNA-Abbaufaktoren wie das Dcp2-Decapping-Enzym und
die Decapping-Verst�rker Dcp1, Edc3, Pat1 und Lsm1–7.[1c,3]

Als Funktionen der Anh�ufung des Decapping-Enzyms in
einem begrenzten zellul�ren Raum wurden vorgeschlagen:
erhçhte Substratbindung,[4] Konzentrationspufferung von
translatierten mRNAs,[5] Regulation der Konzentration von
freien zytoplasmatischen Proteinen[6] sowie eine Mçglichkeit,
um auf zellul�ren Stress zu antworten.[7]

Die Details der Wechselwirkungen, die der Selbstorgani-
sation von Proteinen und RNA zu P-bodys zugrunde liegen,
sind grçßtenteils unbekannt. Genetische Studien haben den
Fokus auf die Bedeutung einzelner Proteine gelegt[8] und zwei
Hauptmerkmale aufgezeigt: 1) Die Details der intermoleku-
laren Wechselwirkungen unterscheiden sich zwischen ver-
schiedenen Spezies; z. B. kçnnen Edc3 und der Q/N-reiche C-
terminale Bereich von LSm4 als Ger�st f�r die P-body-Ag-
gregation in S. cerevisiae fungieren,[3c,9] wohingegen in
S. pombe das Pdc1-Protein wichtig ist.[10] 2) Die P-body-
Selbstorganisation ist in hohem Maße redundant, und die
Deletion eines einzelnen Proteins hebt den Aggregations-
prozess nicht komplett auf.[8] Diese Redundanz erschwert
genetische Vorgehensweisen, die beabsichtigen, die Wech-
selwirkungen zu identifizieren, die den Selbstorganisations-
prozess regulieren.

Es wurde gezeigt, dass aufgereinigte Nck- und N-WASP-
Proteine in vitro einen Phasen�bergang durchlaufen
kçnnen.[11] Diese Experimente st�tzen die Idee, dass die Bil-
dung von zellul�ren Granula auf multivalenten schwachen
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Komponenten
basiert.[6, 12] Wir erproben hier die Mçglichkeit, mit Proteinen,
die erwiesenermaßen in P-bodys lokalisiert sind, einen Pha-
sen�bergangsprozess einzuleiten. Dabei legen wir den
Schwerpunkt auf das aufgereinigte Dcp2-mRNA-Decapping-
Enzym, seinen Hauptaktivator Dcp1 sowie die Ger�stpro-
teine Edc3 und Pdc1 aus S. pombe und zeigen, dass sich diese
Proteine von selbst zu çlartigen Trçpfchen organisieren.

Es wurde nachgewiesen, dass die Proteine Edc3 und Dcp2
(Abbildung 1A) �ber die Edc3-LSm-Dom�ne sowie kurze
helikale, leucinreiche Motive (HLMs) von Dcp2 miteinander
wechselwirken.[13] Wir wenden NMR-Titrationsexperimente
an und zeigen, dass Dcp2 mindestens sieben verschiedene
HLMs enth�lt, die gezielt durch die Edc3-LSm-Dom�ne er-
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kannt werden (Abbildung 1B). Das Ausmaß der Ver�nde-
rung der chemischen Verschiebung schwankt, was auf er-
hebliche Unterschiede der HLM-Affinit�ten schließen l�sst.
Um diese zu beziffern, verwenden wir Isotherme-Titrations-
kalorimetrie(ITC)-Analysen und stellen fest, dass sich die
Edc3/HLM-Affinit�ten von (2.5� 0.3) mm bis in den mm Be-
reich erstrecken (Abbildung 1C,D).

Eine Voraussetzung f�r Proteinphasentrennung ist die
F�higkeit zur Bildung unbegrenzter lçslicher Ansammlun-
gen. Allgemein ist diese Bedingung bei multivalenten Pro-
teinen mit unabh�ngigen Bindungsstellen erf�llt. Theoretisch
kçnnen Edc3 und Dcp2 ein solches unbegrenztes, stark ver-
zweigtes Wechselwirkungsnetzwerk bilden, da Edc3 ein
Dimer ist (und die biologische Einheit somit zwei LSm-Do-
m�nen enth�lt) und Dcp2 sieben Edc3-Bindungsstellen ent-
h�lt (Abbildung S1A der Hintergrundinformationen (SI)).

