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ZUSAMMENFASSUNG

Die Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase (InsP5-(3/5)-Kinase) katalysiert die Um-
setzung von Ins(1,2,4,5,6)P; und Ins(1,2,3,4,6)P5 in Inositolhexakisphosphat (InsPg).
Die physiologische Bedeutung dieser energieverbrauchenden Reaktion sowie die des
in den Dictyostelium discoideum-Zellen am héufigsten vorkommenden Inositolphos-
phates InsPg ist weitgehend unbekannt. In anderen Organismen wird InsPg mit ver-
schiedenen zelluldren Prozessen, wie z.B. der Endozytose und dem mRNA-Export aus
dem Zellkern in Verbindung gebracht. Des Weiteren gibt es Hinweise, dass InsPg in die
Steuerung apoptotischer Prozesse und die Regulation der Zellproliferation involviert
ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die InsP5-(3/5)-Kinase in D. discoideum bis zur Ho-
mogenitdt gereinigt. Nach der de novo Sequenzierung mittels ESI-MS/MS wurde das
kodierende Gen durch Sequenzvergleiche identifiziert. Das Enzym zeigt Ahnlichkeiten
zu bekannten Inositolphosphatkinasen der PDKG-Familie.

Um Kenntnisse iiber die Regulation und Funktion von InsPg in D. discoideum zu er-
halten, wurden InsP5-(3/5)-Kinase Mutanten iiber Antisense-Mutagenese generiert.
Im Gegensatz zum Wildtyp wachsen die Mutanten nur in Medien mit einem Zusatz
an InsPg, allerdings mit einer geringeren Wachstumsrate im Vergleich zum Wildtyp.
In Abwesenheit von InsPg verlieren die Mutanten kontinuierlich ihre Adhésivitat auf
hydrophilen Polystyrol-Oberfidchen, runden sich ab und stellen das Wachstum ein. Die
Untersuchung ihres Metabolit-Spektrums zeigte entgegen den Erwartungen keine Ver-
dnderung der intrazellulidren InsPg-Konzentration beim InsPg-Entzug. Dagegen wur-
de eine Abnahme der intrazelluldren Konzentrationen der aus der InsP5-(3/5)-Kinase-
Riickreaktion stammenden InsP5-Isomere beobachtet. Die InsP5-(3/5)-Kinase ist ver-
mutlich an der fiir das Wachstum offensichtlich essentiellen Aufrechterhaltung der
Konzentrationen von InsP5 und InsPg in D. discoideum beteiligt.

Beim InsPg-Zusatz zum Medium treten die zuvor erwédhnten phénotypischen Veridnde-
rungen und Auswirkungen auf das Metabolitspektrum der Mutanten nicht in Erschei-

nung.



ABSTRACT

The inositol pentakisphosphat (3/5)-kinase (InsP; 3/5-kinase) catalyzes the phospho-
rylation of Ins(1,2,4,5,6)P5 and Ins(1,2,3,4,6)P5 to InsPg in Dictyostelium discoideum
cells. The physiological significance of this ATP-dependent reaction as well as that of
the InsPg is unknown in D. discoideum. InsPg is present in large amounts during the
development of D. discoideum. InsPg is implicated in other organisms in a multitu-
de of essential cellular processes such as endocytosis, nuclear mRNA export and cell
proliferation. Further InsPs may also influence apoptosis.

In the present thesis InsP; 3/5-kinase was purified to homogeneity. The de novo se-
quencing of this protein by ESI-MS/MS followed by sequence similarity screening of
bioinformatics databases allowed the identification of the coding gene. The enzyme
presents the strictly conserved signature motives of the PDKG family.

The cellular function of InsPg in D. discoideum was examined. The used approach was
to generate mutants of InsP; 3/5-kinase by antisense mutagenesis.

The mutants grow only in media supplemented with InsPg, however the growth rate is
lower compared to that of the wild type. Without InsPg the mutants loss continuously
their ability to adhere to hydrophilic polystyrene surfaces, round themselves and stop
their growth. Contrary to the expectations, InsPs withdrawal not altered cellular InsPg
levels in the mutants. In contrast, the decrease of cellular levels of Ins(1,2,4,5,6)P5 and
Ins(1,2,3,4,6)P5 was observed. InsP; 3/5-kinase may be involved in the regulation of
InsPs and InsPg levels in D. discoideum.

The mentioned phenotypical changes of the mutants and the effects on their metabolite

spectrum do not occur in presence of InsPg.
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KAPITEL 1

Einleitung

1.1 Struktur und Nomenklatur von Inositol und Inosi-

tolphosphaten

Inositole sind Cyclohexanhexole der allgemeinen Summenformel C¢H;5,0¢ und geho-
ren zur Gruppe der Cyclitole [1]. Aufgrund der individuellen Anordnung der Hydro-
xylgruppen lassen sich insgesamt neun verschiedene Stereoisomere aus dem Grund-
geriist ableiten, von denen zwei ein Enantiomerenpaar (D-chiro-Inositol und L-chiro-
Inositol) bilden. Die sieben anderen Stereoisomere (cis-, epi-, allo-, myo-, muco-, neo-
und scyllo-) sind optisch inaktive meso-Formen. myo-Inositol (Abk.: ,,Ins*) ist das
am hiufigsten natiirlich vorkommende Inositol und tritt sowohl in freier wie auch in
gebundener Form im Gewebe beinahe aller lebenden Spezies auf. Inositol kann an
seinen sechs Hydroxylgruppen durch Inositolphosphatkinasen phosphoryliert werden.
Die gebildeten myo-Inositol(poly)phosphate auch einfach Inositol(poly)phosphate

(Ins(a,b,...)P, mit a,b,...= phosphorylierte Position(en) und x =Anzahl der Phos-
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phatgruppen) genannt, stellen neben den Phosphoinositiden die biologisch relevanten
myo-Inositolderivate dar. In dieser Arbeit stehen die Inositol(poly)phosphate im Mit-
telpunkt. Der unterschiedliche Phosphorylierungsgrad und die verschiedenen mogli-
chen Stellungen der Phosphatgruppen am myo-Inositolring fithren zu 63 verschiede-
nen Inositolphosphaten. Um diese eindeutig zu bezeichnen, werden die Isomere nach
der [UPAC-Nomenklatur [2] benannt. Zur Vereinfachung der Inositolphosphatbezeich-
nung kann bei der Durchnummerierung der Phosphatgruppen die Agranoft Schildkro-
te (Abb.1.1a, [3]), die das myo-Inositol in der Sesselkonformation darstellt, verwen-
det werden. Das rechte Vorderbein der Schildkréte markiert die D-1-Position. Von
hier aus erfolgt die Nummerierung nach der inzwischen allgemein verwendeten D-
Nomenklatur gegen den Uhrzeigersinn, so dass der Kopf der Schildkrote der D-2-
Position entspricht. Bei der thermodynamisch stabileren myo-Inositol Sesselkonforma-
tion (Abb. 1.1 b) steht die Hydroxylgruppe an Position 2 axial und die verbleibenden
fiinf Hydroxylgruppen dquatorial. Das Molekiil besitzt eine Spiegelebene, die durch
die Kohlenstoffatome 2 und 5 verlduft (Abb. 1.1 ¢).

() (o) ©

Abbildung 1.1: Drei Darstellungen des myo-Inositols:
(a) zeigt die Agranoff Schildkréte. Das rechte Vorderbein markiert die
D-1-Position in der Sesselkonformation, von dort aus wird gegen den
Uhrzeigersinn nummeriert [3].
(b) Sesselkonformation des myo-Inositols

(c) planare Darstellung des myo-Inositols.
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1.2 Dictyostelium discoideum als Modellorganismus

Die erste entdeckte Art der Dictyosteliden wurde 1869 von Brefeld als Dictyostelium
mucoroides beschrieben [4]. Dictyostelium discoideum (D. discoideum) ist ein amo-
boid lebender Protist, der 1933 im Waldboden in North Carolina von Rapper entdeckt
und aufgrund seiner Morphologie den zelluldren Schleimpilzen (Acrasiomyceten) zu-
geordnet wurde [5]. Der Lebenszyklus des eukaryontischen Mikroorganismus glie-
dert sich in vegetative und Differenzierungsphase (Abbildung 1.2). In der vegetativen
Phase ernihren sich die einzelligen, haploiden Amoben von Bodenbakterien, die von
ihnen phagozytiert werden [6]. Wenn ihre Nahrungsquelle jedoch erschopft ist, stel-
len die Amoben die einfache mitotische Zellteilung ein und die Differenzierung wird
eingeleitet. Die Differenzierungsphase ist durch morphologische Verdnderungen und
unterschiedliche Genexpression gekennzeichnet. Dabei geben die Amoben die ein-
zellige Lebensweise zugunsten eines vielzelligen Organismus auf. Als Reaktion auf
Nahrungsmangel beginnen einige Amdben, pulsartig zyklisches AMP (cAMP) zu pro-
duzieren und auszuscheiden. Diese Verbindung wirkt als chemotaktisches Signal, das
andere Amoben anzieht, die ebenfalls cAMP produzieren und ausscheiden. Die Zellen,
die als erste cAMP abgeben, werden zu so genannten Aggregationszentren, aus denen
regelmiBige cAMP-,,Wellen* ausgehen, die eine Bewegung der Zellen zum Zentrum
veranlassen. Es werden zunichst Aggregate aus bis zu 10° Zellen gebildet. Im An-
schluss kommt es zur Ausbildung eines von einer Schleimhiille umgebenen Pseudo-
plasmodiums, welches die Form einer kleinen Nacktschnecke (Slug) aufweist. Bereits
im Pseudoplasmodium beginnt die Differenzierung in zwei unterschiedliche Zelltypen,
Pristielzellen und Préasporenzellen. Die Pristielzellen sind im Vorderbereich lokali-
siert und machen ungefihr 20 % der gesamten Zellpopulation dieser Struktur aus. Das
Pseudoplasmodium ist in der Lage eine Migrationsphase zu durchlaufen und phototak-
tisch bzw. thermotaktisch einen giinstigen Standort fiir die Kulmination, bei der es sich
senkrecht aufrichtet, zu erreichen. Diese Fortbewegung wird durch die Schleimhiille

erleichtert. Im Laufe der Kulmination, die etwa 16 bis 19 h nach Beginn der Aggregati-
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on eintritt, wandern die Pristielzellen durch die Prasporenzellmasse zur FuBplatte und
bilden den Stiel aus, wihrend die Prasporenzellen nach oben wandern und schrumpfen.
Nach etwa 24 h endet der Differenzierungsvorgang mit der Entstehung des Fruchtkor-
pers. Dieser besteht aus abgestorbenen, stark vakuolisierten Stielzellen und der Dau-
erform, den Sporenzellen. Beide Zelltypen besitzen eine Zellulose-enthaltende Zell-
wand, wobei bei den Sporenzellen zusitzlich Glykoproteine eingelagert sind. Sporen-
zellen sind in der Lage extreme Umweltbedingungen zu iiberdauern. Unter giinstigen
Bedingungen, vor allem bei ausreichendem Nahrungsangebot, keimen die Sporen aus

und es entstehen wieder frei lebende Amdoben.

2

Sporenkeimung (Germination)

Bakterien

g Vermehrungsphase
(vegetative Phase)

Pseudopl;s‘f(n(ﬁum

Aggregation

Abbildung 1.2: Der Lebenzyklus von Dictyostelium discoideum

Aufgrund seiner ,,artspezifischen Eigenschaften® ist D. discoideum ein geeigneter Or-
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ganismus zur Erforschung grundlegender zelluldrer Prozesse, wie z.B. Genregula-
tion, Signaltransduktion, Zelldifferenzierung, Chemotaxis, Phagozytose, Zytokinese
und Zellmotilitdt. Viele dieser Prozesse dhneln denen in Sdugetierzellen. Dies war mit
ein Grund dafiir, dass D. discoideum 2002 vom National Institutes of Health (NIH)
in die Liste der Modellorganismen fiir die biomedizinische Forschung aufgenommen
wurde. Der in dieser Arbeit verwendete Stamm AX-2 wurde von Watts und Ashworth
[7] aus dem Stamm AX-1 gewonnen, der im Gegensatz zum Wildtyp NC-4 infolge
zweier unabhingigen Mutationen in der Lage ist in axenischen Ndahrmedien zu wach-
sen [8]. Diese Laborstimme besitzen weiterhin die Fihigkeit, sich durch Phagozytose
von Bakterien zu ernidhren. So konnen vegetative Amoben des Stammes AX-2 auf
bakterienbewachsenen Agarplatten, in Bakteriensuspension und in halbsynthetischen
oder vollsynthetischen fliissigen Nidhrmedien (axenischen Ndahrmedien) kultiviert wer-
den. Die Verdopplungszeit liegt bei 3-4 h fiir das Wachstum auf Bakterien und 8-12
h fiir das in Fliissigmedien. Angesichts seiner Eigenschaften wurde die Taxonomie
von D. discoideum eine zeitlang diskutiert. Rapper ordnete D. discoideum aufgrund
der Gesamtmorphologie in das Reich der Pilze, in die Abteilung Myxomyceten und
in die Klasse Acrasiomyceten (zelluldre Schleimpilze). Die Bezeichnung Schleimpilz
ist fiir D. discoideum jedoch irrefiihrend, da er weder den eigentlichen, plasmodischen
Schleimpilzen noch den echten Pilzen zugeordnet werden kann. D. discoideum unter-
scheidet sich von den echten Pilzen durch das Fehlen von Hyphen. Weiterhin lebt er im
Gegensatz zu den echten Schleimpilzen nicht saprophytisch und bildet kein Plasmodi-
um. Phylogenetische Untersuchungen zur Folge wird die Gruppe der Dictyostelea zu-
sammen mit der Gruppe der Myxogastrea (plasmodische Schleimpilze) und der Proto-
stelea den Mycetozoa (Schleimpilzen) eingeordnet [9]. Aufgrund der Sequenzanalyse
verschiedener Proteine werden die Schleimpilze als eine zu den Pilzen und Metazoen
(Vielzellern) benachbarte Klasse im Reich der eukaryontischen Lebewesen eingeord-
net [9]. Mit der Entschliisselung des Genoms von D. discoideum konnten mittlerweile
tiber 5000 Proteinsequenzen von D. discoideum mit denen anderer Organismen ver-

glichen werden. Demnach sind viele Proteine aus D. discoideum den entsprechenden
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orthologen humanen Proteinen @hnlicher, als die orthologen Proteine aus Saccharomy-
ces cerevisiae (Hefe) sind [10]. D. discoideum scheint also enger mit den Metazoen

als mit den Pilzen und Pflanzen verwandt zu sein.

1.3 Inositolphosphate in Dictyostelium discoideum und

anderen Organismen

D. discoideum besitzt einen sehr komplexen Inositolphosphat-Stoffwechsel, der in vie-
len Gesichtpunkten dem von Sdugetieren dhnelt. Dieser wird durch eine Reihe von
Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungs-Kaskaden, die zur Bildung von verschiede-
nen Inositolphosphat-Isomeren fiihrten, beeinflusst. Etwa 25 myo-Inositolphosphate
mit unterschiedlichen Substitutionsgraden sind in axenisch kultivierten Amd&ben nach-
gewiesen worden [11]. Das Inositolhexakisphosphat und die Diphosphoinositolphos-
phate (InsP; und InsPg) heben sich dabei durch ihre relativ hohen Konzentrationen
von den Inositolphosphaten mit einer geringeren Zahl an Phosphatgruppen ab. Die-
ser Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Inositolphosphat-Isomere
in D. discoideum. Des Weiteren werden bekannte physiologische Funktionen von Ino-

sitolphosphaten in anderen eukaryontischen Organismen beschrieben.

1.3.1 Inositolphosphate (InsP,)

Die Inositolmonophosphate Ins(1)P, Ins(3)P und Ins(4)P wurden in Zellextrakten
von D. discoideum identifiziert. Bislang konnte diesen keine physiologische Funkti-
on nachgewiesen werden. Wiahrend Ins(1)P und Ins(4)P Abbauprodukte darstellen,
wird das Ins(3)P bei der de novo Synthese von myo-Inositol gebildet. D. discoide-
um kann auf synthetischen Medien wachsen, die kein myo-Inositol enthalten [12]. Die
Zellen sind also in der Lage, diese fiir den Inositolphosphat-Stoffwechsel grundle-
gende Verbindung zu synthetisieren. Die Ausgangsverbindung ist das D-Glucose-6--

Phosphat. Dieses wird unter katalytischer Wirkung der myo-Inositol-3-Phosphat-Syn-
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thase (MIPS) zu Ins(3)P umgesetzt. Wie in anderen Organismen, kann das entstandene
Ins(3)P durch eine Monophosphatase zu freiem Inositol umgesetzt werden [13]. Aus
D. discoideum wurde die MIPS, ein zytosolisches Protein, bereits isoliert und cha-
rakterisiert [14]. Die Deletion des MIPS-Gens fiihrte bei den resultierenden inositol-
auxotrophen Mutanten u.a. zum Wachstumdefekt auf Bakterien. Die Merkmale dieser
Mutante belegen, dass myo-Inositol und dessen Derivate eine zentrale Rolle bei ver-
schiedenen physiologischen Prozessen in D. discoideum spielen.

Bei den Inositolbisphosphat-Isomeren sind Ins(3,6)P., Ins(1,4)P; und Ins(4,5)P; be-
schrieben worden. Die Inkubation von zytosolischen Zellextrakten mit myo-Inositol
und ATP fiihrt zur Entstehung von InsPg, wobei Ins(3,6)P, als Zwischenprodukt gebil-
det wird. Die Einstiegsreaktion wird durch die myo-Inositol 3-Hydroxykinase kataly-
siert. Ins(1,4)P, und Ins(4,5)P, entstehen bei dem Abbau von Ins(1,4,5)P3 durch eine
1- bzw. 5-Phosphatase [15]. Das Ins(1,4)P; ist in der Lage, eine wenig affine Form der
DNA-Polymerase « zu aktivieren und ist somit moglicherweise in einigen Zelllinien
an der DNA-Replikation beteiligt [16].

In D. discoideum entsteht das Inositoltrisphosphat Ins(1,4,5)P3 aus der, durch die
Phospholipase C, katalysierten hydrolytischen Spaltung von Phosphatidylinositol -4,5-
bisphosphat (PtdIns(4,5)P5). Durch Bindung von Ins(1,4,5)P3 an InsP3-Rezeptoren des
ER kommt es zur Mobilisierung von Ca?"-lonen aus intrazelluliren Speichern, die ei-
ne Vielzahl von Stoffwechselreaktionen regulieren. Die Phospholipase C abhéngige
Bildung des Ins(1,4,5)P5 stellt nicht den einzigen Syntheseweg dieses Signalmolekiils
dar. Van Dijken et al. beschrieben 1995 [17] die Phospholipase C unabhingige de novo
Synthese von Ins(1,4,5)P3 in D. discoideum. Dies entsteht bei der Dephosphorylierung
von Ins(1,3,4,5,6)P5 durch eine Ca®" -abhiingige 3/6-Bisphosphatase. Zur Inaktivie-
rung wird Ins(1,4,5)P3 entweder durch eine 5- bzw. 1-Phosphatase zu Ins(1,4)P, bzw.
Ins(4,5)P, dephosphoryliert [18] oder durch die Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase
zu Ins(1,3,4,5)P, phosphoryliert [19]. Dieser Schritt wurde allerdings bislang nur im
Zellkern von D. discoideum nachgewiesen [20]. Es bleibt unklar, ob das umgesetzte

Ins(1,4,5)P3 aus dem Cytosol stammt oder im Zellkern gebildet wurde.
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Ins(1,4,5)P3 wurde erstmals als sekundérer Botenstoff in der Signaltransduktion be-
schrieben [21]. Inzwischen wird vermutet, dass dieses ebenfalls bei der Transkription,
Translation und Zellmigration eine Rolle spielt [22]. Die am intensivsten untersuchte
Funktion von Ins(1,4,5)P;5 ist jedoch die intrazelluldre Mobilisierung von Calcium.
Das Ins(3,4,6)P3 wurde als Zwischenprodukt der InsPg-Biosynthese in D. discoide-
um [23] beschrieben. Ins(1,2,3)P3, Ins(1,2,4)P5 und Ins(1,2,6)P5 entstehen in vitro bei
dem Abbau von InsPg unter Einwirkung einer membranassoziierten InsPg - Phospha-
tase (Phytase) [24]. Das pharmakologisch relevante Ins(1,2,6)P3 entsteht ebenfalls als
Produkt einer InsP5/InsP,-Phosphatasereaktion [25]. Ein breites Wirkungsspektrum
wird dieser Verbindung zugeschrieben. So konnten entziindungshemmende, schmerz-
stillende und antivasokonstriktorische Wirkungen festgestellt werden, wobei die Wir-
kungsweise bislang nicht geklart wurde. Ins(1,3,4)P3 wird als Vorstufe zur Biosynthese
von Ins(1,3,4,5,6)P5, InsPg, InsP7 und InsPg beschrieben. Dieser Stoffwechselweg ist
jedoch nur in tierischen Zellen nachgewiesen worden [26].

In D. discoideum sind verschiedene Inositoltetrakisphosphate beschrieben worden.
Ins(1,3,4,5)P, kommt als Produkt der Phosphorylierungsreaktion von Ins(1,4,5)P3 vor.
Des Weiteren entsteht Ins(1,3,4,5)P, ebenso wie Ins(1,4,5,6)P, als Abbauprodukt von
Ins(1,3,4,5,6)P5. Ins(1,3,4,6)P, ist ein Intermediat der InsPg -Biosynthese. Weitere
Inositoltetrakisphosphate treten als Produkte des Phytase-katalysierten Abbaus auf.
Dem Ins(1,3,4,5)P, wird die Regulation des durch Ins(1,4,5)P; verursachten Ca?*-
Ionen Einstroms zugeschrieben [30]. In hoheren Zellen ist Ins(1,3,4,5)P, an der GAP-
vermittelten (GTPase-aktivierendes Protein) Signaltransduktion beteiligt [27]. Ein wei-
teres biologisch relevantes Inositoltetrakisphosphat ist das Ins(3,4,5,6)P,. Die Plasma-
membran vieler Zelltypen enthilt Chloridkanile, die durch die Erhohung der intra-
zelluldiren Ca?"-Konzentration aktiviert werden [28]. Die Ca?"-abhiingigen Chlorid-
kanéle sind an der Aufrechterhaltung der Salz- und Fliissigkeits-Balance beteiligt. Die
spezifische Inhibierung solcher Kanile durch Ins(3,4,5,6)P, wurde nachgewiesen [28].
In Extrakten von D. discoideum-Zellen wurden drei Inositolpentakisphosphat-Isomere

nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um Ins(1,3,4,5,6)P5 (C; =~ 8 uM), Ins(1,2,3,4,6)P;
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(C; = 16 uM) und Ins(1,2,4,5,6)P5 (C; ~ 32 uM). Die zwei letztgenannten InsP5-
Isomere entstehen als Produkt der Dephosphorylierungsreaktion bei der Inkubation
von zytosolischen Extrakten mit InsPs und ADP. In Gegenwart eines ATP-regenerieren-
den Systems wird jedoch keine Dephosphorylierung von InsPs beobachtet. Demnach
stellen Ins(1,2,3,4,6)P5 und Ins(1,2,4,5,6)P5 Zwischenstufen sowohl bei dem InsPg-
Abbau als auch bei der InsPs-Synthese dar. Diese Wege des Inositolphosphatstoff-
wechsels werden als futile Zyklen bezeichnet [23]. Ein an diesem Prozess beteiligtes
Enzym wurde bereits partiell aufgereinigt und charakterisiert [29]. Es handelt sich um
die Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase (InsP5-(3/5)-Kinase) mit der sich der expe-
rimentelle Teil dieser Arbeit beschiftigen wird. Dieses zytosolische Enzym scheint
fiir die Synthese von InsPg aus Inositoltetrakis- und -pentakisphosphaten, mit freier 3-
und/oder 5-Position, verantwortlich zu sein.

Das biologisch relevante Ins(1,3,4,5,6)P5 entsteht sowohl aus Ins(1,3,4,6)P, als auch
aus Ins(1,3,4,5)P4 und kann zu Ins(1,4,5)P3 abgebaut werden [13]. In D. discoideum
wird Ins(1,3,4,5,6)P;5 als Vorldufer von InsPg angesehen. Die Ubertragung der Phos-
phatgruppe auf die zweite Position wird durch die Inositol-1,3,4,5,6-Pentakisphosphat
2-Kinase (InsP5-2-K) katalysiert. Eine derartige InsP5-2-Kinase wurde in D. discoide-
um noch nicht enzymatisch nachgewiesen. Aus menschlichen, Hefe- und Sojabohnen-
Zellen wurde diese jedoch bereits isoliert.

Im Gegensatz zu anderen InsPs-Isomeren ist Ins(1,3,4,5,6)P5 aufgrund seiner guten
Verfiigbarkeit intensiv untersucht worden. In kernhaltigen Erythrozyten von Vogeln
und Amphibien reguliert Ins(1,3,4,5,6)P; durch die Bindung an Hamoglobin dessen
Sauerstoffaffinitit und iibernimmt so die Rolle des 2,3-Bisphosphoglycerats in Siu-
gern [27,30].

