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1 Einleitung
1.1 Das Protozoon Trichomonas vaginalis - Erreger der Trichomoniasis

Der Protist Trichomonas vaginalis ist der Erreger der Geschlechtskrankheit
Trichomoniasis, der zweithdufigsten Geschlechtskrankheit Uberhaupt mit weltweit 110,4
Millionen Erkrankten (Rowley et al., 2019).

1.1.1 Morphologie, Struktur und Aufbau von Trichomonas vaginalis

Bei dem Erreger handelt es sich um ein parasitisches Protozoon, welches Teil der Familie
der Trichomonadidae ist und zur Gattung Trichomonas gehort (Walochnik and Aspok,
2002). Trichomonas vaginalis existiert in dem Trophozoiten- und dem
Pseudocystenstadium, wobei Hirt ein weiteres amoeboides Stadium beschreibt (Hirt, 2013,
Pereira-Neves et al., 2003).

Das Trophozoitenstadium wird fir die infektiose Form wvon Trichomonas vaginalis
gehalten (Hirt, 2013).

Beim Pseudocystenstadium handelt es sich um eine stressadaptierte Form von
Trichomonas vaginalis, die eine wichtige Rolle im Lebenszyklus von Trichomonas
vaginalis einnimmt (Afzan and Suresh, 2012). So ist die Pseudocystenform zur Mitose
fahig (Pereira-Neves et al. 2003) und kann experimentell bei Mdusen eine Trichomoniasis
ausldsen und weist dabei sogar eine hohere Infektiositat und Invasivitét als Trophozoiten
auf (Hussein and Atwa, 2008, Pereira-Neves et al., 2003).

Die amoeboide Form mit vergroBerter Oberflache entsteht in Kultur bei Kontakt mit
Vaginalepithel (Petrin et al., 1998).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Trichomonas vaginalis



Trichomonaden sind Flagellaten und besitzen als solche im Trophozoitenstadium fiinf
Geileln, die aus einem Parabasalapparat in der Nahe des Zellkerns entspringen und am
Vorderpol austreten (Honigberg and Brugerolle, 1990). Vier der finf Geil3eln flottieren frei
(Schluter, 2019). Die 5. GeiRel ist rekurrent dem Zellkdérper angelagert und Teil einer
undulierenden Membran (Honigberg and Brugerolle, 1990), die durch eine skelettale Costa
verstarkt wird, welche am Parabasalapparat inseriert (Benchimol, 2004, Walochnik and
Aspok, 2002). Sie schiitzt die Plasmamembran vor den Scherkréften, die die Bewegungen
der rekurrenten Geil3el generieren (Benchimol, 2004, Preisner et al., 2016) . Im Bereich des
Parabasalapparats befindet sich der Golgi Apparat (Benchimol, 2004). Dariiber hinaus
durchzieht ein Axostyl den Protisten vom vorderen Bereich der sogenannten Pelta bis zum
Hinterpol (Benchimol 2004). Im vorderen Bereich des Axostyls findet sich ein langlicher
Nukleus, welcher vom rauen endoplasmatischen Retikulum umgeben wird (Benchimol,
2004). Der Nukleus enthalt einen Chromosomensatz bestehend aus 6 haploiden
Chromosomen (Drmota and Kral, 1997). Der Axostyl-Pelta Komplex, die Costa, die
Basalkorper, das MTOC, sowie die Parabasalfilamente bilden das Cytoskelett (Benchimol,
2004).

Im Pseudocystenstadium andert Trichomonas vaginalis seine Form und Morphologie. Der
Protist nimmt in diesem Stadium eine sphérische Form an, ist unbeweglich und besitzt
keine echte Zystenwand (Pereira-Neves et al., 2003). Samtliche Geil3eln sind internalisiert
(Pereira-Neves et al., 2003). Axostyle und Costa verlieren ihre axiale Ausrichtung
zugunsten einer gebogenen Ausrichtung (Pereira-Neves et al., 2003).

Charakteristisch fur Trichomonas vaginalis ist das Fehlen mehrerer Organellen, die sich
gewohnlich in eukaryotischen Organismen finden, namentlich Mitochondrien,
Peroxisomen und Glycosomen (Benchimol, 2004, Mauller, 1990). Anstelle von
Mitochondrien besitzt Trichomonas vaginalis Hydrogenosomen, die wie Mitochondrien
von einer &ulleren und inneren Membran umgeben sind (Benchimol, 2004, Honigberg et
al., 1984). Sie dienen dem fermentativen, anaeroben Energiestoffwechsel (Mack and
Miller, 1980). Anders als in Mitochondrien erfolgt die Energiegewinnung nicht mithilfe
der oxidativen Phosphorylierung, sondern durch Substratkettenphosphorylierung, bei der
als Endprodukt Wasserstoff entsteht (Mdiller, 1993).

Weiterhin verfugt Trichomonas vaginalis Uber folgende Organellen: den Golgi Apparat,
das endoplasmatische Retikulum, Lysosomen und Endosomen (Benchimol, 2004). Der
Golgi-Apparat dient der Sekretion von Adhédsinen (Benchimol, 2004). Die rauen

endoplasmatischen Retikuli formen die &uBere Kernmembran und dienen der
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Calciumaufnahme (Benchimol, 2004). Endosomen spielen eine Rolle bei der Endozytose
(Benchimol, 2004), Lysosomen bei der Phagocytose (Pereira-Neves and Benchimol,
2007).

1.1.2 Das Genom von Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis besitzt unter den bislang sequenzierten Protisten das grofite
bekannte Genom (Woehle et al., 2014). Dieses umfasst 160 Megabasen, codiert fir circa
60000 Proteine und verteilt sich auf einen haploiden Chromosomensatz von 6
Chromosomen (Lehker and Alderete, 1999, Yuh et al., 1997, Zubacova et al., 2008,
Carlton et al., 2007). In 65 Genen finden sich Introns (Carlton et al., 2007). Gleichzeitig
besteht das Genom zu 65% aus repetitiven Anteilen (Carlton et al., 2007). Als mdgliche
Ursache hierflir wird die Transition des Protisten von der Darmgegend in den
Urogenitaltrakt diskutiert (Carlton et al., 2007). Da eine Selektion von Nachteil gewesen
waére, kam es zur Genomexpansion, welche vor allem das Kinom betrifft und Gene, die fur
den Membrantransport verantwortlich sind (Carlton et al., 2007). Bei der Anpassung an
die neue Umgebung spielen insbesondere die Gene, die fir den Membrantransport
kodieren, eine entscheidende Rolle, da die Sekretion pathogener Proteine, Endozytose von
Wirtsproteinen, Phagozytose von Bakterien und Wirtszellen von ihnen abhéngt (Carlton et
al.,, 2007). Zusatzlich resultiert eine Genomexpansion in einer vergroflerten Zelle.
Bezliglich des vergroRerten Zellvolumens werden verschiedene Vorteile diskutiert. So
konnte dieses die Kolonisation der vaginalen Schleimhaut erleichtern und so der
Adaptation an den Urogenitaltrakt dienen (Carlton et al., 2007, Gregory, 2001). Aullerdem
konnte es fir die Phagozytose von Bakterien (Rendén-Maldonado et al., 1998) und zum

Schutz vor Phagozytose durch Wirtsmakrophagen von Vorteil sein (Carlton et al., 2007).

1.2 Trichomoniasis — Medizinische Bedeutung

1.2.1 Epidemiologie

Der Protist Trichomonas vaginalis ist der Erreger der Geschlechtskrankheit
Trichomoniasis. Mit 110,4 Millionen Erkrankten weltweit ist es die zweithdufigste
Geschlechtskrankheit tberhaupt (Rowley et al., 2019). Allein im Jahr 2016 erkrankten
weltweit schatzungsweise 156 Millionen Menschen an Trichomoniasis (Rowley et al.,
2019).



1.2.2 Atiologie

FAFEA HEALTHIER FEOFLE™

Abbildung 2: Der

Lebenszyklus von
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%\ 7
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aus www.CDC.gov
Trichomoniasis  (online im
Internet) URL:
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trichomoniasis/index.html
) (Stand: 08.01.2020, 17:09)
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3: Trophozoit in Vagina oder Harnréhre

Die Abbildung zeigt den Lebenszyklus von Trichomonas vaginalis in seiner Form als
Trophozoit, welche zur mitotischen Teilung beféhigt ist (Hirt, 2013, Walochnik and
Aspok, 2002). Der Trophozoit findet sich in urethralem, prostatischem und vaginalem
Sekret (Catterall and Nicol, 1960). Die Ubertragung kann sexuell und perinatal erfolgen
(Al-Salihi et al., 1974, Catterall and Nicol, 1960, Crowther, 1962, Trintis et al., 2010).
Weiterhin wird eine mdgliche nichtsexuelle Ubertragung tiber gemeinschaftlich benutzte
Toiletten oder Badetiicher diskutiert; hierzu gibt es jedoch bislang unzureichende Evidenz
(Adu-Sarkodie, 1995, Crucitti et al., 2011).

1.2.3 Kilinik

Bei der groflen Mehrheit der Patienten, respektiv 85% der Frauen und 77% der Méanner
verlauft die Infektion asymptomatisch (Sefia et al., 2007, Sutton et al., 2007). Die
Inkubationszeit betragt funf bis achtundzwanzig Tage (Meites, 2013). Symptomatisch

berichten Patientinnen Uber Ausfluss, brennende Schmerzen, Pruritus und Dysurie
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(Kissinger, 2015, Meites, 2013). Akut manifestiert sich die Trichomoniasis mit einer
diffusen Vaginits, Vulvitis und schaumigem, tbel riechenden, gelblich bis griinlichem
Fluor, sowie mit einer Urethritis (Adegbaju and Morenikeji, 2008, Meites, 2013, Lewis,
2014). Als Komplikationen konnen Infektionen der Adnexe, des Endometriums und der
Bartholin Driisen auftreten (Kissinger, 2015). Die akute Form kann nach vier Wochen in
eine chronische Form tbergehen, die exazerbieren kann (Schltter, 2019). Diese dufert sich
mit Pruritus und vaginalem Ausfluss (Adegbaju and Morenikeji, 2008).

Symptomatisch zeigt sich die Infektion bei Mannern mit Ausfluss aus Harnréhre und
Dysurie (Sefia et al., 2007, Weston and Nicol, 1963). Klinisch findet sich eine Urethritis
und Prostatitis (Krieger et al., 1993, Lee et al., 2012).

1.2.4 Folgen der Trichomoniasis

Die Erkrankung Trichomoniasis stellt ein erhohtes Risiko fiir weitere Erkrankungen dar.
Fur andere Geschlechtskrankheiten sind folgende Zusammenhdange bekannt: Im Zuge einer
Trichomoniasis besteht ein erhohtes Risiko fur eine Neuinfektion mit HIV (Hughes et al.,
2012, Laga et al., 1993). Ebenso findet sich eine signifikante Assoziation zwischen dem
Vorliegen einer Trichomoniasis und Syphillis, sowie genitaler HSV-1 bzw. HSV-2
Koinfektion (Allsworth et al., 2009). Auch eine Infektion mit Chlamydien ist in der
Altersgruppe der 14-25 Jdhrigen signifikant mit dem gleichzeitigen Vorliegen einer
Trichomonas vaginalis Infektion assoziiert (Allsworth et al., 2009).

Im Rahmen einer Schwangerschaft hat die Infektion mogliche negative Auswirkungen. So
ist die Erkrankung ein Risikofaktor fir das Auftreten von Frihgeburten mit und ohne
niedrigem Geburtsgewicht, sowie flr einen vorzeitigen Blasensprung (Cotch et al., 1997,
Mann et al., 2010, Minkoff et al., 1984). Weiterhin ist die Erkrankung signifikant mit einer
Reduktion des Gestationsalters und einem verminderten Geburtsgewicht assoziiert (Small
for gestational age) (Cotch et al., 1997, Hardy et al., 1984). In weiteren Studien wurde eine
Assoziation zwischen Trichomoniasis bei Schwangeren und Auftreten von ADHS oder
mentaler Retardierung festgestellt (Mann et al., 2009, Mann and McDermott, 2011). Bei
gleichzeitigem Vorliegen einer HIV Infektion und einer Trichomoniasis besteht perinatal
ebenso ein erhdhtes Risiko der vertikalen Ubertragung von HIV auf das Kind (Gumbo et
al., 2010).

Dartiber hinaus hat die Erkrankung, Auswirkungen auf die Fertilitat. Bei Frauen wurde im
Zusammenhang mit Trichomoniasis ein erhéhtes relatives Risiko fur eine tubale Infertilitat
festgestellt (Sherman et al., 1987). Die Auswirkung auf die Fertilitdt von Mannern ist
bislang unklar (Fode et al., 2016).



In Bezug auf Neoplasien konnte gezeigt werden, dass die Trichomoniasis signifikant mit
dem Auftreten von zervikalen Dysplasien, zervikalen intraepithelialen Neoplasien und dem
invasiven Zervixkarzinom assoziiert ist (Frost, 1962, Gram et al., 1992, Thomas, 1973,
Viikki, 2000, Zhang and Begg, 1994).

1.2.5 Konventionelle Therapie und Ausblick

Die Therapie der Wahl fir Trichomoniasis ist Metronidazol, das zur Gruppe der
Nitroimidazole zahlt (Wendel and Workowski, 2007). Unabhé&ngig von der klinischen
Symptomatik sollten beide Partner therapiert werden, da dies die Reinfektionsrate um das
Vierfache reduziert (Lyng and Christensen, 1981, Petrin et al., 1998). Aktuell wurde in
9,6% von untersuchten Trichomonas vaginalis Stdmmen Resistenzen gegeniber
Nitroimidazolen gefunden (Schwebke and Barrientes, 2006). Bei 7-10% der therapierten
Patienten kommt es zu Therapieversagen, welches einerseits auf die Resistenz des
Krankheitserregers und anderseits auf die Resistenz des Patienten gegenuber der Therapie,
zum Beispiel durch Reinfektion, zuriick zu fuhren ist (Alessio and Nyirjesy, 2019,
Kissinger et al., 2008, Kissinger, 2015). Die Prévalenz von resistenten Erregern liegt dabei
bei 2-5% (Sefa et al., 2014, Kissinger, 2015).

1.3 Nomenklatur und Isomerie der Inositolphosphate

Inositolphosphate beruhen auf einem Inositol als Grundgerist (Michell, 2008). Bei Inosit
handelt es sich um ein zyklisches Cyclohexanhexol mit sechs mdgliche
Phosphorylierungsstellen in Form von Hydroxylgruppen, was in 63
Kombinationsmoglichkeiten fur monophosphorylierte InsP, resultiert (Irvine and Schell,
2001). Hinzu kommt die  Mdoglichkeit der  Pyrophosphorylierung,  wobei
Diphosphoinositolphosphate entstehen. Inositol existiert in 9 Isomerformen, namentlich cis-,
epi-, allo-, D-/L-chiro, neo-, myo-, muco-, scyllo-, dextro- und levo-Inositol. Cis-, epi-, allo-
Inositole sind dabei synthetisch hergestellte Isomere (Ballereau et al., 1999, Stockton et al.,
2014, Thomas et al., 2016). Myo-Inositol ist das am haufigsten vorkommende natirliche
Inositol (Agranoff, 1983). Die Bezeichnung der Inositole und Inositolphosphate beruht auf der
neuen relaxierten IUPAC Nomenklatur von 1989 (1989b). Diese lasst sich mithilfe der
Agranoff-Regel erlautern. Dabei erfolgt die Benennung der D-Phosphoinositide in Analogie zu
einer Schildkrote (Agranoff, 1983). Dabei machte sich Agranoff zur Nutze, dass in der
Sesselkonformation die 2-Hydroxylgruppe axial steht, wohingegen alle anderen dquatorial
ausgerichtet sind. Die 2-Hydroxylgruppe entspricht dem Kopf der Schildkréte und der 2-

Position; die rechtsseitige VVorderflosse entspricht der 1-Position (Irvine and Schell, 2001). Die
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weitere Nummerierung erfolgt nun gegen den Uhrzeigersinn (Irvine and Schell, 2001). Legt
man eine Spiegelebene von der 2-Position zur 5-Position so erleichtert dies auflerdem die

Identifizierung der D- und L-Konfiguration der sich ergebenden Enantiomere.

Abbildung 3: Strukturformel von D-myo-Inositol (a) in Harworth Projektion (b) in

Sesselkonformation und (c) in Form der ,, Agranoff-Schildkrote

Modifiziert nach Irvine, R. F. & Schell, M. J. 2001. Back in the water: the return of the
inositol phosphates. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2, 328 Box 1: Nomenclature,

structure and enantiomers.