Zus�tzlich erstrecken sich
die Bindungsaffinit�ten des
Edc3:Dcp2-Systems vom niedri-
gen mm Bereich bis in den mm

Bereich, was f�r die Erzeugung
von Phasen�berg�ngen als vor-
teilhaft angesehen wird.[6] Zur
Erçrterung der Frage, ob das
Edc3:Dcp2-Netzwerk geeignet
ist, In-vitro-Phasen�berg�nge zu
generieren, haben wir den re-
kombinant exprimierten und
aufgereinigten C-terminalen Be-
reich von Dcp2, der vier HLMs
enth�lt (Dcp2-Reste 553–741;
Tabelle 1A (SI)), mit Volll�ngen-
Edc3 gemischt. Durch Hellfeld-
mikroskopie l�sst sich eine ein-
deutige Phasentrennung beob-
achten (Abbildung 2A, links).
Sowohl Edc3 als auch Dcp2 sind
in den trçpfchenartigen Struktu-
ren erheblich angereichert, was
durch die Bewertung des resul-
tierenden Fluoreszenzsignals der
mit Oregon Green markierten
Proteine ersichtlich wird (Abbil-
dung 2A und Abbildung S1 B,C
(SI)). Folglich zeigen unsere
Daten, dass das Wechselwir-
kungsnetzwerk zwischen Edc3
und Dcp2 ausreicht, um Phasen-
trennungen zu erzeugen.

Um Erkenntnisse �ber die
zur Phasentrennung f�hrenden
Bedingungen zu erhalten, vari-
ierten wir die Konzentrationen
von Edc3 und dem Teil von
Dcp2, der vier HLMs enth�lt
(Abbildung 2B, links). Wir stel-
len fest, dass Phasentrennung
auftritt, wenn eine Reihe von
Bedingungen erf�llt ist: Zu-

n�chst muss die absolute Konzentration der einzelnen Pro-
teine ausreichend hoch sein. F�r den Fall, dass eine bestimmte
Schwellenkonzentration nicht �berschritten ist, tritt keine
Phasentrennung auf, und die Proteine verbleiben gleichm�ßig
verteilt in Lçsung. Außerdem muss das molare Verh�ltnis der
beiden Proteine innerhalb bestimmter Grenzen liegen. F�r
den Fall, dass der �berschuss eines der beiden Proteine zu
groß ist, wird die Phasentrennung aufgehoben. Dies kann
durch die Tatsache erkl�rt werden, dass ein großer �ber-
schuss an Edc3 zu einer Situation f�hren w�rde, in der jedes
HLM jeweils an einem dimeren Edc3-Protein gebunden w�re,
was den Verlust der Verflechtung der verschiedenen Dcp2-
Ketten zur Folge h�tte. Auf der anderen Seite w�rde ein
großer �berschuss des Dcp2-Proteins zu einer Situation
f�hren, in der die Zahl an verf�gbaren Edc3-Dimeren nicht
ausreicht, um die Dcp2-Ketten miteinander zu verkn�pfen.