60 Jahre nach der Entdeckung von Inositolhexakisphosphat als Phosphatspeicher in
Samen von Pflanzen wurde festgestellt, dass dieses ubiquitér in tierischen Zellen vor-
kommt und, dass es das in der Natur am hiufigsten vorkommende Inositolphosphat
ist [27]. In vegetativen D. discoideum-Zellen kultiviert auf Fliissigmedien liegt sei-

ne Konzentration im Bereich von 300-600 M und kann wihrend der Differenzie-
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rung und in Sporen bis auf 2 mM ansteigen [31]. In tierischen Zellen liegt die InsPg-
Konzentration nur bei 10-100 M. In D. discoideum entsteht InsPg durch sequentielle
Phosphorylierung von myo-Inositol (Abb. 1.3) iiber Ins(3)P, Ins(3,6)Ps, Ins(3,4,6)P3,
Ins(1,3,4,6)P, und Ins(1,3,4,5,6)P5 [23]. Ein weiterer Syntheseweg stellt die Phos-
phorylierung im Zellkern von Ins(1,4,5)P3 iiber Ins(1,3,4,5)P, und Ins(1,3,4,5,6)P; zu
InsPg dar [20].

1.3.2 Pyrophosphorylierte Inositolphosphate (PP-InsP,)

Im Rahmen der Untersuchungen zum Inositolphosphat-Metabolismus in D. discoi-
deum wurde eine neue Klasse von Inositolphosphaten mit ,.energiereichen* Diphos-
phatgruppen, die pyrophosphorylierten Inositolphosphate auch Diphosphoinosi-
tolphosphate genannt, entdeckt. Die Beobachtung, dass Zellen relativ gro3e Mengen
von zwei Inositolphosphaten enthalten, die auf Anionenaustauschern nach InsPg eluie-
ren, lieferte den ersten Hinweis auf die Existenz von Diphosphoinositolphosphaten.
Der direkte Nachweis und die endgiiltige Strukturaufkldrung dieser pyrophosphory-
lierten InsPg-Derivate erfolgten durch NMR-Spektroskopie und den Einsatz spezifi-
scher Enzyme [32, 33]. Bei den nachgewiesenen Diphosphoinositolphosphaten han-
delt es sich um die InsP;-Isomere D-6-Diphospho-myo-Inositolpentakisphosphat (6-
PP-InsP;), D-5-Diphospho-myo-Inositolpentakisphosphat (5-PP-InsP5) und das InsPg-
Isomer D-5,6-Bisdiphospho-myo-Inositoltetrakisphosphat (5,6-bis-PP-InsP,). Die Re-
aktion von 6-PP-InsP5 zu 5,6 bis-PP-InsP, wird durch eine spezifische 6-PP-InsP5-
(5)-Kinase katalysiert [33]. In D. discoideum stellen die Diphosphoinositolphosphate
die hdufigsten Inositolphosphate nach InsPg dar. Die intrazelluldre Konzentration von
InsP7 liegt bei D. discoideum zwischen 30 und 100 M, die von InsPg zwischen 60 und
300 uM [34]. Diese neue Stoffklasse ist offensichtlich ubiquitér verbreitet, denn nach
ihrer Entdeckung in D. discoideum wurde sie auch in diversen Zelltypen anderer Orga-
nismen nachgewiesen. So konnte das Vorkommen der Diphosphoinositolphosphate in

Hefen [35], Pflanzenzellen [36] und Sédugerzellen [37] gezeigt werden. Nach bisheri-
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gen Erkenntnissen entstehen die Diphosphoinositolphosphate in D. discoideum bei der
InsPg-Kinase katalysierten Phosphorylierung von InsPg durch ATP [38]. Die Wachs-
tumsbedingungen und das Einsetzen der Hungerphase beeinflussen die Konzentration
der Diphosphoinositolphosphate in D. discoideum. Die Anreicherung dieser Verbin-
dungen in der spit exponentiellen Wachstumsphase oder unter Hungerbedingungen
wurde dokumentiert [31].

In Hefen und Sdugetierzellen werden die Diphosphoinositolphosphate ausgehend von
InsP5 und InsPg gebildet [39]. In den letzten Jahren wurden viele Enzyme identifiziert,
die an dem Stoffwechsel dieser Verbindungen beteiligt sind. Es handelt sich dabei um
Inositolphosphatmultikinasen (IPMK) [40] und eine Familie von InsPg-Kinasen [39].

Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung der Diphosphoinositolphosphate ge-
ben Hinweise auf mogliche Funktionen dieser Verbindungen. So wird vermutet, dass
diese energiereichen Verbindungen aufgrund ihres Phosphatgruppeniibertragungspo-
tentials als Phosphatgruppendonor bei spezifischen Proteinphosphorylierungen dienen
konnten [41]. Moglicherweise sind die Diphosphoinositolphosphate an endo- und exo-
zytotischen Vorgingen beteiligt. Diese Funktion konnte fiir einen professionellen Pha-
gozyten wie D. discoideum von Bedeutung sein. Die Gendeletion des InsPg-Kinase
kodierenden Gens in Saccharomyces cerevisiae fiihrt zum langsameren Wachstum.
Weiterhin weisen die Mutanten geringere Diphosphoinositolphosphat- Konzentratio-
nen auf und enthalten ungewohnlich kleine, fragmentierte Vakuolen [39]. Defekte in
der Endozytose werden ebenfalls beobachtet [42]. In D. discoideum wurde ein InsPg-
Kinase-Gen identifiziert und ausgeschaltet [43]. Die erzeugten Mutanten kénnen we-
der InsP7 noch InsPg bilden. Im Gegenzug wurde ein Anstieg der InsPg-Konzentration
um das 2,5-fache beobachtet. Im Vergleich zum Wildtyp zeigten die Mutanten keine
Verdnderungen in Pino- und Phagozytose, Wachstumraten, Zellgroe und Differenzie-

rung. Lediglich eine beschleunigte Chemotaxis wurde beobachtet.
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1.4 Ubersicht des Inositolphosphatstoffwechsels
in Dictyostelium discoideum

Bei den meisten Untersuchungen zur Aufkldarung des Inositolphosphatstoffwechsels
wurden Zellen aus der vegetativen Wachstumsphase bzw. frithen Aggregationspha-
se verwendet. Der Stoffwechsel wihrend der Differenzierungsphase ist dagegen we-
nig untersucht worden. Bei den dokumentierten Untersuchungen lag der Schwerpunkt
eher auf der Analytik der Metabolite und nicht auf der Reinigung und Charakterisie-
rung der beteiligten Enzyme. Zellen oder auch Zellhomogenate wurden mit vorge-
gebenen, isotopenmarkierten Substraten versetzt und das entstandene Metabolitmus-
ter untersucht. Unter diesem Gesichtpunkt ist es schwierig ein weitgehend vollstén-
diges Inositolphosphat-Metabolismus-Modell aufzustellen, da die Substratspezifizitit
der beteiligten Enzyme und eine mogliche Kompartimentierung innerhalb der Zelle
bei den maBgeblichen Versuchen meist unberiicksichtigt blieb. In der Abb. 1.3 ist das
Modell des Inositolphosphat-Stoffwechsels in D. discoideum dargestellt. Die Phytase-

Metabolite sind ebenfalls angegeben.
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Diphosphoinositolphosphate

Phytase-Abbau in vifro
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=)  Diphosphoinositolphosphat-Stoffwechsel

Abbildung 1.3: Modell des Inositolphosphat-Stoffwechsels in D. discoideum; Phytase-

Metabolite

1.5 Funktionen von Inositolhexakisphosphat

Das Inositolhexakisphosphat, auch Phytinsdure genannt, kommt in der Natur als Anion
(Phytat) vor. Das Phytat wurde zuerst als wichtigster Phosphatspeicher in Pflanzensa-

men beschrieben. Der InsPg-Gehalt betriigt hier 1-5 % (w/w) und entspricht somit
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75 £+ 10 % des gesamten Phosphatgehaltes und 90 % der in ausgereiften Pflanzensa-
men vorkommenden Inositolphosphate [44]. In Pflanzen wird das Phytat in speziellen
membranumhiillten Organellen, den Protein-Bodies, deponiert, die zum vakuolidren
Kompartiment gehoren. In diesem extrazytoplasmatischen Kompartiment unterliegt es
wihrend der Samenentwicklung keinem Abbau. Erst mit der Keimung beginnt der Ab-
bau durch die Phytase und die Mobilisierung von Phosphat, Inositol und lebenswich-
tigen Kationen. Kiirzlich wurde InsPg4 als physiologisches Signal beschrieben, das an
der Regulation von Stomatadffnungen beteiligt ist, iiber die der Wasser- und Gasaus-
tausch zwischen Pflanze und Aussenwelt reguliert wird [45]. Beim Trockenstress wird
infolge von Wasserverlust die Abscisinsdure in der Wurzel und auch in den Blittern
gebildet. Sie wird durch den Transpirationsstrom an die Schlie3zellen herangefiihrt.
In diesen Zellen kommt es u.a. zum Anstieg der intrazelluldren InsPg-Konzentration.
Der gesteigerte InsPg-Spiegel bewirkt die Aktivierung der K*- und Ca?*-Kaniile in
der Vakuolenmembran und mobilisiert iiber letztere Calcium aus Endomembranspei-
chern [46].

In den letzten Jahren wurde bei eukaryontischen Zellen eine Reihe physiologischer
Funktionen von InsPg vorgeschlagen. Wegen der Komplexierungseigenschaften von
InsPg gibt es aber noch Vorbehalte hinsichtlich dieser Ergebnisse. In der Zelle kann
das InsPg 2- und 3-wertige Kationen komplexieren und dadurch deren Verfiigbar-
keit reduzieren. Weiterhin wird die intrazelluldre Verfiigbarkeit von InsPg durch die
Unloslichkeit seines Ca?T-bzw. Mg?"™ Salzes und die Bindung an Proteine begrenzt.
Bei der Zuordnung dieser Funktionen wurde immer von lokal begrenzten Pools von
Inositolphosphaten ausgegangen, deren Schwankungen fiir die beobachteten Effekte
verantwortlich sein miissen. Nur so lassen sich die unterschiedlichen Funktionen, die
meist hohe Umsatzraten von InsPg erfordern, mit dem scheinbar konstanten InsPg-
Spiegel in Einklang bringen [47]. In D. discoideum ist die physiologische Bedeu-
tung von InsPg bisher noch unklar. In anderen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass
InsPg fiir den mRNA-Export aus dem Zellkern erforderlich ist [48]. In eukaryonti-

schen Zellen sind die Transkription und Translation rdaumlich durch die Kernhiille
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getrennt. Diese beiden Prozesse sind iiber den ,,nuclear pore complex “ (NPC) mit-
einander verkniipft, der den selektiven nucleocytoplasmatischen Austausch von Pro-
teinen ermoglicht. Fiir den Export von mRNA aus dem Zellkern sind Vorginge wie
die Prozessierung der pre-mRNA erforderlich. In menschlichen Zellen fiihrt die Uber-
expression der Inositol-Phosphatase SopB, ein Virulenzfaktor der Salmonellen, zur
Erschopfung der InsPg-Konzentration, die mit der Anreicherung von polyadenylierter
RNA im Zellkern koinzidiert [49]. Dieses Ergebnis ldsst einen Defekt beim Export
von mRNA aus dem Zellkern vermuten, der mit der niedrigen InsPg-Konzentration
zusammenhingt. Mutationsstudien in Hefen ergaben weitere Hinweise auf die Rol-
le von InsPg bei dem mRNA-Export. Diese belegen, dass die Phospholipase C und
zwei andere Proteine (potentielle Inositolphosphat-Kinasen), die die InsPs-Synthese
beeinflussen, fiir den mRNA-Export bendtigt werden [48]. Die Beteiligung von InsPg
an anderen Prozessen im Zellkern, wie der Transkription, wird auch diskutiert. Die
Beteiligung an einem Reparaturmechanismus fiir strahlungs- und chemisch-induzierte
DNA-Doppelstrangbriiche durch Aktivierung einer DNA-abhéngigen Serin/Threonin
Proteinkinase, die Teil eines multimeren ,,DNA-endjoining-complex* ist, der eine Bin-
dungsstelle fiir InsPg besitzt, wird beschrieben [50].

Untersuchungen der Endozytose bei pankreatischen (3-Zellen zeigen, dass InsPg durch
die Regulation der intrazelluldren Phosphoinositid-Konzentration und den Einfluss auf
die Protein-Phosphorylierung an deren Regulation involviert ist. Hierbei kommt es
zur Aktivierung der Proteinkinase C und Inhibierung der Phosphoinositid-Phosphatase
Synaptojanin und folglich zur Anreicherung von Phosphatidylinositol 4,5 bisphos-
phat [51]. Ferner dient InsPg durch Erh6hung der Ca?*-Kanal-Aktivitit und Insulin-
Exozytose als Signal bei der Stimulus-Sekretions-Kopplung dieser Zelllinie.

InsPg ist an der Regulation verschiedener Proteinkinasen involviert. Es aktiviert unter
anderem eine bisher unbekannte Proteinkinase, die spezifisch Pacsin/Syndapin I phos-
phoryliert. Dadurch wird die Interaktion mit Dynamin I begiinstigt. Pacsin/Syndapin I
und Dynamin I sind Proteine die am synaptischen Vesikelrecycling beteiligt sind [52].

In vielen Studien wird die hohe Affinitidt von InsPg zu verschiedenen Proteinen be-
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schrieben. Demnach konnte InsPg durch Bindung an Rezeptorproteine an der Regula-
tion der Ca?*-abhiingigen Freisetzung von Neurotransmittern involviert sein [53]. In
Zusammenhang mit der Internalisierung und dem Recycling von Membranen bei der
Endozytose wurde die Bindung an die Vesikeladaptorproteine AP-2 [54], AP-3 und
AP-180 [55] beschrieben. Hier wird die Inhibierung der durch diese Proteine kataly-
sierten Clathrinkéfig-Bildung postuliert.

Erwihnenswert ist ebenfalls die beschriebene antioxidative Wirkung von InsPg. Wie
bereits erwiihnt ist InsPg ein guter Komplexbildner. Durch die Bindung von Fe3*-Ionen
an InsPg wird die Fe3* katalysierte Bildung reaktiver Hydroxylradikale und die Per-
oxidation von Lipiden inhibiert und damit die Zelle vor oxidativen Schiden geschiitzt.
Seit einigen Jahren wird dem InsPg eine Anti-Tumor-Wirkung zugeordnet, die auf sei-
ner antioxidativen Wirkung beruht. Es wird vermutet, dass die 1,2,3 (dquatorial-axial-
dquatorial)-Trisphosphat-Gruppe fiir die Anti-Tumor-Wirkung sowie andere biologi-
sche Effekte des InsPg verantwortlich ist [56, 57]. In diesem Zusammenhang konnte
in Tiermodellen eine Hemmung des Tumor-Wachstums und eine Abnahme der Tu-
morgroBe beim Verabreichen von InsPg beobachtet werden. InsPg als Wirkstoff wurde
ebenfalls als Antineoplastikum [58] und zur Vorbeugung der Nierensteinbildung [59]

diskutiert.

1.6 Inositolphosphatkinasen

Inositolphosphatkinasen sind an der Regulation der intrazelluldren InsP,-Konzentratio-
nen durch Phosphorylierung verschiedener InsP,-Isomere beteiligt. Basierend auf der
Sequenzhomologie konnen drei verschiedene Klassen von Inositolphosphatkinasen
unterschieden werden: Die Inositolphosphatkinase-Superfamilie (auch PDKG-Kinasen
genannt), die sich aus drei Subfamilien zusammensetzt: Die Inositol(1,4,5)trisphosphat
3-Kinasen (IP3K), die Inositolphosphatmultikinasen (IPMK) und die Inositolhexaki-
sphosphatkinasen (IPzK) [60]. Die anderen zwei Klassen der Inositolphosphatkina-
sen sind die Inositol(1,3,4,5,6)pentakisphosphat 2-Kinase (IP5-2-K) und die Inosi-
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tol(1,3,4)trisphosphat 5/6-Kinase / Inositol(3,4,5,6)tetrakisphosphat 1-Kinase (IP3-5/6-
K /1P4-1-K).

Inositolphosphatkinasen

Inositolphosphatkinasen Inositol(1,3,4)P, 5/6-Kinase
R hashtibaadd Inositol(1,3,4,5,6)P.  2-Kinase (IP, -5/6-K) /
Superamie 0 Inositol (3 435 6)P, 1-Kinase
(PDKG-Kinasen) (IP -2-K) 4,5,6)P,
(IP, 1-K)
Inositol(1,4,5)P;  3-Kinasen Inositolphosphatmultikinasen Inositolhexakisphosphatkinasen
(1P K) (IPMK) (1P, K)

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Inositolphosphatkinasen-Familie

Die katalytischen Doménen der Enzyme der Inositolphosphatkinasen-Superfamilie ent-
halten ein charakteristisches Aminosduremotiv der Form (P-C-[VAI]-[ML]-D-X-K-
[MI]-G) . Dieses PDKG-Motiv spielt moglicherweise eine essentielle Rolle bei dem
katalytischen Transfer der Phosphatgruppe von ATP auf den Inositolring und/oder der
Positionierung des ATP-+-Phosphates in die Ndhe der Akzeptor-Hydroxylgruppe des
Inositolringes [61]. Weitere katalytisch essentielle Konsensusmotive sind das an der
Katalyse beteiligte SSLL-Motiv [40] und das IDFG/A-Motiv, das fiir die Bindung des
ATPs verantwortlich ist [62].

Die Inositol(1,4,5)trisphosphat 3-Kinase wurde zunichst im Tierreich nachgewiesen.
Drei Isoformen wurden identifiziert die hochkonservierte Doménen, die an der Bin-
dung, Ausrichtung und Phosphorylierung der InsP,-Substrate beteiligt sind, beinhal-
ten. In der Nihe der katalytischen Doménen ist die Calmodulin-Bindedoméine lokali-

siert, die durch Bindung von Ca?* die IPK-Aktivitit stimuliert [63].
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Im Gegensatz zur Inositol(1,4,5)trisphosphat 3-Kinase ist die Inositolphosphatmul-
tikinase (IPMK) in der Natur weit verbreitet und stellt wahrscheinlich die evolutio-
nire Vorstufe der IPsK und der IPgK dar, die alle das PDKG-Motiv enthalten [26].
Die als erste identifizierte IPMK aus Hefe (IPK?2) ist eine InsP3/InsP, 3/6-Kinase und
identisch mit Arg 82/Arg RIII. Dieses ist Teil des Arg82-Mcm 1-Transkriptionskom-
plexes [38, 64], der die Transkription von Genen kontrolliert, die am Argininmeta-
bolismus beteiligt sind [65]. Die intrazellulidre Lokalisation des IPMK-Homologs in
Menschen und Drosophila melanogaster wurde als nuklear beschrieben.

Die Inositolhexakisphosphatkinase (IPK) katalysiert die Phosphorylierung von InsPg
zu PP-InsP; sowie die Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)P5 zu PP-InsP, [39]. Es
wurden bisher drei Isoformen dieser Inositolphosphatkinasesubfamilie identifiziert.
Die IPsKs enthalten ein typisches GF[RK]-Motiv, welches vermutlich an der Bindung
hochphosphorylierter Inositolphosphate beteiligt ist [66].

Neben den PDKG-Kinasen gehoren ebenfalls die 1P5-2-K und die IP3-5/6-K/1P,4-1-K
zu den Inositolphosphatkinasenarten. Die Inositol(1,3,4,5,6)pentakisphosphat 2-Kinase
katalysiert den letzten Schritt, der zur InsPg-Bildung fiithrt. Das Enzym wurde erst-
mals in Hefen beschrieben und SCIPK1 genannt [67]. Das humane Homologe wurde
erst spiter aufgrund der Sequenzihnlichkeit mit SCIPK1 identifiziert [68]. Durch Nor-
thern Blot Analysen konnte eine ubiquitdre aber sehr schwache Expression in allen
Geweben mit hoheren Konzentrationen des Transkripts im Herz, Gehirn und Plazenta
nachgewiesen werden. Uber die Dominenstruktur der IP5-2-K und der IP5-5/6-K/IP,-
1-K ist bisher wenig bekannt. Sie weisen keine Homologien zu den typischen IPK-
Domainen auf, wie sie fiir die PDKG-Kinasen beschrieben wurden. Die essentiellen
Aminosiurereste fiir die Katalyse der InsP,-Phosphorylierung konnten ebenfalls noch
nicht eindeutig bestimmt werden. Lediglich eine fiir die ATP-Bindung verantwortliche

Grasp-Domine in der IP5-5/6-K/IP,-1-K wurde bereits identifiziert [26].
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1.7 Methoden zur Generierung von Mutanten

Das haploide Genom, die Entwicklung eines Transformationssystems sowie die Ver-
figbarkeit geeigneter Vektoren machen D. discoideum fiir molekularbiologische Mani-
pulationen und damit fiir eine Genfunktionsanalyse zugénglich. Eine genetische Mani-
pulationen ist iiber zwei Wege moglich: Die Zufallsmutagenese und die zielgerichteten
Mutationen. Bei der konventionellen Zufallsmutagenese werden mutagene Substan-
zen eingesetzt, die nicht gerichtete und zufillige Punktmutationen, die im gesamten
Genom verstreut sind, einfithren. Eine weitere Methode zur zufélligen Insertionsmu-
tagenese bei D. discoideum ist die ,, restriction enzyme mediated integration (RE-
MI). Diese Methode beruht auf der Verwendung eines Restriktionsenzyms und einer
Transformations-Vektorplasmid DNA mit entsprechender singulédrer Schnittstelle im
Transformationsansatz und fiithrt zur Integration der Plasmid-DNA in entsprechende
Restriktionsschnittstellen im Genom der transformierten Zellen [69]. Diese Methode
eignet sich besonders, da der Vektorintegrationsort markiert wird und somit das mu-
tierte Gen isoliert werden kann. Der Integrationsmechanismus bei diesem Prozess ist
bislang nicht bekannt. Vermutlich gelangt das Restriktionsenzym mit der transformie-
renden linearen Plasmid-DNA in den Zellkern. Dort fiihrt das Restriktionsenzym an
seinen Erkennungs- und Spaltstellen zu wiederholten Verdau- und Ligationsvorgén-
gen innerhalb des Genoms. Aufgrund der komplementédren Enden kommt es dann zur
heterologen Integration der Plasmid-DNA in das Genom.

Eine Moglichkeit der gerichteten Mutagenese bietet die homologe Rekombination.
Diese erlaubt das zielgerichtete Ausschalten eines Gens. Das Vektorkonstrukt, das
fiir die gezielte Inaktivierung verwendet wird, besteht aus einem Selektionsmarkergen
(Resistenzkassette), umgeben von zwei zum Zielgen homologen DNA-Abschnitten.
Nach Einfiihrung des Transformationsvektors kommt es durch homologe Rekombina-
tion zur Mutation, wenn sich die genomische DNA o6ffnet und der vollstandige Vektor
in die DNA-Sequenz des Zielgens integriert wird (doppeltes crossing-over). Nach der

Genzerstorung ist die nicht mehr funktionsfihige DNA des Zielgens aber weiterhin
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vollstindig im Genom vorhanden, was zu unerwiinschten Rekombinationsereignissen
fiihren kann.

Die Antisense vermittelte Geninaktivierung durch Expression der Antisense-RNA (asR-
NA) in transformierten Zellen ist eine Alternative zur homologen Rekombination. Die
Mechanismen, wie komplementdre RNA zum Gene-Silencing fiihrt, sind noch weit-
gehend unverstanden [70]. Die Vorstellung, das sich komplementire Basensequenzen
auf der mRNA und der asRNA zu Doppelstringen vereinigen mit dem Ergebnis, dass
das Ablesen der betreffenden mRNA blockiert wird, erwies sich als nicht haltbar. In

der Abbildung 1.5 ist das Standardmodell fiir den Antisense silencing Mechanismus

dsRNA o
“JIOOTTTT . - siRNAs
DdsRNase
(Dicer) E &

0

\LQ

dargestellt.

mRNA Entwmdung
9 D
Risc Risc Risc
L aal
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Abbildung 1.5: Standardmodell fiir den Antisense silencing Mechanismus: doppel-
stringige RNA wird von Dicer in small interfering RNAs (siRNAs)
zerlegt, siRNAs werden von RNA induced silencing complex (RISC)
gebunden und entwunden, der Antisense-Strang spezifiziert RISC zur

Degradation der Ziel-mRNA [71]
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Bei Gene-Silencing-Experimenten am Rundwurm C. elegans in den Jahren 1996-1998
beobachteten Fire und Mitarbeiter, dass nicht das Antisense Transkript sondern kon-
taminierende doppelstringige RNA-Molekiile (dsSRNAs) eine drastische Verstirkung
des hemmenden Effekts hervorrufen [72]. Dabei zeigte sich, dass die Injektion von
substochiometrischen Mengen dsRNA einen besseren Silencing-Effekt hatte als grofle
Mengen von Antisense-Transkripten. Das Phinomen sollte spiter die Bezeichnung
-RNA-Interferenz“ (RNAi) erhalten und wurde schlieBlich auch bei anderen Organis-
men, z. B. der Fruchtfliege, dem Zebrafisch und in Sdugerzellen gefunden. Ein un-
erwarteter Befund war das Auffinden der eingefiihrten dsSRNA und der ,,verlorenen
mRNA* in Form von kleinen, etwa 20 bis 23 bp groB8en Stiicken, die als small interfe-
ring RNAs (siRNAs) bezeichnet wurden [73]. Die Autoren zeigten, dass diese kleinen
doppelstriangigen RNAs fiir die RNA-Interferenz verantwortlich sind. Der Ursprung
der 21mere zeigte sich, als in Drosophila ein Proteinkomplex ,,Dicer* gefunden wur-
de. Diese Nuklease zerschneidet in vitro doppelstringige RNA in 21mere [74]. In D.
discoideum war die dsRNA-Aktivitdat bekannt, die in vitro 23mere produziert [75],
aber erst kiirzlich wurden im Genom zwei Dicer-Homologe gefunden. Die Rolle der
21mere beim RNAi-Mechanismus wurde dann durch die Entdeckung des RNA indu-
ced silencing complex (RISC) in Drosophila aufgeklart. RISC ist ein Proteinkomplex,
der ein 21mer als RNA Komponente enthdlt. Der Komplex hat small sense RNAse
(ssRNase)-Aktivitit und erhilt seine Spezifizitit durch das 21mer. Offensichtlich fin-
det der Komplex seine Ziel-RNA durch den Antisense Strang des 21mers und schnei-
det dann die mRNA in der Mitte des Hybrids [76]. Das bestehende Modellsystem

wurde fiir bestimmte Organismen erweitert [71].

