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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Inositol (1,4,5)P3 ver mittelte Signaltransduktion

Dea  Ausggangsounkt fir die Bildung des sekundéren Botenstoffes Inositol 1,45
trisphosphat  (Ins(1,4,5)P;) und die damit verbundene Freisstzung von C&" aus
intrazelluléren Speichern ig die Stimulierung von Zdloberfléchenrezeptoren durch eine
Vidzahl von Neurotransmittern, Hormonen und Wachstumsfaktoren (Sehe Tab. 1).

G-Protein gekoppelte Rezeptoren:

Tyrosinkinase gekoppelte

Bombesin: BB4, BB,
Bradykinin: By, B,

ViaPLCb Rezeptoren:
ViaPLCg
Adrenerge: a4, a1, a1p Oxytocin: OT Epidermal growth factor
Muscarine: M 1, Mo, M3 Prostanoid: FP,TP,EP;,EP3 receptor
Angiotensin: AT, Purinerge: Poy, Poy Platelet-derived growth

TaChykI nin; NK1,NK5,NK3

VaSOpre$| n: Via, Vig

factor receptor
Fibroblast growth factor

Cholezystokinin: CCK 4, CCKg receptor
Endothelin: ET 5, ETg ErbB2

Glutamate (EAA): mGlu;, mGlus T-Zellreceptor

HiStamine: Hy

5-HT: 5HTa, 5HT2g, 5-HT2c
Leukotriene: BLT, CysL T,
Melatonin: ML,

Tabelle 1: Die Tabele ist dem Ubersichtsartikel von Y.Yoshida & S. Imai entnommen, Jpn. J.
Phar macol. 74, 125-137 (1997).

Intrazdluldres Ca&*  sidt dne bedeutsame Rolle in  der  Regulaion  der
unterschiedlichsten  zdluldren Prozesse, wie zB. Muskdkontraktion, Sekretion,
sensorischer Perzeption, Zdlproliferation, Zdlwachstum und Zeldifferenzierung.

Nach der Art des Zdloberfléchenrezeptors, an den der Agonist bindet, werden zwel
Wege der Signdibermittiung in die Zedle unterschieden, die zur Phospholipase C
(PLC)-vermittdten Hydrolyse des in der Plaamamembran lokdiserten Phosphatidyl-
inostol 4,5-bisphosphates (Ptding(4,5)P,) fuhren. Aus der Hydrolyse des Ptding(4,5)P
resultiet  die Bildung der beiden sekundd@ren Botendtoffe  Ing(1,4,5)Ps und
Diacylglycerol (DAG) .
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De ene Oberflachenrezeptortyp bestzt seben membranspannende Helices und ist an
sng zytosolischen Sete an en heterotrimeres G-Protein  gekoppdlt, das aus ener
a, bund g-Untereinhet besteht. Die Bindung eines Agonisten (Sehe Tab. 1) an diesen
Rezeptor fuhrt zum Audtausch des an die a-Untereinhet des heterotrimeren G-Proteins
gebundenen GDP gegen GTP, wodurch es zur Dissoziation des G-Proteins in seine
Ga und Gpg Untereinheit kommt. Die Ga-Untereinheit kann nun an die PLCb binden,
was zur deren Aktivierung fuhrt. Der Komplex aus Gi-Untereinheit und PLCb verliert
wieder saine aktive Konformation, wenn durch die intringsche GTPase-Aktivité die
Hydrolyse des GTPs hervorgerufen wird. Darauf kommt es durch die Reassoziierung
der Gu-Untereinheit mit dem Gpg-Komplex zur Wiederherstellung des  heterotrimeren
G-Proteins.

Dea andere Oberflachenrezeptortyp besitzt eine zytoplasmatische Tyrosnkinasedomane.
Die Ligandenbindung an diesen Rezeptor (Sehe Tab. 1) fuhrt zur DimeriSerung zweer
Rezeptormolekile und  dadurch  zur  gegensaitigen  Autophosphorylierung an
soezifischen zytoplasmatischen Tyrosnresten, die dadurch Bindungsstdlen fir die SH2
Doménen der PLCg bilden und die Aktivierung dersdben bewirken [Berridge M.J,
1993].

Von den Produkten der PLC-vermittelten Spatung des Ptding4,5)P. verbleibt das
fettlodiche DAG in der Plasmamembran, wo es die Proteinkinase C (PKC) aktiviert.

Das wasserlodiche Ing(1,4,5)P; diffundiet in das Zytoplasma und bindet dort an
intrazelluldre Rezeptoren, die Ing(1,4,5)Ps;-Rezeptoren, die an der Oberfléche von
intrazelluléren Ca?* Speichern lokdisiert sind, wodurch die Freisstzung von Caf* in das
Zytoplasma ausgel 6t wird.

Zur  Inaktivierung  des  Ing145)Ps-Sgnds  dehen  zwe  unterschiedliche
Stoffwechselwege zur Verfligung.

Der ene verlaut Uber die Dephosphorylierung des Ing1,4,5Ps; durch das Enzym
I nositolpolyphosphat-5-phosphatase  zunéchst zum  Ing(1,4)P,. Anschlief3end  erfolgen
weitere sukzessve Dephosphorylierungen des Ing(1,4)P, an den Positionen 1 und 4, was
zur Bildung von myo-Inogtol fihrt. Das myo-Inostol kann dann wieder in die
Resynthese der Phosphoinositide einflielen,

Der andere Weg fuhrt Gber die Phosphorylierung des Ing(1,4,5)P; unter ATP-Verbrauch
zum Ing(1,3,4,5)P,; durch das Enzym Ing(1,4,5)P; 3-Kinase Berridge M.J, Irvine RF.,
1989].
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Die Bildung des Ing(1,3,4,5)P; durch die Ing(1,4,5)Ps; 3-Kinase bedeutet nicht nur die
Beendigung des Ing(1,4,5P; -Signds sonden zugleich die Bildung enes waeteren
potentidlen sekundaren Botenstoffs. Allerdings wird der Einflu3 von Ing(1,34,5)P,; auf
die Ca?*-Homeostase durch die Regulation von C&*-Einstrom in die Zdle [Changya L.
et al., 1989; Irvine RF., 1990; Soriano S, Banting G., 1997; Soriano S et al., 1997]
zur Zeit noch kontrovers diskutiert [Balla et al., 1991; Da Slva C.P. et al., 1994].Im
Gegensatz dazu ist die Bedeutung des Ing(1,3,4,5)P,; ds en zentrdes Vorsufenmolekl
fur die hoher phosphorylieten Inostolphosphate digemein anerkannt [Shears SB.,
1998].
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Abb.1: Schematische Dar stellung des rezeptor stimulierten 1ns(1,4,5)P; —Signalwegs:

Die Schritte 1a - 4a zeigen die Ins(1,4,5)P; Bildung Uber die G-Protein vermittelte Aktivierung der PLC b, die
Schritte 1b — 4b zeigen den alternativen Uber Tyrosinkinasen vermittelten Aktivierungsweg der PLC g Die
Schritte 5 — 10 zeigen die gemeinsame Endstrecke des Ins(1,4,5)Ps-Signals (siehe Text). Pfeil 11 deutet die
potentiell verstarkende Wirkung des Ins(1,345)P, auf die Ca®’-Freisetzung an. Der vom G-Protein
gekoppelten Rezeptor ausgehende rote Pfeil deutet dessen Stimulierung auf den GProtein-GDP-Komplex
zum Austausch von GDP gegen GTP an, nachdem es zu einer Hormonbindung gekommen ist. Der griine
Doppelpfeil zeigt die Reassoziierung der G- Untereinheit, nach der Hydrolyse des GTPs, mit der GG,
Untereinheit zur inaktiven Form des GProteins an. Der vom DAG ausgehende rote Pfeil deutet dessen
aktivierende Wirkung auf die PKC an. Die P symbolisieren Phosphatgruppen.
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1.2. Intrazellulére Inosital (1,4,5)Ps-Rezeptoren

Als intrazdluld&e Ing145)Ps-Rezeptoren  konnten  glykosylierte  Proteine  mit
Molekulargewichten zwischen 220-260 kDa aus dem Cerebdlum, glatter Muskulatur
und Thrombozyten aufgereinigt werden. Sie bilden enen tetrameren C&*-Kand im
Endoplasmatischen  Reticullum.  In Sdugetieeen  konnten  dre Ing(1,4,5)Ps-
Rezeptorentypen gefunden werden, die von unterschiedlichen Genen kodiet werden
und ds Typ 1, Typ 2 und Typ 3 bezeichnet werden. Zusédtzlich konnten vom Typ 1 zwel
dternative Splicevarianten identifiziert werden [Yoshida VY., Imai S, 1997].

Die Rezeptoruntereinhdten konnen jewels in dre  funktiondle Doménen untertalt
werden. Man unterscheidet ene N-terminde Doméne zur Ligandenbindung und ene
modulatorische Doméne in der Mitte des Molekills, welche beide im zytoplasmatischen
Bereich der Untereinheit liegen, sowie eine C-termind liegende Doméne, die den C&*-
Kand bildet. In der mittleren modulatorischen Doméne zeigen die drel Untereinhaten
die geingse Identitéé wvon nur 53% zueinander, wérend de in  der
Ligandenbindungsdoméne eine Identitd von 68% und in der Ca&*-Kana-Doméne ene
Identitét von 59% aufweisen [Yoshida Y., Imai S, 1997] .

Die mittlere Doméne diet zum enen ds Zid fir regulatorische Sgnde die
modulierend auf die durch die Ins(1,4,5)Ps-Bindung ausgeléste Ca*-Freisetzung
enwirken. Inzwischen wurden potentidle  Bindungsstdlen  fir  unterschiedliche
Modulatoren in der mittleren Doméne identifiziert, wie zB. fir ATP, C&*, Camodulin
sowie Phosphorylierungsstellen fir verschiedene Proteinkinasen. Durch die mittlere
Doméne wird die komplexe Regulation der Ins(1,4,5)Ps-induzietten Ce’*-Freisetzung
ermoglicht.

Zum anderen dient die mittlere Doméne zur generdlen Ubermittlung des Ing(1,4,5)Ps
Bindungssignals an die Caf™-Kandle. Die geringe Identitd in diessr Doméne zwischen
den dre Untereinheten macht ene differenziete Regulation in der Ing(1,4,5)Ps
simulierten Ca?*- Freisetzung méglich [Yoshida Y., Imai S, 1997].

Fir die Expresson der dreé Unterenheten lield sch ene Abhéngigkat zu bestimmten
Zd|l - und Gewebetypen nachweisen.

Subzdluldr fanden dch die Ing(1,4,5)P;-Rezeptoren vor dlem am glatten Endoplasma-

tischen Retikulum (ER), aber auch am rauhen ER und an der aul3eren Kernmembran.
8
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Die Ligandenbindung bewirkt eine Tetrameriserung der Untereinheiten, wodurch der
Ca’*-Kand gebildet wird und C&* aus intrazeluldren Speichern freigesetzt werden
kann. Neben der Homotetramerbildung soll auch eine Heterotetramerbildung moglich
sin, die ene wetere funktiondle Diversfizierung ermdglichen kdnnte [Yoshida Y.,
Imai S, 1997].

1.3. Die ver schiedenen | soformen der Inositol (1,4,5)P; 3-Kinase

Die Ing(1,4,5)P; 3-Kinase konnte aus Rattenhirn [Johanson RA. et al., 1988; Lee SY. et
al., 1990; Takazawa K. et al., 1990 g, aus Rinderhirn [Takazawa K. et al., 1989], aus
glatter Muskulatur der Schweinesorta [Yamaguchi K. et al., 1988] sowie aus
menschlichen Thrombozyten [Communi D. et al., 1994] aufgereinigt werden.

Inzwischen i es gdungen, zwe unterschiedliche ¢cDNS-Klone von Ing(1,45)P; 3-
Kinase Isoformen aus einer humanen Hippocampus cDNS-Bank, welche ds Isoform A
[Takazawa K. et al., 1991 g und B [Takazawa K. et al., 1991 I bezeichnet werden,
sowie die korrespondierenden Isoformen A aus einer Ratenhirn [Choi K.Y. et al.,
1990; Takazawa K. et al., 1990 b] und B [Thomas B. et al., 1994] aus einer Rattenleber
cDNS-Bank zuisolieren und zu klonieren.

Die cDNS der Isoform A aus Mensch und Ratte sind vollsténdig kloniert und besitzen
eine kodierende Sequenzlénge von 1383 Bp bzw. 1371 Bp, die jewells fir Proteine mit
461 bzw. 459 Aminoséuren kodieren und en Molekulargewicht von ca. 51 kDa
aufweisen.

Die Isoform B aus Mensch und Ratte mul3 nach neuesten, noch nicht publizierten
Ergebnissen [Bertsch U. et al.] ds nicht vollsandig kloniert angesehen werden, obwohl
dies bisher zumindest fir die Isoform B der Ratte angenommen wurde [Thomas B. et
al., 1994]. Die zur Zeit vorliegenden kodierenden cDNS-Sequenzen besitzen eine Lange
von 1725 Bp (Mensch) bzw. 2019 Bp (Ratte) und kodieren fur Proteine aus 575 bzw.
673 Aminosiuren. Das Molekulargewicht fir die humane Isoform B wird — mit
mindestens 65 kDa [Vanweyenberg V. € al.,1995] angegeben, das der Ratte mit 75 kDa
[ThomasB. et al., 1949].

Des waeteren liegen bisher noch unvertffentlichte Ergebnisse Uber enen patielen
cDNS-Klon vor, der aus menschlicher Schilddrise bzw. Placenta-RNS kloniert wurde

und fir dene dritte humane Ing1,45P; 3-Kinase Isoform kodieren <oll, die ds
9
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C-lsoform bezeichnet wird und mindestens 67 kDa grof3 sein soll [Takazawa K. et al.].
Eventudl konnte es dch hietbed um das aus humanen Thrombozyten aufgeranigte
Proten handeln, welches ein Molekulargewicht zwischen 69-70 kDa besitzt und weder
durch spezifische Antikorper gegen die Isoform A noch durch Antikorper gegen die
Isoform B immunprézipitiert werden konnte [Communi D. et al., 1994].

Aus dem Nematoden Caenorhabditis elegans konnte eine Ing(1,4,5)P; 3-Kinase isoliert
und kloniert werden, die in drei Splicevarianten auftritt. Die katalytische Doméane der
dre Splicevarianten wird von demsdben Exon kodiert. Der N-terminde Bereich des
Proteins hingegen wird durch unterschiedliche Exons kodiert [Clandinin et al., 1998].

Die Andyse der 5-Enden der cDNS-Sequenzen der Isoform B aus Mensch und Ratte
zeigt ene ldentitdt von 65%. Im Vergleich hierzu weisen die 5-Enden der Isoform A
aus Mensch und Rette eine [dentitét von 87% auf.

Zwischen der Isofoom A aus humanem Hippocampus und Ratenhirn konnte ene
Identitst in der Aminosduresequenz von 93% nachgewiesen werden, wéhrend die
beiden unterschiedlichen Isoformen A und B nur im C-terminden Bereich hohere
Sequenzidentitéten aufweisen, namlich von der Aminosdure 122-150 66%ige |dentitét
und von 187- 462 68%ige Identitédt (die Numerierung der AS bezieht sch auf die A-
Isoform) [Takazawa K. et al., 1991 a; Takazawa K. et al., 1990 b].

Im N-teminden Bereich waen zwischen den Isoformen  nur  geringe
Sequenzidentitéten  festzugtellen, was auch an der unterschiedlichen Grofe des N-
Terminusliegt .

Durch  Northernblot-Untersuchungen mit  jeweils  gpezifischen Sonden fir die
Isoformen A und B der Ing(1,4,5P; 3-Kinase konnte fir diese eine gewebe - und
zdIpezifische Expresson in Mensch und Ratte nachgewiesen werden. Fir die Isoform
A konnte nur im Gehirn und Hoden der Rette en Signd bel 2 bzw. 1,8-2 kB detektiert
werden, wahrend fir die Isoform B im Gehirn, Hoden, Thymus, Herz und Lunge der
Rette bei 6 kB sowie in humanen haematopoetischen Zdlen und Lymphomzdlen
Signde gefunden werden komten [Vanweyenberg V. et al., 1995].

10
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1.4. Funktionelle Reste und Regulationsmechanismen der Inositol (1,4,5)P3 3-

Kinase sowie mdgliche Folgen bel Storungen der Regulationsmechanismen

Neben den divergierenden Molekilgrofen, den Unterschieden in der Nukleotid - bzw.
Aminosauresequenz sowie den verschiedenen gewebespezifischen  Expressonsmustern
der Ins(1,45P; 3-Kinase Isoformen A und B konnten auch Unterschiede in der
Regulation der Enzymaktivitét festgestdllt werden.

Durch rekombinante Expresson der Ing(1,4,5P; 3-Kinase und Deetionsmutagenese
konnten inzwischen Einblicke in die funktionele Bedeutung zweier Doménen der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase gewonnen werden. So konnte gezeigt werden, dal3 maximd 275
Aminosduren am C-terminden Ende der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase ausreichend sind, um
ene funktionddhige katalytische Doméne zu bilden.

Innerhalb  dieser  katdytischen Doméane konnte en  Sequenzbereich von 201
Aminosauren von L259-R459 ds mdogliche Ing(1,4,5)Ps-Bindungsdoméne identifiziert
werden, in dem eine Mutation von K262A in der Sequenz DysoCK 262, die in den beiden
Isoformen A und B vorkommt, zu einem Verlugt der Ing(1,4,5)Ps-Bindung fihrt.

Waeterhin konnte dargestellt werden, dal3 eine Verkirzung des Proteins zwischen S185
und 1205 mit dem Verlust der Ing(1,4,5)Ps 3-Kinasesktivitdt verbunden ist [Togashi S et
al., 1997]. Die Begrindung fir den Verlust der Kinaseektivitét durch die Deletion des
Sequenzabschnittes von S185 und 1205 wird durch Beobachtungen aus friheren Studien
geliefert, in denen erkannt wurde, da3 K197 fir die ATP/Mg’*-Bindung notwendig ist
[Communi D. et al., 1993]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dald der Verlust dieser
ATP/Md**-Bindungsstelle keinen Einflu? auf die In(1,4,5)Ps-Bindung ausiibt, wodurch
deutlich wird, da} die ATPMg*-Bindungssidlle separat von der Ins(14,5)Ps-
Bindungsstelle i und ihre Deedion keine Veranderung der Tertiarstruktur hervorruft,
die ene Ins(14,5)Ps:-Bindung verhinden wirde Als zusiziche ATPMd -
Bindungsstdlen wurden R317 und D414 identifiziert [Togashi S. et al., 1997].

Die von der kataytischen Doméane N-termind liegende Sequenz von S156-L189 konnte
ds Cdmodulinbindungsdoméne identifiziet werden [Takazawa K. et al., 1991].
Innerhalb  dieses Sequenzbereiches gddlte dch W165 ds entscheidend fur die
Aktivierung durch Ca?*/Camodulin heraus [Erneux C. et al ., 1993)].

Deutliche Unterschiede zwischen den Isoformen der Ing(1,4,5P; 3-Kinase konnten in
der Aktivieung durch Ca*/CaM festgestellt werden. So filhrte Ca?*/CaM bei der

11
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Isoform A nur zu einer Steigerung der Aktivitéd um das 22,5fache [Takazawa K. et al.,
1990 b Shin Y.S et al., 1995], wéhrend die Isoform B eine Aktivitétssteigerung auf das
5-10fache zegte [Takazawa K. et al., 1991 b] und die Ing1,4,5)P; 3-Kinase aus
humanen Thrombozyten sogar eine 17fache Stimulierung efuhr [Communi D. et al.,
1994]. In vitro Phosphorylierungsexperimente mit den Proteinkinasen A und C (PKA
und PKC) sowie mit der CaM-Kinase Il zeigten folgende Ergebnisse Die Ing(1,4,5)Ps
3-Kinase Isoform A efuhr durch die Phosphorylierung mit PKA ene 1,8fache
Aktivierung. Die Isoform B wurde dagegen um 45% inhibiert. Phosphorylierungen
durch die PKC reduzierten die Aktivitst von Isoform A und B auf ca en Viertd der
Auggangsaktivitdt [Sm SS et al., 1990]. Die Phosphorylierung der Ing(1,4,5P; 3-
Kinase A durch die CaM-Kinase Il innerhdb der kataytischen Doméne (T311) bewirkt
eéne 8-10fache Steigerung der Enzymaktivitt sowie eine 25fache Zunahme CaM-
Sengtivité [Communi D. et al., 1997].

Uber die funktionelle Bedeutung des N-Terminus der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase ist bisher
wenig bekannt, wenngleich es Vermutungen Uber eine eventudle autoinhibitorische
Funktion des N-Terminus der Isoform B gibt [Thomas S et al., 1996].

Weitere sehr interessante Beobachtungen in der Regulation der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase
konnten in Ratenfibroblasten gemacht werden, die mit dem Oncogen v-sic
trandformiert worden waren, wodurch es aufgrund vermehrter Expresson  der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform A zu ener 6-8fachen Steigerung ihrer Aktivité kam,
wahrend die Isoform B nicht dgnifikent vermehrt exprimiet wurde [Johnson RM. et
al.,1989; Woodring P.J., Garrison J.C., 1996]. Die physologische Bedeutung der
gesteigerten Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitdt und der damit verbundenen Erhthung der
Ins(1,3,4,5)P,-Spiegd schent  im  direkten  Zusammenhang mit  Zdlwachstum,
Zdlproliferation und Zdltransformation zu stehen. So konnte beobachtet werden, dal3
die Ing(1,45)P; 3-Kinase-Aktivitét im Gehirn der Rate durch erhdhte Enzymsynthese
wahrend der Entwicklung vom Fetus zum adulten Tier um den Faktor 14 gedteigert
wird [Moon K.H. et al., 1989].

Auf der anderen Seate zeigten Studien Uber die Wirkung von Adriamycn, enem
Zytosstatikum, auf dimuliete Jurkat T-Lymphozyten, dad3 die Verminderung  der
Zdldichte sowie die Abnahme der DNS-Synthese mit der Hemmung der Ing(1,4,5)Ps 3-
Kinase-Aktivitdée und mit ener Aktivierung der Inogtol (1,34,5P; 5-Phosphatase und
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dadurch verminderten Ing(1,3,4,5)P; -Spiegeln zu korrelieren scheinen [Da Slva C.P. et
al., 1994].

In Experimenten mit Zdlen aus Ratennieren, in denen die Inostolpolyphosphat 5-
Phosphatase (Typ 1) unterexpremiert wurde, kam es in diesen Zdlen zu ener
Konzentrationserhdhung von Ing(1,4,5)P; und Ins(1,3,4,5)P; um den Faktor 2 bzw. 4.
Diesss fiihrte zu dner 1,9achen Erhdhung der Ca*-Konzentration sowie zu ener
1,7fachen Besthleunigung des Zelwachsums mit ener vermehrten DNS- Synthese.
Durch die Injektion diesr Zdlen in Nacktmduse konnte an der Injektionsstele en
Tumorwachstum induziert werden [Speed C.J. et al., 1996]. Des weteren konnte
gezeigt werden, dad enige humane myedoische Leukdmieformen mit  ener
Veminderung der Inositolpolyphosphat 5-Phosphataseaktivitét (Typ 1) assoziet sind
[Nye K.et al., 1992; Mengbas K. et al., 1994]. Die Verminderung der Aktivitdt der
Inositolpolyphosphat  5-Phosphatase bel diesen Leuk@mien ist jedoch nicht mit einer
Abnormadlitét des Chromosoms 10023.6 verbunden, auf dem sich der Genort fur das
Enzym befindet.

Eine weitere Inoditol 5-Phosphatase, die hauptsichlich in  haematopoetischen Zellen
exprimiert wird und as SHIP bezeichnet wird, dephosphoryliert sdektiv 1ng(1,3,4,5)P,
und das Phosphatidylinositol(3,4,5)P; (Ptding(3,4,5)P;) [Damen J.E. et al., 1996].
Letzteres ist ein Produkt der Phosphetidylinositol 3-Kinase, die durch die Stimulierung
von Wachdumsfektoren aktiviert wird und as ein wichtiges mitogenes Signd gilt. Die
Abwesenheit des SHIP-Gens in ,Knockout-Mausen®  flhrte zu  enem
myeloproliferations- dhnlichen Syndrom, das auf der eénen Sate mit einer Vermehrung
von Granulozytenr und Makrophagenvorlaufern in dem Knochenmark und der Milz
asoziiet war, auf der anderen Seite zu einer Abnahme der lymphoiden und spéter der
eythroiden Vorlauferzdlen im Knochenmark flhrte.  Weterhin  konnte in  diesen
Méausen ene ausgeprdgte Konsolidierung der Lungen mit  Makrophageninfiltraten
beobachtet werden, wodurch es zu einer deutlichen Verkirzung der Lebensdauer kam
[Helgasson C.D. et al., 1998].

Die enzige bisher bekannte Erkrankung, die mit einem Gendefekt der Polyphosphat 5-
Phosphatase verbunden i, it das X-chromosomd vererbte Lowe-Syndrom, welches
mit ener Dydunktion der proximaen Nierentubuli, einem kongenitadlen Katarakt,
Wachgdumsstérungen und mentder Retardierung einhergent [Lowe C.V. et al., 1952;
Attree O. et al. 1992]. Allerdings it bel diessr Stérung die Typ Il Polyphosphat 5-
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Phosphatase  betroffen, welche hauptsachlich  das  Phosphatidylinostol  (4,5)P-
dephosphoryliert, und nicht Ing(1,4,5)Ps oder 1ns(1,3,4,5)P; [Zang X.L. et al., 1995].

Die oben aufgefihrten Beobachtungen verdeutlichen die komplexen Regulations-
mechanismen der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase sowie die Involvierung des Reaktionsproduktes
Ins(1,3,4,5)P, in bedeutsame intrazdluldre Prozesse. Diese Erkenntnisse  weisen
daraufthin, dal3 die Ing(1,3,4,5)P4-Bildung nicht nur die Abschdtung des Ing(1,4,5)Ps-
Sgnds und die Verbindung zu den hoher phosphorylierten Inostolen bedeutet, sondern
auch die Bildung eines weiteren intrazelluléren Signamolekiils darstellt.

15. Inosital (1,3,4,5)P4-bindende Proteine

Um die Bedeutung des Inositol(1,34,5)P, ds weteren intrazeluldren Signabotendtoff
Zu bdegen, mu3 en intrazdluléres Protein gefunden werden, das spezifisch dieses
InsP,-1somer bindet und somit a's dessen Rezeptor dient.

Tats&chlich konnten in den letzten Jahren verschiedene Proteine gefunden werden, die
Ins(1,3,4,5)P, binden, dlerdings it ihre Spezifitét fur Ing(1,3,4,5P; reativ gering, da
se das hoher phosphorylierte Inostol InsPs mit zT. groRerer Affinitét binden. Zu
diesen Proteinen gehdren unter anderem Syngptotagmin [Niinobe M. et al., 1994,
Fukuda M. et al., 1995] , die Clathrin,, Assembly Proteing® AP-2 [Vogelmaier SM. et
al., 1992; Timerman A.P. et al., 1992] und AP-3 [Norris F.A. et al.,1995] sowie das
Golgi Coatomer Protein [Fleischer B. et al., 1994].

Des weteren konnten zwe 1ng(1,3,4,5)P;-bindende Proteinfraktionen aus Rattenhirn
isoliert werden, wovon eine aus einem snguléren Protein mit einem Molekulargewicht
von 182 kDa besteht und einen Ky-Wert fir Ing(1,3,4,5)P; von 4 nM aufwelst, wahrend
die andere sch aus zwe Proteinen mit Molekulargewichten von 174 kDa und 84 kDa
zusammensetzt, die jewels ene Affinitsde von 1,5 nM fir Ing(1,34,5P,; aufweisen
[Theibert A.B. et al., 1992; Koppler P. et al., 1996].

Aus dem Nukleus von Leberzellen der Ratte konnte ein 74 kDa grofRes nukledres
Protein mit hoher Affinitéd zu Ing(1,34,5Ps (Kq 18,6 nM) isoliert werden [Reiser G. et
al., 1991]. Allerdings wurde dieses Protein noch nicht hingchtlich seiner Spezifitét zu
Ptdins(3,4,5)P; untersucht, so dal3 zur Zeit noch keine endglitigen Aussagen Uber den
phys ologischen Bindungspartner gemacht werden kénnen.
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Die drukturdle Ahnlichkeit von Ins(1,34,5P; und Ptding(3,4,5)P; liegt darin
begrindet, dal? Ins(1,3,4,5)P, mit der Inositolkopfgruppe des Ptding(3,4,5)Ps identisch
is. Der Unterschied zwischen den beiden Substanzen i, dal3 im Ing(1,34,5P, die
1-Phosphatgruppe frel i, wahrend se im Ptding34,5)P; Uber Glycerol mit zwe
Fettsauren verbunden ig.

Ein weteres Ing(1,3,4,5)P;-bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 42 kDa
konnte aus Schweinehirn aufgereinigt [Donie F., Reiser G., 1991; Reiser et al., 1991]
und kloniert werden [Stricker R. et al., 1997]. Dieses Protein bedtzt eine Primarstruktur
von 374 AS und wird as p42'™* bezeichnet. Es kann in ener membranassoziierten und
in ener l6dichen, zytosolischen Form vorliegen. Interessanterweise zeigt es anndhernd
gleche Affinitden zu Ing1,345P; und zu dem in der Plasmamembran lokdiderten
Phosphatidylinositol (3,4,5)P; (PtdIns(3,4,5)Ps) (K; 0,9 nM und K; 1,6 nM).

Das p42'™  kénnte somit durch seine sehr dhnliche Affinitd zu Ins(1,34,5P; und
Ptding(3,4,5)P; ene Vebindung zwischen dem Inostolphosphat - und dem
Phosphatidylinositol phosphat- Signaweg dargtdlen.

Das p42'™ zdgt in der Proteinsequenz eine 84%ige Homologie mit dem aus Rattenhirn
isolieten und klonierten 46 kDa grofen Protein Centaurin-a, wobel Centaurin-a 45
Aminosiuren langer ist dspd2' ™

Centaurinra  bindet ebenfdls Ptding3,4,5)P; und Ins(1,3,4,5)P,, dlerdings ig hier die
Affinitéd zu Ptding3,4,5)P; deutlich stérker ds zu Ing(1,34,5)P,, so dal3 Centaurin-a in
vivo ds spezifisches Ptding(3,4,5)Ps-Rezeptorprotein betrachtet wird [Hammonds-Odie
L.P. etal., 1996].

Das Ptdins(3,4,5P; wird durch die Phosphatidylinostol 3-Kinase (Pl 3-Kinase) aus
Ptdins(4,5)P, gebildet und anschlielfend zu PdIng(3,4)P, dephosphoryliert. Die Pl 3-
Kinase wird Uber die Rezeptorbindung verschiedener Liganden, wie z.B. dem Nerve
Groth Factor (NGF) [Ui M. et al., 1995], Platdlet Derived Groth Factor (PDGF)
[Wennstrom S. et al., 1994] und Inaulin [Alesss D.R. et al., 1998] aktiviert. Sowohl
Ptding(3,4,5)P; ds auch Ptding(34)P, fungieren ebenfals ds sekundére Botendoffe,
die in ruhenden Zdlen nicht vorhanden snd [Stephens L.R. et al., 1993]. lhre Funktion
ds in der Pasmamembran lokadiserte Sgndmolekile dben Pding3,4,5P; und
Ptding(3,4)P, durch Interaktionen mit bestimmten Proteindoménen aus, die inzwischen
in ener Vidzahl von Protenen identifiziet werden konnten und die aufgrund ihrer
Homologie zu Pleckgtrin ds PH-Doménen bezeichnet werden.
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Die PH-Domédnen snd Proteinsequenzbereiche, Uber die Proteine entweder Bindungen
Zu den in der Pasmamembran lokdiserten Phosphoinodtiden oder zu den jewels
korrespondierenden 16dichen Inositol phosphaten eingehen kénnen.

So konkurrieren z.B. Ptding(4,5)P, und Ins(1,4,5)P; um die PH-Bindungsdoméne der
Phospholipase Gd; (PLCd1), wodurch es entweder zur Aktivierung bei der Bindung von
Ptdinsg(4,5)P,, oder zur Inaktivierung der PLCd; bel der Bindung von Ing(1,4,5)P;
kommen s0ll. Die Regulaion der PLCd; Uber ihre PH-Doméne kodnnte somit enen
wirkungsvollen  Rickkopplungsmechanismus darddlen, der vor ener  exzessven
Hydrolyse des PtdIns(4,5)P, schiitzen wirde [Cifuentes M.E. et al., 1994] .

Als Ursache der aktivierenden Wirkung auf Proteine bzw. Enzyme durch die PH-
Doméanen-vermittdte Bindung an die in der Plasmamembran lokdiserten Phosphati-
dylinositole (Ptdins) exitieren verschiedene Erkl&rungsmodele.

Die Bindung an die Pdins bringt die Protene bzw. Enzyme in die Nahe der
Pasmamembran und somit in  die Nachbarschaft von  rezeptorgekoppeten
Tyrosinkinasen, durch die Se aktiviert werden konnen. Auch konnten die Interaktionen
zwischen Ptdins und Proteinen ene Konformationsanderung der Proteine hervorrufen,
wodurch der Zugang von Proteinkinasen an  ihre Phosphorylierungsstdlen  erméglicht
wilrde, was zur Aktivierung der Proteine fuhren konnte. Ein weiterer Mechanismus
wére die, durch die Bindung an die Ptdins bewirkte Co-Lokdiserung Sch gegensaitig
beeinflussender Proteine an die Plasmamembran.

Die srukturdle Ahnlichkeit von Ing(1,34,5P; zu Ptding(3,4,5P; und Ins(1,4,5)P; zu
Ptdins(4,5)P, fihrt zur Konkurrenz um die Bindung an die entsprechende PH-Doméne
enes Protens, wedche enen physologischen Regulaionsmechanismus darzugtdlen
scheint [Bottomley M.J. et al., 1998].

Das bisher enzige Protein, das zur Zeit dle Kriterien eines spezifischen Ing1,34,5)P,
Rezeptors  efillt, i en 104 kDa groles Protein, weches zunéchst aus
Schweinethrombozyten isoliet wurde. Dieses Protein bestzt die bevorzugte Bindung
des Ing(1,3,4,5P,; Isomers vor dlen anderen InsP; Isomeren, Inositolphosphaten und
Ptding(3,4,5)Ps [Cullen P.J., Dawson A.P. et al., 1995; Cullen P.J., Chung S-K. et al.,
1995]. Inzwischen gdlang die Klonierung und Charekteriserung dieses Proteins aus
humanem Blut, wobe dch heraussdlte, dald es sch hiegbed um en GTPase
ativierendes Protein (GAP) handdt. Es zegt eine 60%ige Sequenzéhnlichket zu
GAPL aus Drosophila und eine 72%ige Ahnlichkeit zu GAP1™ aus Rattenhirn und wird
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daher ds en Mitglied der GAP1 und GAP1™-Familie betrachtet. Aufgrund der beiden
Eigenschaften, der spezi- fischen 1ng(1,3,4,5)Ps-Bindung und der GTPase-aktivierenden
Wirkung, wird dieses Protein ds GAP'™BP bezdichnet. GAP'™BP besitzt in vitro GAP-
Aktivitdt gegenlber Ras und Rap. Ein Hinwes, da Ras de physologische
Reektionspartner von GAP'™EP igt, wird durch die Inhibierung der GAP-Aktivtat von
GAP™BP af Res in der Gegenwat von Liposomen angedeutet, die eine dhnliche
Phogpholipidzusammensetzung  wie die Obefléche der inneren Plasmamembran
bestzen, wahrend die GAP-Aktivitdé aif Rgp unbeanflu@ bleibt. Die Inhibierung der
GAP-Aktivitd von GAP'™BP auf Ras konnte durch das Hinzufiigen von In(1,3,4,5)Ps
und dessen Bindung an GAP'™BP wieder riickgangig gemacht werden. Hierdurch wird
ene Vebindung 2zwischen dem durch die Phogpholipase C  initiietten
Inostolphosphatsgndweg und der Uber Ras laufenden mitogen-aktivierten Kaskade
hergestdlt [Cullen P.J, Hsuan J.J. et al., 1995]. Fir die spezfische Bindung von
Ins(1,3,4,5)Ps an GAP'™BP und vermutlich auch fiir de Bindung an die Plasmamembran
bzw. an das PtdIng(3,4,5)P; i wiederum die PH/Btk-Doméne verantwortlich. So wird
durch die Bindung von Ing(1,34,5P; bzw. Ptdins(3,4,5)P; an die PH/Btk-Doméne des
GAP'™BP  wahrscheinlich eine Konformationsinderung  von  GAP™BP bawirkt, die
entweder zur Aktivierung oder zur Inektivierung der GAP-Aktivitdt auf Ras fihrt
[Cullen P.J., 1998] .

Durch die Entdeckung von GAP'P*®P ds spezifischen Ins(1,3,4,5)Ps-Rezeptor wird die
Rolle des Ing(1,345P,; ds weateres wichtiges intrazdluldres Signdmolekil belegt,
wodurch zugleich die Bedeutung der Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase unterstrichen wird.

1.6. Die Bedeutung der Ins(1,4,5)P3 3-Kinase bei der Bildung von 1ns(3,4,5,6)P4
und den hoher phosphorylierten Inositolphosphaten

Die Ing(1,45)P; 3-Kinase initiiet den Stoffwechsdweg, der Uber die Bildung von
Ins(1,3,4,5P, und dessen anschlielRende Dephosphorylierung durch eine 5-Phosphatase
in der Bildung von Ing(1,34)P; mindet. Das Ins(1,3,4)Ps kann dann wieder durch die
Ins(1,3,4)P; 6-Kinase phosphoryliet werden und gdlt somit das Bindeglied zu den
héher phosphorylierten Inositolphosphaten her.
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Alternativ kann das Ing(1,34)P; durch sukzessve Dephosphorylierungen zum myo-
Inositol abgebaut werden und wieder in die Resynthese der Phosphoinogtide anflief3en.
Inzwischen konnte gezeigt werden, dad Ing(1,34)P; zusdzlich enen potenten,
goezifischen und kompetitiven Inhibitor der Ing(34,5,6)P, 1-Kinase dargtelt, der die
Umwandlung von Ing(3,4,5,6)P in Ins(1,3,4,5,6)Ps blockiert [Tan Z. et al., 1997].

Die Bedeutung des Ing(3456)P; ds intrazdluléres Sgndmolekdl liegt in  der
isomerspezifischen Fahigkeit, die Chloridsekretion (ber Ca’*-abhéngige Chloridkande
2u unterbinden, ohne einen negativen Einfluld auf die durch die Phospholipase C
initilerte Cdcummobilisation zu haben. Hierdurch bestzt die Phospholipase C zugleich
enen postiven und negaiven EinfluR auf die Aktivitt der Caf'-abhéngigen CI-
lonenkandle. Initid bewirkt se eine Simulierung der Cf-Kanaaktivitét durch Ca’*-
Mobilisation aus intrazdluld&en Speichern, gefolgt von ener Veminderung der
Aktivitdt durch Erbbhung der Ing(3,4,56)P; Konzentration Uber eine kompetitive
Hemmung der Ins(34,5,6)Ps 1-Kinase durch Ing(1,3,4)Ps. Die direkte Inhibierung des
Ca’*-abhéngigen Chloridstromes durch Ins(3,4,5,6)Ps konnte in T84 Colonepithelzdlen
[Xie W. et al., 1996], in klonierten Ce’*-abhangigen Chloridkandlen aus Rindertrachea
[Ismailov 1. et a., 1996 sowie in CFPAC-1 Zdlen, dner
Nebennierenkarzinomzdlinie, in der die cAMP abhangigen Chloridkande defekt snd
[Ho MW.Y. e al., 1997], gezegt weden. Die wahrscheinliche physologische
Bedeutung von Ing(34,56)P; schent daher in der Kontrolle des transzdluldaren CI-
Stromes und der damit verbundenen Betelligung an der Regulation von Wasser- und
Elektrolythaushdt, pH-Gleichgewicht, Osmoregulation sowie kardider Funktionen zu
liegen.

Von besonderer Bedeutung it die Erkenntnis Uber die Funktion von Ing(3,4,5,6)P; in
bezug auf die autosoma-rezessve Erbkrankheit Mukoviszidose, welche die haufigse
angeborene  Stoffwechsderkrankung Europas i und zur Ausbildung von defekten
Chloridkanden (CFTR-Protein) in dlen exokrinen Drusen fihrt. Hierdurch wird die
Bildung eines abnorm zéhen Schleimsekretes verursacht.

Die Ca*-abhangigen CI-Kandle sind bei dieser Erkrankung dlerdings nicht betroffen
und konnten somit einen potentidlen Ansaizpunkt fir eine pharmakologische Therapie
darstellen, indem man die durch Phospholipase C initiiete Caf*-Freisetzung aktiviert,
die Bildung oder Wirkung von Ins(3456)Ps &ber verhindet und somit die
Chloridsekretion  fordert. Dieses wére entweder durch  die Entwicklung enes
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Ins(3,4,5,6)Ps-Antagonisten  oder durch Inhibierung der 1-Phosphatase moglich, die
Ins(1,3,4,5,6)Ps zu Ins(3,4,5,6) P, dephosporyliert [Shears SB., 1998].

Die Exigenz der hoher phosphorylierten Inogtole hidt man lange Zet fur auf pflanz-
liche Zdlen beschrankt. Die einzigen Ausnahmen aus dem Tiarech, in denen ebenfals
hoher  phosphoryliete  Inodtole gefunden  wurden,  waen  neben  enigen
Schildkrotenarten, eine  Iuftaimende  Amazonadfischat  sowie  die  kernhdtigen
Erythrozyten der Vogd. In diesen Spezien dient das Ing(1,3,4,5,6)Ps, andog dem 2,3
Bisphoshoglycerat in  Sdugererythrozyten, der Modulation der Sauerstoffeffinitdt des
Hamoglobins [Isaacks RE., Harhness D.R., 1980; Mayr G.W., Dietrich W., 1987].
Inzwischen ist das Vorkommen der héher phosphorylierten Inositolphosphate InsPs und
InsPs auch in zahl- rechen Sdugerzdlen nachgewiesen worden, und zwar in
Konzentrationen, welche die Ubrigen Inogstolphosphate zumeist Ubersteigen [Mayr
G.W.,, Thieeczek R., 1991; Mc Connell F.M. et al., 1991] . Neben dem Ins(1,3,4,5,6)Ps
exigieren noch weltere InsPs Isomere, alerdings ist offenbar nur das Ing(1,3,4,5,6)Ps
das direkte Vorlaufermolekil des InsPs, wadhrend die anderen InsPs Isomere nur
Dephosphorylierungsprodukte des InsPs sind [Shears SB., 1998].

Die genaue Bedeutung und Funktion der hochphosphorylierten Inositolphosphate it
noch nicht eindeutig geklat. Die Idee, dal3 auch InsPs en intrazdluldres Signdmolekil
sein konnte, wird zur Zeit noch kontrovers diskutiert.

Eine wichtige Voraussetzung fur die Funktion ds Sgnddoff, namlich die schndle und
deutliche Anderung der intrazellul&ren Konzentration von InsPs aufgrund extrazelluldrer
Simuli, konnte bisher noch nicht eindeutig gezeigt werden. Dies konnte daran liegen,
dal3 durch extrazellulére Agonisen weniger die totde zdluldre InsPs-Konzentration ds
vidmehr die frde zytosolische Konzentraion verdndet wird, was durch ene
Umvertelung von an zdluldre Membranen gebundenen InsPs in das Zytoplasma erklart
werden konnte [Shears SB., 1998].

Eine mdgliche physologische Rolle ds Sgndmolekil konnte fir InsPs in den Insulin
sekretorischen b-Zdlen nachgewiesen werden, in denen es nach Glukoseexpostion zu
enem Andieg der InsPs-Konzentration kam. InsPs inhibierte in diesen Zdlen
verschiedene Serin/Threonin Protein Phosphatasen, was zu einer gedteigerten Aktivitét
der L-Typ Ca?*-Kandle und dadurch zur Insulinsekretion fihrte [Larson O. et al.,
1997].
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Andere Versuche, die zu der Klaung der physologischen Bedeutung von InsPs
batragen ollten, fihrten zur Isolierung und Charakteriserung von enigen Proteinen,
die InsPs bevorzugt binden. Hierzu gehdren Vinculin, ein Bestandtell des Zytoskeettes
von Thrombozyten [O'Rouke F. et al., 1996], und das Coatomer-Protein | (COP I),
welches den Veskdverkehr zwischen dem ER und dem Golgigpparat reguliert
[Fleischer B. et al., 1994; Ali N. et al., 1995; Chaudhary A. et al., 1998]. Weitere
Proteine, die InsPs binden, gehdren in die Synaptotagmin-Familie und bilden enen
Bestandteil des Veskelkomplexes der Syngpsen (Typ |) und unterstiitzen dort die
Exozytose [Fukuda M. et al., 1995; Sidhof T.C., 1995]. InsPs konkurriert hier um
diesdlbe Ligandenbindungsstelle mit Ptding(4,5)P,. Die Bindung von Synaptotagmin an
den in der Plasmamembran lokdiserten Ptding4,5P, konnte das Andocken von
Vesken an der Plasmamembran ermdglichen und dadurch die Exozytose der Veskd
begingtigen. Durch die Konkurenz mit InsP; konnte dieser Vorgang antagonisert
werden[Schiavo G. et al., 1996].

Auch kénnte die Bindung von InsPs an die beiden Proteinen AP-2 [Vogelmaier SM. et
al., 1992; Timerman A.P. et al., 1992] und AP-3 [Norris F.A. et al., 1996; Ye W., 1995]
von physologischer Bedeutung sein. Beide Proteine fordern die Polymerisation von
Clathrin ds enen frihen Schritt in der Endozytose. Durch die Bindung von InsPs an
diee Proteine wird diessr Schritt unterbunden. Dies konnte auf enen generdlen
Antagonismus von InsPs auf den Endozytose Veskeverkehr hindeuten [Shears SB. et
al., 1996].

Trotz diesr vidfdtigen Hinwase auf mogliche kurzfrigige phydologische Funktionen
von InsPs scheint dessen eigentliche Bedeutung eher in langfristigeren Prozessen zu
liegen. So konnte beobachtet werden, dal3 das Abfalen und Steigen von zdluldren
InsPs-Konzentrationen eng an bestimmte Phasen des Zdlzyklus und der Zdldifferen
Zierung gebunden it [Guse AH. et al., 1993; Balla T. et al., 1994; French P.J. et al.,
1991; Barker C.J. et al., 1995].

In Hinblick af diese Tasache i¢ die in zahlrechen in vitro ds auch in vivo
Experimenten gezeigte antineoplastische Wirkung von exogen zugefihrten InsPs von
besonderer Bedeutung, die duch die kombiniete Gabe mit Inodtol noch gedeigert
werden konnte [Shamsuddin A.M., 1995]. Wie InsPs seine antineoplastische Wirkung
ausiibt, kann zur Zet noch nicht genau beantwortet werden. Eine Vermutung ist, dal3
exogen zugefihrtes InsPs  vorgeschatete,  rezeptoraktivierte  Stoffwechselschritte
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blockiet, die fir die Aktivieung von mdignem Wachsdum notwendig snd
[Shamsuddin AM. et al., 1997]. Eine andere Vorsdlung Uber die antiproliferative
Wirkung von InsPs hebt dessen Fahigket ds Cheatbildner hervor. Durch die Bildung
von Cheakomplexen ig InsPs in der Lage, Kationen zu binden, die wiederum zur
Bildung von Metdloproteinen benGtigt werden, welche in der Genreguldtion ene
wichtige Funktion ausiiben [O"Halloran T.V., 1993].

Die Eigenschaft von InsPs ds Chdatbildner liefert noch en weiteres Erklarungsmoddl
fir die anticancerogene Wirkung von InsPs und dessen Abbauprodukte, in denen die
1,2,3-Trigphosphatkonfiguration erhaten geblieben is. Durch die 1,2,3-Trisphosphat-
konfiguration it InsPs in der Lage, mit Fe** einen Chdatkomplex zu bilden, in dem
dle sechs Koordinationsstellen des Eisens besetzt snd. Hierdurch wird die Fahigkelt
des Eisens zur Katalyse der Hydroxyl-Radikahbildung in der FentonResktion komplett
inhiblet [Hawkins P.T. et al., 1993; Phillippy B.Q., Graf E., 1997]. Durch die
antioxidative Wirkung des InsPs kann somit eine oxidative DNS-Schédigung Uber ene
Eisen katalyserte Fenton-Resktion verhindert werden [Médllo-Filho A.C., Meneghini R,,
1991, Phillippy B.Q., Graf E., 1997; Muiras M.L. et al., 1993].

Fenton-Reaktion: H,O, + Fe(Il) —pHO + HO™ + Fe(l11)

Ein weiterer Ansatzpunkt des InsPs in der Genregulation konnte in der Hefe aufgedeckt
werden, wo gezeigt wurde, dal3 InsPs fur den Transport von mRNSs aus dem Nukleus
Uber den nukledren ,pore-complex* in das Zytoplasma notwendig ist [York J.D. et al.,
1999].

Durch die Entdeckung noch weiterer hoher phosphorylierter Inositolphosphate, die as
Pyrophosphate Uber 7 oder 8 Phosphatgruppen verfigen und as Diphosphoinostol
Pentakisphosphat (PP-1Ps, InsP;) oder Big(diphospho)inositol Tetrakisphosphat (bis-PP-
P4 1nsPg) bezeichnet werden, dellte sich heraus, dald InsPs nicht den Endpunkt des
I nositolphosphatstoffwechsds dargtdlt [Glennon M.C., Shears SB., 1993; Sephens L.
et al., 1993; Mayr G.W. et al., 1992] . Wéhrend inzwischen gezeigt werden konnte, dal3
die Pyrophosphatbildung des InsP; in Sdugetierzdlen durch die InsP%s-Kinase an
Postion 5 datfindet [Albert C. et al., 1998], konnte bisher flr InsPs die genaue
Lokaliserung der beden Pyrophosphaigruppen nicht geklat werden. Mdogliche
Pogtionen fir die Pyrophosphatgruppen des InsPs koénnten die Postionen 5, 6 und 1, 5
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bzw. 3, 5 s=n, wie de berdts in Dictyostdium und Polysphondylium identifiziert
wurden [Laussmann T. et al., 1998; Laussmann T.et al., 1997]. Die beden
pyrophosphathatigen Inostole InsP; und InsPs dnd im Gegensaiz zu  ihrem
Vorlaufermolekll in ihrer Metaboliserung sehr dynamische Molekile mit einem sehr
shndlen Meabolismus [Glennon M.C, Shears SB., 1993]. Die intrazdluldre
Konzentration des InsPs kann Uber die Aktivierung von b,-adrenergen Rezeptoren und
der damit verbundenen Erhéhung des cAMP-Spiegels um bis zu 70% gesteigert werden
und durch die Erhthung des cGMP-Spiegels reduziet werden [Safrany ST., Shears
SB., 1998]. Die Synthese von InsP; scheint durch eine Erhdhung der intrazdluldren
Ca’*-Konzentration, zB. durch die Entleerung intrazeluérer Ca?*-Speicher durch
Thapsgargin, reduziet zu werden [Glennon M.C, Shears SB., 1993]. Die genaue
Funktion dieser energiereichen Moleklle it noch nicht geklart, jedoch bestehen
Hinwelse, dad se in der Lage dnd, ihre Phosphatgruppen auf bestimmte Substanzen
und Proteine zu Ubertragen und somit neben dem ATP oder Kreatininphosphat ds
zusitzliche, dlerdings sehr sdektive Energididferanten zu dienen [Salardi A. et al.,,
2000]. Weiteren Aufschluf? tber die moglichen Funktionen von InsP; und InsPs brachte
die Aufrenigung der beiden Inogtolphosphat Kinasen aus Rattenhirn, die fur die
Bildung der beiden hochphosphorylierten Inositolphosphate verantwortlich snd und ds
Inositol Hexakisphosphat Kinase (54 kDa) (InsPs-Kinase) bzw. Diphosphoinostol
Pentakisphosphat Kinase (56 kDa) (PP-1Ps-Kinase) bezeichnet werden. Fir beide
Kinasen konnte gezeigt werden, dal3 se auch die reversble Resktion zurlick zu InsPs
bzw. InsP; katdyseren, wobel se eine Phosphatgruppe auf ADP Ubertragen und somit
zur Resynthese von ATP flhren [Vogelmaier SM. et al., 1996; Huang C.F. et al.,
1998].

Inzwischen konnte das InsPs-Kinase Protein aus Rattenhirn ds Gegenstiick eines bisher
nicht weter charakteriserten humanen Genproduktes (KIAA0263) identifiziert werden.
Mit Hilfe der gewonnenen Sequenzinformation konnte ein Maus EST gefunden werden,
der zur Klonierung ener Maus InsPs-Kinase fuhrte. Die Maus InsPs-Kinase besteht aus
433 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von 50 kDa, das dem der InsPs-
Kinase aus der Ratte stark éhndt. Zwischen der Maus InsPs-Kinase und dem humanen
Genprodukt KIA0263 komte eine 97%ige Aminosiurenhomologie ermittelt werden,
worauf KIA0263 a's humane InsPs-Kinase bezeichnet wurde [Saiardi A. et al., 2000].
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Aus ene Kaninchendiinndarm cDNA-Bank wurde eine cDNA kloniert, die nach der
Injektion in Xenopus Oozyten die Aufnehme von anorganischem Phosphat dimulierte
und daher ds PIUS (phosphate uptake stimulator) bezeichnet wurde [Norbis F. et al.,
1997].

Es konnte gezeigt werden, da3 PIUS ene hohe Ahnlichkeit mit ener innerhab der
kataytischen Doméne dler Ing145P; 3-Kinasen liegenden, dak konservierten
Region beditzt [Saiardi A. et al., 2000; Schell M.J. et al., 1999; Togashi S et al. 1997].
Das PUS Protein wurde aus dem Kaninchen [Schell M.J. et al., 1999] und dem
Menschen [Saiardi A. et al., 2000] kloniert und zeigt eine 98%ige Homologie in der
Aminosiuresequenz zZwischen den beiden Spezien. Aufgrund sner
Inogitolphosphatbindungsdoméne wurde  RUS  hingchtlich sainer katdytischen
Eigenschaften auf Inostolphosphate untersucht und ebenfals as sdektive InsPs-Kinase
identifiziert [Saiardi A. et al., 2000; Schell M.J. et al., 1999]. Das humane PIUS besitzt
ene 67%ige AminosaurenrHomologie zu der bereits erwdhnten humanen InsPs-Kinase
(KIAA0263). Daher wird PIUS ds InsPs-Kinase 2 und die origingr aufgereinigte 1nsPs-
Kinase as InsPs-Kinase 1 bezeichnet [Saiardi A. et al., 2000].

In Northernblotanalysen von verschiedenen Mausorganen konnte fur die InsPs-Kinase 1
ene sarke Expresson eines 5 kB grofen Transkriptes im Hirn sowie enes ca. 2 kB
grolen Transkriptes im Hoden nachgewiesen werden, wéahrend in Herz, Lunge, Leber,
Niere und Milz nur ene sehr schwache Expresson gezeigt werden konnte. Die
Expression der InsPs-Kinase 2 ig ebenfdls im Hirn am stérksten. Daneben findet auch
ene deutliche Expresson in der Lunge datt, wahrend in Leber, Niere und Hoden
abnehmende Expressonsspiegel gefunden wurden [Saiardi A. et al., 2000].

Die besonders starke Expression der beiden InsPs-Kinase Isoformen der Sdugetiere im
Gehirn deutet auf madgliche neuronde Funktionen hin, wie zB. die Regulation der
Freisstizung von Neurotransmittern Uber Vesked innerhdb der Syngpsen. Diese
Maoglichkeit wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dal3 InsP; dwlich wie InsPs, mit
hoher Affinitdt an Proteine bindet, die in die Veskdbildung bzw. - fresstzung
involviert and, wie zB. AP-2 [Vogelmaier SM. et al., 1992], AP-3 [Ye W. et al., 1995],
Syngptotagmin  [Mizutani A. et al., 1997], Protein 4.1 [Shag RK. et al., 1994],
Golgicoatomer [Fleischer B. et al., 1994] und Hefecoatomer [Ali N. et al., 1995].

Aul}er den beiden in Sdugetieren vorkommenden InsPs-Kinasen wurden zunéchgt in
Datenbankandysen des Hefegenoms zwel weitere Proteine mit  auffédligen  Amino-
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sdurentHomologien zur InsPs-Kinase entdeckt [Saiardi A. et al., 2000], die as KCS1
[Huang K.N., Symington L.S, 1995] und ArgRIIl [Dubois E., Messenguy F., 1987]
bezeichnet wurden. Bel diesen beiden Proteinen liegt der sgnifikante Homologiebereich
zur InsPs-Kinase ebenfdls in der 25 Aminoséuren umfassenden Sequenzregion, die
auch zawischen den Ing(1,4,5)P5 3-Kinasen und InsPs-Kinasen konserviert ist.

KCSL war urspringlich as ein Hefeprotein beschrieben worden, dessen Deletion vor
Abnormitdten in der mitotischen Rekombination schiitzte, die durch eine Mutation im
Gen der Proteinkinase C und den damit verbundenen Verlus der Proteinkinese C
Aktivitdt hervorgerufen wurde [Huang K.N., Symington L.S, 1995; Huang K.N.,
Symington L.S,, 1994].

Fir ArgRIIl wurde zunéchst eine Kontrollfunktion in der Transkription der Enzyme des
Argininmetabolismus der Hefe angenommen [Dubois E., Messenguy F., 1987; Qiu H.F.
et al., 1990]. Es zeigte sich jedoch, dal3 ArgRIIl andere Funktionen ausiiben mul3, da
die Kompensation der Storungen im Argininmetabolismus nicht vor dem letdlen Effekt
der ArgRIIl Deetion schiitzen konnte [Dubois E., Messenguy F., 1994].

Die Entdeckung der Homologie in der Inositolphosphatbindungsstelle zwischen diesen
beiden Hefeproteinen und den Ing(1,4,5)P; 3-Kinasen sowie den InsPs-Kinasen fihrte
zur Vermutung, dal3 auch diese beiden Proteine in den Inostolphosphatstoffwechsd
involviert sain kénnten [Saiardi A. et al., 2000]. In Experimenten zur Uberprifung
moglicher  Kinaseeigenschaften auf  Inogtolphosphate konnte  fir KCSL  ene
donifikante, sdektive InsPs-Kinasesktivitdt nachgewiesen werden, weshab KCS1 als
Hefe InsPs-Kinase (yIPsK) bezeichnet wird. Fir ArgRIIl hingegen wurde die Fahigkelt
beobachtet, sequentidlle Phosphorylierungen an  Inositolphosphaten  durchzufihren, so
daid es Ing(1,4,5)P; zu Ing(1,4,5,6)P; [Odom A.R. et al., 2000] und dieses wiederum zu
héheren  Inogtolphosphaten  phosphorylieren kann. Aufgrund dieser Eigenschaft erhidlt
ArgRIll die Bezeichnung Inostolphosphat Multikinase (IPMK) [Saiardi A. et al.,
2000].

Die Identifizierung von KCSL ds yIPsK [Saiardi A. et al.,, 2000] sowie die
Beobachtung, da3 die Deetion von KCSL den Verlus der Proteinkinase C
kompensieren [Huang K.N., Symington L.S,, 1995; Huang K.N., Symington L.S., 1994]
kann, deutet auf die mdgliche Fahigkeit der InsPs-Kinase hin, die Proteinkinase C
Aktivitdt zu antagoniseren. In Hingcht auf diese Erkenntnisse i die Beobachtung
interessant, dal3 InsPs die Proteinkinese C Aktivitd zu gimulieren scheint, und somit
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durch die Bildung von Ind? aus InsPs die Stimulation der Proteinkinase C beendet
werden konnte [Efanov A.M. et al., 1997].

Dartiber hinaus gibt die Identifizierung von ArgRIIl ds IPMK [Saiardi A. et al., 2000]
in Verbindung mit den kirzlich gewonnenen Eindchten in den Mechanismus des
MRNS Transportes aus dem Nukleus Uber den nukledren Pore-Komplex [York J.D. et
al, 1999] Hinweise auf die mogliche Bedeutung von IPMK. Es konnte gezeigt werden,
da3 die Deeion dreier Hefegene, die dle in den Inostolphosphatstoffwechsel
verwickelt sind, den Transport der mRNS aus dem Nukleus verhinderten. Eines der
Gene ig fur die Umwandlung von Inositol in héher phosphorylierte Inostole
verantwortlich, und die Deetion dieses Genes fihrte zu ener Blockade der
Phosphorylierungen auf der Stufe von InsPs zu IngdP, [York J.D. et al, 1999] Dieses Gen
scheint dso fir ein Protein zu kodieren, das in der Lage i, InsP; in InsP; InsPs und
InsPs umzuwanddn. Eine Fahigkeit, die der der IPMK entsprechen wirde und auch
erkléren konnte, wie die IPMK (ArgRIIl) die Kontrolle z.B. Uber die Transkription der
Enzyme des Argninmetabolismus ausiiben kdmnte.

Die Erkenntnisse Uber die kataytischen Eigenschaften und die Klonierungen der oben
beschriebenen  Inogtolphosphatkinasen, die diese ds InsPs-Kinasen (IPsK1, [1PsK2,
yIPsK)  sowie ds IPMK identifizieren, bringen wetere Eingchten in die Evolution der
Inositolphosphatsynthese mit  sch. In dlen diesen  Inositolphosphatkinasen  konnten
de aus den Dbeschriebenen Ing(1,45P; 3-Kinasen  bekannte  Inositol-
phosphatbindungsdoméne sowie Regte, die fur die ATP-Bindung notwendig sind,
nachgewiesen werden [Saiardi A. et al., 2000; Schell M.J. et al., 1999]. Obwohl die
InsPs-Kinasen und die IMPK dch grundsédizlich durch ihre kataytischen Eigenschaften
von den Ing(1,4,5P; 3-Kinasen unterscheiden, da die InsPs-Kinasen durch Bildung
eines Pyrophosphates die Phosphorylierung eines bereits vollstdndig phosphoryliserten
myo-Inositols bewirken und die IPMK sukzessve Phosphorylierungen durchftinren
kann, wdahrend die Ing1,45P; 3-Kinasen nur die Phosphorylierung der  3-
Hydroxylgruppe des Ins(1,4,5)P; katayseren konnen, scheinen se aufgrund der
konservieten Homologien glechen Ursorungs zu  sen. Es  bestehen  sogar
Vermutungen, dal3 sch die Ing1,45P; 3-Kinasen aus den InsPs-Kinasen heraus
entwickdt hétten. Gestitzt wird diese Vermutung durch die Beobachtungen, dal3 InsPs-
Kinasen sowohl in dem primitiven Eukaryonten Hefe ds auch in Saugetieren vorhanden
snd [Saiardi A. et al., 2000; <chell M.J. et al., 1999] , wahrend die Ing(1,4,5)P; 3-
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Kinase nur aus hoheren Eukaryonten isoliert und kloniert werden konnte. Auf jeden Fall
emdglicht die ldentifizierung der Inogtolphosphatbindungsstelle die Eintellung  der
Inositolphosphatkinasen  in - unterschiedliche  Familien, namlich in die, die Uber die
Inostolphosphatbindungsstelle  verfigen und  in die die keine entsprechende
Sequenzhomol ogien aufweisen (Sehe Tab. 2).

Tabdle2: Einteilung der I nositolphosphatkinasen.

I nositol phosphatkinasen Familien

(PxxxDxKxG)
Ing(1,4,5)P; 3-K A Ins(1,4,5)P5 3/6-K Ins(1,3,4,5,6)Ps 2-K
Ins(1,4,5)P; 3-K B Ins(1,3,4)P3 5/6-K

Ins(1,4,5)P; 3-K C
Ins(1,4,5)P; 3-K
IPsK1, IPsK2
IPMK, yIPsK
In  den oben  aufgeflhrten  Stuationen wird die  Bedeutung  des

Inositol phosphatstoffwechsals und insbesondere der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase as zentrdes
Enzym in diesem fir ene Vidzahl von zdlul&en Prozessen dargestdit. Durch die
bedeutende Rolle der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase innerhab des Inositolphosphatstoffwechsels
kommt es durch StGrungen in ihrer Bildung oder in ihrer Regulation zu den oben

genannten  pathologischen Konsequenzen. Zugleich zeichnen sch aer aus den
inzwischen  gewonnenen  Erkenntnissen  Uber den  Inostolphosphatstoffwechsel  auch
potentielle Ansatzpunkte fir ein therapeutisches Eingreifen in der Zukunft ab.

Die zentrde Ralle der Ing(1,4,5P; 3-Kinase im Inogtolphosphatstoffwechsd sowie ihr
zdl- und gewebespezifisches Expressonsmuder in  unterschiedlichen [soformen  mit
zum Tel unterschiedlichen Regulationamechanismen der Enzymektivitdt (so.) ruft en

besonderes Interesse in dem Nachwel s von weiteren | soformen hervor.
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Abb. 2: Schematische Dar stellung des | nositolphosphatstoffwechsels.

Die Abbildung zeigt eine vereinfachte Beschreibung der metabolischen Umwandlung der
Inositol phosphate, ohne jede bekannte Zwischenstufe darzustellen. Es wurden hauptséachlich
die Verbindungen aufgegriffen, fir die Hinweise bestehen, dal ihr Metabolismus im
Zusammenhang mit Signaltransduktionsfunktionen steht. Der senkrechte rote Pfeil
ausgehend von dem Ins(1,3,4)Ps soll dessen inhibitorische Wirkung auf die Ins(3,4,5,6)P; 1-
Kinase andeuten.

27



Einleitung

In Vogderythrozyten snd biochemisch zwe  unterschiedliche Arten von Ing(1,4,5)Ps
3-Kinasen beschrieben worden: ene partikuldre, membrangebundene Form, die durch
Ca**/CaM simulierbar ist, und eine zytosolische Form, welche C&*/CaM insensitiv
ig [Morris AJ. et al., 1987], wobei ca 84% de zdluldren Enzymaktivitdt von der
tosolischen Form geleistet werden [Haefs M., 1994]. In Vogeerythrozyten scheint die
Hauptfunktion der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase die Bildung des Ing(1,34,5P; zu san, das
andog dem 23-Bisphosphoglycerat in Sdugetieren ds alogterischer Regulator der O,-
Affinitdt des Haemoglobins dient [Isaacks R.E., Harhness D.R., 1980].

Diee Arbeit soll zur Kléaung der Frage betragen, ob es dch be der in der
Arbeitsgruppe von  Prof.  Mayr  (Ruhr-Universtéd  Bochum und  Universtéts
Krankenhaus Eppendorf) aus Huhnererythrozyten isolierten und anschlief3end aus einer
embryonden Hiuhner cDNS-Bank tellklonierten, zytosolischen Form ener Ing(1,4,5)P;
3-Kinase um ene wetere neue Isoform dieses Enzyms handdt, oder ob dieses Enzym
nur eine Spezies spezifische Variante der bereits bekannten | soformen darstdt.

Die cDNS-Teillsequenz dieser Ins(1,4,5)P; 3-Kinase erdtreckt sich Uber 1848 Bp, wovon
921 Bp im offenen Leserahmen und 927 Bp im 3 nicht-trandatierten Bereich liegen.
Dieses Polypeptid bestzt ein Molekulargewicht von 35 kDa und Korrdierte damit
andhernd mit dem durch sechs verschiedene Chromatographien angereicherten und
anchlielfend in Renaurierungsexperimenten nachgewiesenen Enzym von 34 kDa Das
putative Trandaionsporodukt diesr Tellsequenz zeigt eine 71%ige Homologie zur
Isoform A und nur ene 64%ige Homologie zur Isoform B aus menschlichem Hirn.
Allerdings war sowohl der N-terminade Bereich dieser Ing(1,4,5)P; 3-Kinase as auch
der C-terminde Bereich unvollsandig, da weder en Startcodon noch en Poly-(A)-
Schwanz ermittedt werden konnten. Durch Northernblotanadysen mit poly (A+)-RNS
aus Huhnererythrozyten konnte jedoch ein spezifisches Signd in ener Grol3enordnung
um 6,5 kB nachgewiesen werden, das wiederum eher dem typischen Molekulargewicht
enes Transkriptes der |soform B entsprechen wirde.

Die Isolierung enes cDNS-Klons mit ener im Leserahmen liegenden Deetion von
75 Bp deutete auf das Vorhandensein von Splice- Produkten hin [Haefs M., 1994].
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1.7. Ziesetzung der Arbeit

Die Zidsetzung dieser Arbet ist die Klaung der genauen ldentitdt der Ing(1,4,5)Ps
3-Kinase aus Huhnererythrozyten. Hierzu soll die Vervollgandigung des 5'-terminden
Bereichs der DNS-Sequenz der Ins(1,4,5)Ps 3-Kinase aus Hihnererythrozyten erfolgen,
da dieser den spezifischen Bereich der einzelnen | soformen darstdt.

Des weteren soll durch die Andyse genomischer Hihner-DNS die Existenz von
unterschiedlichen  Splice-Produkten  Uberpriift sowie Einblicke in die Vertellung von

Exon/ Introngrenzen gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

Allgemeine Hinwea se zu Reagenzien, L ésungen und Geréten:

Alle  molekulabiologischen Expeimente wurden mit  hochrenen  Chemikdien
durchgefiihrt. Das Ansetzen der Lodsungen efolgte mit deionisetem Wasser, welches
mit einer Umkehrosmoseanlage der Firma Serdpur hergestdlt wurde. Bel Bedarf wurde
das Wasser vorher oder die Lésung nach dem Ansetzen autoklaviert.

Verwendete Kunggtoffmateridien, wie Eppendorfresktionsgefdlle und Pipettenspitzen
wurden ebenfdls autoklaviert.

2.1 Material
2.1.1. Losungen
TAE (50x ) 2420 g Tris
57,1 ml Essgsiure
100,0 mi EDTA 05M pH 8,0
ad 1000,0 ml H.O
SM 100,0 mM NaCl
10,0 mM MgSO, 7 H,0O
50,0 mM TrispH 7,5
0,2 %V 2% Gdatine
Lambda- Dilutionspuffer 10mM TrispH 7,5
10mM MgSO,4
10 mM CaC|2
TE 10mM TrigHCI pH 8,0

1mM EDTA
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20 x SSC

20 x SSPE

100 x Denhardtdsg:

10x MOPS Puffer:

RNS-Probenpuffer:

Préhybridiserungdsg.

3,00M
0,30 M

3,60 M
0,20M
0,02M

2% (Wiv)
2% (Wiv)
2% (Wiv)

0,20M
0,50 M
0,01 M

56,0 ml
20,0 ml
11,2 ml
224 mg
11,2 ml
13,6 ml

25,00 ml
12,50 ml
5,00 ml
2,50 ml
0,25 ml
1,00 ml

ad 50,0 ml

NaCl
Na-Citrat

NaCl
NaPO,
EDTA pH 7,7

BSA
Ficall
PV P (Polyvinylpyrrolidon)

3-Morphoalinol propane-sulphonic acid
NaAcetat pH 7,0
Na EDTA

Formamid 50% deionisiert
Formaldehyd 37%

10 x MOPS
Bromphenolblau

Ficoll 10%

DEPC-H,0

Formamid (fina 50%)
20x SSC
50x Denhardts-Ldsung
1 M NaH2PO4 pH 7.0 (find 50 mM)
20% SDS (fina 0,1%)
10mg/ml Lachssperma-DNA
(find 200 pg/ml)
H,O
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Hybridiserungdsg.

Dig-Puffer |

Dig-Puffer 1

Dig-Puffer 111

Antikorper-Konjugat-Lsg.

Farblésung

10,0 ml Formamid (fina 50%)
50ml 20x SSC
04 ml 50x Denhardts-Ldsung
04ml 1M NaH2PO; (find 20 mM)
02ml 20% SDS (final 0,2%)
40ml 25% Dextransulfat (find 5%)
04 ml 10 mg/ml Lachssperma-DNA

(fina 200 pg/ml)
ad 20,0 ml H,O

100 mM Tris
150 mM NaCl
mit 25% HCI auf pH 7,5 eingellen

059 Blocking-Reagenz, Boehringer
100,0 ml Dig-Puffer 11
1 h bei 50°C l6sen

100,0 mM Tris
100,0 mM NaCl
50,0 mM MgCl,
mit 25% HCl pH auf 9,5 eingtellen

40,0 mi Dig-Puffer |
8,0 pl polyklonale Schaf- Anti- Digoxigenin-Fab-

Fragmente, konjugiert mit alkaischer
Phosphatase

10,0 ml Dig-Puffer 111

45,0 pl NBT (Nitro-Tetrazolium Sdz, 75 mg/ml in
70% Dimethylformamid)

35,0 ul BCIP (5-Brom:-4-chlor-3-indolylphosphét,

50 mg/ml in Dimethylformamid)
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PCR-Pffer (10x)

100,0 mM TrisHCI pH 83
500,0 mM KCI
10 % Gdatine

2.1.2. Kulturmedien und Festagarplatten

LB-Medium

Indikatorplatten

LB-Agarplatten

Ttbll-Puffer

10g Bacto-Trypton
59 Hefeextrakt

10g NaCl

ad1lHOpH 7,2

2,0g Bacto-Trypton
1,0g Hefeextrakt
3,09 Bacto-Agar
05ml 4 M NaCl
ad 200 ml, dann autoklavieren
12,0 mg IPTG
12,0 mg X-Gd
8,0 mg Ampidllin

10,09 Bacto-Trypton
509 Hefeextrakt

10,09 NaCl

1509 Bacto-Agar

ad 11 HO pH 7,2

10,0 mM MOPSpH 7,5
75,0 mM CaCl,

100 mM KCI

15,0 % Glycerin
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Top-Agarose 109 Bacto Trypton
059 NaCl
0,79 Agarose
0,1 ml 1M MgSO,
ad 100 ml H,O

Zur Hektiven Anzucht von plasmidhdtigen Bakterien mit Antibiotikaresstenz wurden
den Medien die entsorechenden Antibiotika beigefigt. Die Antibiotika wurden in

folgenden K onzentrationen eingesetzt:

Antibiotikum Vorradsy.-Konz. | Endkonzentration | Lésungamittel,
mg/ml pg/ml L agerbedingung
Ampicillin 4 50-100 H20, 4°C
Kanamycin 10 30 H20, 4°C
Tetracyclin 12 12 70% Ethanal, -20°C
Tabelle 3: Antibiotika

2.1.3. Bakteaiengdmme

Die Amplifiketion von Pasmiden wurde mit Hilfe des
(Bullock et d.,1987) durchgefihrt.

Zur Schtung der genomischen DNS-Banken in dem Bakteriophagen Lambda Fix 1l und
zur Vermehrung der Phagen wurden die E.coli-Stémme XL1-Blue MRA (P2) und XL1-
Blue MRA engesstzt. Der Vortell des XL1-Blue MRA (P2) Stammes i, dal3 in ihm
nur rekombinant veranderte Lambda Fix I Phagen wachsen konnen. Dies liegt an den
aktiven red und gan Genen, die in dem Klonierungsabschnitt des Lambda Fix |l
Wildtypen liegen. Werden die Gene rekombinant durch ein Insert ersetzt, kann der
Phage dch im XL1-Blue MRA (P2) Stamm vermehren. So erreicht man ene Selektion
von nicht rekombinant verdnderten zu rekombinanten Phagen. Nach einer erfolgreichen
Selektion wird der XL1-Blue MRA Samm zur
rekombinanten Phagen genutzt.

E.cdi-Stammes XL1-Blue

weteren Vemehrung des
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2.1.4. Plasmidvektoren

Zur Subklonierung von genomischen DNS Fragmenten, die durch Redtriktionsverdaue
aus der genomischen Bank in dem Bakteriophagen Lambda Fix 1l gewonnen wurden,
wurden die Plasmide pBluescript 1l SK+ (Stratagene, Heidelberg) und pZErO™-2.1
(Invitrogen BV, Leek, Niederlande) eingesetzt.

2.1.5. Oligonuklectide (Primer)

Fur die PCR und die Sequenzierung der Lambda Fix 1l gen. Ing(1,4,5)Ps; 3-Kinase
Klone und der Subklone in pBluescript Il SK+ bzw. pZErO™-2.1 wurden folgende
Oligonuklectide eingesetzt, die von der Firma MWG-BIOTECH bezogen wurden.
Sequenzierung der Subklone:

NP 24:5-GACGTT GTA AAACGA CGGCCACTG- 3

RP24:5-AAC AGC TAT GAC CAT GAT TACGCC- ¥

6.1 N: 5-GTC TGC CCA GGA CCGACTTTT CCC- 3

6.1R: 5-CAGACA GTTCACTTAAGATTCTCC- &

9d N: 5-GAA GCA TAT ACA TAT GTA CTG GGC- 3

9d R: 5°-TGA TGA TAG AAA AAT GAACTT AGG- 3

1800 Fw: 5-TGT TGG GCA GCA TCC AGA CCA CCG-3

1800 Rp: 5-ATG ACT GGT GTC AGT CAG TGA CCC-3

Oligonukleotide zur Sequenzierung der Lambda Fix 11 gen. Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase-
Klone:

Sequenzierung in 5°-3° Richtung:

UB 19:5-CAT GGA GGA AAG AAA AAG GCA TGG-3
UB 43:5-ATGGTGACA GTT GATTTG CTG GCC-3
UB 46:5-GAGTTT CAA GGCAGCTGA TAGTTG-3
UB 48:5-TACTGA CCT GTA TCA CACAGT GCC-3
UB 52:5-GTA TGT TCT CAG GAG TAT CTT TGG-3
UB 53:5-AAGCGT TAGAAA TGT TGT CTT CCC-3
UB 57:5-GAT CTT GAG GCA TTCAGA CAGTCC-3
UB 63:5-CCT GTGAGGATC GGT GAT GTCAGC-3
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UB 64:5-CCT AGCTCCAGT CTCCAT CTT TCC-3
UB 68:5-AGA AGG CCA GCT GCA GCG ATT TGG-3
UB 72:5-GAT TCA TTA GTCTCT GTA AAA TCC-3
UB 73:5-TTT CAACTCAGAATGTTT ACT TCC-3
UB 75:5-CTG GAA GAA GAG CTG ACT AAA GCC-3
UB 76:5-CAGCAGTTATGT TTCTGG TCA ACC-3
UB 80:5-TTA TATATGTTCTAA GGG CTCTGG-3
UB 81:5-AACTGA ATG AAA TAG CTG CCT CTC-3
UB 82 5-GCT CGG GCC AAGAGT GACTTCAGC-3
UB 88:5-CTA TAAGTT AGT GTCATT TGG CTC-3
UB 94:5-GTC ATA GCG CAG TGA CAA GAA AGG-3
UB 97:5-GAT ATT CCT TGA CTT GTCTFCTGC-3
UB 98:5-TCA TTCAAA TCC CCA GAT CACTCC-3
UB 103: 5-TTA TTG GCA GGC TGC AAA TTC CGC-3
UB 106: 5-TTAATT TTT GTG AGA GCT GAG ACC-3
UB 111: 5-ACA TCA CGC GCT TGT CAA GCT TGC-3
UB 112: 5°-TAT GGC AAT AGCAGG TAG TGC TGC-3
UB 114: 5-ATCTCATTCCTT TGG CTT TTG GCC-3
UB 117: 5-TAC TCT GCC ACT TGT TCA CAT AGC-3
UB 122: 5-GGA TTGGTT CTT CCA TTC TCT TCC-3
UB 126: 5-ACT ATT CCA ATCTTCTCCACT TCC-3
UB 128: 5-TAT AGA TGA AGC TGG GAT AAA GCC-3
UB 130: 5-TAA GTA TAG TAA TGT TTA ATA TCC-3
Sequenzierung vom 3'-Ende zum 5'-Ende:

UB 14:5-CTG TAT GTC CAG CCA GCT GCA CCC-3
UB 42:5-CTG CAT AACCCT GTCAGT GTT GGC-3
UB 44:5-CAGAACACA CAT TACTAA TCA GGC-3
UB 47:5-AACTGA CACTGG CTCATT ACA AGG-3
UB 51:5-AGT TAA AAG GGA CCT TTA AGA TCC-3
UB 56:5-ATCTGT ATT GCG GGT GCC ACT GCC-3
UB 67:5-GAG ACC GAT GAT CAA CAG CTA GGG-3
UB 79:5-TAGGTATTTGACTTT GCCATGAGG-3
UB 89:5-CCCTGG CAA GTT AGA ACCACA GCC-3
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UB 91: 5-CAT GCT TTG GGA CTA AAA CCC TGG-3
UB 95 5-GAC AAA ATA TAA CCT CCA TAT GGG-3
UB 96:5-TCC CCA GCG GCT CACCTT TCC TCC-3
UB 99:5-TTA ATT CTT CAT GCT ATT TCA CCC-3
UB 100: 5-CCC TGG TCT CAG AAG GTG CAA TGC-3
UB 101: 5-TTT TAA CTT GCC TTG CAA GTA AGC-3
UB 102: 5'-CCA CTG AAC ACA TCT TGA TGT GGG-3
UB 104: 5-CAA GTG GCC CAA ACCTCCTTC TGG-3
UB 105: 5-CAA GGG AAA ACA AAA ACA AAT GCC-3
UB 109: 5-TTT TGT TTT CAT CTG TCT CACTGC-3
UB 113: 5-ATT TAT CTA AGC TGT CCA TCA CCC-3
UB 118: 5-TAA TGA AAGGTA CTG AGC AAC AGG-3
UB 119: 5-CAC AAC AAA GTC TGT AAG AGC TGC-3
UB 121: 5-TCT ATA TCC CTT CTG TAA CGA TCC-3
UB 125: 5-CCT AAC AAG GCA TCA TAC TGC AGC-3
UB 127: 5-GCA TGA GCT GGA AAG ACT AGT TCC-3
UB 129: 5-GGT GTG AAG GAA AGA CAA TGG GCC-3
UB 131: 5-GAA TCA AAT CTG CTG TCC TCC TGG-3
UB 132: 5-TTA CGC AGC TTT GGT TTC TCA CGG-3
Primer A:

Oligonukleotide zur c-DNS-Synthese:

UB 14: 5-CTG TAT GTC CAG CCA GCT GCA CCC-3
UB 40: 5-CTG AGT GAT CTCTCT AGA GAA GAA AGTTAGTTAC-3
1. c-DNS-Synthese

UB 12: 5-GCA TGT ATC GGG GCT TGG-3

UB 136: 5-TTC CAG GTA TGT CCT GAT CC-3

2. c-DNS-Synthese

UB 142: 5-CATGCCTTT TTCTGG TTG G-3
Oligonuklectide fir RACE-PCR:

1. RACE-PCR

UB 135: 5-CAC CAT GGA AGC AAG GGA CGC AGG-3
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2. RACE-PCR

UB 144: 5-GCC AGC CGC CCT CCG GGT GCG CCG-3
UB 138: 5-GAG TCC TCG CCG CGC TCC AGG TGC-3

3. RACE-PCR

UB 165: 5-TGA AGT CAG CCG GCA GCCACT CAC-3
Adaptor Primer:

AP1:5-CCA TCCTAA TACGACTCA CTA TAG GGC-3

Oligonukleotide fur Nested-RA CE-PCR:

UB 134: 5-GTT AAC CAT GGT TTT AAT TGT ATG CCA TGC C-3
UB 139: 5-GCG AGG AGG TGG ACA GCC TGC GGG-3

UB 143: 5-CTG CCC TGC GAC TCC TCG CTC TCC-3

UB 166: 5-GGC TGG GAG GGA CCC TGC TCA GAG-3

Adaptor Primer 2:
AP 2:5-ACT CAC TAT AGG GCT CGA GCG GC-3

Oligonukleotide fur Kontroll-PCR:

UB 12: 5-GCA TGT ATC GGG GCT TGG-3

UB 40: 5-CTG AGT GAT CTC TCT AGA GAA GAA AGTTAGTTAC-3
UB 46: 5-GAG TTT CAA GGCAGC TGA TAGTGG T-3

2.1.6. Engyme

Die Redriktionsenzyme (Not I, Xba I, Sac |), die benttigt wurden, um das ca. 15 kB
grol}e Insert aus dem Lambda Fix Il Phagen herauszuschneiden und aus diesem weltere
Fragmente zu gewinnen wurden, von den Frmen Boehringer (Mannheim), New
EnglandBiolabs (Schwalbach) und MBI-BIOTECH (Ebersberg) bezogen.

2.1.7. Membranen

Die be der Sichtung der genomischen DNS-Bank benttigten Nitrozellulosemembranen
wurden von der Firma Schlecher & Schudl (Dassd) bezogen. Fir den ergten
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Schtungsdurchgang  wurden Membranen mit 132 mm Durchmesser genommen, bel
den gpderen  Vereinzdungsschritten der  rekombinanten  Lambdaphagen  wurden
Membranen mit 81 mm Durchmesser genutzt. Fir die Northernblotanadysen wurden die
Nylonmembranen Hybond-N+ eingesetzt.

2.1.8. | -cDNS-Banken

Name Organ Herkunft Primer
od-em-Zap embryona Prof. Strétling random-+oligodT
1
gd-em-gt1l embryona Venngrom,
2 Stockham
Gd-li-gt10 L eber Clontech random-+oligodT
3
od-mu-ZAP Muskel Stratagene
4
od-br-gt10 Hirn Clontech random-+oligodT
5
od-ty-ZAP T-Lymphozyten | Earn Shaw,
6 ZdllineMSB1 Bdtimore
od-li-ZAP Leber Stratagene
y
gd-br-gt1l Hirn Kilimann
8
Tabdle4: cDNS-Banken

Alle cDNS-Banken snd Aliquots von Pattenlysaten (= 2. Amplifikation) von 1 Mio.
Einzel phagen der 1. Amplifikation der jewelligen cDNS-Bank.
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2.1.9. Genomische DNS-Bank

Die verwendete DNS-Bank der Firma Stratagene bestand aus genomischer Huhner
DNS, die mit Sau3Al verdaut war und in die Xhol Schnittstelle des Vektor | -Fix Il
enkloniert war. Die Grofe der enklonieten DNS-Fragmente lag zwischen 9-22 kB.
Fdls die Xhol Schnittstele durch die Klonierung zerstdrt worden war, wurde
empfohlen, das Insert mit Notl herauszuschneiden.

2.1.10. Computerprogramme

Die DNA-Sequenzbearbeitungen wurden mit  dem  Programm  DNA-Strider
durchgefihrt.

DNS-Aligments der unterschiedlichen Ing1,4,5P; 3-Kinasen Isoformen wurden mit
dem Programm PileUp aus dem GCG Peket der Universitét Wisconson erstelIt.

Zum Korrekturlesen der DNS-Sequenzen wurde das Programm Anayss aus dem Mac
Molly Paket benutzt.

Datenbankvergleiche wurden mit Blast vorgenommen.

2.2. M ethoden

2.2.1. Aufreinigung von DNS aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNS-Fragmenten bis zu einer Grof3e von 6 kB aus Agarosegelen
wurde das Gel-Extraktions-Kit QIAquick der Fa QIAGEN eingesetzt. Zunéchst wurde
das interesserende  DNS-Fragment in  e@nem Agaosedrefen aus dem  Gd
herausgeschnitten und be 50°C 10 min in dem hochkonzentriert chaotrope Sdze
enthaltenden QX1-Puffer gddd. In diessm Puffer wurde die nun geléste DNS auf eine
Mikrospin-Silikesdule gegeben. In der Gegenwart der hohen Sazkonzentration und
gnem pH von 75 band die DNS be de anschlielenden Zentrifugation an die
Slikesule, wéahrend die Verunreinigungen abzentrifugiet  wurden.  Im - Anschlul®
efolgte en Waschschritt mit enem ethanolhdtigen Puffer (PE-Puffer), wodurch

Sdzkontaminationen entfernt  wurden.  Eine  weitere  Zentrifugation  entfernte  den
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redlichen PE-Puffer, dessen Ethanol  nachfolgende Reektionen negativ beeinflussen
konnte. Schliefdich wurde die DNS mit 10mM Tris/HCI, pH 8,5 oder Wasser duiert.
Grofere DNS-Fragmente wurden mit dem QIAEX Il Gd-Extraktions-Kit aufgereinigt.
Hierba efolgte die Aufreinigung nicht Uber ene Silikage-Saule, sondern durch die
direkte Zugabe von Silikapartikeln zu der DNS-hdtigen, in QX1-Puffer gedgten
Agarose.

2.2.2. Préparation von Plasmid-DNS aus Fussigkulturen

Die Plasmidprgparationen wurden aus 2 ml ener 3 ml LB-Hussgkultur durchgefihrt,
die mit einer Bakterienkolonie angeimpft wurde und 12 h ba 37°C und 225 UPM im
Schittelinkubator — inkubiert  wurden.  Zur  Sdektion wurde das  Antibiotikum
hinzugegeben, wogegen durch das Pasmid ene Ressenz  bestand.  Zur
Plasmidprdparation wurde das Plasmid Mini Kit der Firma QIAGEN e ngesetzt.

Bea dem QIAGEN Kit wurden die 2 ml Hussgkultur abzentrifugiert, so dald man en
Zdlpdlet erhidt. Dieses Zdlpdlet wurde in e@nem Resuspensonspuffer (0,1 mg/mil
RNase A, 50 mM TrigHCI, 10 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert. Anschlief3end wurde
gne Zdl-Lyse mit enem LysePuffer (200mM NaOH, 1% SDS) durchgefiihrt. Nach
vollgdndiger Zdl-Lyse schlol3 9ch e@ne 10 mindtige Neutrdisation auf Eis in @nem
Neutrdisationspuffer (3.0 M KAc, pH 55) an. Durch die folgende 15 minltige
Zentrifugation wurden grobe Zdlbestandtelle abzentrifugiert. Der  plasmidhdtige
Ubersand wurde auf die vorher mit Equilibrationspuffer (750 mM NaCl, 50 mM
MOPS, 15% Ethanol, pH 7,0; 0,15% Triton X-100) equilibriete QIAGEN
lonenaustauscherséule  gegeben, an die die DNA gebunden wurde und nun in vier
Durchgangen jewells mit Iml QC-Waschpuffer (1,0 M NaCl, 50 mM MOPS, 15%
Ethanol, pH 7,0) gewaschen wurde. Nach der Waschung erfolgte die Elution mit QF-
Puffer (1,25 mM NaCl, 50 mM TrigHCI, 15% Ethanol, pH 8,5). Aus dem Eluat wurde
duch die Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol und ener anschlief3enden 30 mintitigen
Zentrifugation bel 10.000 UPM die DNS prézipitiert. Das gewonnene DNS-Pdlet
wurde mit 70% Ethanol gewaschen, anschliefiend luftgetrocknet und wieder in enem
klenen VVolumen TE oder H,O gel 6.

41



Material und Methoden

2.2.3. Screening ener genomischen DNA-Bank (Bentom und Davis, 1977)

Phageninfektion:

Das Ausplatieren der gen. DNS-Bank wurde wie folgt durchgefihrt: Zunéchst wurden
50 ml LB-Medium mit 500 pl IM MgSOy (find 10 mM) und mit 500 pl 20% Maltose
(find 0,2%) versetzt, da Mdtose das Gen zur Bildung des Lambda-Rezeptors in den E.
coli XL 1-Blue induziet. Anschlieffend wurde die Kultur mit einer Einzelkolonie des
Bakteriensammes XL1-Blue MRA (P2) angempft und (iber Nacht bei 37°C und 250
UPM im Schitttelinkubator inkubiert. Die Bakterien wurden am néchsten Morgen be
2500 UPM und 4°C 15 min lang abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgegossen und das Bakterienpdlet wieder in 5 ml autoklavietem Serapur-H,O
resuspendiert. Der nun zehnfach konzentrierten Bakteriensuspenson wurden 50 pl 1M
MgSO, (find 10 mM) hinzugegeben. Fir die Infektion mit dem Bakteriophagen
Lambda Fix Il wurde die Bakteriensuspenson in 200 pl Aligots pro Infektionsansatz
aufgetellt. Der Béakteriophage wurde in Abhéngigket vom Ausgangditer in ener
Verdinnung engesstzt, die pro Agarplatte (Durchmesser 132 mm) eine pfu-Zahl von
3x 10* ergab. Wahrend der Infektion der Bakterien mit dem Bakteriophagen Lambda
wurden diese zusammen be 39°C 30 min inkubiert. Danach wurde der Infektionsansatz
in 10 ml geschmolzener Top-Agarose, die auf 50°C temperiert war, aufgenommen und
dann glechmddg auf ene LB-Agarplatte vertellt. Nach dem Erhédrten der Top-Agarose
wurden die Agarplatten zur Inkubation Uber Nacht in den 37°C Brutschrank gestellt.
Am né&chgen Morgen war der Bakterienrasen durch den Bakteriophagen lysert und
die Plagquebildung abgeschlossen. Vor dem Pagudifting wurden die Agarplaiten 2 h
zum Auskihlen in den 4°C Kihlschrank gestellt, um ein spateres Festkleben der Top-
Agarose an der Nitrozellulosemembran zu verhindern.

Pagudifting:

Die gch in den Pagues befindene LambdaDNS wurde mit Hilfe von
Nitrozdlulosemembranen der Firma Schleicher & Schill abgezogen und an diesen
fixiert.

Von jeder Plate wurden zwe Nitrozellulosemembranen abgezogen, die jewells durch
Eindichgelen so markiert wurden, dad3 spdter gefundene Sondensgnde genau auf der
Agaplate zu lokdiseren waren. Die Membranen wurden immer 2 min auf der
Agarplatte belassen, bevor se abgezogen wurden. Nach dem Abziehen wurde die
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Membran, an der Sch nun Lambda-DNS befand, sofort fir 7 min auf eén 3MM-Papier
gdegt, das zuvor mit Denaturierungdosung (1,5 M NaCl, und 05 M NaOH) getrankt
wurde. Dabel war jetzt die Sate der Membran, die zuvor direkt auf der Agaroberflache
lag, nach oben orientiert. Anschlief?end wurde die Membran in gleicher Orientierung fir
3 min auf ein mit Neutrdiserungdésung (05 M TrigHCI pH 7,5 1,5 M NaCl, 1ImM
EDTA pH 8,0) getranktes 3SMM-Papier Uberfihrt. Dieser Vorgang wurde wiederholt.
Zum Schluf3 wurden die Membranen noch kurz in 2x SSC (0,3 M NaCl und 0,03 M Na
Citrat) gewaschen. Sobald die Membranen trocken waren, wurden se 2 h be 80°C
gebacken, um die DNS zu fixieren.

Markierung von DNS-Sonden mit DIG-UTP:

Die Heddlung der mit Digoxigenin  markieten DNS-Sonden efolgte nach der
»,Random Primed® Methode (Feinberg & Vogesen, 1983) bei der Oligonukleotide
dler moglichen Sequenzkombinationen an der zu markierenden DNS hybridisieren. Das
Klenow-Enzym synthetisert unter Vewendung der 3'OH-Enden der ,random®
Oligonukleotide den komplementdren DNS-Strang, wobel  gleichzeitig DIG-11-dUTP
engebaut wird. Diese Sondenmarkierung wurde unter Verwendung des ,,DIG-High
Primeg* Kits der Frma Boevringr Mannhem durchgefihrt, weches en
Resktionsgemisch  ensetzt, das ,random® Oligonukleotide, Klenow-Enzym, DIG-11-
dUTP und en optimiertes Resktionsgpuffer-Konzentrat enthdlt. Die Resktion wurde
nach Firmenprotokoll durchgefihrt.

Hybridiserung mit DIG markierten DNS- Sonden:

Vor der egentlichen Hybridiserung mit der DIG makierten DNS-Sonde wurden die
Membranen mit der Lambda-DNS zunéchst 2 h lang be 42°C im Hybridiserungsofen
mit ener frisch angesstizten Préhybridiserungddsung  préhybridisert.  Anschliel?end
wurden die Membranen (ber Nacht be 42°C mit ca 005 mllen?
Hybridiserungddsung hybridisert. Auf 100 cn? Membran wurden ca. 60 ng Sonden
DNS eingesetzt.

Vor dem Einsaz wurde die Hybridiserungddsung 10 min be 65° C denaturiert. Die
Hybridiserungd 6sung konnte bis zu finfma wiederholt eingesetzt werden.

Nach der Hybridisierung wurden die Membranen bei 65° C in Waschlésungen (1x SSC,
05x SSC, 0,2x SSC und 0,1x SSC mit jewels 1% SDS) mit abnehmender Saz-
konzentration jewells 30 min gewaschen, um Scherzusdlen, da3 nur die spezifisch
hybridiserte Sonde ein Signa gab.

43



Material und Methoden

Detektion spezifisch hybridiserter Sonden:

Zur Detektion der spezifisch hybridiseten DNS-Sonden wurden die Membranen mit
Fab-Fragmenten enes anti-Digoxigenn-Antikorpers inkubiert, der mit einer akaischen
Phosphatase gekoppelt war. Die Fab-Fragmente des anti- Digoxigenin-Antikorpers,
welche von der Firma Boehringer Mannhem bezogen wurden, banden an das in der
DNS-Sonde engebaute Digoxigenin. In  ener Farbresktion wurden die beden
hinzugegebenen Farbstoffe NBT und BCIP durch die an den Antikorper gekoppelte
dkaische Phosphatase in enen blarvioletten Farbstoff umgesetzt. So konnten die
Pagues detektiert werden, die spezifisch mit der Sonde hybridiserende DNS enthidlten.

Die Sondensgnde auf der Membran konnten anhand der Einsichmarkierungen ener
Plague auf der Agarplatte zugeordnet werden, welche mit Hilfe ener Pipette ausge-
gochen und in 500 pl SM-Puffer aufgenommen wurde. Die Phagen duierten Uber
Nacht aus dem ausgestochenen Agarosezylinder in den SM-Puffer. Zur Kontrolle, dal3
gch wirklich nur pogtive Phagen in dem Eluat befanden, wurde von dem Phagenduat
ene Verdinnung eneut mit dem E. coli Stamm XL 1 MRA inkubiert und ausplattiert,
so dal3 nur einzdne Plagues entstanden. Von diessr Platte konnte, nach der oben
beschriebenen Vorgehensweise, eine postive Plague erneut detektiert werden und ohne
Kontaminierung durch andere Lambdaphagen ausgestochen werden.

Amplifizierung Ing(1,4,5)P; 3-Kinase rekombinanter Lambdaklone durch Plattenlysate:

Die Amplifizierung rekombinanter Lambdaklone wurde in Anlehnung an Manidis &
a.1988 durchgefiihrt. Zundchst wurden in e@ner Madtose- und M@SOy-hdtigen LB-
Kultur E. coli XL 1 MRA (ber Nacht angezichtet und zu 10x Zelen verarbetet.
Anschlief?end wurden die 10x Zellen mit dem Ing(1,4,5)P; 3-Kinase rekombinanten
Lambdaklonen infiziet. Der Titer der engesetzten Phagensuspenson wurde <o
gewahlt, daid nach Infektion der XL 1 MRA Zellen und Inkubation bel 37°C Uiber Nacht
der Bakterienrasen konfluent mit Plagues lysiet war. Die Agarplatten, auf denen ene
konfluente Lyse dattgefunden hatte, wurden mit 3 ml SM-Medium Uberschichtet und
im 4° C Kuhlraum auf einen Schittteltisch gestellt. Auf diese Weise wurden in 56 h die
Lambdaphagen aus der Agarose in das SM-Medium herausgewaschen. Nach 5-6 h
konnte man das nun phagenhdtige SM-Medium mit Hilfe einer Fipette abnehmen und
in 2 ml Aliquots aufteilen, die mit 200 pl Chloroform versetzt wurden.
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Die so gawonnene Phagensuspension wurde zur Lambda- DNS Pr8paration eingesetzt.

2.2.4. Prgparationvon | -DNS (Lockett, 1990)

Zunéchs wurden die Phagensuspensonen 10 min mit 12000 g in einer Eppendorf
Tischzentrifuge bei 4° C zentrifugiert. Die phagenhdtigen Uberstinde wurden in 4 mi
Aliquots zusammengefiigt und anschlief®end durch Hinzugabe von 24 ml 20% PEG
6000/25 M NaCl prazipitiert. Der Prézipitationsansstz wurde mehrfach invertiet und
Uber Nacht im Kuhlraum bel 4°C gehengdassen. Am néchsen Morgen wurden die
Prézipitationsansdtze mit 12000 g in ener Sorval-Zentrifuge (SM-24 Rotor) 10 min bel
4°C abzentrifugiert. AnschlielRend wurde der Uberstand entfernt und das Pellet mit den
Phagen in 250 pl PSB-Puffer (10 mM TrigHCl pH 7,5, 10 mM MgSO,4, 100 mM
NaCl) resuspendiert, in 1,5 ml Eppendorfgefélie Uberfihrt und ein Rnase- (20 pg/ml)
sowie DNase (5ugml) -Verdau 30 min be 37°C durchgefiinrt. Nach dem Verdau wurde
die RNase und DNase durch die Zugabe von 250 pl TES-Puffer (0,3 M TrigHCl pH
9,0, 100 mM EDTA, 1,25% SDS) und durch Erhitzen auf 65°C fir 15 min inaktiviert.
Darauf wurde der Pr8parationsansatz in einem Eisbad abgekihit, mit 250 pl 3 M KAc
pH 48 vemischt und 5 min auf Eis dehengdassen. Anschlielend efolgte ene
Zentrifugation mit 15000 g Uber 1 min be Raumtemperatur. Der DNS-hdtige
Uberstand wurde abgenommen und die DNS mit 0,7 Vol. Isopropanol gefdlt (gut
mischen, 2 min bel RT stehen lassen, 1 min mit 15000 g be RT aozentrifugieren). Der
Ubergand wurde wieder abgenommen und die DNS mit 300 pl TE-Puffer
resuspendiert. Mit 150 pl 75 M NHzACc und 900 pl 100% Ethanol wurde eine erneute
DNS-Falung durchgefihrt. Das erhdtene DNS-Pdlet wurde mit 70% ETOH
gewaschen. Nach der Waschung wurde das Ethanol abpipettiert und das DNS-Pdlet
luftgetrocknet, bis auch restliches Ethanol verdungtet war. Darauf konnte die DNS in
gerilem H,O oder TE resuspendiert werden.

2.2.5.  Photometrische Quantifizierung von RNA/DNA-Pr8parationen

Die photometrische Quantifizierung der DNS-Préparation wurde in einem Eppendorf
Photometer bel der Welenlénge 260 nm durchgefiihrt. Mit der gemessenen Optischen
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Dichte kann die RNSDNS Menge bestimmt werden, da 1 OD be 260 nm 50 pg/ml
DNS bzw. 40 pg/ml RNA entspricht.

Durch Bestimmung des Quotienten von 260 nm/280 nm, der zwischen 1,7-2,0 liegen
solite, kann eine Aussage Uber die Qualitd der Préparation gemacht werden. Der
Quotient gibt dlerdings keine Information Uber Verunreinigungen der DNS mit RNS
an, daher solite zusiizlich ein Aliquot der DNS-Préparation auf enem Ethidiumbromid-
Agarosegd mit einem definierten DNS-Marker analysiert werden.

2.2.6. Schneiden von DNS mit Restriktionsendonukleasen

Die Redriktionsverdaue der DNS wurden anhand der vom Herddler der Enzyme
mitgelieferten V orschriften durchgeftinrt.

2.2.7. Ligaion von Redriktions- und PCR-Fragmenten in Plasmide

Die Ligation von doppedrangigen DNS-Fragmenten efolgte im 3-5fachen molaren
Uberschu? zu dem zuvor ebenfdls mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
gechnittenen Plasmidvektor, der in einer Menge von 50-100 ng eingesetzt wurde. Die
Ligationen wurden in 20 pl Resktionsvolumen durchgefihrt. Das Reaktionsvolumen
setzte sch neben der DNS und dem Plasmidvektor aus enem 1/10 Vol. 10x Liga-
tionspuffer (500 mM Tris pH 7,5, 50 mM DTT; 100 mM MgCh), 1 mM ATP sowie 1
Unit T4-DNS-Ligase zusammen. Die Inkubationszeit der Ligation betrug 3 h be
Raumtemperatur fir kohésive Enden oder Uber Nacht bei 14-16°C fur sumpfe Enden.

2.2.8. Trennung von DNS-Fragmenten durch Agarose- Gelel ektrophorese

Die Trennung der DNS-Fragmente erfolgte in horizontalen Geleektrophoresekammern.
In Abhéngigkeit von der Grofe der zu trennenden DNS-Fragmente wurden Gele von
0,5-2,0% Agarose eingesetzt. Die Agarose wurde entweder in TAE-Puffer (40 mM Tris,
20 mM NaAc; 1 mM EDTA) oder 0,5x TBE-Puffer (45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA)
asfgekocht und auf ca 60°C abgekihit. AnschlieRend wurden 05 pg/ml
Ethidiumbromid  hinzugegeben, vermischt und in die dbgedichtete Gekammer
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auggegossen. Zum  Auspolymeriseren wurde das Gd in den Kihlraum gestdlt. Die
DNS-Proben wurden fir die Elektrophorese mit 1/6 Vol. Auftragspuffer (50% Glycerin,
0,1% Bromphenolblau) versetzt. Die Elektrophorese wurde be 65 Volt 90 min
durchgefihrt. Nach der Elektrophorese wurde das Ge auf enem UV-
Durchleuchtungstisch  begutachtet, photographiert und bel Bedaf wurden die
entsprechenden DNS-Banden ausgeschnitten.  Das Molekulargewicht und die Grolie der
aufgetrennten  DNS-Fragmente konnte durch den Vergleich mit den pardld laufenden
DNS-Markern f X-174-RF DNA Hae |1l DOgest od. