Untersuchungen zum Stoffwechsel und zu Funktionen
von ,.energiereichen* Diphosphoinositolphosphaten

in Dictyostelium discoideum

Dissertation

Zur Erlangung des Doktorgrades im Fachbereich Chemie
der Bergischen Universitdt Wuppertal

vorgelegt von
Christine Trautwein

aus Wuppertal

Juni 2004



Tag der miindlichen Priifung:

27.8.2004



Danksagung
Herrn Prof. Dr. G. Vogel gilt mein besonderer Dank fiir die Aufgabenstellung und die

umfassende Betreuung, die es mir dennoch erlaubte, weitgehend selbstindig zu planen und zu

arbeiten.

Herrn Prof. Dr. Helmut Guth danke ich fiir die Ubernahme des Korreferats und die gute
Zusammenarbeit bei dem Molecular Modelling der hochphosphorylierten Inositolphosphate.

Bei Herrn Dr. T. Laussmann mochte ich mich ganz herzlich dafiir bedanken, dass er in
der ganzen Zeit durch seine Kompetenz und Offenheit immer wieder Ansprechpartner fiir
auftretende Probleme war.

Den Kolleginnen und Kollegen des Arbeitskreises Dr. Stefan Adelt, Guido Dallmann,
Anne-Brigitte Eyidi, Andreas Fischbach, Alexander Miiller und Muatasem Ubeidat danke ich
fiir die gute und entspannte Arbeitsatmosphére, anregende Diskussionen und viele gute
Ratschldage. Den Kollegen des Arbeitskreises Chemische Mikrobiologie Prof. Dr. Wolfgang
Piepersberg danke ich fiir ihre Bereitschaft zur Unterstiitzung in Bezug auf allgemeine
molekularbiologische Arbeitsmethoden.

Bei Herrn Dr. Thomas Winckler mochte ich mich fiir die Offenheit und Hilfestellung bei
speziellen genetischen und molekularbiologischen Fragestellungen beziiglich Dictyostelium
discoideum bedanken.

Herrn Dr. Marcus Mreyen danke ich flir anregende Diskussionen und seine
Kooperationsbereitschaft bei Proteinsequenzierungen.

Weiterhin gilt mein Dank Frau Dr. Sabine Metzger fiir die Unterstiitzung bei der
Proteinsequenzierung und der Messung von ESI-MS/MS-Spektren.

Herrn Dr. Adolfo Saiardi danke ich fiir die Diskussionsbereitschaft bei Fragen zu
Datenbankrecherchen und InsPg-Kinasen.

Meiner Familie und ganz besonders meinem Mann Jochen bin ich dankbar fiir die Geduld

und Unterstiitzung wihrend der Promotion und fiir das Korrekturlesen dieser Arbeit.



Fiir Jochen



Zusammenfassung

In Dictyosteliden wurde eine neue Klasse von energiereichen myo-Inositolphosphaten
entdeckt, die Diphosphatgruppen tragen. Diese offenbar ubiquitir verbreiteten
Diphosphoinositolphosphate wurden in verschiedenen Organismen gefunden. Thre Strukturen
wurden nur in Dictyosteliden eindeutig aufgeklart. Am Stoffwechsel dieser Metabolite in
Dictyostelium discoideum sind die bereits charakterisierte 6-PP-InsPs-(5)-Kinase und die
InsPs-Kinase, die durch Gendeletion identifiziert wurde, beteiligt. Die physiologische
Bedeutung der PP-InsPs ist weitgehend unbekannt. Hinweise auf eine regulatorische Funktion
ergeben sich aufgrund ihrer Beteiligung an der Chemotaxis in Dictyostelium.

Nach der de-novo-Sequenzierung mittels ESI-MS/MS der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase wurde
das codierende Gen durch Sequenzvergleiche identifiziert. Die massenspektrometrische
Analyse der InsP7-Kinasebande ergab, dass zwei Proteine im Verlauf der Anreicherung
copurifiziert wurden. Das mitangereicherte Protein ist nicht am Stoffwechsel der
Diphosphoinositolphosphate beteiligt.

Eine mogliche regulatorische Bedeutung der PP-InsPs in vivo konnte durch die
Untersuchung spezifischer Proteinmarkierungen durch [B->2P-5]-PP-InsPs und [B->*P-5],6-bis-
PP-InsPs nicht eindeutig belegt werden. Die Malatsynthase, 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase und die Inosinmonophosphat-Cyclohydrolase, die mittels ESI-MS/MS
sequenziert und identifiziert wurden, binden ebenso wie die InsP;-Kinase an das InsPs-
Affinitdtsgel. Sie sind nicht am Stoffwechsel der PP-InsPs beteiligt, werden aber
moglicherweise durch diese Metabolite reguliert. Der Stoffwechsel der hochphosphorylierten
Inositolphosphate konnte nicht aufgekldrt werden. Es wurden aufler der bekannten InsP;-
Kinaseaktivitéit keine weiteren anabolen oder katabolen Enzymaktivititen gefunden.

Die InsP7-Kinase katalysiert reversibel sowohl die Phosphorylierung von InsPs wie auch
von 6-PP-InsPs. Ihre Affinitdt gegeniiber InsPs ist jedoch bedeutend geringer und das Substrat
wird im Vergleich zu 6-PP-InsPs sehr viel langsamer umgesetzt. Die Konformationsanalysen
der Substrate mittels ab-initio-Simulationen zeigten gravierende und unerwartete
Unterschiede, auf deren Basis die unterschiedliche katalytische Aktivitidt der InsP;-Kinase
gegeniiber ihren Substraten diskutiert wurde. Weitergehend wurde eine mogliche

Tertidrstruktur der InsP;-Kinase vorhergesagt.



Abstract

In dictyostelids a new class of “energy-rich® myo-inositol phosphates with diphosphate
groups has been discovered. The diphospho inositol phosphates seem to occur ubiquitous in
eukaryotic cells and have been found meanwhile in various organisms. However, the
structures of the PP-InsPs were only elucidated in dictyostelids. A characterized 6-PP-InsPs 5-
kinase and an InsP¢ kinase, which was identified by gene deletion, participate in the
metabolism of these compounds in Dictyostelium discoideum. Physiological functions of the
diphospho inositol phosphates remain still elusive. A regulatory role for PP-InsPs is indicated
by the mediation of chemotaxis in Dictyostelium.

In this thesis, the de novo sequencing of the digested 6-PP-InsPs 5-kinase by ESI-MS/MS
resulted in several peptides. The coding gene was identified by data base searches with these
peptide sequences. The mass spectrometric analysis of the protein spot after SDS-PAGE
displayed the co-purification of a second protein and the InsP7 kinase. But this protein is not
involved in the inositol phosphate metabolism.

A regulatory effect of the diphospho inositol phosphates in vivo was not unambiguously
supported by the investigation of specific labelling of proteins by [B->*P-5]-PP-InsPs and [B-
32p-5],6-bis-PP-InsP4. The malate synthase, the 6-phosphogluconate dehydrogenase and third
the inosine monophosphate cyclohydrolase also sequenced and identified by ESI-MS/MS are
retarded by the InsPg affinity resin as well as the InsP; kinase. Even this enzymes do not
participate in the metabolism of PP-InsPs, but they are potentially regulated by this
metabolites.

The metabolism of the diphospho inositol phosphates remains elusive. Except the InsP;
kinase activity no further anabolic or katabolic enzymatic activities could be determined.

The InsP; kinase catalyzes the reversible phosphorylation of 6-PP-InsPs and shows a
minor activity against InsPs. 6-PP-InsPs is significantly faster metabolized than InsPg.
Conformational analysis of the substrates by ab-initio simulations reveal great and unexpected
differences. They justify the discussion of the catalytic activity of the InsP; kinase against
their substrates. Furthermore in this thesis a threading-based protein fold prediction was

demonstrated for the InsP;-kinase.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Der Stoffwechsel und die physiologischen Funktionen von ,energiereichen®
Diphosphoinositolphosphaten in Dictyostelium discoideum, einem zelluliren Schleimpilz,
sind Thema der vorliegenden Arbeit. Diphosphoinositolphosphate sind hochphosphorylierte
Derivate des myo-Inositols. Neben ortho-Phosphatgruppen besitzen diese Verbindungen
zusitzliche Diphosphatgruppen (Pyrophosphatgruppen). Mit der Aufkldrung der Rolle von
myo-Inositol(1,4,5)trisphosphat bei der calciumabhingigen Signaltransduktion in hdheren
Organismen' begann 1983 die Suche nach weiteren physiologisch relevanten myo-
Inositolphosphaten. In den letzten Jahren fanden sie grofe Beachtung in Medizin und
Biologie, weil ihnen essentielle Funktionen z. B. in regulatorischen Prozessen zugeordnet
werden. Bisher ist es nicht gelungen, den Metabolismus und die Funktionen dieser
Naturstoffklasse vollstindig aufzukldren. Im Verlauf dieser Forschung wurden neben vielen
anderen Inositolphosphaten in Dictyostelium discoideum auch Diphosphoinositolphosphate
entdeckt™® und ihre Strukturen aufgeklart. Ebenso wurde ein am Stoffwechsel der
Diphosphoinositolphosphate beteiligtes Enzym gereinigt und charakterisiert’.

Dictyosteliden, im Besonderen D. discoideum, sind Modellorganismen, die sich gut zur
Untersuchung komplexer biologischer Prozesse eignen. Zu diesen Prozessen gehdren unter
anderem die Differenzierung, Zellmotilitit, Genregulation, Signaltransduktion, Endo- und

Exocytose.

1.1 Struktur und Nomenklatur von Inositolphosphaten

Das Grundgeriist von Inositolen, Cyclitolen der allgemeinen Summenformel CsH;,04 ist
ein Cg¢Ring, dessen C-Atome Hydroxylgruppen tragen. Aufgrund der individuellen
Anordnung der Hydroxylgruppen existieren neun mogliche Stereoisomere von Inositol.
Sieben Stereoisomere (cis-, epi-, allo-, myo-, muco-, neo- und scyllo-Inositol) sind optisch
inaktive meso-Formen, wihrend die anderen beiden ein Enantiomerenpaar (chiro-Inositol: D-
und L-Form) bilden. Fast alle Inositole wurden in der Natur gefunden’. Das hiufigste
natiirlich vorkommende Inositol ist myo-Inositol, ein Stereoisomer mit fiinf dquatorialen und

einer axialen Hydroxylgruppe.
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Die Kohlenstoffatome des Cyclohexanrings werden nach der IUPAC-Empfehlung®
durchnummeriert (Abb. 1-1). Das Molekiil besitzt eine Spiegelebene, die durch die
Kohlenstoffatome 2 und 5 verlduft. Demzufolge sind die Kohlenstoffatome 1 und 3 sowie 4
und 6 nicht unterscheidbar. Die definierte Nummerierung wird erst bei der Einfithrung von

Substituenten wichtig.

®

5,6-bis-PP-InsP, 3,5-bis-PP-InsP,

Abb. 1-1: Strukturen von myo-Inositol und bekannten Diphosphoinositolphosphaten in
Dictyosteliden

In dieser Arbeit werden ausschlielich Derivate des myo-Inositols (,,Ins*) beriicksichtigt.
Biologisch relevante Verbindungen sind einige myo-Inositol(poly)phosphate ( Ins(a,b,...)P
mit a, b, ... = phosphorylierte Position(en) und x = Anzahl der Phosphatgruppen). Diphospho-
inositolphosphate besitzen neben Monophosphatestergruppen auch Diphosphatestergruppen.
Fiir diese Inositolphosphate ist inzwischen eine Nomenklatur etabliert, die auch in dieser
Arbeit verwendet wird. Inositolphosphate mit einer Diphosphatgruppe werden kurz als m-PP-
InsPy bezeichnet, wobei m die Position der Diphosphatgruppe angibt (Abb. 1-1). Sind

mehrere Diphosphatgruppen vorhanden, dann werden die Vorsilben bis-, tris- usw. den
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Positionen der Diphosphatgruppen nachgestellt. Sind alle Positionen des Grundgeriistes
phosphoryliert, so kann auf die Zusitze a, b,... zur Kennzeichnung der Positionen verzichtet

werden.

1.2 Dictyostelium discoideum als Modellorganismus

Da Dictyostelium discoideum im Verlauf seines Lebenszyklus (Abb. 1-2) sowohl uni- als
auch multizelluldr vorkommt, ist der Organismus als Modell zur Untersuchung biologischer
Prozesse besonders geeignet. Uber die erste Dictyostelidenart, Dictyostelium mucoroides,
berichtete schon 1869 der Pilzforscher Oskar Brefeld’. 1935 wurde D. discoideum (NC4)
erstmals von Raper als im Waldboden auftretender zelluldrer Schleimpilz beschrieben'. In
der vegetativen Phase erndhren sich die einzelligen, haploiden Bodenamodben durch
Phagocytose von Bakterien''. Dabei vermehren sich die Zellen mitotisch. Bei mangelndem
Nahrungsangebot teilen sich die Zellen nicht mehr. Die Amodbe reagiert auf die sich
verandernden Umweltbedingungen durch die Differenzierung zu Dauerformen, den Sporen.
Mit der Differenzierung ist eine starke Verdnderung der Genexpression verbunden.

In der einleitenden Phase der Differenzierung sekretieren die Zellen in zeitlichen
Intervallen cAMP als Botenstoff. Die entstehenden cAMP-Gradienten werden von anderen
Dictyostelium-Zellen erkannt, die sich chemotaktisch auf die cAMP-Quelle zubewegen und
selbst den Botenstoff sezernieren. Die Amdben aggregieren zundchst zu grofBlen
Zellverbinden von ca. 10° Einzelindividuen. Nach ungefihr 14 Stunden bilden sich
multizellulére ,,slugs*, die photo- und thermotroph sind und sich koordiniert bewegen konnen.
Schon in diesen Pseudoplasmodien beginnt die Differenzierung in zwei unterschiedliche
Zelltypen, Prasporenzellen und Pristielzellen. Die Pristielzellen befinden sich an der Spitze
des Pseudoplasmodiums und machen ungefédhr 30% dieser Struktur aus. An geeigneter Stelle
richten sich die Pseudoplasmodien senkrecht auf. Die Préstielzellen wandern durch die
Prasporenzellmasse nach unten und sterben ab, wéhrend die Prédsporenzellen nach oben
wandern und schrumpfen. Etwa 24 Stunden nach der Aggregationsphase endet der
Differenzierungsprozess mit der Ausbildung des Fruchtkorpers. Der reife Fruchtkdrper
besteht aus einem Stiel und dem Sporenkopf. Wihrend die toten Stielzellen eine Zellwand aus
Zellulose besitzen, bilden die Sporenzellen eine stabile Wand aus Zellulose und

Glykoproteinen aus. Unter giinstigen Umweltbedingungen, vor allem bei ausreichendem
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Nahrungsangebot, schlieB3t sich dieser asexuelle Lebenszyklus von D. discoideum mit der

Sporengermination.

2

Sporenkeimung (Germination)

Bakterien

= 1 3

- ( -
Pseudoplasmodium .

Aggregation

Abb. 1-2: Der Lebenszyklus von Dictyosteliden

Einige Dictyostelidenarten bilden statt der Fruchtkorper Mikro- oder Makrozysten aus.
Bei der Bildung von Mikrozysten durchlaufen diese Arten kein multizelluldres Stadium.
Makrozysten werden nur ausgebildet, wenn die haploiden Amoben geschlechtliche Merkmale
besitzen'.

Amoboide Dictyosteliden erndhren sich durch Phagocytose von Bakterien. Fiir
Laborzwecke wurden Mutanten generiert. Der Stamm D. discoideum AX2 ist eine Mutante,
die auch in fliissigen Medien via Pinocytose wachsen kann. Die Fahigkeit, unter
entsprechenden Bedingungen zu phagocytieren, bleibt erhalten'. D. discoideum AX2 kann

daher weiterhin auf bakterienbewachsenen Agarplatten und in Bakteriensuspensionen, aber
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auch in synthetischen und halbsynthetischen Fliissigndhrmedien leben. Dieser Organismus ist
damit, auch aufgrund seiner leichten Kultivierbarkeit, hervorragend fiir Untersuchungen
biologischer Prozesse geeignet.

Wiéhrend des Lebenszyklus zeigt D. discoideum viele Merkmale, die auch in
komplexeren Organismen beobachtet werden. Dazu gehdren unter anderem die Motilitit,
Zell-Zell-Adhidsion, Zelldifferenzierung und die Anpassung an wechselnde dullere
Bedingungen. Diese Merkmale waren mit ein Grund dafiir, dass D. discoideum von den
National Institutes of Health (NIH) im Jahre 2002 in die Liste der Modellorganismen fiir
biomedizinische Untersuchungen aufgenommen wurde. Der eukaryontische Organismus zeigt
Eigenschaften, die Parallelen zu Sdugerzellen aufweisen. Gleichzeitig besitzt D. discoideum
auch FEigenschaften von Pflanzenzellen, wie die Zelluloseanreicherung wéhrend des
Endstadiums der Differenzierung von Stielzellen und die Vakuolisierung.

Aufgrund der Eigenschaften des Organismus wird die Taxonomie heute immer noch
diskutiert. Raper et al. ordneten die Unterklasse Dictyosteliden klassisch in das Reich der
Pilze, die Abteilung Myxomycota und die Klasse der Acrasiomyceten ein'’. Auf der Basis der
aktuelleren molekularen Phylogenie werden fiir D. discoideum kontroverse Stellungen im
Evolutionsstammbaum postuliert'*. Kessin et al.'? stufen Dictyostelium als einen Zweig der
Protisten vor der Trennung von Tier-, Pflanzen- und Pilzreich ein. Nach Loomis et al."”
divergierten Dictyosteliden erst nach der Trennung aus der tierischen Linie. Diese Theorie
wird auch von Baldauf et al.'® aufgrund der phylogenetischen Analyse von konservierten
Proteinsequenzen unterstiitzt. Danach wird Dictyostelium als Amoebozoa klassifiziert, die
weiter von den Pflanzen als von den Vertebraten entfernt sind. Das Genom von Dictyostelium
zeigt groBere Ahnlichkeiten zu den Genen der Vertebraten als zu denen von Pflanzen oder
Pilzen'’.

In Bezug auf diese Arbeit ist D. discoideum besonders fiir die Untersuchung des
Stoffwechsels und physiologischer Funktionen der Diphosphoinositolphosphate geeignet, da
der Organismus grofle Mengen dieser Substanzen produziert. Dies ist gleichzeitig der Grund
dafiir, dass Diphosphoinositolphosphate zuerst in D. discoideum gefunden wurden. Erst
daraufhin wurde mit der Suche nach diesen Verbindungen in anderen Organismen begonnen®.
In D. discoideum wurden auBerdem zahlreiche myo-Inositolphosphate gefunden'®, deren

physiologische Funktionen noch weitgehend ungeklirt sind. Viele dieser Metabolite konnten
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ausschlieBlich als Konsequenz des Stoffwechsels von hochphosphorylierten Inositol-

phosphaten auftreten oder aber physiologische Bedeutung haben.

1.3 Inositolphosphate in Dictyostelium discoideum und anderen

Organismen

An dieser Stelle soll ein Uberblick iiber die Inositolphosphate in D. discoideum gegeben
werden. Des Weiteren werden bekannte Funktionen in anderen Organismen kurz dargestellt.
Die Aufkldrung der Rolle von Ins(1,4,5)P; bei der Signaltransduktion hat dazu gefiihrt, dass
in den vergangenen Jahren verstirkt die Erforschung von Inositolphosphaten, ihres
Stoffwechsels und ihrer Funktionen begann. Es wurde eine Vielzahl natiirlich vorkommender
Inositolphosphate sowohl in tierischen als auch in pflanzlichen Zellen entdeckt, was zu
unzihligen in vitro Untersuchungen des Stoffwechsels fiihrte. Die Ubertragung der
vorgeschlagenen Stoffwechselwege auf den lebenden Organismus ist nur bedingt moglich und
zuldssig. Im Verlauf der Forschung wurden eine Reihe von bindenden Proteinen und
Rezeptoren fiir Inositolphosphate gefunden'. In den meisten Fillen ist die physiologische
Bedeutung dieser Wechselwirkungen jedoch noch unklar und ldsst damit Raum fiir viele
Spekulationen.

Die Ahnlichkeiten von Dictyosteliden mit Tier- und Pflanzenzellen und die evolutionre
Entwicklung dieser Organismen machen sie mit Blick auf die Inositolphosphate besonders
interessant. Die Aufkldrung des komplexen Inositolphosphatstoffwechsels in D. discoideum,
an dem ungefdhr 25 verschiedene InsPs beteiligt sind, kann eventuell die urspriinglichen
Funktionen dieser Naturstoffklasse aufzeigen. Gleichzeitig konnte damit auch die Aufklarung

des Stoffwechsels bei Tieren und Pflanzen erleichtert werden.

1.3.1 Niedrigphosphorylierte Inositolphosphate

Aufgrund ihrer intrazelluliren Konzentrationen in D. discoideum lassen sich
phosphorylierte InsPx (x=1-5) mit ortho-Phosphatgruppen in zwei Gruppen einteilen. Die
Konzentrationen der InsPx (x=1-4) sind kleiner als 5 uM, wéhrend die Inositolpentakis-
phosphate in Konzentrationen zwischen 5 und 30 uM vorkommen.

Die Inositolmonophosphate Ins(1)P, Ins(3)P* und Ins(4)P?! wurden in Zellextrakten

von Dictyostelium identifiziert. Ins(3)P, das Produkt der de-novo-Synthese aus myo-Inositol,
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wird als Ausgangsverbindung zum Aufbau von InsP¢ beschrieben®”. Ins(1)P und Ins(4)P
gelten als Abbauprodukte. Physiologische Wirkungen konnten noch nicht nachgewiesen
werden.

Von den moglichen Isomeren der Inositolbisphosphate sind Ins(1,4)P,, Ins(4,5)P, und
Ins(3,6)P, gefunden worden. Der Abbau von Ins(1,4,5)P; durch eine 1- bzw. 5-Phosphatase®'
fiihrt zu Ins(1,4)P, und Ins(4,5)P,, wihrend Ins(3,6)P; ein Intermediat der InsP¢-Biosynthese
ist?. Die Beteiligung von Ins(1,4)P, an der DNA-Replikation durch Stimulation der DNA-
Polymerase o in einigen Zelllinien konnte gezeigt werden!. Es wird weiterhin vermutet, dass
Ins(1,4)P, eine funktionelle Rolle in Herzmuskelzellen spielt’. Vergleichbare Funktionen
wurden bei D. discoideum bislang nicht untersucht.

In D. discoideum wurden einige Inositoltrisphosphate detektiert. In hoheren Zellen ist
Ins(1,4,5)P; an der Signaltransduktion beteiligt. Es entsteht bei der Hydrolyse von
PtdIns(4,5)P,, einem Phosphatidylinositolphosphat (PIPy) der Plasmamembran, durch die
hormonsensitive Phospholipase C und mobilisiert intrazelluldre Calciumspeicher. Auch in D.
discoideum wurde die Calciumfreisetzung durch Ins(1,4,5)P; festgestellt. Die Bedeutung des
Signaltransduktionswegs iiber PIP, ist hier allerdings noch nicht aufgeklart”® und
offensichtlich nicht der einzige Stoffwechselweg zum Ins(1,4,5)P;. Ins(1,4,5)P; entsteht in D.
discoideum auch bei der Dephosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)Ps durch eine Ca*"-abhingige

227 Ins(3,4,6)P; ist ein Metabolit der InsPe-Biosynthese?. Weitere

3/6-Bisphosphatase
Inositoltrisphosphate  entstehen aus der Phytasereaktion (Ins(1,2,3)Ps;, Ins(1,2,4)Ps,
Ins(1,2,6)Ps). Die Phytase ist eine membranassoziierte InsP¢-Phosphohydrolase, die bevorzugt
Phosphatgruppen in den Positionen 3, 5 und 6 abspaltetzg. Ins(1,2,6)P5 ist daneben auch ein
Produkt der InsPs/InsP4-Phosphatasereaktion®. Die Beteiligung der Inositoltrisphosphate am
intrazelluldren Eisentransport und Funktionen als endogene Suppressoren toxischer,
radikalischer Oxidationsreaktionen werden diskutiert. Ebenso konnten entziindungs-
hemmende, schmerzstillende und vasodilatorische Wirkungen des Ins(1,2,6)P; bei Tier-
versuchen festgestellt werden, wobei allerdings die molekulare Wirkungsweise bisher nicht
geklirt wurde®. Ins(1,3,4)P; wird in tierischen Zellen als wichtige Vorstufe zur Synthese von
Ins(1,3,4,5,6)Ps, InsPg und den diphosphorylierten Inositolphosphaten beschrieben®. Dieser
Stoffwechselweg ist in D. discoideum nicht bekannt.

In Extrakten von Dictyostelium-Zellen, die in vollsynthetischem Medium oder auf

Bakterienrasen wachsen, kommen verschiedene Inositoltetrakisphosphate nur in Spuren
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vor. Von den gefundenen InsPs-Isomeren passen nur einige in die bekannten
Stoffwechselwege. Den meisten dieser Verbindungen konnten bislang keine eindeutigen
Funktionen zugeordnet werden. Ins(1,3,4,5)P4 entsteht durch die enzymatisch katalysierte
Phosphorylierung von Ins(1,4,5)Ps. In hoheren Zellen wird der Botenstoff durch diese
Reaktion deaktiviert. Ins(1,3,4,5)P4 schiitzt Ins(1,4,5)P; vor der Hydrolyse durch eine
Ins(1,4,5)P3 5-Phosphatase und steigert damit mdglicherweise die Effektivitidt des second
messengers32. Ins(1,3,4,5)P,4 selbst ist wie Ins(1,4,5)Ps ein intrazelluldres Signalmolekiil, das
Ca’"-Kanile in der Plasmamembran aktiviert’>. Neuere Studien belegen in hoheren Zellen
eine Beteiligung von Ins(1,3,4,5)P4 an der Signaltransduktion, die durch ein GTPase-
aktivierendes Protein (GAP) vermittelt wird®*. Ins(3,4,5,6)P4, ein weiterer physiologisch
relevanter Metabolit, inhibiert Ca®"-abhingige Chloridkanile. Die Regulation der
Chloridsekretion iiber die Plasmamembran ist Teil eines Prozesses, durch den die Salz- und
Fliissigkeitssekretion in der Lunge, in exokrinen Driisen und im Gastrointestinaltrakt reguliert
werden®', und hat damit Auswirkungen auf die Osmoregulation, die pH-Balance und die
Muskelerregbarkeit®.

In D. discoideum wird die Phosphorylierung von Ins(1,4,5)Ps zu Ins(1,3,4,5)P4 nur in
Zellkernpraparaten beobachtet’®. Gleichzeitig kommt Ins(1,3,4,5)P4 ebenso wie Ins(1,4,5,6)P4
als Abbauprodukt von Ins(1,3,4,5,6)Ps vor. Weitere Inositoltetrakisphosphate treten als
Intermediate der InsPs-Biosynthese und des InsPs-Abbaus, als Produkte von Phytase-
reaktionen mit verschiedenen Substraten und anderer enzymatisch katalysierter Reaktionen im
Inositolphosphatstoffwechsel auf®.

Im Gegensatz zu den Inositoltris- und Inositoltetrakisphosphaten scheinen die
Inositolpentakisphosphate in D. discoideum hauptsidchlich im Gleichgewicht mit InsPs zu
stehen. An diesen futilen Substratzyklen sind ATP-verbrauchende InsPs-Kinasen beteiligt. Als
Antagonist der Kinasen kann die membranassoziierte Phytase angesehen werden, die unter
anderem InsPg zu InsPs abbaut. Die Substratzyklen dienen vermutlich der Regulation der
InsPs-Konzentration.

Ins(1,3,4,5,6)Ps kommt in D. discoideum nur in geringen Konzentrationen vor, zeigt aber
Konzentrationsschwankungen wéhrend der Zellteilung (S. Adelt, pers. Mitteilung). Das weist
auf eine physiologische Relevanz hin, wurde aber noch nicht weiter untersucht.
Ins(1,3,4,5,6)Ps ist wahrscheinlich ein Knotenpunkt im Inositolphosphatstoffwechsel. In D.

discoideum wird dieser Metabolit als direkter Vorliufer von InsPs angesehen™. Er entsteht
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sowohl aus Ins(1,3,4,5)P4 als auch aus Ins(1,3,4,6)P4 und kann zu Ins(1,4,5)P; abgebaut
werden®. Die rezeptorstimulierte Dephosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)Ps in hoheren Zellen
impliziert eine physiologische Bedeutung®. In kernhaltigen Erythrozyten von Végeln und
Amphibien reguliert Ins(1,3,4,5,6)Ps durch die Bindung an Hidmoglobin dessen Sauerstoff-
affinitdt’’. In den kernlosen Erythrozyten von Sdugetieren, reguliert dagegen 2,3-Bisphospho-

glycerat die Sauerstoffaffinitit von Himoglobin®*.

1.3.2 Inositolhexakisphosphat (InsP¢/ Phytat)

InsPs wurde urspriinglich vor ca. 80 Jahren als Phophatspeichermolekiil in Pflanzen
entdeckt. Der Gehalt in Pflanzenzellen betrdgt 1-3% (w/w). Besonders hoch ist der
Phytatgehalt in Pflanzensamen mit bis zu 6%. Damit sind zwischen 50-90% des gesamten
Phosphatvorrats in InsPs gespeichert. Pflanzen lagern Phytat in Proteinbodies ab, die vor
allem in den Samen angereichert werden. Wéhrend des Keimungsprozesses wird unter
anderem das eingeschlossene InsPs durch Phytasen abgebaut. Der Keim erhélt aus diesem
InsPs-Abbau Phosphat, Inositol und lebenswichtige Ionen.

Nachfolgend wurde festgestellt, dass InsP¢ ubiquitir in Zellen auftritt und das haufigste
natiirlich vorkommende Inositolphosphat ist*. Die intrazellulire Konzentration von InsPs in
tierischen Zellen liegt zwischen 10 und 100uM. In Dictyostelium ist die InsPs-Konzentration
ungefihr 10 mal héher und liegt im Bereich von 300 - 600uM™. Ahnlich wie bei vielen
anderen Inositolphosphaten sind inzwischen einige Stoffwechselwege bekannt, die von InsPs
durchlaufen werden. Wihrend in Sdugetierzellen die Biosynthese von InsPg nicht vollstindig
abgesichert ist, ist der anabole Metabolismus in Pflanzen und Dictyostelium, ausgehend vom
Inositol tiber Ins(3)P gefolgt von einer Reihe stereoselektiver, sequentieller Kinasereaktionen,
bekannt®. In Siugetierzellen wird die sequentielle Phosphorylierung ausgehend von
Ins(1,4,5)P3 zum Ins(1,3,4,5,6)Ps beschrieben. Der letzte Schritt, der durch eine 2-Kinase
katalysiert wird und zum InsPg fiihrt, ist bisher nur in Hefen dokumentiert™®*.

In den vergangenen Jahren wurden einige physiologische Funktionen von InsPs gezeigt,
die hier kurz dargestellt werden. Fast alle Funktionen, die InsPs zugeordnet werden, setzen
lokal begrenzte Pools von Inositolphosphaten voraus, deren Fluktuationen fiir die Effekte
verantwortlich sein miissen. Nur so lassen sich die unterschiedlichsten physiologischen

Aufgaben, die zum Teil sehr hohe Stoffwechselraten von InsP¢ erfordern, mit dem scheinbar



1. Einleitung

statischen zelluldren InsP¢-Pool in Einklang bringen. Fraglich ist, ob die in vitro Ergebnisse
ohne weiteres auf physiologische Bedingungen in vivo iibertragen werden kénnen™.

Eine antioxidative Wirkung von InsPs konnte nachgewiesen werden. Eisen(III)-lonen
katalysieren die Bildung reaktiver OH-Radikaler in Zellen und die Peroxidation von Lipiden.
Beiden Prozessen wird eine kanzerogene Wirkung zugeschrieben. InsPgs inhibiert durch
Komplexierung der Eisenionen diese Reaktionen. Studien mit entarteten Zellen belegen, dass
InsP¢ die Bildung von Krebs reduzieren*' und das Wachstum bereits bestehender Tumore
verringern®® kann. In diesem Zusammenhang wird auch eine mégliche Bedeutung von InsPg
als niedermolekularer Eisentransporter diskutiert.

Generell bildet InsP¢ mit 2- und 3-wertigen Ionen Komplexe und kann somit die
Verfligbarkeit dieser Ionen in biologischen Systemen stark reduzieren. Neben diesem Chelat-
effekt begrenzen die Unloslichkeit von Ca*"- bzw. Mg**-Salzen und die elektrostatische
Bindung von InsPs an Proteine auch die intrazelluldre Verfligbarkeit von InsPg.

In Pflanzen wird Inositolhexakisphosphat als physiologisches Signal beschrieben, das als
Antwort auf das Stresshormon Abscisinsdure in Leitzellen gebildet wird. InsP¢ und
Abscisinsdure sind an der Regulation der Stomata beteiligt, iber die der Wasserhaushalt der
Pflanze reguliert wird”. Die intrazellulidre InsPs-Konzentration steigt als Konsequenz des
hyperosmotischen Stresses. In Folge aktiviert InsPs K'-Kanile und Ca’**-Kanile in der
Vakuolenmembran und mobilisiert iiber letztere Calcium aus dem Endomembranvorrat**.

InsP; konnte durch seine antineoplastische Wirkung®, zur Vorbeugung der
Nierensteinbildung*® und als zelluldres Antioxidans®’ pharmakologisch bedeutsam sein.

Hochaffine Bindestellen fiir InsP¢ wurden in Zellmembranen bestimmter Gehirnregionen
detektiert. Hier wird eine Beteiligung von InsPs an der Freisetzung von Neurotransmittern
postuliert®™. Weiterhin wird die Interaktion von InsP¢ mit regulatorischen Proteinen und damit
die Modulation von Rezeptorsensibilititen diskutiert. Sie kann iiber zwei Mechanismen
erfolgen. Die schnelle Adaption von G-Protein gekoppelten Rezeptorklassen fiihrt zur
Desensibilisierung dieser Rezeptoren, wihrend die lingerfristige Adaption verschiedener
Rezeptorklassen zu einer geringeren Sensitivitit™ der entsprechenden Rezeptoren fiihrt.

Inzwischen sind einige weitere hochaffine Bindeproteine fiir InsPs bekannt. Aufgrund der
hohen negativen Ladung von InsP¢ neigt dieser Metabolit stark zu unspezifischen,
elektrostatischen Wechselwirkungen, so dass die Ergebnisse dieser Studien mit besonderer

Vorsicht zu interpretieren sind. Im Zusammenhang mit der Internalisierung und dem

10
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Recycling von Membranen bei endocytotischen Prozessen wurden die Bindung an
Vesikeladaptorproteine wie den Clathrin-Assembly-Proteinen AP-2*°, AP-3 und AP-180"°, an
Arrestin’' sowie die Bindung an Coatomer > dokumentiert. Ebenso wurde die Bindung an
Myelin-Proteolipid-Protein und Ca**-Kanile des L-Typs beschrieben™.

Weitere Funktionen ergeben sich aus Studien, in denen eine spezifische Phosphorylierung
durch InsP¢ belegt werden konnte. Neben der Regulation der Proteinkinase C und
verschiedenen Proteinphosphatasen ist eine InsPs-abhéngige Proteinkinase zu nennen. Durch
die spezifische Phosphorylierung steigt die Interaktion zwischen den endocytotischen
Proteinen Pacsin/Syndapin I und Dynamin I, die unter anderem im synaptischen
Vesikelrecycling involviert sind™*.

Auch an Prozessen, die im Zellkern stattfinden, ist nach neueren Untersuchungen InsPg
beteiligt. Zu erwédhnen ist hier die Beteiligung an einem Reparaturmechanismus fiir
strahlungs- und chemisch induzierte DNA-Doppelstrangbriiche durch Aktivierung einer
DNA-abhingigen Proteinkinase, die Teil eines multimeren DNA-Endjoining-Komplexes ist™.
Aufgrund von Mutationsstudien in Hefen konnte belegt werden, dass die Phospholipase C-
abhingige InsPs-Synthese essentiell fiir die Effizienz des mRNA-Exportes aus dem Zellkern
ist’®’. Weitere Hinweise auf diese physiologische Funktion ergaben Studien mit
Saugetierzellen, bei denen die Expression der heterologen Inositolphosphat Phosphatase SopB
induziert wurde. Die Akkumulation von mRNA in den Zellkernen konnte als Folge des 6

Stunden nach der Induktion fehlenden InsP¢ nachgewiesen werden’®. AuBerdem wird die

Beteiligung von InsPg an der Transkriptionskontrolle diskutiert™.

1.4 Ubersicht des Inositolphosphatstoffwechsels in D. discoideum

Viele Experimente zur Aufkldrung des Stoffwechsels der Inositolphosphate in
Dictyostelium wurden mit Zellen in der vegetativen Wachstumsphase oder frithen
Aggregationsphase durchgefiihrt. Der Stoffwechsel wiahrend der Differenzierung ist bislang
wenig untersucht worden. Die Zellen oder auch Zellhomogenate wurden zum Teil mit
isotopenmarkierten Substraten versetzt und das entstehende Metabolitmuster untersucht.
Héaufig wurden dabei die beteiligten Enzyme hinsichtlich ihrer Substratspezifitit und einer
moglichen Kompartimentierung innerhalb der Zelle nicht charakterisiert. Aus diesen Unter-
suchungen und Erkenntnissen aus anderen Organismen kann ein Schema des offenbar sehr

komplexen Inositolphosphatstoffwechsels in Dictyostelium aufgestellt werden (Abb. 1-3). Das
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Schema kann aber nur eine Arbeitshypothese sein und moglicherweise durch weitere

Ergebnisse ergénzt und vervollstdndigt werden.
Ins(1,2,6)P,
PP-InsPs
InsP,/InsP;-
Phosphohydrolase
Ins(1,2,4,5,6)P,
%Kinase

Ins(1,2,3,4,6)P, T——> InsP, ———> Ins(1,2,3,4,5)P,

3,5-Kinase
2-Kinase

Ins(1,3,4,5,6)P,

2N
Zellkern 3,6-Bisphosphatase
Ptdins(3,4,5)P
3 Ins(1,4,5,6)P, U
Ins(1,3,4,6)P, Ins(1,2,4,5)P,
Ins(1,3,4,5)P, ~
PI 3-Kinase
3,6-Bisphosphatase
Phosphollpase C )
Ptdins(4,5)P, —— Ins(1,4,5)P, Ins(1,3,4)P, Ins(3,4,6)P, Ins(1,2,4)P,
2N
N _
1-Phosphatase 5-Phosphatase
Pl 5-Kinase / \ L
Ins(4,5)P, Ins(1,4)P, Ins(3,6)P,
- 2N
Ptdins(4)P 5-Phospha$\ %’hosphatase
VAN L
_ Ins(4)P Ins(3)P
Pl 4-Kinase Ins(4)P-4-Phosphatase
i Ins(3)P-Synthase <
Ptdins <= |nositol Glucose-6-phosphat Inositol

=) 3,6-Phosphatase, PLC unabhéngiger Weg zum Ins(1,4,5)P,
C———> InsPgBiosynthese
C———) Phytasereaktion, membranassoziiert
—) Phosphatidylinositolsynthese
I:(} Phosphatidylinositolphosphatsynthese, membrangebunden
)

Diphosphoinositolphosphatstoffwechsel

Abb. 1-3: Arbeitshypothese zum Inositolphosphatstoffwechsel in D. discoideum
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1.5 Diphosphoinositolphosphate

Diphosphoinositolphosphate repriasentieren eine neue Klasse von hochphosphorylierten
Inositolphosphaten mit ,,energiereichen” Diphosphatgruppen. Sie wurden 1989 erstmalig
aufgrund ihrer Elutionseigenschaften von Anionenaustauschersdulen in Inositolphosphat-
gemischen, die aus Zellen von Dictyostelium discoideum extrahiert wurden, vermutet®. Ein
direkter Nachweis von ,,InsP7* und ,,InsPg* in vitro gelang 1992 durch die Phosphorylierung
von Inositolphosphaten und in vivo durch ihr Vorkommen in Extrakten von D. discoideum®.
Die ungewohnliche Gruppe hochgeladener Inositolphosphate ist offenbar ubiquitir verbreitet.
Sie wurden in einer Vielzahl phylogenetisch unterschiedlicher Organismen wie z.B. solitér
lebenden Amében (Entamoeba histolytica® und Phreatamoeba balamuthi®®), in Hefen und
einer Reihe verschiedener Sdugetierzellen entdeckt.

Die intrazelluldiren Konzentrationen der Diphosphoinositolphosphate liegen in
Dictyostelium und verwandten Dictyosteliden zwischen 10 und 300 uM und sind damit bis zu
300fach héher als in Siugetierzellen™®. Ausreichende Mengen zur Charakterisierung dieser
Metabolite konnten daher bislang nur aus Zellextrakten von Dictyostelium und
Polysphondylium pallidum gewonnen werden.

Durch die massenspektrometrische Analyse und partielle saure Hydrolyse der
Verbindungen in Dictyostelium konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es sich um myo-
Inositolphosphate mit einer bzw. zwei Diphosphatgruppen handelt. Basierend auf *'P-NMR-
Spektren wurden zunichst aufgrund von sterischen und elektrostatischen Wechselwirkungen
die Strukturen 1-PP-InsPs und 1,4-bis-PP-InsP, postuliert“. Die Strukturaufkldarung der PP-
InsPs gelang dann im hiesigen Arbeitskreis durch 2D-NMR-Analysen und enzymatische
Methoden. D-6-Diphospho-myo-Inositolpentakisphosphat (6-PP-InsPs) ist in Dictyostelium
discoideum das prominentere InsP;-Isomer. D-5,6-Bisdiphospho-myo-Inositoltetrakisphosphat
(5,6-bis-PP-InsP,), das InsPs-Isomer, besitzt entgegen der urspriinglichen Vermutung zwei
benachbarte Diphosphatgruppen”.

Neben 6-PP-InsPs kommt in geringeren Konzentrationen auch 5-PP-InsPs (10%) in
Dictyostelium vor. In Polysphondylium pallidum, einer verwandten Dictyostelidenart, ist 5-
PP-InsPs (70%) das Hauptisomer. Daneben wurde in diesem Organismus ein weiteres InsPg-
Isomer, 3,5-bis-PP-InsP., identifiziert, dessen Existenz in Dictyostelium nicht nachgewiesen

werden konnte®.
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1.5.1 Diphosphoinositolphosphate in anderen Organismen

Nach der Entdeckung der PP-InsPs in Dictyostelium wurde diese Stoftklasse in Zelltypen
verschiedener Organismen gesucht. Das Auftreten dieser Verbindungsklasse in solitér
lebenden Amében wie Entamoeba histolytica® und Phreatamoeba balamuthi® konnte
gezeigt werden. In diesen Organismen treten jedoch die neo-Isomere der Inositolphosphate
auf. Hochphosphorylierte myo-Inositolphosphate wurden in HL60-Zellen, menschlichen
Astrozytomzellen und Makrophagen aus Maiuseknochen in deutlich geringeren
Konzentrationen (0,5 — 3 pM) gefunden®. Weitere Arbeiten beschreiben das Vorkommen von
diphosphorylierten Inositolphosphaten in Pankreatomazellen®”, Hepatozyten®™, Hefe- und
Pflanzenzellen”’. Die Metabolite Diphosphoinositoltetrakisphosphat — (PP-InsP;) und
Bisdiphosphoinositoltrisphosphat (bis-PP-InsP3) mit einer freien Hydroxylgruppe, werden als
Produkte der Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)Ps bzw. PP-InsP, in Sdugetierzellen
beschrieben®®. Diese Diphosphoinositolphosphate wurden in Dictyostelium bisher nicht
gefunden. Alle identifizierten PP-InsPs in diesen Organismen wurden durch ihr Elutions-
verhalten von Anionenaustauschern nachgewiesen. Mit Ausnahme von 5-PP-InsPs, welches
vermutlich das natiirlich vorkommende InsP;-Isomer in Sdugetierzellen ist”, sind aufgrund
der geringen Mengen die Strukturen der Verbindungen bisher nicht bekannt. Die Metabolite
besitzen moglicherweise abhédngig von Organismus und Zelltyp unterschiedliche

physiologische Funktionen’.

1.5.2 Metabolismus der Diphosphoinositolphosphate

Nach bisherigen Studien ist in D. discoideum InsP¢ die Vorstufe von InsP; und InsPg>"!.

Markierungsexperimente mit ["H]-InsPg in zellfreien Extrakten in Gegenwart von ATP
fiihrten zundchst zu der Vermutung, dass es einen raschen Substratzyklus zwischen diesen
drei Verbindungen gibt. Auch Arbeiten zum Metabolismus in Sdugetierzellen deuten auf
einen schnellen Umsatz der PP-InsPs hin®. In Experimenten, bei denen Fluorid als
Phosphataseinhibitor eingesetzt wurde, konnte gezeigt werden, dass 20-50% des zelluldren
InsPs pro Stunde den Diphosphoinositolphosphatzyklus durchlaufen®”. Basierend auf diesen
Studien wurde ein Modell aufgestellt, nach dem bis-(PP)-InsP4 durch Phosphorylierung aus
PP-InsPs und dieses wiederum aus InsPs entsteht. Der Abbau der diphosphorylierten
Inositolphosphate erfolgt in umgekehrter Reihenfolge durch Dephosphorylierung. Fiir jeden
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Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsschritt wird eine spezifische Kinase bzw.
Phosphatase vorausgesetzt (Abb. 1-4 ). Durch diese Substratzyklen wiirden jedoch erhebliche
Mengen ATP hydrolysiert. Deshalb wurde angenommen, dass den Diphosphoinositol-

phosphaten eine essentielle Bedeutung in vivo zukommt.

