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BEZUGSQUELLEN: 

A l l e DNA- und RNA m o d i f i z i e r e n d e n Enzyme stammen, wenn im Text n i c h t 

anders angegeben, von Pharmacia. Die meisten C h e m i k a l i e n wurden von der 

Firma Merck im höchsten v e r f ü g b a r e n R e i n h e i t s g r a d bezogen, andere 

L i e f e r a n t e n s i n d im Text erwähnt. R a d i o c h e m i k a l i e n wurden von Amersham-

Buc h l e r bezogen. 



1. E I M L E I T U H G 

Die hypotrichen C i l i a t e n b e s i t z e n - wie a l l e anderen C i l i a t e n auch - zwei 

verschiedene Arten von Zellkernen: k l e i n e 'generative' M i k r o n u k l e i und große, 

DNA-reiche Makronuklei, d i e den Phänotyp des Individuums bestimmen und a l s 

•somatisch' oder 'vegetativ' bezeichnet werden ( G r e l l , 1973; Raikov, 1982). Der 

Mikronukleus s c h e i n t , wenigstens bei manchen Arten, im vegetativen Z e l l z y k l u s 

e n t b e h r l i c h zu s e i n ; er z e i g t keine meßbare T r a n s k r i p t i o n s a k t i v i t ä t und kann 

experimentell e n t f e r n t werden, ohne die Lebensfähigkeit der Klone wesentlich 

zu b e e i n t r ä c h t i g e n . Die vegetative Phase i s t a l l e r d i n g s auf eine begrenzte 

und je nach Art u n t e r s c h i e d l i c h e Anzahl von Z e l l z y k l e n beschränkt; ohne 

sexuelle Reproduktion sterben d i e Klone der meisten Arten aus (Ammermann, 

1971). Diese sexuelle Reproduktion f i n d e t i n der f ü r die C i l i a t e n charak

t e r i s t i s c h e n Form der Konjugation zwischen zwei Z e l l e n , die verschiedenen 

Paarungstypen angehören, s t a t t . Im Verlauf der Konjugation durchlaufen die 

Mikronuklei meiotische Teilungen, von den entstehenden Kernen b l e i b t einer 

e r h a l t e n . Dieser t e i l t s i c h p ostmeiotisch und b r i n g t zwei Gametenkerne, einen 

s t a t i o n ä r e n und einen Vanderkern, hervor. Die Vanderkerne der beiden kon

jugierenden Z e l l e n werden über d i e Plasmabrücke, d i e s i c h im Bereich der 

Mundfelder g e b i l d e t hat, ausgetauscht und verschmelzen mit dem Sta t i o n ä r k e r n 

der R e z i p i e n t e n z e l l e . Die Synkarya t e i l e n s i c h nach der Trennung der Zellen 

CExkonjuganten') und einer der beiden Tochterkerne e n t w i c k e l t s i c h zum neuen 

Makronukleus, während der a l t e Makronukleus degeneriert und r e s o r b i e r t wird; 

der andere Tochterkern wird zum neuen Mikronukleus. Diese Vorgänge laufen 

bei den verschiedenen Arten der Hyp o t r i c h i d a sehr ä h n l i c h ab, Unterschiede 

liegen im D e t a i l (Amraermann, 1965; Ammermann et a l . , 1974; Heckmann, 1963; 

1964). 

Im Verlauf der Makronukleusentwicklung f i n d e t eine d r a s t i s c h e Umorganisation 

des genetischen M a t e r i a l s s t a t t . Kurz nach der Trennung der Exkonjuganten 

werden i n der neuen Makronukleusanlage Chromosomen s i c h t b a r . Bei S. l e m n a e 

verkümmern 80% di e s e r Chromosomen und werden i n s Cytoplasma ausgeschleust, 

während s i c h die r e s t l i c h e n Chromosomen durch Polytänisierung zu Riesen

chromosomen entwickeln. Der Großteil der Riesenchromosomen-DNA wird 

degradiert und nur etwa 2% der ursprünglichen Mikronukleus-DNA b l e i b t i n 
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diesem DNA-armen Stadium e r h a l t e n . Nach mehreren Replikationsrunden hat der 

nun r e i f e Makronukleus seinen endgültigen hohen DNA-Gehalt e r l a n g t . Die 

Komplexität des Makronukleus von S t y l o n y c h i a i s t um den Faktor 100 geringer 

a l s d i e des Mikronukleus und l i e g t mit etwa 1,5x10
1 0
 D l e d i g l i c h um den 

Faktor 10 über der von E. c o l i (Ammerraann et a l . , 1974; Lauth et a l . , 1976; 

Steinbrück et a l . , 1981). 

Der f r a p p i e r e n d s t e Unterschied zwischen Makronukleus und Mikronukleus (und 

anderen eukaryontischen Zellkernen) b e s t e h t . jedoch i n der Größe und der 

Organisation der DNA-Moleküle. Die DNA des Makronukleus l i e g t bei den hypo-

t r i c h e n C i l i a t e n n i c h t i n Form von langen Chromosomen vor, sondern i n kurzen 

Molekülen, die wenige hundert b i s etwa 20000 bp lang s i n d ( E l s e v i e r et a l . , 

1978; Lipps und Steinbrück, 1978; Prescott et a l . , 1971; 1973). Diese 'gene-

s i z e d pieces' besitzen an den Enden kurze 'inverted repeats' der Sequenz 5*-

C^A^CAA^CA und e i n z e i s t r ä n g i g e überhänge an den 3'-Enden mit der Sequenz 

GaT 4G 4T 4-3' (bei Euplotes G^T*G,*T*-3') (Helftenbein, 1985; Klobutcher et a l . , 

1981; Oka et a l . , 1980; Pluta et a l . , 1982). Die c h a r a k t e r i s t i s c h e n End

st r u k t u r e n e r f ü l l e n höchstwahrscheinlich Telomerf unktion und s i n d f ü r die 

I n t e g r i t ä t der Moleküle un e r l ä ß l i c h (Blackburn et a l . , 1983; Blackburn, 1984; 

Vünning und L i p p s , 1983). 

Sequenzanalysen einzelner Makronukleusmoleküle (Helftenbein, 1986; Kaine und 

Spear, 1982), Hybridisierungen mit s p e z i f i s c h e n Genproben (rDNAs, Histone, 

A k t i n ) ( E l s e v i e r et a l . , 1978; Lipps und Steinbrück, 1978; Spear, 1980) sowie 

Transformationsexperimente mit rekombinanten Makronukleus-Molekulen (Meyers 

und Helftenbein, im Druck) s t ü t z t e n die Vermutung, daß jedes Makronukleus-

Molekül e i n Gen (oder wenige Gene wie bei den Histonen) e n t h ä l t und a l s eine 

R e p l i k a t i o n s - und T r a n s k r i p t i o n s e i n h e i t v o r l i e g t , d i e . a l l e Sequenzen oder 

Strukturen, d i e an r e g u l i e r t e n R e p l i k a t i o n s - , T r a n s k r i p t i o n s - und auch Trans-

lationsvorgängen b e t e i l i g t s i n d , auf engstem Raum d i r e k t neben dem zu 

steuernden Gen e n t h ä l t , und von den meisten 'irrelevanten* DNA-Sequenzen 

durch das 'DNA-Processing' während der Makronukleusentwicklung b e f r e i t i s t . 

Obwohl der Makronukleus so eine e i n z i g a r t i g e Möglichkeit b i e t e t , die 

Genexpression bei Eukaryonten zu untersuchen, l a g b i s zum Beginn d i e s e r 

Arbeit l e d i g l i c h d i e komplette Sequenz von zwei c h a r a k t e r i s i e r t e n Polymerase 
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II Genen h y p o t r i c h e r C i l i a t e n vor (ein Aktingen von O x y t r l c h a f a l l a x , Kaine & 

Spear, 1982 und ein cr-Tubulin von S. l e m n a e , H e l f t e n b e i n , 1985). Diese zeigten 

jedoch keine übereinstimmenden Sequenzen i n den nichtcodierenden Regionen. 

Durch d i e Sequenzanalyse von weiteren Makronukleus-Molekülen e i n e r Speeles 

s o l l t e n R e p l i k a t i o n s o r i g i n s , Promotoren, T r a n s k r i p t i o n s t e r m i n a t i o n s - oder 

RNA-Processing-Signale l e i c h t i d e n t i f i z i e r t werden können. V o r t e i l h a f t e r w e i s e 

s o l l t e n s o l c h e Gene miteinander v e r g l i c h e n werden, d i e k o o r d i n i e r t r e g u l i e r t 

und e x p r i m i e r t werden. A l s i d e a l f ü r diesen Zweck erschienen d i e i n anderen 

Organismen gut untersuchten Tubulingene. 

A l l e eukaryontischen Z e l l e n , mit Ausnahme k e r n l o s e r E r y t h r o c y t e n , besitzen 

M i k r o t u b u l i . Dies s i n d röhrenförmige Strukturelemente, d i e eine V i e l z a h l von 

Aufgaben innerhalb der Z e l l e e r f ü l l e n . S i e s i n d Hauptbestandteile des Cyto-

s k e l e t t s , der Mitose- und Meiosespindeln, der eukaryontischen C i l i e n und 

F l a g e l l e n und neuronaler Fortsätze und wirken so an elementaren Vorgängen i n 

der Z e l l e mit: Aufrechterhaltung der Z e l l f o r m , Z e l l t e i l u n g , Zellbewegung und 

i n t r a z e l l u l ä r e r Transport (Kirschner, 1978). Der Hauptbestandteil der M i k r o 

t u b u l i i s t Tubulin, e i n Heterodimer aus zwei verwandten Polypeptiden, ot- und 

ß-Tubulin (Bryan und Wilson, 1971) mit einem Molekulargewicht von je 50.000. 

Die Tubuline s i n d s t a r k k o n s e r v i e r t e Proteine und werden i n eukaryontischen 

Ze l l e n durch eine u n t e r s c h i e d l i c h e Anzahl von Genen c o d i e r t (Cleveland et a l . , 

1980). 

In Säugern e x i s t i e r e n M u l t i g e n f a m i l i e n , d i e 10-20 Kopien Tubulin-homolpger 

Sequenzen en t h a l t e n , deren Großteil jedoch Pseudogene d a r s t e l l t . (Reviews: 

Cowan, 1984; Cleveland und S u l l i v a n , 1985). Beim Menschen werden von b i s 

j e t z t zwölf c h a r a k t e r i s i e r t e n ß-Tubulingenen v i e r e x p r i m i e r t , während man 

d r e i f u n k t i o n e l l e a-Tubulingene kennt (Cowan, 1984; Dobner et a l . , 1987; H a l l 

und Cowan, 1985; Lewis et a l . , 1985a). Von der Maus s i n d sechs f u n k t i o n e l l e 

öl- und sechs ß-Tubulingene bekannt (Lewis et a l . , 1985b; V i l l a s a n t e et a l . , 

1986; Wang et a l . , 1986) und zwei oc- und d r e i ß-Tubulingene i n der Ratte 

(Bond und Farmer, 1983; Bond et a l . , 1984; Ginzburg et a l . , 1981; Lemischka 

und Sharp, 1982). Im Gegensatz zu den oben beschriebenen großen M u l t i g e n 

f a m i l i e n der Säugetiere b e s i t z t das Hühnchen eine geringere Anzahl von 

Sequenzen, die Homologien zum Tubulin zeigen. Mindestens fünf von sieben b i s 
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neun vorhandenen ß-Tubulingenen werden e x p r i m i e r t (Lopata et a l . , 1983; 

S u l l i v a n et a l . , 1986). D r o s o p h i l a b e s i t z t v i e r oc- und v i e r ß-Tubulingene, die 

a l l e e x p r i m i e r t werden (Raff, 1984) 

Die Genome niederer Eukaryonten enthalten gegenüber den beschriebenen 

höheren Eukaryonten meist nur eine geringe Zahl von Tubulingenen. P h y s a r u m 

b e s i t z t v i e r a- und v i e r ß-Tubulingene von denen zwei oc- und a l l e d r e i ß-

Tubulingene e x p r i m i e r t werden (Burland et a l . , 1983; 1984; Schedl et a l . , 

1984). Beide oc- und beide ß-Tubulingene von Chlamydomonas s i n d f u n k t i o n e l l 

(Brunke et a l . , 1982; Monteiro und Cox, 1987), doch codieren d i e beiden ß-

Tubulingene e i n i d e n t i s c h e s P o l y p e p t i d (Youngblom et a l . , 1984). E i n e i n z i g e s 

ß-Tubulingen b e s i t z t d i e Hefe (Neff et a l . , 1983) und auch i n T e t r a h y m e D a 

wurde b i s l a n g e b e n f a l l s nur e i n ß-Tubulingen gefunden (Guttman und Gorovsky, 

1979). 

Z i e l der vorliegenden A r b e i t war, d i e Organisation der ß-Tubulingene im 

Makronukleus von S. l e m n a e und deren molekulare S t r u k t u r und Funktion aufzu

k l ä r e n . Von besonderem Interesse s i n d dabei - neben dem V e r g l e i c h der 

codierten Aminosäuresequenz mit den ß-Tubulinen anderer Organismen 

eventuell vorhandene r e g u l a t i v e Sequenzen i n den nichtcodierenden Bereichen 

der Makronukleusmoleküle, die im V e r g l e i c h der ß-Tubulingene untereinander 

und im V e r g l e i c h mit den inzwischen sequenzierten ot-Tubulingenen von S. 

l e m n a e (Helftenbein, 1985; Helftenbein und Müller, i n Vorbereitung) 

i d e n t i f i z i e r t werden könnten. 
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2 M A T E R I A L U N D M E T H O D E » 

2.1 Ontersuchungsobjekt und Kulturbedingungen 

Die Versuche wurden an dem hypotrichen C i l i a t e n S t y l o n y c h i a l e m n a e 

(Ammermann & Schlegel, 1983; Steinbrück & S c h l e g e l , 1983) durchgeführt. Die 

Zel l e n wachsen i n P e t r i s c h a l e n bei 20 - 24 *C i n Pr ingsheim-Lösung und werden 

t ä g l i c h mit einer C h l o r o g o n i u m e l o n g a t u m - Suspension g e f ü t t e r t (Ammermann 

et a l . , 1974). 

Pringsheim-Lösung: 0,11 mM Na^HPCU 

0,08 mM MgSOn 

0,85 mM CaCNQr-:)-,-

0,35 mM KCl 

pH 6,9 

2.2 DIA-Isolierung aus S t y l o n y c h i a l e m n a e 

2 2 . 1 Makronukleus-DNA 

Die Zellen wurden, nachdem s i e einen Tag lang gehungert hatten, durch 

F i l t r a t i o n über eine 120 um Nylongaze von groben Verunreinigungen b e f r e i t , 

auf einer 20 b i s 40 um Gaze gesammelt und s o f o r t i n zweifach konzentriertem 

Lysiermediura A 3 Minuten bei 0'C l y s i e r t (Ammermann et a l . , 1974). Das 

F i l t r a t wurde über eine 10 um Nickelgaze gegeben, um die Mikronuklei und 

Zellfragmente abzutrennen. Die Makronuklei wurden von der Gaze gespült und 

durch 1,4 M Saccharose i n Lysiermedium A z e n t r i f u g i e r t (20 min bei 2000 rpm 

und 4*C; Labofuge I I , Heraeus C h r i s t ) . Die p e l l e t i e r t e n Kerne wurden i n 5 ml 

Lysiermedium A suspendiert und nochmals z e n t r i f u g i e r t . Das P e l l e t wurde i n 

65*C warmem Kavenoff-Zimra-Puffer (Kavenoff & Zimm, 1973) aufgenommen und 15 

Minuten bei dieser Temperatur i n k u b i e r t . Nach Abkühlung auf 50*C wurde '/io 

Volumen Proteinase K - Lösung zugegeben (10 mg/ml i n TE) und 4 b i s 12 Stun

den bei 5 0 X i n k u b i e r t . Danach wurde d i e DNA zweimal mit Phenol/Chloroform 

(1/1) e x t r a h i e r t , über Nacht gegen TE d i a l y s i e r t und i n Ethanol g e f ä l l t . 

Lysiermediura A: 0,05% Triton-X-100 

0,1 mg/ml Spermidinphosphat 
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Kavenoff-Zimra-Puffer: 10 mM T r i s - H C l pH 9,5 

0,5 M EDTA 

1% SDS 

2.2.2 Mikronukleus-DNA 

Die durch die 10 um Gaze g e f i l t e r t e n M i k r o n u k l e i (2.2.1) wurden bei 4'C mit 

800 rpm 10 Minuten p e l l e t i e r t , i n Lysiermedium A aufgenommen und mikro

s k o p i s c h auf i h r e Reinheit ü b e r p r ü f t . Die weitere Verarbeitung e r f o l g t e wie 

i n 2.2.1 beschrieben, doch wurde d i e DNA zum Schluß n i c h t g e f ä l l t , sondern 

eingeengt und i n TE bei 4*C aufbewahrt. 

2.3 RIA - Isolierungen 

2.3.1 Gesamt-RNA 

Ze l l e n aus ca. 50 Kult u r s c h a l e n wurden auf einer 30 um Gaze gesammelt, mit 

10 mM T r i s - H C l pH 7,6 i n k a l i b r i e r t e Zentrifugengläser (Erdölprüfer 3113, 

Heraeus C h r i s t ) gespült und bei 40 g 3 Minuten k o n z e n t r i e r t . Zwei ml der 

Zel l e n wurden i n einen Dounce-Homogenisator ü b e r f ü h r t , i n 10 ml Homogeni-

s a t i o n s p u f f e r durch wenige Potterbewegungen v o r s i c h t i g l y s i e r t und 10 

Minuten auf E i s stehen gelassen. Das Lysat wurde mit 1 gr/ml CsCl v e r s e t z t 

und auf 3 ml 5,7 M CsCl i n 0,1 M EDTA pH 7,5 i n TI 50 Polyallomerröhrchen 

(Beckmann) g e s c h i c h t e t . Die RNA wurde bei 40 000 rpm (20 Stunden, 25*C) 

p e l l e t i e r t , das P e l l e t mit 70% Ethanol gewaschen, i n 200 - 400 u l H*0 oder 

TE gelöst und i n Ethanol g e f ä l l t ( G l i s i n et a l . , 1974). Vor der weiteren 

Verwendung wurde kontaminierende DNA durch DNase I e n t f e r n t (2.9.1). 

3 * Homogenisationspuffer: 100 mM T r i s - H C l pH 7,4 

4% SDS 

50 mM MgCl=:-

50 ug/ml Heparin 

2.3.2 Polysomale RNA 

Polysomale RNA wurde nach P a l a c i o s et a l . (1972) und B u e l l et a l . (1977) 

(kombiniert) i s o l i e r t . Die Zellen wurden wie oben beschrieben k o n z e n t r i e r t 

(2.3.1). Nach Zugabe von 1 Volumen Hz.0 und 1 Volumen 3 * Homogenisations

puffer wurde v o r s i c h t i g im Dounce-Homogenisator l y s i e r t . Z e l l k e r n e und Z e l l -
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fragmente wurden 5 Minuten bei 3000 rpm und 4*C p e l l e t i e r t (Minifuge I I , 

Heraeus C h r i s t ) . Der überstand wurde d e k a n t i e r t , auf 0,5% Triton-X-100 

e i n g e s t e l l t und v o r s i c h t i g 3 b i s 5 Minuten g e r ü h r t , um die Polysomen vom 

Endoplasmatischen Retikulum zu lösen. Weitere Zellfragmente wurden durch 15 

minütige Z e n t r i f u g a t i o n (10.000 rpm, 4*C, V e t t e r , AS 4.13-Rotor) p e l l e t i e r t . 

Der überstand wurde auf einen d i s k o n t i n u i e r l i c h e n Sucrosegradienten gegeben 

(2 ml 2,5 M Sucrose und 4 ml 1 M Sucrose i n 30 mM T r i s - H C l pH 7,6; 30 mM 

KCl; 10 mM MgCl* und 50 ug/ml Heparin) und im SW 41 (Beckmann) 2 Stunden 

bei 40 000 rpm und 5*C z e n t r i f u g i e r t . Die Polysomen im Interphasebereich 

wurden mit einer S p r i t z e abgezogen und 2 Stunden gegen 10 mM T r i s - H C l pH 

7,6; 0,5 mM MgCl 2; 1 mM K*-EDTA bei 4'C d i a l y s i e r t . Das D i a l y s a t wurde auf 

20 mM MgCl;, e i n g e s t e l l t und die Ribosomenuntereinheiten 2 Stunden mit 53.000 

rpm bei 5*C im SW 65 p e l l e t i e r t . Der RNA-haltige überstand wurde zweimal 

p h e n o l i s i e r t und die RNA i n Ethanol a u s g e f ä l l t . 

3 * Homogenisationspuffer: 30 mM T r i s - H C l pH 7,6 

30 mM KCl 

10 mM MgCl-

0,2 M Sucrose 

0,15% Triton-X-100 

0,1 % Heparin 

0,05% ß-Mercaptoethanol 

2.3.3 Poly (A>* RNA Präparation 

Die Anreicherung der Poly (A)" RNA e r f o l g t e durch A f f i n i t ä t s c h r o m a t o g r a p h i e 

an Oligo (dT) C e l l u l o s e (Aviv & Leder, 1972). Die Säule (1 ml Volumen) wurde 

mit 5 Volumina 0,1 M KOH gewaschen und mit 10 Volumina Auftrag-Puffer (0,5 

M KCl; 10 mM T r i s - H C l pH 7,5) wieder n e u t r a l i s i e r t . Die Gesamt-RNA (2.3.1) 

wurde nach kurzem Erwärmen (5 min, 65*C) i n Auftrag-Puffer auf die Säule 

gegeben und mit 2 Volumina Auftrag-Puffer nachgespült. Durch Waschen mit 2 

Volumina E l u t i o n s p u f f e r 1 (0,1 M KCl; 10 mM T r i s - H C l pH 7,5) wurde die n i c h t 

gebundene RNA e n t f e r n t und die Poly (A)* RNA anschließend bei 3 7 X i n 2 

Volumina 10 mM T r i s - H C l pH 7,5 e l u i e r t . Durch einen weiteren Säulenlauf wurde 

die RNA nochmals g e r e i n i g t . 
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2.4 Bakterien und Plasmide 

2.4.1 Verwendete Plasmide und Bakterienstämme 

Die Makronukleus-DNA wurde im Plasmid pUC 12 k l o n i e r t , a l s V i r t s b a k t e r i u r a 

wurde E. c o l i JM 83 benutzt ( V i e i r a & Messing, 1982). Fragmente der k l o n i e r -

ten Makronukleus-DNA wurden f ü r d i e Sequenzierung nach Sanger et a l . (1977) 

im Plasmid pGEM-3'" (Promega Biotech) s u b k l o n i e r t . V i r t s b a k t e r i e n f ü r dieses 

Plasmid waren E. c o l i HB 101 und E. c o l i SK 375 (Boyer & Roulland-Dussoix, 

1969) 

Die heterologe Probe, mit der die t r a n s f o r m i e r t e n Bakterien gescreent wurden, 

war pßH (Cleveland et a l . , 1980), das e i n ß-Tubulin-c-DNA-Fragment aus dem 

Hühnchen e n t h ä l t . 

2.4.2 Anzucht der Bakterien 

Sämtliche Bakterienstämme wurden bei 37*C unter Schütteln i n LB angezogen 

(0.5% Hefeextrakt; 1% Bactotrypton; 0,5% NaCl; 1 mM MgCl^jO, 1% Glucose). 

Agarplatten e n t h i e l t e n 15 g Agar pro L i t e r LB. Zur S e l e k t i o n p l a s m i d h a l t i g e r 

Bakterien wurden 100 mg A m p i c i l l i n / 1 zugesetzt. JM 83 Z e l l e n , d i e rekorabi-

nante Plasmide e n t h i e l t e n , konnten durch Zugabe von 2 ml X-Gal (2% i n DMF) 

zu einem L i t e r Agar-Medium i d e n t i f i z i e r t werden (weiße Kolonien durch 

I n s e r t i o n s i n a k t i v i e r u n g des l a c Z Gens, ohne Insert blau; V i e i r a und Messing, 

1980). 

2.4.3 Dauerkulturen der Bakterienklone 

2 ml einer B a k t e r i e n k u l t u r wurden 5 Minuten bei 3000 rpm i n der Minifuge 2 

(Heraeus C h r i s t ) z e n t r i f u g i e r t , das Z e l l p e l l e t i n 1 ml LB-Medium mit 50% 

G l y c e r i n aufgenommen und bei -70*C ei n g e f r o r e n . 

2.4.4 P l a s m i d i s o l i e r u n g e n 

2.4.4.1 Große Plasmidpräparation nach Birnboim und Doly (1979) 

Die Z e l l e n einer 1 - L i t e r Übernachtkultur (mit 5 ml e i n e r e x p o n e n t i e l l wach

senden S t a r t k u l t u r angeimpft) wurden b e i 5000 rpm und 4'C i n der Hermle 

Zentrifuge i n 250 ml-Bechern p e l l e t i e r t (Vetter A 6.14 R o t o r ) . Die Bakterien 

wurden i n 15 ml Lysepuffer ohne Lysozym suspendiert, mit 10 ml Lysepuffer, 

der Lysozym e n t h i e l t , v e r s e t z t und 30 Minuten im Eisbad i n k u b i e r t . Danach 

wurden 50 ml a l k a l i s c h e SDS-Lösung zugegeben, nach 5 Minuten auf E i s mit 

37,5 ml 3 M Natriumacetat pH 4,8 n e u t r a l i s i e r t und weitere 60 Minuten im E i s 
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i i i k u b i e r t . Die Zelltrümmer, chromosomale DNA und Proteine wurden bei 10.000 

rpm und 4 X 60 Minuten p e l l e t i e r t . Die Plasmide aus dem überstand wurden mit 

2 Volumina Ethanol (auf - 7 0 X vorgekühlt) 2 Stunden lang b e i - 2 0 X ausge

f ä l l t , p e l l e t i e r t (60 Minuten, 10000 rpm, 4 X ) und i n 25 ml TE ge l ö s t . Nach 

einer weiteren E t h a n o l f ä l l u n g wurden d i e Plasmide i n 15,8 ml TE ge l ö s t , die 

Lösung mit 17 gr CsCl und 700 u l Ethidiumbromid (10 mg/ml i n TE) v e r s e t z t 

und gegebenenfalls mit TE bzw. CsCl auf den Brechungsindex 1,392 e i n g e s t e l l t . 

