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Zusammenfassung

D-myo-Inositol 3-phosphat Synthase (MIPS) katalysiert die Umsetzung von D-Glucose
6-phosphat in D-myo-Inositol 3-phosphat, dem priméren Schritt bei der Synthese von myo-
Inositol in Archaebakterien und Eukaryonten. Myo-Inositol ist ein Baustein essentieller
Molekiile, insbesondere Inositolphosphate, Phosphoinositolphosphate und GPI-verankerter
Proteine.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode zur Bestimmung der D-myo-
Inositol 3-phosphat Synthase Aktivitit etabliert. Basierend auf dieser Methode wurde die D-
myo-Inositol 3-phosphat Synthase aus D.discoideum identifiziert und partiell angereichert.

Um Kenntnisse tiber den Inositolstoffwechsel von D.discoideum zu erhalten, wurden
konditional letale, inositol-auxotrophe Mutanten iiber ,,gene replacement und Antisense-
Mutagenese generiert. Die verringerte Expression der MIPS wurden durch Northern Blotting,
Immunoblotting und Aktivititstest in den Mutanten nachgewiesen.

Im Gegensatz zum Wildtyp wachsen die inositol-auxotrophen Mutanten nur in Medien
mit einem Zusatz an myo-Inositol. Unter inositollimitierenden Bedingungen zeigen die
Mutanten mehrere Wachstumsdefekte. Sie konnten nicht auf Bakterienrasen oder in
Bakteriensuspension wachsen. Auf inositolfreien Medien stellten sie ihr Wachstum ein,
verloren ihre typische amoboide Form und starben nach 24 h. Eine Blockierung der
Proteinbiosynthese oder Entzug der Kohlenstoffquelle konnte die Zellen vor diesem Tod
bewahren. Daraus kann geschlossen werden, dass inositolhaltige Verbindungen essentiell fiir
das vegetative Wachstum sind.

Wihrend des Inositolentzugs zeigten Mutanten aus der vegetativen Wachstumsphase
Defekte in der Phagozytose, der Adhésion und der EDTA-sensitiven Aggregation. Diese
phinotypischen Verdnderungen gingen einher mit abnehmenden myo-Inositol-, PtdIns- und
PtdIns(4,5)P,-Konzentrationen. Zusitzlich zeigten die Mutanten eine Zunahme an 2,3-
Bisphosphoglycerat. Mdogliche Erkldrungen fiir diese Beobachtung werden diskutiert. In
anderen untersuchten inositolhaltigen Verbindungen, beispielsweise Inositolphosphate,
PtdIns(3)P, PtdIns(4)P und Diphosphoinositolphosphate, konnten keine weiteren
Verianderungen beobachtet werden.

Im Gegensatz zum vegetativen Wachstum zeigten die Mutanten wéhrend der
Differenzierung nur geringe Defekte. Die Mutanten formten ungewohnliche Aggregate mit
mehrfachen Spitzen, jedoch =zeigten die Fruchtkdrper einen normalen Aufbau. Die
Sporengermination war normal, jedoch verloren die Zellen ihre Vitalitdt sofort, wenn dem

Medium kein myo-Inositol zugesetzt wurde.



Abstract

D-myo-Inositol 3-phosphate synthase catalyses the conversion of D-glucose 6-
phosphate to D-myo-inositol 3-phosphate, the primary reaction for the synthesis of myo-
inositol in archaebacteria and eukaryotes. Myo-Inositol is a precursor of essential molecules
like inositol phosphates, membrane phospholipids and GPI anchor proteins.

In the present work a new method for the determination of D-myo-inositol 3-phosphate
synthase activity was established. Based on this assay the D-myo-inositol 3-phosphate
synthase of D.discoideum was identified and partially purified.

To investigate the role of inositol-containing compounds in D.discoideum, conditional
lethal, inositol-auxotrophic mutants were generated by gene replacement and antisense-
mediated gene inactivation of the D-myo-inositol 3-phosphate synthase gene. The reduced
expression of MIPS was proven by northern blots, immunoblots and enzymatic assays.

In contrast to wild type cells the inositol-auxotrophic mutants grow only in media
supplemented with myo-inositol. The mutants show several growth defects under inositol
limiting conditions. They were unable to grow on bacterial lawns or in bacteria suspension.
Transferred to myo-inositol-free medium the mutants stopped growth, lost their typical
amoeboid form and died after 24 h. The cells can be protected from “inositolless death™ by
blocking the protein biosynthesis or carbon-starvation. It can be concluded that some inositol-
containig compounds are essential for the vegetative growth.

During myo-inositol starvation mutants from the vegetative growth phase show defects
in phagocytosis, adhesion and EDTA-sensitive aggregation. These phenotypical changes were
accompanied by a decrease of intracellular myo-inositol, PtdIns and PtdIns(4,5)P,. In addition,
the mutants show an increase of 2,3-bisphosphoglycerate. Possible explanations for this
observation are discussed. No alterations were observed during myo-inositol starvation in the
intracellular levels of other analysed inositol-containing compounds such as inositol
phosphates, PtdIns(3)P, PtdIns(4)P and diphospho myo-inositol phosphates.

In contrast to the vegetative growth phase the mutants show only minor defects during
differentiation. The mutants formed unusual aggregates with multiple tips but normal fruiting-
body morphology. The spore germination was normally but the cells lost their vitality

immediately in media lacking myo-inositol.
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1 Einleitung

Phosphatidylinositolphosphate und Inositolphosphate spielen eine zentrale Rolle bei der
intrazelluldren Signalvermittlung. Vom myo-Inositol abgeleitete Verbindungen sind beteiligt
an fundamentalen zelluldren Prozessen wie Zellmotilitit, Endozytose, Chemotaxis und der

Zelldifferenzierung.

1.1 Struktur und Nomenklatur von Inositol und Inositolphosphaten

Inositole sind Cyclohexanhexole der allgemeinen Summenformel C¢H;,0¢ und gehoren
zur Gruppe der Cyclitole.! Aus den sechs asymmetrischen C-Atomen resultieren insgesamt
neun Stereoisomere, die mit den Prifixen allo-, cis-, epi-, muco-, myo-, neo-, scyllo, D-chiro
und L-chiro bezeichnet werden.” Mit Ausnahme des Enantiomerenpaares D-chiro und L-

chiro-Inositol handelt es sich dabei um optisch inaktive meso-Formen.

OH OH
OH OH OH
HO og HO HO
HO on HO OH OH
H HO HO

scyllo-Inositol myo-Inositol on neo-Inositol
oH OH oH OH OH
OH OH OH
HO
HO og HO OH

HO HO OH

epi-Inositol cis-Inositol muco-Inositol oy
OH
OH OH OH OoH HO OH
HO HO ou HO o
OH OH HO
on @lo-Inositol ou D-chiro-Inositol L-chiro-Inositol oy

Abbildung 1: Stereoisomere des Inositols
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Das bei weitem bedeutendste Isomer ist das ubiquitdr vorkommende myo-Inositol. Es
handelt sich dabei um ein meso-Cyclohexanol mit einer axialen und flinf dquatorialen
Hydroxylgruppen. Das Kohlenstoffatom mit der axialen Hydroxylgruppe wird als C-2
bezeichnet. Die anderen Kohlenstoffatome werden von C-1 nach C-6 durchnummeriert,
wobei sich das C-1 auf einer der beiden Seiten von C-2 befindet. Vereinbarungsgeméaf fiihrt
eine Nummerierung der C-Atome bei einem asymmetrisch substituierten Inositol gegen den
Uhrzeigersinn zur D- und eine Nummerierung im Uhrzeigersinn zur L-Konfiguration. Das
Prifix, welches zu niedrigeren Ziffern in der Nummerierung fiihrt, erhdlt normalerweise

Vorzug.3

OH
HO

OH
OH
OPO,H;
OH

OH OH

OPO,H,

OH
D-myo-Inositol 3-phosphat nicht L-myo-Inositol 1-phosphat

Abbildung 2: Stereonomenklatur der myo-Inositolphosphate

Die Einhaltung der oben genannten Regeln kann zu Problemen fiihren, insbesondere
beim Verfolgen von Stoffwechselwegen, bei denen sich verwirrende Nomenklaturdnderungen
ergeben konnen. Durch die Anwendung der IUPAC-Empfehlung, nur die D-Nummerierung
zu nutzen, wird dieses Problem umgangen.” Dies spiegelt auch die Tatsache wieder, dass die
meisten natiirlich vorkommenden Inositolphosphate D-Enantiomere sind. Die konsequente
Nutzung der D-Nummerierung verdeutlicht ebenfalls besser die Strukturverwandtschaft

zelluldrer Stoffwechselvorginge.
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1.2 Vorkommen, Biosynthese und Abbau von Inositol

Trotz der Tatsache, dass der Mensch durchschnittlich 1 g myo-Inositol/Tag mit der
Nahrung aufnimmt’, sind die Nieren in der Lage bis zu 4 g myo-Inositol/Tag zu
synthetisieren.’ Hoden und Gehirn besitzen auch eine gewisse Mdglichkeit zur Synthese von
myo-Inositol’, spielen aber eher eine untergeordnete Rolle.

Myo-Inositol spielt als Osmolyt in einigen Zelltypen eine groe Rolle. Ein
hyperosmotisches Milieu fiihrt zu Wasserverlust der Zellen und zu einer Aufkonzentrierung
der Zellinhaltsstoffe durch Schrumpfung der Zelle. Diese Aufkonzentrierung fiihrt zu einer
mechanischen Belastung der Zelle und kann die Struktur und Aktivitdt von Proteinen, DNA
und anderen intrazelluliren Metaboliten beeinflussen.®

Um das Zellvolumen weitgehend konstant zu halten, reagieren Zellen mit verschiedenen
Mechanismen auf die verdnderten Lebensbedingungen. Zunichst versuchen sie durch
Aufnahme von anorganischen Salzen, begleitet von einem osmotisch bedingten
Wassereinstrom ihr Zellvolumen zu vergroBern. Dieser Prozess wird als RVI (,,regulatory
volume increase) bezeichnet. Er flihrt jedoch aufgrund der starken Abhidngigkeit der
nichtkovalenten Wechselwirkungen von Makromolekiilen von der lonenkonzentration zur
Beeintrichtigung von Zellfunktionen.®

In einer zweiten Phase des RVI kommt es in einigen Zelltypen zur Akkumulation von
organischen Substanzen, die als , kompatible oder ,nicht stérende* Osmolyte bezeichnet
werden. Die intrazelluldren Konzentrationen dieser organischen Osmolyte konnen dabei auf
einige Hundert mmol/l ansteigen.” Im Gegensatz zu anorganischen Ionen wirken sich diese
organischen Osmolyte nicht nachteilig auf nichtkovalente Wechselwirkungen von
Makromolekiilen aus, sondern stabilisieren diese eher.'™'' Hierbei spielen Polyole wie myo-
Inositol und Sorbitol, Aminosduren (Glycin, Alanin, Glutamat, Aspartat, Glutamin)lz’B’M,
Aminosédurederivate (z.B. Taurin) und Methylamine (z.B. Glycerophosphorylcholin und
Betain) eine Rolle.'>'°

Mpyo-Inositol ist im Serum vorhanden und kann von den Zellen akkumuliert werden. Es
ist noch unklar, ob das myo-Inositol hauptsidchlich mit der Nahrung aufgenommen oder im
Korper synthetisiert wird."> In gewissen MaBe wird es wahrscheinlich auch durch Recycling
von Inositolphosphaten bereitgestellt.

Die Aufnahme von myo-Inositol in Nierenmark-Zellen'’, C6-Glioma-Zellen'® und
astroglia-reichen Primérkulturen' ist osmotisch reguliert. Bei Nierenmark-Zellen fiihrt ein

Mangel von myo-Inositol im Medium zu einer starken Abschwichung der Zunahme des
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intrazelluldren myo-Inositols als Antwort auf hyperosmotischen Stress.”’ In C6-Glioma-Zellen
wird der hyperosmotisch-induzierte RVI zunéchst durch einen ionischen Mechanismus und
danach durch Zunahme der Expression von myo-Inositol Transporter mRNA erreicht.”!

Funktionsstérungen in der Volumenregulation von Zellen des zentralen Nervensystems
werden mit Defekten im Inositolhaushalt in Zusammenhang gebracht. Beispielsweise werden
Teile der Pathogenese des Down-Syndroms auf die Funktion von myo-Inositol als Osmolyt im
Nervensystem zuriickgefiihrt. Das Gen eines Na'/myo-Inositol Transporter ist hierbei
tripliziert’? und fiihrt zu einer 30-50 %igen Erhohung des myo-Inositolspiegels in Gehirn und
der Cerbospinal Fliissigkeit (CSF).>***?° Fetale CSF, welche einen 10fach héheren myo-
Inositolgehalt als adulte CSF hat, zeigt auch beim Downs Syndrom einen erhohten Anstieg.
Es wird vermutet, dass ein osmolytisches und elektrolytisches Ungleichgewicht bei der
Entwicklung des zentralen Nervensystems diesen Anstieg begriindet.

Unter Bedingungen einer verstdrkten Hypernatridamie akkumuliert das Gehirn grof3e
Mengen an myo-Inositol um den Wassermangel auszugleichen. Wird die Hypernatridmie zu
schnell korrigiert, kann es zur Bildung von cerebralen Odemen kommen, die zum Tod fiihren.

Verdnderungen 1im myo-Inositol Transport sind auch bei der hepatischen
Enzephalopathie zu beobachten. Dieses ist verkniipft mit Hyperammonémie, welche zu einer
Schwellung von Astrocyten und zu einem Verlust von cerebralen myo-Inositol fiihrt.
Kultivierte Astrocyten zeigen bei Inkubation mit NH, " eine signifikante Reduktion der myo-
Inositolaufnahme.”’ Dieses ist sowohl auf die Reduktion der Anzahl an Na'/myo-Inositol
Transporter als auch auf einer Verringerung ihrer Affinitdt zuriickzufithren. Zusétzlich fiihrt
NH," zu einer Zunahme des Effluxes von myo-Inositol aus den Astrocyten. Sowohl die
Reduktion der myo-Inositolaufnahme als auch die verstirkte myo-Inositolabgabe fiihren
zusammen zur NHy -induzierten Schwellung der Astrocyten.

Eine Verringerung der myo-Inositolkonzentration spielt wahrscheinlich auch bei der
Behandlung von manisch-depressiven Patienten (,,Bipolar Disorder”) mit Li" eine Rolle.”®
Obwohl die exakten biochemischen Abweichungen bei diesem Krankheitsbild noch nicht
exakt identifiziert werden konnten, spricht vieles dafiir, dass Verdnderungen in der
Signaltransduktion eine Rolle spielen. Es konnte gezeigt werden, dass verdnderte Level
und/oder Funktion von G-Protein o—Untereinheiten, Proteinkinase A (PKA) und
Proteinkinase C (PKC) mit Bipolar Disorder sowohl in peripheren Zellen als auch im
postmortalen Gehirngewebe in Zusammenhang stehen.”” Neuere Untersuchungen deuten
jedoch auf Fehler in anderen Signalkaskaden, wie beispielsweise dem ERK/MAPK

(extracellularsignal-regulated kinase/ mitogen-activated protein kinase) Pathway hin.?
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Wabhrscheinliches Target fiir Li" ist die Inositolmonophosphatase (IMPase), die selektiv durch
Li" inhibiert werden kann.** Ubereinstimmend mit dieser Hypothese vermindert Li" die
intrazellulare myo-Inositolkonzentration durch Blockierung des IMPase-vermittelten Abbaus
von Inositolmonophosphaten. Die Abnahme des freien myo-Inositols, das als Co-Substrat fiir
die Bildung von Phosphatidylinositol benétigt wird, soll danach Einfluss auf die
Konzentration von PtdIns(4,5)P,, Ins(1,4,5)P; und DAG nehmen. Eine Verringerung der
Ins(1,4,5)P;-Konzentration konnte bei der Inkubation von CHO-Zellen mit Li" nachgewiesen
werden.’!

In der Natur sind mit Ausnahme von allo-, cis- und epi-Inositol alle Inositole
identifiziert worden.** Scyllo-Inositol wird im menschlichen Gehirn mit Konzentrationen von
5-12 % des myo-Inositols gefunden.” In den Gehirnen von Ratten und Kaninchen wurde eine

Epimerase entdeckt, die in der Lage ist myo- in scyllo-Inositol umzuwandeln.***

Es ist jedoch
unsicher, ob das im Gehirn befindliche scyl/lo-Inositol in situ gebildet wird oder iiber das Blut
zum Gehirn transportiert wird.”® Geringe Mengen von chiro-Inositol wurden nach Injektion
von “H-markierten myo-Inositol im Rattenhirn®’ und in hohen Konzentrationen auch in
Knéllchen von mit R.phaseoli infizierten P.vulgaris L. nachgewiesen.”® In E.histolytica
wurden verschiedene neo-Inositolphosphate entdeckt.”

Der einzige bekannte Weg zur Synthese von myo-Inositol und den daraus resultierenden
Verbindungen ist die Umlagerung von D-Glucose 6-phosphat zu D-myo-Inositol 3-phosphat
mit anschlieBender Dephosphorylierung, wobei die Einstiegsreaktion durch D-myo-Inositol 3-
phosphat Synthase (EC 5.5.1.4) katalysiert wird.

D-myo-Inositol 3-phosphat Synthasen (MIPS) wurden aus Siugetierhoden®**!***
einigen Pflanzen***>***" Hefen® und Pilzen®’ aufgereinigt. Neben einer cytosolischen Form
wurde in Algen und héheren Pflanzen auch eine chloroplastische Form entdeckt.*’

Es ist wahrscheinlich, dass ein dhnliches Enzym in fast allen Eukaryonten vorkommt.
Eine Ausnahme ist die Hefe S. pombe, die von Natur aus inositol-auxotroph (Ino) ist.”

Prokaryonten verfiigen iiblicherweise iliber keine MIPS-Aktivitit. E.coli kann myo-
Inositol weder synthetisieren noch metabolisieren.”’ Allerdings besitzt S.griseus ein
vergleichbares Enzym zur Synthese von myo-Inositol als Vorstufe zur Synthese von
Streptomycin.”® Mittlerweile ist die MIPS auch in Archaebakterien’® und M.tuberculosis™
beschrieben worden.

Die fiir die MIPS kodierenden Gene aus S. cerevisia655’56’57, C.albicans57’58, C.paradisisg,

60,61

A.thaliana®®', S.polyrrhiza®, M.crystallinum® und E.histolytica® wurden kloniert und

sequenziert.
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Es lasst sich feststellen, dass die Enzyme aus den verschiedenen Quellen sich erheblich
in ithren chemischen und physikalischen Eigenschaften, wie z.B. Molekulargewicht, Anzahl
der Untereinheiten, spezifische Aktivitit, pH-Optimum und kinetische Parameter
unterscheiden. In Tabelle 1 sind verschiedene Enzympriparationen hinsichtlich dieser

Eigenschaften gegeniibergestellt.

MIPS aus spezifische pH- MG Unter- K K., Referenz
Aktivitdit ~ Optimum [Da] einheiten [mM] [mM]
[umol/h*mg] G-6-P NAD"

Rinderhoden 31.7 218  4*545 27 0011 40
Rattenhoden 13 7.7 210 3*%68 3.8 0.018 42
S.cerevisiae 24.3 7 240 4*62 1.18 0.008 48
N.crassa 14.8 7.7 260 4*65 1.9 49
L.gibba 3.0 7.7 135 3*45  0.035 46
L.longiforum 7.8-8.5 157 3*61 0.07 45
A.pseudoplantanus 0.05 8 150 44
E.histolytica 8.1 7.6 ~180  3*60 0.74 0.66 64
O.sativa (cytosolisch) 8.2 178 3*59 1967 0.137 47
O.sativa

(chloroplastisch) 7.6 253,7 4*60  2.14 0.087 47
E.gracilis (cytosolisch) 10.8 7.5 225 0.16 47
E.gracilis 6.6 7.6 1.95 0.12 47
(chloroplastisch)

A.fulgidus 66 8.0 168 4*44 0.12 0.005 53
Synechocystis sp 1.2 7.5 1.19 1.95 65
S.platensis 7.5 7.8 2.17 0.11 47

Tabelle 1: MIPS Priparationen aus verschiedenen Quellen

Die spezifischen Aktivititen sind durchgehend sehr gering und die pflanzlichen Enzyme
zeigen kleinere Molekulargewichte als die Synthasen aus anderen Quellen. Die
aullergewohnliche spezifische Aktivitit der MIPS aus A.fulgidus wird auf einen erhéhten
Bedarf von myo-Inositol fiir die Synthese von Di-myo-Inositol-1,1’-phosphat (DIP)*
zuriickgefiihrt. Diese ungewohnliche Verbindung wurde in zahlreichen thermophilen

Archaebakterien®”¢%%

gefunden und dient wahrscheinlich als Osmolyt unter extremen
Temperaturverhdltnissen und Salzkonzentrationen.

Fiir alle bekannten MIPS ist Nicotinamidadenindinukleotid (NAD") ein essentieller
Kofaktor. Beobachtete Enzymaktivititen ohne Zusatz dieses Kofaktors sind auf endogenem
am Enzym gebundenen NAD" zuriickzufiihren. Eine Aktivkohlebehandlung den Synthasen

aus Rattenhoden und S.cerevisiae entfernte den Kofaktor und fiihrte zum Apoenzym

(apoMIPS).”*"" Diese Apoenzyme und die bis zur Homogenitit gereinigten MIPS aus
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Rattenhoden und N.crassa zeigen nur Aktivitit nach Zugabe von exogenem NAD'.**** Im

Gegensatz zu anderen NAD'-benédtigenden Enzymen verbraucht die MIPS dieses jedoch
nicht.

Der katalytische Mechanismus der MIPS wurde von Loewus und Kelly’* vorgeschlagen
und spiter von anderen Arbeitsgruppen bestitigt.””"*” Die durch MIPS Kkatalysierte
Umsetzung von D-Glucose 6-Phosphat zu 5-Ketoglucose 6-Phosphat erfolgt zunédchst durch
Oxidation der 5-Hydroxylguppe zu D-5-Ketoglucose 6-phosphat, wobei NAD" zu NADH
reduziert wird. Anschliefend erfolgt eine intramolekulare Aldolreaktion zu L-myo-Inosose
2,1-phosphat — welches auch als kompetitiver Inhibitor agieren kann.”' AbschlieBend erfolgt

eine Reduktion der Carbonylgruppe mit Hilfe von NADH zu D-myo-Inositol 3-phosphat.

OPO, NADH
o NAD HO OH
HO
0 OHC OH
OH 0
OH OPOf
D-Glucose-6-phosphat 5-Ketoglucose-6-phosphat

* OH
HO NAD NADH HOHO
HO OPO.2 <> ~ o OH
Hm/oﬁ 3OPO

OH 0
L-myo-Inosose-2,1-phosphat

D-myo-Inositol 3-phosphat
(L-myo-Inositol 1-phosphat)
Ins(3)P

Abbildung 3: Mechanismus der MIPS

Die beschriebenen Zwischenverbindungen konnten bisher nicht isoliert werden, da sie
fest am Enzym gebunden sind.”® Durch Isotopenmarkierung’’, . trapping* Experimente’® und

Modellreaktionen” konnte der postulierte Mechanismus jedoch bestitigt werden.
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Aldolasen werden iiblicherweise in zwei Klassen eingeteilt. Bei Aldolasen der Klasse I
bildet ein Lysin im aktiven Zentrum mit der Ketogruppe des Substrats eine Schiffsche Base.
Aldolasen der Klasse II gehen keine kovalente Bindung mit dem Substrat ein, bendtigen
jedoch divalente Kationen (z.B. Mg*", Zn*") zur Stabilisierung des Carbanions am Anfang der
Zyklisierung. Die eukaryotischen MIPS werden zu den Klasse I Aldolasen gezihlt. Sie
werden nicht durch EDTA inhibiert, jedoch durch monovalente Ionen (NH4") aktiviert. Als
mogliche Erkldrung fiir diese Stimulierung wird eine Interaktion des monovalenten Ions mit
dem Enol-Tautomer und eine Stabilisierung des Carbanions angenommen.*’ Eine Arbeit®, in
der berichtet wird das die MIPS aus Rattenhoden zu den Klasse I Aldolasen zu zdhlen ist,

81 und

konnte spiter nicht bestitigt werden.””** Frijhe Arbeiten mit der MIPS aus N.crassa
Wasserlinsen®® zeigten eine Inhibierung der Aktivitit durch EDTA, was auf eine Klasse II
Aldolase deutete. Jedoch wurden diese MIPS nur bei Zugabe von 1-30 mM EDTA zu 50 %
inhibiert. Der Befund ist vermutlich auf die damaligen Testmethoden zuriickzufiihren.
Geringe Spuren von Phosphataseaktivititen (die hdufig eine Abhéingigkeit von Metallionen
zeigen) konnten hierbei zu Fehlinterpretationen fithren. Spitere Arbeiten mit der MIPS aus
N.crassa® zeigten jedoch keine Inhibierung der Aktivitit durch divalente Kationen und eine
2,5fache Aktivierung durch NH,". MIPS aus Archaebakterien werden zu den Klasse II
Aldolasen gezihlt.>

Der einzige bekannte biologische Abbauweg von myo-Inositol wird von einer O,-

82,83,84

abhéngigen myo-Inositol Oxygenase katalysiert. D-Glucuronsdure kann danach tber

Abbau zu D-Xylulose 5-phosphat in den Pentosephosphatzyklus eingefiihrt werden.®

OHC

OH PHooon \PH
+ 0O, (0] + H,0
“/OH
OH OH
myo-Inositol NAD D-Glucuronsaure
NADH
NADH
o]
OH OH NAD*
+ H,0,
OH

myo-1-Inosose

Abbildung 4: Abbau von myo-Inositol
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1.3 Regulation der D-myo-Inositol 3-phosphat Synthase

Die genetische Untersuchung in S.cerevisiae deckte eine komplexe, stark regulierte
Inositolbiosynthese auf. Sowohl Mutationen im Strukturgen INOI’° als auch in vielen anderen
Loci bewirken eine Inositol-Auxotrophie. Mutationen in einer Vielzahl anderer Gene fiihren

zur Uberproduktion und zur Exkretion des iiberschiissigen myo-Inositols.*

Funktion Gen Referenz

Transkriptionsfaktoren INO2,INO4,SWI1,SWI2,SWI3, 86,87
HACI1, SPT7

RNA-Polymerase II Untereinheit RPB1, RPB2,RPB4,SRB2 86,88

TATA-Bindungsprotein SPT15 86

Co-Aktivatoren fiir die Transkription ADAI1,ADA5,BSD2,SUB1 89,90,91,92

Enzyme INO1,IRE1,TRL1UBC4,UBCS5, 86,56,93,94
DOA4

Integrale Membranproteine SACI1,SCS2 86,95

Unbekannte Funktion SCS3,CSE1 86,96

Tabelle 2: Benoétigte Gene fiir Inositol-Prototrophie in S. cerevisiae

Die strukturellen Gene, die fiir die Biosynthese der Phospholipide nétig sind, werden in
S.cerevisiae auf Transkriptionsebene koordiniert exprimiert. Erreicht wird dieses durch eine
aktivierende Promotorsequenz (ICRE-, inositol/choline-responsive element*)’’, die in der
upstream-Region der Strukturgene zu finden ist. Die ICRE-abhédngige Genexpression ist
abhingig von der Konzentration an Cholin und myo-Inositol im Medium. Bei Abwesenheit
dieser Substanzen wird die Expression aktiviert, in Gegenwart dieser Substanzen reprimiert.™

Zwei Regulatorgene (INO2 und INO4) sind unentbehrlich fiir die Aktivierung von
INOI als Antwort auf myo-Inositol/Cholin-Entzug.”***'® Ein Heterotrimer aus den beiden
Genprodukten interagiert mit ICRE und aktiviert die Genexpression.””'"" INO2 und INO4
beinhalten das ICRE-Motiv in ihrer Promotorregion. Isolierte Mutanten mit Defekten in
beiden Genen zeigen eine typische Inositol-Auxotrophie.****

Beide Gene werden durch myo-Inositol/Cholin reprimiert (/INO2 12fach, INO4 3fach).
So betrachtet konnte die Autoregulation dieser positiven Regulatoren einen mdglichen
Mechanismus zur Signalverstirkung und/oder der schnellen zelluldren Adaption auf einen
myo-Inositol/Cholin-Entzug darstellen.””'** Jedoch zeigten INO2- und INO4-Varianten, die
nicht mehr durch myo-Inositol/Cholin-Entzug reprimiert werden, keine Unterschiede zum
Wildtyp.'”® Wahrscheinlich spielt die Autoregulation nur eine untergeordnete Rolle,

beispielsweise fiir ein Feintuning der Metabolitkonzentrationen.
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Zusitzlich zu den spezifischen Regulatoren wird INOI auch durch globale
Transkriptionsfaktoren ICRE-abhédngig reguliert. Beispielsweise wird der Swi/Snf-Komplex
(,,chromatin remodelling complex*) fiir eine effiziente Expression einer grolen Anzahl von

Strukturgenen (u.a. INOI) benétigt.'**'?

Dieser Proteinkomplex ist in der Lage DNA-Histon-
Wechselwirkungen zu destabilisieren. Dadurch kommt es zu einer erhohten Affinitit der
Transkriptionsfaktoren zu ihren Bindungsstellen. Das SNF2/SWI2-Gen kodiert flir eine DNA-
stimulierte ATPase-Untereinheit des Swi/Snf-Komplexes. Die ric/-Mutation, die zu Inositol-
Auxotrophie fiihrt, stellte sich als eine Mutation des SNF2/SWI2-Gens heraus.'*

Ein weiterer notwendiger Derepressionsfaktor fiir die positive Kontrolle der
Phospholipidbiosynthese wird durch das zum SNF2 paraloge INO8O kodiert.'”” In ino80-
Mutanten ist die ICRE-abhingige Genaktivierung auf bis zu 16 % des Wildtyp-Levels

herabgesetzt.'”’

Zusitzlich sind auch Mutationen in der groBen Untereinheit der RNA-Polymerase I1'%,
im TATA-Bindungsprotein'®'"° und im Transkriptionsfaktor TFIIA'"" bekannt, die zu einem
INO™ - Phanotyp fiihren.

Wihrend die positiven Regulatorgene /NO2 und INO4 fiir die Derepression der ICRE-
abhingigen Gene bei Abwesenheit von myo-Inositol/ Cholin zusténdig sind, wird das OPII-
Gen fiir die Repression in Gegenwart von hohen myo-Inositol/Cholin-Konzentrationen
bendtigt. Isolierte opi/-Mutanten (opi = overproduction of inositol) zeigen eine Sekretion von
myo-Inositol, die auf eine sehr starke Expression von INOI zuriickzufiihren ist.'"* Der
negative Regulator Opil bindet &dquivalent zum Ino2/Ino4-Komplex an die ICRE-
Bindungsstelle.''>!"*

Auch Mutationen in SIN3'" und UMEG6''®, deren Genprodukte Komponenten eines

117,118,119

groflen Proteinkomplexes mit Histon-Deacetylase-Aktivitit sind, filhren zu einer

Uberproduktion an myo-Inositol.
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1.4 Naturlich vorkommende Inositol-Auxotrophie

Die meisten Eukaryonten sind in der Lage myo-Inositol zu synthetisieren, es gibt jedoch
bei einigen wenigen Organismen eine natlirliche Inositol-Auxotrophie. Dazu gehodren
S.pombe’®’, S.carlsbergensis, K.apiculata und Schizosaccharomyces spp.'>!

S.pombe ist in der Lage unter bestimmten Bedingungen (pH-Wert ca. 3, geringe
Phosphatkonzentration) myo-Inositol aus InsPg zu generieren.””” Der natiirliche Lebensraum

122

von S.pombe sind Friichte, Fruchtsifte und Sirups. * Diese besitzen signifikante Mengen an

InsPg. Es ist bekannt, dass S.pombe saure Phosphatasen sekretiert'>, die starke Homologien

zu Phytasen aufweisen.'*!

Die pH-Optima saurer Phosphatasen und die beobachtete
Reprimierung durch Phosphat deuten darauf hin, dass InsPs auBerhalb der Zellen zu myo-

Inositol dephosphoryliert wird und dieses von den Zellen aufgenommen werden kann.

1.5 Generierte Inositol-Auxotrophie

Wie schon unter 1.3 beschrieben sind von S.cerevisiae zahlreiche inositol-auxotrophe
Mutanten bekannt. Dazu gehéren sowohl Mutanten mit Defekten im Strukturgen inol als
auch Mutanten mit Defekten in der Regulation. Es wurden jedoch auch aus anderen
Organismen zahlreiche inositol-auxotrophe Mutanten isoliert bzw. generiert.

Frih wurden inositol-auxotrophe Mutanten bei anderen Organismen wie z.B.
N.crassa'® oder Sdugetierzellen'?® beschrieben. In neueren Arbeiten ist auch das Ausschalten
der MIPS durch Gendeletion angewandt worden. Durch dieses gezielte Verfahren wurden

7 . 128
und M.tuberculosis

unter anderem inositol-auxotrophe Mutanten von L.mexicana'’
erzeugt.
Die beschriebenen Mutanten sterben bei Entzug von myo-Inositol schnell ab. Dieses

129 Dieser beobachtete schnelle Zelltod ist

Phinomen wird als ,,inositolless death* bezeichnet.
jedoch kein generelles Charakteristikum von auxotrophen Mutanten. Im Gegensatz dazu
zeigen diese hdufig ein Abstoppen des Wachstums, wenn sie ihres Zusatzes beraubt werden.
Sie sterben jedoch nur sehr langsam ab.'*

Neben Mutanten mit Defekten im Strukturgen inol bzw. mit Defekten in der Regulation
von inol sind auch einige andere inositol-auxotrophe Mutanten beschrieben worden. Dazu

' oder mit Defekten in

gehdren Mutanten mit Defekten in der Phosphatidylinositolsynthase'?
einer Phosphatidylinositol 4-phosphat Phosphatase.'* Interessanterweise zeigen letztere zwar
eine Inositol-Auxotrophie, jedoch ist das Phdnomen des ,,inositolless death* hierbei nicht so

ausgepragt.
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1.6 D.discoideum als experimentelles System

D.discoideum ist ein amdboid lebender Protist aus der Klasse der Acrasiomyceten und
wurde erstmals 1935 von Raper beschrieben.'*® Die genetische Information liegt auf sechs
Chromosomen, deren GroBe zwischen 4 und 7 Mb variiert, einem 55 kb groflen
mitrochondrialen Genom und einem 90 kb grof3en extrachromosomalen Element, dessen Gene
fiir rRNA’s kodieren. Das daraus resultierende 34 Mb grof3e haploide Genom kodiert fiir
8000-10000 Gene, von denen viele homolog zu Genen in hoheren Eukaryonten sind, wiahrend
sie in S.cerevisiae fehlen.

Durch seinen eigenstindigen Organismus erfiillt D.discoideum weit vielféltigere
Funktionen als die Einzelzellen eines Mehrzellers. Aufgrund des Spektrums an
unterschiedlichen Funktionen eignet er sich zur Untersuchung grundlegender zelluldrer
Prozesse wie z.B. Chemotaxis, Zytokinese, Zellmotilitit, Phagozytose, Pinozytose, zelluldrer
Transport und Zelldifferenzierung. D.discoideum ist vom National Institute of Health in die
Liste der Modellorganismen fiir die biomedizinische Forschung aufgenommen worden.

D.discoideum hat sein natiirliches Vorkommen in humusreichen Bdden und auf
tierischen Exkrementen. Hier erndhrt sich D.discoideum durch Phagozytose von Bakterien
und vermehrt sich durch einfache mitotische Zellteilung. Fiir Laborzwecke wurden jedoch

134 1~:
3* Diese

Mutanten generiert, die axenisch wachsen und sich iiber Pinozytose ernéhren.
Mutanten sind weiterhin in der Lage, sich durch Phagozytose von Bakterien zu erndhren.
Dementsprechend konnen vegetative Amoben des Stammes AX2 auf bakterienbewachsenen
Agarplatten, in Bakteriensuspension und in halbsynthetischen oder vollsynthetischen
flissigen Nédhrmedien kultiviert werden. Diese leichte Kultivierbarkeit ist ein weiterer Grund
warum D.discoideum sich fiir die Untersuchung biologischer Prozesse eignet.

Ein Entzug der Nahrungsquelle fiihrt zu einem morphogenetischen Entwicklungs- und
Differenzierungsprozess, an dessen Ende die Ausbildung eines Fruchtkdrpers steht. Der
Fruchtkorper besteht im wesentlichen aus zwei Zelltypen, den Stiel- und den Sporenzellen,

135

wobei sich erstere noch in 3 Untergruppen gliedern. ”° Mit Einsetzen des Hungerzustandes

beginnen einige Zellen pulsartig cyclisches AMP (cAMP) in das umgebende Medium zu

136,137,138

sezernieren. Nachbarzellen bewegen sich darauthin durch Chemotaxis auf diese

139140 ynd beginnen ebenfalls pulsartig cAMP auszuschiitten.'*""**!* Bis zu 10°

Zellen zu
Zellen lagern sich zusammen und bilden einen schneckenformigen, multizellularen
Organismus, der als ,slug® bezeichnet wird. In dieser Phase ist D.discoideum als

Gesamtorganismus in der Lage phototaktisch und chemotaktisch zu wandern. Wéhrend
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dieser Wanderung kommt es zu einer Differenzierung der Zellen zu préa-Sporenzellen und pri-
Stielzellen, was letztlich in der Kulminationsphase mit der Ausbildung eines Fruchtkorpers
endet. Dieser besteht aus einer Fulplatte und Stiel aus toten Zellen und aus einem Kopf aus
Sporen. Der gesamte Vorgang- vom Einsetzen des Nahrungsmangels bis zum ausgereiften
Sporentriger- dauert ca. 24 h. Die Stielzellen bilden Cellulosewénde aus, fungieren als Trager
der Sporen und sterben mit fortschreitender Vakuolisierung ab.'** Die Sporen kénnen bei
giinstigen Umweltbedingungen und ausreichendem Nahrungsangebot keimen, und es bilden

. . . . 141
sich wieder vegetative Amdben.

Sporenkeimung (Germination)

Bakterien
Amobe

- e _® Os 5

Migrationsphase ULy P

t

Sporentriger » &7
\rrimarieve: G S,
e 0Oy (a3%)

Aggregation

= sl RN, S ag

Abbildung 5: Schematisch Darstellung und REM-Aufnahme des Lebenszyklus von D.discoideum
(A) nach Gerisch, 1965; (B) nach Grimson und Blanton
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Klassische taxonomische Studien ordnen D.discoideum aufgrund der Gesamt-
morphologie in das Reich der Pilze, in die Abteilung Myxomytoca und in die Klasse der
Acrasiomyceten ein.'*

Neuere molekulare, phylogenetische Untersuchungen widerlegen jedoch die nahe
Verwandtschaft von D.discoideum zu den Pilzen und ordnen D.discoideum zur
monophyletischen Gruppe der Mycetozoa (Schleimpilze) und zur Untergruppe der
Dictyostelidae (zelluldre Schleimpilze) ein.'*’

Die Position von D.discoideum im Stammbaum der Eukaryonten wird zur Zeit noch
diskutiert. Loomis datiert die Divergenz von dem Ast der Eukaryonten auf ca. 1,5 Milliarden
Jahre zuriick, nach der Abzweigung von Hefen und Pilzen, jedoch ca. 600 Millionen Jahre vor

145
kommen

der Auftrennung in Tier- und Pflanzenreich.'*® Studien von Baldauf und Doolittle
zu dem Ergebnis, dass zunidchst eine Trennung in Pflanzen — und Tierreich auftrat und es

danach zur Abspaltung der Mycetozoa vom Tierreich gab.

1.7 Methoden zur Generierung von Mutanten

Die Isolation und Charakterisierung von Mutanten in D.discoideum wird durch das
haploide Genom, bestehende Transformationssysteme und Vektoren, sowie Methoden zur
Mutantenselektion erleichtert.

Fiir die konventionelle Mutagenese werden mutagene Substanzen eingesetzt, wie z.B.
Nitrosoguanidin, die ungerichtete Punktmutationen im gesamten Genom verursachen. Eine
weitere Moglichkeit bei D.discoideum ungerichtete Mutationen durchzufiihren ist die REMI-
Technik (,Restriction Enzyme mediated Intergration®).'"*’” Hierbei wird ein Restriktions-
enzym zum Transformationsansatz gegeben. Dies fithrt zu einer Integration der
transformierenden Plasmid-DNA an entsprechenden genomischen Restriktionsschnittstellen.
Der molekulare Mechanismus, der diesem Vorgang zugrunde liegt, ist bisher nicht bekannt.
Wahrscheinlich gelangt das Restriktionsenzym mit der transformierenden Plasmid-DNA in
den Zellkern wund schneidet die genomische DNA an den entsprechenden
Restriktionsschnittstellen. Durch Reparaturenzyme werden die komplementéren Enden des
ebenfalls durch das Enzym geschnittenen Plasmids und der genomischen DNA ligiert.
Dadurch wird die heterologe Integration der Plasmid-DNA herbeigefiihrt.

Das Verfahren der Genzerstérung (gene disruption) erlaubt dagegen eine zielgerichtete
Ausschaltung eines Gens. Der Transformationsvektor enthdlt dabei ein homologes Teilstiick
des Zielgens und eine Resistenzkassette. Nach Einfiihrung des Vektors in D.discoideum,

kommt es durch homologe Rekombination zur Mutation, wenn sich die genomische DNA
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offnet und der vollstdndige Vektor in der DNA-Sequenz des Zielgens integriert wird. Nach
der Genzerstdrung ist die nicht mehr funktionsfdhige DNA des Zielgens jedoch noch
vollstindig im Genom vorhanden, was zu unerwiinschten Rekombinationsvorgidngen fiihren
kann.

Dieser Nachteil besteht bei der Genersatz-Methode (gene replacement) nicht, da hier ein
Teil der genomischen Sequenz durch ein Genersatzkonstrukt ausgetauscht wird. Dieses
Konstrukt besteht aus einer Resistenzkassette flankiert von zwei dem Zielgen homologen
DNA-Regionen. Ein doppeltes Cross-over fiihrt zu einem Ersatz der genomischen Sequenz
durch die Resistenzkassette.

Eine weitere Moglichkeit die Expression eines Gens spezifisch zu inhibieren ist die
Genabschaltung durch Antisense-RNA (asRNA). Die Mechanismen, wodurch komplementire
RNA zum Gene-Silencing fiihrt, sind noch weitgehend unverstanden.'* Die Vorstellung, dass
Hybride aus Antisense und mRNA nicht translatiert werden kdnnen, erwies sich als nicht
haltbar. Beide Transkripte waren meist instabil, was der damaligen Lehrmeinung von einer
hohen Stabilitdt der doppelstrangigen RNA widersprach. Spezifische Doppelstrang-RNasen
wurden postuliert und auch identifiziert. Eine direkte Verbindung dieser RNasen zum
Antisense-Mechanismus konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.'*’

Fire und Mitarbeiter postulierten anstelle des Antisense-Transkripts kontaminierte
dsRNA als inaktivierendes Agenz.'”® Es zeigte sich, dass eine Injektionen von
substochiometrischen Mengen dsRNA in C.elegans einen besseren Silencingeffekt als bei der
Injektion groferer Mengen von Antisense-Transkripten bewirkte. Die Autoren prigten den
Begriff ,,RNA Interferenz® (RNAI) fiir diese Art der Geninhibition. Ein unerwarteter Befund
war das Auffinden der eingefiihrten dsSRNA und der ,,verlorenen mRNA*“ in Form von
kleinen, 20-23 bp groBen Stiicken, die als siRNAs (small interfering RNAs) bezeichnet

151
wurden.

Der Ursprung dieser Oligomere zeigte sich, als in D.melanogaster der
Proteinkomplex ,,Dicer” gefunden wurde Er zerschneidet in vitro doppelstringige RNA in
21mere.”* In D.discoideum war eine dsRNase-Aktivitit bekannt, die in vitro 23mere
produziert."” Kiirzlich wurden im Genom zwei Dicer-Homologe gefunden.

Die Rolle der Oligomere im RNAi Mechanismus wurde zundchst durch die Entdeckung
von RISC (RNA induced silencing complex) in D.melanogaster erklirt. RISC ist ein
Proteinkomplex, der ein 21mer als RNA Komponente enthdlt. Dieser Proteinkomplex hat
ssRNase-Aktivitit und enthilt seine Spezifitit durch das 21mer. Offensichtlich findet der

Komplex seine Ziel-RNA durch den Antisense-Strang des 21mers und schneidet dann die

mRNA in der Mitte des Hybrids.'>?
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Eine weitere Beobachtung, dass dsRNA ohne Zielgen (z.B. B-Gal dsRNA in einer
Wildtyp-Zelllinie) nicht zur Bildung detektierbarer siRNA fiihrte, legte nahe, dass die siRNAs

nicht ausschlieBlich Produkte der eingeschleusten dsRNA sein kénnen.'™

Untersuchungen
zeigten, dass der Antisense-Strang der siRNAs als Primer fiir eine RNA abhéngige RNA-
Polymerase (RdRP) dienen kann und damit an der mRNA die Synthese weiterer dsSRNA

155

initiieren kann. >~ Bestétigt wurde dies dadurch, dass auch siRNAs zu Sequenzen gefunden

wurden, die 5'-wirts (nicht 3"-wiérts!) der eingesetzten interferierenden dsRNA auf der Ziel-

mRNA lokalisiert waren.'>®

Wenn der resultierende, von RARP synthetisierte Doppelstrang,
wiederum ein Ziel flir Dicer darstellt, wiirde das zu einer mRNA-Degradation fiihren, die
RISC unabhingig ist. Gleichzeitig flihrt dieser Mechanismus zu einer Ziel-RNA abhdngigen
Amplifizierung der siRNAs.

Tatsdchlich wurde RISC-Aktivitéit bisher nur in D.melanogaster nachgewiesen, jedoch
nicht in Organismen, die einen RdARP-abhéngigen Silencing Mechanismus besitzen. Es ist in
diesem Zusammenhang noch zu bemerken, dass im D.melanogaster-Genom bisher kein
RdARP homologes Protein gefunden wurde. Moglicherweise wurde bei der Fliege im
Gegensatz zu vielen anderen Modellorganismen ein anderer evolutiondrer Weg
eingeschlagen.

In C.albicans, A.thaliana, N.crassa und D.discoideum wurden jeweils mehrere RARP
Homologe gefunden. Es zeigte sich jedoch, dass nur einige dieser RdRPs (RrpA in
D.discoideum, Rrfl und Egol in C.albicans) fir RNAi notwendig sind."*'*”'>* Das
bestehende Modell musste also fiir bestimmte Organismen um eine RARP Komponente
erweitert werden, wihrend RISC nicht immer erforderlich scheint.

Ein Mechanismus der in der Lage ist RISC unabhingig mRNA zu degradieren wurde
von Martens vorgeschlagen.'” Antisense-RNA wird von einer Primer-unabhingigen RARP
(RrpB und /oder DosA in D.discoideum) als ,aberrant™ erkannt und zum Doppelstrang
transkribiert. Dieser kann wiederum als Substrat fiir Dicer dienen. Die daraus resultierenden
siRNAs konnen nach Entwindung, sowohl auf der mRNA als auch auf der Antisense-RNA als
Primer fiir die Primer-abhingige RARP (RrpA in D.discoideum) dienen. Dies fiihrt im Falle
des Antisense-Silencing zu einer stirkeren Amplifikation von siRNAs und somit zu einer
groBeren Silencing-Effizienz. Der urspriingliche Ansatz iiber die Hybridisierung von Sense-
und Antisense-RNA zum Doppelstrang, der dann die RNAi Antwort auslost ist
unwahrscheinlich. Denn eine Zelllinie ohne RrpB ist zwar noch kompetent fiir RNAi, aber

nicht fiir Antisense-RNA vermitteltes Silencing ist.'”
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1.8 Stoffwechsel von inositolhaltigen Metaboliten in D.discoideum

und anderen Organismen

1.8.1 Inositolphosphate

Der Inositolphosphat-Metabolismus in D.discoideum ist sehr komplex, und es wurden
bisher mehr als 25 Inositolphosphate mit unterschiedlichen Substitutionsgraden, die sich alle
vom myo-Inositol ableiten, in axenisch kultivierten Amében identifiziert."**'®" Die
hochphosphorylierten Inositolphosphate (InsPs, InsP;, InsPg) heben sich dabei durch ihre
relativ hohen Konzentrationen von den weniger phosphorylierten Inositolphosphaten ab.'®

D.discoideum kann auf synthetischen Medien ohne myo-Inositol wachsen.'® Die Zellen
sind also in der Lage, myo-Inositol de novo zu synthetisieren. Dies erfolgt unter katalytischer
Wirkung der MIPS, die in dieser Arbeit genauer betrachtet werden soll. Das aus dieser
Reaktion resultierende Ins(3)P kann durch eine Monophosphatase zum myo-Inositol
dephosphoryliert werden.'® In Zellextrakten konnten auch die Inositolmonophosphate
Ins(1)P  und Ins(4)P nachgewiesen werden.'”  Sie gelten als Abbauprodukte
hoherphosphorylierter  Inositolphosphate. ~ Uber  physiologische ~ Funktionen  diese
Monophosphate in D.discoideum ist bisher nichts bekannt.

Bei den Inositolbisphosphaten sind bisher Ins(3,6)P,, Ins(1,4)P, und Ins(4,5)P;
beschrieben worden. In D.discoideum ist Ins(3,6)P, ein Intermediat bei der Biosynthese von
InsPs aus myo-Inositol. Das Einstiegsenzym, die D-3-Hydroxykinase, wurde partiell gereinigt
und erkannte nur myo-Inositol als Substrat.'® Ins(1,4)P, und Ins(4,5)P; entstehen beim Abbau
von Ins(1,4,5)P; durch eine 1- bzw. 5-Phosphatase.”’” Ins(1,4)P, stimuliert die DNA-
Polymerase o, und kénnte bei der DNA-Replikation eine Rolle spielt.'®

Neben dem bekannten Signalmolekiil Inositoltrisphosphat Ins(1,4,5)P; wurden in
D.discoideum und hoheren Organismen auch andere Inositoltrisphosphate nachgewiesen. So
wurde Ins(3,4,6)P; als Zwischenprodukt der InsPs-Biosynthese nachgewiesen. Ins(1,2,4)Ps
entsteht bei D.discoideum durch den Abbau von InsPg durch eine membranassoziierte InsPe-
Phosphohydrolase (Phytase)'®®
(Ins(1,2,3,4,5)Ps / Ins(1,2,3,5,6)Ps, Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps / Ins(2,3,4,5,6)Ps),
danach iiber drei InsP4-Isomere (Ins(1,2,3,4)P4/ Ins(1,2,3,6)P4, Ins(1,2,4,5)P4 / Ins(2,3,5,6)P4
und Ins(1,2,4,6)P4 / Ins(2,3,4,6)P4) schlieBlich zum Hauptprodukt Ins(1,2,4)P; / Ins(2,3,6)P;,

in vitro. Der Abbauweg fiihrt zunéchst tiber drei InsPs-Isomere

welches nur langsam weiter zu myo-Inositol hydrolysiert wird. Ins(2,3,4)P; konnte ebenfalls

. . . . 167 —~- - . . . .
in D.discoideum nachgewiesen werden. ~* Die intrazelluldre Konzentration dieser Verbindung
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steigt drastisch an, wenn die Zellen mit extrazelluldren InsPs inkubiert werden. Es scheint ein
Intermediat beim Abbau des aufgenommenen InsPg zum myo-Inositol zu sein.

Pharmakologisch  relevant ist Ins(1,2,6)Ps.  Dieser Verbindung konnten
entziindungshemmenden'®®, schmerzstillenden'® und antivasokonstriktorischen Wirkungen'”
zugeordnet werden. Auf welche Weise es zu den genannten Wirkungen kommt, ist bislang
noch unklar.

Bei den Inositoltetrakisphosphaten hebt sich das Ins(1,3,4,5)P4 ab, das wie
Ins(1,4,5)P; als Signalmolekiil wirkt. Es reguliert den Einstrom von Ca®’ iiber die
Zellmembran.'”" Zusitzlich ist Ins(1,3,4,5)P4 an der GAP-vermittelten (GTPase aktivierendes

172 Bei GAP handelt es sich um einen

Protein) Signaltransduktion in héheren Zellen beteiligt.
hochspezifischen Ins(1,3,4,5)Ps-Rezeptor. Dieses Protein stimuliert in vitro die GTPase-
Aktivitdit von Ras. Die Aktivitit kann von Liposomen, die eine &hnliche
Phospholipidzusammensetzung wie die Oberfliche der inneren Plasmamembran zeigen,
inhibiert werden. Ein Zusatz von Ins(1,3,4,5)Ps macht diesen Effekt riickgdngig. Vermutlich
handelt es sich hierbei um eine Verbindung zwischen dem PLC-Signalweg und den iiber Ras-
Proteinen aktivierten Signalwegen. Ein weiteres physiologisch wirksames Inositol-
tetrakisphosphat ist das Ins(3,4,5,6)P4. Es hemmt die Ca2+-abhéingige Chloridsekretion in
Epithelzellen.'”