5,6-bis-PP-InsP,,

5-PP-InsP;-(6) Kmiy/’ \\iPP InsP;-(5)-Kinase

5-PP-InsP, 6-PP-InsP,
InsPg-(5)-Kinase \ /SP -(6)-Kinase
identisch mit InsP identisch mit
6

6-PP-InsP;-(5)-Kinase 5-PP-InsP;-(6)-Kinase ?

Abb. 1-4: Arbeitshypothese zum Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate in

Dictyostelium discoideum
1: identifiziertes und charakterisiertes Enzym; 2: identifiziertes Enzym, nicht charakterisiert; 3:
postulierte, aber nicht identifizierte Enzymaktivititen

Aus D. discoideum wurde eine 6-PP-InsPs-(5)-Kinase (InsP;-Kinase) gereinigt und
beziiglich ihrer Eigenschaften charakterisiert’. Dieses cytosolische Enzym Kkatalysiert
hochspezifisch die reversible Phosphorylierung von 6-PP-InsPs in 5-Position. Das Enzym
zeigt daneben auch eine InsPs-Kinaseaktivitit mit geringerer Substrataffinitdt und
Geschwindigkeit. Unter Berlicksichtigung der Eigenschaften der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase kann
fiir Dictyostelium ein schneller Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate ausgeschlossen
werden. Die Ergebnisse bestéitigen eher friihere Untersuchungen, die auf einen scheinbar
tragen Stoffwechsel der diphosphorylierten Inositolphosphate hindeuten’.

Fine InsP¢-Kinase aus D. discoideum wurde kloniert und ﬁberexprimiert72. Die
Charakterisierung dieses Enzyms steht allerdings noch aus. Die InsPs-Kinaseaktivitit konnte
bisher nicht in Zellextrakten nachgewiesen werden. Membranassoziierte Phosphatasen
konnen die Pyrophosphatgruppen spalten, cytosolische Abbauaktivititen wurden hingegen
nicht gefunden.

Bisher wurde die Regulation des Diphosphoinositolphosphatstoffwechsels in
Dictyostelium nicht im Detail untersucht. Es gibt aber einige Hinweise auf eine strikte
Regulation. Die intrazelluldren Konzentrationen der PP-InsPs sind bei D. discoideum

abhéngig von den Wachstumsbedingungen und der Differenzierungsphase. Da die PP-InsPs in
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der spiten exponentiellen Wachstumsphase oder unter Hungerbedingungen stark angereichert
werden®, liegt die Vermutung nahe, dass die Biosynthese dieser Verbindungen mit hoher
Wahrscheinlichkeit iiber den ,,prestarvation response (PSR) der Zellen reguliert wird. Der
PSR wird durch den Prestarvation Faktor (PSF) vermittelt, der fiir die Erkennung der
Zelldichte verantwortlich ist und unter Hungerbedingungen akkumuliert. Die Expression von
Genen, die Proteine des cAMP-Signalsystems codieren, wird unter anderem auch durch den
PSF reguliert. Das cAMP-Signalsystem selbst reguliert die Expression der meisten
entwicklungsabhingig regulierten Gene. Vegetative Gene werden durch einen Anstieg der
cAMP-Konzentration reprimiert, wiahrend die Expression von Genen, die mit dem
Aggregationsprozess assoziiert sind, induziert wird”. Mit dem Anstieg der cAMP-
Konzentration steigen auch die Konzentrationen der Diphosphoinositolphosphate stark an’>.
Damit konnte der Stoffwechsel der hochphosphorylierten Inositolphosphate in Dictyostelium
auch tiber die cAMP-Konzentration reguliert werden.

In den letzten Jahren wurden viele Enzyme in Hefen und Sdugetierzellen identifiziert, die
an dem Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate beteiligt sind (Abb. 1-5). Diphospho-
inositolphosphate werden in Hefen und Saugetierzellen ausgehend von InsPs und InsPs

74,75

gebildet. Katalytisch aktiv sind hierbei Inositolphosphatmultikinasen (IPMK) und eine

767778 mit unterschiedlichen Lokalisierungen in den Zellen und

Familie von InsP¢-Kinasen
unterschiedlichen Aktivititen. Aus Rattenhirn wurde eine InsP;-Kinase isoliert und
charakterisiert””. Bei der Charakterisierung der InsPs-Kinasen und InsP;-Kinase konnte die
Reversibilitit dieser Kinasereaktionen gezeigt werden. Diese Reversibilitit und gleichzeitige
ATP-Synthaseaktivitit wurden als Besonderheit dieser Enzyme herausgestellt, sind aber in
erster Linie die Konsequenz der fast identischen Phosphatgruppeniibertragungspotentiale von
Diphosphoinositolphosphaten und ATP. Dennoch hat die ATP-Synthaseaktivitit zu der

Vermutung gefiihrt, dass PP-InsPs als Phosphatgruppendonoren fiir Proteine fungieren und

damit moglicherweise Schalterfunktionen im Organismus iibernehmen konnten.
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(PP),~InsP, (PP),~InsP,
®lee 06100
PP-InsP, 5-PP-InsP,

0l0)(0©, ®|@eE
©

Ins(1,3,4,5,6)P, - InsP,

Abb. 1-5: Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate in Hefen und Siugetierzellen
Die eingekreisten Zahlen stehen fiir die beteiligten Enzyme.

Inositol Polyphosphat Multikinasen (IPMK), ArgRIII

Diphosphoinositol Polyphosphat Phosphohydrolasen (DIPP)

Inositolhexakisphosphatkinase-Familie: InsP¢K, PiUS, Kcslp

Diphosphoinositolpentakisphosphatkinase (InsP;-Kinase)

Multiple Inositol Polyphosphat Phosphatasen (MIPP bzw. MinPP)

Inositolpentakisphosphat-(2)-Kinase (InsPs-(2)-Kinase)

AN WA W=

In Sdugetierzellen kann der Abbau der Diphosphoinositolphosphate prinzipiell iiber drei
unterschiedliche enzymatische Routen erfolgen®. An erster Stelle stehen die reversen
Kinasereaktionen. PP-InsPs konnen auch katalysiert durch Multiple Inositol Polyphosphat
Phosphatasen (MIPP)*® und Diphosphoinositol Polyphosphat Phosphohydrolasen (DIPP)*'"- %
8384 unter Freisetzung von Phosphat dephosphoryliert werden. Welcher dieser Wege der
metabolisch relevanteste Weg ist, ldsst sich zur Zeit nicht beurteilen. Auf jeden Fall ist bei der
Interpretation der Substratspezifititen zu beriicksichtigen, dass die Substrate wie auch die
Produkte der jeweiligen Enzymreaktionen strukturell nicht eindeutig identifiziert wurden.

In hoheren Zellen konnte ein Zusammenhang zwischen der cAMP-abhidngigen
Aktivierung [;-adrenerger Rezeptoren und der Abnahme der intrazelluliren InsPs-
Konzentration gezeigt werden™. Ebenso sinken nach der Zugabe von Thapsigargin, einem
spezifischen Inhibitor der Ca’-ATPase des endoplasmatischen Reticulums, die
Konzentrationen von InsP; und Inng70. Beide Prozesse verdndern den Status der intra-
zelluliren Ca®*-Pools. Méglicherweise sind diese Statusidnderungen das Signal, welches die

Syntheserate der Diphosphoinositolphosphate in hoheren Organismen veréndert.
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1.5.3 Funktionen der Diphosphoinositolphosphate

Uber die physiologische Bedeutung der Diphosphoinositolphosphate ist nur wenig
bekannt. Diese Verbindungen sind synthetisch schwer und nur in begrenztem Mal
zugénglich. Deshalb wurde bei vielen Studien InsPg, die Vorstufe der PP-InsPs, enzymatisch
mit Hilfe von Zellextrakten oder rekombinanten Enzymen phosphoryliert bzw. radioaktiv
markiert. Diese Reaktionsprodukte wurden gleichzeitig als Substrate und Referenzsubstanzen
fiir in vitro Studien eingesetzt. Da die Strukturen der Diphosphoinositolphosphate in hdheren
Organismen nicht geklart wurden, ist eine Interpretation der Ergebnisse in Bezug auf
physiologische Funktionen hiufig sehr spekulativ.

Gene konnen mit heute etablierten molekularbiologischen Methoden gezielt ausgeschaltet
werden. Dies verhindert die Expression definierter Proteine oder Enzyme, die mutmaflich am
Stoffwechsel dieser hochphosphorylierten Verbindungen beteiligt sind. Die Untersuchung des
Phinotyps solcher gendefekter Mutanten und die Analyse der auftretenden Inositolphosphat-
muster erlaubt Riickschliisse auf mdgliche physiologische Funktionen der Diphosphoinositol-
phosphate. In vielen Féllen zeigen die entsprechenden Enzyme nicht nur enzymatische
Aktivitit einem einzigen Metaboliten gegeniiber, vielmehr werden die Konzentrationen
mehrerer Inositolphosphate moduliert. Damit bleiben die Riickschliisse hiufig sehr spekulativ.

PP-InsPs sind ,,energiereiche* Verbindungen mit hohem Phosphatgruppeniibertragungs-
potential, dhnlich dem von ATP. Als solche konnten sie eine Energiespeicherfunktion
besitzen. Gerade bei Dictyostelium, wo die Diphosphoinositolphosphate in relativ hohen
Konzentrationen auftreten, wire diese Funktion mdglich. Gegen diese Vermutung spricht
allerdings die Tatsache, dass die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase aufgrund ihrer enzymatischen
Aktivitdt nicht in der Lage wére, einen hohen ATP-Verbrauch hinreichend schnell durch
Ubertragung der B-Phosphatgruppe von 5,6-bis-PP-InsP, auf ADP zu kompensieren. Des
Weiteren enthalten Dictyosteliden mehr als 10 mM Polyphosphat™, das in frei reversibler
Reaktion zur ATP-Synthese genutzt werden kann. Im Vergleich dazu sind die PP-InsPs-
Konzentrationen zu gering, um in diesem Zusammenhang von Bedeutung zu sein®. Auch fiir
hohere Organismen ist die Funktion als Energiespeichermolekiil auszuschlieBen, da hier die
Konzentrationen deutlich geringer sind als in Dictyosteliden®.

Aufgrund ihres hohen Phosphatgruppeniibertragungspotentials konnten die Diphospho-

inositolphosphate Proteine spezifisch phosphorylieren und auf diesem Weg regulatorische
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Aufgaben iibernehmen. Die mogliche Funktion als direkter Phosphatgruppendonor fiir
Proteine wurde bereits in der Literatur beschrieben® ",

Der Membranfluss ist ein physiologischer Prozess, der eventuell durch Diphospho-
inositolphosphate moduliert werden kann. Diese Vermutung manifestiert sich inzwischen
durch experimentelle Befunde. Diphosphoinositolphosphate binden stirker an die Assembly-
proteine AP-2°°, AP-3"" und AP-180°* als InsPs. Durch diese Wechselwirkung wird das
Clathrinassembly wirkungsvoll inhibiert. Clathrin ist ein sehr prominentes Protein im
Hirngewebe und das Assembly ist das Schliisselereignis in der Endocytose. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass AP-3 und damit gleichzeitig die Endocytose durch die
Dephosphorylierung von AP-3-gebundenem InsP; zu InsPg aktiviert werden’. Im Vergleich
zu InsPg ist die Bindungsaffinitit von PP-InsPs zu Coatomer ebenfalls groBer’ ™.

Effektiver als InsPs stimuliert InsP; eine Proteinkinase, die Pacsin/Syndapin I
phosphoryliert und damit die Interaktion mit Dynamin I verstirkt. Diese Interaktion (s. auch
Kap. 1.3.2) ist von essentieller Bedeutung fiir das synaptische Vesikelrecycling™.

Untersuchungen verschiedener Knockout-Mutanten, denen die InsPs-Kinaseaktivitdt und
als Reaktion darauf die Diphosphoinositolphosphate fehlen, sprechen fiir eine Beteiligung
dieser Verbindungen an endo- und exocytotischen Prozessen. Gerade die Beteiligung der
Diphosphoinositolphosphate an endo- und exocytotischen Prozessen konnte fiir Dictyostelium
besonders interessant sein, da diese Amobenart ein professioneller Phagozyt ist. Die Deletion
der InsPs-Kinase in Hefen fiihrte zu Defekten in der Vakuolenmorphogenese’® und in der
Endocytose®™. In Saccharomyces cerevisiae besitzt Kcslp eine Diphosphoinositol-
polyphosphat-Synthaseaktivitdit. Nach Mutationen und KCS1-Gendeletion zeigten die
Mutanten Defekte in der Vakuolenbiogenese und der Zellwandintegritdt sowie eine erhohte
Sensitivitit gegeniiber hyperosmotischem Stress*’. InsPs-Kinase 1 bindet an GRAB (Guanin
nucleotide exchange factor for Rab3A) und vermittelt die Exocytose von synaptischen
Vesikeln. Inwiefern die Diphosphoinositolphosphate hier eine Rolle spielen, bleibt jedoch
unklar®.

Eine erhohte InsPs-Kinaseaktivitit ebenso wie ein starker Anstieg der intrazelluldren

InsP7- und InsPg-Konzentrationen wurden wéhrend der Apoptose von Ovarialkrebszellen

beobachtet. Durch Deletion der InsP¢-Kinase 2 konnte die Apoptose verhindert werden’'.
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Verdnderte InsP;/InsPg-Konzentrationen beeinflussen aullerdem die DNA-Hyper-

rekombination®” und DNA-Endjoining-Prozesse’”"?

Zellkern”.

, ebenso wie den mRNA-Export aus dem

Durch Sequenzvergleiche wurde eine InsPe-Kinase in Dictyostelium discoideum
gefunden und das Gen ausgeschaltet’”. Dieser Gendefekt fithrt dazu, dass weder InsP; noch
InsPg gebildet werden, wéhrend die InsPgs-Konzentration unveridndert bleibt. Die Mutanten
zeigen im Vergleich zum Wildtyp keine Verdnderungen in Pino- und Phagocytose, DNA-
Reparaturmechanismen und wéhrend des programmierten Zelltods der Préstielzellen. Ebenso
bleiben Wachstumsraten, Grof3e und Differenzierung der Zellen normal. Auffallend ist die
schnellere Aggregation und die gesteigerte Sensitivitit der Mutanten gegeniiber geringeren
cAMP-Konzentrationen. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass auch bei Dictyostelium die
Konzentrationen der Diphosphoinositolphosphate cAMP-stimuliert schnell und stark
ansteigen. InsP; konkurriert selektiv mit PtdIns(3,4,5)P; um die Bindung an Pleckstrin
homologe (PH) Doménen. InsP; bindet an die PH-Doméne des cytosolischen Regulators der
Adenylatcyclase (Crac), der an der cAMP-induzierten Chemotaxis von D. discoideum
beteiligt ist. Dadurch wird die Verlagerung von Crac zum fithrenden Ende der Zelle und seine
hochaffine Bindung an PtdIns(3,4,5)P; in der Plasmamembran’ wihrend der Chemotaxis
inhibiert. Die Mutanten, denen InsP; fehlt, zeigen eine gesteigerte Verlagerung von Crac an
die Zellmembran.

Alle Untersuchungen zu physiologischen Funktionen der Diphosphoinositolphosphate
geben Hinweise auf die Rolle von InsP; und/ oder InsPy als intrazelluldre Signalmolekiile. Sie
machen auch deutlich, dass Diphosphoinositolphosphate abhingig von Organismus und
Zelltyp durchaus unterschiedliche Funktionen haben konnten. Ebenso lassen einige dieser

Studien die strenge Regulation des Stoffwechsels dieser Verbindungen vermuten.

1.6 Das Dictyostelium discoideum Genom

Die Dictyostelium-DNA besteht aus drei Teilen: dem chromosomalen Genom, dem
mitochondrialen Genom und einem rDNA-Palindrom.

Das chromosomale Dictyostelium-Genom ist ungefahr 34 Megabasen grof3 und besteht
aus sechs Chromosomen mit einer Grofle von 4-8 Mb. Die Chromosomen werden als akro-
oder telozentrisch beschrieben®. Das Zentromer ist eingebettet in einen groBen Cluster langer

terminaler, sich wiederholender Retrotransposons’®”’, die aus mehr als 40 Elementen
P
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zusammengesetzt sind. Ungefdhr 10% des gesamten Genoms sind komplexe Wiederholungen
mit unterschiedlichen GroBen bis zu 7 kb’®. Charakteristisch fiir die Dictyostelium-DNA ist
thr hoher Adenin/Thymin-Gehalt (AT) von durchschnittlich 78%. In den codierenden
Bereichen treten Adenin und Thymin bevorzugt in der 3. Position der Basentripletts auf'*.

Nach der vollstdndigen Sequenzierung und Analyse des Chromosoms 2 wurde eine
Anzahl von ca. 12.000 Genen fiir Dictyostelium kalkuliert. Im Vergleich dazu besitzen
beispielsweise Saccharomyces cerevisiae® 6.000, Drosophila melanogaster'” 13.600 und
Caenorrhabditis elegans'®' 19.000 Gene. DNA-Sequenzierungen von codierenden Regionen
haben gezeigt, dass Dictyostelium-Gene mit durchschnittlich 1.600 Basen gegeniiber Genen
von Sdugetieren relativ klein sind. Fast 70% aller Gene besitzen wenige, kleine Introns von 50
bis 150 Basen mit einem AT-Gehalt von 87%. Introns werden von charakteristischen
Spleistellen begrenzt, die ihre Erkennung erleichtern. Diese konservativen GT-AG
Dinukleotide sind an der Innenseite der Introns zu finden. Die nichtiibersetzten 3'-Regionen
der Gene sind 150 Basen lang und enthalten das Signal fiir das 3’-Prozessing und die
Polyadenylierung'®*. Sogenannte ,,Open Reading Frames* (ORFs), die das korrekte Ablesen
der Codons unterstiitzen, treten alle 3-4 kb auf und machen damit die Hélfte der Sequenz aus.

Die Gendichte von einem Gen pro 2,6 kb bei Dictyostelium ist vergleichbar mit der
Gendichte von Schizosaccharomyces pombe (1 pro 2,5 kb) und wird nur von Saccharomyces
cerevisiae (1 pro 2 kb) iibertroffen. Im Vergleich dazu zeigt das menschliche Genom eine
Dichte von 6 — 23 Genen pro Mb'®.

Neben dem chromosomalen Genom enthélt jede Zelle ungefihr 200 Mitochondrien, die

das zirkuldre mitochondriale Genom von 55 kb'**!%°

tragen. Das mitochondriale Genom von
Dictyostelium mit einem Adenin/Thymin-Gehalt von 73% ist groB8er als das von Sdugetieren.
Wihrend des vegetativen Wachstums kann der mitochondriale DNA-Anteil (mtDNA) bis zu
40% der Gesamt-DNA betragen.

Auf dem 88 kb groflen extrachromosomalen rDNA-Palindrom sind die ribosomalen
RNA-Gene lokalisiert. Der Zellkern enthilt ungefihr 100 Kopien des Palindroms'®. Damit

betrdgt der Anteil dieses extrachromosomalen Elements ca. 20% der Kern-DNA.

1.6.1 Das Dictyostelium-Genomprojekt

Seit 1998 wird das Genom von Dictyostelium discoideum AX4 im Rahmen einer

internationalen Zusammenarbeit verschiedener Arbeitsgruppen aus Deutschland, der
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Européischen Union und den USA sequenziert und analysiert'®’. Tabelle 1-1 gibt einen
Uberblick iiber die Arbeitsgruppen und den Status des Genomprojektes. Die komplette
Genomsequenz ist seit Januar 2004 verfligbar.

Neben den genannten Gruppen, die fiir die Sequenzierungen, das Zusammenfiigen und
die Annotation des Genoms zustindig sind, werden an der Princeton University (Princeton,
NJ, USA) die Chromosomen getrennt und gereinigt. Seit 2002 ist auBerdem die Northwestern
University (Chicago, NJ, USA) fiir die DictyBase und die Aufbereitung genomischer Daten
verantwortlich '%®. DictyBase ist eine Datenbank, in der umfassende Informationsressourcen
iiber die Dictyostelium-Forschung online zur Verfiigung stehen. In dieser Datenbank werden
genomische, genetische, phinotypische und funktionelle Informationen von Dictyostelium
discoideum organisiert und prisentiert. Aktuell stellen alle beteiligten Arbeitsgruppen ihre

Daten zusammen, um das Gesamtgenom zusammenzufiigen.

Anzahl Beteiligte
Chromosom Grofie (Mb) vorhergesagter Status g
Gene Gruppen
1 5,5 1784® beendet 1,2
2 7 2799™ verdffentlicht 1,2
3 5.3 2000© Shotgun-Sequenzwrung komplett 1.2.3
wird beendet
4 6.2® 2300© Shotgun-Sequenzwrung komplett 3.4
wird beendet
5 5.3® 2000© Shotgun—Sequenzwmng komplett 3.4.5.6
wird beendet
6 4,1® 1500 wird beendet 1-7

Tab. 1-1: Sequenzierung der Chromosomen und der Status des Dictyostelium-

Genomprojektes

a: GroBe der Chromosomen basierend auf YAC mapping'®; b: Anzahl der Gene aufgrund der
kompletten Sequenz vorhergesagt; ¢: Anzahl der Gene aufgrund der Chromosomengrdfe und
Gendichte vorhergesagt

Gruppen des Dictyostelium Sequencing Konsortiums:

1 Universitdt K6ln, Koln (http://www.uni-koeln.de/dictyostelium); 2 Genome Sequencing Center am
Institut fiir Molekulare Biotechnologie, Jena (http://genome.ibm-jena.de/dictyostelium); 3 Baylor
College of Medicine, Houston, USA (http://dictygenome.bcm.tcm.edu/); 4 Sanger Institute, Hinxton,
UK (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_discoideum/); 5 University of Dundee, Dundee, UK; 6
Medical Research Council, Cambridge, UK (http://www.mrc-imb.cam.ac.uk:80/happy-
homepage.html); 7 Pasteur Institute, Paris, Frankreich; Die Gruppen 1, 4, 5, 6 und 7 sind Mitglieder
des EUDICT Konsortiums.
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Eine Herausforderung fiir die Sequenzierung und das Zusammenfiigen dieser Sequenzen
sind der hohe AT-Gehalt der DNA und die relativ groBen Chromosomen gekoppelt mit der
hohen Dichte repetitiver Elemente. Besonders die Introns und angrenzenden Bereiche mit
AT-Gehalten von bis zu 98% waren ein Problem.

Das Chromosom 1 ist komplett sequenziert und analysiert. Mit einer Gréf3e von 5,5 Mb
tragt es 1784 proteincodierende Gene. Die Sequenz des grofiten Chromosoms 2 wurde Mitte
2002 veroffentlicht, es deckt ungefihr 25% des gesamten Genoms ab. Auf diesem
Chromosom sind 2799 vorhergesagte proteincodierende Gene und 73 Transfer-RNA Gene
lokalisiert. Fiir 40% der vorhergesagten Gene existieren ESTs (Expressed Sequence Tags).
45% aller Gene zeigen Homologien zu Genen anderer Organismen, wihrend 55% einzigartig
in Dictyostelium sind. Ungefahr die Hilfte der Proteine, deren Gene auf dem Chromosom 2
lokalisiert sind, besitzen bekannte Proteindoméidnen. Damit unterstiitzen ESTs, Proteine und
Ubereinstimmungen von Proteindoménen die Vorhersage vieler Gene.

Proteine konnen aufgrund von Homologien automatisch klassifiziert und Funktionen oder
Prozessen zugeordnet werden. Fiir das Chromosom 2 konnten 37% der Genprodukte mit Hilfe
der Genontologie-Terminologie eingeordnet werden, wihrend 47% nicht klassifiziert und
weitere 15% nicht kategorisiert werden konnten'’. Viele der Gene zeigen groBere
Ahnlichkeiten zu Genen der Vertebraten als zu den Genen anderer komplett sequenzierter,
eukaryontischer Genome. Diese Tatsache spricht fiir die evolutiondre Stellung von D.
discoideum, die in Kapitel 1.2 bereits dargestellt wurde. Die {ibrigen 4 Chromosomen sind
ebenso wie das mitochondriale Genom und das rDNA-Palindrom inzwischen sequenziert und

grofBtenteils analysiert.

1.6.1.1 Sequenzierungsstrategie

An dieser Stelle soll ein kurzer Uberblick iiber die Strategie (Abb. 1-6) des
Genomprojektes gegeben werden. Aufgrund der Basenkomposition und Verteilung in der
DNA, die zu Schwierigkeiten bei der Sequenzierung des Genoms fithren'®’, wurde
Chromosom fiir Chromosom mit der ,,Shotgun“-Methode (whole-chromosome-shotgun,
WCS) sequenziert. Dazu wurden zuerst die Chromosomen durch Puls-Feld-Gelelektrophorese
(PFGE)'"? getrennt. Parallel wurden DNA-Segmente von 150 bis 200 kb in kiinstliche Hefe-

109

chromosomen (YAC) ™ subkloniert, DNA-Fragmente von 1-4 kb in pUC-Vektoren kloniert

und die Klone sequenziert. Diese ,,Shotgun“-Sequenzen wurden zusammengefiihrt, indem

23



1. Einleitung

zunichst einige Klonsequenzen als Ausgangspunkte definiert wurden und im Anschluss die
weiteren Sequenzen durch Vergleiche der YAC-Sequenzen mit den WCS-Sequenzen mit
Hilfe des BLAST-Algorithmus''' eingebunden wurden. Diese lingeren zusammengesetzten
DNA-Sequenzen (Contigs) wurden mit Hilfe der HAPPY-Map-Methode entlang der
Chromosomen geordnet. Diese Methode basiert auf in-vitro-PCR und untersucht die
Kosegregation von Fragmenten zufillig geschnittener DNA mit kurzen DNA-Markern, die an
definierten Stellen in der Sequenz positioniert werden''>'". Genkarten''* und eine zirkulire
Y AC-Bibliothek (BAC) wurden ebenfalls zur Validierung des Assemblys herangezogen. Die
Sequenzierung und Analyse von 1 Mb DNA erfordert 20.000 bis 25.000 Einzel-
sequenzierungen. Diese Zahlen verdeutlichen den Arbeits- und Zeitaufwand fiir die komplette

Entschliisselung des Genoms von Dictyostelium.

gereinigtes Chromosom

2. Klonierung der Fragmente
3. Sequenzierung zufallig ausgewahlter Klone

I. Produktion l 1. Schneiden des Chromosoms

Datenbank aller Sequenzen

O ——

4. Zusammenfigen der Sequenzen zu Contigs
5. Aufbau von Gerlsten

Il. Rekonstruktion L

6. SchlieRen der Licken (Finishing)

7. Kartographieren der Geriste

8. Bestimmung der Anordnung und Orientierung
der Geruste

lll.Annotation
9. Charakterisierung chromosomaler Eigenschaften
10. Bestimmung und Analyse des Gengehaltes

Annotierte Sequenz des Chromosoms

Abb. 1-6: Schematische Darstellung der Chromosomen ,,Shotgun* Methode
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1.6.2 Das Dictyostelium cDNA-Projekt

Das cDNA-Projekt in Japan wird von verschiedenen Universititen unterstiitzt und dient
dazu, exprimierte Gene in Dictyostelium zu identifizieren und zu analysieren. Ziel ist es, Gene
in bestimmten Wachstums- und Entwicklungsstadien zu untersuchen, um Informationen {iber
Struktur, Funktion und die Zusammensetzung der exprimierten Gene sowie den zeitlichen
Verlauf der Genexpression zu erhalten'”. Zu Beginn wurden spezifische cDNAs
entsprechend ihrer Grofe getrennt und daraus EST-Bibliotheken konstruiert. Die
Sequenzanalyse fiihrte zu einem Satz nichtredundanter ESTs, die fiir die Entdeckung von
Genen grofie Bedeutung hatten''®. Danach begann der Aufbau von cDNA-Bibliotheken, deren
einzelne Klone meist komplette Gene enthalten. Gleichzeitig wurden c¢cDNA-Klone aus
unterschiedlichen Entwicklungsstadien generiert, die Genfragmente enthalten. Insgesamt
wurden mehr als 70.000 cDNA-Klone sequenziert und analysiert. 8361 nichtredundante
Sequenzen und 6718 zugehdrige Gene wurden bestimmt und stehen in der Datenbank zur
Verfiigung. Alle cDNAs sind in Clustern organisiert. Zu den Klonen und Clustern gibt es
weitere Informationen iiber die Aminosiuresequenz und Ahnlichkeiten zu anderen Nukleotid-
bzw. Aminosduresequenzen. Weitergehende BLAST- oder FastA-Analysen sind iiber die

cDNA-Datenbank moglich.

1.6.3 Das PROTEOME-Projekt

Parallel zu den Genom- und cDNA-Sequenzierungen hat Proteome Systems (Australien)
ein PROTEOME-Projekt begonnen'!’. Proteinidentifizierungen und Charakterisierungen im
MikromaBstab sind die Ziele von PROTEOME-Projekten (,,the entire PROTein complement
Expressed by a genOME*)''®. Das Proteinmuster eines Organismus kann in Abhingigkeit von
Wachstumsbedingungen oder Gewebetypen sehr verschieden sein. Bezogen auf einen
einzelligen Organismus konnen auch unterschiedliche Zellorganellen verschiedene
Proteinmuster zeigen'°. Auftretende posttranslationale Proteinmodifikationen kénnen allein
aufgrund des Genoms nicht vorhergesagt oder bestimmt werden. Die Proteinanalytik kann
detaillierte Informationen iiber entwicklungsspezifische Proteinexpression und post-
translationale Modifikationen liefern und moglicherweise auch zum Verstdndnis von
Stoffwechselwegen beitragen. In der SWISS-2DPAGE-Datenbank wurde eine 2D-PAGE-
Karte von Dictyostelium discoideum''™"*" verdffentlicht. Auf dieser 2D-PAGE sind bislang
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ungefdhr 20 Proteinspots markiert, zu denen weitere Informationen in den Proteindatenbanken
verfiigbar sind. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass grofer angelegte Proteomstudien
erst kiirzlich begonnen wurden. Nur die Verkniipfung aller Ergebnisse aus dem Genom-, dem
cDNA- und dem Proteomprojekt kann eine umfassende Informationsbasis bilden, um die

Gesamtheit von Verdnderungen wahrend der Entwicklung des Organismus zu untersuchen.

1.6.4 Der Umgang mit Sequenzdaten und Perspektiven nach der

Entschliisselung des Genoms

Bis jetzt sind von dem internationalen Konsortium ungefidhr 1.000.000 Einzelsequenzen
aus chromosomspezifischen Bibliotheken und der Gesamtgenombibliothek generiert worden.
Die meisten Gene sind wahrscheinlich zumindest einmal sequenziert worden. Damit ist die
Sequenzierungsphase abgeschlossen. Das Genomassembly und damit die Entschliisselung des
Genoms von Dictyostelium discoideum wurde im Januar diesen Jahres weitgehend beendet.
Vorteilhaft bei der Definition aller Dictyostelium-Gene sind die Verteilung der
Basenkomposition ebenso wie die relativ kleinen Gene, so dass codierende Regionen gut von
nichtcodierenden Bereichen unterschieden werden konnen. Abbildung 1-7 gibt einen
schematischen Uberblick iiber die automatisierte Genomannotation und den Weg zum
kompletten Genom'"”.

Genomsequenzierungen und die Analyse bieten einen Zugang zu funktionellen
Genuntersuchungen'?'. Ungefdhr 7000 c¢DNA-Klone, die 213 proteincodierende und
exprimierte Gene représentieren'*?, wurden fiir Microarrays herangezogen. Mit diesen Tests
konnen Verdnderungen der Genexpression im Verlauf der Entwicklung aufgedeckt und
moglicherweise neue zelltypspezifische Gene'* identifiziert werden. Auch die Regulation der
Genexpression kann mit Microarrays untersucht werden'**. Insgesamt stehen die Hilfte aller
Gene von Dictyostelium discoideum fiir Transkriptionsstudien zur Verfiigung. Eine Idee der
Mikroarray-Studien war, dass die Funktion eines unbekannten Gens durch die Regulation der
Transkription aufgedeckt werden kann. Dies setzt voraus, dass die Genexpression und
Funktion direkt miteinander verkniipft sind. In spezifischen Studien konnte dies fiir einzelne
Gene nachgewiesen werden. Es bleibt aber fraglich, ob die Idee auch fiir Studien des

gesamten Genoms anwendbar ist'"’.
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DNA-Sequenz

A 4

Marker Wiederholungen rDNA Pseudogene GENE tRNA

BLASTN

A 4 A 4 A 4 A \ 4 A \ 4

BLASTP COG InterPRO Super GO SignalP TMHMM
Family

Artemis und geneDB

Abb. 1-7: Schematische Darstellung der automatischen Genomannotation

Die Graphik wurde in modifizierter Form von Dr. L. Eichinger ibernommen.

Die DNA-Sequenzen aus dem Genomassembly werden mit Hilfe der Bioinformatik analysiert.
BLASTN-Suchen werden gegen Marker, repetitive Elemente, cDNAs und rDNA durchgefiihrt. Die
Genvorhersage erfolgt iiber genelD, HMMgene und genefinder. BLASTX-Suchen laufen gegen die
Swiss-Prot-Datenbank. tRNAs werden iiber tRNAscan-SE gefunden. Vorhergesagte Gene werden
durch BLASTP-Suchen gegen SWALL und Datenbanken von komplett sequenzierten Eukaryonten
annotiert und gegen COG, InterPro und SuperFamily gescannt. Die Klassifizierung erfolgt mit Hilfe
der Genontologie-Terminologie. Zusétzliche werden Vorhersagen fiir Signalpeptide (SignalP) und
Transmembrandoménen (TMHMM) gemacht. Die Ergebnisse der Analysen werden manuell in
Artemis liberpriift und sind dann iiber geneDB o6ffentlich verfiigbar. Alle Programme zur Analyse
sind im Internet zugénglich.

Die komplette Genomsequenz von Dictyostelium discoideum kann Basis fiir biologische
und biomedizinische Studien, fiir physiologische und phylogenetische Vergleiche mit anderen
Organismen auf der Grundlage ihrer Genome wie auch fiir funktionelle Analysen des
Transkriptoms und Proteoms sein. Auch fiir Untersuchungen konservierter eukaryontischer
Funktionen, die z.B. in Hefen nicht experimentell zugédnglich sind, konnte die Genomsequenz
von Bedeutung sein und in dieser Hinsicht die Stellung von Dictyostelium als Modell-

organismus zusitzlich rechtfertigen.
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Das Genom eines Organismus tragt Hinweise darauf, welche Prozesse zu Verzweigungen
im Evolutionsstammbaum gefiihrt haben koénnen. Dazu gehdren unter anderem Sequenz-
verdanderungen, Genverluste, Genverdopplungen, horizontaler Gentransfer und symbiontische
Prozesse. Somit kann das bekannte Genom dazu beitragen, Verzweigungen des Evolutions-
stammbaums besser zu verstehen und Dictyostelium endgiiltig phylogenetisch einzuordnen.

Die gesammelten Informationen aus DNA-Sequenzierungen und Proteinanalysen sind
zundchst kaum nutzbar. Erst die Bioinformatik, die computerunterstiitzt alle Informationen
speichert und verwaltet, ermdglicht die Verkniipfung dieser Informationen miteinander und
erleichtert gleichzeitig weitere DNA- und Proteinanalysen. Organismusbezogene
Bioinformatik beinhaltet daneben auch Stoffwechselwege, Proteinfunktionen, enzymatische
Parameter, Proteininteraktionen und Informationen iiber Proteinkaskaden, die aus dem
phédnotypischen Vergleich von Wildtyp und Mutanten eines spezifischen Organismus
abgeleitet werden. Die Fiille solcher Daten erfordert zwingend eine organismusbezogene
Datenbank. Fiir Dictyostelium discoideum steht seit einiger Zeit die integrierte DictyBase-
Datenbank zur Verfiigung, in der genomische Daten manuell aufbereitet und mit weiteren
Informationen verkniipft werden. Da zur Zeit tdglich neue Sequenzdaten sowohl in die
cDNA-Datenbank wie auch in die Datenbanken der Sequenzierungszentren eingespeist und
bestehende Datensitze fortlaufend aktualisiert werden, ist es recht schwierig, einen Uberblick
tiber die Genomsequenz zu behalten. GenBank, eine organismusiibergreifende genomische
Datenbank, ist in Bezug auf Dictyostelium keine Quelle fiir Sequenzdaten oder Analysen.
Dennoch sind alle vorhandenen Daten, zum Teil zwar noch als Rohdaten, {iber verschiedene
Internetseiten (Tab. 1-2) abrufbar. Alle Sequenzierungszentren bieten entsprechende online-
Analysen der Daten an. Zusitzlich ist eine Klassifizierung der Daten iiber das San Diego
Supercomputer Zentrum moglich. Das Dicty Workbench Portal stellt BLAST-, RPS-BLAST-
und PFAM-Analysendaten zur Verfligung. Mehr als 6000 Proteinsequenzen wurden bisher
annotiert und wahrscheinlich sind ungefdhr 98% aller Dictyostelium-Gene zumindest
teilweise in den verschiedenen Datenbanken zu finden'”. Zur Zeit wird das DictyDB-
Programm als Teil des Developmental Gene Program (DGP) weiterentwickelt'>’, die aktuelle
Version ist 2.5. Die Datenbank soll die Verkniipfung aller Dictyostelium-spezifischen

Informationen ermdglichen und so ein umfassenderes Bild des Organismus liefern.
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Institut/Datenbank Internetseite (URL)

Universitdt Kéln http://www.uni-koeln.de/dictyostelium

Genome Sequencing Center Jena  http://genome.imb-jena.de/dictyostelium/
Baylor College of Medicine http://dictygenome.bem.tme.edu/

Sanger Centre http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_discoideum

San Diego Supercomputer Center http://dicty.sdsc.edu/

DictyDB http://www_biology.ucsd.edu/others/dsmith/dictydb.html
DictyBase http://dictybase.org

Swiss-2D-PAGE http://www.expasy.org/ch2d/publi/dicty.html
cDNA-Projekt http://www.csm.biol.tsukuba.ac.jp/cDNAproject.html
Genontologie Terminologie http://www.genontology.org/

InterPro http://www.ebi.oc.uk/interpro

Medical Research Council http://www.mrc-imb.cam.ac.uk:80/happy-homepage.html

Tab. 1-2: Internetadressen von Instituten und Datenbanken

Die angefiihrten Internetadressen ermoglichen einen Zugang zu Sequenzdaten und Programmen zur
Analyse dieser Daten.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit soll dazu beitragen, mogliche physiologische Funktionen von
»energiereichen® Diphosphoinositolphosphaten in Dictyostelium discoideum aufzudecken.
Diesen Verbindungen wird eine Beteiligung an fundamentalen Prozessen innerhalb der Zelle
zugeordnet (s. auch Kap. 1.5.3), die auch fiir D. discoideum von Bedeutung sein konnten.
Eine neue Studie”” belegt die Verbindung zwischen chemotaktischer Antwort auf die cAMP-
Sekretion und den Diphosphoinositolphosphaten in diesem Organismus. Hier ist allerdings
nicht eindeutig geklért, ob dieser Effekt auf InsP; oder InsPg zuriickzufiihren ist, weil die
Synthese beider Metabolite durch die Gendeletion einer InsPs-Kinase unterbunden wurde.

Eine elegante, aber gleichzeitig zeitaufwidndige Moglichkeit, Funktionen der
Diphosphoinositolphosphate in Dictyostelium aufzukliren, beginnt mit der Sequenzierung der
6-PP-InsPs-(5)-Kinase. Nach der Bestimmung der Primérstruktur dieses Enzyms durch
Massenspektrometrie konnen Recherchen in Protein-, EST- sowie Genomdatenbanken helfen,

das entsprechende codierende Gen zu finden und Homologien zu &hnlichen Enzymen in
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anderen Organismen aufzuzeigen. Sobald das Gen identifiziert ist, filhren moglicherweise
Genmanipulationen und nachfolgend phéanotypische Untersuchungen der generierten
Mutanten zur Aufkldrung physiologischer Funktionen dieser auBergewdhnlichen
Verbindungen. Vorversuche zur Bestimmung der Primérstruktur wurden bereits im Rahmen
einer Diplomarbeit'?’ durchgefiihrt.

Ein weiterer Ansatz sind Analysen von spezifischen Transphosphorylierungsreaktionen
durch Diphosphoinositolphosphate. Die mdgliche Funktion dieser Metabolite als primérer
Phosphatgruppendonor fiir Proteine und die hochaffine Bindung von InsP; und InsPg an
spezifische Proteine bzw. Enzyme wurden bereits beschrieben. Zellextrakte von Dictyostelium
discoideum sollen mit isotopenmarkierten Diphosphoinositolphosphaten inkubiert und
autoradiographisch untersucht werden. Fragen der Identitdt der Proteine und der Spezifitit der
Phosphorylierung sind zu klaren, wenn radioaktiv markierte Proteine nachgewiesen werden.
Ebenso muss die Frage beantwortet werden, ob die Diphosphoinositolphosphate selbst
spezifisch binden oder als Phosphatgruppendonor fungieren.

Der Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate in Dictyostelium discoideum ist bisher
nicht vollstindig aufgekldrt. Vor allem die Verbindung zwischen diesem und dem
Stoffwechsel der Inositolphosphate fehlt noch. Genetische Studien’” weisen auf die Existenz
einer InsP¢-Kinase hin, die dieses fehlende Bindeglied darstellen konnte. Im Rahmen dieser
Arbeit soll nach dieser und weiteren am Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate
beteiligten Enzymaktivititen gesucht werden. Im Vordergrund stehen hier Inkubationen von
Zellextrakten mit den entsprechenden verfiigbaren Substraten. Des Weiteren sollen Proteine
identifiziert werden, die wéhrend der Reinigung der InsP;-Kinase an das verwendete InsPg-
Affinitdtsmaterial binden.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Diphosphoinositolphosphate, deren Strukturen
hinsichtlich der Anordnung der Pyrophosphatgruppen bereits bestimmt wurden, sind die
Konformationen und Energieinhalte der natiirlich vorkommenden Metabolite. Mit Hilfe des
molekularen Modellings koénnen Energien durch Kraftfeldmethoden theoretisch berechnet
werden und damit optimale Strukturgeometrien von Molekiilen ermittelt werden. Die
Ergebnisse konnen dazu beitragen, die unterschiedlichen Affinititen und Aktivitdten der

InsP7-Kinase gegentiber ihren Substraten zu erkliren.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Medien

2.1.1 Kultivierung und Lagerung von Dictyosteliden

Fiir die Experimente wurden der axenisch wachsende Stamm Dictyostelium discoideum
AX2 (ATCC: 24397) und Polysphondylium pallidum (ATCC: 18421) verwendet.

D. discoideum und P. pallidum wurden auf Bakterienrasen (Klebsiella aerogenes oder
Escherichia coli auf Standardmediumagar, Tab. 2-1) oder in Suspensionskultur mit Bakterien
(OD4so = 10 in 34 mM Phosphatpuffer pH 6,5) aus Sporen angezogen, die bei -20°C in steriler
Glycerinlosung (20% in 34 mM Phosphatpuffer pH 6,5) gelagert wurden. Der Stamm D.
discoideum AX2 wichst auch in einem bakterienfreien Nahrmedium (axenisches Medium,
Tab. 2-1). Die einfache Handhabung dieser Fliissigkulturen erlaubt es, groe Zellmengen fiir
Enzympriparationen oder die priparative Isolierung von Inositolphosphaten heranzuziehen.

Die Kultivierung der Dictyosteliden erfolgte generell bei 22,5°C in einem Brutschrank
(Binder WTC). Fliissigkulturen mit Zelldichten zwischen 1-10° und 2:10” Zellen/ml wurden
bei 120 Upm auf einem Rundschiittler (Braun HT) inkubiert.

Sporen wurden in 49 ml axenisches Medium iberfiihrt und iiber Nacht in einem
temperierten Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellkulturen bei 120 Upm
geschiittelt. Nach ca. 24 Stunden waren die Zellen germiniert. Bei einer Verdopplungszeit von
8-10 Stunden erreichte die Suspension nach 3-4 Tagen eine Zelldichte von 1-107 Zellen/ml.
Die Germination von P. pallidum erfolgte in Bakteriensuspension (K. aerogenes ODa4gp = 10
oder E. coli ODgyp = 10, in 34 mM Phosphatpuffer pH 6,5, 80 mM KCI). Unter diesen
Bedingungen bildet P. pallidum in Fliissigkultur bei hoher Zelldichte Mikrozysten aus. Die
Verdopplungszeit in Bakteriensuspension betrug 3-6 Stunden.

Kulturen auf Bakterienrasen bilden nach 3-6 Tagen erneut Sporen aus. P. pallidum bildet
auf Agarplatten keine Sporen sondern Mikrozysten aus, die mehrere Wochen bei 4°C auf den
Platten gelagert werden konnen. Grofle Zellmengen, die fiir die Isolierung von 3,5-bis-PP-
InsPs notwendig waren, wurden auf Agarplatten in 40 x 40 cm sterilen Edelstahlwannen
angezogen. Die Mikrozysten koénnen ebenso wie Sporen geerntet und bei — 20°C gelagert

werden.
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2.1.2 Kultivierung von Klebsiella aerogenes und Escherichia coli

Als Nahrungsquelle diente Klebsiella aerogenes fir D. discoideum, wéhrend sich P.
pallidum auch von E. coli erndhren kann. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in
Flissigkulturen. Dazu wurden mit der Impfose bis zu 1 | Standardmedium (Tab. 2-1)
angeimpft und tiber Nacht bei 37°C auf einem Rundschiittler (120 Upm) geschiittelt. Kulturen
auf Ndhrboden (Standard- oder Minimalmediumagar, Tab. 2-1) wurden ebenfalls bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

2.1.3 Kulturgefifie und Zellernte

Sterilisierte Erlenmeyerkolben (100-1000 ml) und Fermbachkolben (1,2 1 aus Glas oder
2,4 1 aus Kunststoff) dienten als Kulturgefile. Die maximale Fiillung betrug bei den
Erlenmeyerkolben 10%, bei Fermbachkolben 30% ihres Nennvolumens, um eine optimale
Beliiftung der Zellsuspensionen zu gewihrleisten. Bakterien wurden in sterilen
Schikanekolben entsprechender Grofe kultiviert.