1.8 Das Dictyostelium discoideum Genom

Das haploide Genom von D. discoideum ist etwa 34 Mb groB3. Die Gene verteilen sich
auf sechs Chromosomen, welche zwischen 4 und 8 Mb grof} sind. Einen weiterer Be-

standteil des Genoms ist das ca. 88 kb grofle extrachromosomale Palindron, auf dem
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die ribosomalen Ribonukleinsduren-Gene lokalisiert sind [10]. Die rDNA ist ebenfalls
im Zellkern lokalisiert und macht etwa 23 % der DNA im Zellkern aus. Ahnlich wie
Saccharomyces cerevisiae besitzt auch D. discoideum zusitzlich im Zellkern bis zu
300 Kopien eines 1,5 bis 27 kb groBen Plasmides, wobei die Art des Plasmids vom
jeweiligen Dictyostelium-Stamm abhingig ist [77]. Diese Plasmide (DdP, Dictyoste-
lium discoideum plasmid) besitzen einen Replikationsursprung und kodieren fiir ein
als ,,Rep* bezeichnetes Protein, welches fiir die autonome Replikation und Regulation
der Anzahl der Plasmide benotigt wird [78,79]. Neben den bereits erwdhnten Bestand-
teilen des D. discoideum Genoms enthilt jede Zelle ungefidhr 200 Mitochondrien mit
je einer Kopie einer etwa 55 kb groflen mitochondrialen DNA [80], die hauptsédchlich
fiir Gene des Energie-Stoffwechsels kodiert. Das mitochondriale Genom von D. dis-
coideum mit einem Adenin/Thymin (AT)-Gehalt von 73 % ist grofler als das von Siu-
getieren. Wihrend des vegetativen Wachstums kann der mitochondriale DNA-Anteil
(mitDNA) bis zu 40 % der Gesamt-DNA betragen.

Die Sequenzierung des Genoms des D. discoideum-Stammes AX-4 durch das D. dis-
coideum Genom-Projekt ist 2005 abgeschlossen worden [10]. Als experimentelle Vor-
gehensweise wurde die ,,whole chromosome shotgun‘“-Methode gewihlt. Dazu werden
die Chromosomen mittels Pulsfeldgelelektrophorese getrennt, in Segmente definierter
Linge geschnitten, in einen Plasmidvektor einkloniert und sequenziert. Es werden so
viele Klone analysiert bis jede Base statistisch fiinf bis zehnmal sequenziert wurde. Die
Assemblierung besteht aus der Rekonstruierung der gesamten genomischen Sequenz
mittels Anordnung der iiberlappenden Fragmente. Aufgrund des hohen A/T-Gehalts
von durchschnittlich 78 % erwies sich die Sequenzierung als recht schwierig. In Ex-
ons liegt der A/T-Gehalt im Mittel bei 73 %, wobei Adenin und Thymin bevorzugt in
der 3. Position des Basentriplets auftreten. Dagegen liegt der A/T-Gehalt in den nicht-
kodierenden Regionen bei 85 %. Homopolymere poly (dA)- bzw. poly(dT)-Sequenzen
konnen eine Linge von bis zu 180 bp erreichen. Das D. discoideum -Genom kodiert
fiir etwa 12500 Gene und ist damit ein sehr dichtes Genom, d.h. 71 % des Genoms

werden durch Gene représentiert bzw. 63 % des Genoms sind Exon-kodierend. Durch-
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schnittlich féllt auf ca. 2600 bp ein Gen, so dass zwischen den kodierenden Regionen
der Gene durchschnittlich nur ein Abstand von 780 bp besteht. Diese Gendichte wird
bisher nur von den sequenzierten Organismen Schizosaccharomyces (2500 bp/Gen)
und Saccharomyces cerevisiae (2000 bp/Gen) iibertroffen. Innerhalb dieser Absténde
zwischen den kodierenden Regionen der Gene in D. dicoideum liegen auch die re-
gulatorischen Bereiche wie Promotoren und Terminatoren. Im Vergleich zu einigen
anderen sequenzierten Eukaryonten enthélt das D. discoideum Genom mit etwa 10 %
einen bemerkenswert groBen Anteil mobiler genetischer Elemente (Transposons). Der
Vergleich des Humangenoms mit dem D. discoideum-Genom (s. Tabelle 1.1) zeigt,

dass das erste zwar etwa 85 mal groBer ist aber nur ca. 1,8 mal so viele Gene besitzt.

D. discoideum | Mensch
GenomgroBe (Mb) 34 2900
Zahl der Chromosomen 1x6 2x23
Anzahl der Gene ~ 12500 ~ 22300
Gendichte (kb/Gen) 2,5 128
mittlere Genldnge (bp) ~ 1750 ~ 27000
kodierende Regionen (%) ~ 62 ~1
Linge der kodierenden Regionen (aa) 518 509
A/T-Gehalt (%) 78 59
A/T-Gehalt Introns (%) 88 62
tRNA-Gene 390 496
Transposongehalt (%) 10 45

Tabelle 1.1: Vergleich des D. discoideum- und menschlischen Genoms.

Die Tabelle wurde in modifizierter Form von [10] und [81] iibernommen.

1.9 Aufgabenstellung

In den letzten Jahren erlangte das Inositolhexakisphosphat grole Bedeutung in der
Medizin und Biologie, weil ihm eine Reihe physiologischer Funktionen nachgewiesen
wurden, wie z.B. die Beteiligung an dem Export von mRNA aus dem Zellkern sowie
an der DNA-Reparatur.

In D. discoideum Zellen stellt das Inositolhexakisphosphat das hiufigste Inositolphos-
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phat dar. Sein Metabolismus ist jedoch bisher noch nicht vollstidndig aufgeklért wor-
den. Ebenfalls ist seine Funktion noch unklar.

Eine Reihe artspezifischer Eigenschaften machen D. discoideum zu einem geeigneten
System zur Untersuchung vieler zentraler zellbiologischer Fragen. Es hat einen kurz-
en Lebenszyklus, ist leicht zu ziichten und kann in grolen Mengen geerntet werden.
Das haploid Genom dieses Organismus kann mit Hilfe von einer wachsenden Anzahl
molekulargenetischer Techniken manipuliert werden.

Die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit sind:

Optimierung des Anreicherungsverfahrens der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase

aus D. discoideum

Das Bestehen ,.futiler Zyklen zwischen Inositolhexakisphosphat und den beiden Ino-
sitolpentakisphosphaten (Ins(1,2,4,5,6)P5 und Ins(1,2,3,4,6)P5) wurde bereits unter 1.3.1
erwihnt. Die InsP5-(3/5)-Kinase ist an diesen Prozessen beteiligt. Die physiologische
Bedeutung dieser energieverbrauchenden Zyklen ist noch nicht verstanden. Durch die
Identifizierung dieses Proteins sollte die anschlieBende Sequenzierung ermoglicht wer-

den.
Sequenzierung der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase

Der erste Schritt zur Aufkliarung der InsPg-Funktion(en) in D. discoideum ist die Se-
quenzierung der InsP5-(3/5)-Kinase. Nach der Bestimmung der Primérstruktur die-
ses Proteins durch Massenspektrometrie soll das entsprechende kodierende Gen durch
Recherchen in Protein- sowie Genomdatenbanken identifiziert werden. Des Weiteren

konnen Struktur-Homologien zu bereits bekannten Enzymen aufgedeckt werden.

Generierung von Mutanten mit Defekten in der Expression des InsP5-(3/5)-Kinase

Gens ; Funktionelle Analyse der erzeugten Mutanten

Durch das Ausschalten des Gens bzw. die partielle Verminderung der Proteinexpres-

sion der InsP5-(3/5)-Kinase sollten Mutanten erzeugt werden. Diese sollten dazu die-
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nen, mogliche physiologische Funktionen der InsP5-(3/5)-Kinase, deren Substrate und
Produkte in D. discoideum aufzudecken. Dabei lag der Schwerpunkt in der Untersu-
chung moglicher phénotypischer Verdnderungen und des Einflusses der Mutation auf
die intrazelluldre Konzentration verschiedener Metabolite des Inositolphosphatstoff-

wechsels.
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Material und Methoden

2.1 Material

Die nachfolgenden Tabellen enthalten alle nicht standardméfig eingesetzten Kits, En-

zyme, Chemikalien und ihre Bezugsquellen.

2.1.1 Kits

Produkt Bezugsquelle
DNeasy Plant Maxi (fiir bis zu 260ug genomische DNA)  Qiagen
DNeasy Plant Mini (fiir bis zu 30ug genomische DNA) Qiagen

DC Protein Assay Bio-Rad
HotStar Taq Master Mix Qiagen
Micro BCA Protein Assay Pierce

QIAfilter Plasmid Maxi (fiir bis zu 500ug Plasmid-DNA) Qiagen
QIAprep Spin Miniprep (fiir bis zu 20ug Plasmid-DNA)  Qiagen
QIAquick Gel Extraction Qiagen
QIAquick PCR Purification Qiagen
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2.1.2 Enzyme

Produkt Bezugsquelle

Alkalische Phosphatase aus Shrimps Boehringer

Klenow Fragment Fermentas

Restriktionsendonukleasen Boehringer, Roche, New England Biolabs, Sigma
T4 DNA Ligase Fermentas

T4 DNA Polymerase Fermentas

Tag-DNA-Polymerase New England Biolabs

Trypsin Sigma

Vent-DNA-Polymerase New England Biolabs

2.1.3 Antibiotika

Produkt Bezugsquelle

Ampicillin Roth

Blasticidin S Roth / ICN
Dihydrostreptomycinsulfat ICN

Geneticin (G 418) Gibco-BRL Life Technologie

2.1.4 ProteingroBBen-und DNA-Lingenstandard

Produkt Bezugsquelle
Molekulargewichtsstandard-Protein  Bio-Rad
(97,4 - 14,4 kDa), low range

100 bp DNA-Leiter Roth
(100-5000bp), extended
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2.1.5 Reagenzien

Substanz Bezugsquelle
Acrylamid Biomol

Agar Roth

Agarose NEEO Roth

Aminosiduren Roth, Sigma
Ammoniumperoxodisulfat Biomol

ATP Sigma

Bacto-Trypton Oxoid

Biotin Serva

Bromphenol blau Biomol

Coomassie R-250 Biomol
Cyanocobalamin Sigma

dNTP’s Roth

Ethidiumbromid Roth

FITC-Dextran 60 Amersham Biosciences
Fleischpepton (Trypton/Pepton aus Casein)  Roth

Folsdure Serva

Hefeextrakt Oxoid
Heparin-Agarose (Typ II) Sigma

Hydroxylapatit Bio-Rad
Inositolhexakisphosphat Sigma

Latexpartikel (1m Durchmesser; hydrophil) Polysciences
Liponsédure Serva

(- Mercaptoethanol Biomol

Mono Q Amersham Biosciences
N,N"-bis-Methylenacrylamid Biomol

PAR Sigma

Q-Sepharose FF Amersham Biosciences
Resource Q Amersham Biosciences
Riboflavin Serva

SDS Biomol

Superdex-200 HR Amersham Biosciences
Thiamin Serva

Tris Roth

Xylen Cyanol Serva

28



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.6 Vektoren

Tabelle 2.1: Verwendete Vektoren

Vektor Eigenschaften Herkunft/Referenz

pDexRH bla A. Noegel (Universitidt Koln)
[82]

pUCBsrABam | bla A. Noegel (Universitidt Koln)
[83]

pUCI18 bla, lac Z’, col E1 | U. Wehmeier (Universitdt Wuppertal)
[84]

2.1.7 Verwendete Oligonukleotide

Die eingesetzten Oligonukleotide stammen von der Firma MWG-Biotech AG. Un-
terschrichene Abschnitte geben die generierte Erkennungssequenz fiir die jeweilige
Restriktionsendonuklease. Die dazu notwendigen Basenaustausche sind durch fett ge-

druckten Buchstaben gekennzeichnet.

Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5’ — 3’ Restriktions- | Gen
endonuklease

3/5 Kin sense 1 GTG AAA ATATCC CAAGCTT Hind III InsP5-(3/5)-Kinase
TT TAA AAT C

3/5 Kin antisense 1 | CAA ACT GGT ACC AAT ATT KpnI InsP5-(3/5)-Kinase
TGA GTC AT

3/5 Kin sense 2 TAT GGG TAT TGA AGC TTT AAC | Hind III InsP5-(3/5)-Kinase
ATA TGG A

3/5 Kin antisense 2 | CTA CAT GAG CGA ATT CAA TCA | EcoRI InsP5-(3/5)-Kinase
TTT TCA A
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung von D. discoideum

In der vorliegenden Arbeit wurde der axenisch wachsende Stamm Dictyostelium dis-
coideum AX-2(ATCC: 24397) verwendet. Fiir diesen Laborstamm wurde ein definier-
tes Medium entwickelt, das das Wachstum unter bakterienfreien Bedingungen ermog-
licht [7]. AX-2-Zellen werden adhisiv an hydrophilen und hydrophoben Oberflichen
und phagozytieren neben Bakterien hydrophile und hydrophobe Modellpartikel. Die
Anzucht erfolgte aus Sporen, die bei -20°C in 17 mM Phosphatpuffer (Sorensen-
Puffer), 30 % (v/v) Glycerin; pH 6,5 gelagert wurden. Die Germination erfolgte in
Gewebekulturflaschen (50 ml, 25 cm? Grundfléiche) innerhalb von 2-3 Tagen.

2.2.1.1 Anzucht von D. discoideum in Fliissigkeitsmedium

Die Zellen wurden in HL5-Medium (Tabelle 2.3) oder FM-Medium (Tabelle 2.4) bei
22,5°C in Erlenmeyerkolben (100-1000 ml) oder Fernbachkolben (1200 bzw. 3000
ml) und unter konstantem Schiitteln (Rundschiittler; Braun HT) mit 120 upm/min kul-
tiviert. Um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewihrleisten betrug die Fiill-
hohe der verwendeten Kulturgefdle maximal 10 % (bei den Erlenmeyerkolben) und
maximal 30 % (bei den Fernbachkolben) der maximal angegebenen Fiillmenge. Die
Zellen werden bis zu einer Zelldichte von 1,5 107 Zellen/ml im Medium gehalten. In
der logarithmischen Wachstumsphase betrug die Verdopplungszeit 10-16 h.

Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4°C. Kleinere Probenvolumina (1-
50ml) wurden 5 min bei 1000 g und groBere Probenvolumina (iiber 200 ml) 15 min
bei 2000 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden je nach Verwendungszweck zweimal
mit eiskaltem Puffer (Sérensen-Phosphatpuffer, 50 mM Tris/HCI; pH 7,7 oder 20 mM
HEPES-Puffer; pH 6,8) gewaschen. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte unter Eis-
kiihlung.
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Tabelle 2.3: Zusammensetzung des semi-synthetischen axenischen Mediums (HLS5-

Medium) [7]. Das Medium wurde 16 min bei 120°C autoklaviert.

Substanz Konzentration
KHQPO4 0,48 g/l
Na,HPO,2H50 0,64 g/1
Glucose 15,4 g/1
Hefeextrakt 7,15 g/l
Fleischpepton 14,3 g/1

Dihydrostreptomycin 0,25 g/l

Tabelle 2.4: Zusammensetzung des synthetischen-FM-Mediums [12]. Das Medium

wurde 14 min bei 120°C autoklaviert.

Substanz Konzentration
Aminosdurelosung 250 ml/
Salzlosung 20 ml/1
Spurenelementldsung 0,1 ml/
NaHCO4 16,8 mg/l
Glucose 10 g/

KoHPO, 1,14 g/l
Dihydroxystreptomycin 50 mg/l
Vitaminlosung 10 ml/l

pH 6,8 eingestellt mit 85 %-iger Phosphorsédure
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Tabelle 2.5: Stocklosungen fiir das synthetische FM-Medium

Aminosdurelosung Spurenelementlosung
Substanz Konzentration || Substanz Konzentration
NaOH 0,4 g/1 Nay,EDTA2H,0 48,4 g/l
Arginin 2,9 g/l ZnSO, TH50 23 g/l
Asparagin 1,5 g/l H3BO;3 11,1 g/l
Cystein 1 g/l MnCl; 4H50 5,1 g/
Glutamat 2,5 g/ CoCly'6H50 1,7 g/
Glycin 4,5 g/l CuCl, 5H-0 1,5 g/l
Histidin 1,12 g/l Ammoniummolybdat 1 g/l
Isoleucin 3¢/l Einstellung auf pH 6,5
Lysin 3,6 g/l
Methionin 1,5 g/l
Prolin 4 g/l

Threonin 2,5 g/
Tryptophan 1 g/

Valin 3,5¢g/1
Salzlosung Vitaminlosung

Substanz Konzentration || Substanz Konzentration

NH,Cl 2,675 g/l Biotin 2 mg/l

CaCly,2H,O0 0,147 g/l Folsdure 20 mg/1

FeCl36H,O 1,35 g/l Cyanocobalamin 0,5 mg/l

MgCly, 6H,O 16,8 mg/l Liponsiure 40 mg/1
Riboflavin 50 mg/l
Thiamin 50 mg/1

Einstellung auf pH 7 mit NaOH

2.2.1.2 Anzucht auf Agarplatten

Zum Klonieren von Transformanten wurden SM-Agarplatten verwendet. Hierzu wur-
den je 200 pl einer dichten E. coli B/r-Suspension und eine adidquate Menge D. dis-
coideum Zellen in Sorensen-Phosphatpuffer auf SM-Agarplatten ausgestrichen. Die
Platten wurden anschlieBend bei 22,5°C ca. 2-4 Tage inkubiert. Die Generationszeit
betrug hierbei 3-4 Stunden. D. discoideum-Kolonien zeigten sich als klare Fresshofe
(,,plaques®) auf dem Bakterienrasen.

Fiir die Gewinnung von Sporen wurden Wasseragarplatten verwendet. Hierzu wur-

den axenisch wachsende Zellen bis zu einer Dichte von 0,5-1-107 Zellen/ml kultiviert,
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geerntet, mit eiskaltem Sorensen-Phosphatpuffer gewaschen und auf eine Dichte von
2:10° Zellen/ml mit dem Phosphatpuffer eingestellt. Auf frisch gegossene Phosphat-
Agarplatten wurden dann 2-4-10® Zellen/Platte ausgestrichen. Die Platten wurden dann
anschliefend bei 22,5°C inkubiert. Eine lidngere Inkubation fiithrte zum vollstindigen

Ausdifferenzieren von D. discoideum.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Agarplatten. Das Medium wurde 14 min bei 120°C

autoklaviert.
SM-Agarplatten Wasseragarplatten
Substanz Konzentration || Substanz Konzentration
Agar 10 g/ Agar 15 g/l
Bacto-Trypton 10 g/l mit Sorensen-Phosphatpuffer (pH 6,0)
Glucose 10 g/1 auf 1 1 auffiillen

Hefeextrakt 1 g/
MgS0,7H0 1 g/l
KH,P0,4 2,2 g/l

2.2.1.3 Anzucht in submersen Standkulturen

Zur langeren Haltung der Zellen und zur besseren mikroskopischen Betrachtung wur-
den die Zellen in submersen Standkulturen gehalten (50 ml, 25 ¢cm? Grundfliche).
Nach Erreichen eines geschlossenen Monolayers wurde die Kulturflasche bei 22,5°C
und 120 Upm fiir 16 Stunden geschiittelt und die Zellsuspension verdiinnt. Als Medi-

um wurde sowohl das HL5-Medium als auch das FM-Medium verwendet.

2.2.1.4 Gewinnung und Konservierung von D. discoideum-Sporen

Nach vollstiandiger Differenzierung von D. discoideum auf Agarplatten wurden die
Sporen durch kriftiges Abklopfen der Agarplatte in einen frischen Petrischale-Deckel
geerntet und mit jeweils 1 ml steriler Glycerinlosung (30 % in Sorensen-Puffer) ab-
gespiilt. Die so erhaltene Sporen-Suspension wurde bei -20°C gelagert und war unter

diesen Bedingungen mehrere Jahre haltbar. Zum Animpfen einer neuen Kultur wurde
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ein Aliquot bei Raumtemperatur aufgetaut, mindestens einmal gewaschen (Sorensen-
Phosphatpuffer; 4500 g, 5 min, 4°C) und 200-500 xl in eine Gewebekulturflasche (50
ml, 25 cm? Grundfliche) mit 4 ml HL5-Medium oder FM-Medium gegeben.

2.2.1.5 Bestimmung der Zelldichte und der GroBlenverteilung

Die Zelldichte und das mittlere Zellvolumen wurden mit einem Partikelzidhlgerit (Coul-
ter Counter Modell Z2) der Firma Coulter Electronics GmbH bestimmt. Hierzu wurde
unter sterilen Bedingungen aus der Zellsuspension ein Aliquot entnommen und 5 min
auf Eis inkubiert. Die nun einheitlich abgerundeten Zellen wurden vorsichtig resus-
pendiert und verdiinnt. Die Messdaten wurden anschlieend elektronisch ausgewertet

(Coulter Z2 AccuComp vers. 3.01a).

2.2.2 Transformation von D. discoideum

Die Elektroporation ist eine effiziente Methode zur Transformation von D. discoide-
um. Die zu transformierenden Zellen wurden bis zu einer Dichte von 1-10° Zellen/ml
in axenischem Medium kultiviert. Pro Transformationsansatz wurden 1-107 Zellen ge-
erntet (1000 g, 4 min, 4°C und zweimal mit kaltem, sterilem Elektroporationspuffer
gewaschen. Das Pellet wurde in 800 p1 kaltem Elektroporationspuffer (10 mM NaP0,,
50 mM Saccharose; pH 6,1) resuspendiert, in eine gut gekiihlte 0,4 cm Elektropo-
rationskiivette gefiillt und auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden 40 ;g DNA zu der
Zellsuspension gegeben und sofort wieder fiir 5 min auf Eis gestellt. Die Nachfol-
gende Elektroporation erfolgte in einem Elektroporationsgerit der Firma Eppendorf
(Multiporator/Elektroporator 2510) bei einer eingestellten Spannung von 1300 V und
einer Zeitkonstante von 5 ms.

Nach der Elektroporation wurde der Transformationsansatz zur Regeneration der Zel-
len 10 min auf Eis gestellt. Je 10 ml axenisches Medium wurden in Petrischalen (8
cm Durchmesser) mit 600 M InsPg pipettiert, nach der zehnminiitigen Inkubation

auf Eis 200 pl der Zellsuspension iiberfiihrt, durch Schwenken verteilt und 24 h bei
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22,5°C inkubiert. Einen Tag spéter wurden die Transformanten unter Selektionsdruck
mit Blasticidin oder Geneticin gesetzt. Alle zwei Tage wurde das Medium mit den to-
ten Zellen vorsichtig ausgetauscht. Nach ca. 10 Tagen waren resistente Klone zu sehen.
Es wurden 12 unabhiéngige Klone tiberfiihrt. Hierzu wurde mit einer 200 p1-Pipette die
Zellen eines Klons vorsichtig vom Boden gelost, mit ca. 100 pl Medium aufgesaugt
und in eine Gewebekulturflasche (50 ml, 25 cm? Grundfliche) gegeben. Die gepickten

Klonen wurden kultiviert und anschlieend tiberpriift.

2.2.3 Messung der Phagozytoserate

Der Phagozytosetest erfolgte mit Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase. Die
Zellen wurden geerntet (1000 g, 4°C, 10 min), dreimal mit Sorensen-Phosphatpuffer
gewaschen und auf eine Zelldichte von 2-5-10° Zellen/ml resuspendiert. Die Zellen
wurden 30 min vorinkubiert (22°C, 120 Upm) und anschlieBend carboxylierte Latex-
partikel zugesetzt, so dass sich eine Relation von rund 500 Partikeln pro Zelle ergab. Zu
definierten Zeitpunkten wurden die Phagozytose gestoppt, indem je 1 ml Zellsuspen-
sion in ein Reagenzglas mit 5 ml eiskaltem Sorensen-Phosphatpuffer pipettiert wurde.
Um nicht internalisierte, an der Oberflache der Zellen adsorbierte Partikel zu entfernen
wurde die Zellsuspension anschlieBend durch 10 ml 20 %ige PEG-6000-Ldsung zen-
trifugiert (4°C, 10 min, 2000 g). Das Zellpellet wurde zweimal mit eiskaltem Sorensen-
Phosphatpuffer gewaschen (1000 g, 4°C, 5 min) und in 2 ml 100 mM Na,HPO, (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 Be-
stimmung der optischen Dichte bei 570 nm durchmischt. Um die Anzahl internalisier-
ter Partikel zu quantifizieren wurden fiir definierte Partikelkonzentrationen die optische

Dichte gemessen und die entsprechende Kalibrierfunktion ermittelt.
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2.2.4 Messung der Pinozytoserate

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden geerntet (1000 g, 4°C, 5
min), zweimal mit eiskaltem Sorensen-Phosphatpuffer gewaschen und mit Sérensen-
Phosphatpuffer auf eine Zelldichte zwischen 2-5-10° Zellen/ml resuspendiert. Nach
einer 30 miniitigen Vorinkubation (22,5°C, 120 Upm) wurde FITC-Dextran in einer
Konzentration von 2 mg/ml den Zellen zugesetzt. Als Stocklosung diente eine Losung
von 100 mg/ml FITC-Dextran in Sorensen-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-Phosphatpuffer 1:5 verdiinnt. Die Proben wurden zentrifugiert
(1000 g, 4°C, 5 min) und dreimal mit eiskaltem Sorensen-Phosphatpuffer gewaschen.
Der Uberstand wurde sorgfiltig entfernt und das Pellet in 2 ml Na,HPO, (pH 9,5)
resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die restlichen Zellen durch Zu-
gabe von 20 pul 10 %igen (w/v) Triton X-100 und kriftiges Schiitteln (Vortex) lysiert.
Zur Vermeidung von Streueffekten erfolgte eine erneute Zentrifugation (5000 g, 4°C, 5
min). Die Fluoreszenz der Proben wurde bei einer Anregungswellenldnge von 470 nm
und eine Emissionswellenldnge von 520 nm gemessen (Spectrofluorimeter RF-510;
Shimadzu). Die Quantifizierung der pinozytotisch aufgenommenen Fliissigkeitsmen-

gen geschah durch Vergleich mit einer Kalibriergerade.