Das einzige biologisch relevante Inositolpentakisphosphat ist das Ins(1,3,4,5,6)Ps. In
Erythrozyten von Amphibien und Vdgeln senkt Ins(1,3,4,5,6)Ps die Bindungsaffinitit von
Héamoglobin zu Sauerstoff und nimmt so die Stellung des 2,3-Bisphosphoglycerats bei

174 . . . . . .
% Beim Abbau von InsPs in D.discoideum entstehen zwel weitere

Sdugern ein.
Inositolpentakisphosphate. Die Inkubation eines cytosolischen Extrakts mit InsPg fiihrt zur
Dephosphorylierung zu Ins(1,2,4,5,6)Ps und Ins(1,2,3,4,6)Ps. Fiihrt man dieses Experiment
jedoch in Gegenwart eines ATP-regenerierenden Systems durch, so ist keine
Dephosphorylierung zu beobachten. Aus diesen Ergebnissen wurde das Bestehen von ,,futilen
Zyklen* zwischen InsP¢ und den beiden Inositolpentakisphosphaten abgeleitet. Ein an diesem
Prozess vermutlich beteiligtes Enzym ist die in unserem Arbeitskreis aufgereinigte und
charakterisierte Inositolpentakisphosphat 3/5-Kinase.'”

Inositolhexakisphosphat entsteht aus myo-Inositol {iber Ins(3)P, Ins(3,6)P,,
Ins(3,4,6)Ps, Ins(1,3,4,6)P4, Ins(1,3,4,5,6)Ps.'”® Ein weiterer Weg zum InsPg fiihrt iiber die
Phosphorylierung von Ins(1,4,5)Ps, Ins(1,3,4,5)P4, Ins(1,3,4,5,6)Ps. Bei diesem zweiten Weg

177

zur Bildung von InsPg sind Proteine aus dem Zellkern beteiligt.'”’ Uber physiologische

Funktionen von InsP¢ wird seit einigen Jahren regelmiBig berichtet. Vorraussetzung fiir fast
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alle diese Funktionen ist ein lokal begrenzter Pool von Inositolphosphaten. Nur so lassen sich
die sehr hohen Umsatzraten, die diese Funktionen mit sich fithren, im Einklang bringen mit
dem quasistationdren InsP4-Gehalt.

Eine physiologische Funktion von InsPs in D.discoideum konnte bisher nicht
nachgewiesen werden. In anderen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass InsPg

'8 Dieses hatte beispielsweise zur Folge, dass

Serin/Threonin-Proteinphosphatasen inhibiert.
es in Insulin-sezernierenden P-Zellen des Pankreas zu einem Anstieg der Ca’’-Kanal-
Aktivitdt kommt.

Weiterhin komplexiert InsPs sehr stark divalente und trivalente Metallionen.!” InsPg
hemmt die durch Fe" katalysierte Hydroxylradikalbildung'® und unterdriickt damit die
Lipidoxidation. Die Entstehung der Radikale wird mit der Bildung von Krebs in
Zusammenhang gebracht. In Tiermodellen konnte eine Hemmung des Tumorwachstums und
eine Abnahme der Tumorgréfe bei oralen Gaben von InsPs im Trinkwasser beobachtet
werden.'®' Verantwortlich fiir die biologischen Eigenschaften des InsPg ist wahrscheinlich die
1,2,3 (dquatorial-axial-dquatorial)-Trisphosphatgruppe.'™®

In Pflanzen induziert das Stresshormon Abscisinsdure einen Anstieg der MIPS-eigenen
mRNA."*> Ein damit verbundener Anstieg der InsPs-Konzentration konnte am
Wasserhaushalt der Zellen beteiligt sein. InsP¢ bildet sich unter hyperosmotischen
Bedingungen in Pflanzenzellen und 6ffnet Ionenkanile in Vakuolen.'®

In vielen Studien wird auch die hohe Affinitit von InsPg¢ zu verschiedenen Proteinen
diskutiert. Dazu gehdren z.B. Arrestin'®® und das Clathrin-Assembly Protein AP-2.'®
Aufgrund der hohen negativen Ladung von InsP¢ und den daraus resultierenden starken
unspezifischen Wechselwirkungen sind diese Ergebnisse jedoch mit Vorsicht zu betrachten.

Der metabolische Endpunkt des Inositolphosphatstoffwechsels wird jedoch nicht von
InsPs, sondern durch Diphosphoinositolphosphate gebildet. Diese werden durch
Phosphorylierung von InsPs durch ATP mittels einer InsPgs-Kinase gebildet.186 InsP¢-Kinasen
wurden sowohl aus Hefen als auch aus Siugetieren kloniert."®” Eine Mutation in dem fiir die
InsP¢-Kinase codierenden Gen in S.cerevisiae fuhrt zu starken Konzentrationsabnahmen bei
den Diphosphoinositolphosphaten. Diese mutierten Hefezellen zeigen ein geringes Wachstum
und enthalten ungewdhnlich kleine und fragmentierte Vakuolen.'®*

Ein Riickgang der InsPs-Synthese fiihrt zu einem reduzierten mRNA-Transports aus
dem  Zellkern. Vermutlich ist nicht InsPs, sondern daraus resultierende

Diphosphoinositolphosphate an der Regulation dieses Transports beteiligt.'"® Es konnte
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ebenfalls gezeigt werden, dass PP-InsPs mit hoher Affinitit an die im Vesikeltransport

191

beteiligten Proteine AP-3"° und an das ,,coatomer“-Protein ~" bindet.

Die Diphosphoinositolphosphate InsP; und InsPg wurden in D.discoideum entdeckt.'”
Die Strukturen dieser in D.discoideum erstmals nachgewiesenen Substanzen wurden durch

193194 1m TnsP; befindet

NMR-Spektroskopie und mit Hilfe spezifischer Enzyme aufgeklart.
sich die Diphosphatgruppe an Position 6, wihrend im InsPg die Positionen 5 und 6 jeweils
eine Diphosphatgruppe tragen. Die genauen Bezeichnungen der beiden Diphosphoinositol-
phosphate lauten daher D-6-Diphospho-myo-Inositol(1,2,3,4,5)-pentakisphosphat (6-PP-
Ins(1,2,3,4,5)Ps) und D-5,6-Bis-Diphospho-myo-Inositol(1,2,3,4)-tetrakisphosphat (5,6-bis-
PP-Ins(1,2,3,4)P,).

Die intrazelluldre Konzentration von InsP7 liegt zwischen 30 und 100 uM, die von InsPg
zwischen 60 und 300 pM bei D.discoideum."”” Eine spezifische 6-PP-InsPs-(5)-Kinase
katalysiert die Reaktion von 6-PP-InsPs zu 5,6-bis-PP-InsP,.'** Zusitzlich wurde ein weiteres
InsP;-Isomer als 5-PP-InsPs identifiziert. Dieses liegt in geringerer Konzentration als das 6-
PP-InsPs vor (10-25 %).'”

Deletionsmutanten der Inositolhexakisphosphat Kinase zeigen keine messbaren
Konzentrationen an InsP; und InsPs.'”® Phinotypisch zeigen diese Mutanten nur geringe
Verianderungen. Sowohl in der Endozytose, im Zellwachstum als auch in der ZellgroBBe
wurden keine Unterschiede zum Wildtyp entdeckt. Wéahrend der Differenzierungsphase zeigte
sich jedoch eine schnellere Aggregation und eine erhohte Sensitivitit der Mutanten gegeniiber
cAMP. Die Konzentrationen von InsP; und InsPg steigen bei Stimulation mit cAMP stark an.
Vermutlich konkurrieren InsP; und das membrangebundene PtdIns(3,4,5)P; um die Bindung
an pleckstrin-homologe (PH) Doméinen. Ein niedriger InsP;-Level bedingt eine verstdrkte
Interaktion dieser Proteine mit PtdIns(3,4,5)P;. Infolgedessen werden diese Proteine an der
Membran rekrutiert.

Die physiologischen Funktionen der hochphosphorylierten Verbindungen in

D.discoideum sind noch unbekannt.
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1.8.2 Der ,Second-Messenger” Ins(1,4,5)P;

Ins(1,4,5)Ps ist in hoheren Zellen an der Signaltransduktion beteiligt. Es dient hierbei
als Botenstoff und wird neben Diacylglycerol aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat mit
Hilfe der Phospholipase C gebildet. Michael Berridge entdeckte die rasche Freisetzung von
Ca®" aus nicht-mitochondrialen Speichern, etwa aus dem endoplasmatischen Retikulum oder
dem sarkoplasmatischen Retikulum glatter Muskelzellen durch Ins(1,4,5)P;.""7""®
Diacylglycerin, der zweite Botenstoff, der durch Hydrolyse von PtdIns(4,5)P, entsteht,
aktiviert die Proteinkinase C'**?%, die in verschiedenen Zielproteinen Serin- und
Threoninreste phosphoryliert.

Eine schematische Darstellung der Phosphoinositidkaskade ist in Abbildung 7
wiedergegeben. Die Wechselwirkung eines externen Ca’-Agonisten mit einem

membrangebundenen Rezeptor fiihrt zur Bindung eines G-Proteins™'%%2%

(heterotrimerer
Proteinkomplex aus o—, B— und y—Untereinheit) an einem Rezeptor. Diese Wechselwirkung
filhrt zu einem Austausch von GDP gegen GTP, wodurch das G-Protein aktiviert wird. Die
GTP-tragende o-Untereinheit dissoziiert ab und aktiviert die membrangebundene
Phospholipase-C (PLC). Dieses Enzym hydrolysiert PtdIns(4,5)P, und bildet Ins(1,4,5)Ps,

welches in das Cytosol diffundiert und DAG, welches in der Membran verbleibt.

Agonist

I
0 P Ly
WT’ R

P
% GTP GDP PtdIns(4,5)B,
1
Zellantwort (—\ mP 5
Py

O~ Gy =
a7

CaZt
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Phosphatidylinositolphosphat-abhéngigen Signaltransduktion
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Die Wirkung des kurzlebigen Second-Messengers Ins(1,4,5)P; wird bei tierischen
Zellen tiiber zwei konkurrierende Wege gesteuert. Der dominierende Weg ist die
Dephosphorylierung durch eine Inositolpolyphosphat 5-phosphatase. Daneben findet eine
Terminierung iiber eine ATP-abhingige Phosphorylierung durch die Ins(1,4,5)P; 3-Kinase
statt.”™* Fiir das Produkt Ins(1,3,4,5)Ps sind eine Reihe von hochaffinen, spezifischen
Bindeproteinen (z.B. p42™* *®, GAP1'”, Centaurin-a®*) in verschiedenen Zellen
nachgewiesen worden.

Die Phosphoinositid-Signalkaskade beteiligt sich bei D.discoideum wahrscheinlich an
der Weiterleitung chemotaktischer Reize (z.B. cAMP?, Folat’®™) und der Sensorik der
Zelldichte (CMF — ., conditioned-medium factor* **).

Stimulation der Phospholipase C fiihrt innerhalb kiirzester Zeit zur Bildung von

210, 211

Diacylglycerol und Ins(1,4,5)Ps. Zugabe von Ins(1,4,5)P; zu permeabilisierten Amdben

fiihrt zu einer Mobilisation von intrazellulidr gespeicherten Ca*" '

und zur Stimulierung der
Aktinpolymerisation.”"?
Eine Deletion des PLC-Gens zeigte jedoch keine signifikanten phéanotypischen

" 214,160
Verdnderungen”™ ™

, so dass eine physiologische Rolle fiir Ins(1,4,5)P; in D.discoideum wie
in hoheren Organismen fraglich ist. Die Mutanten (PLC-Minus) zeigten nur noch eine geringe
Phospholipase C Aktivitit (<10 %)'®’, die Zellen wachsen jedoch normal und auch die
Differenzierung und die Chemotaxis werden nicht beeintrachtigt. Die intrazelluldre
Konzentration von Ins(1,4,5)Ps (1.5-3 pM im unerregten Zustand®'>'®") wird bei den PLC-
Minus-Mutanten nur um ca. 20 % unterschritten. Jedoch findet eine sehr starke
Konzentrationsabnahme von Ins(1,3,4,5,6)Ps statt. Dieses flihrte zur Entdeckung eines
alternativen Syntheseweges des Ins(1,4,5)P;. Ausgehend vom Ins(1,3,4,5,6)Ps entsteht durch
Dephosphorylierung Ins(1,4,5,6)Ps4 und Ins(1,3,4,5)Ps und anschlieBend Ins(1,4,5)P;.
Moglicherweise kann die Zelle hierdurch die Abnahme des Ins(1,4,5)P; kompensieren. Eine
analoge Reaktion wird von der ,Multiplen Inositolpolyphosphat Phosphatase (MIPP) in
Ratenleber katalysiert.*'®

Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es auf proteinchemischer Ebene keinen Hinweis fiir das
Vorliegen eines Ins(1,4,5)P3-Rezeptors, der analog zu Sédugerzellen als ligandenaktivierter
Ca’"-Kanal fungieren konnte. Auf genetischer Ebene sind jedoch Sequenzen mit starken
Homologien zu Genen von Ins(1,4,5)P;-Rezeptoren aus anderen Organismen zu finden.

Die Inaktivierung von Ins(1,4,5)P; in D.discoideum zeigt starke Parallelen zu hoheren

eukaryontischen Zellen. Zwei cytosolische Phosphataseaktivititen sind beim Katabolismus

von Ins(1,4,5)P; beteiligt.”?’” Die Analyse der Produkte ergab, das es sich bei der einen
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Aktivitit um eine Mg*"-abhingige 5-Phosphatase handelte, die auch Phosphoinositide als
Substrat akzeptiert’’® In dem anderen Fall handelt es sich um eine Li'-sensitive 1-
Phosphatase. Ein Abbau von Ins(1,4,5)P; zu Ins(4,5)P, durch 1-Phosphatasen wurde bisher
nur bei Pflanzen und Pilzen beobachtet.*'***°

In D.discoideum wurden bisher 4 Gene identifiziert, die Homologien zu 5-Phosphatasen

aus anderen Organismen zeigen.”'

Die Inaktivierung eines der vier Gene fiihrte zu Defekten
im Wachstum und bei der Entwicklung. Die Mutanten zeigten ein wesentlich langsameres
Wachstum auf Bakterien und in axenischer Kultur. Wihrend der Differenzierung kommt es
zur Bildung von ,,multiple-tipped aggregates*.

Eine weitere Moglichkeit der Inaktivierung von Ins(1,4,5)P; ist die Phosphorylierung

77" Diese bleibt nicht auf der Stufe des

durch eine kernassoziierte 3-Kinase.
Tetrakisphosphates stehen, sondern verlduft in vitro bis zum InsPs. Interessanterweise lauft
sowohl die Bildung als auch die Deaktivierung von Ins(1,4,5)P; tiiber die gleichen
Zwischenstufen Ins(1,3,4,5)P4 und Ins(1,3,4,5,6)Ps.

Der Zusatz von Ins(1,4,5)P; und/oder Diacylglycerol zu Saponin-permeabilisierten
Zellen fithrt zum Ein- und Ausschalten von verschiedenen entwicklungsabhingigen Genen.***
Ins(1,4)P, und PtdIns(4)P, beides Produkte der 5-Phosphatase, binden an DNA-Polymerase
o. Hierdurch wird ihre Aktivitit um das 10-fache gesteigert.'” Uberexpression einer
Inositolphosphat 1-Phosphatase in COS-7 und HeLa-Zellen, die Ins(1,4)P, abbaut, fiihrt zu

einer 50 %igen Reduzierung der DNA-Synthese.””

1.8.3 Phosphatidylinositolphosphate

Die Phosphatidylinositole machen in Sdugerzellen und D.discoideum ca. 10 % der
Phospholipide aus.*** Dabei nimmt das PtdIns den Hauptteil ein. In Saugern bilden PtdIns(4)P
und PtdIns(4,5)P, 5-10 %, alle anderen Phosphatidylinositolphosphate weniger als 1 %
bezogen auf den PtdIns-Gehalt.**

Phosphatidylinositolphosphate wirken als Signalmolekiile. Thre Wirkung unterscheidet
sich jedoch stark zu frei im Cytosol diffundierenden Signalmolekiilen wie Ins(1,4,5)P; oder
cAMP. Phosphoinositide werden in der Membran synthetisiert und verbleiben dort, d.h. sie
vermitteln ortsgebundene Informationen. Die Zielproteine werden zur Membran ,,rekrutiert™
und die Grenzfliche zwischen Membran und Cytosol ist damit als Ort der Protein-Ligand-
Wechselwirkung festgelegt. Das spezifische Phosphorylierungsmuster birgt die Information

zur gezielten Anlagerung von Proteinen.
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Vermutlich werden die Signale nicht allein durch einen Anstieg der
Phosphatidylinositolphosphatkonzentration, sondern auch durch lokale Akkumulation an
Membranregionen (,,rafts*) vermittelt.

Die Biosynthese des Grundbausteins Phosphatidylinositol erfolgt in eukaryontischen
Zellen iiber die Phosphorylierung von Diacylglycerol durch eine spezifische DAG-Kinase.
Die daraus gebildete Phosphatidsdure wird durch Aktivierung mit Cytidin-5"-triphosphat
(CTP) zu CDP-Diacylglycerol umgebaut. Durch Ubertragung des Diacylglycerin-
phosphatrestes von CDP-DAG auf myo-Inositol entsteht Phosphatidylinositol. Durch ein
komplexes  Netzwerk  von  Kinasen und  Phosphatasen =~ werden  weitere

Phosphatidylinositolphosphate gebildet.

a) / PtdInS(S)P \
PtdIns PtdIns(4)P —> PtdIns(4,5)P,
2
PI3K Typll PI3K Typl ? PI3K Typl
PI3K TyplIl ¢ PI3K Typll ?
¥
PtdIins(3)P —— PtdIns(3,4)P, > PtdIns(3,4,5)P,
PtdIns(3,5)P,
b)

/ PtdIns(4)P < - Ptdins(4,5)P,
i—-/»‘" \

Ptdlns =<—  PtdIns(5)P PtdIns(3,4)P, <— PtdIns(3,4,5)P;

\ PtdIns(3)P =——— PidIns(3,5)P,

Abbildung 8: PtdIns/PtdInsPx-Kinase (a) und PtdInsPx-Phosphatase (b) Aktivititen in Sdugerzellen

Gestrichelte Pfeile stehen flir Aktivitdten, die in vivo noch nicht zweifelsfrei bewiesen sind.
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PtdIns(4,5)P, kann direkten Einfluss auf cytosolische Proteine ausiiben, oder als

Vorlaufer fir weitere ,,Second-Messenger* dienen. Zusitzlich kann PtdIns(4,5)P, zahlreiche
226,227,228,229,230,231

Proteinkinasen direkt aktivieren.

Abbildung 9: Schematische Struktur von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P,)

PtdIns(4,5)P, scheint eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zytoskeletts zu spielen.
Es bindet an verschiedenen aktinbindenden Proteinen und reguliert diese in vitro.** Hierzu
gehoren Gelsolin®****, Profilin®>*°, a-Actinin®’, Vinculin®****** ERM-Proteine®*' und
N-WASP (homolog zum WASP-Protein).”*> WASP, dem eine entscheidende Rolle beim
Wiscott-Aldrich-Syndrom zugeschrieben wird**, besitzt neben eine prolinreiche Sequenz, die
typisch fiir aktinbindende Proteine ist auch eine pleckstrin-homologe Region (PH, platelet and
leukocyte C Kkinase substrate protein), iiber die eine Interaktion mit PtdIns(4,5)P, erfolgen
kann.

Die Synthese von PtdIns(4,5)P, korreliert oft mit der Polymerisierung von
Aktin.*****2% Eine Manipulation des PtdIns(4,5)P,-Levels fiihrt zu einer verénderten
Organisation des Aktin-Zytoskeletts. Beispielsweise fiihrt eine Uberexpression von
Phosphatidylinositol 4-phosphat 5-Kinasen (PIP5Ks) in COS-Zellen zu einer dramatischen
Zunahme der Aktinpolymerisation.**”*** Im Gegensatz dazu fiihrt die Uberexpression einer
PtdIns(4,5)P, —Phosphatase zu einer Neuordnung der Aktinfilamente.**’

Die Bindung von PtdIns(4,5)P, Gelsolin fiihrt zu einer Dissoziation des Aktin-Gelsolin-
Komplexes und somit zu einer Neubildung von Aktinfilamenten.****>

Weiterhin wechselwirkt PtdIns(4,5)P, mit verschiedenen Proteinen und Enzymen, die
im Vesikeltransport involviert sind.*'*** Inhibierung der PtdIns(4,5)P,-Synthese blockiert die

Ca’'-gesteuerte Sekretion. Es wird angenommen, dass die Produktion von PtdIns(4,5)P,

wichtig fiir die Exozytose ist.*”
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In perforierten Zellen konnte gezeigt werden, dass PtdIns(4,5)P, eine wichtige Rolle
sowohl in der frithen als auch in der spiten Phase bei der Bildung von ,,endocytic coated
vesicle“ spielt.”*

PtdIns(4,5)P;, kann mit einer Reihe weiterer Proteine, die im Vesikeltransport involviert
sind, interagieren. Dazu gehdren ARF1 (ADP ribosylation factor 1)>°, ARNO (ARF guanine
nucleotide exchange factor)®, ARF1 GAP (ARFl GTPase-activating protein)®’,
Phospholipase D***, Dynamin®’ und der Chlathrin-Adapter Komplex AP-2.2%

Weitere potentielle Funktionen ergeben sich durch die spezifische Bindung von

PtdIns(4,5)P, an pleckstrin-homologe Doménen verschiedenster Proteine.”*' Hierzu gehdren

mSOS1°%?, Dynamin®®® und PLC-81.%%42%

extrazellular

intrazellular

andere Funktionen

Ptdins(3,4,5)P, < Ptdins(4,5)P,

PLCs aktinbindende

Proteine

DAG + Ins(1,4,5)P,

\ -
-
\ -
PKCS C82+
' Zytoskelett-
Y \ Vesikeltransport regulation
abwartsgerichtete
Signalwege

Abbildung 10: Schematische Darstellung der physiologischen Funktionen von PtdIns(4,5)P,

Der Nachweis von PtdIns(3,4,5)Ps in aktivierten Neutrophilen®® fiihrte zur Entdeckung
der Phosphoinositid 3-Kinasen (PI3K).”*’ Die Klassifizierung der PI3K erfolgt aufgrund ihrer
Substratspezifitit in drei Klassen. Klasse I PI3Ks phosphorylieren in vitro PtdIns, PtdIns(4)P
oder PtdIns(4,5)P,, wihrend Klasse II PI3Ks nur PtdIns oder PtdIns(4)P (aber kein
PtdIns(4,5)P, und Klasse III PI3Ks sogar ausschlieBlich PtdIns als Substrat akzeptieren.**®

Neben der unterschiedlichen Substratspezifitdt bestehen zwischen den Mitgliedern der

drei PI3K-Klassen weitere funktionelle und strukturelle Unterschiede. Klasse I PI3Ks sind
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heterodimere Enzyme bestehend aus einer 110 kDa grofen katalytischen Untereinheit und
einer kleineren (50-101 kDa) nicht-katalytischen Untereinheit.*®® Sie sind iiberwiegend im
Cytosol lokalisiert. Eine Aktivierung durch Zelloberflichenrezeptoren rekrutiert diese
vermutlich aus dem Cytosol an die Plasmamembran. Man unterteilt sie weiter in Klasse I
und Ig. Die Klasse I, der PI3Ks wird durch eine Tyrosin-Kinase-Aktivitdt, Klasse Iy iiber
einen G-Protein basierenden Mechanismus stimuliert.”*

Die regulatorischen Funktionen der PI3K des Typs I in Sédugetieren scheinen
unerschopflich. Pleiotrope zelluldre Kontrollfunktionen wurden in genetisch modifizierten
Maiusen, durch Transfektionsexperimente und mit Hilfe von PI3K-Inhibitoren
nachgewiesen.”’**’! Zur Steuerung von Zellfunktionen tragen neben der Kinaseaktivitit auch
eine Proteinkinaseaktivitdit und direkte Interaktionen mit anderen Signalmolekiilen bei.
Besondere Bedeutung besitzen PI3K des Typs I als Suppressoren der Apoptose und bei der
Kontrolle der Motilitdt bestimmter Zellen. Jedoch treten PI3K auch als Mediatoren der
zelluldren Proliferation, von Differenzierungs- und Transportprozessen und der Endozytose
auf.

Neuerdings sind PI3K des Typs I auch Gegenstand der pharmakologischen Forschung
geworden. Ein Ziel ist es, spezifische Inhibitoren der Kinaseaktivitdit zur Behandlung
inflammatorischer Erkrankungen wie Rheuma, Asthma oder Allergien einzusetzen. Diese
Bemiihungen folgen Befunden zur essentiellen Funktion von PI3K des Typs I bei der
Steuerung der Entziindungsreaktion bei Phagozyten.””> Weitere therapeutische Anwendungen
ergeben sich auch aus Ergebnissen zur regulatorischen Funktion von PI3K bei der
Herzkontraktion?” und bei der gezielten Induktion der Apoptose bei Tumorzellen.””*

Bei der Klasse II der PI3Ks handelt es sich um groBtenteils membrangebundene
monomere Enzyme. Sie haben ein Molekulargewicht zwischen 170-210 kDa und werden

276 ind Wachstumsfaktoren®’”” aktiviert.

durch Rezeptoren fiir Chemokine®”, Insulin

Enzyme der Klasse III der PI3Ks sind homolog zu Vps34p (vacuolar protein-sorting
Protein)*’®, der einzigen in S.cerevisiae bekannten PI3K. Wie der Name andeutet, spielt es
eine Rolle bei intrazelluldren Transportvorgdngen. VPs34p ist essentiell fiir den Traffic neuer
Proteine vom Golgi-Apparat zur Vakuole.””*"

Phosphoinositid 5-Kinasen (PI5Ks) wurden in verschiedenen Zellkompartimenten
gefunden. Dazu gehoren Plasmamembran, Cytosol, endoplasmatisches Retikulum, Zytoskelett
und der Zellkern.”® Eine in S.cerevisiae identifizierte PISK (Mss4) spielt eine Rolle bei der

281,282

Aktinorganisation. In S.cerevisiae und S.pombe stieg die Konzentration von
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PtdIns(3,5)P,, eines der durch PISKs moglichen Produkte, bei hyperosmotischen Stress
drastisch an.”®

PtdIns(4)P wird in Zellen iiber eine Phosphatidylinositol 4-Kinase aus PtdIns gebildet.
PI4Ks sind ubiquitir vorkommende Enzyme, die mit zelluliren Membranen assoziiert sind.***
Alle bisher klonierten PI4Ks phosphorylieren in vitro nur PtdIns. PIK1 - eine PI4Ks aus
Hefen. Null-Mutanten sind nicht entwicklungsfdhig und zeigen Defekte in der
Zytokinese.?*>*%
Die enzymatische Darstellung von PtdIns(5)P ist bisher unklar. PtdIns(5)P wurde zuerst

als Verunreinigung von aus Hirn isolierten PtdIns(4)P entdeckt.”’

Das humane Protein p235
ist in der Lage PtdIns in vitro zu PtdIns(5)P umzuwandeln.”®® Es ist moglich, dass es dieses
auch in vivo kann. Alternativ konnte PtdIns(5)P auch durch Dephosphorylierung von
PtdIns(4,5)P, entstehen.

Phosphatidylinositol 5-phosphat 4-Kinase (PIP4K) ist in der Lage PtdIns(4,5)P, aus
PtdIns(5)P zu synthetisieren. Sie akzeptiert auch PtdIns(3)P als Substrat zur Bildung von
PtdIns(3,4)P,, jedoch wird PtdIns(5)P wesentlich besser umgesetzt.”®’

Die oben beschriebenen Enzyme sind fiir die Bildung von den vermeintlichen Second-
Messenger PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3,4,5)P; verantwortlich.”**° Diese Verbindungen sind
in vitro in der Lage Ca’-unabhingige Proteinkinasen C Isoforme zu aktivieren®' und

interagieren mit SH2-Doménen.””

Analog zum PtdIns(4,5)P, interagieren die in 3-Position
phosphorylierten PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3,4,5)Ps mit Pleckstrin-homologe Dominen.”” Die
erste Beschreibung tiber eine Wechselwirkung zwischen PtdIns(3)P und Pleckstrin-homologe
Dominen erfolgte bei der Ser/Thr-Kinase Proteinkinase B (PKB). Dieses Schliisselenzym
wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Insulin stimuliert. PKB nimmt Einfluss auf
die Glycolyse, Glucoseaufnahme, Glycogensynthese, Proteinbiosynthese und dem
Zusammenspiel von Mitogenese und Apoptosis.””

Ein zum PKB aus Sidugetieren homologes Protein wurde in D.discoideum
identifiziert.”** PKB wird durch cAMP iiber einen mit einem G-Protein gekoppelten
Rezeptor’”’ aktiviert. Eine Co-Regulation erfolgt in Siugetierzellen durch PtdIns(3,4,5)P; und
PtdIns(3,4)P,, beides Produkte der PI3K.

Eine mit einem GFP-Tag versehene Version von PKB ist in der Migrationsfront im
cAMP-Gradienten  lokalisiert. PKB-Nullzellen  zeigen  starke  Defekte im

Aggregationsstadium. Die Mutanten weisen eine anomale Chemotaxis und eine fehlerhafte

Ausrichtung im cAMP-Gradienten auf. Zudem aggregieren sie bei geringeren Zelldichten.”*
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Ein weiteres Protein mit Pleckstrin-homologer Domédne — CRAC - welches fiir die
Aktivierung der Adenylatcyclase in D.discoideum bendtigt wird, zeigte GFP-versetzt eine

dquivalente Lokalisation zu PKB.*”

Dieses deutet auf eine Aktivierung der PI3K 1 und 2 an
der Migrationsfront hin.

In D.discoideum wurden drei PI3K (PI3K1-3) mit Homologien zu PI3Ks aus Sdugern
gefunden.”® PI3K1 und PI3K2 sind sich untereinander sehr dhnlich und scheinen genetisch
redundant zu sein. Ein single knock-out beider Gene fiihrt phénotypisch zu keiner
Verdnderung, wéhrend bei einem double knock-out Defekte im Wachstum, bei der
Entwicklung und bei der Organisation des Aktin-Zytoskeletts auftreten.””***’ Zusitzlich
werden auch Defekte in der Pinozytose und beim Transport von Fliissigkeiten aus aciden

2% Ein knock-out des

Lysosomen zu nichtaciden postlysosomalen Vakuolen beobachtet.
PI3K3-Gens zeigte keine sichtbare Verdnderung des Phinotyps, jedoch ist PI3K3 essentiell
fiir ein Wachstum der Zellen mit einem geringen genetischen Hintergrund an PI3K1 und
PI3K2.

Ein Gen mit starker Homologie zu PI4K aus anderen Organismen wurde in

D.discoideum identifiziert.”’’
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1.9 Ubersicht bekannter Mutanten aus dem Inositolstoffwechsel in
D.discoideum
Die nachfolgende Tabelle zeigt einen Uberblick der beschriebenen Mutanten aus dem

Inositolstoffwechsel von D.discoideum und deren phénotypischen Merkmale. Eine genauere

Beschreibung der Mutanten ist unter 1.8 zu finden.

ADdpik1 ADdpik2

PLC

Dd5p4°

pten

insp6k’

Produktlevel

PtdIns(3)P unverdndert,
PtdIns(3,4)P, und

PtdIns(3,4,5)P; nehmen ab.

Ins(1,4,5)P;
bleibt konstant.

Kein InsPg und
nur wenig InsP;
in Zelllysaten.
Keine InsPs-
Kinaseaktivitét
in vitro.

Morphologie

Zellen sind kleiner und
irreguldr geformt. Die
Zellen enthalten weniger
und kleinere Vakuolen.
Bildung von "Briicken"
bei der Zellteilung.

Wachstum

Axenisches Wachstum
und Wachstum in
submersen Standkulturen
langsamer. Wachstum auf
Bakterien gestort.

Kein Wachstum in
Bakteriensuspension

Reduziertes
‘Wachstum in
axenischer
Kultur

und auf
Bakterienrasen

Entwicklung

Differenzierung langsamer.

Keine Bildung von
"aggregate streams"

Sporen
germinieren
auch bei
schlechten
Bedingungen

,,multiple tipped
aggregates‘

Keine Zell-
aggregation

Endozytose

Pinozytoserate geringer.

Chemotaxis

Reaktion auf
cAMP stérker.

Reduzierte
Chemotaxis

Reaktion auf
cAMP stérker.

Transport

Transport vom Lysosom
zum Postlysosom gestort.
Kleine Postlysosomen.

F-Aktin

Weniger F-Aktin, jedoch
"F-aktinreiche" Filopodien

Basallevel an
F-Aktin hoher
gegeniiber dem
Wildtypzellen

Tabelle 3: Gegeniiberstellung bekannter Mutanten aus dem Inositolphosphat-/Phosphatidylinositol-
phosphatstoffwechsel und deren Defekte bei D.discoideum

ADdpikl ADdpik2: Doppelmutante der Pl 3-kinase; PLC: Nullmutante der Phospholipase C; Dd5p4:
Nullmutante einer PI 4-Kinase; pten’; Nullmutante einer Ins(1,4,5)P;-Phosphatase; insp6k : Nullmutante der

InsPs-Kinase.
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2 Aufgabenstellung

Der zentrale biosynthetische Weg zum myo-Inositol besteht in der Umwandlung von D-
Glucose 6-phosphat in D-myo-Inositol 3-phosphat mit anschlieBender Dephosphorylierung.
Der Baustein myo-Inositol findet sich in Phospholipiden, Inositolphosphaten,
Diphosphoinositolphosphaten und GPI-verankerten Membranproteinen wieder. Fiir diese in
eukaryontischen Zellen ubiquitdren Verbindungen werden viele Funktionen diskutiert, als
abgesichert gelten dabei nur wenige.

Zellen des eukaryontischen Mikroorganismus D.discoideum beinhalten ein breites
Spektrum von inositolhaltigen Metaboliten, denen unter anderem Aufgaben bei dem
Membranfluss, der Signaltransduktion und der Zellmotilitit nachgesagt werden.

Aufgrund seines haploiden Genoms werden auch Auswirkungen rezessiver Mutationen
unmittelbar sichtbar, weshalb sich D.discoideum als idealer Versuchsorganismus fiir

genetische Ansétze anbietet.

Die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit sind:
Etablierung von geeigneten Enzymtests zum Nachweis der D-myo-Inositol 3-phosphat

Synthaseaktivitdt

Reinigung und Charakterisierung der D-myo-Inositol 3-phosphat Synthase aus
D.discoideum
Da myo-Inositol 3-phosphat der zentrale Vorldufer sowohl fiir die Phosphoinositide als auch
fiir die Inositolphosphate ist, besteht ein groB3es Interesse die Regulation der Einstiegsreaktion

zu verstehen.

Generierung von inositol-auxotrophen Mutanten durch gezielte genetische Manipulation
mit Hilfe der bei D.discoideum etablierten Techniken der homologen Rekombination und der
Antisense-Mutagenese.

Das Ausschalten des Gens fiir die D-myo-Inositol 3-phosphat Synthase sollte zu konditional
letalen Mutanten fiihren, bei denen eine Kompensation des Defekts durch Zusatz von myo-

Inositol zum Medium moglich ist.

Funktionale Analyse der Mutanten
Anhand der inositol-auxotrophen Mutanten sollen verschiedene Aspekte des

Phosphatidylinositolphosphat/Inositolphosphatstoffwechsels untersucht werden:
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a) Welche Auswirkungen hat ein myo-Inositolmangel auf die intrazelluldre Konzentration
verschiedener Folgemetabolite?
b) Treten phinotypische Verinderungen auf und lassen sich diese mit Anderungen im
Stoffwechsel bzw. den steady-state Konzentrationen der Metabolite korrelieren?
c) Gibt es Verbindungen, deren Funktion in der , Abpufferung” des zelluldren
Inositolpools liegen? Eine Moglichkeit wére hierbei InsPg
Diese Untersuchungen sollen Riickschliisse auf physiologisch relevante Inositolmetabolite

und deren Funktion liefern.
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3 Material und Methoden

Die nachfolgende Liste enthélt alle nicht standardméBig eingesetzten Chemikalien,

Enzyme, Kits und ihre Bezugsquellen.

Chemikalien, Medienbestandteile:

*H-markiertes myo-Inositol Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

5-Bromdesoxyuridin
Agar

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Agarose LE Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Amberlite MB-3 Merck Biosciences GmbH, Schwalbach - Ts.

Aminosauren Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen; Carl
Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Bacto-Trypton Oxoid GmbH, Wesel

Bisbenzimid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Biotin Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Blasticidin-S
Blocking-Reagenz

MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

CAPS 3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsédure
Cyanocobalamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Dihydrostreptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
dNTP’s Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

FITC-Dextran 60
Fluoresceinisothiocyanat
Fleisch-Pepton

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Folsdure Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe

Hefeextrakt Oxoid GmbH, Wesel

HEPES Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Hydroxylapatit Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Hyperfilm Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Ins(3)P Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
InsPg Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Latexpartikel (1pm Durchmesser, Polysciences, Inc., Warrington, Pennsylvania USA
hydrophil)

Liponsdure Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Malachitgriin-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Mono-Q Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
MOPS Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
myo-Inositol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
NAD’ Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Nitrocellulose Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

N’-Methyl N’-Nitro N-Nitrosoguanidin

PAR
Deacylierte

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Phosphatidylinositolphosphate
PVDF-Membran (Immobilon-P) Millipore GmbH, Schwalbach
Q-Sepharose FF Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
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Resource-Q
Riboflavin

Thiamin

Tris
TRITC-Phalloidin
Yeast Nitrogen Base
a-d-[>*P]-CTP

Enzyme:

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

Alkalische Phosphatase
DNA-Polymerase I (Klenow-Fragment)
DNase

Lysozym

Restriktionsendonukleasen

RNase A
T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase
Taq-DNA-Polymerase
Vent-DNA-Polymerase

Kits:

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim; Life
Technologies, Eggenstein; New England Biolabs,
Inc., Beverly, USA

Qiagen GmbH, Hilden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

New England Biolabs Inc., Beverly, USA

BM Chromogenic Western Blotting Kit
DIG Luminescent Detection

Kit for Nucleic Acids

DNeasy Plant Maxi Kit

DNeasy Plant Mini Kit

DNeasy Tissue Kit

High Pure PCR Product

Purification Kit

PCR DIG Probe Synthesis Kit
Plasmid Maxi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Random Primed DNA Labeling Kit
Rapid DNA Ligation Kit

RNeasy Mini Kit

pPIC6 Starter Kit

pPIC6 A,B,C

Easy Select'™ Pichia Expression Kit
Alamarblue™

Standards:

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Serrotec GmbH, Diisseldorf

DNA-Léangenstandard I11

(0.12-21.2 kbp)
Molekulargewichtsstandard Protein
(97.4-14.4 kDa), low range
RNA-Léangenstandard II (1.5-6.9 kb)
Prestained SDS-standard, high range

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Verwendete Stamme

In dieser Arbeit wurden folgende Stimme verwendet:

Stamm Relevante genotypische und phéanotypische Herkunft
Eigenschaften
E.coli DH50. F, supE44, AlacU169, 80d, lacZAM15, =

E.coli BL21 (DE3)pLysS

P.pastoris X-33

D.discoideum AX2

recAl, gyrA69, thi-1

Mut

F ompTrgmg’, hsdSg, A(DE3), CmR, pLysS
+

Axenisch und auf Bakterien wachsender

300

Invitrogen GmbH,

Karlsruhe
133

Abkommling von NC4

Tabelle 4: Verwendete Stimme

3.1.2 Verwendete Vektoren und rekombinante Plasmide

Die nachfolgenden Tabellen geben die verwendeten Vektoren und neu konstruierte

rekombinante Plasmide wieder.

Vektor Eigenschaften Herkunft/ Referenz

FC-AAT1l bla, ColEl H. Urushihara, Tsukuba Universitit (Japan)

FC-BP15 bla, ColE1 H. Urushihara, Tsukuba Universitit (Japan)

pDexRH bla A. Noegel (Universitit Koln), **'

pUCBsrABam bla A. Noegel (Universitit Koln), **

pUCI18 bla, lacZ’, ColE1 U.Wehmeier (Universitit Wuppertal), >

pET16bP bla, lacl, T7-¢1p, lac O, s10- U.Wehmeier (Universitit Wuppertal), >
leader, ColEI

pPIC60A Invitrogen GmbH, Karlsruhe

pPIC60.A/HSA Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

Neukonstruierte Plasmide Konstruktion

pAF01

pAFO03
pAF04
pAF06
pAF07
pAF08
pAF09

1.3 kb EcoRI/BamHI (Blasticidinresistenskassette) aus
pUCBsrABam blunt-end in FC-AA11 Aspl

1.7 kb Sall/BamHI aus FC-AA11 in pUCI18

1.7 kb Hindlll/EcoRI aus pAF03 in pDexRH

1.1 kb Sall/BamHI aus FC-BP15 in pUCI18

1.1 kb Hindlll/EcoRI aus pAF06 in pDexRH

1.5 kb Ndel/Sall aus FC-AA11 in pET16bP

1.5 kb EcoR1/Xbal aus FC-AAT11 in pPIC60A

Tabelle 6: In dieser Arbeit neu konstruierte Plasmide
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3.1.3 Verwendete Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit benutzten Oligonukleotide sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Als
Bezugsquelle diente die Firma MWG-Biotech (Ebersberg). Unterstrichene Abschnitte geben
die generierte Restriktionsschnittstelle wieder, fett gedruckte Buchstaben kennzeichnen die

dazu notigen Basenaustausche.

Bezeichnung  Sequenz 5'—3’ generierte Gen
Restriktionsschnittstellen

AFoxsense AAA GTT GAA TTC ATG GGT GTT EcoRI inol
ATG

AFoxantisense GTT TGT TCT AGA TAT AAT CTT TGT Xbal inol
TCT AAT AAC ATG

AF01 AAA GTT CCA CAT ATG GGT GTT Ndel inol
ATG

AF02 AAA GTT CCA AGA ATG GGT GTT AT inol

AFO03 TCT TTG TTT GAA GAG TGC ATT TA inol

AF04 TCT TTG GTC GAC GAG TGC ATTTA Sall inol

Tabelle 7: Verwendete PCR-Primer

3.1.4 Anzucht von E.coli

E.coli-Stimme wurden entweder in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten kultiviert.”**

Als KulturgefiBe dienten Schikanekolben (100-1000 ml). Um eine optimale Sauerstoft-
versorgung zu gewéhrleisten, wurden diese nur mit maximal 10 % des Nennvolumens befiillt.
Die Inkubation der Schiittelkulturen erfolgte auf einem Rundschiittler (37 °C, 180 Upm).
Plasmidtragende Stdmme wurden stets unter entsprechendem Selektionsdruck kultiviert.

Dauerkulturen wurden in LB-Medium (versetzt mit 30 % Glycerin) bei —20 °C gelagert.

LB-Medium: [g/l] LB-Agar: [g/1]
Bacto-Trypton 10  Bacto-Trypton 10
Hefeextrakt 5 Hefeextrakt 5
NaCl 10 NaCl 10
Agar 15
pH 7.2 pH 7.2

Tabelle 8: Zusammensetzung des Luria-Bertoni-Vollmedium (LB)

Das Medium wurde 16 min bei 120 °C autoklaviert. Eventuell benétigte Antibiotika wurden dem Agar bei 60 °C
bzw. dem Fliissigmedium bei RT steril zugesetzt.
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3.1.5 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden durch horizontale, submerse Agarosegelelektrophorese mit 5-
10 V/em Laufstrecke in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 1| mM EDTA, 20 mM Essigsdure; pH
8.3) aufgetrennt.’”> Die Agarosekonzentration wurde dabei dem jeweiligen Trennproblem
angepasst. Den Proben wurde 1/6 Volumenteile Probenauftragungspuffer (0.25 % (w/v)
Bromphenolblau, 0.25 % (w/v) Xylencyanol, 40 % (w/v) Sucrose) zugesetzt. Zur Detektion
der DNA-Fragmente unter UV-Licht (366 nm) enthielten Agarose und Laufpuffer 0.1 pg/ml
Ethidiumbromid. Der DNA-Léangenstandard II1 (0.12-21.2 kbp) diente als Gro3enmarker.

RNA-Fragmente wurden durch horizontale, submerse Agarosegelelektrophorese mit 5-7
V/em Laufstrecke in 1 x FA-Puffer (20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, | mM EDTA; pH

3% Den Proben wurden 1/5 Volumenanteile Probenauftragungspuffer (16 pl

7.0) aufgetrennt.
gesdttigte Bromphenolblaulosung, 80 ul 500 mM EDTA (pH 8.0), 2 ml Glycerin, 720 ul 37
%iges Formaldehyd, 3084 pl Formamid, 4 ml 10x FA-Puffer auf 10 ml mit Wasser auffiillen)
zugesetzt. Die Denaturierung der Proben erfolgte durch Erhitzen fiir 5 min auf 65 °C und
anschlieBender Abkiihlung auf Eis. Zur Detektion der RNA-Fragmente unter UV-Licht (366
nm) enthielten Agarose und Laufpuffer je 1 pg/ml Ethidiumbromid Als Standard wurde der

RNA-Léngenstandard II (1.5-6.9 kb) verwendet.

3.1.6 Isolierung von Nukleinsauren

Die Isolierung von Plasmiden aus E.coli erfolgte mittels Kochpréparation®®, alkalischer

® oder mit QIAprep Spin Miniprep Kit. Fiir priparative Isolierungen wurde das

Lyse3 0
QIAprep Spin Maxiprep Kit verwendet.

D.discoideum enthilt einen hohen Gehalt an RNA und Kohlenhydraten, die bei der
Reinigung chromosomaler DNA diese hdufig begleiten. Um dieses zu verhindern, wurde die
DNA aus angereicherten Zellkernen isoliert.””” Die Zellen wurden geerntet (500 g, 4 °C, 5
min) und zweimal mit Soérensen-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 5 ml

kaltem Kernisolierungs-Puffer, der Zellen lysiert aber die Kernmembran nicht angreift,

resuspendiert und die intakten Zellkerne abzentrifugiert (2000 g, 4 °C, 10 min).

10 mM Magnesiumacetat
10 mM Natriumchlorid
30 mM Hepes; pH 7.5

10 % Saccharose

2 % Nonidet P-40

Tabelle 9: Zusammensetzung des Kernisolierungs-Puffers
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Nach mikroskopischer Kontrolle wurden die pelletierten Kerne in 1 ml TE-Puffer (10
mM Tris, | mM EDTA; pH 8.0) aufgenommen und mit 50 pl 10%iger SDS-Losung und 10 pl
Proteinase K-Losung (100 pg/ ml) versetzt. Nach 4 h Inkubation bei 37 °C wurden restliche
RNA und Proteine durch mehrmalige Extraktion mit wassergesittigtem Phenol pH 8.0
entfernt.

Zum erhaltenen Uberstand wurde zur DNA-Prizipitation das zweifache Volumen
96%iger Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat; pH 5.2 pipettiert. Der Niederschlag
wurde abzentrifugiert, mit reinem Ethanol gewaschen und an Luft getrocknet. Die DNA
wurde anschlieend in TE-Puffer gelost.

Die Isolierung kleinerer Mengen genomischer DNA aus D.discoideum erfolge mit Hilfe
des DNeasy Plant Mini Kit oder des DNeasy Plant Maxi Kit.

Fiir die Isolierung von RNA aus D.discoideum wurde das RNeasy Mini Kit verwendet.

Die Konzentration der DNA und RNA-Proben wurde spektralphotometrisch bei 260 nm
ermittelt. Eine ODygonm von 1 entspricht etwa 50 pg/ml dsDNA oder 40 pg/ml RNA. Der
Grad der Verunreinigungen mit Proteinen erfolgte durch Bestimmung des Quotienten
OD260nm/ OD2gonm. Ist der Wert bei DNA grofer als 1.8 bzw. bei RNA grofler als 2.0, so kann
von einer sauberen Probe ausgegangen werden. Zusitzlich wurde die Konzentration durch
Vergleich mit DNA/ RNA-Proben bekannter Konzentration in der Agarosegelelektrophorese
abgeschitzt.

3.1.7 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

In einer Standardreaktion wurden ca. 500 ng Plasmid-DNA mit 10 U der jeweiligen
Restriktionsendonuklease umgesetzt. Die Inkubation erfolgte in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffersystem und unter den angegebenen Temperaturbedingungen. Das
Gesamtvolumen der Reaktionsansdtze betrug 50 pl. Plasmid-DNA wurde ein bis drei
Stunden, chromosomale DNA mindestens zehn Stunden verdaut. Das Abstoppen die Reaktion
erfolgte durch zehnminiitiges Erhitzen auf 65 °C bzw. durch Zusatz von EDTA. Die

Reaktionskontrolle erfolgte durch Agarosegelelektrophorese.

3.1.8 Manipulation von Nukleinsauren

Um die Religation eines Vektors zu minimieren wurden die 5'-Phosphatgruppen eines
linearisierten Vektors mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase aus Kélberdarm (CIAP)

entfernt.
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5 pg linearisierte Vektor-DNA wurden in 50 pl CIAP-Puffer gelost und mit 3 U
alkalische Phosphatase versetzt. Die Dephosphorylierung erfolgte durch eine dreiffigmintitige
Inkubation bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch zehnminiitige Hitzeinaktivierung bei 70 °C
gestoppt. Der linearisierte und dephosphorylierte Vektor wurde anschlieBend nach 3.1.9

aufgereinigt.

50 mM Tris/ HCI; pH 9.0
1 mM MgCl,
0,1 mM ZnCl,

Tabelle 10: Zusammensetzung des CIAP-Puffers

Viele Restriktionsenzyme erzeugen kohdsive Enden mit einem 5°- oder 3'-
iiberstehenden Ende. 5-DNA-Uberhinge koénnen mit dem Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase I aufgefiillt werden. 3"-Uberhiinge konnen von der T4;-DNA-Polymerase abgebaut
und nach Zugabe von Nukleotiden wieder zu einem glatten Ende aufgefiillt werden.

Um 5’-Uberhéinge aufzufiillen wurden ca. 1 pg DNA mit 2 pl ImM dNTP-Lésung und
1 U Klenow-Enzym versetzt. Die Inkubation erfolgte in dem vom Hersteller empfohlenen
Puffersystem bei 37 °C. Das Gesamtvolumen der Reaktionsansétze betrug 20 pl. Nach 30 min
wurde die Reaktion durch zehnminiitiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt. Die Aufreinigung der
DNA erfolgte nach 3.1.9.

Zur Entfernung von 3’-Uberhingen wurden ca. 1 ng DNA mit 2 U T4-Polymerase und 2
ul des vom Hersteller empfohlenen Puffersystem versetzt, auf 20 pul mit Wasser aufgefiillt
und 2 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zugabe von 2 pul 5 mM dNTP-
Losung und eine weitere fiinfzehnminiitige Inkubation bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch

zehnminiitiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt. Aufgereinigt wurde die DNA nach 3.1.9.

3.1.9 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten nach elektrophoretischer Trennung aus
Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit entsprechend dem Protokoll des
Herstellers.

Die Entfernung von Proteinen und/ oder niedermolekularen Verbindungen aus DNA-
Proben erfolgte mit dem High Pure PCR Product Purification Kit entsprechend den

Herstellerangaben.

3.1.10 Herstellung von kompetenten Bakterien und Transformation

Die Herstellung von transformationskompetenten E.coli erfolgte nach Inoue.’”® Aliquots

von je 200 ul wurden entnommen und sofort in fl. N, eingefroren.
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Zur Transformation wurden 1-10 pl DNA zugesetzt, 30 min auf Eis inkubiert, die
Zellen einem Hitzeschock (30 s, 42 °C) ausgesetzt und erneut auf Eis gekiihlt. Anschlieend
wurden 800 pul SOC-Medium zugesetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert.

2 % Bacto-Trypton

0.5 % Hefeextrakt

10 mM NaCl

2.5 mM KCl1

Nach dem Autoklavieren
10 mM MgCl,

20 mM Glucose

Tabelle 11: Zusammensetzung des SOC-Mediums

Aliquots der Zellsuspension wurden auf selektiven LB-Agarplatten (z.B. 100 pg/ml
Ampicillin) ausplattiert. Die Inkubation der Agarplatten erfolgte tiber Nacht bei 37 °C.

3.1.11 Ligation von DNA

Die Verkniipfung von DNA-Fragmenten und linearisierter Vektor-DNA erfolgte durch
T4-DNA-Ligase.

Abhingig von der Problemstellung, also ,,Sticky-End“ — bzw. ,,Blunt-End‘“-Ligation,
der GroBe des zu klonierenden Fragmentes und des Vektors wurden unterschiedliche
Konzentrationsverhéltnisse von Insert zu Vektor eingesetzt. Bei herkdmmlichen Klonierungen
wurde ein molares Verhiltnis von Insert zu Vektor von 4:1 eingesetzt. Bei der Klonierung
sehr kleiner Fragmente wurde das Verhéltnis auf 10:1 erhdht.