Abbildung 1. Die sieben HLMs aus Dcp2 binden die Edc3-LSm-Dom�ne mit einer großen Spanne von
Affinit�ten. A) Schematische Darstellung von S.-pombe-Dcp1 (EVH1-Dom�ne, gelb), Dcp2 (regulatori-
sche: hellgr�n, katalytische: dunkelgr�n, HLMs: rot, prolinreiche mittlere Dom�ne: weiß, C-Terminus:
grau) und Edc3 (LSm: dunkelblau, FDF-Motiv: orange, YjeF_N: hellblau). Alle verwendeten Proteinvari-
anten sind in Tabelle S1A der Hintergrundinformationen aufgelistet. B) 1H-15N-Korrelationsspektren, die
Aufschluss �ber die Bindung zwischen der monomeren Edc3-LSm-Dom�ne und den sieben einzelnen
Dcp2-HLMs geben. Schwarz: freie 15N-markierte Edc3-LSm-Dom�ne, rot: die Edc3-LSm-Dom�ne in Ge-
genwart eines 5-fachen �berschusses der einzelnen Dcp2-HLMs. Der im links oben gezeigten Feld um-
rahmte Bereich wird in allen anderen Feldern gezeigt. Reste R38 und L58 sind durch Ovale hervorgeho-
ben, um darauf hinzuweisen, dass die HLMs Ver�nderungen der chemischen Verschiebung unterschied-
lichen Ausmaßes verursachen. C) Beispielhafte ITC-Diagramme f�r die Bindung der Edc3-LSm-Dom�ne
an die Dcp2-HLM-1-, HLM-C1- und HLM-C2-Sequenzen. Die beste Anpassung ist durch eine rote Linie
dargestellt, und die daraus erhaltenen Kd-Werte mitsamt des Fehlers (Standardabweichung) sind ange-
geben. Abweichungen von n =1.0, wobei n die Stçchiometrie angibt, resultieren aus geringen Abwei-
chungen bei der Bestimmung der Proteinkonzentrationen. D) �bersicht der bestimmten Kd-Werte
(Fehler in Klammern) f�r die Dcp2-HLM:Edc3-Wechselwirkungen (n.d.: nicht durch ITC bestimmbar).
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In einer zweiten Versuchsreihe bestimmten wir den Ein-
fluss der Anzahl an zwischenmolekularen Wechselwirkungen
zwischen den Bestandteilen auf den Phasentrennungsprozess.
Da Volll�ngen-Dcp2 mit sieben enthaltenen HLMs nicht
stabil exprimiert werden konnte, entwarfen wir eine Variante,
die den kompletten, ungefalteten C-terminalen Bereich um-
fasst, allerdings ohne einen Teil der prolinreichen Region.
Dieses Dcp2-C-Term.-DMid-Protein (Dcp2-Reste 242–289 +

553–741; Tabelle 1A (SI)) enth�lt f�nf HLMs und durchl�uft
Phasen�berg�nge bei Konzentrationen, die erheblich gerin-
ger sind als die f�r die Dcp2-Variante mit vier HLMs benç-
tigten. Zum Beispiel findet in der Gegenwart von 150 mm

Edc3 Phasentrennung statt, wenn die Dcp2-C-Term.-DMid-
Konzentration 25 mm (125 mm modulare HLM-Konzentrati-
on) betr�gt, wobei die doppelte Konzentration der Dcp2-
Variante mit vier HLMs (50 mm ; 200 mm modulare HLM-
Konzentration) bençtigt wird. �bereinstimmend mit vorhe-
rigen Beobachtungen[11] kçnnen wir daher folgern, dass die
Valenz und die Affinit�ten der Wechselwirkungspartner dar-
�ber bestimmen, ob Phasentrennung bei einer bestimmten
Konzentration eintritt. Zur Kontrolle f�hrten wir Experi-
mente mit entweder einer monomeren Variante von Edc3
oder einer Dcp2-Sequenz, die nur ein einzelnes HLM enth�lt,
durch (Abbildung S1 D,E (SI)). In keinem der Kontrollex-
perimente konnten wir Phasentrennung feststellen (Abbil-
dung S1D,E (SI)), da die Valenz bei einem der Bestandteile
auf eins reduziert ist.

Wie gezeigt wurde, sind zellul�re Zentren, einschließlich
P-bodys, sehr dynamisch.[14] Um zu bestimmen, ob die
Edc3:Dcp2-in-vitro-Phasentrennungen, die wir aus aufgerei-
nigten Bestandteilen hergestellt hatten, ein �hnliches Ver-

halten aufwiesen, verfolgten wir die
Trçpfchen �ber eine l�ngere Zeit-
spanne. Wir beobachteten eine Viel-
zahl von Fusionsvorg�ngen, die das
fl�ssigkeitsartige Verhalten der In-
vitro-Trçpfchen best�tigten (Abbil-
dung 2C). Dieser Befund verdeut-
licht, dass das In-vitro-System der
Situation in vivo bez�glich dieses
Aspektes �hnelt.