2.2.5 Adhisionstest

Fiir den Adhésionstest wurden axenisch wachsende Zellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase verwendet. Die Zellen wurden geerntet (1000 g, 4°C, 5 min), zwei-
mal mit eiskaltem Sorensen-Phosphatpuffer 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 zunichst fiir ca. 10 min auf
einem Rundschiittler (120 Upm, 22,5°C) geschiittelt, anschlieend 30 min ohne Schiit-

teln inkubiert und danach erneut fiir 5 min (120 Upm, 22,5°C) geschiittelt. Durch Be-
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stimmung der Zelldichte vor Uberfiihrung in die Gewebekulturflaschen (50 ml, 25 cm?
Grundfliche), sowie nach Abschluss der Inkubation im Uberstand, konnte der prozen-

tuale Anteil adhisiver Zellen bestimmt werden.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Anreicherung der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase

Die sdulenchromatographischen Anreicherungsschritte (au3er Chromatographie an Hy-
droxylapatit und Superdex-200 HR; Raumtemperatur) wurden bei 8°C durchgefiihrt.
Eine peristaltische Pumpe (Pharmacia peristaltic pump P1) diente der Probenauftra-
gung und -elution. Die Extinktion der Eluate wurde bei 280 nm durch ein UV-Photometer
(Pharmacia LKB Uvicord SII, Iodlampe) gemessen und mit einem Schreiber (Pharma-

cia LKB Bromma 2210 2-channel recorder) registriert.

2.3.1.1 Bestimmung der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase-Aktivitit

Der Reaktionsansatz enthielt 50 pl Puffer (50 mM Tris/HCI; pH 7,5, 8 mM MgCl,,
0,66 mM CaCl,), 15 pl Enzymlosung, 4 mM ATP und 15 uM Ins(1,2,4,5,6)P5. Der
Ansatz wurde bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
durch Zugabe von 80 1 10 % TCA gestoppt. Die Abnahme von Ins(1,2,4,5,6)P; wurde
durch HPLC-MDD (saures Elutionssystem s. Abschnitt 2.5) bestimmt. Dazu wurden
die denaturierenden Proteine durch Zentrifugation (13000 g, 10 min, RT) abgetrennt,
der Uberstand mit Wasser auf 2 ml aufgefiillt und mit der HPLC-MDD analysiert.

2.3.1.2 Chromatographie an Q-Sepharose fast flow

2 1 Zellsuspension (1-107 Zellen/ml) wurden nach 2.2.1.1 geerntet. Die Zellen wur-
den zweimal mit 50 mM Tris/HCI; pH 7,7 gewaschen und anschlieend mit 50 mM
Tris/HCI mit 10 % Glycerin; pH 7,7 auf eine Zelldichte von 2-108 Zellen/ml resus-

pendiert. Durch zweimaliges Einfrieren und Auftauen der Zellsuspension wurden die
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Zellen aufgeschlossen. Das Lysat wurde nach mikroskopischer Kontrolle zentrifugiert
(Beckman Ultrazentrifuge L7-55, Rotor 70Ti, 45000 Upm, 4°C, 30 min). Der zyto-
solische Uberstand wurde abdekantiert, durch Glasswolle filtriert und unverdiinnt mit
einer Flussrate von 2 ml/min auf eine mit 50 mM Tris/HCl; pH 7,7 dquilibrierte Q-
Sepharose-Saule (Sdulenvolumen ca. 100 ml) aufgetragen. Eluiert wurde die InsP5-
(3/5)-Kinase von der Q-Sepharose durch 50 mM NaCl in 50 mM Tris/HCI; pH 7,7.
Die Flussrate betrug 2 ml/min. AnschlieBend wurde die Sdule nach dem Gebrauch mit

jeweils 5 Saulenvolumina 1M NaOH, 1M NaCl und 1M HCI regeneriert.

2.3.1.3 Chromatographie an Heparin-Agarose

Die InsP5-(3/5)-Kinase-Priparation wurde nach der Chromatographie an der Q-Sepharo-
se mit | mM MgCl, versetzt und mit einer Flussrate von 1 ml/ml auf eine mit 50 mM
Tris/HCl pH 7,7, 50 mM NaCl und 1 mM MgCl; dquilibrierte Heparin-Agarose-Séule
(Sdulevolumen ca. 10 ml) aufgetragen. Die InsP5-(3/5)-Kinase wurde von der Séule
mit 50 mM Tris/HCI pH 7,7, 300 mM NaCl und 1 mM MgCl, eluiert. Die Flussrate
betrug 0,8 ml/min. Die Sidule wurde anschlieBend mit 50 mM Tris/HCL; pH 7,7, 500
mM NaCl und 1 mM MgCl, gespiilt. Die Sdule wurde nach dem Gebrauch mit jeweils
5 bis 10 Sdulenvolumina 0,5 NaCl in 100 mM Tris/HCI; pH 8,5 und 0,5 M NaCl; pH

4,5 regeneriert und anschlieend neutral gewaschen.

2.3.1.4 Chromatographie an Hydroxylapatit

Nach der Chromatographie an Heparin-Agarose wurde die InsP5-(3/5)-Kinase-Préipara-
tion mit Hilfe einer Centriprep-10 Ultrafiltrationseinheit (MW cut off 10 kDA, Millipo-
re) auf das Minimalvolumen (ca. 1 ml) aufkonzentriert und mit einer HPLC-Anlage (s.
Abschnitt 2.5, ohne Nachsdulenderivatisierung) auf eine mit 10 mM KH,;PO,4; pH 7,0
dquilibrierte Hydroxylapatitsidule (Bio-Rad Macro prep ceramic Hydroxylapatit 20 pm
Saulenvolumen ca. 1 ml) mit einer Flussrate von 0,5 ml/min aufgetragen. Eluiert wurde

die InsP5-(3/5)-Kinase durch einen Gradient von 10-500 mM KH;POy; pH 7,0. Frak-
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tionen a 0,5 ml wurden gesammelt und die InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitdt nach 2.3.1.1
bestimmt. Zum Regenerieren wurde die Hydroxylapatitsdule nach dem Gebrauch mit
500 mM NaH,POy,; pH 6,8, 400 mM NasPOy; pH 11-12 und anschlieBend mit Wasser

gewaschen.

2.3.1.5 Gelfiltration an HPLC-Superdex-200 HR

Die aktivsten Hydroxylapatitfraktionen wurden auf ca. 0,2 ml konzentriert (Microcon
YM-10; Amicon) und auf eine Gelfiltrationssidule aufgetragen. Als Material fiir die
Gelfiltration diente Superdex-200 HR mit einem Trennbereich von 10-600 kDa. Die
Séule (1 cm x 30 cm, Volumen ca. 24 ml) wurde durch die HPLC-Anlage (s. Abschnitt
2.5, ohne Nachsaulenderivatisierung) betrieben. Als Laufpuffer diente 40 mM Bis/Tris,
50 mM NaCl, 1 mM DTT; pH 7,0 bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Fraktionen a 0,25
ml wurden gesammelt und die InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitidt nach 2.3.1.1 bestimmt. Die
Kalibrierung erfolgte durch Standardproteine: Aldolase (158 kDa), Renderserumalbu-
min (68 kDa), Ovalbumin (45 kDa), a-Chymotrypsinogen (25 kDa) und Cytochrom C
(12,5 kDa). Die Lagerung der Gelfiltrationssiule erfolgte unter 20 %-Ethanol.

2.3.1.6 SDS- und Nativgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde nach der von Laemmli beschriebe-
nen Methode in einem Tris-Glycin-Puffersystem durchgefiihrt. StandardméBig wur-
den 10-12 % Acrylamidgele verwendet. Als Apparatur diente eine Mini-Protein II
Gelkammer (BioRad). Die aufzutrennenden Proteinlosungen wurden gegebenfalls mit
Microcon YM-10 aufkonzentriert, mit SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei
95°C erhitzt. In der Regel wurden 5 ;g Protein (bei einem maximalen Volumen von
25 pul) in jede Geltasche aufgetragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde
die relative Beweglichkeit der Protein-Banden mit der von Marker-Proteinen definier-
ten Molekiilmassen verglichen (SDS-Standard, low range, BioRad).

Die nativen Gelelektrophorese schlof3 sich an die Gelfiltration an. Es wurde im Ge-
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gensatz zu der SDS-PAGE auf das SDS in den Gelen, Lauf- und Probenpuffer, auf das
(3-Mercaptoethanol in dem Probenpuffer sowie auf die Hitzedenaturierung verzichtet.
Weiterhin wurde die Gelkammer auf Eis gestellt.

Die aktivsten Gelfiltrationsfraktionen wurden auf ca. 50 ul konzentriert (s. Abschnitt
2.3.1.5). Das aufgetragene Volumen betrug 25 ul pro Geltasche. Eine Gelbande wurde
gefirbt (meist Silberfarbung aufgrund der geringeren Proteinkonzentration), wihrend
die anderen zur Extraktion des nativen Proteins, mit einem Skalpell in 3 mm Aus-
schnitte zerkleinert wurden. Jedes Gelstiick wurde in ein Gelnebulizer (Millipore), der
sich in einem Eppendorf-Rohrchen befand, tiberfiihrt und abzentrifugiert (5000 g, 10
min, 4°C). Nach einem Zentrifugationsschritt wurden zu der im Eppendorf-Réhrchen
homogenisierten Gelmasse 50 pl 500 mM Tris/HCl; pH 7,7 zugesetzt und anschlie-
Bend zur Diffusion der Proteinmolekiile aus dem Gel drei Stunden bei 22°C inku-
biert. Die Probe wurde nach der Inkubationszeit wie oben erneut zentrifugiert. Mit
dem Uberstand wurde den InsP5-(3/5)-Kinase Aktivitit-Test durchgefiihrt, wobei hier
die verwendete Pufferlosung sich aus 500 mM Tris/HCI; pH 7,5; 8 mM MgCl, und

0,66 mM CaCl, zusammensetzte.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der Probenpuffer

1 x SDS-Gelelektrophorese 1 x native Gelelektrophorese
Substanz Konzentration || Substanz Konzentration
Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM
Glycerin 25 % Glycerin 40 %

SDS 2 % Bromphenol blau 0,01 %
(-Mercaptoethanol 5 %
Bromphenol blau 0,01 %

2.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung von Proben im Bereich von 0,2-2 mg/ml wurde mit dem kom-
merziellen BioRad Dc Protein Assay, das auf einer modifizierten Methode nach Lowry

beruht, durchgefiihrt.
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Fiir Proben bei der eine sehr geringere Proteinkonzentration vermutet wurde, wie z.B.
nach der Gelfiltration und der nativen Gelelektrophorese, erfolgte die Proteinbestim-
mung nach der von Bradford beschriebenen Methode.

Als Alternative zur Bradford-Proteinbestimmung wurde das Micro BCA Protein Assay
Kit der Firma Pierce verwendet. Dieses lieferte im Bereich von 2-20 pg/ml akzeptabel
Ergebnisse.

Zur Erstellung einer Eichkurve wurden Standardldsungen von Rinderserumalbumin

(BSA) in den entsprechenden Konzentrationsbereichen verwendet.

2.3.3 Proteinfirbung

Die SDS-PAGE Gele wurden in der Regel mit Coomassie eine Stunde gefirbt. Die
anschliessende Entfarbung mit Losung I und II dauerte je eine Stunde. Fiir die Farbung
nativer Gele und der SDS-Gele im Anschluss an der nativen Gelelektrophorese wurde
die Silberfarbung gewihlt. Der Vorteil dieser Methode liegt in ihrer Empfindlichkeit.

So konnen noch ca. 50-100 pg Protein pro Bande nachgewiesen werden.

Tabelle 2.8: Zusammensetzung der Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Firbelosung
Substanz Konzentration
Coomassie R-250 0,1 %
Methanol 45 %
Essigséure 10 %

Tabelle 2.9: Zusammensetzung der Coomassie-Entfirbelosungen

Coomassie-Entfirbelosungen
Losung I Losung II
Substanz Konzentration || Substanz Konzentration
Methanol 45 % Methanol 5 %
Essigsdure 10 % Essigsdure 7 %
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Tabelle 2.10: Silberfarbungsprotokoll

Arbeitsschritte Dauer
Fixieren: Losung I 30 min
Fixieren: Losung II 15 min
Waschen: Wasser 3 X 5 min
Reduktion: Losung IIT 90 sec.
Waschen: Wasser 3 x 30 sec.
Farben: Losung IV 25 min
Waschen: Wasser 2 x 1 min

Entwickeln: Losung V' ca. 3-5 min
Abstoppen: Losung VI ca. 30 min
Aufbewahren in Wasser

Tabelle 2.11: Zusammensetzung der Losungen fiir die Silberfarbung

Losungen fiir die Silberfirbung | Substanz Konzentration

Losung I Ethanol 50 %
Essigsiure 10 %

Losung II Ethanol 5%
Essigsiure 1 %

Losung IIT Natriumthiosulfat 0,2 g/l

(NEQSQO:;'SHQO)
Losung wurde frisch hergestellt

Losung IV Silbernitrat (AgNOs) 0,2 g /100 ml
Formalaldehyd (37 %) 75 pl /100 ml
Losung wurde im Dunkel aufbewahrt
Losung V Losung 111 2 ml /100 ml
Formalaldehyd (37 %) 75 1 /100 ml
Natriumcarbonat (Na,CO3) 6 g/100 ml
Losung VI Essigsdure 6 %

2.4 Sequenzierung der Inositolpentakisphosphat-

(3/5)-Kinase

Nach der Gelfiltration wurden die aktivsten Fraktionen vereinigt und aufkonzentriert.

Die Trennung der Proteine erfolgte durch SDS-PAGE. Das Gel wurde mit Coomas-
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sie gefiarbt und anschlieBend die Bande der InsP;-(3/5)-Kinase knapp aus dem Gel
ausgeschnitten. Der Gelspot wurde weiter zerkleinert und in ein 0,5ml silikonisiertes
Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Zur Entfarbung wurde mit 100 p1 25 mM Ammoni-
umcarbonatpuffer; pH 8 / 50 % Acetonitril 10 min geschiittelt. Der Uberstand wurde
verworfen und dieser Waschschritt viermal wiederholt, bis die Gelstiicke vollstindig
entfiarbt wurden. Vor dem ,,In-Gel-Verdau* wurden sie zum dehydratisieren einmal mit
100 % Acetonitril gewaschen und 30 min in einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet.

Fiir den ,,In-Gel-Verdau* der InsP5-(3/5)-Kinase wurden die Gelstiicke in (10-20 pl) in
einer frisch hergestellten Trypsinlosung ( 0,1 pg/pd in kaltem 25 mM Ammoniumcarbo-
nat-Puffer; pH 8) rehydratisiert. Vor der Inkubation wurde der Uberschuss an Fliissig-
keit entfernt, um die Autoproteolyse des Trypsins zu minimieren. Die rehydratisierten
Gelstiicke wurden mit 25 mM Ammoniumcarbonatpuffer pH 8 iiberschichtet und 16 h
bei 37°C inkubiert. Nach dem trypischen Verdau wurden die entstandenen Peptide der
InsP5-(3/5)-Kinase aus den Gelstiicken eluiert (Tabelle 2.12), in der Vakuumzentrifuge

bis zur Trockne eingeengt und bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

Tabelle 2.12: Protokoll zur Elution der Peptide nach dem tryptischen Verdau

Arbeitsschritte Dauer
1. Extraktion mit 30 pl bidestilliertes Wasser

Vortexen und Ultraschallbad je 5 min
2. Extraktion mit 30 ul 5 % Ameisensidure/50 % Acetonitril

Vortexen und Ultraschallbad je 5 min

3. Schritt 2. wiederholen
4. Extraktion mit 100 % Acetonitril
Vortexen und Ultraschallbad je 5 min

Bei der Nanoelektrosprayionisation werden sehr feine Kapillare verwendet. Salze, ins-
besondere Kationen und Pufferkomponenten in den Proben, beeinflussen zum einem
stark die Auflosung der Spektren und fithren zum anderen dazu, dass diese Kapillaren
durch Kiristallbildung sehr schnell verstopft werden. Deshalb wurden die Peptide aus
dem proteolytischen Verdau vor der Aufnahme der ESI-Spektren mit ZipTip,c1s (Ep-

pendorf) aufgereinigt, entsalzt und aufkonzentriert. Dazu wurde das Peptidgemisch in
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1 % Ameisensdure/4 % Methanol aufgenommen und auf das entsprechend vorberei-
tete Sdulenmaterial gebunden und dreimal mit 6 pl 1 % Ameisensidure/4 % Methanol
gewaschen. Eluiert wurde das Peptidgemisch mit 10 pl 1 % Ameisensidure/60 % Me-
thanol.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte in Kooperation mit Frau Dr. S. Metzger (Biologisch-
Medizinisches Forschungszentrum, Analytisches Zentrallabor, Heinrich-Heine-Universi-
tit Diisseldorf). Die Massenspektren wurden an einem Elektrospray Quadrupol Time-
of-flight Tandemmassenspektrometer (QSTAR Pulsar 1, Applied Biosystems MDS
Sciex) mit einer Nanoelektrospray-lonenquelle (Protana) aufgenommen. Ausgewéhlte
Peptide wurden im Tandemmassenspektrometriemodus analysiert. Die aus der Frag-
mentierung durch niederenergetische StoBe erhaltenen Spektren wurden teilweise de
novo sequenziert. Die ermittelten Peptidsequenzen wurden dazu verwendet Datenban-

ken mit Hilfe der BLAST- und T BLAST-Programme zu durchsuchen.

2.5 Isolierung und Analytik von Inositolphosphaten

2.5.1 Isolierung von Inositolphosphaten

Die Zellen (1:10°) wurden nach Bestimmung der Zelldichte geerntet und zwei bis drei-
mal mit eisgekiihltem 20 mM Mes/Na™-Puffer; pH 6,5 gewaschen. Das Feuchtgewicht
des Pellets wurde bestimmt und die Zellen bei -80°C eingefroren. Zum Aufschluss
wurde das gefrorene Zellmaterial mit 1,5 Teile v/w eiskalter 2 M HCIO, bezogen
auf das Feuchtgewicht des Pellets versetzt. Des Weiteren wurde 1/10 des Perchlor-
sdurevolumens an 100 mM EDTA (pH 6) und 1/100 an 100 mM NaF hinzugesetzt.
Durch mehrmaliges Vortexen wurden die Zellen lysiert und das denaturierte Material
abgetrennt (6000 Upm, 5 min, 4°C). Alle nun folgende Arbeitschritte erfolgten unter
Eiskiihlung. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 50 ml Zentrifuga-
tionsrohr iiberfiihrt. Zur Neutralisation des Uberstandes wurde eine Lésung von 1,5 M

KOH in 60 mM Bis-Tris verwendet, der man kurz vor Gebrauch 3 Tropfen Universal-
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Indikator (pH 4-10, Merck) je 5 ml Volumen zusetzte. Im pH-Bereich zwischen 5 und
6 schligt die Farbe von rosa/orange nach gelb/griin um. Die Puffer-Substanz Bis-Tris
verhinderte einen zu schnellen pH-Drift. Bei der Zugabe sorgte man durch Riithren mit
der Pipettenspitze fiir eine griindliche Durchmischung. Nach 20 min Inkubation wurde
das prizipitierte KC1O, abzentrifugiert (6000 Upm, 5 min, 4°C), der Uberstand ent-
nommen und in ein 50 ml Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt. Der Uberstand wurde
mit 500 pl Aktivkohlesuspension (20 % (w/v) Norit A (Sigma)), 100 mM NaCl, 50
mM Natriumacetat, pH 4) versetzt und 15 min bei 4°C unter gelegentlichem Schiitteln
inkubiert. In diesem Schritt wurden neben Nukleotiden auch der (die) Farbstoff(e) des
Indikators abgetrennt. Die Aktivkohle wurde abzentrifugiert (6000 Upm , 5 min, 4°C),
der Uberstand in einem sauberen 50 ml Zentrifugationsrohrchen gesammelt und ge-
friergetrocknet. Die getrockneten Proben wurden entweder bis zur Durchfithrung der
Analyse bei -20°C gelagert oder in 1 ml bidestilliertem Wasser aufgenommen und zur

HPLC-MDD Analytik eingesetzt.

2.5.2 HPLC-MDD-Analytik von Inositolphosphaten

Inositolphosphate besitzen keine chromophore Gruppen und sind daher nicht direkt
photometrisch nachweisbar. Zur Detektion der Inositolphosphate wurde daher ein von
G. W. Mayr entwickeltes, als HPLC-MDD (HPLC-Metal-Dye-Detection) bezeichne-
tes Verfahren zur Nachsdulenderiviatisierung eingesetzt [85, 86]. Der gelb gefirbte
Indikator Pyridazolazoresorcin (PAR) bildet im alkalischen pH mit Y3 -Ionen einen
intensiv orangerot gefirbten Komplex. Die stark komplexierenden Inositolphosphate
verdringen den Indikator aus dem Komplex und bilden mit den Y3*-Ionen einen farb-
losen Komplex. Dies fiihrt zu einer Farbverschiebung von orangerot nach gelb, die als
Extinktionsabnahme bei 546 nm verfolgt werden kann. Durch Invertierung der Signale
am Integrator werden im Chromatogramm positive Peaks erhalten. Die Abbildung 2.1
zeigt den schematischen Aufbau der HPLC-MDD-Anlage. Die entsprechend vorberei-

teten Proben wurden iiber Autosampler mit einer 1 ml Probenschleife auf die an der
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HPLC angeschlossenen Anionenaustauschersidule aufgetragen. Die an dem Saulenma-
terial gebundenen Inositolphosphate wurden mit einem fiir das Trennproblem opti-
mierten pH- und Ionenstéirkegradienten (saueres System) eluiert. Der Gradient wurde
aus den Losungen A und B mit Hilfe eines Gradientenmischers erzeugt. Zum Nach-
weis von UV-absorbierenden Substanzen, wie z.B. Nukleotiden, passierte das Eluat
zunichst ein Photometer (Wellenldnge (\) = 254 nm). Uber eine Mischschleife wur-
de dem PAR-Reagenz zugesetzt. Die Extinktion des Gemisches wurde dann mit ei-
nem zweiten Photometer (Wellenldnge (\) = 546 nm) gemessen. Durch Vergleich der
Chromatogramme beider Photometer konnten Nukleotiden, die ebenfalls eine Extink-
tionsdanderung des PAR-Reagenzes bewirken, von Inositolphosphaten unterschieden
werden. Die Chromatogramme wurden mit dem EZChrom (V 6.1 Scientific Software)

dargestellt und ausgewertet.
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der HPLC-MDD-Anlage
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Tabelle 2.13: Gerite der HPLC-Anlage

Komponente Hersteller/Modell

Entgaser Uniflows Degasys DGI310
Gradientenmischer Pharmacia LKB Low-Pressure-Mixer
Controller Pharmacia LKB LC 2252

Eluentenpumpe Pharmacia LKB HPLC Pump 2248
FluBrate: 1,50 ml/min

Autosampler Marathon

Sdulen Vorsdule: Pharmacia Resource Q HR 5/5
Trennsaule: Pharmacia Mono Q HR 10/10

Photometer I Pharmacia LKB VWM 2141, A= 254 nm

Reagenzienpumpe Pharmacia LKB HPLC Pump 2248
FluBrate: 0,75 ml/min
Photometer 11 Pharmacia LKB VWM 2141, A= 546 nm

In dieser Arbeit wurde ein kombinierter pH- und Chlorid-Gradienten (Tabelle 2.14)
verwendet. Dieser ermoglicht die Trennung von Inositolphosphaten mit Phosphorylie-

rungsgraden von drei bis acht.

Tabelle 2.14: Elutionslosungen fiir die Analyse von Inositolphosphaten. Zur Bestim-
mung der Enzymaktivitit wurde die Inositolphosphate in 10 min mit
einem Gradienten von 30-100 % B eluiert. Inositolphosphat-Gemische
wurden mit folgendem Gradienten analysiert: 0 min, 75 % B; 15 min,

100 % B; 60 min, 100 % B.

Losungen Zusammensetzung
Losung A 0,2 mM HCI in bidest. Wasser
Losung B 0,5 M HCl in bidest. Wasser
Losung C (PAR-Reagenz) 2 M Tris/HCI (pH 9,1)

200 uM PAR

30 uM YCl;

10 % (v/v) Methanol
in bidest. Wasser

2.6 Bestimmung des intrazellularen myo-Inositolgehalts

Die Zellen wurden wie unter 2.5.1 beschrieben durch Perchlorsidure aufgeschlossen

und mit Aktivkohle behandelt. Unmittelbar vor der Bestimmung des intrazelluldren
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myo-Inositolgehaltes wurden die Proben durch Mischbettaustauscher Amberlite MB-3
entsalzt. Aliquots wurden anschlieBend fiir die Quantifizierung von myo-Inositol ver-

wendet. Diese erfolgte nach der von Fischbach et al. [14] beschriebenen Methode.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Isolierung von chromosomaler und Plasmid-DNA

Genomische DNA aus D. discoideum wurde mit dem DNeasy-Plant Maxi-Kit von
QIAGEN entsprechend dem Hersteller-Protokoll isoliert. Pro Aufreinigungsséule er-
hielt man aus 4-10% Zellen ca. 50 g genomischer DNA.

Die Isolierung von Plasmid aus E. coli erfolgte nach Herstellerangaben mit QIAprep
Spin Miniprep Kit fiir kleinere Volumina und mit QIAprep Spin Maxiprep Kit fiir
grofle Volumina. Bei beiden Priparationsmethoden wurde hochreine DNA mit Hilfe
chromatographischer Methoden gewonnen. Die DNA wurde mit 10 mM Tris-HCI; pH
8,5 eluiert.

Die Konzentration der DNA-Proben wurde spektralphotometrisch bei 260 nm ermit-
telt. Eine ODygonm von 1 entspricht etwa 50 pg/ml dsDNA. Der Reinheitsgrad der Pro-
ben wurde durch Bestimmung des Quotienten ODognm/ODagonm ermittelt. Ist dieser
Quotient grofer als 1,8 kann von einer sauberen Probe ausgegangen werden. Zusitz-
lich wurde die Konzentration durch Vergleich mit DNA-Proben bekannter Konzentra-

tion in der Agarosegelelektrophorese abgeschitzt.

2.7.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, abgekiirzt PCR)
wurde in einem programmierbaren ,, TPersonal-Thermocycler* (Biometra, Géttingen)
durchgefiihrt. Die fiir die Amplifierung des jeweiligen DNA-Abschnitts geeigneten
Primerpaare und deren Hybridisierungstemperatur wurden mit dem Programm Primer-

Master Version 1.0 [87] berechnet.
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Fiir die PCR wurde das HotStar Taq Master Mix Kit von QIAGEN entsprechend dem
Herstellerprotokoll verwendet. Des Weiteren wurden 1-300 ng Template DNA oder
1-5 ng Plasmid DNA und 1,2 uM je Primer zugesetzt Das Standard-PCR Programm

umfasste folgende Schritte.

Tabelle 2.15: PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit Beschreibung
) Aktivierung der Tag-DNA-Polymerase
1 95°C 15 min Denaturierung
2 95°C 1 min ] 2 Denaturierung
3 50°C 1 min %; Annealing
4 74°C 2 min/1000 bp 8 Amplifikation
5 74°C 10min Amplifikation

2.7.3 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte jeweils in dem vom
Hersteller empfohlenen Puffersystem und unter den angegebenen Temperaturbedin-
gungen. Der Reaktionsansatz setze sich standardmiBig aus folgenden Komponenten

zusammen:

- Analytischer Restriktionsverdau x pl DNA (bis zu 2 ug)
2 11 10 x Inkubationspuffer
x pl Restriktionsendonuklease(n) (1-5 U)
H50 ad 20 pul

- Priparativer Restriktionsverdau x pul DNA (bis zu 50 ug)
50 pl 10 x Inkubationspuffer
x pl Restriktionsendonuklease(n) (50-100 U)
H>0 ad 20 ul

Definiert ist 1 U eines Enzyms als die Aktivitit, die 1 ug DNA in 1 h bei 37°C spaltet.

Der analytische Restriktionsverdau wurde mindestens 1 h und der priparative iiber
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Nacht bei der fiir das Enzym spezifischen Temperatur inkubiert. Die Uberpriifung der
vollstindigen Spaltung erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (s. Abschnitt 2.7.4).
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch zehnminiitiges Erhitzen auf 65°C bzw.
durch Zusatz von EDTA.

2.7.4 Agarose-Elektrophorese von DNA

Die DNA-Fragmente wurden wie von Sambrook et al. [88] beschrieben, durch ho-
rizontale, submerse Agarosegelelektrophorese mit 5-10 V/cm Laufstrecke in TAE-
Puffer (50 x TAE-Puffer: 2 M Tris, 1 M Essigsdure, 100 mM EDTA, gegebenfalls
mit konzentrierter Essigsdure auf pH 8,3 einstellen) aufgetrennt. Die Agarosekonzen-
tration wurde dabei dem jeweiligen Trennproblem angepasst. Vor der Elektrophorese
wurde der DNA-L6sung 1/6 Volumenteile Auftragungspuffer zugesetzt. Zur Detektion
der DNA-Fragmente unter UV-Licht (366 nm) enthielten Agarose und Laufpuffer (0,1
pg/ml) Ethidiumbromid.

Tabelle 2.16: Zusammensetzung des DNA-Lauf- und des 6xXDNA-Auftragungspuffers

DNA-Laufpuffer 6xDNA -Auftragungspuffer
Substanz Konzentration | Substanz Konzentration
Ethidiumbromid 0,1 pg/ml Bromphenol Blau 0,25 %
(Stocklosung: 10 mg/ 10 ml) Xylen Cyanol 0,25 %
S0xTAE-Puffer 20 ml Glycerinin H,0 30 %
Ho0ad 11

2.7.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden in einem priparativen Agarosegel auf-
getrennt. Das Gel wurde im UV-Licht betrachtet und das entsprechende Fragment mit
einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten. Das Gelstiick wurde in einem 1,5 ml
Reaktionsgefil iiberfiihrt. Die Isolierung erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction

Kit entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde mit einem Volumen
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von 30 pl eluiert. Zur Kontrolle wurde anschlieBend eine Probe auf ein Gel aufgetra-

gen.

2.7.6 Reinigung und Konzentrierung von DNA

Die Reinigung und Konzentrierung von DNA erfolgte mit QIAquick PCR Purification
Kit entsprechend dem mitgelieferten Protokoll. Die DNA wurde mittels 50 pl TE-
Puffer (10 mM Tris/HCI; pH 8,5) eluiert. Diese Methode diente der Reinigung von

PCR-Produkten, wurde aber auch zur Reinigung priaparativer Restriktionen eingesetzt.

2.7.7 Enzymatische Modifizierung von DNA
2.7.7.1 Phosphatase Behandlung

Um die Religation des linearisierten Vektors zu unterbinden wurden die 5’-Ende Phos-
phatgruppen mit der alkalischen Phosphatase aus Shrimps entfernt.

Der Dephosphorylierungsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammmen:
e 1 ug linearisierte Vektor-DNA
e 7 ul 10 x Puffer
e 10 U alkalische Phosphate (Shrimps)
e H,O ad 70 ul

Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivie-
rung des Enzyms bei 65°C (15 min) gestoppt und der linearisierte und dephosphory-
lierte Vektor anschlieBend nach 2.7.6 aufgereinigt.

2.7.7.2  Uberfiihrung iiberstehender Enden in glatte Enden

Viele Restriktionsenzyme erzeugen kohésive Enden mit einem 5°- oder 3’- iiberstehen-

den Ende. Mit Hilfe der 5° — 3’ Polymeraseaktivitit des Klenow-Fragments der E. coli
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DNA-Polymerase I konnen 5’ {iberstehende Enden aufgefiillt werden. 3’- tiberhdngen-
de Enden geschnittener DNA koénnen mit Hilfe der 3’— 5° Exonukleaseaktivitit der
T4-DNA-Polymerase (T, ist ein E. coli Bakteriophage) abgebaut und nach Zugabe
von Nukleotiden mit Hilfe ihrer 5 — 3’ Polymeraseaktivitit wieder zu glatten Enden
aufgefiillt werden.

Um 5’- tiberstehende Enden aufzufiillen, wurden ca. 1 g DNA mit 2 pl 2 mM dNTP, 5
11 10 fach Puffer des Enzymbherstellers und 2 U Klenow-Fragment versetzt, und auf 50
1 mit Wasser aufgefiillt. Nach der Inkubation fiir 30 min bei 37°C wurde die Reaktion
durch Hitzedenaturierung bei 70°C fiir 10 min gestoppt. Die Aufreinigung der DNA
erfolgte nach 2.7.6.

Zur Entfernung von 3’-iiberhingenden Enden wurden ca. 1 ug DNA mit 14 ul 5 fach
Puffer des Enzymherstellers und 5 U T,-DNA-Polymerase versetzt, auf 46 u1 mit Was-
ser aufgefiillt und 2 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzedenatu-

rierung bei 70°C fiir 10 min gestoppt. Die Aufreinigung der DNA erfolgte nach 2.7.6.

2.7.8 DNA-Ligation

DNA-Fragmente und linearisierte Vektor-DNA wurden mit Hilfe der T,-DNA-Ligase
verkniipft. Das molare Vektor/Insert-Verhiltnis wurde der Problemstellung, d.h. Liga-
tion mit kohidsiven oder mit glatten Enden, der Grof3e des zu klonierenden Fragmentes
und des Vektors angepasst. Es wurde meist ein molares Vektor/Insert-Verhiltnis von
1:4 eingesetzt. Bei der Klonierung sehr kleiner Fragmente wurde das Verhiltnis auf
1:10 erhoht. Ein typischer Reaktionsansatz wurde in einem Volumen von 20 pul durch-
gefiihrt, der ca. 50-100 ng Vektor-DNA, 2 ul 10 fach Puffer des Enzymherstellers, 5 U
T4-DNA-Ligase, 2 111 50 % PEG-Losung und eine entsprechende Menge Insert-DNA
enthielt. Die Ligation von kohdsiven Enden erfolgte mindestens 90 min bei 10-14°C
und die der glatten Enden 2 h bei 22°C oder iiber Nacht bei 14-16°C.

Gute Ergebnisse bei der Ligation von glatten Enden wurden auch mit dem Rapid-DNA

Ligation Kit (Roche) gemidfl den Empfehlungen des Herstellers erzielt. Mit dieser Va-
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riante konnte innerhalb kiirzester Zeit die Ligation stattfinden. Die fiir die Ligation
verwendeten Vektoren wurden stets dephosphoryliert eingesetzt. Nach der Ligation

wurde der Ansatz nach 2.7.9 in DH5«-Zellen transformiert.

2.7.9 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

E. coli DH5-Genotyp: F—, supE44, AlacU169, g08(~)d, lacZAM15, recAl, gyr A69,
thi-1 [89]

Die Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach Inoue
[90]. Aliquots von je 200 pl wurden entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und 1-10 ul DNA oder die
Hilfte des Ligationsansatzes zupipettiert und vorsichtig gemischt. Nach einer drei-
Bigminiitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 30 s einem Hitzeschock von
42°C ausgesetzt und dann sofort wieder auf Eis gekiihlt. Anschliessend wurden 800 ul
SOC-Medium zugesetzt und 1 h bei 37°C inkubiert.

Tabelle 2.17: Zusammensetzung des SOC-Mediums

Substanz Konzentration
Bacto-Trypton 2 %
Hefeextrakt 0,5 %

NaCl 10 mM
Nach dem Autoklavieren; (16 min bei 120°C)
MgCl, 10 mM
Glucose 20 mM

Aliquots der Zellsuspension wurden auf selektive LB-Agarplatten (z.B. 100 pg/ml

Ampicillin) ausplattiert. Die Agarplatten wurden iiber Nacht bei 37°C bebriitet.
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Tabelle 2.18: Zusammensetzung der Medien fiir die Kultur von Bakterien-Stdmmen.

Die Medien wurden 16 min bei 120°C autoklaviert.

LB-Medium KB-Medium
Substanz Konzentration || Substanz Konzentration
Fleischpepton 10 g/l Fleischpepton 10 g/l
Hefeextrakt 5¢gll Hefeextrakt 5¢gll
NaCl 10 g/l NaCl 10 g/l

Einstellung auf pH 7,0 Glucose 10 g/l
LB-Agar
Substanz Konzentration

Fleischpepton 10 g/l
Hefeextrakt 5¢gll

NaCl 10 g/l
Agar 15 g/l
Einstellung auf pH 7,0
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Ergebnisse und Diskussion

3.1 Aufreinigung der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-

Kinase

Die Optimierung des Anreicherungsverfahrens der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Ki-
nase stellte das erste Ziel der vorliegenden Arbeit dar. Wie bereits unter 1.3.1 erwihnt,
katalysiert dieses Enzym die ATP-abhéngige Synthese von InsPg aus Inositol(1,2,4,5,6)-
und Inositol(1,2,3,4,6)pentakisphosphat (Abb. 3.1).

Ins(1,2,3,4,6)P, Ins(1,2,3,4,5,6)P, Ins(1,2,4,5,6)P,

Abbildung 3.1: katalysierte Reaktion der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase

56



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase ist ebenfalls in der Lage Inositoltetrakis-
phosphate zu phosphorylieren. Ins(1,2,4,5)P, und Ins(1,3,4,6)P, werden zu Ins(1,2,3,4,-
5)P; bzw. Ins(1,3,4,5,6)P; umgesetzt.

Eine Methode zur partiellen Aufreinigung der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase
aus dem Zytosol von D. discoideum Zellen wurde bereits etabliert [29]. Fiir die im
Rahmen dieser Arbeit vorgesehene Sequenzierung der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-
Kinase mufte versucht werden das Enzym bis zur Homogenitit aufzureinigen. Hierzu
wurde das bestehende Protokoll zur Proteinaufreinigung um einen Schritt erweitert.
Die anschlieende genauere Identifizierung der InsP5-(3/5)-Kinase-Proteinbande soll-
te dazu dienen, die Fehlerquote bei der massenspektrometrischen Proteinsequenzie-

rung und den anschlieBenden Datenbankrecherchen zu minimieren.

3.1.1 Gelfiltrations-Chromatographie

Zu Beginn wurde wie bereits dokumentiert [29] eine lonenaustausch-, Heparin-Agarose-
und Hydroxylapatit-Chromatographie durchgefiihrt. Die aktivsten Hydroxylapatit-Frak-
tionen wurden zusétzlich einer Gelfiltrations-Chromatographie unterworfen (Abb. 3.2),
wodurch sich eine weitere 6-fache Anreicherung der InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitit er-
zielen lieB. Diese Anreicherung der InsP5-(3/5)-Kinase ist jedoch mit hohen Verlusten
verbunden. Die Ausbeute, bezogen auf den zytosolischen Extrakt, betrug nur noch
5%. Fiir die im nachfolgenden Abschnitt 3.1.2 beschriebene Identifizierung der Pro-
teinbande wurde deshalb, um ausreichendes Material zu erhalten, die Gelfiltrations-
Chromatographie mit vier Hydroxylapatit-Enzympriparationen durchgefiihrt und die
aktivsten Fraktionen vereinigt.

Die Gelfiltration ergab nach Vergleich mit Standardproteinen ein Molekulargewicht

von etwa 37 kDa fiir die native InsP5-(3/5)-Kinase.
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Abbildung 3.2: Elutionsprofil einer repriasentativen Gelfiltration (Superdex 200-HR;
Icm x 30 cm). Oben links eingesetzt: Kalibriergerade der Gelfiltration

mit Standardproteinen

In der Tabelle 3.1 ist eine reprédsentative Zusammenfassung der Anreicherung der
InsP5-(3/5)-Kinase wiedergegeben. Die Abbildung 3.3 zeigt das dazu gehorige Elek-
tropherogramm. In der Priparation nach der Hydroxylapatit-Chromatographie findet
man noch eine grole Menge an Begleitproteinen. Nach der Trennung an Superdex-
200 werden wenige scharfe Banden in der SDS-PAGE nachgewiesen. Dennoch 1d6t

sich die Bande der InsP5-(3/5)-Kinase noch nicht eindeutig identifizieren.
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Tabelle 3.1: Anreicherungstabelle, Zusammenfassung der partiellen Aufreinigung der

InsP5-(3/5)-Kinase

Reinigungsschritt | Proteinmenge | spezifische | Gesamt- | Ausbeute | Anreicherungs-
[mg] Aktivitdt | aktivitdt [%] faktor
[mU/mg] [mU]
Zytosol 912 1,2 1026 100 1
2x101° Zellen
Q-Sepharose 113 7.5 840 82 7
Heparin-Agarose 19,5 24 462 45 20
Hydroxylapatit 0,45 278 125 12 232
Gelfiltration 0,036 1567 57 5 1306

| -
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“ —— 45,0

e — 310
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Abbildung 3.3: SDS-PAGE (12 %, Silber-Féarbung)

1- Anionenaustausch an Q-Sepharose

2- Chromatographie an Heparin

3- Chromatographie an Hydroxylapatit

4- Gelfiltration an Superdex-200

5- Molekulargewichtsmarker

3.1.2 Identifizierung der InsP;-(3/5)-Kinase-Proteinbande

Enzymaktivitétstests im Anschluss einer SDS-Gelelektrophorese konnen bei mono-

meren Proteinen angewendet werden, um den Ursprung einer katalytischen Aktivitit

innerhalb eines heterogenen Proteingemischs zu ermitteln. Dies setzt die erfolgrei-

che Renaturierung des betroffenen Proteins nach der Gelelektrophorese voraus. Die
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Regenerierung der Enzymaktivitit mehrerer Proteinphosphatasen und Proteinkinasen
aus verschiedenen Organismen nach der SDS-Gelelektrophorese wurde bereits be-
schrieben [91]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode bei der Identifizie-
rung der zu der InsP5-(3/5)-Kinase gehdrenden Proteinbande angewendet. Eine SDS-
Gelelektrophorese wurde mit den aktivsten Fraktionen aus der Gelfiltration durchge-
fiihrt. Der anschlieBende Versuch zur Renaturierung blieb jedoch erfolglos. Um die
Renaturierung der InsP5-(3/5)-Kinase im Anschluss an die Gelelektrophorese zu um-
gehen, wurde als Alternative zur SDS-PAGE eine Trennung unter nativen Bedingun-
gen ausgewihlt.

Die Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen kann auch zur Reinigung von Pro-
teinen anstelle von oder zusitzlich zu chromatographischen Methoden eingesetzt wer-
den. Im Gegensatz zu der SDS-PAGE, bei der Proteine nur anhand ihrer Grof3e auf-
getrennt werden, erfolgt bei der nativen Gelelektrophorese eine Trennung nach der
Ladung, Grofe und Form des Proteins. Die meisten Proteine sind in dem verwende-
ten schwach alkalischen Laufpuffer (pH 8-9) negativ geladen und wandern zur Anode.
Alle unter diesen Bedingungen positiv geladenen Proteine gelangen nicht in das Gel
sondern diffundieren in den Kathodenpuffer.

Die native Gelelektrophorese wurde mit den aktivsten Gelfiltrations-Fraktionen durch-
gefiihrt. Von den drei benachbarten Gelspuren mit aufgetragenen identischen Protein-
mengen wurden zweli, zur Extraktion des nativen Proteins, in 3mm Abschnitte zer-
kleinert. Bei dem anschlieBenden Enzymaktivititstest lie sich die InsP5-(3/5)-Kinase
Aktivitdt nur in den Fraktionen 6 und 7 wiederfinden. Diese Aktivitit korreliert mit der
obersten Proteinbande auf der vergleichbaren angeféarbten dritten Gelspur (Abb. 3.4).
Unter nativen Bedingungen sind nach der Anfdrbung keine scharfen Proteinbanden zu
sehen. Dies ist bei dieser Trennmethode jedoch ein hiufig beobachtetes Phinomen.
Meist wandern die Proteine aufgrund ihres isoelektrischen Punktes nur sehr langsam

in das native Gelsystem ein.
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Abbildung 3.4: (a) native Gelelektrophorese (10 %, Silberfarbung) der aktivsten
Gelfiltrations-Fraktionen.

(b) Aktivititsvergleich der aus (a) isolierten Fraktionen

Die Abbildung 3.5 zeigt das Silber-gefirbte SDS-Gel nach der nativen Gelelektropho-
rese. Von den beiden aufgetragenen Fraktionen 6 und 7 der nativen Gelektrophore-
se lieB sich unter denaturierenden, reduzierenden Bedingungen nur bei der aktivsten
Fraktion 7 eine gut erkennbare 34 kDa Proteinbande nachweisen. Dieses Molekular-
gewicht stimmt im Rahmen der Fehlergrenzen mit dem von 37 kDa der InsP5-(3/5)-
Kinase iiberein, wie es bei der Gelfiltration ermittelt wurde. Daher handelt es sich bei

der InsP5-(3/5)-Kinase um ein monomeres Enzym.
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Abbildung 3.5: SDS-PAGE nach der nativen Gelelektrophorese (12 %, Silber-
Féarbung)
1- Gelfiltration an Superdex-200
2- Fraktion 6 der nativen Gelelektrophorese
3- Fraktion 7 der nativen Gelelektrophorese

4- Molekulargewichtsmarker

Bei der vorgestellten Methodik zur Aufreinigung und Identifizierung der InsP5-(3/5)-
Kinase konnte das Enzym weitgehend aufgereinigt und das Molekulargewicht exakter
bestimmt werden. Aufgrund erheblicher Ausbeuteverluste durch die native Gelelek-
trophorese, reichte die in einer Bande vorhandene Proteinmenge fiir weitere Analysen
nicht aus. Um diese Verluste zu minimieren und fiir die geplante Proteinsequenzierung
ausreichend Material zu erhalten, wurde das Enzym nur bis zur Gelfiltration aufgerei-
nigt, da die Bande der InsP5-(3/5)-Kinase in der nativen Gelelektrophorese eindeutig

identifiziert wurde.
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3.2 Sequenzierung der InsP;-(3/5)-Kinase mittels
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-

MS)

In der Proteinanalytik ist die Massenspektrometrie in Kombination mit Datenbankre-
cherchen die Methode der Wahl zur Identifizierung von Proteinen. Die Entwicklung
schonender lonisationsverfahren, wie ESI, schaffte die Voraussetzung Peptide jeder
GroBe bis hin zu Proteinen massenspektrometrisch zu charakterisieren. Dabei konnen
Informationen iiber das Protein gewonnen werden. So kann die molekulare Masse des
intakten Proteins bestimmt werden. Die Massen der Spaltprodukte nach einem spezi-
fischen enzymatischen Verdau konnen erfasst werden (Peptide Mass Fingerprinting;
PMF). Die enzymatischen Spaltprodukte konnen auBerdem im Massenspektrometer
isoliert und zum Zerfallen angeregt werden. Aus den Massen der im Spektrometer ge-
bildeten Fragmente (MS/MS) kann man die Aminosduresequenz der Peptide bestim-
men (de novo Sequenzierung).

Die Routine-Methode zur Proteinidentifikation ist das PMF. Dabei wird iiber statisti-
sche Verfahren das theoretische Muster von Massen nach spezifischer Spaltung eines
Proteins in der Datenbank mit dem tatséchlichen Muster identifizierter Massen ver-
glichen. Sind die daraus gewonnenen Informationen nicht ausreichend fiir die Iden-
tifizierung des Proteins, werden MS/MS-Daten herangezogen (Peptidfragmentierung
Fingerprint oder MS/MS-Ionensuche). Eine wichtige Voraussetzung und gleichzeitig
Einschrinkung der beiden Verfahren PMF und MS/MS-Ionensuche ist das Vorhan-
densein einer Proteindatenbank, da die Identifizierung allein auf einem Vergleich mit
den Massenspektren bekannter Proteine beruht. Neue, bisher nicht erfasste Proteine
konnen daher nicht identifiziert bzw. sequenziert werden.

Bei der de novo Sequenzierung wird hingegen versucht, aus den MS/MS-Spektren ei-
nes Proteins direkt seine Aminosduresequenz zu rekonstruieren. Die Auswertung der

MS/MS-Spektren ist allerdings sehr aufwendig. Spezielle Algorithmen errechnen je-
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doch zuverldssig Sequenzabschnitte von bis zu 15 Aminoséduren. In der Regel ist dies
ausreichend, um in groflen Sequenz-Datenbanken die vollstindige Sequenz zu finden,
falls das Protein oder das entsprechende Gen erfasst ist. Dieser Vorgehensweise ist

jedoch durch die Auswertung groB3er Datenmengen wesentlich anspruchsvoller.

3.2.1 ESI-MS und ESI-MS/MS-Analyse der InsP;-(3/5)-Kinase

Fiir die Proteinidentifizierung/-sequenzierung mittels Massenspektrometrie ist die Ana-
lyse von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen, die Coomassie gefiarbt wurden, er-
folgsversprechend. Die Abbildung 3.6 zeigt das zur Sequenzierung verwendete Po-
lyacrylamidgel. Fiir eine optimale Trennung wurde eine Gelkonzentration von 10 %
ausgewdhlt. Erkennbar ist die 34 kDa Proteinbande der InsP5-(3/5)-Kinase sowie drei

weitere.