(Hach der Ethidiumbromidzugabe wurden d i e Becher i n Aluminiumfolie 

eingewickelt, um d i e Proben vor Li c h t e i n w i r k u n g zu schützen). Die Lösung 

wurde anschließend im VTI 50 Rotor i n Polyallomer Quick-Seal Röhrchen 20 

Stunden bei 40 000 rpm und 20 X z e n t r i f u g i e r t (Beckmann-Zentrifuge L 5.65) 

(Radioff et a l . , 1967). Die im UV d e u t l i c h s i c h t b a r e n Banden der s u p e r c o i l -

und o f f e n z i r k u l ä r e n Plasmide wurden mit einer S p r i t z e durch s e i t l i c h e s An

stechen der Röhrchen abgezogen und getrennt w e i t e r v e r a r b e i t e t . Das Ethidium

bromid wurde duch mehrfache E x t r a k t i o n mit Isoamylalkohol e n t f e r n t , d i e DNA-

Lösung durch Zugabe von H*0 verdünnt und mit Ethanol b e i - 2 0 X g e f ä l l t . Das 

mitgefallene CsCl wurde durch weitere Ethanolfällungen und Waschungen mit 

70% Ethanol e n t f e r n t . Eventuelle Kontaminationen mit RNA wurden durch 

RNase-Behandlung b e s e i t i g t . 

Lyse-Puff er: 25 mM T r i s - H C l pH 8,0 

10 mM EDTA 

50 mM Glucose 

2 mg/ml Lysozym 

a l k a l i s c h e SDS-Lösung: 0,2 N NaOH 

1 % SDS 

2.4.4.2 Kleine Plasmidpräparat ion nach Birnboim und Doly (1979) 

1,5 ml einer 5 ml Übernachtkultur der zu testenden Bakterienklone wurden i n 

s t e r i l e n Eppendorf-Reaktionsgefäßen 4 Minuten bei 3.000 rpm i n der Eppen

dorf-Zentrifuge z e n t r i f u g i e r t . Das Z e l l p e l l e t wurde i n 100 u l Lysepuffer 

(2.4.1) suspendiert und 30 Minuten im Eisbad i n k u b i e r t . Nach Zugabe von 200 

u l a l k a l i s c h e r SDS-Lösung (2.4.1) und weiteren 5 Minuten b e i 0 X wurde mit 

150 p l 3 M Natriumacetat pH 4,8 n e u t r a l i s i e r t . Das Lysat wurde nochmals 60 
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Minuten auf E i s i n k u b i e r t und dann 20 Minuten i n der Eppendorfzentrifuge 

(12.000 rpm, 4 X ) z e n t r i f u g i e r t . Der p l a s m i d h a l t i g e überstand wurde 

v o r s i c h t i g abgenommen und d i e DNA mit 1 ml Ethanol a u s g e f ä l l t (20 Minuten 

im T r o c k e n e i s ) . Nach 15 minütiger Z e n t r i f u g a t i o n (Eppendorf, 12 000 rpm, 4'C) 

wurde das P e l l e t mit 70% Ethanol gewaschen, im "Speed-Vac-Concentrator" 

(Abimed) getrocknet und i n 100 u l TE g e l ö s t . Die RNA wurde durch RNase-

Behandlung e n t f e r n t (15 Minuten, 3 7 X ; 2.9.3), anschließend wurde die DNA-

Lösung p h e n o l i s i e r t , d i e DNA i n Ethanol g e f ä l l t und wieder i n H;>0 oder TE 

gel ö s t . 

2.4.5 Transformation der Bakterien mit Plasmiden 

40 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer Übernachtkultur des Bakterienstammes 

JM 83 angeimpft und bei 3 7 X unter Schütteln b i s zur ODe&o = 0,3-0,4 wachsen 

gelassen. Dann wurden d i e Ze l l e n bei 3.000 rpm und 4 X i n der Minifuge II 

(Heraeus C h r i s t ) p e l l e t i e r t und i n 20 ml eiskaltem 50 mM CaCla aufgenommen, 

v o r s i c h t i g suspendiert und 20 Minuten bei 0 X i n k u b i e r t . Nach erneuter Zen

t r i f u g a t i o n wurden d i e Bakterien i n 2 ml der CaCl^-Lösung aufgenommen. Nach 

20 Stunden bei 0 X wurden die kompetenten Ze l l e n t r a n s f o r m i e r t (Dagert und 

E h r l i c h , 1979). Zu 100 u l der Zellsuspension wurden 0,1 - 1 ug Plasmid-DNA 

i n 100 u l 100 mM T r i s - H C l pH 7,1 gegeben und v o r s i c h t i g vermischt. Die 

Suspension wurde 40 Minuten bei 0 X i n k u b i e r t und dann 3 Minuten i n einem 

4 2 X Vasserbad e r h i t z t . Nach Zugabe von 0,8 ml LB, das auf 3 7 X vorgewärmt 

war, wurden d i e Zel l e n unter leichtem Schütteln bei 37 X 1 Stunde lang 

i n k u b i e r t , um die A n t i b i o t i k a r e s i s t e n z entwickeln zu können. 50-200 u l der 

Kultur wurden dann auf LB-Agarplatten mit 100 mg A m p i c i l l i n / 1 a u s p l a t t i e r t . 

Die Stämme HB 101 und SK 375 wurden mit 2 Ausnahmen g l e i c h behandelt, die 

100 ml - Kulturen wuchsen b i s zur Dichte ODeoo = 0,5 - 0,6 und die Z e l l 

suspension wurde nach der Zugabe der DNA nur 20 Minuten auf E i s gehalten. 

2.5 Elektrophorese 

2.5.1 Nichtdenaturierende Gele 

2.5.1.1 Agarosegele 

DNA im Größenbereich von 20.000 b i s 200 bp wurde i n 0,7 - 2,5% Agarosegelen 

aufgetrennt. A l s Gel- und Laufpuffer wurde 1 * TA verwendet (40 mM T r i s - H C l 

pH 7,8; 20 mM Natriumacetat; 2 mM EDTA). Die DNA wurde vor dem Auftragen 
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meist 5 Minuten b e i 6 5 X i n k u b i e r t und mit 1/5 Volumen 5 * Blue jui c e v e r 

s e t z t (0,1% Broraphenolblau; 0,1% Xylen-Cyanol; 5% F i c o l l 400 i n 5 t E l e k t r o 

phoresepuffer). Für Routineuntersuchungen wurden h o r i z o n t a l e "Minigele" i n 

der Größe 0,4 * 4,5 * 7 cm benutzt. Für p r ä p a r a t i v e Zwecke, Hybridisierungen, 

und wenn eine möglichst hohe Auflösung e r z i e l t werden s o l l t e , wurden 16 * 19 

cm große v e r t i k a l e Gele von 2-4 mm Dicke gegossen. Die Auftrennung der DNA 

e r f o l g t e bei ca. 5-10 V/cm i n den Minigelen und bei 2-5 V/cm i n den V e r t i 

k a l g e l e n . Minigele wurden meist mit 0,2-1 ug DNA pro S l o t beladen, präpara

t i v e Gele je nach Bedarf mit b i s zu 150 ug DNA pro cm G e l b r e i t e . 

2.5.1.2 Polyacrylamidgele 

DNA im Größenbereich von 500 b i s 20 bp wurde i n v e r t i k a l e n 3,5-12% Poly-

acrylamidgelen u n t e r s c h i e d l i c h e n Formates aufgetrennt (19/1 Acrylamid / 

B i s a c r y l a m i d ) . Gel- und Laufpuffer war TBE (100 mM T r i s - b o r a t ; 2 mM EDTA; 

pH 8,3). Die Gellösung wurde nach dem Entgasen mit 1/200 Volumen 10% APS 

und 1/2000 Volumen TEMED p o l y m e r i s i e r t . A l s Probenpuffer wurde 0,1% Brom

phenolblau; 0,1% Xylen-Cyanol; 5% F i c o l l 400 i n 5 * TBE verwendet. Die Auf

trennung der DNA e r f o l g t e bei 5-10 V/cra (Maniatis et a l . , 1975). 

2.5.2 Denaturierende Gele 

2.5.2.1 Glyoxalgele f ü r RNA 

RNA, die mit r a d i o a k t i v e n Proben h y b r i d i s i e r t werden s o l l t e , wurde i n 1,5% 

Agarosegelen i n 10 mM Natriumphosphat pH 7,0 aufgetrennt. Die i n TE gelöste 

RNA- (5-10 ug i n ca. 5 ul) oder DNA-Probe wurde mit 2,5 Volumina G l y o x a l -

lösung (25 u l 10 * Elektrophoresepuffer; 28 u l Glyoxallösung, e n t i o n i s i e r t ; 

125 u l DMSO) v e r s e t z t und 15 Minuten (RNA) oder 20 Minuten (DNA) bei 6 0 X 

de n a t u r i e r t (McMaster & Carmichael, 1977). Nach Zugabe von K Volumen Proben

puffer (50% G l y c e r i n ; 0,05% Bromphenolblau i n 0,5 * Elektrophoresepuffer) 

wurden die Proben bei ca 3-7 V/cm e l e k t r o p h o r e t i s c h aufgetrennt und 

anschließend mit Acridinorange (30 ug/ml) angefärbt. 

'2.5.2.2 Polyacrylamid/Harnstoff - Gele f ü r Sequenzierproben und RNA 

Sequenziergele (0,25 * 300 t 400 mm) wurden nach Sanger et a l . (1977) und 

Maxam & G i l b e r t (1977, 1980) h e r g e s t e l l t . A l s Gel- und Laufpuffer wurde TBE 

verwendet (2.5.2). 6% oder 8% Acrylamidlösung (19/1 Acrylamid/Bisacrylamid) 

wurde mit 7 M Harnstoff v e r s e t z t und mit 1/200 Volumen 10% APS und 1/2000 
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Volumen TEMED p o l y m e r i s i e r t . Die Proben wurden vor dem Auftragen 5 Minuten 

i n 90% Formamid, 0,25 mM EDTA, 0,06% Bromphenolblau und 0,06% Xylen-Cyanol 

i n 1 * TBE bei 9 0 X d e n a t u r i e r t . Die Auftrennung e r f o l g t e b e i konstanter 

Stromstärke (16 - 20 mA). Die denaturierenden Polyacrylamidgele f ü r RNA 

unterschieden s i c h von den Sequenziergelen l e d i g l i c h durch das Format (2 * 

160 * 190 mm). Diese Gele wurden mit 0,5 - 5 ug RNA pro S l o t beladen, d i e 

Auftrennung e r f o l g t e b ei 10 V/cm. 

2.5.3 Anfärben der Gele 

Die Gele (außer Agarose/Glyoxal- und Sequenziergelen (2.5.2.1; 2.5.2.2) wurden 

nach dem Lauf 5-15 Minuten i n einer Ethidiumbromidlösung (ca. 1 ug Ethidium-

bromid pro ml Lauf puff er) angefärbt. Die durch u l t r a v i o l e t t e s L i c h t indu

z i e r t e Fluoreszenz der DNA-Ethidiumbromidkomplexe wurde anschließend auf 

einer UV-Platte (X = 230 nm) beobachtet und durch e i n rotes I n t e r f e r e n z f i l t e r 

f o t o g r a f i e r t ( P o l a r o i d Land F i l m Type 665 und 667). 

2.5.4 E l u t i o n von DNA aus Agarosegelen 

DNA aus p r ä p a r a t i v e n Agarosegelen wurde e l e k t r o p h o r e t i s c h e l u i e r t (Mc Donnel 

et a l . , 1977). Die betreffenden Banden wurden nach Anfärben des Gels mit 

einer R a s i e r k l i n g e ausgeschnitten und i n einen Dialyse-Schlauch mit wenig 

0,1*TBE gegeben. Der Schlauch wurde senkrecht zur Spannungsrichtung i n eine 

h o r i z o n t a l e Elektrophoresekammer mit 0,1 * TBE gelegt und d i e DNA b e i 300 V 

ca. 3 Stunden aus dem Agarosestück e l u i e r t . Danach wurde das e l e k t r i s c h e 

Feld 3 Minuten umgekehrt, um d i e DNA von der Schlauchwand zu lösen, der 

Puffer aus dem Schlauch entnommen und d i e DNA nach zweifacher Phenol

e x t r a k t i o n i n Ethanol g e f ä l l t . 

Eine andere Methode wurde angewendet, wenn s c h n e l l DNA i s o l i e r t werden 

s o l l t e oder um Proben, d i e f ü r Hybridisierungszwecke eingesetzt werden 

s o l l t e n , zu i s o l i e r e n : Die ausgeschnittenen Agarosestücke wurden durch eine 

dünne Kanüle gepresst, um d i e Agarose zu homogenisieren. Nach zwei- b i s 

dreimaligem E i n f r i e r e n und Auftauen wurde d i e DNA mit Phenol e x t r a h i e r t und 

i n Ethanol g e f ä l l t . 
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2.6 T r a n s f e r van DIA und RIA auf Filter 

2.6.1 DSA-Dot-Blot 

Makronukleus-DNA oder Plasmid-DNA wurde f ü r q u a n t i t a t i v e H y b r i d i s i e r u n g s -

experimente d i r e k t auf Biodyne" A Nylonmembranfilter aufgetragen. M i t t e l s 

e i n e r P i p e t t e wurden maximal 2 u l der DNA-Lösung auf d i e F i l t e r g e t ü p f e l t . 

Reichte d i e Konzentration der DNA n i c h t aus, so wurde d i e Lösung auf dem 

F i l t e r mit einem Fön eingetrocknet und dann e r s t weitere DNA-Lösung auf 

die s e l b e S t e l l e g e t ü p f e l t . Die DNA wurde d e n a t u r i e r t , indem d i e Membran 5 

Minuten auf mit Denaturierungslösung (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) g e s ä t t i g t e s 

F i l t e r p a p i e r gelegt wurde, anschließend wurde auf dieselbe Weise d e n a t u r i e r t 

(3 M Natriumacetat pH 5,5). Die F i l t e r wurden dann 30 Minuten l u f t g e t r o c k n e t 

und 1 Stunde bei 80 *C i n einem Vakuumofen gebacken. In Folienschläuche e i n 

geschweißt, konnten s i e bei 4*C b i s zur H y b r i d i s i e r u n g aufbewahrt werden. 

2.6.2 Southern - Transfer 

In Agarosegelen aufgetrennte DNA wurde nach der V o r s c h r i f t von Southern 

(1975) auf Biodyne"' A - F i l t e r (PALL) t r a n s f e r i e r t . Die DNA wurde im Gel i n 

0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl d e n a t u r i e r t (30 Minuten), i n 3 M Natriumacetat 

n e u t r a l i s i e r t (30 Minuten) und i n 20 * SSC 4-12 Stunden t r a n s f e r i e r t . Nach 

dem Transfer wurden die F i l t e r 1 Stunde b e i 80*C im Vakuum gebacken. (Ein 

DNA-Transfer wurde nur durchgeführt, wenn d i e zu h y b r i d i s i e r e n d e n DNA-Frag

mente k l e i n e r a l s 500 bp waren, ansonsten wurde d i r e k t im Gel h y b r i d i s i e r t 

(2.7.1). 

2.6.3 Northern -Transfer 

RNA aus Agarose/Glyoxal - Gelen wurde d i r e k t nach der Elektrophorese auf 

N i t r o c e l l u l o s e - F i l t e r (Schleicher & S c h ü l l , BA 85) übertragen. In 20 t SSC 

wurde ca. 8 Stunden bei 4*C t r a n s f e r i e r t (Thomas, 1980). Danach wurden d i e 

F i l t e r 1 Stunde bei 80*C im Vakuum gebacken. 

2.6.4 K o l o n i e t r a n s f e r auf F i l t e r 

Die K o l o n i e - H y b r i d i s i e r u n g auf F i l t e r n e r f o l g t e nach Grunstein und W a l l i s 

(1979). Dazu wurden runde Biodyne"" A N y l o n f i l t e r (PALL) auf die Agarplatten 

mit den zu untersuchenden Bakterienkolonien gelegt und nach 30 Sekunden 

wieder v o r s i c h t i g mit der Pinz e t t e abgezogen. Die F i l t e r wurden mit der 

Kolo n i e s e i t e nach oben auf f r i s c h e Agarplatten gelegt und bei 37 *C i n k u b i e r t 
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b i s d i e Kolonien s i c h t b a r wurden. Die F i l t e r wurden abgezogen, mit der 

Kol o n i e s e i t e nach unten auf mit Denaturierungslösung (1.5 M NaCl; 0,5 M NaOH) 

getränktes F i l t e r p a p i e r (Vhatman 3MM) gelegt und 5 Minuten d e n a t u r i e r t . Auf 

dieselbe Weise wurde anschließend n e u t r a l i s i e r t (5 Minuten i n 3 M Natrium

a c e t a t ) . Nach 15 Minuten Lufttrocknung wurden die F i l t e r 1 Stunde b e i 80 X 

im Vakuum gebacken und anschließend h y b r i d i s i e r t (2.7.3). 

2.7 Hybridisierungen 

2.7.1 G e l h y b r i d i s i e r u n g e n 

DNA-Fragmente über 500 bp Länge wurden d i r e k t im Gel, ohne Transfer auf 

F i l t e r , h y b r i d i s i e r t (Shinnik et a l . , 1975). 

2.7.1.1 Vorbereitung der Gele 

Die Agarosegele wurden nach dem Anfärben mit Ethidiumbromid und Foto

g r a f i e r e n (2.5.3) auf einem Vakuumgeltrockner bei 6 0 X 1-2 Stunden, je nach 

Dicke des Gels, getrocknet, 10 Minuten i n 0,5 M NaOH und 150 mM NaCl 

de n a t u r i e r t und weitere 10 Minuten i n 0,5 M T r i s - H C l pH 7,6 und 150 mM NaCl 

n e u t r a l i s i e r t . 

2.7.1.2 Hybridisierungsbedingungen 

H y b r i d i s i e r - M i x : 5 * SSC (0,75 M NaCl 

0,075 M N a t r i u m e i t r a t ) 

10 t Denhardt's 

(0,2% (w/v) F i c o l l (MW 400.000) 

0,2% (w/v) P o l y v i n y l p y r r o l i d o n (MW 360.000) 

0,2% (w/v) BSA 

0,1% SDS 

100 ug/ml b e s c h a l l t e und denaturierte E. c o l i DNA 

Die Lösung wurde zur Zerstörung von Nuklea s e a k t i v i t ä t e n mit Viooo Volumen 

DEP (Baycovin®) v e r s e t z t und 1 Stunde k r ä f t i g g e r ü h r t , dann auf 6 5 X e r h i t z t 

und bei d i e s e r Temperatur nochmals 30 Minuten g e r ü h r t , um das DEP wieder zu 

entfernen. Etwa 10 ml di e s e r Lösung wurde zu dem i n F o l i e eingeschweißten 

Gel gegeben und 2-3 Stunden im Schüttelwasserbad bei 6 0 X v o r h y b r i d i s i e r t . 
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Dann wurde d i e Lösung abgegossen, ca. 5 ml f r i s c h e H y b r i d i s i e r l ö s u n g und die 

durch N i c k t r a n s l a t i o n r a d i o a k t i v markierte (2.7.1) und durch Hitze dena

t u r i e r t e DNA-Probe dazugegeben und weitere 24-48 Stunden b e i 6 4 X i n k u b i e r t . 

Nicht h y b r i d i s i e r t e Probe wurde anschließend i n einer absteigenden Reihe von 

SSC e n t f e r n t ( j e w e i l s V* Stunde i n 4 *, 2 *, 1 * und 0,5 * SSC b e i 6 0 X ) . In 

manchen F ä l l e n wurde b i s 0,1 * SSC gewaschen, um den Background zu 

v e r r i n g e r n . 

2.7.2 F i l t e r h y b r i d i s i e r u n g e n 

Die Hybridisierungsbedingungen f ü r F i l t e r stimmen mit denen f ü r Gele überein. 

Es genügte h i e r jedoch eine V o r h y b r i d i s i e r u n g s z e i t von 1 Stunde. 

2.7.3 RNA-Hybridisierungen 

Die Bedingungen zur H y b r i d i s i e r u n g filtergebundener RNA waren i d e n t i s c h , es 

wurde l e d i g l i c h b e i 6 0 X h y b r i d i s i e r t und j e w e i l s einmal mit 4 * SSC und 2 * 

SSC mit 0,1% SDS gewaschen. 

2.7.4 Autoradiographie 

Die R a d i o a k t i v i t ä t auf Gelen und F i l t e r n wurde durch Autoradiographie 

s i c h t b a r gemacht. Röntgenfilme (Kodak X-Omat S, 18 * 24 cm; Agfa Cur i x RP1, 

30 t 40 cm wurden auf d i e mit H a u s h a l t s f o l i e bedeckten Gele und F i l t e r 

gelegt und i n e i n e r Röntgenfilm-Kassette exponiert. Bei schwacher A k t i v i t ä t 

wurde eine V e r s t ä r k e r f o l i e (Cronex Quanta III) h i n t e r den mit einem 

schwachen L i c h t b l i t z s e n s i b i l i s i e r t e n Röntgenfilm gelegt und bei - 7 0 X expo

n i e r t . Die Filme wurden mit handelsüblichen Röntgenfilm - En t w i c k l e r n und -

F i x i e r e r n nach den Angaben der H e r s t e l l e r weiterbehandelt. 

2.8 DMA-Klonierungen 

2.8.1 Entfernung von 3'-überhängen mit Bai 31 

2 ug DNA wurden i n einem Endvolumen von 20 u l i n 1 t Bai 31-Puffer mit 0,5 

ug/ul BSA b e i 0 X mit 0,05 u n i t s der Exonuklease Bai 31 verdaut. Die Reaktion 

wurde mit '/i-o Volumen 0,5 M EDTA pH 8,0 nach 1 Minute gestoppt und die DNA 

zweimal mit Phenol und zweimal mit Chloroform e x t r a h i e r t und i n Ethanol aus

g e f ä l l t . Unter diesen Bedingungen wurden d i e 5'-Enden zum größten T e i l n i c h t 

a n g e g r i f f e n . 
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2.8.2 A u f f ü l l e n der 3'-Enden mit Klenow-Polymerase 

Die re z e s s i v e n 3'- Enden, d i e durch den B a i 31 - Verdau entstanden, wurden 

durch das große Fragment der Polymerase I (Klenow-Fragment) wieder aufge

f ü l l t . Durch den Einbau r a d i o a k t i v m a r k i e r t e r Desoxynukleotide konnte d ie 

Reaktion ü b e r p r ü f t werden <2.10.1.4). Die Reaktionslösung e n t h i e l t 1-5 ug DNA 

i n 50 mM T r i s - H C l pH 7,6, 5 mM MgCU-, 1 mM DTT, 250 ug/ml BSA, je 0,3 mM 

dATP, dTTP, dCTP, dGTP und 5 u n i t s Klenow-Enzym. Das Reaktionsgemisch wurde 

60 Minuten bei 22 X i n k u b i e r t und d i e Reaktion danach mit
 1
/2© Volumen 0,5 M 

EDTA pH 8,0 gestoppt. Die f r e i e n Nukleotide wurden durch d r e i Fällungen i n 

Ethanol (je 20 Minuten bei -70X) e n t f e r n t . 

2.8.3 Vorbereitung der Lin k e r 

Die Pst I-Linker mußten vor der L i g a t i o n mit der Makronukleus-DNA phos-

p h o r y l i e r t werden. In 10 u l Volumen wurden 1 ug Linker i n 70 mM T r i s - H C l pH 

7,6, 10 mM MgCU, 5 mM DTT, 0,5 mM ATP, 10 uCi "tf-^'P-ATP (3000 Ci/mmol) und 

8 u n i t s P o l y n u k l e o t i d k i n a s e 60 Minuten b ei 37X i n k u b i e r t . V u . des Ansatzes 

wurde i n 10 u l Volumen i n 60 mM T r i s - H C l pH 7,6, 6 mM MgCl*, 0,6 mM DTT, 

0,1 mM ATP und 2 u n i t s T^-DNA Ligase über Nacht bei 4X l i g i e r t und d i e 

L i g a t i o n auf einem 12% Polyacrylamidgel getestet (2.5.1.2). 

2.8.4 Vektorpräparierung 

Die Vektoren pUC 12 und pGEM wurden mit den gewünschten Kestriktionsenzymen 

l i n e a r i s i e r t . Um eine R e z i r k u l a r i s i e r u n g des Vektors bei der L i g a t i o n zu 

verhindern, wurden d i e 5'-Enden de p h o s p h o r y l i e r t . B i s zu 20 ug DNA wurden i n 

50 u l Endvolumen i n 50 mM T r i s - H C l pH 8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,0 mit 0,1 u l 

a l k a l i s c h e r Phosphatase (CIP) 60 Minuten b ei 54X i n k u b i e r t . Das Enzym wurde 

durch Zugabe von V 1 0 Volumen 100 mM EGTA pH 7,0 und Inkubation b e i 65X 

(30 min) i n a k t i v i e r t und durch eine anschließende P h e n o l e x t r a k t i o n e n t f e r n t . 