Auf zellul�rer Ebene finden sich
in den Zentren, die Dcp2 und Edc3
enthalten, zahlreiche weitere Protei-
ne. Um zu testen, ob es mçglich ist,
die zusammengesetzten In-vitro-
Trçpfchen durch weitere Proteine zu
erg�nzen, verl�ngerten wir die Dcp2-
C-Term.-DMid-Variante so, dass sie
auch die katalytische und regulatori-
sche Dom�ne von Dcp2 enth�lt
(Dcp2 DMid, Reste 1–289 + 553–741;
Tabelle 1A (SI)). F�r die regulatori-
sche Dom�ne wurde gezeigt, dass
sie mit Dcp1 wechselwirkt.[15]

Daraufhin mischten wir aufgereinigte
Dcp1:Dcp2-Komplexe, die f�nf
HLMs enthielten, mit Edc3 und
stellten eindeutige Phasentrennung

fest, was darauf schließen l�sst, dass die Edc3:Dcp2-Trçpf-
chen zus�tzliche Faktoren aufnehmen kçnnen (Abbil-
dung 2D). Es sollte beachtet werden, dass Dcp1 die Bin-
dungsstelle f�r Xrn1 enth�lt,[16] wodurch ein Mechanismus
ermçglicht wird, durch den die Exonuklease in die
Dcp1:Dcp2:Edc3-Ansammlungen aufgenommen werden
kann. Zus�tzlich enth�lt Edc3 ein FDF-Motiv, durch das die
Helikase DDX6/Dhh1 aufgenommen werden kann.[17] Die
katalytische Dom�ne von Dcp2[18] und die Helikase ermçg-
lichen dann die Bindung von mRNA-Substraten.

Die Edc3:HLM-Wechselwirkungen bilden den Kern der
hier hergestellten In-vitro-Trçpfchen, weshalb eine Beein-
flussung dieser Wechselwirkung voraussichtlich zu einem
Verlust der Phasentrennung f�hrt. Zur �berpr�fung dieser
Hypothese titrierten wir ein HLM-1-Dcp2-Peptid in die
Lçsung mit Edc3:Dcp2-Trçpfchen (Abbildung 1 D). Mit
steigenden Mengen des HLM-1-Dcp2-Peptids stellten wir ein
Verschwinden der In-vitro-Phasentrennung fest (Abbil-
dung 2E). Um die Folgen der gezielten Beeinflussung der
Edc3:HLM-Wechselwirkung auf die P-body-Bildung in vivo
beurteilen zu kçnnen, �berexprimierten wir das HLM-1-
Peptid in S. pombe. F�r die Beobachtung der Aufnahme von
Edc3 in P-bodys ersetzten wir das edc3 +-Gen an seinem
endogenen Locus durch ein edc3 +-mCherry-Hybridkon-
strukt. Um gleichzeitig die Integrit�t der P-bodys bewerten zu
kçnnen, verkn�pften wir zus�tzlich Dcp2 oder Lsm7 an ihrem
endogenen Locus mit GFP. In Zellen, die das Peptid, das die
Edc3:HLM-Wechselwirkung beeinflusst, nicht exprimierten,
beobachteten wir P-bodys, die Edc3-mCherry und Dcp2-GFP
bzw. Lsm7-GFP enthalten (Abbildung 3A,B, obere Reihen).
Andererseits wurde Edc3-mCherry in Zellen, die das HLM-