=% e

-
W - nsP.-(3/5)-Kinase

Abbildung 3.6: SDS-PAGE fiir die ESI/MS-Analyse (10 %; Coomassie-Féarbung)
1. Molekulargewichtsmarker

2. angereicherte InsP5-(3/5)-Kinase (nach Gelfiltration)

Die Sequenzierung der InsP5-(3/5)-Kinase erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
S. Metzger (BMFZ, Universitit Diisseldorf). Die Proteinbande wurde im Gel tryptisch
verdaut, das enstandene Peptidgemisch extrahiert und massenpektrometrisch analy-

siert.
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Von dem Peptidgemisch wurde zunichst das Ubersichtsspektrum aufgenommen, wo-
bei die Massen der einzelnen Peptide erfasst wurden. Charakteristisch fiir den ESI-
Prozess ist die Bildung von mehrfach geladenen Ionen. Die Identifikation der InsP5-
(3/5)-Kinase iiber das Peptid Mass Fingerprinting blieb erfolglos. Aus diesem Grund
wurden anschlieBend ausgewihlte Peptide der InsP;-(3/5)-Kinase im ESI-MS/MS-
Modus fragmentiert. MS/MS Daten enthalten neben den Peptidmassen auch Sequenz-
informationen, die eingehendere Datenbankrecherchen erméglichen. Dies ist wichtig,
wenn aus dem Verdau eines Proteins nur wenige messbare Peptide hervorgehen (z.B.
kleine oder hoch glykosylierte Proteine). Ein weiterer Vorteil ist, dass die einzelnen
Peptide getrennt und nicht wie im PMF in einem einzelnen Spektrum gemessen wer-
den. So werden Uberlagerungen dhnlicher Massen reduziert und dadurch eine hohere
Auflosung erzielt. Mit Hilfe der Peptidfragmentierung und dem anschlieBenden Ver-
gleich der MS/MS-Spektren mit Datenbanken erfolgte ebenfalls keine Proteinidentifi-
zierung. Erst durch die vertiefte Analyse der MS/MS-Spektren nach de novo Sequen-
zierung konnten die Aminosduresequenzen der einzelnen Peptide abgeleitet werden.
Insgesamt wurden 25 MS/MS-Spektren aufgenommen aus denen 11 Aminosidurense-

quenzen (Tabelle 3.2) ermittelt wurden.
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Tabelle 3.2: Ermittelte Aminosdurensequenzen aus der massenspektrometrischen

Analyse (ESI-MS/MS) der InsP5-(3/5)-Kinase

Peptidmasse: M+H" [Da] | Ladung der Peptide Aminosduresequenz
2895,5 ++ SSSSLKPLEDQIAGHTEEDGGSENIPR
1595,9 +++ und ++ SDEGYVFKPVPTTR
1070,6 +++ und ++ GGKELEFYK
946,6 ++ TLVEFLPK
993,6 ++ IYEDGIKR
1004,5 ++ FFWHPDR
1157,5 +++ und ++ SVKENQLIVK
1006,6 ++ SFLNKLER
1791,1 +++ und ++ DTITLVSDDSNIGISLK
2734,5 +++ MIDFAHVDPLTPPTKDESYIFGLK
1538,8 ++ NLISFFNQLLSEN

Mit den ermittelten Sequenzen wurden Datenbankrecherchen sowohl iiber die Dictyo-

stelium-Datenbank [92] als auch iiber die des NCBI (National Center for Biotechnolo-

gy Information) [93] durchgefiihrt, wobei das BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool)-Programm angewendet wurde. Dieses ermdglicht die Suche nach Sequenz-Homo-

logie. Die 11 Aminosdurensequenzen konnten mit einer Sequenzabdeckung von 51 %

einem einzigen Protein zugeordnet werden. Aufgrund der Homologie-Suche und der

Entschliisselung des Dictyostelium-Genoms wird vermutet, dass dieses Protein von ei-

nem single-copy-gen kodiert wird. Das Ergebnis der Datenbankrecherchen ist in der

Tabelle 3.3 und Abbildung 3.7 wiedergegeben.
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Tabelle 3.3: Ergebnis der Datenbankrecherchen fiir die InsP5-(3/5)-Kinase.
Datenbankrecherchen wurden iiber die Dictyostelium- [92] und NCBI-Datenbank
[93] durchgefiihrt (Stand August 2007)

Gen JC3V2_0_01958
Chromosom 3
Position 4897459 - 4898536
DictyBaselD * DDB0204639
Aminoséduren 284
MG [kDa] 32,5
plI (theoretisch) 6,8
Annotation Automatisch als hypothetisches Protein
Zuordnung 2 Inositoltrisphosphat 3-Kinase Aktivitit
Homologie 2 InsP;-Kinase
Inositolpolyphosphat Kinase
Inositolhexakisphosphat Kinase
Inositoltrisphosphat 3-Kinase

a) Identifizierungsnummer des Proteins in der Dictyostelium-Datenbank [92]
b) Die Zuordnung erfolgte iiber die Dictyostelium- und die Homologiesuche iiber die Expasy-Datenbank

(BLAST-Programm) [94]
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Abbildung 3.7: Nukleotid- und Aminosduresequenz der InsP5-(3/5)-Kinase

Die InsP5-(3/5)-Kinase wird bislang als hypothetisches Protein annotiert. So werden

Proteine bezeichnet, deren Expression in vivo noch nicht nachgewiesen wurde. Auf-
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Rot dargestellt sind die Aminosédurensequenzen, die nach dem trypti-
schen ,,In Gel-Verdau* der 34 kDa-Bande der InsP5-(3/5)-Kinase und

ESI-MS/MS- Analyse ermittelt wurden. 51 % des Proteins wurden se-
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AGA

TTA

TAT

GAC

CCA

CAA
Q

quenziert (Sequenzdaten aus der DictyBase-Datenbank [92])
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grund der Homologie wurde dem Protein eine Inositoltrisphosphat 3-Kinase Aktivi-
tiat zugeordnet. Basierend auf der Sequenzhomologie, werden die Inositolphosphat-
kinasen, wie schon unter 1.6 erwihnt, in drei Klassen unterteilt: Die Inositolphos-
phatkinase-Superfamilie, die wiederum in Inositol(1,4,5)trisphosphat 3-Kinasen (IP3K),
Inositolphosphatmultikinasen (IPMK) und Inositolhexakisphosphatkinasen unterteilt
wird. Die zwei anderen Klassen der Inositolphosphatkinasen sind die Inositol(1,3,4,5,6)-
pentakisphosphat 2-Kinasen und die Inositol(1,3,4)trisphosphat 5/6-Kinase/ Inositol-
(3.4,5,6)tetrakisphosphat 1-Kinase. Offensichtlich gehort die InsP5-(3/5)-Kinase zu
der Inositolphosphatkinase-Superfamilie. Enzyme dieser Inositolphosphatkinase-Klasse
weisen charakteristische konservative Dominen auf, unterscheiden sich jedoch hin-
sichtlich ihrer Enzymaktivitdt und Substratspezifitit. Somit besteht kein direkter Zu-
sammenhang zwischen der Sequenzhomologie und der Substratspezifitit der einzelnen

Enzyme.

3.2.2 Vergleich der InsP;-(3/5)-Kinase mit bekannten Vertretern

der Inositolphosphatkinase-Superfamilie

Die Analyse der Aminosduresequenz der InsP5-(3/5)-Kinase ergab 43-54 % Homolo-
gie und 23-31 % ldentitét zu bekannten Enzymen der Inositolphosphatkinasen-Super-
familie anderer Organismen. Die katalytischen Doménen von drei Proteinen dieser
Inositolphosphatkinasen-Klasse wurden mit den entsprechenden Sequenzen in der InsP5-
(3/5)-Kinase verglichen (Abb. 3.8). Typisch fiir die Inositolphosphat-Bindestelle ist die
Konsensussequenz PxxxDxKxG. Bei der InsP5-(3/5)-Kinase (Aminosduren 96-104)
ist Prolin gegen Alanin ausgetauscht worden. Diese Sequenz wurde urspriinglich fiir
die InsP3 3- Kinasen (InsP3K) postuliert und spiter in InsP3/InsP, 6-/3-Kinasen und
InsPg-Kinasen nachgewiesen [95]. Dieses Motiv wurde weder in den Inositolphosphat
2-Kinasen [48, 67] noch in der -5/6-Kinase [96,97] nachgewiesen. Ein solcher Ami-
nosdureaustausch konnte bei der Substratspezifitit der InsP5-(3/5)-Kinase eine Rolle

spielen. Die katalytisch wichtige Doméne mit der Konsensussequenz “SSLL* (Amino-
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sduren 213-216) und die ATP-Bindestelle (Aminosiduren 249-255) der Inositolphosphat-

kinasen-Superfamilie sind ebenfalls in der InsP5-(3/5)-Kinase konserviert.

Inositolphosphat-Bindestelle

InsP3/5K Dd 91 YLEDFANVADIKMGTRTYDNSATE

IPMK H 135 HKFNKPCIMDVKIGQKSYDPFASS

InsP6K Dd 257 SSYNSPCIVDIKIGTRQRGVICSS

IP3KA H 253 DGFDGPCVLDCKMGVRTYLEEELT
* Kk x

SSLL-Domane

InsP3/5K Dd 211 -YSSSLLFVYGPTD
InsP6K Dd 390 IYSSSLLIIYEG-K
IP3KA H 395 VIGSSLLFVHDH-C
IPMK H 248 FYASSLLFVYEG-S

* Kk Kk Kk

ATP-Bindestelle

InsP3/5K Dd 245 SLKMIDFAHV-D
IPMK H 381 -VRMIDFAHVFEP
InsP6K Dd 594 AVKMIDFAHA-TI
IP3KA H 411 GVWLIDFGKT-T

* k%

Abbildung 3.8: Das lokale Alignment der katalytisch wichtigen Doménen von drei
Vertretern der Inositolphosphatkinasen-Superfamilie (IPMK_Human:
Q8NFUS, IP3KA_Human: Q8TAN3 und InsPgKinase_D. discoideum:
DDB0233043) mit den entsprechenden Sequenzen in der InsP5-(3/5)-
Kinase (DDB0204639) erfolgte mit CLUSTALW am European Bioin-

formatics Institute (EBI) [98]. (*) identische Aminosduren
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3.3 Identifizierung von Proteinen, die parallel mit der

InsP;-(3/5)-Kinase angereichert werden

Fiir die Sequenzierung der InsP5-(3/5)-Kinase wurde die Proteinaufreinigung wie be-
reits im Abschnitt 3.1.2 erwihnt bis zur Gelfiltration durchgefiihrt. Da eine fehlerhafte
Bestimmung des Molekulargewichts eines Proteins unter anderem zur Sequenzierung
eines unerwiinschten Proteins fithren kann, wurden die bei der Gelfiltration parallel
mit der InsP5-(3/5)-Kinase angereicherten drei Proteine (Molekulargewicht von 44,
40 und 38 kDa, siehe Abb. 3.6) mitsequenziert. Die Sequenzierung und Identifikati-
on dieser Proteine konnten dazu beitragen, ihre mégliche Rolle im Inositolphosphat-
Metabolismus aufzudecken. Das methodische Vorgehen erfolgte analog zur Sequen-
zierung der InsP;-(3/5)-Kinase. Die Proteine mit dem Molekulargewicht 40 und 38
kDa wurden ebenfalls durch de novo-Sequenzierung in Kombination mit Datenbankre-
cherchen identifiziert. Dagegen konnte das Protein mit dem Molekulargewicht von 44
kDa direkt durch den Abgleich des Peptidfragmentierungs- Musters mit der Expasy-
Proteindatenbank [94] identifiziert werden. In den Abbildungen 3.10-3.12 sind die je-
weiligen Aminosédurensequenzen der drei Proteine aus der DictyBase-Datenbank [92]

wiedergegeben.

a) Das Protein mit dem Molekulargewicht von 44 kDa wurde mit einer Sequenzab-
deckung von 37 % der 427 Aminoséduren als Adenylosuccinat-Synthetase identifiziert.
Das theoretische Molekulargewicht des Proteins liegt bei 47 kDa. Dieses Enzym spielt
eine wichtige Rolle bei der Purin Nukleotid Biosynthese, in dem sie die durch die Hy-
drolyse von GTP angetriebene Synthese von Adenylosuccinat aus Inosinmonophos-

phat katalysiert (Abb. 3.9).
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“O0C-CH,-CH-COO ~
I
Aspartat + GTP GDP + Pi NH

H\LN|:\> \j >'L\/N| :\>

o)

Adenylosuccinat-Synthetase

Ribose-5-Phosphat Ribose-5-Phosphat

Inosinmonophosphat (IMP) Adenylosuccinat

Abbildung 3.9: Die durch die Adenylosuccinat-Synthetase katalysierte Reaktion

Die Adenylosuccinat-Synthetase wurde bereits aus verschiedenen Organismen aufge-
reinigt und charakterisiert [99]. Aus der Rattenleber wurden zwei Isoenzyme, die sich
durch ihren pI-Wert unterscheiden (5,9 und 8,9), isoliert. Das sauere Isoenzym scheint
tiberwiegend an der Biosynthese von Purinen und das basische an dem Purin Nukleotid
Zyklus beteiligt zu sein [100].

Auch aus axenisch gewachsenen Dictyostelium Zellen wurde das Enzym bereits iso-
liert [101]. Das Protein wurde unter anderem durch Ionenaustausch- und Gelfiltrations-
Chromatographie aufgereinigt. Das Protein ist im Zytosol lokalisiert und hat ein rela-
tives Molekulargewicht von 44 kDa. Das Ergebnis korreliert mit den im Laufe der
InsP5-(3/5)-Kinase Aufreinigung gewonnenen Erkenntnissen iiber dieses Protein. In
Dictyostelium sind nur basische Isoenzyme der Adenylosuccinat-Synthetase gefunden
worden. Im Gegensatz zu den Wirbeltieren sollen diese in Dictyostelium sowohl an der

Purin Biosynthese als auch am Purin Nukleotid Zyklus beteiligt sein.
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>DDB0201565 |Protein| gene: purA on chromosome: 4 position 3358729
to 3360093
MASIIIGSQWGDEGKGKLVDILSQQFDVVARCQGGANAGHTIVVDGKKIALHLIPSGILN
EKASCILGNGMVIHLPTFFKEVQGLODKGINYKGRLEFVSDRAHLVEFDLHQMIDAMKEAEL
SNGTSNDSIGTTKRGIGPCYSSKASRGGLRVCDLYSPEHFRKTFTRLVENKHKRFGSFEY
DVEAELKRYQEFAEMLKPFVIDSVYYLNQAFKDGKKVLIEGAQSTMLDLDFGCYPYVTSS
ASSVGGACTGLGISPNKVVTQIGVVKAYTTKVGSGPFPTEQNDHVGDSLRKAGSEFGTTT
GRPRRIGWLDAVVLRYTSMINDFTRLNLTKLDVLSDFEEIKIGVDYKYKGETIKSFPASL
ETLAQCEVVYESFPGWKCDLSHVTEYDQLPIQAKNYIKRIEELVGVPIVYIGVGVERKNL

IERKELI*

Abbildung 3.10: Primirstruktur der Adenylosuccinat-Synthetase
Die Aminosduresequenz wurde durch den Peptidfragmentierungs
Fingerprint der tryptischen Peptide gefunden. Das Protein ist iiber die
Zuordnungs nummer (DDB-0201565) in der DictyBase-Datenbank
[92] zugiinglich. Griin unterlegt sind Peptide, deren MS/MS-Spektren

aufgenommen wurden.

b) Das Protein mit dem Molekulargewicht von 40 kDa wurde mit einer Sequenzab-
deckung von 20 % als hypothetisches Protein, dem eine Protein-, Nukleinsdurebindungs-
Funktion und Translationsfaktoraktivitit zugeordnet wurde, identifiziert. Das Protein
hat ein berechnetes Molekulargewicht von 37 kDa und zeigt 40 % Identitédt und 61 %
Homologie zu der 23-Untereinheit des eukaryontischen Translationsinitiationsfaktors
3 (elF32S). Protein-Initiationsfaktoren kommen in Eukaryonten- und Prokaryonten-
Ribosomen vor. Sie sind essentiell fiir den Start der Proteinbiosynthese. Bislang wurde

das Protein in Dictyostelium noch nicht nachgewiesen.
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>DDB0233910 |Protein| gene: eIF3s2 on chromosome: 4 position 3586013
to 3588128
MRPISLRLHERPITQVLENREGDLLEVAAKDKLVSLWYTTNGERIGSYQCGGVVYSIDVS
ODSKYLITASADAKARVWDVSSGRQLDSTDFEVSARSIEFSQGDKQILVVTDQVMGCQAK
IHVFDFDKDEVRKLNKSYTLPSPQCKITQATWGPLNKTIFASCEDGAVRIYCTEKRELIK
TILDHNKLVTRIEWTKHRIMFMTCSKDGTAKLYDTKTLKLLRTFDTGRPINAAGISPLKP
HVILGGGQSAESVTTTKVDASQFKVRFFHIVYGEELGGLIGHIGPVHSICFTPDGKTFEFAT
GGEEGLVQVNHLDESYFEFDDDLVYNPPVQH*

Abbildung 3.11: Primirstruktur des eukaryontischen Translationsinitiationsfaktors 3
Die Aminosduresequenz wurde durch de novo-Sequenzierung und
anschliefende Proteindatenbankrecherchen ermittelt. Das Protein ist
tiber die Zuordnungs nummer (DDB-0233910) in der DictyBase-
Datenbank [92] zuginglich. Griin unterlegt sind Peptide, deren

MS/MS- Spektren aufgenommen wurden.

c) Das Protein mit dem Molekulargewicht von 38 kDa, das direkt iiber der InsPs-
(3/5)-Kinase Bande im SDS-Polyacrylamidgel auftritt, wurde ebenfalls identifiziert.
Das Protein besteht aus 401 Aminosduren und hat damit eine Grof3e von 47 kDa. Eine
starke Abweichung der experimentell ermittelten Groe von der theoretischen Gro-
e wird relativ hdufig bei Proteinen beobachtet [102]. Die sequenzierten tryptischen
Peptide decken 30 % der Aminosduresequenz ab. Dem Protein konnte bisher keine

biologische Funktion zugeordnet werden (Stand Februar 2007).
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>DDB0187589 |Protein| gene: BC5V2 0 00249 on chromosome: 5 position
597404 to 598609
MTKTKNNSEKTTTTTTITNKTTTDTNTNTNININKNNNSKVVEKTKTKLTQTTLIPIKKV
IQEKLKPIKKLNRKOMELDVKYNELSLNCNEPKSDWPEWRQHLYDHGWAIVPKVVAKERC
KEYLSREFWDWLEGEFGSGLKRDRPSTWTSDNWPGNIHGIFONYALGHQOFVWDIRQETDIM
KIFEMIYQTPELLVSEFDGGNLSRPTNTEPKSWAHFDQGSSKFGFRCIQGFLNLDVCQEND
GGLIVYQDSHLQHDKYFAESAEQSQGDWYKFEKDPHSLKWEFKDCKKIKVCCEPGDVVLWD
SRTIHYACPPVKNSGNGNCRAVVYVSYQPASLASEKVLAQKOQAFHSKRMTSHWAAENIK
LFPRTPRTYGNEERVEKFRFDETTLPILNEFGRKLAGLDSY*

Abbildung 3.12: Primirstruktur eines mit der InsP5-(3/5)-Kinase aufgereinigten Pro-
teins (relative Grof3e 38 kDa).
Die Aminosiduresequenz wurde durch de novo-Sequenzierung und
anschlieende Proteindatenbankrecherchen ermittelt. Das Protein ist
tiber die Zuordnungs nummer (DDB-0187589) in der DictyBase-
Datenbank [92] zuginglich. Griin unterlegt sind Peptide, deren

MS/MS- Spektren aufgenommen wurden.

Aufgrund der Eintridge aus der DictyBase-Datenbank [92] und des Aminosdurese-
quenzvergleiches mit bekannten Enzymen des Inositolphosphatstoffwechsels, insbe-
sondere mit der Inositolphosphatmultikinase, Inositol(1,4,5)P3 3-Kinase und der Ino-
sitolhexakisphosphatkinase besteht fiir die drei Begleitproteinen keinerlei Homologien
zu den Inositolphosphatkinasen. Hinweise auf eine Beteiligung am Inositolphosphat-
stoffwechsel wurden auch nicht gefunden. Die fiir die Inositolphosphat Kinase-Familie
charakteristischen Doménen sind nicht vorhanden. Demzufolge kann man ausschlie-
Ben, dass eins dieser drei Proteine fiir die InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitit verantwortlich
ist. Bei dem aufgereinigten und sequenzierten Protein mit dem Molekulargewicht von

34 kDa kann es sich nur um die InsP5-(3/5)-Kinase handeln.
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3.4 Amplifikation des InsP;-(3/5)-Kinase-Gens mit der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Gen der InsP5-(3/5)-Kinase identifiziert werden.
Dazu wurde zunidchst das Gen durch PCR amplifiziert. Aus der in Abschnitt 3.2.1 er-
mittelten Proteinsequenzen wurden PCR-Primer so ausgewihlt, dass sie Restriktions-
stellen fiir die Enzyme HindIII bzw. Kpnl enthalten. Diese Schnittstellen ermdglichen
eine direkte Klonierung in den pUC18- Vektor, da die Klonierungstelle (multiple clo-
ning site) dieses Vektors ebenfalls Schnittstellen fiir diese beiden Enzyme enthilt.

Die Anwendung herkdmmlicher PCR-Verfahren fiihrte zunéchst nur zu unspezifischen
PCR-Produkten. Die Amplifikation des InsP5-(3/5)-Kinase Gens gelang schlieBlich
nur mit Hilfe der Hot-Start-PCR (Abb. 3.13). Die Hot-Start-PCR unterscheidet sich
von dem herkdmmlichen Verfahren darin, dass die Aktivitit der Tag-Polymerase erst
bei erhohter Temperatur einsetzt. Damit unterdriickt man eine Polymerisation an un-
spezifisch hybridisierten Primern bei niedrigen Temperaturen. So kann die Polymerisa-

tion erst beginnen wenn, die Primer spezifisch an die DNA-Sequenz gebunden haben.

76



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
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Abbildung 3.13: Amplifikation des InsP;-(3/5)-Kinase-Gens mit der Hot-Start-PCR
(Elektrophorese auf 2 %-igem Agarosegel)
1. DNA-Marker (100 bp DNA-Leiter)
2. Das PCR-Produkt ist etwa 0,8 kb lang. Dies entspricht der erwar-

teten Grofle.

Das erhaltene PCR-Produkt wurde in pUCI18 kloniert. Dafiir wurde sowohl der Vektor
als auch das PCR-Fragment mit HindIII und Kpnl geschnitten. Mit Hilfe der T4-Ligase
wurden die beiden DNA-Fragmente iiber die entstandenen kohésiven Enden kovalent
mit einander verbunden. Der Erfolg der Klonierung des PCR-Produkts in pUC18 wur-
de nach Transformation des Ligationsansatzes in E. coli, Blau-Wei3-Selektion und
Isolierung des Plasmids, durch eine Restriktionsanalyse iiberpriift. Wie die Abbildung
3.14 zeigt, ist der ringférmige Vektor aus der Ligation (Bahn 3) groBer als der ringfor-
mige Ausgangsvektor (Bahn 2). Das 3,5 kb grole DNA-Fragment (Bahn 4) entspricht
dem mit HindIII linearisierten pUC18-Vektor (2,7 kb) mit dem eingebauten Insert (0,8
kb).
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5 kb ——

1,5 kb

Abbildung 3.14: Analyse der Klonierung des PCR-Produkts in pUC18 (Restriktion mit
HindlIII; 1 %-iges Agarosegel)
1. DNA-Marker (100 bp DNA-Leiter)
2. Ringformiger pUC18-Vektor ohne Insert
3. Ringformiger pUC18-Vektor mit Insert
4. Linearisierter pUC18-Vektor mit Insert (pUC18-Vektor: 2,7 kb; In-
sert: 0,8 kb)

Das PCR-Produkt wurde anschlieBend sequenziert, um die Basenabfolge der DNA-
Sequenz zu verifizieren. pUC18 ermdglicht die Sequenzierung beider DNA-Stringe
eines Inserts durch Verwendung von zwei verschiedenen Primern. Die Sequenzierung
des InsP5-(3/5)-Kinase/pUC18-Vektors erfolgte nach dem Kettenabbruch-Verfahren
von Sanger und wurde von der Firma GATC Biotech durchgefiihrt. Die Abbildung
3.15 zeigt den Vergleich des sequenzierten PCR-Produkts mit der aus der Proteinse-
quenzanalyse und Datenbankrecherchen ermittelten InsP5-(3/5)-Kinase Nukleotidse-
quenz. Aus dieser Abbildung geht hervor, dass die komplette sequenzierte DNA dem

Bereich entspricht, der amplifiziert werden sollte.
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DDB0204639
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PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

ATGGTTTGTTATTAATTAATTATATTAATTAAATTAAATAAAATTAATTTATTAATATTA

TCCCAAGATTTTTAAAATCTGATGAAGGGT ATGT ATTTAAACCAGT ACCAACAACAAGAG
----------------------------- TATGTATTTAA- CCAGTACCAACAACAAGAG

GTGGTAAAGAATTAGAATTTTATAAATCATTAGATAAAT ATGATAAAACTTTAGTTGAAT
GI'GGTAAAGAATTAGAATTTTAT AAATCATTAGATAAAT ATGATAAAACTTTAGTTGAAT

st s sk st e sk st e ske st e sk sfe s sk sfe s sk sfe st sk st st sk sfe st sk st st sk sie st sk st st sk steosie sk st st sk st st sl st st sk sie st sk st skoske stk sk sk sk ok

TCTTACCAAAATATATTAGAACTGAAATTGT AAACAATATTCGTAAGTATAAATATTTTT
TCTTACCAAAATATATTAGAACTGAAATTGT AAACAATATTCGTAAGTATAAATATTTTT

TATTATTATTATTATTATTAATATTATAATTTAATAATTCTTTTAATAATTAAAAAAAAA
TATTATTATTATTATTATTAATATTATAATTTAATAATTCTTTTAATAATTAAAAAAAAA

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESS]

ATTATTTTTTTTATTTTGITTTATTTTATTTTATTTTATAGCAT AT ATGGGTATTGAAGA
ATTATTTTTTTTATTTTGI TTTATTTTATTTTATTTTATAGCATATATGGGTATTGAAGA

TTTAACATATGGATATTTAGAAGATTTTGCAAATGTTGCAGATATTAAAATGGGTACAAG
TTTAACAT ATGGATATTTAGAAGATTTTGCAAATGTTGCAGATATTAAAATGGGT ACAAG

AACTTATGAT AATAGTGCAACTGAAGAAAAGATTAAAGCAGAAGAACATAAATCAAGTAA
AACTTATGAT AATAGTGCAACTGAAGAAAAGATTAAAGCAGAAGAACAT AAATCAAGT AA
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DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

DDB0204639
PCR- Pr odukt

Abbildung 3.15:

AACTACAACCAAATCATTGGGTATTAGATTTTGT GGTGCAAAACTTGTGCATCCAAATAC 660
AACTACAACCAAATCATTGGGTATTAGATTTTGTGGTGCAAAACTTGTGCATCCAAATAC 450

sk sk sk sk sk sk ook sk skeosk sk sk sk skoskeskeoskosk sk skoskoskosk sk sk sk sk sl sk skosk sk sk sk sk siosk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk i sk sk sk ok

TGGTGAAAAAACTAAACTTTCAAAAGTTTGGGGTAAACAATTGAAACATGATAGAATCTA 720
TGGTGAAAAAACTAAACTTTCAAAAGT TTGGGGT AAACAATTGAAACATGATAGAATCTA 510

TGAAGATGGTATTAAAAGATTCTTTTGGCATCCAGAT AGATCGGTAAAAGAGAATCAATT 780
TGAAGATGGTATTAAAAGATTCTTTTGGCATCCAGAT AGATCGGTAAAAGAGAATCAATT 570

sk sk sk sk sk ks sk sk sk skosk sk ksl sk sk sk sksk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk

AATAGITAAATCATTTCTAAATAAATTGGAAAGATTATTAACTTTTTTCGAAAATAATCA 840
AATAGTTAAATCATTTCT AAATAAATTGGAAAGATTATTAACTTTTTTCGAAAATAATCA 630

ACAATTTGCATTCTATAGTAGTTCTTTATTATTTGTTTATGGTCCAACCGATTCAAATAA 900
ACAATTTGCATTCTATAGTAGTTCTTTATTATTTGTTTATGGTCCAACCGATTCAAATAA 690

ATCGAAATTACGTGACACTATAACTTTGGT TTCTGATGACTCAAATATTGGTATCAGITT 960
ATCGAAATTACGTGACACTATAACTTTGGTTTCTGATGACTCAAATA- - - - - - - - - - - - - 737

GAAAATGATTGATTTCGCTCATGTAGATCCATTAACTCCACCAACAAAAGATGAAAGTTA 1020

Vergleich des sequenzierten PCR- Fragments mit dem InsP5-(3/5)-
Kinase-Gen aus der DictyBase-Datenbank [92].
Das Alignment erfolgte mit dem Programm CLUSTALW am Euro-
pean Bioinformatics Institut (EBI) [98]. (*) identische Basen, (-) Ge-

nabschnitte der InsP5-(3/5)-Kinase die nicht amplifiziert wurden.
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3.5 Gezielte Mutagenese des InsP5-(3/5)-Kinase-Gens

Fiir die Aufkldrung der in vivo-Funktion eines Proteins ist die Erzeugung von Mu-
tanten eine notwendige Voraussetzung geworden. Die Mutationen werden in der Re-
gel durch Zufall- oder gerichtete-Mutagenese eingefiihrt. Bei der Zufallsmutagenese
werden ganze Organismen durch chemische oder physikalische Agenzien unspezifisch
mutiert und die Auswirkungen der Mutationen phédnotypisch oder iiber eine gednderte
biologische Aktivitit nachgewiesen. Mit Hilfe der gerichteten-Mutagenese werden da-
gegen Veridnderungen in der Expression eines Proteins, durch zielgerichtete Mutation
des kodierenden Gens, erzeugt. Mit Mutanten, die durch derartige definierte DNA-
Sequenzverdnderungen erzeugt wurden, ist es moglich Stoffwechselwege, die Sub-
stratspezifitit und die Wechselwirkungen von Proteinen mit anderen Biomolekiilen zu
untersuchen.