Die Ernte der Dictyosteliden erfolgte normalerweise bei einer Zelldichte von maximal
1:107 Zellen/ml bei 4°C durch Zentrifugation, wobei in Abhingigkeit vom Probevolumen eine
Heraeus Variofuge K (2000 Upm, 1000 g) oder eine Beckmann J2-21 Zentrifuge (Rotor
JA10, 3500 Upm, 2150 g) eingesetzt wurden. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem
Puffer (17 mM Phosphatpuffer pH 6,5 oder 20 mM HEPES-Puffer pH 6,8) gewaschen.
Grundsétzlich erfolgte die Aufarbeitung der Zellen unter Eiskiihlung.

Sporen und Mikrozysten wurden in einer Heraeus Megafuge 1.0R (5000 Upm, 4332 g)
zentrifugiert. Bakterien wurden in der Beckmann J2-21 Zentrifuge (Rotor JA10, 10000 Upm,
17700 g) geerntet und zweimal in eiskaltem Phosphatpuffer (17 mM, pH 6,5) gewaschen.
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2.1.4 Medien und Nahrboden

Medium oder Nihrboden Zusammensetzung
. . 1s Fleischpepton (Gibco) 14,3 g/l
Axenisches Medium Hefeextrakt (Oxoid) 7,15 g/1
fiir Dictyostelium Glucose-Monohydrat (Merck) 15,4 g/l
o Na,HPO, ' 2 H,O (Merck) 0,64 g/1
discoideum KH,PO4 (Merck) 0,48 g/l
Dihydrostreptomycin - 3/2 H,O (Sigma) 0,25 g/l
Fleischpepton (Gibco) 5,0 g/1
. .. Hefeextrakt (Oxoid 0,5 g/1
Standardmedium fiir GIUCOSC—MOEthydI‘ZIt (Merck) 5,0 g/l
Bakterien'”’ Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Merck) 0,5 g/l
K,;HPO4 " 3 H,O (Merck) 0,9 g/l
KH,PO4 (Merck) 2,25 g/l
Fleischpepton (Gibco) 10,0 g/1
Hefeextrakt (Oxoid) 1,0 g/l
Standardmediumagar'>’ Glucose-Monohydrat (Merck) 5,0 g/l
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Merck) 1,0 g/l
zur Anzucht von Sporen K2§PO4 3 H,0 (Melrjck)y 12 g 1
KH,PO4 (Merck) 2,2 g/l
Agar (Oxoid) 10,0 g/1
K>HPO4 (Merck) 4,4 g/l
Minimalmediumagar129 NaH,PO4 " H>O (Merck) 5,0 g/l
Trinatriumcitrat (Merck) 0,5 g/l
zur Anzucht von Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Merck) 0,1 g/1
Mikrozysten auf (NH4)2SO4 (Merck) 1,0 g/l
KCI (Merck) 0,5 g/l
Bakterienrasen MgCl, (Merck) 0,25 g/l
Agar (Oxoid) 15,0 g/l

Nach dem Autoklavieren werden 10 ml/l1 20% Glucoseldsung
(sterilfiltriert) zugegeben.

Tab. 2-1: Medien und Nihrboden zur Kultivierung von Dictyosteliden

Medien wurden bei 120°C 15 min in 11-Glasflaschen autoklaviert. Nahrbodenmedien

wurden ebenfalls bei 120°C 15 min in 11-Glasflaschen autoklaviert, in Kunststoffpetrischalen

(Greiner) oder Edelstahlwannen gegossen und bei 4°C aufbewahrt.
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2.2 Bestimmung der Zelldichte von Dictyosteliden und Bakterien

Die Bestimmung der Zelldichte und die Kontrolle des Zellvolumens von Dictyosteliden
erfolgte mit Hilfe eines Zellzdhlgerdtes (Coulter Z2, Beckmann Coulter). Die Zelldichte von
Bakterienkulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 460 oder 600 nm mit einem
Photometer (Lambda 40 UV/ VIS-Spektrometer Perkin Elmer) und/ oder mit der

Neubauerzihlkammer bestimmt.

2.3 Priparative Isolierung und Analyse von Inositolphosphaten aus

Dictyosteliden

2.3.1 Isolierung von Inositolphosphaten

Hochphosphorylierte Inositolphosphate wurden aus Zellmaterial analog der von Mayr
beschriebenen Methode'* isoliert. Gefrorenes Zellmaterial (ca. 50 - 200 g Feuchtgewicht pro
Isolierung aus Dictyostelium) wurde mit 2 Teilen 2 M Perchlorsdure (Merck) pro g
Feuchtgewicht und 1/10 (v/v) 100 mM EDTA (Sigma, pH 5) im Mixer bei Raumtemperatur
aufgeschlossen. Das denaturierte Material wurde durch Zentrifugation (Beckmann J2-21,
JA10, 10000 Upm, 17770 g, 10 min) abgetrennt, der Uberstand abgenommen und das Pellet
zweimal mit bidestilliertem Wasser abgespiilt. Zum Aufschluss der Mikrozysten von P.
pallidum wurde das Zentrifugationspellet nach der ersten Perchlorsdurebehandlung mit 2
Teilen 6 M Perchlorsdure und EDTA nochmals aufgeschlossen. Nach der Vereinigung der
Uberstinde wurden diese im Eisbad mit 4 M KOH (Merck) auf pH 5-6 eingestellt. Nach 30
min wurde das kristallisierte Kaliumperchlorat durch Zentrifugation entfernt. Wieder wurde
der Uberstand abgenommen und das Pellet mit bidestilliertem Wasser abgewaschen. Die
vereinigten Uberstinde wurden mit fester Aktivkohle (Sigma, 2g/ 100 ml Extrakt) 10 min
unter Eiskiihlung inkubiert. Die Entfernung der Aktivkohle erfolgte zundchst durch
Papierfiltration und anschlieBende Filtration mittels Membranfilter (Millipore S.A., Type HA
0,45um).

Der Extrakt wurde auf eine Ionenleitfahigkeit von 10 mS ecm™ verdiinnt und auf eine Q-
Sepharose-Séule (fast flow; Pharmacia, Lange 20 cm; ID 2,5 cm; Volumen ca. 100 ml; 8°C)
mit 3 ml/min (peristaltische Pumpe Gilson miniplus 2) aufgetragen. Die Sdule wurde mit dem

doppelten Sdulenvolumen eiskaltem, bidestilliertem Wasser gewaschen. Die Elution der
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Inositolphosphate erfolgte mit dem doppelten Saulenvolumen 100 mM HCIl / 600 mM LiCl
(Merck, eiskalt). Das Eluat wurde in Fraktionen 4 10 ml gesammelt. Fraktionen, die
Inositolphosphate enthalten, wurden durch das unter 2.3.3 beschriebene Testverfahren auf
Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen, Greiner Labortechnik) identifiziert.

Nach der Vereinigung von jeweils 3 Eluatfraktionen, die Inositolphosphate enthielten,
wurden diese unter Eiskiihlung mit 10 M LiOH (Merck) neutralisiert, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und tliber Nacht lyophyllisiert (Christ Gefriertrocknungsanlage Alpha). Die festen
Riicksténde wurden zur Entfernung des Lithiumchlorids mit wasserfreiem Ethanol (Sigma, ca.
10-20 ml pro g LiCl) extrahiert und die unldslichen Inositolphosphate abzentrifugiert
(Heraeus Megafuge 1.0R, 3500 Upm, 10 min, 4°C). Die Sedimente wurden in bidestilliertem
Wasser aufgenommen, auf eine Ionenleitfihigkeit von 5 mS cm™ mit bidestilliertem Wasser
verdiinnt und iiber den Kanal A der HPLC-Anlage auf eine Mono-Q-Séule (Pharmacia HR
10/10) mit einer Flussrate von 2 ml/min aufgetragen. Die Saule wurde dann mit 20 ml Wasser
gespiilt. Die Elution der Inositolphosphate erfolgte in 60 Minuten bei einer Flussgeschwindig-
keit von 1,5 ml/min mit einem Gradienten von 0 mM HCI/ 0 mM LiCl bis 100 mM HCI/ 600
mM LiCl ohne Nachsédulenderivatisierung. Eluatfraktionen 4 1,5 ml wurden auf Inositol-
phosphate getestet. Fraktionen, die Inositolphosphate enthielten, wurden mit 10 M LiOH
(Merck) unter Eiskiihlung neutralisiert und gefriergetrocknet. Die Riickstinde wurden
mehrfach mit wasserfreiem Ethanol (Aldrich) ausgeschiittelt, um festes Lithiumchlorid zu
entfernen. Nach Aufnahme der Sedimente in 500 pl bidestilliertem Wasser und erneuter

Gefriertrocknung erhielt man die gereinigten Inositolphosphate als Feststoffe.

2.3.2 Lagerung und Handhabung von Inositolphosphaten

Die gereinigten hochphosphorylierten Inositolphosphate wurden als Feststoff oder in
wassriger Losung bei -86°C aufbewahrt. Die Losungen sind stabil, wenn sie im aufgetauten
Zustand auf Eis gehalten werden, und konnen so mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren

werden.

2.3.3 Qualitative Inositolphosphatbestimmung

Die Eluate der Sédulenchromatographie wurden mit 4-(2-Pyridylazo)-resorcinol (PAR)
analysiert. Dazu wurden 200 ul PAR-Reagenz (Tab. 2-2) mit 1 - 10 pl Eluat versetzt. Der
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Farbumschlag des orangerot gefarbten Reagenzes nach gelb detektierte die Anwesenheit von

Inositolphosphaten.
Volumenteile Losung
667 bidestilliertes Wasser
316 2 M Tris/HCI pH 8,5 (Roth)
10 1 mM YCl; - 6 H,O (Aldrich)
7 10 mM PAR (Fluka) in Methanol (Merck)

Tab. 2-2: PAR-Reagenz

2.3.4 Quantitative Bestimmung des Phosphatgehaltes

Der Phosphatgehalt der gereinigten Inositolphosphate wurde nach der Methode von
Lanzetta' quantifiziert. Dazu wurden 50 pl einer 0,2 - 1,5 mM Inositolphosphatlésung mit
20 pl 10 M Schwefelsdure bei 170°C iiber Nacht vollstindig hydrolysiert. 10 ul des
Hydrolysats wurden mit 100 pl Phosphatreagenz (Tab. 2-3) in einer Mikrotiterplatte kurz
vermischt und die Reaktion nach 1 min mit 10 pl 25% Trinatriumcitratlosung (Merck)
gestoppt. Nach erneutem Schiitteln und 20miniitiger Inkubation wurde die Extinktion der
Losung bei einer Wellenlinge von 595 nm mit einem Photometer (BioRad Microplate-
Reader, Modell 450) gemessen. Die Eichung des Phosphattestes erfolgte mit
Standardlésungen von getrocknetem Kaliumdihydrogenphosphat (Merck) in 1 M
Schwefelsdure im Bereich von 0-200 pM.

Volumenteile Losung
735 0,045% (w/v) Malachitgriin-Hydrochlorid (Sigma)
245 4,2% (w/v) Ammoniummolybdat (Merck) in 4 M HCI (24 h riihren)
20 2% (v/v) Tergitol NP-10 (Sigma)

Tab. 2-3: Phosphatreagenz
Das frisch hergestellte Phosphatreagenz wurde filtriert und bei 4°C dunkel aufbewahrt.

2.4 HPLC-MDD-Analytik von Inositolphosphaten

Mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) lassen  sich

Inositolphosphate sdulenchromatographisch trennen und durch Nachsdulenderivatisierung
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detektieren'*?. Ein direkter photometrischer Nachweis von Inositolphosphaten ist nicht
moglich, da sie keine chromophoren Gruppen besitzen, die im UV- oder sichtbaren Bereich
absorbieren. Nach der chromatographischen Trennung der Inositolphosphate werden diese mit
einem Derivatisierungsreagenz vermischt. Das Reagenz enthilt den gelben Farbstoff 4-(2-
Pyridylazo)-resorcinol, der im alkalischen Medium mit Yttrium(III)-Ionen einen orangerot
gefarbten Komplex bildet. Da Inositolphosphate stark komplexierend wirken, konkurrieren sie
mit dem Farbstoff um die Metallionen. Die Komplexierung bewirkt eine Farbverschiebung
von orange-rot nach gelb, die als Extinktionsdnderung bei 546 nm verfolgt werden kann.
Dieses Verfahren der Nachsdulenderivatisierung wird als Metall-Indikator-Detektion (MDD)

bezeichnet und ermoglicht den photometrischen Nachweis der Inositolphosphate.

2.4.1 Aufbau der HPLC-MDD-Anlage

Entsprechend vorbereitete Proben von Inositolphosphatgemischen wurden iiber einen
Probengeber mit einer 1 ml Probenschleife in die HPLC-Anlage (Abb. 2-1) injiziert und auf
die angeschlossene Anionenaustauschersdule aufgetragen. Die vom Sdulenmaterial
retardierten Inositolphosphate wurden mit einem pH- und Ionenstirkegradienten (Flussrate
1,5 ml/min) eluiert. Der Gradient wurde aus den Losungen A und B mit Hilfe eines
Gradientenmischers erzeugt. Das Eluat passierte zunéchst ein Photometer (Wellenldnge 260
nm) zum Nachweis von UV-absorbierenden Substanzen wie z.B. Nukleotiden.
Inositolphosphate absorbieren bei dieser Wellenldnge nicht. Zum Nachweis der
Inositolphosphate wurde das Eluat in einer Mischschleife mit der Farbstofflosung (Flussrate
0,75 ml/min) gemischt. Die Extinktion des Gemisches wurde mit einem zweiten Photometer
(Wellenldnge 546 nm) gemessen. Eine Unterscheidung zwischen Inositolphosphaten und
Nukleotiden, die ebenfalls eine Extinktionsdnderung des PAR-Indikators bewirken, wurde
durch den Vergleich der Chromatogramme beider Photometer ermdglicht. Die
Chromatogramme wurden mit dem Programm EZChrom Chromatography Data System
dargestellt und ausgewertet. Die Steuerung der Pumpen, des Gradientenmischers und der

Photometer erfolgte tiber einen Controller.
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Abb. 2-1: Schematischer Aufbau der HPLC-MDD-Anlage

Gerit Hersteller / Modell
Controller Pharmacia LKB LC 2252
Entgaser Uniflows Degasys DG 1310
Gradientenmischer Pharmacia LKB Low-Pressure-Mixer
Pumpe Pharmacia LKB HPLC-Pump 2248
Photometer Pharmacia LKB VWM 2141
Probengeber Autosampler Marathon
Sdulen Pharmacia Mono-Q HR 10/10 (Lange 10 cm, Durchmesser 1 cm,

Volumen 8 ml)
Pharmacia Resource-Q HR 5/5 (Lénge 5 cm, Durchmesser 5 mm,
Volumen 1 ml)

Tab. 2-4: Gerateliste HPLC
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2.4.2 Siulen, Elutionssysteme und Gradienten zur Trennung von

Inositolphosphaten

Generell eignen sich starke  Anionenaustauscher mit einer quaternédren
Ammoniumfunktion, die iiber einen hydrophilen Spacer an die Matrix gebunden ist, gut zur
chromatographischen Trennung von Inositolphosphaten. Die Trennleistung der Anionenaus-
tauschersdulen wird im wesentlichen durch die Matrix beeinflusst, an der die austauschende
Gruppe hédngt. Die Matrix der Resource-Q-Sdule (Pharmacia) besteht aus monodispersen
Polystyrolpartikeln mit einem Durchmesser von 15 pum. Aufgrund der kleinen Porengréf3e von
20-1000 nm sollten die Proben keine Partikel enthalten, da sonst die Poren leicht verstopft
werden konnen. Das Material weist eine gute Trennleistung auf und ldsst sich fiir die
analytische Trennung sehr gut verwenden. Eine bedeutend hohere Trennleistung kann mit der
Mono-Q-Sédule (Pharmacia) erreicht werden, deren Matrix aus 10 um Polystyrolpartikeln
besteht und entsprechend kleinere Porengroflen aufweist. Auch hier ist es wichtig, dass die
Proben keine Partikel enthalten. Diese wiirden von dem Sédulenmaterial zuriickgehalten, was
zu einer deutlichen Erhohung des Gegendrucks fiihrt und gleichzeitig die Trennleistung
erheblich beeintrdchtigt. Fiir die pridparative Trennung der Inositolphosphate wurde der
Mono-Q-Sédule HR 10/10 eine Resource-Q-Sdule HR 5/5 vorgeschaltet. Das Elutionssystem

(Tab. 2-5) in Verbindung mit einem flachen Gradienten gewihrleistete eine hohe Auflosung.

Losung Zusammensetzung
A bidestilliertes Wasser
B 100 mM HC1/ 600 mM LiCl
C (Farbstofflosung) 2 M Tris/HCI pH 8,5 (Roth)

200 uM PAR (Fluka)

30 uM YCl; (Aldrich)
10% (v/v) Methanol (Roth)
in bidestilliertem Wasser

Tab. 2-5: Elutionslosungen fiir die praparative Trennung von Inositolphosphaten
Die Elution der hochphosphorylierten Inositolphosphate erfolgte in 120 min mit einem Gradienten
von 0 — 100% B.

Zur Bestimmung der Enzymaktivitit wurde eine schnelle Analysenmethode mit steilem
Gradienten und dem HCI-Elutionssystem (Tab. 2-6) auf der Resource-Q-Sdule HR 5/5
eingesetzt. Diese Methode bedingt eine geringere Auflosung, die dennoch eine genaue

Quantifizierung erlaubt.
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Losung Zusammensetzung
A 2 mM HCI (Roth)
B 500 mM HCI (Roth)
C (Farbstofflosung) 2 M Tris/HCI pH 8,5 (Roth)
200 uM PAR (Fluka)
30 uM YCl; (Aldrich)

10% (v/v) Methanol (Roth)
in bidestilliertem Wasser

Tab. 2-6: Elutionslosungen fiir die Analyse von Inositolphosphatgemischen
Zur Bestimmung der Enzymaktivitiat wurden die hochphosphorylierten Inositolphosphate in 20 min
mit einem Gradienten von 40-100% B eluiert. Die Analyse von ATP-Inositolphosphat-Gemischen
erfolgte in 30 min mit einem Gradienten von 0-100% B.

Auch die Analyse von ATP-Inositolphosphat-Gemische bei Synthese von radioaktiv-
markiertem [B-32P-5]-PP-InsP5 und [B-32P-5],6-bis-PP-InsP4 erfolgte mit einer schnellen
Methode. Hier wurde ein steilerer HCI-Gradient auf der Resource-Q-Sédule HR 5/5 verwendet,

um die Nukleotide nachweisen zu konnen.

2.4.3 Kalibrierung der HPLC-Anlage

Der Phosphatgehalt und damit die Konzentration isolierter Inositolphosphate (InsPg, 6-
PP-InsPs und 5,6-bis-PP-InsP4) wurden nach dem unter 2.3.4 beschriebenen Verfahren
bestimmt. Diese Inositolphosphate wurden als Standards verwendet und zu Beginn jeden

Messzyklus dreifach gemessen.

2.4.4 Regenerierung der HPLC-Siulen

Die HPLC-Sdulen wurden nach zehn (Mono-Q HR 10/10) bzw. zwanzig Messungen
(Resource-Q HR 5/5) regeneriert. Bei gleichzeitiger Elution mit bidestilliertem Wasser
wurden jeweils viermal 1 ml 2 M NaOH (Merck), 1 ml 2 M NaCl (Merck) und 1 ml 1 M HCI
(Roth) liber den Probengeber injiziert. Alle zwei bis drei Monate wurden die Sdulen vor dem
oben beschriebenen Regenierungsverfahren routinemifBig tiber Nacht mit einer Pepsin-
Losung (1 mg/ml Pepsin (Sigma) in 100 mM Essigsdure (Roth) mit 500 mM NaCl) inkubiert.

Zur Entfernung der Enzymlosung wurden die Séulen mit bidestilliertem Wasser gespiilt.
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2.5 Proteinanalytik

2.5.1 Proteinbestimmung

Die Proteingehalte der Proben wurden mit kommerziell erhéltlichen Fertigkits auf der
Basis von Farbreaktionen funktioneller Gruppen der Proteine mit farbstoffbildenden
Reagenzien quantifiziert. Die Intensitdt der gebildeten Farbstoffe korreliert direkt mit der
Konzentration der reagierenden Gruppen und kann photometrisch gemessen werden. Zur
Bestimmung des Proteingehaltes im Bereich von 0,2 mg/ml bis 2 mg/ml Protein wurde der
BioRad D¢ Protein Assay verwendet, der auf einer modifizierten Methode nach Lowry
beruht. Proteinkonzentrationen im Bereich von 2 pg/ml bis 20 pg/ml wurden mit dem Micro
BCA Protein Assay (Pierce) bestimmt. Dieser Test kombiniert die Biuret-Reaktion mit
Bicinchinonsdure als farbstoffbildendem Reagenz. Die Eichung der Proteintests erfolgte mit
Standardldsungen von Rinderserumalbumin (BSA, Sigma) in den entsprechenden

Konzentrationsbereichen.

2.5.2 SDS-Disk-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese'** (SDS-PAGE) wurde nach
der von Laemmli"** beschriebenen Methode in einem Tris-Chlorid-Glycinat-Puffersystem
durchgefiihrt. Fiir alle Versuche wurden 10-12%ige Acrylamidgele verwendet. Eine Mini-
Protean II Gelkammer (BioRad) wurde fiir die Gelelektrophorese benutzt. Die Bestimmung
der relativen Molekiilmassen der elektrophoretisch getrennten Proteine erfolgte durch den
Vergleich der Mobilititen dieser Proteine mit denen von Markerproteinen. Dazu wurden zwei
Standards eingesetzt: Premixed Protein Molecular Weight Marker low range (Boehringer
Mannheim) und SDS-Standard low range (BioRad). Je nach Proteingehalt der Proben wurden
die SDS-Polyacrylamidgele mit Silber oder Coomassie-Brillantblau R250 gefirbt.

2.5.3 Western-Blotting

Proteine wurden von SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch auf Nitrocellulose-
membranen (B85 , 0,45 pum, Schleicher & Schiill) in einer Mini Trans Blot® Kammer
(BioRad) transferiert. Als Transferpuffer wurde 48 mM Tris, 39 mM Glycin pH 9,1
verwendet und die Proteine bei 100 V (max. 300 mA) in 60 — 90 Minuten immobilisiert.
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Zur unmittelbaren Kontrolle des Transfers wurde der Precision Protein Standard Dual
Color (BioRad) verwendet. Die Westernblots wurden nach einer Standardmethode mit

Ponceau S (Serva) angefarbt.

2.5.4 Immunochemische Nachweisreaktionen

Dotblots und Westernblots wurden mit Primérantikdrpern (Penta-His-Antikoérper,
Qiagen; Inositolhexakisphosphatkinase-Antikorper, Affinity Bioreagents) inkubiert. Zum
Nachweis der spezifischen Bindung wurde ein mit Alkalischer Phosphatase konjugierter Anti-
Mouse Ig/ Anti-Rabbit-IgG-Antikérper (BM Chromogenic Western Blotting Kit, Roche)
verwendet. Die Bindung des Sekundérantikdrpers wurde durch die Farbreaktion mit BCIP/
NBT (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat/ Nitroblue Tetrazolium) als blau-violette Férbung
nachgewiesen'>>. Das Protokoll fiir die immunochemische Nachweisreaktion von Proteinen

ist in Tabelle 2-7 wiedergegeben.

Losung Zusammensetzung Dauer
TBS 10 mM Tris/HCI
150 mM NacCl zweimal 10 min
pH 7,5
Blocking-Reagenz 3% BSA in TBS 1 h oder iiber Nacht
TBS/ Tween/ Triton 20 mM Tris/HC1
500 mM NacCl
0,05% Tween 20 (Sigma) zweimal 10 min
0,2% Triton X 100
pH 7,5
TBS 10 min
Primérantikorper in Blocking-Reagenz® 1-2h
TBS/ Tween/ Triton zweimal 10 min
TBS 10 min
Sekundérantikorper 8 U/ 10 ml in Blocking- 1 h

Anti-Mouse Ig/ Anti-Rabbit-IgG-AP  Reagenz

TBS/ Tween/ Triton dreimal 10 min

Tab. 2-7: Protokoll fiilr immunochemische Nachweisreaktionen
a Der Primédrantikorper wurde entsprechend den Vorgaben der Hersteller verdiinnt.
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2.6 Enzymtests

2.6.1 Photometrischer Enzymtest durch eine gekoppelte enzymatische

Reaktion

Dieser von Laussmann® entwickelte Assay ermdglichte eine schnelle halbquantitative
Bestimmung der Enzymaktivitdt der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase im MikromaRstab. 4 nmol 5,6-
bis-PP-InsP, wurden auf einer Mikrotiterplatte mit 50 pl Probe und 50 pl Testreagenz (Tab.
2-8) versetzt und 20 Minuten inkubiert. Das Testreagenz wurde kurz vor Gebrauch frisch
hergestellt. Die Blaufiarbung zeigte die Enzymaktivitit an. Die photometrische Bestimmung
der Extinktion bei 540 nm erlaubte die Abschidtzung der Enzymaktivititen der einzelnen

Fraktionen relativ zueinander.

Substanz Stocklosung Entnahme Konzentration im
Stocklosung [ul] Testreagenz
Bidestilliertes Wasser 404
HEPES-Puffer pH 6,8 (Roth) 200 mM 1000 50 mM
MgCl, (Merck) 50 mM 800 10 mM
EDTA (Sigma) 5 mM 400 0,5 mM
Triton X-100 (Biomol) 1% (v/v) 400 0,1%
Nitro-Blue (Boehringer Mannheim) 5 mM 400 0,5 mM
Glucose-Monohydrat (Merck) 10 mM 400 1 mM
ﬁglll’ngl[;;ﬁ%trlumsalz, Boehringer 10 mM 40 0.1 mM
NADP" (Boehringer Mannheim) 2 mM 80 40 uM
E}Slilz;g:;:-6-Phosphat-Dehydrogenase 700 U/ml 29 5 U/ml
Diaphorase (Sigma) 25 U/ml 40 0,25 U/ml
Hexokinase (Sigma) 2270 U/ml 7 4 U/ml

Tab. 2-8: Testreagenz fiir den 6-PP-InsPs-(5)-Kinase-Farbtest

2.6.2 Nachweis der Enzymaktivitit mit HPLC-MDD-Analyse

Die quantitative Bestimmung der Aktivitidt der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase erfolgte mit der

HPLC-MDD-Analyse. Dazu wurden nach den einzelnen Anreicherungsschritten die
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Fraktionen, die Aktivitdt im optischen Farbtest zeigten, vereinigt. Die zu testende Probe
wurde mit 6 nmol 6-PP-InsPs und 20 mM HEPES-Puffer pH 6,8 auf ein Volumen von 500 pl
verdiinnt und mit 500 pl Testlosung (Tab. 2-9) bei 25°C im Heizblock inkubiert. Die
Reaktion wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durch Einfrieren in fliissigem Stickstoff
gestoppt. Die eingefrorenen Proben wurden mit 1 ml bidestilliertem Wasser in ein HPLC-

Probengefd3 tberfiihrt, nach dem Auftauen direkt in die HPLC-Anlage injiziert und

analysiert.

Komponente Konzentration in der Testlosung
HEPES-Puffer pH 6,8 (Roth) 25 mM
MgCl, (Merck) 10 mM
ATP (Dinatriumsalz, Boehringer Mannheim) pH 6,8 2 mM
Creatinphosphatkinase (Sigma) 2 U/ml
Creatinphosphat (Sigma) 10 mM

Tab. 2-9: Testlosung zur Phosphorylierung von 6-PP-InsPs

Durch die graphische Auftragung der gemessenen InsP;-Umsdtze gegen die
Inkubationszeiten wurde die Enzymaktivitit der Proben nach der Methode der

Anfangsgeschwindigkeiten bestimmt.

2.7 Anreicherung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

2.7.1 Zellaufschluss

2400 ml Zellsuspension (1-10” Zellen/ml) wurden in der Beckmann Zentrifuge (Rotor
TA20, 3-4000 Upm, 5 min) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die Pellets
zweimal mit 400 ml kaltem 20 mM HEPES-Puffer pH 7,2 (Roth) gewaschen. Das Pellet
wurde in 50 mM HEPES pH 6,8 zu einer Zelldichte von 1,5-10° pro ml resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit einer Spritze durch einen Membranfilter mit 5 um Porengrofe
(Nucleopore PC-Membran) gepresst'”® und das Lysat nach mikroskopischer Kontrolle
zentrifugiert (Beckmann Ultrazentrifuge L7-55, Rotor 70Ti, 45000 Upm, 30 min). Die
Uberstéinde wurden abdekantiert und mit kaltem 50 mM HEPES-Puffer pH 6,8 auf das
dreifache Volumen verdiinnt. Das schwammige Pellet, das Membranen und Zellorganellen
enthdlt, wurde verworfen. Aus dem cytosolischen Extrakt wurde die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

angereichert.
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Mit dem Ziel, das Anreicherungsverfahren zu optimieren, wurden Zellen aulerdem durch
Einfrieren und Auftauen sowie durch die Zugabe von 1% Triton X100 aufgeschlossen.
Abweichend von dem etablierten Filteraufschluss wurden 1:10' Zellen aufgeschlossen und
kleinere Sdulen fiir die lonenaustauschchromatographie verwendet (Q-Sepharose: 20 ml

Volumen; SP-Sepharose: 2 ml Volumen, 10 ml NaCl-Gradient zur Elution).

2.7.2 Saulenchromatographie

Die Anreicherung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase erfolgte sdulenchromatographisch bei 8°C.
Mit einer peristaltischen Pumpe (Pharmacia peristaltic pump P1) wurden die Proben
aufgetragen und eluiert. Die Extinktion der Eluate wurde bei 280 nm durch ein UV-
Photometer (Pharmacia LKB Uvicord SII, Iodlampe) gemessen und mit einem Schreiber
(Pharmacia LKB Bromma 2210 2-channel recorder) registriert. Ein Fraktionskollektor
(Pharmacia LKB Bromma 2111 Multirac) ermdglichte die automatische Fraktionierung der
Eluate. Die Aktivitit der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase wurde qualitativ durch den optischen Farbtest
bestimmt. Die quantitative Bestimmung der Enzymaktivitit erfolgte durch HPLC-MDD-

Analysen.

2.7.2.1 Tonenaustauschchromatographie an Q- und SP-Sepharose fast flow

Als Séulenmaterialien wurden Q-Sepharose, ein starker Anionenaustauscher mit einer
quaterndren Trimethylaminogruppe, und SP-Sepharose, ein starker Kationenaustauscher mit
einer Sulfopropylgruppe, verwendet. Sepharose, die Matrix beider lonenaustauscher, ist eine
quervernetzte Agarose mit einer Korngrof3e von 45-165 pm. Die Vorteile dieser Matrix sind
ihre hohe Bindekapazitit, hohe chemische und physikalische Stabilitit sowie die einfache
Handhabung beziiglich Regenerierung und Reinigung.

Der Rohextrakt wurde mit einer FluBrate von 3ml/min auf die Q-Sepharose-Saule
(Pharmacia, Lange 20 cm, ID 2,5 cm, Volumen ca. 100 ml) aufgetragen. Diese Sdule war mit
der SP-Sepharose-Sdule (Pharmacia, Linge 10 cm, ID 1,4 cm, Volumen ca. 20 ml)
verbunden, so dass die Proteine des Rohextraktes, die nicht von der Q-Sepharose retardiert
werden, direkt auf die SP-Sepharose aufgetragen wurden. Die Sdulen wurden mit 250 ml 50
mM HEPES-Puffer pH 6,8 (Roth) gespiilt und anschlieend voneinander getrennt. Eluiert

wurde die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase von der SP-Sepharose durch einen 100 ml Gradienten von

45



2. Material und Methoden

0-150 mM NaCl in 50 mM HEPES pH 6,8 mit einer Flurate von 1 ml/min. Fraktionen 4 2 ml

wurden gesammelt und die aktiven Fraktionen vereinigt. Zwischen 52 ml (80 mM NaCl) und

72 ml (110 mM NaCl) wurden die Fraktionen mit der hochsten InsP;-Kinaseaktivitét eluiert.
Die Sdulen wurden nach jedem Gebrauch mit 1 M NaCl in 50 mM HEPES pH 6,8

regeneriert.

2.7.2.2 Affinititschromatographie an InsP¢-Gel

Das InsPs-Gel wurde von der Arbeitsgruppe Prestwich'®’ synthetisiert. Die 6-PP-InsPs-
(5)-Kinasepriparation wurde nach der Ionenaustauschchromatographie mit 10% (v/v)
Glycerin (Roth) zur Stabilisierung versetzt und mit 50 mM HEPES pH 6,8 auf das doppelte
Volumen verdiinnt. Dieser Extrakt wurde auf eine InsPs-Gelsdule (Lange 6,5 cm, ID 1 cm,
Volumen ca. 5 ml) mit einer Flussrate von 0,35 ml/min aufgetragen. Die Siule wurde dann
mit dem doppelten Sdulenvolumen 50 mM NaCl in 50 mM HEPES pH 6,8 gespiilt. Die
Elution der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase erfolgte mit einem Puls von 0,7 ml 100 uM InsP¢ (Sigma),
50 mM NaCl in 50 mM HEPES pH 6,8 und anschlieBendem Spiilen mit dem doppelten
Saulenvolumen Waschpuffer. Die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase wird durch InsP¢ inhibiert, deshalb
wurde InsPs durch eine nachgeschaltete Q-Sepharose-Siule (BioRad, Volumen 1 ml) direkt
entfernt. Wihrend der Elution wurden Fraktionen 4 1 ml gesammelt und die Aktivitit
iiberpriift. Nach der Vereinigung der aktiven Fraktionen wurden diese mit 20% (v/v) Glycerin
stabilisiert und bei -86°C aufbewahrt.

Das InsPs-Gel wurde nach jedem Gebrauch mit 2 M NaCl in 50 mM HEPES pH 6,8
regeneriert. Eine zusétzliche Reinigung des Affinititsmaterials erfolgte nach jeweils 5 Laufen

mit 100 mM EDTA pH 9 (Sigma). Das Material wurde unter 20% Ethanol (Roth) aufbewahrt.

2.7.2.3 Affinitatschromatographie an anderen Materialien

Die Affinitdtschromatographie an 5’-AMP-Sepharose, ADP-Agarose und ATP-Agarose
(Sigma) erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die InsPs-Affinitétschromatographie.
Abweichend wurden 1 ml Séulen verwendet. Die Elution erfolgte mit einem Puls von 0,5 ml
100 uM ATP in 50 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 6,8 und anschlieBendem Spiilen mit dem

doppelten Sdulenvolumen Waschpuffer.
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Von der Arbeitsgruppe Falck (Department of Biochemistry, UT Southwestern Medical
Center, Dallas, USA) wurde ein 5-PP-InsPs-Derivat zur Verfiigung gestellt. Zur Synthese
eines weiteren Affinitdtsmaterials wurde 1 pmol dieses Derivats an 0,5 ml N-
Hydroxysuccinimid-aktivierte Sepharose 4 (NHS, fast flow, Pharmacia) in Carbonatpuffer pH
9,2 gekoppelt. Nach Inkubation iiber Nacht bei 4°C konnte durch die HPLC-MDD-Analyse
kein freier Ligand mehr nachgewiesen werden. Freie reaktive Gruppen der Matrix wurden mit
Ethanolamin blockiert. Das InsP;-Affinitdtsmaterial wurde zur Anreicherung der InsP;-Kinase

analog zu dem InsP¢-Affinitdtsmaterial verwendet.

2.8 Charakterisierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase durch

Massenspektrometrie

6-PP-InsPs-(5)-Kinasepraparationen wurden nach der Affinitdtschromatographie mit
Strataclean™ Harz (Stratagene) entsalzt und autkonzentriert. Die gebundenen Proteine wurden
durch SDS-PAGE elektroeluiert und elektrophoretisch getrennt. Das Gel wurde mit
Coomassie gefarbt und anschlieBend die Bande der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase knapp
ausgeschnitten. Der Gelspot wurde weiter zerkleinert und in ein silikonisiertes Eppendorfcup
tiberfiihrt. Zur Entfarbung wurde mit 100 pl 25 mM Ammoniumcarbonatpuffer pH 8 / 50%
Acetonitril 10 min gevortext. Der Uberstand wurde verworfen und dieser Waschschritt
solange (drei- bis viermal) wiederholt, bis die Gelstiicke vollstindig entfdrbt waren. Vor dem
,»In-Gel-Verdau* wurden sie einmal mit reinem Acetonitril gewaschen und mindestens 30 min
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.

Fir den ,In-Gel-Verdau®“ der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase wurde eine Trypsinldsung (0,1
mg/ml in 25 mM Ammoniumcarbonat pH 8) frisch hergestellt. Die getrockneten Gelstiicke
wurden mit dieser Losung (10 — 20 pl) rehydratisiert. Vor der Inkubation war ein eventueller
Uberschuss zu entfernen, um die Autoproteolyse des Trypsins zu minimieren. Das
rehydratisierte Gel wurde mit 25 mM Ammoniumcarbonatpuffer pH 8 iiberschichtet und 12
bis 16 h bei 37°C inkubiert. Nach dem ,,In-Gel-Verdau“ wurden die entstandenen Peptide der
6-PP-InsPs-(5)-Kinase aus dem Gel extrahiert (Tab. 2-10). Die vereinigten Uberstinde

wurden in einer Vakuumzentrifuge eingeengt und lyophyllisiert.
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Schritt Extraktionslosung Dauer
Extraktion 20 —40 pl bidestilliertes Wasser
Vortex und Ultraschallbad je 5 min
Extraktion gg; gci {[sr‘;/i(;:riAlmeisensﬁure, einmal wiederholen
Vortex und Ultraschallbad je 5 min
Extraktion 20 — 40 pl reines Acetonitril
Vortex und Ultraschallbad je 5 min

Tab. 2-10: Protokoll zur Extraktion der Peptide nach dem ,,In-Gel-Verdau*

Bei der Nanoelektrosprayionisation werden sehr feine Kapillaren verwendet. Salze,
insbesondere Kationen, in den Proben beeinflussen zum einen stark die Auflosung der
Spektren und filhren zum anderen dazu, dass diese Kapillaren durch Kristallbildung sehr
schnell verstopft werden. Deshalb wurden die proteolytischen Fragmente unmittelbar vor der
Aufnahme der ESI-Massenspektren mit ZipTipucigs (Eppendorf) entsalzt und konzentriert'*®.
Das Peptidgemisch wurde in 10 pl 1% Ameisensédure/ 4% Methanol aufgenommen und an das
entsprechend vorbereitete Sdulenmaterial gebunden. Nach dem Waschen wurden die Peptide
schrittweise mit jeweils 6 pl 1% Ameisensdure/ 60% Methanol und 1% Ameisensdure/ 80%
Methanol eluiert. Mit 1% Ameisensédure/ 60% Methanol, der standardmifBig verwendeten
Elutionslosung, konnten nur wenige Peptide eluiert werden. Erst die Erhéhung der
Methanolkonzentration auf 80% fiihrte zu der effektiven Elution der offenbar hydrophoben
Fragmente der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase von dem C18-Harz.
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2.8.1 Aufnahme und Auswertung der ESI-Massenspektren

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte in Kooperation mit Frau Dr. S. Metzger
(Biologisch-Medizinisches Forschungszentrum, Analytisches Zentrallabor, Heinrich-Heine-
Universitdt, Disseldorf). Die Massenspektren wurden an einem Elektrospray Quadrupol
Time-of-flight Tandemmassenspektrometer (QSTAR Pulsar I, Applied Biosystems MDS
Sciex, Forster City, USA) mit einer Nanoelektrospray-lonenquelle (Protana, Odense,
Déanemark) aufgenommen. Ausgewdhlte Peptide wurden im Tandemmassenspektrometrie-
modus analysiert. Dazu wurden mit Hilfe eines Gitters nur Ionen einer bestimmten
Molekiilmasse in eine StoBkammer durchgelassen, in der durch Zufiihrung eines inerten
Stofgases der Zerfall dieses Peptids induziert wurde. Fiir jedes Peptid wurde die
StoBgaskonzentration und die Kollisionsenergie so ausgewdhlt, dass auswertbare CID-
Massenspektren (collision induced decay) aufgenommen werden konnten. Die erhaltenen
Fragmentionenspektren wurden mit dem Programm Analyst® QS/ Bioanalyst (Applied
Biosystems MDS Sciex) teilweise de-novo sequenziert. Die Massenfingerprints der Peptide
wurden gegen eine Proteindatenbank (NRDB; European Bioinformatics Institute) mit Hilfe
des Mascot-Suchalgorithmus (http://www.matrixscience.com/cgi/index.pl?page=/) abgeglichen.
Die Peptidsequenzen wurden auch dazu verwendet, Datenbanken mit Hilfe der BLAST- and

TBLAST-Programme zu durchsuchen.

2.9 Identifizierung des Gens der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase mit

molekularbiologischen Methoden

Mit den Aminosduresequenzen der einzelnen Peptide aus ESI-MS/MS-Analysen wurden
Protein-, DNA- und EST-Datenbanken durchsucht, um Homologien zu bereits bekannten
Proteinen oder sequenzierten und analysierten Genen zu finden. Zur Identifizierung des Gens
wurden molekularbiologische Methoden eingesetzt, die in Abbildung 2-2 schematisch

dargestellt sind und im Anschluss beschrieben werden.
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Abb. 2-2: Schematische Darstellung der angewendeten molekularbiologischen Methoden
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2.9.1 Verwendete Losungen und Medien

Losung / Medium und Verwendung Zusammensetzung

I. Losungen zur DNA-Isolierung

Tris (Roth) pH 7,6 20 mM
Magnesiumacetat (Merck) 5mM
1. Kernpuffer EDTA (Sigma) 0,5 mM
Saccharose (Merck) 5%
sterilfiltriert
Tris (Roth) pH 7,5 100 mM
EDTA (Sigma) 5mM
2. Protease K Puffer Proteinase K (Roth) 0,1 mg/ml
SDS 1%
sterilfiltriert
HEPES (Roth) pH 7,5 30 mM
Magnesiumacetat (Merck) 10 mM
3. NP40-Lysepuffer zur Isolierung NaCl (Roth) 10 mM
von Zellkernen'>® Saccharose (Merck) 10%
Nonidet P 40 2%
sterilfiltriert
NacCl (Roth) 400 mM
4. SDS-Lysispuffer zur Isolierung von  11is (Roth) 10 mM
Zellkernen'”’ SDS 0,2%
pH 8 sterilfiltriert
Tris (Roth) 10 mM
5. TE-Puffer EDTA (Sigma) 10 mM

pH 8 sterilfiltriert

II. Losungen fiir die Gelelektrophorese von DNA

Tris (Roth) 2M
6. 50x TAE Puffer fiir die Essigsdure (Roth) IM
Agarosegelelektrophorese'*’ EDTA (Sigma) 0,IM

pH 8,3, autoklavieren bei 120°C 15 min

Bromphenolblau (Biomol) 0,25%

Xylencyanol FF (Biomol) 0,25%
7. 6x DNA-Probenpuffer Sucrose (Merck) 40%

in sterilem, nukleasefreiem Wasser

8. Ethidiumbromid-Stockldsung 10 mg/ml in Wasser
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III. Losungen und Medien zur Anzucht von E. coli und Selektion von Transformanten

9. LB-Medium'* (Luria-Bertani) zur
Anzucht von E. coli

Trypton (Roth) 10 g/l
Hefeextrakt (Oxoid) 5¢g/1
NacCl (Roth) 10 g/1

pH 7,5, autoklavieren bei 120°C, 15 min

10. LB-Agar zur Anzucht von E. coli
und Selektion von Transformanten

wie 9. zusitzlich 7 g bzw. 15 g Agar (Oxoid),

autoklavieren bei 120°C, 15 min

nach dem Abkiihlen Zugabe von Ampicillin und/oder

X-Gal

LB-Amp-Platten Ampicillin 100 pg/ml

LB-Amp-X-Gal-Platten =~ Ampicillin 100 pg/ml
X-Gal 40 pg/ml

11. X-Gal-Stocklosung (Roth)

40 mg/ml in Dimethylformamid

12. Ampicillin-Stockldsung (Sigma)

10 mg/ml in Wasser, sterilfiltriert

IV. Medien und Losungen fiir Transformationen

13. SOB-Medium

Trypton (Roth) 20 g/l
Hefeextrakt (Oxoid) 5¢g/1
NacCl (Roth) 0,5 g/l
KCI (Merck) 25 mM

autoklavieren bei 120°C, 15 min, auf 10 mM MgCl,
mit 1M Stammldsung einstellen

14. SOC-Medium

wie 13., nach dem Autoklavieren zusétzlich auf 20 mM
Glucose mit sterilfiltrierter Stammlosung einstellen

15. TB-Puffer

HEPES (Roth) 10 mM
CaCl, (Merck) 15 mM
KCI (Merck) 250 mM

pH 6,7 mit KOH einstellen, MnCl, 55 mM
sterilfiltrieren

Tab. 2-11: Verwendete Puffer, Losungen und Medien

2.9.2 Isolierung und Analyse von genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus Dictyostelium discoideum mit dem DNeasy Tissue Kit

(Qiagen) entsprechend dem Herstellerprotokoll isoliert. Dabei wurde die Ausgangszellmenge

variiert (0,5-4:10" Zellen). Polysaccharidle und RNA sind bei DNA-Isolierungen

problematisch. Da in Dictyostelium hohe Konzentrationen von Polysacchariden zu finden

sind, die offensichtlich zu sehr geringen Ausbeuten bei der Isolierung von genomischer DNA

mit dem Tissue Kit fithren, wurde DNA auch aus den Zellkernen nach konventionellen

Methoden isoliert.