Abbildung 2. In-vitro-Phasen�berg�nge von aufgereinigtem Edc3 und Dcp2. A) Phasen�bergang
von 50 mm Dcp2 553–741 und 150 mm Edc3 (1:100 mit Edc3-Oregon Green dotiert). Links: Hell-
feld(BF)-Kanal, Mitte: Oregon-Green(OG)-Kanal, rechts: kombiniert. B) Phasendiagramme des Pha-
sen�bergangs von Edc3 zusammen mit Dcp2 553–741 (enth�lt vier HLM-Sequenzen; links) oder
Dcp2 242–741DMID (enth�lt f�nf HLM-Sequenzen). Die angegebenen Konzentrationen sind modu-
lare Konzentrationen; 50 mm von Dcp2 553–741 entsprechen z.B. 200 mm HLM, da in der
Dcp2553–741-Variante vier HLMs enthalten sind. Die modulare LSm-Konzentration ist identisch
mit der gesamten Edc3-Konzentration, da ein Edc3-Monomer eine LSm-Dom�ne enth�lt. Das Auf-
treten eines Phasen�bergangs bei gegebenen Bedingungen ist farbcodiert – blau: kein Phasen�ber-
gang, hellblau: beginnender Phasen�bergang, gr�n: eindeutiger Phasen�bergang. Die gr�nen
Linien zeigen den Verlauf der Phasengrenzen auf. Die rot eingekreiste Bedingung ist in (A) und (C)
gezeigt. C) Die In-vitro-Trçpfchen sind hochdynamisch und verschmelzen mit der Zeit. Die Zeitska-
la ist unter den OG-Kanal-Bildern angegeben. D) Trçpfchen, gebildet durch 25 mm Dcp1:Dcp2DMID
und 100 mm Edc3 (1:100 mit Edc3-OG dotiert). Links: BF-Kanal, rechts: OG-Kanal. E) Trçpfchen,
gebildet durch 25 mm Dcp2 242–741DMID und 100 mm Edc3, verschwinden durch die vermehrte
Zugabe von Dcp2 242–291 (enth�lt HLM-1) (5 mm, 10 mm, 25 mm, 50 mm). Maßstabsbalken: 50 mm.
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Peptid �berexprimieren, nicht mehr in P-bodys aufgenom-
men (Abbildung 3A,B, untere Reihen). Dass Edc3 nicht
mehr in P-bodys aufgenommen wird, ist hçchstwahrscheinlich
eine Folge der S�ttigung der Edc3-LSm-Dom�nen mit dem
�berexprimierten monovalenten Peptid. Diese In-vivo-Be-
obachtungen sind in Einklang mit denen unserer In-vitro-
Phasentrennung. Wichtig zu erw�hnen ist, dass die �berex-
pression des HLM-Peptids nicht in einem allgemeinen Ver-
lust von P-bodys resultiert, da sowohl Dcp2-GFP als auch
Lsm7-GFP weiterhin in eindeutigen, zellul�ren Zentren ge-
funden werden (Abbildung 3A,B, mittlere Spalten, untere
Reihen). Diese Beobachtung best�tigt, dass die In-vivo-Bil-
dung von P-bodys ein hoch redundanter Prozess ist, bei dem
der Verlust eines Bestandteils nicht in einem allgemeinen
Verlust dieser Zentren resultiert.

Um Einblicke in die Redundanz der P-body-Bildung zu
erhalten, wendeten wir uns dem Pdc1-Protein zu, f�r das
zuletzt eine Rolle bei der P-body-Integrit�t in S. pombe
nachgewiesen wurde.[10] Pdc1 ist mit dem Protein Edc4 (Ge-1,
Hedls) der Metazoen verwandt.[19] Beide Proteine enthalten
eine N-terminale WD-40-Dom�ne und einen zentralen
Coiled-Coil-Bereich (Abbildung 4A). Eine genaue Untersu-
chung der N-terminalen Proteinsequenz von Pdc1 aus
S. pombe l�sst auf das Vorhandensein mehrerer HLMs
schließen (Abbildung 4A). Durch NMR-Titrationsexperi-
mente (Abbildung 4B) best�tigten wir, dass der N-terminale
Bereich von Pdc1 mindestens drei HLM-Sequenzen enth�lt,
die mit der Edc3-LSm-Dom�ne wechselwirken kçnnen. Wie
auch schon bei den sieben Dcp2-HLMs beobachtet,