In D. discoideum wurden fiir die Durchfiihrung der gezielten Mutagenese in den letz-
ten Jahren verschiedene Methoden etabliert. Dabei werden die DNA-Sequenzen in
vitro verdndert und durch Transformation in die Zelle eingefiihrt. Abhéingig von dem
verwendeten Transformationsvektor wird durch homologe Rekombination oder anti-

sense RNA die Expression eines definierten Proteins blockiert oder vermindert.

3.5.1 Versuche zur Erzeugung von Knockout-Mutanten durch ho-

mologe Rekombination

Aufgrund seines haploiden Genoms werden bei D. discoideum bevorzugt Gene-Knock-
out Techniken angewendet, um die Funktion einzelner Gene zu untersuchen. Die klas-
sische Vorgehensweise besteht darin, eine Antibiotika-Resistenzkassette z.B. fiir Bla-
sticidin oder Geneticin, durch homologe Rekombination in das Zielgen einzubauen.
Dies fiihrt zur vollstindigen Inaktivierung des Gens. Eine mafBigebliche Einschrin-
kung dieses Ansatzes ist jedoch die niedrige Frequenz der homologen Rekombina-

tion. Im Gegensatz zur Hefe sind homologe Rekombinationsereignisse bei D. discoi-
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deum-Zellen genauso selten wie bei Sdugerzellen. Weiterhin fiihrt die Verwendung
von Transformationsvektoren, die einige D. discoideum-Sequenzen enthalten, wie den
Aktin-Promotor und -Terminator, moglicherweise zur homologen Insertion an ande-
re Stellen des Genoms [103]. Fiir die Konstruktion des Transformationsvektors (Abb.
3.16) wurde das 1.3 kb HindIlI/BamHI Fragment, das die Resistenzkassette mit dem
bsr-Gen enthilt, aus pUCBsrABam [83] isoliert (Abb. 3.17a). Das bsr-Gen kodiert
fiir die Blasticidin-S-Deaminase aus Bacillus cereus [104, 105] und wird fiir die Ex-
pression in D. discoideum Zellen von dem Aktinl5-Promotor und Aktin8-Terminator
kontrolliert [106]. Nach Auffiillen der Enden mit dem Klenow Fragment wurde die
Resistenzkassette in der Blunt-ended Munl Schnittstelle des InsP5-(3/5)-Kinase-Gens
in pUC18 eingebaut. Der Erfolg der Ligation wurde durch eine Restriktionsanalyse
iberpriift. Die Abbildung 3.17(b) zeigt das Ergebnis der zweifachen Restriktion mit
HindIII und EcoRI. Man kann in dieser Abbildung eindeutig ein DNA-Fragment der
GroBe von 2,7 kb und ein DNA-Fragment der Gré8e 2,1 kb erkennen. Die Restrikti-
onsenzyme HindIIl und EcoRI schneiden das pUC18 Plasmid in der ,,multiplen clo-
ning site. Das erhaltene Gen-Fragment von 2,1 kb entspricht dem bsr Gen, das von
Abschnitten des InsP5-(3/5)-Kinase Gens flankiert ist. Der pUC18 Vektor ist in dem
gezeigten Bild (Abb. 3.17(b)) durch das Fragment der Grof3e 2,7 kb dargestellt. Die
dokumentierte Restriktionsanalyse ist ein Beleg fiir die gelungene Konstruktion des

Transformationsvektors.
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Bglll
; bsr \

A15P 1. Verdau mit Hindlll und
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ECoRI pUCBsr Bam

4600bp Hindlll bsr (1300bp)

DNA-Fragment
(270bp)

Hindlll

LacZ

Hindlll
1. Verdau mit Munl

LacZ 2. Auffillen der Enden mit dem

Klenow Fragment und
/ Munl Dephosphorylierung
3. Ligation mit dem

bsr-Resistenzgen

Hindlll Kpnl

Munl Klonierung Amp’

in puC18

PCR-Fragment
800bp

Vektor fir Homologe
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Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der Vektorkonstruktion fiir die homologe

Rekombination

83



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 2

(@) (b)

Skb 5 kb

1,5 kb ~— 1,5kb

Abbildung 3.17: (a) Restriktionsanalyse zur Isolierung des bsr Gens aus
pUCBsrABam (Restriktion mit HindIIl und BamHI; 1 %-iges
Agarosegel)

1. 1,3 kb bsr-Gen und 3,3 kb pUCBsrABam-Riickgrat

2. DNA-Marker (100 bp DNA-Leiter)

(b) Restriktionsanalyse des Transformationsvektors fiir die homo-
loge Rekombination (Restriktion mit HindIIl und EcoRI; 1 %-iges
Agarosegel)

1. 2,1 kb-Fragment, das mit Abschnitten des InsP5-(3/5)-Kinase-
Gens flankiert ist und 2,7 kb pUC18-Vektor

2. DNA-Marker (100 bp DNA-Leiter)

Der ,,gene targeting vector* wurde durch Elektroporation in Zellen des D. discoideum-
Wildtyps AX-2 eingefiihrt. Die Selektion der Transformanten erfolgte in Gegenwart
von 10 pg/ml Blasticidin. Es konnten etwa 200 blasticidinresistente Transformanten
isoliert und analysiert werden. Die Amplifikation des fiir die InsP5-(3/5)-Kinase ko-
dierenden Gens zeigte jedoch, dass das Gen nicht verdndert wurde. Da bei der Kon-
trollprobe kein Wachstum des untransformierten Stammes in Gegenwart des Antibio-
tikums beobachtet wurde, kann man davon ausgehen, dass die Blasticidinresistenz der
Transformanten allein auf eine ziellose Integration der Resistenzkassette ins Genom

zuriickzufiihren ist. Diese Annahme wurde durch PCR mit Primern fiir das bsr-Gen
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bestétigt.

Die Homologie der InsP5-(3/5)-Kinase zu anderen Inositolphosphatkinasen aus D. dis-
coideum (sieche Abschnitt 3.2) konnte zur fehlerhaften Integration des Transformati-
onsvektors beigetragen haben.

Aufgrund der in den letzten Jahren beschriebenen physiologischen Funktionen von
InsPg (siehe Abschnitt 1.5) wurde in Betracht gezogen, dass der Gen-Knockout mog-
licherweise zu einer letalen Mutation gefiihrt haben konnte. Daher wurde bei weite-
ren Transformationsversuchen das Selektionsmedium mit 0,6-0,8 mM InsPg versetzt.
Diese Konzentration entspricht in etwa der zelluldren Konzentration. Ferner wird das
Wachstum von D. discoideum bei dieser Konzentration kaum beeinflusst [107]. Auch
bei diesem Ansatz konnte bei den isolierten blasticidinresistenten Transformanten kei-
ne Mutation des Wildtypgens nachgewiesen werden.

Fiir D. discoideum wurde wie bereits erwihnt eine niedrige homologe Rekombina-
tionsrate postuliert. Durch grofere flankierende DNA-Sequenzen um die Resistenz-
kassette konnte die Wahscheinlichkeit der homologen Rekombination gesteigert wer-
den [108]. Dies war aber durch das relativ kleine Molekulargewicht der InsP5-(3/5)-
Kinase und das AT-reiche Genom von D. discoideum nicht moglich.

Die vielfiltigen Veridnderungen der Elektroporationsbedingungen und Transformati-
onsprotokolle fiihrten leider zu keinem Erfolg.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht endgiiltig geklidrt werden, warum der Knockout

der InsP5-(3/5)-Kinase durch homologe Rekombination scheiterte.

3.5.2 Antisense-Mutagenese des InsP;-(3/5)-Kinase-Gens

3.5.2.1 Konstruktion des Antisense-Vektors und Tranformation von D. discoide-

um Zellen

Die durch Antisense-RNA vermittelte Mutagenese stellt eine weitere Moglichkeit zur
spezifischen Verminderung oder Inhibierung der Expression eines Gens dar. Im Ge-

gensatz zur homologen Rekombination wird iiblicherweise bei der Konstruktion des

85



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Antisense-Vektors das betreffende Gen oder der betreffende Genabschnitt lediglich in
Antisense-Orientierung in einen Expressionsvektor kloniert. Eine Transformation die-
ses Vektors in D. discoideum kann eine vollstandige oder stark reduzierte Translation
der mRNA bewirken.

Zur Transformation von D. discoideum mit Antisense-RNA wurde der integrierende
Expressionsvektor pDexRH [82] verwendet. Dieser enthélt das neo-Gen vom bakteri-
ellen Transposon Tn5, das fiir eine Aminoglycosid 3°-Phosphotransferase, APH3" II,
kodiert und die Resistenz gegeniiber Geneticin vermittelt.

Ein 520 bp Genabschnitt der InsP5-(3/5)-Kinase wurde durch PCR amplifiziert und in
den Vektor pDexRH in Antisense-Orientierung iiber die EcoRI/HindIII Schnittstelle
inseriert (Abb. 3.18). Der InsP5-(3/5)-Kinase Genabschnitt steht dabei unter Kontrolle
des konstitutiven Aktin15-Promotors. Der Erfolg der Ligation wurde durch eine zwei-
fache Restriktionsanalyse mit EcoRI und HindIII iiberpriift. Die Abbildung 3.19 zeigt
in der zweiten Bahn des Agarosegels die zwei erwarteten DNA-Fragmente. Das etwa
520 bp groBe Fragment entspricht dem einklonierten InsP5-(3/5)-Kinase Genabschnitt.

Der pDexRH Expressionsvektor ist in der Abbildung durch das etwa 5500 bp grof3e

Fragment dargestellt.
A6P
/ \
Amp’
Hindlll EcoRI Antisense Vektor AST
PCR-Fragment Verdau mit EcoRI und 6000bp
(520bp) Hindlll mit anschlieBender

Klonierung in pDEXRH Hind 1l

DNA-Fragment
(520bp)

A15P

EcoRI

Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der Vektorkonstruktion fiir die Antisense-

Mutagenese
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Abbildung 3.19: Restriktionsanalyse des Transformationsvektors fiir die Antisense-
Mutagenese
(Restriktion mit EcoRI und HindlIII; 1 %-iges Agarosegel)
1. 0,52 kb InsP5-(3/5)-Kinase-Genabschnitt und 5,5 kb pDexRH-
Vektor
2. DNA-Marker (100 bp DNA-Leiter)

Nach Transformation des Antisense-Vektors in Zellen des D. discoideum Wildtyps
AX-2 konnten Transformanten in Gegenwart von 12,5 pg/ml G418 und 0,6 mM Inosi-
tolhexakisphosphat selektioniert werden. Es wurden insgesamt drei unabhingige G4 18-
resistente Klone (DdIP3/5K1-DdIP3/5K3) isoliert. Wie bei der homologen Rekombi-
nation diente der Zusatz von Inositolhexakisphosphat dazu, bei einer durch die Anti-
sense-Mutagenese verursachten, moglichen vollstindigen Inaktivierung der InsP5-(3/5)-
Kinase, potentiell konditional letale Mutante am Leben zu halten. In D. discoideum
ist bislang keine von den beschriebenen InsPg-Funktionen nachgewiesen worden. In
anderen Zelllinien konnte jedoch gezeigt werden, dass InsPg an wichtigen zelluldren
Prozessen, wie dem mRNA-Export aus dem Zellkern und der Transkription involviert
ist [48]. Des Weiteren haben Untersuchungen in den pankreatischen (3-Zellen gezeigt,
dass InsPg, durch die Regulation der intrazelluldren Phosphoinositid-Konzentrationen
und durch den Einfluss auf die Protein-Phosphorylierung, an der Regulation der En-
dozytose beteiligt ist [S1]. Aus diesem Grund ist es denkbar, dass die Mutation des
kodierenden Gens fiir ein an der InsPs-Biosynthese moglicherweise beteiligtes Enzym

letal sein konnte.
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3.5.2.2 Vergleich der InsP;-(3/5)-Kinase-Aktivitiat von Wildtypzellen und
DdIP3/5K -Mutanten

Nach der Isolierung der drei DdIP3/5K -Mutanten wurde durch Bestimmung der InsPs-
(3/5)-Kinase-Aktivitdt im Zytosol des Wildtyps und der Mutanten (Abb. 3.20), mittels
HPLC-MDD-Analytik der Edukte und Produkte, der Effekt der Antisense-Mutagenese
untersucht. Alle drei Mutanten zeigen eine reduzierte Enzymaktivitit gegeniiber dem
Wildtyp, wobei die Aktivititsabnahme bei dem DdIP3/5K1-Stamm am ausgeprigte-
sten ist (Abnahme um 55 % gegeniiber dem Wildtyp). Dieser Befund konnte in fiinf un-
abhingigen Experimenten wiederholt bestitigt werden. Aus diesem Grund wurde der
Klon DdIP3/5K1 im weiteren Verlauf dieser Arbeit benutzt. Die Unterschiede in der
InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitit bei den drei DdIP3/5K- Mutanten sind nicht ungewhn-
lich, da die Expression der Antisense-RNA von der Anzahl der ins Genom integrierten
Vektor-Kopien und dem Integrationsort des Antisense-Vektors abhidngig ist [109].

120 4

100 ~ [
I

80 A

60 | J
40 1 J

20 A

rel.3/5-Kinase-Aktivitit [%]

0

AX-2 DdIP3/5K1 DdIP3/5K2 DdIP3/5K3

Abbildung 3.20: Vergleich der InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitit im Zytosol des Wildtyps
und der mit InsPg (0,6 mM) gewachsenen DdIP3/5K-Mutanten. Ak-
tivitdt bestimmt mit HPLC-MDD-Analytik.

Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden bei einer
Zelldichte von 3:10°% Zellen/ml geerntet. (Inkubationsbedingungen:
100 ml FM-Medium bei 22,5 °C und 120 Upm). Eingesetzt wurde

ein Zellhomogenat aus 210 Zellen/ml.
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3.6 Phinotypische Charakterisierung der DdIP3/5K1
-Mutante

3.6.1 Axenisches Wachstum und Differenzierung

Das Wachstum von Wildtyp und DdIP3/5K1 wurde zunéchst verglichen (Abb. 3.21).
In Abwesenheit von InsPg verlieren die DdIP3/5K1-Zellen im Verlauf des Entzugs ihre
Adhasivitit auf hydrophilen Polystyrol-Oberfidchen, runden sich ab und wachsen nicht
mehr. Dagegen wichst die Mutante in Gegenwart von InsPg. Diese zeigt jedoch einen
signifikanten Unterschied zum Wildtyp. Die Verdopplungszeit in der logarithmischen
Wachstumsphase betrdgt beim Wildtyp 11 h und bei der Mutante 16 h. Des Weiteren
zeigt DdIP3/5K1 eine geringere ZellgroBe (9,5 pm) als der Wildtyp (10,4 pm).

LOE+O8 7 174X 2 ohne InsP, POB+08 7 1+ AX-2 mit InsP,

= DdIP3/5K1 ohne InsF; = DdIP3/5K1 mit InsP;

1,0E+07 ~ 1,0E+07 -

Zellen/ml
Zellen/ml

1,0E+06 - 1,0E+06 -

1,0E+05 \ \ 1,0E+05 \ \
0 24 48 0 24 48

Zeit[h] Zeit [h]

Abbildung 3.21: Wachstumsvergleich von Wildtyp und DdIP3/5K1 ohne InsPg (links)
und mit 0,6 mM InsPg (rechts)
Inkubationsbedingungen: 400 ml FM-Medium bei 22,5 °C und 120
Upm
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Die genomische Instabilitit der D. discoideum Antisense-Transformanten ist doku-
mentiert [109]. Aus diesem Grund wurde die Mutante immer in Gegenwart von G418
kultiviert, da sie sonst ohne permanenten Selektionsdruck Kopien der integrierten Vektor-
DNA verlieren konnte, mit der Folge, dass die Beobachtung eines mutationsbeding-
ten Defekts nicht sichergestellt wére. Die optimale G418-Konzentration fiir axenische
Kulturen betrug 12,5 pg/ml. Diese Konzentration hatte kaum Einfluss auf die Verdopp-
lungszeit der Mutante, das Wachstum des Wildtyps konnte jedoch vollstindig inhibiert
werden.

Der Versuch, das zum Medium zugegebene InsPg durch myo-Inositol zu ersetzen, fiihr-
te ebenso zu keinem Wachstum von DdIP3/5K1. Der InsPg-Zusatz zum Medium ist
essentiell fiir das Wachstum von DdIP3/5K1. Unter Beriicksichtigung der Substrat-
spezifitit der InsP5-(3/5)-Kinase konnte diese Beobachtung ein Hinweis sein, auf die
potentielle Beteiligung dieses Enzyms an der Synthese von InsPg aus myo-Inositol.
Die InsP5-(3/5)-Kinase phosphoryliert Ins(1,3,4,6)P, zu Ins(1,3,4,5,6)P5. Moglicher-
weise wird dieser entscheidende Schritt aufgrund der Verminderung der InsP5-(3/5)-
Kinase-Aktivitit beeinflusst. Trotzdem verwundert das Einstellen des Wachstums un-
ter InsPs-Entzug, da die Zellen des Stammes DdIP3/5K1 noch eine InsP5-(3/5)-Kinase
Restaktivitit aufweisen.

Das langsame Wachstum der Mutante konnte durch Defekte in der InsP5- und/oder
InsPs- Synthese erklirt werden. Dies konnte zur Veridnderung der intrazelluldren Kon-
zentration dieser Metabolite gefiihrt haben. Experimente mit der Multiplen Inositol-
polyphosphat Phosphatase (MIPP) der Maus haben gezeigt, dass eine Verdnderung
der intrazelluliren Konzentration dieser Metabolite zur Verlangsamung des Wachs-
tums fiihrt [110]. Weiterhin wurde ein langsames Wachstum von Hefezellen bei der
Erschopfung des intrazelluldren InsPg beobachtet [48,111].

Die postulierte Rolle der InsP5-(3/5)-Kinase aus D. discoideum im zelluldren Inosi-
tolphosphatstoffwechsel beruht auf der Beteiligung an einem ,,futilen* Substratzyklus
[23]. Durch Dephosphorylierung von InsPg werden Ins(1,2,4,5,6)P5 und Ins(1,2,3,4,6)P5

im Zytosol gebildet. Die beiden InsP5-Isomere konnen anschliefend unter Mitwirkung
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der InsP5-(3/5)-Kinase wieder zu InsPg rephosphoryliert werden. Es ist also vorstell-
bar, dass die InsP5-(3/5)-Kinase in vivo bei der homdoostatischen Regulation des zellu-

ldaren InsP5- und InsP4-Pools eine Rolle spielt.

3.6.2 Uberlebensfihigkeit nach Inositolhexakisphosphat-Entzug

Durch die Bestimmung der Uberlebensrate von DdIP3/5K1 nach InsPg-Entzug soll
geklért werden, ob neben dem Einstellen des Wachstums auch andere zentrale physio-

logische Funktionen betroffen sind.

120 ~
100
80 A
60 -

40 -

Uberlebende Zellen [%]

20 -

Zeit [h]

Abbildung 3.22: Uberlebensrate von DdIP3/5K1 nach InsPs-Entzug
Zu bestimmten Zeitpunkten wurde eine definierte Zellzahl auf SM-
Agarplatten in Gegenwart von E.coli B/r ausgestrichen und die ent-

stehenden Plaques gezéhlt

Bis zu 20 h nach InsPg-Entzug sind keine signifikanten Verinderungen bei der Uber-

lebensrate zu beobachten (Abb. 3.22). In diesem Zeitabschnitt ist das Wachstum der
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Zellen stark herabgesetzt, jedoch sterben die Zellen nicht ab. Beim InsPg-Zusatz zum
Medium beginnen die Zellen nach einer Verzdgerungsphase von etwa 8 h erneut zu
wachsen. Nach 20 h nimmt die Uberlebensfihigkeit der Zellen rapid ab und betriigt
nach 48 h nur noch circa 5 %. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass in einem
Zeitabschnitt von 20 h der InsPg-Mangel in der Zelle durch die anfangs vorhandene
internalisierte InsPs-Menge noch kompensiert werden kann. Daher wurde der Einfluss
des InsPg-Entzugs auf den Phéanotyp von DdIP3/5K1 immer nach 20 h betrachtet. Bei
langeren Zeitraumen steigt die Anzahl der toten Zellen kontinuierlich an und fiihrt
zur Fehlinterpretation der Beobachtungen. Kiirzere Zeitabschnitte fithrten zu keinem
ausgeprigten Phénotyp.

Durch den InsPg-Entzug verlieren die Zellen des Stammes DdIP3/5K1 sehr schnell
ihre Vitalitdt und sterben. Diese zeigen dagegen in Gegenwart von InsPg eine zum

Wildtyp vergleichbare Uberlebensrate.

Bei D. discoideum verlaufen die Differenzierung und das Wachstum voneinander ge-
trennt. Durch den Entzug der Nahrungsquelle wird das vegetative Wachstum einge-
stellt und die Differenzierung eingeleitet. Bei der Untersuchung der Differenzierung
von DdIP3/5K1 wurden mit und ohne InsPg keine Verdnderungen gegeniiber dem
Wildtyp festgestellt.

HPLC-MDD-Messungen haben gezeigt, dass die InsPg-Konzentration von D. discoi-
deum in der Differenzierungsphase ansteigt [31]. Leider konnte dieses Experiment aus
zeitlichen Griinden mit DdIP3/5K1 nicht mehr durchgefiihrt werden. Dieser Aspekt
der phédnotypischen Charakterisierung von DdIP3/5K1 konnte in zukiinftigen Studien

geklirt werden.
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3.6.3 Endozytotische Eigenschaften
3.6.3.1 Phagozytose

Als Phagozytose bezeichnet man die Aufnahme von extrazellulidren, partikuldren Sub-
stanzen. Im klassischen Sinn versteht man unter Phagozytose das Umschlingen (iiber
die Ausbildung von Pseudopodien) von partikuldren Substanzen von der Plasmamem-
bran, wobei diese gleichzeitig die Membran des neu gebildeten Phagosoms bildet. Fiir
Protozoen, wie z.B. Amdben, ist die Phagozytose eine Form der Nahrungsaufnahme:
Grofle Partikel, die von Phagosomen aufgenommen wurden, gelangen schlieBlich in
Lysosomen und die Produkte der dort stattfindenden Verdauungsvorginge werden ins
Zytosol transportiert und als Nahrung verwertet.