Wurde der Vektor mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen g e s c h n i t t e n , so 

wurde das entstehende kurze Polylinkerfragment im einem p r ä p a r a t i v e n 

Agarosegel vom Vektor getrennt und d i e s e r aus dem Gel e l u i e r t (2.5.4). Bei 

Subklonierungen i n doppelt geschnittene Vektoren wurde o f t auf d i e A b t r e n 

nung des Polylinkerfragmentes und die Dephosphorylierung v e r z i c h t e t , dabei 

aber das Ligationsvolumen und/oder d i e Konzentration des I n s e r t s erhöht 

(2.8.5). 
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2.8.5 L i g a t i o n e n 

2.8.5.1 L i n k e r - I n s e r t L i g a t i o n 

Die phosphoryHerten L i n k e r (2.8.3) wurden i n 5-fachem molarem Überschuß mit 

Ta-DNA Ligase an die wie i n 2.8.1. und 2.8.2 beschrieben 'blunt-end' gemachte 

Makronukleus-DNA l i g i e r t . Der Reaktionsansatz (2 ug Makronukleus-DNA der 

Größe 2000 bp; 0,1 ug p h o s p h o r y l i e r t e L i n k e r ; 60 mM T r i s - H C l pH 7,6; 6 mM 

MgCl 2; 0,6 mM DTT; 0,1 mM ATP und 1 un i t T4-DNA Ligase i n 20 u l Endvolumen) 

wurde 4 Stunden bei 2 0 X i n k u b i e r t und d i e Reaktion durch E r h i t z e n (10 min, 

65 X ) gestoppt. Nach Phenolextraktion und E t h a n o l f ä l l u n g wurde d i e DNA mit 

Pst I verdaut (2.9.2) und die abgeschnittenen Linkerfragmente durch Säulen-

chromatographie über Sephadex-G-20 medium von der Makronukleus-DNA abge

tren n t (Maniatis et a l . , 1982). 

2.8.5.2 Ve k t o r - I n s e r t L i g a t i o n 

'Sticky-end'-Ligationen wurden bei 2 0 X , 'blunt-end'-Ligationen b ei 4 X i n 60 

mM T r i s - H C l pH 7,6; 6 mM MgCU-; 0,6 mM DTT; 0,1 mM ATP durchgeführt. Die 

Reaktionsansätze e n t h i e l t e n 0,01-0,5 ug DNA pro u l , das molare V e r h ä l t n i s von 

Insert zu Vektor betrug normalerweise 2:1. Venn bei Subklonierungen mit n i c h t 

dephosphorylierten Vektoren gearbeitet wurde ( v g l . 2.8.4), so wurden die 

molaren Verhältnisse zugunsten des I n s e r t s verändert ( b i s 5:1) und/oder das 

Ligationsvolumen erhöht. Pro ug DNA wurden 0,05 u n i t s C s t i c k y ends') b i s 0,5 

u n i t s Cblunt ends') T4-DNA Ligase e i n g e s e t z t . 

2.9 Anwendung von lukleasen 

2.9.1 DNase I 

DNA wurde aus RNA-Präparationen durch 20 minütige Inkubation mit 50 u n i t s 

DNase I (RNase-frei, PL) pro ml RNA Lösung b e i 3 7 X i n 40 mM T r i s - H C l pH 

7,6; 6 mM MgCl=> abgebaut. 

2.9.2 Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen 

Die enzymatischen Spaltungen von DNA mit Restriktionsenzymen e r f o l g t e n unter 

den vom H e r s t e l l e r angegebenen Reaktionsbedingungen. Die Konzentration der 

DNA i n den Reaktionsansätzen wurde zwischen 0,05 und 0,4 ug/ul gehalten. Pro 

ug e i n g e s e t z t e r DNA wurden 0,1 b i s 10 u n i t s (entsprechend der U n i t d e f i n i t i o n 

f ü r d i e verschiedenen Enzyme) einge s e t z t . Die Reaktionen wurden durch Er-
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h i t z e n der Proben f ü r 5 Minuten auf 65 *C gestoppt. Nicht h i t z e i n a k t i v i e r b a r e 

Enzyme (z.B. Bam H I) wurden durch eine Phenolextraktion e n t f e r n t . 

2.9.3 RNase 

RNA wurde aus DNA-Präparationen oder nach Zugabe von tRNA vor dem Fällen 

geringer DNA Mengen i n großen Volumina durch einen RNase Verdau e n t f e r n t . 

Dazu wurde eine Mischung aus pankreatischer RNase (1 mg/ml) und RNase Ti 

(10.000 units/ml) verwendet. Die pankreatische RNase war zuvor d r e i m a l auf 

100'C (5 min) e r h i t z t worden, um DNasen zu zerstören. Die DNA-Lösung wurde 

bei 37 *C 15-60 Minuten mit 1/50 Volumen der RNase-Mischung i n k u b i e r t . Die 

Enzyme wurden anschließend durch eine Phenolextraktion e n t f e r n t . 

2.9.4 S p e z i f i s c h e RNasen 

Für die Untersuchung der p o l y ( A ) " - F r a k t i o n der S t y l o n y c h i a RNA wurde am 3'-

Ende r a d i o a k t i v markierte RNA (2.10.2.2) mit s p e z i f i s c h schneidenden RNasen 

(RNase A, RNase Ti , RNase U2-> verdaut (Donis-Keller et a l . , 1977). Die T i -

Reaktionen wurden i n 30 mM T r i s - H C l pH 7,6 bei 3 7 X (40 min), d i e RNase A 

Verdaue i n 10 mM T r i s - H C l pH 7,6 bei Raumtemperatur (20 min) durchgeführt. 

Der r a d i o a k t i v e n RNA wurde s t e t s n i c h t m a r k i e r t e carrier-RNA zugesetzt, um 

genügend hohe RNA Konzentrationen zu e r h a l t e n . Die Reaktionsansätze 

e n t h i e l t e n i n 30-50 u l Endvolumen 5-15 ug RNA. Pro 5 ug RNA wurden 7 u n i t s 

RNase TT oder 20 ng RNase A ein g e s e t z t . 

2.10 Radioaktive Markierungen von DIA und RIA 

2.10.1 DNA - Markierungen 

2.10.1.1 N i c k t r a n s l a t i o n der DNA 

Ein ug DNA wurde i n 50 u l Volumen nach M a n i a t i s et a l . (1982) r a d i o a k t i v 

markiert. Die Reaktionslösung e n t h i e l t je 10 uM dATP, dTTP und dGTP, 20-40 

uCi a--
;:i
P-dCTP (6000 Ci/mol; Amersham), 50 mM T r i s - H C l pH 7,6, 5 mM MgCL-, 

1 mM DTT, 250 ug/ral BSA und 50 pg DNase I. Nach Zugabe von 5-10 u DNA-

Polymerase I wurde 3 Stunden bei 12-15'C i n k u b i e r t . Die Reaktion wurde durch 

Zugabe von 1/5 Volumen 20% SDS gestoppt und die f r e i e n Nukleotide durch 

Säulenchromatographie i n einer Minisäule (Sephadex-G-50 f i n e ) abgetrennt 

(Maniatis et a l . , 1982). 
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2.10.1.2 5'-Endraarkierung (Kinase) 

DNA wurde nach Dephosphorylierung der 5'-Enden (2.8.4) durch d i e P o l y 

nukleotidkinase mit *-
3
-P-ATP mar k i e r t . 5-20 ug DNA wurden i n einem End

volumen von 20-30 u l im 70 mM T r i s - H C l pH 7,6; 10 mM MgCU- und 5 mM DTT 

mit 10-30 uCi *--
:
~P-ATP und 5-10 u n i t s Enzym 40 Minuten bei 3 7 X i n k u b i e r t . 

Die Reaktion wurde durch Umfallen der DNA i n Ethanol gestoppt. Venn n ö t i g , 

wurden die f r e i e n Nukleotide durch weitere Umfällungen oder durch Säulen-

Chromatographie (2.10.1.1) e n t f e r n t . 

2.10.1.3 3'-Endraarkierung (TdT) 

Die 3'-Enden der DNA wurden durch A d d i t i o n eines oc-P-ddAMP Restes m i t t e l s 

der Terminalen Desoxynukleotidyl Transferase (TdT) r a d i o a k t i v m a r kiert. 10 

ug DNA wurden in 75 u l Endvoluinen i n 140 mM Kaliumcacodylat pH 6,0; 1 mM 

CoCl; 1 mM DTT; 30 mM T r i s - b a s e mit 30 uCi cc--
:
-P-ddATP und 20 u n i t s Enzym 

bei 3 7 X i n k u b i e r t . Nach 50 Minuten wurde das Reaktionsvolumen auf 125 u l 

erhöht und nochmals 50 Minuten i n k u b i e r t . Die Reaktion wurde durch Zugabe 

von V..., Volumen 0,5 M EDTA pH 8,0 gestoppt und die DNA in Ethanol g e f ä l l t . 

2.10.1.4 3'-Markierung (Klenowfragraent) 

Rezessive 3'-Enden wurden durch die große Untereinheit der Polymerase I 

(Klenow-Fragment) a u f g e f ü l l t und g l e i c h z e i t i g r a d i o a k t i v m a r k i e r t . Die 

Standardreaktion e n t h i e l t i n 50 u l Endvolumen 66 mM Glycin-NaOH pH 9,2; 6 

mM MgCl. ; 1 mM ß-Mercaptoethanol, 30 uM dNTP ( a l l e Nukleotide außer den 

r a d i o a k t i v e n ) ; 10-30 uCi cc- ' P-dATP und/oder 10-30 uCi cc---P-dCTP; 5-20 ug 

DNA und 1-10 u n i t s Enzym. Die Reaktionslösung wurde 30-60 Minuten bei 3 7 X 

i n k u b i e r t , anschließend p h e n o l i s i e r t und die DNA i n Ethanol g e f a l l t . Diese 

Reaktion wurde verwendet, um R e s t r i k t i o n s f r a g m e n t e am 3'-Ende für Sequen

zi e r r e a k t i o n e n zu markieren und auch um den Einbau der Nukleotide i n 

A u f f ü l l r e a k t i o n e n (z.B nach Bai 31-Verdau) zu überprüfen. 

2.10.1.5 Markierung der Sequenzierproben nach Sanger et a l . (1977) 

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Endmarkierungen und der N i c k t r a n s -

l a t i o n wurde hier e i n Präparat mit n i e d r i g e r e r s p e z i f i s c h e n A k t i v i t ä t e i n 

gesetzt (a-'-P-dATP, >400 Ci/mol; 2.11.2). 
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2.10.2 RNA - Markierungen 

2.10.2.1 5'-Endmarkierung 

Die Kinasereaktionen wurden analog zu 2.10.1.2 durchgeführt. 

2.10.2.2 3'-Endmarkierungen 

RNA wurde am 3'-Ende mit 5'-
3i
-P-pCp durch die RNA-Ligase m a r k i e r t . Der 

Reaktionsansatz e n t h i e l t i n 20 u l Volumen 50 mM HEPES pH 7,5; 15 mM MgCL-.; 

3,3 mM DTT; 10% DMSO; 0,01 mg/ml BSA; 30 uM ATP; 20 uCi 5'---P-pCp; 40 u n i t s 

RNA-Ligase und 5-20 ug RNA. Die Reaktionslösung wurde 4-12 Stunden bei 4*C 

i n k u b i e r t und anschließend p h e n o l i s i e r t . 

2.11 DIA-Sequenzierungen 

2.11.1 Sequenzierung nach Maxam und G i l b e r t (1979) 

2.11.1.1 Probenvorbereitung 

Die zu sequenzierende DNA wurde mit einem geeigneten R e s t r i k t i o n s e n z y m 

g e s c h n i t t e n , d ie entstehenden Enden, je nachdem, welcher Strang gelesen 

werden s o l l t e , mit der Kinase (5'-) oder der terminalen Transferase (3'-

Enden) r a d i o a k t i v m arkiert (2.10.1.2; 2.10.1.3). Mit einem oder mehreren 

weiteren Restriktionsenzymen wurden sekundäre S c h n i t t e gesetzt, so daß DNA-

Fragmente entstanden, d i e nur an einem Ende markiert waren. Die Enzyme 

wurden so gewählt, daß i n einem Ansatz möglichst v i e l e und möglichst 

ungleich große Fragmente entstanden. Die gewünschten Fragmente wurden aus 

p r ä p a r a t i v e n Agarosegelen e l u i e r t (2.5.4) und i n 20 u l HÄO g e l ö s t . 

2.11.1.2 Basenspezifische Reaktionen 

Die A k t i v i t ä t der markierten DNA wurde durch S z i n t i l l a t i o n s z ä h l u n g 

(Tscherenkov) gemessen und d i e Proben möglichst exakt auf 4 Eppendorf-Cups, 

i n denen d i e basenspezifischen Spaltungen erf o l g e n s o l l t e n , v e r t e i l t (G und C 

Jeweils 5 u l , G+A und C+T je 10 u l ) . Zu jedem Aliquot wurde 1 u l carrier-DNA 

gegeben (1 ug/ul b e s c h a l l t e Heringsspermien-DNA), zu G+A und C+T Je 10 u l 

H 20, zu C 15 u l 5 M NaCl und zu G 200 u l DMS-Puffer (50 mM Natriumcacodylat 

pH 8,0; 10 mM MgCl*; 1 mM EDTA). Die M o d i f i k a t i o n der Basen e r f o l g t e durch 1 

ul DMS (G: 6 min, 20*C), 2 u l P y r i d i n f o r m i a t pH 2,0 (G+A: 25 min, 3 7 X ) und 

30 u l Hydrazin (C+T und C: 7 min, 20*C). Bei k l e i n e r e n DNA-Fragmenten (800-

200 bp) wurden d i e Reaktionszeiten um 10-20% erhöht. Die Reaktionen wurden 
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durch Zugabe von "Stop-Lösungen" und s o f o r t i g e s Ausfällen der DNA i n Ethanol 

bei -70 *C gestoppt (G: +50 u l DMS-Stop [1,5 M Natriumacetat; 1 M ß-Mercapto-

ethanol; 100 ug/ml tRNA] +750 u l Ethanol. C+T und C: +200 u l Hydrazin-Stop 

C0,3 M Natriumacetat; 0,1 mM EDTA; 25 ug/ml tRNA] + 750 u l E t h a n o l ) , d i e G+A 

Reaktion wurde l e d i g l i c h eingefroren (15 Minuten im Trockeneis) und l y o 

p h i l i s i e r t . Die g e f ä l l t e DNA wurde p e l l e t i e r t und nochmals g e f ä l l t (+250 u l 

0,3 M Natriumacetat pH 7,0 + 750 u l Et h a n o l ) , danach wieder z e n t r i f u g i e r t und 

getrocknet. Die trockenen Proben und d i e l y o p h i l i s i e r t e G+A Reaktion wurden 

i n 100 u l 1 M P i p e r i d i n gelöst und 30 Minuten b e i 90 *C i n k u b i e r t , danach 

ei n g e f r o r e n und über Nacht im Speed-Vac-Concentrator (Abimed) l y o p h i l i s i e r t . 

Nach dem folgenden Pipettierschema konnten 4 verschiedene Fragmente g l e i c h 

z e i t i g sequenziert werden: 

R e a k t i o n : 

DNA: 

c a r r i e r - D N A : 

HsO: 

DMS-Puffer: 

5 M NaCl: 

G G+A 

5 u l 10 u l 

1 u l 1 u l 

10 u l 

200 u l 

C+T C 

10 u l 5 u l 

1 u l 1 u l 

10 u l 

15 u l 

t(mi n ) 

0 G+A + 2 u l P y r i d i n f o r m i a t 3 7 X 

2 G + 1 u l DMS 20-C 

4 C+T + 30 u l Hyd r a z i n 2 0 X 

6 C + 30 u l Hyd r a z i n 20*C 

8 G + 50 u l DMS-Stop 750 u l Eth a n o l - 7 0 X 

11 C+T +200 u l Hz-Stop 750 u l Eth a n o l -70*C 

13 C +200 u l Hz-Stop 750 u l Et h a n o l -70'C 

20 G+A e i n f r i e r e n - 7 0 X 

25 G, C+T, C z e n t r i f u g i e r e n 

30 G+A l y o p h i l i s i e r e n 

35 G, C+T, C d e k a n t i e r e n , +250 u l Na-ac +750 Ethanol -70-C 

45 G, C+T, C z e n t r i f u g i e r e n 

55 G, C+T, C d e k a n t i e r e n , t r o c k n e n 

65 a l l e Proben: +100 u l 1 M P i p e r i d i n , 30 min 90'C 

10 min -70*C, l o p h i 1 i s i e r e n 
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Nach der L y o p h i l i s i e r u n g wurden dreimal je w e i l s 10 u l H; 0 zu den Proben 

gegeben und im Speed-Vac-Concentrator eingetrocknet. Dann wurde die A k t i v i 

t ä t der Proben im S z i n t i l l a t i o n s z ä h l e r gemessen (Tscherenkov) und die DNA i n 

Proben-Puffer (80% Formamid; 50 mM T r i s - H C l pH 8,3; 1 mM EDTA; 0,1% Brom

phenolblau; 0,1% Xylen-Cyanol) g e l ö s t . Die Menge wurde so gewählt, daß a l l e 

v i e r Proben dieselbe A k t i v i t ä t pro Volumeneinheit aufwiesen ( d u r c h s c h n i t t l i c h 

1000-10000 cpm/ul). 

2.11.1.3 Sequenzelektrophorese 

Die H e r s t ellung des Sequenzgels i s t i n 2.5.2.2 beschrieben. Das Gel wurde bei 

1800 V v o r e l e k t r o p h o r e s i e r t , um eine gleichmäßige Temperatur zu e r r e i c h e n , 

dann wurden 1-2 u l der kurz auf 8 0 X e r h i t z t e n Proben (bis 20000 cpm) auf

getragen und bei konstanter Stromstärke von 16 mA e l e k t r o p h o r e s i e r t . Nachdem 

die Bromphenolblau-Front das Gel ver l a s s e n hatte, wurde die nächste Ladung 

aufgetragen. (Das Gel wurde maximal viermal geladen, unter günstigen 

Umständen konnten so ca. 350 Basen f o r t l a u f e n d gelesen werden). Nach dem 

Lauf wurde das Gel auf F i l t e r p a p i e r (Vhatmann 3MM) von der G l a s p l a t t e abge

zogen, mit F o l i e bedeckt und eine Autoradiographie h e r g e s t e l l t (2.7.5). 

2.11.2 Sequenzierung nach Sanger et a l . (1977) 

Die enzymatische Sequenzierung wurde mit einem k ä u f l i c h e n Sequenzierkit 

durchgeführt (GEMSeq" Riboprobe Gemini™ Sequencing System; Promega B i o t e c , 

Madison). Das pGEM Plasmid b e s i t z t einen P o l y l i n k e r , i n den Fragmente der zu 

sequenzierenden DNA k l o n i e r t werden können. In dessen d i r e k t e r Nachbarschaft 

befinden s i c h u n i v e r s e l l e Primersequenzen (T 7-und SP t.-Promotor), an die die 

synthetischen Oligonukleotidprimer h y b r i d i s i e r t werden können, die a l s S t a r t 

s t e l l e n f ü r die enzymatische Synthese der DNA durch das Klenow-Fragraent 

dienen. Durch Didesoxynukleotide im Reaktionsgemisch werden s p e z i f i s c h e 

Strangabbrüche e r r e i c h t . An 1 ug des l i n e a r i s i e r t e n Plasmids wurden durch 

Denaturierung (5 min, 100X) und s c h n e l l e s Abkühlen auf E i s 30 ng Primer 

h y b r i d i s i e r t ( in 100 mM T r i s - H C l pH 7,5; 50 mM NaCl, Endvolumen 10 u l ) . Die 

Lösung wurde nach Zugabe von 40 uCi a - '
s
^ ? - d k l ? O400 Ci/mol) i n 4 A l i q u o t s 

(G,A,T,C) a u f g e t e i l t und mit dem entsprechenden "Nukleotid-Mix" (dNTPs/ddNTP) 

und 1 u n i t Klenow - Enzym 15 Minuten bei 37 X i n k u b i e r t . Es f o l g t e eine 

Chase-Reaktion mit erhöhter dNTP-Konzentration (2 mM; 15 min, 37 X ) , d i e 

durch Zugabe von 5 u l Proben-Puffer (2.11.1.2) gestoppt wurde. Nach 
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Denaturierung (5 min, 90 X ) wurden A l i q u o t s der v i e r Reaktionen d i r e k t auf 

ei n Sequenziergel geladen (2.11.1.3). 

2.12 c-DIA-Synthese 

2.12.1 Synthese des ersten Stranges 

Die cDNA Synthese e r f o l g t e im Wesentlichen nach Gubler und Hoff mann (1983). 

Die Reaktionslösung f ü r d i e Synthese des er s t e n Stranges e n t h i e l t i n 20 u l 

Endvolumen 15 ug Gesamt-RNA (2.3.1) oder 5 ug poly A"-RNA (2.3.3); 50 mM 

T r i s - H C l pH 8,3; 15 mM MgCU-; 10 mM DTT; 4 mM Natriumpyrophosphat; je 1 mM 

dATP, dTTP, dGTP; 0,5 mM dCTP; 10 uCi a-
3 i
P-dCTP O400 Ci/mol); 0,1 ug/ul 

o l i g o ( d T ) 1 2 - i e ; 20 unit s HPRI und 30 u n i t s MuLV-Reverse T r a n s c r i p t a s e . Die 

Lösung wurde 60 Minuten bei 42 X i n k u b i e r t und d i e Reaktion durch Zugabe von 

1
/;?.-., Volumen 0,5 M EDTA pH 8,0 gestoppt. Nach zweifacher Phenolextraktion 

wurde i n Ethanol g e f ä l l t . 

2.12.2 Synthese des zweiten Stranges 

Die Reaktionsprodukte aus 2.12.1 wurden i n H2-0 g e l ö s t , d i e RNA i n DNA-RNA-

Hybriden durch RNase H p a r t i e l l genickt und der zweite Strang durch d i e 

Polymerase I, geprimt durch d i e entstehenden RNA-Fragmente, s y n t h e t i s i e r t . 

Der Reaktionsansatz e n t h i e l t i n 100 u l Endvolumen den i n H^O gelösten e r s t e n 

Strang der cDNA, 20 mM T r i s - H C l pH 7,5; 5 mM MgCl*; 10 mM (NH^SO*; 100 

mM KCl; 0,15 mM ß-NAD; 0,05 mg/ml BSA; 1 un i t RNase H; 30 u n i t s DNA-Poly-

merase I und 1 unit E. c o i i - L i g a s e . Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 12 X und 

nochmals 1 Stunde bei 2 2 X i n k u b i e r t . Die Reaktion wurde durch Zugabe von 

'/:..,, Volumen 0,5 M EDTA pH 8,0 gestoppt. Die r e s t l i c h e RNA wurde durch RNase 

e n t f e r n t , die Lösung zweimal p h e n o l i s i e r t und die cDNA i n Ethanol g e f ä l l t . 

Die Syntheseprodukte aus 2.12.1 und 2.12.2 wurden s t e t s durch Polyacrylamid-

elektrophorese über p r ü f t (2.5.2.2). 

2.12.4 Klonierung der cDNA 

Die cDNA wurde entweder durch Restriktionsenzyme, deren Erkennungssequenz i n 

der ß-Tubulingensequenz a u f t r e t e n , geschnitten und i n kompatible R e s t r i k 

t i o n s s t e l l e n des Vektors pUC 12 k l o n i e r t oder durch Bai 31-Verdau und 

anschließendes A u f f ü l l e n mit dem Klenow-Enzym "Munt end" gemacht und i n die 

Smal-site von pUC 12 k l o n i e r t (2.8). 
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3 E R G E B N I S S E 

3.1 Klonierung der Makronukleus-DIA 

3.1.1 L o k a l i s i e r u n g der ß-Tubulingene i n der Makronukleus-DNA 

Makronukleus-DNA wurde i n 1,5% Agarosegelen aufgetrennt (Abb. l a ) , die Gele 

getrocknet und mit der r a d i o a k t i v markierten heterologen ß-Tubulingen-Probe 

aus dem Huhnchen (Valenzuela at a l . , 1981) h y b r i d i s i e r t . Die Makronukleus-DNA 

zei g t e nur i n einer Größenklasse (1,85 kbp) eine H y b r i d i s i e r u n g mit der Probe 

(Abb. l b , Spur A). Wurde die Makronukleus-DNA mit verschiedenen R e s t r i k 

tionsenzymen verdaut, so zeigte s i c h , daß die h y b r i d i s i e r e n d e DNA aus minde

stens zwei Typen von Molekülen besteht, die s i c h i n den Erkennungsstellen 

der Restriktionsenzyme unterscheiden (Abb. l b , B-G). Die Analyse der ent

stehenden Banden zeigte w e i t e r h i n , daß s i c h d i e beiden Molekültypen o f t nur 

g e r i n g f ü g i g i n der L o k a l i s a t i o n der Erkennungsstellen f ü r ein bestimmtes 

Restriktionsenzym unterscheiden (Barn H I, Eco R I, Pvu I I ) . Andere Enzyme 

dagegen schneiden nur i n einem der beiden Typen, während der andere unver

daut bei 1,85 kbp v e r b l e i b t (z.B. Hind I I I ) . 

Da i n keinem der Typen eine Erkennungsstelle f ü r das Enzym Pst I v o r l i e g t , 

konnten sämtliche Moleküle, die f ü r ß-Tubulin kodieren, m i t t e l s Pst I -

Linker i n v o l l e r Länge k l o n i e r t werden. 

3.1.2 Anreicherung und Klonierung der ß-Tubulingene 

Ein p r a p a r a t i v e s Agarosegel wurde nach dem Lauf i n 5 mm b r e i t e S t r e i f e n ge

s c h n i t t e n und die DNA daraus e l u i e r t (2.5.4). E i n A l i q u o t der verschiedenen 

DNA-Fraktionen wurde i n einem 1% Agarosegel aufgetrennt (Abb. 2a), das Gel 

wurde anschließend getrocknet und mit dem Hühnchen ß-Tubulin h y b r i d i s i e r t . 