schwankte das Ausmaß der Ver�nderung der chemischen
Verschiebung der Edc3-LSm-Dom�ne, verursacht durch die
verschiedenen Pdc1-HLMs (Abbildungen 1B und 4 B). Mit
ITC-Experimenten bestimmten wir die zugehçrigen Affini-
t�ten und fanden heraus, dass die drei Pdc1-HLM-Sequenzen
mit Affinit�ten zwischen 150 mm und dem niedrigen mM
Bereich mit der Edc3-LSm-Dom�ne wechselwirken (Abbil-
dung 4C,D). Das Pdc1-Protein enth�lt einen zentralen
Coiled-Coil-Bereich, durch den das Protein oligomerisieren
kann und somit die Zahl an HLMs in einer biologischen
Einheit des Proteins steigt. Weiter oben haben wir gezeigt,
dass eine hohe Zahl an HLMs vorteilhaft f�r den Phasen-
trennungsprozess ist (Abbildung 2 B). Um zu testen, ob Edc3
und Pdc1 Phasentrennung hervorrufen kçnnen, versuchten
wir zun�chst das in E. coli rekombinant exprimierte Pdc1-
Protein aufzureinigen. Allerdings war es uns nicht mçglich,
ausreichend stabiles Volll�ngen-Pdc1-Protein f�r In-vitro-
Phasentrennungsexperimente herzustellen. Daraufhin ent-
warfen wir eine Pdc1-Variante, in der der Coiled-Coil-Be-
reich durch Glutathion-S-Transferase (GST) ersetzt wurde. In

Abbildung 3. Auswirkung der HLM-1-�berexpression auf die Edc3-Lo-
kalisierung in vivo. A,B) Fluoreszenzbilder von S. pombe, die mCherry-
und GFP-markierte Varianten von Edc3 und Dcp2 (A) bzw. Lsm7 (B)
exprimiert. Ohne HLM-1-�berexpression sind Edc3 und Dcp2 in P-
bodys angereichert (obere Reihe). Bei �berexpression (adh1-Promotor)
von HLM-1 ist Edc3 nicht mehr in P-bodys lokalisiert, sondern diffus
in der Zelle verteilt (untere Reihe). Dcp2-GFP (A) und Lsm7-GFP (B)
sind bei �berexpression von HLM-1 immer noch in P-bodys lokalisiert,
was andeutet, dass die Beeintr�chtigung der Edc3:HLM-Wechselwir-
kung nicht allgemein die P-body-Bildung stçrt. Maßstabsbalken: 5 mm.

Abbildung 4. Pdc1 enth�lt drei HLMs im N-Terminus, die Edc3 mit un-
terschiedlichen Affinit�ten binden. A) Dom�nenorganisation des Pdc1-
Proteins (N-terminale HLMs: cyan, WD40-Repeats: lila, Coiled Coil:
orange, Ge-1C-artige Dom�ne (siehe unten): pink). B) 1H-15N-Korrelati-
onsspektren der monomeren 15N-markierten Edc3-LSm-Dom�ne in Ab-
wesenheit (schwarz) und Gegenwart (cyan) der einzelnen Pdc1-HLMs.
Der im oberen linken Feld von Abbildung 1B umrahmte Bereich ist ge-
zeigt, Ovale heben zwei bestimmte Reste (siehe oben) hervor. C) ITC-
Diagramm der Bindung der Edc3-LSm-Dom�ne an HLM-N2 von Pdc1.
Die beste Anpassung ist mit einer cyanfarbenen Linie dargestellt, und
der daraus erhaltene Kd-Wert ist angegeben. D) �bersicht �ber alle be-
stimmten Kd-Werte (Fehler in Klammern) f�r die Bindung zwischen
Pdc1-HLMs und Edc3-LSm (n.d.: nicht durch ITC bestimmbar). E) In-
vitro-Phasentrennung der entworfenen, dimeren Pdc1-Variante
(50 mm), die Volll�ngen-Pdc1 nachahmt, zusammen mit Edc3 (150 mm ;
1:100 mit Edc3-OG dotiert). Maßstabsbalken: 50 mm.
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Lçsung ist GST ein Dimer und
ahmt dadurch den Oligomerisie-
rungseffekt des Pdc1-Coiled-Coil-
Bereichs nach. Wir verwendeten
diese entworfene, dimere Pdc1-
Variante (die eine HLM-Valenz
von sechs aufweist) und das
dimere Edc3-Protein (das eine
LSm-Valenz von zwei hat), um zu
untersuchen, ob Edc3 und Pdc1
In-vitro-Phasen�berg�nge durch-
laufen kçnnen. Dabei konnten wir
beobachten, dass Pdc1 und Edc3
ein unbegrenztes Netzwerk von
zwischenmolekularen Wechsel-
wirkungen eingehen kçnnen, was
in der Bildung einer çlartigen
Trçpfchenphase resultiert (Abbil-
dung 4E), wie auch schon bei
Dcp2 und Edc3 gesehen (Abbil-
dung 2A). Deshalb kçnnen wir
aus unseren In-vitro-Experimen-
ten schließen, dass Pdc1 und Dcp2
bez�glich der F�higkeit, durch das
Mischen mit Edc3 Phasentren-
nung zu veranlassen, redundante
Proteine sind.