Ein typischer Ligationsansatz umfasste ein Volumen von 20 pl und enthielt etwa 100-
200 ng Vektor-DNA, 1 U T4-DNA-Ligase, 2 pl 10fach-Puffer des Enzymherstellers und eine
entsprechende Menge Insert-DNA. Die Ligation von ,,Sticky Ends“ erfolgte mindestens 90
min bei 10-14 °C. ,,Blunt End**-Ligationen erfolgten {iber Nacht bei 14-16 °C.

Gute Ergebnisse bei der ,,Blunt-End“-Ligation wurden auch mit dem Rapid DNA
Ligation Kit gemdfl den Empfehlungen des Herstellers erhalten.

Die verwendeten Vektoren wurden stets dephosphoryliert eingesetzt.

3.1.12 Radioaktive Markierung von Nukleinsauren

Die radioaktive Markierung von DNA erfolge mit dem Random Primed DNA Labeling
Kit entsprechend den Herstellerangaben. Die Markierung erfolgte durch o-d-[**P]-CTP.

41



Material und Methoden

3.1.13 DIG-Markierung von Nukleinsauren

Die nichtradioaktive Markierung von DNA erfolgte mit dem PCR DIG Probe Synthesis
Kit entsprechend den Herstellerangaben. Die Detektion erfolgte mittels DIG Luminescent
Detection Kit for Nucleic Acids.

Strangspezifische RNA-Sonden wurden durch in vitro Transkription aus DNA
hergestellt. Die in vitro-Transkription zur Herstellung markierter RNA-Proben wurde mit
Hilfe einer SP6 Polymerase bzw. einer T7 Polymerase unter Verwendung von Digoxigenin-
markiertem UTP durchgefiihrt.

Fiir die Transkription wurde jeweils 1 pg linearisiertes Plasmid als Matrize eingesetzt
und zusammen mit 14 pl Wasser, 2 pl Transkriptionspuffer, 2 ul NTP-Losung (10 mM ATP,
10 mM CTP, 10 mM GTP, 6.5 mM UTP, 3.5 mM Digoxigenin-markiertem UTP; pH 7.5) und
2 ul der jeweiligen RNA-Polymerase (20 U) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl 200 mM EDTA; pH 8.0 gestoppt. Das
RNA-Transkript wurde durch Zugabe von 2.5 pl 4 M LiCl und 75 pl Ethanol gefillt (2 h, 20
°C) und abzentrifugiert (13000 g, 4 °C, 15 min). Die Fliissigkeit wurde entfernt und das Pellet
mit 50 pl 70%igen (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (13000 g, 4 °C, 15
min) wurde die Fliissigkeit entfernt, das Pellet im Vakuum getrocknet und anschlieBend in 10

ul TE-Puffer (10 mM Tris, ImM EDTA; pH 8.0) geldst.

3.1.14 Southern-Blotting

Der Transfer von DNA aus Agarosegelen auf Nitrocellulosemembranen erfolgte nach
Sambrock.*”> Das Agarosegel inkubierte zundchst zwanzig Minuten in Denaturierungspuffer
und danach zwanzig Minuten in einem Neutralisationspuffer. Der Transfer der DNA auf die
Nitrocellulosemembran erfolgte in 20 x SSC {iber 20 h aufgrund von Kapillarkriften. Das Gel
wurde auf zwei mit 20 x SSC getrinkten Filterpapieren mit Kontakt zu einem
Transferpufferreservoir gelegt. AnschlieBend wurde das Gel mit einer in 20 x SSC
befeuchteten Nitrocellulosemembran und zwei in 20 x SSC getrinkten Filterpapieren belegt.
Es folgte ein ca. 15 cm hoher Stapel an Saugpapier und ein Gewicht von ca. 1 kg zum
beschweren. Nach erfolgreichem Transfer wurde die Membran zundchst in 2 x SSC

gewaschen und die DNA durch zweistlindiges Erhitzen im Vakuum auf 80 °C fixiert.

Denaturierungspuffer Neutralisationspuffer 20 x SSC
1.5 M NaCl 1.5 M NaCl 3 M NaCl
0.5 M NaOH 0.5 M Tris/HCI; pH 7.5 0.3 M Natriumcitrat/NaOH; pH 7.0

Tabelle 12: Zusammensetzung der Losungen fiir den Southern-Blot
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3.1.15 Northern-Blotting

Der Transfer von RNA aus Agarosegelen auf Nitrocellulosemembranen erfolgte analog
3.1.14. Das Agarosegel wurde zundchst 10 min in Wasser, 15 min in 50 mM NaOH und
anschlieend 10 min in 10 x SSC inkubiert. Der Transfer erfolgte iiber 20-30 h in 20 x SSC.
Nach erfolgreichem Transfer der RNA wurde die Nitrocellulosemembran 2 min in 10 x SSC

gewaschen und anschlieend durch zweistiindiges Erhitzten im Vakuum auf 80 °C fixiert.

3.1.16 Hybridisierung von Nukleinsauren

Bei DNA-DNA Hybridisierungen mit homologen, radioaktiv markierten Sonden

wurden die Membranen zunéchst 4 h in Prahybridisierungslosung inkubiert.

Prahybridisierungslosung 50 x Denhardt’s Losung

5x SSC 1 % (w/v) Ficoll

0.5 % (w/v) SDS 1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
5 x Dehnhardt’s Losung 1 % (w/v) BSA

200 pg/ml gescherte Heringssperma-DNA

Tabelle 13: Zusammensetzung der Prihybridisierungslésung und von 50 x Denhardt’s Losung fiir die
DNA-RNA Hybridisierung

AnschlieBend wurde die Prihybridisierungslosung erneuert und hitzedenaturierte (5
min, 95 °C) [**P]-markierte DNA-Sonde zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 45 °C
tiber Nacht. Nicht gebundene Sonde wurde anschlieBend durch Waschen mit 5 X SSC, 0.5 %
(w/v) SDS entfernt.

Bei RNA-RNA Hybridisierungen inkubierte die Membran zunichst 3 h bei 45 °C in
Prahybridisierungslosung. Anschlieend wurde die Prahybridisierungsldosung erneuert und mit

DIG-markierter RNA-Sonde versetzt. Die Hybridisierung erfolgte fiir ca. 40 h bei 65 °C.

5x SSC

2 % (w/v) Blocking-Reagenz

100 pg/ml gescherte Heringssperma-DNA
0.1 % (w/v) N-Laurylsarcosin

0.02 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Formamid)

Tabelle 14: Zusammensetzung der Prihybridisierungslosung fiir die RNA-RNA Hybridisierung

43



Material und Methoden

Nicht gebundene Sonde wurde anschlieBend in mehreren Schritten entfernt.

Losung Temperatur Zeit

2 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS RT 10 min
2 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 65 °C 10 min
0.1 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 65 °C 15 min

Tabelle 15: Waschritte bei der RNA-RNA Hybridisierung

Die RNA-DNA Hybridisierung erfolgte mit Hilfe des DIG-DNA Labeling Kit. Die
Membran inkubierte zunichst 3 h in Prahybridisierungslosung bei 42 °C..

5x SSC

2 % (w/v) Blocking-Reagenz
0.1 % (w/v) NaCl

0.1 % (w/v) N-Laurylsarcosin
0.02 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Formamid)

Tabelle 16: Zusammensetzung der Prihybridisierungslosung fiir die RNA-DNA Hybridisierung

Danach wurde die Prihybridisierungslosung gewechselt und hitzedenaturierte (5 min,
95 °C) DIG-markierte DNA-Sonde zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgte 36 h bei 42 °C.

Uberschiissige Sonde wurde anschlieBend in mehreren Waschschritten entfernt.

Losung Temperatur  Zeit

2 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS RT 2 X 5 min
2x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 42 °C 2 x 15 min
1 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 42 °C 10 min

1 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 42 °C 10 min
0.5 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 65 °C 10 min

0.1 x SSC, 0.1 % (w/v) SDS 65 °C 10 min

Tabelle 17: Waschritte bei der RNA-DNA Hybridisierung

3.1.17 Detektion von hybridisierten Nukleinsauren
Zur Detektion von [32P]-markierten DNA-Fragmenten wurde die Membran mit
,Hybond MP*“-Roéntgenfilm bei -70 °C inkubiert.

Die Detektion von DIG-markierten Nukleinsduren erfolgte mit Hilfe des DIG

Luminescent Detection Kit for Nucleic Acids entsprechend den Herstellerangaben.
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3.1.18 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) wurde in einem Tpersonal-Thermocycler
(Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die Tag- und Vent-DNA-Polymerasen wurden mit dem
vom Hersteller empfohlenen Puffer verwendet. Die fiir die Amplifizierung des jeweiligen
DNA-Abschnitts geeigneten Primerpaare und deren Hybridisierungstemperatur wurden mit
dem Programm PrimerFind 3.0 (Frobel Labor Geridte, Lindau) berechnet. Die

Amplifikationszeit betrug ca. 1 min/1000 bp Produktlénge.

Schritt Temperatur  Zeit Beschreibung
1 95 °C 2 min Denaturierung
2 95°C 1 min ] Denaturierung
3 40-60 °C 1 min 30 Zyklen Annealing

4 72 °C Imin/1000bp — Amplifikation
5 72 °C 5 min Amplifikation

Tabelle 18: PCR-Programm

Tag-DNA-Polymerase Vent-DNA-Polymerase

10 x Polymerasepuffer 10 % 10 %

dNTP’s 0.2 mM 0.2 mM

Primer (je) 1.2 uM 1.2 uM

MgCl, 2 mM

MgSO4 2 mM
Template-DNA:

Chromosomale DNA 25-125 ng/50 pul
Plasmid DNA 5-10 ng/50 pl

DNA-Polymerase 1 U/50 pl 1 U/50 pl

Tabelle 19: Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansiitze

Gen/DNA- Primerpaar DNA- Annealing-  Template-DNA Verwendung

Bereich Polymerase Temperatur

inol AF02/AF03 Vent- 50 °C chromosomale DNA  3.1.13

inol AFO01/AF04  Tag- 40 °C FC-AA11 3.1.19

inol AFoxsense/ Tag- 40 °C FC-AA11 3.1.20
AFoxantisense

Tabelle 20: Bedingungen der jeweiligen PCR-Reaktion

45



Material und Methoden

3.1.19 Heterologe Genexpression der MIPS aus D.discoideum in

E.coli

Von der bekannten cDNA-Sequenz wurden spezifische Primer flir das 5'-Ende und das
3’-Ende  abgeleitet. Im 5'-Primer AFOl wurde iiber dem vermeintlichen
Translationsstartpunkt die Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease Ndel
eingefithrt. Im 3’-Primer AF04 wurde die Erkennungssequenz fiir die Restriktions-
endonuklease Sall eingefiihrt. Das amplifizierte 1.6 kb Fragment wurde mit Ndel und Sall
hydrolysiert und in ebenso behandelten Expressionsvektor pET16bp kloniert. In dem
entstandenen Plasmid pAF08 wurde das 5'-Ende des Fragments an das 3’-Ende der
vektoreigenen Sequenz fusioniert, die fiir ein Histidin-Hexapeptid kodiert.

E.coli BL21(DE3)/pLysS wurde mit gereinigtem Vektor (pAF08) transformiert und eine
Kolonie unter Selektionsdruck in LB-Medium bei 180 Upm und 37 °C {iber Nacht kultiviert.
1 ml dieser Ubernachtkultur wurde am niichsten Tag mit 50 ml LB-Medium verdiinnt, mit 100
pg/ml Ampicillin versetzt und bis zu einer ODsgo von 0.5 kultiviert. AnschlieBend erfolgte die
Induktion der Genexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG. AnschlieBend wurde die
Zellkultur fiir weitere 6-8 h inkubiert. Die Produktion des Zielproteins wurde mittels SDS-

Page und Western-Blot tiberpriift.

3.1.20 Heterologe Genexpression der MIPS aus D.discoideum in

P.pastoris

Die Klonierung des Expressionsvektors und die anschlieBende methanolinduzierte
Expression in P.pastoris erfolgte mittels Pichia Expression Kit entsprechend den
Herstellerangaben. Die Produktion des Zielproteins wurde mittels SDS-Page und Western-
Blot iiberpriift.

Die Primerkonstruktion fir das 5'-Ende (AFoxsense) und fiir das 3’-Ende
(AFoxantisense) erfolgte unter Beibehaltung des Startcodons und unter Ausschluss des
Stopcodons. Dabei wurden zwei neue Restriktionsschnittstellen generiert um das Gen in
korrekter Ausrichtung einzusetzen. Das amplifizierte PCR-Produkt wurde anschlieBend
aufgereinigt, mit EcoRI und Xbal verdaut und mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit in den
mit EcoRI und Xbal linearisierten pPIC6a A kloniert (3.1.11). Die Klonierung erfolgte “in
frame* mit der vorliegenden sekretorischen Sequenz und mit dem nachfolgenden (6*His)-tag.
In dem verwendeten Vektor pPIC60 A steht das zu exprimierende Gen unter der Kontrolle

des durch Glucose reprimierbaren und durch Methanol induzierbaren AOX1-Promotors. Eine
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N-terminale Erkennungssequenz fiihrt zu einer Sekretion des Proteins in das umgebene
Medium. Der C-terminale Histidintag kann zur effizienten Anreicherung des Proteins iiber
metallionenbeladene Chelatsdulen benutzt werden.

Der Ligationsansatz wurde in E.coli DH5o transformiert und auf LB-Agarplatten mit
geringerer Salzkonzentration und 50 pg/ml Blasticidin ausgestrichen. Einige Klone wurden
gepickt und in LB-Medium vermehrt. Die erfolgreiche Klonierung der cDNA in den Vektor
wurde durch PCR mit den obigen Primern bzw. durch einen Verdau des isolierten Plasmids
mit EcoRI und Xbal nachgewiesen.

Nach préparativer Isolierung des Plasmids pAF09 wurde mit Sacl linearisiert und
mittels Elektroporation (Gene Pulser der Firma Bio-Rad, 20 mm Elektrodenabstand, 1 pF, 1
kV, 3 Pulse) in P.pastoris transformiert. Die Integration in das P.pastoris-Genom erfolgt
durch homologe Rekombination in den AOX1-Locus. Die Transformationsansidtze wurden

auf YPDS-Agarplatten ausplattiert und drei Tage bei 30 °C inkubiert.

YPDS-Agar  YPD-Medium

Hefeextrakt 10g 10g

Sorbitol 1822 ¢

Trypton 20g 20g

Agar 20g

Wasser 900 ml 900 ml
Autoklavieren bei 120 °C fiir 16 min

20 %ige Glucoselosung 100 ml 100 ml

Blasticidin 300 pg/ml 300 pg/ml

Tabelle 21: Zusammensetzung von YPDS + Blasticidin Agar und YPD-Medium

(Yeast Extract Peptone Dextrose Medium with Sorbitol bzw. Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Zwei der erhaltenen Klone wurden anschliefend in YPD-Medium vermehrt und die
erfolgreiche Transformation von pAF09 durch Isolierung der genomischen DNA und PCR
mit entsprechenden Primern AFoxsense und AFoxantisense nachgewiesen. Dazu wurden
zunichst die Zellwinde enzymatisch abgebaut und aus den resultierenden Spheroplasten
DNA mit Hilfe des DNeasy Tissue Kit gemil Herstellerangaben isoliert.

Die methanolinduzierte Proteinexpression erfolgte nach Herstellerangaben des Pichia
Expression Kit. Als Kontrolle diente der Wildtyp X33 und ein mit pPIC60A/HSA
transformierter Stamm, der in der Lage ist, humanes Serumalbumin zu sekretieren.

Dazu wurden die Klone in BMGY-Medium vermehrt und die Expression durch
Umsetzen der Zellen auf methanolhaltiges BMMY-Medium induziert. Dieses Medium ist fiir

die Expression sekretierter Proteine besonders vorteilhaft. Durch den Phosphatpuffer kann der
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pH-Wert dem rekombinanten Protein angepasst werden und bleibt wihrend der Expression
weitgehend stabil. Der Zusatz von Pepton und Hefeextrakt stabilisiert die rekombinanten
Proteine und verringert ihre Proteolyse.

100 ml BMGY-Medium wurden mit Vorkultur (500 pl YPD-Medium + 300 pg/ml
Blasticidin, UN, 30 °C, 200 Upm) angeimpft, ca. 16 h inkubiert (30 °C, 200 Upm) und durch
Zentrifugation geerntet (1500 g, 5 min 4 °C). Die Zellen wurden danach in BMM-Medium
auf eine ODgpp von 1 resuspendiert und mit 0.5 % Methanol versetzt. Es wurden alle 24 h
Proben entnommen, durch Zentrifugation der Uberstand vom Zellpelett getrennt und beides in
fl. N, eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80 °C. Entwichenes Methanol wurde téglich

erganzt.

BMGY: Buffered Glycerol

Stockldsung: Volumen (ml): Endkonzentration:
10 g Hefeextrakt, 20 g Trypton geldst in 700 ml Wasser
Autoklavieren bei 120 °C fiir 20 min

1 M Kaliumdihydrogenphosphat (pH 6.0) 100 100 mM
13.4 % YNB (Yeast Nitrogene Base) 100 1.34 %
0.02 % Biotin 2 410° %
10 % Glycerin 100 1 %

BMM: Buffered Minimal Methanol

Stocklosung: Volumen (ml): Endkonzentration:
Wasser 700

Autoklavieren bei 120 °C fiir 20 min

1 M Kaliumdihydrogenphosphat (pH 6.0) 100 100 mM

13.4 % YNB (Yeast Nitrogene Base) 100 1.34 %

0.02 % Biotin 2 4107 %

10 % Methanol 100 1%

Tabelle 22: Zusammensetzung des bei der Proteinexpression verwendeten Medium

Die Expression des Zielproteins wurde im Uberstand durch SDS-PAGE, Western-Blot
und Aktivititstest analysiert. Der immunochemische Nachweis erfolgte mit dem Penta-His-

Antikorper (Qiagen) in Kombination mit dem BM Chromogenic Western Blotting Kit.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Kultivierung von D.discoideum

In der vorliegenden Arbeit wurde der axenisch wachsende Stamm AX 2 (ATCC: 24397)
verwendet. Unter ,axenischer” Kultur versteht man das Wachstum der Zellen in
bakterienfreiem Medium."** AX2 Zellen werden adhisiv an hydrophilen und hydrophoben
Oberfldchen und phagozytieren neben Bakterien hydrophile und hydrophobe Modellpartikel.
Die Anzucht erfolgte aus Sporen, die bei —20 °C in 17 mM Phosphatpuffer (Sérensen-Puffer),
30 % (v/v) Glycerin; pH 6.5 lagerten. Die Germination erfolgte in Gewebekulturflaschen (50

ml, 25 cm® Grundfliche) innerhalb von 2-3 Tagen.

3.2.1.1 Axenische Kultur von D.discoideum

Groflere Zellmengen wurden entweder in einem synthetischen Néhrmedium (leicht
modifiziertes FM-Medium) kultiviert'® oder in einem semi-synthetischen axenischen

Medium.'**

Substanz Konzentration (g/l)
Kaliumdihydrogenphosphat 0.48
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 0.64
D(+)-Glucose-Monohydrat 15.4
Hefeextrakt 7.15
Fleisch-Pepton 14.3
Dihydrostreptomycin 0.25

Tabelle 23: Zusammensetzung des semi-synthetischen axenischen Mediums (HL-5 Medium)

Die Komponenten wurden in der obigen Reihenfolge eingewogen, mit Wasser auf das jeweilige Volumen
aufgefiillt und bei 120 °C fiir 16 min autoklaviert.

Stockldsung:

Aminosaurelosung 250 ml/l
Salzlosung 20 ml/1
Spurenelementlosung 0.1 ml/1
NaHCO; 16.8 mg/1
D(+)-Glucose (wasserfrei) 10 g/l
K,HPO43H,0 1.14 g/l
Dihydrostreptomycin 50 mg/1
Vitaminlosung 10 ml/1

pH 6.8 eingestellt mit 85 %iger Phosphorsédure

Tabelle 24: Zusammensetzung des synthetischen Mediums (FM-Medium)

Die Komponenten wurden in der obigen Reihenfolge eingewogen, mit Wasser auf das jeweilige Volumen
aufgefiillt und bei 120 °C fiir 14 autoklaviert.
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Aminoséureldsung: Salzl6sung: Vitaminlosung:

NaOH 04 ¢g/1  NH4Cl 2.675 g/l Biotin 2 mg/l
Arginin 29¢/l  CaCl;2H,O 0.147g/l  Folsdure 20 mg/l
Asparagin 1.5¢g/1  FeCly6H,O 1.35g/l  Cyanocobalamin 0, Smg/l
Cystein 1 g/l MgCly, 6H,O 4.07 g/l Liponséure 40 mg/1
Glutamat 25¢g/1 Riboflavin 50 mg/l
Glycin 4.5 g/l Thiamin 60 mg/1
Histidin 1.12 g/l Einstellung auf pH 7 mit 10 M NaOH
Isoleucin 3¢/l Spurenelementldsung:

Leucin 4.5 g/l Na,EDTA2H,0 48.4 g/l

Lysin 3.6 g/l  ZnSO47H,0 23 g/l

Methionin 1.5 g/l H;BO; 1.1 g1

Phenylalanin 2.5 g/l MnCl,4H,0 5.1¢g/l

Prolin 4 g/l CoCly,6H,0 1.7 g/l

Threonin 2.5 g/l CuCl,'5H,0 1.5 g/l

Tryptophan 1 gl Ammonium- 1 gl

Valin 3.5g/l  molybdat Einstellung auf pH 6.5

Tabelle 25: Zusammensetzung der Stocklésungen fiir das FM-Medium

Anzucht und Inkubation erfolgten unter Standardbedingungen auf einem Rundschiittler
(120 Upm) bei 22.5 °C. Als Kulturgefilie dienten Erlenmeyerkolben (100-1000 ml) oder
Fernbachkolben (1200 bzw. 3000 ml). Um eine ausreichende Beliiftung zu gewéhrleisten,
wurden Erlenmeyerkolben mit maximal 10 %, Fernbachkolben mit maximal 30 % des
Nennvolumens gefiillt.

Die Zellen wurden bei Zelldichten zwischen 110° und 1.510” Zellen/ml gehalten. Die
Verdopplungszeit betrug in der logarithmischen Wachstumsphase ca. 10-12 h.

Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4° C. Kleinere Volumina im Bereich von
1-50 ml wurden mit 500 g fiir 5 min zentrifugiert, groBBere Volumina iiber 200 ml mit 2000 g
fir 15 min. Die geernteten Zellen wurden unter gleichen Zentrifugationsbedingungen

mindesten zweimal mit addquaten Mengen Sorensen-Puffer gewaschen.

3.2.1.2 Anzucht von D.discoideum auf Agarplatten ,,Clearing Plates*

Die Klonierung von Transformanten und die Gewinnung von Sporen erfolgte auf SM-
Agarplatten.’®” Dazu wurden 200 pl einer dichten K.aerogenes bzw. E.coli B/r-Suspension
und eine addquate Menge D.discoideum-Zellen in Sorensen-Puffer auf SM-Agarplatten
ausgestrichen. Die Platten wurden anschlieBend bei 22.5 °C 2-4 Tage inkubiert. Die
Generationszeit von D.discoideum betrug hierbei 3-4 Stunden. D.discoideum-Kolonien

zeigten sich hierbei als klare Fresshofe (,,Plaques®) auf dem Bakterienrasen. Eine liangere
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Inkubation flihrte zum vollstindigen Verzehr der Bakterien und anschlieBend zum

Ausdifferenzieren von D.discoideum.

Substanz: Konzentration :
Bakteriologisches Pepton 1.0 %
Hefeextrakt 0.1 %

D(+)-Glucose-Monohydrat 50 mM
Magnesiumsulfat 7H,O  4.05 mM

KH2P04 16.2 mM
Agar 1 % (W/v)

Tabelle 26: Zusammensetzung des Standardmedium-Agar (SM-Agar)

Die Komponenten wurden mit Wasser auf das jeweilige Volumen aufgefiillt und bei 120 °C fiir 16 min
autoklaviert. Nach Abkiihlung der Losung auf ca. 50 °C wurde der Agar in Petrischalen gegossen.

3.2.1.3 Anzucht in Suspension mit E.coli B/r als Nahrungsquelle

1000 ml KB-Medium®” wurden mit einer Impfose E.coli B/r angeimpft und iiber Nacht
bei 37 °C auf einem Rundschiittler (120 Upm) inkubiert (OD4y ca. 5-8).

Substanz Konzentration [g/1]
Bacto-Trypton 10
Hefeextrakt 5
Natriumchlorid 10
D(+)-Glucose-Monohydrat 10

Tabelle 27: Zusammensetzung des KB-Mediums

Das Medium wurde 16 min bei 120 °C autoklaviert.

Die Bakterien wurden durch Zentrifugation sedimentiert (5000 g, 4 °C 10 min) und
zweimal mit Sorensen-Puffer gewaschen. Zur Anzucht von D.discoideum wurden 510*
Zellen/ml in Gegenwart von E.coli B/r (110" Zellen/ml) in Sorensen-Puffer resuspendiert
und bei 22.5 °C auf einem Rundschiittler (120 Upm) inkubiert. Die Verdopplungszeit betrug
ca. 3 h. Die maximal erhiltliche Zelldichte lag bei ca. 510° Zellen/ml. Die Ernte erfolge durch
Zentrifugation (4 °C, 500 g, 10 min). Um restliche Bakterien zu entfernen wurde viermal mit

einer addquaten Menge Sorensen-Puffer gewaschen.
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3.2.1.4 Anzucht in Suspension mit K.aerogenes als Nahrungsquelle

Die Anzucht von D.discoideum auf K.aerogenes erfolgte analog zu 3.2.1.3 in fiir

K.aerogenes geeignetem Medium.

Substanz Konzentration [g/1]
KH,PO4 0.9
Na,HPO42H,0 2.25
Glucose 5
Hefeextrakt 0.5

Pepton 5
MgSO,7H,0 0.5

Tabelle 28: Fliissigmedium fiir K.aerogenes®"’

Das Medium wurde 16 min bei 120 °C autoklaviert

3.2.1.5 Anzucht von D.discoideum in submersen Standkulturen

Zur lingeren Haltung der Zellen und zur besseren mikroskopischen Betrachtung wurden
die Zellen in submersen Standkulturen gehalten (50 ml Gewebekulturflaschen, 25 cm?’
Grundfldche). Nach Erreichen eines geschlossenen Monolayers wurde die Kulturflasche
geschiittelt (120 Upm, 22 °C, 16 h) und die Zellsuspension verdiinnt.

Als Medium wurde sowohl vollsynthetisches FM-Medium'® als auch semi-

synthetisches axenisches Medium'** verwendet.

3.2.1.6 Inkubation auf Wasseragarplatten
Die Differenzierungsstudien und die Gewinnung von Sporen erfolgte auf

Wasseragarplatten. Dazu wurde 2-510° D.discoideum-Zellen in Sorensen-Puffer auf
Wasseragarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden anschlie8end bei 22.5 °C inkubiert. Eine

langere Inkubation fiihrte zum vollstdndigen Ausdifferenzieren von D.discoideum.

Substanz Konzentration
KH,PO4 14.67 mM
Na,HPO42H,O 2.83 mM
Agar 15 g/L

Tabelle 29: Zusammensetzung des Wasseragars

Der Agar wurde fiir 30 min bei 120 °C autoklaviert. Nach Abkiihlung der Losung auf ca. 50 °C wurde der Agar
in Petrischalen gegossen.
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3.2.2 Chemische Mutagenese

Die Vorgehensweise lehnte sich stark an der Prozedur von Loomis an.’'' Zellen aus der
exponentiellen Wachstumsphase wurden geerntet (4 °C, 300 g, 5 min), zweimal mit
Sorensen-Puffer gewaschen und danach mit Sérensen-Puffer auf eine Zelldichte von 1:10°
Zellen/ml resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit 50 pl einer wissrigen
N’-Methyl N’-Nitro N-Nitrosoguanidinlosung (10 mg/ml) versetzt und 30 min (120 Upm) bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die Mutagenese wurde danach durch Zentrifugation (4 °C, 300 g, 5 min) und
Resuspendierung in 10 ml frisches Medium beendet. Nach einer Erholungsphase von 1 h (120
Upm, 22.5 °C) wurden die Zellen erneut zentrifugiert (4 °C, 300 g, 5 min) und in 100 ml FM-
Medium aufgenommen.

Zur Selektionierung auf inositol-auxotrophe Mutanten wurde nach einer
Erholungsphase von ca. 12 h (nach diesem Zeitraum sollte das endogene myo-Inositol von
potentiellen inositol-auxotrophen Mutanten verbraucht sein) die Zellsuspension mit einer
wiassrigen Losung des Thymidin-Basenanalogons 5-Bromdesoxyuridin auf eine
Konzentration von 150 pg/ml versetzt und 24 h inkubiert (120 Upm, 22.5 °C). In diesem
Zeitraum wird 5-Bromdesoxyuridin nur in den wachsenden — nicht inositol-auxotrophen
Zellen - anstelle von Thymidin in neu synthetisierte DNA eingebaut.

Die Zellen wurden anschlieBend geerntet (4 °C, 300 g, 5 min), zweimal mit Sérensen-
Puffer gewaschen und in 4 ml Sorensen-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in
eine 25 ml Kulturflasche iiberfiihrt, auf Eis gekiihlt und 1 h mit einer UV-Lampe (15 W, 5 cm
Abstand) bestrahlt. Durch diese Photolyse wird die durch 5-Bromdesoxyuridin substituierte
DNA degradiert.

Danach wurden die Zellen geerntet (4 °C, 300 g, 5 min) und in 4 ml Sérensen-Puffer
resuspendiert. Aliquots der Zellsuspension wurden anschlieBen mit E.coli B/r auf SM-
Agarplatten (enthielten 10 mM myo-Inositol) ausplattiert. Die nach 4-5 Tagen sichtbaren
Klone wurden danach mit E.coli B/r auf SM-Agarplatten (ohne bzw. mit 10 mM myo-

Inositol) ausplattiert und auf ihre Inositol-Auxotrophie getestet.

3.2.3 Synchrone Differenzierung

Mit diesem Experiment wurde der entwicklungsabhéngige Verlauf der intrazelluldren
Konzentration der Diphosphoinositolphosphate in den inositol-auxotrophen Mutanten

untersucht.

53



Material und Methoden

Um eine synchrone Differenzierung bei D.discoideum zu erreichen ist es notwendig, die
Migrationsphase der Pseudoplasmodien zu minimieren.’'® Dieses wurde durch eine hohe
Phosphatkonzentration im Agar (in der Originalliteratur feuchtes Filterpapier)’'? erreicht.

Der Einfluss von exogenem myo-Inositol wurde durch 6stiindige Inkubation der Zellen
auf inositolfreiem FM-Medium minimiert. Zu diesem Zeitpunkt ist ein GroBteil des
internalisierten myo-Inositols iiber Exozytose entfernt, jedoch zeigen die Zellen noch keinen
Inositolmangel. Danach wurden 2:10° Zellen auf phosphatgepufferten Wasseragarplatten (40
mM Phosphat, pH 6.5) ausplattiert und bei 22.5 °C inkubiert. Durch dieses Verfahren wurde
den Zellen schnell die Nahrungsquelle entzogen, so dass sich die Reaktion auf den
Hungerzustand gut verfolgen ldsst. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit
eiskaltem Sorensen-Puffer von der Agarplatte abgewaschen, durch Zentrifugation (500 g, 4

°C, 5 min) geerntet und in fliissigem N, eingefroren.

3.2.4 Synchrone Sporengermination

Um den Verlauf der Diphosphoinositolphosphat- bzw. myo-Inositolkonzentration
wihrend der Sporengermination zu untersuchen, ist eine moglichst synchrone Germination
notwendig.

Dazu wurde zunichst der Germinationsinhibitor, der sich in der Sporenhiille befindet,
durch dreimaliges Waschen mit Sorensen-Puffer entfernt. Anschliefend wurden die Sporen
mit einem aus stationdren K.aerogemes isolierten Sporengerminationsfaktor behandelt.
Hierbei handelt es sich um ein niedermolekulares Stoffwechselprodukt, das sich im Uberstand
einer stationdren K.aerogenes Kultur anreichert. Dazu wurde K.aerogenes in 400 ml Medium
(siehe 3.2.1.4) iiber 60 h kultiviert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation und Filtration
(0.22 um Filter, Millipore) vom Medium abgetrennt.

Nun wurden die Sporen in dem konditionierten Medium resuspendiert und 30 min
inkubiert. Eine anschlieBende Uberfithrung in Sorensen-Puffer fithrte zu einer raschen und
synchronen Germination innerhalb von 2 h. Die frisch germinierten Zellen wurden durch

Zentrifugation geerntet und in fliissigem N, eingefroren.

3.2.5 Aufschluss von Sporen

Zum Aufschluss wurde das geerntete Sporenmaterial in einem Achatmorser mit

fliissigem Stickstoff eingefroren und durch mehrmaliges Verreiben aufgeschlossen.
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3.2.6 Bestimmung der Zelldichte und der ZellgroBenverteilung

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde unter sterilen Bedingungen entnommen und fiir
15 min auf Eis gekiihlt. Die Zellen wurden anschlieBend mit Hilfe eines Schiittlers (Vortex)
schonend resuspendiert. Die Bestimmung der Zelldichte und der ZellgroBenverteilung
erfolgte zu Beginn der vorliegenden Arbeit mit einem Partikelzdhlgerit (Coulter® Counter
Modell BI, Coulter Electronics GmbH, Krefeld), welches zur Bestimmung der
GroBenverteilung mit einem Volumenanalysator (Channelyzer Modell C,ss, Coulter
Electronics GmbH, Krefeld) ausgestattet war. Spéter erfolgte die Analyse {iber ein
Partikelzihlgerét (Coulter™ Counter Modell Z2, Coulter Electronics GmbH, Krefeld) mit

nachgeschalteter elektronischer Datenauswertung (Coulter®Z2 AccuComp® Vers. 3.01a).

3.2.7 Transformation von D.discoideum

Eine effiziente Transformationsmethode fiir D.discoideum ist die Elektroporation. Pro
Transformationsansatz wurden 1'10° Zellen geerntet (1000 g, 4 °C, 5 min), zweimal mit
eiskaltem Elektroporationspuffer (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.7 mM Na,HPO4, 21 mM
Hepes, 5 mM Glucose; pH 7.1) gewaschen und in 1 ml eiskaltem Elektroporationspuffer
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in eine 0.4 cm Elektroporationskiivette
iiberfiihrt, mit ca. 50 pg DNA versetzt und fiir 10 min auf Eis belassen. Die anschlieSende
Elektroporation erfolgte in einem Bio-Rad Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen) mit 1250 V und 25 pF (Time const. 0.4-0.6 ms).

Der Transformationsansatz wurde in eine Petrischale (8 cm Durchmesser) tiberfiihrt, mit
10 ml axenischem Medium (inklusive 500 uM myo-Inositol) versetzt und 24 h bei 22.5 °C
inkubiert. Danach erfolgte die Selektion der Transformanten durch Zugabe von 10 pg/ml
Blasticidin-S bzw. Gentamycin. Im Abstand von jeweils 2 Tagen erfolgte ein vorsichtiger
Austausch des Mediums. Die nach ca. 10 Tagen sichtbaren Klone wurden isoliert und auf ihre

Inositol-Auxotrophie getestet.

3.2.8 Aufbewahrung von D.discoideum

Die langfristige Lagerung von D.discoideum erfolgte in Glycerinkultur. Dazu wurden
axenisch wachsende Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet (500 g, 4 °C, 5
min), zweimal mit einer addquaten Menge Sorensen-Puffer gewaschen und auf eine
Zelldichte von 210° Zellen/ml resuspendiert. 1 ml der Zellsuspension wurde danach auf
Wasseragarplatten (8 cm Durchmesser) mit der Pipette ausgestrichen, leicht angetrocknet und

bei 22.5 °C inkubiert. Nach abgeschlossener Differenzierung wurden die Sporen durch
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Abschlagen geerntet und in 1 ml einer sterilfiltrierten 30 %igen Glycerinldsung in Sérensen-
Puffer resuspendiert. Die Aliquots wurden bei —20 °C eingefroren und waren unter diesen

Bedingungen ohne Vitalitidtsverlust mindestens vier Jahre haltbar.

3.2.9 Phagozytose

3.2.9.1 Phagozytosetest mit Latexpartikeln

Der Phagozytosetest erfolgte mit Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase. Die
Zellen wurden geerntet, (500 g, 4 °C, 10 min), dreimal mit Sérensen-Puffer gewaschen und
auf eine Zelldichte von 2-510° Zellen/ml resuspendiert. Die Zellen wurden 30 min
vorinkubiert (22 °C, 120 Upm) und anschlieend carboxylierte Latexpartikel zugesetzt, so
dass sich eine Relation von rund 500 Partikeln pro Zelle ergab.

Zu definierten Zeitpunkten wurden die Phagozytose gestoppt, indem je 1 ml
Zellsuspension in ein Reagenzglas mit 5 ml eiskaltem Sorensen-Puffer pipettiert wurde.

Um nicht internalisierte, an der Oberflaiche der Zellen adsorbierte Partikel zu entfernen
wurde die Zellsuspension anschlieBend durch 10 ml 20 %ige PEG-6000-Lsung zentrifugiert
(4 °C, 10 min, 2000 g). Das Zellpellet wurde zweimal mit eiskaltem Sorensen-Puffer
gewaschen (1000 g, 4 °C, 5 min) und in 2 ml 100 mM Na,HPOy4 (pH 9.3) resuspendiert.

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden die Zellen durch Zusatz von 20 pl 10 %igen (w/v)
Triton X-100 lysiert. Die Proben wurden griindlich fiir die Bestimmung der optischen Dichte
bei 570 nm durchmischt.

Um die Anzahl internalisierter Partikel zu quantifizieren wurden fiir definierte
Partikelkonzentrationen die optische Dichte gemessen und die entsprechende

Kalibrierfunktion ermittelt.

3.2.9.2 Phagozytosetest mit FITC-markierten Bakterien

Als Substrat dienten hier fluoreszenzmarkierte Bakterien des Stammes E.coli B/r. Diese
wurden in KB-Medium geziichtet und wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase geerntet
(5000 g, 4 °C, 10 min), zweimal mit Sorensen-Puffer gewaschen und anschlieend in 50 mM
Na,HPO4 (pH 9.2) auf eine OD4y von ca. 20 resuspendiert. Nach Zugabe von 0.1 mg/ml
Fluoresceinisothiocyanat wurde fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden erneut
geerntet (5000 g, 4 °C, 10 min) und mit 17 mM K,;HPO4 (pH 6.0) fluoreszenzfrei gewaschen.
Die FITC-markierten Bakterien waren ca. 14 Tage bei 0 °C haltbar.

D.discoideum wurde in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet, (500 g, 4 °C, 10

min), dreimal mit S6rensen-Puffer gewaschen und auf eine Zelldichte von 2-510° Zellen/ml
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resuspendiert. Nach einer dreiligminiitigen Vorinkubation (22.5 °C, 120 Upm) erfolgte die
Zugabe an fluoreszenzmarkierten Bakterien, so dass sich eine Relation von rund 500
Bakterien pro Zelle ergab.

Zu definierten Zeitpunkten wurden die Phagozytose gestoppt, indem je 1 ml
Zellsuspension in ein Reagenzglas mit 5 ml eiskaltem Sorensen-Puffer pipettiert wurde.

Um nicht internalisierte, an der Oberfliche der Zellen adsorbierte Bakterien zu
entfernen erfolgte anschlieBend eine Zentrifugation der Zellsuspension durch 10 ml 20 %ige
PEG-6000-Losung (4 °C, 10 min, 2000 g). Das Zellpellet wurde dreimal mit eiskaltem
Sorensen-Puffer gewaschen (1000 g, 4 °C, 5 min) und in 2 ml 100 mM Na,HPO4 (pH 9.3)
resuspendiert. Nach erfolgter Lyse der Zellen durch Zugabe von 20 pl 10 %igen (w/v) Triton
X-100 wurde die Proben auf Raumtemperatur gebracht und anschlieend die Fluoreszenz der
Proben bei einer Anregungswellenldnge von 470 nm und einer Emissionswellenldnge von 520
nm gemessen (Spectrofluorimeter RF-510, Shimadzu).

Die Bestimmung der pro Amobe phagzytierten Bakterienanzahl erfolgte durch
Vergleich mit einer Kalibrierkurve. Dazu wurde von einer Bakteriensuspension zunéchst die
Bakterienkonzentration in einer Neubauer-Zahlkammer und nach anschlieBender Lyse die

dazugehorige Fluoreszenz ermittelt.

3.2.10 Pinozytose®"

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden geerntet (500 g, 4 °C, 5 min),
zweimal mit eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen und mit Sorensen-Puffer auf eine
Zelldichte zwischen 2-510° Zellen/ml resuspendiert. Vor Beginn der Messung wurden die
Zellen 30 min vorinkubiert (22.5 °C, 120 Upm).

Als Indikator zur Erfassung pinozytierter Volumina diente fluoreszenzmarkiertes
Dextran (FITC-Dextran), das in einer Konzentration von 2 mg/ml den Zellen zugesetzt wurde.
Als Stocklosung diente eine Losung von 100 mg/ml FITC-Dextran in Sérensen-Puffer.

Die Zellsuspensionen wurden auf einem Rundschiittler inkubiert (22.5 °C, 120 Upm).
Um den Verlauf der Pinozytose zu verfolgen, wurden zu definierten Zeitpunkten 1 ml
Zellsuspension entnommen und mit eiskaltem Sorensen-Puffer 1:5 verdiinnt. Die Proben
wurden zentrifugiert (1000 g, 4 °C, 5 min) und dreimal mit eiskaltem Soérensen-Puffer
gewaschen. Der Uberstand wurde sorgfiltig entfernt und das Pellet in 2 ml Na,HPOy (pH 9.5)
resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die restlichen Zellen durch Zugabe von
20 pl 10 %igen (w/v) Triton X-100 und kréftiges Schiitteln (Vortex) lysiert. Zur Vermeidung

von Streueffekten erfolgte eine erneute Zentrifugation (5000 g, 4 °C, 5 min).
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Die Messung der Fluoreszenz erfolgte analog zur Phagozytose (3.2.9.2). Die
Quantifizierung der pinozytotisch aufgenommenen Fliissigkeitsmengen geschah durch

Vergleich mit einer Kalibriergerade.

3.2.11 Exozytose

Zur Bestimmung der Exozytose wurden 15 ml der mit FITC-Dextran fiir 2 h inkubierten
Zellen abzentrifugiert (1000 g, 4 °C, 5 min), dreimal mit Sorensen-Puffer gewaschen und in
15 ml Sorensen-Puffer erneut aufgenommen. Wihrend der anschlieBenden Inkubation (120
Upm, 22 °C) wurden zu definierten Zeitpunkten Proben entnommen. Die weitere

Probenbehandlung erfolgte analog 3.2.10.

3.212 Adhasionstest

Fiir den Adhésionstest wurden axenisch wachsende Zellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase verwendet. Die Zellen wurden geerntet (500 g, 4 °C, 5 min), zweimal mit
eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen und mit FM-Medium auf eine Zelldichte von 1.5:10°
Zellen/ml resuspendiert.

4 ml der Zellsuspension wurden in eine 50 ml Gewebekulturflasche iiberfiihrt und die
Zellen zunidchst fiir ca.10 min auf einem Rundschiittler (120 Upm, 22.5 °C) geschiittelt,
anschlieBend 30 min ohne Schiitteln inkubiert und danach erneut fiir 5 min (120 Upm, 22.5
°C) geschiittelt.

Durch Bestimmung der Zelldichte vor Uberfiihrung in die Gewebekulturflaschen, sowie
nach Abschluss der Inkubation im Uberstand, konnte der prozentuale Anteil adhisiver Zellen

bestimmt werden.

3.2.13 Aggregationstest

Um das Aggregationsverhalten zu beobachten wurden axenisch wachsende Zellen aus
der logarithmischen Wachstumsphase verwendet. Die Zellen wurden geerntet (500 g, 4 °C, 5
min), zweimal mit eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen und mit Sérensen-Puffer auf eine
Zelldichte von ca. 5°10° Zellen/ml resuspendiert.

Die Zellen wurden auf einen Rundschiittler inkubiert (80 Upm, 22.5 °C). Zu definierten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die Partikelzahl bestimmt. Die Aggregation

wurde als prozentuale Partikelzahl bezogen auf die Ausgangspartikelzahl ausgedriickt.
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3.2.14 Zellkernfarbung

Die Anzahl von Kernen pro Zelle wurde durch Anfiarbung der DNA mit Bisbenzimid
mikroskopisch bestimmt. Dazu wurden ca. 1'10° Zellen geerntet (500 g, 5 min, 4 °C), zweimal
mit eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen und durch Zugabe von Methanol/Essigsdure (3:1
v/v) fixiert. Nach 15 min wurden die Zellen zentrifugiert (500 g, 5 min, 4 °C) und mit
Hoechst-Puffer (50 mM Kaliumphosphat; pH 7.7, 200 mM NaCl, 20 mM EDTA) gewaschen.
Die Zellen wurden in Hoechst-Puffer resuspendiert und mit 1 pg/ml Bisbenzimid (Hoechst
Farbstoff 33258) versetzt. Die Zellproben wurden 15 min inkubiert, zweimal mit Hoechst-
Puffer gewaschen (500 g, 5 min, 4 °C) und unter einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BH-
2 470/520 nm) betrachtet.

3.2.15 Chemotaxis

3.2.15.1 Folsidurechemotaxis®'*
Zur Bestimmung der Folsdurechemotaxis wurden exponentiell wachsende Zellen aus

einer axenischen Kultur verwendet. Die Zellen wurden geerntet (500 g, 4 °C, 5 min), zweimal
mit eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen und mit Sérensen-Puffer auf eine Zelldichte von ca.
2.510% Zellen/ml resuspendiert.

Am Tage des Experiments wurden Chemotaxisagar (1 % Agar, 1 mM MgCl,, 1 mM
CaCl; in Sorensen-Puffer) vorsichtig in der Mikrowelle geschmolzen und 20 ml in eine 10 cm
Petrischale gefiillt. Nach Abkiihlung wurde mit dem stumpfen Ende einer Pasteurpipette ein
Loch von ca. 6 mm ausgestanzt und eventuell vorhandene Fliissigkeit aus dem Loch entfernt.
Das ausgestanzte Loch wurde mit Folsdure gefiillt und im Abstand von ca. 5 mm zum Rand
des ausgestanzten Lochs 1 ul Zellsuspension aufgetragen. Die Folsdure bildet durch Diffusion
einen Konzentrationsgradienten, auf den die Zellen zuwandern. Nach ca. 3-5 h konnten die

Platten ausgewertet werden.

3.2.15.2 cAMP-Chemotaxis

Um die Chemotaxis auf cAMP zu beobachten wurde exponentiell wachsende Zellen aus
einer axenischen Kultur verwendet. Die Zellen wurden geerntet (500 g, 4 °C, 5 min), zweimal
mit eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen und mit Sérensen-Puffer auf eine Zelldichte von ca.
1107 Zellen/ml resuspendiert. Die Zellsuspension wurde danach 6-8 h inkubiert (22.5 °C, 120
Upm), geerntet und auf 2.5:10° Zellen/ml in Sérensen-Puffer resuspendiert.

Die Vorbereitung der Agarplatten geschah analog zu 3.2.15.1, jedoch wurden die
ausgestanzten Locher mit cAMP (0, 10, 50 und 250 pM) gefiillt. Nach ca. 3-4 h konnten die

Platten ausgewertet werden.
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3.2.16 Bestimmung des zellularen F-Aktingehalts

3.2.16.1 Praparation der Farbelosung

Kommerziell erhiltliches, mit Tetramethylrhodaminisothiocyanat konjugiertes
Phalloidin (TRITC-Phalloidin) wurde in Methanol gelost (100 pg/ml) und in Aliquoten von
100 pl jeweils in KryogefaBe iiberfiihrt. Das Methanol wurde iiber Nacht im Dunkeln
abgedampft. Die getrockneten Portionen sind bei —20 °C haltbar.

Zur Anwendung wurden 10 pg TRITC-Phalloidin in 5 pul Methanol geldst und 300 pl

Férbepuffer zugesetzt.

3.2.16.2 Quantifizierung

Zur Ermittlung des zelluldren F-Aktingehalts wurden exponentiell wachsende Zellen
aus einer axenischen Kultur verwendet. 10 ml Zellsuspension (5107 Zellen) wurden direkt mit
50 ml eiskaltem Lysispuffer versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Der tritonunldsliche
Riickstand wurde abzentrifugiert (1500 g, 20 min, 4 °C) und das Pellet anschlieBend in 70 ul
Féarbepuffer resuspendiert. Zur Anfarbung des F-Aktins wurde dir Suspension iiber Nacht bei

4 °C inkubiert.

Lysispuffer Farbepuffer

40 mM Tris/HCI; pH 7.5 20 mM Tris/HCL; pH 7.2
90 mM KCI 60 mM KCI

6 mM MgCl, 5 mM MgCl,

60 mM Saccharose 50 mM Saccharose

0.3 % (v/v) Triton X-100 (hydrogenisiert) 25 uM TRITC-Phalloidin

0.1 mM PMSF (kurz vor der Lysis aus einer
100 mM Stockldsung in DMSO zugesetzt)

Tabelle 30: Zusammensetzung der Puffer fiir die quantitative Aktinbestimmung

Nach erneuter Zentrifugation (1500 g, 20 min, 4 °C) wurde das gefiarbte Pellet zweimal
mit Triton X-100 haltigem Farbepuffer (0.25 % (v/v)) ohne TRITC-Phalloidin gewaschen.
Der Uberstand wurde entfernt und das rosa Pellet in 1 ml Methanol aufgenommen. Man lieB3
die Proben zur Extraktion des TRITC-Phalloidins iiber Nacht bei 4 °C inkubieren,
zentrifugierte die Proben (1500 g, 20 min, 4 °C) und bestimmte die Fluoreszenz des
Uberstands mit einem Fluoreszenzspektrometer (Modell Spectrofluorimeter RF-510,

Shimadzu; em.: 550 nm; ex.: 580 nm).
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Anhand einer aufgenommenen Kalibriergeraden kann der Gehalt an gebundenem
TRITC-Phalloidin bestimmt werden. Uber das stdchiometrische Bindungsverhiltnis von F-
Aktin und TRITC-Phalloidin und anschlieBender Normierung auf die Anzahl der Zellen ergibt
sich der zelluldre F-Aktingehalt.

3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Enzymaktivitit durch High Performance

Anionenaustauscher-Chromatographie (HPAEC)

20 pl Probe wurde mit 80 pl Assaypuffer (62.5 mM MOPS, 20 mM NH4CI, 6.25 mM
Glucose 6-phosphat, I mM NAD"; pH 8.0) versetzt bei 37 °C inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde die enzymatische Reaktion durch Erhitzen auf 95 °C fiir 2 min
abgebrochen. Als Negativkontrolle wurden 20 pl der Probe mit 80 pl Assaypuffer versetzt,
sofort 2 min auf 95 °C erhitzt und anschliefend analog zu den Proben weiterbehandelt.
Prizipitiertes Protein wurde durch Zentrifugation entfernt (3 min, 13000 g, 20 °C).

Die anschliefende Dephosphorylierung erfolgte durch Zusatz von 5 ul Reaktionspuffer
(80 mM MgCl,, 50 mM MOPS; pH 8.0), 3 ul alkalischer Phosphatase (1.4 U/ul), 5 ul 1 M
NaOH und Inkubation von 1 h bei 37 °C. Es wurde wieder fiir 2 min auf 95 °C erhitzt und das
prézipitierte Protein abzentrifugiert (3 min, 13000 g, 20 °C). Die Proben wurden danach mit
Wasser 1:25 verdiinnt. Davon wurden 100 pl fiir die HPAEC-Analyse verwendet.

Die routinemdfige Trennung des myo-Inositols erfolgte durch High Performance
Anionenaustauscher-Chromatographie (HPAEC) an einer CarboPac MA1-Sdule (4 x 250
mm) mit CarboPac MA1-Vorséule (4 x 30 mm).

Die Detektion erfolgte durch integrierte gepulste Amperometrie (IPAD). Zum Einsatz
kam ein elektrochemischer Detektor (ED 50, Dionex) mit PAD-Zelle (Arbeitselektrode Gold,
Referenzelektrode Ag/AgCl). Der schematische Aufbau der HPLC ist in Abbildung 11
wiedergegeben. Die Sdulen wurden auf 30 °C temperiert. Folgende Pulssequenz wurde

verwendet:

Zeit [s] Potential [V] Integration

0 0.05

0.2 0.05 Start
0.4 0.05 Ende
0.41 0.75

0.6 0.75
0.61 -0.15

1 -0.15
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Die Elution erfolgte mit 0.4 ml/min. Der Gradient, bestehend aus Wasser (Lsg. A) und 1
M NaOH (Lsg. B) hatte folgenden Verlauf:

Zeit [min] A [%] B[%]

0 100 0
10 75 25
12 48 52
43 48 52

43.1 100 0
51 100 0

IM NaOH —p
H,0 —»

GP 50
Pumpe

AS40
Autosampler

Vorsédule
CarboPac MA1Guard

Trennsdule
CarboPac MA1

waste €¢——] elektrochemischer ’

Detektor ED 50

Abbildung 11: Schematischer Aufbau der HPLC zur Bestimmung der MIPS-Aktivitit

3.3.2 Bestimmung der Enzymaktivitat durch GCMS

Der Aktivitétstest und die anschlieBende Dephosphorylierung erfolgten analog zu 3.3.1.
Die Dephosphorylierung wurden durch fiinfminiitiges Erhitzen der Proben auf 95 °C gestoppt
und eventuell prézipitiertes Protein durch Zentrifugation entfernt (5 min, 4 °C, 13000 g). Die
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Proben wurden mit Wasser auf 2 ml verdiinnt, iiber Amberlite MB-3 entsalzt und
lyophilisiert.

100-500 nmol des potentiell entstandenen myo-Inositols wurden mit 90 pl N,O-Bis-
(Trimethylsilyl)-acetamid und 10 pl Trimethylchlorsilan versetzt und 40 Minuten bei 70 °C
derivatisiert. 1 ul der Losung wurde fiir die GC-MS-Analyse verwendet.

Zur Identifikation des entstandenen myo-Inositols diente ein mit Massendetektor

ausgestatteter Gaschromatograph (25 m Ultra-1 Séule, Trigergas He mit 1.24 bar).

Temperaturprogramm:
Temperatur [°C] Haltezeit [min] Aufheizrate [°C/min]
60 1.0 50
100 0 7.0
250 0

3.3.3 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt von Proben wurde im Bereich von 0.15-1.5 mg/ml mit einem
kommerziell erhidltlichen BIO-RAD D,-Proteinassay bestimmt. Der Test baut auf die
Methode nach Lowry auf.’"

Im Bereich von 2 pg/ml bis 20 pg/ml wurde ein auf der BCA-Methode®'®*'” basierender
Pierce Micro-BCA-assay verwendet. Als Kalibrierstandard diente in beiden Féllen

Rinderserumalbumin.

3.3.4 Poyacrylamid-Gelelektrophorese PAGE

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte analog der von
Lammli beschriebenen Methode.’'® Als Apparatur diente die Mini-Protean II (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen). Es wurden entweder Trenngele mit einem Acrylamiddichte-
Gradienten von 5-15 % oder 10 %ige Gele verwendet.

Die aufzutrennenden Proben wurden mit 5 x SDS-Probenauftragungspuffer versetzt und
5 min bei 95 °C denaturiert. In der Regel wurden 5-25 pg Protein in jede Probentasche
gegeben (je nach Farbemethode). Angefarbt wurde entweder durch Coomassie Brillant Blue
oder mit Hilfe der empfindlicheren Silberfarbung. Als Protein-Marker diente ein Marker im
Bereich 97.4-14.4 kDa. Die Durchfiihrung der nativen PAGE erfolgte ohne Zusatz von SDS

im Gel und im Laufpuffer.
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3.3.4.1 Coomassie-Firbung

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei ca. 0.5-1 pg Protein/ 0.5 cm Bande.

Arbeitsschritt:  Losungen: Dauer
Féarbung 0.1 % Coomassie, 60 min
45 % Methanol, 10 % Essigsédure
Entfarbung 45 % Methanol, 10 % Essigsdure 40 min
10 % Methanol, 7.5 % Essigsdure 60 min
5 % Methanol, 7 % Essigsdure 60 min
Aufbewahrung Wasser

3.3.4.2 Silberfirbung

Die Silberfarbung weist gegeniiber der Coomassie-Férbung eine bis zu hundertfach

erhohte Empfindlichkeit auf. Die Empfindlichkeit betrdgt ca. 5-30 ng/ 0.5 cm Bande.

Arbeitsschritt:  Losungen: Dauer:

Fixierung 50 % Ethanol 30 min
10 % Essigsédure

Vorbehandlung 5 % Ethanol 15 min
1 % Essigsdure

Waschen Wasser 3'5 min

Inkubation Na,S,035H,0 0.2 g/

Farben AgNO3 0.2 g/100 ml 25 min
HCHO (37 %) 75 pl/100 ml

Waschen Wasser 2'1 min

Entwicklung Na;S;035H,0 0.4 mg/100 ml  ca. 5 min
HCHO (37 %) 75 ul/100 ml
Na2C03 6 g/lOO ml
Abstoppen 6 % Essigsdure 30 min
Aufbewahrung  Wasser

3.3.5 Immobilisierung von Proteinen auf Membranen (Western-Blot)

Nach analytischer SDS-PAGE wurden Proteine auf PVDF-Membranen (Immobilon-P)
ibertragen (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen). Die Membran wurde zur Erh6hung der Bindungskapazitidt 10 min in Methanol
aquilibriert. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei konstanter Stromstirke von 350 mA und
100 V in 10 mM CAPS/Na’, 10 % Methanol; pH 11. Die Kontrolle des Transfers erfolgte
tiber vorgefarbte Standardproteine (Prestained SDS-Standard, high range, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen).
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3.3.6 Immunologischer Nachweis immobilisierter MIPS

Der immunologische Nachweis der immobilisierten MIPS erfolgte mit Hilfe des BM
Chromogenic Western Blotting Kit (AP, Mouse/Rabbit). Als Primirantikérper diente ein
polyklonaler Antikdrper gegen die MIPS aus E.histolytica (Prof. A.N. Lahiri Majumder, Bose
Institute Calcutta).

3.3.7 Enzymanreicherung

3.3.7.1 Zellaufschluss und Herstellung eines cytosolischen Extrakts

Fiir die Proteinanreicherung wurden auf FM-Medium kultivierte Zellen eingesetzt und
bei einer Zelldichte von ca. 1107 Zellen/ml geerntet (1500 g, 10 min, 4 °C). Die Zellen
wurden einmal mit 20 mM Mes/Na" pH 6.8 gewaschen, erneut zentrifugiert und das Pellet mit
eisgekiihltem Lysispuffer (50 mM MOPS/Na", 1 mM PMSF; pH 7.5) auf eine Zelldichte von
1.010% Zellen/ml verdiinnt. Der Aufschluss erfolgte durch mehrmalige Passage der
Zellsuspension durch 8 pum bzw. 5 pum Nucleopore-Filter (Millipore). Der Zellaufschluss
wurde mikroskopisch kontrolliert. AnschlieBend wurden die unloslichen Zellbestandteile
durch Zentrifugation entfernt (140000 g, 45 min, 4 °C). Das Uberstand wurde fiir die

Saulenchromatographie an Q-Sepharose eingesetzt.

3.3.7.2 Anionenaustauscher-Chromatographie an Q-Sepharose

Der cytosolische Extrakt wurde zunichst mit Lysispuffer (50 mM MOPS/Na’, 1 mM
PMSF; pH 7.5) auf das fiinffache des Volumens verdiinnt und iiber eine peristaltischen
Pumpe (P1, Pharmacia) mit einer Flussrate von 3 ml/min direkt auf eine mit Lysispuffer (50
mM MOPS/Na’, 1 mM PMSF; pH 7.5) #quilibrierte Q-Sepharose ff Séule (Siulenvolumina
15 ml, Kapazitit ca.1800 mg Protein) aufgetragen. Die Proteindetektion erfolgte durch ein
UV-Photometer mit Durchflusskiivette (Uvicord SII, Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg) bei 280 nm.

Die Elution erfolgte stufenweise durch 50 mM MOPS/Na"; pH 7.5 mit definierten
NaCl-Konzentrationen. Die Flussrate betrug 3 ml/min. Die Fraktion mit der hochsten
Aktivitdt wurde direkt fir die weitere Aufreinigung an Hydroxylapatit eingesetzt. Alle
Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C.

Die Q-Sepharose wurde nach Benutzung mit dem fiinffachen Sdulenvolumen an 1 M
NaOH, 1 M HCl und 2 M NaCl regeneriert, mit Wasser neutral gewaschen und zur erneuten
Benutzung mit Lysispuffer dquilibriert. Langere Lagerung erfolgte unter 20 % EtOH.
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3.3.7.3 Chromatographie an Hydroxylapatit

Die nach der Chromatographie an Q-Sepharose gewonnene aktivste Fraktion wurde mit
10 mM KH,PO4 (pH 6.8) auf das zehnfache Volumen verdiinnt. Mit einer HPLC-Anlage
(sieche 3.4.3, ohne Nachsdulenderivatisierung) wurde die Probe direkt auf eine
Hydroxylapatitsdule (Bio-Rad Macro-Prep Ceramic Hydroxylapatit 20 pm, 0.55 cm,
Volumen ca. 1 ml) mit einer Flussrate von 1.5 ml/min aufgetragen.

Die Elution erfolgte stufenweise durch definierte KH,POs-Losungen; pH 6.8. Die
Flussrate betrug 1.5 ml/min. Die Fraktion mit der hochsten Aktivitdt wurde direkt fiir die
weitere Aufreinigung eingesetzt. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 20 °C.

Das Hydroxylapatit wurde nach Benutzung mit dem fiinffachen Sidulenvolumen an 400
mM  KH,POs (pH 6.8) gewaschen, mit Wasser neutral gewaschen und zur erneuten

Benutzung mit Lysispuffer dquilibriert. Léngere Lagerung erfolgte unter Wasser.

3.3.7.4 Gelchromatographie an HPLC-Superdex 200HR

Die aktive Hydroxylapatitfraktion wurde auf ca. 0.5 ml konzentriert (Cenriprep-10
(MW cut-off) 10 kDa, Millipore GmbH, Schwalbach) und auf eine HPLC-Superdex 200HR
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) aufgetragen.

Als Material fiir die Gelfiltration diente Superdex 200HR mit einem Trennbereich von
10-600 kDa. Die Séule (1 cm * 30 cm, Volumen ca. 24 ml) wurde durch die HPLC-Anlage
(siche 3.4.3, ohne Nachsédulenderivatisierung) betrieben. Als Laufpuffer diente 50 mM
Tris/HCl, 1 mM EDTA; pH 7.7 mit Flussrate von 250 pl/min. Die Kalibrierung erfolgte durch
folgende Standardproteine: Ferritin (450 kDa), Aldolase (158 kDa), Rinderserumalbumin (68
kDa), Ovalbumin (45 kDa), o-Chymotrypsinogen (25 kDa) und Cytochrom C (12.5 kDa). Die
Lagerung der Gelfiltrationsséule erfolgte unter 20 % Ethanol.

3.3.7.5 Anionenaustauscher-Chromatographie an Resource-Q

Der abschlieende Reinigungsschritt erfolgte durch einer an der HPLC-Anlage (HPLC-
MDD ohne Nachsdulenderivatisierung, sieche 3.4.3) betriebenen Resource-Q-Siule
(Bettvolumen ca. 0.5 ml). Die nach der Gelchromatographie erhaltenen aktiven Fraktionen
wurden mit 50 mM MOPS/Na’, 100 mM NaCl, | mM PMSF; pH 7.5 auf das zehnfache
Volumen verdiinnt. Die Auftragung der Proben und die anschlieBende Elution erfolgte mit 1.5

ml/min. Das gebundene Protein wurde mit einem linearen Gradienten von 100-400 mM NaCl
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in 15 min eluiert. Die Fraktionsgrofe betrug 1.5 ml. Die myo-Inositol 3-phosphat Synthase
Aktivitét eluierte konzentriert in 1-2 Fraktionen. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei 20 °C.

Das Material wurde nach Benutzung mit jeweils 5 Sdulenvolumina 1 M NaOH, 1 M
HCI und 2 M NaCl regeneriert, mit Wasser neutral gewaschen und zur erneuten Benutzung

mit Lysispuffer dquilibriert. Langere Lagerung erfolgte unter 20 % EtOH.

3.3.8 Phosphatbestimmung

Zur quantitativen Bestimmung von Inositolphosphaten und Phosphat wurde ein von
P.A. Lanzetta’® entwickelter Phosphattest verwendet. Zur Freisetzung des organisch
gebundenen Phosphats wurden 100 pl der Proben in einem Hydrolyseglas (Borosilikatglas der
Hydrolyseklasse 1, MN-Diiren) mit 20 pul 10 M Schwefelsdure versetzt und 4 h bei 170 °C
zersetzt. Eventuell entstehender Kohlenstoff wurde durch Zugabe von 20 pl 20 %iger
Wasserstoffperoxidlosung und anschliefender einstiindiger Erhitzung auf 170 °C entfernt.
Das Hydrolysat wurde mit 1 M Schwefelsdure so verdiinnt, dass die Extinktion im linearen
Bereich der Kalibriergerade lag.

10 pl des entsprechend verdiinnten Hydrolysats wurden mit 100 pl Phosphatreagenz
versetzt, kurz auf einem Schiittler (Vortex) gemischt und die Reaktion nach 1 min mit 10 pl
25%iger tri-Natriumcitratlosung gestoppt. Nach zwanzigminiitiger Inkubation wurde die
Extinktion bei einer Wellenldnge von 595 nm in einem Mikrotiterplatten-Photometer (Bio-
Rad, Microplatten-Reader, Modell 450) gemessen. Durch Vergleich mit einer Kalibriergerade
im Bereich von 0-200 pM Phosphat (hergestellt aus einer 200 pM Kalium-
dihydrogenphosphatlosung in 1 M Schwefelsdure) konnte auf die Konzentration an organisch
gebundenem Phosphat geschlossen werden. Eventuell vorhandenes freies Phosphat wurde

durch Vermessung von nicht hydrolisierten Proben detektiert und subtrahiert.

Phosphatreagenz:

Die eingesetzte Reagenzlosung bestand aus 735 Volumenteile einer 0.045 %igen
Malachitgriinlosung und 245 Volumenteile einer 4.2 %igen Ammoniumheptamolybdatlésung
in 4 M HCI. Die Losung wurde nach 24-stiindigem Riihren mit 20 Volumenteile 2 %igen
Tergitol NP-10 versetzt und danach filtriert.
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3.3.9 Isoelektrischer Punkt

Die Ermittlung des isoelektrischen Punktes erfolgte durch eine Chromatofokussierung
im pH-Bereich von 7-4 iiber eine PBE94®-Anionenaustauschersiule (Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg). Die Sidule wurde bei einem pH-Wert oberhalb des isoelektrischen
Punktes dquilibriert und das Protein im gleichen Puffer aufgetragen (25 mM Imidazol/HCI;
pH 7.4). Eluiert wurde danach {iber ein speziell angepasstes Puffersystem (Polybuf‘fer® 74,
Pharmacia). Wahrend der Elution bildet sich auf der Sdule ein pH-Gradient aus und der pH-
Wert des Eluats sinkt kontinuierlich vom Startwert bis auf den pH-Wert des Elutionspuffers
(Polybuffer® 74, 1:8 verdiinnt mit Wasser; pH 4) ab. Das Protein wird dabei im pH-Bereich
seines isoelektrischen Punktes auf der Sdule fokussiert und eluiert.

Eluiert wurde mit einer Flussrate von 1.5 ml/min. Es wurden jeweils 3 ml-Fraktionen
gesammelt, von denen jeweils der pH-Wert und anschlieBend die MIPS-Aktivitdt bestimmt

wurde.
3.4 Isolierung und Analytik von Inositolphosphaten

3.4.1 Festphasenextraktion von Inositolphosphaten (Gesamtzellzahl
>110°)

Zum Aufschluss wurden ca. 2.5 g (Feuchtgewicht) gefrorenes Zellmaterial mit zwei
Teilen (v/w) eiskalter 2 M Perchlorsdure, 1/10 (v/v) 10 mM EDTA (Tetranatriumsalz, pH 6.0)
und 1/100 (v/v) 10 mM NaF versetzt und bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Zugabe von
EDTA und NaF erfolgte, um den Verlust von Inositolphosphaten durch Bildung
schwerloslicher Komplexe mit zweiwertigen Kationen oder durch Abbau von Phosphatasen
zu vermeiden. Die Suspension wurde auf einem Vortexschiittler 1 min homogenisiert und das
denaturierte Protein abzentrifugiert (6000 g, 4 °C, 5 min). Der Uberstand wurde dekantiert,
das Sediment mit 500 pl Wasser gewaschen und die Uberstéinde vereinigt.

Die Probe wurde rasch unter Eiskiihlung mit 4 M KOH auf einen pH-Wert von 5.5
eingestellt, 30 min inkubiert und das gebildete Kaliumperchlorat abzentrifugiert (6000 g, 4
°C, 5 min). Der Uberstand wurde dekantiert, das Sediment mit 500 pl Wasser gewaschen
(evtl. nochmals zentrifugiert) und die Uberstinde vereinigt.

Die Proben wurden anschlieBend mit 0.5 ml Aktivkohlesuspension (20 %ige (wW/v)
Suspension in 0.1 M Natriumchlorid und 50 mM Natriumacetat; pH 4.0) je Gramm
eingesetztes Feuchtgewicht der Zellen versetzt, 15 Minuten unter gelegentlichen Schiitteln auf

Eis inkubiert und die Aktivkohle durch Zentrifugation (6000 g, 4 °C, 10 min) entfernt. Die
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Aktivkohle erlaubt die Abtrennung von storenden Nukleotiden, die an ihr hydrophob
adsorbiert werden.’”” Das Sediment wurde anschliefend mit 1 ml Waschpuffer (0.1 M NaCl,
5 mM NaF, 1 mM EDTA) pro 1.5 g Feuchtgewicht der Zellen gewaschen und die Uberstinde
vereinigt. Die Aktivkohle wurde durch Zentrifugation (6000 g, 4 °C, 10 min) entfernt und der
Niederschlag mit 1 ml Wasser pro 1.5 g Feuchtgewicht gewaschen. Die Proben wurden
vereinigt und evtl. Aktivkohlereste durch einen 0.45 um Membranfilter (Millipore GmbH,
Schwalbach) entfernt.

Die eigentliche Isolierung der Inositolphosphate geschah durch Festphasenextraktion an
Q-Sepharose fast-flow. 1 ml einer 1:1 Suspension (w/v) von Q-Sepharose fast-flow (Chlorid-
Form) in 20 %igen Ethanol je Gramm Feuchtgewicht der Zellen wurde in einer Poly-Prep
Sdule (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) vorgelegt und mit Wasser ethanolfrei
gewaschen.

Vor dem Auftragen auf die Séule wurde die Probe auf eine Leitfdhigkeit von 2-3 mS/cm
verdlinnt und auf einen pH-Wert von 4-5 eingestellt. Nach dem Auftragen wurde mit dem
vierfachen Sdulenvolumen an 10 mM Ammoniumacetat gewaschen und die Inositolphosphate
mit dem vierfachen Sdulenvolumen an 2.5 M Ammoniumacetat eluiert. Die Proben wurden
bis zur Gewichtskonstanz lyophilisiert. Die getrockneten Proben wurden bis zur

Durchfiihrung der Analyse bei —20 °C gelagert.

3.4.2 Isolierung von Inositolphosphaten (Gesamtzellzahl 1-2-10%)

Zum Aufschluss wurde das gefrorene Zellmaterial mit zwei Teilen (v/w) eiskalter 2 M
Perchlorsdure, 1/10 (v/v) 10 mM EDTA (Tetranatriumsalz, pH 6.0) und 1/100 (v/v) 10 mM
NaF versetzt und bei RT aufgetaut. Die Zellen wurden durch Schiitteln (Vortex) lysiert und
denaturiertes Material abgetrennt (6000 g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde anschlieBend in
ein 2 ml Reaktionsgefdl3 liberfiihrt. Der Riickstand wurde mit 100 pl Wasser gewaschen und
beide Fraktionen vereinigt.. Die Neutralisation der vereinigten Riickstidnde erfolgte durch eine
Losung von 1.5 M KOH in 60 mM Bis-Tris. Als Indikator diente ein Universal-Indikator (pH
4-10, Merck Biosciences GmbH, Schwalbach - Ts.). Im pH-Bereich zwischen 5 und 6 schlédgt
die Farbe von rot nach gelb um. Die zugesetzte Puffersubstanz Bis-Tris verhinderte einen zu
schnellen pH-Drift. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C unter gelegentlichen Schiitteln wurde
das prizipitierte Kaliumperchlorat abzentrifugiert (20000 g, 5 min, 4 °C) und der Uberstand
entnommen. Der Riickstand wurde anschlieBend mit 100 pl Wasser gewaschen und die

Waschfliissigkeit dem Uberstand zugefiigt.
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Die vereinigten Uberstande wurden in ein 2 ml ReaktionsgefiB {iberfiihrt und mit 50 ul
Aktivkohlesuspension (3.4.1) versetzt und 15 min bei 4 °C unter gelegentlichem Schiitteln
inkubiert. Dieser Schritt hat neben der Abtrennung von Nukleotiden auch die Entfernung der
Indikatorfarbstoffe zur Folge. Die Aktivkohle wurde danach durch Zentrifugation entfernt
(20000 g, 5 min, 4 °C) und der Uberstand vorsichtig entnommen. Die sedimentierte
Aktivkohle wurde anschlieend mit 100 ul Waschlésung (3.4.1) gewaschen. Der vereinigte
Uberstand wurde entweder lyophilisiert oder direkt zur HPLC-MDD eingesetzt.

3.4.3 Analytik von Inositolphosphaten

Das Prinzip der HPLC-Trennung von Inositolphosphaten und deren Nachweis mit Hilfe

einer Nachsiulenderivatisierung wurde von G.W. Mayr *2°*%!

eingefiihrt und soll deshalb nur
kurz beschrieben werden.

4-(2-Pyridylazo)-resorcinol (PAR) bildet mit Y>"-Ionen einen intensiv orangerot
gefdrbten Komplex. Die ebenfalls stark komplexierenden Inositolphosphate konkurrieren mit
dem Farbstoff um die Y*"-Ionen und bilden einen farblosen Komplex.

Die Absorption bei 546 nm des freien PAR ist gegeniiber dem komplexgebundenen
PAR geringer. Dieses bedeutet, dass im Chromatogramm bei der charakteristischen
Retentionszeit der InsPy-Isomere ein negatives Absorptionssignal registriert wird, welches
durch Invertierung am Integrator als positives Spannungssignal empfangen wird.

Der Aufbau der HPLC-Anlage ist schematisch in Abbildung 12 wiedergegeben. Das
nach 3.4.1 bzw. 3.4.2 gewonnene Lyophilisat wurde in einer addquaten Menge Wasser
aufgenommen und 1 ml durch einen automatischen Probengeber auf eine
Anionenaustauschersdule (Mono-Q, Lange 10 cm, Durchmesser 1.0 cm, Volumen 8.5 ml)
aufgetragen. Als Elutionslosungen dienten wissrige Laufmittel (Losung A und B), deren
Verhiltnis iiber einen programmgesteuerten Gradientenmischer geregelt wurde. Die an dem
Sdulenmaterial ~ gebundenen  Inositolphosphate  wurden entweder durch einen
Ionenstarkegradienten (alkalisches System) bzw. durch einen pH- und lonenstéirkegradienten
(saures System) eluiert.

Das Eluat passierte zunidchst einen UV-Detektor (A=254 nm) zum Nachweis von
Nukleotiden und anderen UV- absorbierenden Substanzen. Uber eine Mischschleife wurde
dem Eluat PAR/Y”'-Farbstofflosung zugesetzt und gelangte danach in ein weiteres
Photometer (A=546 nm). Durch Vergleich der beiden Chromatogramme konnten

Inositolphosphate von UV-absorbierenden Phosphatestern, die ebenfalls Y>* komplexieren,
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unterschieden werden. Die Chromatogramme wurden iiber das Programm EZChrom (V6.1,

Scientific Software) ausgewertet.

Gerit Hersteller Modell
Controller ~Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg LC 2252
Entgaser Uniflows, Uniflows Co. Ltd., Tokio, Japan Degasys DG 1310

Gradienten- Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg Low-Pressure-Mixer
mischer

Pumpen Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg HPLC-Pump 2248
Photometer Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg VWM 2141

Auto- Marathon

sampler
Saulen Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg Hauptsdule Mono-Q HR
10/10
Vorsdule Resource-Q HR 5/5
Tabelle 31: Komponenten der HPLC-MDD Anlage
A ’ A Gradionten Pumpe Probeninjektor
B——» Ent X i AB—p| (Elutions-
ntgaser B mischer I3sung)
C——»
A
|
C " e
¢ Controller Vorsaule
Pumpe (Resource-Q)
(Indikator- C
16sung) L
lonenaustauscher-
Rechner «— [ saule (Mono-Q)
A
4
A 4
Photometer Photometer
waste «— 546nm |« Mischschleife 1«

254 nm

Abbildung 12: Schematischer Aufbau der HPLC-MDD Anlage

In dieser Arbeit wurden drei Gradientensysteme verwendet. Bei dem HCI-System
handelt es sich um einen kombinierten pH- und Chlorid-Gradienten. Er diente zur Trennung
von InsP4-Isomere bis InsPg. Bei dem alkalischen System handelt es sich um einen Chlorid-

Gradienten, der eine optimierte Trennung von InsP,- und InsPs-Isomeren liefert. Das dritte
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Gradiententrennung diente zur Detektion von AMP, ADP und ATP. Diese Trennung erfolgte
auch an einer kleineren Sdule (Mono-Q, 2 ml). Die Flussrate der Eluenten betrug 1.5 ml/min,
die Flussrate der Farbstofflosung 0.75 ml/min.

A. AlKkalisches System:

Losung A: 50 mM Tris/HCI; pH 8.5

Loésung B: 50 mM Tris/HCI, 0.4 M KCI; pH 8.5

Losung C (Farbstoff): 2 mM Ammoniumacetat, 200 uM PAR, 30 uM YCIs, 10 % (v/v)
Methanol, pH 5.0

Programm: 0 min: 30 % B; 2 min: 40 % B; 16 min: 42 % B; 20 min: 50 % B; 38 min: 60 %
B; 48 min: 75 % B; 50 min: 100 % B; 60 min: 100 % B

B. HCI-System:

Losung A: 0.2 mM HCI
Loésung B: 0.5 M HC1
Losung C (Farbstoff): 2 M Tris, 30 uM YCls, 10 % (v/v) Methanol, 200 uM PAR, pH 9.1

Programm: 0 min: 0 % B; 70 min: 100 % B; 100 min: 100 % B

C. Nachweis von Nukleotiden:

Losung A: 0.2 mM HCI
Losung B: 0.5 M HCI
Programm: 0 min: 0 % B; 15 min: 100 % B; 20 min: 100 % B

Die Regenerierung der HPLC-Séule erfolgte nach fiinf Messungen. Dazu wurden
viermal 1 ml 2 M NaOH, viermal 1 ml 1 M HCI und viermal 1 ml 2 M NaCl iiber den

Autosampler injiziert, wihrend mit Losung A eluiert wurde.

3.5 Isolierung und Analytik von Phosphatidylinositolphosphaten

Das Zellwachstum erfolgte in 400 ml FM-Medium in Fernbachkolben (120 Upm, 22.5
°C). Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von ca. 510° Zellen/ml durch Zentrifugation
geerntet (500 g, 10 min, 4 °C) und mit eiskaltem Sorensen-Puffer gewaschen.

2:10° Zellen wurden mit 9.5 ml Chloroform/Methanol/12 N HCI/H,O (90:120:15:3,
v/v/v/v) versetzt und 30 min bei RT im Ultraschallbad aufgeschlossen. Anschlieend wurden
3.75 ml Chloroform und 3.75 ml Wasser zugesetzt und 10 sec geschiittelt (Vortex). Das
resultierende Zweiphasengemisch wurde zentrifugiert (6000 g, 10 min, 20 °C), die
organische Phase entnommen (Abimed-Schlauchpumpe) und in ein 50 ml Glasgefal gefiillt.
Die wissrige Phase wurde verworfen und die Interphase nochmalig sauer ausgeschiittelt. Die

vereinigten organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer eingeengt.
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Zu den Lipidriickstinden wurden 4.6 ml Monomethylamin-Reagenz (40 ml 33 %iges
CH3NH; in Ethanol, 8ml Wasser, 4 ml n-Butanol) zugesetzt und die Proben 1 h unter Riihren
im Trockenschrank bei 53 °C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieend auf Eis
gekiihlt, mit 1.5 ml eiskalten n-Propanol versetzt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
Riickstand wurde mit 1 ml Wasser und 1.2 ml Lésungsmittelgemisch (n-Butanol/Petrolether
(40-60 °C-Fraktion)/Ethylformiat (20:4:1, v/v/v) aufgenommen, die Proben 10 sec geschiittelt
(Vortex) und zur Phasentrennung zentrifugiert (6000 g, 8 min, 20 °C). Die obere organische
Phase wurde verworfen und die wéssrige Phase nochmalig mit 0.75 ml Losungsmittelgemisch
gewaschen.

Die wissrige Phase wurde in 10 ml Wasser aufgenommen und auf eine
methanolgewaschene Maxi-Clean Cartridge Mixed Mode RP/H, 25/PK (Alltech GmbH,
Unterhaching) aufgetragen. Die deacylierten Proben wurden anschlieBend mit 15 ml Wasser
eluiert, in fl. N, eingefroren und lyophilisiert. Die Lagerung der getrockneten Proben erfolgte
bei 20 °C.

Der resultierende Riickstand wurde in 1 ml Wasser aufgenommen, geschiittelt (Vortex)
und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wird ein Aquivalent von 210® Zellen entnommen und in
1ml Wasser aufgenommen. Zur Analyse wurden 100 ul (2:10"Zellen) eingesetzt.

Die  Analytik erfolgte durch Ionenchromatographie —mit anschlieBender
Leitfahigkeitsdetektion der nach der Deacylierung der Phosphatidylinositolphosphaten
erhaltenen Glycerophosphoinositolphosphate. Es wurde die Ionenchromatographie-Anlage
DX-500 (Dionex GmbH, Idstein) verwendet. Die Trennung erfolgte an einer
Anionenaustauschersiule (IonPac AS11-HC), die Detektion {iber einen Leitfahigkeitsdetektor.
Die Trennung und die Detektion erfolgten bei 30 °C in einem Chromatographiecofen. Eine
zusitzliche Kontrolle erfolgte iiber einen UV-Detektor bei 254 nm.

Eluiert wurde mit einem Wasser/Methanol-Gemisch (85:15), dem iiber einen
Eluentgenerator elektrolytisch erzeugtes KOH (0-90 mM) zugefiihrt wurde. Dadurch wurde
ein durch Carbonat kontaminiertes Laufmittel vermieden. Die Eluentlésungen wurden vor der
Analyse mit Helium entgast.

Anfangs erfolgte eine elektrochemische Suppression. Spédter erfolgte eine externe
chemische Suppression mit einem AMMS III-Suppressorsystem. Zur Regeneration wurde 25
mM Schwefelsdure verwendet, welche mit einem konstanten Druck von 5 psi dem

Suppressorsystem zugefiihrt wurde.
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Als Laufmittel diente mit Helium entgastes Reinstwasser aus einer Millipore-Anlage

(Milli-Q Synthesis A10, Millipore GmbH, Schwalbach) mit einem elektrischen Widerstand

von ca. 18 MQ und einem

TOC-Gehalt <5 ppb.

Die Auswertung erfolgte iiber die von Dionex vertriebene Software Chromeleon 6.2.

Pumpe: GP 50 Gradient Pump
Eluentgenerator : EG 40 mit EGC-KOH Kartusche
Suppressor: AMMS III, Micro Membrane Suppressor

Chromatographie-Ofen:
Elektrochemischer Detekt
UV-Detektor:
Sicherheitsséule:
Vorsiule:

Trennséule:

LC 30

or: ED 50 (Zelle mit 1pl Innenvolumen, Zellkonstante 160 cm™
AD 25 Absorbance Detector (10ul Zellvolumen)

ATC-HC Anion Trap

IonPac AG11-HC, 4*50 mm
IonPac AS11-HC, 4*250 mm

Tabelle 32: Bauteile des DX-500 Ionenchromatographiesystems der Firma Dionex

Trap-
colomn
GP 50

Pumpe ’ |:|_>

H,O0
A—P
MeOH
B—p>
waste
UVv-
Detektor
AD 25
elektro-
chemischer ——
Detektor
EG 50

EG 40

Eluent-
generator

25mM H,SO,

lh

Probe

Vorsaule AG11-HC

Trennsdule AS11-HC

. |
lSuppressor AMMS III

waste

Abbildung 13: Schematischer Aufbau der HPLC-CD-Anlage mit externer chemischer Suppression
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Der KOH-Gradient ist in Tabelle 33 und Abbildung 14 wiedergegeben. Durch

Verwendung des Eluentgenerators konnten konvexe Gradienten benutzt werden.

Zeit Wasser [%] MeOH [%] KOH [mM] Steigung Kurve

0 85 15 5 linear 5

5 85 15 5 linear 5
20 85 15 75 konvex 3
28 85 15 75 konvex 3
33 85 15 90 linear 5
33.1 85 15 5 linear 5
38 85 15 5 linear 5

Tabelle 33: Gradient zur Trennung von deacylierten Phosphatidylinositolphosphaten

Die Trennung erfolgte mit einer Flussrate von 1 ml/min. Die Probe wurde nach

Saulendquilibrierung manuell mit Hilfe einer 100 pl Injektionsschleife aufgetragen.

5
| GroPIns(4,5)P, 90.00

4 - GroPIns(4)P 75,00

37

g : GroPlIns

27

14 L
1 /
. /

;7% 5,00
45,00 mM KOH
R
0,0 10,0 20,0 30,0 38,0
[min]

Abbildung 14: HPIC-CD Chromatogramm von GroPIns, GroPIns(4)P und GroPIns(4,5)P,

Injektion von 1 nmol der kommerziell erhéltlichen Substanzen. Die Suppression erfolgte elektrochemisch bei
einem Suppressionsstrom von 300 mA.

Messungen ergaben einen linearen Zusammenhang zwischen der Peakfldche und der
Stoffmenge im Bereich von 50 pmol-10 nmol. Die Kalibriergeraden in Abbildung 15 zeigen,
dass die Nachweisempfindlichkeit mit zunehmendem Phosphorylierungsgrad (bzw. steigender
Ladungszahl) steigt. Die Nachweisempfindlichkeit fiir GroPIns und GroPInsPy liegt bei der

Leitfahigkeitsdetektion durchschnittlich im unteren pmol-Bereich.
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¢ GroPlIns
B GroPIns(4)P
A GroPIns(4,5)P2

Fliche [uS*min]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

injizierte Stoffmenge [nmol]

Abbildung 15: Kalibriergeraden zur quantitativen Bestimmung von Grolns, Grolns(4)P und
Grolns(4,5)P,

3.6 Bestimmung des intrazellularen myo-Inositolgehalts

Die Bestimmung des intrazelluldren myo-Inositols erfolgte im Vorlauf der unter 3.4.1
beschriebenen Festphasenextraktion an Q-Sepharose-ff. Der Vorlauf wurde in fl. N;
eingefroren, lyophilisiert und in 1ml Wasser aufgenommen. Aliquots wurden danach wie
unter 3.3.1 beschrieben auf myo-Inositol untersucht.

Alternativ wurden die Zellen zunéchst wie unter 3.4.1 beschrieben durch Perchlorsdure
aufgeschlossen und mit  Aktivkohle behandelt, jedoch anschliefend durch
Mischbettionenaustauscher Amberlite MB-3 entsalzt. Aliquots wurden danach wie unter

3.3.1 auf myo-Inositol untersucht.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Partielle Reinigung und Charakterisierung der MIPS

4.1.1 Etablierung eines Enzymtests

Um die enzymatisch katalysierte Umwandlung von Glucose 6-phosphat zu Inositol 3-
phosphat zu verfolgen, wurden in der Vergangenheit folgende Mdoglichkeiten genutzt: a) die
enzymatische Dephosphorylierung des Inositol 3-phosphats, Derivatisierung des myo-
Inositols und gaschromatographischer Quantifizierung, oder b) ein indirekter, weniger
selektiver Test, der die weitgehende oxidative Spaltung des Inositol 3-phosphats bis zum
Phosphat durch Natriummetaperiodat ausnutzt.’*> Das freigesetzte Phosphat ist proportional
zum gebildeten Inositol 3-phosphat, und kann photometrisch ermittelt werden. Glucose 6-
phosphat wird durch Natriummetaperiodat auch oxidativ gespalten, allerdings entsteht kein

freies Phosphat.

D-myo-Inositol 3-phosphat

OH CHO ﬁ CHOHlCl)
OH 10, )\ P - )J\ P
4 v v, = T
MH — HY™>0"\"0 onc” Yo7 \’0
OH OHC (0] (0]
HO
instabil
CHO
H OH
HPO2- + — A /K,
OHC>_<OH OHC H
OH
10, CHO i
O
D-Glucose 6-phosphat —— Tl O\p’-\—07
OHC [|
o
stabil

Abbildung 16: Strategie zum optischen Nachweis der MIPS-Aktivitit in D.discoideum
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Wenn auch Mdéglichkeit a) die genauere Erfassung von Nebenreaktionen zulésst, so ist
sie jedoch erheblich zeitaufwendiger und aufgrund der problematischen Derivatisierungs-
reaktionen fiir einen Enzymtest wenig geeignet.

Angelehnt an Literaturdaten wurden folgende Inkubationsbedingungen gewéhlt: Ein
leicht alkalischer pH-Wert von 8.5 (100 mM Tris/HCI), 3 mM MgCl,, 1.8 mM NAD". In
Anbetracht der ver6ffentlichten Ky-Werte von 0.05 — 4.5 mM wurde eine Substrat-
konzentration von 5 mM Glucose 6-phosphat eingesetzt. Aufgrund einer relativ hohen
Phosphatverunreinigung im kommerziell erhiltlichen Glucose 6-phosphat war eine hdohere
Substratkonzentration nicht praktikabel.

1) Um das gebildete Inositol 3-phosphat von Glucose 6-phosphat zu differenzieren,
wurde anschliefend Natriummetaperiodat zugesetzt. Im Gegensatz zu Glucose 6-phosphat
wird Inositol 3-phosphat bis zum Phosphat abgebaut. Die Menge an Phosphat ist proportional
zur Menge an gebildetem Inositol 3-phosphat und wurde nach 3.3.8 bestimmt.

Mit Hilfe des Tests wurde ein Enzym etwa 400fach angereichert. Die Eigenschaften
dieses Enzyms stimmten allerdings nicht mit den bisher beschriebenen MIPS {iberein.
Wabhrscheinlich  handelte es sich bei dem angereicherten Enzym um eine
Phosphoglucomutase, die Glucose 6-phosphat zu Glucose 1-phosphat umsetzt. Auch Glucose
1-phosphat wird durch Natriummetaperiodat oxidativ bis zum Phosphat gespalten und tduscht
die Bildung von Inositol 3-phosphat vor.

2) Um gebildetes Inositol 3-phosphat neben Glucose 1-phosphat nachzuweisen wurde
alternativ ein bereits beschriebener fluorimetrischer Inositoltest leicht abgewandelt.323 Es
handelt sich hierbei um einen gekoppelten enzymatischen Test, indem Inositol 3-phosphat
mit Hilfe von alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und das freigesetzte myo-Inositol
durch NAD" in Gegenwart von myo-Inositoldehydrogenase zu Inosose oxidiert wird. Das bei
dieser Reaktion gebildete NADH reduziert in Gegenwart von Diaphorase den fluorimetrisch

inaktiven Farbstoff Resazurin in den fluorimetrisch aktiven Farbstoff Resorufin.

myo-Inositol Dehydrogenase

o) 0 o}
myo-Inositol NAD*
N\
N
0 0 o}
scyllo-Inosose NADH
Diaphorase N
)
o

Abbildung 17: Strategie zum fluorimetrischen Nachweis der MIPS-AKktivitit in D.discoideum
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Auch dieser Enzymtest erwies sich als nicht praktikabel. Wéahrend der Inkubation des
Enzymtests entstehen grolere Mengen NADH. Dieses tiduscht eine hohere
Inositolkonzentration und somit eine wesentlich hohere Synthaseaktivitit vor. Versuche
NADH mit Hilfe von Ionenaustauscher bzw. Aktivkohle quantitativ zu entfernen schlugen
fehl.

3) Versuche zur Entwicklung eines geeigneten Enzymtests basierend auf der HPIC-CD
Analytik waren nicht erfolgreich. Der Zellextrakt enthielt grole Menge Glucose 1-phosphat
und erhebliche Mengen wurden wéhrend der Inkubation der Zellextrakte mit Glucose 6-
phosphat durch eine Phosphoglucomutase neu gebildet. In einem spéten Aufreinigungsschritt
konnte die dafiir verantwortliche Phosphoglucomutase abgetrennt werden.

Glucose 1-phosphat koeluiert mit dem Produkt der Enzymreaktion Inositol 3-phosphat.
und konnte durch Variation der chromatographischen Bedingungen nicht von diesem getrennt
werden. Abbildung 18 zeigt die Antrennung von Inositol 3-phosphat und Glucose 1-phosphat
durch eine isokratische Elution mit 10.5 mM KOH.

Methanol wirkt sich als modifizierendes Reagenz unterschiedlich auf die Nettoladungen
der jeweiligen Verbindungen aus. Im Gegensatz zur Trennung von Inositolbisphosphaten,
wobei durch Einsatz von Methanol und KOH-Gradienten das Zeitfenster zur Elution der
Inositolbisphosphate von weniger als 0.5 min auf mehr als 3.5 min gespreizt werden konnte,
war bei der Trennung von Glucose 1-phosphat und myo-Inositol 3-phosphat keine spiirbare

Verbesserung der Trennleistung zu beobachten.

90,00 mM

G6P

[1S]

cr
w050m ) /\GIP MM/
1 J&‘ | &F :
HLR I L B R I R B I N R

10 Zeit [min] 20

Abbildung 18: HPIC-CD Analytik von Inositol 3-phosphat, Glucose 1-phosphat und Glucose 6-phosphat

Injektion von jeweils 1 nmol Substanz; Flussrate 0.85 ml/min; Sdule IonPac AS11-HC
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4) Ein anderer Ansatz erwies sich als erfolgreicher. Dabei wurden die phosphorylierten
Verbindungen im Testansatz nach Inkubation mit Glucose 6-phosphat vollstindig mit
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und das entstandene myo-Inositol detektiert.

Eine héufig angewandte Methode zur Analytik des myo-Inositols ist die
Gaschromatographie mit nachgeschalteter Massenspektrometrie. Ein gravierender Nachteil
dieses Verfahrens ist die erforderliche Derivatisierung der nichtfliichtigen Kohlenhydrate.
Verlaufen diese Schritte nicht quantitativ, sind die Ergebnisse mit grolen Fehlern behaftet.

Verbreitet ist auch ein Verfahren zur Trennung an stark sauren Kationenaustauschern in
der Ca’"-Form mit Wasser als Eluent. Dieses Verfahren ist jedoch nur bedingt einsetzbar.
Enthédlt die Probe beispielsweise komplexierende Substanzen, so konnen die an der
Austauscherfunktion fixierten Metall-lonen eluiert werden, wodurch eine periodische
Regenerierung des Austauschers erforderlich ist. Zusétzlich ist die Anzahl an
retentionsbestimmenden Parametern begrenzt, da nur Wasser oder Mischungen aus Wasser
und organischen Losungsmitteln als Eluent verwendet werden kdnnen.

Alternativ wird die Trennung der Kohlenhydrate nach Komplexierung mit Borsdure
sowohl fiir die Kapillarelektrophorese als auch fiir die HPLC diskutiert. Obwohl sich die
Trennungen durch hohe Selektivitdten auszeichnet, ist die Komplexbildung langsam, so dass
sich eine zeit- und experimentell aufwendige Analytik ergibt.

Eine weitere Moglichkeit ist die Trennung der Kohlenhydrate durch Anionenaustausch-
Chromatographie. Kohlenhydrate verhalten sich wie schwache Sduren mit einem pK-Wert
zwischen 12 und 14, d.h. sie kénnen im alkalischen Milieu in die anionische Form iiberfiihrt
werden und an stark basischen Anionenaustauschern getrennt werden. Als Elutionsmittel
eignet sich dabei Natriumhydroxid. Den Hydroxid-lonen kommen dabei zwei Funktionen zu.
Zum einen fungieren sie als Eluent-Ionen, zum anderen bestimmen sie den pH-Wert der
mobilen Phase. Eine Anderung der Hydroxid-Konzentration in der mobilen Phase fiihrt dabei
zu zwei gegensitzlichen Retentionsverhalten. Wéhrend mit steigendem pH-Wert die
Dissoziation der Kohlenhydrate und somit ihre Retention zunimmt, bewirkt die damit
verbundene Erhohung der Eluentionen-Konzentration eine Verringerung der Retention.

Ein Problem bei der Etablierung eines Enzymassays durch Nachweis von myo-Inositol
ist die auBerordentlich geringe Affinitit von myo-Inositol zu den typischerweise bei der
Zuckeranalytik eingesetzten stationdren Phasen. Selbst durch Herabsetzung der NaOH-
Konzentration auf 1 mM wurde myo-Inositol an einer CarboPac PA1 nur unzureichend
retardiert. Um myo-Inositol ionenchromatographisch erfassen zu konnen, muss die stationdre

Phase sich durch eine hohe Kapazitit und Hydrophobie auszeichnen. Durch den Einsatz einer
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hochkapazitativen CarboPac MA1-Sdule auf Basis eines total aminierten, makropordsen
Substrat, das mit einem quartidren Alkylamin funktionalisiert ist, konnte myo-Inositol jedoch
ausreichend retardiert werden. Durch den hydrophoben Charakter der stationdren Phase
werden die an sich geringen Adsorptionswechselwirkungen des myo-Inositols verstirkt und
tragen so zur Verbesserung der Trennung bei.

Die Detektion iiber gepulste Amperometrie basiert auf der elektrokatalytischen
Oxidation der Verbindungen an der Oberfliche einer Gold-Elektrode. Wird das
aufgenommene Signal {iber den Zeitraum des angelegten, positiven Detektionspotentials
integriert, spricht man von integrierter, gepulster Amperometrie (IPAD = integrated pulsed
amperometric detection).

Auf diese Weise gelang letztlich doch die Etablierung eines geeigneten Enzymtests.
Abbildung 19 zeigt einen typischen Enzymtest, wobei das Zeitfenster herausgestellt wurde in
dem myo-Inositol retardiert. Die erzielte Nachweisgrenze fiir myo-Inositol liegt im Bereich
von 50 nM (entspricht etwa 5 pmol absolut bei analytischen Laufen). Kalibriergeraden zeigten
einen tiiber mehrere Zehnerpotenzen linearen Bereich zwischen Konzentration bzw.

aufgetragener Substanzmenge und integriertem Signal.

Glucose

Inositol [—

100
T T 0

30

%1M NaOH:
‘ %H,0:

[nC]

Zeit [min]

Abbildung 19: Beispielchromatogramm eines nach 3.3.1 bearbeiteten Enzymtests aufgenommen iiber
HPIC-IPAD Analytik

Die Inkubationszeit betrug 1 h, das relevante Zeitfenster wurde hervorgehoben.

Die ermittelte Menge an myo-Inositol ist unter den gewihlten Bedingungen iiber etwa 3

h linear zur Inkubationszeit und in dieser Zeit proportional zur eingesetzten Proteinmenge.
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Abbildung 20: Abhiingigkeit der Enzymaktivitit von der Inkubationszeit (a) und der Proteinmenge (b)

Testbedingungen: 50 mM MOPS, 1 mM NAD', 5 mM Glucose 6-phosphat, 14 mM NH,CI; pH 8.0 bei 37 °C.
Die Proteinkonzentration in (a) betrdgt 180 pg/ml und die Inkubationszeit in (b) 30 min. Der lineare Bereich in
(a) diente zur Berechnung der Synthaseaktivitét.

Definitionsgeméf entspricht 1 Unit der Bildung von 1 pmol D-myo-Inositol 3-phosphat

in einer Minute unter den gewéhlten Bedingungen.

4.1.2 Partielle Reinigung der MIPS

In diesem Kapitel werden neben der Anreicherung die mit dem Trennproblem
verbundenen Schwierigkeiten behandelt. Anschlieend zeigt eine Anreicherungstabelle den
Fortschritt der Anreicherung, die auch durch eine SDS-Gelelektrophorese dokumentiert wird.

Die Reinigung der MIPS wurde auf eine auf Literaturergebnissen basierende Strategie
aufgebaut. Die bisher beschriebenen Aufreinigungen erfolgten normalerweise zunéchst liber
Ammoniumsulfatprézipitation, anschlieBend iiber Anionenaustauscher-Chromatographie und
Gelfiltration. Nur bei der Reinigung der MIPS aus einigen Pflanzen wurde Affinitéts-
Chromatographie eingesetzt.*® Fiir eine typische Anreicherung wurden 1:10'° Zellen axenisch
angezogene D.discoideum-Zellen verwendet.

Wie in Kapitel 1.3 erwéhnt, wird die Expression der MIPS in S.cerevisiae durch myo-
Inositol reprimiert. Um den Einfluss von myo-Inositol im Nidhrmedium auf die MIPS-
Aktivitit zu vermeiden, erfolgte die Anzucht von D.discoideum in vollsynthetischem FM-

Medium, und nicht im komplexen axenischen Medium, das myo-Inositol enthilt.

4.1.2.1 Zellaufschluss

Die Zellernte erfolgte bei einer Zelldichte von 0.75-110" Zellen/ml, da in diesem
Bereich die Enzymaktivitit am hochsten war. Als Aufschlusspuffer diente ein MOPS/Na'-

Puffer (pH 8). Der bei den Anreicherungen von MIPS aus anderen Organismen iiblicherweise
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eingesetzte leichtbasische Tris/HCI-Puffer stort die integrierte, gepulste Amperometrie
(IPAD).

Fiir den Zellaufschluss wurde ein auf Scherkriften basierendes Verfahren eingesetzt.
Die Zelllyse erfolgte durch mehrmalige Passage der Zellsuspension durch Membranfilter
(eine Passage durch Membranfilter mit der Porengrofle 8 um und anschlieender zweimaliger
Passage durch Membranfilter mit der Porengréf3e 5 um). Hierbei handelt es sich um ein
besonders schonendes Verfahren, da ein GroBteil der Zellorganellen intakt bleibt.***

Der nach der Ultrazentrifugation erhaltene cytosolische Rohextrakt enthilt 85-95 % der
gesamten Enzymaktivitit. Bei der myo-Inositol 3-phosphat Synthase aus D.discoideum
handelt es sich offensichtlich um ein 16sliches cytosolisches Enzym.

Andere Aufschlussmethoden flihrten zu einem Verlust an Enzymaktivitit

(Gefrieraufschluss ca. 30 %, French-Press ca. 40 %).

4.1.2.2 Anionenaustauscher-Chromatographie an Q-Sepharose FF

Als erster Reinigungsschritt diente eine Anionenaustauscher-Chromatographie an Q-
Sepharose FF. Dieses Material erlaubt das Auftragen grofer Proteinmengen und eine Elution
mit hohen Flussraten, besitzt jedoch eine relativ schlechte Trennleistung. Das Enzym wurde
vollstdndig gebunden und konnte durch eine stufenweise Elution mit verschiedenen NaCl-
Konzentrationen aufgereinigt werden. Mehr als 97 % der aufgetragenen Gesamtaktivitit
befand sich nachher in der 250 mM NaCl-Fraktion. Tabelle 34 zeigt eine repridsentative

Anreicherung aus 1.010'° Zellen.

Gesamtprotein [mg] Gesamtaktivitdt [mU] spezifische Aktivitdt [mU/mg]

Rohextrakt 495 153 0.3
Vorlauf 150 0 0
150 mM NacCl 60 5 <0.1
250 mM NacCl 195 144 0.7
325 mM NacCl 50 0 0

Tabelle 34: Reprisentative Anreicherung der MIPS an Q-Sepharose FF

Die spezifische Aktivitdt der MIPS betrug etwa 0.7 mU/mg in der aktivsten Fraktion
und wurde somit gegeniiber dem cytosolischen Extrakt um das dreifache angereichert.
Zusitzlich neben der Anreicherung der MIPS erhielt man ein starke Volumenreduktion der
Probe und eine Abtrennung von myo-Inositol und myo-Inositol 3-phosphat, die einen nicht
unerheblichen Hintergrund bei der Aktivitdtsbestimmung im Rohextrakt bzw. im

cytosolischen Extrakt bildeten.
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4.1.2.3 Chromatographie an Hydroxylapatit

Die aktive Q-Sepharosefraktion wurde anschlieBend auf eine Hydroxylapatitsdule
aufgetragen. Ausgehend von den sauren pl-Werten bekannter MIPS wurde dieser
Chromatographieschritt fiir die Trennung von sauren Proteinen optimiert. Die Aktivitit wurde
vollstindig gebunden und mit KH,POy4 eluiert. Die spezifische Aktivitit der MIPS betrug
etwa 4 mU/mg in der aktivsten Fraktion und wurde gegeniiber der aufgetragenen aktiven Q-

Sepharosefraktion um den Faktor 5 angereichert.

Gesamtprotein Gesamtaktivitat spezifische
[mg] [mU] Aktivitit [mU/mg]
Q-Sepharose-Fraktion 195 144 0.7
Vorlauf 110 0 0
50 mM KH,PO4 8.9 34 3.8
75 mM KH,PO4 10 0.3 0.1
100 mM KH,PO4 14 0 0

Tabelle 35: Reprisentative Anreicherung der MIPS an Hydroxylapatit

4.1.2.4 Gelchromatographie an HPLC-Superdex 200HR

Die aktive Hydroxylapatitfraktion wurde konzentriert und auf eine HPLC-Superdex
200HR (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) aufgetragen. Die spezifische
Aktivitdit der MIPS betrug etwa 20 mU/mg in den aktivsten Fraktionen (45-56 min) und

wurde somit gegeniiber der aufgetragenen aktiven Hydroxylapatit-Fraktion um den Faktor 5

angereichert.
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Abbildung 21: Elutionsprofil der Gelfiltration, Superdex 200HR (1 cm * 30 ¢cm, Volumen ca. 24 ml)
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4.1.2.5 Anionenaustauscher-Chromatographie an Resource-Q
Die vereinigten aktiven Fraktionen der Gelfiltration wurden auf eine Resource-Q Sédule

(Bettvolumen 0.5 ml) aufgetragen und mit einem linearen NaCl-Gradienten von 100-400 mM
eluiert. Hierbei handelt es sich um einen hochauflosenden Anionenaustauscher mit hoher
Trennleistung. Die Trennung erfolgte mit Hilfe einer HPLC-Pumpe, da sich materialbedingt
ein hoher Gegendruck aufbaut. Die MIPS-Aktivitit eluierte konzentriert in 1-2 Fraktionen
zwischen 325-375 mM NaCl. Die spezifische Aktivitdt der MIPS betrug etwa 180 mU/mg in
den vereinigten aktiven Fraktionen und wurde somit gegeniiber der aufgetragenen aktiven

Fraktion aus der Gelfiltration um den Faktor 9 angereichert.

400mM NaCl
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Abbildung 22: HPLC an Resource-Q mit einem linearen NaCl-Gradienten

4.1.2.6 Zusammenfassung der Anreicherung

Tabelle 36 zeigt eine reprisentative Anreicherung der MIPS-Aktivitit aus 1:10'° Zellen.
Im Durchschnitt ergibt sich ein Anreicherungsfaktor von 500-1000. Versuche zur weiteren
Aufreinigung des Enzyms mit Hilfe verschiedenster = Materialen  (Heparin,
Kationenaustauscher, Phenyl-Sepharose, Chelat-Materialien) fiihrten nur zu geringer
Anreicherung oder zu hohen Ausbeuteverlusten. Versuche mit Affinitdtsmaterialien (CAMP-
Sepharose, immobilisiertes Glucose 6-phosphat, immobilisiertes 2-Desoxyglucose 6-
phosphat) waren nicht erfolgreich.

Die gereinigten MIPS-Prédparationen sind ab dem ersten Reinigungsschritt stabil und

lagerfahig. Eingefroren bei -20 °C oder -80 °C sind die Préparationen {iber Monate stabil.

85



Ergebnisse und Diskussion

Reinigungs- Proteinmenge Gesamtaktivitit =~ Spez.  Anreicherungs Ausbeute
schritt [mg] [mU] Aktivitit -faktor [%]
[mU/mg]

Cytosolischer 495 154 0.3 1 100
Extrakt

Q-Sepharose 195 144 0.7 24 93
Hydroxylapatit 8.9 34 3.8 12 62
Gelfiltration 0.8 15 20 66 10
Resource-Q 0.9 16 179 577 10

Tabelle 36: Anreicherungstabelle, Zusammenfassung der Reinigungsschritte der MIPS aus einer
repriisentativen Aufreinigung von 110" Zellen

Abbildung 23 zeigt das dazugehorige Silber-gefarbte SDS-Gel. Unter denaturierenden
Bedingungen zeigten sich in der Resource-Q-Fraktion vier Proteinbanden. Die prominenteste

Bande zeigte ein Molekulargewicht von 56 kDa.

97.4kDa

66,2kDa
~4—————506kDa
45kDa

31kDa

1 2 3 4 5 6

Abbildung 23: SDS-Page (Gradient mit 5-15 % Quervernetzung, Proteinfirbung iiber
Silberprizipitierung) zu Tabelle 36

1. Rohextrakt 4. Chromatographie an Hydroxylapatit
2. Cytosolischer Extrakt 5. Gelfiltration an Superdex 200HR
3. Anionenaustausch an Q-Sepharose 6. Anionenaustausch an Resource-Q

Um sicherzustellen, dass die angereicherte 56 kDa-Bande von der MIPS stammt, wurde
die Prédparation nach der Resource-Q Sdule mit Hilfe eines Microcon YM-10 (Amicon)
konzentriert und einer nativen Gelelektrophorese unterworfen. Eine Gelbahn wurde durch
Silberprézipitierung angefarbt (Abbildung 24a), wihrend eine zweite Gelbahn in 3 mm-
Stiicke zerkleinert (Fraktion 1-5) und das native Protein extrahiert wurde (Gel Nebulizer -
Amicon). Der anschlieende Enzymtest zeigte, dass nur in den Fraktionen 2-3 und damit in
der prominentesten Bande MIPS-Aktivitit vorhanden ist (Abbildung 24b). Eine
anschlieBende SDS-Gelelektrophorese zeigte, dass diese Aktivitit zu einer 56 kDa-Bande
fiihrt, die mit der in Abbildung 23 angereicherten Bande identisch ist.
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Abbildung 24: a) Native Gelelektrophorese (12 % Quervernetzung, Proteinfirbung iiber
Silberprizipitierung) der Resource-Q Fraktion und b) Aktivititsvergleich der aus a) isolierten Proteine
mit anschliefender SDS-PAGE (Gradient von 5-15 %, Proteinfirbung iiber Silberprizipitierung).

Abbildung 25 zeigt die Verfolgung einer reprisentativen Anreicherung durch einen
Western-Blot. Als Primidrantikorper diente ein polyklonaler Antikorper gegen die MIPS aus
E.histolytica. Es wurde ein Signal detektiert, dessen Intensitéit mit zunehmendem Verlauf der
Anreicherung zunimmt. Dieses Signal ist mit der angereicherten Bande in Abbildung 23

identisch.

221 kDarss = Fﬁi
115 kDa
63 kDa

e == 56 kDa
45 kDa

1 2 3 4 5 6
Abbildung 25: Verfolgung der Anreicherung der MIPS durch Immunoblot-Analyse

0.5 pg Protein wurden durch SDS-PAGE (5-15 % Quervernetzung) getrennt, auf PVDF-Membran transferiert
und durch eine 1:1000-Verdiinnung des Antikorpers gegen die MIPS aus E.histolytica detektiert.

1. Rohextrakt 4. Chromatographie an Hydroxylapatit
2. Cytosolischer Extrakt 5. Gelfiltration an Superdex 200HR
3. Anionenaustausch an Q-Sepharose 6. Anionenaustausch an Resource-Q
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4.1.3 Charakterisierung der D-myo-Inositol-3-phosphat Synthase
4.1.3.1 Molekulargewicht

Die Molekularmasse der nativen MIPS wurde mit Hilfe der Gelfiltration bestimmt.
Gemittelt aus drei verschiedenen Messungen ergab sich ein Molekulargewicht fiir das native

Enzym von 221+10 kDa.
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Abbildung 26: Elutionsprofil einer reprisentativen Gelfiltration, Superdex 200HR (1 cm * 30 cm,
Volumen 24 ml)

Oben links eingesetzt: Kalibriergerade der Gelfiltration mit Standardprotein).

Dieses deckt sich gut mit den in der Literatur beschriebenen Werten aus anderen
Organismen (Tabelle 1). Das Molekulargewicht der denaturierten MIPS in der SDS-PAGE
wurde bereits im Kapitel 4.1.2.6 mit 56 kDa ermittelt. Folglich handelt es sich bei der MIPS

aus D.discoideum um ein tetrameres Enzym.

4.1.3.2 Temperaturabhingigkeit

Die Aktivitdt der MIPS steigt mit zunehmender Temperatur langsam an, erreicht bei 56
°C ein Maximum und féllt bei hoheren Temperaturen drastisch ab. Dieser Abfall ist auf
Denaturierung des Enzyms zurlickzufithren. Eine erneute Inkubation bei geringeren

Temperaturen zeigte keine nachweisbare Aktivitit.
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Abbildung 27: Temperatur-Abhéngigkeit der myo-Inositol 3-phosphat Synthase Aktivitit

Testbedingungen: 50 mM MOPS, 1 mM NAD", 5 mM Glucose 6-phosphat, 14 mM NH,CI; pH 8.0 bei 37 °C.
Zum Einsatz kam hierbei eine angereicherte HA-Fraktion.

Damit zeigt das Enzym aus D.discoideum das hochste Temperaturmaximum aller
eukaryotischen MIPS. Nur die MIPS aus A.fulgidus, einem hyperthermophilen Archaeon,

zeigt ein Aktivititsmaximum >60 °C.”

4.1.3.3 pH-Abhiingigkeit

Die pH-Abhéngigkeit der MIPS ergab eine nahezu symmetrische Gauf3sche
Glockenkurve. Das pH-Optimum lag bei 8.0+£0.2 pH-Einheiten und korreliert damit gut mit
Literaturangaben (Tabelle 1). Das basische pH-Optimum deutet auf eine Beteiligung von

basischen Aminosduren im aktiven Zentrum hin.
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Abbildung 28: pH-Abhiingigkeit der myo-Inositol 3-phosphat Synthase Aktivitiit

Testbedingungen: 50 mM Puffer, | mM NAD®, 5 mM Glucose 6-phosphat, 14 mM NH,CI bei 37 °C. Zum
Einsatz kam hierbei eine angereicherte HA-Fraktion. Verwendete Puffer:

pH 5.0: 50 mM Natriumacetat
pH 6.0: 50 mM Mes

pH 6.0-8.0: 50 mM MOPS

pH 8.0-11.0: 50 mM Tris
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4.1.3.4 Substratspezifitit
Um erste Anhaltspunkte iiber die Substratspezifitit der MIPS aus D.discoideum zu

erhalten wurde Glucose 6-phosphat durch verschiedene Monosaccharidphosphate ersetzt.
Neben dem natiirlichen Substrat Glucose 6-phosphat wurde kein Monosaccharid-
phosphat als Substrat akzeptiert. Die gemessene Produktbildung im Falle von Fructose 6-
phosphat ist wahrscheinlich auf eine Nebenaktivitit der Glucosephosphat-Isomerase in der
gemessenen Préparation zuriickzufiihren. Die Glucosephosphat-Isomerase katalysiert die
Isomerisierung von Fructose 6-phosphat zu Glucose 6-phosphat, das anschlieBend durch die
MIPS zu D-myo-Inositol 3-phosphat umgewandelt wird. Dieses wird auch durch das

Auftreten eines Glucose-Peaks in den Chromatogrammen belegt.

Substrat Rel. Aktivitét [%]
Glucose 6-phosphat 100
Mannose 6-phosphat 0
Galaktose 6-phosphat 0
Fructose 6-phosphat 1.2
Ribulose 5-phosphat 0

Tabelle 37: Phosphorylierte Monosaccharide als Substrate fiir die MIPS aus D.discoideum

Alle Enzymtests erfolgten bei Substratkonzentrationen von 5 mM. Als Enzym-Priparation diente die mit 250
mM NacCl eluierte Fraktion von der Q-Sepharose-Saule.

Diese hohe Spezifitit der MIPS ist auch aus anderen Organismen bekannt. Die MIPS
aus S.cerevisiae wurde bisher nur fiir die Synthese des natiirlichen Produkts Ins(3)P
eingesetzt.**>

der MIPS aus Rinderhoden gelang nicht.**® Jedoch katalysiert die MIPS aus Rinderhoden die

Die enzymatische Synthese von Ins(3)PS aus D-Glucose 6-phosphorthioat mit

Zyklisierung von Mannose 6-phosphat zu neo-Inositol 3-phosphat mit 3 % der Aktivitdt und
die Umsetzung von 2-Desoxyglucose 6-phosphat zu L-3-Desoxy-myo-lonsitol mit 0.2 % der

Aktivitit gegeniiber Glucose 6-phosphat.’”’

4.1.3.5 Kinetische Parameter
Die MIPS katalysiert die Umwandlung von Glucose 6-phosphat zu myo-Inositol 3-

phosphat {iber eine intramolekulare Aldolkondensation. Die Kinetiken der publizierten MIPS

gehorchten fiir Glucose 6-phosphat den GesetzmiBigkeiten des Michaelis-Menten-Modells.
Die aus dem Michaelis-Menten-Modell ermittelten kinetischen Konstanten liefern

wichtige Informationen iiber die Eigenschaften eines Enzyms. Die Michaelis-Konstante Ky

entspricht hdufig der Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes und ist somit ein
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MalBl fir die Affinitit des Enzyms zum Substrat. Zusdtzlich kann iber die
Maximalgeschwindigkeit v, die Wechselzahl des Enzyms (umgesetzte Substratmolekiile pro
Enzymmolekiil und Sekunde) berechnen.

Um zu iiberpriifen, ob die MIPS den GesetzméBigkeiten der Michaelis-Menten-Kinetik
folgt wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion in Abhéngigkeit von der
Substratkonzentration gemessen. Da die MIPS neben dem Substrat auch noch geringe
Mengen NAD" benétigt, wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion in Gegenwart von
1 mM NAD' bestimmt. Der resultierende Kurvenverlauf zeigt, dass die enzymatische

Reaktion dem Michaelis-Menten-Modell gehorcht.
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Abbildung 29: Anfangsgeschwindigkeit v in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration

Inkubationsbedingungen: 50 mM MOPS, 14 mM NH,CI, 1 mM NAD"; pH 8.0. Die Inkubationstemperatur
betrug 37 °C. Zum Einsatz kam hierbei eine hochangereicherte Resource-Q-Priparation mit 180 mU/mg.

Die Parameter der Michaelis-Menten-Gleichung wurden nach der Methode von
Lineweaver-Burk ermittelt. Es ergab sich eine Michaelis-Konstante von 0.324 mM und eine
Maximalgeschwindigkeit von 0.696 pM/min. Die gefundenen Parameter stehen in

Ubereinstimmung mit publizierten Daten (Tabelle 1).
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Abbildung 30: Lineweaver-Burk-Auftragung zur Bestimmung von Ky, und v,

Die in der Literatur beschriebenen Michaelis-Konstanten bewegen sich hdufig im
Bereich von einigen mM. Wie Inhibitorstudien belegen, bindet vermutlich nur das azyklische
Glucose 6-phosphat Tautomer an das Enzym.”® Das azyklische Tautomer liegt jedoch im
Gleichgewicht mit der zyklischen Form nur zu 0.4 % vor und wiirde dementsprechend zu
einer wesentlich kleineren Michaelis-Konstante fithren.

Um die Wechselzahl aus der ermittelten Maximalgeschwindigkeit zu berechnen muss
beriicksichtigt werden, dass es sich bei der benutzten Priparation nicht um ein homogenes
Enzym handelt. Eingesetzt wurde eine ca. 1000fach gereinigte Préparation, in der die MIPS
ca. 10 % des Proteingehalts ausmacht. Aus der fiir die Enzympriparation ermittelten
Maximalgeschwindigkeit von 0.696 uM/min, der Molekularmasse und der im Test
vorhandenen MIPS-Menge von ca. 0.06pg ergibt sich eine Wechselzahl von 2
Substratmolekiilen pro Sekunde. Diese geringen Wechselzahlen sind typisch fiir MIPS.
Hohere Wechselzahlen sind nur aus Archaebakterien bekannt, die D-myo-Inositol 3-phosphat
zur Synthese von Di-myo-Inositol-1,1-phosphat benétigen. Dieses dient als Osmolyt und wird

unter hyperosmotischen Bedingungen von der Zelle gebildet.”

4.1.3.6 Aktivierung und Inhibierung der MIPS aus D.discoideum

Aldolasen werden iiblicherweise in zwei Klassen eingeteilt. Bei Aldolasen der Klasse I
bildet ein Lysin im aktiven Zentrum mit der Ketogruppe des Substrats eine Schiffsche Base.
Aldolasen der Klasse II gehen keine kovalente Bindung mit dem Substrat ein, bendtigen
jedoch divalente Kationen (z.B. Mg*", Zn*") zur Stabilisierung des Carbanions am Anfang der

Cyclisierung. Typischerweise werden Aldolasen der Klasse II durch EDTA inhibiert.
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Die eukaryotischen MIPS werden zu den Klasse I Aldolasen gezdhlt. Sie werden nicht
durch EDTA inhibiert, jedoch durch monovalente Ionen (NH4', Na") aktiviert. Als mogliche
Erkldarung fiir diese Stimulierung wird eine Interaktion des monovalenten Ions mit dem Keto-
Enol Tautomer und eine Stabilisierung des Carbanions angenommen.*’

Bei der MIPS aus D.discoideum handelt es sich um eine Klasse I Aldolase. Sie wird
nicht durch EDTA inhibiert und es ist auch kein Einfluss divalenter Kationen wie Mg>" oder
Zn*" auf die Reaktion zu beobachten. Die Aktivitit der MIPS aus D.discoideum wird jedoch

durch monovalente Ionen wie NH, 'und Na" erhoht.
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Abbildung 31: Reaktionsgeschwindigkeit in Abhiingigkeit von der NH, -Konzentration

Inkubationsbedingungen: 50 mM MOPS, 5 mM Glucose 6-phosphat, 1 mM NAD'; pH 8.0. Die Inkubationszeit
betrug 1 h bei 37 °C.

Im Gegensatz zu anderen NAD -bendtigenden Enzymen verbraucht die MIPS dieses
nicht. Da jedoch im Verlaufe der Reaktion NAD" vom Enzym dissoziieren kann, muss eine
gewisse Menge NAD" dem Enzymansatz beigefiigt werden. Bei der MIPS aus D.discoideum

erwies sich eine Konzentration von 1 mM NAD" als optimal.

93



Ergebnisse und Diskussion

0,04
0,035 A

L 4

0,03
0,025 A
0,02 1

V [mU]

0,015 A
0,01 1
0,005 -

0 { T T T T T T T

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

¢(NAD'] [mM]

Abbildung 32: Reaktionsgeschwindigkeit in Abhiingigkeit von der NAD"- Konzentration

Inkubationsbedingungen: 50 mM MOPS, 14 mM NHCl, 5 mM Glucose 6-phosphat; pH 8.0. Die
Inkubationszeit betrug 1 h bei 37 °C.

Die in der Literatur beschriebenen MIPS werden durch Sulfhydryl-Reagenzien,
verschiedene Schwermetalle, anorganisches Phosphat und Diphosphat inhibiert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde kein inhibierender Einfluss dieser Verbindungen auf die MIPS-Aktivitét
aus D.discoideum beobachtet.

Die MIPS wird durch hohe Substratkonzentrationen > 5 mM inhibiert. Dieses Verhalten
ist jedoch fiir Enzyme nicht ungewdhnlich.*”® Eine Produktinhibierung der MIPS wurde nicht

festgestellt.
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Abbildung 33: Substratinhibierung der MIPS aus D.discoideum

Inkubationsbedingungen: 50 mM MOPS, 14 mM NH,CI, 1 mM NAD"; pH 8.0. Die Inkubationszeit betrug 1 h
bei 37 °C.
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Neben der Substratinhibierung konnte auch eine Inhibierung durch verschiedene
Substratanaloga beobachtet werden. 2-Desoxyglucose 6-phosphat, Fructose 6-phosphat und
Mannose 6-phosphat hemmen die MIPS.

Abbildung 34 zeigt die Inhibierung exemplarisch am Beispiel von 2-Desoxyglucose 6-
phosphat. Es handelt sich hierbei um eine kompetitive Inhibierung, d.h. das Substrat und der
Inhibitor konkurrieren um die Substratbindungsstelle im Enzym. Die Inhibitorkonstante
betrdgt 0.3 mM. Die Hemmung der MIPS durch Fructose 6-phosphat und Mannose 6-

phosphat zeigte sich erst bei Konzentrationen > SmM.
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Abbildung 34: Inhibierung der MIPS aus D.discoideum durch 2-Desoxyglucose 6-phosphat

Anfangsgeschwindigkeit als Funktion der Substratkonzentration and dazugehdriger Lineweaver-Burk-Graph.
Inkubationsbedingungen: 50 mM MOPS, 14 mM NH,CI, 1 mM NAD"; pH 8.0. Die Inkubationstemperatur
betrug 37 °C.

Versuche die Inhibierung der MIPS durch 2-Desoxyglucose 6-phosphat fiir die Synthese
eines Affinitdtsmaterials auszunutzen, verliefen aufgrund der geringen Affinitit erfolglos.
Neuere Studien mit Substratanaloga der offenkettigen Form von Glucose 6-phosphat zeigen,

dass diese einen wesentlich stirkeren inhibierenden Einfluss auf die MIPS ausiibt. 2-Deoxy-
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2 .
329 Dieses

D-Glucitol 6-(E)-vinylhomophosphonat zeigt beispielsweise einen K; von 0,67 pM.
legt den Verdacht nahe, dass nur das azyklische Tautomer von Glucose 6-phosphat an das
Enzym bindet.

Die Erniedrigung des myo-Inositolniveaus im Gehirn durch Inhibierung der IMPase ist
moglicherweise die Wirkung bei der Therapie von manischer Depression mit Li".*® Die in
vivo Hemmung der MIPS im Gehirn konnte ebenfalls dazu beitragen die myo-
Inositolkonzentration im Gehirn zu senken und so eine alternative Therapiemdglichkeit fiir
die manische Depression bieten. Einige der bei der MIPS-katalysierten Reaktion entstehenden
Zwischenprodukte und ihre Analoga (DL-2-Desoxy-myo-Inositol 1-phosphat, DL-1-Desoxy-
1-Phosphonomethyl-myo-2-inosose und DL-myo-2-Inosose 1-phosphat) wurden vor diesem

Hintergrund als MIPS-Inhibitoren untersucht.’*’

4.1.3.7 pI-Wert
Der isoelektrische Punkt der MIPS wurde durch Chromatofokussierung (siche 3.3.9)

bestimmt und liegt bei 5.5+0.3. Dieser saure isoelektrische Punkt ist typisch fiir cytosolische

Proteine in D.discoideum und deckt sich mit den Literaturangaben von bekannten MIPS.*
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Abbildung 35: Elutionsprofil der Chromatofokussierung, PBE94® (5ml)
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4.2 Gezielte Generierung von inositol-auxotrophen Mutanten

Um die Funktion der MIPS genauer zu analysieren, wurden mit verschiedenen
Techniken gezielt inositol-auxotrophe Mutanten generiert.

Zum Einsatz kam dabei sowohl eine konventionelle Mutagenese mit Hilfe von N’-
Methyl N’-Nitro N-Nitrosoguanidin, einer mutagenen Substanz die ungerichtete
Punktmutationen im gesamten Genom verursacht, als auch die zielgerichtete Mutagenese
durch homologe Rekombination und Antisense-Mutation. Diese Strategien haben im Idealfall
den vollstindigen Ausfall der Expression der MIPS zur Folge.

Eine weitere Moglichkeit, inositol-auxotrophe Mutanten zu generieren, besteht in der
gezielten Manipulation der Inositolmonophosphat Phosphatase mit Hilfe der Antisense-
Mutagenese. Mutanten mit Defekten in der Inositolmonophosphat Phosphatase wiren in der
Lage Ins(3)P aus Glucose 6-phosphat zu synthetisieren, jedoch wiére es ihnen unmoglich
dieses zu dephosphorylieren. Unter Inositolmangel wire die Synthese der
hoherphosphorylierten Inositolphosphate aus Ins(3)P gewéhrleistet, ein Einbau von myo-
Inositol in PtdIns jedoch nicht mehr moglich. Damit konnte der Inositolphosphatstoffwechsel
vom Phosphatidylinositol-phosphatstoffwechsel abgekoppelt werden. Auftretende Defekte
unter Inositolmangel wédren in diesen Mutanten nur auf einen gestorten

Phosphatidylinositolphosphatstoffwechsel zurtickzufiihren.

4.2.1 Voraussetzungen

Aus dem c-DNA Projekt der Tsukuba Universitit (Japan)>'

stand eine 1.7 kB grof3e
cDNA (FC-AA11) zur Verfiigung, die weitgehende Homologien zu bekannten MIPS aus
anderen Organismen aufweist. Zudem war eine 0.9 kB grofle cDNA (FC-BP15) verfiigbar, die
weitgehende Homologien zu bekannten Inositolmonophosphat Phosphatasen aus anderen
Organismen zeigt. Diese c¢cDNA’s dienten als Ausgangsmaterial fiir die homologe
Rekombination und fiir Antisense-Experimente. Die erfolgreiche Generierung inositol-

auxotropher Mutanten ist jedoch von verschiedenen weiteren Faktoren abhingig.

4.2.1.1 Aufnahme von myo-Inositol durch D.discoideum

Eine wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Isolierung von auxotrophen

Mutanten ist die Aufnahme der fehlenden Stoffe aus dem Medium. In der Literatur
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33 Mutanten zeigen, dass D.discoideum

beschriebene uracil-** bzw. thymidin-auxotrophe
grundsitzlich dazu in der Lage ist.

Durch die zentrale Lage des myo-Inositols in verschiedensten Stoffwechselwegen ist es
wahrscheinlich, dass die Manipulation der Expressionslevels der MIPS bzw. ein vollstdndiger
,.knock out* des kodierenden Gens sich als letal fiir D.discoideum herausstellt.

Unter diesen Bedingungen wire eine Kultivierung der Mutanten nur méglich, wenn das
zum Leben benétigte myo-Inositol aus dem Medium aufgenommen werden konnte.
Literaturdaten®® und eigene Experimente mit *H-markiertem myo-Inositol zeigten eindeutig,
dass myo-Inositol von axenisch wachsenden D.discoideum aufgenommen und in die Zelle
eingebaut werden kann.

Abbildung 36 zeigt die Aufnahme von *H-markiertem myo-Inositol in D.discoideum.
Aufgenommen wird das myo-Inositol aus dem Medium iiber Pinozytose. Ein Zusatz des
Pinozytoseinhibitors Cycloheximid flihrte nur zu einer geringfiigigen Internalisierung von
myo-Inositol. Der schnelle Anstieg der Markierung in den ersten Stunden ist auf die
pinozytotische Aufnahme des markierten myo-Inositols, der spitere langsamere Anstieg auf
den Einbau des markierten myo-Inositols in die Zellsubstanz zuriickzufiihren. Im Gegensatz
dazu zeigen nicht-metabolisierbare Pinozytosemarker eine stationdre Phase, die aus dem

Gleichgewicht von pinozytiertem und exozytiertem Marker resultiert.

1,0E+06

8,0E+05

6,0E+05

4,0E+05 -

dpm/ 1.107Zellen

2,0E+05 1 ¢

0,0E+00 \ \ \
0 8 16 24 32

Zeit [h]

Abbildung 36: Aufnahme von *H-markierten myo-Inositol in axenisch wachsenden Zellen

In Gegenwart von °H-markiertem myo-Inositol wachsende Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
geerntet, zweimal mit Sorensen-Puffer gewaschen, mit Szintillationsfliissigkeit versetzt und im
Szintillationszéhler vermessen.
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Fiir erfolgreiche Mutagenese-Experimente ist eine weitere Grundvoraussetzung die
Verstoffwechselung des aufgenommenen myo-Inositols. Wie die nachfolgenden Abbildungen
zeigen ist D.discoideum in der Lage, internalisiertes myo-Inositol als Synthesebaustein fiir
Phosphatidylinositol, Phosphatidylinositolphosphate und Inositolphosphate zu nutzen.

Die Zuordnung der Signale erfolgte mit nichtradioaktiven Standardsubstanzen, die in
einer lodkammer angefarbt wurden. Zwei weitere Signale sind zu sehen, diese konnten jedoch

nicht zugeordnet werden.

? PtdIns PtdIns(4)P  PtdIns(4,5)P»

1

Abbildung 37: Einbau von *H-markierten Inositol in Phosphatidylinositol und
Phosphatidylinositolphosphaten in D.discoideum

Die Markierung erfolgte durch 16 h Inkubation mit *H-markierten myo-Inositol. Die Lipide wurden mit 10 %iger
TCA gefillt und mit Chloroform/Methanol/37 %ige HCI (20:40:1 vol) extrahiert. Die Auftrennung erfolgte auf
impréagnierten HPTLC-Platten (1 % Kaliumoxalat/2 mM EGTA in Wasser/Methanol (3:2 vol)), die vorher durch
20 min Erhitzen auf 120 °C aktiviert wurden. Als Laufmittel diente Chloroform/ Aceton/ Methanol/ Essigsdure/
Wasser (40:15:13:12:7 vol).
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Abbildung 38: Zeitlicher Einbau von *H-markierten myo-Inositol in verschiedenen Inositolphosphaten

Die Markierung erfolgte durch Inkubation mit *H-markierten myo-Inositol. Die Inositolphosphate wurden isoliert
und mit Hilfe des sauren Systems an einer Mono-Q Séule fraktioniert getrennt. Die Fraktionen wurden
anschlieBend mit Szintillationsfliissigkeit versetzt und im Szintillationszdhler vermessen. Die Zuordnung erfolgte
mit Hilfe von nichtradioaktiven Standardsubstanzen.

a) Ubersichtschromatogramm

b) VergroBerung von a) zur Zuordnung nichtprominenter Inositolphosphate
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Die Aufnahme von myo-Inositol aus dem Medium und Einbau in zelleigene
Verbindungen bei D.discoideum deckt sich mit Ergebnissen aus der Literatur. Die
beschriebenen inositol-auxotrophen Mutanten von S.cerevisiae334, N.cmssa335, U.hordei**

und L.mexicana'*" sind alle in Gegenwart von myo-Inositol kultivierbar.

4.2.1.2 Vorliegen der MIPS aus D.discoideum als ,,single copy gen*

Eine weitere Voraussetzung zur Inaktivierung des /INOI-Gens bei D.discoideum ist das
Vorliegen als ,,single copy gen®“. Im Gegensatz zur Antisense Mutagenese — bei der auch
Genfamilien ausgeschaltet werden konnen — besteht sowohl bei der chemischen Mutagenese
als auch bei der homologen Rekombination nur eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit,
mehrere Gene auszuschalten.

Um den Nachweis fiir ein ,,single copy gen* zu fithren, wurde DNA aus AX?2 isoliert
und mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen, die keine Erkennungsstelle im /NO/-Gen
zeigten, oder mit Kombinationen derselben behandelt. Die aus dem Verdau resultierenden
Fragmente wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf Nitrozellulose immobilisiert.
Die Membran wurde anschlie3end mit der radioaktiv markierten cDNA hybridisiert.

Abbildung 39 zeigt deutlich nur ein Signal pro Spur, was das Vorhandensein von

lediglich einer Kopie von INOI-Gen im Genom bestitigt.

1 2 3 4 5 6 7 8
Abbildung 39: Genomischer Southern-Blot von AX2

1. HindIIl 5. HindIIl + BamHI

2. EcoR1 6. EcoRI + BamHI

3. BamHI 7. Hindlll + EcoRI + BamHI
4. Hindlll + EcoRI 8. genomische DNA

Bei der MIPS handelt es sich um ein hochkonservatives Protein, dass in den meisten
untersuchten Organismen vermutlich nur durch ein Gen kodiert wird. Eine Ausnahme hierbei
sind pflanzliche MIPS. Verschiedene Pflanzen besitzen sowohl eine cytosolische Form als
auch eine chloroplastische Form der MIPS.*” Southern-Blot-Analysen von S.indicum L.-DNA

zeigen, dass 2-3 Kopien von SeMIPSIim Genom vorhanden sind.**’
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4.2.1.3 Homologie der abgeleiteten Proteinsequenz zu anderen Organismen
Eine wichtige Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Generierung inositol-

auxotropher Mutanten ist, dass die cDNA wirklich fiir die MIPS aus D.discoideum kodiert.
Da die cDNA-Sequenz nicht vollstindig bekannt war, wurde der aus Tsukuba erhaltene Klon
FC-AAT11 zunichst sequenziert. Die vollstindige Sequenz ist im Anhang 6.1 wiedergegeben.
Ein Ahnlichkeitsvergleich abgeleiteter MIPS Proteinsequenzen aus verschiedenen
Quellen mit der aus der cDNA abgeleiteten Proteinsequenz (Anhang 6.2) zeigt einen hohen
Grad an Homologie. Das ,,Alignment* erfolgte mit der Clustal W-Methode. Grauunterlegt
sind hochkonservierte Sequenzbereiche die in allen eukaryotischen MIPS auftreten.**®**” Die
Ahnlichkeit bewegt sich dabei zwischen 46 und 60 %. Es kann davon ausgegangen werden,

dass die vorhandene cDNA fiir die MIPS aus D.discoideum kodiert.

3 g <
> 3
Q 2 S § § Y §0 < §» '§ '“§
S § § § % 5§ § g § ¥ % %
B N T N B
S & f £ 8 3 8 = s S S =
U U 85 m ¥ U Q9 9o & = »uQ
C.albicans 1 049 0,504 0,499 0,503 0,494 0,479 0,518 0,499 0,51 0,602 0,481
C.paradisi --- 1 0,868 0,512 0,839 0,502 0,529 0,87 0,863 0,873 0,439 0,58
A.thaliana --- - 1 0,53 0,855 0,516 0,532 0,949 0,992 0,89 0,462 0,592
E.histolytica --- — - 1 0531 049 0,46 0,538 0,527 0,531 0,436 0,521
S.polyrhizza -—- — - -—- 1 0,51 0,538 0,863 0,849 0,876 0,468 0,589
C.elegans - — - -—- - 1 0,46 0,515 0,511 0,51 0,436 0,468
D.melanogaster --- - - - - - 1 0,546 0,527 0,554 0,431 0,497
B.napus --- — - --- --- --- --- 1 0,941 0,902 0,471 0,601
P.vulgaris --- —_— - - --- - --- --- 1 0,882 0,456 0,588
M.crystallinum — --- —_— - - --- --- --- --- - 1 0,465 0,601
S.cerevisiae - — - - - - --- - --- - 1 0447
D.discoideum - — - - -—- - -—- -—- - - -—- 1

Tabelle 38: Homologie abgeleiteter MIPS Proteinsequenzen aus verschiedenen Quellen mit der
aus der cDNA abgeleiteten Sequenz

Seit 1998 wird das D.discoideunm Genom im Rahmen einer internationalen

339

Zusammenarbeit sequenziert und analysiert. Die komplette Genomsequenz von

D.discoideum ist seit 2004 unter (http://dictybase.org) verfiigbar.

Die eingesetzte cDNA aus Tsukuba gibt allerdings nicht das vollstindige Gen der MIPS

wieder. Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen aus der cDNA mit der aus der
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genomischen D.discoideum Datenbank zeigt, dass am N-Terminus einige Aminosduren
(MSAQMFESFKVNSPNVKYTDEHIISDYTYQTTKVQNVN) fehlen. Das Gen fiir die
MIPS st (DDBO0186536,
BC4V1 _0C0070 12106, Position 3242699 to 3241027) lokalisiert. Es ist 1673 bp grofl und

auf dem Crick-Strang von Chromosom 4 Locus:
enthédlt ein Intron (1389-1528). Das aus der Basensequenz abgeleitete Protein ist 511
Aminosduren lang, besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 56.85 kDa und einen

theoretischen isoelektrischen Punkt von 6.18. Dieses deckt sich gut mit dem experimentell

ermittelten Molekulargewicht von 56 kDa und dem isoelektrischen Punkt von 5.6.

FC-AALl  mmmm e TRPGELIVEPVDQKYIFKTERKVPR 25
DDB0186536 MSAQMFESFKVNS PNVKYTDEHT I SDYTYOTTKVONVNGELIVEPVDQKYIFKTERKVPR 60
kkhkkhkkkkhkkhkkkhkkhkhkkkhkikhkkkikhkhk*k%k
FC-AAl1 MGVMIVGLCGNNGTTVVGGVIANREGLCWNTKQGLQTPNYFGSVVMSSTIRMGMDENGCD 85
DDB0186536 MGVMIVGLCGNNGTTVVGGYIANREGLCWNTKQGLQTPNYFGSVVMSSTIRMGMDENGCD 120
R I b e I S S I I I S I S I I S I I S R S I b S S R I I b I
FC-AAl1 AYIPLKNLIPMVHPNDIVFGGWDINNANLADAMORAQVFDYDLQVQLI PHMKNITPLPST 145
DDB0186536 AYIPLKNLIPMVHPNDIVFGGWDINNANLADAMQRAQVFDYDLQVQLTIPHMKNITPLPST 180
RO I b I b S I S I S I S I R I S S I I S S R b I S S I S R S i
FC-AAl1 YFPDF IAANQKDRANNVLTGTKKEQMEQTRKDIRDFKESNKLDTVVVMWSANTERFSSLY 205
DDB0186536 YFPDFIAANQKDRANNVLTGTKKEQMEQIRKDIRDFKESNKLDTVVVMWSANTERFSSLY 240
ER I I I I R I I I I I I I I I I I R I I I R I R R I I I I I I I I I e
FC-AAl1 PGVNDTIENLMAATIDRSEEEISPSTLFAVASTLENTTYINGSPQONTFVPAVVDLATQHNY 265
DDB0186536 PGVNDTIENLMAAIDRSEEEISPSTLFAVASTLENTTYINGSPONTFVPAVVDLATQHNY 300
ER I S I I R I I R I I I R I I I I I R I I R I R I I R I R R I I I I I I I I i
FC-AA11 SIGGDDFKTGQTKIKSVLTDYLVSAGIKPVSIVSYNHLGNNDGKNLSAPQQFRSKEITKS 325
DDB0186536 STIGGDDFKTGQTKIKSVLTDYLVSAGIKPVSIVSYNHLGNNDGKNLSAPQQFRSKEITKS 360
ER R I I I I R I R R I I I R I I I R R I I I R I I S R I I I R I R I I I I I I I I i
FC-AAl1 NVVDDMIASNNILYKQGEHPDHVIVIKYVPYVGDSKRAMDEYTSQIFMGGHNTIVLHNTC 385
DDB0186536 NVVDDMIASNNILYKQGEHPDHVIVIKYVPYVGDSKRAMDEYTSQIFMGGHNTIVLHNTC 420
ERE R R S b I I b S I S b I I S S I I S R S I I S I R R S I I S S I S I S I
FC-AAll EDSLLAAPIILDLVILAEVTSRITMKKQDDDQFATFHPVLSLLSYLLKAPIVPKHATVVN 445
DDB0186536 EDSLLAAPITLDLVILAEVTSRITMKKQDDDQFATFHPVLSLLSYLLKAPTVPKHATVVN 480
EREE IR S b I I b S I S I I S I S I S I S I S I I S I I S I S I S b I S
FC-AAll ALFKQRACTENTIFKACVGIAPDNNMLLEQRL 476
DDB0186536 ALFKQRACTENIFKACVGTAPDNNMLLEQRIL, 511

EEE IR Sk S I b S I S S I S SR I S S I S b O

Abbildung 40: Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz des cDNA-Klons FC-AA11 aus
mit der aus dem D.discoideum Genomprojekt abgeleiteten Aminosiuresequenz

Der fehlende N-Terminus wurde grau unterlegt.

Tsukuba

103



Ergebnisse und Diskussion

4.2.2 Generierung von Mutanten mit Defekten in der D-myo-Inositol 3-

phosphat Synthase

4.2.2.1 Chemische Mutagenese

Spontane Mutationen kommen relativ selten vor. In D.discoideum betrdgt die
Mutationsrate ca. 10° pro Basenpaar und Generation. Die Mutationsrate lisst sich jedoch
durch Verwendung von UV-Licht oder mutagenen Reagenzien betréchtlich steigern.

Alkylierende Reagenzien wie Ethylmethylsulfonat oder N’-Methyl N’-Nitro N-
Nitrosoguanidin hingen Alkylreste (Methyl-, Ethyl-) an Basen an. Die resultierenden
Fehlpaarungen konnen nach der Replikation zu einem Basenaustausch fiihren.

Die durchgefiihrte chemische Mutagenese mit N'-Methyl N’-Nitro N-Nitrosoguanidin
fiihrte zu einer Uberlebensrate von ca. 0.1 %. Von den 6500 getesteten Klonen zeigte jedoch
keiner eine Auxotrophie auf myo-Inositol. Experimente zur Selektionierung auf inositol-
auxotrophen Mutanten mit Hilfe von 5-Bromdesoxyuridin fiihrten zur Bildung von 4500

weiteren Klonen. Jedoch zeigte auch hier kein Klon eine Auxotrophie auf myo-Inositol.

4.2.2.2 Homologe Rekombination
»Knock-out“-Mutanten sind in D.discoideum ein verbreitetes Werkzeug zur gezielten

Mutagenese und funktionaler Analyse von Genen. Die Herstellung von ,knock-out*-
Mutanten erfolgt iiblicherweise durch Insertion von Resistenzkassetten, z.B. fiir Blasticidin
oder Geneticin in das interessierende Gen. Im Idealfall kommt es zu einem voélligen Verlust
der Expression des entsprechenden Gens. Je nach Insertionsort der Resistenzkassette kann es
auch nur zu einer Teilexpression des entsprechenden Gens kommen. Der Austausch des
endogenen Gens erfolgt iiber homologe Rekombination.

Die Konstruktion des notwendigen Transformationsvektors (AFO1) erfolgte durch
Klonierung einer 1.3 kb groBen Resistenzkassette mit dem Gen fiir die Blasticidin-S-
Deaminase aus Bacillus cereus >*° unter Kontrolle des Aktin 15-Promoters und des Aktin 8-
Terminators>" in eine einfach in dem Vektor FC-AA11 vorhandene Aspl-Schnittstelle. Nach
Transformation des Vektors AFO0l in Zellen des D.discoideum-Wildtyps AX2 konnten
Transformanten in Gegenwart von Blasticidin und myo-Inositol selektiert werden. Es wurden
drei blasticidinresistente Klone isoliert, wobei nur zwei eine Inositol-Auxotrophie zeigten. Bei
dem dritten Klon fand ein Rekombinationsvorgang statt, jedoch wurde das fiir die MIPS

codierende Gen nicht deaktiviert. Da eine Unabhédngigkeit der beiden inositol-auxotrophen
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Klone nicht gewéhrleistet war, wurde nur einer fiir die spiteren Experimente verwendet.

Dieser Klon wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit mit Ddinol A bezeichnet.

Bgll
bsr 1.Verdau mit EcoRI und HindIII
A15P = 2. Auffiillen der Enden mit T4- EcoRI Bglll Hindl
Xba / ’ DNA-Polymerase K‘ | ;

bsr
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\

pUCBsrABam

Hindlll

EcoRI

Aspl
—~_ / _
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\\\coNA 2. Auffiillen der Enden mit T4-

\ DNA-FOly] erase
\ \
FC-AA11 \

Bgil

3. Ligation mit Bsr-Resistenzgen

BamH1

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Konstruktion
des Rekombinationsvektors pAF01

4.2.2.3 Antisense-Mutagenese

Eine weitere Moglichkeit zur gezielten Unterdriickung der Expression bestimmter
Proteine bietet die Nutzung von Antisense-RNA. Hierbei wird das interessierende Gen oder
der interessierende Genabschnitt in Antisense-Orientierung in einen Expressionsvektor
kloniert. Eine Transformation dieses Vektors in D.discoideum kann wie unter 1.7 beschrieben
zur vollstdndigen oder stark reduzierten Translation des Genprodukts fiihren.

Die in Antisense-

Als Expressionsvektor diente der integrierende Vektor pDexRH.
Orientierung eingesetzte cDNA steht dabei unter Kontrolle des konstitutiven Aktinl5-
Promotor. Nach Transformation des Vektors AF04 in Zellen des D.discoideum-Wildtyps AX2
konnten Transformanten in Gegenwart von G418 und myo-Inositol selektiert werden. Es

wurden insgesamt 18 G418-resistente Klone isoliert, von denen mindestens drei unabhéngig
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voneinander waren (Ddinol(asl)- Ddinol(as3)). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der

Klon Ddinol(as1) benutzt, der den ausgeprégtesten Phanotyp zeigte.

/ ¢DNA As‘(

/ Verdau mit Sall und BamHI
>
( FCAA-11
5700bp
\ BamHI Sall
\ BamHI
\\ / -HindIII
- ///
— Klonierung
in pUCI18
A6P v
HindIII
/Sall

r lacZ

G418" Amp

Verdau mit EcoRlund ¢ >/
HindHI mit pachfolgender( Hilfsvektor
Kl&merung in pDexRH

Antisensevektor

7200bp

HindIII

EcoRI
Abbildung 42: Schematische Darstellung der Konstruktion des Antisense-Vektors AF04
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4.2.3 Nachweis der Inositol-Auxotrophie

4.2.3.1 Expression der fiir MIPS kodierenden mRNA

Die Expression des MIPS-Gens wurde mit Northern-Blot-Analyse tiberpriift. Hierzu
wurde die Gesamt-RNA aus axenisch gewachsenen Zellen isoliert, elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Als spezifische Sonde diente zur
mRNA komplementédre DIG-markierte RNA.

In S.cerevisiae ist eine Reprimierung der MIPS durch myo-Inositol bekannt (siehe 1.3).
Um Fehlinterpretationen zu vermeiden wurde die RNA sowohl von 24 h auf inositolfreiem
Medium kultivierten Zellen, als auch in Gegenwart von 500 uM myo-Inositol gewachsenen
Vergleichszellen isoliert.

Nur AX2 zeigt dabei ein Signal bei ca. 1.5 kB. Dieses ist die zu erwartende Gréfe der
fiir die MIPS kodierenden mRNA. Sowohl bei DdinolA als auch bei Ddinol(as) konnte
keine Expression der fiir die MIPS kodierenden mRNA beobachtet werden.

Die Signalintensitdt bei AX2 war unabhdngig von der myo-Inositolkonzentration im
Medium. Damit ist eine starke Reprimierung der MIPS durch myo-Inositol dquivalent zu
S.cerevisiae ausgeschlossen. Eine schwache Reprimierung der MIPS durch myo-Inositol war
in spdteren Experimenten zu beobachten. Im Gegensatz zu S.cerevisiae war eine
nennenswerte Reprimierung der MIPS in D.discoideum auch nicht zu erwarten. Das
angestammte natiirliche Substrat fiir D.discoideum sind im Boden lebende Bakterien, die kein
myo-Inositol enthalten. S.cerevisiae wéachst jedoch auf Friichten, die selbst starke
Konzentrationen an myo-Inositol enthalten konnen. Eine Reprimierung der MIPS kann hierbei

helfen, einen konstanten myo-Inositollevel zu gewéhrleisten.
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Abbildung 43: Northern-Blot-Analyse von DdinolA und Ddinol(as) und AX2

Als Sonde diente zur mRNA komplementére DIG-markierte RNA.
1. DdinolA+ 500 uM myo-Inositol 3. Ddinol(as) + 500 uM myo-Inositol 5. AX2 + 500 uM myo-Inositol
2. Ddinol 4; 4. Ddinol(as) 6. AX2

4.2.3.2 Vergleich der MIPS-Aktivitit von Wildtypzellen und inositol-
auxotrophen Mutanten
Aufgrund vielfiltiger Nebenaktivititen (Glucose 6-phosphatase, Glucosephosphat-

Isomerase, Glucose 6-phosphat Dehydrogenase, Glucosephosphat Mutase) kann die MIPS-
Aktivitdt in Zellhomogenaten nur schwer exakt bestimmt werden. Um eine Quantifizierung
der MIPS-Aktivititen im Zellhomogenat des Wildtyps und der Mutanten durchzufiihren,
wurde der im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Enzymtest mit HPIC-IPAD Analytik
durchgefiihrt (3.3.1). Deutlich ist die drastische Abnahme der MIPS-Aktivitit in den
Mutanten DdinolAund Ddinol(as) zu erkennen.
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Abbildung 44: Vergleich der MIPS-Aktivitit des Wildtyps und der Mutanten in Zellhomogenaten
bestimmt mit HPIC-IPAD Analytik

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden bei einer Zelldichte von 2,510° Zellen/ml
(Inkubationsbedingungen: 100 ml FM-Medium + 500 uM myo-Inositol, 22.5 °C, 120 Upm) geerntet. Eingesetzt
wurde ein Zellhomogenat aus 2°10% Zellen/ml.

Die relativ hohen Aktivitdten der Mutanten sind zum groften Teil auf den Abbau von
niedermolekularen, inositolhaltigen Verbindungen zuriickzufiihren. Eine Abtrennung der
niedermolekularen Bestandteile durch Ammoniumsulfatprézipitation, Ultrafiltration oder
PEG-Fillung fiihrt zu keiner nachweisbaren MIPS-Aktivitidt in DdinolA. Die Antisense-
Mutante Ddinol(as) zeigt noch eine relative Aktivitdt von 2-5 % gegeniiber dem Wildtyp.
Trotz nicht nachweisbarer mRNA zeigt die Antisense-Mutante immer noch eine geringe
Expression der MIPS. Dieses Verhalten ist jedoch fiir Antisense-Mutanten nicht
ungewohnlich. So zeigt beispielsweise eine Discoidin I Antisense-Mutante zwar keine
nachweisbare mRNA, jedoch ca. 10 % der Proteinniveaus aller Discoidin I Isoformen.*** Und
auch Calmodulin-Mutanten zeigen trotz nicht nachweisbarer mRNA noch 50 % des
Calmodulinniveaus des Wildtyps.**

Zur weiteren Absicherung wurde eine zweite unabhiangige Methode durchgefiihrt. Die
Proben wurden zunichst analog zur gepulsten Amperometrie aufgearbeitet. AnschlieBend
jedoch nach 3.3.2 weiterverarbeitet und gaschromatographisch vermessen. Deutlich ist in
Abbildung 45 bei AX2 die zeitliche Zunahme eines Signals zu sehen, dessen Retentionszeit
mit myo-Inositol identisch ist. Dieses Signal ist bei DdinolAund Ddinol(as) (Daten nur
teilweise gezeigt) nicht zu erkennen.

Eine genaue Quantifizierung der gefundenen Aktivititen wurde hierbei nicht
durchgefiihrt, da sich die Derivatisierungsreaktion als problematisch herausstellte und eine

quantitative Umsetzung des myo-Inositols nicht gewéhrleistet war.
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Abbildung 45: Gaschromatographischer Auftrennung
GC-Chromatogramm eines Enzymassays des Wildtyps AX2 und Ddinol A

Mittels gekoppeltem Massendetektor wurde von dieser Substanz ein MS-Spektrum
aufgenommen. Ein Datenbankabgleich zeigte eindeutig, dass es sich bei dieser Substanz um

myo-Inositol handelte.
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Abbildung 46: MS-Spektrum von enzymatisch dargestelltem myo-Inositol

Zusammenfassend zeigen die Experimente, dass die gezielte Generierung von inositol-
auxotrophen Mutanten erfolgreich verlaufen ist. Die fehlende Expression der MIPS konnte
auf proteinchemischer Ebene durch Aktivititsvergleich von Wildtyp und Mutanten

nachgewiesen werden. Die Abwesenheit der fiir MIPS kodierenden mRNA in den Mutanten

bestitigt dieses Ergebnis.
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4.2.4 Versuche zur Darstellung von Antisense-Mutanten der
InositolImonophosphat-Phosphatase

Ein ,,knock out“ der MIPS bzw. eine Manipulation des Expressionslevels der fiir die
MIPS kodierenden mRNA beeinflusst nicht nur den Inositolphosphatstoffwechsel, sondern
auch den Phosphatidylinositolphosphatstoffwechsel. Das aus dieser Reaktion gebildete D-
myo-Inositol  3-phosphat kann anschlieBend entweder durch Inositolmonophosphat
Phosphatasen zu myo-Inositol dephosphoryliert oder durch Kinasen zu hdoheren
Inositolphosphaten phosphoryliert werden.

Durch gezielte Manipulation der Inositolmonophosphat Phosphatase wire es mdglich,
den Inositolphosphatstoffwechsel vom Phosphatidylinositolphosphatstoffwechsel
abzukoppeln. Die Zellen konnten Ins(3)P aus Glucose 6-phosphat synthetisieren, jedoch wire
es ihnen unmoglich dieses zu dephosphorylieren. Die Biosynthese von PtdIns erfolgt durch
Ubertragung eines Diacylglycerinrestes von CDP-DAG auf myo-Inositol. Inositolmangel hitte
starke ~ Auswirkungen auf die  PtdIns-Synthese @ und den  resultierenden
Phosphatidylinositolphosphaten. Die Synthese von hoherphosphorylierten Inositolphosphaten
wire hingegen noch gewihrleistet.

In D.discoideum sind verschiedene Inositolmonophosphat-abbauende Aktivitdten
bekannt, die sich durch ihre Spezifitit und ihre Sensitivitit auf Li" unterscheiden.'®
Wahrscheinlich wiirde durch das gezielte Ausschalten einer Inositolmonophosphat
Phosphatase durch homologe Rekombination dazu fiihren, dass ein anderes Enzym dessen
Aufgabe libernimmt. Um dieses Problem zu minimieren, wurde die Antisense-Technik
gewihlt. Diese ermoglicht es, nicht nur spezifisch mit einer mRNA zu interagieren, sondern
auch mit solchen dhnlicher Sequenz.