Die Phagozytose und der anschlieBende Verdau ergeben sich aus einer koordinierten
Abfolge verschiedener Teilvorgénge, die durch die Bindung eines Partikels an der Zel-
loberfliche, das von der Aktinpolymerisation abhéingige Umschlingen des Partikels
und die Membran Exozytose, die Formation der Phagolysosomen einleiten.

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Mutation des InsP5-(3/5)-Kinase-Gens auf
die Phagozytose wurde die DdIP3/5K1 Mutante mit carboxylierten Polystyrolpartikeln
inkubiert und anschlieend zeitabhédngig die internalisierte Partikelanzahl pro Zelle

bestimmt.
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Abbildung 3.23:

407 [~ AX-2 —®-DdIP3/5KI mit InsP, —&— DdIP3/5K1 ohne InsP;
2
3
N
e
2
5
[aW)
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]
Vergleich der Phagozytose von carboxylierten Latexpartikeln bei

AX-2 und der DdIP3/5K1 Mutante

Zellen des Wildtyps und der DdIP3/5K1 Mutante wurden im FM-
Medium kultiviert und danach auf eine Zelldichte von 2:10° Zel-
len/ml in Sorensen-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit hydrophylen Latexpartikeln (1xm) versetzt und mit Hil-
fe des Standard-Phagozytosetests untersucht. Die Dauer des InsPg-

Entzugs betrug 20 h

Tabelle 3.4: Parameter der Phagozytose von carboxylierten Latexpartikeln

Partikel/Zellen/min  Partikel/Zelle

AX-2 1,7+03 35+ 3
DAIP3/5K1 (+) 1,7+ 02 3642
DAIP3/5K1(-) 1,540, 3242

Der Abbildung 3.23 ist zu entnehmen, dass die Phagozytoserate bzw. die Phagozyto-

sekapazitit der Mutante und des Wildtyps sich kaum unterscheiden. Auch nach 20 h

InsPs-Entzug phagozytiert die Mutante analog zum Wildtyp.
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Die Phosphoinositide und das Ins(1,4,5)P5 aus der Phospholipase C katalysierten Re-
aktion sind an der Regulation der Phagozytose beteiligt [120]. Ausgehend von der
InsP5-(3/5)-Kinase-Reaktion gibt es jedoch keinen Syntheseweg fiir die Phosphoino-
sitide. Weiterhin haben frithere Experimente gezeigt, dass Ins(1,4,5)P3 kein Substrat
der InsP5-(3/5)-Kinase ist [29]. Demnach ist es unwahrscheinlich, dass dieses Enzym
an der Synthese der Phosphoinositide und von Ins(1,4,5)P5 bzw. Regulation deren in-
trazelluldren Konzentrationen und somit an der Regulation der Phagozytose beteiligt
sein konnte. Die Mutation des InsP5-(3/5)-Kinase-Gens diirfte keinen Einfluss auf die
Phagozytose haben. Diese Vermutung konnte durch das gezeigte Ergebnis bestétigt

werden.

3.6.3.2 Pinozytose

Als Pinozytose bezeichnet man die Aufnahme von Fliissigkeiten und 16slichen Sub-
stanzen aus der Umgebung. In axenisch wachsenden D. discoideum-Stimmen, dient
die Pinozytose der Erndhrung der Zellen.

Die Abbildung 3.24 zeigt den Vergleich der Pinozytose von Wildtypzellen und der
DdIP3/5K1 Mutante.
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Abbildung 3.24: Vergleich des Pinozytoseverhaltens des Wildtyps und der DdIP3/5K1
Mutante
Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase wurden zweimal mit
Sorensen-Puffer gewaschen, mit Sorensen-Puffer auf eine Zelldichte
von 2-5-10° Zellen/ml resuspendiert und das Pinozytoseverhalten un-

tersucht. Die Dauer des InsPg-Entzugs betrug 20 h

Die in Gegenwart von 0,6 mM InsPgs gewachsene Mutante zeigt zunéchst eine Verzo-
gerungsphase. Die Aufnahme von Fliissigkeit ist erst nach 10 min zu beobachten. Die
Pinozytoserate der DdIP3/5K1 Mutante ist kaum verdndert. Die 20 stiindige Inkuba-
tion der Mutante ohne InsPg hat ebenfalls keine signifikanten Auswirkungen auf die
Pinozytoserate. Hierbei ist die Fliissigkeitsaufnahme erst nach 15 min zu beobachten.
In Gegenwart von InsPg ist die gemessene Aufnahmekapazitit reduziert um etwa 30 %
gegeniiber dem Wildtyp und beim InsPg-Entzug um etwa 40 %. Diese Abnahme kann
jedoch auf die kleinere Zellgrole der DdIP3/5K1 Mutante zuriickzufiihren sein.

Fiir die D. discoideum Myosin-I-Mutanten wurde eine Korrelation zwischen der herab-

gesetzten Fihigkeit zur Pinozytose und dem verlangsamten Wachstum auf axenischem
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Medium gefunden [112]. Bei der DdIP3/5K1 Mutante ist das Wachstum im Vergleich
zum Wildtyp AX-2 in Fliissigkulturen eingeschrinkt, die Pinozytosefidhigkeit ist je-
doch kaum verindert.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dal die Verminderung der Expression der InsP;-
(3/5)-Kinase keine signifikanten Auswirkungen auf die Phagozytose und Pinozytose

von DdIP3/5K1 hat.

3.6.4 Inositolmetabolite
3.6.4.1 Inositolphosphate

Die Abnahme der InsP5-(3/5)-Kinase Aktivitit der DdIP3/5K 1 Mutante und der schnel-
le Verlust der Vitalitit beim InsPg-Entzug fiihrten zu der Uberlegung, dass in Abwe-
senheit von InsPg im Medium die intrazelluliren Konzentrationen verschiedener Ino-
sitolphospate beeinflusst werden konnten.

Die Abbildung 3.25 zeigt das Chromatogramm der AX-2 und DdIP3/5K1 Zellextrak-
ten im Bereich InsP; - InsP5 in An- und Abwesenheit von InsPg. Die Mutanten und
der Wildtyp zeigen in Gegenwart von InsPg keine signifikanten Anderungen. Im Profil
beider Zelltypen ist lediglich einen Anstieg der InsP3;-Konzentration (Abb. 3.25 (a)) zu
beobachten.

Uberfithrt man DdIP3/5K1 und AX-2 fiir 20 h auf ein Medium ohne InsPg-Zusatz
kommt es zu keiner Verdnderung im Bereich der InsP;- InsP,- Isomere. Auffillig bei
der Mutante ist jedoch die etwa 40 %ige Abnahme der intrazelluldren Konzentration
der zwei InsP5-Isomere gegeniiber dem Wildtyp (Abb. 3.25 (b)). Diese konnten aus
der InsP5-(3/5)-Kinase-Riickreaktion stammen. Bei der durch die InsP5-(3/5)-Kinase
katalysierten Reaktion liegt das Gleichgewicht auf der Seite der InsPg-Synthese. In Ge-
genwart von ADP kann es jedoch zum InsPg-Abbau unter Bildung von Ins(1,2,4,5,6)P5
und Ins(1,2,3,4,6)P5; kommen.
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Abbildung 3.25: HPLC-MDD Analyse (saures System) von extrahierten Inositolphos-
phaten aus DdIP3/5K1
a) Inkubationsbedingungen: 400 ml FM-Medium + 0,6 mM InsPg¢ bei
22,5 °Cund 120 Upm
b) Inkubationsbedingungen: 400 ml FM-Medium ohne InsPg, 20 h,
bei 22,5 °C und 120 Upm

Ein Extrakt von 2-108 Zellen wurde jeweils eingesetzt

Der Konzentrationsabfall im InsPg freien Medium deutet darauf hin, dass die in den
Mutanten noch vorhandene InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitit nicht ausreicht, um die intra-

zelluldare Konzentration von Ins(1,2,4,5,6)P5 und Ins(1,2,3,4,6)P5 aufrechtzuerhalten.
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Wenn man die Gleichgewichtslage der durch die InsP5-(3/5)-Kinase katalysierten Re-
aktion bedenkt, bleibt dennoch verwunderlich, dass die Riickreaktion zu Veridnderun-
gen im Metabolitspektrum fiihrt.

Die Abnahme der Ins(1,2,4,5,6)P5- und Ins(1,2,3,4,6)P5-Konzentration in der DdIP3/5K 1
Mutante ldsst Verdnderungen der intrazelluldren InsPg-Konzentration vermuten. Diese

wird im nachfolgenden Abschnitt bestimmt.

3.6.4.2 Inositolhexakisphosphat und Diphosphoinositolphosphate

Der Vergleich der intrazelluldren InsPg-Konzentration von Wildtypzellen und DdIP3/5K1
Mutante nach InsPg-Entzug zeigt, im Gegensatz zu den Erwartungen (siehe Abschnitt
3.6.2.1), keine signifikanten Unterschiede (Abb. 3.26 a). Durch den Zusatz von 0,6
mM InsPgs zum Medium konnte auch keine Konzentrationsverdnderungen von InsPg
festgestellt werden (Abb. 3.26 b).

Hierfiir kommen veschiedene Erkldrungen in Frage:

a) Ein alternativer Weg zur Synthese von InsPg, der die intrazellulédre InsPg-Konzen-
tration konstant halten wiirde. Die in der Literatur postulierten physiologischen
Funktionen des InsPg, wie z.B. die Beteiligung am mRNA-Export aus dem Zell-
kern [48], deuten darauf hin, dass die Aufrecherhaltung der InsPs-Konzentraton
essentiell fiir lebenswichtige Funktionen in der Zelle ist. In vielen Organismen
wird InsPg durch Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)P5 gebildet. Eine Ins(1,3,4,-
5,6)P5-2-Kinase katalysiert diese Reaktion. Die Ins(1,3,4,5,6)P5-2-Kinase wur-
de bereits aus verschiedenen Organismen isoliert und charakterisiert [67, 68].
Aus D. discoideum wurde das Enzym allerdings noch nicht isoliert. In der Li-
teratur sind jedoch Hinweise auf eine Beteiligung der Ins(1,3,4,5,6)P5-2-Kinase
an der Synthese von InsPg in D. discoideum zu finden [23, 113]. Drei InsP5-
Isomeren wurden als Substrate von InsP5;-Hydroxykinase(n) nachgewiesenen,
wobei die de novo Biosynthese von InsPg exklusiv iiber Ins(1,3,4,5,6)P; erfolg-

te.
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b) In D. discoideum gibt es moglicherweise eine Kompartimentierung des InsPg.
In einem Kompartiment konnte der grote Teil des zelluldren InsPg gebunden
vorliegen. Der Rest konnte z.B. im Zytosol frei vorliegen und am Stoffwechsel
beteiligt sein. Im Zytosol und im Zellkern betrdgt die maximale Konzentration
des freivorliegenden InsPg laut Literatur Angaben nur 49uM [114]. Aufgrund
der Zerstorung aller Organellen beim Zellaufschluss konnte nur die gesamte
intrazelluldre InsPg-Konzentration bestimmt werden. Eine Fluktuation der am
Stoffwechsel beteiligten geringeren InsPg-Menge lage im Rahmen der Fehler-
grenzen und wére nicht detektierbar. Zieht man eine Kompartierung des InsPg
in Betracht, so konnte die InsP5-(3/5)-kinase in D. discoideum lediglich an der
Aufrechterhaltung der Konzentration aber nicht an der Biosynthese von InsPg

beteiligt sein.

Hinweise auf eine Kompartimentierung des InsPg in D. discoideum sind in der
Literatur zu finden. Es wird vermutet, dass InsPg in so genannten ,,mass-dense
granules® oder ,,polyphosphate bodies* abgelagert wird [114]. Es handelt sich
um Phosphat-, Magnesium- und Calciumreiche, acidische Organellen, die den
kontraktilen Vakuolen dhneln [115-117]. Diese wurden im Zytosol, Zellkern

und in den Mitochondrien der D. discoideum-Zellen nachgewiesen.

Neben der intrazelluldren InsPg-Konzentration wurde ebenfalls die seiner pyrophos-
phorylierten Derivate, 6-PP-InsP5 (InsP7), 5-PP-InsP5 (InsP7) und 5,6-bis-PP-InsP,
(InsPg), bestimmt. Die intrazelluldren Konzentrationen dieser Diphosphoinositolphos-
phate liegen bei D. discoideum zwischen 10-300 M und sind damit bis zu 300-
fach hoher als in Sdugerzellen [31, 34]. Der Vergleich der Metabolitkonzentrationen
von Wildtypzellen und der DdIP3/5K1 Mutante zeigte unabhingig von einer InsPg-
Supplementierung keine relevanten Verdnderungen der InsP7- und InsPg-Konzentratio-

nen (Abb. 3.26).
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Abbildung 3.26: InsPg, InsP; und InsPg Intrazelluldre Konzentration von Wildtypzel-
len und DdIP3/5K1 Mutante

a) Inkubationsbedingungen: 400 ml FM-Medium ohne InsPg, 20 h,
bei 22,5 °C und 120 Upm

b) Inkubationsbedingungen: 400 ml FM-Medium + 0,6 mM InsPg bei
22,5 °Cund 120 Upm

Ein Extrakt von 1-107 Zellen wurde jeweils eingesetzt.

Uber die physiologische Bedeutung der Diphosphoinositolphosphate ist nur wenig be-

kannt. Pyrophosphorylierte InsPg-Derivate sind ,,energiereiche* Verbindungen mit ho-

101



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

hem Phosphatgruppeniibertragungspotential, dhnlich dem von ATP. Als solche kénn-
ten sie, vom energetischen Standpunkt gesehen, Proteine phosphorylieren und auf
diesem Weg regulatorische Aufgaben iibernehmen. Die moégliche Funktion als di-
rekter Phosphatgruppendonor fiir Proteine wurde bereits in der Literatur beschrie-
ben [41,118].

Die Deletion der InsPg-Kinase in Hefen fiihrte zu Defekten in der Vakuolenmorphoge-
nese [39] und in der Endozytose [42]. Verdnderte InsP;/InsPs-Konzentrationen beein-
flussen aulerdem die DNA-Hyperrekombination [119] und DNA-Endjoining-Prozesse
[50] sowie den mRNA-Export aus dem Zellkern [111]. Deletionsmutanten der Inositol-
hexakisphosphat-Kinase bei D. discoideum zeigen jedoch nur wenige phéinotypische
Verinderungen. Es wurden keine Anderungen in der Endozytose, im Zellwachstum
und in der ZellgroBe festgestellt [43].

Diese Untersuchungen zu physiologischen Funktionen der pyrophosphorylierten InsPg-
Derivate geben Hinweise auf ihrer Rolle als intrazelluldre Signalmolekiile. Bisher wur-
de die Regulation des Diphosphoinositolphosphate-Stoffwechsels in D. discoideum
nicht im Detail untersucht. Die Bestimmung der intrazelluliren Konzentrationen der
Diphosphoinositolphosphate (Abb. 3.26) liefert keinen Hinweis auf einen Zusammen-

hang zwischen der InsP5-(3/5)-Kinase und diesem Regulationsmechanismus.

3.6.4.3 myo-Inositol

D. discoideum besitzt einen sehr komplexen Inositolphosphatstoffwechsel. Es sind
Phosphohydrolasen bekannt, die hochphosphorylierte Inositolphosphate teilweise bis
zum myo-Inositol abbauen konnen. Hierbei hat sich die Mehrzahl der Inositolphos-
phate aus dem Phytase-Abbau als Substrate der InsP5-(3/5)-Kinase erwiesen [24]. Ein
weiteres Indiz fiir das Zusammenwirken der Phytase und der InsP5-(3/5)-Kinase bei
dem InsPg-Abbau liefern die HPLC-MDD-Analyse der Inositolphosphate aus der en-
zymatischen Umsetzung von InsPg durch die Phytase und die InsP5-(3/5)-Kinase und

der Vergleich mit den aus Zellen extrahierten InsP,-Metaboliten [107].
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An dem Abbau von internalisiertem InsPg ist des Weiteren die InsP5/InsP,-Phospho-
hydrolase involviert [107]. Das Enzym katalysiert nicht die Dephosphorylierung von
InsPg. Die erste Phosphatgruppe muss bereits abgespalten sein, bevor das Enzym in
den Abbau eingreifen kann. Diese Einstiegsreaktion in den Stoffwechsel kann von der
Phytase oder unter gewissen Bedingungen auch von der InsP5-(3/5)-Kinase katalysiert
werden. Im letzteren Fall bedarf es der Gegenwart von ADP, um eine Riickreaktion
zu ermoglichen. Obwohl das Gleichgewicht der Reaktionen auf der Seite der InsPg-
Synthese liegt, kann es bei kontinuierlichem Entfernen der gebildeten InsP5-Isomere
zu einem InsPg-Abbau kommen.

Die oben erwihnten Kenntnisse fiihrten zu der Uberlegung, dass die Reduzierung der
InsP5-(3/5)-Kinase-Aktivitit in der Mutante, Auswirkungen auf die Bildung von frei-
em myo-Inositol aus InsPs haben konnte. Um diese Gesichtspunkt zu kldren wurde die
DdIP3/5K1 Mutante in An- und Abwesenheit von 0,6 mM InsPg kultiviert. Zum Ver-
gleich wurden Wildtypzellen genauso behandelt. Die Bestimmung des myo-Inositol-
Gehalts der Zellen erfolgte nach der von Fischbach et al. beschriebenen Methode [14].

400

350 A

300 A

250 4

200 A

150 4

myo-Inositol [uM]

100 ~

50 A

I N

\
AX-2 AX-2 DdIP3/5K1 DdIP3/5K1
(ohne InsP,) (mit InsP) (ohne InsP,) (mit InsP;)

Abbildung 3.27: Intrazellulare =~ myo-Inositolkonzentration von  Wildtyp und
DdIP3/5K1 Mutante
Zellen des Wildtyps und der DdIP3/5K1 Mutante wurden in FM-
Medium mit und ohne 0,6 mM InsPg kultiviert (400 ml, 22,5 °C und
120 Upm). Die Dauer des InsPg-Entzgs betrug 20 h
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In Abwesenheit von InsPg zeigte die Mutante eine um 30 % geringere intrazellulire
myo-Inositol Konzentration (24 ;M) verglichen mit dem Wildtyp (35 uM) (Abb. 3.27).
In Anwesenheit von InsPg stieg die intrazelluldre myo-Inositol Konzentration sowohl
beim Wildtyp als bei der Mutante. Dieses Ergebnis korreliert mit den schon zitierten
Ergebnissen, nach denen die Zugabe von InsPg zu Inositolfreien axenischen Kulturen
den Inositol-Pool der Zelle beeinflusste [107]. Durch den Abbau von InsPg reicherte
sich das myo-Inositol in der Zelle an. Die intrazelluldre myo-Inositol Konzentration in
Gegenwart von InsPg im Medium ist ebenfalls in der Mutante um 30 % kleiner als
beim Wildtyp.

Der InsPg-Abbau und die Freisetzung von Inositol scheint in der DdIP3/5K1 Mutante
langsamer zu verlaufen als beim Wildtyp. Diese Beobachtung liefert einen weiteren
Hinweis auf die Beteiligung der InsP5-(3/5)-Kinase an dem InsPg-Abbau.

Ein Riickgang der intrazellulidren myo-Inositol Konzentration wurde auch bei den Phy-
tase Mutanten (fritherer Enzymname MIPP, Multiple Inositol Polyphosphat Phospha-
tase) beobachtet [S. Adelt, personliche Mitteilung]. Bei einer 24 stiindigen Inkubation
mit | mM InsPg setzte diese Mutante, gemittelt iiber das Zellvolumen, 350 ;M Inositol

fre1 wihrend der Wildtyp die 2,5-fache Menge freisetzte.
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Fazit und Ausblick

Dictyostelium discoideum zeigt einen sehr komplexen Inositolphosphatstoffwechsel,
an dem ungefdhr 25 verschiedene Inositolphosphate beteiligt sind. In D. discoideum
stellt InsPg das hiufigst vorkommende Inositolphosphat dar. InsPg wird in Zellhomo-
genaten durch die Phytase zunéchst zu den beiden InsP5-Isomeren Ins(1,2,4,5,6)P5 und
Ins(1,2,3,4,6)P5 dephosphoryliert. Diese beiden Produkte konnen durch die Inositolpenta-
kisphosphat-(3/5)-Kinase zuriick zu InsPg phosphoryliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase in D. dis-
coideum bis zur Homogenitit gereinigt, sequenziert und das zugehorige kodierende
Gen identifiziert. Das monomere zytosolische Protein hat ein Molekulargewicht von
32,5 kDa und weist die fiir die Inositolphosphat Kinase-Familie charakteristische funk-
tionsbezogenen Dominen, wie die ATP- und Inositolphosphat-Bindestelle, auf. Die
Identifizierung des Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase Gens stellt einen wichtigen
Schritt zur Aufkliarung der zwischen InsPs und den beiden erwihnten InsP5-Isomeren
bestehenden energieverbrauchenden Zyklen sowie der physiologischen Funktion des

InsPg dar. Dazu sollten Mutanten der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase generiert
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werden.

Versuche zur Erzeugung von knock-out-Mutanten durch homologe Rekombination
brachten keinen Erfolg. Es konnte jedoch Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase-Mu-
tanten iiber Antisense-Mutagenese generiert werden. Die erzeugte Zelllinie weist eine
verminderte Expression der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase auf sowie Defek-
ten im Wachstum auf axenischem Medium. Aufféllig bei den Mutanten ist, dass das
axenische Wachstum mafBigeblich von einem InsPg-Zusatz zum Medium abhéngig ist.
In Abwesenheit von InsPg verlieren die Zellen im Verlauf des Entzugs ihre Adhisivitit
auf hydrophilen Polystyrol-Oberfichen, runden sich ab und stellen das Wachstum ein.
In den ersten 20 h ist dieser Vorgang reversibel: Beim InsPg-Zusatz zum Medium be-
ginnen die Zellen nach einer Verzdgerungsphase erneut zu wachsen. In dem Zeitraum
von 20 h nach dem InsPs-Entzug sind die Zellen noch vital. Danach nimmt die Uberle-
bensfihigkeit der Zellen rapide ab und betrédgt nach 48 h nur noch 5 %. Offensichtlich
schiitzt InsPg die Zellen vor dem Absterben. Demnach ist es essentiell fiir das axeni-
sche Wachstum der Mutante. Der Verlust der Vitalitit konnte eine Reaktion auf Verén-
derungen im Metabolit-Spektrum sein, denn der InsPg-Entzug fiihrt zu einer Abnahme
der intrazellularen Konzentrationen der vermutlich aus der Inositolpentakisphosphat-
(3/5)-Kinase Riickreaktion stammenden beiden InsP5-Isomeren. Entgegen den Erwar-
tungen zeigt die intrazelluldre Konzentration von InsPs unabhingig von dem InsPg-
Entzug keine Verdnderung. Moglicherweise liegt der grofite Teil von InsPg in einem
zelluldren Kompartiment gebunden vor. Der kleinere Rest konnte z.B im Zytosol frei
vorliegen. Der InsP5-Pool steht vermutlich im Gleichgewicht mit dem letzteren. Aus
diesem Grund wird bei der Bestimmung der intrazellularen Konzentrationen von InsPs5
und InsPg eine Veridnderung der InsPs5- aber nicht der InsPg-Konzentration beobachtet,
da hier eine Durchmischung der beiden InsPgs-Pools nicht vermieden werden kann.
Die physiologische Funktion der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-Kinase konnte nicht
eindeutig geklart werden. Jedoch ist eine Beteiligung an der Biosynthese von InsPg in
D. discoideum nicht auszuschlieBen. Die Verdnderungen im InsP,-Stoffwechsel deuten

aber auf eine Beteiligung dieses Enzyms an der Aufrecherhaltung der Konzentrationen
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von InsP5 und InsPg, die vermutlich fiir das Wachstum erforderlich ist.

Im Vergleich zum Wildtyp zeigt die Mutante in Gegenwart von InsPg eine geringere
Wachstumrate in axenischer Kultur. Die Pinozytose unterscheidet sich nur unerheblich
vom Wildtyp. Es stellt sich die Frage, warum die in axenischer Kultur ausschlaggeben-
de Pinozytose bei der langsam wachsenden Mutante kaum beeintrichtigt ist.

Die Untersuchung der physiologischen Funktionen verschiedener Inositolmetabolite
in D. discoideum, insbesondere von InsPg, sollten die Schwerpunkte weiterer For-
schungsarbeiten sein.

Es sollte versucht werden, die an der Biosynthese von InsPg beteiligten Enzyme nach-
zuweisen. Aufschlussreich wire der Nachweis der Ins(1,3,4,5,6)P5-2-Kinase Aktivitit
in D. discoideum. Ausgehend von dem in verschiedenen Organismen bereits identifi-
zierten Ins(1,3,4,5,6)P5-2-Kinase-Gen konnte durch Homologiesuche das Enzym, des-
sen Nachweis proteinchemisch bislang nicht gelungen ist, identifiziert werden. Dies
hitte eine zentrale Bedeutung fiir die Aufkldrung der Biosynthese sowie der Regulati-
on von InsPg.

Die Erzeugung von Doppelmutanten mit Defekten in der Inositolpentakisphosphat-
(3/5)-Kinase und der Phytase konnte zum Verstidndnis des bislang kaum untersuchten
Katabolismus von InsPg beitragen. Letzteres konnte das Zusammenspiel der beiden
Enzyme an der Bildung von niedrigphosphorylierten Inositolphosphaten belegen.

Von besonderem Interesse ist der Wachstumsdefekt der Inositolpentakisphosphat-(3/5)-
Kinase Mutanten in axenischer Kultur beim InsPg-Entzug. Moglicherweise ist die Zy-
tokinese der Zellen gestort. Dies konnte aus zeitlichen Griinden nicht eingehender un-

tersucht werden. Diese Hypothese bietet einen Ansatzpunkt fiir weitere Studien.
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