52



2. Material und Methoden

DNA wurde nach einer Vorschrift aus dem Labor von W. Nellen'” isoliert. 1-10°
axenisch gewachsene Zellen wurden durch Zentrifugation (3000 Upm, 10 min) geerntet und
zweimal mit eiskaltem bidestilliertem Wasser gewaschen. Das Zellpellet wurde in 1 ml
Kernpuffer (Tab. 2-11, 1) aufgenommen und nach der Zugabe von 200 ul 20% Triton X100 5
min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation des Zellysats (6000 Upm, 5 min) wurde das
Kernpellet in 300 ul Protease K Puffer (Tab. 2-11, 2) aufgenommen. Die Losung wurde 20
min bei 65°C im Wasserbad inkubiert und anschlieend mit 300 pl Phenol (Roth) versetzt.
Die wissrige Phase wird abgenommen und mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1,
Roth) durch vorsichtiges Mischen extrahiert. Die wéssrige Phase wurde mit Ether zur
Entfernung von Phenolresten gegengeschiittelt. Die DNA wurde durch Zugabe von 2,5
Volumenteilen Ethanol gefillt. Das DNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, kurz an
der Luft getrocknet und bei Raumtemperatur in 50 pl TE-Puffer (Tab. 2-11, 5) mit 10 pl / ml
RNase A (100 mg / ml Stammldsung) inkubiert. Die DNA wurde erneut mit Ethanol gefillt,
gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und in 50 pul TE-Puffer gelost.

DNA wurde nach einem Protokoll von T. Winckler (personliche Mitteilung) isoliert.
2:10° Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet und zweimal mit eiskaltem bidestilliertem
Wasser gewaschen. Das Zellpellet wurde in 10 ml Lysepuffer (Tab. 2-11, 3) aufgenommen
und 5 min kriftig geschiittelt. Nach der Zentrifugation des Zellysats (10.000 g, 15 min) wurde
das Kernpellet in 3ml SDS-Lysispuffer (Tab. 2-11, 4) aufgenommen. Nach Zugabe von 75 ul
Proteinase K-Losung (Qiagen, 20mg/ml) wurde die Losung 2 h bei 65°C im Wasserbad
inkubiert. Der Ansatz wurde mit 9 ml Ethanol (Roth) liberschichtet und die DNA aufgespult.
Die DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen, kurz an der Luft getrocknet und bei
Raumtemperatur 2 Tage in TE-Puffer (Tab. 2-11, 5) geldst.

Da auch mit den konventionellen Methoden DNA nur in geringen Ausbeuten oder mit
starken Verunreinigungen isoliert werden konnte, wurde genomische DNA aus Dictyostelium
mit dem DNeasy Plant Kits (Qiagen) isoliert. Die Ausbeute wurde zunéchst beziiglich der
eingesetzten Zellmenge als Ausgangsmaterial optimiert. Bis zu einer Zellzahl von 4-10’
wurde eine Ausbeute von 25% erreicht. Bei einer grofleren Ausgangszellmenge reduziert sich
die Ausbeute. Weitergehend wurden Zellen vor der chemischen Zelllyse mechanisch durch
Einfrieren und Auftauen aufgebrochen und die Lysiszeit verkiirzt, um die Ausbeute zu
optimieren. Hier zeigte sich, dass nach dem Gefrieraufschluss eine Inkubationszeit von 1 min

in dem Lysispuffer ausreicht, um die Zellen vollstindig zu lysieren. FEine léngere
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Inkubationszeit fiihrte wiederum zu einer geringeren Ausbeute. Unter diesen Bedingungen
wurden ca. 10 pg DNA mit guter Reinheit erhalten, was einer Ausbeute von 50% entspricht.

DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese in horizontalen Flachbettkammern (Mini
oder Mini Wide Sub Cell, BioRad) identifiziert, bei denen die Gele direkt im Puffer lagen.
Fiir den Nachweis wurden 0,5 oder 0,7%ige Agarose (NEEO, Roth) in 1x TAE-Puffer (Tab.
2-11, 6) verwendet. Um die DNA zu visualisieren wurde den Agarosegelen und dem
Elektrophoresepuffer Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zugesetzt. Die Proben wurden mit DNA-
Probenpuffer (Tab. 2-11, 7) im Verhéltnis 5:1 vermischt. Die Elektrophorese erfolgte mit
einer Spannung von 5 — 10 V/cm Laufstrecke. Nach der Elektrophorese konnte die DNA mit
einem Geldokumentationssystem (GelDoc 2000, Biorad) unter UV-Licht (366 nm) detektiert
werden. Die Bestimmung der Grofle und die Quantifizierung der DNA erfolgte durch den
Vergleich mit dem DNA-Lédngenstandard III (Roche). Die Reinheit der DNA wurde
photometrisch durch das Verhéltnis der Absorptionen bei 260 und 280 nm bestimmt. Reine
DNA zeigt ein Absorptionsverhiltnis Asg0/Azs0 von 1,7 bis 1,9. Die Absorption bei 260 nm
erlaubt gleichzeitig die Quantifizierung der DNA (Azs0 = 1 = 50pug/ml).

2.9.3 Primerdesign und Polymerasekettenreaktion

Primer fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden zum einen von den ermittelten
Peptidsequenzen unter Beriicksichtigung der Dictyostelium-spezifischen Codons'*' abgeleitet
(Tab. 2-12). Dabei wurde darauf geachtet, dass der Degenerierungsgrad der Primer aufgrund
der vorgegebenen Aminosduren moglichst niedrig gehalten wurde. Zum anderen wurden
Primer von den entsprechenden DNA- bzw. cDNA-Sequenzen abgeleitet (Tab. 2-13). Die
Sequenzen der jeweils eingesetzten Primerpaare wurden mit dem Programm PrimerFind 3.0
hinsichtlich ihrer Schmelz- und Hybridisierungstemperatur, eventuell auftretender Sekundér-
strukturen sowie der Dimerisierung analysiert. Die Primer wurden von der MWG-Biotech AG

synthetisiert.
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Primer Sequenz

TL1 s® 5 -GATTTTTTTGAAAATAATCCAGATTA-3’

TL2 as®  5-TAATCTGGATTATTTTCAAAAAA(AG)TC-3’

TL3 s® 5 -ATIGATTT(CT)ACICATACIAA-3’

TL4 as®  5-TTIGTATGIGT(AG)AAATCIAT-3’

CT1 s® 5"-ATTGATTT(CT)AC(ACT)CATAC(ACT)AA-3’

CT2 as®  5-TT(AGT)GTATG(AGT)GT(AG)AAATCAAT-3’

CT3 s© 5"-GATCT(CT)AAAATGGGTAC(AT)AGACAACA-3’

CT4 as®  5-TGTTGTCT(AT)GTACCCATTTT(AG)AGATC-3’

CT5s®  5-GA(CT)TT(CT)TT(CT)GA(AG)AATAATCC(AT)G-3

CT5as®  5-C(AT)GGATTATT(CT)TC(AG)AA(AG)AA(AG)TC-3"

CT6s®  5-TTAATTGATTT(CT)ACTCATACTAAA-3’

CT6 as®  5-TTTAGTATGAGT(AG)AAATCAATTAA-3’

CT11.1s  5-C(AT)CCAAC(AT)(CT)T(AC)GA(AG)GA(CT)TTTGA(AG)GAAAA-3’
CT11.2s®  5- C(AT)CCAAC(AT)(CT)T(AC)GA(AG)GA(CT)TTTGA(AG)GAGAA -3’

CT11.1as?
CT11.2as?
CT12s©

5-TT(CT)TC(CT)TCAAA(AG)TC(CT)TC(GT)A(AG)(AT)GTTGGAG-3’

5'- TT(CT)TC(CT)TCAAA(AG)TC(CT)TC(GT)A(AG)AT)GTTGGTG -3’

5-GC(AT)AT(ACT)CCAAA(CT)GG(ACT)GT(AT)GA(CT)AT(ACT)TATTGG-3’

CT12.1as® 5-CCATA(AGT)AT(AG)TC(AT)AC(AGT)CC(AC)TTTGG(AGT)ATAGC-3’

CT12.2as® 5- CCATA(AGT)AT(AG)TC(AT)AC(AGT)CC(ACTTTGG(AGT)ATTGC -3’

Tab. 2-12: Ubersicht iiber die verwendeten degenerierten Oligonukleotide, die von

Peptidsequenzen abgeleitet wurden
In Klammern sind die Basen angegeben, die als Primermischung vorliegen. I: Inosin wurde

anstelle von 4 moglichen Basen eingesetzt; s: Primer in 5’-Richtung; as: Primer in 3’-Richtung
(revers komplementér); a: Peptidsequenz DFFENNPDY; b: Peptidsequenz LIDFTHTK; c:

Peptidsequenz DLKMGTRQH, Teil der konservativen Inositolphosphatbindestelle, die in allen
InsP¢-Kinasen auftritt; d: Peptidsequenz TPTLEDFEEK; e: Peptidsequenz AIPNGVDIYW; f:
Peptidsequenz QFYESLSPDNE
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Primer Sequenz Anmerkungen®
CT7s  5-GAAGATTTAACCTATTTATGTAAATATCCT-3’ 312;7 fej ?gbll.rl(b)
CT7as 5-AGGATATTTACATAAATAGGTTAAATCTTC-3’ ?ngag ?gbl L ®
CT8s  5-CGCTCCAATTGAGAAAATAAAT-3' 312;(242321 fgbll.rl(b)
CT8 as 5-ATTTATTTTCTCAATTGGAGCG-3’ ?ngazl fébl Lr®
CT9s 5-GGGTTTATTAAAATTAATAACATACTTTTA-3’ ?2%1423 16b11.r1©
CT9 as 5-TAAAAGTATGTTATTAATTTTAATAAACCC-3’ ?;;1423 16b11.11©
CT10s 5-CAAAATTTGGTGAATTTGAACTT-3’ 312;2465 ?gbl L11©
CT10as 5-AAGTTCAAATTCACCAAATTTTG-3’ 3123)’?465 Tgb 11.01©
CT15s 5-AAATAAAAATAGGTACCATGGTCCTTAGTAAACAAATTGTA-3 cDNA VFM264@
CT16as 5-TTGATTTTATTTTTATTCTAGATACAATTTTACCATCATTTTA-3 cDNA VFM264@
15);‘;1?;(1 5"-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’ AOX1 Gen®

;ﬁgjﬂ 5"-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ AOX1 Gen®

Tab. 2-13: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide, die von DNA-Sequenzen
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abgeleitet wurden

a: Die Oligonukleotide wurden von DNA-Sequenzen der angegebenen Klone abgeleitet. nt:
Position der Nukleotide in der Sequenz; b: Sequenz der Inositolphosphatbindestelle eines
Dictyostelium Klons aus dem Genomsequenzierungszentrum Jena, die Homologien zu InsPg-
Kinasen zeigt; ¢: Primer zur Amplifikation der kompletten Sequenz des Klons aus dem
Genomsequenzierungszentrum Jena; d: Primer fiir die Uberexpression mit zwei neu generierten
Restriktionsstellen an den Enden der cDNA-Sequenz, um das PCR-Produkt in der richtigen
Orientierung in den pPIC6a A-Expressionsvektor einzusetzen; e: Primer fiir die Amplifikation des

Alkoholoxidasel-Gens in Pichia pastoris Transformanten
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Die PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde in einem Thermocycler

(Tpersonal, Biometra) durchgefiihrt. Es wurden Tag- und Vent-DNA-Polymerasen eingesetzt

(Tab. 2-14). Ebenso wurden hot-start-PCRs unter Verwendung des HotStarTaq Master Mix

Kit (Qiagen) durchgefiihrt, um unspezifische Produktbildungen zu minimieren. Die

Polymerase-Kettenreaktion musste bei Dictyostelium aufgrund des hohen AT-Gehaltes der

DNA und des Degenerierungsgrades einiger Primer optimiert werden. Dazu wurde der

Einfluss der Template-, Primer- und Mg**-Konzentration untersucht. Bei der Amplifikation

AT-reicher DNA ist es sinnvoll, die Extensionstemperatur zu reduzieren um die Ausbeute zu

erhohen'*”. Der Einfluss der Extensionstemperatur auf die Ausbeute wurde untersucht.

Tabelle 2-15 gibt optimale Zeiten und Temperaturen der einzelnen Schritte wieder.

Taq-DNA-Polymerase

Vent-DNA-Polymerase

(Roche) (Promega)
10x Polymerasepuffer 10% 10%
dNTP-Mix 3 (Roth) 0,2 mM 0,2 mM
Primer I 0,2—-1uM 0,2-1uM
Primer II 0,2—-1uM 0,2-1uM
MgCl, 0 -4 mM 04mM
Template-DNA Sng-1pg Sng-1pg
Polymerase 1U/50 pl 0,5-1U/ 50 pl
nukleasefreies Wasser ad 50 pl ad 50 pl

Tab. 2-14: Zusammensetzung der PCR-Ansitze

Als Template-DNA wurden entweder 0,1 — 1 pg genomische DNA oder 5 — 200 ng Plasmid-DNA

eingesetzt.
Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1 94 0,5-1 Denaturierung
2 37-60 1 Annealing der Primer
3 68 1-2 Amplifikation
4 68 8 Extension
5 26 1 Abkiihlen

Tab. 2-15: PCR-Programm

Bei der hot-start-PCR wurden die Reaktionsansétze zu Beginn 15 min auf 94°C erhitzt, um die
Polymerase zu aktivieren. Die Annealing-Temperatur ist abhéngig von den verwendeten
Primerpaaren und dem DNA-Template. Die Schritte 1-4 wurden in einer Programmschleife 25-

35mal wiederholt.
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PCR-Amplifikate wurden je nach GroBe in 0,7-1,2% Agarosegelen analysiert. In
Abhingigkeit von der weiteren Verwendung wurden die PCR-Produkte nach priparativer
Elektrophorese aus dem Gel mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert oder
direkt aus den PCR-Ansétzen mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Boehringer
Mannheim) gereinigt. Abweichend von den Protokollen der Hersteller wurden die PCR-

Produkte generell mit 50 mM Tris pH 8,5 eluiert.

2.9.4 Klonierung von DNA-Fragmenten in Vektoren, Transformation in

E. coli und Plasmidisolierung

DNA-Fragmente, die in den pUC18-Vektor eingesetzt werden sollten, wurden durch PCR
mit Vent-Polymerase in 100 pl-Reaktionsansétzen synthetisiert und gereinigt. Vektor-DNA (4
ng) wurde mit 30 U Smal (Roche) blunt-end geschnitten. Die linearisierte Plasmid-DNA
wurde 20 min bei 65°C zur Deaktivierung des Restriktionsenzyms inkubiert und anschlie3end
mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) gereinigt. 25 ng Vektor-DNA und
50 ng PCR-Produkt wurden fiir die blunt-end Ligation eingesetzt. Die Ligation erfolgte mit
dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche) nach Vorschrift und wurde durch Agarosegel-
elektrophorese tiberpriift.

Transformationskompetente Zellen (E. coli DH5a) wurden nach der Vorschrift von
Inoue'*? hergestellt. Dazu wurde E. coli DH5a in 100 ml SOB-Medium (Tab. 2-11, 13) bei
22,5°C bis zu einer ODggp = 0,6 angezogen. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert und
anschlielend zentrifugiert ( < 2000 g, 4°C, 5 min). Das Zellpellet wurde in 30 ml TB-Puffer
(Tab. 2-11, 15) resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und wieder zentrifugiert. Nach der
Resuspension in 8 ml TB-Puffer wurde Dimethylsulfoxid (Sigma, Endkonzentration 7%)
zugegeben, weitere 10 min auf Eis inkubiert und 200 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Vor der Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut.

10 pl des Ligationsansatzes wurden zu 200 ul kompetenten DHS5a-Zellen gegeben und
30 min auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock (42°C, 30 s) wurden die transformierten
Zellen 3 min auf Eis gekiihlt und nach der Zugabe von 800 pl SOC-Medium (Tab. 2-11, 14) 1
h bei 37°C inkubiert. Auf LB-Amp-X-Gal-Platten (Tab. 2-11, 10) wurden 10 — 200 pl
Zellsuspension ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht bebriitet. Einzelne weifle Kolonien

wurden von den Selektiv-Agarplatten gepickt, in 30 ml LB-Medium (Tab. 2-11, 9, 100 pg/ml
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Ampicillin) iiberfithrt und tiber Nacht bei 37°C unter Selektionsdruck mit 120 Upm
geschiittelt. Diese Ubernachtkulturen wurden erneut ausplattiert.

Aus Ubernachtkulturen wurde Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, 3-4-10° Zellen) oder priparativ mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen, 2-
5-10"" Zellen) gereinigt. Die Restriktionsanalyse der Plasmide wurde mit 10 U Restriktions-
endonucleasen in den entsprechenden Reaktionspuffern in einem Gesamtvolumen von 50 pl
nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt und in Agarosegelen (1,2%) iiberpriift. Einige

Plasmide wurden sequenziert.

2.9.5 Uberexpression einer cDNA in Pichia pastoris

Durch BLAST-Suchen in der cDNA-Datenbank (Tsukuba, Japan) konnten einige
Peptidsequenzen aus der de-novo-Sequenzierung von ESI-CID-Massenspektren einem cDNA-
Klon (VFM264) zugeordnet werden. Die cDNA befindet sich zwischen den Dralll-
Restriktionstellen der Multicloningsite des Ampicillin-resistenten ~ Plasmidvektors
pMEI18SFL3, der in E. coli DH10B transformiert vorlag. Die erhaltene Stockkultur wurde auf
LB-Agarplatten (50 pg Ampicillin/ ml) ausgestrichen und Fliissigkulturen (LB-Medium, 50
ug Ampicillin/ ml) angeimpft. Die Plasmid-DNA wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) isoliert und sequenziert.

Das Gen wurde mit Hilfe des pPIC6a A Expressionsvektors (pPIC6a Starter Kit,
Invitrogen) in das Pichia pastoris Genom integriert. Es wurde versucht, das sekretierte
rekombinante Protein iiber den Polyhistidin-Tag nachzuweisen und zu reinigen. Dieser
Versuch wurde nach den mitgelieferten Skripten der Firma Invitrogen durchgefiihrt (pPIC6a
A, B, C: Pichia expression vectors for selection on blasticidin and purification of secreted
recombinant proteins, instruction manual; EasySelect Pichia Expression Kit: A Manual of
Methods for Expression of Recombinant Proteins Using pPICZ und pPICZa in Pichia
pastoris; Pichia Expression Kit: A Manual of Methods for Expression of Recombinant
Proteins in Pichia pastoris; Invitrogen, www.invitrogen.com). Als Kontrolle diente ein

mitgeliefertes pPIC6o/HSA Plasmid.
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2.9.5.1 Verwendete Losungen und Medien

Losung / Medium und Verwendung

Zusammensetzung

I. Losungen und Medien zur Anzucht von E. coli und Selektion von Transformanten

1. LB-Medium (Low salt) zur
Anzucht von E. coli

Trypton (Roth) 10 g/1
Hefeextrakt (ICN) 5S¢/l
NaCl 5¢g/l1

pH 7,0, autoklavieren bei 120°C, 15 min

2. LB-Agar zur Anzucht von E. coli
und Selektion von Transformanten

wie 2. zusétzlich 15 g Agar (Oxoid),
autoklavieren bei 120°C, 15 min, nach dem Abkiihlen
Zugabe von Blasticidin (50 pg/ml)

3. Blasticidin-Stockldsung
(Invitrogen)

10 mg/ml in Wasser

II. Losungen fiir die Transformation von Pichia pastoris und die Selektion

4. YPD-Medium

Trypton 20 g/l
Hefeextrakt 10 g/1

autoklavieren bei 120°C, 15 min, Zugabe von 100 ml/Il
20% sterilfiltrierter Glucoselosung

je nach Verwendung werden 300 pg/ml Blasticidin
zugesetzt

5. YPDS-Agarplatten

Trypton 20 g/1
Hefeextrakt 10 g/l
Sorbitol 1M

Agar 20 g/1

autoklavieren bei 120°C, 15 min, Zugabe von 100 ml/l
20% sterilfiltrierter Glucoselosung

je nach Verwendung werden 300 pg/ml Blasticidin
zugesetzt

6. Sorbitollosung

IM

ITII. Puffer fiir die Isolierung genomischer DNA aus Pichia pastoris

7. Sorbitolpuffer

Sorbitol 1M
Natriumcitrat 10 mM
EDTA 10 mM
Dithiotreitol 10 mM
pH 7,5
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IV. Medien und Losungen zur Expression des rekombinanten Proteins

8. 500x Biotin (Sigma)

0,2% in Wasser sterilfiltriert

YNB 17 g/ 500 ml
9. 10x YNB (Yeast Nitrogen Base) (NH4),SO4 50 g/ 500 ml
sterilfiltriert
10. Kaliumphosphatpuffer KH,PO, 1 M 868 ml
pH 6,0 autoklavieren bei 120°C 15 min
Trypton 20 g/1
Hefeextrakt 10 g/l

Autoklavieren bei 120 °C 20 min

11. BMGY Nach dem Abkiihlen Zugabe von 2 ml /1 500x Biotin,
100 ml/1 10 x YNB, 100 ml 10% Glycerin und 100 ml/1
1M Kaliumphosphatpuffer
Wasser autoklavieren bei 120 °C 20 min
Nach dem Abkiihlen Zugabe von 2 ml /1 500x Biotin,

12. BMMY

100 ml/1 10 x YNB und 100 ml/1 1 M
Kaliumphosphatpuffer und 0,5% Methanol

13. Aufschlusspuffer fiir Pichia pastoris

Na3PO4 50 mM
EDTA 1 mM
Glycerin 5%

pH 7,5 frisch hergestellt, unmittelbar vor Gebrauch wird
PMSF (1 mM Endkonzentration) zugegeben

14. Phenylmethylsulfonylfluorid

100 mM in Ethanol

V. Losungen fiir die Reinigung rekombinanter Proteine an Ni-Chelatsiulen

15. NaCl 600 mM pH 7,4
Na;PO, 20 mM
NaCl 500 mM
16. Waschpuffer pH 7

17. Elutionspuffer

wie 16. mit 500 mM Imidazol
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VI. Losungen fiir Northern-Blots

(alle Losungen wurden mit RNase-freiem Wasser hergestellt)

Natriumacetat 50 mM

18. AE-Puffer EDTA (Sigma) I mM
pH 5,3 sterilfiltriert

19. Natriumacetat 3 M, pH 5,3 sterilfiltriert
MOPS (Roth) 200 mM

20. 10x Puffer fiir die Natriumacetat - H,O (Merck) 50 mM

Agarosegelelektrophorese EDTA (Sigma) 10 mM

pH 7 mit NaOH, autoklavieren bei 120°C 15 min
Puffer (20.) 1x

21. FA-Laufpuffer Formaldehyd (Sigma) 2,5M
Bromphenolblau (Biomol) 0,25%
EDTA (Sigma) 4 mM
Formaldehyd (Sigma) 0,9M

22. 5x RNA-Probenpuffer Glycerin (Roth) 20%
Formamid (Sigma) 30,1%
FA-Puffer 4x
in sterilem, RNase-freiem Wasser
NaCl 3iM

23. 20x SSC Tri-Natriumcitrat 0,3M
pH 7

24. SDS 2%

25. NaOH 0,05 M
SSC 5x
Blockierungsreagenz 2%
N-Lauroyl-Sarcosin 0,1%
NaCl 0,1%

26. Hybridisierungspuffer SDS 0,02%
Formamid 50%

Verwendung als Prahybridisierungslésung und
Hybridisierungslosung nach Zugabe DIG-markierter
Sonden

Maleinséure (Sigma) 0,1 M
27. Maleinséurepuffer NaCl 0,15M
pH 7,5 autoklavieren bei 120°C 15 min
28. Waschpuffer wie 27. mit 0,3% Tween 20
) locki 15 10x Blockierungsstammldsung 10 m1/100 ml
9. Blockierungslosung Maleinsdurepuffer 90 ml/100 ml
Tris 0,1M
30. Detektionpuffer NaCl 0,1 M
pH 9,5

Tab. 2-16: Puffer, Losungen und Medien fiir die Uberexpression in P. pastoris
RNase-freies Wasser wurde durch Zugabe von 0,1% Diethylpyrocarbonat hergestellt. Das Wasser
wurde 24 h bei 37°C inkubiert und dann 15 min bei 120°C autoklaviert.
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2.9.5.2 Konstruktion und Transformation der Vektoren in Pichia pastoris

Von der cDNA-Sequenz VFM264 wurden Primer vom 5’-Ende (CT15s: 5'-
AAATAAAAATAGGTACCATGGTTCTTAGTAAACAAATTGTA-3") und 3’-Ende (CT16as: 5'-
TTGATTTTATTTTTATTCCTAGATACAATTTTACCATCATTTT-3") abgeleitet. Dabei wurde
das Startcodon des Gens beibehalten, wihrend das Stopcodon ausgeschlossen wurde. Mit
Hilfe der Primer wurden zwei neue Restriktionsschnittstellen (5'-Ende: Kpnl; 3"-Ende: Xbal)
generiert, um das Gen in der richtigen Orientierung in den Expressionsvektor einzusetzen.
Von den im Kit enthaltenen Vektoren wurde der pPIC6a A verwendet, so dass das
rekombinante Protein das sekretorische Signal am N-terminalen Ende und den Polyhistidin-
Tag am C-terminalen Ende besitzt. Die PCR wurde mit dem HotStarTaq Master Mix Kit
(Qiagen) in 100 pl-Ansdtzen bei einer Annealing-Temperatur von 55°C in 30 Zyklen
durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde gereinigt, mit Kpnl und Xbal (Roche) geschnitten und
nochmals gereinigt. Die Ligation des PCR-Produkts in den linearisierten pPIC6a. A-Vektor
erfolgte mit dem Rapid DNA-Ligation Kit (Roche). 10 pl des Ligationsansatzes wurden in E.
coli DH5a transformiert und die Transformanten auf LB-Agarplatten (Tab. 2-16, 2) mit
geringer Salzkonzentration unter Selektionsdruck (50 pg/ ml Blasticidin, Invitrogen)
ausgestrichen. Es wurden Klone gepickt, in LB-Medium (Tab. 2-16, 1) angezogen und
Plasmid-DNA isoliert. Zur Kontrolle wurden die Plasmide mit Kpnl/Xbal geschnitten. Nach
priparativer Plasmidisolierung wurde die DNA (18 pg) mit 25 U Sacl (Roche, 1000 pl
Gesamtvolumen) linearisiert, aufkonzentriert (Microcon 100, Amicon) und gereinigt. Die
Plasmid-DNA wurde gefriergetrocknet und in 10 pl sterilem, bidestilliertem Wasser
aufgenommen.

Pichia pastoris X33 wurde in YPD-Medium (Tab. 2-16, 4) nach Skript angezogen und
fiir die Elektroporation prépariert. 80 pl kompetente Zellen wurden mit 8 pg linearisierter
Vektor-DNA vermischt. Die Transformation erfolgte durch Elektroporation mit dem
Genepulser (BioRad, 0,2 cm-Kiivette, 1 pF, 1kV) mit einem bzw. drei Pulsen. Nach der
Inkubation bei 30°C wurden jeweils 50 und 200 pl der Transformationsansdtze auf YPDS-
Agarplatten (Tab. 2-16, 5, 300 pg/ ml Blasticidin) ausgestrichen und 2 bis 3 Tage bei 30°C
inkubiert. Es wurden 15 Klone gepickt und erneut auf YPDS-Agarplatten unter

Selektionsdruck ausgestrichen.
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Durch PCR von genomischer DNA der Transformanten und Einzell-PCR mit den
Primerpaaren CT15s/ CTl6as und 5°AOX1/ 3'AOX1 wurde iberpriift, ob der
Expressionsvektor in das Genom integriert wurde. Zur Isolierung von genomischer DNA aus
Pichia pastoris wurden 1-10” Zellen bei 5000g 10 min zentrifugiert, in 800 ul Sorbitolpuffer
(Tab. 2-16, 7) resuspendiert und 2 h mit 300 U Lyticase (Sigma) bei 37°C inkubiert. Die
Spheroblasten wurden durch Zentrifugation geerntet und DNA anschlieBend mit dem QIAmp
Tissue Kit (Qiagen) isoliert. Fiir die Einzell-PCR wurden einzelne Klone von YPDS-
Agarplatten gepickt, in 10 pl Wasser resuspendiert, mit 25 U Lyticase 10 min bei 37°C
inkubiert und dann in fliissigem Stickstoff 10 min tiefgefroren. 5 ul des aufgetauten Lysats

wurden mit den Primerpaaren CT15s/ CT16as oder 5’AOX1/ 3"AOX1 amplifiziert.

2.9.5.3 Methanolinduzierte Expression des rekombinanten Proteins

Die Expression rekombinanter Proteine in Pichia pastoris erfolgte nach dem EasySelect
Pichia Expression Skript. Zur Kontrolle wurde die Mutante, die rekombinantes
Humanserumalbumin sekretiert, und der Wildtyp X33 untersucht. 2 Klone, die das cDNA-
Gen enthalten (CT3/ CT5), wurden kultiviert. Abweichend vom Skript wurden 500 pl-
Vorkulturen (YPD-Medium mit 300 pg/ ml Blasticidin) von YPDS-Agarplatten angesetzt und
bei 30°C mit 220 Upm tiiber Nacht geschiittelt. Mit diesen Kulturen (ODggp = 2-6) wurden 100
ml BMGY-Medium (Tab. 2-16, 11) angeimpft und {liber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden
zentrifugiert (1500 g, 5 min) und in BMM-Medium (Tab. 2-16, 12) resuspendiert (ODgpo = 1).
Wihrend der Expression wurden alle 24 h Proben genommen und Methanol (0,5% End-
konzentration) ergdnzt. Von den Proben wurde die ODgoy zur Wachstumskontrolle bestimmit.
Die Zellen wurden abzentrifugiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —76°C
aufbewahrt.

Der Uberstand wurde durch SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Der
immunochemische Nachweis des Polyhistidin-Tags der sekretierten rekombinanten Proteine
erfolgte mit dem Penta-His Antikorper (Qiagen) und dem BM Chromogenic Western Blotting
Kit (Roche; s. Kap. 2.5.4). Fiir diese Analysen wurde der Uberstand direkt verwendet oder
aufkonzentriert. Dazu wurde entweder Strataclean Harz (Stratagene, vor der SDS-PAGE)
eingesetzt oder die Proben ultrafiltriert (Microcon YM 10 fiir Volumina bis 1 ml, Centriprep

YM 10 fiir groBere Volumina, Amicon).
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Die Zellpellets wurden nach Skript in Aufschlusspuffer (Tab. 2-16, 13) resuspendiert und
mit Glasperlen (Roth) aufgeschlossen. Die Uberstinde des Zellysats wurden nach
Zentrifugation analog zu den Proben des Mediums analysiert.

Es wurde versucht, die rekombinanten Proteine iiber Nickel-beladene HiTrap
Chelatsdulen (Pharmacia, 1 ml-Fertigsdulen) zu reinigen. Dazu wurden die Proben mit dem
doppelten Volumen 600 mM NaCl versetzt, der pH auf 7,4 eingestellt und mit 1,5 ml/min auf
die Séulen aufgetragen. Die Sdulen wurden mit 10 ml Waschpuffer (Tab. 2-16, 16)
gewaschen und das rekombinante Protein mit 5 ml Elutionspuffer (Tab. 2-16, 17) eluiert. Die
Eluate wurden mit Centripreps aufkonzentriert und mit 50 mM HEPES pH 6,8 umgepuftert.

Alle Proben wurden nach der Inkubation mit 6-PP-InsPs durch HPLC-MDD-Analyse
(Kap. 2.6.2) auf Aktivitit der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase untersucht.

2.9.5.4 Northern-Blot-Analyse der Pichia Mutanten

Durch Northern-Blot-Analyse sollte die Transkription des Gens tlberpriift werden. Die
Gesamt-RNA wurde aus Pichia pastoris nach einem Standardprotokoll (EasySelect Pichia
Expression Handbuch) isoliert, in Formaldehyd-Agarosegelen (1,2%, Tab. 2-16, VI) getrennt
und auf eine Nylonmembran (Schleicher & Schiill) transferiert. Dazu wurde das fertige Gel
10 min in RNase-freiem Wasser, 15 min in 0,05 M NaOH und anschlieBend 10 min in 10x
SSC-Puffer inkubiert. Der Transfer erfolgte in 20 — 40 h in 20x SSC-Puffer. Die Membran
wurde 1 min in 10x SSC-Puffer gewaschen und die RNA durch Erhitzen auf 80°C im
Vakuum (2h) fixiert.

Fiir die Hybridisierung der mRNA wurden DIG-markierte DNA-Sonden mit dem PCR
DIG-Probe Synthesis Kit (Roche) durch PCR von der cDNA synthetisiert (Primer CT 15s/
CTl16as, Annealing-Temperatur 50°C, 30 Zyklen). Zur Hybridisierung der mRNA mit den
Sonden wurde das DIG-DNA Labelling Kit (Roche) verwendet. Die Membran wurde 3 h in
einer Priahybridisierungslosung (Tab. 2-16, 26) bei 42°C inkubiert. Die Sonden wurden kurz
vor Gebrauch 5 min auf 95°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und 1:1000 in Hybridisierungspuffer
verdiinnt. Der RNA-Blot wurde 36 h bei 42°C hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde
die Membran in mehreren Schritten gewaschen (Tab. 2-17). Die Detektion der Markierung
erfolgte nach der Standardvorschrift. Der Blot wurde auf einem Hyperfilm fmax 17 bzw. 48 h

exponiert.
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Losung Bedingungen
2x SSC 0,1% SDS zweimal 5 min bei Raumtemperatur
2x SSC 0,1% SDS zweimal 15 min bei 42°C
1x SSC 0,1% SDS 10 min bei 42°C
1x SSC 0,1% SDS 10 min bei 42°C
0,5x SSC 0,1% SDS 10 min bei 65°C
0,1x SSC 0,1% SDS 10 min bei 65°C

Tab. 2-17: Protokoll der Waschschritte nach der Hybridisierung von mRNA

2.10 Experimente zu physiologischen Funktionen der PP-InsPs

2.10.1 Radioaktive Markierung von 5-PP-InsPs und 5,6-bis-PP-InsPs mit
[y-*P]-ATP

In einem Gesamtvolumen von 10 ml wurden 30-40 mU einer 6-PP-InsPs-(5)-
Kinasepriparation (nach Ionenaustauschchromatographie) mit [y->’P]-ATP (Amersham,
Redivue Code AA0018, Standard Code Pb 10218, 100 uCi) und InsPs oder 6-PP-InsPs (12
uM, isoliert aus D. discoideum) iber Nacht bei 20°C unter ATP-regenerierenden
Bedingungen inkubiert (Tab. 2-18).

Komponente Konzentration im Inkubationsansatz

ATP (Dinatriumsalz, Boehringer Mannheim) 100 uM
[y-*P]-ATP (Amersham, 100 pCi) 0,02 M
Creatinphosphat (Sigma) 200 uM
Creatinphosphatkinase (Sigma) 2U/ml
MgCl, (Merck) 10 mM
6-PP-InsPs-(5)-Kinase (aus D. discoideum 6 - 10 mU/ml
angereichert)

Tab. 2-18: Inkubationsansatz fiir die radioaktive Markierung von PP-InsPs

Zur Isolierung der radioaktiv markierten Diphosphoinositolphosphate wurde der
Inkubationsansatz auf eine mit 0,5 ml Q-Sepharose fast flow gefiillte Poly-Prep-Saule (Bio-
Rad) aufgetragen. Nach dem Spiilen mit 5 ml bidestilliertem Wasser wurde ATP mit 20 ml
200 mM NaCl eluiert. Im Anschluss wurden die radioaktiv markierten Diphosphoinositol-
phosphate mit einem Puls von 500 pul 2 M NaCl und 1000 pl bidestilliertem Wasser von der
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Sdule geldst. Zur vollstindigen Abtrennung von ATP wurde das Eluat 10 Minuten mit
Aktivkohle (Sigma) inkubiert und die Aktivkohle durch Ultrafiltration (Micropure 0,22 pum,
Amicon) entfernt. Die Markierung der Diphosphoinositolphosphate wurde durch

Szintillationsmessung quantifiziert.

2.10.2 Priparation der Zellextrakte

2.10.2.1 Cytosolische und Membranextrakte

Fiir die nachfolgenden Markierungsversuche von Zellextrakten mit [B->>P-5]-PP-InsPs
und [B-**P-5],6-bis-PP-InsP; wurden 2:10° Zellen aufgeschlossen. Die gewaschenen Zellen
wurden in 20 ml Puffer (10 mM MgCl,, 50 mM HEPES pH 6,8) aufgenommen und durch
einen Membranfilter mit 5 pm Porengrofle (Nucleopore PC-Membran) gepresst. Der
cytosolische Extrakt wurde nach der Ultrazentrifugation (Beckmann Ultrazentrifuge L7-55,
Rotor 70Ti, 45000 Upm, 20 min) aufbewahrt. Das Pellet wurde 2mal mit Aufschlusspuffer

gewaschen und lieferte die Membranpriparation.

2.10.2.2 Kernfraktion und solubilisierte Membranproteine

5-10° Zellen wurden nach dem Waschen in 100 ml Puffer (0,5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,
in 50 mM HEPES pH 8,2) resuspendiert und durch einen Filter aufgeschlossen. Das Zellysat
wurde zentrifugiert (3000 Upm, 20 min) und das Kernpellet 2mal gewaschen. Die vereinigten
Uberstinde wurden erneut zentrifugiert (45000 Upm, 20 min). Nach der Resuspension des
Membranpellets in 7,5 ml Puffer wurden Membranproteine entweder mit 10 mM EDTA oder
mit 250 mM NaCl solubilisiert, zentrifugiert (45000 Upm, 20 min) und gewaschen. Die
Uberstinde wurden entsalzt (Microcon YM 10, Amicon) und die Pellets in Aufschlusspuffer

resuspendiert.

2.10.3 Phosphorylierung von Proteinen durch Diphosphoinositolphosphate

Fiir die Phosphorylierungsexperimente wurden die Zellextrakte (I mg/ml Protein) mit
Creatinphosphat (10 mM) und Creatinphosphatkinase (2 U/ml) 30 Minuten vorinkubiert, um
sicherzustellen, dass in den Zellextrakten vorhandenes ADP zu ATP phosphoryliert wird. Die
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Inkubationen erfolgten bei Raumtemperatur mit jeweils 275 uM [B->*P-5],6-bis-PP-InsP, oder
[B-32P-5]-PP-InsP5. Zur Kontrolle wurden die Zellextrakte unter den gleichen Bedingungen
mit [y-"P]-ATP (275 puM) inkubiert. Als weitere Kontrolle wurde Rinderserumalbumin
analog zu den Zellextrakten eingesetzt.

Untersucht wurden die Zeitabhingigkeit der Markierung, indem die Inkubationen mit [3-
32p-5]-PP-InsPs, [B-"2P-5],6-bis-PP-InsP4 bzw. [y-“P]-ATP nach 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60 und
120 min durch Kochen der Proben mit SDS-Probenpuffer oder durch Zugabe von 10%
Trichloressigsdure (Endkonzentration 3%) gestoppt wurden.

Zur Untersuchung der Abhédngigkeit der Markierung von der eingesetzten Protein-
konzentration wurden 100, 200, 300, 400 und 500 pg cytosolische Proteine mit 10 uM
isotopenmarkierten Diphosphoinositolphosphaten 10 min inkubiert. Die Proteine wurden mit
TCA gefillt, abzentrifugiert und resuspendiert.

Proben wurden 10 min mit 16, 59, 97, 160 und 270 uM (nur InsPg) isotopen-markierten
PP-InsPs inkubiert. Nach den Inkubationen wurden die Proteine durch Zugabe von TCA
gefillt und zentrifugiert. Die Abhingigkeit der Proteinmarkierung von der Diphosphoinositol-
phosphatkonzentration wurde nur szintigraphisch analysiert.

AuBerdem wurden vor allem die Membranfraktionen weiter vorbehandelt. Die
Membranproteine wurden solubilisiert (1% SDS) oder denaturiert (95°C oder 1%SDS, 95°C).
Des Weiteren wurde der Einfluss von Phosphataseinhibitoren (Phosphataseinhibitorcocktail I,
Sigma) untersucht. Nach den Inkubationen wurden aus den Membranfraktionen die 16slichen
von den unldslichen Proteinen durch Zentrifugation (3000 Upm, 3 min) getrennt und die
Pellets resuspendiert. Zum Teil wurden Proteine durch Trichloressigsdure (3%) gefdllt und
vor der weiteren Analyse ebenfalls resuspendiert.

Die Phosphorylierung von Proteinen durch [B->2P-5],6-bis-PP-InsP4 oder [B->*P-5]-PP-
InsPs wurde durch Szintillationsmessung (Szintillationscocktail Quicksafe A, Zinsser)
iiberpriift oder nach einer SDS-PAGE auf 12%igen Polyacrylamidgelen nachgewiesen. Die
gefarbten und getrockneten Gele wurden auf einem Hyperfilm Pmax bei -76°C exponiert.

Nach 4 bis 8 Tagen wurden die Filme entwickelt.
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2.11 Stoffwechsel von Diphosphoinositolphosphaten: Die Untersuchung

anaboler und kataboler Enzymaktivitiiten

2.11.1 Inkubationen von Zellextrakten

Zur Untersuchung des Stoffwechsels von Diphosphoinositolphosphaten in Dictyostelium
wurden Zellextrakte mit den entsprechenden Substraten inkubiert. Zundchst wurden die
partiell gereinigten Extrakte untersucht, die aus den einzelnen Schritten der InsP;-Kinase-
anreicherung erhalten wurden (Kap. 2.7). Des Weiteren wurden Zellen abweichend von
diesem Vorgehen in 100 mM NaCl, 50 mM HEPES-Puffer pH 6,8 aufgenommen und mit
dem Filter aufgeschlossen. Um stérende Inositolphosphate, vor allem InsPg, abzutrennen,
wurden 300 pl der cytosolischen Fraktion durch Micropurefilter (Amicon, Porengréfe 0,22
um), die mit 100 pl Q-Sepharose gefiillt waren, zentrifugiert (Heracus Megafuge 1.0R, 5000
Upm, 3 min). Das lonenaustauschermaterial wurde mit 200 ul Puffer gewaschen. Parallel
wurden diese cytosolischen Extrakte iiber Q-Sepharose-Sdulchen (2 ml) per Schwerkraft
vorgereinigt. So erhaltene Proteingemische wurden mit Ammoniumsulfat oder Ethanol gefallt
und in 50 mM HEPES-Puffer pH 6,8 resuspendiert.

Kerne von 8'10° Zellen wurden pripariert. Die Zellen wurden zweimal mit 17 mM
Phosphatpuffer pH 6,5 gewaschen und in Lysispuffer II (1/10 des Ausgangsvolumens, Tab.
2-19) resuspendiert. Es wurde Nonidet P 40 zu einer Endkonzentration von 1% zugesetzt und
das Zellysat bei 5000 Upm 5 min zentrifugiert. Nach der Resuspension des Pellets in Lysis-
puffer II wurden intakte Zellen (mikroskopische Kontrolle, Zentrifugation 1000 Upm, 5 min)
entfernt. Kerne wurden durch Zentrifugation (6000 Upm, 5 min) geerntet, das Kernpellet mit
Lysispuffer 1 (Tab. 2-19) gewaschen und in 2 ml 50 mM HEPES-Puffer pH 6,8
aufgenommen. Die Kerne wurden durch einen doppelten 3 um-Filter (Nucleopore PC-
Membran) aufgeschlossen, feste Bestandteile abzentrifugiert und der Uberstand auf

Enzymaktivitdten untersucht.
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Lysispuffer I Lysispuffer 11

50 mM HEPES pH 7,5 (Roth) 50 mM HEPES pH 7,5 (Roth)

40 mM MgCl, (Merck) 40 mM MgCl, (Merck)

20 mM KCI (Merck) 20 mM KCI (Merck)

5% Sucrose 5% Sucrose

14 mM Mercaptoethanol (Sigma) 14 mM Mercaptoethanol (Sigma)
10% Percoll (Roth)

Tab. 2-19: Zusammensetzung der Lysispuffer zur Isolierung von Zellkernen

Zur Bestimmung von katabolen Enzymaktivititen (InsPy +ADP — InsPy; + ATP)
wurden 100-500 pl Proben mit 6-8 uM InsPgs, 5-PP-InsPs, 6-PP-InsPs, 5,6-bis-PP-InsP,4 oder
3,5-bis-PP-InsP,4 und der Testlosung ,,Dephosphorylierung (Tab. 2-20) bei 25°C inkubiert.

Komponente Konzentration in der Testlosung
HEPES-Puffer pH 6,8 (Roth) 25 mM
MgCl, (Merck) 10 mM
ADP pH6,8 (Dinatriumsalz, Boehringer Mannheim) 2 mM
Hexokinase (Sigma) 5 U/ml
Glucose (Merck) 1 mM

Tab. 2-20: Testlosung ,,Dephosphorylierung

Zur Bestimmung von anabolen Enzymaktivititen (InsPx +ATP — InsPy; + ADP)
wurden die Proben mit 6-8 puM InsPs, 5-PP-InsPs oder 6-PP-InsPs und der Testlosung
»Phosphorylierung® (Tab. 2-9) bei 25°C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Einfrieren
in fliissigem Stickstoff beendet und die Aktivititen mit der HPLC-MDD-Analyse (Kap. 2.6.2)

bestimmt.