Die F r a k t i o n , d i e die s t ä r k s t e H y b r i d i s i e r u n g z e i g t e , wurde f ü r das folgende 

Klonierungsexperiment eingesetzt (Abb. 2b). Die DNA wurde wie i n 2.8.1 

beschrieben mit der Exonuklease Bai 31 verdaut, um die 3'-überhänge der 

Makronukleus-DNA zu entfernen. Die nachfolgende Einbau-Reaktion durch das 

Klenowfragment wurde durch E i n s a t z r a d i o a k t i v m a r k i e r t e r Nukleotide k o n t r o l 

l i e r t (2.10.1.4). An d i e nun 'blunt end'-Moleküle wurden die ph o s p h o r y l i e r t e n 

Li n k e r i n 5-fachem Überschuß a n l i g i e r t . Die e r f o l g r e i c h e r a d i o a k t i v e Phos

phorylierung der L i n k e r wurde durch eine T e s t l i g a t i o n und anschließende 
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Klonen (A6, B3, BS, C4, F4) wurde i s o l i e r t und mit verschiedenen R e s t r i k 

tionsenzymen, d i e d i e ß-Tubulingene schneiden ( v g l . 3.1.1, Abb. l b ) , verdaut. 

Die Analyse der entstehenden Banden und d i e anschließende H y b r i d i s i e r u n g der 

Gele mit der ß-Tubulingen-Probe aus dem Hühnchen b e s t ä t i g t e d i e Ergebnisse 

der K o l o n i e h y b r i d i s i e r u n g und z e i g t e , daß beide Typen der ß-Tubulingene von 

S. l e m n a e , d i e im folgenden mit ßl (Klone A6, B3, B8, C4) und ß2 (F4) be

zeichnet s i n d , durch die Klone r e p r ä s e n t i e r t waren (Abb.5). A l s p r a k t i s c h e s 

Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden ß-Tubulingenen diente bei den 

weiteren Versuchen die Hind III - Erkennungsstelle, d i e nur das ß2 Gen auf

weist (Abb. 5 ) . 

3.2 Restrifcrtionsanalyse der ß-Tubulingene 

Jeweils e i n Klon, der ßl und ß2 r e p r ä s e n t i e r t e (A6 und F4) wurde ausgewählt, 

um eine d e t a i l l i e r t e R e s t r i k t i o n s k a r t e zu e r s t e l l e n . Dazu wurden die z i r k u 

lären Plasmide oder d i e i s o l i e r t e n I n s e r t s mit verschiedenen R e s t r i k t i o n s 

enzymen ge s c h n i t t e n . Die daraus r e s u l t i e r e n d e n R e s t r i k t i o n s k a r t e n der beiden 

Gene s i n d i n Abb. 5 gezeigt. 

C l a l Saci 

& IL : P s t l 

1 3 2 : P s t l 

r t t t 
EcoRV PvuII EcoRV BaaHl EcoRV EcoRI 

_ U 1 U L 

t 
B e l l Ncol Kpnl C l a l Kpnl H i n d l l l Sacl S a l i 

Oral Oral S a l i 

t 
C l a l 

1000 bp 

Abb 5? R e s t r i k t i o n s k a r t e der ßl und ß2 Tubulingene von S. l e m n a e , 

Gemeinsame Erkennungsstellen in den codierenden Regionen (weiße Balken) s i n d zwischen den 

Genen angegeben, Die weißen Kästchen an den Enden der Moleküle s t e l l e n die C4A4 Repeats 

dar, die nichtcodierenden Regionen sind schwarz gezeichnet, 

Die beiden k l o n i e r t e n ß-Tubulingene von S t y l o n y c h i a l e m n a e s i n d mit 1850 bp 

(ßl) und 1830 bp (ß2) etwa g l e i c h lang und weisen i n der L o k a l i s a t ion der 
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R e s t r i k t i o n s s t e l l e n z a h l r e i c h e Gemeinsamkeiten auf. Die R e s t r i k t i o n s s t e l l e n 

der Enzyme Kpn I, Nco I, Eco R V, Bgl I I , Pvu I I , Bam H I und Eco R I s c h e i 

nen i d e n t i s c h zu s e i n und i n ß2 l e d i g l i c h um ca. 40 bp verschoben. Die Ver

mutung la g nahe, daß der Bereich mit id e n t i s c h e n R e s t r i k t i o n s s t e l l e n die 

codierende Region d a r s t e l l t e und die beiden Gene u n t e r s c h i e d l i c h lange 5'-

und 3'-nichtcodierende Bereiche aufweisen. Die zusätzlichen S c h n i t t s t e l l e n 

(meist im ß2-Gen) zeigen aber auch d e u t l i c h e Unterschiede zwischen den 

beiden Genen im 'codierenden Bereich'. 

3.3 Sequenzierung und Sequenzanalyse der ß-Tubulingene. 

Die Sequenzierstrategie, die f ü r die Reaktionen nach Maxam & G i l b e r t (1980) 

eingesetzt wurden, und die Längen der j e w e i l s gelesenen Sequenzen sowie die 

DNA-Fragmente, die i n pGEM s u b k l o n i e r t und nach Sanger et a l . (1977) sequen

z i e r t wurden, z e i g t Abb. 6. Unter den angegebenen Bedingungen (2.11) konnten 

nach beiden Methoden b i s 350 bp pro sequenziertem Fragment gelesen werden. 

J l I - L — l 

Abb 6- Sequenzierstrategie und pGem Subklone, Die Ausgangsstellen und die Richtung der 

Sequenzierung nach Maxaro & G i l b e r t (1980) sind durch die P f e i l e angegeben, In p6em 

subklonierte Fragmente der Gene sind schwarz hervor-gehoben, 
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Nach Maxam & G i l b e r t (1980) wurden Jeweils beide Stränge i n v o l l e r Länge 

sequenziert. Sequenzabschnitte, d i e dann noch immer n i c h t eindeutig zu lesen 

waren und besondere Strukturen wie R e p l i k a t i o n s o r i g i n s , TAA-Codon u.s.w. 

(3.4.1.1; 3.4.2.2) wurden z u s ä t z l i c h nach Sanger et a l . (1977) sequenziert. 

Die v o l l s t ä n d i g e Sequenz beider ß-Tubulingene von S t y l o n y c h i a l e m n a e i s t i n 

Abb. 7 angegeben. 

B-l Tubulin: 

CCCCAAAACCCCAAAACCCCAAAACCCCATA6CACTACTAAATAG6TTTTAACTCAAATAAAATCAA66ACAACTAAATTTTAAATTCA6A6CCT6AATA 100 

TAA66ATACCAATTTTAA6AAGTATTAATTATTCTTAATTTTCAAAAACAAACC&lJaA6A6A6ATC6TACATATCCAA66T66TCAATGC66TAACCAAA 200 

TC66A6CCAA6TTCT66GAA6TCATTTCAGAT6AACAC66AATTGACCCCACC66TACCTATCAC66A6ACTCT6ACCTTCAACTT6AGA6AATCAAC6T 300 

TTACTACAAC6AA6CCACC66A66CC6TTAC6TACCAA6AGCC6TTCTCATGGACTT66AACCA6GCACCAT66ACTCT6TCA6A6CT66CCCATTC66T 400 

CAACTCTTCA6ACCAGACAACTTC6TCTTC66TCAATCC6GA6CTG6TAACAACT6G6CCAAG6GTCACTATACC6A66GTGCTGA6CTTATC6ACTCA6 500 

TCCTC6AT6TT6TTA6AAA66AA6CT6AAG6TT6C6ATT6CCTCCAAGGATTCCAAATCACCCACTCACTC6GA66T66TACT6GTTCA66TAT66GAAC 600 

CCTCTT6ATCTCCAA66TCA6A6AAGA6TACCCA6ACA6AATCAT66CTACTTTCTCA6TC6TCCCATCACCAAA6GTCTCA6ATACCGTC6TT6AGCCA 700 

TACAAC6CCACCCTATCA6TCCATCAACTC6TC6AAAAC6CT6AT6AGGTTAT6TGTATC6ATAAC6AA6CCCTCTAC6ATATCT6CTTCA6AACCCTTA 800 

AGCTCACCACCCCAACCTAC66A6ATCTTAACCACTTGGTCTCAGCTGGTATTTCA66TGTTACAT6CT6CCTCA6ATTCCCA66TCAATT6AACTCT6A 900 

TCTCA6AAAGTTGGCTGTCAACCTTATTCCATTCCCAA6ACTCCATTTCTTCAT6ACT6GATTCGCCCCACTTACCTCAAGA66TTCCCAACAATACA6A 1000 

6CCCTCACC6TCCCA6AGCTCACCCAACAAATGTTCGAT6CCAAGAACAT6AT6TGC6CATCA6ACCCAA6ACAC66TA6ATATCTTACC6CCTCAGCTC 1100 

TCTTCA6A6GTAGAATGTCAACCAAA6AAGTC6AT6AACAAAT6CTTAAC6TTCAAAACAA6AACTCATCTTACTTC6TC6A6TG6ATCCCCAACAACAT 1200 

CAA6TCATCA6TCT6C6ATATCCCACCAAA66GACTCAA6AT66CC6TCACCTTCCTC66TAACTCAACT6CCATCCAA6AGATGTTCAA6AGA6TT66T 1300 

6AACAATTCACT6CTATGTTCA6AAGAAAG6CCTTCCTCCATTGGTACACTGGT6AA66TAT66AC6A6ATG6AATTCACTGAA6CT6A6TCAAACAT6A 1400 

AC6ATCTC6TTTCC6A6TATCAACAATATCAAGAT6CCACC6CC6AA6AC6AGGAAGA6ATG6AC6A66A6CAAATG6AAM6ACATTA6CMACA6C 1500 

ACACA6CAACAACAAACCATAT6ATTAACTTAA6ATTTTICTCTAA6ATCTAAACAATAATCTATTCTTCAAACAATATAATATAACTTATTAAACTAAT 1600 

AAT6TTTTAAATTCAT6TATA66CAGATATAAA6AATT6AAAATGGCAGGAAA6ATCAATAAACTA6TTTAAA6CAA6A6ACTTT6CTTTCACTAAAGAT 1700 

ATT6T6ATAT6TGTC6ACATTATCAAGAAGAATATCCAATAACTTTAATAA6AAATAAAAATCAAATAAAAATT6ATAAATATAGATTTATTTA6AAAAT 1800 

TTA6AT6AAAAATCTAATTCATTTAT66GGTTTT66G6TTTT66G6 1846 

t-2 Tubulin: 

CCCCAAAACCCCAAAACCCCAT6TGACTCA6ATT6TAAAATATTTCAAGTAAATAAGTAATATATATCTAAAGT6ATCA6TAAA6TAAAATTCAATCCT6 100 

TCCATCCGTTT6AATTTAATTGTTATAAATATGC6CCCTCTCTAACTAATATATAATTCAAATAATTTTCAAAACAAAACTCAAGTCACAÄIÄA6A6AAA 200 

TC6TTCACATTCAA66T66TCAAT6C66TAACCAAATC66A6CCAA6TTCTG6GAAGTCATCTCA6AC6A6CAC66AATC6ACCCAACT66TACCTACCA 300 

T66TGACTCA6ATCTCCAACTT6AGA6AATCAAC6TCTACTACAAC6AA6CCACTGGT66AA6ATAC6TACCAA6AGCA6TCCTTAT6GACTT66AACCA 400 

- 30 -



G6TACCATGGATTCA6TTA6A6CT6GTCCATTC66TCAACTCTTCA6ACCA6ACAACTTC6TCTTC66TCAATCA6GT6CTQ6TAACAACT666CCAA66 500 

GTCATTACACTGAGGGTGCC6AACTCATCGATTCA6TTCTC6ACGTTGTTAGAAA6GAAGCT6AAG6TTGC6ATT6CCTCCAA6GTTTCCAAATCACCCA 600 

CTCACTC6GT66T66TACCGGTTCAG6TAT66GAACCCTCCTCATCTCCAA6GTTAQAGAAGA6TACCCA6ACA6AATCATG6CCACTTTCTCA6TC6TC 700 

CCATCACCAAA6GTCTCAGATACC6TC6TT6AGCCATACAAC6CCACTCTCTCA6TCCATTAACTC6TC6AAAAC6CCGAT6AAGTTAT6TGTATTGATA 800 

AC6AG6CTCTCTATGATATCTGCTTCAGAACCCTCAA6CTCACCACCCCAACCTACGGAGATCTTAACCACTTGGTCTCAGCT66TATTTCA66T6TTAC 900 

TT6CT6CCTCA6ATTCCCA66TCAACTCAACTCT6ATCTCA6AAA6CTT6CA6TCAACTT6ATTCCATTCCCAA6ACTCCATTTCTTCAT6ACT66TTTC 1000 

GCCCCACTTACCTCAAGAG6TTCTCAACAATACA6A6CTCTTACC6TCCCA6A6CTTACCCAACAAATGTTCGAT6CCAAGAACAT6AT6TGC6CTTCAG 1100 

ATCCAA6ACAC66AA6ATATCTTACCGCCTCC6CTCTCTTCA6AG6TAGAAT6TCAACCAAA6AAGTC6AC6AGCAAAT6CTTAAC6TACAAAACAAGAA 1200 

CTCATCTTATTTCGTT6AGTGGATCCCCAACAACATCAAGTCATCA6TCT6TGATATCCCACCAAAG6GACTCAAGATG6CC6TCACCTTCCTC6G7AAC 1300 

TCAACTGCCATCCAAGAGAT6TTCAAGAGA6TTG6TGAACAATTCACTGCTATGTTCAGAAGAAAG6CCTTCCTCCATTGGTACACTGGT6AGGGTAT6G U00 

AC6AGAT6GAATTCACTGAA6CTGAATCCAACATGAAC6ATCTC6TTTCT6AGTATCAACAATATCAA6AT6CCACCGCTGA66AT6AAGAAGA6AT66A 1500 

CQA6GAACAAATG6AAIMTCT6CTIMTTTTTTACAAAATATAA6ATAATTTAAGTAACAATTCCACCACCTCTAAACTTTCTTTATATATAAAAACT6 1600 

TCTACATCTTATATATCCACATATTCCAGAAATGTTATTTGTCTTTTAATTTCGACAAAATCTGCGTATAAGTTTCTATCTCTCCATCAATTATATCCTA 1700 

ATTCAGCCTATATTTCTATATCTTAGCAAGTTCTCATCGATATATAGTATTTTAATTCGCTTTCACACTTTATTAAAATCAT6ATTTTCATCTTTTATCT 1800 

CATGG6GTTTTGGG6TTTT6GG6TTTT6GGG 1831 

Abb 7: Sequenz der beiden B-Tubulingene, Die S t a r t - und Stopcodons AT6 und T6A si n d unter

s t r i c h e n . 

Die k l o n i e r t e n ß-Tubulingene s i n d 1S46 bp (ßl) und 1831 bp (ß2) lang. Beide 

weisen ein offenes Leseraster von 1329 b ( i n c l . TGA Stop-Codon) auf und 

codieren e i n P r o t e i n mit 442 Aminosäuren. Das ß2-Gen b e s i t z t vor dem e i g e n t 

l i c h e n ATG-Initiationscodon zwei weitere ATGs. Das e r s t e wird d i r e k t von 

einem TGA-Stopcodon g e f o l g t . Das zweite l i e g t im r i c h t i g e n L e s e r a s t e r , doch 

zeigten vergleichende Untersuchungen des Codon-Gebrauches und Sequenzver

gl e i c h e der nichtcodierenden Regionen (3.4.1.1; 3.4.2.1), daß der Bereich 

zwischen dem 2. und 3. ATG eindeutig dem 5'-nichtcodierenden Bereich zuzuord

nen i s t . Dies z e i g t s i c h auch i n der Nukleotidzusammensetzung der b e t r e f 

fenden Bereiche: Die codierenden Regionen besitzen einen G+C Gehalt von 48,6% 

(ßl) und 47,6% (ß2). Davon weichen die nichtcodierenden Bereiche mit 23,8% 

und 23,3% (5'- und 3'-nichtcodierend des ß l ) und mit 25,3% und 25,7% (5'- und 

3'-nichtcodierend des ß2) d r a s t i s c h ab. Beide Gene weisen nach dem Stopcodon 

TGA ein weiteres TGA im selben Leseraster auf. Zwischen dem Stopcodon und 

dem zusätzlichen TGA liegen 6 ( ß l) bzw. 9 (ß2) Nukleotide. An den Enden 
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finden s i c h d i e terminalen Repeats, s i e s i n d im ßl-Gen 28 und 20 bp lang (5' 

bzw. 3*) und im ß2- Gen 20 und 28 bp. Die nichtcodierenden Sequenzen s i n d 

126 und 343 bp (5' bzw 3' im ß l ) und 170 und 284 bp (5' bzw 3' im ß2) lang. 

Für d i e Gene e r g i b t s i c h a l s o folgendes scheraatisches B i l d : 

C4A4 N i c h t c o d . Codierend N i c h t c o d . G4T4 

ß l : 5' i i i i 

bp: 28 126 1329 343 20 

G+C: 23,8% 48,6% 23,3% 

ß2: 5' i i i 4-

bp: 20 170 1329 284 28 

G+C: 25,3% 47,6% 25,7% 

3.3.1 Der codierende Bereich der ß-Tubulingene 

3.3.1.1 Nukleotidsequenz und Codongebrauch 

Die Sequenzen der codierenden Regionen und die daraus abgeleitete Amino

säuresequenz der ß-Tubuline s i n d im V e r g l e i c h mit den Daten vom Hühnchen 

(Valenzuela et a l . , 1980) i n Abb. 8 gezeigt. Die Nukleotidsequenz-Horaologie 

der codierenden Bereiche der beiden ß-Tubulingene von S t y l o n y c h i a l i e g t bei 

93,2%. Von den 90 Nukleotidaustauschen im codierenden Bereich finden 79 

l e d i g l i c h i n der d r i t t e n P o s i t i o n eines Codons s t a t t . Bei 5 Codons i s t neben 

dem d r i t t e n auch das e r s t e Nukleotid ausgetauscht. An P o s i t i o n 571 b e s i t z t 

das ß2-Gen das c i l i a t e n s p e z i f ische Codon TAA, das f ü r Glutamin c o d i e r t 

(Helftenbein, 1985; Caron und Meyer, 1985; Horowitz und Gorovsky, 1985; Preer 

et a l . ,1985). An derselben P o s i t i o n b e s i t z t ß l e i n CAA-Codon. Keiner der 

Nukleotidaustausche f ü h r t zu einer Veränderung einer Aminosäure. Die beiden 

Gene codieren e i n i d e n t i s c h e s P r o t e i n . 

Die Nukleotidsequenz-Homologie zum ß-Tubulingen des Hühnchens i s t mit 72% 

(ßl) und 71,5% (ß2) sehr hoch. Die beobachteten 375 (ßl) und 381 (ß2) 

Nukleotidaustausche führen l e d i g l i c h zu 53 Aminosäureaustauschen gegenüber 

dem ß-Tubulin des Hühnchens (=88,1% Homologie). 273 (ßl) und 283 (ß2) 

Nukleotidaustausche beruhen auf einem u n t e r s c h i e d l i c h e n Gebrauch der Codons 

bei S. l e m n a e und dem Hühnchen (Abb. 8; Tab. 1). 
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r i t t Arg 61u Ile V*l Hit II* Sin 61y 61y Gin Cyt Sly Asn Gin Ile Gly A U Lys Phe Trp 6lu Val Ile Ser Asp 61u His 61y Ile 

ßl 0T6 AGA 6A6 ATC 6TA CAT ATC CAA 66T 66T CAA T6C 66T AAC CAA ATC G6A 6CC AAG TTC T66 6AA GTC ATT TCA 6AT GAA CAC 66A ATT 

02 A T C T C C 6 C 

ch C T 6 C 6 J^L C 6 C G C T G C AGC G C C 

1 t 1 t } t t t t 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Asp Pro Thr Sly Thr Tyr His 61y Asp Ser Asp Leu Gin Leu 61u Arg Ile Asn Val Tyr Tyr Asn 61u A U Thr 61y 61y Arg Tyr V i l 

Bl 6AC CCC ACC 66T ACC TAT CAC 6GA 6AC TCT 6AC CTT CAA CTT 6AG A6A ATC AAC 6TT TAC TAC AAC GAA 6CC ACC GGA 66C C6T TAC 6TA 

»2 A T C T T A T C C T T A A A 

ch T C c 6 A6C 6 G 6 G 6 T 6 A T AA AAS C 

t t t t t t t * l 

100 110 120 130 140 150 160 170 180 

Pro Arg A U Val Lau ritt Atp Ltu Glu Pro 61y Thr Met Afp Str Val Arg A U Gly Pro Pht 61y Gin Leu Phe Arg Pro Asp Asn Phe 

Bl CCA A6A 6CC 6TT CTC AT6 6AC TT6 6AA CCA 66C ACC ATG 6AC TCT 6TC AGA 6CT 66C CCA TTC 6GT CAA CTC TTC A6A CCA 6AC AAC TTC 

B2 A C T T T A T T 

ch C C T B_L 6 S_L C 6 C 6 6 6 C C T_L C T A 6 ö C C T 

t l » * * t t t t 

190 200 210 220 230 240 250 260 270 

Val Phe 61y 61n Ser 61y A U 61y Asn Asn Trp A U Lys 61y His Tyr Thr Glu 61y A U Glu Leu Ile Asp Ser Val Leu Asp Val Val 

Bl 6TC TTC 66T CAA TCC 66A 6CT 66T AAC AAC T66 GCC AA6 66T CAC TAT ACC 6A6 66T 6CT 6A6 CTT ATC 6AC TCA GTC CTC GAT 6TT 6TT 

B2 A T T C T C A C T T C 

ch T 6 A6 6 C C 6 C 6 A C 6 L i . T G 6 6 6 

S 1 1 1 t l 1 1 t 
280 290 300 310 320 330 340 350 360 

Arg Lys Glu A U 61u 61y Cyi Atp Cyi Ltu Gin Sly Phe 61n I l t Thr His Str Ltu Gly 61y 61y Thr 61y Ser Gly Het 61y Thr Leu 

Bl A6A AA6 GAA 6CT 6AA 66T T6C GAT T6C CTC CAA G6A TTC CAA ATC ACC CAC TCA CTC GGA 66T 66T ACT 66T TCA 66T AT6 66A ACC CTC 

B2 T T C 

ch 6 6 L i C 6 6 C G I _ i 6 6 C C C c c G G C 

$ * 1 * * t t * 1 

370 380 390 400 410 420 430 440 450 

Ltu I l t Ser Lyi val Arg 61u Glu Tyr Pro Afp Arg I l t Net AU Thr Pht Str Val Val Pro Ser Pro Lyt Val Ser Asp Thr Val Val 

Bl TT6 ATC TCC AAS 6TC A6A 6AA 6A6 TAC CCA GAC AGA ATC AT6 6CT ACT TTC TCA 6TC GTC CCA TCA CCA AAG GTC TCA 6AT ACC 6TC 6TT 

B2 C C T C 

ch C C A6 a C C 6 C C C AAC 6 A6C Ul C C C G G C 6 G 6 

t 1 I t 1 t t t t 

460 470 480 490 500 510 520 530 540 

Pro Tyr Asn A U Thr Leu Ser Val His 61n Leu Val 61u Asn A U Asp 61u Val Met Cys Ile Asp Asn 61u AU Leu Tyr Asp Ile 

CCA TAC AAC GCC ACC CTA TCA 6TC CAT CAA CTC GTC 6AA AAC 6CT GAT GA6 GTT AT6 T6T ATC 6AT AAC 6AA GCC CTC TAC GAT ATC 

T C [?ÄÄ] C A T G T T 

T T T 6 C 6 G 6 6 8 _ i C ftCL IÄL C C 6 6 C 

I i i t t t t l t 

.50 560 570 580 590 600 610 620 630 

Cys Phe Arg Thr Leu Lys Leu Thr Thr Pro Thr Tyr Gly Asp Leu Asn His Leu Val Ser A U Gly Ile Ser Gly Val Thr Cys Cys Leu 

T6C TTC A6A ACC CTT AAG CTC ACC ACC CCA ACC TAC 66A 6AT CTT AAC CAC TT6 GTC TCA GCT 66T ATT TCA 66T GTT ACA T6C T6C CTC 

C T 

C C 6 T C 6 6 C C C 6 6 C _ i A6C C 6 C & £ _ T 

t t t t t t t t t 
640 650 660 670 660 690 700 710 720 

Glu 

6A6 CCA TAC 
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Arg Pht Pro 61y 61n Ltu Asn Str Asp Ltu Arg Lys Ltu A U Val Asn Ltu I l t Pro Pht Pro Arg Leu His Phe Phe Met Thr Sly Phe 

A6A TTC CCA 66T CAA TT6 AAC TCT SAT CTC ASA AAS TT6 6CT 6TC AAC CTT ATT CCA TTC CCA A6A CTC CAT TTC TTC AT6 ACT S6A TTC 

C C C T A T 6 T 

C C C C 6 C S _ L C 6 C C C 6 A _ £ L i T C C 6 6 C L i C 

730 740 750 760 770 780 790 810 

Alt Pro Leu Thr Ser Arg Sly Ser 61n 61n Tyr Arg Alt Ltu Thr Val Pro 61u Leu Thr Gin 6in Met Phe Asp Ala Lys Asn Met Met 

6CC CCA CTT ACC TCA A6A 66T TCC CAA CAA TAC A6A 6CC CTC ACC 6TC CCA 6A6 CTC ACC CAA CAA ATS TTC 6AT 6CC AA6 AAC ATG AT6 

T T T T 

6 6 6 A 6 C C C C A 6 6 6 C 6 6 6 C 6 6 6 S C L _ 

830 840 870 890 

Cys Ala Str Asp Pro Arg His Gly Arg Tyr Leu Thr Ala Ser Ala Ltu Pht Arg Gly Arg Met Ser Thr Lys Glu Val Asp Slu 61n Met 