1.4 Metabolismus der Inositolphosphate

Inositolphosphate spielen eine wichtige Rolle bei diversen zelluldren Funktionen.
Insbesondere sind sie von Bedeutung als second messenger bei der Signaltransduktion,
aber auch beim vesikuldren Transport, der Zellteilung, der Apoptose, der Genregulation,
der DNA Reparatur, Zytoprotektion und in Form von Phosphatidylinositol der
Polyphosphoinositide als Membrankonstituenten (Alcazar-Roman and Wente, 2008,
Duronio, 2008, Gardocki et al., 2005, Michell, 2008, Seeds et al., 2007, Vicinanza et al.,
2008, Yancey, 2005). Evolutiondr wird diskutiert, dass Archaeen und die Vorfahren der
Eukaryoten Schwestertaxen sind, welche von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen
(Poole and Penny, 2007). Die Nutzung von Inositolen ist in Archaeen weit verbreitet und
bei Eukaryoten allgegenwartig (Michell, 2008). Nur wenige Bakterien verwenden — mit
Ausnahme der Actinobacterien — Inositole oder dessen Derivate. Daher wird davon
ausgegangen, dass ein archaealer Kontributor die Synthese und Nutzung von Inositolen in
den gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten eingebracht hat (Michell, 2008). Auffallig ist
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in diesem Zusammenhang, dass in parasitischen Eukaryoten wie Apicomplexa ein Verlust
von Inositolphosphatkinasen, namentlich Insositoltriphosphatkinasen und
Inositolpentakisphosphat-2-kinasen beobachtet wurde (Laha et al., 2021).

1.4.1 Monophosphorylierte Inositolphosphate

Bei Eukaryoten sind verschiedene Stoffwechselwege fir die Synthese von
Inositolderivaten bekannt (Laha et al., 2021). Sie werden in der nachfolgenden Darstellung
gezeigt und nachfolgend beschrieben. Die Stoffwechselwege, die ausschliellich

Eukaryoten betreffen sind beige unterlegt.

Ins3’PlIns
Ins3’Plins3P Arclns PIPKIII

1 PtdIns3P =————PtdIns(3,5)P,

Ald PI3KIII e
! PIPKII =

GlcéP > Ins3P Ins P Ptdins Ptdins5P ———— PtdIns(4,5)P, > Ptdins(34,5)P,
MIPS InsPase PIS PI3KIA/B
PIC
Pl4K PIPKI
IMT Ptdins4P Ins(1.4,5)P; - =  InsP;— InsP; — InsPy
Melns, and so on ?"

Abbildung 4: Stoffwechselwege fiir die Synthese von Inositolderivaten

Farbcodierung:

- pink: Stoffwechsel der Arachaen

- grin: Stoffwechsel der Pflanzen

- beige: Stoffwechsel der Eukaryoten

- blau: Stoffwechsel der Metazoen

- keine Farbe: Stoffwechsel von Archaen, Pflanzen, Eukaryoten und Metazoen
Abkirzungen:

AIS: Archaetidylinositol Synthase

Arclns: Archaetidylinositol

GIc6P: Glucose-6-Phosphat

IMT: Inositolmethyltransferase

Ins3"P1Ins: Di-Inositol-1,3-phosphate
Ins3"P1Ins3P: Di-Inositol-1,3-phosphate-1-phosphate
InsPase: Inositolmonophosphatase

Melns: Methylinositol

MIPS: Inositol3Phosphat Synthase

PIBKIA/B PtdIns(4,5)P2 3-Kinase Typ A und B
PI3KIII: PtdIns-3-Kinase



P14K: PtdIns-4-Kinase

PIC: Phosphoinositidase C

PIPIKI: PtdIns4P-5-Kinase

PIPKII: PtdIns5P-4-Kinase

PIPKIII: PtdIns3P-5-Kinase

PIS: PtdIns Synthase

PtdIns: Phosphatidylinositol

PTEN: Ptdins (3,4,5)Ps-3-Phosphatase

aus Michell RH (2008). Inositol derivatives: evolution and functions. Nature Reviews
Molecular Cell Biology. 9: 153 Fig. 2 Metabolic pathways for the synthesis of inositol

derivatives.

Der erste Schritt der Inositolsynthese besteht in der Zyklisierung von D-Glucose-6-
Phosphat (GIc6P) zu D-myo-Inositol-3-Phosphat (Ins3P) durch die NAD+ abhangige Myo-
Inositol-3-Phosphat-Synthase (MIPS) (Majumder et al., 2003, Stieglitz et al., 2005).
AnschlieBend dephosphoryliert die Inositolmonophosphatase Ins3P zu Inositol (Stieglitz et
al., 2007). Aus Inositol konnen Eukaryoten und Eubakterien das Membranlipid
Phosphatidylinositol synthetisieren. Hierzu transferiert die Phosphatidylinositolsynthase
eine Phosphatidylgruppe eines CDP-Diacylglycerol auf die D1 Gruppe eines Inositols
(Gardocki et al., 2005). Phosphatidylinositol ist der Ausgangspunkt fiir die Synthese von
PtdIns4P und PtdIns(4,5)P2 in Eukaryoten. Phosphatidylinositol wird membranstandig
durch die PtdIns4-Kinase an der 4-Stelle phosphoryliert. PtdIns4P hat verschiedene
Funktionen, so ist es zum Beispiel ein Cofaktor beim Transport von den Vorlaufern von
Glycosphingolipiden durch den Golgi Komplex (D’Angelo et al., 2007). AuBerdem ist es
Hauptausgangspunkt fiir die Synthese von PtdIns(4,5)P2 durch die Ptdins4P-5-Kinase.
PtdIns(4,5)P2 kommen Funktionen bei Signaltransduktion, der Exozytose und der
Zellmobilitat zu. PtdIns(4,5)P2 ist wichtig fir die intrazellulére Signaltransduktion, da es
Ausgangspunkt der Synthese von InsP3 ist. Durch Aktivierung von Oberflachenrezeptoren

wird die Phospholipase C aktiviert. Folgende Wege sind bekannt:

1. Aktivierung der PLCPB durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Rebecchi and
Pentyala, 2000)
2. Aktivierung der PLCy durch Rezeptor-Tyrosinkinasen (Patterson et al., 2005)

3. Aktivierung der PLCe durch GTPasen (Bunney and Katan, 2006)
10



PLCB werden durch Liganden wie zum Beispiel Metaboliten oder Hormone uber G-
Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert. G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind
heterotrimere Proteine, die aus einer Ga-, GB- und Gy-Untereinheit bestehen (Rebecchi
and Pentyala, 2000). Letztere bilden einen stabilen Komplex. Im inaktiven Zustand liegt
die Ga-Untereinheit GDP-gebunden vor. Durch Bindung eines Liganden, wie zum Beispiel
Metaboliten oder Hormone kommt es zum Austausch von GDP gegen GTP und die Ga-
Untereinheit dissoziiert (Exton, 1996, Rebecchi and Pentyala, 2000). Die Gp/y
Untereinheit und die Ga Untereinheit konnen PLCp aktivieren (Boyer et al., 1994, Exton,
1996, Hepler et al., 1993, Lee et al., 1992, Wu et al., 1992).

PLCy wird durch Tyrosinkinasen aktiviert. Wachstumsfaktoren, Immunglobuline oder
Zytokine binden an die extrazellulare Doméne der membranstandigen Rezeptor-
Tyrosinkinasen. AnschlieBend kommt es zur Dimerisierung und Autophosphorylierung der
intrazellular gelegenen Tyrosinkinasedoménen, welche PLCy aktivieren (Kamat and
Carpenter, 1997, Rebecchi and Pentyala, 2000).

PLCe wird wie PLCP ebenfalls durch die G/y-Untereinheit oder die Ga-Untereinheit
aktiviert, aber auch Gber monomere GTPasen wie Rho und Ras (Harden and Sondek, 2006,
Lopez et al., 2001, Wing et al., 2003a, Wing et al., 2003b). Im Besonderen ist aullerdem
hervorzuheben, dass PLCe vermutlich die Signaltransduktion von heterotrimeren G-
Proteinen und monomeren G-Proteinen, wie Rho und Ras, miteinander verkniipft, indem es
als Guanin Exchange Factor fungiert (Wing et al., 2003a).

PLCsy und PLCy katalysieren nach ihrer Aktivierung die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonat zu Inositol-1,4,5-triphosphat und Diacylgylcerin
(Creba et al., 1983). Letzteres aktiviert die Proteinkinase C. Das InsP3 wiederum fiihrt zur
Freisetzung von Ca?* aus dem endoplasmatischem Retikulum und somit zum Anstieg der
zytosolischen Calciumkonzentration (Streb et al., 1983).

Das 1,45 InsPz wird in Eukaryoten weiter phosphoryliert (Michell, 2008). Fur
Dictyostelium discoideum konnte sogar gezeigt werden, dass durch sequentielle
Phosphorylierung hoch polyphosphorylierte Inositole aus Inositol entstehen (Stephens and
Irvine, 1990). Die am hé&ufigsten in Zellen vorkommenden Inositolphosphate sind Ins
(1,3,4,5,6)Ps und InsPs (Irvine and Schell, 2001, Menniti et al., 1993b, Stephens and
Irvine, 1990, Stephens et al., 1991). Die Tatsache, dass Eukaryoten zahlreiche Wege zur
Synthese von InsPs entwickelt haben, weist daraufhin, dass InsPs eine bedeutende Rolle in
der Zellfunktion zukommt (Michell, 2008).
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Der Stoffwechsel der Inositolphosphate unterscheidet sich bei den verschiedenen
Organismen hinsichtlich der Synthesewege und der gebildeten Isomere voneinander.
Abbildung 5 fasst die verschiedenen bekannten Stoffwechselweg bei Hefen und Mammalia
zusammen.

Zu den Enzymen des Stoffwechselweges gehdren die Inositroltriphosphat-3-Kinase
(Berridge and Irvine, 1989, Erneux et al., 1992, Takazawa et al., 1991b, Takazawa et al.,
1991a), die Inositolpolyphosphatmultikinase (Nalaskowski et al., 2002, Saiardi et al., 1999,
Saiardi et al., 2000, Saiardi et al.,, 2001a), die Inositol-1,3,4-triphosphat-5/6-Kinase
(Wilson and Majerus, 1996, Yang and Shears, 2000) und die Inositolpentakisphosphat-2-
Kinase (Verbsky et al., 2002, York et al, 1999). Dem gegenuber stehen
Inositolpolyphosphatphosphatasen (Ali et al., 1993, Majerus et al., 1999, Nogimori et al.,

1991).
InsPg
11 9
? Tl 3 2
1.2.4.5.6 InsPs 1.3.4.5.6 InsPs 1.2.3.5.6 InsPs  1.2.3.4.6 InsPs
8
11.12 /9' 11
3.4.5,6 InsPy 1.3.4.6 InsPy 1.3.4.5 InsP, 1.4.5.6 InsP,
? 8 ~41d 12 9 DAG
? 9 8 A 11
: / A
3.4.6 InsPs 1.3.4 InsPs 1,4,5 InsPs >
6 8
}? / \ l-" ‘\\4 PLC
3.6InsPy; 1.3 InsP; 34InsPy 1,4 TnsP, 4,5 InsP,
\ lm / 16 /
3 InsP 1 InsP 4 InsP PtdIns(4,5)P:
1 2 2
9
Glc-6-P Ins

Abbildung 5: Inositolphosphatmetabolismus bis InsPs

Die Abbildung ist modifiziert nach (Abel et al., 2001, Berridge and Irvine, 1989, Dijken et
al., 1996, Eisenberg, 1967, Irvine and Schell, 2001)
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: MIPS: Myo-Inositol-3-Phsophat-Synthase

. Inositolmonophosphat-Phosphatase

: Ins(1,3)P2-3-Phosphatase Typ |

: Ins(1,3)P2-3-Phosphatase Typ Il

- Ins(3,4)P2/Ins(1,3,4)Ps-4-Phosphatase

- Inositol(1,4)P2/Ins(1,3,4)P3-1-Phosphatase

: D-Ins(1,4,5)P3/D-Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase
: Ins(1,3,4)Ps-5,6-Kinase/Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase
- Inositol Polyphosphat Multikinase

10: Ins(1,4,5)P3-3-Kinase

11: Multiple Inositol Polyphosphat Phosphatase 1
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12: Phosphatase and tensin homolog
13: Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase

1.4.2 Pyrophosphorylierte Inositolphosphate

Durch Pyrophosphorylierung einzelner Positionen des Inositolrings entstehen die
energiereichen Diphosphoinositolphosphate. Die Bildung von pyrophosphorylierten
Inositolphosphaten wird in Hefen und in Sdugetieren durch die Zunahme der zelluldren
Energieladung angetrieben (Wundenberg and Mayr Georg, 2012). AulRerdem tritt sie auf
bei einem Mangel an anorganischem Phosphat, bei osmotischem Stress und durch
Rezeptor vermittelte Signaltransduktion (Wundenberg and Mayr Georg, 2012). Die
energiereichen pyrophosphorylierten Inositolphosphate wurden erstmals in den 1990er
Jahren entdeckt (Mayr et al., 1992, Menniti et al., 1993a, Stephens et al., 1993).
Bezeichnend war dabei rasche Turnover durch Kinase/Phosphatase Zyklen (Glennon and
Shears, 1993, Menniti et al, 1993a). Die meisten bislang identifizierten
pyrophosphorylierten Inositolphosphate leiten sich dabei von InsPs und 1,3,4,5,6 InsPs ab
(Wundenberg and Mayr Georg, 2012). Bis dato sind zwei groRRe Klassen von Kinasen, die
fur die Synthese der pyrophosphorylierten Inositolphosphate zustdndig sind und eine
Phosphatasegruppe, welche die Pyrophosphatgruppe hydrolysieren kann, bekannt
(Wundenberg and Mayr Georg, 2012). Die zuerst entdeckten Kinasen gehdren zur Familie
der PDKG Kinasen (s. Absatz 1.5). Dabei handelt es sich um die InsPe Kinasen mit den
Isoformen 1,2 und 3, die in Mammalia gefunden wurden und um die yInsPs Kinase, die in
Hefen gefunden wurde (Saiardi et al., 1999, Schell et al., 1999, Voglmaier et al., 1996).

Die InsPs Kinasen in Mammalia pyrophosphorylieren 1,3,4,5,6 InsPs und InsPe. Die
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bevorzugte Phosphorylierungsstellen fir 1,3,4,5,6 InsPs sind die 1-, 3- und 5-Position
(Draskovi¢ et al., 2008). Die bevorzugte Phosphorylierungsstelle fir InsPs ist die 5-
Position (Draskovic et al., 2008, Saiardi et al., 1999, Wundenberg and Mayr Georg, 2012).
Bemerkenswert ist dartiber hinaus die Fahigkeit der InsPs Kinase in Mammalia InsP7 durch
Einflhrung ein Triphosphatgruppe weiter zu phosphorylieren (Draskovic et al., 2008).

Die zweite grol3e Klasse von Kinasen umfasst die Vipl Kinase in Hefen und die 5SPPIP5K1
und PPIP5K2 in Mammalia. Diese Enzyme besitzen die Fahigkeit, InsPs und 5-PP-InsPs an
der 1-Position zu pyrophosphorylieren (Fridy et al., 2007, Lin et al., 2009, Wang et al.,
2012). Gegenspieler dieser Kinasen sind Diphosphoinositolpolyphosphat-
Phosphohydrolasen. Sie umfassen die humanen DIPP mit den 5 Isoformen 1, 2a, 23, 30 3
und in Hefen die entsprechenden DIPP namens Ddpl1 und Apsl (Hidaka et al., 2002, Leslie
et al., 2002, Safrany et al., 1999). All diese Phosphohydrolasen sind Teil der Nudix
Hydrolasen Familie und kénnen in Abwesenheit eines Nukleosids Diphosphatgruppen
hydrolysieren (McLennan, 2006).
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Die bekannten Stoffwechselwege fiir pyrophosphorylierte Inositolphosphate in Mammalia
und Hefen sind in der nachfolgenden Abbildung zusammengefasst.