2.11.2 Immunochemischer Nachweis von Proteinen mit einem

Inositolhexakisphosphatkinase-Antikorper

InsPe-Kinasen bzw. Enzyme, die Homologien zu InsP¢-Kinasen'* zeigen, konnen
immunochemisch mit einem kommerziell erhdltlichen Inositolhexakisphosphatkinase-
Antikorper”” (Affinity Bioreagents) nachgewiesen werden. Cytosolische Zellextrakte (Roh-

extrakt, Eluate nach Ionenaustausch- und InsPg¢-Affinitidtschromatographie, siehe Kap. 2.7)
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wurden mit diesem Antikorper untersucht. Die Zellextrakte wurden mit Lysispuffer (8 M
Harnstoft, 0,1 M NaH,POy4, 10 mM Tris) denaturiert. Native und denaturierte Zellextrakte (1—
6 ul) wurden auf Nitrocellulosemembranen getiipfelt. Des Weiteren wurde ein Western-
Blotting mit den Zellextrakten durchgefiihrt (Kap. 2.5.3). Als Kontrolle wurden Rohextrakte
von Rattenhirn und —hoden” eingesetzt. Der immunochemische Nachweis erfolgte mit dem
Inositolhexakisphosphatkinase-Antikorper (1:1000 / 1:2000 verdiinnt in Blocking-Reagenz,
siche Kap. 2.5.4).

2.12 Simulationen zur Ermittlung von Molekiilgeometrien von InsPg, 6-

PP-InsPs5 und 5,6-bis-PP-InsP,

Molekiilmechanische Simulationen wurden mit der AMBER-Methode durchgefiihrt. Als
Startgeometrie wurden die von Cyclohexan bekannten und energetisch glinstigen
Sesselkonformationen gewihlt. Weitergehend wurden diese Molekiilgeometrien zunéchst
hinsichtlich der Ringkonformationen mit semi-empirischen Simulationen unter Verwendung
von AM1- (Austin-Methode 1) und PM3-Kraftfeldern (Parametrische Methode 3), die in dem
Programmpaket HyperChem 5.0 implementiert sind, durch Einzelpunktkalkulationen
optimiert. Fiir 6-PP-InsPs wurden auflerdem die Torsionen um die frei drehbaren O-P-
Bindungen der Diphosphatgruppe in 6-Position bei der Konformationssuche beriicksichtigt.
Dabei wurden sequentiell in 10° Inkrementen die freien Energien der Konformere mit
HyperSpin, einem Konformationsmodul von HyperChem, berechnet. Die dreidimensionale
Darstellung der ermittelten Konformere erfolgte in einem Energieprofil mit Origin 6.0
(OriginLab).

Mit den so ermittelten Molekiilgeometrien wurden fiir InsPg, 6-PP-InsPs und 5,6-bis-PP-
InsP4 ab-initio-Optimierungen mit dem Programmpaket GAMESS'* (US, PC-Unix-Version
3.7.2003 R1) sowohl im Vakuum wie auch in wiéssriger Umgebung auf einem Linux-Cluster
(Suse Linux System, 4 x 2 Dualprozessoren 4 2 GHz) durchgefiihrt. Dichtefunktional-
rechnungen erfolgten mit der Hybriddichtefunktionalmethode B3LYP und dem Split-Valenz-
Basissatz 6-311G. Die gewédhlten Parameter fiir die ab-initio-Simulationen sind in Tab. 2-21

zusammengestellt.
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Parameter

MAXIT = 60

60 SCF Iterationscyclen

NZVAR = 156 fiir
IP¢

gibt die Anzahl der Freiheitsgrade des Molekiils an (3N-6 mit N =
Anzahl der Atome)

ICHARG =0

keine Molekiilladung

MULT =1

Multiplizitét des elektronischen Zustands (Singulett)

COORD =ZMTMPC

Molekiilgeometrie wird im MOPAC-Format eingegeben

GBASIS =N311

Pople’s ,.triple split” N311G Basissatz

NGAUSS =6

Anzahl der Gaulfunktionen

POLAR = PopN311

Exponent der Polarisationsfunktionen

DIRSCF

Nach jedem Schritt werden die Integrale direkt neu berechnet

DFTTYP =B3LYP

Hybridmethode, die 5 Funktionssysteme kombiniert (Becke, Slater,
Hartree-Fock Elektronenaustauschfunktionen, LYP und VWNS5
Korrelationen)

OPTTOL = 0,0005

Grenzwert der Energiedifferenzen zwischen zwei Iterationszyklen, bei
dessen Erreichen der Simulationsprozess beendet wird

Zusitzliche Parameter fiir die Simulationen in Wasser

Integralformalismus, der die Effekte des Losungsmittels

PCM beriicksichtigt
ICAV =1 Berechnung der Kavitationsenergie nach Pierotti und Claverie
_ Berechnung der Dispersions- und AbstoBBungsenergien nach Floris
IDISP =1 -
und Tomasi
IFIELD = 1 Berechnung des elektrischen Potentials und des elektrischen Feldes,

das durch die Oberflichenladung der Kerne generiert wird

SOLVNT = Water

Berechnungen in wiéssriger Umgebung

Tab. 2-21: Parameter fiir die ab-initio-Molekiilsimulationen mit GAMESS
Verwendete Abkiirzungen: SCF Self Consistent Field; DFT Density Function Theory; PCM
Polarizable Continuum Method
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Praparative Isolierung von Diphosphoinositolphosphaten aus

Dictyostelium discoideum und Polysphondylium pallidum

6-PP-InsPs (InsP7), 5,6-bis-PP-InsP4 (InsPg) und 3,5-bis-PP-InsP; wurden fiir die
Untersuchung der Enzymaktivitit der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase und weiteren Enzymen, die
moglicherweise am Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate beteiligt sind, sowie fiir die
Synthesen von [B-*?P-5]-PP-InsPs und [B-’°P-5],6-bis-PP-InsP4 benétigt. Sie wurden aus
Dictyostelium discoideum und Polysphondylium pallidum isoliert.

Diphosphoinositolphosphate werden in der spdtexponentiellen und stationdren
Wachstumsphase in Dictyosteliden angereichert™. Da groBe Substanzmengen der hoch-
phosphorylierten Inositolphosphate bendtigt wurden, wurden Dictyostelium-Zellen bei einer
Zelldichte von 1-2:10" Zellen/ml geerntet. Mikrozysten von Polysphondylium wurden zur
Isolierung von 3,5-bis-PP-InsP4 geerntet. Die Isolierung erfolgte dann in mehreren Schritten.
Die Mikrozysten von P. pallidum lieen sich im Gegensatz zu Zellen von D. discoideum mit 2
M Perchlorsdure schwieriger aufschlieen. Erst nach dem Einsatz von 6 M Perchlorsiure
waren nach mikroskopischer Kontrolle nur noch wenige intakte Mikrozysten zu erkennen.

InsPs und Diphosphoinositolphosphate wurden aus D. discoideum mit einer Ausbeute von
70-85% und einer Reinheit von 90-95% (Tab. 3-1) erhalten. 3,5-bis-PP-InsP4 wurde aus P.
pallidum mit einer Reinheit von 95% isoliert. Die Ausbeute betrug 65%.

InsP, isolierte Menge® Ausbeute® [%] Reinheit® [%]
InsP," 31,3 2,0 pmol 82+3
InsP;" 12,5+ 0,3 pmol 74+ 4 94 +2
5,6-bis-PP-InsP,” 18,9+ 0,8 pmol 76 + 6 92 +3
3,5-bis-PP-InsP,© 0,9 umol 75 95

Tab. 3-1: Isolierte Inositolphosphate aus D. discoideum und P. pallidum
a: berechnet aus HPLC-Chromatogrammen; b: isoliert aus insgesamt ca. 2-10'' Zellen von
Dictyostelium (500 g Feuchtgewicht); ¢: isoliert aus ca. 1,5-10"" Mikrozysten von Polysphondylium
(60 g Feuchtgewicht); Die Werte ergeben sich als Mittelwert + Standardabweichung aus 4
getrennten Aufarbeitungen aufler 3,5-bis-PP-InsP,.
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3.2 Anreicherung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

Aus Zellen von Dictyostelium discoideum AX2 wurde bereits ein Enzym angereichert
und charakterisiert, das am Stoffwechsel von InsP; und InsPg beteiligt ist. Dieses Enzym
katalysiert Mg -abhéngig unter Beteiligung von ATP die Phosphorylierung von 6-PP-InsPs
zu 5,6-bis-PP-InsP4 (Abb. 3-1).

ATP /ADP
6-PP-InsP,-(5)-Kinase

GOy

ATP ADP

6-PP-InsP, 5,6-bis-PP-InsP,
Abb. 3-1: Die durch die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase katalysierte Reaktion

Das Enzym wird aufgrund seiner katalytischen Aktivitdt als ,,6-PP-InsPs-(5)-Kinase*
bezeichnet. 5,6-bis-PP-InsP4 und ATP besitzen sehr dhnliche Phosphatgruppeniibertragungs-
potentiale (AGydrolyse = -32,2 kJ mol'l), deshalb ist die Reaktion mit einer Gleichgewichts-
konstante von 0,51 + 0,05 frei reversibel®. In Tabelle 3-2 sind die bekannten Charakteristika
der InsP;-Kinase zusammengestellt.

Aus cytosolischen Extrakten von D. discoideum wurde die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase durch
Ionenaustauschchromatographie und anschliefende Affinitdtschromatographie an dem InsPg-
Gel 10.000fach mit einer Ausbeute von 30% angereichert. Diese Methode der Anreicherung
war bereits etabliert und die einzelnen Anreicherungsschritte wurden dokumentiert*®'?’,

Zellen von Dictyostelium discoideum enthalten ca. 10.000 Kopien der 6-PP-InsPs-(5)-
Kinase pro Zelle®. Sie gehort somit zu den ,,seltenen” Enzymen in diesem Organismus. Selbst
bei der Aufarbeitung von 2:10'° Zellen kénnen maximal 0,5-1 pg (geschitzt) der Kinase
isoliert werden. Beriicksichtigt man die Ausbeuteschwankungen, so wird deutlich, dass die
Proteinmenge das grofite Problem fiir die weitere Charakterisierung des Enzyms darstellte.

Die InsP;-Kinase wurde durch Chromatographie an Hydroxylapatit vor der Affinitéts-
chromatographie weitgehend homogen erhalten®. Dieser zusitzliche Reinigungsschritt ist

jedoch mit sehr groBen Ausbeuteverlusten (Ausbeute < 3%) verbunden.
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Allgemeine Eigenschaften

Molekulargewicht 40 £ 2 kDa
pH-Optimum 7,25+0,75
Isoelektrischer Punkt 8,15+ 0,05
Ky [pM]
6-PP-InsPs 0,34 £ 0,08
5,6-PP-InsP4 0,42 £ 0,06
InsP¢ 3,7t 0,5
ATP 12,0+£2,2
ADP 2,6 +0,6
Vmax [U/mg]
Phosphorylierung: 6-PP-InsPs — 5,6-PP-InsP, 52+£22
Dephosphorylierung: 5,6-PP-InsP4 — 6-PP-InsPs 1,3+0,7
Phosphorylierung: InsPs — 5-PP-InsPs 0,2+0,1
Wechselzahlen [s']
Phosphorylierung: 6-PP-InsPs — 5,6-PP-InsP,4 35£1,5
Dephosphorylierung: 5,6-PP-InsP4 — 6-PP-InsPs 0,9+0,5
Phosphorylierung: InsPs — 5-PP-InsPs 0,15+ 0,05
Ki [uM]
5,6-PP-InsP4 (Phosphorylierungsreaktion) 0,54 £ 0,15
5-PP-InsPs (Phosphorylierungsreaktion) 0,43 £ 0,05
InsPg(Phosphorylierungsreaktion) 8,10+ 2,30
6-PP-InsPs (Dephosphorylierungsreaktion) 0,28 £ 0,07
5-PP-InsPs (Dephosphorylierungsreaktion) 0,51 £ 0,08
InsP¢ (Dephosphorylierungsreaktion) 2,39+ 0,80

Tab. 3-2: Eigenschaften der 6-PP-InsP5-(5)-Kinase6

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase gereinigt, um ausreichendes
Material fiir Proteinsequenzierungen und die Synthese von isotopenmarkierten Diphospho-
inositolphosphaten zu erhalten. Dabei wurde durch Variationen des Anreicherungsverfahrens
versucht, die Ausbeute des Enzyms zu erh6éhen und das Enzym bis zur Homogenitét

anzureichern.

3.2.1 Zellaufschluss

In axenischem Medium angezogene Zellen von Dictyostelium discoideum wurden bei

einer Zelldichte von 6-10-10° Zellen/ml geerntet. Die Lyse von 1-3:10' Zellen durch
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Membranfiltration hat sich als optimale Aufschlussmethode bewédhrt. Der Gefrieraufschluss,
bei dem Zellen eingefroren und wieder aufgetaut werden, fithrt zum Verlust der
Enzymaktivitit. Dieser Verlust ldsst sich auf den physikalischen Prozess des Einfrierens
zuruickfithren, bei dem die Proteinkonformation wahrscheinlich durch Eiskristalle zerstort
wird. Die Lyse durch Zugabe von Triton X100 fiihrt ebenfalls zum Verlust der
Enzymaktivitdt. In diesem Fall verursacht vermutlich die Zerstorung von Zellorganellen die
Freisetzung von Proteasen, die das Enzym abbauen.

Die Ausbeute konnte durch den Zusatz von Proteaseinhibitoren (Phenylmethyl-
sulfonylfluorid, E64) nicht wesentlich gesteigert werden®. Auch die Verwendung des
Proteaseinhibitorcocktails I wihrend der Membranfiltration fiihrte zu keiner hoéheren
Ausbeute. Bei der Membranfiltration bleiben offensichtlich Protease enthaltende Zell-
organellen weitgehend intakt und konnen durch Ultrazentrifugation vom Cytosol getrennt
werden. Durch diesen schonenden Zellaufschluss werden Verluste der Enzymaktivitét
minimiert.

Der Nachweis der Enzymaktivitit erfolgte durch die HPLC-MDD-Analyse. Mit dieser
Methode lassen sich Edukt- und Produktkonzentration exakt quantifizieren. Durch die Wahl
der Inkubationsbedingungen kann aufgrund der freien Reversibilitit der Kinasereaktion die
Phosphorylierungs- oder Dephosphorylierungsreaktion forciert werden. Aus der
Konzentrationszunahme des Produkts der Kinasereaktion in Abhingigkeit von der
Reaktionszeit wurde die Enzymaktivitét berechnet. Die Nachteile dieser Analysemethode sind
der zeitliche Aufwand und die diskontinuierliche Messung der Enzymkinetik. Die Reaktion
muss fiir die HPLC-Analyse zu verschiedenen Zeitpunkten gestoppt werden. Daraus ergibt
sich ein hoherer Verbrauch des Enzyms und der Substrate, die immer aus D. discoideum

isoliert werden miissen.

3.2.2 ITonenaustauschchromatographie

Fir die ersten Reinigungsschritte wurden Anionenaustauschchromatographie und
Kationenaustauschchromatographie miteinander kombiniert. Der cytosolische Extrakt wurde
auf eine Anionenaustauschersdule aufgetragen. Q-Sepharose retardiert die 6-PP-InsPs-(5)-
Kinase bei pH 6,8 nicht, bindet aber einen grofen Teil der Begleitproteine. Die Verbindung
beider Sdulen erlaubt die direkte Auftragung des Durchlaufes von der Q-Sepharose auf die

Kationenaustauschersdule. Hier wird die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase adsorbiert. Nach der
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Trennung beider Sdulen kann die Kinase durch einen NaCl-Gradienten eluiert werden. Die
meisten von der SP-Sepharose retardierten Proteine werden im Bereich von 20-70 mM NacCl
eluiert. Fraktionen mit hoher 6-PP-InsPs-(5)-Kinaseaktivitidt werden erst zwischen 70 und 110
mM NaCl eluiert. Zur schnellen qualitativen Aktivititsbestimmung von Fraktionen der 6-PP-
InsPs-(5)-Kinase wihrend der Anreicherung wurde der enzymatisch gekoppelte Farbtest

eingesetzt.

3.2.3 Affinititschromatographie

Die Affinitatschromatographie ist eine sehr effiziente Methode zur Reinigung von
Enzymen. Als Materialien werden Substanzen verwendet, die hohe Affinititen zu dem zu
reinigenden Enzym aufweisen. Das konnen Inhibitoren sein, die vom Enzym selbst nicht
umgesetzt werden, sowie Substrate oder Substratanaloga, die leicht regenerierbar sind und

spezifisch binden.

3.2.3.1 InsPs-Affinitatschromatographie

InsPs ist ein kompetitiver Inhibitor der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase mit einer relativ kleinen
Inhibitorkonstante von 8 pM°®. Das von der Arbeitsgruppe Prestwich (Department of
Medicinal Chemistry, University of Utah, USA) synthetisierte InsP¢-Gel (Abb. 3-2) besteht
aus einer Agarosematrix (Affigel 10, BioRad), an der InsP¢ iiber einen ,,Cs-Spacer und die

Phosphatgruppe in 2-Position gebunden ist.

Abb. 3-2: InsP¢-Affinititsgel zur Anreicherung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

Neben der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase werden auch einige andere Proteine von dem InsPg-
Affinitdtsgel eluiert. Dieses Affinitdtsmaterial ist in Bezug auf die Anreicherung der InsP;-

Kinase offensichtlich nicht ideal. AuBBerdem stand es nicht in gleichbleibender Qualitdt und
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ausreichender Menge zur Verfiigung, da die Synthese sehr aufwindig ist. Deshalb wurde nach
anderen Affinitdtsmaterialien gesucht.

Die Affinitdtschromatographie an 5'-AMP-Sepharose, ADP-Agarose und ATP-Agarose
fiihrte nicht zu einer spezifischen Bindung der InsP;-Kinase'*’, obwohl die gebundenen
Liganden Cosubstrate der Kinase mit niedrigen Ky-Werten bzw. ein Cosubstratanalogon
(AMP) sind. Bei der ADP- und ATP-Agarose sind die Liganden {iber die Purinbase an die
Matrix gebunden. Das Verhalten der Kinase gegeniiber diesen Affinitdtsmaterialien kann das
von Laussmann postulierte Modell des aktiven Enzymzentrums (Abb. 3-3) stiitzen. Die
Bindung der Cosubstrate erfolgt vermutlich {iber Adenosin, so dass die Di- bzw. Triphosphat-
gruppe der Cosubstrate in raumliche Nidhe zum Substrat gebracht werden kann.

Da die Cosubstrate augenscheinlich nicht als potentielle Affinititsliganden in Frage
kommen, wurden Substratanaloge gesucht. In dem Arbeitskreis Altenbach (Organische
Chemie, Bergische Universitit Wuppertal) wurde N-Acylamino-InsPs synthetisiert. Die
NMR-Spektren des mit HPLC-MDD gereinigten und analysierten Reaktionsproduktes
zeigten, dass zu iiber 90% die 6-Position des myo-Inositolrings derivatisiert ist. Da die
Phosphatgruppe in 6-Position essentiell fiir die Bindung des Enzyms ist und eine Inhibierung
der InsP;-Kinase durch das Derivat ebenfalls nicht festgestellt werden konnte, ist dieses InsPs-

Derivat als Affinitédtsligand fiir die Kinaseanreicherung ungeeignet.

InsP-Binde-
doméne

ATP-Einde-

domaéane

Abb. 3-3: Modell des aktiven Zentrums der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase nach Laussmann®

Nach diesem Modell bindet zunéchst das Cosubstrat an das Enzym.
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3.2.3.2 InsP; als potentieller Affinititsligand fiir die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

Die InsP;-Kinase wird durch 5-PP-InsPs sowohl in Phosphorylierungsrichtung wie auch
in Dephosphorylierungsrichtung inhibiert. Gleichzeitig ist dieser Metabolit auch Substrat der
InsP7-Kinase. Von der Arbeitsgruppe Falck (Department of Biochemistry, UT Southwestern
Medical Center, Dallas, USA) wurde ein 5-PP-InsPs-Derivat (Abb. 3-4) synthetisiert, das

potentiell als Affinitdtsligand zur effektiven Reinigung des Enzyms in Frage kommt.

Abb. 3-4: InsP7-Derivat als potentieller Ligand zur Affinititschromatographie

Dieses Derivat ist liber die Phosphatgruppe in 2-Position mit einem hydrophilen Ether
verestert und besitzt eine primidre Aminogruppe, welche die Anbindung an eine aktivierte
Affinitditsmatrix erlaubt. Das synthetisierte Affinitdtsmaterial wurde zur Anreicherung der
InsP;-Kinase eingesetzt. Es konnte keine spezifische Bindung des Enzyms festgestellt
werden. Die aufgetragene Kinaseaktivitit wurde im Durchlauf und wihrend des Spiilens der
Séule vollstindig wiedergefunden.

Die Ursache fiir dieses Verhalten der Kinase kann zum einen in dem Liganden und zum
anderen im synthetisierten Affinitdtsmaterial selbst liegen. Bisher konnte nicht eindeutig
geklirt werden, ob 5-PP-InsPs kompetitiv im aktiven Zentrum das Enzym inhibiert. Erfolgt
die Inhibierung iiber einen anderen Mechanismus, so kann dieses Derivat nicht zur
Affinitdtschromatographie eingesetzt werden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Ursache
im Affinitdtsmaterial selbst liegt. Es standen nur geringe Mengen des InsP;-Derivats zur
Verfiigung, so dass der Kopplungsversuch nicht wiederholt und der Erfolg der Kopplung
nicht weiter untersucht werden konnte. Obwohl der Ligand unter den Kopplungsbedingungen
stabil ist, ist nicht auszuschlieen, dass die NHS-Estergruppen der Matrix vor allem bei der
langen Inkubationszeit und hoéheren pH-Werten hydrolysieren und damit eine effiziente

Kopplung nicht mehr moglich ist. Selbst bei 100%iger Anbindung des Liganden konnen
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maximal 5-10% der Bindestellen der Matrix mit dem Liganden besetzt sein, so dass die

Effizienz des Materials zur Reinigung der InsP;-Kinase sehr fraglich bleibt.

3.2.4 Zusammenfassung der Anreicherung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

Die etablierten Reinigungsschritte sind in der Tabelle 3-3 wiedergegeben.

Reinigungs- Proteinmenge  Gesamt- Spezifische Ausbeute Anreicherungs-
schritt [ngl* aktivitit  Aktivitit [Yo] faktor
[mU]* [mU/mg]

Cytosol 453.000 + 77.000 9,7+1,2  0,03+0,01
Ionenaustausch 3.430 + 840 3,79+0,62 1,47+0,29 39+6 49+ 10
Affinitit 38+£12 296 £1,07 2026 14,7 30+11 7.300 +2.300
Hydroxylapatit
2 2 1 < .
Affinitit® 0, 0, 000 3 50.000

Tab. 3-3: Zusammenfassung der Reinigungsschritte der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase
Als Ausgangsmaterial wurden 1-3-10'° axenisch gewachsene Zellen von Dictyostelium discoideum
AX2 bei einer Zelldichte von 6-10-10° Zellen/ml eingesetzt. * bezogen auf 10'° Zellen; Fehler:
Standardabweichung der Mittelwerte aus mindestens 5 voneinander unabhéngigen
Enzymanreicherungen. 1 mU der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase phosphoryliert 1 nmol InsP; bei pH 6,8 und
25°C pro Minute. a Werte fiir die Anreicherung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase durch Chromatographie
an Hydroxylapatit vor der InsP¢-Affinitdtschromatographie entnommen aus 6; Werte fiir die
Proteinmenge, die spezifische Aktivitit, Ausbeute und Anreicherungsfaktor sind aufgrund der
geringen Proteinmenge geschatzt.

Bei den priparativen Aufarbeitungen traten starke Schwankungen beziiglich der
Proteinmenge und der Enzymaktivitit auf. Diese Schwankungen korrelieren nicht mit den
Zelldichten und der aufgeschlossenen Gesamtzellzahl. Sie scheinen jedoch in Zusammenhang
mit der Qualitit der Medienchargen zu stehen. Des Weiteren sind die Schwankungen auch auf
die sehr geringen Mengen der InsP7-Kinase und die geringe Gesamtproteinkonzentration vor
allem nach den ersten Anreicherungsschritten zuriickzufiihren. Ein weiterer Aspekt ergab sich
aus einer Randbeobachtung. Bei dem Aufschluss kleinerer Zellmengen wurden bedeutend
hohere Enzymaktivititen in den Rohextrakten nachgewiesen. Dies ist zum einen dadurch
bedingt, dass sich geringere Zellmengen bedeutend schneller aufschlieBen lassen. Zum
anderen wird die Kinase schon durch geringe Substrat- und Produktkonzentrationen inhibiert.
In den Rohextrakten reichen die vorhandenen Konzentrationen der hochphosphorylierten
Inositolphosphate zumindest fiir eine teilweise Enzyminhibierung aus. Somit entsprechen die

Enzymaktivititen, die mittels HPLC-MDD-Analysen in Rohextrakten quantifiziert wurden,
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nicht der tatsichlichen Aktivitdt der InsP;-Kinase. Schwankungen der Enzymaktivitit in
Rohextrakten sind demzufolge auch auf Schwankungen der Diphosphoinositolphosphat-
konzentrationen zuriickzufiihren.

Durch Verdnderungen der Reinigungsschritte konnte keine effizientere Anreicherung der
InsP;-Kinase erzielt werden. Die spezifische Bindung der Kinase an andere Affinitéts-
materialien wurde bei keinem eingesetzten Material festgestellt.

Gerade fiir die Sequenzierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase durch Massenspektrometrie ist
die Proteinmenge der limitierende Faktor. Es wurde versucht, eine ausreichende Menge des
bis zur Homogenitét gereinigten Enzyms zu erhalten. Dazu wurden mehrere aktive Enzym-
praparationen nach der Ionenaustauschchromatographie vereinigt und durch Chromatographie
an Hydroxylapaptit sowie anschlieBende Affinitdtschromatographie an InsP¢-Gel gereinigt.
Die Ausbeuteverluste durch diese beiden Reinigungsschritte waren jedoch so groB3, dass die
erhaltene Proteinmenge nicht fiir die Sequenzierung ausreichte. Zusétzlich wurde versucht,
vereinigte Enzympriparationen nach der InsPg-Affinitdtschromatographie durch Chromato-
graphie an Hydroxylapaptit zur Homogenitit zu reinigen und gleichzeitig eine groBere
Proteinmenge zu erhalten. Nach diesen Reinigungsschritten konnte keine Enzymaktivitét
mehr nachgewiesen werden. Die sehr geringe Konzentration der angereicherten InsP7-Kinase
bedingt vermutlich Verluste durch Adsorptionen an GefaBBwéanden und fiihrt gleichzeitig zu

einer groferen Instabilitit des Enzyms.

3.3 Sequenzierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase mit Matrix Assisted Laser
Desorption Massenspektrometrie (MALDI-MS) und Edmanabbau

Fiir die Sequenzierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase mittels Massenspektrometrie sollte eine
Proteinmenge ausreichen, die in SDS-Polyacrylamidgelen eine Coomassie gefiarbte Bande
ergibt. Die zur Homogenitdt gereinigte InsP;-Kinase konnte nicht in ausreichender Menge
erhalten werden. Das Enzym ist jedoch nach der InsPs-Affinitdtschromatographie
elektrophoretisch gut von den Begleitproteinen separierbar. AuBBerdem wurde aufgrund einer
2D-SDS-PAGE® angenommen, dass die 40 kDa-Bande der Kinase homogen ist. Deshalb
wurde die partiell gereinigte 6-PP-InsPs-(5)-Kinase fiir die Ermittlung ihrer Primérstruktur
verwendet (Abb. 3-5).
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Abb. 3-5: Elektropherogramme der partiell
angereicherten 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

. . w Bei allen drei Enzympréparationen ist die Kinase
— >
—

. als Coomassie gefirbte Proteinbande nach der
;- _— < SDS-PAGE erkennbar.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Dr. H. E. Meyer (Ruhruniversitdt Bochum)
wurde bereits wihrend meiner Diplomarbeit die tryptisch verdaute InsP;-Kinase mittels
MALDI-MS analysiert und einzelne Peptide mit MALDI-MS/MS und Edmanabbau
sequenziert. Aufgrund ihres leicht basischen isoelektrischen Punktes enthélt die InsP;-Kinase
viele Lysin- und Argininreste, die von Trypsin angegriffen werden. Durch den Verdau mit
dieser Serinprotease entstechen eher kleine Peptide mit ungefdhr 10 Aminosduren. Der
MALDI-Massenfingerprint, d. h. der Satz von Peptiden, der durch die proteolytische Spaltung
aus der Kinase entsteht, bestétigte diese Erwartung. Die Fingerprints von drei verschiedenen
InsP7-Kinasepriparationen zeigten ein charakteristisches Peptidmuster.

Die Massenspektrometrie in Kombination mit Datenbankrecherchen ist heute die
Methode der Wahl zur Identifizierung von Proteinen. Die manuelle Auswertung von
Massenspektren ist schwierig und zeitaufwéndig. Hersteller von MS-Geréten stellen Soft- und
Hardware zur automatisierten Datenauswertung zur Verfiigung. Der Massenfingerprint kann
zur Identifizierung bereits sequenzierter Proteine verwendet werden. Dazu wird das
charakteristische Peptidmuster eines Proteins {iber spezielle Algorithmen mit
Sequenzdatenbanken abgeglichen und kann so zur Proteinidentifizierung herangezogen
werden. In der Regel reicht ein Datensatz von 12-15 Peptidmassen fiir eine eindeutige
Identifizierung aus. Der Erfolg dieser automatisierten Datenbankrecherchen ist jedoch auch
davon abhingig, ob das Genom eines Organismus vollstindig sequenziert ist und alle Daten
in den entsprechenden Datenbanken vorliegen. Auf der Basis der Massenfingerprints konnte
die InsP7-Kinase nicht identifiziert werden. Zum Zeitpunkt der MS-Analysen waren weder
das Genom von Dictyostelium discoideum vollstindig sequenziert, noch die vorhandenen
Daten in allen Datenbanken verfiigbar (s. auch Kap. 1.6). Auch Homologien zu bereits
bekannten Proteinen wurden nicht gefunden.

Die tryptischen Peptide wurden chromatographisch getrennt und einzelne Peptide zum
einen mittels MALDI-MS/MS und zum anderen durch Edmanabbau sequenziert. Nur

homogene Peptide konnen durch Edmanabbau sequenziert werden. Aus der Sequenzierung
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von Peptiden, deren Homogenitit durch MALDI-MS und ihre UV-Absorption bei 213 nm
iiberpriift wurde, resultierten die 3 kurzen Aminosiuresequenzen LYPSNM, DFFENNPDYR
und LIDFTHTK. Der Edmanabbau eines weiteren Peptids zeigte, dass die InsP7-Kinase
wahrscheinlich N-terminal blockiert ist. Datenbankrecherchen mit den ermittelten Peptid-
sequenzen ergaben keine Ubereinstimmungen zu bereits bekannten Proteinen oder

Gensequenzen.

3.3.1 Versuch der Identifizierung des Gens der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase iiber
die Peptidsequenzen DFFENNPDYR und LIDFTHTK

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen spezifische DNA-Fragmente
amplifiziert werden. Mit Hilfe der ermittelten Peptidsequenzen wurde versucht, das Gen der
6-PP-InsPs-(5)-Kinase zu identifizieren. Ausgehend von Aminosduresequenzen kénnen nur
degenerierte Primer fiir die PCR konstruiert werden, die eine spezifische Amplifikation
erschweren. Deshalb mussten zundchst molekularbiologische Standardmethoden wie die
DNA-Isolierung und die PCR fiir den sehr AT-reichen Organismus D. discoideum optimiert

werden.

3.3.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus Dictyostelium discoideum

Dictyostelium enthilt in der exponentiellen Wachstumsphase ca. 5 ug DNA pro 1-10
Zellen'*®. Neben der DNA enthalten die Zellen je nach Wachstumsphase und Zelldichte unter-
schiedlich hohe RNA-Konzentrationen. Hohe Polysaccharidkonzentrationen und die RNA-
Konzentration sind bei der Isolierung genomischer DNA aus D. discoideum problematisch.
Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten insbesondere mit degenerierten Primern spielt die
Qualitdt der Template-DNA eine entscheidende Rolle. StandardmédBig werden heute
kommerziell erhéltliche Fertigkits zur DNA-Isolierung eingesetzt. Diese bieten gegeniiber den
klassischen Methoden den Vorteil, dass innerhalb kurzer Zeit sehr saubere DNA isoliert und
gleichzeitig der Umgang mit Phenol und Chloroform vermieden werden kann.

Mit einem Fertigkit, das fiir die Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturen ge-
eignet ist, werden die Zellen zunichst lysiert. Nach dem Proteinabbau durch die Proteinase K
erfolgt dann die Isolierung der DNA aus dem Zellysat durch Bindung an Anionenaus-

tauschersdulen. In Gegenwart eines chaotropen Salzes bindet DNA aufgrund ihrer hohen
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Ladung selektiv an die hier verwendete Silicagelmembran. Unabhédngig von der Ausgangs-
zellmenge und der Lysiszeit wurden 0,2-0,5 ng DNA mit hoher Reinheit aus Dictyostelium
isoliert. Die geringe Ausbeute von 4-10% ist vermutlich auf die Anwesenheit groferer
Polysaccharidmengen zuriickzufiihren. Die Polysaccharide kénnen die Bindungsstellen der
Membran besetzen, so dass eine effiziente Bindung der DNA nicht mehr mdglich ist.

Da bei der Isolierung von DNA aus Dictyostelium mit diesem Fertigkit offensichtlich die
Polysaccharidkonzentration zu erheblichen Ausbeuteverlusten fiihrt, wurde genomische DNA
auf dem klassischen Weg isoliert. Nach den klassischen Methoden werden zunédchst Zellkerne
isoliert. Die DNA wird anschlieBend durch Extraktion mit organischen Ldsungsmitteln
gereinigt und mit Ethanol gefdllt. Auch aus Zellkernlysaten konnte durch Phenol-Chloroform-
Extraktion und anschlieBende Ethanolprézipitation nur sehr wenig DNA isoliert werden. Die
Konzentration der DNA wéhrend der Ethanolprizipitation ist fiir eine effektive Féllung
ausschlaggebend. Die DNA-Konzentration konnte bei der Ethanolfdllung maximal 25 ng/ul
betragen, womit sich die geringe Ausbeute erkliren ldsst.

Die Isolierung von genomischer DNA aus Zellkernlysaten durch direkte Ethanol-
prézipitation fiihrte zu einer guten Ausbeute von 60%. Die Analyse der isolierten DNA durch
Gelelektrophorese und die Bestimmung des Ajeo/Azso-Verhéltnisses zeigte jedoch eine starke
Verunreinigung durch RNA und Proteine. Gegen diese Methode spricht auBerdem der hohe
zeitliche Aufwand fiir die Isolierung der DNA. Die mit Ethanol gefillte und getrocknete DNA
muss 1-2 Tage in Tris-Puffer bis zur vollstindigen Solvatisierung inkubiert werden.

Mit den bisher beschriebenen Methoden konnte genomische DNA aus Dictyostelium
entweder nur mit sehr geringen Ausbeuten oder starken Verunreinigungen isoliert werden.
Deshalb wurde DNA mit einem weiteren Kit isoliert, welches fiir die Isolierung von DNA aus
Pflanzenzellen konzipiert ist. Pflanzenzellen enthalten generell mehr Polysaccharide als
tierische Zellen. Hier werden zundchst Proteine und Polysaccharide durch eine hohe Salz-
konzentration geféllt und durch Filtration entfernt. Die DNA-Isolierung erfolgt dann durch
selektive Bindung der DNA an eine Silicagelmembran. Abweichend von den Standard-
vorschriften fiihrte der Gefrieraufschluss und die anschlieBende einminiitige Inkubation der
Zellen in dem Lysispuffer zu einer optimalen DNA-Ausbeute von 50%. Aus 4:10" Zellen
wurden 10 pg genomische DNA mit hoher Reinheit isoliert.
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3.3.1.2 Versuch der Genidentifizierung durch PCR

Das Gen der InsP;-Kinase konnte zunichst nur auf der Basis von Aminosiduresequenzen
gefunden werden, deshalb mussten degenerierte Primer bzw. Primermischungen zur
Amplifikation eingesetzt werden. Die PCR mit degenerierten Primern ist aufgrund der
effektiven Anzahl verschiedener Primer von Natur aus unspezifischer. Die Primermischungen
und besonders die AT-reichen Oligonukleotide schrinken die Moglichkeit stark ein, die
Spezifitit der PCR iiber die Annealing-Temperatur zu steuern, da die Primer nur bei relativ
niedrigen Temperaturen zwischen 30 und 45°C an die Template-DNA binden. In diesem Fall
konnen nur optimale PCR-Bedingungen zu einer entsprechenden Sensitivitdt der PCR fiihren.
Deshalb wurden zunichst die allgemeinen PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation der AT-
reichen genomischen Dictyostelium-DNA optimiert.

PCR-Amplifikate wurden detektiert, wenn 0,2—1 ug genomische DNA, 0,2 mM dNTPs
und 0,4 pM Primer eingesetzt wurden. PCR mit der Vent-Polymerase, die glatte
Fragmentenden generiert und gleichzeitig eine 3'-5"-Exonucleaseaktivitit zur Korrektur von
falsch eingebauten Basen besitzt, fiihrt in Gegenwart von 2 mM MgSO,4 zu einem optimalen
Ergebnis, wihrend die PCR mit der Tag-Polymerase den Zusatz von 2 mM MgCl, erfordert.
Die Tag-Polymerase besitzt keine 3’-5'-Exonucleaseaktivitit und generiert {iberhdngende
Fragmentenden. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten bei hoherer Mg**-Konzentration
wird unspezifischer. Bei Konzentrationen von 4 und 6 mM Mg*" binden teilweise die
einzelnen Primer an DNA, zusitzlich entstehen mehrere Produkte. Dies ist neben der
geringeren Spezifitit auch auf die Primermischungen zuriickzufiihren. Die unspezifische
Bindung der Primer an die DNA und die Primerdimerisierung, die hiufig schon bei niedrigen
Temperaturen in Gegenwart einer Polymerase auftreten, konnte durch die hot-start-PCR bei
einigen Primerkombinationen minimiert werden. Die Ausbeute der PCR-Produkte konnte
durch die Reduzierung der Extensionstemperatur von 72°C auf 68°C, bei der die Polymerasen
noch hinreichend aktiv sind, erhdht werden'*”. Bei einigen Reaktionsansitzen wurden erst
durch die reduzierte Extensionstemperatur DNA-Fragmente mit den verwendeten Primern
amplifiziert. Je nach eingesetzter Primerkombination mussten bei den einzelnen PCR-
Ansitzen die Annealing-Temperatur und die Anzahl der Zyklen entsprechend angepasst

werden, um Amplifikate zu erhalten.
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Ausgehend von den Peptidsequenzen DFFENNPDYR und LIDFTHTK wurden Primer
fir die PCR konstruiert. Unter Beriicksichtigung der Dictyostelium-spezifischen Codons'"!
wurden die ganz seltenen Codons fiir einzelne Aminosduren vernachldssigt. Die Aminosduren
R und L wurden aufgrund der moglichen Anzahl der Codons bei der Primerkonstruktion nicht
beriicksichtigt. Bei den Aminoséduren, die eine hohe Degenerierung der Primer durch viele
mogliche Codons verursachen, wurde zunédchst Inosin anstelle von drei oder vier Basen in die
Primer integriert. Inosin ist eine seltene Base und kann mit allen Nukleotidbasen paaren, so
dass hier keine Fehlpaarungen auftreten. Der Einbau von Inosin in die Primersequenzen
reduziert jedoch gleichzeitig die Spezifitit der Primer.

Durch PCR mit der Primerkombination TL2/TL3 wurde nur ein Fragment mit ca. 600
Basenpaaren amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in den Klonierungsvektor pUC18 kloniert
und kompetente E. coli DHS5a Zellen mit dem Vektor transformiert. Die Restriktionsanalyse
von Plasmiden aus 12 Klonen zeigte, dass zwei Plasmide (pCT00, pCTO1) das DNA-
Fragment enthalten. Die Insertion wurde auBBerdem durch PCR {iberpriift. Wie erwartet wurde
das 600 bp groBBe DNA-Fragment amplifiziert. Die Plasmide wurden sequenziert. Abbildung
3-6 dokumentiert die einzelnen Schritte bis zur Sequenzierung des Amplifikats.

Nachfolgende Datenbankrecherchen mit dieser DNA-Sequenz ergaben keine Homologien
zu bekannten Enzymen, die am Inositolphosphatstoffwechsel beteiligt sind. Die DNA-
Sequenz stimmt jedoch mit einem Teil der Gensequenz des Retrotransposons Tdd-3'* aus
Dictyostelium iiberein. In der Proteinsequenz treten die Peptide IDFTHTK und DFFENNPDY
allerdings nicht auf. Offensichtlich gibt es aber dhnliche oder identische Nukleotidsequenzen
auf genomischer Ebene, an welche die abgeleiteten Primer binden kdnnen. Gleichzeitig wird
auch deutlich, dass das Primerpaar TL2/TL3 aufgrund der Degenerierung und der eingebauten
Inosine zu unspezifisch an die DNA bindet. Dies kann dadurch belegt werden, dass in der

Sequenz des PCR-Produktes die Primersequenz TL3 nicht vollstandig gefunden wurde.
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Abb. 3-6: Dokumentationsgele der PCR und Klonierung des PCR-Produktes in den
pUC18-Vektor

A PCR: 200 ng genomische DNA, 1 U Vent-Polymerase, 2 mM MgSO4, 30 Zyklen 35°C
Annealing-Temperatur; 0,7% Agarosegel, N: D15-DNA-Marker (Novex), 1: Primer TL2/TL3;
2: Primer TL1/TL4

B Nested PCR: 4 ul PCR-Produkt (A1) wurden unter den gleichen Bedingungen wie unter A
amplifiziert. Die Analyse erfolgte auf einem 1,2%igen Agarosegel. E: EZ Load Precision
Molecular Mass Marker (BioRad)

C Linearisierung des pUC18-Vektors mit Smal: 0,7% Agarosegel, M: DNA-Léngenstandard
III (Roche); 4: pUC18 Plasmid-DNA (100 ng, 1,95 kb, supercoiled); 5: linearisierte pUC18
Plasmid-DNA (100 ng, 2,65 kb)

D, E Restriktion der Plasmide pCT00 und pCTO01: 6: pUC18 Plasmid-DNA mit HindIII
geschnitten (2,65 kb); 7: pCT00 Plasmid-DNA geschnitten mit HindIII (3,2 kb); 8: pUC18
Plasmid-DNA mit HindIII und EcoRI geschnitten (2,65 kb); 9: pCT00 Plasmid-DNA mit
HindIII und EcoRI geschnitten (600 bp Insert, 2,65 kb Plasmidriickgrat); 10: pCT01 Plasmid-
DNA mit HindIII und EcoRI geschnitten (600 bp Insert, 2,65 kb Plasmidriickgrat); 11: pCTO00
Plasmid-DNA (100 ng, 2,1 kb, supercoiled)

F PCR: 10 ng Plasmid-DNA, 1 U Vent-Polymerase, 2 mM MgSQ,, Primer TL2/TL3, 30 Zyklen
35°C Annealing-Temperatur, 0,9% Agarosegel; 12: pCT00 Plasmid-DNA als Template, 600 bp
PCR-Produkt; 13: isolierte pCT00 Plasmid-DNA (2,1 kb, supercoiled); 14: pCT01 Plasmid-
DNA als Template, 600 bp PCR-Produkt; 15: isolierte pCT00 Plasmid-DNA (2,1 kb,
supercoiled)

Nach diesen ersten Ergebnissen wurden weitere Primer konstruiert, bei denen Inosin
durch die entsprechenden Basen ausgetauscht und dabei nur die haufigsten Codons beriick-
sichtigt wurden. Demzufolge wird einerseits die Spezifitidt der Primer und andererseits die
Schmelztemperatur der Primer erhoht. Eine hohere Annealing-Temperatur fithrt dann
moglicherweise zu einer groferen Sensitivitit der PCR. Alle von den Peptidsequenzen
abgeleiteten Primer wurden zur Amplifizierung von genomischer DNA eingesetzt. Das 600
bp-Fragment wurde mit den Primerkombinationen TL2/TL3 und TL2/CT1 amplifiziert. Mit

den iibrigen Primerpaaren konnte keine spezifischen PCR-Produkte generiert werden. Das
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Kinasegen konnte auch durch die Hybridisierung von genomischer DNA mit den

Primersequenzen nicht identifiziert werden (T. Winckler, pers. Mitteilung).

3.3.2 Versuch der Genidentifizierung iiber die konservative

Inositolphosphatbindestelle der InsP¢-Kinasefamilie

Die Familie der InsPs-Kinasen besitzt eine Inositolphosphatbindestelle mit der
Aminosduresequenz PCVLDLKMGTRQHGDDAS, die in den untersuchten Organismen
stark konserviert auftritt. Es wurde versucht das codierende Gen iiber diese konservative
Sequenz zu finden, da eine Inositolphosphatbindestelle auch fiir die InsP7-Kinase essentiell
ist. Datenbankrecherchen mit der konservierten Aminosiuresequenz ergaben zunichst keine
Hinweise auf homologe Proteine oder Gene in Dictyostelium, was darauf zuriickzufiihren ist,
dass zu diesem Zeitpunkt erst 40-60% des Dictyostelium-Genoms bekannt waren. Dennoch
wurden degenerierte Primer unter Beriicksichtigung der spezifischen Codons von einem Teil
dieser Peptidsequenz abgeleitet. Diese Primer wurden in Kombination mit Primern, die
ausgehend von den Peptidsequenzen IDFTHTK und DFFENNPDY konstruiert wurden (Kap.
3.3.1.2), zur PCR eingesetzt. Mehrere Fragmente mit ca. 100 — 250 Basenpaaren wurden mit
den Primerkombinationen TL2/CT3, TL4/CT3 und CT1/CT3 amplifiziert. Eine selektivere
Amplifikation war aufgrund der Degenerierung der Primer nicht moglich. Das InsPs-
Kinasegen konnte auch mit Hilfe der konservativen Sequenz der Inositolphosphatbindestelle
nicht identifiziert werden.

Datenbankrecherchen mit den vollstindigen Sequenzen von InsPe-Kinasen zeigten
Sequenzhomologien zu einem Dictyostelium DNA-Klon JAX4a216bl1 (Sequenzdaten von
der Website des Genome Sequencing Center Jena http://genome.imb-jena.de/dictyostelium/).
Nach der Translation dieser DNA-Sequenz wurde die konservative Inositolphosphat-
bindestelle gefunden und spezifische Primer vom 5°- (CT7) und 3’-Ende (CTS8) der
Bindestelle konstruiert. Durch hot-start-PCR konnte mit diesen Primern die Inositol-
phosphatbindestelle, ein 50-100 bp-Fragment, von genomischer DNA amplifiziert werden.
Ebenso wurde mit spezifischen Primern (CT9 und CT10) die gesamte 700 bp-Sequenz des
Klons amplifiziert. Die Kombination dieser Primer mit den Primern CTS und CT6 (abgeleitet

von den bekannten Peptidsequenzen) ergab jedoch keine PCR-Produkte.
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Die PCR wurde mit dem HotStarTaq Master Mix
Kit ausgehend von 1 ng genomischer DNA bei
700 bp einer Annealing-Temperatur von 50°C in 30
P Zyklen durchgefiihrt. Die Analyse der PCR-
Produkte erfolgte auf einem 2% Agarosegel.
1: CT7s/CT8as, 2: CT7as/CT8s,
~100 bp 3: CT9s/CT10as, 4: CT9as/CT10s

M1 2 3 4
Abb. 3-7:  PCR mit Primern, die von der Sequenz des DNA-Klons aus Jena abgeleitet
wurde

Es ist nicht gelungen, das Gen der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase mit Hilfe der konservativen
Inositolphosphatbindestelle zu identifizieren. Offensichtlich verhindert die starke
Degenerierung der von den Peptidsequenzen IDFTHTK und DFFENNPDY abgeleiteten
Primer die spezifische Amplifikation des Kinasegens. Es konnte aber gezeigt werden, dass die
PCR mit spezifischen Primern nach der Optimierung der DNA-Isolierung und der

allgemeinen PCR-Bedingungen zur Amplifikation entsprechender DNA-Fragmente fiihrt.

3.4 Sequenzierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase mittels

Nanoelektrosprayionisations-Massenspektrometrie (Nano-ESI-MS)

Das Gen der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase konnte nicht durch PCR und Datenbankrecherchen
auf der Basis der Sequenzinformationen aus den MALDI-MS-Analysen und der
Edmansequenzierung identifiziert werden. Die MALDI-MS und der Edmanabbau liefern hier
aufgrund der geringen Proteinmenge und dem dhnlichen Elutionsverhalten vieler tryptischer
Peptide der InsP7;-Kinase, widhrend ihrer Trennung durch Kapillar-HPLC, keine weiteren
Sequenzinformationen. Die Moglichkeit, die Primérstruktur der Kinase durch Edman-
sequenzierung zu ermitteln, wurde durch den Hinweis auf eine N-terminale Blockierung
ausgeschlossen. Eine weitere Standardmethode zur Proteinsequenzierung ist die ESI-MS. Sie
kann eine Ergdnzung zur MALDI-MS sein. Bedingt durch die verschiedenen Ionisations-
verfahren der beiden Methoden kénnen durch ESI-MS haufig Peptide detektiert werden, die
durch MALDI-MS nicht zuginglich sind. Die Proteinmenge ist bei allen massen-
spektrometrischen Analysen der limitierende Faktor. Im Gegensatz zur MALDI-MS reichen

jedoch fiir die ESI-MS durch die Verwendung einer Nanoelektrosprayionisationsquelle
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kleinere Proteinmengen aus, um Sequenzinformationen zu erhalten. Gleichzeitig konnen mit
der ESI-Tandemmassenspektrometrie auch Peptidgemische sequenziert werden, so dass eine
vorherige Trennung der Peptide, die zu weiteren Probeverlusten fiihrt, nicht erforderlich ist.
Die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. S. Metzger (BMFZ,
Universitit Diisseldorf) und Herrn Dr. T. Laussmann durch Nano-ESI-MS sequenziert. Auch
hier wurde fiir die Sequenzierung die InsP7-Kinase durch Ionenaustausch- und anschlieBende
InsPs-Affinitdatschromatographie partiell angereichert und die Proteine durch SDS-PAGE
getrennt. Wie bei den MALDI-MS-Analysen wurde die 40 kDa-Bande der InsP;-Kinase

tryptisch im Gel verdaut und das entstandene Peptidgemisch extrahiert.

3.4.1 ESI- und ESI-CID-Massenspektren

Zundchst wurden im Positivmodus Ubersichtsspektren (Abb. 3-8 und Abb. 3-9) des
Peptidgemisches aufgenommen. Nach dem tryptischen Verdau der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase
enthdlt das Peptidgemisch viele Fragmente mit monoisotopischen Massen zwischen 700 und
2500 Da. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen des MALDI-MS-Analysen.
Ausgewihlte Peptide der InsP;-Kinase wurden anschlieBend im Tandem-MS/MS-Modus

stofinduziert fragmentiert.

» Analyst Q5 - [ +TOF M5: 0.284 to 5.001 min from Sample 4 [ip7-4) of ip7_wiff]

+TOF M5: 0.284 to 5.001 min from Sample 4 (ip7-4) of ipT .wiff hax. 933 counts)

402 2943

&0 _21.2087

G02.8425
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204 3647520 27883 4338010 4773433 St s
72 3562 ; 7435374
Al G LLLL b e .|W. l LllL L
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miz, amu

Abb. 3-8: Ubersichtsspektrum der mit 60% Methanol eluierten tryptischen Peptide
der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase
Peptide wurden mit 60% Methanol/1% Ameisensdure von den ZipTips,c;s eluiert. Neben wenigen
Peptiden aus dem tryptischen ,,In-Gel-Verdau‘ der Kinasebande wurden hauptséchlich
autoproteolytische Peptide von Trypsin detektiert. Mit Mascot
(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?Search=PMF) wurde der
Peptidmassenfingerprint mit Sequenzdatenbanken verglichen. Die Peptide mit den
monoisotopischen Massen [M+H]" von 866 Da (2-fach geladen, Signale 433,3 und 433,7 Da nicht
trennbar), 937,6 Da (2-fach geladen, Signal 469,3 Da), 1015,6 Da (2-fach geladen, Signal 508,3
Da), 1016,6 Da (2-fach geladen, Signal 508,8 Da), 1104,4 Da (2-fach geladen, Signal 552,7 Da)
und 1144,2 Da (2-fach geladen, Signal 572,6 Da) wurden im Tandem-MS/MS-Modus fragmentiert.
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Abb. 3-9: Ubersichtspektrum der mit 80% Methanol eluierten tryptischen Peptide
der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase
Peptide wurden mit 80% Methanol/1% Ameisensdure von den ZipTipsc;s eluiert. Die meisten
Peptide entstanden durch den tryptischen ,,In-Gel-Verdau“ der Kinasebande. Der
Peptidmassenfingerprint wurde ebenfalls mit Sequenzdatenbanken verglichen. Die Peptide mit den
monoisotopischen Massen [M+H]" von 974,6 Da (2-fach geladen, Signal 487,8 Da), 1180,6 Da (2-
fach geladen, Signal 590,8 Da), 1242,6 Da (2-fach geladen, Signal 621,8 Da), 1253,6 Da (2-fach
geladen, Signal 627,3 Da), 1267,6 Da (2-fach geladen, Signal 634,3 Da), 1963 Da (3-fach geladen,
Signal 655,0 Da), 1316,6 Da (2-fach geladen, Signal 658,8 Da), 1335,8 Da (2-fach geladen, Signal
668.,4 Da), 2040,2 Da (2-fach geladen, Signal 1020,6 Da und 3-fach geladen, Signal 680,5 Da),
1656,8 Da (2-fach geladen, Signal 828,9 Da), 1846 Da (2-fach geladen, Signal 923,5 Da und 3-fach
geladen, Signal 616,0 Da), 1854,2 Da (2-fach geladen, Signal 927,6 Da), 2963,8 Da (3-fach
geladen, Signal 988,5 Da) und 2293,2 Da (2-fach geladen, Signal 1147,1 Da) wurden im Tandem-
MS/MS-Modus fragmentiert.

Fir die Fingerprint-Suchen (s. auch Kap. 3.3) wurde der Mascot-Algorithmus
verwendet. Generell verdauen alle Algorithmen die in einer Datenbank gespeicherten Proteine
theoretisch mit der verwendeten Protease und ermitteln daraus die Peptidmuster dieser
Proteine. Der Vergleich dieser theoretischen Spektren mit dem aufgenommenen Spektrum
kann zur Identifizierung von bekannten Proteinen fithren. Mascot basiert auf dem Mowse-
Algorithmus. Mowse beriicksichtigt neben der Anzahl der iibereinstimmenden Peptide auch
die relative Haufigkeit von Peptiden einer gegebenen Masse in der Datenbank und die
ProteingrdBe. Mascot kalkuliert zusétzlich die Wahrscheinlichkeit von zufélligen Uberein-
stimmungen. Mit diesem Algorithmus werden falschpositive Ubereinstimmungen weitgehend

'8 Bei den Datenbankrecherchen mit Mascot konnen zusitzliche Suchoptionen wie

minimiert
mogliche posttranslationale Modifikationen und der Organismus vorgegeben werden.

Sowohl die Informationen aus den Ubersichtsspektren wie auch die Daten der CID-
Massenspektren wurden gegen die Sequenzdatenbanken abgeglichen. Bei den Suchen wurden
keine Ubereinstimmungen mit bekannten Proteinen oder ESTs in den Datenbanken gefunden.

Bei unbekannten Proteinen konnen allenfalls Homologien zu bereits sequenzierten Proteinen

gefunden werden. Auch Homologien wurden nicht gefunden. Aufgrund dieser Ergebnisse
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kann man davon ausgehen, dass zu diesem Zeitpunkt weder die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase noch

das codierende Gen sequenziert waren.

3.4.2 De-novo-Sequenzierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

Die einzige Moglichkeit, die Primérstruktur von unbekannten Proteinen aufzuklaren, ist

die de-novo-Sequenzierung der Peptide'*. De-novo-Sequenzierungen sind sehr zeitaufwindig

und teilweise recht schwierig'™’, da bei der ESI-Massenspektrometrie im Gegensatz zu der

MALDI-Massenspektrometrie in der Regel mehrfach geladene Peptidionen detektiert werden.

Die entstehenden Fragmentionenspektren von 3- oder 4-fach geladenen Peptiden sind oft sehr

komplex und nicht mehr ohne weiteres manuell auswertbar. Die Abbildungen 3-10 und 3-11

zeigen exemplarisch die CID-Massenspektren (A) mit der zugehdrigen Auswertung der

Fragmentionen (B) fiir ein zweifach- und ein dreifach-geladenes Mutterion.
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Der Peptidfragmentierungsmassenfingerprint wurde mit Mascot gegen Sequenzdatenbanken abgeglichen

(http://www.matrixscience.com/cgi/search _form.pl?Search=MIS).

Residue. Mass | Immorium | a3 | kb [

3|

g e

69.0699

L, Leu

1130841 86.0964 #6.0964 1140973

FEIE SR

B: Die Aminosiuresequenz LIDFTHTK wurde mit Hilfe der Analyst QS Software und dem darin

957 5040

1300863

implementierten BioAnalyst-Programm ermittelt. Alle Signale des Spektrums konnten Fragmentionen
zugeordnet werden. 75% der theoretischen Fragmentionen sind im Spektrum zu finden. Diese Peptidsequenz

wurde auch aus vorangegangenen MALDI-MS-Analysen und Edmanabbau erhalten.

Abb. 3-10: CID-Spektrum und Sequenzierung des Peptids mit der Masse 974,6 Da
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Aus den CID-Massenspektren wurde die Primarstruktur der einzelnen Peptide ermittelt.
Das verwendete Computerprogramm berechnet aus der ermittelten Aminosduresequenz die
Fragmentionen, die im Spektrum erscheinen sollten. Bei der de-novo-Sequenzierung miissen
diese Daten mit den Spektren verglichen werden, da die Signale automatisch zugeordnet

werden. Diese Zuordnungen sind aber gerade bei komplexeren Spektren nicht immer korrekt.
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A: CID-Spektrum des dreifach-geladenen Mutterions [M+3H]*" (988,5 Da)
Der Peptidfragmentierungsmassenfingerprint wurde mit Mascot gegen Sequenzdatenbanken abgeglichen.
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B Dle Ammosauresequenz AIPNGVDIYWENVGGVVSDAIWPHLNK wurde durch die computerunterstutzte
Auswertung des Spektrums ermittelt. Alle Signale des Spektrums konnten Fragmentionen zugeordnet
werden. Die unterlegten theoretischen Fragmentionen (55%) sind im Spektrum zu finden.

Abb. 3-11: CID-Spektrum und Sequenzierung des Peptids mit der Masse 2963,8 Da
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25 Fragmentionenspektren wurden aufgenommen. Aus diesen Spektren konnten 13
Aminosduresequenzen (Tab. 3-4) ermittelt werden. Zwei dieser kurzen Sequenzen wurden
schon durch MALDI-MS und Edmanabbau gefunden. In einer weiteren massenspektro-
metrischen Analyse wurde die Bande der Kinase mit der Endoproteinase GluC im Gel verdaut
und die entstandenen Peptide mit LC-MS/MS sequenziert (M. Mreyen, personliche
Mitteilung). GluC katalysiert die Spaltung von Peptidbindungen C-terminal von Glutamat.
Diese Protease wird jedoch nicht routinemifBig in der Analytik eingesetzt, da sie eine
geringere Proteolysespezifitit besitzt und eine aufwindigere Konfiguration der Massen-
spektrometer voraussetzt. Drei weitere Aminosduresequenzen (Tab. 3-4) wurden ermittelt,

von denen eine mit Peptiden aus den ESI-MS-Analysen iiberlappt.

Nr. In-Gel- Peptidmasse Ladung der Aminosiuresequenz
Verdau _ [Da] [M+H]" _ Peptide

1 tryptisch 1846 2 und 3fach NHIESGTPTLEDFEEK

2 tryptisch 2040,2 2 und 3fach TFEFSIEELKNEEVVVK®
3 tryptisch 1335,8 2fach LEIVSPDYM,R

4  tryptisch 1015,6 2fach VVGIVSEEK

5 tryptisch 22932 2fach YIVDELGFDVGVNYNSPTYK
6 tryptisch 2963.8 3fach AIPNGVDIYWENVGGVVSDAIWPHLNK
7  tryptisch 937,6 2fach ELAQWYK

8 tryptisch 1656,8 2fach QFYESLSPDNELSK

9  GluC 2053,4 LSKLIPKYYGTVIQDGKE®
10 tryptisch 1144,2 2fach YYGTVIQDGK
11 tryptisch 1267,6 2fach ELYESWLLSK
12 tryptisch 1253,6 2fach LYDFFHNGIK
13 tryptisch 1316,6 2fach DFFENNPDYR®
14 tryptisch 974,6 2fach LIDFTHTK®
15 GhuC 1533,7 DLTYGYSKPNIM,D
16  GluC 1781,9 TIYSPPSSNDPNVNFE

Tab. 3-4: Ermittelte Peptidsequenzen aus den massenspektrometrischen Analysen
a Zusitzlich wurde die Teilsequenz TFEFSIEELK aus einem weiteren CID-Spektrum ermittelt.

b Diese Sequenz iiberlappt mit den Sequenzen 8 und 10.
¢ Die Sequenzen wurden durch MALDI-MS/MS und Edmanabbau bestétigt.
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Mit diesen Peptidsequenzen wurden Datenbankrecherchen'' durchgefiihrt. Standard-
suchen iiber BLAST""*'*® oder FastA'** zeigten zunichst keine Ubereinstimmungen mit
vorhandenen Sequenzen. Erst die empirische Anpassung der Suchparameter fiir BLAST-
Suchen sowie die seit kurzem mdgliche Suche mit kurzen Aminoséuresequenzen fiihrten zu
Ubereinstimmungen mit Protein- und DNA-Sequenzen in den Datenbanken.

Von den 16 ermittelten Sequenzen konnten 7 Peptide (1-7, Tab. 3-4) einem cDNA-Klon
VFM 264 zugeordnet werden. Eine Zuordnung der iibrigen Peptide war durch
Datenbankrecherchen nicht moglich. Dies ldsst vermuten, dass moglicherweise zwei
unterschiedliche Proteine sequenziert wurden, die in der 40 kDa-Bande nach der
elektrophoretischen Trennung der Kinaseprédparation vorliegen.

Der von der Universitit Tsukuba (Japan) zur Verfligung gestellte cDNA-Klon (Abb.

3-12) enthilt ein komplettes Gen, das ndher untersucht wurde.
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Abb. 3-12: Nukleotid- und Aminosiuresequenz des cDNA-Klons VFM 264
Der erhaltene cDNA-Klon (NIG-ID ddv25016, cDNA Projekt der Universitét Tsukuba, Japan)
wurde komplett nachsequenziert, da die Nukleotidsequenz in der cDNA-Bank nicht vollstdndig
war. Unterstrichen sind die Peptide, deren Aminoséuresequenz mittels ESI-MS/MS ermittelt
wurden. 32% der Gesamtsequenz wurden sequenziert.
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3.4.3 Versuch der Genidentifizierung durch Uberexpression der cDNA
VFM264 in Pichia pastoris

Diese cDNA war zunéchst der einzige Hinweis auf ein Gen, das fiir die Synthese der
InsP;-Kinase verantwortlich sein konnte. Der erste Ansatz war, die ¢cDNA mit einem
etablierten Expressionssystem zu exprimieren und das Genprodukt zu analysieren. Das Pichia
Expressionssystem wurde ausgewihlt, da die Codonverwendung und die Héufigkeit der
tRNAs dieses Organismus dhnlich zu Dictyostelium ist. Escherichia coli ist im Gegensatz
dazu nur bedingt fiir die Expression AT-reicher Gene einsetzbar, da u.a. entsprechende tRNAs
nur in geringen Mengen vorkommen.

155 Viele rekombinante

Zudem bietet das Pichia Expressionssystem weitere Vorteile
Proteine konnen mit hohen Ausbeuten produziert werden. Die Kultivierung der Zellen ist
relativ einfach und preiswert und es kénnen grofle Zellmengen angezogen werden. Als
eukaryontisches Expressionssystem besitzt Pichia einen Golgi-Apparat und ein
endoplasmatisches Reticulum, die unter anderem fiir die richtige Faltung, Bildung von
Disulfidbriicken, Glykosylierungen und Phosphorylierungen von eukaryontischen Proteinen
essentiell sind. Fiir die Expression heterologer Gene wird in diesem Expressionssystem der
Alkoholoxidasel-Promotor (AOX1) benutzt. Dieser Promotor wird sehr effizient reguliert, so
wird er z. B. durch Glucose vollstindig reprimiert und in Gegenwart von Methanol als
Kohlenstoffquelle aktiviert. Dadurch kann die Produktion von Fremdproteinen sehr gut
kontrolliert werden. Mit Hilfe des Pichia pastoris Expressionssystems kann ein Gen in einen
Expressionsvektor so eingesetzt werden, dass das Genprodukt N-terminal ein sekretorisches
Signal und C-terminal einen Polyhistidintag besitzt. Nach der Integration des Vektors in das
Genom wird das Gen methanolinduziert exprimiert und das rekombinante Protein ins Medium
sekretiert. Uber die Bindung des C-terminalen Histidintags an Nickel-Chelatsiulen kann das
sekretierte Protein direkt aus dem Medium gereinigt werden.

Die Uberexpression erfolgte mit dem pPIC6a Starter Kit entsprechend den beschriebenen
Standardvorschriften. Zur Kontrolle wurde das pPIC6a/HSA-Plasmid, in dem das
Humanserumalbumingen insertiert ist, analog zu den konstruierten Vektoren in den
Expressionsstamm  Pichia pastoris X33 transformiert und analysiert. Bei der
methanolinduzierten Expression wurden der Wildtyp X33 und HSA-Transformanten als

Kontrolle eingesetzt.
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3.4.3.1 Konstruktion und Transformation des Expressionsvektors in

Pichia pastoris X33

Spezifische Primer wurden vom 5°- und 3’-Ende der kompletten cDNA-Sequenz
abgeleitet. Unter Erhaltung des Startcodons wurde das Stopcodon ausgeschlossen, um das
Anhidngen des Polyhistidintags an das rekombinante Protein zu ermoglichen. Gleichzeitig
wurden mit Hilfe der Primer am 5’-Ende zwei neue Schnittstellen generiert, die das Einsetzen
der Dictyostelium-cDNA 1m richtigen Leserahmen und in der richtigen Orientierung in den
pPIC6a A-Vektor erlaubten.

Mit den Primern 5 -AAATAAAAATAGGTACCATGGTTCTTAGTAAACAAATTGTA-3’
(CT15s) und 5-TTGATTTTATTTTTATTCTAGATACAATTTTACCATCATTTTA-3" (CT16as)
wurde das komplette Gen von der cDNA-Matrize amplifiziert. Abbildung 3-13 dokumentiert
die Klonierung der cDNA in den Expressionsvektor. Durch Restriktionsanalyse und PCR
wurde die cDNA in dem Expressionsvektor nachgewiesen. Der konstruierte Vektor wurde
durch Elektroporation in kompetente Pichia pastoris X33 Zellen transformiert. Die
Integration in das Pichia-Genom erfolgt durch homologe Rekombination in den AOXI1-
Locus. Dabei behilt der Wirtsstamm X33 eine funktionelle Alkoholoxidase I, so dass die
Transformanten den gleichen Mut'-Phinotyp wie der Wirtsstamm zeigen. Die
Transformanten wurden {iber ihre Blasticidin-Resistenz auf YPDS-Platten selektiert. Auf den
bei 30°C inkubierten Platten waren nach drei Tagen Kolonien zu erkennen. Mittels Einzell-
PCR von resistenten Transformanten wurden Klone identifiziert, deren Genom den
integrierten Expressionsvektor mit der ¢cDNA enthielt. Entsprechende DNA-Fragmente
wurden mit spezifischen Primern amplifiziert. Zwei Mutanten (PpCT3 und PpCTS5), die das

cDNA-Gen tragen, wurden fiir die methanolinduzierte Expression verwendet.
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M 7 9

Abb. 3-13. Klonierung der cDNA in den Expressionsvektor pPIC6a A

M: DNA Lingenstandard III (Roche)

A Amplifikation der cDNA: Die cDNA-Sequenz wurde mit den Primern CT15s/CT16as von der
Plasmid-DNA VFM264 mit dem HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen) amplifiziert. Die PCR
erfolgte mit 3 Zyklen bei 50°C, 27 anschlieBenden Zyklen bei 54°C und bei einer
Extensionstemperatur von 68°C. 5 pl der Reaktionsansitze wurden auf einem 1% Agarosegel
analysiert. 1: PCR mit 20 ng Template-DNA; 2: PCR mit 40 ng Template-DNA; 3: gereinigtes
PCR-Produkt

B Restriktion: Der Vektor pPIC60. A wurde in E. coli DH50. transformiert und Blasticidin-
resistente Klone selektiert. Die Restriktion erfolgte bei 37°C iiber Nacht. Es wurden jeweils 5 U
Restriktionsenzym eingesetzt. 4: 1 ug PCR-Produkt geschnitten mit Kpnl/Xbal; 5: Vektor-DNA
(supercoiled); 6: 1 ug Vektor geschnitten mit Kpnl/Xbal

C Nachweis der cDNA in dem Expressionsvektor: 470 ng PCR-Produkt wurde mit 10 ng
Vektor-DNA ligiert. E. coli DH50 wurden mit 10 ul des Ligationsansatzes transformiert und
Blasticidin-resistente Klone auf LB-Agarplatten (low salt, 100 pg Blasticidin/ ml) selektiert.
Nach der Isolierung von Plasmid-DNA konnte die Integration der cDNA in den Vektor durch
PCR und Restriktionsanalyse nachgewiesen werden. Gezeigt ist ein représentatives Beispiel von
12 untersuchten Blasticidin-resistenten Transformanten. 7: isolierte Plasmid-DNA (0,7%
Agarosegel); 8: Restriktion der Plasmid-DNA mit Kpnl/Xbal; 9: PCR mit 20 ng Plasmid-DNA,
Primer CT15s/CT16as, HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen), 30 Zyklen bei 55°C,

Extensionstemperatur von 72°C. 10 ul der Reaktionsansétze wurden auf einem 1% Agarosegel
analysiert

2,6 kb
—
-=—3,6 kb

-4-2,1 kb

-—1,2 kb

3.4.3.2 Versuch der Expression des rekombinanten Proteins

Die Mutanten PpCT3 und PpCT5 wurden so generiert, dass sie das rekombinante Protein
methanolinduziert exprimieren und ins Medium sekretieren. Der C-terminal angehingte
Polyhistidintag ermdglicht dann die Proteindetektion mittels eines Penta-His-Antikdrpers und
die Proteinreinigung iiber Ni*"-beladene Chelatsiulen. Durch den Erhalt des Phinotyps Mut”
konnen die Mutanten ebenso wie der Wirtsstamm mit Methanol als Kohlenstoffquelle

wachsen.

99



3. Ergebnisse und Diskussion

Zur Kontrolle des Experiments wurden der Wirtsstamm Pichia pastoris X33 und eine
Mutante PpHSA, die rekombinantes Humanserumalbumin produziert, analog zu den
Mutanten PpCT3 und PpCTS5 behandelt. Durch die Anzucht der Mutanten in BMGY-Medium
wurde zundchst Zellmasse generiert. In diesem Medium betrug die Verdopplungszeit bei allen
Kulturen 2 Stunden, was zeigt, dass die Integration der heterologen Gene in das Genom das
Wachstum des Wirtsstamms nicht beeinflusst. Die Expression wurde dann durch das
Umsetzen der Zellen in BMMY-Medium mit 0,5% Methanol induziert. Gerade fiir die
Expression sekretierter Proteine sind diese Medien besonders geeignet. Da sie
phosphatgepuffert sind, kann der pH-Wert in einem weiten Bereich dem rekombinanten
Protein angepasst werden und bleibt wihrend der Expression weitgehend stabil. Durch den
Zusatz von Hefeextrakt und Pepton werden sekretierte Proteine stabilisiert und ihre Proteolyse
verringert. Das rekombinante Protein konnte im Medium auch nach der Konzentrierung nicht
durch SDS-PAGE oder Western Analyse mit dem Penta-His-Antikorper nachgewiesen
werden. Die Expression und Sekretion von rekombinantem Humanserumalbumin als
Positivkontrolle wurde dagegen mit allen Methoden detektiert. Moglicherweise wird das
Protein zwar exprimiert, aber nicht sekretiert. Deshalb wurden Zellen analog zum Medium
analysiert. Auch die intrazelluldre Expression des rekombinanten Proteins war nicht eindeutig
nachweisbar.

Da die Expressionsversuche nur in kleinem Mafistab (250 ml Kulturen) durchgefiihrt
wurden, bleibt unklar, ob das rekombinante Protein iiberhaupt nicht oder nur in geringen
Mengen exprimiert wird. Durch PCR wurde nachgewiesen, dass die cDNA im Genom der
Mutanten integriert ist. Bei AT-reichen Genen wurde die vorzeitige Termination der
Transkription beobachtet, die zu verkiirzten mRNAs fiihrt'*. Die Genprodukte werden in
diesem Fall nicht vollstindig exprimiert. Die cDNA, die in das Pichia Genom integriert
wurde, ist in einigen Bereichen sehr AT-reich. Konsensussequenzen, welche die vorzeitige
Termination und damit verkiirzte mRNA-Transkripte verursachen konnten, sind in der cDNA-
Sequenz zu finden. Das mRNA-Transkript fiir das rekombinante Protein wurde in Gesamt-
RNA-Priparationen mit der Digoxigenin-VFM264-cDNA nachgewiesen (Abb. 3-14).
Offensichtlich wird die mRNA fiir das rekombinante Protein gebildet. Im Vergleich zu der
Positivkontrolle PpHSA wird jedoch nur wenig mRNA gebildet, was vermutlich auf den
hohen AT-Gehalt zuriickzufiihren ist.
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Abb. 3-14: Northern Analyse der Mutanten PpCT3 und PpCTS5S

Kontrollen wurden zum einen mit dem Wirtsstamm Pichia pastoris X33 und zum anderen mit der

Mutante PpHSA durchgefiihrt.

A Synthese der markierten Digoxigenin-Hybridisierungssonden
Die Sonden wurden durch PCR mit dem PCR-DIG Probe Synthesis Kit (Roche) von der
jeweiligen Plasmid-DNA amplifiziert. Die PCR erfolgte mit 30 Zyklen bei 50°C. 5 pl der
Reaktionsansitze wurden auf einem 1,5% Agarosegel analysiert. M: DNA Langenstandard I1I
(Roche); 1: 20 ng Plasmid-DNA VFM 264 wurden als Template eingesetzt, Primer CT11.2s
und CT12.2as; 2: 20 ng Plasmid-DNA VFM 264 wurden als Template eingesetzt, Primer
CT15s und CT16as; 3: 6 ng Plasmid-DNA pPIC6a/HSA wurden als Template eingesetzt,
Primer 3’AOX und 5'AOX

B Isolierung der Gesamt-RNA
RNA wurde nach Schmitt et al."”” isoliert. 2 ul der isolierten RNA wurden auf einem 1,2%
Formaldehyd-Agarosegel analysiert. 4: PpCT5; 5: PpCT3; 6: PpHSA; 7: Pichia pastoris X33

C, E Methylenblaufirbung der auf Nitrocellulose immobilisierten RNA
8: P.p. X33 50 ng RNA; 9-11: PpCT3, 25 pg RNA (9), 50 pg RNA (10), 75 pg RNA (11); 12-
14: PpCTS5, 15 pg RNA (12), 30 pg RNA (13), 45 pg RNA (14); 15: P.p. X33 50 pg RNA; 16-
18: PpHSA, 15 ng RNA (16), 30 ng RNA (17), 45 ng RNA (18)

D, F Hybridisierung der immobilisierten RNA mit markierten Digoxigenin-Sonden
D: Hybridisierung mit der Digoxigenin-VFM264-Sonde; F: Hybridisierung mit der
Digoxigenin-AOX-Sonde
Die RNA wurde mit 200 ng Digoxigenin-Sonden bei 43°C 36 h hybridisiert. Nach der
Markierung wurden die Blots auf Hyperfilm Bmax 17 h (PpHSA) bzw. 48 h (PpCT3 und
PpCT5) exponiert. 8: P.p. X33 50 pg RNA; 9-11: PpCT3, 25 ug RNA (9), 50 ug RNA (10), 75
ng RNA (11); 12-14: PpCTS5, 15 ng RNA (12), 30 pg RNA (13), 45 ug RNA (14); 15: P.p.
X33 50 ug RNA; 16-18: PpHSA, 15 pg RNA (16), 30 ug RNA (17), 45 ug RNA (18)

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklart werden, warum das rekombinante Protein

dennoch nicht exprimiert wird.
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3.4.4 Datenbankrecherchen zur Identifizierung der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase

und des zugehorigen Gens

Mit dem Fortschritt des Dictyostelium-Genomprojektes wurden die Sequenz-
informationen in den Datenbanken laufend aktualisiert. Ein Teil der de-novo sequenzierten
Peptide (Sequenzen 1-7, Tab. 3-4) konnte bereits dem Genprodukt einer cDNA zugeordnet
werden. Nach der vollstindigen Sequenzierung des Chromosom 2 wurde die Uberein-
stimmung aller 6 tryptischen Peptide und der 3 Peptide nach dem GluC-Verdau (Sequenzen 8-
16, Tab. 3-4), die bis dahin nicht eindeutig zugeordnet werden konnten, mit dem Genprodukt
einer chromosomalen DNA-Sequenz gefunden. 33% der zugehdrigen Proteinsequenz wurden
durch ESI-MS/MS sequenziert. In Tabelle 3-5 sind die Ergebnisse dieser Datenbank-

recherchen zusammengestellt.

Peptidsequenzen 8 — 16®

Gen DDB0203614
Chromosom 2
Locus JC2V1_0C0002 12921
Position 329965 — 328839
Intronposition 35—-61 und 628 — 803
Protein-ID" AAO50847
TrEMBL-Nummer® Q86KY3
Aminosiuren 307
MG [kDa] 35,8
plI (theoretisch) 7,2
Annotation automatisch als hypothetisches Protein
Zuordnung® Inositoltrisphosphat (3)-Kinaseaktivitit
Homologie® Inositolhexakisphosphatkinasen, Inositolphosphat-

multikinasen, Inositoltrisphosphatkinasen, PiUS

Tab. 3-5: Ergebnisse der aktualisierten Datenbankrecherchen fiir die InsP7-Kinase
Datenbankrecherchen wurden liber Dictyostelium-Webseiten, iiber die Homepage der NCBI und der
cDNA-Datenbank durchgefiihrt (Stand Mai 2004).

a Peptidsequenzen aus der de-novo-Sequenzierung der InsP;-Kinase (Tab. 3-4)

b Identifizierungsnummer des Proteins in der NCBI-Datenbank

¢ Identifizierungsnummer des Proteins in der Swiss-Prot-Datenbank

d Die Zuordnung und Homologiesuchen erfolgten iiber BLAST-Suchen und iiber die Dictyostelium-
Homepage
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Zu diesem Gen existiert kein vollstindiger cDNA-Klon. Das Gen tragt zwei Introns und
codiert ein hypothetisches Protein (Abb. 3-15, S. 104), dem aufgrund von automatisierten
Sequenzhomologiesuchen eine Inositoltrisphosphat (3)-Kinaseaktivitit zugeordnet wird. Das
Protein wurde zwischenzeitlich als Inositolpolyphosphat Multikinase (IPMK) annotiert. Diese
Annotation wurde aber mit den laufenden Korrekturen der Genomsequenz wieder aus der
Dictyostelium-Datenbank entfernt.

Sequenzanalysen dieses Proteins zeigten 40 — 50% Homologien und 25 — 30% Identitét
zu bekannten Inositolhexakisphosphatkinasen, Inositolphosphatmultikinasen und Inositoltris-
phosphatkinasen in anderen Organismen. Insbesondere die Inositolphosphat- (Aminoséuren
69—-84) und ATP-Bindestellen (Aminosduren 228-234) wie auch die C-terminale Domine

(Aminosduren 278-300), die fiir die katalytische Aktivitit wichtig sein soll”>'®

, weisen grofle
Ahnlichkeiten zu Enzymen der Inositolphosphat-Kinasefamilie auf. Die Sequenzhomologien
lassen jedoch nicht zwangsldufig den Riickschluss auf gleiche oder dhnliche katalytische
Aktivitidten der Enzyme zu. Gerade in Bezug auf ihre katalytischen Aktivitdten und Substrat-
spezifititen sind die bekannten Inositolpolyphosphatkinasen sehr unterschiedlich. Eine
Gemeinsamkeit aller Enzyme ist die Verwendung von ATP als Cosubstrat. Da in anderen
Organismen weder die Strukturen der Substrate noch die der Produkte eindeutig bekannt sind,
ist die Bezeichnung der Enzyme haufig irrefiihrend oder ungenau.

Zum Vergleich sind die Informationen aus den aktualisierten Datenbankrecherchen fiir
den cDNA-Klon in Tabelle 3-6 (S. 105) dargestellt. Dieses Gen ist seit der vollstindigen
Sequenzierung des Dictyostelium-Genoms ebenfalls als chromosomale Sequenz in der
Dictyostelium-Datenbank zu finden. BLAST-Analysen ergaben die Zugehorigkeit des
Proteins zu der Superfamilie der zinkabhingigen Alkoholdehydrogenasen. Es wurden
Homologien zu NADP/NAD-abhéngigen Oxidoreduktasen aus verschiedenen Organismen

gefunden. Dagegen zeigten die Datenbankrecherchen keine Homologie zu bekannten

Enzymen des Inositolphosphatstoffwechsels anderer Organismen.
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ATG AAT GAA CAA AAT AAA TTT CAA GTT GTA GCA GAA CAA GAA GGT

AAA GTT TTT AAA GAG TGT ACA ATC AAA GAG AAG CAA TTT TAT GAG
\ F E T I E

TCA TTA TCA CCA GAC AAT GAA TTA TCG AAA TTG ATA CCC AAA TAT
P P

TAT GGT ACA GTG ATA CAA GAT GGT AAG GAA TGG ATA GTG TTG GAA

GAT TTA ACC TAT GGA TAT AGT AAA CCA AAT ATA ATG GAT ATT AAA
P

TTA GGT CTA TCA CAT CAT GAT GTA GAT TTA GAG ACT ATC TAT AGT

CCA CCA TCA TCC AAT GAT CCA AAT GTA AAC TTT GAA ACT TTA AAA

CGA CAA GCA AAC ATG TCA CTC CAT AAG GAA CTC TAT GAA AGT TGG

TTA CTT TCA AAA TAT ATA ACC ACT CCA AAA CTT GGT TTT TGT GTT

TGC GGA TCA CAA AAA TAT AAT TGT TGT ACC AAT CAA TTG GAA AAG

ATT CAA AAA GAA CAA GGT CGT ACA TTC ACT GCA GTC ACT GTA AAA

GAT AAA CTT TAT GAT TTC TTT CAT AAT GGT ATA AAA TTT AGA CCT

D K L Y D F F H N G | K F R P
GAA ATC ATT GAA TCA ATG ATA AAT AGA TTA TCA TTA TTT AAA GAC
E | | E S M | N R L S L F K R

TTT TTT GAA AAT AAT CCT GAT TAT AGA TTT AGA TCA ACA TCA ATT

TTA TTC CTT TAT GAA GGT GAT TGC GAA TTT AGT AAT AGA TGT GAT

ATT AGA TTA ATT GAT TTC ACT CAT ACC AAA CTT TAT CCA TCT CAT

I R L. LI D Eol T HL T KLY RS H
ATG AAA CCA CAT TCT TCA AAA CTG TCA CAT TAC AAA TCT ATT GAT
M K P H S S K L S H Y K S | D
GTA AAT AAT ATT GAT TCA AAA ACT ACT TCC ATC ACC TCT GGT TTC
\ N N | D S K T T S | T S G F
GAT CAT GAA ACT TAT TTC CCA ATC GAT GGT GGT TAT TTA TTT GGT
D H E T Y F P I D G G Y L F G

ATC ACA AAT CTT TTA AAA ATT TTA AAT TCT TTA AAA AAT AAA CAA
| T L L I L N S L K N K Q

CAA CCT CAA CAA CCA CAA AAA TAA
Q P Q Q P Q K *

Abb. 3-15: Nukleotid- und Aminosiuresequenz der InsP;-Kinase
Fett und unterstrichen dargestellt sind die Aminosduren, die durch ESI-MS/MS nach tryptischem
,»In-Gel-Verdau“ der 6-PP-InsP;s-(5)-Kinasebande ermittelt wurden. Kursiv und unterstrichen sind
die Aminoséuresequenzen, die nach dem GluC-Verdau ermittelt wurden. Gepunktet unterstrichen
dargestellt sind die Aminosduren, die zusétzlich durch MALDI-MS/MS und Edmanabbau
abgesichert sind. (Sequenzdaten aus dictyBase http://www.dictybase.org/ April 2004)
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Peptidsequenzen 1 — 7%

Gen DDBO0186919

Chromosom 4

Locus BC4V1 _0OC0087 13468

Position 4183280 — 4182262

cDNA NIGID ddv25016
Aminosiuren 338

MG [kDa] 37,2

pI (theoretisch) 7,6

Annotation automatisch als hypothetisches Protein
Zuordnung™® Superfamilie der zinkabhidngigen Alkoholdehydrogenasen
Homologie™ NADP/NAD abhingigen Oxidoreduktasen

Tab. 3-6: Ergebnisse der aktualisierten Datenbankrecherchen fiir die cDNA
Datenbankrecherchen wurden tiber Dictyostelium-Webseiten, iiber die Homepage der NCBI und der
cDNA-Datenbank durchgefiihrt. (Stand Mai 2004)

a Peptidsequenzen aus der de-novo-Sequenzierung der InsP;-Kinase (Tab. 3-4)
b Die Zuordnung und Homologiesuchen erfolgten iiber BLAST-Suchen und iiber die Dictyostelium-
Homepage

Aufgrund der Ergebnisse der Datenbankrecherchen und Sequenzvergleiche in
Kombination mit der massenspektrometrischen Sequenzierung ist das auf dem Chromosom 2
lokalisierte Gen das 6-PP-InsPs-(5)-Kinasegen. Damit ist gleichzeitig davon auszugehen, dass
offensichtlich zwei Proteine, zum einen die InsP;-Kinase und zum anderen das Genprodukt
des cDNA-Klons VFM 264, elektrophoretisch nicht getrennt werden konnten und deshalb
beide sequenziert wurden. Auf der Basis der DNA-Sequenzen allein konnen keine posttrans-
lationalen Modifikationen bestimmt werden, die sowohl das Molekulargewicht wie auch den
isoelektrischen Punkt von Proteinen verdndern konnen. Deshalb ist es durchaus moglich, dass
beide Proteine ein sehr dhnliches Verhalten wéhrend der ein- und zweidimensionalen
Gelelektrophorese zeigen, da sie sich in ihrer Gréfe und dem pl-Wert nicht wesentlich

unterscheiden.
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3.4.5 Sequenzvergleich der InsP;- und InsP¢-Kinase aus Dictyostelium

DDB0206196 1 MHIFYLVNSKKSKVNNSESFIKDDRKYNLEIDLNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
DDB0203614 I mm
consensus 1

DDB0206196 61 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNSNNMENENNSDNNSMKIDQFPHQVGGHSAMLSVNGN
DDB0203614 I MNEQNK-——=-———=—-—=———=—— FQVVAEQEGK
consensus 61 * * . *

DDB0206196 121 ICKPLINRELQFYEFSQLKNNIHSFFISPFLANFFGVVEVLKSKNDIVTDLDQSQNQEAQ
DDB0203614 17 VFKECTIKEKQFYESLSPDN-----— ELSKLIPKYYGTVIQDG-—==————=——————————
consensus 121 * KRR * B

DDB0206196 181 0000000000000000000QQKPSLGSPKSSQQSYMSNQQQINY SNT INNKNKKKVKECK
DDB0203614 54 ———mmmmmmmm e e

consensus 181

DDB0206196 241 HPSGTQQKYIVLSDLTSSYNSPCIVDIKIGTRQRGVICSSTTSTSHGIRVCGMKIYCPQL

DDB0203614 54 -———-- KEWIVLEDLTYGYSKPNIMDIKLGLSHHDVDLETIYSPPSS—-———-—-- NDPNVNF
consensus 241 SEFK kKRR ok kR Rk ok . .F

1
DDB0206196 301 GEMITFDRYFGRTLDGNTLEESLFHFFTSNMFEFNNNNNNINNSNDNENNNKNEFISCDFHL
DDB0203614 102 ETLKRQAN-——————————————————————————————— MSLHKELYESWLLSKYITTP
consensus 301
DDB0206196 361 QRI-———————————————————————m NLIESILEK
DDB0203614 130 KLGFCVCGSQKYNCCTNQLEKIQKEQGRTFTAVTVKDKLYDFFHNGIKFRPEITIESMINR
consensus 361 JRER L

DDB0206196 373 LGQIECILSNKNDPFPFKIYSSSLLIIYEGKPNEILNQSLINNINNINNSSNNNNNNNNN
DDB0203614 190 LSLFKDFFENNPD---YRFRSTSILFLYEG-DCEFSN--—————————————————————
consensus 373 * P Xk ok Kkkk Kk

DDB0206196 433 NNNNNSNINSIISDCMNIGFSDIDSTSSSCTTTPSQSPITNILDSNIQSSTDSYTNSVEN
DDB0203614 223 =—————— e m e
consensus 433

DDB0206196 493 NSNNNNNNNDNIIISVSNSISIQRNINKSLESNSCISSNNSMIEDMEDGFHSFGSEEEID
DDBO203614 223 === m = mm oo e

consensus 493

DDB0206196 553 DSCVSSDLDSDSDEMPSNRSTRSNSGNFSGSKPQPSKFIQNAVKMIDFAHAIPIIEKEAQ

DDB0203614 223 —————————— - - — oo RCDIRLIDFTHTKLYPSHMKP
consensus 553 P
2

DDB0206196 613 ————-——-—————————————————————————— EDDGYLFGINNLQLLLFKIKSRLLLS
DDB0203614 244 HSSKLSHYKSIDVNNIDSKTTSITSGFDHETYFPIDGGYLFGITNLLKILNSLK-----—
consensus 613 kookkkkkk Kk kK

3
DDB0206196 639 LSVQOKEQQNQOQQOQOQOQQQONQOONNSSELSSPSSSFSSLNNSMINNRNDDCGNLEE'S
DDB0203614 298 --—------ NKQQPQQPQK————— === ——— e e
consensus 639 KooKk Ak K

DDB0206196 699 FNKMEFNHHHQONTVINTN
DDB0203614 = —————mm
consensus 699

Abb. 3-16: Vergleich der Aminosiuresequenzen der InsPs- und InsP7-Kinase
Das Alignment der Aminoséuresequenzen der InsP¢-Kinase (DDB0206196) und der InsP;-Kinase
(DDB0203614) erfolgte zunichst mit Clustal W am European Bioinformatics Institute (EBI), die
Optimierung des Alignments mit Jalview (Multiple Alignment Editor V1.8). Das Alignment
wurde mit BOXSHADE 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) graphisch
aufbereitet. * identische Aminoséuren; . dhnliche Aminoséiuren; 1 Inositolphosphatbindestelle; 2
ATP-Bindestelle; 3 konservative C-terminale Doméne
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Vor kurzem wurde in Dictyostelium eine InsPg-Kinase ausschlieBlich durch
Datenbankrecherchen und die Analyse des Inositolphosphatmusters von Mutanten nach der
Gendeletion identifiziert’>. Die InsP¢-Kinase wurde bisher nicht biochemisch charakterisiert.
Auch die InsPs-Kinase (DDB0206196) aus Dictyostelium zeigt Homologien zu den bekannten
Enzymen der InsPs-Kinasefamilie. Sie ist jedoch mit 716 Aminoséuren und einem Molekular-
gewicht von 81 kDa wesentlich grofler als die InsP;-Kinase. Die Aminosduresequenzen dieser
beiden Enzyme wurden direkt miteinander verglichen (Abb. 3-16). Beide Enzyme besitzen
die konservative Inositolphosphat- und ATP-Bindestelle. Auflerdem ist die C-terminale
Doméne in beiden Enzymen homolog.

Offensichtlich sind am Stoffwechsel der hochphosphorylierten Inositolphosphate in
Dictyostelium mindestens zwei Enzyme beteiligt. Inwiefern sie unterschiedliche Aktivititen
besitzen und unterschiedliche Funktionen im Organismus erfiillen, kann nur durch die
Charakterisierung der InsP¢-Kinase einerseits und andererseits durch die Deletion des InsP;-
Kinasegens mit der nachfolgenden phinotypischen Untersuchung der Mutanten gekléart

werden.

3.4.6 Kritische Betrachtung der Versuche zur Genidentifizierung der 6-PP-
InsPs-(5)-Kinase

Auf dem Chromosom 2 wurde durch Datenbankrecherchen ein Gen gefunden, dessen
Genprodukt mit sehr groer Wahrscheinlichkeit die InsP7-Kinase ist. Von der Proteinsequenz
wurden 33% durch Tandemmassenspektrometrie und Edmanabbau sequenziert. Inzwischen
kann die InsP7-Kinase sowohl {iber ihren charakteristischen Massenfingerprint wie auch iiber
die Peptidmassenfingerprints identifiziert werden. Die Kinase zeigt Homologien zu bekannten
Enzymen der Inositolphosphat-Kinasefamilie, wie die konservative Inositolphosphat-
bindestelle, die ATP-Bindestelle und die katalytisch relevante C-terminale Doméne. Auch
nach der vollstindigen Sequenzierung des Dictyostelium-Genoms konnen keine weiteren
Sequenzen mit allen bisherigen Ergebnissen in Einklang gebracht werden. Beriicksichtigt man
die Ergebnisse der Datenbankrecherchen (s. Kap. 3.4.4) lassen sich auch die bisherigen
Resultate der Versuche zur Genidentifizierung erklaren.

Ausgehend von den Peptidsequenzen LIDFTHTK und DFFENNPDYR konnte das Gen
der InsP;-Kinase nicht iiber PCR von genomischer DNA amplifiziert werden. Beide

Peptidsequenzen wurden sowohl massenspektrometrisch iiber ESI-MS/MS und MALDI-
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MS/MS wie auch durch Edmansequenzierung ermittelt und konnen deshalb eindeutig der
InsP7-Kinase zugeordnet werden. Auf chromosomaler Ebene wird jedoch das codierende Gen
genau an der Stelle, deren Translation die Peptidsequenz DFFENNPDYR ergibt, durch ein
Intron unterbrochen. Der von dieser Peptidsequenz abgeleitete Primer konnte somit
unabhéngig von seiner Degenerierung nicht an dieser Stelle der DNA-Sequenz binden.

Die Inositolphosphatbindestelle, die innerhalb der InsP;-Kinasesequenz den Aminosduren
69-86 zugeordnet werden kann, zeigt zwar Homologien zu den entsprechenden Sequenzen
der InsP¢-Kinasen anderer Organismen, ist aber nicht identisch mit der Bindestelle, die von
den InsPs-Kinasen bekannt ist (Abb. 3-17). Deshalb konnte durch PCR mit einem
degenerierten Primer, der von dieser Sequenz abgeleitet wurde, kein DNA-Fragment

amplifiziert werden.

InsPs-Kinasen PCVLDLKMGTRQHGDDAS

InsP;-Kinase 69 PNIMDIKLGLSHHDVDLE 86
* *x X * *x %

Konsensus PxxxDxKxGxxxHxxD

Abb. 3-17: Blockalignment der konservierten Sequenzen der Inositolphosphatbindestelle

* identische Aminoséuresequenzen; x variable Aminosduren

Offensichtlich wird mit der InsP7-Kinase ein weiteres Protein angereichert, das dhnliche
physikalische Eigenschaften besitzt und aufgrund seines elektrophoretischen Verhaltens nicht
von der InsP7-Kinase getrennt werden kann. Durch Datenbankrecherchen konnte diesem
Protein ein cDNA-Klon zugeordnet werden, der das komplette codierende Gen tragt. Mit
spezifischen Primern konnte das Gen von genomischer DNA amplifiziert werden. Nach der
Integration dieses Gens in das Pichia pastoris Genom wurde durch Hybridisierung die
entsprechende mRNA nachgewiesen. Die Expression des rekombinanten Proteins konnte
nicht belegt werden. Dabei bleibt unklar, ob die Proteinmenge oder die Expression und
Sekretion des Proteins die Ursache ist. InsP7-Kinaseaktivitdt wurde nicht nachgewiesen. Das
Protein zeigt keine Homologien zu Enzymen des Inositolphosphatstoffwechsels, somit kann
sicher ausgeschlossen werden, dass die cDNA fiir ein Enzym des Stoffwechsel der
hochphosphorylierten Inositolphosphate codiert. Vielmehr gehort das Genprodukt der cDNA
zur Superfamilie der zinkabhidngigen Alkoholdehydrogenasen und zeigt Homologien zu

NADP/ NAD-abhingigen Oxidoreduktasen.
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3.5 Experimente zu physiologischen Funktionen der

Diphosphoinositolphosphate

Die physiologische Bedeutung der Diphosphoinositolphosphate ist bislang nicht
eindeutig gekldrt worden (s. auch Kap. 1.5.3). Eine mogliche Funktion als Energiespeicher-
molekiile ist u. a. aufgrund der intrazelluliren Konzentrationen der PP-InsPs sowohl in
Dictyostelium wie auch in héheren Organismen auszuschlieBen. Diphosphoinositolphosphate
binden mit hoher Affinitdt an Proteine, die an endocytotischen Prozessen, wie z.B. dem
Clathrinassembly, beteiligt sind. In hdheren Organismen wurde gezeigt, dass durch die
Bindung und Dephosphorylierung gebundener PP-InsPs der Membranfluss moduliert wird.
Diese Vorstellung wire gerade filir Dictyostelium, einem professionellen Phagozyten,
besonders interessant. Die Untersuchung der Endo- und Exocytose von Dictyostelium-
Mutanten, die nach der Deletion des InsP¢-Kinasegens InsP; und InsPg nicht mehr
synthetisieren, zeigte aber keine Unterschiede zum Wildtyp. Diese Metabolite konnen
demnach keine essenticlle Rolle bei endocytotischen Prozessen in Dictyostelium spielen.
Ebenso unwahrscheinlich ist in Dictyostelium eine Beteiligung der Diphosphoinositol-
phosphate an DNA-Reparaturmechanismen und dem mRNA-Transport, die fiir Hefen und
andere Organismen gezeigt oder postuliert wurde. Auch hier wurden keine phdnotypischen
Unterschiede zwischen den gendefekten Mutanten und dem Wildtyp festgestellt’.

Eine denkbare Funktion der Diphosphoinositolphosphate konnte aufgrund ihrer
intrazelluldren Konzentrationen und ihrer hohen Phosphatgruppeniibertragungspotentiale die
spezifische Phosphorylierung von Proteinen oder Enzymen sein. Viele Regulations-
mechanismen von Enzymaktivititen oder die Modulation von Rezeptoren durch
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen, bei denen ATP als spezifischer Phosphat-
gruppendonor dient, sind bekannt. Die Rolle der Diphosphoinositolphosphate als spezifische
Phosphatgruppentibertriger wurde in der Vergangenheit mehrfach diskutiert, konnte aber
bislang nicht nachgewiesen werden. Diphosphoinositolphosphate konnten molekulare
Schalterfunktionen iibernehmen oder moglicherweise eine neue Klasse von Signal-
transduktoren darstellen. Ein Ansatz war im Rahmen dieser Arbeit die Untersuchung der

Phosphorylierung von Proteinen durch PP-InsPs.
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Die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase wurde aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitidt zur Synthese
von isotopenmarkiertem 5-PP-InsPs und 5,6-bis-PP-InsP4 eingesetzt. Die Substratspezifitit
der InsP;-Kinase fiihrt mit [y->*P]-ATP als Cosubstrat zur Markierung der B-Phosphatgruppe
in 5-Position. Nach der sdulenchromatographischen Reinigung wurden [B->*P-5]-PP-InsPs
und [B-**P-5],6-bis-PP-InsP; mit einer Ausbeute von 95% und einer hohen spezifischen
Aktivitat > 2000 Ci/mmol erhalten.

In einem Vorversuch'”’ konnte bereits gezeigt werden, dass Proteinbanden in
Zellextrakten von Dictyostelium radioaktiv markiert werden, nachdem die Proteine mit [B->2P-
5],6-bis-PP-InsP;, inkubiert wurden. Eine Markierung der Proteine durch [y->*P]-ATP wurde
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen nicht detektiert. Mdglicherweise ist die lange
Inkubationszeit der Zellextrakte die Ursache dafiir, dass die Phosphorylierung von Proteinen
durch [y->*P]-ATP hier nicht nachweisbar ist. Die Regulation spezifischer Zellaktivititen in
D. discoideum (z.B. Rezeptoren, Proteine des Cytoskeletts, Enzyme) durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung iiber ATP erfolgt in der Regel sehr schnell. Radioaktive
Markierungen von Myosin '**, MLCK (Myosin light chain Kinase) und MLCP (Myosin light
chain Phosphatase)'> mit [y-“P]-ATP sind zum Teil schon nach einer Inkubationszeit von
wenigen Sekunden bis maximal 20 Minuten detektierbar. Weitere Beispiele fiir sehr schnelle
Phosphorylierungen sind die des cAMP-Rezeptors in der Plasmamembran (5-10 s) und der
P36-Phosphatase, deren Dephosphorylierung dazu fiihrt, dass sie bereits nach 7 Minuten
Inkubationszeit nicht mehr radioaktiv markiert ist'®.

Die weitere Untersuchung von cytosolischen und Membranproteinen deutete auf eine
stairkere Markierung von Membranproteinen hin (Abb. 3-18). PP-InsPs dienen mdglicher-
weise der Regulation oder Adaption von Rezeptorsensibilititen. Rezeptoren sind entweder
membranassoziiert oder integrale Membranproteine. Deshalb wurden insbesondere
Membranpréiparationen niher untersucht.

Die erste Vermutung einer spezifischen enzymkatalysierten Phosphorylierung von
Proteinen, die sich zum einen aus der scheinbaren Zeitabhédngigkeit der Proteinmarkierungen
und zum anderen aus dem Auftreten einer markierten 44 kDa-Proteinbande in Anwesenheit
von Phosphataseinhibitoren ergab, konnte durch die Analyse der Membranprotein-
markierungen nicht bestdtigt werden. Wenn Phosphatgruppen enzymbkatalysiert {libertragen
werden, sollte nach der Inkubation von denaturierten Proteinextrakten keine Markierung mehr

erscheinen. Es wurden aber markierte Proteinbanden nach der Inkubation denaturierter
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Zellextrakte detektiert. Offensichtlich treten unter den Inkubationsbedingungen unspezifische
Wechselwirkungen auf, die mogliche spezifische Proteinphosphorylierungen {iberlagern.
Denkbar wire eine chemische Reaktion der Anhydridbindung der Diphosphatgruppen mit
reaktiven Aminosdureseitenketten oder mit Zuckerresten der hdufig glykosylierten Membran-
proteine. Dies wiirde gleichzeitig die starkere Markierung von Membranproteinen erklaren.

Je 30 pg Protein wurden 2 h inkubiert, 5 min
SDS-Probenpuffer gekocht und

mit
- 75— ¥ By ‘ elektrophoretisch getrennt. 10 pg Protein
— 60— ’ ’:; ‘: ! wurden pro Slot aufgetragen.
— 45— ? ! 3 M: Membranproteine;

C: cytosolischer Extrakt;

e a & = j G: Gesamtzellextrakt;
— 26— ' . x| 1: Inkubation mit 275 uM [B->*P-5],6-bis-PP-
T - 3 o e InsP4 unter ATP-regenerierenden
G C M M c \G G C ™ Bedingungen; . 2 .
L : 2: Inkubation mit 275 uM [B-""P-5],6-bis-PP-
1 2 InsP,

Abb. 3-18: Elektropherogramm und Autoradiogramm der inkubierten Zellextrakte

Auch die Variation der Versuchsbedingungen, wie der Zusatz von Ca*"-Ionen, die Solu-
bilisierung von Membranproteinen durch EDTA oder NaCl, unterschiedliche Protein- und
Diphosphoinositolphosphatkonzentrationen, und der Vergleich der Markierungen durch [f3-
32p_5]-PP-InsPs und [B->*P-5],6-bis-PP-InsP, gaben keine weiteren Hinweise auf eine
spezifische Proteinphosphorylierung durch PP-InsPs. Vielmehr zeigen die Elektrophero-
gramme und Autoradiogramme sehr dhnliche Bandenmuster bei allen inkubierten Protein-
extrakten. Die Stirke der Markierung korreliert auffillig mit den Proteinmengen, was
wiederum fiir eine unspezifische Wechselwirkung unter den Bedingungen spricht. Dennoch
kann aufgrund dieser Ergebnisse eine physiologische Funktion der Diphosphoinositol-
phosphate als spezifische Phosphatgruppendonoren nicht ausgeschlossen werden. Des
Weiteren wire auch denkbar, dass die Diphosphoinositolphosphate {iber ionische
Wechselwirkungen an Proteine binden. Die Regulation von Enzymaktivititen oder Rezeptor-
sensibilitdten konnte dann durch die spezifische Phosphorylierung oder Dephosphorylierung
der gebundenen PP-InsPs erfolgen.

Die molaren Konzentrationen der PP-InsPs in Dictyosteliden lassen sich aus den
nachgewiesenen Stoffmengen und dem durchschnittlichen Zellvolumen berechnen. Inwiefern
diese Konzentrationen die intrazelluliren Konzentrationen freier PP-InsPs in vivo

wiedergeben, ist nicht bekannt. Vor allem die Konzentration von InsP; wurde nur als Summe

111



3. Ergebnisse und Diskussion

der Isomerenkonzentrationen von 5- und 6-PP-InsPs bestimmt. Zellen der spatexponentiellen
Wachstumsphase enthalten neben 90% 6-PP-InsPs ca. 10% S-PP-InsPsé. Ob sich das
Verhiltnis der Isomere im Verlauf des Lebenszyklus verdndert, wurde bisher nicht untersucht.
Vegetative Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase enthalten ca. 12 uM InsP; und
InsPg. Die intrazellulire Konzentration der PP-InsPs steigt in der spétexponentiellen
Wachstumsphase der Zellen und erreicht ca. 80 uM InsP; bzw. 200 uM InsPg in der
stationdren Phase. Eine weitere Anreicherung dieser Metabolite wird in der Differenzierungs-
phase beobachtet. Konzentrationen von 200 uM InsP; bzw. 400 uM InsPs konnten hier
nachgewiesen werden. Wihrend der Sporengermination sinken die Diphosphoinositol-
phosphatkonzentrationen sehr schnell wieder auf 12 pM®. Der Konzentrationsverlauf der PP-
InsPs in vegetativen Zellen korreliert auffillig mit dem Prestarvation Response, der zur

Expression differenzierungsabhingiger Proteine fithrt'®'

. Moglicherweise besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen der lebenszyklusabhingigen Konzentrationsinderung der PP-InsPs
und der differenzierungsabhéngigen Proteinexpression, der regulatorische Funktionen der
hochphosphorylierten Inositolphosphate belegen wiirde. Extensive Proteinphosphorylierung
treten in verschiedenen Phasen des Lebenszyklus von Dictyostelium auf, so z.B. wihrend der
Sporengermination' .

Eine neuere Studie belegt die regulatorische Beteiligung von InsP; an der Chemotaxis
von Dictyostelium Zellen””. Die Zellaggregation, die unter Hungerbedingungen induziert
wird, erfordert die Expression von Proteinen, die an der Chemotaxis und der Zell-
differenzierung beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, dass InsP; mit PtdIns(3,4,5)P; um
die Bindung an Proteine konkurriert, die Pleckstrin-homologe Dominen aufweisen. Diese

Proteine treten bevorzugt membranassoziiert auf

160,164

. Auch die Phosphorylierung chemo-

taktischer Rezeptoren wurde bereits in der Literatur beschrieben. In diesem Zusammen-

hang steht auBerdem die Phosphorylierung von Myosin I'®

und der regulatorischen leichten
und schweren Myosin II-Ketten'®*'®”. Bei allen beschriebenen Proteinphosphorylierungen
spielt offensichtlich cAMP eine entscheidende Rolle. Die Konzentrationen der PP-InsPs sind
ebenfalls cAMP-abhéngig. Insofern ist durchaus denkbar, dass in Dictyostelium entweder die
Phosphorylierungen solcher Proteine durch hochphosphorylierte Inositolphosphate oder die

Bindung der Metabolite an diese Proteine zu ihrer Modulation fiihren konnten.
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3.6 Stoffwechsel von Diphosphoinositolphosphaten

Der Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate in Dictyostelium discoideum konnte
bisher nicht vollstindig aufgeklart werden. Zwei Enzyme, die an diesem Stoffwechsel
beteiligt sind, wurden in D. discoideum identifiziert. Die bereits charakterisierte InsP;-Kinase
katalysiert neben der Phosphorylierung von 6-PP-InsPs zu 5,6-bis-PP-InsP, die
Phosphorylierung von InsPs zu 5-PP-InsPs. InsPg ist ein wesentlich schlechteres Substrat der
Kinase und das Endprodukt der Reaktion wird nicht weiter phosphoryliert. Diese Neben-
aktivitit scheint in D. discoideum eine dead-end-Reaktion zu sein. Vergleicht man die
Dephosphorylierungsreaktion von 5-PP-InsPs mit der Phosphorylierungsreaktion von 6-PP-
InsPs so stehen die Substrataffinititen der Kinase und die Wechselzahlen der Substrate im
Einklang mit dem intrazelluldren Konzentrationsverhiltnis der InsP;-Isomere von 9:1.

Inzwischen wurde eine InsPs-Kinase, die moglicherweise das fehlende Bindeglied
zwischen InsPg und InsPg darstellt, in D. discoideum identifiziert’?. Die Deletion des Kinase-
gens flihrte zu einem verdnderten Diphosphoinositolphosphatspektrum. Wiahrend die InsPe-
Konzentration weitgehend konstant bleibt, wurden nur noch sehr geringe Konzentrationen
von InsP; detektiert. Diese InsP;-Synthese kann mdglicherweise aus der Nebenaktivitdt der
InsP;-Kinase resultieren. Logischerweise entsteht kein InsPg, da das Substrat der InsP;-Kinase
vollstindig fehlt. Die InsP¢-Kinaseaktivitdt wurde durch Inkubation von lysierten Zellen mit
[*H]InsPs und anschlieBende HPLC-Analytik nachgewiesen. Das Enzym wurde allerdings
nicht weiter charakterisiert.

In anderen Organismen wurden dhnliche Enzyme identifiziert, die am Stoffwechsel der
Diphosphoinositolphosphate beteiligt sind. Eine Familie von Inositolhexakisphosphatkinasen,
die unter anderem die Phosphorylierung von InsPs zu InsP; katalysiert, ist bekannt. In
Rattengeweben wurde diese enzymatische Aktivitit von der InsP;-Kinaseaktivitdt, durch die
InsP; zu InsPs phosphoryliert wird, separiert’’. Weitere Enzyme wie die Multiplen Inositol
Polyphosphat Phosphatasen und die Diphosphoinositol Polyphosphat Phosphohydrolasen, die
vor allem fiir den Abbau der Diphosphoinositolphosphate verantwortlich sind, wurden
ebenfalls gefunden. Hier sind jedoch, wie bereits erwdhnt, die entsprechenden Substrate

strukturell nicht eindeutig identifiziert.
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3.6.1 Inkubationen von cytosolischen Zellextrakten

Da der Nachweis der Verbindung zwischen dem Stoffwechsel der niedrig
phosphorylierten Inositolphosphate und dem Stoffwechsel der hochphosphorylierten
Inositolphosphate in D. discoideum auf der enzymatischen Ebene noch fehlt, wurde nach
entsprechenden Enzymaktivititen in Zellextrakten gesucht.

Aus Studien mit Sdugetierzellen sind weitere diphosphorylierte Metabolite wie PP-InsP,4
und bis-PP-InsP; bekannt. Die Familie der Inositolhexakisphosphatkinasen’®’"'** katalysiert
die Phosphorylierung von InsPs zu PP-InsPs. Das Reaktionsprodukt ist vermutlich 5-PP-InsPs.
Gleichzeitig wird auch Ins(1,3,4,5,6)Ps zu PP-InsP, und dieses weiter zu bis-PP-InsP;
phosphoryliert. Die Strukturen dieser Diphosphoinositolphosphatisomere sind jedoch nicht
bekannt. Der Phosphataufnahme-Stimulator PiUS’® ist ebenfalls eine InsPs-Kinase, welche
die Phosphorylierung von InsPs zu PP-InsPs katalysiert. Die Inositolphosphatmultikinasen,
auch IPMK genannt, phosphorylieren eine Reihe von Inositolphosphaten. Eine IPMK aus der
Ratte™ katalysiert u.a. die Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)Ps zu PP-InsP,. Dieses Enzym
kann Substrate in 1-, 3- oder 6-Position angreifen. Eine rekombinante menschliche IPMK'*'%®
katalysiert dagegen nur die Phosphorylierung in 3- und 6-Position. Auch hier wurden PP-
InsP4-Isomere als Reaktionsprodukte beobachtet. Im Gegensatz zu den beiden Enzymen zeigt
die IPMK aus Saccharomyces cerevisiae diese Aktivitit nicht”. PP-InsP; und bis-PP-InsP;
konnten moglicherweise Vorstufen von PP-InsPs bzw. bis-PP-InsP4 sein.

Die Existenz dieser Metabolite konnten in Zellextrakten von Dictyostelium nicht mit der
HPLC-MDD-Analytik nachgewiesen werden. Um die Hydrolyse der Diphosphatgruppen
dieser Verbindung unter den stark sauren Aufschlussbedingungen (s. auch Kap. 2.3.1)
auszuschlieBen, wurden InsP; und InsPg im pH-Bereich von 1 - 12 inkubiert. Es konnte kein
Abbau der Diphosphatgruppen festgestellt werden. Die Diphosphatgruppen werden jedoch in
Anwesenheit von HCI-Spuren wihrend der Gefriertrocknung vollstindig zersetzt.

Partiell gereinigte cytosolische Extrakte wurden mit InsPs, 5-PP-InsPs und 6-PP-InsPs
unter ATP-regenerierenden Bedingungen inkubiert. Identische Proben wurden mit InsPg, 5-
PP-InsPs, 6-PP-InsPs, 3,5-bis-PP-InsP; und 5,6-bis-PP-InsP4 unter ADP-regenerierenden
Bedingungen inkubiert.

Bei der Untersuchung der cytosolischen Extrakte nach der Kationen- bzw. Anionen-
austauschchromatographie und der InsPs-Affinititschromatographie, den Reinigungsschritten

fiir die InsP;-Kinase, konnte die Phosphorylierung von InsPs zu 5-PP-InsPs sowie die
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Phosphorylierung von 6-PP-InsPs zu 5,6-bis-PP-InsPs, die auf die bereits bekannte
Enzymaktivititen der InsP;-Kinase zuriickzufiihren sind, nachgewiesen werden. Es wurden
keine weiteren anabolen Enzymaktivititen unter ATP-regenerierenden Bedingungen
gefunden. Unter ADP-regenerierenden Bedingungen wurde die Dephosphorylierung von 5-
PP-InsPs zu InsPgs, von 3,5-bis-PP-InsP4 und 5,6-bis-PP-InsP4 zu 3-PP-InsPs bzw. zu 6-PP-
InsPs nachgewiesen. Weitere katabole Enzymaktivitidten wurden nicht festgestellt.
Moglicherweise werden entsprechende Enzyme durch die partielle Anreicherung der
Rohextrakte abgetrennt. In weiteren Versuchen wurden Zellextrakte von axenisch
gewachsenen Zellen sowohl in der logarithmischen als auch in der spétexponentiellen
Wachstumsphase untersucht. Aliquots der Zellextrakte wurden durch Anionenaustausch-
chromatographie an Q-Sepharose vorgereinigt, um stdrende Inositolphosphate zu entfernen.
Unter den gewihlten Bedingungen werden von der Q-Sepharose kaum Proteine retardiert. Die
so erhaltenen Rohextrakte wurden direkt inkubiert. Des Weiteren wurden die Proteine
vollstindig gefallt und resuspendiert. Auch bei der Inkubation dieser Proben wurden keine

weiteren Enzymaktivitdten gefunden.

3.6.2 Inkubationen von Kernpriparationen

Neben dem im Cytosol lokalisierten Stoffwechsel der Inositolphosphate ist ein aktiver
kernassoziierter Stoffwechselweg zum InsPg in Dictyostelium bekannt’®. In Hefezellen konnte
auBerdem die Beteiligung von InsPs an essentiellen Prozessen wie dem DNA-Repair und dem
mRNA-Transport nachgewiesen werden. Ein stirkerer Effekt durch InsP; bzw. InsPg wird
vermutet, konnte aber aufgrund der schlechten Verfiigbarkeit dieser Metabolite nicht genauer
untersucht werden™. Da diese Prozesse bei Dictyostelium ebenfalls kernassoziiert stattfinden,
kann angenommen werden, dass die beteiligten Metabolite im Kern vorhanden sein miissen.
Ein Transportshuttle fiir die Inositolphosphate iiber die Kernmembran ist nicht bekannt,
deshalb sollten die in der Synthese und dem Abbau von hochphosphorylierten Inositol-
phosphaten involvierten Enzyme auch im Kern zu finden sein.

Diphosphoinositolphosphate konnten in Kernextrakten nicht nachgewiesen werden.
Moglicherweise sind die Konzentrationen dieser Metabolite so gering, dass sie mittels HPLC-
MDD-Analytik nicht detektiert werden konnen. Des Weiteren wire auch denkbar, dass
wihrend der Préparation der Kerne die Diphosphoinositolphosphate iiber die Kernporen

passiv ausgeschleust werden und deshalb nicht detektiert wurden. Bei der Inkubation von
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Kernextrakten mit den entsprechenden Substraten wurde kein enzymatischer Umsatz von

InsPg, InsP;- oder InsPg-Isomeren festgestellt.

In D. discoideum konnte unter den gewéhlten Bedingungen kein weiterer anaboler oder
kataboler Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate in vitro nachgewiesen werden. Eine
Ursache kann die mogliche Instabilitidt der beteiligten Enzyme sein. Die InsP7-Kinase gehort
zu den Enzymen in Dictyostelium, die nur in geringer Kopienzahl vorliegen. Ein Nachweis
der Enzymaktivitdt ist aufgrund der geringen Konzentration des Enzyms in Rohextrakten
recht schwierig. Es ist nicht auszuschlieBen, dass andere am Stoffwechsel der
Diphosphoinositolphosphate beteiligte Enzyme in ebenso geringen Konzentrationen auftreten.
Damit wiirde der Nachweis der entsprechenden Enzymaktivitit in Rohextrakten erschwert.
Ebenso denkbar ist, dass die beteiligten Enzyme weitere Kofaktoren bendtigen, die nicht
bekannt sind und dementsprechend nicht zugesetzt wurden. Auch die Inhibierung der Enzyme
durch noch vorhandene Inositolphosphate oder die zugesetzten Substrate kann dazu fiihren,

dass entsprechende Enzymaktivititen nicht mehr nachgewiesen werden konnen.

3.6.3 Versuch des immunochemischen Nachweises einer

Inositolhexakisphosphatkinase in D. discoideum

Selbst eine geringe Enzymkonzentration kann moglicherweise durch empfindlichere
immunochemische Methoden nachgewiesen werden. Ein Inositolhexakisphosphatkinase-
Antikorper ist kommerziell erhéltlich. Dieser Antikorper ist polyklonal und spezifisch gegen
eine 18 Aminosduren lange Peptidsequenz (PCVLDLKMGTRQHGDDAS) aus InsPe-
Kinasen in Rattengewebe gerichtet. Mit diesem Antikorper wurden sowohl InsPs-Kinasen in
verschiedenen Rattengeweben als auch menschliche InsPg-Kinasen nachgewiesen76’77.
Dictyostelium-spezifische Datenbankrecherchen zeigten, dass diese Peptidsequenz homolog,
aber nicht identisch zu Proteinsequenzen in Dictyostelium ist. Da das Genom jedoch nicht
vollstindig sequenziert war, wurde mit Hilfe dieses Antikorpers versucht, eine mdgliche
InsPs-Kinase in Dictyostelium zu identifizieren. Dazu wurden cytosolische Zellextrakte nativ
und denaturiert auf Nitrocellulosemembranen immobilisiert. Weitergehend wurden die
Proteingemische elektrophoretisch getrennt und geblottet. Mit dem Antikorper konnte jedoch

keine Proteinbande spezifisch markiert werden. Der Antikorper zeigt auch keine Kreuz-

reaktivitdt gegeniiber der rekombinanten InsP¢-Kinase aus Dictyostelium ( A. Saiardi, pers.
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Mitteilung). Eine spezifische Antikorperbindung ist aufgrund der Differenzen in den Protein-

sequenzen offenbar nicht moglich.

3.6.4 Identifizierung weiterer Proteine, die an das InsP¢-Affinititsmaterial

binden

Im Verlauf der Anreicherung der InsP7-Kinase binden neben dieser weitere Proteine an
das InsPe-Affinitatsgel. Diese Proteine sind im Vergleich zu der InsP;-Kinase prominenter.
Moglicherweise sind sie am Stoffwechsel der hochphosphorylierten Inositolphosphate
beteiligt oder Bindeproteine fiir diese Metabolite. Deshalb wurden die Proteine mit relativen
Molekiilmassen von 42, 58 und 60 kDa mittels ESI-Tandemmassenspektrometrie sequenziert
und durch Datenbanksuchen identifiziert. Das methodische Vorgehen erfolgte analog zur
Sequenzierung der InsP;-Kinase mit dem Unterschied, dass hier die meisten tryptischen
Peptide wihrend der Probenvorbereitung mit 60% Methanol/1% Ameisensdure von den
ZipTips nCig eluiert werden konnten. Die Identifizierung dieser drei Proteine gelang direkt
durch den Abgleich der Peptidfragmentierungsfingerprints mit der Proteindatenbank NCBInr.

Die prominenteste Proteinbande bei 60 kDa wurde als Malatsynthase identifiziert. Die
Malatsynthase besteht aus 543 Aminosduren (Abb. 3-22, A, S. 120), von denen 34% durch die
ermittelten Peptidsequenzen abgedeckt werden. Das Enzym besitzt eine GroB3e von 62 kDa
und gehort ebenso wie die InsP7-Kinase zu den basischen Proteinen. Die Malatsynthase wurde
bislang nicht experimentell in Dictyostelium nachgewiesen, sondern gehort zu der groflen
Gruppe von Proteinen, die auf der Basis der Basensequenz des Chromosoms 2 annotiert
wurden. Die Malatsynthase ist ein Enzym des Glyoxylatzyklus, durch den in Pflanzen und
Bakterien Oxalacetat und andere Zwischenprodukte des Citratzyklus aus Acetyl-CoA
entstehen. Dieser Stoffwechselweg wurde bislang in Dictyostelium nicht beschrieben. Das

Enzym katalysiert die Kondensation von Glyoxylat und Acetyl-CoA zu Malat (Abb. 3-19).

O
0O o 0
)J\ + )’\? 0 + HO + CoA
HO
S—CoA o)
(0]
Acetyl-CoA Glyoxylat Malat @)

Abb. 3-19: Reaktion, die durch die Malatsynthase katalysiert wird
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Das Protein mit einer relativen GroBe von 58 kDa ist die 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase. Alle aufgenommenen CID-Massenspektren konnten Peptiden zugeordnet
werden, die nach einem theoretischen tryptischen Proteinverdau entstehen. Damit werden
32% der 493 Aminosduren langen Sequenz abgedeckt (Abb. 3-22, B, S. 120). Das Enzym hat
eine GroBe von 52 kDa. Die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase ist ein Enzym des
Pentosephosphatwegs und katalysiert die Decarboxylierung von 6-Phosphogluconat zu
Ribulose-5-phosphat (Abb. 3-20). Die Enzymaktivitdt der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
konnte qualitativ in den Enzymfraktionen nachgewiesen werden. Dazu wurde der
enzymatisch gekoppelte Farbtest (Kap. 2.6.1) abgewandelt, indem 6-Phosphogluconat als

Substrat verwendet wurde.

O, o

Plo 0\\P io—
O / O
! O
H,C /
h H,C
HC=OH + 27N
HO"CH + NaDPT — HC—=OH + NADPH + CO,
\ "
HO=CH
H2C
O \OH
o
6-Phospho-D-gluconat D-Ribulose-5-phosphat

Abb. 3-20: Reaktion, die durch die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase katalysiert wird

Die tryptischen Peptide der 42 kDa-Bande, die direkt {iber der InsP7-Kinasebande im
SDS-Polyacrylamidgel auftritt, konnten ebenfalls einem automatisch annotierten Protein in
Dictyostelium zugeordnet werden. Die Peptide stimmen mit Peptiden der IMP Cyclo-
hydrolase/AICAR  Transformylase (Inosinmonophosphat-Cyclohydrolase/Phosphoribosyl-
aminoimidazolcarboxamid-Formyltransferase) iiberein. Dieses normalerweise bifunktionale
Enzym ist an der Purinnukleotidbiosynthese beteiligt (Abb. 3-21), zeigt aber in Dictyostelium
nur die N-terminal lokalisierte IMP-Cyclohydrolasedoméine. Das Protein besteht aus 542
Aminosduren und hat damit eine Gréfe von 59 kDa. Eine starke Abweichung der
experimentell ermittelten GroB3e von der theoretischen Grof3e wird relativ hdufig bei Proteinen
beobachtet (T. Laussmann, pers. Mitteilung). Die sequenzierten tryptischen Peptide decken
22% der Aminosduresequenz ab (Abb. 3-22, C, S. 120).
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o) H,N

5-Formamido-1-(5-phospho-

Inosinmonophosphat D-ribosyl)imidazol-4-carboximid

Abb. 3-21: Reaktion, die durch die IMP-Cyclohydrolase katalysiert wird

Der Vergleich der Aminosduresequenzen dieser drei Proteine mit bekannten Enzymen
des Inositolphosphatstoffwechsels, insbesondere mit InsPs-Kinasen und der InsP;-Kinase,
lieferte keinen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung am Inositolphosphatstoffwechsel. Die
Inositolphosphatbindestelle, die in den Sequenzen der InsP¢-Kinasen konserviert ist’, tritt bei
diesen Proteinen nicht auf.

Die Substrate und Produkte der enzymkatalysierten Reaktionen zeigen keine Struktur-
analogien zu InsPs. Auch eine Inhibierung der Enzyme durch InsPs ist zur Zeit nicht bekannt.
Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die Enzyme in Dictyostelium nicht biochemisch
charakterisiert sind. Aufler fiir die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, fiir deren Gen ein
Expressionsprofil in der DictyBase-Datenbank vorliegt, erfolgte ihre Zuordnung
ausschliefllich automatisiert durch Vergleiche der genomischen Sequenz mit bekannten
Enzymen aus anderen Organismen (s. auch Kap. 1.6.1).

Alle drei Enzyme besitzen jedoch viele positiv geladene Aminosdurereste. Denkbar ist
demzufolge, dass die Bindung an das InsPs-Affinitdtsgel iliber elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit dem Liganden erfolgt. Mdglicherweise werden diese Enzyme auch durch
Inositolphosphate reguliert. In diesem Fall konnte die Bindung an das InsPs-Affinitétsgel auch
aufgrund der Strukturanalogie zu den hochphosphorylierten Inositolphosphaten erfolgen.
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tr/Q8T2K9

Similar to Myxococcus xanthus. malate synthase (EC 4.1.3.2)
Dictyostelium discoideum (Slime mold).
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6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating (EC 1.1.1.44)
Dictyostelium discoideum (Slime mold).

MTEAKGDIGL
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Similar to Thermoanaerobacter tengcongensis.
AICAR transformylase/IMP cyclohydrolase PurH
(Only IMP cyclohydrolase domain in Aful)
Dictyostelium discoideum (Slime mold).
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Abb. 3-22: Primirstrukturen der Proteine, die an das InsP¢-Affinititsmaterial binden
Die Aminoséuresequenzen der Malatsynthase (A), 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (B) und
IMP-Cyclohydrolase (C) wurden durch den Abgleich der aufgenommenen CID-Massenspektren
von tryptisch verdauten Proteine mit Proteindatenbanken gefunden. Sie sind iiber die
Zuordnungsnummer (tr: TrTEMBL-Nummer) in der Swiss-Prot-Datenbank zugénglich. Fett
unterlegt sind die Peptide, von denen Tandemmassenspektren aufgenommen wurden (Stand Mai
2004).
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3.7 Molekular Modelling - Simulationen zur Ermittlung der

Molekiilgeometrien von hochphosphorylierten Inositolphosphaten

Ein interessanter Aspekt der hochphosphorylierten Inositolphosphate sind die Energie-
inhalte und Konformationen dieser natiirlich vorkommenden Metabolite. Die Strukturen der
Diphosphoinositolphosphate in D. discoideum sind hinsichtlich der Anordnung ihrer
Diphosphatgruppen bekannt. Im Gegensatz zu InsPs wurden jedoch die Konformationen
dieser Verbindungen noch nie untersucht. Abgesehen von den Diphosphatgruppen sind die
hochphosphorylierten InsPs zunichst strukturell sehr dhnlich. Aufgrund der Phosphatgruppen
besitzen sie eine hohe negative Ladungsdichte, die den Inositolring vollstindig abschirmen
sollte. InsPs, 6-PP-InsPs und 5,6-bis-PP-InsP,4 sind Substrate der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase, die
vermutlich iiber ionische Wechselwirkungen mit einem Histidinrest im aktiven Zentrum
gebunden werden. Die InsP;-Kinase katalysiert hochspezifisch die Phosphorylierung von
InsP¢ und 6-PP-InsPs in 5-Position. Durch diese reversible Reaktion werden ebenso 5-PP-
InsPs und 5,6-bis-PP-InsP, dephosphoryliert. Dabei zeigt die Kinase dhnliche Affinititen® zu
6-PP-InsPs (Ky = 0,34 £+ 0,08 uM) und 5,6-bis-PP-InsP,4 (Ky = 0,42 £ 0,06 uM), aber eine
bedeutend geringere Affinitit gegentiber InsPg (Ky = 3,7 £ 0,5 uM). Die Kinase setzt InsPg
im Vergleich zu 6-PP-InsPs bedeutend langsamer um. Mdéglicherweise konnen die absoluten
Konformationen der Substrate einen Erkldrungsansatz flir die unterschiedlichen Substrat-
affinitdten des Enzyms liefern. Des Weiteren kann man aufgrund der dreidimensionalen
Substratstrukturen moglicherweise Riickschliisse auf das aktive Zentrums der InsP;-Kinase
zichen, indem die Verdnderungen der Strukturen und gemeinsame Strukturmerkmale

beriicksichtigt werden.

3.7.1 Eine Einfiithrung in molekiilmechanische, semiempirische und ab-

initio-Molekiilsimulationen

Mit theoretischen Molekiilsimulationen lassen sich komplexe chemische Vorginge auf
molekularer Ebene betrachten und vorhersagen. Zu dem Molecular Modelling gehdren die
Berechnung, Darstellung und Bearbeitung von dreidimensionalen Molekiilstrukturen und
thren physikochemischen Eigenschaften. In der Molekularbiologie, Biochemie, Medizin und

der Pharmakologie zur Entwicklung neuer Wirkstoffe gewinnen Molecular Modelling
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Simulationen zunehmend an Bedeutung. Dabei konnen diese Simulationen in Bereichen
unterstiitzen, die experimentell nur schwer oder gar nicht zugédnglich sind, aber auch helfen,
experimentelle Befunde zu belegen'®.

Molekiilsimulationen kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden: die Simulationen mit
Kraftfeldmethoden und die Simulationen, die auf dem Formalismus der Losung der
Schrédinger-Gleichung fiir die Elektronenbewegung in Molekiilen basieren. Zu der zweiten
Gruppe gehoren die semiempirischen und ab-initio- oder quantenmechanischen Verfahren,
die alle auf der Born-Oppenheimer-Ndherung beruhen. Diese Nidherung betrachtet die
Position der Atomkerne in Relation zur Elektronenbewegung als statisch und erlaubt damit

eine Vereinfachung der Schrodinger-Gleichung, die fiir Vielelektronensysteme nicht mehr

ohne weiteres losbar ist.

3.7.1.1 Molekiilmechanik

Molekiilmechanische Simulationen nutzen die Gesetze der klassischen Physik, um die
dreidimensionale Struktur und Eigenschaften von Molekiilen vorherzusagen. Dabei wird die
Geometrie eines molekularen Systems mit Hilfe von Kraftfeldern optimiert. Diese Kraftfelder
bestehen aus einfachen Potentialfunktionen zur Beschreibung der Abhidngigkeit der Gesamt-
energie eines Molekiils von den geometrischen GroBen Bindungslinge, Bindungswinkel und
Diederwinkel. Die Potentialfunktionen enthalten fiir jeden Atomtyp in Abhéngigkeit von
seiner chemischen Umgebung spezifische Parameter, die empirisch an experimentelle Daten
aus Rontgenstrukturanalysen, Raman- und IR-Schwingungsspektroskopie, aus physiko-
chemischen Daten und Berechnungen mit quantenchemischen Methoden angepasst werden.

Mit Kraftfeldmethoden lassen sich Molekiilgeometrien und —energien berechnen, indem
die Energiebeitrige aus Bindungslingen und —winkeln, Torsionswinkeln, van der Waals-
Wechselwirkungen und 1-4 elektrostatischen Wechselwirkungen von Verbindungen ermittelt
werden. Die Energien von hochphosphorylierten Inositolphosphaten lassen sich mit dem
AMBER-Kraftfeld'” berechnen. Die Gesamtenergie E setzt sich aus einzelnen Energiebei-
trdgen zusammen (Gleichung 3-1), die definieren, wie sich die Potentialenergie eines

Molekiils mit der Lage der einzelnen Atome verdndert.

Egesamt = EBindungslﬁnge + EBindungswinkel + ETorsi0n+ Enichtkovalent GleiChllng 3-1
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Der erste Beitrag Egindungsiinge resultiert aus der Energiednderung bei Dehnung oder
Stauchung einer chemischen Bindung und wird im AMBER-Kraftfeld durch ein
harmonisches Potential beschrieben. Auch die Abhédngigkeit der Energie von den
Bindungswinkeln (Egindungswinket) Wird durch ein harmonisches Potential dargestellt. In die
Berechnungen gehen auflerdem Energieéinderungen in Abhéngigkeit von Torsionswinkeln
(Etorsion) €in, die besonders bei den Molekiilen mit Diphosphatgruppen eine Rolle spielen.
Hier sind die -O-P- und -P-O-Bindungen frei drehbar und konnen so die Energiebeitrdage stark
beeinflussen. Die nichtkovalenten van der Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen
(1-3 und/ oder 1-4 Wechselwirkungen) werden im Energiebeitrag Epichikovalent beriicksichtigt.
Hierbei beschreibt das Lennard-Jones-Potential die van der Waals-Wechselwirkungen, die
elektrostatischen Wechselwirkungen werden durch das Coulomb-Potential dargestellt.

Die so ermittelten Molekiilgeometrien stimmen dann mit den realistischen Molekiil-
strukturen gut iiberein, wenn das zu berechnende Molekiil nicht zu stark von den ,,Norm-
strukturen* abweicht, die fiir die Entwicklung der Kraftfelder benutzt werden. Die Energie-
werte, die berechnet werden, sind artifizielle Werte, so dass nur die Energiedifferenzen von

Strukturen, die im gleichen Modell untersucht werden, aussagekriftig sind'®.