Sequenz-Alignments des C-
terminalen Bereichs des S.-pombe-
Pdc1-Proteins mit dem menschli-
chen, D.-melanogaster- und A.-
thaliana-Edc4-Protein deuten, trotz der sehr geringen Se-
quenz�bereinstimmung (17 %; Abbildung S2A (SI)), auf das
Vorhandensein einer Ge-1C-Dom�ne[20] im Pdc1-Protein hin.
Um das Vorhandensein einer Ge-1C-Dom�ne im Pdc1-Pro-
tein zu best�tigen, lçsten wir die Kristallstruktur der Reste
932–1076 mit einer Auflçsung von 1.35 � (PDB-Code: 4Q2S;
Tabelle S2 (SI)). Die Struktur stellt ein dicht gepacktes He-
lixb�ndel dar, bei dem die drei N-terminalen Helices unge-
f�hr einen 908-Winkel mit den f�nf C-terminalen Helices
bilden (Abbildung 5 A). Die Dom�nenstruktur ist der be-
kannten Struktur der Ge-1C-Dom�ne des D.-melanogaster-
Ge-1-Proteins sehr �hnlich (Abbildung S2 B (SI)).

Zuvor wurde gezeigt, dass die 290 C-terminalen Reste von
Pdc1 mit Dcp2 wechselwirken.[10] Um zu erforschen, ob diese
Wechselwirkung direkter Natur ist, f�hrten wir NMR-Titra-
tionsexperimente mit der 15N-markierten Pdc1-Ge-1C-
Dom�ne und einem Dcp1:Dcp2-Decapping-Komplex (Dcp2-
Reste 1–95) durch. Wir beobachteten, dass Resonanzen von
Resten der C-terminalen Helices erheblich gestçrt sind
(Abbildung 5B). Dies deutet darauf hin, dass Pdc1 eine
Oberfl�che am C-Terminus des Proteins verwendet, um
direkt mit dem Dcp1:Dcp2-Decapping-Enzym zu wechsel-
wirken. Demnach kann Pdc1 mit Edc3 durch mehrere HLMs
im N-terminalen Bereich und mit dem Decapping-Komplex
durch die Ge-1C-Dom�ne im C-terminalen Bereich wechsel-
wirken (Abbildung 5C). Diese Befunde heben die Ger�st-
funktion von Pdc1 hervor und erkl�ren seine Wichtigkeit f�r
die P-body-Bildung. Es ist demnach anzunehmen, dass die

Zugabe von Pdc1 zu Edc3 und Dcp2 (Abbildung 2B) das
Wechselwirkungsnetzwerk st�rkt, was f�r den Phasen�ber-
gangsprozess von Vorteil ist.

Zusammenfassend demonstrieren wir hier, dass es mçg-
lich ist, das In-vivo-Phasentrennungsverhalten der mRNA-
Decapping-Maschinerie in einer klar definierten In-vitro-
Umgebung nachzubilden. Diese Bottom-up-Methode liefert
Einblicke in das Clusteringverhalten, die wegen der hçchst
redundanten Beschaffenheit des Clusteringprozesses nicht
mithilfe von genetischen genetische Methoden erzielt werden
konnten (Abbildung 5C,D).