SPPP-InsPs

SPP-InsPs

6PP-InsPs «—— InsPs \

1,5PP2-InsP4

A /
4,6PP>-InsPy / 1PP-InsPy —»  1,3PP2- InsPs

4/6PP-InsPy +«——1,3,4561InsPs ———» 3PP-InsP4 1,5PP2-InsPs3

\ 5PP-InsP4 3,5PP2-InsPs
—

1PP-InsP;

InsP4
DAG 1
PLC InsP3

PtdIns(4,5)P2
Abbildung 6: Inositolphosphatmetabolismus pyrophosphorylierter Inositolphosphate in
Mammalia und Hefen

Die Abbildung ist modifiziert nach (Caffrey et al., 2000, Draskovi¢ et al., 2008, Lin et al.,
2009, Wang et al., 2012, Wundenberg and Mayr Georg, 2012)

1: Inositolhexakisphosphatkinase IP6K; 2. Inositolhexakisphosphatkinase in Hefen yIP6K
3: Pyrophosphoinositolpentakisphosphat Kinase: Vip und PPIP5K

4: Diphosphoinositol-polyphosphat Phosphohydrolasen: DIPP;

5: InsPs/InsPs-6-Phosphokinase TvIP6K-1

1. —» 3:

1,22 —— 4. —» S
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1.5 Die Familie der PDKG Kinasen

Zu der Familie der PDKG Kinasen gehéren die IP6K mit ihren 3 Isoformen, die IPMK und
die IP3K A, B und C (Nalaskowski and Mayr, 2004, Saiardi et al., 1999). Den Kinasen
gemeinsam sind vier hochkonservierte Aminosduredoménen, wobei das PDKG Motiv
namensgebend ist (Choi et al., 1990, Nalaskowski and Mayr, 2004, Saiardi et al., 1999,
Takazawa et al., 1990). Beim PDKG Motiv (P-C-[VAI]-[ML]-D-X-K-[ML]-G) handelt es
sich um eine Domane, die eine wichtige Rolle bei der Bindung des Inositolphosphats und
des ATPs spielt (Bertsch et al., 2000, Nalaskowski and Mayr, 2004). Bei den anderen drei
Motiven handelt es sich um das DFGA-, das GFR (G-[FV]-R )- und das SSLL-Motiv
(Nalaskowski and Mayr, 2004). Das C-terminale DFGA-Motiv spielt eine wichtige Rolle
bei der ATP Bindung (Nalaskowski and Mayr, 2004). Das GFR-Motiv, welches
stromabwarts vom PDKG Motiv liegt ist wichtig fir die Inositolphosphatbindung
(Nalaskowski and Mayr, 2004). Das SSLL-Motiv ist entscheidend fur die katalytische
Aktivitat (Nalaskowski and Mayr, 2004, Saiardi et al., 2001b, Saiardi et al., 2001c). Die
nachfolgende Abbildung stellt schematisch die Familie der PDKG Kinasen dar.

PDKG GFR SSLL  DFGA

N

N Zielsteuerung und Regulation InsP ATP C

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aminosauresequenz einer PDKG-Kinase

Die Abbildung ist modifiziert nach (Irvine and Schell, 2001)

1.6 Inositolphosphatkinasen in Trichomonas vaginalis

Auf der Basis von Shotgun-Konsensus Sequenzen wurden von Prof. Dr. Mayr DNA
Contigs erstellt, sodass Proteinsequenzen putativer Inositolphosphatkinasen vorhergesagt
werden, welche alle zur Familie der PDKG Kinasen gehdren (s. Abbildung 8) (Carlton et
al., 2007, Wundenberg et al., 2019). Namentlich handelt es sich dabei um die 4
Inositolhexakisphosphatkinasen TvIP6K1, TvIP6K2, TvIP6K3 und TvIP6K4, sowie um
zwei Inositolphsophatkinasen namens TvIPK1 und TvIPK2 (Wundenberg et al., 2019). Fur
die TvIP6K1 wurden mehrere Substrate identifiziert, namentlich 1,2,4,5 InsPs drei
verschiedene InsPs — 1,3,4,5,6 InsPs, 1,2,3,5,6 InsPs und 1,2,4,5,6 InsPs - sowie InsPe
(Wundenberg et al., 2019). InsPe war dabei das Substrat mit der hochsten Umsatzrate.

Interessanterweise ist es auch das in Trichomonas vaginalis am h&ufigsten vorkommende
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Inositolphosphat und wird mengenmaRig dicht von PP-InsP4 gefolgt (Wundenberg et al.,
2019). Die Analysen der Substratumsetzung ergaben, dass es sich bei der TvIP6K1 um
eine Inositolpenta- und hexakisphosphat-6-Phosphokinase (IP6-6K) handelt, welches in
der Lage ist InsPe, 1,3,456 InsPs und 1,2,3,56 InsPs an der 6-Position zu
pyrophosphorylieren (Wundenberg et al., 2019). Die nachfolgende Tabelle fasst die
verschiedenen Reaktionen, welche die TvIP6K1 katalysiert, sowie deren Umsatzraten in

einer Ubersicht zusammen.

Substrat Produkte Spezifische Umsatzrate
(nmol/min./mg)

InsPs 6PP-InsPs 499

1,2,3,5,6 InsPs 6PP-InsP4 195

1,3,4,5,6 InsPs 4/6PP-InsP4 = 4,6PP2-InsP3 160

1,2,4,5,6 InsPs InsPe = 6PP-InsPs 140

1,2,4,5 InsP4 1,2,3,4,5 InsPs 55

Tabelle 1: Substratanalyse der TvIP6K1

modifiziert nach Wundenberg T. et al. 2019. A novel 6-pyrophosphorylating IP6 kinase
(IP6-6K) discovered in the protozoon Trichomonas vaginalis. Molecular and Biochemical
Parasitology, 227, 58, Tab. 1 Initial rates of various inositol phosphates phosphorylated by
TvIP6K1.

Somit wurde erstmals eine InsPs/InsPs-6-Phosphokinase identifiziert, welche zur Familie
der PDKG Familien gehort (Wundenberg et al.,, 2019). Welche Bedeutung diese
pyrophosphorylierten Inositolphosphate fiir Trichomonas vaginalis haben ist noch unklar.
Bekannt ist das pyrophosphorylierte Inositolphosphate bei Mammalia und Hefen eine
Rolle bei der Apoptose, dem Vesikeltransport, der DNA-Reparatur und dem
posttranslationalen Proteinmodifikationen spielen (Laussmann et al., 1996, Pesesse et al.,
2004, Thota and Bhandari, 2015, Wundenberg and Mayr, 2012). Weiterhin konnte Gould
et al. fir orthologe Gene von Trichomonas vaginalis beweisen, dass sich deren Expression
unter verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen andert. So wird die Genexpression von
TvIP6K2 und TvIP6K3 bei Sauerstoffexposition heraufreguliert, wahrend TvIP6K4 bei
Sauerstoffexposition herunter reguliert wird (Gould et al., 2013). Welche Kinase fur die
Produktion der beiden vorherrschenden Inositolphosphate, ndmlich InsPe und PP-InsP4
zustandig ist, kann nur durch die weitere Charakterisierung der (Ubrigen

Inositolphosphatkinasen geklart werden.
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1.7 Zielsetzung

Bei dem humanpathogenen Protozoon Trichomonas vaginalis handelt es sich um den
Erreger der Trichomoniasis, die weltweit am zweithaufigsten vorkommenden
Geschlechtskrankheit. StandardmaRig erfolgt die Therapie dieser Erkrankung mit
Nitroimidazolen. Aufgrund zunehmender Resistenzentwicklung gewinnen alternative
Behandlungstherapien an Bedeutung.

Die Untersuchung des Inositolphosphat-Stoffwechsels in Trichomonas vaginalis und die
enzymatische Charakterisierung der hier beteiligten Enzyme kdénnen neue Targets fir die
Behandlung der Trichomoniasis liefern und so zur Entwicklung alternativer
Behandlungsmethoden beitragen. Die Proteinsequenzen von sechs Inositolphosphatkinasen
wurden durch Prof. Dr. med. Georg Mayr vorhergesagt, indem aus bekannten Shotgun-
Konsensus-Sequenzen der Trichomonaden-DNA, DNA Contigs erstellt wurden. Eine
exakte Vorhersage, um welche Art von Inositolphosphatkinase es sich handelt und durch
welche Substratselektivitat diese charakterisiert ist, war damit jedoch nicht mdglich. Die
Sequenzhomologien auferhalb der unten farblich markierten Konsensusmotive, das sind
die kleinen phylogenetisch konservierten Erkennungsmotive aller Inositolphosphatkinasen
aus der homologen Gruppe der sogenannten PDKG Kinasen, zu besser untersuchten
derartigen Inositolphosphatkinasen waren hierfiir zu gering.

Abbildung 8 zeigt die prédizierten Aminosauresequenzen. Die identifizierten PDKG
Motive, SSLL Motive und ATP Bindungsmotive sind aligniert und farblich markiert.

Im Rahmen von vorrangegangen Forschungen in dieser Arbeitsgruppe konnten bereits die
Enzyme TvIP6K1 und die TvIPK2 aufgereinigt und charakterisiert werden.

Diese Doktorarbeit hat die Reinigung und Charakterisierung der Enzyme TvIP6K4 und
TvIPK1 zum Gegenstand, welche beide Mitglieder der sogenannten PDKG-Familie sind.
Eingebettet in diesen wissenschaftlichen Kontext, ist das Ziel dieser Arbeit herauszufinden,
fur welche Art von Inositolphosphatkinase die entsprechende genomische DNA codiert
und durch welche enzymatischen und enzymkinetischen Eigenschaften sich die Proteine
auszeichnen. Hierzu erfolgt nach Herstellung geeigneter in bakterielle Expressionsvektoren
einklonierter cDNA die rekombinante Proteinexpression und -aufreinigung. Im Anschluss
wird die Substratselektivitat beider Enzyme untersucht und enzymkinetisch vermessen. Die
gewonnen Erkenntnisse kdnnen die Basis fiir zukunftige Hemmstoffscreens bilden und so

bei zunehmender Therapieresistenz zur Identifikation neuer Therapieansatze dienen.
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Abbildung 8: Sequenzallignment der hsIP6K2 mit 6 pradizierten IPKs aus Trichomonas

vaginalis

aus Wundenberg T. et al. 2019. A novel 6-pyrophosphorylating 1P6 kinase (IP6-6K)
discovered in the protozoon Trichomonas vaginalis. Molecular and Biochemical
Parasitology, 227, 54, Fig. 1: Fig. 1. T. vaginalis IPKs containing the PDKG signature

motif. Amino acid sequences of four T. vaginalis IP6Ks, two additional T. vaginalis IPKs
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and human inositol hexakisphosphate kinase isoform 2 were aligned using the Clustal
Omega program [24] (TvIP6K1: XM_001323215/TVAG_410270; TvIP6K2:
XM_001312735/TVAG_175750; TvIP6K3: XM_001302263/TVAG_574700; TvIP6K4:
XM_001305422/TVAG_344490; TvIPK1: XM_001583627/TVAG_476200; TvIPK2:
XM_001294230/TVAG_586240; HsIP6K2: AAH65533).

Blaue Markierung: PDKG Motiv
Griine Markierung: SSLL Motiv
Okarfarbene Markierung: ATP Bindungsmotiv
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Apparative Ausristung
Biophotometer

Brutschrank

Duomax 1030

Electrophoresis Power Supply E835
Flockeneisbereiter AF 206
Heizblock Thermomixer comfort
HPLC Pumpe S1125

IKA: Vortex Schittler VF 2
Incubator Shaker Series 25
Khlschrank

Kihlschrank

Kihlschrank Comfort
Laborautoklav ELV 5075
LaminAir

Megafuge 16R

Mikrowelle

MiniQ PC 3.2/3

Multiskan FC

NanoDrop 2000c Spectrophotometer
SPD-10 AV UV/Vis Detector

pH Meter pH 526 Multi Cal®
Pipette, Model Reference,1-10ul
Pipette, Model Research 0,1-2,5ul
Pipette, Model Research 20-200pl

Pipette, Model Research plus 100-1000ul
Pipette, Model Research plus, 10-100ul

Pipetus®
Reagenzglas Rotator 3025

Reinstwasseranlage Seralpur PRO 90CN

Sample Injector S5200

Eppendorf

Memmert

Heidolph

Consort

Scotsman

Eppendorf

SYKAM

Janke&Kunkel IKA Labortechnik
New Brunswick Scientific
Liebherr Premium

Bosch

Liebherr

Tuttnauer systec

Heraeus instruments
Thermo Scientific

Bosch

GE Healthcare Life Sciences
Thermo Fisher Scientific
Thermo Scientific
Shimadzu

WTW

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Hirschmann Laborgeréte
GFL

Seralpur

SYKAM
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SONOPLUS GM 70

SORVALL RC 6 PLUS (SS-34 Rotor)
Stoppuhr

Thermomixer 5436

Thermomixer comfort

Ultraschall Homogenisator UW 70
UV/VIS Spectrometer Lambda 20
UV-Tisch

VideoGraphicPrinter UP 860-CE
Videokamera VarioCam

Vortex Genie 2

Waage BP 2100 S

Waage BP 2215 S

Waage Mettler PM480 Delta Range®

Zentrifuge Biofuge fresco

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
BD Plastikpak™ Spritze 1ml
Biosphere® Fil.tip 2,5ul
Combitips Advanced® 25ml
Entsorgungsbeutel

Eppendorf -Tubes 1,5ml
Eppendorf-Tubes 2ml

Falcon Tubes 15ml und 50ml
Kuvetten
10x4x45mm
Minisart RC4 Membran
Parafilm® M Laboratory Film
Pasteur Pipetten Glas 230mm
pH-Indikatorpapier

Pipettenspitze, 10ul, 1-20ul, 100ul, 200ul,

1000pl

Polystrole/Polystyrene

Bandelin electronic
Thermo

ROTH

Eppendorf
Eppendorf
Bandelin electronic
Perkin Elmer
Bachhofer, Reutlingen
SONY

Phase, Lubeck
Scientific Industries
Sartorius

Sartorius

Mettler Toledo

Heraeus

BD
Sarstedt
Eppendorf
ROTH
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

Sartorius

Heathrow Scientific
VWR International
MERCK

Sarstedt



2.1.3 Chemikalien

1-Propanol MERCK
Aktivkohle MERCK

Albumin bovine fraction V SERVA
Ammoniumpersulfat SERVA
Ampicillin Roche Diagnostics
ATP, Adenosine-5°-triphosphate Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Benzamidin SIGMA

Bio-Rad Protein Assay Farbstoffkonzentrat  Bio-Rad
Bromphenolblau MERCK
Chloramphenicol Calbiochem
Coomassie Brilliant Blue G 250 SERVA
D-Desthiobiotin iba

D(+)-Glucose MERCK

Diethyl Ether Sigma-Aldrich
Difco™ Agar, granulated BD

DTT Biomol

Essigsdure J.T. Baker
Ethanol 99% vergéllt Chemsolute
GeneRuler 1kb DNA ladder Thermo Scientifc
Glycerin MERCK

Glycin ROTH
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Roche Diagnostics
HABA Sigma-Aldrich
HCI MERCK

Hepes, ultra pure biomol
Hexokinase Roche Diagnostics
IPTG, doxane-free 59 Thermo Scientific
Kaliumchlorid MERCK
Kanamycin sulfate 259 SERVA

LB Medium (Luria/Miller) Carl Roth GmbH
Methanol J.T. Baker
Natriumacetat J.T. Baker

NaOH J.T. Baker



P11 Cellulolse Phosphate
Phosphoenol-Pyruvat

PMSF

Rotiphorese® Gel 30
SDS/Natriumlaurylsulfat

Strep Tactin® Macro Prep 50% Suspension
Suprapur® Natriumfluorid
TEMED

Tetrazyklin

Titriplex 111

Titripur® Salzsaure
Trichloressigsaure
Triethanolamin

Triton X-100

Trizma® base

[-Mercaptoethanol

Yttrium(l11) chloride hexahydrate

214 Kit

Amersham™ LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis

Nucleo spin®Gel and PCR clean-up
Nucleo spin®Plasmid (noL.id)

2.1.5 Plasmide

Bezeichnung Resistenz
TvIPK-1 AmpR
TvIP6K4 AmpR
2.1.6 Primer

Whatman
Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich
ROTH

ROTH

Iba

MERCK
Sigma-Aldrich
Boehringer
MERCK
MERCK
MERCK
Sigma-Aldrich
SIGMA
SIGMA
MERCK
Sigma Aldrich

GE Healthcare
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Die Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics bezogen.

Primer fur die Sequenzierung der Inserts im psK-Vektor:
T7 pro for: 5° TAA TAC GAC TCA CTA TAGG 3’
T7 term _rev: 5°GCT AGT TAT TGC TCA GCG 3’
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2.1.7 Bakterienstamme

Stamm flr die Klonierung: E. coli K12 XL1 Blue Stamme
Stamm flr die Proteinexpression: E. coli BL 12 (D3) pLysS pREP4

2.1.8 Enzyme

2.1.8.1 Restriktionsenzyme
T4-DNA-Ligase

NCO1: 10 U/ul, 500U
XHO1: 10 U/ul, 2000U

2.1.8.2 Enzyme fur den optischen Test
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

3,2 M Ammoniumsulfatlésung
Hexokinase in
Ammoniumsulfatlésung
Laktatdehydrogenase in
Ammoniumsulfatlésung
NADH, disodium salt

2.1.9 Puffer und Losungen

Coomassie Entfarbeldsung

Coomassie Farbeldsung

Eluent A

Eluent B

HPLC Puffer

Macherey-Nagel
ThermoScientific

Fermentas

Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH

Roche Diagnostics GmbH

8% Essigsaure
25% Ethanol
67% dH20
0,5% Coomassie brilliant blue
9% Essigsaure
45% Ethanol
45,5% dH>0
0,2mM HCI
15uM YCl3
500mM HCI
15uM YCl3
2mM NaCl
2mM Na-Acetat
pH 6,0
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Lammli-Puffer

LB Medium

Nachsédulenreagenz

Probenpuffer 4x

Puffer A

Puffer E

RF 1

RF 11

25mM Tris/HCI

192mM Glycin

0,1% SDS

10g Trypton, 10g NaCl, 5g Hefeextrakt
werden mit dH.O auf 1000ml aufgefullt;
Ziel-pH 7,0-7,2; sie werden 20min. bei
121°C autoklaviert

1,6M Triethanolamin

300puM PAR

pH 9,0 mit NAOH eingestellt

0,2 M Tris-Cl, pH 6,8

5,4% [3-Mercaptoethanol

0,04% Bromphenolblau

8,8% SDS

15% Glycerin

25mM Hepes

1mM EDTA

2mM DTT

0,1% Triton X-100

pH 7,5

50mM Hepes

1mM EDTA

pH 7,5

100mM RbCI

50mM MnCl;

30mM Kaliumacetat

10mM CaCl;

15% Glycerin

pH mit Essigsaure auf 5,8 eingestellt
bei 4°C gelagert

10mM MOPS

10mM RbCI

75mM CaCl;

15% Glyerin
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pH mit NaOH auf 6,8 eingestellt
bei 4°C lagern
Sammelgelpuffer 4x 0,5M Tris/HCI pH 6,8
0,4% SDS
Trenngelpuffer 4x 1,5M Tris/HCI pH 8,8
0,4% SDS
Strep-Waschpuffer WH 500 100mM Hepes pH 8,0, pH mit NaOH
eingestellt
500mM NaCl
ImM DTT
1mM EDTA
0,1% Triton X-100
Strep-Elutionspuffer Est 10ml WH 500
5,35mg Desthiobiotin
Strep-Regenerationspuffer 50 mM HEPES pH 8,0, pH mit NaOH
eingestellt
1 mMEDTA
500 mM NacCl
1 mM HABA

2.1.9.1 Puffer fir Restriktionsenzyme

10x y* Puffer (,,Tango*) Fermentas

10x Ligationspuffer 50mM Tris/HCI pH7,8; 10mM MgCly;
10mM DTT; 1mM ATP, 25p/ml BSA (w/v)

2.1.9.2 Puffer fur Agarose-Gelelektrophorese

Produkt Hersteller

TAE Puffer 40mM Tris/Acetat SERVA Elektrophoresis
2mM EDTA, pH 8,3 GmbH Heidelberg

6x DNA Loading Dye 1ml 30 % Glycerol in H20 Fermentas
0,1 % Bromphenolblau

6x DNA Loading Dye 1ml 30 % Glycerol in H.O ThermoScientific

0,1 % Bromphenolblau
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2.1.10 Inositolphosphate

Die notierten Inositolphosphate

niedergeschrieben.

in der relaxed IUPAC

Nomenklatur

Inositolphosphat Hersteller

1,4 InsP, Sigma

4,5 InsP; Dr. Hongying Lin
1,2,5 InsPs3 Prof. G.W. Mayr
1,2,6 InsP3 Biozol

1,3,4 InsP3 Alexis

1,4,5 InsPs3 Buchem

1,4,6 InsPs3 Novartis

2,45 InsP3 Prof. G.W. Mayr
3,4,6 InsPs3 Sichem

1,2,3,4 InsP4 Alexis

1,2,3,5 InsP4 Novartis

1,2,3,6 InsP4 Alexis

D/L 1,2,4,5 InsP4
D/L 1,2,4,6 InsP4
D/L 1,2,5,6 InsP4
m-1,3,4,5 InsP4
1,3,4,6 InsP4
1,3,5,6 InsP.4
1,4,5,6 InsP.4
m-2,4,5,6 InsP4
3,4,5,6 InsP4
1,2,3,5,6 InsPs
1,2,3,4,5 InsPs
m-1,2,3,4,6 InsPs
1,2,4,5,6 InsPs
m-1,3,4,5,6 InsPs
2,3,4,5,6 InsPs
InsPs
Hs5PP-InsPs

Prof. G.W. Mayr
Prof. G.W. Mayr
Prof. G.W. Mayr
Novartis
Buchem

Alexis

Sichem

Prof. G.W. Mayr
Alexis

Sichem

Sichem

Sichem

Sichem

Prof. G.W. Mayr
Sichem
Calbiochemie

Werner Fanick
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TvX5PP-InsPs Werner Fanick
Phytinsdurehydrolysat Dr. Hongying Lin
InsP7 Standard Dr. Hongying Lin

2.2 Software

Programm Hersteller

BioEdit Tom Hall

Lambda 20 Software Perkin Elmer
Microsoft Office Word Microsoft
Microsoft Office Excel Microsoft
GraphPad Prism GraphPad Software

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Resolubilisierung von Vektoren
Den gefriergetrockneten/lyophylisierten Vektoren wird 10ul destilliertem H,O zugesetzt.
AnschlieBend werden sie 10 Minuten lang bei 37° erhitzt und maximal 1 Minute bei

13000rpm zentrifugiert.

2.3.2 Préaparativer Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen  besitzen  die  Fahigkeit DNA an  spezifischen
Erkennungssequenzen zu spalten. Hierbei handelt es sich um kurze vier bis acht Nukleotid
groRe DNA-Sequenzen, welche haufig palindromisch angeordnet sind. In der Folge
entstehen glatte oder kohéasive tUberlappende Enden (Milhardt, 2013).

Unter Ausnutzung dieser kohasiven Enden werden das DNA-Insert der TvIPK-1 bzw. der
TvIP6K4 aus dem Klonierungsvektor pEX-A2 in den Expressionsvektor, einen psK-
Vektor, ligiert. Der psk-Vektor liegt als DNA-Strang mit dem Insert AtIMPKCC2 vor,
sodass er zur Extraktion des psk-Vektors ebenfalls dem préparativem Restriktionsverdau
zugefuhrt wird.

Der Restriktionsverdau wird mit den beiden Enzymen NCO1 und XHO1 durchgefihrt.
Dabei werden fiir 1ug DNA 10 Units der jeweiligen Restriktionsendonukleasen eingesetzt.
Die Ansatze werden nach dem nachfolgenden Schema angesetzt und eine Stunde lang bei
37°C inkubiert.
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Ansatz 1

Ansatz 2

Ansatz 3

4ul dH20

10! psk-AtIMPKCC2

4ul 10x y* Puffer (,,Tango®)
1ul NCO1

1ul XHO1

4ul dH20

10pl pEX-A2-TVIPK-1

4ul 10x y* Puffer (,,Tango®)
1ul NCO1

1ul XHO1

4ul dH20

10pl pEX-A2-TVIP6K-4
4ul 10x y* Puffer (,,Tango®)
1ul NCO1

1ul XHO1

Tabelle 2: Ansétze fur den praparativen Restriktionsverdau

2.3.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose ermdoglicht es DNA-Fragmente anhand ihrer GréRe aufzutrennen. Das
Agarosegel bildet ein poroses 3D Netzwerk. Die Auftrennung der DNA-Fragmente beruht
darauf, dass groRe DNA-Fragmente im elektrischen Feld langsamer wandern als kleine, da
die Poren der Agarose ihnen einen hoheren Widerstand bieten. Ein weiterer Faktor fir das
Verhalten der DNA-Fragmente ist die Agarosekonzentration des Gels. Je hoher diese ist,
desto kleiner die gebildeten Poren und desto besser die Trennschérfe fur kleine DNA-
Fragmente und umgekehrt (Milhardt, 2013). Ein DNA Marker mit Fragmenten bekannter
GroRe ermdglicht es die GroRe der DNA-Fragmente der eigenen Proben abzuschétzen.

Es werden sowohl eine praparative als auch eine analytische Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Fur die praparative Gelelektrophorese wird ein 1,2%iges und fir die
analytische Gelelektophorese ein 1,6%iges Gel verwendet. 55ml 1xXTAE-Puffer werden
zusammen mit der 0,6g bzw. mit 0,8g Agarose aufgekocht bis die Agarose geldst ist. Nach
einer kurzen Abkihlungsphase werden 1,5ug (10mg/ml) Ethidiumbromid hinzugefiigt.
Das Gel wird in eine Gelkammer mit Gelschlitten gegossen, in der es eine Stunde lang
aushartet. Im Anschluss wird das Gel in die Elektrophoresekammer eingebracht und mit
IXTAE Puffer bedeckt. Nachdem die DNA Proben mit 6x Loading Dye versetzt wurden,
werden diese nun in die daflr vorgesehenen Taschen gegeben. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgt eine Stunde lang bei einer Spannung von 80V. Die DNA-Banden

werden unter UV-Licht sichtbar gemacht und abfotografiert.

2.3.3.1 Praparative Gelelektrophorese
Beim préparativen Ansatz werden die relevanten Banden mittels Skalpell ausgeschnitten,

abgewogen und fur die nachfolgende DNA-Extraktion verwendet.

2.3.4 DNA-Extraktion aus dem préaparativen Agarosegel
Die DNA-Extraktion aus dem Agarosegel erfolgt mit dem NucleoSpin®Gel and PCR

Clean up Kit von Marcherey und Nagel nach Anweisungen des Herstellers. Hierbei macht
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man sich zu Nutze, dass DNA in Anwesenheit chaotroper Substanzen, wie zum Beispiel
Guanidiumthiocyanat, an Silikatmembranen bindet. VVon diesen kann es nach einem
Waschschritt mit einem Hoch-Salz-Ethanol-Gemisch mithilfe von Lésungen mit geringer
Salzkonzentration wieder eluiert werden (Milhardt, 2013).

Zunéchst werden die DNA-Banden mittels UV Licht sichtbar gemacht und mit einem
Skalpell aus dem Agarose Gel ausgeschnitten. Dieser Arbeitsschritt wird schnellstmoglich
durchgefuhrt, um das Risiko eines DNA-Schadens, wie zum Beispiel die Entstehung von
Strangbriichen durch das UV-Licht, zu minimieren. Die Gelprobe, welche die gewiinschte
DNA enthdlt, wird mit 200ul NTI Puffer (Guanidiumthiocyanat) gemischt, fur 5-10
Minuten bei 50°C erhitzt und alle 2 Minuten gevortext, bis die Agarose vollstandig
aufgelost ist. AnschlieBend wird eine Nucleo Spin Gel Column in ein Tube eingebracht,
welche eine Silikatmembran enthélt. Nun werden 700ul der Probe hinzupipettiert und fir 1
Minute bei 13000rpm zentrifugiert. Die DNA bleibt an der Silikatmembran gebunden. Der
Durchfluss wird verworfen. Anschlieend wird die Silikatmembran mit NT3 Waschpuffer
gewaschen, um die DNA von Kontaminationen zu befreien. Vorab wird dabei das
Waschpufferkonzentrat vorbereitet, indem zu einem Teil Waschpuffer 4 Teile Ethanol
zugesetzt werden. 700ul dieses Waschpuffers werden verwendet. Danach erfolgt die
Zentrifugation erneut fir 1 Minute bei 13000rpm. Der Durchfluss wird verworfen. Dieser
Schritt wird insgesamt zweimal durchgefihrt.

Um den zugefligten Waschpuffer komplett zu entfernen, wird das Tube mit der
Silikatmembran erneut fur 1 Minute bei 13000rpm zentrifugiert. Um sicherzustellen, dass
eventuell verbliebenes Ethanol entfernt wird, wird das Tube fur 2 bis 5 Minuten bei 70°
inkubiert. Um die DNA zu eluieren wird NE Puffer verwendet (Tris/HCI pH 8,5), welcher
auf 70°C erhitzt wird. AnschlieBend werden 30ul NE Puffer auf die Silikatmembran
gegeben und fir 5 Minuten inkubiert. Danach erfolgt die Zentrifugation zundchst bei 30-
50g fur 1 Minute und dann flr die Dauer von 1 Minute bei 13000rpm. Dieser Schritt wird

insgesamt dreimal durchgefthrt.

2.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Mithilfe der von DNA Ligasen kénnen DNA-Fragmente miteinander verknipft werden.
Das entscheidende Enzym hierbei ist die T4 Ligase, welche unter ATP Verbrauch die
Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen dem freien 5°-Phosphatende und dem 3°-
Hydroxyende zweier DNA-Strange katalysiert (Lehnman, 1974).

Nach dem praparativen Restriktionsverdau (2.1.2) und der DNA Extraktion aus dem

Agarosegel (2.1.3) liegen die zu ligierenden DNA Fragmente, namentlich der psk-
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Expressionvektor und die gewunschten DNA-Inserts der TvIPK-1 bzw. der TvIP6K4 vor.
Die Ligation des TvIPK-1 Inserts und des TvIP6K4 Inserts in den psk-Expressionsvektor
erfolgt nun mittels T4 Ligase. Als Kontrolle wird eine Religation ohne DNA-Insert
angesetzt. Der Ansatz erfolgt entsprechend der nachfolgenden Schemas, wobei die DNA-
Inserts bzw. im Fall der Religationskontrolle das H20 im Verhéltnis 3:1 mit dem psK-
Vektor angesetzt werden. Die Ansatze werden ber Nacht bei 15°C inkubiert.

psK-TvIPK-1 psK-TvIP6K4 Religationskontrolle
5ul Insert 5ul Insert 5ul dH20

3ul psk-Vektor 3ul psk-Vektor 3ul psk-Vektor

1ul 10x Ligationspuffer 1ul 10x Ligationspuffer 1ul 10x Ligationspuffer
1ul T4 Ligase 1ul T4 Ligase 1ul T4 Ligase

Tabelle 3: Ansétze zur Ligation der DNA Fragmente

2.3.6 Extraktion der Plasmid-DNA aus den transformierten E.colis (Mini-
Praparation)
Die Extraktion der Plasmid DNA aus den transformierten E.coli K11 Stdmmen erfolgt
mithilfe des Nucleo spin®Plasmid Kit (noLid) von Marcherey und Nagel.
Das Grundprinzip welches dabei genutzt wird ist die alkalische Lyse. Hierbei macht man
sich zur Nutze, dass die zirkuléare Plasmid DNA bis zu einem pH Wert von circa 12,3
intakt bleibt, wahrend die chromsomale DNA denaturiert (Bimboim and Doly, 1979, Jansz
et al., 1966).
Zunéchst wird mithilfe eines mit der Plasmid DNA transformierten Klons eine Uber-Nacht
Kultur angefertigt (s. 2.4.3). 1,5 ml dieser Uber-Nacht Kultur werden entnommen und fiir 1
Minute bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieBend verworfen. Das
verbleibende Pellet wird mit 250ul Al Puffer resuspendiert. Zur alkalischen Zelllyse
werden 250ul A2 Puffer hinzugegeben und das Tube vorsichtig mehrfach invertiert. Nun
erfolgt die Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur, bis das Lysat klar erscheint.
Danach werden 600ul A3 Puffer, welcher Guanidinhydrochlorid enthélt, hinzugegeben
und das Tube erneut vorsichtig invertiert.
Abweichend vom Protokoll wurde die DNA nicht mit 50ul TE Puffer von der Sé&ule
eluiert, sondern mit 30ul H2O.
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2.3.7 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Die Konzentration und Reinheit der aus den E. coli Stdmmen isolierten Nukleinséuren
wird photometrisch durch die Messung der optischen Dichte bestimmt. Die Messungen
erfolgten mittels NanoDrop bei einer Wellenldnge von 260nm und 280nm.

Mithilfe der OD2s kann die DNA-Konzentration bestimmt werden. Anhand des
Verhéltnisses ODa2so280 Wird die Probe auf die Kontamination mit Proteinen uberpruft.

Eine proteinfreie Probe weist eine OD260/280 Von 1,8-2,0 auf.

2.3.8 Analytischer Restriktionsverdau der ligierten Plasmide
Zur Uberprifung der korrekten Ligation wird jeweils 1ug DNA durch die Enzyme NCO1
und XHO1 verdaut. Die Ansétze werden dann eine Stunde lang bei 37°C inkubiert und

anschlieBend mittels analytischer Gelelektrophorese auf einem 1,6%igem Agarosegel

uberprift (s.2.3.3.).

Ansatz TvIPK-1 Ansatz TvIP6K4

1ug psk-TvIPK-1 DNA 1ug psk-TvIP6K4 DNA

Aul y* Puffer (10x) (“Tango™) 4ul y* Puffer (10x) (“Tango”)
1ul NCO1 1ul NCO1

1ul XHO1 1ul XHO1

mit dH20 auf 20pl Vges auffillen mit dH20 auf 20pl Vges auffiillen

Tabelle 4: Ansatz fiir den analytischen Restriktionsverdau

2.3.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen werden von SEQLAB Sequence Laboratories in Gottingen
durchgefiihrt.

Hierbei wird ein T7 forward Primer verwendet. 1,2ug DNA, 3ul Primer in 1:10
Verdunnung werden zusammen mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 15ul aufgefullt. Die

Ergebnisse der Sequenzierung werden mit der Software BioEdit ausgewertet.

2.4  Mikrobiologische Methoden

2.4.1 Sterilisation von Gebrauchsmaterial
Alle hitzestabilen Materialien werden bei 121°C und 1,2 bar autoklaviert. Die
Arbeitsflachen, sowie die benutzten Gerdte werden mittels Sprihdesinfektion mit

70%igem Ethanol desinfiziert.
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2.4.2 Herstellung von Agarplatten

0,51 LB Medium und 7,5g Agar werden fur 20 min. bei 121°C autoklaviert. Nachdem
Autoklavieren wird ein handwarmer Ansatz in der Sterilwerkbank in Petrischalen
ausgegossen

Dem oben beschriebenen Ansatz aus LB Medium und Agar werden nach dem
Autoklavieren Ampicillin  (100mg/ml), Kanamycin (50mg/ml) und Chloramphenicol
(34mg/ml) im Verhéltnis 1:1000 hinzugefiigt. Dann werden die Platten unter der Hood

ausgegossen und nachdem sie ausgehdrtet sind, im Kuhlraum gelagert.

2.4.3 Herstellung von transformationskompetenten Escherichia coli

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli erfolgt nach der RbCl, Methode
(Hanahan, 1983, Green and Rogers, 2013).

Zunichst wird eine Ubernachtkultur vorbereitet. Hierzu werden 5ml LB Medium mit
einem Antibiotikum in der Endkonzentration 20ug/ml vorbereitet. Das Antibiotikum wird
entsprechend der natlrlichen Antibiotikaresistenz des E.coli Stammes gewahlt. Fur die
E.coli XL1 Blue Zellen wird Tetrazyklin verwendet. Im Falle der E.coli BL21 (DE3) plysS
PREP 4 Zellen wird Chloramphenicol verwendet. Aus einer bei -80°C gelagerten
Zellsuspension mit chemokompetenten E.coli werden 10pl entnommen. Mit diesen wird
die Ubernachtkultur angeimpft.

Am Folgetag werden 500ul dieser Vorkultur die Hauptkultur angeimpft, welche das
entsprechende Antibiotikum in der Endkonzentration von 20ug/ul enthdlt. Die Inkubation
der Hauptkultur erfolgt bei 37°C und 250 rpm im Schittelinkubator. Wenn eine ODgoonm
von 0,6 erreicht ist, wird die Hauptkultur fir 15 Minuten auf Eis gestellt.

Im Anschluss wird die Hauptkultur fur 15 Minuten bei 4°C und 2000rpm abzentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und das verbleibende Zellpellet in 16,7ml RFI vorsichtig
resuspendiert. Die Suspension wird anschliefend 15 Minuten auf Eis gestellt. Danach
werden die Zellen erneut bei 4°C und 2000rpm fur 15 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wird erneut verworfen und die Zellen werden mit 4ml kalter RF2 Ldsung
resuspendiert. Erneut wird die Suspension fiir 15 Minuten auf Eis gestellt. AnschlieRend
werden die Zellen in Aliquots a 100ul aliquotiert und sofort in flussigem Stickstoff

schockgefroren. Die Zellen werden bei -80°C gelagert.

2.4.4 Transformation der E.coli
Bei der Hitzeschocktransformation wird vektorielle Fremd-DNA in E.coli Stamme
eingeschleust (Froger and Hall, 2007).

34



Die bei -80°C in Stickstoff gelagerten chemokompetenten E.coli Stdmme werden auf Eis
aufgetaut. Die Uber Nacht inkubierten Ligate (s. 2.3.5) bzw. 60ng der zu transformierenden
Plasmid-DNA werden hinzupipettiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgt die
Hitzeschocktransformation bei 42°C fir 1 Minute und die sofortige zweiminutige Kiihlung
auf Eis. Nach Zugabe von 900ul LB-Medium wird der Ansatz im Schttelinkubator bei
350rpm und 37°C eine Stunde lang inkubiert. Unter der Hood werden zwei Agarplatten
mit entsprechenden Selektionsmedien fur die Plasmide vorbereitet. Nach erfolgter
Inkubation werden auf die erste Agarplatte 900ul und auf die zweite Agarplatte 100ul des
Inkubationsansatz unter der Hood ausplattiert. Uber einen Zeitraum von 35 Minuten
werden die Agarplatte alle 5 Minuten geschwenkt, damit sich der Ansatz gleichmaliig
verteilt. Anschlielend werden die Agarplatten 17 Stunden lang bei 37°C im Inkubator
gelagert. Die Lagerung erfolgte nach Verschluss der Agarplatten mit Parafilm bei -4°C

Uber einen Zeitraum von maximal vier Wochen.

2.4.5 Verdunnungsausstrich der transformierten E.coli Stamme

Aufgrund des dichten Wachstums der Klone, erfolgt ein Verdinnungsausstrich unter der
sterilen Hood. Hierfur wird die Impfése in der Flamme des Bunsenbrenners ausgegliiht.
Sobald die Impfose abgekdhlt ist, wird von der Ausgangsplatte ein Klon entnommen und
mittels des 13 Strichverfahrens verteilt. Nach Ausstrich Nummer 3,6 und 9, sowie nach

Beendigung des Verdinnungsausstrichs wird die Impfése ausgegliht.

2.4.6 Herstellung einer Uber-Nacht-Kultur

Fur die Herstellung einer VVorkultur werden zwei verschiedene Protokolle verwendet.

Fur Klone des E.coli xI1 blue Stammes wird fur die Herstellung der Vorkultur zu 5ml LB
Medium, 5ul Ampicillin 200mg/ml pipettiert. Fir Klone des in E.coli BL21 (DE3) pLysS
pREP4 Stammes wird fir die Herstellung der Vorkultur zu 5ml LB Medium 5pl
Ampicillin 100mg/ml, 5ul Chlorampenicol 34mg/ml und 5ul Kanamycin 50mg/ml
pipettiert. Im Anschluss wird ein einzelner Klon gepickt und die entsprechende
Pipettenspitze in den oben beschriebenen Ansatz eingebracht. Die anschlieende
Inkubation erfolgt tiber Nacht bei 37°C und 250rpm.

2.4.7 Bakterielle Expression der TVIPK-1

Die bakterielle Expression der beiden Enzyme erfolgt in E.coli BL21 (DE3) pLysS pREP4
Stammen. Das Genom des BL21 (DE3) pLysS pREP4 Stammes ist gentechnisch verandert
und kodiert daher fir eine T7 Polymerase, deren Expression der Kontrolle des lac Operons
unterliegt (Gopal and Kumar, 2013). Der Expressionsvektor psk wird ebenfalls von einem
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lac Operon kontrolliert. Uber das pREP4 Plasmid wird ein Lac Repressor kodiert, welcher
den lac Promotor besetzt und die Bindung der E.coli Polymerase verhindert, sodass die T7
Polymerase nicht transkribiert wird und somit die Expression des Zielproteins verhindert
(Dubendorf and Studier, 1991, Giordano et al., 1989, Jacob and Monod, 1961, Johnsrud,
1978). Kommt es zu einer geringen basalen Expression der T7 Polymerase, wird die
Expression des Zielproteins durch den lac Repressor verhindert. Zusétzlich kodiert der
genutzte E.coli Stamm flr Lysozym. Das Lysozym formt einen Komplex mit der T7
Polymerase und inhibiert so die Transkription (Moffatt and Studier, 1987, Zhang and
Studier, 1997). Aullerdem verringert es die basale Aktivitat der T7 Polymerase, ohne dabei
die Expression des Zielproteins zu reduzieren (Studier, 1991).

Unter Zugabe des Lactosederivats IPTG kann die Proteinexpression induziert werden
(Sanders, 1974). Dieser bindet an den lac Repressor und bewirkt eine
Konformationsédnderung desselben, sodass dieser die DNA freigibt. Diese E.coli Bakterien
werden wie in Punkt 2.4.4 beschrieben mit dem gewd(inschten Plasmid transformiert. Nach
erfolgreicher Transformation werden 2 Klone gepickt und zwei Uber-Nacht-Kulturen mit
den Selektionsmedien Kanamycin, Chloramphenicol und Ampicillin angesetzt. Ebenso
werden zwei Erlenmeyer Kolben mit 250ml LB-Medium, 2,5ml Glucose (20%) und 250ul
Ampicillin (200mg/ml) vorbereitet und bei 37°C gelagert. Am Folgetag wird zun&chst die
ODeoo des Ansatzes im Kolben bestimmt. Als Nullwert wird dabei einfaches LB-Medium
verwendet. AnschlieRend wird in jeden Kolben 2,5ml der Uber-Nacht-Kultur gegeben und
bei 37°C mit 250rpm im Schittelinkubator inkubiert. Sobald eine ODeggo von 0,5 erreicht
ist, wird mit IPTG in einer Endkonzentration von 1mM induziert und fir weitere drei
Stunden bei 37°C und 250rpm inkubiert. VVor Induktion mit IPTG, sowie 1, 2 und 3 h nach
Induktion mit IPTG wird je 1ml aus dem Kolben als Expressionskontrolle zur Auswertung
mittels SDS-PAGE Gel enthommen (IPTGO0-3). Diese werden bei 13000rpm 30s lang
abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet bis zum Auftrag auf das
SDS-PAGE Gel bei -20°C gelagert.

2.4.8 Bakterielle Expression der TvIP6K4

Fur die bakterielle Expression der TvIP6K4 ist die Nutzung des oben beschriebenen
Protokolls nicht mdglich, da das Protein bei Nutzung des Protokolls vollstdndig in
inclusion bodies eingelagert wird. Daher wurden die Expressionsbedingungen optimiert.
Es wurden folgende Bedingungen getestet:

Die IPTG-Konzentration wurde variiert (0,dmM IPTG, 0,5mM IPTG, 1,0mM IPTG und

1,5mM IPTG) und die Expression wurde mit den jeweiligen IPTG-Konzentrationen bei
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10°C und bei 37°C ausgetestet. Induktionskontrollen erfolgten nach 1,2 und 3 Stunden, das
Lysat und das verbliebene Pellet wurden auf ein SDS PAGE Gel analysiert.

In der Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich, dass bei Induktion mit IPTG in der
Endkonzentration 1,5mM die Menge an gebildetem léslichem Protein am groften ist.
AuBerdem lag bei der 10°C Kultur verhaltnismalig weniger unlosliches Protein in
inclusion bodies im Pellet vor. Die Proteinexpression wurde dementsprechend angepasst.
Die bakterielle Expression der TvI6K4 erfolgt in E. coli BL21 (DE3) pLysS pREP4
Stammen. Diese werden wie in Punkt 2.4.4 beschrieben mit dem gewinschten Plasmid
transformiert. Nach erfolgreicher Transformation werden 2 Klone gepickt und zwei
Vorkulturen angesetzt. Ebenso werden zwei Erlenmeyer Kolben mit 250ml LB-Medium,
2,5ml Glucose (20%) und 250ul Ampicillin (100mg/ml) vorbereitet und bei 37°C gelagert.
Am Folgetag wird zunéchst die ODeoo des Ansatzes im Kolben bestimmt. Anschliefend
werden in jeden Kolben 2,5ml der Vorkultur gegeben und bei 37°C mit 250rpm im
Schittelinkubator inkubiert. Sobald eine ODeoo (Leerwert= LB-Medium) von 0,5 erreicht
ist, wird der Kolben auf Eis gestellt. AnschlieBend wird mit IPTG in einer
Endkonzentration von 1,5mM induziert und Gber Nacht bei 10°C und 250rpm inkubiert.
Vor Induktion mit IPTG, sowie 1, 2 und 3 h nach Induktion mit IPTG werden je 1ml aus
dem Kolben als Expressionskontrollen entnommen (IPTGO0-3). Diese werden bei
13000rpm 30s lang abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet bis zum
Auftrag auf das SDS-PAGE Gel bei -20°C gelagert.

2.4.9 Lyse der Bakterien und Gewinnung des loslichen Proteins
Vor Durchfiihrung der P11-Saulenchromatographie muss das gewinschte Protein in
Ldsung gebracht werden und von groReren Partikeln abgetrennt werden.
Hierzu wird nach erfolgter Inkubation die restliche Kultur 10min. lang bei 5000rpm und
einer Temperatur von 4°C im GSA-Rotor abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.
Die Pellets beider 250ml Kulturen werden in je 8,35 ml Puffer E resuspendiert und bei -
20°C eingefroren.
Am Folgetag werden die resuspendierten Pellets aufgetaut und auf Eis gestellt. Pro Pellet
werden hinzugegeben:

- 167ul PMSF 0,1 M

- 83,5ul Benzamidin 0,1 M

- 835ul Triton X-100 10%

- 16,7 DTT 1M
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Die Zelllyse erfolgt mittels Ultrasonifikation flir 4x45s bei Cycle30 bei maximaler Energie
mit je einer Minute Pause auf Eis.

PMSF und Benzamidin dienen als Serinproteaseinhibitoren zum Schutz des Zielproteins
vor proteolytischem Abbau. DTT dient als Redoxmittel der Reduktion von oxidativem
Schaden.

Das Prazipitat, welches Zellmembranen und ungeloste Makromolekule enthalt, wird
abzentrifugiert (5S-34 Rotor, 10 000rpm, 4°C). Der Uberstand, der das extrahierte Protein
enthalt, wird bis zum Auftrag auf die Phosphocellulose Séule auf Eis gestellt. 12ul des
Uberstands werden entnommen mit 4ul 4xProbenpuffer versetzt und bis zum Auftrag auf
das SDS PAGE Gel auf Eis gelagert. Das Pellet wird in 3,4ml Puffer A resuspendiert und
auf Eis gestellt.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Vorbereitung der P11 Phosphocellulose Saule

3g Phosphocellulose werden in einem 11 Messzylinder zusammen mit 75ml 0,5 M NaOH
Lauge verriihrt und 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird der Ansatz
mit destilliertem Wasser auf 1l aufgefllt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
In dieser Zeit bildet sich ein Sediment, sodass nach Ende der Inkubation der Uberstand
verworfen werden kann. Im Anschluss wird der genannte Vorgang wiederholt. Dann
werden 15ml 1M HCI hinzugegeben, vermischt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nun wird der Ansatz erneut mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 1l aufgefiillt und fir 20min. bei Raumtemperatur inkubiert und der Uberstand im
Anschluss verworfen.

Das Saulenmaterial wird nun in eine vorbereitete Sdule mit einem Leervolumen von 100ml
uberfiihrt. Nun wird die S&ule mit 1M Tris/HCI pH 7,5 neutralisiert. Dazu wird sie so oft

mit Tris/HCI gewaschen bis das entstehende Eluat einen pH von 7,5 aufweist.

2.5.2 Aufreinigung des Lysats der TvIPK-1 mittels P11 Phosphocellulose-
Saulenchromatographie

Die Aufreinigung des Lysats der TvIPK-1 erfolgt mittels P11 Phosphocellulose-

Saulenchromatographie. Dabei handelt es sich um eine

Kationenaustauschchromatographie, da die P11 Matrix aufgrund ihrer freien

Phosphatgruppen negativ geladen ist. Die Phosphocellulose Matrix funktioniert einerseits

als lonenaustauscher und andererseits als Affinitatsmatrix fir die phosphat-affinen
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Inositolphosphatkinasen. Nachdem das Zielprotein gebunden hat, kann es mithilfe eines
Elutionsgradienten mit verschiedenen pH Werten von der Séule eluiert werden (Duong-Ly
and Gabelli, 2014).

Alle nachfolgenden Schritte werden bei einer Raumtemperatur von 10°C durchgefihrt.
Zunachst wird die Sdule mit 100ml Puffer E dquilibriert. AnschlieBend wird das Zelllysat
mit einer Laufrate von 0,5ml/min aufgetragen. Der Durchlauf wird aufgefangen und bis zu
Analyse mit SDS-PAGE auf Eis gelagert. Danach erfolgen zwei Waschungen mit je 20ml
Puffer E, entsprechend 2 CV. Die Elution erfolgt in finf Schritten mit folgenden
Abstufungen: Puffer E 125mM NaCl, Puffer E 250mM NaCl, Puffer E 500mM NacCl,
Puffer E 750mM Nacl, Puffer 1M NaCl. Der Durchlauf, die Waschungen und ebenso die

Elutionen werden bis zur weiteren Auswertung mittels SDS-PAGE auf Eis gelagert.

2.5.3 Aufreinigung des Lysats der TvIP6K4 mittels P11 Phosphocellulose-
Saulenchromatographie

Alle nachfolgenden Schritte werden bei einer Raumtemperatur von 10°C durchgefihrt.
Zunachst wird die Saule mit 2CV Puffer E und 10 CV Puffer A aquilibriert. AnschlieRend
wird das Zelllysat und mit einer Laufrate von 0,5ml/min aufgetragen. Der Durchlauf wird
aufgefangen und bis zu Analyse mit SDS-PAGE auf Eis gelagert. Danach erfolgten zwei
Waschungen mit je 8CV Puffer A 2x. Die Elution erfolgt in sechs Schritten mit folgenden
Abstufungen: Puffer A 125mM NaCl, Puffer A 250mM NaCl, Puffer A 500mM NaCl,
Puffer A 750mM NaCl, Puffer A 1M NaCl, Puffer A 1,25mM NaCl. Der Durchlauf, die
Waschungen und ebenso die Elutionen werden bis zur weiteren Auswertung mittels SDS-
PAGE auf Eis gelagert.

