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5. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wurde das Zid verfolgt, das 5-Ende der DNS-Sequenz der zytoso-
lischen Form der Ing(1,45P; 3-Kinase aus Huhnererythrozyten zu vervollstandigen.
Dies s0ll zur Klé&rung der Frage beitragen, ob die zytosolische Form der Ing(1,4,5)P;
3-Kinase aus Hihnererythrozyten eine eigengténdige neue Isoform der Ing(1,4,5)P;
3-Kinase Enzyme dargdlt oder ob es dch hietbe um ene speziesspezifische Vaiante
der bereits bekannten Isoformen A, B oder C handelt.

Durch dre sukzessv durchgefuhrte 5’"RACE-PCR Runden mit mRNS, die aus 9 Tage
dten Hihnerembryonen aufgereinigt wurde, konnte das 5-Ende der DNS-Sequenz und
damit der kodierende Sequenzbereich vervollgdndigt werden. Das Zusammenfiigen
aler cDNS-Sequenzen ergab eine Gesamtlange von 2418 Bp. Hiervon stellen 1356 Bp
kodierende Sequenz dar, wahrend 132 Bp im 5- und 930 Bp im 3'-nichttrandatierten
Bereich liegen. Hieraus ergibt sch en Trandaionsprodukt mit einer Lange von 452
Aminosuren und enem Molekulargewicht von 51.104 kDa Der Vergleich der
Peptidsequenz mit dlen bereits exisierenden Peptidsequenzen der  Ing(1,45)Ps; 3-
Kinase zeigte eine ldentitét von 65%, 57% bzw. 54% zu Isoformen A, B bzw. C. Des
weliteren konnten ebenfdls erhebliche Sequenzidentitdten zu der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase
aus der Nematode Caenorhabditis eegans festgestdlt werden. Aufgrund der héchsten
Sequenz-identitét zu der Isoform A der Ing(1,4,5P; 3-Kinase und der Identifizierung
eniger, for die Isoform A typischer Sequenzmotive im Bereich des N-Teminus
(Amnosauren 68-79, 103-108 und 137-154 ) klassfizieten wir die Ing(1,4,5P; 3-
KinaseausHuhner-  erythrozyten as zu der Isoform A gehdrend en.

Im Rahmen dieser Arbet efolgte des weteren die Sichtung ener genomischen Hihner-
DNS-Bank mit einer digoxygeninmarkieten DNS-Sonde. Die Sonde wurde aus einem
cDNS-Fragment aus dem Zentrum der kodierenden Region der Ing(1,4,5P; 3-Kinase
hergestdlt. Hierdurch gelang die Isolierung und Sequenzierung zweler Uberl gppender
| -Klone, die sich Uber 13.216 Bp und 15.546 Bp genomischer Sequenz der Ing(1,4,5)Ps
3-Kinase ergreckten. Die Gesamtsequenz aus den beiden Klonen ergibt eine Lange von
18499 Bp. Innerhab dieser genomischen Sequenz konnten durch den Vergleich mit
den cDNS-Sequenzen vier Exons identifiziet werden, die for 9, 32, 71 und 69
Aminosauren kodieren. Das fur nur 9 Aminosiuren kodierende Exon, das zugleich das
am wetesten am 5-Ende geegene i, konnte dlerdings nur in dem bereits von Michad
Haefs klonieten und ads LC13 bezeichneten cDNS-Klon wiedergefunden werden.
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Zusammenfassung

Dieser Klon fid schon durch ene im Leserahmen liegende 72 Bp Deetion innerhab
der kataytischen Doméane auf und mufld wohl as en dternatives Spliceprodukt gewertet
werden. Durch die Kombination der in dieser Arbeit gewonnenen Informationen Uber
die Exort/Introngrenzen innerhdb des genomischen Patidklons der Ing(1,4,5)P;
3-Kinase mit denen in der Literatur beschriebenen funktiondlen Resten bzw. Doménen
der Ing(1,4,5P; 3-Kinase konnte fir diese en Aufbau aus funktionellen Modulen
gezeigt werden.

De Vergleich der Gengtruktur der Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase aus Huhnererythrozyten mit
der des Nematoden Caenorhabditis egans zeigte interessanterweise eine sehr dhnliche
Konsarvierung der  Exont/Introngrenzen  zwischen Vertebraten und  Invertebraten;
insbesondere die Exon-/Introngrenzen der CaM-bindenden Doméne (Aminosduren 306-
339).

Des weteren wurde die Ing1,4,5P; 3-Kinase A aus Huhnererythrozyten mit der
humanen InsPs-Kinase 1 verglichen, wodurch dch zusdtzliche Hinwese auf dene
maogliche Abstammung der Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase von der InsPs-Kinase ergaben.

Durch die Vervollsténdigung der DNS-Sequenz der 1ng(1,4,5)Ps 3-Kinase A aus Hihner
eythrozyten ig¢ die Grundage zu weteren Untersuchungen auf ene magliche
regulatorische Funktion des N-Terminus gelegt worden. Interessante Ansatzpunkte flr
welterfihrende Untersuchungen sind die Klarung der genauen Funktion dieser Isoform,
wobe das dhnliche gewebespezifische Expresonsmugter (Hoden und Hirn) mit den
InsPs- und PP-1nsPs-Kinasen von besonderer Bedeutung sein kdnnte.

106