Zus�tzliche Mechanismen, die den Selbsaggregations-
prozess der mRNA-Decapping-Maschinerie fçrdern, werden
in der Zelle genutzt. Durch diese zus�tzlichen Wechselwir-
kungen kann die kritische Konzentration, die f�r Phasen-
trennung nçtig ist, auf ein biologisch relevantes Niveau
sinken. In diesem Zusammenhang ist es erw�hnenswert, dass
k�rzlich gezeigt wurde, dass Low-Complexity(LC)-Bereiche
im RNA-bindenden Protein FUS zur Erzeugung von Pha-
sen�berg�ngen f�hig sind.[6, 12,21] Mechanistisch betrachtet
aggregieren die LC-Bereiche �ber einen Mechanismus, der
die Bildung von amyloidartigen Fasern involviert. Diese Ei-
genschaft konnten wir bei unseren Studien nicht feststellen.
Dies legt nahe, dass beide Vorg�nge, die zur Phasentrennung
f�hren, von grundlegend verschiedener Natur sind. Kurze
LC-Bereiche sind auch in Dcp2, Pdc1 und anderen P-body-
Proteinen aus S. pombe, wie LSm4, Pat1p, Sum2 (Scd6), Ste13
(Dhh1) und Exo2 (Xrn1), zu finden.[22] Zuk�nftige Experi-

Abbildung 5. A) B�ndermodell der Kristallstruktur der Pdc1-Ge-1C-Dom�ne. Reste, die mit dem Decap-
ping-Komplex wechselwirken, sind in Oliv hervorgehoben. B) NMR-Spektren der Pdc1-Ge-1C-Dom�ne
in Abwesenheit (schwarz) und Gegenwart (oliv) des Dcp1:Dcp2-Decapping-Komplexes, der nur die re-
gulatorische Dom�ne von Dcp2 enth�lt. Resonanzen, die Ver�nderungen der chemischen Verschie-
bung erfahren, sind mit der Nummer des Restes markiert; „*“ bezieht sich auf eine Resonanz, die
nicht zugeordnet ist. C) Die Bausteine des Netzwerks von zwischenmolekularen Wechselwirkungen,
das zur Phasentrennung f�hrt: ein Edc3-Dimer kann mit zwei Decapping-Enzymen (oben links), mit
zwei Pdc1-Proteinen (oben rechts) oder mit einem Decapping-Komplex und einem Pdc1-Dimer (unten
links) wechselwirken. Zus�tzlich kann ein Pdc1-Dimer mit zwei Decapping-Komplexen wechselwirken
(unten rechts). D) Schematische Darstellung, wie die in (C) gezeigten Bausteine zu einem unbegrenz-
ten Wechselwirkungsnetzwerk erweitert werden kçnnen; Edc3: blau, Dcp1: gelb, Dcp2: gr�n, Pdc1:
pink. Diese zwischenmolekularen Wechselwirkungen kçnnen zur Phasentrennung f�hren (siehe Abbil-
dungen 2 und 4).
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mente werden Aufschluss dar�ber geben kçnnen, wie diese
LC-Bereiche, die HLM:Edc3-Wechselwirkung und andere
spezifische zwischenmolekulare Wechselwirkungen (Abbil-
dung 5C) den Phasen�bergangsvorgang regulieren, der der P-
body-Bildung zugrunde liegt (Abbildung 5D). Es wurde an-
geregt, dass sich biologische Systeme in einer Weise entwi-
ckelt haben, dass sich bestimmte Proteine in Zust�nden be-
finden, die nahe an Phasentrennungsbedingungen sind.[6]

Geringf�gige Ver�nderungen der Valenz und der Affinit�t
der Wechselwirkungspartner durch posttranslationale Modi-
fikationen oder kleine �nderungen der Proteinniveaus
kçnnen dann zum plçtzlichen Auftreten oder Verschwinden
von zellul�rer Phasentrennung f�hren.[23] Die HLM-reiche
Region von Pdc1 enth�lt eine große Zahl an Phosphorylie-
rungsstellen,[24] die mçglicherweise die Edc3-Bindung behin-
dern und die Festigkeit des zwischenmolekularen Wechsel-
wirkungsnetzwerks verringern kçnnten.

Unsere Befunde bilden einen Startpunkt f�r zuk�nftige
In-vitro-Studien, in denen untersucht werden soll, wie die
Aktivit�t zellul�rer Enzyme durch lokales, zellul�res, mole-
kulares Crowding beeinflusst werden kann. Des Weiteren
nehmen wir an, dass In-vitro-Ans�tze �hnlich zu den hier
beschriebenen genutzt werden kçnnen, um der Frage nach-
zugehen, wie andere zellul�re Granula gebildet werden und
bestimmte Proteine gezielt in eine bestimmte Klasse von
Granula aufgenommen werden.
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