2.5.4 Affinitatschromatographie der TvIP6K4 als Strep-Tag Fusionsprotein

Die TvIPK-1 und die TvIP6K4 werden als Fusionsproteine mit dem Strep-Tag exprimiert.
Strep Tag ist Peptid, welches aus neun Aminosauren besteht (Asn-Trp-Ser-His-Pro-Gln-
Phe-Glu-Lys) und eine hohe Affinitat zum immobilisierten Streptavidin einer Saulenmatrix
aufweist, sodass eine Aufreinigung maoglich ist (Schmidt and Skerra, 1993). Die Elution
von der Sdule mittels Desthiobiotin, einem Biotinderivat beruht darauf, dass das
Desbiothin mit dem StrepTag um die Bindungsstelle am Streptavidin konkurriert und es
aus dieser Bindung verdrédngen kann, sodass das Protein eluiert (Laitinen et al., 2006,
Pahler et al., 1987, Schmidt and Skerra, 1994).

Nachdem die TvIP6K4 mittels P11 Phosphocellulose-Saulenchromatographie vorgereinigt

wurde, erfolgt die weitere Aufreinigung mittels Streptavidin-Affinitatschromatographie.
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Vorab werden die Elutionsfraktionen hinsichtlich ihrer Reinheit mit SDS-PAGE
ausgewertet und bezuglich ihrer Aktivitat im optischen Test gescreent. In Zusammenschau
der Ergebnisse werden zwei bis drei Elutionsfraktionen ausgewdhlt. Die Salzkonzentration
der ausgewahlten Elutionsfraktionen wird mit Puffer A auf 500mM NaCl eingestellt.

Alle Arbeitsschritte erfolgen bei 10°C. Als S&ulenmatrix werden 2ml der 50%igen Strep-
Tactin Suspension in die Leerséule gegeben. Das sedimentierte Streptravidin wird mit 10
CV, entsprechend 10ml Strep-Waschpuffer unter maximaler Flussrate &quilibriert.
Anschlieend werden die Elutionsfraktionen mit einer Flussrate von 0,5ml/min. auf die
Séule gegeben. Danach wird die S&ule mit 4CV Strep-Waschpuffer gewaschen. Die
Elution erfolgt mit Strep-Elutionspuffer in 10 Elutionsschritten a 1 CV. Die
Elutionsfraktionen werden auf Eis gestellt und mit 30% Glycerin eingefroren und bei -
20°C gelagert.

AnschlieBend wird die Streptavidin Sdule mit Strep-Regenerationspuffer regeneriert. Das
Prinzip beruht darauf, dass das enthaltene HABA das gebundene Desbiothin aus seiner
Bindung mit Streptavidin verdrangt (Schmidt and Skerra, 2007). Dies wird durch einen
Farbwechsel nach rot indiziert. Ist dieser erreicht, erfolgt erneut die Waschung mit
Waschpuffer bis die S&ule ihre Ausgangsfarbe aufweist. Dann ist sie fir die erneute
Nutzung gebrauchsfertig.

2.5.5 SDS-PAGE Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE Gelelektrophorese ist eine Methode, welche es erlaubt, Proteine gemaf
ihrer Grolie aufzuteilen. SDS ist ein anionisches Detergens, das die Sekundéarstruktur von
Proteinen und jene Tertidrstruktur von Proteine denaturiert, die nicht von Disulfidbriicken
gebildet werden (Brunelle and Green, 2014). Wird Mercaptoethanol zu den Proben
gegeben, so werden die meisten Disulfidbriicken reduziert und so geldst. SDS bindet an
das Protein und bildet einen negativ geladenen Protein-SDS-Komplex. Wird
Mercaptoethanol zu den Proben gegeben, so werden die meisten Disulfidbriicken reduziert
und so gelost. Dabei ist die Menge SDS, die an das Protein bindet und die negative Ladung
des Proteins proportional der L&nge des aufgefalteten Proteins und damit zur ProteingroRe,
sodass sie durch Anlage eines elektrischen Feldes nach GroRe im Gel aufgeteilt werden
konnen (Smith, 1994). Grollere Protein-SDS-Komplexe wandern langsamer durch die
Poren des Gels.

Zur Auftrennung wird ein diskontinuierliches Gel verwendet, namentlich ein 4,8%iges
Sammelgel und ein 12%iges Trenngel mit 21 Taschen. Dieses wird entsprechend

folgendem Schema unter einem Abzug gegossen:
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Trenngel (12%) Sammelgel (4,8%)
Acrylamid 30% 7,2 ml 1,6ml
dH20 7,47ml 5,75ml
Trenngelpuffer 4x 5mi Omi
Sammelgelpuffer 4x Oml 2,5ml
APS (10%) 100pl 50pl
TEMED (10%) 100pl 100pl

Tabelle 5: Schema zur Herstellung des SDS-Polyacrylamid-Gels

Zuerst wird das Trenngel gegossen und als Schutz vor Austrocknung vorsichtig mit 1-
Propanol Uberschichtet. Nachdem dieses auspolymerisisert ist, wird das Sammelgel
gegossen.

Die Proben fir den Auftrag auf das SDS-Gel werden vor dem Auftrag folgendermafen

vorbereitet: Die Pellets aus den Induktionskontrollen werden geméal folgender Formel mit

Wasser resuspendiert: Iti"*SOul H,0. Zu je 12ul der Suspension werden 4pl

It=o

4xProbenpuffer gegeben. Zu je 12ul des Durchlaufs, der Waschungen und der Eluaten
werden je 4ul 4xProbenpuffer gegeben. Zu 5ul LMW Marker werden 4pul 4xProbenpuffer
und 7ul H20 gegeben. S&mtliche Proben werden gevortext, fir 10 Minuten bei 98°C
gekocht und anschlieRend fiir 30s bei 13000 rpm zentrifugiert, um Kondensationswasser zu
sammeln.

Das auspolymerisierte  Gel wird in eine Laufkammer eingespannt. Die
Elektrophoresekammer wird mit Lammli-Puffer beflllt, welcher als Laufpuffer dient.
AnschlieBend wird eine Spannung von 85 Volt angelegt. Sobald die Proben das Trenngel
erreichen, wird die Spannung auf 125 Volt erhoht. Danach wird das Gel mit Coomassie
Farbeldsung auf einem Heidolph Schwenker 60 Minuten lang eingefarbt und anschlieRend

wird es Uber Nacht in Entfarbeldosung entfarbt.

2.5.6 Lagerung der Sauleneluate
Die Eluate werden zum Schutz vor Eiskristallbildung mit 30% Glycerin versetzt und bei -
20°C eingefroren.

2.5.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.5.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford mit Biorad Assay
Die Eluate der TvIPK-1 weisen einen hohen Reinigungsgrad auf, sodass ihre
Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay bestimmt werden kann. Hierbei macht man
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sich zu Nutze, dass sich unter Bindung von Coomassie brilliant blue G-250 an Proteine das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465nm ohne Protein zu 595nm mit Protein
verschiebt (Bradford, 1976).

Zur Quantifizierung des unbekannten Proteins wird eine Eichgerade mit BSA erstellt.
Diese enthielt BSA in der Endkonzentrationen Oug/pl, 5pg/pl, 10pg/pl, 20pug/pl, 30ug/ul,
40pg/pl, 50pg/ul bei einem Gesamtvolumen von 50ul. Da dem Zielprotein Glycerin
zugesetzt wurde, wird der Eichgerade dieses in &quivalenten Mengen zugesetzt, um
systematische  Messfehler zu vermeiden. 50ul des Zielproteins werden als
Dreifachbestimmung in ausreichender Verdinnung in den 96 Well gegeben. Zu den
Proben wird schlieBlich je 200ul Biorad-Reagenz, welches zuvor mit destilliertem Wasser
im Verhaltnis 1:4 verdinnt worden ist, gegeben. Nach fiinfminutiger Inkubation werden
die Proben im Multiskan Reader bei 595nm vermessen. Die Auswertung erfolgt mittels
Microsoft Excel. Die Erstellung einer Regressionsgerade anhand der Eichreihe ermdglicht
die Ermittlung der Konzentration des zu analysierenden Proteins.

2.5.7.2 Densitometrische Proteinbestimmung

Die densitometrische Proteinbestimmung wird insbesondere fur die TvIP6K4 verwendet,
da die Reinheit der Aufreinigung des Proteins fir eine Proteinbestimmung nach Bradford
unzureichend war. Dabei wird ein Proteinstandard, in diesem Fall BSA in aufsteigenden
Konzentrationen auf das SDS-PAGE Gel aufgetragen und die Proteinkonzentration des

Zielproteins abgeschatzt.

2.5.8 Testung der aufgereinigten Kinasen

Bevor die aufgereinigten Kinasen im gekoppelt enzymatisch-optischen Test vermessen
werden, erfolgt ein Screening auf putative Substrate durch Testung mit einem praktisch
alle Inositolphosphate enthaltenden Phytinsaurehydrolysat.

Folgender Ansatz wird flr das initiale Screening genutzt:

Substanz Endkonzentration
Hepes pH 7,0 20mM

KCI 30mM

MgCl; 2mM

DTT 1mM

ATP 0,5mM

PK 10 pg/pl

Tabelle 6: Screeningansatz fur die TvIPK-1 und die TvIP6K4
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Der oben beschriebenen Reaktionsgemische werden vorbereitet und zusammen mit dem

entsprechenden Enzym fir 10 Minuten bei einer Temperatur von 30°C im Thermomixer

inkubiert. AnschlieBend wird die Reaktion durch Zugabe des Phytinsaurehydrolysats

gestartet. Nach definierten Zeitpunkten werden zur Analyse mittels HPLC Aliquots mit

mindestens 2nmol Substrat entnommen und die Reaktion wird in flussigem Stickstoff

gestoppt.

Die identifizierten Substrate werden einzeln im gekoppelt enzymatisch-optischen Test

vermessen und die Reaktionsbedingungen fur beide Enzyme optimiert.

Daraus ergaben sich folgende optimierten Reaktionsansatze fur die nachfolgende

Vermessung einzelner Inositolphosphate:

Substanz Endkonzentration
Hepes pH 7,0 20mM

KCI 30mM

MgCl; 2mM

DTT 1mM

ATP 1mM

PK 10 pg/pl

Tabelle 7: Standardansatz fur die TvIPK

1

Substanz Endkonzentration
Hepes pH 6,8 20mM

KCI 50mM

MgCl; 2mM

DTT 1mM

ATP 1mM

PK 10 pg/ul

Tabelle 8: Standardansatz fur die TvIP6K4
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2.5.9 Vorbereitung der Proben fur die HPLC-Analyse mittels Metal-Dye Detection
(MDD-HPLC)
2.5.9.1 Vorbereitung von Proben mit niedrig phosphorylierten Inositolphosphaten
(IP2/1P3)

Die Proben, welche entweder aus dem optischen Test (s. 2.5.9) oder aus einem Ansatz fur
die HPLC entnommen werden, enthalten stets mindestens 2nmol Inositolphosphat, sodass
dieses mittels MDD-HPLC nachweisbar ist.

Um die Proben mittels HPLC zu analysieren, muss das enthaltene Protein durch Fallung
mit Trichloressigsaure entfernt werden (Bennett, 1967, Lin et al., 2010, Scholz et al.,
1990).

Die entnommenen Proben werden auf Eis gestellt und mit dH20O auf ein Gesamtvolumen
von 400ul aufgefillt. AnschlieRend werden 100pl eiskaltes TCA 50%, 1ul eiskaltes 0,5M
NaF und 20ul Aktivkohle hinzugegeben. Weiterhin wird der Probe der Chelatbildner
EDTA zugegeben und zwar in einer dquivalenten Menge, welche das vorhandene MgCl: in
der Probe bei einem pH von 7 vollstdndig komplexiert. Die Proben werden anschliel3end
10 Minuten lang bei 10°C im Reagenzglasrotator mit Uberkopf-Drehbewegung rotiert.
Dann werden sie bei 13000 rpm und 4°C 2 Minuten lang abzentrifugiert. Der Uberstand
wird in ein 2ml Eppendorf-Tube pipettiert. Zu dem Uberstand werden je 1ml
wassergesattigter Ether hinzu pipettiert und im Thermomixer bei 550rpm und 30°C
ausgeethert und der Ether bis zum Meniskus mit der Vakuumpumpe abgezogen. Dieser
Vorgang wird insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die wassrige Phase wird schlieBlich
mithilfe von Tris 2M und pH Indikatorpapier auf einen pH 6,5-7,0 eingestellt. Der
Restether wird durch 10mindtige Inkubation bei 50°C entfernt. Die Proben werden danach
mit dH20 auf ein Gesamtvolumen von 1000ul aufgefullt. Um die Restkohle zu entfernen

werden sie tber eine Minisart RC 4 Membran gefiltert.

2.5.9.2 Vorbereitung von Proben mit héher phosphorylierten Inositolphosphaten
(IP4/1P4+x)

Die entnommenen Proben werden auf Eis gestellt und mit dH>O auf ein Gesamtvolumen
von 400ul aufgefillt. AnschlieRend werden 100l eiskaltes TCA 50% und 1ul eiskaltes
0,5M NaF hinzugegeben. Weiterhin wird der Probe der Chelatbildner EDTA zugegeben
und zwar in einer &quimolaren Menge, welche das vorhandene MgCl> in der Probe
vollstandig komplexiert. Die Proben inkubieren anschliefend 10 Minuten lang auf Eis.
Dann werden sie bei 13000 rpm und 4°C 2 Minuten lang abzentrifugiert. Der Uberstand
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wird in ein 2ml Eppendorf-Tube pipettiert. Zu dem Uberstand wurden je 1ml
wassergeséattigter Ether hinzu pipettiert und im Thermomixer bei 550rpm und 30°C
ausgeethert und der Ether bis zum Meniskus mit der Vakuumpumpe abgezogen. Dieser
Vorgang wird insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die wassrige Phase wird schlieBlich
mithilfe von Tris 2M und pH Indikatorpapier auf einen pH 6,5-7,0 eingestellt. Der
Restether wird durch 10mindtige Inkubation bei 50°C entfernt. Die Proben werden danach

mit dH»0 auf ein Gesamtvolumen von 1000ul aufgefllt.

2.5.10 HPLC-Analyse mittels Metal-Dye Detection (MDD-HPLC)

Zur Analyse von Inositolphosphaten wurde die MDD-HPLC ) verwendet. Eine Methode,
welche es ermdglicht, Inositolphosphate ohne den Einsatz von Radioaktivitdt zu
analysieren (Mayr, 1988). Die Auftrennung des Inositolphosphatgemischs erfolgt mithilfe
einer Mini-Q-HPLC-Anionenaustauschsdule. Entscheidend fiir den Nachweis der
Inositolphosphate sind die beiden Hauptkomponenten, die bei der MDD-HPLC zum
Einsatz kommen, das trivalente Metallkation Yttrium und der Kationen-spezifische
Farbstoff 4-(2-Pyridylazo)resorcinol die Kopplung an ein optisches System ermdglicht
dabei den Nachweis der Inositolphosphate (Mayr, 1988). PAR komplexiert Yttrium bei pH
> 7,5 in einem stochiometrischen Verhéltnis von 1:1. Dieser Komplex weist im Gegensatz
zu PAR eine starke Absorption bei einer Wellenlange von 520nm auf (Elchuk and Cassidy,
1979). PAR und die Phosphatgruppen der Inositolphosphate, welche als Polyanionen
agieren, konkurrieren um die Bindung an Yttrium (Mayr, 1988). Die Affinitat der
Inositolphosphate zu Yttrium ist hoher als die Affinitdt von PAR zu Yttrium. Daher sinkt
in Anwesenheit von Inositolphosphaten die gemessene Absorption. Das gemessene
negative Signal wird invertiert, sodass ein positiver Peak entstent (Mayr, 1988). Die
Tatsache, dass man die Retentionszeit des Peaks in Relation zu einem
Phytinsaurehydrolysat-Standard (IPx-Standard) bzw. IP7- oder IP8 Standard setzen kann,
ermoglicht eine Zuordnung der gemessenen Peaks und teilweise auch eine Quantifizierung.
Aus den vorbereiteten Proben (s.2.5.7) werden 950ul entnommen. Diesen werden 300ul
HPLC-Probenpuffer zugefiigt. 1,2ml der so vorbereiteten Proben werden Uber einen
Autosampler (Sample Injector S5200) auf die Mini-Q Sdule injiziert. Nicht bindende
Bestandteile (Kationen, solitdre Anionen) werden mit Eluent A von der MiniQ PC 3.2/3
Saule gewaschen. Die Inositolphosphate werden mit einem angepassten Gradienten von
Eluent A und Eluent B von der Sdule eluiert und kontinuierlich mit dem
Nachsdulenreagenz C versetzt, wobei das Verhéltnis der Volumina von Reagenz C zu

Eluent A/B 1:2 betrdgt. Die eluierenden Inositolphosphate fuhren aufgrund des oben
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beschriebenen Komplexierungsreaktion nach Elution wvon der S&aule zu einer
Absorptionsabnahme bei 520nm, welche tber einen UV Detektor (SPD-10 AV UV/Vis
Detector, Shimadzu) erfasst wird (Scholz, 1990).