Zur Klonierung eines Antisense-Vektors stand eine cDNA (FC-BP15) zur Verfiigung,
die starke Homologien zu Inositolmonophosphat Phosphatasen aus anderen Organismen
zeigte. Die Konstruktion des Vektors erfolgte analog zu 4.2.2.3 und ist in Abbildung 47
schematisch gezeigt.

Eine erfolgreiche Transformation des Vektors AF07 in Zellen des D.discoideum-
Wildtyps AX2 konnte jedoch nicht beobachtet werden. Zahlreiche Anderungen der
Elektroporationsbedingungen und andere Transformationsprotokolle filihrten zu keiner

Verbesserung.
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Abbildung 47: Schematische Darstellung der Konstruktion des Antisense-Vektors AF(07
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4.3 Phanotypische Charakterisierung der Mutanten

4.3.1 Morphologie

In Gegenwart von 500 puM myo-Inositol zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten
DdinolA und Ddinol(as) keine Unterschiede zum Wildtyp AX2. Ein lédngerfristiger Entzug
von myo-Inositol fiithrt jedoch zu einigen morphologischen Verédnderungen.

Ein Vergleich von AX2 und DdinolA zeigt deutliche Unterschiede in Form und
Struktur der einzelnen Zellen. Im Gegensatz zum Wildtyp bzw. auf myo-Inositol wachsenden
Zellen zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten bei Inositolmangel eine Verdnderung ihrer
Form. Es kommt zu einem Verlust der natiirlichen, runden Form und zur Ausbildung von
blasenformigen Auswiichsen. Zusdtzlich zeigt sich auch eine Abnahme der intrazelluldren
Kompartimentierung. Die gleichen morphologischen Verdnderungen sind auch bei

Ddinol(as) zu sehen.

Ax2 DdinolA DdinolA
+ 500 uM Inositol ohne Inositol

Abbildung 48: Mikroskopischer Vergleich von AX2 und DdinolA

Die ersten sichtbaren Verdnderungen in der Zellmorphologie der inositol-auxotrophen
Mutanten machen sich in Form von schwachen blasenformigen Auswiichsen nach ca. 5 h

Inositolmangel bemerkbar.

4.3.2 Wachstum
4.3.2.1 Axenisches Wachstum

Wachstum von Zellen in axenischem Medium beruht auf Interaktion verschiedenster

zelluldrer Vorgédnge wie Pinozytose und Zytokinese.
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In Gegenwart von myo-Inositol zeigen die Mutanten ein zum Wildtyp dquivalentes
Wachstum auf axenischem Medium. Die Mutanten haben eine etwas ausgeprigtere
Verzogerungsphase, die Verdopplungszeiten in der logarithmischen Wachstumsphase und die

maximal erreichbaren Zelldichten sind jedoch dhnlich.

Stamm Verdopplungszeit [h] Maximale Zelldichte ['10” Zellen/ml]
AX2 10.5 2.1
DdinolA 11 2.2
Ddinol(as) 11.5 2.3

Tabelle 39: Vergleich der Verdopplungszeiten und der maximal erreichten Zelldichten von AX2 und den
inositol-auxotrophen Mutanten in Gegenwart von 500 pM myo-Inositol

Die Inkubation erfolgte in 400 ml FM-Medium bei 120 Upm und 22.5 °C.

In Abwesenheit von myo-Inositol ist die Auxotrophie der Mutanten fiir myo-Inositol

eindeutig zu sehen. Sowohl bei DdinolA als auch bei Ddinol(as) ist kein Wachstum zu

erkennen.
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Abbildung 49: Wachstumsvergleich von AX2 (A), DdinolA ohne myo-Inositol (o), DdinolA mit 500 pM
myo-Inositol (m), Ddinol(as) ohne myo-Inositol(c) und Ddinol(as) mit 500 pM myo-Inositol (e)

Inkubationsbedingungen: 400 ml FM-Medium bei 22.5°C und 120 Upm.

Um einen Selektionsdruck aufrechtzuerhalten erfolgte die Kultivierung der Mutanten
immer in Gegenwart von Antibiotika. Dieses ist besonders wichtig fiir die Antisense-

Mutanten. Ohne Selektionsdruck verlieren die Zellen schnell ihre Inositol-Auxotrophie.
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Die optimale Antibiotikakonzentration flir axenische Kulturen betrug 10 pg/ml
Blasticidin bei DdinolA und 10 pg/ml Gentamycin bei Ddinol(as). Diese Konzentrationen
hatten nur einen geringen Einfluss auf die Verdopplungszeiten der Mutanten, das Wachstum
des Wildtyps wurde jedoch vollstindig inhibiert. In submersen Standkulturen wurde eine
Antibiotikakonzentration von 20 pg/ml gewihlt. Bei langfristigen Inkubationen erfolgte eine
Neuzugabe der Antibiotika nach 3 Tagen.

Ein Zusatz von 500 uM myo-Inositol zum Medium fiihrt zu einem optimalen Wachstum
der inositol-auxotrophen Mutanten. Geringere myo-Inositolkonzentrationen fiihren zu einer
stark verlangsamten Verdopplungszeit. Bei myo-Inositolkonzentrationen < 50 uM konnte kein
Wachstum bei DdinolAmehr beobachtet werde. Eine Erhohung der myo-
Inositolkonzentration >500 uM brachte keine weitere Verbesserung des Wachstums. Eine
Erhohung >1 mM fiihrte sogar zu einer leichten Abnahme der Verdopplungszeit.

Die Antisense-Mutante Ddinol(as) zeigt ein &dhnliches Wachstumsverhalten. Die
optimale myo-Inositolkonzentration betrdgt auch hier 500 uM. Ddinol(as) zeigt auch bei
geringeren myo-Inositolkonzentrationen immer noch ein merkliches Wachstum. Auch in
Gegenwart von nur 50 uM myo-Inositol wichst die Antisense-Mutante merklich, die
Verdopplungszeit liegt jedoch bei 60 h. Eine mogliche Erkldrung wire, dass die MIPS-
Expression in der Antisense-Mutante nicht vollstindig unterdriickt ist. Trotz nicht
nachweisbarer mRNA in Ddinol(as) ist noch eine geringe MIPS-Aktivitdt nachweisbar. Diese
Restaktivitit reicht wahrscheinlich um die Zellen mit Einschrinkungen in der Vitalitit am

Leben zu halten.

Verdoppelungszeit [h]

myo-Inositol [uM] AX2 DdinolA Ddinol(as)
0 10.4 - -
50 10.2 - 60
100 10.3 25 19
250 10.1 19 15,6
500 9.9 11.1 11
1000 10.2 11.3 11.3

Tabelle 40: Vergleich der Verdopplungszeiten von Wildtyp und den inositol-auxotrophen Mutanten in
Gegenwart von unterschiedlichen myo-Inositolkonzentrationen

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden in FM-Medium auf eine Zelldichte von 4'10* Zellen/ml
angeimpft, zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen und die Zelldichte bestimmt (Inkubationsbedingungen:
100 ml FM-Medium, 22.5 °C, 120 Upm).
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4.3.2.2 Wachstum auf Bakterien

Die natiirliche Nahrungsquelle der im Waldboden und auf verrottendem biologischen
Material lebenden Dictyosteliden sind Mikroorganismen. D.discoideum vermehrt sich durch
mitotische Zellteilung bis nahezu alle verwertbaren Bakterien phagozytiert sind.

Im Gegensatz zum Wildtyp wachsen DdinolA und Ddinol(as) nicht auf K.aerogenes
und E.coli B/r, zwei etablierten Laborstimmen. Dieses Verhalten ist unabhdngig von
Scherkriften und nicht nur in Suspension mit Bakterien, sondern auch auf Bakterienrasen
anzutreffen.

Im Gegensatz zum Wachstum auf axenischem Medium ist der Wachstumsdefekt auf
Bakterien unabhingig von einer myo-Inositolsupplementierung. Bei der Phagozytose von
Bakterien wird eine grole Menge Plasmamembran in kurzer Zeit verbraucht, jedoch bleibt
selbst bei hoher Phagozytose-Aktivitit die Oberfliche der Plasmamembran konstant. Da die
de novo Synthese von Membrankomponenten wie Phospholipide und Rezeptoren relativ
langsam ist, werden die Membranen offensichtlich recycelt. Der Wachstumsdefekt der
inositol-auxotrophen Mutanten auf Bakterien in Gegenwart von myo-Inositol kénnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass fiir eine aktive Pinozytose keine Membranen zur Verfligung stehen.
Durch die Phagozytose wird ein groBer Teil der Plasmamembran internalisiert und ein
»Membranrecycling® ist erst nach dem Verdau des Bakteriums moglich. Fiir die Pinozytose
steht dementsprechend nur noch wenig Membran zur Verfiigung, was sich in einer drastisch
reduzierten Pinozytoserate bei aktiv phagozytierenden Zellen duflert. Supplementiertes myo-
Inositol kann dann nur noch in unzureichender Menge in die Mutanten gelangen. Dafiir
spricht auch, dass nach dem Zusatz von myo-Inositol zum Puffer keine wesentliche
intrazellulire Konzentrationserhhung von myo-Inositol in den Zellen festgestellt werden
konnte.

Inositolhaltige Bakterien wiren eine Mdoglichkeit von der pinozytotischen Aufnahme
von myo-Inositol unabhéngig zu werden. Versuche zur Etablierung geeigneter
Wachstumsbedingungen von D.discoideum auf inositolproduzierenden Streptomyceten™
waren nicht erfolgreich. Sowohl die Mutanten als auch der Wildtyp zeigten kein Wachstum
auf S.griseus. Diese Bakterien bilden jedoch ein Mycel, welches wahrscheinlich
D.discoideum daran hindert, einzelne Zellen zu phagozytieren.

Zellwachstum auf Bakterien beruht auf der Interaktion verschiedener zelluldrer
Vorginge wie Phagozytose, Mitose und Zytokinese. Die Bakterien werden zunéchst iliber

rezeptorvermittelte Phagozytose aufgenommen. Das resultierende Phagosom verschmilzt
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innerhalb der Zelle mit Lysosomen und das aufgenommene Bakterium wird verdaut. Ein Teil
der aufgenommenen Plasmamembran erreicht niemals die Lysosomen, weil sie aus den
Phagosomen durch Transportvesikel zur Plasmamembran zuriickgebracht werden.

Bei diesen Vorgingen wird das Aktin-Zytoskelett einer stindigen Reorganisation
unterworfen. Es sind verschiedene Mutationen von aktinbindenden Proteinen in D.discoideum
bekannt, die zu einem verdnderten Wachstum fiihren. Dazu gehoren beispielsweise ABP-120
und o-Actinin defiziente Mutanten®*, die ein stark verlangsamtes Wachstum auf axenischem
Medium zeigen oder auch eine Talin defiziente Mutante®®, die Wachstumsdefekte auf E.coli
B/r zeigt. Da einige aktinbindende Proteine mit Phosphatidylinositolphosphaten interagieren
(siche 1.8.3), konnte das Ausschalten der MIPS indirekt zur Erniedrigung verschiedener

Phosphatidylinositolphosphatlevel und damit zu einem verdanderten Wachstum fiihren.

Der Wachstumsdefekt der inositol-auxotrophen Mutanten bietet auch eine mdogliche
Erklarung fiir die fehlgeschlagene Isolierung von inositol-auxotrophen Mutanten nach der
chemischen Mutagenese.

Die nach der Behandlung mit N’'-Methyl N’-Nitro N-Nitrosoguanidin und 5-
Bromdesoxyuridin iiberlebenden Zellen wurden in Gegenwart von E.coli B/r auf SM-
Agarplatten (enthielten 10 mM myo-Inositol) kloniert. Durch den Wachstumsdefekt auf
Bakterienrasen ist die Klonierung potentieller inositol-auxotropher Mutanten jedoch nicht

moglich. Eine Klonierung durch Verdiinnen in Fliissigkultur wire vorteilhafter gewesen.

Chemotaxis, die zielgerichtete Bewegung auf einen 16slichen Stoff ist eine generelle
Eigenschaft zahlreicher motiler Eukaryonten. Neben dem Wachstumsdefekt auf Bakterien
zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten eine normale positive Chemotaxis zu Folsdure.
Dieses Verhalten ist unabhingig von einer Inositol-Supplementierung. Folsdure wird von
Bakterien ausgeschiittet und signalisiert D.discoideum die Anwesenheit von Futterbakterien.

Die Erkennung von Folsdure und die zielgerichtete Zellbewegung in einem Folséure-

Konzentrationsgradienten sind offensichtlich von der Inositol-Auxotrophie nicht betroffen.
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Abbildung 50: Folsidurechemotaxis

A: AX2 ohne Folsdure B: AX2 in einem Folsdure-Gradienten von 0-1 mM

C: Ddinol A ohne Folsédure D: Ddinol A in einem Folsdure-Gradienten von 0-1 mM

E: DdinolA (24 h ohne myo-Inositol) ohne Folsdure F: DdinolA (24 h ohne myo-Inositol) in einem Folsdure-
Gradienten von 0-1 mM

4.3.3 Verhalten der Mutanten unter Stressbedingungen
Veranderte Umweltbedingungen wie Temperatur, Feuchtigkeit und Osmolaritit stellen

eine physiologische Herausforderung fiir das Wachstum und Uberleben einer Zelle dar. Die
Rolle eines ausgeschalteten Proteins wird hiufig unter optimalen Wachstumsbedingungen im
Labor nicht sichtbar, sondern nur unter Stressbedingungen.

Als Stressbedingungen wurden verschiedene pH-Werte und Inkubationstemperaturen

gewdhlt. Da myo-Inositol in einigen Zellen als Osmolyt wirkt, kdnnten die Mutanten anfillig
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auf Osmostress sein. Dieses soll durch Zugabe von NaCl und Sorbitol zum Medium gekléart
werden.

Ein Vergleich des Wachstums von Wildtyp und inositol-auxotrophen Mutanten bei
verschiedenen Temperaturen zeigte nur geringe Unterschiede. Das Wachstum der Mutanten
ist bei 22.5 °C und 27 °C nahezu identisch mit AX2. So betrdgt die Verdoppelungszeit jeweils
10 h und es werden maximale Zelldichten zwischen 210" und 2.5107 Zellen/ml erreicht.
Auffallend ist jedoch das verminderte Wachstum der inositol-auxotrophen Mutanten bei 15
°C gegeniiber dem Wildtyp. Hier betrdgt die Verdoppelungszeit von AX2 20 h gegeniiber ca.
30 h bei DdinolA und ca. 24 h bei Ddinol(as). Die Pinozytose ist ein temperaturabhingiger
Prozess. Durch tiefe Temperaturen wird weniger myo-Inositol von den Zellen aufgenommen,
myo-Inositol wird vermutlich zum limitierenden Faktor und kann zu ldngeren
Verdoppelungszeiten fiithren. Die maximal erreichbare Zelldichte ist wieder &hnlich der von

AX2 und liegt zwischen 2.2'10" und 2.3'10” Zellen/ml.
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Abbildung 51: Wachstum von Wildtyp und inositol-auxotropher Mutanten unter Temperaturstress

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden in frisches FM-Medium iiberfiihrt (100 ml, 120 Upm,
22.5°C, 500 uM myo-Inositol), zu verschiedenen Zeiten Aliquots entnommen und die Zelldichte bestimmt.

Als weitere Stressbedingung wurde das Wachstum der Mutanten unter

hyperosmotischen Stress beobachtet. Als zellwandlose Amdbe ist D.discoideum in der Natur

hiufigen Verdnderungen der Osmolaritét ausgesetzt.
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Bei einem hyperosmotischen Schock von 400 mM Sorbitol schrumpfen die Zellen
innerhalb von zwei Minuten auf etwa die Hélfte ihres urspriinglichen Volumens und
bewahren {iber einen ldngeren Zeitraum (2 h) dieses Volumen®*, sofern die hypertonen
Bedingungen weiter anhalten.

In D.discoideum wurde bisher keine Zunahme kompatibler Osmolyten wie
beispielsweise myo-Inositol, Glycerin oder Aminosduren festgestellt, die zu einer erneuten
Volumenzunahme fiihren. D.discoideum hat jedoch andere Mechanismen zur regulatorischen
Volumenzunahme bei hyperosmotischem Stress entwickelt. In erster Linie findet eine massive
Umlagerung des Zytoskeletts statt. Hyperosmotische Bedingungen bewirken eine vermehrte
Anlagerung von Myosin II und Aktin an den Zellcortex.>*”**® Dies fiihrt zu einer Verstirkung
des Zellkortex zu einer schalenartigen Struktur unter der Plasmamembran. Diese Verstirkung
zu einer ,,de facto-Zellwand* und die Abrundung der Zellen ermdglichen es den Zellen, dem
uBeren Druck zu widerstehen.**

In Gegenwart von ionischen Verbindungen konnen axenisch wachsende Zellen von
D.discoideum bei hyperosmotischen Bedingungen ihr reduziertes Zellvolumen durch
Einstrmen von ionischen Verbindungen aus dem Medium korrigieren.>

In Gegenwart von 40 mM NaCl oder 250 mM Sorbitol verhalten sich die inositol-
auxotrophen Mutanten analog zum Wildtyp. Sowohl bei den Mutanten als auch in
abgeschwichter Form beim Wildtyp ist eine Verldngerung der Generationszeit festzustellen.
Die Antwort auf die hyperosmotischen Bedingungen ist dabei unabhdngig von der myo-
Inositolkonzentration im Medium. Zundchst nimmt das Zellvolumen durch Wasserverlust
drastisch ab. Danach erfolgt eine langsame Adaption an die verdnderten Lebensbedingungen
mit dem Ziel das Zellvolumen weitgehend wieder herzustellen.

Das pH-Optimum fiir das Wachstum von AX2 in FM-Medium betrédgt 6.7. Ein erhohter
pH-Wert fiihrt zu Stress und damit zu erschwerten Wachstumsbedingungen. Sowohl die
inositol-auxotrophen Mutanten als auch der Wildtyp zeigen nur noch ein schwaches
Wachstum bei pH 8. Die Generationszeiten betragen beim Wildtyp und bei der Antisense-
Mutante Ddinol(as) ca. 20 h, die Zelldichte in der stationdren Phase betrigt jedoch nur 5710°
Zellen/ml. Die Generationszeit von Ddinol A betrigt ca. 24 h.

Abschliefend ldsst sich feststellen, dass keine gravierenden Unterschiede beim
Wachstumsverhalten zwischen AX2-Wildtypzellen und den inositol-auxotrophen Mutanten
unter Stressbedingungen zu beobachten sind. Daraus lédsst sich folgern, dass unter den hier
gewihlten Bedingungen die Teilungsfahigkeit der Zellen und die Féahigkeit zur Pinozytose in

Gegenwart von myo-Inositol nicht beeintrachtigt sind.
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Abbildung 52: Wachstum des Wildtyps und der inositol-auxotrophen Mutanten unter verschiedenen
Stressbedingungen

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden in frisches FM-Medium (100 ml, 120 Upm, 22.5 °C,
500 uM myo-Inositol) iiberfiihrt, zu verschiedenen Zeiten Aliquots entnommen und die Zelldichte bestimmt.
AX2 (A); Ddinol A (m); Ddinol(as) (®); AX2 ohne Osmolytzusatz bzw. bei pH 6.7 (A).
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4.3.4 ZellgroBenverteilung

Aufgrund der Fahigkeit zur regulierten Polymerisation ist Aktin an fast allen motilen
Prozessen der Zelle beteiligt. Neben dem Wachstum wird auch die Grofe einer Zelle von
Komponenten des Aktin-Zytoskeletts beeinflusst. Die Funktion von Aktin selbst wird durch
eine Vielzahl von verschiedenen Faktoren bestimmt, wobei aktinbindende Proteine grof3en
Einfluss nehmen.

Das Ausschalten der MIPS konnte indirekt Einfluss auf die Aktinpolymerisation
nehmen, da einige aktinbindende Proteine mit verschiedenen Phosphatidylinositolphosphaten
wechselwirken (siehe 1.8.3).

Abbildung 53 zeigt die GroBenverteilungen vom Wildtyp AX2 und den inositol-
auxotrophen Mutanten in Gegenwart von 500 uM myo-Inositol. Im Vergleich zum Wildtyp

zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten ein deutlich verringertes Zellvolumen.
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Abbildung 53: Vergleich der Grofienverteilung in Gegenwart von 500 pM myo-Inositol

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden in FM-Medium (100 ml, 22.5°C, 120 Upm) auf eine
Zelldichte von 510° Zellen/ml angeimpft und bei einer Zelldichte von ca. 810° Zellen/ml die ZellgroBe
bestimmt. AX2 (—); DdinolA (—); Ddinol(as) (—).

Ein Inositolentzug fiihrt bei den inositol-auxotrophen Mutanten zu einer weiteren
Verminderung des Zellvolumens. In Abbildung 54 ist dieses exemplarisch fiir DdinolA
gezeigt. Es ist deutlich eine Volumenverkleinerung bei Inositolmangel zu beobachten. Das
Profil der GroBenverteilung bleibt dabei unverdndert. Die Antisense-Mutante Ddinol(as)

verhélt sich identisch.
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Abbildung 54: Abnahme der Zellgréle von DdinolA unter Inositolentzug

(—) Ddino14+500 uM myo-Inositol; (—) DdinolA (24 h ohne myo-Inositol). Die ZellgroBe wurde bei einer
Zelldichte von 810° Zellen/ml bestimmt.

Eine statistische Auswertung dreier unabhingiger Messungen ist in der nachfolgenden

Tabelle wiedergegeben.

[um’]  + 500 uM myo-Inositol  ohne myo-Inositol

AX2 751 +20 754 + 14
Ddinol A 606 + 19 513+ 16
Ddinol(as) 660 £ 21 620+ 17

Tabelle 41: Vergleich des mittleren Zellvolumens von Wildtyp und inositol-auxotrophen Mutanten

Diese Ergebnisse sind nicht die ersten Hinweise auf den Einfluss inositolhaltiger
Metabolite auf die ZellgroBe. In D.discoideum wurden drei Gene fiir Phosphatidylinositol 3-

2% Phosphatidylinositol

kinasen (PI3K1-3) mit Homologien zu PI3Ks aus Sidugern gefunden.
3-kinasen  katalysieren die = Phosphorylierung  von  Phosphatidylinositol — bzw.
Phosphatidylinositolphosphaten in der 3-Position.

PI3K1 und PI3K2 sind sich untereinander sehr dhnlich und scheinen genetisch
redundant zu sein. Ein single knock-out beider Gene fiihrte zu keinen Verdnderungen,
wihrend ein double knock-out stark reduzierte Konzentrationen von PtdIns(3,4)P, und
PtdIns(3,4,5)P; im Vergleich zum Wildtyp zeigte.

Die Mutanten zeigten neben einer geringeren Zellgro3e auch Defekte im Zellwachstum,

der Entwicklung und einen dramatischen Riickgang von F-aktinreichen Strukturen. Die
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Autoren vermuten, dass PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3,4,5)P; iiber aktinbindende Proteine

Einfluss auf die Organisation des Aktin-Zytoskeletts nehmen.

4.3.5 Uberlebensrate nach Inositolentzug
Es stellt sich die Frage, ob die inositol-auxotrophen Mutanten bei Inositolentzug nur das

Wachstum einstellen oder ob auch andere zentrale physiologische Funktionen betroffen sind.
Dazu soll die Uberlebensrate der Zellen nach Inositolentzug ermittelt werden.

Die gebriuchlichste Methode zur Bestimmung der Uberlebensrate bei D.discoideum
beruht auf dem Ausbringen der Zellen auf Agarplatten in Gegenwart von K.aerogenes und
Auszéhlen der entstehenden Plaques. Dieses Verfahren konnte jedoch bei den Mutanten nicht
angewandt werden, da sowohl DdinolA als auch Ddinol(as) nicht in der Lage sind auf
Bakterien, der natiirlichen Nahrungsquelle von D.discoideum, zu wachsen.

Die Nutzung von Vitalfarbstoffen zur Differenzierung lebender von toten Zellen erwies
sich als nicht effektiv, da auch abgestorbene Zellen die Farbstoffe passiv einlagern.

Versuche, die Uberlebensrate der Zellen mit einem kommerziell erhiltlichen Test
(Alamarblue™) zu ermitteln, fithrten nicht zum Erfolg. Das Testprinzip beruht darauf, dass
ein Farbstoff nur von vitalen Zellen aufgenommen und reduziert wird. Der reduzierte
Farbstoff wird von den vitalen Zellen in das Medium sekretiert und kann dann iiber
Fluoreszenzmessung quantifiziert werden. Der Farbstoff zeigte jedoch schon in Gegenwart
von Medium eine positive Reaktion. Hochstwahrscheinlich wird der Farbstoff durch die grof3e
Menge an Glucose im FM-Medium reduziert.

Die genaue Quantifizierung der Uberlebensrate nach Inositolentzug erfolgte durch
Uberfiihrung eines Aliquots der Zellsuspension in submerse Standkultur. Nach 5-6 Tagen
entwickelten sich in Gegenwart von 500 uM myo-Inositol aus den iiberlebenden Zellen
sichtbare Klone, die ausgezdhlt werden konnten. Dieser Test ist jedoch sehr zeitintensiv und
fiir eine schnelle, versuchsbegleitene Bestimmung der Uberlebensrate nicht geeignet. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 55 dargestellt.
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Abbildung 55: Bestimmung der Anzahl iiberlebender Zellen
m DdinolA; e Ddinol(as)

Ein Inositolentzug iiber 24 h hat keine signifikanten Auswirkungen auf die
Uberlebensrate der Zellen. Das Wachstum der Zellen wird in diesem Zeitraum stark
eingeschrinkt, jedoch sterben die Zellen nicht ab. Bei Zusatz von 500 uM myo-Inositol zum
Medium beginnen die Zellen nach einer Verzogerungsphase von ca. 6 h erneut zu wachsen.
Ein Inositolentzug iiber einen ldngeren Zeitraum fiihrt zu einer drastischen Abnahme der
Uberlebensrate. Nach 40 h ist bei DdinolA kein erneutes Anwachsen zu beobachten
(Ddinol(as) nach 48 h).

Die inositol-auxotrophen Mutanten enthalten zu Beginn des Inositolentzugs grofle
Mengen pinozytiertes myo-Inositol. Es wird vermutlich zwar nur ein Bruchteil des
internalisierten myo-Inositols aufgenommen, jedoch kann dieser myo-Inositolvorrat eine
gewisse Zeitspanne den Mangel an myo-Inositol in den Zellen kompensieren.

Der Zeitraum von 24 h erwies sich als optimal um die Auswirkungen des
Inositolentzugs auf den Phianotyp der Mutanten zu betrachten. Kiirzere Zeitrdume fiihrten zu
einem weniger ausgepriagten Phédnotyp, wihrend ein ldngerfristiger Inositolentzug zu einem
Anstieg toter Zellen fiihrte und damit die Beobachtungen verfilschte. Dementsprechend
wurde der Einfluss des Inositolentzugs auf phinotypische Verdnderungen der Mutanten
immer nach 24 h betrachtet.

In Kapitel 4.3.9.1 wird eine schnellere, jedoch indirekte Methode, zur Bestimmung der
Uberlebensrate, vorgestellt.

Inositol-auxotrophe Mutanten zahlreicher Organismen teilen dieses Verhalten.

335 127

.. 334 336 : :
Mutanten aus S.cerevisiae™”, N.crassa’”, U.hordei’””, L.mexicana = und Eizellen aus

Meerschweinchen'?® verlieren ihre Vitalitit sehr schnell nach Inositolentzug.
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Dieser beobachtete Zelltod ist jedoch kein generelles Charakteristikum auxotropher
Mutanten. Viele andere auxotrophen Mutanten stoppen haufig nur das Wachstums, sterben
aber nur langsam ab.'*’

Eine Erkldrung des Phidnomens ,,inositolless death* wurde bisher noch nicht gefunden.
Untersuchungen an S.cerevisiae'> deuten auf eine Ungleichheit zwischen dem Zellvolumen
und der Akkumulation verschiedener cytoplasmatischer Bestandteile hin.

Bereits nach 30 min Inositolentzug zeigen inositol-auxotrophe S.cerevisiae'” eine
verringerte Neusynthese von Phosphatidylinositol. Die Zellen zeigen iiber die ersten 2 h (eine
Generationszeit) eine normale Zellteilung. Nach 2 h stellen die Zellen ihre Zellteilung ein, das
Zellvolumen und die Biosyntheserate von Makromolekiilen bleiben jedoch zunéchst konstant.
Dabei wurde auch eine erhohte spezifische Dichte der Zellen ermittelt. Nach ca. 4 h nimmt
die RNA-, DNA-, Lipid- und Proteinbiosynthese ab, gefolgt von einer Verringerung des
intrazelluliren ATP und K'-Spiegels. Das Absterben der Zellen beginnt nach ca. 4-5 h und ist
nicht mit morphologischen Veridnderungen der Zelle verkniipft.

Durch verschiedene Mallnahmen konnten S.cerevisiae vor dem ,inositolless death*
bewahrt werden. Inhibierung des Wachstums durch Entzug der Kohlenstoff— bzw.
Stickstoffquelle oder osmotischer Stress filhren zu einem deutlichen Anstieg der Anzahl
iiberlebender Zellen. Eine Zugabe von Cycloheximid (inhibiert die Proteinbiosynthese) in den
ersten 1,5 Stunden, fithrt zu einer deutlich erhéhten Vitalitét.

Dieses Verhalten ist auch bei inositol-auxotrophen Mutanten von D.discoideum zu
beobachten. Wie in Abbildung 55 zu sehen, nimmt die Uberlebensrate der inositol-
auxotrophen Mutanten nach einem Inositolentzug iiber einen ldngeren Zeitraum drastisch ab.
Einen 48stiindigen Inositolentzug iiberleben nur ca. 5 % der Zellen. Wird den inositol-
auxotrophen Mutanten parallel neben myo-Inositol auch iiber 48 h die Kohlenstoffquelle
Glucose entzogen, so zeigt sich ein anderes Bild. Die Anzahl an iiberlebenden Zellen steigt
hierbei auf tiber 60 % an.

Das Absterben der inositol-auxotrophen Mutanten auf inositolfreiem Medium kann
jedoch nicht nur durch Entzug der Kohlenstoffquelle, sondern auch durch Entzug der
Stickstoffquelle (Aminoséuren und NHy") inhibiert werden.

Es besteht offensichtlich ein Zusammenhang zwischen Zellwachstum und dem

Absterben der inositol-auxotrophen Mutanten auf inositolfreiem Medium besteht.
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Abbildung 56: Einfluss von Glucosemangel auf die Uberlebensfihigkeit der Zellen

Neben dem Verlust von myo-Inositol als Synthesebaustein konnte auch der
genregulatorische Einfluss von myo-Inositol eine Rolle beim ,,inositolless death* spielen. In
S.cerevisiae zeigen mehrere Enzyme der Phospholipidbiosynthese eine gemeinsame

86351 Dazu gehoren neben der MIPS die Phosphatidylserin Synthase, die

Regulation.
Phosphatidylserin Decarboxylase und die Cytidindiphosphatdiacylglycerin Synthase. Diese
Enzyme werden in Abwesenheit von myo-Inositol und Cholin vollstindig dereprimiert. In
Gegenwart von myo-Inositol werden sie teilweise, und bei gleichzeitiger Anwesenheit von
Cholin vollstindig reprimiert. Cholin alleine zeigt kaum einen Effekt. Interessanterweise
unterliegt die Phosphatidylinositol Synthase nicht dieser Regulation. Die gemeinsame
Regulation von Cholin und myo-Inositol erfolgt dabei auf Tanskriptionsebene (1.3).

Neuere Expressionsstudien®” in S.cerevisiae deuten auch auf eine posttranslationale
Regulation verschiedener Gene durch myo-Inositol hin. Dazu gehdren Gene, die bei der

Biotin-Biosynthese, beim Stickstoffabbau, der Zellwandorganisation und im Acetyl-CoA

Metabolismus involviert sind.

4.3.6 Versuche zur Komplementation von myo-Inositol durch andere
Inositolisomeren und Inositolphosphate

In Kooperation mit Michael Podeschwa (Organische Chemie, Wuppertal)*>

wurde
versucht, die Zugabe von myo-Inositol zum Wachstumsmedium durch andere
Inositolstereoisomere zu ersetzen. Wachstumsversuche der inositol-auxotrophen Mutanten in
Gegenwart von scyllo-, allo- und neo-Inositol zeigten, dass diese Isomere myo-Inositol nicht

ersetzten konnen.
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Pinozytoseexperimente, Inkubationsexperimente mit *H-markiertem InsPs und HPLC-
MDD-Messungen zeigen, dass D.discoideum InsPg aufnehmen und zu myo-Inositol abbauen

365
kann.

Diese Beobachtungen fiihrten zur Uberlegung, dass myo-Inositol durch Abbau von
InsPs gebildet werden konnte.

Das Wachstum der inositol-auxotrophen Mutanten in Gegenwart von InsPg zeigte den
einzigen gravierenden Unterschied zwischen den beiden Mutanten. Ddinol A ist im Gegensatz
zu Ddinol(as) nicht in der Lage auf InsPe-haltigem Medien zu wachsen. Die
Verdopplungszeit von Ddinol(as) auf diesem Medium ist dabei vergleichbar mit der auf

inositolhaltigem Medium. InsPs wird dephosphoryliert und gelangt letztendlich in den

Inositolpool der Zelle.
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Abbildung 57: Wachstum von DdinolA und Ddinol(as) in Gegenwart von 80 uM InsPg

Wachstumsbedingungen: 100 ml FM-Medium (22.5 °C, 120 Upm). (0) DdinolA+ 80 uM InsPg; (0) Ddinol(as)
+80 uM InsPs.

Auch bei einer hoheren Konzentration von InsPg im Medium war kein Wachstum von
DdinolA zu beobachten. Das Wachstum von Ddinol(as) auf InsPs ist vermutlich auf die
verbliebene Restaktivitit der MIPS zuriickzufiihren.

Moglicherweise existiert eine Kompartimentierung der MIPS in D.discoideum. In
diesem Kompartiment konnte endogen gebildetes myo-Inositol fiir das Wachstum essentielle
Aufgaben erfiillen. Die in den Antisense-Mutanten verbliebene Restaktivitit konnte diese
Funktionen noch ausfiillen. Exogenes InsPs oder die durch Abbau resultierenden
dephosphorylierten Produkte wiren nicht in der Lage, in dieses Kompartiment einzudringen
und konnten daher die Funktionen von endogenem myo-Inositol nicht iibernehmen. In der
Literatur sind allerdings keine Hinweise auf eine Kompartimentierung der MIPS zu finden.

Eine Ausnahme ist die chloroplastische Form der MIPS, die neben der cytosolischen Form in
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Algen und héheren Pflanzen entdeckt wurde.”” Wie eigene Experimente zeigten, ist nur eine
geringe Enzymaktivitit in der Membranfraktion zu finden. Eine fraktionierte Trennung der
Membranenbestandteile zeigte keine Fraktion mit einer erhdhten Aktivitdt. Dieses zeigt
deutlich, dass eine Kompartimentierung der MIPS in D.discoideum nicht vorliegt.

Im Medium geloste Nihrstoffe nimmt D.discoideum zum grofiten Teil {iber
Makropinozytose auf.*** Durch verschiedene Fussionsprozesse wird das entstandene
Endosom anschlieBend angesduert und mit lysosomalen Enzymen versetzt. Ein Einfluss von
endogenem myo-Inositol auf diese Fussionsprozesse kann nicht ausgeschlossen werden.

Moglicherweise sind auch inositolhaltige Proteine, z.B. GPI-verankerte Proteine, beim
Abbau von InsPg involviert.

Myo-Inositol konnte auch die Genregulation von Enzymen beeinflussen, die beim
Abbau von exogenem InsPs notwendig sind. Eine regulatorische Funktion von myo-Inositol
auf die Genexpression von D.discoideum konnte jedoch noch nicht nachgewiesen werden.

Fiir einen Abbau von InsPg sind offensichtlich geringe Konzentrationen myo-Inositol
notwendig. Dieses wird auch durch die Beobachtung bestitigt, dass DdinolA bei einem
Zusatz von 80 uM InsP¢ und 25 pM myo-Inositol zum Medium ein normales Wachstum zeigt.

Setzt man die Verbindungen einzeln zu, so ist kein Wachstum zu beobachten.

4.3.7 Inositolmetabolite

4.3.7.1 D-myo-Inositol 3-phosphat und myo-Inositol
Das eigentliche Produkt der durch MIPS katalysierten Reaktion ist D-myo-Inositol 3-

phosphat (Ins(3)P). Jedoch fiihrte das Ausschalten der MIPS zu keiner signifikanten
Anderung der Ins(3)P-Konzentration. Die ermittelten intrazelluliren Konzentrationen lagen
sowohl beim Wildtyp als auch bei den Mutanten im Bereich von 0.6-1.0 pM und waren
unabhéngig von einer myo-Inositolsupplementierung zum Medium.

Dieses lasst sich erkldaren, wenn man bedenkt, dass neben der Neusynthese aus Glucose
6-phosphat verschiedene Wege bestehen iiber die Ins(3)P gebildet werden kann. Eine
Dephosphorylierung von hoherphosphorylierten Inositolphosphaten konnte beispielsweise
den Ins(3)P-Level langere Zeit konstant halten. Die Wachstumsbeeinflussung und die
reduzierte Uberlebensrate nach lingerfristigen Inositolentzug zeigt jedoch, dass ein konstanter
Ins(3)P-Level nicht ausreicht um das Inositoldefizit vollstindig auszugleichen.

Ferner ist es bei der Bestimmungsmethode nicht klar, ob es sich tatsdchlich um Ins(3)P

oder Ins(1)P handelt, da die HPIC-CD eine achirale Analysenmethode ist.
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Wie unter 4.1.1 beschrieben ist die Quantifizierung von Ins(3)P mit Hilfe der HPIC-CD
Analytik mit Fehlern behaftet. Glucose 1-phosphat koeluiert mit dem Produkt der
Enzymreaktion myo-Inositol 3-phosphat. und konnte bisher auch durch Variation der
chromatographischen Bedingungen nur eingeschrénkt von diesem getrennt werden.

Im Gegensatz zur intrazelluldren Ins(3)P-Konzentration fiihrt eine Inkubation von
DdinolA auf inositolfreiem Medium zu einer drastischen Verringerung der intrazelluldren
myo-Inositolkonzentration.

Der Wildtyp AX2 enthilt auf inositolfreiem Medium etwa 35+5 uM myo-Inositol.
Bedingt durch die hohe myo-Inositolkonzentration im Medium der Vorkultur enthielten die
Mutanten zundchst grole Mengen myo-Inositol, die zum grofften Teil auf internalisiertes
Medium zuriickzufiihren sind. Bei aktiv pinozytierenden Zellen kann das internalisierte
Medium bis zu 15 % des Zellvolumens erreichen.’”

Die myo-Inositolkonzentration sinkt schon nach ca. 4 h deutlich unter den Basalwert des
Wildtyps ab und erreicht nach ca. 24 h ein Minimum von unter 5 uM. Ddinol(as) zeigt ein
dhnliches Verhalten, jedoch setzt der starke Konzentrationsabfall etwas spéter ein und das
Konzentrationsminimum liegt etwas iiber 5 uM.

Diese Ergebnisse korrelieren gut mit den ersten sichtbaren phénotypischen

Verianderungen der Mutanten, die nach ca. 5 h auftreten.
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Abbildung 58: Intrazellulire myo-Inositolkonzentration von Wildtypzellen und 24 h auf inositolfreiem
Medium kultivierten inositol-auxotrophen Mutanten

Inkubationsbedingungen: 100 ml FM-Medium in 1000 ml Schiittelkolben (22.5 °C, 120 Upm). Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung aus drei unabhingigen Messungen.

Einen drastischen Riickgang der intrazelluldiren myo-Inositolkonzentration konnte auch

schon bei inositol-auxotrophen Eizellen aus Meerschweinchen beobachtet werden. Hierbei
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sank die intrazelluldre myo-Inositolkonzentration innerhalb von 72 h von 8.5 nmol/mg Protein

auf 0.103 nmol/mg Protein.'*

4.3.7.2 Hoherphosphorylierte Inositolphosphate (InsP,-InsPxs)

Die Abnahme des intrazelluliren myo-Inositollevels fiihrte zur Uberlegung, dass der
Entzug von myo-Inositol im Medium der inositol-auxotrophen Mutanten die intrazelluldren
Konzentrationen verschiedener Inositolphosphaten beeinflussen konnte.

Die inositol-auxotrophen Mutanten zeigten, unabhingig von einer myo-Inositol-
supplementierung, keine bedeutsamen Anderungen im Bereich von InsP,-InsPs gegeniiber

dem Wildtyp.
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Abbildung 59: HPLC-MDD Analyse (saures System) von extrahierten Inositolphosphaten aus 210° Zellen

Wachstumsbedingungen: 400 ml FM-Medium in Fernbachkolben (22.5 °C, 120 Upm). (1) DdinolA?24 h ohne
myo-Inositol; (2) Ddino14 +500 uM myo-Inositol.

Die intrazelluldre Konzentration des physiologisch relevanten Ins(1,4,5)P; wurde fiir
D.discoideum in der Literatur mit 1.5-3 pM?*"® bzw. 6.7 pM>>® angegeben. Aufgrund dieser
geringen Konzentration ist eine Detektion mittels HPLC-MDD nicht mdglich.

Versuche mit einem radioaktiven Verdriangungstest in Zusammenarbeit mit Dr. H.
Lemoine (Uniklinik, Diisseldorf) zeigten, dass DdinolA eine leicht erhohte Ins(1,4,5)Ps-
Konzentration (0.8-1.0 uM) gegeniiber dem Wildtyp (0.5-0.7 uM) zeigen. Ein Inositolentzug
in den inositol-auxotrophen Mutanten fiihrte zu keiner Reduzierung von Ins(1,4,5)Ps.

Ins(1,4,5)P; nimmt eine herausragende Rolle bei der Signaltransduktion hdherer

Organismen ein. Eine dhnliche physiologische Rolle ist in D.discoideum jedoch fraglich, da
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eine mittels homologer Rekombination erzeugte Deletion des PLC-Gens zu keiner
signifikanten Verdnderung des Phénotyps fiihrte.***'®

D.discoideum besitzt einen sehr komplexen Inositolphosphatstoffwechsel. Es sind
Phosphohydrolasen bekannt, die hochphosphorylierte Inositolphosphate gegebenenfalls bis

. o 1
zum myo-Inositol abbauen konnen.'®®

Unter diesem Gesichtspunkt ist es sehr {iberraschend,
dass die inositol-auxotrophen Mutanten unter Inositolmangel keine Verdnderungen bei den
hoherphosphorylierten Inositolphosphaten zeigen.

Der einzige auffillige Unterschied ist eine starke Konzentrationszunahme einer
Verbindung, die mit 2,3-Bisphosphoglycerat koeluiert, wenn die inositol-auxotrophen
Mutanten 24 h auf inositolfreiem Medium inkubierten. Ddinol(as) zeigte dieses Verhalten in

abgeschwichter Form. Dieser Effekt wird in 4.3.8.1 ndher betrachtet.

4.3.7.3 Hochphosphorylierte Inositolphosphate (InsP¢-InsPyg)

Die hochphosphorylierten Inositolphosphate InsPe-InsPg sind in D.discoideum in hohen
Konzentrationen vertreten. Es handelt sich bei InsP; und InsPg um die pyrophosphorylierten
Inositolphosphate D-6-Diphospho-myo-inositolpentakisphosphat und D-5,6-Bisdiphospho-
myo-inositoltetrakisphosphat. Neben D-6-Diphospho-myo-inositolpentakisphosphat ist in
D.discoideum noch D-5-Diphospho-myo-inositolpentakisphosphat zu finden. Die beiden
InsP;-Isomere treten im Verhaltnis von 10:1 auf.

In D.discoideum liegen die intrazelluliren Konzentration von InsP¢ zwischen 300 und
600 pM, von InsP; zwischen 30 und 100 pM und von InsPg zwischen 60 und 300 pM. *°7'%
Diese hohen Konzentrationen fiihrten zur Uberlegung, dass die hochphosphorylierten
Inositolphosphate als ,,Speichermolekiile dienen wund einen intrazelluliren myo-
Inositolmangel liber einen gewissen Zeitraum ausgleichen kdnnten.

Ein Vergleich von Wildtypzellen und inositol-auxotrophen Mutanten zeigt in
Gegenwart von 500 uM myo-Inositol keine Unterschiede bei den hochphosphorylierten
Inositolphosphaten. Ein 24stiindiger Entzug von myo-Inositol im Wachstumsmedium der

inositol-auxotrophen Mutanten fiihrte zu keinen signifikanten Konzentrationsdanderungen.
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Abbildung 60: Einfluss von Inositolmangel auf die intrazellulire Konzentration hochphosphorylierter
Inositolphosphate bei AX2, DdinolA und Ddinol(as).

Wachstumsbedingungen: 400 ml FM-Medium in Fernbachkolben (22.5 °C, 120 Upm). Die Konzentrationen
ergaben sich aus dem Mittelwert dreier unabhidngiger Messungen. Um den Einfluss der Zelldichte auf die

Konzentration der hochphosphorylierten Inositolphosphate zu minimieren wurden die Proben bei einer
Zelldichte von ca. 2.510° Zellen/ml entnommen.
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Die Funktion von InsP¢ und den Diphosphoinositolphosphaten in D.discoideum ist
bisher noch unbekannt.

Allgemein besitzen alle hochphosphorylierten Inositolphosphate die Féhigkeit divalente
und trivalente Metallionen (Ca2+, Mg2+, Zn2+, Fe3+) zu komplexieren. InsP¢ hemmt die durch
Fe’" katalysierte Hydroxylradikalbildung und unterdriickt die Lipidperoxidation.®®® Fiir die
Komplexierung sind die Phosphatgruppen in den Positionen 1,2 und 3 wichtig, die anderen
Gruppen spielen nur eine untergeordnete Rolle. Daher ist anzunehmen, dass die PP-InsPs
Fe>"-Ionen dhnlich komplexieren kdnnen wie InsPe.

In vitro Studien deuten auf eine inhibitorische Wirkung hochphosphorylierter
Inositolphosphate auf Proteine hin, die bei der Endo- und Exozytose eine zentrale Rolle
spielen. Problematisch sind hierbei jedoch die gefundenen Bindungskonstanten (K4 <300 nM)
190.191359 dieser Proteine fiir hochphosphorylierte Inositolphosphate. Die weit iiber diesen Wert
liegenden intrazelluliren Konzentrationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate
wiirden zu keiner Wachstumsphase eine Endo- oder Exozytose zulassen. Jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die tatsdchliche Konzentrationen der hochphosphorylierten
Inositolphosphate durch Kompartimentierung oder Maskierung wesentlich geringer ist. Daher
kann eine Rolle der PP-InsPs bei der Regulation von Exo- und Endozytose nicht
ausgeschlossen werden.

Eine drastische Verminderung der InsPs-Synthese in S.cerevisiae ist mit einem
deutlichen Riickgang des mRNA-Exports aus dem Kern verbunden. Der mRNA-Transport
wird wahrscheinlich durch die Metabolisierung von InsPs zu PP-InsPs und weniger durch
InsP¢ selber regulielrt.3 60.188 O dieses auch bei D.discoideum der Fall ist, konnte jedoch bisher
noch nicht gezeigt werden.

Untersuchungen  bei  S.cerevisiae  deuten auf eine  Beteiligung  der
Diphosphoinositolphosphate bei der Vakuolenbildung hin. Eine Mutation in dem fiir die
InsPs-Kinase kodierenden Gen fithrte zu starken Konzentrationsabnahmen bei den
Diphosphoinositolphosphaten. Diese mutierten Hefezellen zeigen ein geringes Wachstum und
enthalten ungewdhnlich kleine und fragmentierte Vakuolen.'™®

In S.cerevisiae fiihrt die Deletion eines fiir eine Diphosphoinositolpolyphosphat
Synthase kodierenden Gens zu Defekten in der Vakuolenbiosynthese, der Zellwandintegritét
und zu einer erhohten Anfilligkeit der Zellen gegen osmotischen Stress.*®!

Deletionsmutanten der Inositolhexakisphosphat Kinase bei D.discoideum zeigen
phénotypisch nur geringe Verinderungen. Es wurden keine Anderungen in der Endozytose,

im Zellwachstum und in der ZellgréBe entdeckt.'*®
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass ein Inositolmangel bei den inositol-
auxotrophen Mutanten keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen der
hochphosphorylierten Inositolphosphate InsP¢-InsPs zeigt.

Trotz der hohen Konzentrationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate ist es
D.discoideum nicht mdglich einen myo-Inositolmangel auszugleichen.

Eventuell sind die hochphosphorylierten Inositolphosphate essentiell fiir lebenswichtige
Funktionen der Zelle, so dass eine strikte Regulation den Abbau dieser Verbindungen
verhindert.

Eine Erkldrung konnten ,futile“ Substratzyklen bieten, die den Gehalt der
hochphosphorylierten Verbindungen konstant halten. Die Inkubation von cytosolischen
Extrakten aus D.discoideum mit InsPs in Gegenwart eines ATP-regenerierenden Systems
filhrt zu keiner signifikanten Dephosphorylierung.'’® Ohne Zusatz von ATP kommt es
hauptsédchlich zur Bildung von Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps. Aus diesen Resultaten
wurden ,futile” Substratzyklen zwischen InsPs und den beiden Inositolpentakisphosphaten
postuliert. An diesem Prozess beteiligt ist wahrscheinlich die inzwischen gereinigte und
charakterisierte Inositolpentakisphosphat 3/5 Kinase.'”” Die physiologische Bedeutung dieser
ATP-verbrauchenden Zyklen ist noch nicht bekannt.

In den inositol-auxotrophen Mutanten bleibt die ATP-Konzentration bei Inositolentzug
zundchst konstant bei ca. 1 mM. Erst mit dem Absterben der Zellen sinkt die ATP-

Konzentration deutlich ab.
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Abbildung 61: Zeitlicher Verlauf der ATP-Konzentration unter Inositolmangel am Beispiel von DdinolA

Die ATP-Konzentration ist vermutlich ausreichend fiir die Aufrechterhaltung der
»futilen* Substratzyklen und kénnte die InsPg-Konzentration bis zum Tod der Zelle konstant

halten.
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4.3.7.4 Phosphatidylinositol und Phosphatidylinositolphosphate

Phosphatidylinositol ist unter den Membranlipiden einzigartig, da es an mehreren
Stellen reversibel phosphoryliert werden kann und dabei eine Vielzahl unterschiedlicher
Phosphatidylinositolphosphate bilden kann.

Um den Einfluss der Inositol-Auxotrophie auf die Konzentrationen von
Phosphatidylinositol und Phosphatidylinositolphosphaten zu bestimmen, wurde ein System
etabliert, um isolierte und deacylierte Phosphatidylinositole durch HPIC-CD Analytik zu
quantifizieren (3.5).

Abbildung 62 =zeigt ein Ubersichtschromatogramm isolierter und deacylierter
Phospholipide aus AX2. Mit Hilfe von Standardsubstanzen wurden PtdIns, PtdIns(4)P,
PtdIns(3)P und PtdIns(4,5)P, entsprechend ihrer Retentionszeit den Signalen zugeordnet.
Weitere Phosphatidylinositolphosphate wurden nicht gefunden.

30
| cr 75 mM KOH
20
PtdIns
(/7] i
N i
PtdIns(4)P
T ] PtdIns(3)P
10 1
i PtdSer ]
i h PtdIns(4,5)P,
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Abbildung 62: HPIC-CD Analytik einer deacylierten Priparation aus D. discoideum AX2

min

Injektion eines Aquivalents von 2:10%7 Zellen.

Im Verlauf der Experimente zeigte sich, dass PtdIns zeitgleich eine zweite Substanz
koeluierte. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um Phosphatidylglycerol. Die Koelution
von PtdIns und Phosphatidylglycerol in der HPIC-CD Analytik ist seit ldngerer Zeit
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%2 Die Isolierung des Peaks, Deglycerierung, anschlieBende Dephosphorylierung

bekannt.
und Quantifizierung des resultierenden myo-Inositols zeigte, dass nur ein Teil des Peaks auf
Phosphatidylinositol zuriickzufiihren ist.

Inositolentzug fiihrt bei den inositol-auxotrophen Mutanten zu einem starken Riickgang
an PtdIns und PtdIns(4,5)P,. Die Konzentrationen an PtdIns(3)P und PtdIns(4)P werden durch
den Inositolentzug kaum beeinflusst. Die nachfolgende Tabelle zeigt den Einfluss von

24stiindigem Inositolmangel bei Ddinol A und Ddinol (as) gegeniiber dem Wildtyp AX2.

uM AX2 AX2 DdinolA DdinolA Ddinol(as) Ddinol(as)
H ) (H) ) ) )

PtdIns 125 65 125 4.7

PtdIns(4)P 1,3 1.2 1.2 1.2 1.1 1.1

PtdIns(3)P 0.7 0.7 0.8 0.8 0.7 0.6

PtdIns(4,5)P, 0.8 0.6 1.1 0.2 0.6 0.1

Tabelle 42: Auswirkungen des Inositolmangels auf die Konzentrationen von Phosphatidylinositol und
Phosphatidylinositolphosphate des Wildtyps und der inositol-auxotrophen Mutanten

(+) Zellen in Gegenwart von 500 uM myo-Inositol gewachsen; (-) Zellen nach 24stiindigem Inositolentzug.

PtdIns ist in D.discoideum eines der Hauptmembranbestandteile. Es nimmt in
vegetativen Zellen ca. 6 % und in der Plasmamembran ca. 8 % aller Phospholipide ein.***
Neben einem starken Riickgang der Neusynthese von PtdIns bei Inositolentzug in inositol-

129 wurde auch eine Abnahme der PtdIns-Konzentration bei inositol-

auxotrophen S.cerevisiae
auxotrophen Eizellen des Hamsters beobachtet. Damit verbunden war eine Zunahme der
Phosphatidylglycerol-Konzentration. Die Autoren vermuteten, dass in der Membran
Phosphatidylinositol durch Phosphatidylglycerol ersetzt wurde.'”® Ob dieses auch bei
D.discoideum der Fall ist, konnte nicht ermittelt werden. Die Abnahme der PtdIns-
Konzentration unter Inositolentzug bei DdInolA konnte nicht im HPIC-CD Chromatogramm
beobachtet werden, sondern erst nach Isolierung des Peaks, Degradation des PtdIns durch
Deglycerierung und Dephosphorylierung und amperometrischer Detektion des resultierenden
myo-Inositols. Die Tatsache, dass die Signalintensitit im HPIC-CD Chromatogramm nicht
abnimmt, die PtdIns-Konzentration jedoch stark zuriickgeht, deutet auf eine erhohte
Phosphatidylglycerol-Konzentration hin.

Die Konzentrationsabnahme an PtdIns setzt in den Mutanten frith ein. Nach 8 h

Inositolentzug sinkt PtdIns auf ca. 1/10 der Ausgangskonzentration ab. Dieses ist fiir DdinolA
exemplarisch in Abbildung 63 wiedergegeben.
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Abbildung 63: Zeitliche Abnahme der PtdIns-Konzentration unter Inositolmangel bei DdinolA

Die relativen Mengen PtdIns(4,5)P, von 1.3 % bezogen auf den PtdIns-Gehalt bewegen
sich in D.discoideum in der gleichen GroBenordnung wie bei Sdugerzellen. Ein 24stiindiger
Inositolentzug fiihrt sowohl bei DdinolA als auch bei Ddinol(as) zur Absenkung der
intrazelluldren PtdIns(4,5)P,-Konzentration auf ca. 20 % gegeniiber auf myo-Inositol
gewachsenen Vergleichszellen.

Der Riickgang der PtdIns(4,5)P,-Konzentration setzt dabei schon friih ein. Nach 4 h ist

das intrazellulire PtdIns(4,5)P, auf ca. 20 % der Ausgangskonzentration abgesunken.
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Abbildung 64: Zeitliche Abnahme der PtdIns(4,5)P,-Konzentration bei DdinolA unter Inositolmangel.

Die Biosynthese von PtdIns(4,5)P, erfolgt aus PtdIns iiber PtdIns(4)P (1.8.3). Obwohl
sowohl PtdIns als auch PtdIns(4,5)P, unter Inositolentzug stark zuriickgehen, bleibt die
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PtdIns(4)P-Konzentration in den inositol-auxotrophen Mutanten konstant. Eine mdgliche
Erkldrung konnte in den unterschiedlichen Geschwindigkeiten der am Phosphatidylinositol-
phosphatstoffwechsel beteiligten Enzyme liegen.

D.discoideum zeigt einen ungewohnlich hohen Anteil von PtdIns(3)P. Dieser betrégt ca.
40 % der gesamten Phosphatidylinositolmonophosphat-Fraktion. Bei Sadugerzellen nimmt
PtdIns(3)P nur ca. 2-5 % dieser Fraktion ein.*®® Die relativen Mengen an PtdIns(4)P von 2.7
% bezogen auf den PtdIns-Gehalt bewegen sich in der gleichen GroBenordnung wie bei
Saugerzellen.

Im Gegensatz zu den Inositolphosphaten zeigt ein Inositolentzug starke Auswirkungen
auf die Konzentrationen der membrangebundenen Verbindungen PtdIns und PtdIns(4,5)P; in
den inositol-auxotrophen Mutanten. Dieses spiegelt wahrscheinlich die Tatsache wieder, dass
der  Phosphatidylinositolphosphatstoffwechsel ~ wesentlich ~ schneller ist als  der
Inositolphosphatstoffwechsel. Fithrt man *H-markiertes myo-Inositol durch Elektroporation in
D.discoideum ein, so wird es wesentlich schneller in PtdIns und PtdIns(4,5)P, eingebaut als in
Inositolphosphate.*®*

Die Bildung von PtdIns aus myo-Inositol und die Phosphorylierung iiber PtdIns(4)P zu
PtdIns(4,5)P, geschehen sehr schnell. PtdIns(4,5)P, kann anschlieBend {iber Phospholipase C
zu Ins(1,4,5)P; abgebaut werden. Durch sukzessive Dephosphorylierung von Ins(1,4,5)P5 ist
es moglich wieder myo-Inositol zu bilden. Die starken Verluste an myo-Inositol und PtdIns
innerhalb von 24 h deuten jedoch darauf hin, dass es in D.discoideum kein ,,Recycling von
myo-Inositol gibt.

Es stellt sich die Frage, welche metabolischen Wege das myo-Inositol einschldgt. Eine
Moglichkeit wire der Einbau des myo-Inositols in Inositolphosphate. Die Konzentrationen der
hochphosphorylierten Inositolphosphate (InsPe-InsPg) bleibt zwar in den inositol-auxotrophen
Mutanten wihrend des Inositolentzugs konstant, sie sind jedoch wesentlich hoher als die myo-
Inositolkonzentration. Ein Zufluss von myo-Inositol beeinflusst diesen Pool nur unwesentlich.

Ein Verlust an myo-Inositol konnte auch durch Abbau zu Glucuronsiure erfolgen.
Dieses kann danach iiber D-Xylulose 5-phosphat in den Pentosephosphatzyklus eingefiihrt

werden.® Es ist nicht bekannt, ob dieser Stoffwechselweg in D.discoideum eine Rolle spielt.
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4.3.8 Veranderungen anderer, nicht inositolhaltiger Metabolite

4.3.8.1 2,3-Bisphosphoglycerat

Wie schon berichtet, reichert sich in den inositol-auxotrophen Mutanten bei
Inositolentzug eine Verbindung an, die mit 2,3-Bisphosphoglycerat koeluiert. Dieses ist in

Abbildung 65 exemplarisch am Beispiel DdinolA gezeigt.

— 5 nmol 2,3-Bisphosphoglycerat

— Ddinol A (+)
— Ddinol A (-) E),zAUs%

15 20 25 30 35 40

Zeit [min]

Abbildung 65: Konzentrationsanstieg einer Verbindung die mit 2,3-BPG koeluiert
HPLC-MDD (alkalisches System) eines Perchlorsiureextrakts von 1:10% Zellen

Die Identifizierung der Substanz als 2,3-BPG erfolgte durch Inkubation eines
Perchlorsdureextrakts von DdinolA mit Phosphoglycerat-Mutase (EC 2.7.5.3). Dieses Enzym
wirkt in Gegenwart von 2-Phosphoglykolat als spezifische 2-Phosphatase, und baut 2,3-
Bisphosphoglycerat zu 3-Phosphoglycerat ab. Die nachfolgende Abbildung zeigt deutlich den
zeitlichen Abbau der angereicherten Substanz und damit die Identifizierung als 2,3 BPG.
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Abbildung 66: Identifizierung von 2,3-BPG in Zellextrakten von DdinolA durch Abbau mit 2,3-
Bisphosphoglycerat-Phosphatase

HPLC-MDD (alkalisches System) von 2:10* Zellen (Ddinol A, 24 h ohne myo-Inositol). Zusatz von 250 mU 2,3-
Bisphosphoglycerat Phosphatase.

Der Anstieg des intrazelluldren 2,3-BPG beginnt nach etwa 4 h und erreicht nach etwa
18 h ein Maximum von ca. 90 mM. Mit dem Absterben der Zellen sinkt der 2,3-BPG-Spiegel
wieder ab.

Die intrazelluldre Konzentration von 2,3-BPG im Wildtyp betrdgt bei exponentiell
wachsenden Zellen ca. 8 pM.** Die intrazellulire Konzentration von 2,3-BPG in den
Mutanten liegt in Gegenwart von myo-Inositol niedriger (ca. 2-4 uM). Ein 24stiindiger
Inositolentzug fiihrt zu einer 30-70fachen Konzentrationserhohung. In abgeschwéchter Form

ist diese Konzentrationserhohung auch bei Ddinol(as) zu beobachten (10-15fach).
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Abbildung 67: Zeitlicher Verlauf der intrazelluliren 2,3-Bisphosphoglyceratkonzentration bei
DdinolA unter Inositolmangel
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Synthese und Abbau von 2,3-BPG sind Nebenwege der Glycolyse. Die
Bisphosphoglycerat-Mutase wandelt 1,3-BPG in 2,3-BPG um, das wiederum durch die 2,3-
Bisphosphoglycerat-Phosphatase zu 3-Phosphoglycerat hydrolysiert wird. Die Synthese und
der Abbau von 2,3-BPG sind nahezu irreversibel.

Wabhrscheinlich ist der Anstieg an 2,3.BPG auf eine erhohte Aktivitit der
Bisphosphoglycerat-Mutase zuriickzufiihren. Die Inkubation von Zellextrakten aus DdinolA
mit 1,3-Bisphosphoglycerat zeigte eine 2-3fach erhdhte Aktivitit gegeniiber dem Wildtyp.
Eine geringere Abbaurate von 2,3-BPG konnte bei Inositolentzug in den Mutanten nicht
bemerkt werden.

Geringe Mengen 2,3-BPG werden in der Glycolyse benétigt. Die Phosphoglycerat-
Mutase, das Enzym, das die Umwandlung von 3-Phosphoglycerat in 2-Phosphoglycerat
katalysiert, bendtigt zur Aktivierung katalytische Mengen von 2,3-BPG. 2,3-BPG
phosphoryliert einen Histidinrest im aktiven Zentrum, wodurch die aktive Form des Enzyms
entsteht.

Neben dieser urspriinglichen Funktion dient 2,3-BPG bei Sdugererythrozyten zur
Modulation der Sauerstoffaffinitit des Himoglobins, indem es die deoxygenierte Form des
Hamoglobins stabilisiert. 2,3-BPG tritt in den meisten Zelllinien nur in Spuren auf. In
Saugererythrozyten liegt es jedoch in Konzentrationen von bis zu 4 mM vor.

Eine weitere bekannte Funktion von 2,3-BPG ist die in vitro Inhibierung der myo-
Inositol 1,4,5-trisphosphat 5-Phosphatase. In D.discoideum wurden bisher 4 Gene
identifiziert, die Homologien zu 5-Phosphatasen aus anderen Organismen zeigen.””' Die
Inaktivierung eines der vier Gene fiihrte zu Defekten im Wachstum und bei der Entwicklung.

Eine myo-Inositol 1,4,5-trisphosphat 5-Phosphatase wurde in unserem Arbeitskreis aus
D.discoideum isoliert.’® Dieses Enzym ist in der Lage sowohl Ins(1,4,5)P; als auch
PtdIns(4,5)P; spezifisch in der 5-Position zu dephosphorylieren. Es zeigte sich, dass unter den
gleichen Konzentrationsverhiltnissen von Ins(1,4,5)Ps; zu 2,3-BPG, wie in der Zelle in vitro
vorliegen, die Abbaurate von Ins(1,4,5)P; um iiber 80% verlangsamt wurde.

Diese Inhibierung ist auch aus anderen Zelllinien bekannt. Beispielsweise fiihrt ein
Zusatz von 2,3-BPG zu permeabilisierten Pancreas-Acinar-Zellen bei Erregung durch
Cholecystokinin-Octapeptid (sekretionsstimulierend) dazu, dass sowohl der intrazelluldre
Ca’"-Spiegel als auch die Ins(1,4,5)Ps-Konzentration fiir ein bestimmtes Zeitintervall im
Vergleich zur Kontrolle erhdht waren.’® Bei endokrinen Zellen des Pankreas wird sogar ein

regulatorischer Einfluss dieser Wechselwirkung vermutet, da die durch externe Glucose
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stimulierte Inositol-Sekretion der Zellen mit betréchtlichen Verdnderungen einer Reihe von
Glycolyse-Zwischenprodukten verbunden ist.*®’

Bei dem Anstieg von 2,3-BPG konnte es sich um eine Art ,rescue““-Mechanismus
handeln. Hypothetisch sind die Zellen durch Anderungen der 2,3-BPG-Konzentration in der
Lage, Einfluss auf die myo-Inositol 1,4,5-trisphosphat 5-Phosphatase Aktivitdt zu nehmen.
Folglich konnte sich der Anstieg der 2,3-BPG-Konzentration auf die Konzentrationen von
Ins(1,4,5)Ps, Ins(1,4)P, und PtdIns(4,5)P, auswirken.

Die Inhibierung der myo-Inositol 1,4,5-trisphosphat 5-Phosphatase durch 2,3-BPG
konnte den Abbau der physiologisch wichtigen Molekiile Ins(1,4,5)P3; und PtdIns(4,5)P; iiber
einen lingeren Zeitraum einschrinken, und so D.discoideum ein lingeres Uberleben
ermoglichen. Wihrend des Inositolentzugs bleibt jedoch nur die Ins(1,4,5)P;-Konzentration
konstant, die PtdIns(4,5)P,-Konzentration nimmt auf etwa 30 % ab. Allerdings setzt diese
Konzentrationsabnahme sehr frith ein und erreicht nach 4 h ein Minimum. Zu diesem
Zeitpunkt beginnt der 2,3-BPG-Level erst allmdhlich anzusteigen. Die Stabilisierung der
PtdIns(4,5)P,-Konzentration nach 4 h konnte ein weiteres Indiz fiir einen ,rescue‘-

Mechanismus des 2,3-BPG’s sein.

4.3.8.2 Phospholipide

Die Biosynthese verschiedener Phospholipide wird in Hefen durch myo-Inositol auf
Transkriptionsebene reguliert (1.3). Neben der Reprimierung der MIPS, wird auch die
Expression verschiedener, fiir die Phosphatidylcholin-Biosynthese bendtigter Enzyme, durch
myo-Inositol reguliert.*®

Zusétzlich gibt es Hinweise auf eine posttranslationale Regulation verschiedener, fiir die
Membranbiosynthese wichtigen, Enzyme durch myo-Inositol. Beispielsweise wird die
Aktivitdit der Phosphatidylglycerolphosphat Synthase, einem bei der Biosynthese von

Cardiolipin beteiligtem Enzym, durch myo-Inositol reprimiert.*®®

Ob  myo-Inositol
Proteinkinasen deaktiviert, oder Proteinphosphatasen aktiviert, ist noch Gegenstand der
Forschung.

Neben dem Riickgang an PtdIns und PtdIns(4,5)P, zeigte ein Inositolentzug keine
weiteren Auswirkungen auf die Phospholipidzusammensetzung von Ddinol A.

Die durchgefiihrten HPLC-Analysen der deacylierten Phospholipide (4.3.7.4) und
Literaturhinweise'*® deuten jedoch darauf hin, dass der Riickgang an PtdIns mit einer

Zunahme an Phosphatidylglycerol verbunden ist. Dieses konnte jedoch noch nicht belegt

werden.

144



Ergebnisse und Diskussion

HPLC-Analysen zeigten keine Verdnderungen in der Konzentration an
Phosphatidylserin, Cardiolipin und Phosphatidat. Zwitterionische Verbindungen wie
Phosphatidylcholin,  Phosphatidylethanolamin und die plasmalogene Form des
Phosphatidylethanolamin konnten auf der Anionenaustauschersdule nicht analysiert werden.
Diinnschichtchromatographische Trennungen zeigten jedoch, dass der Inositolentzug die

Konzentrationen dieser Hauptmembranbestandteile nicht beeinflusst.

4.3.9 Adhasion, Endozytotische Eigenschaften, und Zytokinese

Die Funktionen der inositolhaltigen Metabolite in D.discoideum sind noch weitgehend
unbekannt. Das  Ausschalten der MIPS fiihrt bei vegetativen Zellen zu
Konzentrationsdnderungen einiger Metabolite. Nachfolgend werden verschiedene
Experimente beschrieben, deren Ziel es war, die ermittelten Konzentrationsdnderungen von
myo-Inositol, PtdIns und PtdIns(4,5)P, mit phénotypischen Verdanderungen zu korrelieren.

In der Literatur wird iiber die Rolle verschiedener Phosphoinositide und
Inositolphosphate bei der Endozytose und Membranrecycling, bei der Organisation des
Zytoskeletts und der Zytokinese diskutiert (1.8.3). Dementsprechend stehen endozytotische
Prozesse wie Pinozytose und Phagozytose, Zelladhdsion, Membranrecycling und Zytokinese

im Mittelpunkt der Betrachtung.

4.3.9.1 Adhision und Aggregation

D.discoideum besitzt mindestens zwei funktionell unabhéngige Rezeptorsysteme, die
unterschiedliche Substrateigenschaften erkennen. So vermitteln nicht-spezifische Rezeptoren
die Bindung durch hydrophobe Wechselwirkungen, und Lectin-artige Rezeptoren die
spezifische Bindung an glucosylierten Oberflidchen.

Durch Selektion von Zellen, die keine schweren Wolframpartikel phagozytieren bzw. in
Phosphatpuffer keine Zellaggregate bilden, wurden sogenannte phg-Mutanten isoliert, die sich
durch einen Defekt in der nicht-spezifischen Erkennung auszeichnen.’” Die Zellen haben
einen pleiotropen Phinotyp. Sie vermdgen keine Partikel mit hydrophiler Oberfldche (z.B.
Bakterien ohne terminale Zuckerreste, proteinbeschichtetes Latex, Erythrozyten) zu
phagozytieren, adhdrieren nicht an hydrophilen Oberflichen (z.B. mit Medium beschichtetes
Polystyrol) und zeigen Defekte in der Zytokinese (Akkumulation von mehrkernigen Zellen).
Dagegen sind die Zellen bei der zuckerspezifischen Erkennung intakt. Sie phagozytieren

glucosylierte Modellpartikel und Bakterien mit terminalen Glucose-Resten (E.coli B/r). Auch
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die Phagozytose von hydrophoben Partikeln und die Adhdsion an hydrophoben Oberflichen
zeigt keine Storungen.

Ausgehend von den phg-Mutanten wurden Mutanten isoliert, die neben dem Defekt in
der nicht-spezifischen Erkennung auch Defekte in der Erkennung von glucosylierten
Oberflichen zeigen.’® Die glc-Mutanten sind weder auf hydrophilen noch auf glucosylierten
Oberfldchen adhidsiv und phagozytieren in geschiittelten Suspensionen weder Bakterien noch
glucosylierte Latexpartikel. Unter Ausschaltung von Scherkriften auf Agarplatten
phagozytieren sie jedoch ohne Probleme.

Revertanten, die wieder an hydrophilen Oberflichen adhédrieren, zeigen auch alle
anderen phinotypischen Eigenschaften des Wildtyps.’”® Dieses deutet darauf, dass die
Adhision von Partikeln, die Adhédsion an Oberflachen, die Phagozytose von Partikeln und
auch die EDTA-sensitive Aggregation miteinander verwandte Prozesse sind und vermutlich
eine gemeinsame molekulare Basis besitzen. Die Adhdsion an Oberflichen kann als
»frustrierte* Phagozytose eines unendlich grofen Partikels verstanden werden.

Diese Vermutung wird auch durch neuere Arbeiten bestitigt. Es wurden zwei REMI-
Mutanten isoliert, phgl genannt, die Defekte in der Phagozytose zeigen. Diese Mutanten
zeigten eine Insertion in einem Gen, dass fiir ein Membranprotein mit neun Transmembran-
Helices kodiert. PHGI ist der erste beschriebene Phagozytoserezeptor in D.discoideum und
konnte mit dem nicht-spezifischen Rezeptor identisch sein. Das Ausschalten dieses Gens fiihrt
zu einem Phénotyp dquivalent zu dem der phg-Mutanten.””'

Werden die inositol-auxotrophen Mutanten auf hydrophilen Polystyrol-Oberflaichen
submers ohne myo-Inositol inkubiert, so zeigt sich anfangs kein Unterschied zum Wildtyp.
Die Zellen adhédrieren zundchst normal. Nach einiger Zeit wird der Kontakt jedoch schwicher
und endet in einem vollstdndigen Ablosen der Zelle vom Substrat.

Wie Abbildung 68 zeigt, sind tiber 90 % der Wildtypzellen und der in Gegenwart von
500 uM myo-Inositol wachsenden inositol-auxotrophen Mutanten auf hydrophilen Polystyrol-
Oberflichen adhésiv. Im Vergleich zum Wildtyp adhidrieren nur noch 50 % der DdinolA-

Zellen nach 24 h Inositolentzug. Ddinol(as) zeigte ein analoges Adhdsionsverhalten.
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Abbildung 68: Vergleich des Adhisionsverhaltens des Wildtyps AX2 und der inositol-auxotrophen
Mutanten

Zellen des Wildtyps AX2 und der inositol-auxotrophen Mutanten DdinolA und Ddinol(as) wurden in FM-
Medium angezogen (100 ml, 22.5 °C, 120 Upm) und auf ihr Adhésionsverhalten untersucht. (+) + 500 uM myo-
Inositol; (-) 24 h ohne myo-Inositol.

Abbildung 69 zeigt den zeitlichen Verlauf der Adhédsion der inositol-auxotrophen
Mutanten bei Inositolentzug. Nach ca. 16 h beginnt eine deutliche Abnahme der Adhéision. Im
weiteren Verlauf des Inositolentzugs nimmt die Adhésion drastisch ab. Nach 32 h sind nur

noch 10 % der DdinolA-Zellen bzw. 20 % der Ddinol(as)-Zellen adhisiv.
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Abbildung 69: Einfluss von Inositolmangel auf die Adhésion von DdinolA und Ddinol(as)

Zellen der inositol-auxotrophen Mutanten DdinolAund Ddinol(as) wurden in FM-Medium ohne myo-Inositol
kultiviert (100 ml FM-Medium, 22 °C, 120 Upm). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen
und auf ihr Adhésionsverhalten untersucht.
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Ob, und in welcher Weise inositolhaltige Metabolite an der Adhédsion an Oberflachen
beteiligt sind, konnte bisher noch nicht ermittelt werden. Es ist jedoch bekannt, dass bei
Makrophagen die Konzentrationen an Ins(1,4,5)P;, Ins(1,3,4)P; und Ins(1,3,4,5)Ps bei
Adhision an Glasoberflachen drastisch ansteigen und nach einigen Minuten wieder auf den

Ausgangswert absinken.’’?

Eine Moglichkeit zur schnellen Quantifizierung der Uberlebensrate ergab sich durch die
Beobachtung, dass dem Vitalitdtsverlust der inositol-auxotrophen Mutanten bei
langerfristigen Inositolentzug ein Verlust ihrer Adhésionsfahigkeit auf hydrophilem
Polystyrol vorangeht. Nach 20-28 h verliert ein groBer Anteil der inositol-auxotrophen
Mutanten ihre Adhésivitidt. Mit einer Verzogerung von 3-4 h sterben die nichtadhdsiven
Zellen anschlieBend ab. Diese Korrelation wurde ausgenutzt, um versuchsbegleitend die

Uberlebensrate der Zellen zu bestimmen.
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Abbildung 70: Korrelation der Adhision und der Uberlebensrate von DdinolA

DdinolA wurde in FM-Medium ohne myo-Inositol kultiviert (100 ml, 22 °C, 120 Upm). Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und auf ihr Adhdsionsverhalten getestet. Die Anzahl von iiberlebenden
Zellen wurde durch Ausbringen eines Aliquots von ca. 100 Zellen in eine Petrischale (10 ml FM-Medium, + 500
uM myo-Inositol), fiinftagige Inkubation bei 22.5 °C und Auszéihlen der sichtbaren Klone bestimmt. Die Daten
stellen Mittelwerte aus drei unabhingigen Messungen dar.

Bei Nahrungsmangel tritt zundchst das EDTA-sensitive Aggreationssystem ,,contact site
B« in Erscheinung. Eine wichtige Rolle spielt hierbei das Protein gp24 (DdCAD-1).>"*"
Dieses Protein wird direkt zu Beginn der Hungerphase exprimiert und nicht auf Bakterien
wachsenden Zellen exprimiert. Anfangs ist gp24 groftenteils im Cytosol zu finden und ist in

der Plasmamembran nur leicht angereichert. Wahrend der Aggregation wird es jedoch stark
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an der dulleren Seite der Plasmamembran angereichert. Es handelt sich hierbei um ein
lI6sliches Protein, das iiber die kontraktiler Vakuole die Zelloberflache erreicht.’”® Ein nicht
unerheblicher Teil des sekretierten Proteins ist mit der AuBenseite der Plasmamembran Ca*'-
abhingig assoziiert. Gegen DdCAD-1 gerichtete Antikorper blockieren die Bildung EDTA-
sensitiver Kontakte zwischen den Zellen,*’%7778

Abbildung 71 =zeigt einen Vergleich der EDTA-sensitiven Aggregation von
Wildtypzellen und inositol-auxotrophen Mutanten als prozentuale Zellzahl bezogen auf die
Ausgangszellzahl. Die Mutanten zeigen nicht nur in Gegenwart von myo-Inositol, sondern
auch nach 24stiindiger Inkubation in inositolfreiem Medium keine EDTA-sensitive

Aggregation. Ein Zusatz von myo-Inositol zum Aggregationspuffer zeige keinen Einfluss auf

dieses Verhalten.
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Abbildung 71: Vergleich der EDTA-sensitiven Aggregation
(A) AX2; (m) DdinolA4; (o) DdinolA 24 h ohne myo- Inositol; (w) Ddinol(as); (0) Ddinol(as) 24 h ohne myo-

Inositol.

Die fehlende EDTA-sensitive Aggregation ist neben dem Wachstumsdefekt auf
Bakterien die einzige phéanotypische Verdnderung gegeniiber dem Wildtyp, die in Gegenwart
von myo-Inositol auftritt. Wahrend das fehlende Wachstum auf Bakterien wahrscheinlich auf
Inositolmangel durch die geringere Pinozytoserate wihrend der Phagozytose zuriickzufiihren
ist, gestaltet sich eine Erkldrung fiir die Defekte in der EDTA-sensitiven Aggregation
problematischer. Ein Inositolmangel kann fiir die fehlende EDTA-sensitive Aggregation nicht

verantwortlich sein, da die Aggregation bei AX2 schon nach 1-2 Minuten mikroskopisch
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beobachtet wird. Innerhalb dieses kurzen Zeitraumes diirfte das intrazelluldre myo-Inositol
ausreichen, um jegliches Defizit einer inositolhaltigen Verbindung auszugleichen.

Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Membranzusammensetzung
der inositol-auxotrophen Mutanten in Gegenwart von myo-Inositol vom Wildtyp
unterscheidet. In der Membranebene kommt es durch die gleichzeitige Beeinflussung negativ
geladener Lipide mit positiv geladenen Proteinen zur Bildung von Mikrodoméanen. Dieses und
Anderungen in der Membranfluiditit kdnnten zu einer veriinderten Rekrutierung von bei der

Adhision beteiligter Molekiile fiihren.

4.3.9.2 Phagozytose

Bei der Phagozytose handelt es sich um einen zelluldren aktinabhdngigen Prozess, bei
dem Partikel durch Pseudopodien umflossen und nach Fusion internalisiert werden. Die
Phagozytose wird bei sogenannten ,,professionellen Phagozyten, wie z.B. Amodben und
Ciliaten, gefunden. Diesen Zellen dient die Phagozytose als Nahrungsaufnahme dient.*” Sie
ist jedoch auch bei Makrophagen und den neutrophilen Granulocyten des Immunsystems zu
finden, die eingedrungene Fremdorganismen phagozytieren und abtdten.

Die Phagozytose ergibt sich aus einer koordinierten Abfolge verschiedener
Teilvorgédnge, die durch die Erkennung und Bindung des Partikels mit Hilfe von spezifischen
Rezeptoren eingeleitet wird. Fiir diese Erkennungs- und Bindungsvorginge sind
wahrscheinlich dieselben Wechselwirkungen verantwortlich, die bei der Zelladhédsion an

- . 380,381
Oberflachen dienen.”™

In D.discoideum sind bei der Phagozytose zwei unterschiedliche
Rezeptorsysteme involviert.’® Ein lektin-artiger Rezeptor bindet spezifisch Partikel bzw.
Bakterien mit terminalen Glucose-Enden, der zweite nicht-spezifische Rezeptor bindet
Partikel durch hydrophobe Wechselwirkungen.

Die Rezeptor-Ligand Wechselwirkung triggert ein Signal durch die Plasmamembran,
das tlber aktinbindende Proteine die lokale Reorganisation des Zytoskeletts bewirkt. In
D.discoideum wird dieser Prozess vermutlich {iber ein heterotrimeres G-Protein vermittelt.***
Eine Beteiligung von Tyrosinkinasen, GTPasen, Phosphatidylinositolphosphaten und Ca*" an
dieser Signalvermittlung wird auch diskutiert.**’

Das Aktin-Zytoskelett beginnt die Plasmamembran um das Objekt zu schieben. Dabei
bilden sich immer neue Rezeptor-Liganden Paare ,zipper model“.***** AnschlieBend
fusioniert die Plasmamembran am Ort des Partikeleintritts und schniirt den Partikel in ein

Vesikel ein. Es entsteht ein primdres Phagosom, das in die Zelle bewegt wird. Danach wird
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die Aktinhiille entfernt, das neugebildete Phagosom verschmilzt mit Lysosomen und wird
dem Abbauweg zugefiihrt.

386 In der letzten

Die hauptséichliche Regulation der Phagozytose erfolgt liber F-Aktin
Zeit wurden verschiedene regulatorische Proteine beschrieben, die bei der phagozytotischen
Aufnahme von Partikeln eine Rolle spielen. Viele dieser regulatorischen Proteine sind in der
Lage mit Phosphatidylinositolphosphaten zu interagieren.”®’

Um den Einfluss von inositolhaltigen Metaboliten auf die Phagozytose zu untersuchen,
wurden die inositol-auxotrophen Mutanten mit carboxylierten Polystyrolpartikeln oder mit
fluoreszenzmarkierten Bakterien inkubiert und danach die zeitabhdngig internalisierte
Partikel- bzw. Bakterienanzahl pro Zelle bestimmt.

Die inositol-auxotrophen Mutanten phagozytieren carboxylierte Modellpartikel in
Gegenwart von myo-Inositol etwas schwiécher als der Wildtyp. Sowohl die geringere
Aufnahmerate der Zellen innerhalb des linearen Anstiegs als auch die geringere maximal

internalisierte Partikelzahl sind zum Teil auf die geringere ZellgroBe und der daraus

resultierenden geringeren Zelloberflache zuriickzufiihren.

AX2 Ddinol A Ddinol(as)
[500 uM myo-Inositol] [500 uM myo-Inositol]
Phagozytoserate 1.6 £0.2 0.8 £0.2 1.3+0.2
[Partikel/Zelle/min]
Phagozytosekapazitit 32 43 15+2 24 43
[Partikel/Zelle]

Tabelle 43: Parameter der Phagozytose von Latexpartikeln

Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéngigen Messungen.

Ein ldngerfristiger Inositolentzug fiihrt bei den inositol-auxotrophen Mutanten zu einer
drastischen Abnahme der Phagozytose. Sowohl bei DdinolA als auch bei Ddinol(as) sind bei

24 h Inositolentzug keine Internalisierung von Partikeln nachweisbar.
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Abbildung 72: Vergleich der Phagozytose von carboxylierten Latex-Modellpartikeln bei AX2 und
inositol-auxotrophen Mutanten

Zellen des Wildtyps und der inositol-auxotrophen Mutanten wurden in FM-Medium angezogen und danach auf
eine Zelldichte von 2:10° Zellen/ml in Sorensen-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
hydrophilen Latexpartikeln (1 pm) versetzt und mit Hilfe des Standard-Phagozytotest untersucht. Fiir die
Auswertung wurde die zeitabhingig pro Zelle internalisierte Partikelzahl bestimmt. (A) AX2; (m) Ddinol 4; (0)
Ddinol A 24h ohne myo-Inositol; (®) Ddinol(as); (0) Ddinol(as) 24h ohne myo-Inositol.

Dieses Verhalten ist nicht nur auf carboxylierte Modellpartikel beschriankt, sondern
zeigt sich auch bei Bakterien. Die inositol-auxotrophen Mutanten phagozytieren Bakterien in

Gegenwart von myo-Inositol analog dem Wildtyp.

AX2 DdinolA Ddinol(as)
[500 uM myo-Inositol] [500 uM myo-Inositol]
Phagozytoserate 2.5+0,3 2.3+0,4 2.8+0,4
[Bakterien/Zelle/min]
Phagozytosekapazitit ~ 51+4 47+4 53+5
[Bakterien/Zelle]

Tabelle 44: Parameter der Phagozytose von FITC-konjugierten Bakterien

Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéngigen Messungen.
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Abbildung 73: Vergleich der Phagozytose von FITC-konjugierten Bakterien bei AX2 und inositol-
auxotrophen Mutanten

Zellen des Wildtyps und der inositol-auxotrophen Mutanten wurden in FM-Medium angezogen und danach auf
eine Zelldichte von 2:10° Zellen/ml in Sérensen-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit FITC-
markierten Bakterien versetzt und mit Hilfe des Standard-Phagozytotest auf ihr Phagozytoseverhalten
untersucht. Fiir die Auswertung wurde die zeitabhéngig pro Zelle internalisierte Bakterienzahl bestimmt. (A)
AX2; (m) Ddinol A; (o) DdinolA 24h ohne myo-Inositol; (®) Ddinol(as); (0) Ddinol(as) 24h ohne myo-Inositol.

Abbildung 74 =zeigt die zeitliche Abnahme der Phagozytoserate bzw. der
Phagozytosekapazitdt. Nach 16 h Inositolentzug ist die Phagozytoserate auf ca. die Hilfte und
die Phagozytosekapazitdt auf ca. 75 % des Wildtyplevels abgesunken. Nach 24 h ist keine

Phagozytose mehr sichtbar.
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Abbildung 74: Einfluss der Dauer des Inositolentzugs auf das Phagozytoseverhalten von FITC-
konjugierten Bakterien bei DdinolA

DdinolAwurden in FM-Medium unter Inositolmangel inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
entnommen. Die Zellen wurden auf eine Zelldichte von 2:10° Zellen/ml in Sorensen-Puffer resuspendiert, mit
FITC-markierten Bakterien versetzt und auf ihr Phagozytoseverhalten untersucht. Fiir die Auswertung wurde
die zeitabhéngig pro Zelle internalisierte Bakterienzahl bestimmt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass sich das Phagozytoseverhalten der inositol-
auxotrophen Mutanten in Gegenwart von myo-Inositol wenig vom Wildtyp unterscheidet.

Die Defekte in der Phagozytose der in inositolfreiem Medium kultivierten Mutanten ist
nicht nur in Schiittelkultur, sondern auch in Standkulturen zu beobachten. Hier unterscheiden
sich die inositol-auxotrophen Mutanten von anderen Mutanten mit Defekten in der
Phagozytose. Beispielsweise konnen glc-Mutanten®® in geschiittelten Suspensionen weder
Bakterien noch hydrophile Latexpartikel phagozytieren, unter Ausschluss von Scherkriften
sind sie jedoch dazu in der Lage.

Wie in 4.3.7.4 beschrieben, zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten unter
Inositolentzug einen starken Riickgang in der PtdIns(4,5)P,-Konzentration. Mikroskopische
Untersuchungen von Zellen mit Hilfe der Fusionsproteine YFP (,,yellow fluorescent protein®)
und CFP (,,cyan fluorescent protein“) mit Proteindominen, die spezifisch an PtdIns(4,5)P;
und DAG binden, zeigten, dass bestimmte Phosphatidylinositolphosphate nicht gleichformig

iiber die inneren Membranen der Zelle verteilt sind, sondern lokal, in spezialisierten
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Membranenbereichen, stark angereichert vorliegen; z.B. wurde an den Initiationsorten der
Phagozytose eine Konzentrierung von PtdIns(4,5)P, beobachtet’™, wihrend in den
begrenzenden Membranen des frithen Endosoms (Phagosom) PtdIns(3)P angereichert ist.

Die Anreicherung von PtdIns(4,5)P, fiihrt zusdtzlich zu einer Rekrutierung von PLC
und einem damit verbundenen Anstieg an DAG und Ins(1,4,5)P;. DAG kann Rap! aktivieren,
dass sich positiv auf die Phagozytose auswirkt.”® Ins(1,4,5)Ps, und der damit verbundene
Ca®"-Anstieg im Cytosol, regulieren die Phagozytose bei vielen Saugetieren.””

Vermutlich filhren die aus dem Inositolentzug resultierenden Verdnderungen der
PtdIns(4,5)P,-Konzentration in den inositol-auxotrophen Mutanten zu den Defekten in der
Phagozytose. Es nimmt nicht nur die Konzentration an PtdIns(4,5)P; ab, sondern auch die der

Vorldufersubstanz PtdIns. Damit verbunden ist eine fehlerhafte Regulation verschiedenster

aktinregulierender Proteine und eine schwichere Rekrutierung der PLC.

4.3.9.3 Pinozytose und Membranrecycling
Axenisch wachsende D.discoideum Zellen nehmen Fliissigkeit und darin geldste Stoffe

durch Pinozytose auf. Hierbei werden groBere Mengen Fliissigkeit internalisiert, indem Teile
der Plasmamembran durch Aktin-Polymerisation einstiilpt. Das dabei internalisierte Volumen
ist dem Zufall iiberlassen.™"

Abbildung 75 zeigt einen Vergleich der Pinozytose von Wildtypzellen und inositol-
auxotrophen Mutanten. In Gegenwart von 500 uM myo-Inositol gewachsene inositol-
auxotrophen Mutanten zeigen eine &dhnliche Pinozytoserate und eine etwas geringere
Pinozytosekapazitit gegeniiber dem Wildtyp. Dieses kann jedoch auf deren verringertes
Zellvolumen zuriickzufiihren sein.

Eine 24stiindige Inkubation der inositol-auxotrophen Mutanten auf inositolfreiem
Medium fiihrt zu einem verdnderten Verhalten. Zunichst zeigten die inositol-auxotrophen
Mutanten unter Inositolentzug eine Verzogerungsphase. Die Aufnahme von Fliissigkeit ist
erst nach ca. 30 min zu beobachten. Dies konnte auf eine verstirkte mechanischen Labilitdt
der inositol-auxotrophen Zellen zuriickzufiihren sein. Im Verlauf der Untersuchungen zeigte
es sich, dass die Zellen nach Zentrifugationsschritten ldnger bendtigen, sich an neue
Umgebungsbedingungen anzupassen.

Der Inositolentzug hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Pinozytoserate. Die
Pinozytosekapazitit war jedoch leicht verringert. Jedoch ist auch hier zu beriicksichtigen, das
der Inositolentzug in den inositol-auxotrophen Mutanten zu einem verringerten Zellvolumen

fiihrt.
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Abbildung 75: Vergleich des Pinozytoseverhaltens zwischen Wildtyp und inositol-auxotrophen Mutanten

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase bzw. Zellen nach einem 24stiindigen Inositolentzug wurden
zweimal mit Sorensen-Puffer gewaschen, mit Sorensen-Puffer auf eine Zelldichte von 2-510° Zellen/ml
angesetzt und das Pinozytoseverhalten untersucht (3.2.10). (A) AX2; (m) DdinolA; (0) Ddinol A 24 h ohne myo-
Inositol; (e) Ddinol(as); (0) Ddinol(as) 24 h ohne myo-Inositol.

Im Gegensatz zur Phagozytose hat der Inositolentzug bei den inositol-auxotrophen
Mutanten nur geringe Auswirkungen auf die Pinozytose. Dieses ist nicht verwunderlich, da
die Phagozytose eine wesentlich hohere Organisation erfordert als die Pinozytose. Die
Schlussfolgerung, dass myo-Inositol, Ptdlns und PtdIns(4,5)P, auf die Pinozytose bei
D.discoideum keinen Einfluss haben, muss jedoch mit Vorsicht betrachtet werden.

Es gibt Anhaltspunkte, dass PtdIns(4,5)P, bei der Pinozytose eine entscheidende Rolle
spielt. Es reichert sich an Initiationsorten der Pinozytose an und sorgt fiir die Rekrutierung
von verschiedenen Proteinen an dieser Stelle. Dazu gehoren beispielsweise Profilin (bindet an
globuldrem Aktin) und PI 3-kinase. Konsistent mit dieser Idee konnte demonstriert werden,
dass PtdIns(3,4,5)P; und PtdIns(3,4)P; - beides Produkte der PI 3-Kinase — sich im formenden

- : 392
»macropinosomal cup*“ anreichern.

Diese Phosphatidylinositolphosphate konnten als
zusitzliches Signal zur Modifizierung des Aktin-Zytoskeletts dienen oder andere
Phosphatidylinositolphosphatbindeproteine z.B. PKP rekrutieren, die stimulierend beim
,vesicle trafficking* wirken.*”?

Eine Anreicherung von PtdIns(4,5)P,, PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3,4,5)P; an
Initiationsorten der Pinozytose kann jedoch immer noch moglich sein.

In dieser Arbeit konnten PtdIns(3,4)P, und PtdIns(3,4,5)P; aufgrund ihrer geringen
Mengen nicht nachgewiesen werden. Die potentiellen Vorldufer PtdIns(3)P und PtdIns(4)P
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sind jedoch in ausreichenden Mengen vorhanden und nahmen im Verlaufe des Inositolentzugs
nicht ab. Es ist auch zu beachten, dass die PtdIns(4,5)P,-Konzentration unter Inositolentzug in
den inositol-auxotrophen Mutanten zwar abnimmt, der Wert jedoch iiber das gesamte
Zellvolumen gemittelt ist, so dass eine lokale Anreicherung nicht ausgeschlossen werden
kann.

Endozytotisch aufgenommene Néhrstoffe werden von D.discoideum in saure
lysosomale Vesikel transferiert und anschlieBend in Postlysosomen transportiert. Die
Endozytose fiihrt dabei zu einer Abnahme der Membranoberfliche. Um die internalisierte
Membran wieder zu ,recyceln und nicht benétigte Stoffe an das umgebende Medium
abzugeben, muss D.discoideum exozytieren.

Wie bei der Pinozytose und Phagozytose ist auch bei der Exozytose eine Reorganisation
des Zytoskeletts erforderlich. Inositolentzug konnte bei den inositol-auxotrophen Mutanten
durch die Abnahme der PtdIns(4,5)P,-Konzentration indirekt Einfluss auf Proteine des Aktin-
Zytoskeletts und damit auf die Exozytose nehmen.

Beide in Gegenwart von 500 uM myo-Inositol gewachsenen inositol-auxotrophen
Mutanten zeigen eine zum Wildtyp dhnliche Exozytose. Eine 24 h Inkubation der inositol-
auxotrophen Mutanten auf inositolfreiem FM-Medium fiihrt zu einer etwas verdnderten
Exozytose. Diese Zellen exozytieren im Gegensatz zu den in Gegenwart von myo-Inositol
gewachsenen Zellen mit einer anndhernd linearen Kinetik. Das reduzierte Zellvolumen der
inositol-auxotrophen Mutanten unter Inositolentzug ist jedoch auch hier wieder zu

beriicksichtigen.
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Abbildung 76: Exozytose von FITC-Dextran

(A) AX2; (m) Ddinol 4; (o) DdinolA 24h ohne myo-Inositol; (®) Ddinol(as); (o) Ddinol(as) 24h ohne myo-
Inositol.
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4.3.9.4 Zytokinese

Der Zellzyklus erreicht seinen Hohepunkt mit der Teilung des Zytoplasmas auf die
beiden Tochterzellen durch Zytokinese. Bei normalen Zellen folgt die Zytokinese einer jeden
Mitose. Es gibt jedoch auch Zellen, die Mitose ohne Zytokinese durchlaufen und vielkernig
werden. Vermittelt wird die Zytokinese durch einen kontraktilen Ring, der aus Aktin- und
Mpyosinfilamenten, sowie einer Reihe assoziierter Proteine besteht. Wie sich der kontraktile
Ring zusammenzieht ist noch unklar. Ein einfacher Mechanismus wie im Skelettmuskel, mit
aneinander vorbeigleitenden Aktin- und Myosin II-Filamenten kommt hierbei nicht in
Fragen. Wenn sich der Ring zusammenzieht, bleibt der Querschnitt konstant, was darauf
hindeutet, dass sowohl das Volumen als auch die Anzahl der Filamente laufend abnimmt.

Die Abhéngigkeit der Zytokinese vom Myosin II wird deutlich bei der Betrachtung von

Myosin II-defizienten Mutanten von D.discoideum.*****

Neben einem vergroferten
Zellvolumen zeigen diese Zellen eine stark erhohte Vielkernigkeit.
Neben dem Myosin II sind auch verschiedene aktinquervernetzende Proteine in der

%6397 und  Profilin-Doppelmutanten®”®

Zytokinese involviert. Coronin-defiziente Mutanten
zeigen Vielkernigkeit. Die Interaktion dieser aktinquervernetzenden Proteine mit
PtdIns(4,5)P, konnte die Organisation des Zytoskeletts beeinflussen.

Abbildung 77 zeigt, dass die inositol-auxotrophen Mutanten nur geringe Defekte in der
Zytokinese zeigen. Sowohl bei Ddinol(as) als auch bei DdinolA ist die Anzahl an
mehrkernigen Zellen leicht erhoht. Inositolentzug fithrt dabei noch zu einer weiteren

Steigerung der Multinuklearitét.

158



Ergebnisse und Diskussion

45 -
(\

40 -
35
g
5 30
N
= 254
D
=
= 204
g >
= 154
<
10
;! 9.c
l—7
0 I . i =~ . o, -
1 . [ Y/ Ddinol A
3 4 5 = — — Ddinol A + 500 uM Inositol
6 7 g AX2
Kerne/Zelle 9 10
45 K\ 
40+
35+
g
E 30
9 25+
S
= 20
S 15
< 10
5 |
0
Ddinol (as)
‘Ddinol(as) + 500 pM Inositol

AX2

8
Kerne/Zelle 9 10

Abbildung 77: Vergleich des Anteils mehrkerniger Zellen bei Ddinol A, Ddinol(As) und AX2

Logarithmisch wachsende Zellen wurden fixiert und die DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid
angefarbt. Die Kernzahl wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop visuell bestimmt (3.2.14).

Die leichten Defekte in der Zytokinese konnten auf das in den Mutanten unter
Inositolmangel defizitire PtdIns(4,5)P, zuriickzufiihren sein. Dieses konnte zu einer
fehlerhaften Regulation aktinquervernetzender Proteine fithren und damit die Trennung der

Zellkerne beeinflussen. Im Gegensatz zu Myosin II-defizienten Mutanten, die bis zu 50
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Zellkerne pro Zellen enthalten, ist der Einfluss der Inositol-Auxotrophie auf die Zytokinese

gering.

4.3.10 F-Aktin und F-Aktin assoziierte Proteine

Aufgrund der Fihigkeit zur regulierten Polymerisation ist Aktin an fast allen motilen
Prozessen der Zelle beteiligt. Dabei kommt es héufig vor, dass Aktin zusammen mit
aktinbindenden Regulatorproteinen am Ort des Geschehens akkumuliert, beispielsweise in
den vorderen und hinteren Enden sich bewegender Zellen, in der Kontaktregion adhdsiver und
kohésiver Zellen, innerhalb des kontraktilen Rings in der Zytokinese und bei der Phagozytose
im Kontaktbereich zwischen Zelle und Partikel.

Aktin besteht aus einer hochkonservativen Polypeptidkette von 375 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 43 kDa und ist Hauptbestandteil des Mikrofilamentsystems. In
Losungen von geringer lonenstirke liegt Aktin als Monomer vor und wird wegen seiner
globuldren Gestalt G-Aktin genannt. Hebt man die Ionenstirke in Gegenwart von ATP auf
physiologische Werte an, so polymerisiert das Aktin zu einer Faserform, dem F-Aktin.

Die Bindung der Kationen am G-Aktin fiihrt zu einer Konformationsverdnderung des
Proteins, wodurch dieses aktiviert wird. Dieses aktivierte G-Aktin bildet in der
Nukleationsphase langsam Oligomere, wobei die kleinste stabile Einheit das Trimer ist.
AnschlieBend kommt es zur Elongation, Monomere binden an beiden Enden der Filamente,
dissoziieren aber auch wieder ab. Die Verldngerung kann an beiden Enden erfolgen,
allerdings mit unterschiedlicher Geschwindigkeit.

3% Der Gesamt-

G-Aktin und F-Aktin liegt in D.discoideum in gleichen Mengen vor.
Aktingehalt betrigt ca. 93 uM in D.discoideum.*.

Bei Anzucht in FM-Medium verfiigen die Zellen des Wildtyps iiber ca. 1.5 pg F-Aktin/
1'10° Zellen. Dieses deckt sich mit publizierten Daten axenisch gewachsener Zellen.*! Die
inositol-auxotrophe Mutante DdinolA zeigt in Gegenwart von 500 uM myo-Inositol einen
ghnlichen F-Aktingehalt von ca. 1.6 pg F-Aktin/1'10° Zellen. Ein 24stiindiger Inositolentzug
fiihrt bei DdinolA zu einem Riickgang an F-Aktin auf ca. 1.1 pg /1'10° Zellen. Dies bedeutet,
dass der Gehalt an F-Aktin gegeniiber dem Wildtyp um 20 % und gegeniiber den auf myo-

Inositol gewachsenen Vergleichszellen um 30 % abnimmt.
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Abbildung 78: Vergleich des zelluliiren F-Aktingehalts zwischen Wildtyp AX2 und DdinolA

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase (bzw. 24 h auf inositolfreiem FM-Medium inkubierte DdinolA)
wurden nach 3.2.16.2 lysiert und der F-Aktingehalt fluorimetrisch bestimmt. Um den Einfluss von
Waschschritten auf den F-Aktingehalt moglichst gering zu halten, wurden die Zellen direkt im
Wachstumsmedium mit Triton X-100 haltigem Puffer lysiert, wobei geeignete Konzentrationen an KCI und
MgCl, die Depolymerisation von Aktin verhinderten. Die Abbildung reprisentiert den Mittelwert und die
Standardabweichung von vier unabhingigen Messungen. (+) + 500 uM myo-Inositol; (-) ohne myo-Inositol.

Durch chemotaktische Reize kann der F-Aktingehalt innerhalb von Sekunden um 50-60

402

% ansteigen.” ~ Mutanten mit deletierten Profilin-Genen zeigen einen drastisch erhdhten F-

Aktingehalt von 60 %.**® Es stellt sich die Frage, inwiefern sich das G-Aktin / F-Aktin-
Gleichgewicht in Richtung G-Aktin verschieben kann. Die Vielzahl der physiologischen
Funktionen des F-Aktins deuten jedoch darauf, dass sich das Gleichgewicht nicht vollstindig
auf die Seite des G.Aktins verschieben kann.

Die Synthese von PtdIns(4,5)P, korreliert oft mit der Polymerisierung von
Aktin. % Eine Manipulation des PtdIns(4,5)P,-Level flihrt zu einer verdnderten Aktin-
Zytoskelett Organisation. Beispielsweise fiihrt eine Uberexpression von Phosphatidylinositol
4-phosphat 5-Kinasen (PIP5Ks) in COS-Zellen zu einer dramatischen Zunahme der

247,248

Aktinpolymerisation . Im Gegensatz dazu fiihrt die Uberexpression einer PtdIns(4,5)P,-

Phosphatase zu einer Neuordnung der Aktinfilamente.**’

Die Reduzierung des F-Aktins in
den inositol-auxotrophen Mutanten bei Inositolentzug konnte auf die reduzierte PtdIns(4,5)P,-

Konzentration zuriickzufiihren sein.
Es ist bekannt, dass PtdIns(4,5)P, und G-Aktin um die Bindestelle am Profilin

404,405

konkurrieren. Eine Erniedrigung der zelluldren PtdIns(4,5)P,-Konzentration wiirde daher

zu einer verstirkten Sequestrierung von G-Aktin durch Profilin fithren, und damit zu einer

teilweisen Depolymerisation des Aktinfilamentsystems.
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Der Inositolentzug beeinflusst jedoch nicht nur die Aktinpolymerisation in den inositol-
auxotrophen Mutanten, sondern auch die Proteinzusammensetzung des Zytoskeletts. Als
Zytoskelett wurde hierbei die in 1 % Triton X-100 unlosliche Fraktion definiert.*” Die
Gesamtproteinmenge im Zytoskelett verdnderte sich nur unwesentlich, jedoch sind deutliche
Verdanderungen in der Proteinmenge einzelner Proteine feststellbar. Die nachfolgende
Abbildung zeigt einen Vergleich elektrophoretisch getrennter Zytoskelettproteine. Deutlich
sind Unterschiede im Bandenmuster erkennbar. Besonders auffillig ist der starke
Intensititsunterschied einer 17 kDa-Bande, jedoch zeigen auch andere Banden eine
Intensitdtsabnahme. Erwdhnenswert ist auch eine intensive 27 kDa-Bande. Dieses Protein ist
im Wildtyp prominent, jedoch in Ddinol A nur schwach zu erkennen. Die Intensitdtsabnahme

ist dabei unabhéngig vom Inositolentzug.
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Abbildung 79: Vergleich der Zytoskelettproteinen von AX2 und DdinolA

1) AX2; 2)DdinolA+ 500 uM myo-Inositol; 3) DdinolA ohne myo-Inositol. SDS-Page (10 pg Protein/Bahn,
Gradient mit 5-15 % Quervernetzung, Proteinfarbung iiber Silberprézipitierung).

Reguliert wird die Polymerisation / Depolymerisation des Aktins iiber eine Vielzahl
aktinbindender Proteine, die in der Lage sind mit PtdIns(4,5)P, zu interagieren. Einige dieser
Proteine binden erst in Gegenwart von PtdIns(4,5)P, an F-Aktin. Die Abnahme der
PtdIns(4,5)P,-Konzentration konnte die unterschiedlichen Bandenmuster erkldren. Tabelle 45
zeigt eine Zusammenstellung von aktinregulierenden Proteinen, die {iber verschiedene

PtdIns(4,5)P;-bindende Doménen verfiligen.
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Funktion Protein PtdIns(4,5)P,-bindene  Referenz
Doménen
Monomerbindendes Protein Profilin geladen/hydrophob* 404, 405
Depolymerisierung von Aktinfilamenten Cofilin geladen/hydrophob* 406
N-WASP PH 242

Depolymerisierung von Aktinfilamenten Gelsolin geladen/hydrophob 407
und ,,Capping*
Severin geladen/hydrophob 408

Membranverankernde Proteine Talin geladen/hydrophob* 409
Vinculin  geladen/hydrophob* 410
“Capping”-Proteine CapG geladen/hydrophob 411
Cap32/34 412
Quervernetzende Proteine Filamin geladen/hydrophob* 413

o-Actinin  geladen/hydrophob* 414

Tabelle 45: Aktinbindende Proteine mit PtdIns(4,5)P2-Bindestelle

PH: Pleckstrin-homologe Doméne; geladen/hydrophob: Bindungsstelle dhnlich Gelsolin {iber basische
und hydrophobe Aminoséuren; geladen/hydrophob*: undhnlich Gelsolin, jedoch auch {iber basische und
hydrophobe Aminoséuren

4.3.11 Analyse der Differenzierung und Sporengermination unter
Inositolentzug

4.3.11.1 Differenzierung

Leidet  D.discoideum  unter  Nahrungsmangel, so  durchlduft er einen
Entwicklungszyklus, der zur Ausbildung eines multizelluldren Organismus fiihrt (sieche 1.6).
Die Amdben wandern, durch cAMP angelockt, auf einen zentralen Punkt zu und formen
Aggregate, die sich in ein Pseudoplasmodium (,,slug) umwandeln. Nach ca. 12-18 h ist das
Slugstadium erreicht, in dem sich das Pseudoplasmodium phototaktisch bewegen kann. Der
Entwicklungszyklus endet nach ca. 24 h im Kulminationsstadium mit der Ausbildung von
Sporen- und Stielzellen.

An der Zellaggregation zu Beginn des Differenzierungsprogramms sind zwei Zell-Zell
Adhidsionsmechanismen beteiligt, die sich immunologisch und durch ihre Empfindlichkeit
gegen Chelatbildner unterscheiden lassen.

Zunichst tritt nach ca. 8 h das gegeniiber EDTA resistente Adhédsionssystem ,,contact
site. A“ in Erscheinung. Ein wichtiges, an diesem Mechanismus beteiligtes Glycoprotein,
konnte identifiziert werden (,,csA*). CsA-Null Mutanten zeigen ein stark reduziertes EDTA-
resistentes Adhisionsverhalten, jedoch fehlt es nicht véllig.*"> Dieses wirft die Frage auf, ob
noch andere Adhdsionsmolekiile bei der EDTA-resistenten Adhédsion eine Rolle spielen. Im
spiteren Verlauf der Differenzierung bleibt die EDTA-resistente Adhésion bestehen, es wird

. . . . . . 141641
jedoch vermutet, dass die Funktion von csA durch andere Proteine iibernommen wird.*'**!”
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Nach 8 h zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten, unabhingig von einer Inositol-
Supplementierung, eine normale EDTA-resistente Aggregation in Suspensionskultur. Die

gebildeten Aggregate sind jedoch im Vergleich zum Wildtyp etwas kleiner.
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Abbildung 80: Quantitativer Vergleich der EDTA-resistenten Aggregation
(A) AX2; (m) DdinolA; (0) DdinolA24h ohne myo-Inositol; (m) Ddinol(as); (0) Ddinol(as) 24h ohne myo-

Inositol.
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Abbildung 81: Mikroskopischer Vergleich der EDTA-stabilen Aggregation von AX2 (A) und Ddino1D (24
h ohne myo-Inositol) (B)

Die inositol-auxotrophen Mutanten dhneln stark Talin-Null Mutanten. Diese zeigen
auch keine EDTA-sensitive Aggregation der vegetativen Zellen, jedoch eine EDTA-resistente
Aggregation zu Beginn der Differenzierungsphase.*> In Wirbeltieren ist Talin Bestandteil der
Fokalkontakte. Sie koppeln das Aktin des Zellgeriistes an das Integrin der extrazelluldren

418

Matrix an.” " In D.discoideum konnten bisher keine Proteine mit Homologien zu Integrinen

gefunden  werden, es  existieren jedoch  Kandidaten  fiir = Talin-regulierte
Adhisionsmolekiile.*'***
Ein Vergleich des Entwicklungszyklus zwischen Wildtyp und inositol-auxotrophen

Mutanten zeigt deutliche zeitliche und morphologische Unterschiede.

Aggregation Pseudoplasmodium  “slug”-Phase Kulminationsphase Sporentriager

AX2 13-15h 32-40 h
Ddinol A (+) 22-28h 40-48 h
Ddinol A (=) 13-15h 40-48 h

Abbildung 82: Zeitliche Unterschiede bei der Differenzierung von AX2, Ddinol1A4 + 500 pM myo-Inositol
(+) und Ddinol1A ohne myo-Inositol (-)

In Gegenwart von 500 uM myo-Inositol ist der Entwicklungsprozess der inositol-
auxotrophen Mutante DdinolA gegeniiber dem Wildtyp AX2 deutlich verlangsamt. Wéihrend
AX2 nach 13-15 h bereits das ,,Slug*“-Stadium erreicht hat, befindet sich Ddinol/A noch im
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Aggregationsstadium. Erst nach ca. 22-28 h wird das ,,Slug“-Stadium bei DdinolA erreicht.
Eine 24 h Inkubation auf inositolfreiem Medium verkiirzt bei DdinolA die Entwicklung bis
zum "slug stadium" deutlich. ,,Slugs* sind nach Inositolentzug schon nach 13-15 h zu sehen.
Gegeniiber dem Wildtyp bilden die inositol-auxotrophen Mutanten groflere Aggregate
mit mehrfachen Spitzen ,,multi-tipped aggregates™. Aus diesen Spitzen gehen ,,slugs* hervor,

die sich jedoch nur wenig von dem entstandenen Aggregat wegbewegen.

Ax2 DdinolA DdinolA
+ 500 uM Inositol ohne Inositol

Abbildung 83: Bildung von "multiple-tipped aggregates' bei DdinolA

2.510% Zellen wurden aus der logarithmischen Wachstumsphase geerntet, zweimal mit Sorensen-Puffer
gewaschen, auf Wasseragarplatten aufgebracht und bei 22.5 °C inkubiert.

Unabhéngig von einer Inkubation auf inositolfreiem Medium entstehen aus DdinolA
nach ca. 40 h Sporentridger. Bei DdinolA gehen mehrere Sporentriger aus den ,,multiple-
tipped“-Aggregaten hervor. Dieses flihrt dazu, dass im Gegensatz zum Wildtyp die
Sporentrager in Gruppen auftreten.

Ax2 DdinolA DdinolA
+ 500 uM Inositol ohne Inositol

Abbildung 84: Vergleich der Fruchtkérper bei AX2 und DdinolA

2.510° DdinolA -Zellen wurden aus der logarithmischen Wachstumsphase geerntet, zweimal mit Sérensen-
Puffer gewaschen, auf Wasseragarplatten aufgebracht und bei 22.5 °C inkubiert. Die Aufnahmen zeigen AX2-
Fruchtkoérper nach 30 h und DdinolA -Fruchtkorper nach 40 h.
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Wihrend der Differenzierung der inositol-auxotrophen Mutanten sind gegeniiber dem
Wildtyp nur geringe zeitliche, bzw. morphologische Unterschiede zu erkennen. Die wihrend
des Inositolentzugs sinkenden Konzentrationen an myo-Inositol, PtdIns und PtdIns(4,5)P
spielen wahrscheinlich bei diesem Vorgang nur eine untergeordnete Rolle.

Die etwas liangere Entwicklungsphase der inositol-auxotrophen Mutanten konnten auf
eine fehlerhafte Chemotaxis auf cAMP zuriickzufiihren sein. Neben der positiven Chemotaxis
auf Folsdure zeigt D.discoideum auch eine positive Chemotaxis auf cAMP. Dieses dient
neben seiner Funktion als intrazelluldrer ,,second messenger auch noch als extrazelluldres
Hungersignal.

Der erste Hinweis auf eine Beteiligung des Inositolphosphatstoffwechsels an der
Chemotaxis war die Beobachtung, dass die Aktivitdt der Phospholipase C bei Stimulierung

21 PLC Null-Mutanten zeigten jedoch weder Defekte in

mit extrazellulirem cAMP anstieg.
der Chemotaxis noch andere nennenswerte phianotypische Verinderungen.'®

Sowohl in Gegenwart von myo-Inositol gehaltene als auch 24 h gehungerte inositol-
auxotrophe Mutanten zeigen eine normale positive Chemotaxis auf cAMP. Die Migrationsrate

unterscheidet sich dabei nicht signifikant vom Wildtyp AX2.
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Abbildung 85: cAMP - Chemotaxis

A: AX2 ohne cAMP B: AX2 in einem cAMP-Gradienten von 0-50pM
C: DdinolA ohne cAMP D: Ddinol A in einem cAMP-Gradienten von 0-50 uM
E:DdinolA4 (24 h ohne myo-Inositol) ohne cAMP F: DdinolA4 (24 h ohne myo-Inositol) in einem cAMP-

Gradienten von 0-50 uM

Diese Ergebnisse zeigen, dass myo-Inositol, Ptdins und PtdIns(4,5)P, keinen starken
Einfluss auf die cAMP-Chemotaxis haben. Quantitative Aussagen konnen bei diesen
Experimenten jedoch nur mit Einschrankungen gemacht werden. Die Zellen reagieren in dem
Test nicht unabhédngig voneinander, es reagieren nur die duleren Zellen auf das cAMP-Signal
und die Zellbewegung ist stark abhingig vom Substrat. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen,
dass die zeitlichen Unterschiede im Entwicklungszyklus zwischen Wildtyp und Mutanten auf
eine fehlerhafte cAMP-Chemotaxis zuriickzufiihren sind. Um quantitative Aussagen zu

machen, miissten quantitative Studien mit Einzelamdben gemacht werden.
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Die Chemotaxis wird durch andere inositolhaltige Metabolite beeinflusst. Es ist
bekannt, dass Zellen denen das Gen fiir die Phosphoinositid 3-phosphatase (pfen’) deletiert
wurde, starke Beeintrachtigungen in der Chemotaxis zeigen. Gegeniiber dem Wildtyp
reagieren die Mutanten wesentlich langsamer und uneinheitlicher auf cAMP.**

Eine Inhibierung der PI3K mit dem Inhibitor LY294002 verringert die Chemotaxis bei
nanomolaren cAMP-Konzentrationen, wahrend bei hoheren cAMP-Konzentrationen kein
Effekt zu beobachten ist.**

Im Gegensatz dazu zeigen Mutanten denen das Gen fiir die PtdIns(3,4,5)P; 5-
Phospha‘[ase22 ! oder der InsPs—Kinase'*® deletiert wurde eine verstirkte Reaktion auf cAMP.

Studien mit GFP-markierter Phosphoinositid 3-phosphatase und Phosphoinositid 3-
Kinase deuten auf eine Beteiligung dieser Enzyme an der Bewegungssteuerung der Zelle
wihrend der Chemotaxis hin. Es zeigte sich, dass sich PI3K an der Stelle der Zelle sammelt,
die dem chemischen Signal am néchsten liegt. PTEN hingegen sammelt sich an der Seite und

am anderen Ende der Zelle.***

Dadurch entsteht vermutlich in der Zelle eine Art Kompass, der
die Ausrichtung des Zytoskeletts beeinflusst. Durch Ausbau von Aktin-Filamenten am
Vorderende und entsprechende Abbauvorginge am Hinterende kann sich die Zelle
zielgerichtet bewegen.

Die publizierten Ergebnisse deuten darauf hin, dass PtdIns(3,4,5)Ps eine wichtige Rolle
bei der Chemotaxis einnimmt. Die Konzentration an PtdIns(3,4,5)P; ist in D.discoideum
jedoch sehr gering. Wahrscheinlich wird der grofte Teil des PtdIns(3,4,5)P; durch
Phosphorylierung von PtdIns(4,5)P, gebildet. Obwohl die PtdIns(4,5)P,-Konzentration bei

Inositolentzug in den inositol-auxotrophen Mutanten drastisch abnimmt, diirfte die restliche

Menge ausreichen, um den Bedarf an PtdIns(3,4,5)P; zu decken.

4.3.11.2 Germination
In Gegenwart von 500 uM myo-Inositol zum Germinationsmedium zeigen die Sporen

der inositol-auxotrophen Mutanten ein normales Germinationsverhalten. Fiithrt man die
Germination jedoch in inositolfreiem Medium durch, germinieren die Sporen zwar, die
vegetativen Zellen verlieren jedoch innerhalb von 2 h ihre Vitalitdt und wachsen auch bei
einem spiteren Zusatz von myo-Inositol zum Medium nicht mehr an.

Im vegetativen Stadium sind die inositol-auxotrophen Mutanten bis 24 h nach
Inositolentzug iiberlebensfahig. Zu diesem Zeitpunkt fiihrt eine Supplementierung von myo-
Inositol zum Medium zu einem erneuten Anwachsen der Zellen. Diese Zellen enthalten
anfangs groBe Mengen internalisiertes myo-Inositol und die intrazelluldren

Inositolmetabolitkonzentrationen unterscheiden sich nur unwesentlich vom Wildtyp. Dieses
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fiihrt dazu, dass die Zellen unter Inositolentzug zwar ihr Wachstum einschrianken, die Vorrite
jedoch einige Zeit zum Uberleben reichen.

Das schnelle Absterben der Mutanten kurz nach der Germination auf inositolfreiem
Medium konnte auf die geringe Menge gespeichertes myo-Inositol zuriickzufiihren sein.
Wiahrend der Sporenbildung waren die Zellen ca. 40 h ohne einen Zusatz von myo-Inositol.
Die Konzentration an myo-Inositol, PtdIns und PtdIns(4,5)P, diirften zu diesem Zeitpunk stark
reduziert sein. Die Sporen von DdinolA enthalten beispielsweise nur noch 1.3 uM myo-
Inositol. Dieser Wert liegt deutlich unter dem Basalwert von 35-40 puM in vegetativen

Wildtypzellen.
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Abbildung 86: Vergleich der myo-Inositolkonzentration in Sporen und frisch germinierten Zellen von
AX2 und den inositol-auxotrophen Mutanten.

Die Ergebnisse zeigen, dass fiir den eigentlichen Germinationsvorgang keine bzw. nur
geringe Mengen an myo-Inositol, Ptdlns und PtdIns(4,5)P, notwendig sind. Nach der
Germination benétigen die vegetativen Zellen wahrscheinlich grole Mengen myo-Inositol als
Synthesebaustein. Die geringen Menge intrazelluldres myo-Inositol kann diesen Bedarf nicht
decken und die ,,frisch geschliipften* Zellen sterben ohne Inositol-Supplementierung schnell

ab.

4.3.11.3 Hochphosphorylierte Inositolphosphate wihrend der
Differenzierung und Germination

Wihrend des Ubergangs der Wildtypzellen vom vegetativen Stadium zur
Differenzierungsphase werden Diphosphoinositolphosphate stark angereichert und in Sporen
eingelagert. Vermutlich ist die Einlagerung ein Bestandteil des ,,pre-starvation-response*

(PSR), eine Reaktion der Zellen auf hohe Zelldichten.'” Vermittelt wird der PSR durch ein
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70 kDa groBBes Glycoprotein, welches von D.discoideum stindig sekretiert wird. Durch einen
unbekannten Mechanismus deaktivieren Nahrungsbakterien diesen Faktor. Daher wird der
Faktor von Zellen erst wahrgenommen, wenn ein bestimmtes Verhéltnis von Zelldichte zur
Anzahl der Nahrungsbakterien tiberschritten wird, und induziert anschlieBend die Expression
differenzierungsabhingiger Gene.**

Bisherige Studien {iiber die Diphosphoinositolphosphate wiahrend der Differenzierung
gingen immer von bakteriengewachsenen Zellen aus. Da die inositol-auxotrophen Mutanten
nicht auf Bakterien kultivierbar sind, wurde zundchst das Verhalten der
Diphosphoinositolphosphate wahrend der Differenzierung von auf FM-Medium kultivierten

Wildtypzellen untersucht.
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Abbildung 87: Hochphosphorylierte Inositolphosphate (InsP¢ und PP-InsPs) im Lebenszyklus von
D.discoideum (AX2)

Auf FM-Medium wachsende Zellen wurden geerntet, zweimal mit Sorensen-Puffer gewaschen, auf
Wasseragarplatten ausplattiert und bei 22.5 °C inkubiert. Die Zellen wurden in ihren jeweiligen
Differenzierungsstadien geerntet. Die Quantifizierung erfolgte nach 3.4.3 mit Hilfe der HPLC-MDD. Dargestellt
sind die Ergebnisse einer reprdsentativen Messung. Das Experiment wurde dreimal wiederholt und lieferte
jeweils dhnliche Resultate.

Die Konzentrationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate verdndern sich im
Verlauf der Differenzierung von in FM-Medium gewachsenen AX2 nur unwesentlich. Der
auffillige Anstieg der InsP¢-Konzentration bei in Bakteriensuspension kultivierten AX2-
Zellen innerhalb der ersten Stunde und der Anstieg an InsPsg nach einer Stunde auf das
dreizigfache mit einer verbundenen Abnahme der InsPé-Konzentration195’426 konnte nicht
beobachtet werden. Dieser Konzentrationsanstieg tritt bei auf FM-Medium kultivierten Zellen
schon bei einer wesentlich geringeren Zelldichte ein.

Dies wird auch durch Vergleich der ermittelten Konzentrationen mit Literaturdaten von

auf Bakterien kultivierten Zellen deutlich.*”® Die vegetativen Wildtypzellen zeigen bei
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gleicher Zelldichte (1'10% Zellen/ml) auf FM-Medium eine wesentlich hhere Konzentration
an InsP; und InsPg (c(InsP7)=17 nmol/1'10°Zellen, c(InsPg)=65 nmol/1'10°Zellen) gegeniiber
auf Bakterien kultivierten Zellen (c(InsP;)=3 nmol/1'10°Zellen, ¢(InsPg)=3 nmol/1'10°Zellen).

In Bakteriensuspension werden die hochphosphorylierten Inositolphosphate InsP;/InsPg
wihrend des Ubergangs von der vegetativen Wachstumsphase in die stationire Phase in den
Zellen stark angereichert. Dieses wird auch bei axenisch wachsenden Zellen beobachtet,
jedoch beginnt die Anreicherung der hochphosphorylierten Inositolphosphate bedeutend
friiher. Schon bei einer Zelldichte von 1:10% Zellen/ml betrigt die InsPg-Konzentration bis zu
30 nmol InsPg/1:10”Zellen.'” Unter Beriicksichtigung des gréBeren Zellvolumens axenischer
Zellen, entspricht dies der Menge an InsPs bei Zellen in Bakteriensuspension der
spatexponentiellen Wachstumsphase.

In den Sporen von AX2 wurden dhnliche Mengen von InsPs gefunden wie in Zellen der
spiten Differenzierungsphase. Diese Beobachtung deckt sich mit fritheren Ergebnissen'”>**® |
jedoch nimmt im Gegensatz zu diesen Ergebnissen die InsPs-Konzentration stark ab. Die
Konzentrationsabnahme ist nicht auf einen fehlerhaften Aufschluss der Sporen, sondern auf
die anfingliche axenische Lebensweise zuriickzufiihren. Wurden die Zellen erst in
Bakteriensuspension gehalten und danach auf Wasseragar ausplattiert, zeigten die isolierten
Sporen das in der Literatur beschriebene Verhalten einer starken InsPg-Abnahme und nur eine
schwache Abnahme der InsPg-Konzentration gegeniiber der spéten Differenzierungsphase.

Bei der Differenzierung von DdinolA zeigt sich ein etwas anderes Bild. Die
Konzentrationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate nehmen im Verlauf der
Differenzierung kontinuierlich ab. Beim Ubergang von der spiten Differenzierungsphase zu
Sporen zeigt sich eine dramatische Abnahme der InsP;- und InsPg-Konzentration von 30
nmol/1'10° Zellen auf 1.6 nmol/1'10° Zellen (InsPg) bzw. von 14 nmol/1'10° Zellen auf 0.7
nmol/1'10°  Zellen (InsP;). Die Konzentrationsabnahme der hochphosphorylierten
Inositolphosphate ist auch in der Antisense-Mutante Ddinol(as) zu sehen.

Werden die inositol-auxotrophen Mutanten vorher 24 h auf inositolfreiem Medium
kultiviert, so zeigt sich ein &hnliches Bild. Die gemessenen Konzentration sind jedoch

gegeniiber auf myo-Inositol kultivierten Zellen um ca. 20 % geringer.
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Abbildung 88: Hochphosphorylierte Inositolphosphate (InsP6 und PP-InsPs) im Lebenszyklus der
inositol-auxotrophen Mutanten DdinolA und Ddinol(as).

Auf FM-Medium wachsende Zellen wurden geerntet, zweimal mit Soérensen-Puffer gewaschen, auf
Wasseragarplatten ausplattiert und bei 22.5 °C inkubiert. Die Zellen wurden in ihren jeweiligen
Differenzierungsstadien geerntet. Die Quantifizierung erfolgte nach 3.4.3 mit Hilfe der HPLC-MDD. Dargestellt

sind die Ergebnisse einer reprdsentativen Messung. Das Experiment wurde dreimal wiederholt und lieferte
jeweils dhnliche Resultate.

Die physiologische Funktion der hochphosphorylierten Inositolphosphate wahrend der
Differenzierung ist bisher weitgehend unbekannt. Die hohen Konzentrationen der
Verbindungen in der spdten Wachstumsphase und in den Sporen fiihrten zu der Vorstellung,
dass die PP-InsPs als Energiespeichermolekiile dienen und eine Funktion &hnlich dem
Creatinphosphat in den Muskeln der Sdugetiere einnehmen. Dieses erscheint jedoch fraglich,
da die 6-PP-InsPs-(5)-Kinase zu langsam arbeitet, um den ATP-Vorrat bei Mangel durch die
Ubertragung der B-Phosphatgruppe von 5,6-bis-PP-InsP4 auf ADP aufzufiillen'®”. Es ist auch
fraglich ob die Dictyosteliden ein Molekiill mit den Eigenschaften des Creatinphosphats
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iiberhaupt bendtigen. Durch die Differenzierung unter Hungerbedingungen zu einer
Dauerform wird ein Energiemangel vermieden. Des weiteren existieren in Dictyosteliden
groBBe Mengen an Polyphosphate (>10 mM), die ebenfalls in einer frei reversiblen Reaktion
ADP phosphorylieren kénnen.*’

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Konzentrationen der
hochphosphorylierten Inositolphosphate InsPs-InsPg bei den inositol-auxotrophen Mutanten
wihrend der Differenzierung kontinuierlich abnehmen und in den Sporen ein Minimum
erreichen. Dieses Verhalten zeigt der Wildtyp nicht. Hier bleiben die Konzentrationen der
hochphosphorylierten Inositolphosphate InsPs-InsPg iiber den Differenzierungszeitraum
relativ konstant. Beim Ubergang von der spiten Differenzierungsphase zu den Sporen tritt

jedoch ein deutlicher Abfall der InsPs- und der InsPg-Konzentration auf.

Ein Vergleich der hochphosphorylierten Inositolphosphate in Sporen zeigt, dass im
Gegensatz zum Wildtyp die Konzentrationen an InsP; und InsPg wesentlich stirker
abgenommen haben, wéhrend die InsP¢-Konzentration fast konstant geblieben ist. Besonders
drastisch ist die Verringerung bei DdinolA. Die InsPg-Konzentration sinkt auf 10 % und die
InsP;-Konzentration sogar auf 5 % der in AX2 ermittelten Konzentrationen.

Germinieren die Sporen der inositol-auxotrophen Mutanten auf inositolfreiem Medium,
so zeigen sich auch hier stark reduzierte InsP; -und InsPg-Konzentrationen gegeniiber AX2.
Die InsPs-Konzentration der inositol-auxotrophen Mutanten sinkt dabei auf ca. 50 % des

Wildtyplevels ab.
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Abbildung 89: Vergleich der Konzentrationen hochphosphorylierter Inositolphosphaten zwischen AX2
und den inositol-auxotrophen Mutanten in Sporen (a) und frisch germinierten Zellen (b).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die hochphosphorylierten Inositolphosphate keine
oder nur eine geringe regulatorische Funktion haben. Die Konzentrationen nehmen zwar im
Laufe der Differenzierung ab und erreichen in den Sporen ein Tiefstand, jedoch sind diese
Sporen germinationsfahig.

Es ist auch unwahrscheinlich, dass die Konzentrationsabnahme von InsP7/InsPg bei der
Germination der auslosende Faktor fiir den Vitalitdtsverlust auf inositolfreiem Medium
darstellt. Die Supplementierung von myo-Inositol zwei Stunden nach der Germination fiihrt

zu vitalen Zellen. Der langsame Inositolphosphatstoffwechsel wiirde nicht dazu ausreichen in
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dem Zeitrahmen den Gehalt an InsP;/InsPg aufzufiillen. Hier ist es wahrscheinlicher, dass
daran Phosphatidylinositolphosphate beteiligt sind die einem schnellen Stoffwechsel
unterliegen.

Es hat jedoch den Anschein, dass die Synthese von InsP;/InsPg nicht aus InsPg
hervorgeht. Zwar nimmt die InsPs-Konzentration bei DdinolA im Verlaufe der
Differenzierung und der Germination ab, jedoch ist noch geniigend vorhanden, um eventuelle
Verluste an InsP;/InsPg auszugleichen. Dieses bekréftigt die Hypothese, dass InsP7/InsPg nicht
aus InsP¢ hervorgeht. Eine mogliche Biosynthese von InsP; konnte {iber eine
Pyrophosphorylierung eines InsPs-Isomers oder iiber die Pyrophosphorylierung eines InsPx-
Isomers mit anschlieBenden Phosphorylierungen sein. Jedoch konnten diese Zwischenstufen
bisher noch nicht in D.discoideum beobachtet werden.

Zusétzlich stellt sich auch die Frage, ob die InsP;/InsPg-Konzentration durch einen
verstirkten Abbau reduziert wird, oder die Biosynthese der Verbindungen verringert ist. Die
geringe myo-Inositolkonzentration in den Sporen und in frisch germinierten Zellen von
DdinolA und Ddinol(as) sind gegeniiber dem Wildtyp drastisch reduziert. Da im Verlaufe
der Germinierung keine (DdinolA) bzw. nur eine geringe Biosynthese (Ddinl(as)) von myo-
Inositol stattfindet, konnte die Reduzierung der hochphosphorylierten Inositolphosphaten nur
eine Begleiterscheinung sein, da das Vorldufermolekiil nicht im erforderlichen Mafle

vorhanden ist.

4.4 Versuche zur heterologen Genexpression der MIPS aus
D.discoideum in E.coli und P.pastoris

Um die Eigenschaften der MIPS aus D.discoideum genauer zu charakterisieren, wurde
versucht, das Gen in E.coli und P.pastoris heterolog zu exprimieren.

Die heterologe Expression von MIPS wurde in einigen Arbeiten beschrieben.
Beispielsweise wurde die MIPS aus S.polyrhizza in A.thaliana®®, die MIPS aus P.coarctata
in Bakterien** und die humane MIPS erfolgreich in Hefe exprimiert.**’

Die heterologe Expression der MIPS aus D.discoideum in E.coli war nicht erfolgreich.
Im bakteriellen Zelllysat konnte im SDS-PAGE weder eine zusitzliche Proteinbande, noch
MIPS-Aktivitdt nachgewiesen werden. Ein Western-Blot und immunologischer Nachweis
durch einen gegen den His-Tag gerichteten Antikorpers zeigte keine sichtbare

Proteinexpression. Dieses Ergebnis wurde mit einem polyklonalen Antikorper gegen die

MIPS aus E.histolytica verifiziert.
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Eine Erklarung konnte der AT-Reichtum der DNA aus D.discoideum sein. Bei der
heterologen Genexpression AT-reicher Gene in E.coli kommt es hdufig zur Bildung
verkiirzter mRNA’s durch vorzeitige Termination. Dieses Verhalten ist auf die geringen
Konzentrationen verschiedener tRNA s zurlickzufiihren.

Ein P.pastoris Expressionssystem erschien hiernach besser zur Expression von
D.discoideum-Genen geeignet zu sein, da hier die Codonusage und die Héufigkeit
verschiedener tRNA's starke Ahnlichkeiten zu D.discoideum zeigt. Als eukaryontisches
Expressionssystem bietet P.pastoris auch ein endoplasmatisches Retikulum und Golgi-
Apparat, die fiir eventuell vorhandene Disulfidbriicken, Phosphorylierungen und
Glycolisierungen eukaryontischer Gene wichtig sind.

Das rekombinante Protein konnte jedoch weder im Uberstand noch in den Zellen
nachgewiesen werden. Es wurde weder eine MIPS-Aktivitdt gefunden, noch konnte das
exprimierte Protein mit Hilfe einer SDS-PAGE und Coomassie-Firbung nachgewiesen
werden. Ein Western-Blot und immunologischer Nachweis des exprimierten rekombinanten
Proteins mit einem gegen den His-Tag gerichteten Antikorpers zeigten keinen Erfolg. Dieses
Ergebnis wurde mit einem polyklonalen Antikoérper gegen die MIPS aus E.histolytica
bestitigt.

Die Expression und Sekretion von humanem Serumalbumin als Positivkontrolle war
erfolgreich. Hier konnte die Expression des Proteins deutlich im Uberstand und in den Zellen
nachgewiesen werden.

Die in das P.pastoris integrierte cDNA ist sehr AT-reich. Bei solchen AT-reichen
Sequenzen wurde in P.pastoris hdufig eine vorzeitige Termination der Transkripte
beobachtet. Die mRNA des rekombinanten Proteins konnte jedoch in der erwarteten Grof3e
deutlich nachgewiesen werden.

Wie in 4.2.1.3 beschrieben, gibt die eingesetzte cDNA aus Tsukuba nicht das
vollstindige Gen der MIPS wieder. Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen aus
der cDNA mit der aus der genomischen D.discoideum Datenbank zeigt, dass am N-Terminus
einige Aminosduren (MSAQMFESFKVNSPNVKYTDEHIISDYTYQTTKVQNVN) fehlen.
Dieser fehlende N-Terminus konnte entscheidend fiir die Aktivitit der MIPS sein, erklart
jedoch nicht die fehlende Expression des rekombinanten Proteins.

Eine endgiiltige Erkldrung, warum das rekombinante Protein nicht gebildet wurde,

konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden werden.

177



Fazit und Ausblick

5 Fazit und Ausblick

D.discoideum zeigt einen komplexen Inositolstoffwechsel. Neben der Funktion von
myo-Inositol als Synthesebaustein fiir mehr als 25 Inositolphosphate verschiedenster
Substitutionsgerade, Phosphatidylinositolphosphate und GPI-verankerte Proteinen ist auch
eine Involvierung des freien myo-Inositols in der Genregulation nicht ausgeschlossen. Der
einzige bekannte Weg zur Synthese von myo-Inositol und den daraus resultierenden
Verbindungen ist die Umlagerung von D-Glucose 6-phosphat zu D-myo-Inositol 3-phosphat
mit anschlieender Dephosphorylierung, wobei die Einstiegsreaktion durch D-myo-Inositol 3-
phosphat Synthase katalysiert wird.

Die D-myo-Inositol 3-phosphat Synthase aus D.discoideum wurde partiell angereichert
und eingehend charakterisiert. Es handelt sich um ein cytosolisches Protein, bestehend aus
vier identischen Untereinheiten, mit einem Molekulargewicht von 220 kDa. Es wird nicht
durch EDTA inhibiert, jedoch durch NH," aktiviert. Dies spricht dafiir, dass es sich bei der
MIPS um eine Klasse I Aldolase handelt. Das Enzym ist hochspezifisch und setzt nur Glucose
6-phosphat um. Der Ky-Wert fiir Glucose 6-phosphat liegt bei 0.324 mM.

Das fiir die MIPS kodierende Gen wurde sowohl deletiert als auch die Translation der
MIPS-mRNA reduziert. Die resultierenden inositol-auxotrophen Mutanten verdeutlichen die
zentrale Bedeutung von myo-Inositol und dessen Abkommlinge bei verschiedensten
biologischen Prozessen in D.discoideum.

In Gegenwart von myo-Inositol zeigen die Mutanten nur wenige phénotypische
Verdnderungen gegeniiber dem Wildtyp. Sowohl das axenische Wachstum als auch
Endozytose, Zellbeweglichkeit, Zytokinese unterscheiden sich nur unwesentlich vom
Wildtyp.

Bemerkenswert ist jedoch der Wachstumsdefekt auf Bakterien. Unabhéngig von einer
myo-Inositolsupplementierung zeigen die inositol-auxotrophen Mutanten kein sichtbares
Wachstum auf Bakterien. Es stellt sich die Frage nach einer Beteiligung inositolhaltiger
Metabolite bei den Erkennungs- und Bindungsvorgingen und der Aufnahme von Bakterien.

Ein Entzug von myo-Inositol fiihrt jedoch =zu drastischen phéanotypischen
Verianderungen. Die Zellen stellen ihr Wachstum ein und nach 5 h treten die ersten deutlichen
morphologischen Verdnderungen auf. Die Zellen verlieren ihre einheitliche Form, auf der
Membranoberfliche werden blaschenformige Ausstiilpungen erkennbar und es ist ein
Riickgang der zelluldren Kompartimentierung zu beobachten.

Nach 14 h sind erste Defekte bei den endozytotischen Eigenschaften zu beobachten.

Zunichst zeigen die Zellen eine deutliche Beeintrachtigung der Adhédsion an hydrophile
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Oberflichen, nach 16 h wird die Phagozytose und in geringen Malle die Pinozytose
beeintrachtigt.

Dieser Prozess ist in den ersten 24 h reversibel. Ein erneuter Inositolzusatz macht alle
phénotypischen Defekte riickgingig.

Danach beginnt das Absterben der Zellen, wobei nach ca. 48 h nur noch ein Bruchteil
der Zellen vital ist. Mit dem Absterben der Zellen ist auch ein drastischer Riickgang der
intrazellulairen ATP-Konzentration verbunden.

Das Absterben der inositol-auxotrophen Mutanten auf inositolfreiem Medium kann
durch Inhibierung der Proteinbiosynthese oder parallelen Entzug der Kohlenstoffquelle bzw.
der Stickstoffquelle inhibiert werden. Offensichtlich sind inositolhaltige Verbindungen
essentiell flir das vegetative Wachstum.

Der Inositolentzug fithrt zu Verdnderungen im Metabolitspektrum der inositol-
auxotrophen Mutanten. Die intrazelluldre myo-Inositolkonzentration sinkt stark ab. Zunichst
verlieren die Zellen internalisiertes myo-Inositol, welches aus zuvor pinozytierten,
inositolhaltigem Medium resultiert. Nach 4 h Inositolentzug liegt die Konzentration jedoch
schon deutlich unter dem wildtypspezifischen Basalwert von 35-40 uM und erreicht nach 24
h eine Konzentration von 5 pM.

Gleichzeitig mit der Abnahme der intrazelluldren myo-Inositolkonzentration sinken
auch die intrazelluliren Konzentrationen von PtdIns und PtdIns(4,5)P, stark ab. Die
Konzentrationen von PtdIns(3)P und PtdIns(4)P werden jedoch nicht beeinflusst.

Obwohl ein starker Riickgang an PtdIns(4,5)P, zu beobachten ist, nimmt die
Ins(1,4,5)P;-Konzentration kaum ab. Der Inositolentzug zeigt auch keine Auswirkungen auf
die Konzentrationen anderer Inositolphosphate.

Neben den Konzentrationsabnahmen von myo-Inositol, PtdIns und PtdIns(4,5)P, kommt
es zu einem drastischen Konzentrationsanstieg an 2,3-Bisphosphoglycerat. Die Akkumulation
von 2,3-BPG setzt nach 4 h Inositolentzug ein und erreicht nach 24 h mit der 30-70fachen
Ausgangskonzentration ein Maximum. Der Anstieg des 2,3-BPG-Levels erfolgt ungeféhr zu
dem Zeitpunkt an dem der intrazelluldre myo-Inositollevel unter dem des Wildtyps absinkt.

Der Anstieg von 2,3-BPG konnte eine Art ,rescue“-Mechanismus fiir die wichtigen
Signalmolekiile Ins(1,4,5)P; und PtdIns(4,5)P, sein. Denkbar wére eine Inhibierung der
Inositol(1,4,5)-trisphosphat Phosphatase durch 2,3-BPG. Die Inhibierung der myo-Inositol
1,4,5-trisphosphat 5-Phosphatase durch 2,3-BPG konnte den Abbau der physiologisch
wichtigen Molekiile Ins(1,4,5)P; und PtdIns(4,5)P, {iber einen ldngeren Zeitraum
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einschrinken, und D.discoideum ein lingeres Uberleben ermoglichen. Hier besteht jedoch
noch erheblicher Aufkldarungsbedarf.

Die hochphosphorylierten Inositolphosphate InsPe-InsPg zeigen iiberraschenderweise
keine Konzentrationsdnderungen im Verlauf des Inositolentzugs. Trotz ihrer sehr hohen
Konzentrationen werden die hochphosphorylierten Inositolphosphate nicht dazu benutzt, um
durch Dephosphorylierung den Inositolpool aufzufiillen.

Es stellt sich hier die Frage, ob diese Verbindungen so essentiell sind, dass der Abbau
unbedingt verhindert werden muss, oder ob aufgrund einer Kompartimentierung keine
Moglichkeit besteht den Verlust an cytosolischem myo-Inositol riickgingig zu machen.

Eine Erklarung konnten dabei ,futile Substratzyklen* bieten, die den Gehalt der
hochphosphorylierten Verbindungen konstant halten. Der Abbau von InsP¢ verldauft zum
groBBten Teil tiber Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps. Eine inzwischen gereinigte und

charakterisierte Inositolpentakisphosphat 3/5 Kinase'”

katalysiert die ATP-abhingige
Phosphorylierung dieser Verbindungen zu InsPs. Das Gleichgewicht der Reaktion liegt dabei

weit auf der Produktseite.

InS(1 ,2,4,5,6)P5 + ATP ‘T; InSP6 + ADP

Ins(1,2,3,4,6)P; + ATP — " InsP; + ADP

Abbildung 90: Die von der Inositolpentakisphosphat 3/5-kinase katalysierte Reaktionen

In den inositol-auxotrophen Mutanten bleibt die ATP-Konzentration bei Inositolentzug
zundchst konstant bei ca. 1 mM. Erst mit dem Absterben der Zellen sinkt die ATP-
Konzentration deutlich ab. Die ATP-Konzentration reicht vermutlich fiir die
Aufrechterhaltung der futilen Substratzyklen aus und kann die InsPs-Konzentration bis zum

Tod der Zelle konstant halten.

Die nachfolgende Abbildung zeigt die zeitliche Korrelation der sich bei Inositolentzug
verdndernden Metabolite und den eintretenden phénotypischen Verdnderungen in den

inositol-auxotrophen Mutanten.
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Abbildung 91: Zeitliche Korrelation ausgewiihlter Metabolitkonzentrationen und phéinotypischer
Verinderungen in den inositol-auxotrophen Mutanten bei Inositolentzug

Die phénotypischen Verdnderungen der inositol-auxotrophen Mutanten gegeniiber dem
Wildtyp konnen durch den Verlust von PtdIns(4,5)P; und die damit verbundenen indirekten
Auswirkungen auf das Aktin-Zytoskelett erkliart werden. Die Regulation der Polymerisation/
Depolymerisation des Aktins geschieht iiber eine Vielzahl aktinbindender Proteine, die in der
Lage sind mit PtdIns(4,5)P, zu interagieren.

Dieses wird auch durch die Abnahme des F-Aktins und einer gestorten Assoziation von
Proteinen mit dem Zytoskelett bestatigt.

PtdIns ist nicht nur an der Synthese von Phosphatidylinositolphosphaten beteiligt,
sondern auch einer der Hauptmembranbestandteile. Es wird somit fiir die Integritit der

Plasmamembran von entscheidender Bedeutung sein. Die nach 5 h sichtbaren

181



Fazit und Ausblick

morphologischen  Verdnderungen der Zelle konnten auf den Verlust dieses
Membranbestandteils zuriickzufiihren sein.

Die abnehmende intrazelluldre myo-Inositolkonzentration fithrt zu einem Verlust von
myo-Inositol als Synthesebaustein fiir zahlreiche Verbindungen. Neben Phosphatidylinositol-
phosphate und Inositolphosphate gehoren auch Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-
verankerte Membranproteine dazu. Eine Beteiligung von myo-Inositol bei der Genregulation
kann auch nicht ausgeschlossen werden.

Die generierten inositol-auxotrophen Mutanten sind in der Lage zu Differenzieren und
vitale Sporen zu bilden. Das Differenzierungsprogramm ist dabei zeitlich etwas verzogert
und es kommt zur Bildung von ,,multiple-tipped aggregates®“. Wéhrend der Differenzierung
gehen die Konzentrationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate gegeniiber dem
Wildtyp signifikant zuriick, die Konzentrationsdnderungen sind jedoch gering, so dass von
einer essentiellen Bedeutung wihrend der Differenzierung abgesehen werden kann.

In den Sporen selbst ist ein deutlicher stirkerer Abfall der InsPs- und der InsPs-
Konzentration gegeniiber dem Wildtyp zu bemerken. Die Sporen sind in der Lage zu
germinieren, verlieren jedoch danach ihre Vitalitit, sofern dem Medium kein myo-Inositol
zugesetzt wurde.

Der Schwerpunkt weiterer Forschung sollte darauf gerichtet sein, die Funktion der
verschiedensten Inositolmetabolite aufzuspiiren. Erfolg verspricht hierbei der gezielte ,,knock

(19

out“ von verschiedenen, am Inositolmetabolismus beteiligten Enzymen. Interessante
Ansatzpunkte wiren hierbei:
1. Inositolmonophosphat Phosphatase:
Mutanten mit Defekten in der Inositolmonophosphat Phosphatase konnten Ins(3)P aus
Glucose 6-phosphat synthetisieren, eine anschlieBende Dephosphorylierung zu myo-
Inositol wire jedoch unmoglich. Unter Inositolmangel wire die Synthese der
hoherphosphorylierten Inositolphosphate aus Ins(3)P gewdhrleistet, ein Einbau von freien
myo-Inositol in PtdIns jedoch nicht mehr mdglich. Die resultierenden phénotypischen
Verdnderungen konnten nur dem Phosphatidylinositolphosphatstoffwechsel zugeordnet
werden.
2. Inositolpentakisphosphat 3/5-Kinase:

Mutanten mit Defekten in der Inositolpentakisphosphat 3/5-Kinase konnten Einblicke in

die ,,futilen Substratzyklen* und die Regulation von InsPs geben.
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3. Bisphosphoglycerat-Mutase:

,Double knock-out* Mutanten mit Defekten in der MIPS und Bisphosphoglycerat-Mutase
konnten den postulierten ,rescue“-Mechanismus fiir PtdIns(4,5)P, und Ins(1,4,5)P;
bestitigen. Wenn dieses Modell zutrifft, sollten die Mutanten unter Inositolentzug
geringere PtdIns(4,5)P,- und Ins(1,4,5)P;-Konzentrationen und ein kiirzeres Uberleben
zeigen.

4. InsPe-Phosphohydrolase (Phytase):

Der Katabolismus von InsP¢ in D.discoideum wurde bisher kaum untersucht. Mutanten

mit Defekten in der Phytase konnten Hinweise auf die Funktion von InsPg liefern.

Von besonderem Interesse ist auch der Wachstumsdefekt der inositol-auxotrophen
Mutanten in Bakteriensuspension und auf Bakterienrasen in Gegenwart von myo-Inositol.
Dies ldsst darauf schlieBen, dass ein spiterer Schritt bei der Phagosomenreifung defekt ist.
Vermutlich spielen bestimmte Phosphatidylinositolphosphate bei der Reifung der
Phagosomen eine Rolle. Mit einer kiirzlich entwickelten Methode, die Reifung von
Phagosomen bei D. discoideum zu verfolgen, sollte es moglich sein, Phagosomenmembranen
und damit die darin enthaltenen Phosphatidylinositolphosphate aus unterschiedlichen Stadien
zu isolieren.”' Der Vergleich der Konzentrationen in Phagosomenmembranen der Mutanten
mit denen des Wildtyps konnte Hinweise darauf liefern, ob Phosphatidylinositolphosphate bei
der Phagosomenreifung involviert sind, und erkldren, warum die inositol-auxotrophen

Mutanten sich nicht mehr durch Phagocytose erndhren kdnnen.
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6 Anhang

6.1 Nukleotid- und ubersetzte Proteinsequenz des cDNA-Klons FC-
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6.2 Vergleich der aus der cDNA-Sequenz abgeleiteten
Proteinsequenz mit der Proteinsequenz bekannter MIPS
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C.elegans KOEHELECVI VL & NTERY TDVRQGLNAT ADEIMESIRV NEDEV NI FAV LE
D.melanogaster RERSGVDSVI VLIS NTERE ADVOPGLNTT SQEL LEA NHSEV TI FAM ECC
B.napus KEKNKVDKVV VL ' NIERY SNVIVGLNDT MENLMNSVDR DESE TL Y. CVLE
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A.thalliana FIN ONT S EV ST T DM RNNVL DD FKSCQTKMKS VLVDELV KrTsSIvV ¥N
E.histolytica FVN ONT LV  VIDLAN KNMEVLLGDD FKTGCQTKIKS VLADFLV LKLQOS TV ¥N
S.polyrriza FVN ONT S FV ST T EM. KRNSL DD FKSCGQTKMKS VLVDELV KPTS1IV ¥N
C.elegans HYIN ONT LV  LTELAE RHKVFVGGDD FKSGQTKFK FVDFLV MKPES TV, ¥N
D.melanogaster TYIN ONT FV  LTIOLAE EKNVF DD FKSCQTKIKS VLVDELV Krv YN
B.napus FIN ONT FV (L DL KNNVL DD FKSCQTKMKS VLVDELV KrTS1IvV ¥N
P.vulgaris FIN OFTSEAREH [ DM RNNVL DD FKSCQTKMKS VLEDELV KPTSTIVE ¥N
M.crystallinum FIN ONT FV L DL KKNSL DD FKSCGQTKMKS VLVDELV KPTS1V ¥N
S.cerevisiae YIN ONTSEVESLVOLAE HEGTF DD LKSCGQTKLKS VLAQFLVD Krv YN
D.discoideum TYIN ONT FV  VVDL OHNV DD FKTCQTKIKS VLTDYLV KPve1iv ¥N
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C.aLbicans HIL, NND YNL KOFREKE KOSVVDD ESNELLYNK ESCDKVDHC! VIKYLPAVCED
C.paradisi HLENNDEMNL OTFRSKE KSNVVDDM VSSN--VEFFM --GLVNTRPR KYVPYVA-
A.thalliana HIL, NND MNL OTFRSKE KSNVVDDM VASNGILFEP --CEHPDHVV VIKYVPYVAD
E.histolytica HI, NND KNL OFRSKE KSNVVSEDV VKENNIMYKA —--CEHPDHVI VITYVPYVGD
S.polyrriza HIL, NND MNL OTFRSKE KSNVVDDM VSSNGILYEP --CEHPDHVI VIKYVPYVGED
C.elegans HL NND KNL SEARQFRSKE KSSVVDDM VKSENQ ILEFPD —--AKNPDHCV VIKYVPYVAD
D.melanogaster HI, NND KNL OQFRSKE KSNVVDDM VASNRLLY --DEHPDHVV VIKYVPYVCED
B.napus BEENNDSMNL OTFRSKE KSNVVDDM VASNGILFEP --CEHPDHVV VIKYVPYVAD
P.vulgaris HI, NND MNL OTFRSKE KSNVVDDM VASNGILFEP --CEHPDHVV VIKYVPYVAD
M.crystallinum HESNNDSMNL OTFRSKE KSNVVDDM VASNGILYEP —--CEHPDHVV VIKYVPYVGD
S.cerevisiae HIL NND YNL KOFRSKE KSSVIDD ND ! LYND KLCGKKVDHCI VIKYMKPVCED
D.discoideum HI, NND KNL OQFRSKE ITKSNVVDDM NNILYKQ --GEHPDHVI VIKYVPYVCED
CLUSTAL CONSENSUS oAk kkk kk ok ARk kak kg Kk kK H Lok *.
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C.aLbicans KVAMDEYYS ELMLGGHNK HNVCEDSL LATPLITDLV VATEFATRVQ VK-- KoD
C.paradisi ERAMDEYTS EIFMGGKSTT VLHNTCEDSL L LDLV LLAELSTRIQ LK---AEGE
A.thalliana KRAMDEYTS EIFMGGKNT T VMHNTCEDSL L LDLV LLAELSTRIQ FK---SEGE
E.histolytica HRAMDDYTS HIFLRGHNT LENTCEDSL L LMIDLA VLMEFMTRVT YS—-—---- D
S.polyrriza KRAMDEYTS EIFMGGKST LHNTCEDSL L LDLV LLAELSTRIQ LK---AEGE
C.elegans KRAMDEY IC FMGGKQTFEF VVHNTCEDSL L L1YDL LTELASRVS YK----- VDD
D.melanogaster KRAMDEYTS EIMMGGHNTL VIHNTCEDSL LATPLILDLV ILGELSTRIQ LRN--AEKE
B.napus KRAMDEYTS EIFMCGGKNTIT VMHNTCEDSL L LDLV LLAEISTRIQ FK---SEKE
P.vulgaris KRAMDEYTS EIFMCGCGKNTT VMHNTCEDSL L LDLV LLAELSTRIQ FK---SEGE
Mlcrystallinum KRAMDEYTS EIFMGGTNTIT VMHNTCEDSL L LDLV LLAELSTRIQ LK---AEEED
S.cerevisiae KVAMDEYYS ELMLGGHNR HNVCEDSL LATALTIDLL VMTEFCTRVS YKKVDPVKED
D.discoideum KRAMDEYTS QIFMCGGHNTT VLHNTCEDSL L LDLV ILAEVTSRIT MK---KODDD
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C.aLbicans ---YDELYPV LLSYWLK LARPGFK NCLNKOROOL VNLLSVLVGL DNELRFER
C.paradisi K--FHSFHPV YLTK inv TPVV NALSKORAML ENILRACVGL ENNM I LEY
A.thalliana K--FHSFHPV TILSYLTK LV TPVI NALSKQRAML, ENIMRACVGL ENNM [ MEF
E.histolytica KE-FKNFNoV MoMISYLLK VVEPK VI NALFKORECL DNFFRALLCGL PCDNHLLLE
S.polyrriza K--FHSFHPV LSYLSK LV TPVV NALSKQRAML ENILRACVGL ENNM ! LEY
C.elegans E--YKPFHSV LSILSLLLK \AY T NAFMRQFSTL TKLVTALAGF DTDMO IEF
D.melanogaster -WVPFKPV LSLLSYLCK LVPQGSQVV NSLFROR ENILRGCIGL HMTLEQ
B.napus K--FHSFHPV ATKLSYLTK LV TPVV NALSKORAML ENILRACVGL ENNM I LEY
P.vulgaris K--FHSFHPV ATILSYLTK LV TPVI NALSKQRAML ENIMRACVGL ENNM I MEF
M.crystallinum K--FHSFHPV ATILSYLTK inv TPVV NALSKQRAML ENILRACVGL ENNM ! LEY
S.cerevisiae KFENFYPV LTFLSYWLK LTRPGFHPV NGLNKQRTAL ENFLRLLIGL ONELRFEE
D.discoideum Q--FATFHPV LSLLSYLLK VPKHATVV NALFKQRACT ENIFKACV DNNMLLEQ
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Anhang
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