T6C 6CA TCA 6AC CCA A6A CAC 66T A6A TAT CTT ACC 6CC TCA 6CT CTC TTC A6A 66T A6A AT6 TCA ACC AAA 6AA GTC 6AT SAA CAA AT6 

T T A C C 6 

6 i _ C _ f i i C C C C C C C 6 6 _[£ 6_L C ö _ C C C C C _ [ i 6 6 6 C 6 6 

910 920 930 940 950 960 970 990 

Ltu Asn Val Gin Asn Lys Asn Str Str Tyr Pht Val 61u Trp I l t Pro Asn Asn I l t Lys Ser Ser Val Cys Asp Ile Pro Pro Lys Gly 

CTT AAC GTT CAA AAC AAG AAC TCA TCT TAC TTC 6TC 6A6 T66 ATC CCC AAC AAC ATC AAG TCA TCA 6TC T6C 6AT ATC CCA CCA AA6 66A 

A T T T 

6 6 6 A6C A6C T 6 6 _ f i . A _ G . 6 _ L C C 6 C i L C 

1020 1030 

Ltu Lys «et Ala Val Thr Pht Ltu Gly Asn Str Thr Ala I l t Gin 61u Met Pht Lyt Arg V a l Gly Glu Gin Phe Thr Ala Hat Phe Arg 

CTC AAG AT6 6CC GTC ACC TTC CTC 66T AAC TCA ACT 6CC ATC CAA 6AG AT6 TTC AAG A6A 6TT 66T 6AA CAA TTC ACT 6CT AT6 TTC A6A 

L i 6 ( L i I £ i 6 6 

Arg Lyt Ala Pht Ltu His Trp Tyr Thr Gly Glu 6ly Htt Asp Glu Met 61u Pht Thr Glu Ala Glu Ser Asn Het Asn Asp Leu Val Ser 

01: A6A AA6 6CC TTC CTC CAT T66 TAC ACT 66T 6AA 66T ATG 6AC 6A6 ATG 6AA TTC ACT GAA 6CT SAG TCA AAC AT6 AAC 6AT CTC GTT TCC 

02: 6 A C T 

ch: C C T 6 C C C 6 C T 6 C 6 6 A6C C 6 C A 

1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 

Glu Tyr Gin Gin Tyr Gin Asp Ala Thr Ala 61u Asp 61u Glu Glu Met Asp Glu 6lu Sin Met 61u J 

01; 6A6 TAT CAA CAA TAT CAA 6AT 6CC ACC 6CC 6AA 6AC 6A6 6AA GAG ATG GAC GAS 6A6 CAA ATG 6AA 1 

02: T 6 T A A 

ch; C 6 C 6 T T S C £1 A T T A A 6 i _ SjL. 6 6_J_ 6 _ i 6IA 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 

4DD. 3. Nukleotidsequenz der codierenden Regionen der ß-Tubuiingene von $, l e m n a e , Die 

Nukleotidsequenz von ßl i s t komplett d a r g e s t e l l t , bein ß2 und beim ß-Tubulingen des 

Hühnchens (ch, valenzuela et a l , 1981) sind nur die von der ßl-Sequenz abweichenden 

Nukleotide gezeigt, Die a b g e l e i t e t e Aminosäuresequenz des S - T u b u l i n s von S. l e m n a e i s t in 

der oberen L i n i e angegeben, Nukleotidaustausche, die zu einem Aminosäureaustausch gegenüber 

dem ß-Tubulin des Hühnchens fuhren, sind u n t e r s t r i c h e n , Das für C i l i a t e n s p e z i f i s c h e Codon 

TAA, das für Glutamin c o d i e r t , i s t eingerahmt ( ß l , Pos. 571), 
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Bl B2 ch nc sc Bl B2 ch nc sc Bl B2 ch nc tc Bl B2 ch nc sc 

TTT Phe 0 0 22 0 32 TCT Str 15 15 7 19 54 TAT Tyr 33 33 0 7 53 T6T Cys 11 22 0 0 80 

TTC Phe 100 100 78 100 68 TCC Str 15 11 17 78 16 TAC Tyr 66 66 100 93 47 T6C Cys 89 78 100 100 20 

TTA Leu 0 0 0 0 12 TCA Str 70 74 4 0 8 TAA(Gln) 0 S 0 100 100 TGA — 100 100 100 0 0 

T TG Leu 15 9 6 6 55 TC6 Ser 0 0 24 0 8 TAG — 0 0 0 0 0 TGG Trp 100 100 100 100 100 

CTT Leu 26 26 6 18 21 CCT Pro 0 0 5 11 32 CAT His 40 50 0 40 45 CGT Arg 5 0 14 44 17 

CTC Leu 56 64 19 73 0 CCC Pro 11 S 80 89 16 CAC His 60 SO 100 60 55 C6C Arg 0 0 50 48 6 

CTA Leu 3 0 0 0 6 CCA Pro 89 94 0 0 47 CAA 61n 100 95 5 14 82 C6A Arg 0 0 14 0 6 

CTG Leu 0 0 69 3 6 CCG Pro 0 0 IS 0 5 CA6 Gin 0 0 95 86 18 CG6 Arg 0 0 9 0 0 

ATT He 22 22 0 31 45 ACT Thr 25 39 3 26 36 AAT Asn 0 0 9 4 44 A6T Ser 0 0 0 0 5 

ATC Ile 78 78 100 69 55 ACC Thr 71 61 50 74 20 AAC Asn 100 100 91 96 56 A6C Str 0 0 48 3 8 

ATA Ile 0 0 0 0 0 ACA Thr 4 0 3 0 28 AAA Lys 7 7 0 0 31 AGA Arg 95 100 0 0 67 

ATG Met 100 100 100 100 100 AC6 Thr 0 0 43 0 16 AAG Lys 93 93 100 100 69 AGG Arg 0 0 14 8 6 

GTT Val 33 40 4 28 27 6CT Ala 41 41 15 43 50 GAT Asp 54 62 27 43 59 66T 61y 63 82 9 55 64 

6TC Val 60 53 24 64 33 6CC Ala 56 52 74 54 25 GAC Asp 46 38 73 57 41 G6C Gly 8 0 71 42 18 

6TA Val 7 7 0 0 12 6CA Ala 4 7 4 0 22 GAA Glu 51 54 14 3 69 6GA Gly 29 18 6 0 6 

6TG Val 0 0 72 8 27 GCG Ala 0 0 7 3 3 GAG Glu 49 46 86 97 31 G6G Gly 0 0 14 3 12 

Codongebrauch in den ß-Tubulingenen von S. l e m n a e ( ß l , ß2), des Hühnchens (ch; 

Valenzuela et a l , , 1981), N e u r o s p o r a c r a s s a (nc; Urbach et a l . , 1986) und der Hefe (sc; 

Neff et a l . , 1983). Die Werte geben den Prozentsatz an, in dem die Codons benutzt werden, 

um die korrespondierende Aminosäure zu codieren. Stopcodons s i n d bei $, l e m n a e , dem Hühn

chen und N e u r o s p o r a c r a s s a TAG und bei der Hefe TAA. 

Von den 64 möglichen Codons werden beim Hühnchen nur 14 n i c h t benutzt, wah

rend bei S. l e m n a e 21 im J31 und sogar 24 Codons im ß2 n i c h t benutzt werden. 

Es wird vor allem auf Codons, die G an d r i t t e r S t e l l e b e s i t z e n , v e r z i c h t e t . 

Von den 13 möglichen Sinncodons dieser Art werden l e d i g l i c h 3 (TTG, GAG und 

AAG f ü r Leu, Glu und Lys) eing e s e t z t . Auch innerhalb einzelner Codonfamilien 

werden einzelne Codons bevorzugt oder sogar a u s s c h l i e ß l i c h benutzt (z.B. Arg, 

Pro, Asn). Beim Hühnchen werden vorwiegend die Codons verwendet, die die 

größte Anzahl von Wasserstoffbruckenbindungen mit dem Anticodon ermöglichen 

und n i c h t G an d r i t t e r P o s i t i o n besitzen (Ausnahmen nur Leu [CTG] und Val 

[GTGD. Bei S t y l o n y c h i a g i l t dasselbe P r i n z i p , a l l e r d i n g s wird v i e l r i g o r o s e r 
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auf d i e Codons, d i e mit G enden, v e r z i c h t e t und auch Codons, die weniger 

Wasserstoffbrückenbindungen ermöglichen, werden häufiger verwendet (Ser, TCA; 

Pro, CCA; Asp, GAT; Arg, AGA; Gly, GGT). In Tabelle 1 s i n d zum weiteren Ver

g l e i c h des Codongebrauchs d i e Daten der ß-Tubulingene aus der Hefe und aus 

N e u r o s p o r a c r a s s a angegeben (Neff et a l . , 1983; Orbach et a l . , 1986). Von den 

61 Sinncodons werden im ß-Tubulingen der Hefe nur d r e i nichtbenutzt und die 

Tendenz zur Benutzung e i n z e l n e r Codons innerhalb der Codonfamilien i s t nicht 

sehr groß. 

3.3.1.2 Die vorhergesagte Aminosäuresequenz und Homologievergleiche. 

Die S t y l o n y c h i a l e m n a e ß-Tubulingene codieren ein Polype p t i d mit 442 Amino

säuren und einem Molekulargewicht von 49.427 (Abb. 8 ) . Die Aminosäuresequenz 

z e i g t s t a r k e Homologien zu den Tubulingenen anderer Organismen, z.B. Chlaniy-

domonas 90,87*; Trypanosoraa 89,4%; Maus/Mensch 89,6%; Hühnchen 88,1%; Neuro

spora c r a s s a 80,3%; Hefe 71,1%. Homologe Bereiche e r s t r e c k e n s i c h über das 

gesamte P r o t e i n und s i n d durch kurze v a r i a b l e Abschnitte getrennt 'Abb. 9). 

Sehr s t a r k k o n s e r v i e r t i s t d i e Region vor dem Carboxy-Ende des P r o t e i n s (AS 

383-428), während die terminalen Aminosäuren sehr s t a r k e V a r i a b i l i t ä t zeigen 

und Unterschiede auch i n den Längen der Proteine bestehen (S. l e m n a e 442, 

Hefe 457 AS). Das Carboxy-Ende weist aber s t e t s eine große Anzahl saurer 

Aminosäuren auf. 

Die homologen Bereiche zu anderen Nukleotid-bindenden Proteinen (z.B. Elonga-

t i o n s f a k t o r Tu, p21, Glutathionreduktase, e i n i g e Oncogenprodukte; Mandelkow et 

a l . , 1985) bleiben auch im ß-Tubulin von S. l e m n a e e r h a l t e n . Besonders die 

Phosphat- und Ribose bindenden Bereiche s i n d s t r e n g k o n s e r v a t i v . Der Basen

bindungsbereich am N-terminalen Ende weist e i n i g e Austausche auf, während 

der im Zentrum des P r o t e i n s wiederum streng k o n s e r v i e r t i s t (Abb. 9 ) . Diese 

Bereiche s i n d auch zum a-Tubulin von S. l e m n a e homolog. Auch h i e r z e i g t die 

N-terminale Basenbindungsstelle e i n i g e Varianz, wohingegen d i e Phosphat- und 

Ribose bindenden Bereiche exakte Homologie besitzen (Abb. 10). Die Gesamt-

Homologie zwischen oc- und ß-Tubulin von S t y l o n y c h i a l i e g t b e i optimalem 

Anlegen der Proteine b ei 42,8%, e i n d e u t l i c h e r Hinweis auf e i n gemeinsames 

Vo r l ä u f e r - P r o t e i n . Die Homologie zwischen cx- und ß-Tubulinen anderer Orga

nismen l i e g t bei ca. 41% (Cowan, 1984). 
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20 10 60 

S t y l o n y c h U H R £ I V H I Q 6 6 Q C 6 N Q I 6 A K F y E V I S D E H 6 I 0 P T 6 T Y H 6 0 S 0 L Q L E R I N v Y Y N £ A T 6 6 R Y V 

C h U i y J o D O n i s V F 

Jryßinosoai C V A S V Q F 0 

•oute iBS/huMn H40 A 0 5 K 

chicken 02 A S N K 

H e u r o s p o r t L T A Q T 6 L A S V N T E H F S N K 

y « « t I S A Y A T C 6 L F N H D I K l F S S. * T 

80 100 120 

S t y l o n y e h u P R A V L H D L E P 6 T r l D S V R A 6 P F 6 Q l F R P D N F V F 6 Q S 6 A 6 N N y A K 6 H Y T E 6 A E L l D S v L 0 V V 

ChlmydQtoms I S Y I T 

T r y p a n o s o m S I Y I I C 

•out« »BS/hutan »40 I V S I V 

chicken 02 I V S I V 

N e u r o s p o r * V A V Q 

yeast S I M V W l _ A _ &. S A I N y I S V V H I 

140 160 180 

S t y l o n y c h i a R K E A E 6 C 0 C L Q 6 F Q I T H S L 6 6 6 T 6 S 6 H 6 T L L l S K V R E E Y P D R I n A T F S V V P S P K V S D T V V 

C h l a a y d o a o n a s S V C I n L 

T r y p a n o s o m C S C L Q H I I 

•ous« sBS/huaan «40 S L I N 

chicken B2 S S L I N H 
N e u r o s p o n R a i f n Y S 

yeast R S F I K L N L T 
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Aminosäuren s i n d eingerahmt. Homologien zu anderen nukleotidbindenden Proteinen sind durch 

ttt gekennzeichnet (Handelkow et a l . , 1986). 
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3.3.2 Die nichtcodierenden Bereiche der ß-Tubulingene 

3.3.2.1 Die S t r u k t u r der nichtcodierenden Regionen 

Die nichtcodierenden Regionen der beiden ß-Tubulingene s i n d i n Länge und 

Nukleotidsequenz verschieden. Die 5'-nichtcodierenden Bereiche s i n d 126 (ßl) 

und 170 bp (ß2) lang, d i e 3'-nichtcodierenden Bereiche 343 (ßl) und 284 bp 

(ß2). Die nichtcodierenden Regionen werden am 5' Ende durch 28 ( ß l ) und 20 

(ß2) bp lange C^A^-repeats t e r m i n i e r t . Umgekehrt b e s i t z t ß l am 3' Ende nur 

20 bp, ß2 aber 28 bp lange G*T*-repeats (Abb. 11). Beide Gene zeigen in den 

nichtcodierenden Bereichen einen sehr geringen G+C-Gehalt von 23,8% und 

23,3% (5'- und 3' ß l ) und 25,3% und .25,7% (5'- und 3' ß2). Homologe Sequenz

a b s c h n i t t e wurden mit H i l f e des Homologieprogramms der P u s t e i l - S o f tware 

gesucht ( P u s t e l l und Kafatos, 1982). Sowohl die beiden 5'- a l s auch die 3'-

nichtcodierenden Bereiche s i n d i n der Nukleotidsequenz verschieden. Der 

e i n z i g e längere Homologieabschnitt der 5'-Regionen umfasst 18 bp von Pos. -2 

b i s -19 i n ß l und Pos. -11 b i s -28 i n ß2 (Abb. 11). Außerdem s i n d zwei iden

t i s c h e Hepta- und e i n Octanukleotid vorhanden. Diese s i n d a l l e r d i n g s sehr 

A+T-reich, sodaß i n der A+T-reichen nichtcodierenden Region f ü r diese kurzen 

Sequenzen keine s i g n i f i k a n t e Homologie v o r l i e g t . Längere i d e n t i s c h e 

Sequenzabschnitte i n den 3'-nichtcodierenden Regionen s i n d l e d i g l i c h d r e i 

Octanukleotide, von denen zwei gänzlich u n t e r s c h i e d l i c h e P o s i t i o n e n innerhalb 

des 3 ' - t r a i l e r s einnehmen. Das e i n z i g e Oktanukleotid mit hohem G+C-Gehalt 

(GCTTTCAC, 50% G+C) l i e g t i n v e r g l e i c h b a r e r P o s i t i o n (Pos. +203 i n ß l , +240 

i n ß2), sodaß diese Sequenz v i e l l e i c h t eine s p e z i f i s c h e Funktion hat. 

Vergleiche der Basenzusaramensetzung der nichtcodierenden Regionen zeigen 

mehr Ä h n l i c h k e i t e n . Die Basenzusammensetzung der nichtcodierenden Regionen 

wurde mit dem P u s t e l l Base Composition Programm errechnet. Die wenigen 

Guanine und Cytosine s i n d i n den nichtcodierenden Regionen n i c h t s t a t i s t i s c h 

v e r t e i l t . Das G+C-Profil der beiden 5' nichtcodierenden Bereichen z e i g t einige 

Gemeinsamkeiten (Abb. 12). Vor dem Startcodon ATG l i e g e n i n beiden Genen ca. 

40 bp lange A b s c h n i t t e mit extrem hohem A+T A n t e i l (89,4% i n ß l ; 85,7% i n 

ß2). D i r e k t davor befindet s i c h j e w e i l s e i n hoher GC-Peak. Von h i e r an f ä l l t 

der G+C-Gehalt b i s zu den C4A«-Repeats am 5'-Ende s t e t i g ab. In diesen Be

r e i c h s i n d einzelne kurze AT-reiche Abschnitte e i n g e s t r e u t . Ganz ähnliche 

Verhältnisse wurden bei den nichtcodierenden Regionen der Histongene von 

T e t r a h y m e n a gefunden (Horowitz et a l . , 1987). Die 3'-nichtcodierenden Regio-
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a 
B-1 : CCCC AAAACCCCAA AACCCCAAAA CCCQ»TA6CA CTACTAAATA 66TTTTAACT 

B-2: CCCCAAfiACC CCAAAACCCCj AT6T6ACTCA 6ATT6TAAAA TATTTCAA6T AAATAA6TAA TATATATCTA AA6T6ATCA6 TAAA6TAAAA 

-190 -180 -170 -160 -150 -140 -130 -120 -110 

CAAATAAAAT CAAGSACAAC TAAATtTTTAA ATJTCA6A6CC T6AATATAA6 6ATACCAATT TTAA6AA6TA TTAATTATTC TTAATTTTCA AAAACAAACC [ÄTgI 

TTCAATCCT6 TCCATCC6TT T6AATTTAAT T6T|TATAAAT|AT6C6CCCTC TCTAACTAAT ATATAATTCA AATAATTTTC AAAACAAAAC TCAA6TCACA |ÄT6l 

-100 -90 -80 -70 -60 -SO -40 -30 -20 -10 

b 
M : [l6Ä] 6ACATTA6CT 6AACA6CACA CA6CAACAAC AAACCATAT6 ATTAACTTAA 6ATTTTTCTC TAAGATCTftÄ ÄCAATAATCT ATTCTTCAAA 

B-2: E§Ä| TCT6CTT6AT TTTTTACAAA ATATAA6ATA ATTTAA6TAA CAATTCCACC ACCTCTÄÄAC TTTCTTTATA TATAAAAACT 6TCTACATCT 

•10 +20 +30 +40 +50 +60 +70 +80 +90 

CAATATAATA TAACTTATTA AACTAATAAT 6TTTTAAATT CAT6TATAG6 CAGATATAAA GAATTGAAAA TG6CA6GAAA GATCAATAAA CTAGTTTAAA 

TATATATCCA CATATTCCAG AAAT6TTATT T6TCTTTTAA TTTC6ACAAA ATCT6CGTAT AAGTTTCTAT CTCTCCATCA ATTATATCCT AATTCA6CCT 

•100 +110 +120 +130 +140 +150 +160 +170 +180 +190 

6CAAGAGACT TT6CTTTCAC TAAA6ATATT 6T6ATAT6T6 TC6ACATTAT CAA6AAGAAT ATCCAATAAC TTTAATAA6A AATAAAAATC AAATAAAAAT 

ATATTTCTAT ATCTTA6CAA 6TTCTCATC6 ATATATA6TA TTTTAATTC6 CTTTCACACT TTATTAAAAT CAT6ATTTTC ATCTTTTATC TCATBG6GTT 

•200 +210 +220 +230 +240 +250 +260 +270 +280 +290 

T6ATAAATAT A6ATTTATTT A6AAAATTTA 6AT6AAAAAT CTAATTCATT TATfe666TTT T6666TTTT6 6GT 

TT66667TTT 6666TTTT66 66~ 

+300 +310 +320 +330 +340 +350 +360 

ö b J j ^ J l i Nicht codierende Sequenzen der J-Tubulingene von S t y l o n y c h i a , 

U ) 5'- und (b) 3'- nichtcodierende Bereiche, Oie T r a n s k r i p t i o n s s t a r t - und -endpunkte sind 

durch P f e i l e gekennzeichnet, honologe Bereiche s i n d u n t e r s t r i c h e n , Die v e r i u t l i c h e n 'TATA-

Boxen' sind eingerahmt, ebenso d i e terminalen Repeats, Das Heptanukleotid TCTAAAC, das 

eventuell an 3'-Processing b e t e i l i g t i s t , i s t durch Punkte hervorgehoben, Die Hairpins der 

v e r i u t l i c h e n R e p l i k a t i o n s o r i g i n s s i n d durch unterbrochene L i n i e n hervorgehoben, 
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nen zeigen weniger Ähnlichkeiten- Kurz vor den t-erminsieTi 0.T-: - Kepests 

l i e g t beim ßl e i n ca. 60 bp langer A+T reicher Bereich <9i,7% A+Ts beim ß2 

i s t d i e entsprechende Region nur 30 bp lang und b e s i t z t einen A+T-Gehalt von 

86,7%. Der M i t t e l t e i l der 3 ' - t r a i l e r b e s i t z t z a h l r e i c h e GC-Peaks. Um Pos. +110 

l i e g t im ßl wiederum eine AT-reicher A b s c h n i t t , der 43 bp umfasst und aus 

90,7% A+T besteht. Ähnliche, aber kürzere Abschnitte l i e g e n beim ß2 um Pos. 

+30 und +70 mit 90,6% bzw. 91,3% A+T. Die G C - P r o f i l e der beiden 3'-nicht

codierenden Regionen der ß-Tubulingene unterscheiden s i c h s t a r k von denen 

der beiden a-Tubulingene, d i e nahezu i d e n t i s c h s i n d (Helftenbein und 

Conzelmann, i n Vorbereitung). 

1 0 0 

b p f r o m A T 6 

- 1 5 0 - 1 0 0 -SO + 1 

b p f r o m A TG 

Abb 12- GC-Profile der 5'-nichtcodierenden Regionen von ßl und 12, Der GC-Gehalt wurde für 

jedes Nukleotid mit dem Pustel l-DNA-Analyseprogramro errechnet (Range = 2). Mit den e r h a l t e 

nen Werten wurden die GC-Profile gezeichnet, T r a n s k r i p t i o n s s t a r t - und -endpunkte s i n d durch 

P f e i l e gekennzeichnet, die L o k a l i s a t i o n der 'TATA-Boxen' i s t durch schwarze Balken 

markiert. 
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Abb 13: Mit dem P u s t e l l Programm e r s t e l l t e Faltungen der nichtcodierenden Regionen, ( * ) : 

Faltungen der gesamten nichtcodierenden Regionen der DNA und der «RNA von ßl. (b) B e i s p i e l e 

für H a i r p i n s im 3'-nichtcodierenden Bereich und deren verschiedene Faltungsmöglichkeiten. 

S t a r t - und Stopcodons s i n d u n t e r s t r i c h e n . 
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Sekundärstrukturen der nichtcodierenden Bereiche 

Die gesamten nichtcodierenden Regionen könnten k o m p l i z i e r t e Sekundär

s t r u k t u r e n einnehmen. Mit dem Pustell-tRNA-Folding-Programm wurde d i e 

gesamten 5'- und 3'-nichtcodierenden Regionen sowie d i e hypothetischen 5'-

Leader und 3 ' - T r a i l e r der mRNA g e f a l t e t . In a l l e n Fällen weisen die Moleküle 

extreme Rückfaltungsmöglichkeiten auf (Abb. 13a). Eine gemeinsame Sekundär

s t r u k t u r f ü r d i e nichtcodierenden Regionen der DNA oder mRNA i s t jedoch 

n i c h t zu erkennen. B e i s p i e l e f ü r einzelne H a i r p i n s und deren u n t e r s c h i e d l i c h e 

Ausbildungsmöglichkeiten s i n d i n Abb. 13b gezeigt. Ob diese S t r u k t u r e n 

f u n k t i o n e l l e Bedeutung haben und im Chromatin des Makronukleus durch 

Proteine s t a b i l i s i e r t werden und so a l s r e g u l a t i v e S i g n a l e fungieren könnten, 

oder l e d i g l i c h z u f ä l l i g aufgrund des hohen A+T-Anteils der Moleküle zustande 

kommen, b l e i b t zu untersuchen. 

3 '-Telomer- Bereiche 

Die Sequenzhomologie i s t auch im Bereich der 3'- terminalen Repeais sehr 

g e r i n g . Durch Verschieben lassen s i c h nur kurze i d e n t i s c h e Sequenzen 

zuordnen: 

ßl -AATTTAGAT6AAAAATC-T-AA—TTCAT—TTAT G666TTTT6666 

ß2 —ATT— AAAATCATG-ATTTTCATCTTTTATCTCATG666TTTT6666 

ßl ATTTA-6 AT6AA AAATCTAATTCATTTATG6GGTTTTG66G 

ß2 A-TTAA-AATCATGA-TTTTCATCTTTT—ATCT CAT GGGGTTTTGGGG 

Beim V e r g l e i c h mit den 3'-Enden der beiden a-Tubulingene lassen s i c h 

e b e n f a l l s nur geringe Ähnlichkeiten f e s t s t e l l e n : 

ß2 -—ATTA-A-—AATCATG ATTTTCATCTTT—TATCTCA--T 6G6GTTTT66GG 

«1 CCCCATT—A-TTTAATC--G ATT-C TATCTCAAA— GGG6TTTT6G6G 

«2 —CCA—ACATTTT—C—G-T6GA-TTCTTAATT—C AA-ATCT TT GG6GTTTTGGGG 

ßl A—A-A-TTTA GATG-AA AA-ATCT—AATTCATTTATG6GGTTTTGG6G 
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ßl A—A-ATTT-A-—6AT6AAAAA-TCT-—AA—TTCAT-—TTAT 6666TTTT6666 

ß2 ATT— -AAAA-TC—ATG-ATTTTCAT-CTTTTATCTCA—T666GTTTT6GGG 

«1 CCCCATT—ATTT AA-TC G-A—TTC TATCTCAAA—66G6TTTT666G 

a2 —CCA—ACATTTT-C6T-6—6-—ATTCTT—AA—TTCA-A ATCT TT6666TTTT6666 

Die größten Ähnlichkeiten bestehen zwischen den Enden von ß2 und a l mit 

einem id e n t i s c h e n Heptanukleotid, das 1 bzw. 2 Nukleotide vor den terminalen 

Repeats l i e g t , ß l und ct2 be s i t z e n e in gemeinsames Hexanukleotid 11 bzw. 2 

Nukleotide vor den GaT*-Repeats. 

Kurz vor dem 3'-Ende des ß l lieg e n zwei d i r e k t e Repeats von 10 und 7 bp, die 

durch 1 bzw 2 Nukleotide voneinander getrennt s i n d . Am 3'-Ende von ß2 liegen 

kürzere Repeats von 6 und 5 bp (Abb. 11). Auch b e i den cx-Tubulingenen wurden 

kurz vor den G 4 T 4 - B l o c k s d i r e k t e Repeats gefunden. Ob ihnen eine Bedeutung 

zukommt, i s t n i c h t bekannt. 

3.3.2.2 T r a n s k r i p t i o n der ß-Tubulingene 

Beide ß-Tubulingene von S t y l o n y c h i a l e m n a e werden t r a n s k r i b i e r t . Durch S.-

mapping konnten d i e genauen T r a n s k r i p t i o n s s t a r t - und -stoppunkte innerhalb 

der nichtcodierenden Regionen l o k a l i s i e r t werden (Conzelmann und Helftenbein, 

1987). Die T r a n s k r i p t i o n beginnt im ßl-Gen 46 bp und im ß2-Gen 38 bp vor 

dem ATG-Codon (Pos. -46, ß l ; Pos. -38, ß2). Die mRNA endet bei Pos. +73 bzw. 

Pos. +57 der 3'-nichtcodierenden Region (Abb. 14). 

3.3.2.3 Regulative Sequenzen i n den nichtcodierenden Bereichen 

Promotorsequenzen im S'-leader 

Sequenzen, die dem 'TATA-box' Consensus T A T A A / T A A / T entsprechen und a l s 

eukaryontische Promotorbestandteile fungieren (Baker et a l , 1979; Bucher & 

Tri f o n o v , 1986), s i n d i n der 5'-nichtcodierenden Region von ß2, n i c h t aber i n 

der von ßl zu finden (Abb. 11). Eine der d r e i Sequenzen l i e g t 22 bp oberhalb 

des T r a n s k r i p t i o n s s t a r t p u n k t e s (Pos. -67 b i s -61) und könnte so a l s echte 

'TATA-box' fungieren. Die anderen li e g e n 85 bp oberhalb, bzw. genau auf dem 

T r a n s k r i p t i o n s s t a r t p u n k t und s i n d deshalb wohl n i c h t a l s f u n k t i o n e l l 

anzusehen. Im ßl-Gen l i e g t 22 bp oberhalb des T r a n s k r i p t i o n s s t a r t p u n k t e s 

eine der 'TATA-box' des ß2-Gens sehr ähnliche Sequenz, b e i der l e d i g l i c h e i n 
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A gegen e i n T ausgetauscht i s t (Abb. 11). An diese Sequenz, wie auch an die 

•TATA-box' von ß2 s c h l i e ß t s i c h e i n kurzer, f ü r die nichtcodierenden Regionen 

der Gene extrem G+C-reicher A b s c h n i t t an (66% bzw. 80% G+C; Abb. 11, v g l . 

Abb. 12). Auch oberhalb s i n d , wenn auch i n etwas u n t e r s c h i e d l i c h e r Entfernung 

(ßl 5, ß2 15 bp) kurze G+C-reiche Abs c h n i t t e zu fi n d e n . Die Ähnlichkeit zu 

eukaryontischen Promotoren CTATA-boxen' mit exakt gleichem Abstand zum 

T r a n s k r i p t i o n s s t a r t p u n k t und d i e s i e flankierenden G+C-reichen Abschnitte) 

deutet darauf h i n , daß diese Strukturen i n S. l e m n a e e b e n f a l l s Promotor-

Funktionen ausüben können. 'CAAT-box'-ähnliche Sequenzen und Sequenzen, d i e 

der 'capping-site' anderer Eukaryonten ä h n l i c h s i n d , s i n d i n keinem der 

beiden ß-Tubulingene zu fin d e n . 

T r a n s k r i p t i o n s t e r m i n a t i o n oder 3'-Processing 

Die m-RNA der ß-Tubulingene endet 73 b ( ß l ) und 57 b (ß2) h i n t e r dem TGA-

Stopcodon ( A b b . l l ) . Die i n anderen Eukaryonten a l s P o l y a d e n y l i e r u n g s s i g n a l 

fungierende hochkonservierte Sequenz AATAAA (Manley et a l . , 1985; Proudfoot & 

Brownlee 1976; Vickens & Stephenson 1984) i s t nur i n der 3'-nichtcodierenden 

Region von ß l , n i c h t aber i n der von ß2 zu find e n . Ihre P o s i t i o n im ßl-Gen 

(+175, +271, +281) weit unterhalb des m-RNA-Endes (pos. +73), macht eine 

B e t e i l i g u n g an einem Polyadenylierungsvorgang i n S. l e m n a e unwahrscheinlich 

(Abb. 11). Sequenzen, d i e bei anderen Eukaryonten an der Termination der 

Polymerase I I - T r a n s k r i p t i o n oder am 3'-RNA-Processing b e t e i l i g t zu s e i n 

scheinen ( B i r n s t i e l et a l . , 1985; Berget, 1984; Conway & Vickens, 1985; G i l & 

Proudfoot, 1984; Grass et a l . , 1987; Mc Lauchlan et a l . , 1985), wurden weder 

i n den ß- noch i n den oc-Tubulingenen gefunden. Die mRNA der ß-Tubulingene 

endet i n oder kurz nach einer gemeinsamen Sequenz TCTAAAC (Abb. 11). Diese 

Sequenz i s t i n den nichtcodierenden Regionen j e w e i l s nur einmal vorhanden. 

Auch d i e weitere Region um diese Sequenz z e i g t nach günstigem Anlegen der 

Sequenzen zwischen den beiden ß-Tubulingenen Ähnlichkeiten (Abb. 14). E i n 

Be s t a n d t e i l der Sequenz TCTAAAC, das Pentanukleotid TAAAC wurde auch 

unmittelbar bei den 3'-Enden der cx-Tubulin-mRNA i n den oc-Tubulingenen von 

S. l e m n a e gefunden (Helftenbein & Müller, 1987; Helftenbein & Conzelmann, i n 

Vorbereitung) und sc h e i n t bei der Termination der T r a n s k r i p t i o n oder dem 3'-

Processing der m-RNA eine R o l l e zu s p i e l e n . 
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IMSPCATTfGC 

IfifcT-C 

T6^CA6CACACAGCAACfljACAAA|CCEiTÄ^-|^ 

T-HGC|t|t6^TTTTTT ACAAA — ATAT AASff- TAAT TTAA6TA|a|cAATTC -C-CC AjCCTCTAAAC — T — 

TCTGTTCTTCAAACAATATAATATAACT TAT TAA--ACTA-AT 

TTCTTTAT— ATATAA - A-AACT 6TCTACATCTT AT f TA TCC AC - AT AT TCC A6f AAT6TT ATTT6TCTT TTAfl T TTC6 A 2A 

-AAT6TT TTAflflTTC-ATG 

Ahb u •• Umgebung des 3'-Endes der mRNAs der ß-Tubulingene, Die Sequenzen wurden so 

verschoben, daß die größtmögliche Homologie im Bereich des Heptanukleotids TCTAAAC* das 

v i e l l e i c h t beim 3' Processing der mRNA b e t e i l i g t i s t , e r r e i c h t wird, Homologe Nukleotide 

s i n d eingerahmt, Die Stopcodons sind u n t e r s t r i c h e n , 

R e p l i k a t i o n s o r i g i n s 

In den 5'-nichtcodierenden Regionen von ß l und ß2 lieg e n Sequenzen, d i e 

Ä h n l i c h k e i t mit autonom r e p l i z i e r e n d e n Sequenzen (ARS) haben, und die 

Ha i r p i n s t r u k t u r e n durch A»T Paarungen ausbilden können. Diese Strukturen 

liegen i n beiden Genen nahe bei den 5' terminalen CAÄA-Repeats (48 bzw. 20 

bp i n ßl und ß2 e n t f e r n t ) . In a l l e n bisher untersuchten Makronukleusmolekülen 

wurden diese H a i r p i n s , d i e mit Ausnahme des ß2-Hairpins nur aus A und T 

bestehen, i n ähnlichen Entfernungen zum 5'-Ende der Gene gefunden. Die 5'-

nichtcodierende Region des überamplif i z i e r t e n Makronukleusmoleküls pob A4 

b e s i t z t 3 solche H a i r p i n s . Es liegen Ergebnisse vor, d i e zeigen, daß die 

Ha i r p i n s des pob A4 i n heterologen Maus-L-Zellen R e p l i k a t i o n s a k t i v i t ä t 

zeigen (Helftenbein et a l . , submitted). D i r e k t h i n t e r den d r e i pob-Hairpins 

liegen nahezu i d e n t i s c h e Sequenzabschnitte, d i e auch Äh n l i c h k e i t e n zu den 

Sequenzen, die s i c h h i n t e r den ß- und auch ot-Tubulin-Hairpins befinden, 

zeigen (Abb. 15). 
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a> 

A T 
A A 
T • A 
T • A 
T • A 
A • T 
A • T 
A • T 

p o b l A G 

T A 
T A 
T • A 
A • T 
A • T 
A • T 
A • T 

p o b 2 C A 

A T 
A T 
A • T 
T • A 
T • A 
T • A 
A • T 
A • T 

p o b 3 G A 

T 
T A 
T • A 
T • A 
A • T 
A • T 

B l A C 

T A 
T T 
T • A 

T T 
A • T 
T • A 
T • A 
T • A 

«2 C A 

T A 
A A 
T • A 
T • A 
A • T 
A • T 
A • T 

« I T G 

A 
A G 
C T 
T • A 
T • A 
T • A 
A • T 
T • A 

B2 A A 

b ) 

ocl - 5 0 : AAATTATAAAATTT g a a t t — a — g t t a 
p o b 1 : AAATTTAATAAAATTT g a a t t — a a a - t — 

2 : AAAATTTAAATTTT a t g a a t t — a a a - t t -
3 A A T T T A A A T T T A A A T T - a a t a t g a a t t t - a a — t t -
- 4 8 ; A A T T T T A A A T T c a g a g c c - t g a a t a t - a 
- 2 0 : T A T T T C A A G T A A A T A - a g t - a a t a t - a 
- 3 9 : T T T A T T T T A T A T T A A A - a c a a a a t — c a a a - t — 

Abb 15: Hypothetische R e p l i k a t i o n s o r i g i n s verschiedener hakronukleusmoleküle, (a) H a i r p i n -

strukturen i n den 5'-nichtcodierenden Regionen der ß-Tubulingene ( ß l , ß2), a-Tubulingene 

( a l , a2) und die d r e i Hairpins des ü b e r a m p l i f i z i e r t e n pob (pobl, pob2, pob3) von 5, leainae, 

(b) Sequenzvergleich der Hairpinumgebung, Bei den *- und ß-Tubulingenen i s t d i e Entfernung 

der Hairpins (Großbuchstaben) vom den 5'-terminalen C4A4-Repeats angegeben, 
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3.4 Die Kopienzahl der ß-Tubulingene in Makronukleus 

Um die Anzahl der Moleküle, d i e im Makronukleus f ü r ß-Tubulin codieren, zu 

e r m i t t e l n , wurden q u a n t i t a t i v e Hybridisierunden durchgeführt. Eine Konzentra

t i o n s r e i h e n a t i v e r Makronukleus-DNA wurde auf P a l l - F i l t e r getüpfelt und mit 

r a d i o a k t i v markierten Restriktionsfragmenten aus den k l o n i e r t e n Genen h y b r i 

d i s i e r t . A l s Standard diente e b e n f a l l s eine Konzentrationsreihe mit denselben 

Fragmenten, d i e auch a l s H y b r i d i s i e r p r o b e eingesetzt wurden. Die Proben e n t 

h i e l t e n beinahe d i e gesamte codierende Region der ß-Tubulingene ( ß l : Kpn I / 

Eco R I, 1120 bp; ß2: Ava II / Eco R I, 985 bp). Auf die nichtcodierenden Be

reich e der Gene wurde v e r z i c h t e t , um Kreuzhybridisierungen mit den n i c h t 

codierenden Regionen anderer Makronukleusgene auszuschließen. Nach der 

H y b r i d i s i e r u n g und Autoradiographie (Abb. 16a) wurden d i e Dots ausgeschnit

ten und d i e gebundene R a d i o a k t i v i t ä t durch L i q u i d S c i n t i l l a t i o n Counting 

bestimmt. Nach Anfertigung einer Eichkurve konnte d i e durch d i e Makro

nukleus-DNA gebundene A k t i v i t ä t exakt mit den Werten der Standardreihe 

v e r g l i c h e n werden. So wurde f e s t g e s t e l l t , daß d u r c h s c h n i t t l i c h
 1

/*ooo der 

Makronukleus-DNA mit den j e w e i l s eingesetzten Fragmenten h y b r i d i s i e r t e . Mit 

einem DNA Gehalt von 780 pg/Makronukleus (Ammermann et a l . , 1974) und der 

Länge der eingesetzten Proben mit 1120 bzw. 985 bp e r g i b t s i c h eine Kopien

z a h l von 180.000 bzw. 205.000 nach folgender Rechnung: 

c » ma * A 

MG<f, = n Moleküle/Makronukleus, 

wobei c = DNA-Gehalt des Makronukleus 

A = Anzahl der Moleküle/Mol (Avogadro) 

MG<f, = Molekulargewicht des Fragmentes 

ma = A n t e i l der Makronukleus-DNA, der mit dem Fragment h y b r i d i s i e r t 

z.B: 7.80*10-"^ * 0.286tl0-* * 6.03t l 0 * * MolekfMol 

7,4*10* gtMol 

= 182.000 Moleküle/Makronukleus 

Um das V e r h ä l t n i s ßl/ß2 im Makronukleus zu untersuchen, wurden ähnliche 

Experimente mit r e s t r i k t i o n s v e r d a u t e r und dann e l e k t r o p h o r e t i s c h aufge

trennter Makronukleus-DNA durchgeführt. Die Restriktionsenzyme wurden so 

ausgewählt, daß d i e resultierenden Fragmente der beiden ß-Tubulingene raög-
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l i e h s t groß, aber i n den Agarosegelen d e u t l i c h voneinander getrennt werden 

konnten. So wurden i n den einzelnen Experimenten Ava I I , Nde I und Sal I-

verdaute Makronukleus-DNA benutzt. Es wurden wie bei den F i l t e r h y b r i d i -

s ierungen Konzentrationsreihen der Makronukleus-DNA und der Probenfragraente 

auf 1,5% Agarosegele geladen, e l e k t r o p h o r e t i s c h aufgetrennt und mit den ß l -

oder ß2-spezifischen n i c k t r a n s l a t i e r t e n Proben h y b r i d i s i e r t . Nach der Auto

r a d i o g r a p h i e (Abb. 16b) wurde d i e R a d i o a k t i v i t ä t der Banden durch L i q u i d 

S c i n t i l l a t i o n Counting bestimmt und wie oben beschrieben ausgewertet. Durch 

d i e s e Versuche wurden die Ergebnisse der F i l t e r h y b r i d i s i e r u n g e n b e s t ä t i g t 

und g e z e i g t , daß die Kopienzahl des ß l fünfmal größer i s t (150.000 Kopien) 

a l s d i e des ß2 (30.000 Kopien). 

Bei den G e l h y b r i d i s i e r u n g e n t r a t e n s t e t s größere Schwankungen auf a l s bei 

den F i l t e r h y b r i d i s i e r u n g e n . Diese s i n d wohl auf d i e größeren Fehlerraöglich-

k e i t e n bei den G e l h y b r i d i s i e r u n g e n zurückzuführen (Geringfügige Unterschiede 

im Gel [Verdampfen beim Kochen und Gießen], V e r l u s t von DNA beim Trocknen 

der Gele [ u n t e r s c h i e d l i c h e Temperatur, Vakuum, Z e i t , F i l t e r p a p i e r ] und beim 

H y b r i s i s i e r e n [ u n t e r s c h i e d l i c h e D i f f u s i o n und Hybridisierungsbedingungen im 

G e l ] ) . Deshalb müssen diese Versuche unter möglichst genau eingehaltenen 

Standardbedingungen durchgeführt werden. Desweiteren s i n d R e s t r i k t i o n s -

enzyrae, die beide Gene schneiden, vorzuziehen, da diese eine K o n t r o l l e auf 

V o l l s t ä n d i g k e i t des Verdaus bieten. Bei den angewandten H y b r i d i s i e r u n g s 

bedingungen (63*C, Vaschen b i s 0,25*SSC bei 6 0 X ; 2.7) t r a t e n aufgrund der 

hohen Sequenzhomologie der beiden Gene keine Unterschiede bei Verwendung von 

ß l oder ß2 a l s H y b r i d i s i e r p r o b e n auf. 

Abb 16: Kopienzahlbestimmung der ß-Tubulingene im Makronukleus von S. l e m n a e , (a) Dot-Hyb-

r i d i s i e r u n g n a t i v e r Makronukleus-DNA (mal, ma2: 4; 2; 1; 0,5 pg) mit r a d i o a k t i v markierten 

Proben aus den codierenden Regionen von ßl und ß2. Als Standard diente eine Konzentrations

r e i h e der auch zur H y b r i d i s i e r u n g verwendeten Fragmente ( s l , s2; 3; 2; 1,5; 1; 0,5; 0,25 ng 

DNA). Die Dots wurden nach der Autoradiographie ausgeschnitten und die durch den h y b r i d i 

sierenden Nakronukleus-DNA-Anteil gebundene R a d i o a k t i v i t ä t durch L i q u i d S c i n t i l l a t i o n 

Counting bestimmt, (b) Makronukleus-DNA wurde mit Ava II r e s t r i n g i e r t um, die ß l - und ß2-

Tubulingene e l e k t r o p h o r e t i s c h trennen zu können (A-D: 1,25; 2,5; 5 und 7,5 pg DNA). Eine 

Konzentrationsreihe eines ß2 Eco R I / Ava II Fragments (985 bp) im selben Gel diente a l s 

Referenz (1-5: 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 und 1 ng DNA. Das Gel wurde getrocknet und mit dem 

r a d i o a k t i v markierten ß2-Fragment h y b r i d i s i e r t . Die r a d i o a k t i v e n Banden wurden ausgeschnit

ten und die gebundene A k t i v i t ä t durch L i q u i d S c i n t i l l a t i o n Counting bestimmt, 
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3.5.3 Poly <A>* RNA 

Es wurde versucht, Poly (A)* RNA unter den üblichen Standardbedingungen f ü r 

Eukaryonten-RNA durch oligo-dT-Cellulose-Chromatographie anzureichern 

(2.3.3). Dabei zeigte s i c h , daß unter den Standardbedingungen nur eine sehr 

schwache Anreicherung von mRNA e r f o l g t e und di e e l u i e r t e RNA nach der Auf

trennung im Gel p r a k t i s c h dasselbe B i l d wie die Gesamt-RNA bot (Abb. 20). So 

konnte z.B. die ribosomale RNA n i c h t e f f i z i e n t abgetrennt werden und im 

Bandenmuster der übrigen RNA-Moleküle konnten o p t i s c h keine Veränderungen 

f e s t g e s t e l l t werden. Wurde nach der E l u t i o n der Poly ( A )
+
 RNA bei Raumtem

peratur nochmals bei 37 *C e l u i e r t , so konnten nochmals geringe Mengen RNA 

erha l t e n werden, d i e s i c h aber im B i l d e b e n f a l l s n i c h t von der Gesamt-RNA 

unterschied. Die Ausbeute an 'Poly (A)"* RNA' betrug maximal 2%. H y b r i d i 

sierungen z e i g t e n , daß sowohl oc- und ß-Tubulin mRNA etwa 5-10 fach 

angereichert wurden (Abb. 21). Wurden die Bindungsbedingungen i n der o l i g o -

dT-Cellulose Säule g e l o c k e r t , um d i e Poly (A)~ RNA weiter abzutrennen, so 

e r f o l g t e eine äußerst geringe Ausbeute von weniger a l s 0,5% der Gesamt-RNA. 

O f f e n s i c h t l i c h macht der hohe A - A n t e i l der nichtcodierenden Regionen der S. 

lemnae-m'R'Sk und wa h r s c h e i n l i c h des Großteils der anderen RNA-Klassen eine 

e f f i z i e n t e Anreicherung von p o l y a d e n y l i e r t e r RNA mit Standardmethoden 

s c h w i e r i g . Eine Anreicherung der oc- und auch ß-Tubulin mRNA um das 5-10 

fache unter den angegebenen Bedingungen i s t auch durch den hohen A - A n t e i l i n 

den nichtcodierenden Regionen d i e s e r Molekülen möglich, ohne daß e i n echter 

Poly (A)-Schwanz vorhanden s e i n müsste. Diese Ergebnisse, die oben erwähnten 

Befunde (3.5.) und die Ergebnisse der c-DNA Synthese (3.5.6) l i e ß es notwen

di g erscheinen, die RNA auf das Vorhandensein von echter Poly (A)^ RNA zu 

untersuchen (s. 3.5.5). 

3.5.4 RNA-Hybridisierungen 

Die ß-Tubulin-mRNA wurde durch H y b r i d i s i e r u n g mit r a d i o a k t i v markierten 

DNA-Proben i d e n t i f i z i e r t (2.6.3; 2.7.3). Bei v o l l s t ä n d i g DNase verdauten 

Proben t r a t sowohl i n der Gesamt- a l s auch i n der Poly (A)* RNA (3.4.4) 

s t e t s nur eine Bande von ca. 1,4 b Länge auf (Abb. 21). Dies deutet d a r a u f h i n , 

daß hypothetische Vorläufermoleküle eine sehr kurze H a l b w e r t s z e i t b e s i t z e n 

und das 3'-Processing sehr s c h n e l l beendet werden müsste, oder aber, daß die 

T r a n s k r i p t i o n am d e f i n i t i v e n 3'-Ende der mRNA t e r m i n i e r t wird ( v g l . 3.2.4.2; 

3.2.4.3). Die Länge der mRNA mit ca. 1,4 kb, bestimmt durch V e r g l e i c h mit 
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DNA- und RNA-Referenzen, stimmt mit den durch d i e ST-Experimente e r z i e l t e n 

Ergebnisse (ßl mRNA = 1448 b, ß2 mRNA = 1424 b; Conzelmann & Helftenbein, 

1987) z i e m l i c h genau überein. Käme e i n Poly (A) "-Schwanz von 100-200 b 

Länge dazu, so wäre d i e gefundene Länge mit 1,4 kb f ü r d i e ß-Tubulin mRNA zu 

kurz. Auch mit einem RNA-Marker CRNA-Ladder' von Pharmacia) wurde d i e ß-

Tubulin-mRNA-Länge von 1,4 kb b e s t ä t i g t . A l l e r d i n g s zeigen Moleküle mit 

einem Homopolyraeranteil o f t e i n verändertes Lauf v e r h a l t e n , so daß aufgrund 

d i e s e r H y b r i d i s i e r u n g e n n i c h t s i c h e r entschieden werden kann, ob die Tubulin 

messenger p o l y a d e n y l i e r t s i n d , oder n i c h t . 

3.5.5 RNAse - Analysen der Gesamt-RNA. 

Um das Vorhandensein von Poly (A)~" T a i l s i n der Gesamt-RNA von S. l e m n a e zu 

untersuchen, wurde am 3'-Ende mit 5'--
:
-P-pCp r a d i o a k t i v markierte Gesamt-RNA 

(2.10.2.2) mit RNase A ( P y r i m i d i n - s p e z i f i s c h ) , RNase Ti (G - s p e z i f i s c h ) und 

mit Kombinationen d i e s e r beiden Enzyme v o l l s t ä n d i g verdaut (2.9.4). Bei den 

kombinierten Verdauen d ü r f t e n unter den verwendeten Bedingungen nur Poly-A-

Sequenzen n i c h t a n g e g r i f f e n werden. Zur K o n t r o l l e wurden A l i q u o t s der Ansätze 

anschließend mit RNase Ur., d i e nur bei A schneidet, verdaut. A l s K o n t r o l l e 

diente Tetrahymena-RUh, die eine Poly (A)
4
" F r a k t i o n b e s i t z t . Die Ansätze 

wurden i n 8% PAH-Gelen aufgetrennt und die markierte RNA durch Autoradio

graphie s i c h t b a r gemacht (Abb. 22). Die gefundenen Poly (A)" Fragmente von 

T e t r a h y m e n a s i n d nur ca. 80 b lang, während d i e von S t y l o n y c h i a um 130 b 

lang s i n d . Chlorogonium-RNA b e s i t z t noch längere Poly (A)" - Schwänze von 

etwa 160 b. Die Bereiche des Gels, i n denen d i e Polyadenylate lagen, wurden 

herausgeschnitten, die R a d i o a k t i v i t ä t durch L i q u i d S c i n t i l l a t i o n Counting 

bestimmt und mit der A k t i v i t ä t der unverdauten RNA v e r g l i c h e n . Danach s i n d 

ca. 5,5% der S. iefljflae-RNA-Moleküle p o l y a d e n y l i e r t , Chlorogonium b e s i t z t 

einen Poly (A)* A n t e i l von 10%. Tetrahymena-Rüh stand l e i d e r f ü r d i e q u a n t i 

t a t i v e n Messungen n i c h t mehr zur Verfügung. Bei diesem r e l a t i v geringen 

A n t e i l an 'echter' Poly (A)* RNA i n S t y l o n y c h i a b l e i b t d i e Frage, welche 

Moleküle der mRNA und besonders, ob die Tubulin messenger p o l y a d e n y l i e r t 

s i n d , bestehen. 
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3.5.6 C-DNA-Synthese 

Da bei den RNA-Hybridisierungen nur eine Größenklasse von ß-Tubulin-mRNA 

entdeckt wurde und damit n i c h t g e k l ä r t war, i n welchem V e r h ä l t n i s d i e ß l -

und ß2-Tubulingene e x p r i m i e r t werden, wurde versucht, diese Frage durch die 

Synthese von cDNA der Tubulin-Messenger und deren anschließende R e s t r i k 

t i o n s a n a l y s e zu k l ä r e n . A n d e r e r s e i t s s o l l t e das Vorhandensein eines Poly (A)-

T a i l s am 3'-Ende der ß-Tubulin-mRNA durch Primen des ersten Stranges mit 

oligo-(dT) und durch Ansequenzieren der cDNA untersucht werden. Auch wenn 

die mRNA Moleküle n i c h t p o l y a d e n y l i e r t wären, so wurden s i e doch i n geringem 

Umfang durch d i e O l i g o - ( d T ) - C e l l u l o s e Säule angereichert und könnten so 

v i e l l e i c h t auch durch Oligo-(dT) e r f o l g r e i c h geprimt werden können. 

Zur Synthese der cDNA nach Gubler & Hoff mann (1983; 2.12) wurde sowohl 

Gesamt-RNA a l s auch d i e i n 3.5.3 beschriebene 'Poly (A)^ RNA' ei n g e s e t z t . Es 

konnte i n beiden Fällen cDNA s y n t h e t i s i e r t werden, d i e dieselbe Größen

v e r t e i l u n g z e i g t e wie d i e anfangs eingesetzte RNA (Abb. 23, v e r g l . Abb. 18) 

und d i e auch ähnliche Bandenmuster aufwies. Offenbar werden auch ribosoraale-

und andere RNAs, die i n den besonders prominenten Banden v e r t r e t e n s i n d , 

durch oligo-(dT) geprimt, w a h r s c h e i n l i c h aufgrund des hohen A A n t e i l s i n den 

nichtcodierenden Regionen der Moleküle oder aber aufgrund s t a r k e r Rückfal-

tungsmöglichkeiten der nichtcodierenden Bereiche ( v e r g l . 3.3.2.1), durch die 

eine Selbstprimung möglich wäre. 

Die Enden der cDNA wurden durch Bal31-Verdau und eine anschließende A u f f ü l l 

r e a k t i o n mit dem Klenow-Fragraent 'blunt end' gemacht (2.8.1; 2.8.2) und i n 

den mit Smal l i n e a r i s i e r t e n pUC12 Vektor k l o n i e r t . Unter ca. 5000 

untersuchten Klonen fand s i c h jedoch k e i n e r , der ß-Tubulingen-homologe DNA 

e n t h i e l t . 

In einem neuen Ansatz wurde d ie cDNA mit den Restriktionsenzymen Eco R I 

und Kpn I verdaut, um schon bei der Klonierung i n entsprechend geschnittene 

pUC12 Vektoren eine Anreicherung der ß-Tubulin-cDNA zu er r e i c h e n . Eco R I / 

Kpn I Fragmente umfassen einen großen T e i l der codierenden Regionen der 

beiden Tubulingene (3.2). Unter den rekombinanten Klonen fand s i c h l e d i g l i c h 

e i n e r , der bei der K o l o n i e h y b r i d i s i e r u n g eine de u t l i c h e Reaktion z e i g t e . Die 

anschließende R e s t r i k t i o n s a n a l y s e z e i g t e , daß die i n s e r i e r t e cDNA dem ß2-

Tubulin messenger zuzuordnen i s t (Abb. 24). 
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4. D I S K Ü S S I O H 

Die beiden k l o n i e r t e n ß-Tubulingene zeigen d i e t y p i s c h e Struktur der bisher 

untersuchten Makronukleus DNA-Moleküle von hypotrichen C i l i a t e n (Helftenbein, 

1985; Kaine und Spear, 1982). Die codierenden Bereiche (48% G+C) s i n d nicht 

durch Introns unterbrochen. Die Gene besitzen r e l a t i v kurze nichtcodierende 

Regionen mit sehr hohem A+T Gehalt (75%), die durch terminale C^Aa-Teloraer-

s t r u k t u r e n abgeschlossen werden. Diese s i n d a l l e r d i n g s verschieden lang und 

umfassen am 5'-Ende von ßl und am 3'-Ende von ß2 28 bp, am 5'-Ende von ß2 

und am 3'-Ende von ßl nur 20 bp. V a r i a b l e Längen der Repeats wurden eben

f a l l s an anderen Makronukleusmolekülen von S. l e m n a e beobachtet (Helftenbein 

& Müller, im Druck; Becker, F r i t z e n s c h a f , u n v e r ö f f e n t l i c h t ) , wobei die 

Unterschiede immer e i n V i e l f a c h e s der E i n h e i t C^A*, a l s o 8 bp umfassen, so 

daß diese S t r u k t u r im Gegensatz zur üblichen Darstellung 

5 '-CnA/iC/t AnCa 

3'-G*T*G<.T*G<,T„GATnGn — 

besser a l s 

5'- (UA*),,C«---

3'-G„T*G„T* (G/iTn),,Gn 

d a r g e s t e l l t werden s o l l t e , wobei n nach den bisher vorliegenden Ergebnissen 

im Bereich zwischen 2 und 6 l i e g t . 

Die t y p i s c h e S t r u k t u r der Moleküle und die Ergebnisse der RNA-Analysen und 

der cDNA Synthese (Conzelmann und Helftenbein, 1987) zeigen, daß beide ß-

Tubulingene von S. l e m n a e f u n k t i o n e l l s i n d und e x p r i m i e r t werden. 

Auch die hohe Homologie der codierten Aminosäuresequenz zu den ß-Tubulinen 

anderer Organismen b e s t ä t i g t d i e F u n k t i o n a l i t ä t der ß-Tubulingene von S. 

l e m n a e . Die Homologie zu ß-Tubulin Isotypen von Säugern (Maus, Mensch) i s t 

e r s t a u n l i c h hoch und l i e g t mit 89,6% nur wenig unter der zum ß-Tubulin der 

Grünalge Cblamydomonas r e i n h a r d t i i (90,8%). Die L o k a l i s a t i o n der divergenten 

Aminosäuren i n v a r i a b l e n Bereichen des Prote i n s (z.B. am Carboxyterminus) 

und d i e strenge Konservierung der Aminosäuren i n konservativen Bereichen 

(z.B. der Bereich AS 388-428, der an der Polymerisierung der Tubuline 

b e t e i l i g t i s t [Serrano et a l . , 19843) z e i g t , daß d i e von den beiden Genen 
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codierten Proteine die Funktion des ß-Tubulins i n S. l e m n a e übernehmen 

können. 

Das ß2 Gen b e s i t z t i n der codierenden Region e i n TAA-Codon. In d i e s e r 

P o s i t i o n weisen a l l e b i s h e r untersuchten ß-Tubuline anderer Organismen ohne 

Ausnahme die Aminosäure Glutamin auf. Dies b e s t ä t i g t noch einmal den Befund, 

daß bei den C i l i a t e n eine Abweichung vom u n i v e r s e l l e n genetischen Code auf

t r i t t und das Codon TAA n i c h t wie bei anderen Eukaryonten a l s Stopcodon 

(ochre) f u n g i e r t , sondern die Aminosäure Glutamin c o d i e r t (Helftenbein, 

1985). In den ß-Tubulingenen von S. l e m n a e w i r d Glutamin l e d i g l i c h von den 

Codons CAA und TAA c o d i e r t . Dagegen f i n d e t s i c h das d r i t t e mögliche 

Glutamin-Codon CAG nur zweimal im orl-Tubulingen (Helftenbein, 1985), n i c h t 

jedoch im oc2 (Helftenbein & Müller, submitted) und i n verschiedenen anderen 

Genen von S. l e m n a e (Becker, F r i t z e n s c h a f , u n v e r ö f f e n t l i c h t ) . Das amber Codon 

TAG, das i n h o l o t r i c h e n C i l i a t e n wie F a r a m e c i u m und T e t r a h y m e n a e b e n f a l l s 

Glutamin c o d i e r t (Caron & Meyer, 1985; Horowitz & Gorovsky, 1985; Kuchino et 

a l . , 1985; Preer et a l . , 1985), wurde bei einem hypotrichen C i l i a t e n noch nie 

gefunden. A l s Stopcodon der ß-Tubulingene von S. l e m n a e f u n g i e r t wie i n a l l e n 

bisher untersuchten Ciliatengenen TGA (opal). 

Die Tatsache, daß das ßl Gen a n s t e l l e des TAA Codons i n P o s i t i o n 571 ein CAA 

Codon b e s i t z t , deutet darauf h i n , daß s i c h d i e beiden Gene aus einem gemein

samen Vorläufermolekül e n t w i c k e l t haben könnten, das noch n i c h t d i e Ver

änderungen im genetischen Code der C i l i a t e n z e i g t e . Dies u n t e r s t ü t z t d i e 

Hypothese von Horowitz & Gorovsky (1985), die vermuten, daß die Änderung des 

Codes e r s t nach der Trennung der C i l i a t e n von den Vorfahren der anderen 

Eukaryonten e r f o l g t e . Ob die hypotrichen C i l i a t e n auch das Codon TAG f ü r 

Glutamin benutzen können, oder ob di e s eine Synapomorphie der Holotrichen 

d a r s t e l l t , b l e i b t w e i t e r h i n ungeklärt. Das Codon TAA w i r d von den Holotrichen 

weitaus häufiger benutzt a l s von den Hypotrichen und es s t e l l t s i c h d i e 

Frage, ob die Hypotrichen den Holotrichen i n der Veränderung des genetischen 

Codes h i n t e r h e r l a u f e n , oder ob s i e s i c h wieder i n eine entgegengesetzte 

Richtung 'zurück'entwickeln. 

Auch bei der Benutzung der anderen Codons zeigen s i c h bei den ß-Tubulingenen 

von S. l e m n a e d e u t l i c h e Unterschiede zu höheren Eukaryonten. Es i s t eine 
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Tendenz zur Reduzierung der Anzahl der benutzten T r i p l e t t s f e s t z u s t e l l e n . 

Dabei wird vor allem auf Codons, d i e mit G enden, v e r z i c h t e t , und diese durch 

Codons mit C an d r i t t e r P o s i t i o n e r s e t z t . Die Codonbenutzung i n der. et-

Tubulingenen i s t nahezu i d e n t i s c h und auch zum Aktingen von O x y t r i c h a f a l l a x 

bestehen kaum Unterschiede. Ob die beschriebene Codonauswahl g e n e r e l l f ü r 

Ciliatengene g i l t , oder ob, wie bei der Hefe und i n E. c o l i gefunden wurde, i n 

verschieden s t a r k exprimierten Genen u n t e r s c h i e d l i c h e Codons benutzt werden, 

(Bennetzen & H a l l , 1982; Ikeraura, 1981; 1985), b l e i b t zu untersuchen. 

Bei höheren Eukaryonten (Insekten, Vögel, Säuger) werden die Tubuline durch 

meist große Mu l t i g e n f a m i l i e n c o d i e r t (Reviews: Cowan, 1984; Cleveland & 

S u l l i v a n , 1985). Vor allem die ß-Tubulingene weisen innerhalb einer Species 

eine d e u t l i c h e Varianz auf und es wird vermutet, daß diese Tubulin-'Isotypen' 

(Hall et a l . , 1983) s p e z i e l l e Funktionen e r f ü l l e n und i n f u n k t i o n e l l unter

s c h i e d l i c h e M i k r o t u b u l i eingebaut werden. Meist unterliegen d i e verschiedenen 

ß-Tubulingene d i f f e r e n t i e l l e r Regulation innerhalb einer Z e l l e oder innerhalb 

des Organismus i n verschiedenen Organen und Geweben (Bialojan et a l . , 1984; 

Bond 8t Farmer, 1933; H a l l & Cowan, 1985; Rudolph et e l . , 1987; S u l l i v a n et 

a l . , 1986). 

Im Gegensatz dazu s c h e i n t bei den niederen Eukaryonten e i n e i n z i g e s ß-

Tubulin ausreichend zu s e i n , um d i e an die M i k r o t u b u l i g e s t e l l t e n v e r s c h i e 

densten Aufgaben innerhalb der Z e l l e zu e r f ü l l e n : Wie i n den vorliegenden 

Ergebnissen gezeigt wurde, codieren die beiden ß-Tubulingene von S. l e m n a e 

ein i d e n t i s c h e s P r o t e i n . Die beiden ß-Tubulingene von C h l a n y d o m o n a s fuhren 

e b e n f a l l s zu identischen ß-Tubuiinen (Youngblom et a l . , 1986>. Die Hefe 

b e s i t z t e in e i n z i g e s ß-Tubulingen (Neff et a l . 1983) und auch bei T e t r a h y m e n a 

wurde b i s l a n g nur e i n e i n z i g e s Gen f ü r ß-Tubulin i d e n t i f i z i e r t (Guttman & 

Gorovsky, 1979). 

Darüberhinaus s c h e i n t bei niederen Eukaryonten auch e i n e i n z i g e s a-Tubulin zu 

genügen, um a l l e Funktionen i n der Z e l l e zu e r f ü l l e n . Es wurde g e z e i g t , daß 

jedes der beiden a-Tubulingene der Hefe die Funktion des anderen übernehmen 

kann und f u n k t i o n e l l , t r o t z des Sequenzunterschiedes von ca. 10%, zwischen 

den beiden Tubulinen kein Unterschied besteht. L e d i g l i c h d i e E x p r e s s i o n der 

Gene wird u n t e r s c h i e d l i c h gesteuert und z u s a t z l i c h e Kopien des schwach 
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e x p r i m i e r t e n Genes können die Defekte, d i e durch eine Nullmutation des s t a r k 

e x p r i m i e r t e n Genes entstehen, v ö l l i g supprimleren (Schatz et a l . , 1986). Ent

sprechende Ergebnisse wurden bei den beiden ct-Tubul ingenen von S c h l z o -

s a c c h a r o m y c e s pombe e r z i e l t (Adachi et a l . , 1986). 

Auch d i e ß-Tubulingene von Chlamydomonas, d i e f ü r i d e n t i s c h e Proteine 

codieren, werden d i f f e r e n t i e l l r e g u l i e r t (Brunke et a l . , 1982; S i l f l o w & 

Rosenbaum, 1981; Youngblom et a l . , 1986). Eine Erklärung f ü r das Vorliegen 

von zwei oder mehreren Genen, die f u n k t i o n e l l g l e i c h e oder i d e n t i s c h e 

Proteine codieren, l i e g t e i n e r s e i t s i n der W i r t s c h a f t l i c h k e i t . Die beiden 

(oder mehrere) Gene können ' A r b e i t s t e i l u n g ' p r a k t i z i e r e n . So kann eines der 

Gene das regelmäßig benötigte P r o t e i n des Grundhaushalts b e r e i t s t e l l e n , 

während das andere l e d i g l i c h bei 'Sonderaufgaben', etwa bei Regenerations-

vorgangen oder i n bestimmten Stadien des Z e l l z y k l u s wie z.B. bei Z e l l 

t e i l u n g e n , zum Eins a t z oder zum v e r s t ä r k t e n E i n s a t z kommen kann. Werden 

diese Vorgänge durch ein einzelnes Gen e r f ü l l t (wie z.B. bei der Hefe), so muß 

ein k o m p l i z i e r t e r Regulationsmechanismus p o s t u l i e r t werden, i n den v e r s c h i e 

denste r e g u l a t i v e P r o t e i n f a k t o r e n und z a h l r e i c h e Erkennungs- und Bindungs-

s t r u k t u r e n i n den re g u l a t i v e n Bereichen des Gens i n v o l v i e r t s i n d . Sind jedoch 

zwei oder mehrere Gene vorhanden, so käme das Gen, das 'Haushaltsfunktionen
1 

e r f ü l l t , im einfachsten F a l l e ganz ohne r e g u l a t i v e Mechanismen, mit k o n s t i 

t u t i v n i e d r i g e r T r a n s k r i p t i o n s r a t e , aus und f ü r das andere Gen würde ein 

einfacher ein/aus- oder schwach/stark- Mechanismus, mit r e l a t i v hoher Tran

s k r i p t i o n s r a t e , genügen. Andererseits kann d i e d i f f e r e n t i e l l e Expression der 

Gene mit p o s t t r a n s l a t i o n e l l e n Modifizierungsmechanismen gekoppelt s e i n und 

so l e t z t e n d l i c h doch zu f u n k t i o n e l l u n t e r s c h i e d l i c h e n Proteinen, die v e r s c h i e 

dene Aufgaben i n der Z e l l e übernehmen können, führen. Das cytoplasmatische 

cc-Tubulin von Chlamydomonas z.B. kann p o s t t r a n s l a t i o n e l l zu F l a g e l l a r - T u b u l i n 

m o d i f i z i e r t werden. Der Vorgang i s t eng gekoppelt mit dem Assembling-Prozeß 

(Lefebvre et a l . , 1980). 

Diese Überlegungen und vor allem der Befund der sehr u n t e r s c h i e d l i c h e n 

nichtcodierenden Regionen (s.u.) sprechen dafür, daß auch d i e beiden ß-

Tubulingene von S. l e m n a e d i f f e r e n t i e l l e x p r i m i e r t werden können. 
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Auch die Ergebnisse der Bestimmung der Kopienzahl im Makronukleus deuten auf 

eine d i f f e r e n t i e l l e Regulation der beiden Gene h i n . Genau wie bei den beiden 

a-Tubulingenen l i e g t eines der Gene h o c h a r a p l i f i z i e r t im Makronukleus vor ( ß l : 

150.000 Kopien; a l : 100.000 Kopien [Helftenbein, pers. comm.]), während das 

andere j e w e i l s 5 mal weniger häufig vorkommt (ß2: 30.000; a2: 20.000 

[Helftenbein, 1985)). Die Erhaltung dieses 5:1 Verhältnisses bei den a- und 

ß-Tubulingenen s p r i c h t dafür, daß d i e Kopienzahlen d i e s e r sehr w a h r s c h e i n l i c h 

k o o r d i n i e r t r e g u l i e r t e n Gene bei der d i f f e r e n t i e l l e n E x pression eine Ro l l e 

s p i e l e n . 

Die Kopienzahlen der a- und ß-Tubulingene liegen d e u t l i c h über dem theore

t i s c h errechneten Durchschnittswert s p e z i f i s c h e r Makronukleusmolekule von ca. 

15.000 Kopien pro Makronukleus (Kraut et a l . 1986). A l l e r d i n g s s i n d noch sehr 

v i e l höhere Kopienzahlen gefunden wurden, z.B. 600.000 f ü r die rDNA (Lipps 

und Steinbrück, 1978) und über 3 M i l l i o n e n f ü r ein ü b e r a m p l i f i z i e r t e s Gen i n 

einigen S. l e m n a e Klonen (pOB; Helftenbein et a l . , subraitted). Eine Verän

derung der Kopienzahlen im Laufe der Alterung der Klone, wie s i e bei pOB zu 

beobachten i s t , wurde bei den Tubulingenen n i c h t f e s t g e s t e l l t . 

Die Ähnlichkeiten der beschriebenen H a i r p i n s t r u k t u r e n i n der Nahe der 

terminalen C4A„ Repeats und der angrenzenden Sequenzen zu den a l - und a2-

H a i r p i n s und zu den H a i r p i n s des pOB, d i e i n heterologen Maus L - Z e i l 

Systemen die R e p l i k a t i o n i n i t i i e r e n können (Helftenbein et a l . , submitted), 

legen die Vermutung nahe, daß diese Strukturen die R e p l i k a t i o n s o r i g i n s der 

Makronukleusmolekule d a r s t e l l e n . Während d i e a- und ß-Tubulingene, deren 

Kopienzahl konstant b l e i b t , j e w e i l s einen d i e s e r H a i r p i n s b e s i t z e n , liegen i n 

der 5' nichtcodierenden Region des pOB kurz hintereinander d r e i H a i r p i n s . Die 

überamplif i k a t i o n des pOB während der Klonentwicklung beruht a l s o wahr

s c h e i n l i c h auf mehrfacher I n i t i a t i o n der R e p l i k a t i o n im Makronukleus vor der 

Z e l l t e i l u n g . 

Die nichtcodierenden Regionen der beiden ß-Tubulingene s i n d mit 126 und 170 

bp (5' ßl und ß2) und 343 und 284 bp (3
1
 ßl und ß2) i n der Größenordnung, 

di e man auch bei anderen Genen von hypotrichen C i l i a t e n f i n d e t (Helftenbein, 

1985; Helftenbein & Muller, submitted; Kaine & Spear, 1982). L e d i g l i c h der 5'-
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nichtcodierende Bereich des a2-Tubulin Genes s t e l l t mit nur 74 bp Länge eine 

Ausnahme dar. 

Die n i c h t t r a n s l a t i e r t e n Bereiche der ß-Tubulin mRNAs s i n d extrem kurz (5'ßl: 

46 b, 5'ß2: 3S b, 3'ßl: 73 b, 3'ß2: 57 b ) , ähnliche Längen wurden auch bei den 

a-Tubulin Messengern gefunden (Helftenbein & Müller, 1987; Helftenbein & 

Conzelmann, submitted). Die nichtcodierenden Bereiche der Messenger anderer 

Organismen umfassen am 5' Ende 20 b i s 80 Basen (Kozak, 1984), am 3'-Ende 

s i n d s i e mit ei n i g e hundert b i s über tausend Basen ( B i r n s t i e l et a l . , 1985) 

sehr v i e l länger. Die mRNA der hypotrichen C i l i a t e n i s t äußerst kompakt 

o r g a n i s i e r t und a l l e f ü r eine e r f o l g r e i c h e T r a n s l a t i o n e r f o r d e r l i c h e n Signale 

s i n d o f f e n s i c h t l i c h auf minimalem Raum k o n z e n t r i e r t . Die Holotrichen s t e l l e n 

i n diesem Zusammenhang eine Zwischenf orm dar; d i e n i c h t t r a n s l a t i e r t e n 

Bereiche der Histon H4 und H2B mRNAs von T e t r a h y m e n a s i n d zwischen 100 und 

300 b lang (Horowitz et a l . , 1987; Nomoto et a l . , 1987). 

Auf Sequenzebene lassen s i c h zwischen den 5* und zwischen den 3' 

nichtcodierenden Regionen der beiden ß-Tubulingene von S. l e m n a e wenige 

Ähnlichkeiten f e s t s t e l l e n . Direkte Sequenzhomologien, wie s i e i n den beiden 

a-Tubulingenen d i r e k t vor dem ATG und nach dem Stopcodon TGA au f t r e t e n , 

fehlen bei den ß-Tubulingen. Der längste homologe Abschnitt der 5' Leader 

l i e g t 1 (ßl) bzw. 10 bp (ß2) vor dem ATG Startcodon und umfasst 18 bp. 

Ähnlic h k e i t e n zu dieser Sequenz s i n d i n den Leadern der beiden a-Tubulin-

gene zu f i n d e n , besonders im a l (Pos. -25). Größere Abweichungen t r e t e n im 

a2 auf (Pos. -24). Da diese konservative Sequenz noch innerhalb des t r a n 

s k r i b i e r t e n Bereichs l i e g t , könnte s i e eine Ro l l e b e i der T r a n s l a t i o n s 

regulierung s p i e l e n , z.B. bei der Bindung der mRNA an die Ribosomen. 

Die Umgebung des ATG Startcodons i n ßl kommt der optimalen Sequenz f ü r die 

I n i t i a t i o n der T r a n s l a t i o n bei Eukaryonten (Kozak, 1986) sehr nahe, die des 

ß2 ähnelt mehr der Consensussequenz der Hefe (Hamilton et a l . , 1987), während 

die der a-Tubulingene mit dem Consensus der Vertebraten i d e n t i s c h s i n d 

(Cavener, 1987). A l l e n v i e r Tubulingenen von S. l e m n a e i s t jedoch das A i n 

P o s i t i o n -3 und ein P y r i m i d i n i n P o s i t i o n -2 gemeinsam. Dies s i n d i n a l l e n 

oben angeführten Consensussequenzen hoch k o n s e r v i e r t e Strukturen (Kozak 

1981, 1984). 
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Bei der Computeranalyse der nichtcodierenden Regionen wurden keine längeren 

s i g n i f i k a n t e n Übereinstimmungen gefunden. In den 3' nichtcodierenden Regionen 

der ß-Tubulingene i s t e i n gemeinsames O l i g o n u k l e o t i d der Sequenz GCTTTCAC zu 

finden. In beiden Genen l i e g t diese Sequenz i n v e r g l e i c h b a r e r P o s i t i o n und 

i s t v i e l l e i c h t von f u n k t i o n e l l e r Bedeutung. A l l e r d i n g s taucht diese Sequenz 

ni c h t i n den ct-Tubulingenen und auch n i c h t im Aktingen von 0. f a l l a x auf. Die 

ß2- und al-Tubulingene besitzen e b e n f a l l s i n der 3' nichtcodierenden Region 

ei n gemeinsames Dodekamer der Sequenz TTTATTAAAAT; d i e s i s t wiederum i n 

keinem der anderen Gene zu finden und s c h e i n t i n der A+T-reichen 

nichtcodierenden Region n i c h t s i g n i f i k a n t zu s e i n . 

Während die von Eukaryonten bekannten Sign a l e wie CAAT-Box und GC-Box, d i e 

bei der Bindung der RNA-Polymerase b e t e i l i g t s i n d , i n keinem der ß-Tubulin

gene gefunden wurden und auch i n den cx-Tubulingenen feh l e n , konnte eine 

typische TATA-Box 22 bp oberhalb des T r a n s k r i p t i o n s s t a r t p u n k t e s im ß2 i d e n 

t i f i z i e r t werden. Zwei weitere TATA-Box ähnliche Sequenzen i n der 5' n i c h t 

codierenden Region des ß2 scheinen aufgrund i h r e r Lage r e l a t i v zum S t a r t 

punkt der T r a n s k r i p t i o n keine f u n k t i o n e l l e Bedeutung zu haben. In der 5' 

nichtcodierenden Region des ßl dagegen, f i n d e t s i c h überhaupt keine Sequenz, 

die einer Hogness-Box oder deren möglichen Varianten (Baker et a l . , 1979; 

Bucher & T r i f o n o v , 1986) ä h n l i c h i s t . Dies i s t bei dem hohen A+T-Gehalt der 

nichtcodierenden Regionen überraschend. 

An der P o s i t i o n der TATA-Box des ß2 (TATAAAT; 22 bp oberhalb des S t a r t 

punktes) b e s i t z t ßl die Sequenz TTTAAAT. Gegenüber der TATA-Box von ß2 i s t 

a l s o l e d i g l i c h e i n A gegen e i n T ausgetauscht. Bei der Untersuchung des G+C-

Gehaltes wurde f e s t g e s t e l l t , daß diese Sequenz, wie auch d i e TATA-Box von ß2 

zwischen zwei f ü r die nichtcodierenden Regionen extrem G+C reichen A b s c h n i t 

ten l i e g t . Direkt nach dem zweiten GC-Peak beginnt i n beiden Genen e i n 

Bereich, der sehr A+T r e i c h i s t und s i c h b i s kurz vor das Startcodon ATG 

e r s t r e c k t . Etwa 10 bp nach dem zweiten GC-Peak beginnt auch i n beiden Genen 

die T r a n s k r i p t i o n . Bei Untersuchung der cx-Tubulingene auf ähnliche Strukturen 

wurden f a s t i d e n t i s c h e Verhältnisse gefunden (Helftenbein & Conzelmann, 

submitted) und auch die Sequenzen der k ü r z l i c h v e r ö f f e n t l i c h t e n Histongene 

von T e t r a h y m e n a weisen überraschend ähnliche Strukturen auf (H4: Horowitz et 

a l . , 1987; H2B: Nomoto et a l . , 1987). 
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O f f e n s i c h t l i c h s t e l l t die beschriebene S t r u k t u r einen Promotor oder einen 

B e s t a n d t e i l eines C i l i a t e n p r o m o t o r s dar. Ob d i e Sequenz der 'TATA-Boxen' ein 

entscheidendes K r i t e r i u m i s t , oder l e d i g l i c h eine A+T Sequenz zwischen zwei 

GC-Blöcken vor einem A+T reichen A b s c h n i t t ausreichend i s t , und ob die 

Sequenzhomologie zu den Hogness-Boxen anderer Eukaryonten z u f ä l l i g besteht, 

muß untersucht werden. Nicht a l l e 'TATA-boxen' der C i l i a t e n g e n e , die i n einer 

solchen Promotorstruktur l i e g e n , können d i e Polymerase so p o s i t i o n i e r e n , daß 

die T r a n s k r i p t i o n nur an einem einzigen Punkt beginnt: 

a l : TATAAAA 1 

ß2: TATAAAT 1 

a2: TATAAAT 1 

ß l : TTTAAAT 1 

H2B2: TTTAAAT 1 

H4II: ATTAAAT 2 

oder TATTAAT 2 

H2B1: AAAAAAA 2 

H4I: TTTAAAA 3 

Startpunkt(e) 

L e d i g l i c h die TATA-Boxen von a l , a2 und 32 s t e l l e n von anderen Eukaryonten 

bekannte TATA-box Variationen dar. A l l e anderen Sequenzen wurden n i c h t a l s 

mögliche Variationen beschrieben, einige davon s i n d aber o f f e n s i c h t l i c h i n 

der Lage, die Polymerase r i c h t i g zu p o s i t i o n i e r e n . Im Actingen von O x y t r i c h a 

f a l l a x wurden d r e i Hogness-Boxen gefunden (Kaine & Spear, 1982), doch l e i d e r 

l iegen hier noch keine Daten über den oder die T r a n s k r i p t i o n s s t a r t p u n k t e vor. 

Die mRNAs der ß-Tubuline s i n d den 3'nichtcodierenden Regionen der Gene b i s 

zu den Nukleotiden +73 (ßl) und +57 (ß2) homolog. In diesen Bereichen liegen 

keine Stemloops, die auf eine Termination der T r a n s k r i p t i o n durch einen Pro-

karyonten-ähnlichen Mechanismus hindeuten ( P l a t t , 1986). Aber auch keine 

eukaryontischen S i g n a l e , die an einer Termination b e t e i l i g t s e i n konnten 

( B i r n s t i e l et a l . , 1985; Grass, 1987; Ryner & Manley, 1987), s i n d zu i d e n t i 

f i z i e r e n . Ob die T r a n s k r i p t i o n der gene-sized pieces überhaupt gestoppt 

werden muß, i s t z w e i f e l h a f t . In S. l e m n a e s i n d a l l e r d i n g s mit den b e s c h r i e 

benen Hybridisierungen keine RNA-Vorläufermolekule zu entdecken, l e d i g l i c h 
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die mRNA (1,4 kb) i s t s i c h t b a r . Die S c h n e l l i g k e i t des 3' RNA-Processings 

macht auch i n Eukaryonten, die die T r a n s k r i p t i o n t e r m i n i e r e n , eine Unter

suchung der Vorgänge äußerst s c h w i e r i g ( B i r n s t i e l et a l . , 1985). Das 

kanonische P o l y a d e n y l i e r u n g s s i g n a l AATAAA sch e i n t beim RNA-Processing oder 

bei der Termination i n S. l e m n a e keine R o l l e zu s p i e l e n . Entweder es t r i t t 

überhaupt n i c h t auf, wie zum B e i s p i e l i n ßl und a l , oder es l i e g t an 

Po s i t i o n e n , d i e weit e n t f e r n t (meist unterhalb) vom 3'-Ende der mRNA liegen 

(ß2, a l ) . Entweder besitzen d i e hypotrichen C i l i a t e n s p e z i f i s c h e S i g n a l e , d i e 

die P o l y a d e n y l i e r u n g s s t e l l e n kennzeichnen, oder d i e mRNA wird n i c h t p o l y 

a d e n y l i e r t . 

Die zweite Möglichkeit s c h e i n t d i e wahrscheinlichere zu s e i n . Die g e r i n g 

fügige Anreicherung sowohl der a- a l s auch der ß-Tubulin mRNA durch o l i g o -

dT-Cellulose Chromatographie i s t durchaus durch kurze A-reiche Abschnitte i n 

den nichtcodierenden Regionen der RNA möglich, ebenso das (mehr oder 

weniger) e r f o l g r e i c h e Primen von cDNA mit o l i g o dT. Die magere Ausbeute bei 

der cDNA Synthese macht einen längeren poly-A-Schwanz zumindest bei den ß-

Tubulin mRNAs unwahrscheinlich. Auch das Vorhandensein von Poly A - T a i l s an 

der Histon-raRNA von T e t r a h y m e n a (Bannon et a l . , 1983) wurde i n l e t z t e r Z e i t 

k r i t i s c h überdacht und die Möglichkeit der Anreicherung der His t o n mRNA i n 

o l i g o dT-Säulen durch den hohen A-Gehalt der nichtcodierenden Regionen n i c h t 

ausgeschlossen (Horowitz et a l . , 1987; Nomoto et a l . , 1987). Es wurde bisher 

noch i n keinem cDNA Klon von hypotrichen C i l i a t e n eine längere Poly A 

Sequenz am 3'Ende durch Sequenzanalyse nachgewiesen. 

Die q u a n t i t a t i v e Bestimmung von Poly-A-Sequenzen i n di e s e r A r b e i t s c h e i n t 

d e u t l i c h zu raachen, daß bei S. l e m n a e zumindest weniger Poly-A-Sequenzen 

v o r l i e g e n , a l s bei anderen Eukaryonten beobachtet. Es handelt s i c h bei di e s e r 

Bestimmung jedoch um einen Einzelversuch und es muß auf e i n i g e Unwägbar

keiten hingewiesen werden: 1.) Die Markierung mit pCp durch d i e RNA-Ligase 

e r f o l g t w a h r s c h e i n l i c h n i c h t s t a t i s t i s c h an jedem Molekül, 3'-poly-A-Enden 

können bevorzugt werden oder s c h l e c h t e r markiert werden (Krug & Berger, 

1986). 2.) Die Bedingungen f ü r die Verdaue s i n d w a h r s c h e i n l i c h n i c h t optimal 

und führen zu erhöhten Werten (un v o l l s t ä n d i g e r Verdau) oder zu niedrigen 

Werten (zu v i e l RNase, zu hohe Temperaturen, zu langer Verdau). 3.) Es fehlen 

S t a n d a r d k o n t r o l l e n . Um genauere Ergebnisse zu e r z i e l e n , müssen optimale 

- 68 -



Bedingungen ausgearbeitet und die Versuche s t a n d a r d i s i e r t werden. Umfang

re i c h e K o n t r o l l e n und Referenz-RNAs bekannter Zusammensetzung s i n d vorzu

sehen . 

Unmittelbar bei den 3* Enden der RNAs i s t i n den ß-Tubulingenen e i n gemein

sames Heptanukleotid zu f i n d e n . Aufgrund der erhöhten Homologie i n diesem 

Ber e i c h der gesamten 3' nichtcodierenden Region und der gleich e n P o s i 

t i o n i e r u n g s c h e i n t dieses S i g n a l s i g n i f i k a n t zu s e i n . Auch i n den a-Tubulin

genen liegen um das 3'-Ende der mRNA vergle i c h b a r e Sequenzen: 

a l 
ß l 
ß2 

oc2 

nüRNAs : 

T T C G C C C A C A C A G G d C T A A A d C A A A C T A G A A C C 
A T T T T T C T C T A A G A f r C T A A A C A A T A A T C T A T T C 
A C A A T T C C A C C A C Q T C T A A A C T T T C T T T A T A T A 
G G A G G C A C CGAAACCÄ] TAAACTT|AATTTTGTAA 

t t 

1 ß l 
T 

a l , oc2, ß2 

Das l e t z t e Nukleotid der einzelnen mRNAs i s t durch d i e P f e i l e gekennzeichnet. 

A l l e n v i e r Tubulingenen i s t das Pentanukleotid TAAAC gemeinsam. Diese 

Sequenz f i n d e t s i c h i n a l l e n Genen meist mehrfach i n den 3' nichtcodierenden 

Bereichen, doch endet d i e mRNA i n a l l e n Fällen am er s t e n TAAAC nach der 

codierenden Region. Es i s t deshalb zu vermuten, daß diese Sequenz e i n S i g n a l 

oder wenigstens einen T e i l eines S i g n a l s d a r s t e l l t , das entweder bei der 

Tr a n s k r i p t i o n s t e r m i n a t i o n oder aber, was wah r s c h e i n l i c h e r e r s c h e i n t , beim 3'-

P r o c e s s i n g der mRNA von S. l e m n a e b e t e i l i g t i s t . 

Die Besonderheiten der 'gene-sized pieces' b i e t e n , wie i n der E i n l e i t u n g 

beschrieben, hervorragende Möglichkeiten, r e g u l a t i v e Signale der Makro

nukleusmolekule zu untersuchen. A l l e r d i n g s müssen aufgrund der besonderen 

S t r u k t u r dieser Moleküle auch bestimmte Überlegungen a n g e s t e l l t werden, wenn 

die Befunde mit denen 'normaler' Eukaryonten v e r g l i c h e n werden s o l l e n . 

Durch d i e Umorganisation des genetischen M a t e r i a l s während der Makro-

nukleusentwicklung l i e g e n v ö l l i g andere Ve r h ä l t n i s s e vor, a l s man s i e bei 
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anderen Eukaryonten f i n d e t und es e n t f a l l e n bei der Expression der Makro-

nukleusgene e i n i g e Voraussetzungen, die bei anderen Eukaryonten bestehen: 

Während im normale Z e l l k e r n d i e zu t r a n s k r i b i e r e n d e DNA einen geringen 

B r u c h t e i l der DNA ausmacht, liegen im Makronukleus p r a k t i s c h nur noch diese 

Sequenzen vor (Nock, 1981). So müssen hi e r vom T r a n s k r i p t i o n s a p p a r a t nicht 

mehr die relevanten DNA-Sequenzen i d e n t i f i z i e r t werden, und es können somit 

d i e Signale e n t f a l l e n , d i e diese DNA innerhalb eines Z e l l k e r n s c h a r a k t e r i 

s i e r e n . Eine T r a n s k r i p t i o n s t e r m i n a t i o n an bestimmten S t e l l e n im Molekül i s t 

t h e o r e t i s c h n i c h t n ö t i g , da die kurzen Makronukleusmolekule ohne weiteres 

v o l l s t ä n d i g t r a n s k r i b i e r t werden können. Die RNA-Polymerase mußte im P r i n z i p 

a l s o l e d i g l i c h e i n S i g n a l , das die Richtung der T r a n s k r i p t i o n und somit den 

zu t r a n s k r i b i e r e n d e n Strang v o r g i b t , erkennen können. Für diesen Zweck i s t 

d i e beschriebene Promotorstruktur v ö l l i g ausreichend. Ob die Promotoren auch 

d i e T r a n s k r i p t i o n s r a t e b e e i n f l u s s e n , muß untersucht werden. Die I n i t i a t i o n s 

h ä u f i g k e i t könnte t h e o r e t i s c h durch die Kopienzahl der Gene im Makronukleus 

e i n f a c h s t d e t e r m i n i e r t werden. Die Befunde, daß die r e l a t i v e H ä u f i g k e i t 

s p e z i f i s c h e r mRNAs und der korrespondierenden DNA Moleküle um den Faktor 

20-30 v a r i i e r t (Simon, 1985; Wieser 1984), könnte durch eine u n t e r s c h i e d l i c h e 

Halbwertszeit der mRNA Moleküle (durch Sekundärstrukturen und/oder P r o t e i n -

faktoren beeinflußt) e r k l ä r t werden. In den gene-sized pieces der hy p o t r i c h e n 

C i l i a t e n müssen deshalb n i c h t unbedingt a l l e t r a n s k r i p t i o n s r e g u l i e r e n d e n 

Sequenzen oder Strukturen der 'normalen' Eukaryonten gefunden werden. Die 

Länge der 5' nichtcodierenden Region des cr2-Tubulingens mit l e d i g l i c h 74 bp 

macht dies d e u t l i c h . Mit der Promotorsequenz, der k o n s e r v i e r t e n Sequenz vor 

dem ATG (Translation?) und dem R e p l i k a t i o n s o r i g i n i s t das gesamte Raum

angebot der nichtcodierenden Region e r s c h ö p f t . Dies i m p l i z i e r t auch, daß bei 

den hypotrichen C i l i a t e n eine Polymerase v o r l i e g e n konnte, die s i c h d e u t l i c h 

von der Polymerase II 'normaler' Eukaryonten unterscheidet. Die u n t e r s c h i e d 

l i c h e n nichtcodierenden Bereiche der f ü r i d e n t i s c h e Proteine codierenden ß-

Tubulingene sprechen a l l e r d i n g s f ü r eine r e g u l i e r b a r e T r a n s k r i p t i o n , die 

v i e l l e i c h t durch C i l i a t e n - s p e z i f i s c h e Signale ermöglicht w i r d . 

Auch der RNA-Processing-Apparat der hypotrichen C i l i a t e n könnte e i n f a c h 

aufgebaut s e i n . Die E x c i s i o n von Introns i s t n i c h t mehr n ö t i g , da d i e s durch 

d i e Entfernung von 'DNA-Introns' (IESs) b e r e i t s während der Makronukleus-

entwicklung auf DNA-Ebene geschehen i s t (Klobutcher, 1984; 1986). E i n RNA-
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Intron - Processing und die d a r i n i n v o l v i e r t e n Faktoren wären v e r z i c h t b a r . 

Die Polyadenylierung bei Eukaryonten i s t mit der Termination der 

T r a n s k r i p t i o n eng gekoppelt ( B i r n s t i e l et a l . , 1985) und i s t , wenn n i c h t 

t e r m i n i e r t w i r d , v i e l l e i c h t ü b e r f l ü s s i g . Die S t a b i l i t ä t der RNA, die bei 

Eukaryonten zum T e i l auf die Polyadenylierung zurückgeführt w i r d , i s t auch 

durch Sekundärstrukturen der RNA, ev e n t u e l l a s s o z i i e r t mit Proteinen, zu 

gewährleisten. Andererseits könnte, wenn bei (bestimmten?) RNA-Molekulen e i n 

3'-Processing durchgeführt werden muß, d i e s durch andere a l s von den 

Eukaryonten bekannten Mechanismen v o l l b r a c h t werden (s. r R N A - S e l f s p l i c i n g 

bei T e t r a h y m e n a CCech, 1985; Cech und Bass, 1986]). 

Die erwähnten unabdingbaren Signa l e der Makronukleusmolekule s i n d mit dem 

R e p l i k a t i o n s o r i g i n , dem Promotor und einer Sequenz, d i e w a h r s c h e i n l i c h das 

3'-Ende der mRNA de t e r m i n i e r t , gefunden worden. Weitere Experimente, durch 

die d i e T r a n s k r i p t i o n s r a t e der Gene bestimmt werden kann, und Experimente 

zur d i f f e r e n t i e l l e n Regulation werden durch d i e nun bekannte S t r u k t u r und 

Sequenz der Gene wesentlich e r l e i c h t e r t . E b e n f a l l s s o l l t e es möglich s e i n , d i e 

Funktion der entdeckten Signalsequenzen durch Mutationen entweder in v i t r o 

oder in v i v o zu untersuchen. Die k ü r z l i c h entwickelten Methoden zur 

Transformation von S. l e m n a e bieten hierzu v i e l e Möglichkeiten (Meyers und 

Helften b e i n , 1937; Vunning und L i p p s , 1983). 
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5. Z U S A M M E N F A S S Ü H G 

Durch H y b r i d i s i e r u n g mit einer heterologen Probe wurde im Makronukleus des 

hypotrichen C i l i a t e n S t y l o n y c h i a l e m n a e eine Größenklasse von DNA Molekülen 

i d e n t i f i z i e r t , d i e f ü r ß-Tubulin c o d i e r t . Diese e n t h ä l t zwei verschiedene 

Typen von Molekülen (ßl und ß2), d i e s i c h durch R e s t r i k t i o n s a n a l y s e unter

scheiden l a s s e n . V e r t r e t e r beider ß-Tubulingene wurden k l o n i e r t und sequen

z i e r t . 

Durch V e r g l e i c h s h y b r i d i s i e r u n g e n wurden die Kopienzahlen der ß-Tubulingene 

im Makronukleus bestimmt. Danach l i e g t das ßl Gen i n 150.000 Kopien, das ß2 

Gen i n 30.000 Kopien pro Makronukleus vor. 

Die beiden ß-Tubulingene besitz e n einen ähnlichen Aufbau: Die codierenden 

Regionen (-45% G+C, 1329 bp), die keine Introns b e s i t z e n , werden von unter

s c h i e d l i c h langen, A+T reichen (-25% G+C) nichtcodierenden Regionen f l a n k i e r t 

( ß l : 5* 126, 3' 343 bp; ß2 5' 170, 3' 284 bp). Terrainale i n v e r t i e r t e C^A* 

Repeats von 20 bp (5'ßl und 3'ß2) und 28 bp (3'ßl und 5'ß2) Länge fungieren 

a l s Telomerstrukturen. Die Länge der k l o n i e r t e n Gene i s t damit a l s o 1846 bp 

(ßl) und 1831 bp (ß2). 

Die codierenden Regionen der beiden Gene s i n d zu 97,2% homolog und codieren 

e i n i d e n t i s c h e s P r o t e i n (MG 49.427), das eine hohe Homologie zu den ß-

Tubulinen höherer Eukaryonten z e i g t (88-90%). Das ß l Gen b e s i t z t im Lese

r a s t e r e i n TAA Codon, das Glutamin c o d i e r t . Das Codon TAG, das i n ho l o 

t r i c h e n C i l i a t e n e b e n f a l l s Glutamin codieren kann, wurde jedoch n i c h t 

gefunden. Von den möglichen 64 Codons werden i n den ß-Tubulingenen nur 43 

(ßl) oder 40 (ß2) benutzt. Vor allem Codons, d i e mit G enden, werden s e l t e n 

benutzt. 

Die nichtcodierenden Regionen s i n d i n i h r e r Sequenz sehr u n t e r s c h i e d l i c h und 

besitzen n i c h t a l l e r e g u l a t i v e n Sequenzen, d i e von anderen Eukaryonten 

bekannt s i n d . In den 5' nichtcodierenden Regionen wurde eine Promotorstruktur 

i d e n t i f i z i e r t , die aus einer TATA-Box-ähnlichen Sequenz, f l a n k i e r t von G+C-
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r e i c h e n kurzen Abschnitten, besteht. Dicht vor dem ATG Startcodon l i e g t e i n 

ko n s e r v i e r t e r Bereich, der an der T r a n s l a t i o n s k o n t r o l l e b e t e i l i g t s e i n könnte. 

Ko n s e r v i e r t e H a i r p i n s t r u k t u r e n , d i e i n beiden Genen d i c h t bei den 5' 

terminalen Repeats liegen fungieren vermutlich a l s R e p l i k a t i o n s o r i g i n s der 

Moleküle. 

Die 3' nichtcodierenden Bereiche b e s i t z e n i n den Regionen, die den 3' Enden 

der mRNAs entsprechen, eine Consensussequenz, die vermutlich am RNA 3' 

Processing b e t e i l i g t i s t . Nur das ß2 Gen b e s i t z t das eukaryontische Poly-

a d e n y l i e r u n g s s i g n a l AATAAA, dessen Lage r e l a t i v zum 3' Ende der mRNA macht 

eine f u n k t i o n e l l e Bedeutung di e s e s S i g n a l s i n S. l e m n a e jedoch unwahrschein

l i c h . 

Die mRNAs der ß-Tubulingene s i n d nur 1,4 kb lang und lassen s i c h durch 

Oligo-(dT) C e l l u l o s e Chromatographie nur sehr schwach anreichern. Da o f f e n 

bar auch e i n f u n k t i o n e l l e s P o l y a d e n y l i e r u n g s s i g n a l f e h l t , wird vermutet, daß 

die ß-Tubulin mRNAs von S. l e m n a e n i c h t p o l y a d e n y l i e r t s i n d . 

Die i n ihrer Sequenz sehr verschiedenen nichtcodierenden Regionen der Gene, 

die u n t e r s c h i e d l i c h e n 'TATA-Boxen' und das V e r h ä l t n i s der Kopienzahlen von 

1:5, das mit dem der beiden ct-Tubu-lingene i d e n t i s c h i s t , deutet darauf h i n , 

da£ d i e Tubulingene von S. l e m n a e d i f f e r e n t i e l l e x p r i m i e r t werden können. 
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6. S U M M A R Y 

The hypotrichous c i l i a t e S t y l o n y c h i a l e m n a e possesses two d i f f e r e n t types of 

macronuclear molecules coding f o r ß - t u b u l i n ( ß l : 1.85 kb; ß2: 1.83 kb) present 

i n 150.000 (ßl) and 30.000 copies (ß2) per macronucleus. 

Both ß-tub u l i n genes are t r a n s c r i p t i o n a l l y a c t i v e . The mRNAs of the genes 

are i d e n t i c a l i n lenghth (1.4 kb
N
 and encode an i d e n t i c a l p r o t e i n which i s 

h i g h l y horaologous to the ß-tubulins of higher eukaryotes. The coding regions 

of the genes (1329 bp) are not i n t e r r u p t e d by i n t r o n s . 

In the coding region of ß l a TAA t r i p l e t t encodes glutamine. The codon TAG, 

s p e c i f y i n g glutamine i n h o l o t r i c h o u s c i l i a t e s i s not present i n the ß - t u b u l i n 

genes of S. l e m n a e . Codon usage i s biased, out of the 64 p o s s i b l e codons only 

43 and 40 are used i n the ßl and ß2 t u b u l i n genes r e s p e c t i v e l y . 

The non coding regions of the genes d i f f e r i n length and nucleotide sequence 

and are terminated by i n v e r t e d C * A A telomeric repeats. Not all r e g u l a t o r y 

Signals of gene expression known from other eukaryotes are present. 

In the 5' non coding regions ( ß l : 126 bp; ß2: 170 bp) a common proraoter 

s t r u c t u r e c o n s i s t i n g of a TATA-box-like sequence flanked by G+C-rich 

Stretches was i d e n t i f i e d upstream of the t r a n s c r i p t i o n a l s t a r t p o i n t . A 

conserved sequence probably involved i n t r a n s l a t i o n I n i t i a t i o n i s found c l o s e 

to the t r a n s l a t i o n a l s t a r t codon ATG. Conserved h a i r p i n s t r u c t u r e s located 

near by the 5' t e r m i n a l repeats are supposed to represent the r e p l i c a t i o n 

o r i g i n s of the macronuclear molecules. 

In the 3' non coding regions of the genes ( ß l : 343 bp; ß2: 284 bp) a 

consensus sequence probably involved i n 3' RNA processing i s l o c a t e d at the 

region corresponding to the 3' end of the mRNA. 

The eukaryotic p o l y a d e n y l a t i o n Signal AATAAA seems not to be f u n c t i o n a l i n 

S. l e m n a e . I t s l o c a t i o n s i n ß l and i t s absence i n ß2, the length of the ß-
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t u b u l i n mRNAs and a f f i n i t y chroraatography i n d i c a t e , that the ß-tubulin 

raessengers of S. l e m n a e are not polyadenylated. 

The p a r t i c u l a r non coding regions of the genes and the r e l a t i o n of copy 

numbers s i m i l a r to that of the a - t u b u l i n genes i n d i c a t e , that the 

macronuclear ß-tub u l i n genes of S. l e m n a e may be expressed d i f f e r e n t l y . 
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