2.5.11 Gekoppelter enzymatisch-optischer Test
2.5.11.1 Testung der Kinaseaktivitat beider Enzyme

In einem gekoppelten enzymatisch-optischen Test werden mehrere Reaktionen in einer
Weise gekoppelt, die es erlaubt, die Bildung oder den WVerbrauch eines optisch
nachweisbaren Produktes nachzuweisen. Hier wird die Messung der Reaktion an einem
Photometer bei 360nm maoglich. Dies erlaubt es die Abnahme bzw. Zunahme von NADH
nachzuweisen, da NADH UV-Licht bei einer Wellenlange von 345-360nm stark
absorbiert, NAD" jedoch nicht.

Zum Nachweis der Kinaseaktivitat der Enzyme wurden folgende Reaktionen gekoppelt:

1- Phosphorylierung eines Inositolphosphats durch die TvIPK-1 respektive TvIP6K4

unter ATP Verbrauch

TvIPK-1 bzw. TvIP6K4
IP, + ATP IP, + ADP

2- Regeneration des ATPs durch die Pyruvatkinase durch Umsatz von

Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat

PK
PEP + ADP — Pyruvat + ATP

3- Reduktion von Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase zu Laktat unter Verbrauch
von NADH

LDH
Pyruvat + NADH/H* — Laktat + NAD*

Aus den Reaktionsgleichungen ergibt sich, dass bei geeigneten Bedingungen
(Enzymiiberschuss an PK und LDH, séttigendes PEP) die Abnahme von NADH &quimolar
zum Umsatz des jeweils getesteten Inositolphosphats (IPx) erfolgt.

Somit konnte der enzymatisch-optisch gekoppelte Test genutzt werden, um die Aktivitat
der Kinase festzustellen und Messungen zur vmax und Kmn-Wert Bestimmung

durchzufihren.
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Die Messungen erfolgten an einem Lamda 20 UV-Spektralphotometer der Firma Perkin-
Elmer. Es wurden fir beide Enzyme jeweils optimale Reaktionsbedingungen ermittelt.

Entsprechend erfolgte die Testung fiir die TvIPK-1 unter folgenden Bedingungen:

Substanz Endkonzentration
Hepes pH 7,0 20mM

KCI 30mM

MgCl> 2mM

DTT 1mM

NADH 0,2mM

PEP 1mM

ATP 1mM

LDH 7,8ug/ul

PK 10 g/ pl

Tabelle 9: Standardansatz fur die TvIPK-1

Die Testung der TvIP6K4 erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Substanz Endkonzentration
Hepes pH 7,0 20mM

KCI 50mM

MgCl, 4mM

DTT 1mM

NADH 0,2mM

PEP 1mM

ATP 2mM

LDH 7,8ug/ul

PK 10 pg/ pl

Tabelle 10: Standardansatz fur die TvIP6K4

Die oben beschriebenen Reaktionsmixe werden als 10fach Mix vorbereitet und 10 Minuten
bei 4°C und 10000rpm abzentrifugiert, um zu verhindern, dass es durch Staub zu
Artefaktbildung bei der Aufzeichnung mit dem empfindlichen Photometer kommt. Der
fertige Mix wird auf Eis gestellt. Die Reaktionsansdtze werden zusammen mit dem
entsprechenden Enzym fir 10 Minuten bei einer Temperatur von 30°C im Photometer in
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einer Polystyrol Kivette vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe des putativen
Substrats gestartet. Gegebenenfalls werden zur Analyse mittels HPLC Aliquots mit
mindestens 2nmol Substrat entnommen und die Reaktion in fliissigem Stickstoff gestoppt.
Da sich zeigte, dass einige Reaktionen der TvIPK-1 sehr schnell ablaufen, wurde das
Enzym fur die genaue Analyse der entsprechenden Reaktionen mit folgendem

Verdlnnungsmix verdinnt:

Substanz Endkonzentration
Hepes pH 7,0 20mM

KCI 30mM

MgCl; 4mM

DTT 1mM

Tabelle 11: Verdinnungsmix fir die TvIPK-1

Fur die Testung von TvIP6K4 wurde kein Verdiinnungsmix genutzt.

2.5.11.2 Auswertung der Ergebnisse des optisch-gekoppelten Test

Der Auswertung des optischen gekoppelten Testes erfolgt mithilfe des Programmes UV
WinLab Software. Fir das Hauptsubstrate erfolgt die Ermittlung des vmax und Km-Wertes
mittels Michaelis-Menten Konstante und Lineweaver-Burk Diagramm.

Die Michaelis-Menten Gleichung beschreibt die Abhangigkeit der Geschwindigkeit der

Substratumsetzung v von der Substratkonzentration S .

x [CSubstrat]
KM + [CSubstrat]

UV = Umax

Die Michaelis-Menten Konstante Km entspricht der Substratkonzentration, bei welcher ein
bestimmtes Enzym ein bestimmtes Substrat mit halbmaximaler Geschwindigkeit, ndmlich
Vmax/2 umsetzt (Michaelis, 1913). Die ablaufende Reaktion l&sst sich dabei zusatzlich in
Reaktion 1.0rdnung und in Reaktion 0. Ordnung unterteilen. Im Bereich der
Substratkonzentrationen, die zu einer submaximalen Umsatzgeschwindigkeit fihren,
spricht man von einer Reaktion 1. Ordnung. Ab Erreichen einer Substratkonzentration, bei
der die Reaktionsgeschwindigkeit maximal ist und sich durch eine Zunahme der

Substratkonzentration nicht mehr &ndert, spricht man von einer Reaktion 0.Ordnung.
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3 Ergebnisse
3.1 Umklonierung der cDNA aus dem Klonierungsvektor in den Expressionsvektor

Zur Umklonierung der cDNA der TVvIPK-1 bzw. der TvIP6K4 der Zielenzyme aus dem
Expressionsvektor pEX-A2 in den Klonierungsvektor psk, erfolgt der praparative
Restriktionsverdau mit Restriktionsendonukleasen NCO1 und XHOL (s. 2.3.2).

Nach Durchfihrung des préparativen Restriktionsverdaus erfolgt die Kontrolle mittels

Agarosegelelektrophorese und die anschlieBende Extraktion der relevanten Banden mit

dem Skalpell.
1kb DNA | psk- pEX- pEX-
10000bp Marker | AtIMPK | TvIPK-1 | TvIP6K4
8000bp
6000bp

5000bp \
4000bp g
3500bp ——
3000bp ?
2500bp -
2000bp —
15000p
1000bp

750bp S
500bp
250bp

Abbildung 9: 1,2%iges praparatives Agarosegel vor Extraktion der DNA Banden fir die
Ligation der DNA in den psk-Vektor

Die Abbildung zeigt den psk-Vektor (A), entwickelt fiir die IPMK aus Arabidopsis thaliana
(Nalaskoswski et al. unveroffentlicht ) mit 4941bp und den Expressionsvektor pEX mit
2450bp (U). Weiterhin ist die cDNA der TvIPK-1 (1) mit einer Basenpaarlange von 782bp
und die cDNA der TvIP6K4 (/) mit 950bp zu sehen.
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TvIPK-1 Klone

TvIP6K4 Klone

1

2
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1
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DNA
Marker

VDN

10000bp
8000bp
6000bp
5000bp
4000bp
3500bp
3000bp
2500bp
2000bp
1500bp
1000bp
750bp
500bp
250bp

Abbildung 10:1,2%iges praparatives Agarosegel nach Extraktion der DNA Banden fur die

Ligation der DNA in den Zielvektor

Nach Extraktion der DNA Inserts und des psk Vektors aus dem Agarosegel (s.2.3.4)

erfolgt die Ligation der DNA in den Expressionsvektor (s.2.3.5). Anschlieend wird die

vektorielle DNA mittels Hitzeschocktransformation

in E. coli

xI1 blue Stdmme

eingeschleust (s. 2.4.4). Pro Enzym werden 4 Klone gepickt und die DNA mittels Mini-

Préparation extrahiert (s.2.3.6).

Diese werden danach nach einem analytischen

Restriktionsverdau (s.2.3.8) mittels Agarose-Gelelektrophorese (s.2.3.3) analysiert.

TvIPK-1 Klone

TvIP6K4 Klone

1

2

3

1

2

3

1kb
DNA
Marker

VN

10000bp
8000bp
6000bp
5000bp
4000bp
3500bp
3000bp
2500bp
2000bp
1500bp
1000bp
750bp
500bp
250bp

Abbildung 11: psk-TvIPK-1 und psk-TvIP6K4 nach analytischem Restriktrionsverdau,

1,6%iges analytisches Agarosegel
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Die Abbildung zeigt den erfolgreichen Restriktionsverdau der vektoriellen DNA der
TvIPK-1 und der TvIP6K4 mit NCO1 und XHOL. Der Klon 2 der TvIPK-1 wurde
verloren. Der psk-Vektor (A) stellt sich auf der erwarteten Hohe mit 4941bp dar. Die
cDNA der TVvIPK-1 (/) mit einer Basenpaarlange von 782bp und die cDNA der TvIP6K4
( 1) mit 950bp finden sich ebenfalls auf der erwarteten Hohe. Aufgrund dieser positiven
Ergebnisse wurde jeweils Klon 1 der beiden Enzyme zur Sequenzierung ausgewéhlt. Die
Sequenzierung der DNA ergab, dass sowohl die DNA der TvIPK-1 und der TvIP6K4 mit

regelrechter Sequenz ohne Nachweis einer Mutation vorliegen.

3.2 Rekombinante bakterielle Expression und Reinigung der TvIPK-1

Die Expression der TvIPK-1 erfolgt in dem Bakterienstamm BL21 (DE3) plyspREP4
mithilfe eines psK-Vektors (s. 2.4.7). Die Proteinaufreinigung erfolgt Uber eine
Phosphocellulose-Saulenchromatographie (s. 2.5.2). Das Ergebnis der
Expressionskontrollen und der Aufreinigung ist in nachfolgenden Abbildungen zu sehen:

LMW 10 1I1 12 13 U D WwWI W2

97kDa
66kDa
45kDa

30kDa

20kDa

Abbildung 12: Expressionskontrollen der Proteinexpression der TvIPK-1 bei 37°C,
Coomassie gefarbtes 10%iges SDS-PAGE Gel

Die Abbildung zeigt die erfolgreiche Induktion der Proteinexpression mit positiven
Expressionskontrollen zum Zeitpunkt 0 Minuten (10), sowie eine (11), zwei (12) und drei
Stunden (13) nach Induktion mit IPTG. Im Uberstand (U) finden sich groBe Mengen des
Zielproteins &) mit einem erwarteten Gewicht von 29,8kDa. Der Uberstand zeigt groRe
Mengen an Verunreinigungen, die zu groflen Teilen mit dem Durchlauf und den
Waschungen ausgewaschen werden, ohne dass dabei signifikante Mengen des Zielproteins

ausgewaschen werden.
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-3
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Abbildung 13: Elutionsfraktionen der TvIPK-1 nach Aufreinigung mittels P11-
Phosphocellulosechromatographie, Coomassie gefarbtes 10%iges SDS-PAGE Gel

Das Strep-Tagll-TvIPK-1 Fusionsprotein hat eine errechnete molekulare Masse von
29,8kDa. Bei der Gelelektrophorese lauft es bei ca. 30kDa. Das SDS-PAGE Gel zeigt eine
sehr zufriedenstellende Aufreinigung des Proteins. Die stérkste Elution ({)) erfolgt bei einer
NaCl-Konzentration von 250mM NaCl (Eluat 7-8) und bei 500mM NaCl (Eluat 9-12). Das
Reinigungsergebnis konnte durch wiederholte Expression unter identischen Bedingungen
reproduziert werden. Von der Elutionsfraktion E11 wurde mittels Bradford Test und
densitometrischer Proteinbestimmung die Proteinkonzentration ermittelt und den weiteren

enzymatischen Vermessungen zu Grunde gelegt.

3.3 Bestimmung der Substratspezifitat der TvIPK-1

Zur Bestimmung der Substratspezifitdt der TvIPK-1 werden zunéchst zur Orientierung
MDD-HPLC Analysen mit Phytinsaurehydrolysat durchgefiihrt, einem Gemisch aus den
meisten Inositolphosphaten in bekannter Zusammensetzung (s.2.5.8). Um erste Substrate
und Produkte der TvIPK-1 zu identifizieren werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
Proben entnommen und mittels MDD-HPLC analysiert. Die Ergebnisse werden zusétzlich
als Differenzchromatogramm dargestellt. Dabei wird die InsP-Analyse zum Zeitpunkt A
von der InsP-Analyse zum Zeitpunkt B abgezogen. Dies ermdglicht die Darstellung der
Substrate als negative Peaks und die Darstellung der Produkte als positive Peaks. Auf
Basis dieser Daten konnen erste putative Substrate ermittelt werden. Eine eindeutige
Substrat-Produkt Beziehung lasst sich erst durch eine Austestung der einzelnen Substrate
etablieren. Das untenstehende Chromatogramm zeigt das Ergebnis der Analyse des
Umsatzes des Phytinsdurehydrolysats durch TvIPK-1 in 1:3 Verdinnung.
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3.3.1 Umsatz von Phytinsaurehydrolyast
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Abbildung 14: Chromatogramm - Umsatz von Phytinsdurehydrolysat durch die TvIPK-1 in
1:3 Verdiinnung
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Die Abbildung zeigt deutlich, dass ein breites Spektrum an Inositolphosphaten durch die
TvIPK-1 phosphoryliert wird, sichtbar an den Inositolphosphaten, deren Peak abnimmt.
Innerhalb der ersten beiden Minuten zeigt sich eine deutliche Abnahme von 1,2,3,4 InsP4,
1,3,4,6 InsP4 und 1,2,3,4,6 InsPs. AulRerdem zeigt sich eine Abnahme von 1,2,3,4,5 InsPs
ab der fiinften Minute. Ab der 15. Minute gibt es eine deutliche Abnahme von 1,2,4,5,6
InsPs und 1,3,4,5,6 InsPs. Entstehende Produkte sind 1,3,4,5,6 InsPs innerhalb der ersten
beiden Minuten. Auflerdem entsteht in einer langsamen Reaktion InsPs, 5PP-InsP4 und

1/2/3PP-InsPs. Insgesamt ist somit eine breite Substratspezifitdt zu verzeichnen.
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Abbildung 15: Differenzchromatogramm - Umsatz von Phytinsdurehydrolysat durch die

TvIPK-1 in 1:3 Verdiinnung
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Das Differenzchromatogramm verdeutlicht nochmal welche Inositolphosphate Substrate
bzw. Produkte sind. Dargestellt werden drei verschiedene Zeitpunkte in Relation zum
Zeitpunkt 0 Minuten, namlich 2 Minuten, 60 Minuten und Uber Nacht. Hierdurch lassen
sich noch weitere Substrate identifizieren. Anhand der Abnahme der Peaks l&asst sich
zusétzlich 1,4,5 InsPs als Substrat identifizieren. AuBerdem sind alle InsPs-Isomere mit der
Ausnahme von 1,2,5,6 InsPs; Substrate. Auch sadmtliche InsPs-Isomere einschlieRlich
1,3,4,5,6 InsPs werden tber Nacht verstoffwechselt. Als Produkt l&sst sich 1,2,5,6 InsP4
identifizieren. Nach 60 Minuten zeichnet sich InsPs deutlich als Produkt ab und iber Nacht
werden 5PP-InsP4, 1/2/3PP-InsPs als Produkt sichtbar.

Zu genaueren Analyse der ablaufenden Reaktionen wurde der Versuch mit der TvIPK-1 in
1:10 Verdinnung wiederholt und eine quantitative Analyse durchgefuhrt, welche eine
Deduktion der erfolgten Reaktionen erlaubt und die Auswahl der zu analysierenden
Substrate spezifiziert. Das Ergebnis der quantitativen Analyse ist in der nachfolgenden
Abbildung dargestellt.
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Abbildung 16: Quantitative Analyse des Umsatzes von Phytinsaurehydrolysat durch die
TvIPK-1 in 1:10 Verdinnung — Gesamtiiberblick

56



16

, ——IP2
—8-1(1.4.5)P3:1(1,2,3)P3;

11 g
——1(4.5,6)P3

12~

——1(1.2,4,6)P4; 1{1,2.3.4)P4
—=1(1,2.34)P4; I(1,3.4,6)P4

10 ——1(1.2.4.5P4
2 —~—11256P4
c; 7 ——1(2,4,5,6)P4
= . 1(1.4.5.6)P4
67 —=—1(1234.6)P5
——1(12345)P5
44

D/LI(1.2.4,5.6)P5
) 1(1.3.4.5.6)P5
27\

0 5 10 15 20

Reaction time [min]

Abbildung 17: Quantitative Analyse des Umsatzes von Phytinsaurehydrolysat durch die

TvIPK-1 in 1:10 Verdinnung — schnelle initiale Reaktionen im Detail
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Abbildung 18: Quantitative Analyse des Umsatzes von Phytinsaurehydrolysat durch die
TvIPK-1 in 1:10 Verdlinnung — Minute 0 bis 120
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In Zusammenschau der quantitativen Analysen konnten vorab folgende putative

Reaktionswege etabliert werden:

1,2,4 InsPs —» 1,2,3,4 InsP4s — 1,2,3,4,5 InsPs

1,2,5 InsP3
1,2,5,6 InsP4

126 InsP3 "

1,2,3,4 InsP4 \

1,2,3,5 InsPs —»1,2,3,4,5 InsPs

1,2,4,5 InsP4 el

2,456 InsPs —» 1,2,4,5,6 InsSP5s —» InsPg —» 1/2/3PP-InsPs

1131416 InSP4 _>1,3,4,5,6 InSPS — > 5PP-|I’]SP4

Zur Verifizierung der Substrat-Produkt Beziehung wurden der Umsatz der Substrate durch

die TvIPK-1 einzeln ausgetestet und mittels MDD-HPLC analysiert. Diese Ergebnisse sind

im Folgenden aufgefihrt.
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3.3.2 Umsatz von 1,4 InsP2
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Abbildung 19: Chromatogramm — Umsatz von 1,4 InsP2 durch die TvIPK-1

1,4 InsP, eluiert zusammen mit dem ATP-Peak. 8uM des Substrates werden von der
TvIPK-1 mit einer Ansatzkonzentration von 22mg/l sehr langsam iber Nacht an der 3-OH
Position zu 1,3,4 InsP3 phosphoryliert.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
1,4 InsP2 —»1,3,4 InsP3
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3.3.3 Umsatz von 4,5 InsP2
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Abbildung 20: Chromatogramm — Umsatz von 4,5 InsP> durch die TvIPK-1

4.5 InsP; ist ein reines Substrat. 10uM des Substrates werden von der TvIPK-1 in einer
Ansatzkonzentration von 22mg/l sehr langsam umgesetzt. 4,5 InsP,> wird vorzugsweise an
der 3-OH Position und zu einem kleinen Teil an der 6-OH Position phosphoryliert. Als
Endprodukte der ersten Phosphorylierung entstehen 3,4,5 InsP3z und 4,5,6 InsPs. Als
gemeinsames Endprodukt entsteht aus letzteren 3,4,5,6 InsPs. Ein weiteres InsP4 eluiert
kurze Zeit hinter dem 3,4,5,6 InsP4. Bei diesem handelt es sich vermutlich um ein

pyrophosporyliertes InsP3.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
4,51InsP2 —» 3,4,5 InsP3 —» 3,4,5,6 InsP4+ PP-InsP2

™S 456 InsPs
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3.3.4 Umsatz von 1,2,5 InsP3/ 2,3,5 InsP3
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Abbildung 21: Chromatogramm — Umsatz von 1,2,5 InsP3 durch die TvIPK-1

Bei dem Peak bei einer Retentionszeit von 14,8 Minuten handelt es sich um ein Artefakt.
Das Substrat 1,2,5 InsPs ist ein Enantiomerengemisch, welches 1,2,5 InsPs und 2,3,5 InsP3
enthélt. Die Substrate werden sehr langsam verstoffwechselt. 5uM 1,2,5 InsP3 und 2,3,5
InsP3 werden von 27,5 mg/l Enzym an der 6-OH Position zu 1,2,5,6 InsPa4, respektive
2,3,5,6 InsP4 phosphoryliert.

Zusammenfassend ergeben sich folgende Reaktionswege:
1,2,5InsP3 —» 1,2,5,6 InsP4

2,35InsP3 —> 2,3,5,6 InsPs
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3.3.5 Umsatz von 1,2,6 InsP3/ 2,3,4 InsP3
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Abbildung 22: Chromatogramm — Umsatz von 1,2,6 InsP3z durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt, den Umsatz von 1,26 InsP3. Diese liegt als
Enantiomerengemisch zusammen mit 2,3,4 InsP3 vor und ist kein Substrat. Somit ist die in
der quantitativen Analyse etablierte Theorie, dass die TvIPK-1 1,2,6 InsP3z an der 5-
Position zu 1,2,5,6 InsP4 phosphoryliert, widerlegt.

62



3.3.6 Umsatz von 1,3,4 InsP3
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Abbildung 23: Chromatogramm — Umsatz von 1,3,4 InsP3 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den Umsatz von 10uM 1,3,4 InsPz durch die TvIPK-1 in einer
Ansatzkonzentration von 46mg/l. Zunachst wird 1,3,4 InsP3 dabei in einer langsamen
Reaktion an der 6-OH Position zu 1,3,4,6 InsP4 phosphoryliert. Aufgrund des niedrigen
Km-Wertes von 1,3,4,6 InsP4 (s. 3.4.26) und der schnellen Weiterreaktion desselben zu
1,3,4,5,6 InsPs ist es mittels MDD-HPLC nur als sehr kleiner Peak nachweisbar. Das
1,3,4,5,6 InsPs wird an der 5-Stelle pyrophosphoryliert, sodass 5PP-InsP4 entsteht.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:

1,3,4 InsP3 —» 1,3,4,6 InsP4 —» m-1,3,4,5,6 InsPs —» PP-InsP4
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3.3.7 Umsatz von 1,4,5 InsP3
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Abbildung 24: Chromatogramm — Umsatz von 1,4,5 InsP3 durch die TvIPK-1

1,45 InsPs ist ein hochreines Substrat. In einer schnellen Reaktion wird 1,4,5 InsP3
innerhalb von 15s vollstandig einerseits an der 3-Position phosphoryliert und andererseits
an der 6-Position phosphoryliert, sodass 1,4,5,6 InsP4 und 1,3,4,5 InsP4 entstehen. 1,3,4,5
InsP4 wird innerhalb von 15 Minuten vollstandig an der 6-Stelle phosphoryliert, sodass
1,3,4,5,6 InsPs entsteht. 1,4,5,6 InsP4 wird in einer vergleichsweise langsameren Reaktion
zu 1,3,4,5,6 InsPs verstoffwechselt.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
/v 1,3,4,5 InsP4 \
1,4,5 InsPs 1,3,4,5,6 InsPs

1,4,5,6 InsP4
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3.3.8 Umsatz von 1,4,6 InsP3
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Abbildung 25: Chromatogramm — Umsatz von 1,4,6 InsP3 durch die TvIPK-1

Das 1,4,6 InsPs wird einer schnellen Reaktion zu 1,4,5,6 InsPs umgesetzt, welches dann an
seiner 3-Position phosphoryliert wird, sodass 1,3,4,5,6 InsPs entsteht. Letzteres wird Uber
Nacht pyrophosphoryliert, sodass ein PP-InsP4 entsteht. Die genaue Position kann mittels
MDD-HPLC nicht detektiert werden. Bei der Pyrophosphorylierungsstelle handelt es sich

um die 4-, 5- oder 6-Position.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
1,4,6 InsP3 — 1,456 InsP4+ —>» 1,3,4,5,6 InsPs — PP-InsP4
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3.3.9 Umsatz von D-2,4,5 InsP3
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Abbildung 26: Chromatogramm — Umsatz von D-2,4,5 InsP3 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den Umsatz von D-2,4,5 InsPs. Dieses ist kein reines Isomer.
Es ist mit circa 4% 1,4,5 InsPs verunreinigt, sowie mit einem Isomer, welches auf Hohe
von 3,4,5 InsP3 eluiert. 20uM D-2,4,5 InsP3 werden in einer schnellen Reaktion von 1,83
mg/l Enzym innerhalb von 1 Minute fast vollstandig an der 3-Position phosphoryliert,
sodass D-2,3,4,5 InsP4 entsteht. Weiterhin wird es in einer zeitgleich ablaufenden Reaktion
an der 6-Position zu 2,4,5,6 InsP4 phosphoryliert. Beide InsP4 Isomere werden weiter zu
2,3,4,5,6 InsPs phosphoryliert, welches (ber Nacht zu InsPs phosphoryliert wird. 1,4,5
InsP3z wird an der 3-OH und an der 6-OH Position phosphoryliert, sodass 1,4,5,6 InsP4 und
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Zusammenfassend ergeben sich folgende Reaktionswege:
2,3,4,5 InsP4
2,4,5 InsP3 2,3,4,5,6 InsPs —» InsPs

~ m-2,4,5,6 InsPs 7

D-1,45 InsPz —» 1/3,45,6 InsP2 —> 1,3,4,5,6 InsPs
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3.3.10 Umsatz von D-3,4,6 InsP3
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Abbildung 27: Chromatogramm — Umsatz von D-3,4,6 InsP3 durch die TvIPK-1

Das Substrat D-3,4,6 InsP3 ist zu 15% mit einem unbekanntem Inositolphosphat
verunreinigt, welches nicht umgesetzt wird. Aullerdem ist es mit geringen Mengen 1,4,6
InsP3z verunreinigt. 5uM D-3,4,6 InsP3 werden von 1,83mg/l TvIPK-1 rasch an der 5-OH
Position phosphoryliert, sodass 3,4,5,6 InsPs entsteht. Dieses wird in einer langsamen
Reaktion zu 1,3,4,5,6 InsPs weiter phosphoryliert. 1,4,6 InsPs wird zunédchst an der 5-OH
Gruppe zu 1,4,5,6 InsP4 und dann weiter zu 1,3,4,5,6 InsPs phosphoryliert.
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Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
D-3,4,6 InsPs — 3,4,5,6 InsP4
1,4,6 InsP3 —»1,4,5,6 InsP4+ — 1,3,4,5,6 InsPs
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3.3.11 Umsatz von 1,2,3,4 InsPs
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Abbildung 28: Chromatogramm — Umsatz von 1,2,3,4 InsP4 durch die TvIPK-1

1,2,3,4 InsP4 ist ein hochreines Substrat, welches zunéchst sehr langsam an der 6-OH
Position phosphoryliert wird, sodass 1,2,3,4,6 InsPs entsteht, welches anschlieRend weiter
zu InsPg phosphoryliert wird.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
1,2,3,4 InsPs — 1,2,3,4,6 InsPs — InsPs
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3.3.12 Umsatz von 1,2,3,5 InsPa
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Abbildung 29: Chromatogramm — Umsatz von 1,2,3,5 InsP4 durch die TvIPK-1

1,2,3,5 InsPs wird langsam uber InsPs zu InsPs phosphoryliert. Das entsprechende InsPs ist
nicht im Chromatogramm abgebildet. Dies liegt vermutlich am ehesten daran, dass das
InsPs langsam gebildet wird und dann sehr schnell zu InsPe phosphoryliert wird. Bei dem

InsPs handelt es sich entweder um 1,2,3,5,6 InsPs oder um 1,2,3,4,5 InsPs.
Zusammenfassend ergeben sich folgende mogliche Reaktionswege:

1,2,35InsPs —» 1.,2,3,4,5 InsPs —» InsPs
1,2,3,5InsPs —» 1,2,3,5,6 InsPs —» InsPs
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3.3.13 Umsatz von D-1,2,3,6 InsPs
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Abbildung 30: Chromatogramm — Umsatz von D-1,2,3,6 InsP4 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den Umsatz von D-1,2,3,6 InsP4. Das Ausgangssubstrat ist mit
mit 0,95% InsPs verunreinigt. 10uM D-1,2,3,6 InsP4 werden von 9,17 mg/l TvIPK-1 in
einer langsamen Reaktion an der 5-Position zu 1,2,3,5,6 InsPs phosphoryliert, welches
langsam zu InsPe phosphoryliert wird. Das entstandene InsPs wird tiber Nacht entweder an
1-, 2- oder 3-Position pyrophosphoryliert, sodass ein 1/2/3PP-InsPs entsteht. Die genaue
Struktur des PP-InsPs l&sst sich anhand dieser MDD-HPLC Analytik nicht bestimmen.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
D-1,2,3,6 InsPs —» 1,2,3,5,6 InsPs — InsPe —» PP-InsPs
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3.3.14 Umsatz von 1,2,4,5 InsPs
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Abbildung 31: Chromatogramm — Umsatz von 1,2,4,5 InsP4 durch die TvIPK-1

Das Substrat 1,2,4,5 InsP4 liegt als Enantiomerengemisch zusammen mit 2,3,4,5 InsP4 vor
und ist mit 4% 1,3,4,6 InsP4 kontaminiert, welches bei derselben Retentionszeit eluiert.
AuRerdem ist es mit 10% 2,3,4,5 InsP4 und 1% InsPe verunreinigt. %. 2,3,4,5 InsP4 liegt
ebenfalls als Enantiomerengemisch mit 1,2,5,6 InsP4 vor.

1,2,4,5 InsP4 wird in einer schnellen Reaktion an der 3-OH Gruppe zu 1,2,3,4,5 InsPs
phosphoryliert. AuBerdem wird ein Teil des 1,2,4,5 InsPs an der 6-OH Position zu
1,2,4,5,6 InsPs phosphoryliert. Beide InsPs werden weiter zu InsPs phosphoryliert. 1,3,4,6
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InsP4 wird an der 5-OH Position zu 1,3,4,5,6 InsPs phosphoryliert (s. 3.3.11). 2,3,4,5 InsPs
wird an seiner 6-OH Position zu 2,3,4,5,6 InsPs phosphoryliert.1,2,5,6 InsP4 wird zu
1,2,4,5,6 InsPs phosphoryliert.

Zusammenfassend ergeben sich folgender Reaktionswege:
1,2,4,5 InsP4s — 1,2,3,4,5 InsPs — InsPs
1,2,4,5,6 InsPs

2,3,45InsPs —» 2,3,4,5,6 InsPs
1,3,4,6 InsPs —» m-1,3,4,5,6 InsPs
1,256 InsPs —» m-1,2,4,5,6 InsPs
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3.3.15 Umsatz von D-1,3,4,5 InsPa
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Abbildung 32: Chromatogramm — Umsatz von D-1,3,4,5 InsP4 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den Umsatz von D-1,3,4,5 InsP4. Das Substrat enthalt als
Verunreinigung 2,33% 1,2,4,5 InsP4 und 3,5% 2,3,4,5 InsP4. 17uM D-1,3,4,5 InsP4 werden
in einer schnellen Reaktion von der TvIPMK in einer Ansatzkonzentration von 9,17 mg/|
an der 6-OH Position phosphoryliert, sodass 1,3,4,5,6 InsPs entsteht, welches in einer
langsamen Reaktion (ber Nacht an einer unbekannten Position weiter zu einem PP-InsP4
(Retentionszeit 19,8 Min.) pyrophosphoryliert wird. Auflerdem wird D-1,3,4,5 InsP4 an
unbekannter Stell zu einem PP-InsP3 pyrophosphoryliert. Diese ist nach 180 min. nicht
mehr nachweisbar, gleichzeitig eluiert als Produkt bei einer Retentionszeit von 18,99
Minuten ein zweites PP-InsPs. 1,2,4,5 InsPs wird zu 1,2,3,4,5 InsPs phosphoryliert,
welches weiter zu InsPs phosphoryliert wird.

75



Zusammenfassend ergeben sich folgende Reaktionswege:
m-1,3,4,5,6 InsPs — PP-InsP4 (RT 19.8)
D-1,3,4,5 InsP4
S pp. InsPs (RT 16.3) — PP-InsPs (RT 19.0)

1,2,45 InsPs —» 1,2,3,4,5 InsPs —» InsPs
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3.3.16 Umsatz von 1,3,4,6 InsPs
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Abbildung 33: Chromatogramm — Umsatz von 1,3,4,6 InsP4 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den extrem schnellen Umsatz von 1,3,4,6 InsPs durch die
TvIPMK. Innerhalb von einer Minute wird das Substrat vollstandig umgesetzt. Dabei wird
es an der 5-Position zu 1,3,4,5,6 InsPs phosphoryliert. Hierbei handelt es sich um eine
Reaktion mit einem sehr niedrigen Km-Wert.

Zusammenfassend ergibt sich folgender Reaktionsweg:
1,3,4,6 InsPs — 1,3,4,5,6 InsPs
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3.3.17 Umsatz von 1,3,5,6 InsP4
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Abbildung 34: Chromatogramm — Umsatz von 1,3,5,6 InsP4 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den Umsatz von 1,3,5,6 InsP4, welches mit 1,6% InsPe
verunreinigt ist. 10uM 1,3,5,6 InsP4 werden an der 4-OH Position von 9,2mg/l Enzym
phosphoryliert, sodass 1,3,4,5,6 InsPs entsteht. Durch Pyrophosphorylierung an
unbekannter Stelle entsteht aus diesem ein PP-InsP4 (s.3.3.24). Das InsPs wird nicht
verstoffwechselt.

Zusammenfassend ergeben sich folgende Reaktionswege:

1,3,5,6 InsP4 — m-1,3,4,5,6 InsPs — PP-InsP4 (RT 19.7 min)
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3.3.18 Umsatz von 1,4,5,6 InsPa
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Abbildung 35: Chromatogramm — Umsatz von D-1,4,5,6 InsP4 durch die TvIPK-1

Das Chromatogramm zeigt den Umsatz von 1,4,5,6 InsP4. Das Ausgangssubstrat ist zu
0,4% mit 2,4,5,6 InsP4 verunreinigt. 21uM