3.7.1.2 Semiempirische Verfahren

Den semiempirischen  Molekiilsimulationen liegt ein  stark  vereinfachter
quantenchemischer Formalismus zugrunde. Sie konnen die Realitdt nur unvollstindig
wiedergeben, liefern dennoch qualitative Beschreibungen molekularer Systeme. Bei diesen
Verfahren werden fiir jedes chemische Element die eingefiihrten Parameter an Geometrie-
und Energiedaten bekannter Molekiile angepasst und damit die Berechnungen vereinfacht.
Auch hier gibt es unterschiedliche Berechnungsmethoden. AM1 und PM3 wurden bei den
Konformationsanalysen der Inositolphosphate verwendet. Beide Verfahren sind SCF-
Kalkulationen (Self Consistent Field) und unterscheiden sich durch die verwendeten
Parameter. AM1 (Austin Methode 1)'"! ist wie auch PM3 (Parametrische Methode 3)'7*'”* ein
verbessertes MNDO-Verfahren'” (Modified Neglect of Diatomic Overlap) zur Simulation
von Molekiilgeometrien. AM1 kann fiir Molekiile eingesetzt werden, die Elemente der 2. und
3. Reihe des Periodensystems enthalten. PM3 verwendet im Vergleich zu AM1 optimierte
Parameter und berticksichtigt die elektronische Struktur eines Molekiils. Mit PM3 lassen sich

ungewohnliche Molekiile energetisch und hinsichtlich ihrer Geometrie besser simulieren.
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Semiempirische Simulationen sind im Vergleich zu den nachfolgend beschriebenen ab-initio-
Simulationen weniger aufwéndig. Sie kdnnen nur dann genaue quantitative Vorhersagen von

. . .. 169
Energien und Strukturen von Systemen leisten, wenn gute Parameter existieren = .

3.7.1.3 Ab-initio-Methoden

Mit ab-initio-Simulationen wird ein molekulares System ausgehend von den Grund-
prinzipien der Quantenmechanik berechnet. Im Gegensatz zu den molekiilmechanischen und
semiempirischen Simulationen werden hier keine experimentellen Parameter verwendet. Die
Berechnungen basieren auf der ndherungsweisen Losung der Schrodinger-Gleichung
(Gleichung 3-2). Als Losung erhilt man die elektronische Wellenfunktion des Molekiils und
eine Potentialenergiefliche in Abhédngigkeit von der Kernkonfiguration. Die Wellenfunktion

wird dabei durch einen vorgegebenen Basisfunktionensatz dargestellt.

HY=EY Gleichung 3-2

mit H = Hamiltonoperator, E = Eigenwerte, ¥ = Wellenfunktion

Der Hamiltonoperator H setzt sich aus der kinetischen Energie und der potentiellen
Energie eines Elektrons (elektrostatische Wechselwirkung des Elektrons mit dem Kern und
Elektron-Elektron-Wechselwirkung) zusammen. Zur Beschreibung von Vielteilchensystemen
kann die Schrédinger-Gleichung nicht mehr exakt gelost werden. Fiir die Computer-
simulationen werden deshalb einige Nédherungen eingefiihrt. Mit der Born-Oppenheimer-
Néherung wird die Kernbewegung von der Elektronenbewegung abgekoppelt. Damit konnen
die Atomkerne als fixierte Punktladungen betrachtet werden, wihrend der Aufenthaltsort der
Elektronen durch die Orbitale beschrieben wird. Die elektronische Wellenfunktion wird dann
nach der Hartree-Fock-Methode als Produkt von Einelektronenwellenfunktionen ausgedriickt.
Die Gleichungen lassen sich fiir Atome durch die Einfiihrung der Slater-Determinante 16sen,
welche die Effekte durch das Vertauschen einzelner Elektronen in einem Vielelektronen-
system berlicksichtigt. Die Hartree-Fock-Methode erfasst die Wechselwirkung eines
Elektrons mit allen anderen Elektronen des Systems nur als Wechselwirkung mit einer
gemittelten Ladungsverteilung. Demzufolge wird bei diesem Verfahren die Elektronen-
korrelation, also das Bestreben der Elektronen sich gegenseitig auszuweichen, vernachléssigt.

Ein weiteres Naherungsverfahren beschreibt nun die Molekiilorbitale als Linearkombination
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von Atomorbitalen mit Hilfe von Basisfunktionen. Durch diese Ndherung werden die
sogenannten Basissdtze in die ab-initio-Rechnungen eingefiihrt.

Auch hier existieren verschiedene Verfahren, um die auftretenden Gleichungen
numerisch zu 16sen. Zur Berechnung der Strukturen der Inositolphosphate wurde die Dichte-
funktionaltheorie (DFT) verwendet. Diese Theorie ermoglicht die Berechnung von
Vielelektronensystemen anhand von Dichtematrizen ohne vorherige Berechnung der Wellen-
funktionen. Die Dichtematrix ist ein mathematisches Hilfsmittel, das von der Schrdédinger-
Gleichung abgeleitet ist und nicht mehr die einzelnen Atomorbitale berechnet, sondern nur
noch die zugehorigen Orbitalkoeffizienten variiert. Zur Losung dieses Integral-Differential-
Gleichungssystems wird ein Iterationsverfahren eingesetzt, bei dem jeweils die Integrale fiir
die Matrix berechnet werden. Hier werden die Berechnungen der Integrale vereinfacht, indem
Gaussfunktionen als Basisfunktionen benutzt werden. Das Iterationsverfahren ist eine ,,Self
Consistent Field“-Methode (SCF) und stellt heute den Standard zur Berechnung von
Elektronenstrukturen von Molekiilen dar. Ausgangspunkt sind Molekiilorbitale fiir alle
Elektronen, die sich aus den rdumlich fixierten Punktladungen der Atomkerne ergeben. Fiir
ein ausgewdhltes Elektron wird das Potential berechnet, in dem es sich bewegt. Fiir dieses
Potential wird die vereinfachte Schrodinger-Gleichung gelost und es ergibt sich ein neues
Orbital fiir dieses Elektron. Fiir jedes einzelne Elektron wird das Potential berechnet, das
durch alle anderen Elektronen hervorgerufen wird. Daraus ergibt sich ein neuer Satz von
Orbitalen fiir das Vielteilchensystem. Ausgehend von diesem neuen Orbitalsatz werden
wieder die Potentiale berechnet. Nach mehreren Iterationszyklen verédndern sich die Orbitale
innerhalb einer vorgegebenen Genauigkeit nicht mehr und sind damit selbstkonsistent. 4b-
initio-Simulationen sind die aufwéndigsten Molekiilsimulationen, die einen hohen Rechenauf-
wand erfordern und dementsprechend lange dauern. Sie liefern genaue quantitative Vorher-
sagen zu Strukturen und Energien fiir viele Systeme.

Zur Konformationsanalyse der Inositolphosphate wurden die Simulationen mit der
Hybrid-Dichtefunktionalmethode B3LYP durchgefiihrt. Diese Methode beriicksichtigt neben
dem Elektronenaustausch (Becke-style 3-Parameter Density Functional Theory; B3) auch die
Elektronenkorrelation (Lee-Yang-Parr Correlation Functional, LYP). Es wurde der Split-
Valenz-Basissatz 6-311G zur Berechnung verwendet, wobei die numerische Bezeichnung die

Anzahl der Gaussfunktionen angibt, die zur Beschreibung der Atomorbitale notwendig sind.
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3.7.2 Optimierte Molekiilgeometrien von hochphosphorylierten
Inositolphosphaten

Simulationen wurden fiir InsPg, 6-PP-InsP5 und 5,6-bis-PP-InsP, in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. H. Guth (Lebensmittelchemie, Bergische Universitdt Wuppertal) und Dr. A. Ligon
durchgefiihrt.

3.7.2.1 Geometrieoptimierungen und Energien von InsP¢-Konformeren

Dazu wurde zunichst, ausgehend von den energetisch giinstigen Sesselkonformationen
des Cyclohexans, die Startgeometrien fiir InsPs festgelegt. Bei molekiilmechanischen
Optimierungen im AMBER-Kraftfeld zeigte sich, dass neben den Sesselkonformationen mit
einer axialen und 5 dquatorialen Phosphatgruppen (lax/54q) sowie mit 5 axialen und einer
dquatorialen Phosphatgruppe (5ax/14q) eine twisted-Konformation (tw) energetisch
begiinstigt ist. Weitergehend wurden diese Molekiilgeometrien semiempirisch mit PM3
optimiert. Auch unter Beriicksichtigung der elektronischen Strukturen des Molekiils lieB3 sich
die Tendenz aus den molekiilmechanischen Simulationen bestitigen. GAMESS-Simulationen
im Vakuum mit der B3LYP-Methode und dem 6-311G-Basissatz bestétigten die Ergebnisse
aus den vorangegangenen Berechnungen. In Tabelle 3-7 sind die ermittelten Energien und
Energiedifferenzen fiir die Vakuum- sowie die Wassersimulationen zusammengestellt.

Im Vakuum besitzt das twisted-Konformer InsPgvw) die niedrigste Energie, gefolgt von
dem Sesselkonformer InsPeiax/saq) (AG = 3,4 kJ mol'l). Das Sesselkonformer InsPgsax/14q) (AG
= 48,6 kI mol™) spielt im Gleichgewicht aufgrund der Energiedifferenz keine Rolle. Im
Gleichgewicht treten die beiden stabilen Konformere InsPg(w) und InsPejax/saq) im Verhéltnis
von 80 zu 20 (%) auf.

Die Molekiilgeometrien der InsP¢-Konformere wurden durch weitere quanten-
mechanische Simulationen in wéssriger Umgebung optimiert. Hier zeigte sich, dass die
elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel einen bedeutenden Beitrag zur
Stabilisierung des InsPeiaxsiqp Konformers in wissriger Umgebung leisten. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen waren fiir die beiden anderen Konformere (InsPe(sax/15:q)
AGelec = 3,9 kJ mol! und InsPe(tw) AGetee = 51,4 kJ mol'l) deutlich geringer. In wissriger
Umgebung ist InsPs(1avsiq) das energetisch stabilste Konformer. Aus den Energiedifferenzen

der freien Gesamtenergie (AG = 24,6 kJ mol™! fiir InsPsw), AG = 48,1 kJ mol! fiir
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InsPe(sax/1aq) ergibt sich ein Gleichgewichtsverhidltnis von 99,99% InsPg(iaxsaq) zu 0,01%

InsPs(w), wohingegen das andere Sesselkonformer keine Bedeutung im Gleichgewicht hat.

InsPg InsPesax/iq) INSPeaaxsiq)  InsPeiw)
Gvakuum [a.0.] -4091,65590 -4091,67296 -4091,67426
AGvakuum [kJ mol™'] 48,3 3,4 0,0
Verteilung im Gleichgewicht [% 0 20 80
nglvnere [Eﬁéﬂgie — Energic im Vakuum) -4091,63644 -4091,65176 -4091,65901
AUgsser [KJ mol™] 40,2 0,0 -19,1
Gelec [a.u.] (elektrostatische Wechselwirkungen) -0,11927 -0,12074 -0,10118
AGieiec [kJ mol™] 3,9 0,0 51,4
Geay [a.u.] (Pierotti Kavitationsenergie)®™ 0,10543 0,10629 0,10198
AGeay [kJ mol™] 2.3 0,0 11,3
Dispersionswechsehvirkungen) 008210 00346y 008319
AGyaw [kJ mol™] 6,8 0,0 4,0
Giep [a.u.] (AbstoBungsenergie) 0,01063 0,01081 0,01067
AGiep [kJ mol™] -0,5 0,0 -0,4
Gsolv [2.u.] (Gesamtwechselwirkungen) -0,08532 -0,08832 -0,07171
AGgoly [kJ mol™] 7.9 0,0 437
Gwasser [a.U.] -4091,72176 -4091,74009 -4091,73072
AGwagser [k mol™'] 48,1 0,0 24,6
Verteilung im Gleichgewicht [%]® 0 99,99 0,01

Tab. 3-7: Energien fiir InsPs-Konformere aus GAMESS-Simulationen
InsPg(sax/1aq): Sesselkonformation mit 5 axialen und 1 dquatorialen Substituenten
InsPe1axsaq): Sesselkonformation mit 1 axialen und 5 dquatorialen Substituenten
InsPgw): Twist-Konformation des Inositolrings
Fett unterlegt sind jeweils die Werte fiir die stabilsten Konformationen.
a ermittelt mit dem Programm Energy von H. Honig, http://www.cis. TUGraz.at/orgc/
b Die Kavitationsenergie ist die Energie, die zur Bildung von Hohlrdumen aufgebracht werden
muss.
¢ Die Gesamtwechselwirkungen entsprechen der Solvatationsenergie des Molekiils.

Die Konformationen von Inositolphosphaten wurden bereits friiher mit *'P-'">'7%, 'H-

NMR-Spektroskopie, Rontgenstrukturanalyse und Ramanspektroskopie'”’ untersucht. In
kristalliner Form nimmt InsPs bevorzugt die Sesselkonformation mit 5 axialen und einer
dquatorialen Phosphatgruppe ein. In dieser sterisch ungiinstigeren Konformation wird
vermutlich die elektrostatische AbstoBung der negativ geladenen Phosphatgruppen in

dquatorialer Position minimiert und die axialen Phosphatgruppen werden durch Koordination
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mit den Gegenionen sowie durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Dies steht im
Einklang mit den durchgefiihrten Kalkulationen. Die Wechselwirkungen im Kristall
entsprechen den Bedingungen im Vakuum. Das energetisch giinstigere twisted-Konformer
kann als Ubergangszustand zu der Konformation mit 5 axialen und einer #quatorialen
Phosphatgruppe angesehen werden. Die Konformation in einem Solvent ist dagegen von
diesem abhingig. Der pH-Wert, die Ionenstirke und die Gegenionen des Solvents
beeinflussen den Protonierungsgrad der Inositolphosphate.

Konformationséinderungen von InsPs beeinflussen die Kopplungskonstanten zwischen
vicinalen Protonen durch die Anderung des Diederwinkels und damit gleichzeitig das
Aufspaltungsmuster im NMR-Spektrum. Bei hoheren pH-Werten treten Peakverbreiterungen
und Verschiebungen der Protonenresonanzen durch Konformationsinderungen auf'’’. In den
NMR-Studien wurden ausschlieBlich die beiden Sesselkonformationen beriicksichtigt. Da bei
den ab-initio-Simulationen der Protonierungsgrad der Phosphatgruppen nicht variiert wurde,
lassen sich aufgrund der Berechnungen nur Vermutungen anstellen. Dennoch zeigt sich auch
hier die Ubereinstimmung mit den Kalkulationen in wissriger Umgebung. Das InsPe-
Konformer mit einer axialen und 5 &quatorialen Phosphatgruppen ist nach den ab-initio-
Simulationen das stabilste Isomer und dies steht im Einklang mit den NMR-Messungen.

In der vollstandig protonierten Form liegt bei neutralem pH-Wert das Konformer InsPg )
nur in verschwindend geringer Konzentration im Gleichgewicht mit InsPgiaysaq) vor. Die
Verdnderungen des Protonierungsgrades in Abhéngigkeit von pH-Werten, Ionenstirke des
Losungsmittels und  Gegenionen  wurden fiir  verschiedene Inositolphosphate

untersuchtl78,179,180,181

. Danach ist es unwahrscheinlich, dass alle Phosphatgruppen unter
diesen Bedingungen vollstindig protoniert sind. Neue Wasserstoffbriicken konnen auftreten,
wenn sich der Protonierungsgrad des Molekiils verdndert. Die Bildung neuer
Wasserstoftbriicken durch das Solvent oder intramolekular kann jedes Konformer fiir sich
stabilisieren, so dass die Differenzen der freien Energie geringer werden. Damit wiirden
gleichzeitig die Anteile der einzelnen Konformere im Gleichgewicht variieren. Die
Verschiebungen der Protonenresonanzen und die Peakverbreiterungen kdnnten sich mit einem
verstirkten Auftreten der twisted-Konformation im Gleichgewicht vor allem im pH-Bereich

zwischen 5 und 10 erkldren lassen. Des Weiteren konnten die l6sungsmittelabhéngigen

Konformationsunterschiede bei der Bindung an ein Enzym von Bedeutung sein.
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3.7.2.2 Geometrieoptimierungen und Energien von InsP,-Konformeren

Ausgehend von den optimierten InsPe¢-Strukturen wurden fiir 6-PP-InsPs ebenfalls
Molekiilgeometrien optimiert und die Energien berechnet. Durch die Diphosphatgruppe in 6-
Position des Inositolrings ergeben sich jedoch bedeutend mehr zu beriicksichtigende
Konformationen. Torsionen um die O-P-Bindungen der Diphosphatgruppe (Abb. 3-23) haben

entscheidenden Einfluss auf die freien Energien der einzelnen Konformere.

\ | O
O P \Torsmn 2 ‘ ‘

o~ OCPER" Insp,
O

Abb. 3-23: Schematische Darstellung der beriicksichtigten Torsionen
Torsion 1 ist der Diederwinkel, der sich aus der geometrischen Anordnung der Atome Cs-O-P-O
ergibt. Torsion 2 ist der Diederwinkel, der sich aus der geometrischen Anordnung der Atome O-P-
O-P ergibt.

Nach der molekiilmechanischen Simulation der beiden Sesselkonformere und des
twisted-Konformers wurde die Abhédngigkeit der Energien von den Torsionen 1 und 2 durch
Einzelpunktkalkulationen mit AM1 unter HyperSpin untersucht. Dazu wurden die Torsionen
1 und 2 in 10°-Inkrementen (1369 Konformere) verdandert und die resultierenden Energien
berechnet. In Abbildung 3-24 ist die Energieabhédngigkeit von den Torsionen fiir alle drei
InsP7-Ringkonformere graphisch dargestellt. Fiir die weiteren ab-initio-Simulationen wurden
die stabilsten Konformationen ausgewdhlt und anschlieBend mittels GAMESS weiter
optimiert. Zur Kontrolle der AM1 Kalkulationen mittels HyperSpin wurden fiir die ,,twisted*
Geometrien zwei weitere Strukturen ausgewdhlt, die energetisch ungiinstiger waren (InsP7w):
Torsion 1 = 90°, Torsion 2 = -170° und InsP7w): Torsion 1 = 30°, Torsion 2 = -120°). Diese
Strukturen wurden anschlieBend mittels GAMESS optimiert. Fiir diese Konformationen
ergaben sich aus den Kalkulationen groBere Energiedifferenzen zur energetisch gilinstigsten
Konformation (InsP7w): Torsion 1 = 90°, Torsion 2 = -170°, AGvakuum = 128,9 kJ mol ™! und
InsP7w): Torsion 1 = 30°, Torsion 2 = -120°, AGvakuum = 69,4 kJmol'l), so dass diese

Strukturgeometrien nicht weiter betrachtet wurden.
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Torsion 2
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-244308, 00
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-244313,00
-244315,00
-244317.00
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IHSP7(5ax/1§q): Sichtbar sind nur die
Konformationen, deren freie Energie zwischen
— 244510 bis —244528 kcal mol” liegt. Der
weille Bereich stellt alle Konformationen mit
hoheren Energien (> -244510 kcal mol™) dar.
Die ab-initio-Simulationen wurden fiir das
energetisch giinstigste Konformer (Torsion 1 =
50°, Torsion 2 = 110°) durchgefiihrt.

InsP7qaysiq:  Sichtbar  sind  nur  die
Konformationen, deren freie Energie zwischen
— 244536 bis —244548 kcal mol” liegt. Der
weille Bereich stellt alle Konformationen mit
hoheren Energien (> -244536 kcal mol™) dar.
Die ab-initio-Simulationen wurden fiir das
energetisch gilinstigste Konformer (Torsion 1 =
20°, Torsion 2 = 100°) durchgefiihrt.

InsPyw: Sichtbar sind nur die
Konformationen, deren freie Energie zwischen
— 244300 bis —244519 kcal mol™ liegt. Der
weille Bereich stellt alle Konformationen mit
hoheren Energien (> -244300 kcal mol™) dar.
Die ab-initio-Simulationen wurden fiir das
energetisch giinstigste Konformer (Torsion 1 =
140°, Torsion 2 = 50°) durchgefiihrt. Zwei
weitere Konformationen (1: Torsion 1 = 90°,
Torsion 2 = -170°; 2: Torsion 1 = 30°, Torsion
2 = -120°) wurden ebenfalls ab-initio
simuliert.

Abb. 3-24: 3D-Plots der Energieprofile von InsP;-Konformeren in Abhéingigkeit von
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den Diederwinkeln

Die graphische Darstellung von jeweils 1369 Konformationen, die mit HyperSpin ermittelt
wurden, erfolgte mit Origin (OriginLab).



3. Ergebnisse und Diskussion

Die kalkulierten Energiewerte und Energiedifferenzen der Konformationen sind in

Tabelle 3-8 zusammenfassend dargestellt. Aus den Molekiilsimulationen

optimierte Torsionswinkel, die von den zu Beginn vorgegebenen abweichen.

ergeben sich

6-PP-InsPs InsPrsaviiq)  INSP7aavsiq  InsPrew)
Gvakuum [a.11.] -4659,14712  -4659,15551  -4659,14510
AGvaiuum [kJ mol™] 22,0 0,0 27,3
Torsion 1/ Torsion 2 [°]® 52,53/-105,23 18,80/ 101,38 158,65/ 39,03
Verteilung im Gleichgewicht [%]® 0,01 99,99 0
nglvnere [Eﬁéﬂgie — Energic im Vakuum) 465012997  -4659,10435  -4659,11575
AUwasser [KJ mol™'] 0,0 67,3 37,4
%:g&:‘;gﬁiﬁ;?;tausChe -0,11139 0,13216 -0,12349
AGiiec [kJ mol™] 0,0 -54.,6 -31,8
Geay [a.u.] (Pierotti Kavitationsenergie)® 0,11259 0,11778 0,11611
AGeay [kJ mol™] 0,0 13,7 9,3
el e
AGyaw [kJ mol™] 0,0 3,0 7,6
Giep [a.u.] (AbstoBungsenergie) 0,01127 0,01119 0,01189
AGiep [kJ mol™] 0,0 -0,2 1,6
Ggolv [a.0.] (Gesamtwechselwirkungen)(d) -0,07611 -0,09061 -0,08694
AGiory [kJ mol™] 0,0 -38,1 -28,5
Gwasser [2.1.] -4659,20609  -4659,19496  -4659,20269
AGwagser [KJ mol™'] 0,0 29,2 8.9
Torsion 1/ Torsion 2 [°]® 49,29/ 105,42 19,44/99,23 147,37/ 46,80
Verteilung im Gleichgewicht [%]® 97,27 0 2,73

Tab. 3-8: Energien fiir InsP;-Konformere aus GAMESS-Simulationen
InsP7sax1aq): Sesselkonformation mit 5 axialen und 1 dquatorialen Substituenten; InsP7(jaysaq):
Sesselkonformation mit 1 axialen und 5 dquatorialen Substituenten; InsP;y,): Twist-Konformation

des Inositolrings mit optimierter Konformation der Diphosphatgruppe in 6-Position

Fett unterlegt sind jeweils die Werte fiir die stabilsten Konformationen

a: ermittelt mit Molden; b: ermittelt mit dem Programm Energy von H. Honig,
http://www.cis. TUGraz.at/orgc/; ¢: Die Kavitationsenergie ist die Energie, die zur Bildung von
Hohlrdumen aufgebracht werden muss. d: Die Gesamtwechselwirkungen entsprechen der

Solvatationsenergie des Molekiils.

Im Vakuum ist nach den ab-initio-Kalkulationen die Konformation InsP7(jaxsaiq) die

stabilste. InsP7saxiaq) liegt energetisch 22,0 kJ mol™! hoéher, wihrend die twisted-

Konformation im Gleichgewicht keine Rolle spielt (AG = 27,3 kJ mol™). Das Gleichgewicht
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zwischen den beiden Sesselkonformationen liegt mit 99,99% fast vollstindig auf der Seite
von InsP7(1ax/siq)-

In wissriger Umgebung ergibt sich, wie auch bei InsPs, eine vollig andere Situation. Hier
ist offensichtlich die Konformation InsP7sayviaq) energetisch bevorzugt. Dieses Konformer
zeigt im Vergleich zu den anderen untersuchten Konformationen die geringste innere Energie
und wird durch die Dispersion, die Wechselwirkung zwischen induzierten Dipolen, stark
stabilisiert. Die Kavitationsenergie ist geringer, wiahrend die elektrostatischen
Wechselwirkungen diese Konformation stirker destabilisieren als die anderen Konformere.
InSP7sax/1aq) (97,27%) steht mit InsP7(jaysaq).(2,73%, AG = 8,9 kJ mol™") im Gleichgewicht, bei
dem InsP7w) (AG = 29,2 kJ mol'l) zu vernachlissigen ist. Auch hier ist zu beriicksichtigen,
dass sich in Abhéngigkeit vom Protonierungsgrad der Phosphatgruppen die Verhéltnisse

verandern konnen.

3.7.2.3 Geometrieoptimierungen und Energien von InsPg-Konformeren

Auch InsPs-Strukturgeometrien wurden ab-initio kalkuliert. In Zusammenarbeit mit Dr.
A. Ligon wurden vorldufige Vakuumberechnungen mit Gaussian98 mit der B3LYP-Methode
und dem 6-31G(d,p)-Basissatz fiir die Konformere InsPgsaviag und InsPggaysig)
durchgefiihrt'®?. Die vorldufigen Berechnungen zeigten, dass im Vakuum analog zu 6-PP-
InsPs das Konformer mit einem axialen und 5 &4quatorialen Substituenten energetisch
bevorzugt ist. Der Energieunterschied zwischen den Konformeren war jedoch geringer. Hier
miissen analog zu den Simulationen von InsP; die Torsionen der O-P-Bindungen der
Diphosphatgruppen bei der Startgeometrieauswahl beriicksichtigt werden. Bei vier relevanten
Torsionen ergibt sich jedoch eine Anzahl von potentiellen Konformationen, die sich nicht
mehr analog zu den InsP;-Konformeren in einem adédquaten Zeitrahmen berechnen lassen.
Die optimalen Diederwinkel wurden bei den vorldufigen GAUSSIAN98-Simulationen nicht
beriicksichtigt. Die Konformationsanalysen in Abhédngigkeit von den Diederwinkeln (Tab.
3-9) zeigen aber sehr deutlich, dass der Energiebeitrag der Torsionen einen entscheidenden

Einfluss auf die Gesamtenergie der Molekiile hat.
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Konformation AG Torsion 1 Torsion 2 Torsion 3 Torsion 4
[kJ mol'] [°] [°] [°] [°]
5,6-bis-PP-InsP4 (5ax/14q)
1 0,00 -136,26 -91,23 90,25 -62,26
2 0,42 -137.,40 -131,78 149,14 -78.78
3 10,05 -136,53 -108,41 92,35 -119,62
4 12,56 -91,21 171,99 76,89 -131,78
5 25,54 46,21 -58,79 6,69 -96,18
5,6-bis-PP-InsP4 (1ax/54q)
6 0,00 146,52 56,22 26,09 -114,30
7 2,51 143,66 -108,26 22,44 124,79
8 2,51 157,61 167,42 31,34 -121,59
9 6,28 158.89 -167,02 26,35 -81,29
10 7,12 149,64 -88,12 18,46 -122,65

Tab. 3-9: Torsionsenergien der 5 giinstigsten Konformationen von 5,6-bis-PP-
InsPysax1iq) und 5,6-bis-PP-InsPyaysiq) in Abhiingigkeit von den 4

Diederwinkeln

Die Konformationen wurden durch eine Randomsuche mit dem Konformationsmodul von
HyperSpin analysiert. Die Molekiilgeometrien wurden in Abhingigkeit von den Diederwinkeln
mit AM1 optimiert (Gradient 0,003 a.u.). Torsion 1 und 2: Diederwinkel der Diphosphatgruppe
in 5-Position; Torsion 3 und 4: Diederwinkel der Diphosphatgruppe in 6-Position

Auch unter Beriicksichtigung der optimierten Torsionen ist basierend auf semi-
empirischen Simulationen mit AM1 das InsPg-Konformer mit einer axialen und 5 dquatorialen
Substituenten energetisch begiinstigt (AG = 18,4 kJ mol™). Das Gleichgewicht liegt im
Vakuum wie bei den InsP;-Konformeren weit auf der Seite dieses Konformers (99,94%). Im
Rahmen dieser Arbeit war es bislang nicht moglich, fiir alle Konformationen ab-initio-
Simulationen mit GAMESS im Vakuum und in wéssriger Umgebung mit der B3LYP-
Methode und dem 6-311G-Basissatz abzuschliefen. Insbesondere das twisted-Konformer
wurde noch nicht untersucht. Diese Konformation spielt vermutlich im Gleichgewicht dhnlich
wie bei den InsP;-Konformeren keine Rolle. Die Konformationen 1, 2 und 7 (Tab. 3-9)
miissen ebenfalls noch simuliert werden. Die bisher kalkulierten Energien fiir zwei InsPs-

Konformationen sind in Tabelle 3-10 gegentiibergestellt.
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5,6-bis-PP-InsP, InsPgisaviiqy  INSPsax/sig)
Uwasser [a.u.] (Innere Energie = Energie im Vakuum) -5226,55651  -5226,54598
AU gsser [KJ mol™] -27,67 0,00
Gelee [a.u.] (elektrostatische Wechselwirkungen) -0,14314 -0,16196
AGeiec [kJ mol™] 49,45 0,00
Geay [a.u.] (Pierotti Kavitationsenergie)(a) 0,13193 0,13193
AGeay [kJ mol™] 2,60 0,00
Gyaw [a.u.] (van der Waals- bzw. Dispersionswechselwirkungen) -0,09582 -0,09441
AGyaw [kJ mol™] 1,63 0,00
Giep [a.u.] (AbstoBungsenergie) 0,01249 0,01249
AGiep [kJ mol ] 0,00 0,00
Ggolv [a.0.] (Gesamtwechselwirkungen)(b) -0,09455 -0,11499
AGgory [kJ mol™] 53,69 0,00
Gwasser [2.0.] -5226,65106  -5226,66097
AGwasser [KJ mol™] 26,05 0,00
5-Position Torsion 1/ Torsion 2 [°]© 114,87/-112,71 146,52/ 56,22

6-Position Torsion 1/ Torsion 2 [°](°)
Verteilung im Gleichgewicht [%]®

50,25/-107,28 26,09/-114,30

0

100

Tab. 3-10: Energien fiir InsPg-Konformere in wissriger Umgebung aus GAMESS-

Simulationen

InsPgsaxiaq): Sesselkonformation mit 5 axialen und 1 dquatorialen Substituenten
InsPg1axsaq): Sesselkonformation mit 1 axialen und 5 dquatorialen Substituenten

Fett unterlegt sind jeweils die Werte fiir die stabilsten Konformationen
a: Die Kavitationsenergie ist die Energie, die zur Bildung von Hohlrdumen aufgebracht werden
muss. b: Die Gesamtwechselwirkungen entsprechen der Solvatationsenergie des Molekiils. ¢:
ermittelt mit dem Programm Molden, http://www.cmbi.kun.nl/~schaft/molden/molden.html; d:
ermittelt mit dem Programm Energy von H. Honig, http://www.cis. TUGraz.at/orgc/

3.7.3 Diskussion der Ergebnisse der Molekiilsimulationen

Die ab-initio-Simulationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate haben gezeigt,
dass InsPs im Vakuum {iberwiegend in der twisted-Konformation, 6-PP-InsPs und
wahrscheinlich 5,6-bis-PP-InsP4 dagegen in der Sesselkonformation mit einem axialen und 5
dquatorialen Substituenten vorliegen. In wéssriger Umgebung sind durch den Einfluss des
Solvents die Konformationen InsPe(iaysiq), INSP7(sax/1aq) und InsPgiax/s5aq) €nergetisch bevorzugt
(Abb. 3-25). Erkldrung fiir die
unterschiedlichen Substrataffinitdten der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase.

Diese Ergebnisse liefern moglicherweise eine
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Abb. 3-25: Energiedifferenzen der einzelnen Konformationen fiir InsPs und 6-PP-InsPs
in wissriger Umgebung und im Vakuum

Wie bereits erwidhnt, katalysiert die InsP;-Kinase hochspezifisch die reversible
Phosphorylierung in 5-Position. Von der Kinase werden Substrate umgesetzt, die ortho-
Phosphatgruppen in 1, 4 sowie 5-Position tragen und in 6-Position entweder eine ortho-
Phosphat- oder Diphosphatgruppe besitzen. Diesen Bedingungen geniigen die simulierten
Inositolphosphate. Des Weiteren konnte durch chemische Derivatisierung gezeigt werden,
dass die basische Aminosdure Histidin essentiell im aktiven Zentrum der Kinase ist. Die
Derivatisierung von moglicherweise essentiellen Lysin- bzw. Argininresten im aktiven
Zentrum zeigte keine Verdnderung der Kinaseaktivitit. Laussmann hat aufgrund seiner
Ergebnisse ein vereinfachtes Modell des aktiven Zentrums der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase
entworfen (Abb. 3-3, S. 78). Die Sequenzanalyse der InsP;-Kinase durch Homologiesuchen
ergab, dass sie eine konservative Inositolphosphatbindestelle besitzt, in der zwei Histidinreste
und ein Lysinrest vorkommen. Dieser Lysinrest ist offensichtlich nicht essentiell fiir die
Bindung der Substrate.

Die Inositolphosphatbindestelle muss fiir die Bindung der Substrate frei zugénglich sein.
Fiir die Reaktion selbst ist eine hydrophobe Umgebung wichtig, um die Hydrolyse von ATP
zu verhindern. Deshalb ist es vorstellbar, dass zundchst die Substrate binden und durch die

Bindung die Konformation des Enzym-Substrat-Komplexes nach dem induced-fit Modell
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verdndert wird. Die Bindung erfolgt wahrscheinlich durch ionische Wechselwirkungen mit
basischen Aminosédureresten. Bezogen auf die Substrate werden diese vermutlich in der
dreidimensionalen Struktur gebunden, die ab-initio in wassriger Umgebung simuliert wurde.
Durch die Konformationséinderung zum aktiven Enzym-Substrat-Komplex mit hydrophober
Umgebung im aktiven Zentrum koénnen die im Vakuum simulierten Strukturen als
wahrscheinlich angenommen werden. Demnach wird InsP; in der Sesselkonformation
5ax/14q gebunden. Die Phosphorylierung erfolgt in der Sesselkonformation lax/54q (Abb.
3-26, oben). InsPs bindet in der Sesselkonformation lax/54q und wird in der twisted-
Konformation phosphoryliert (Abb. 3-26, unten). Die diesem Modell zugrunde liegenden
Strukturen zeigen Ahnlichkeiten, aber auch wesentliche Unterschiede. Die Diphosphatgruppe
des 6-PP-InsPs ragt neben der 5-Position heraus und dient moglicherweise als
Fixierungsanker. Die Fixierung erfolgt aufgrund der negativen Ladungen iiber ionische
Wechselwirkungen, die durch eine hydrophobe Umgebung verstirkt werden. InsPg in der
Sesselkonformation 1ax/54q kann ebenfalls in 6-Position fixiert werden. Allerdings ist mit
dieser Strukturannahme die Bindung des Substrates durch ionische Wechselwirkungen in 1-
und 4-Position fast auszuschlieBen. Die schwéchere Bindung von InsPs an das Enzym sowie
der hohere Ky-Wert fiir dieses Substrats lassen sich durch diese fehlenden Wechselwirkungen
erkléren.

Nach der Bindung findet sowohl eine Konformationsdnderung des Enzym-Substrat-
Komplexes wie auch der Substrate statt. Hier zeigt sich, dass InsP¢ aufgrund der
geometrischen Anordnung der Phosphatgruppen im Vergleich zum ,,optimalen‘ Substrat nicht
alle Bindungen mit dem Enzym ausbilden kann und dementsprechend die Dissoziation dieses

Enzym-Substrat-Komplexes erleichtert wird.
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INSP7(1ax/54q) @
in hydrophober Umgebung INSP7(sax/1aq)
in wassriger Umgebung

INSPgtw) INSPg(1ax/5aq)
in hydrophober Umgebung in wassriger Umgebung

Abb. 3-26: Konformationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate in
Abhiingigkeit von ihrer Umgebung

Dargestellt sind die optimierten Strukturen der stabilsten Konformationen von InsP¢ und
6-PP-InsPs. Mit den Pfeilen ist jeweils die 5-Position markiert, die phosphoryliert wird.

Bedingt durch die Primérstruktur der Inositolphosphatbindestelle ist davon auszugehen,
dass hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat auftreten und vor allem
im aktiven Komplex stdrker ausgeprégt sind. InsPs und InsP; unterscheiden sich auch in der
Féhigkeit, hydrophobe Wechselwirkungen einzugehen. Bei der Bildung des Enzym-Substrat-
Komplexes liegt bei beiden Substraten eine Ringoberfliche relativ frei (Abb. 3-27), so dass
hydrophobe Wechselwirkungen moglich sind. Diese konnen bei InsPg markanter sein als bei
InsP;. Nach der Konformationsanderung sind ausgeprégte hydrophobe Wechselwirkungen nur
noch mit InsP; moglich, wéhrend die Ringoberfliche des InsPs-Konformers durch die

Phosphatgruppen teilweise abgeschirmt ist.
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Abb. 3-27: Molekiilstrukturen und elektrostatische Oberflichenpotentiale der

relevanten InsP,-Konformere

Dargestellt sind die energetisch giinstigsten Konformationen von InsP; und InsP¢ in hydrophober
und in wéssriger Umgebung. Im Vergleich zu den Molekiilstrukturen (A) sind die elektrostatischen
Oberflachenpotentiale (B) der Ringoberflichen gezeigt, iiber die hydrophobe Wechselwirkungen
mit der InsP;-Kinase moglich sind.

A grau: C; orange: P; rot: O; weil3: H

B weil}: neutrale Bereiche; rot: negative elektrostatische Potentiale; blau: positive
elektrostatische Potentiale

Die Phosphorylierung in 5-Position ist aufgrund der Strukturen beider Substrate
prinzipiell moglich, da die Phosphatgruppe zuginglich ist. Dennoch ist auch hier ein
Unterschied erkennbar. Die benachbarte Phosphatgruppe in 6-Position liegt bei InsPg
rdumlich ndher an der Phosphorylierungsposition, so dass die Phosphatgruppeniibertragung
von ATP sowohl sterisch wie auch elektronisch leicht behindert wird. Moglicherweise ist das
die Erkldrung fiir die langsamere Umsetzung von InsPg (Wechselzahl = 0,15 Molekiile s™) im
Vergleich zu InsP; (Wechselzahl = 5,2 Molekiile s™)°.

Die InsP;-Kinase zeigt dhnliche Affinititen gegeniiber InsP; und InsPg. Die Dephos-
phorylierung von InsPg (Wechselzahl = 1,3 Molekiile s™) erfolgt aber langsamer als die
Phosphorylierung von InsP;. Es wurden nicht alle Strukturen der InsPg-Konformere ab-initio
simuliert. Deshalb kann bislang nur eine Tendenz gezeigt werden. Die vorldufigen

Vakuumsimulationen ergaben geringere Energiedifferenzen der Sesselkonformationen fiir
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InsPg als fiir InsP7. Das InsPg-Konformer mit 5 dquatorialen Substituenten scheint energetisch
bevorzugt zu sein. In wissriger Umgebung ist nach den vorldufigen Simulationen diese
Konformation ebenfalls begiinstigt. Man kann davon ausgehen, dass InsPg an das Enzym
bindet und moglicherweise ohne Konformationsinderung dephosphoryliert wird. Der
Unterschied der Wechselzahlen ist wahrscheinlich auf die unterschiedliche geometrische
Anordnung der Diphosphatgruppen zuriickzufiihren. Eine genauere Betrachtung ist allerdings

erst nach der Simulation aller Konformationen mit den gleichen Parametern moglich.

Die Tertidrstruktur eines Proteins kann ebenfalls mittels Molecular Modelling vorher-
gesagt werden. Ab-initio-Simulationen sind aufgrund der MolekiilgroBen zur Zeit noch nicht
moglich. Es wurden aber verschiedene Methoden entwickelt, die eine Vorhersage der drei-
dimensionalen Proteinstruktur erlauben. Zunédchst werden bei allen Methoden ausgehend von
der Primérstruktur homologe Proteine gesucht und parallel dazu Sekundérstrukturmerkmale
ermittelt. Bei dem Homologie-Modelling werden dann vorhandene Strukturdaten von
homologen Proteinen mit den Sekundérstrukturmerkmalen verglichen. Basierend auf den
Ubereinstimmungen erfolgt dann ein Strukturvorschlag. Zur Zeit ist es trotz bekannter
Primérstruktur der InsP;-Kinase nicht moglich, eine Tertidrstruktur mit dieser Methode
vorherzusagen, da keine vergleichbaren Strukturdaten in den Proteindatenbanken vorliegen.
Eine weitere Methode der Tertidrstrukturvorhersage bietet das sogenannte Threading. Dabei
wird ausgehend von bereits vorhandenen Supersekundirstrukturen versucht, eine Protein-
sequenz in alle moglichen Faltungsmotive einzupassen. Diese Methode bezieht ihre
Berechtigung aus der Tatsache, dass im Verlauf der Evolution nur eine begrenzte Zahl
prinzipieller Supersekundéarstrukturen entstanden sind. Verschiedene Computerprogramme
stehen online fiir die threading-basierte Strukturvorhersage von Proteinen zur Verfiigung. Die
meisten dieser Programme berechnen ein Modell des Proteins auf der Basis des gesamten
Proteinsequenz. Die Tertidrstrukturvorhersagen fiir die InsP;-Kinase mit diesen Programmen
ergab verschiedene Modellvorschldge, die jedoch alle sehr unwahrscheinlich sind, da der
Vergleich der Sequenzdivergenz zwischen der InsP;-Kinase und den Modellproteinen sehr
grofie Abweichungen ergab. LOOPP'**!8+!83 jst augenblicklich das einzige Programm, das
Teile der Primérstruktur eines Proteins analysiert. Passende Teilstrukturen werden dann zu
einem Gesamtmodell zusammengefiigt. Abbildung 3-28 zeigt eine mogliche Tertidrstruktur

der InsP;-Kinase.
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Abb. 3-28: Vorschlag einer Tertidrstruktur fiir die InsP7;-Kinase
Die Tertidrstruktur wurde mit LOOPP v3.0 (http://www.tc.cornell.edu/research/cbsu/,
Computational Biology Service Unit am the Cornell Theory Center, Ithaca, NY) vorhergesagt. Die
InsP;-Kinase zeigt 27% Sequenzidentitit zu dem Modellprotein, das strukturell den Alpha und
Beta-Proteinen und einer Nukleosidtriphosphathydrolase zugeordnet wird'**'*",
Rot: Helixstrukturen; Blau: Faltblattstrukturen, die Pfeilspitze ist zum C-Terminus gerichtet;
Griin: Schleifen; Grau: unstrukturierte Bereiche

Drei Motive in der Proteinsequenz konnen, wie bereits erwéhnt (Kap. 3.4.4), durch
Homologiesuchen definiert werden: die Inositolphosphatbindestelle (Aminosduren 69—84),
die ATP-Bindestelle (Aminosduren 228-234) und die katalytisch wichtige C-terminale
Doméne (Aminosduren 278-300). Auf der Basis dieser theoretischen Strukturvorhersage fiir
die InsP7-Kinase lésst sich jedoch die Anordnung der InsP- und ATP-Bindestelle zueinander
nicht zeigen, die flir ein verbessertes Modell des aktiven Zentrums relevant wire. Erst mit
einem genaueren Modell und den simulierten Substratstrukturen konnte moglicherweise die
enzymatische Aktivitit der Kinase gegeniiber ihren Substraten verdeutlicht werden.
Allerdings wird hier zum ersten Mal eine mogliche Struktur fiir ein Enzym vorgeschlagen,

das am Stoffwechsel der hochphosphorylierten Inositolphosphate beteiligt ist.
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4 Ausblick

Die physiologischen Funktionen und der Stoffwechsel der Diphosphoinositolphosphate in
vivo sollten die Schwerpunkte weiterer Forschungsarbeit sein.

Ausgehend von dem identifizierten Gen der 6-PP-InsPs-(5)-Kinase konnten, durch
Gendeletion oder die reduzierte Translation der entsprechenden mRNA, Mutanten generiert
werden. Der Phdnotyp dieser Mutanten ldsst dann mdglicherweise Riickschliisse auf die
physiologische Bedeutung der PP-InsPs zu.

Durch weitere Genmanipulationen wie z.B. die Fusion der InsP;-Kinase mit einem Green
Fluorescent Protein (GFP) wire es denkbar, zum einen die InsP;-Kinase innerhalb der Zelle
zu lokalisieren und zum anderen die Genexpression im Verlauf des Lebenszyklus zu
untersuchen. Letzteres konnte die vermutete Regulation der Genexpression durch den
,prestarvation response* der Zellen belegen und gleichzeitig die Konzentrationsabhdngigkeit
der PP-InsPs vom Lebenszyklus erkldren.

Es sollten auBlerdem die fehlenden Enzyme im Stoffwechsel der Diphosphoinositol-
phosphate identifiziert werden, deren Nachweis proteinchemisch bislang nicht gelungen ist.
Moglicherweise kann bei der Suche nach diesen Enzymen die Synthese eines Antikorpers
helfen, der die Sequenz der Inositolphosphatbindestelle in Dictyostelium spezifisch erkennt.

Ein interessanter Aspekt ist auch die weitere Analyse der Proteinphosphorylierung durch
Diphosphoinositolphosphate bzw. ihre spezifische Bindung an Proteine. Hier hat die
Identifizierung der Proteine, an die PP-InsPs binden, eine zentrale Bedeutung fiir die Klarung
der Funktionen dieser Metabolite in vivo.

Daneben konnte der bislang rein theoretische Ansatz zur Konformationsanalyse der
Diphosphoinositolphosphate weiter verfolgt werden. Insbesondere die Molekiilsimulationen
von 5-PP-InsPs, 5,6-bis-PP-InsP4 und 3,5-bis-PP-InsP4 und im weiteren Verlauf der Aufbau
eines neuronalen Netzes geben eventuell Hinweise auf den Enzymmechanismus der InsP;-
Kinase. Besonders reizvoll wire in diesem Zusammenhang auch die Uberexpression der
Kinase, die moglicherweise ausreichendes Material fiir Rontgenstrukturanalysen und
Bindungsstudien liefert. Damit konnten die theoretischen Ergebnisse experimentell bestétigt

werden.
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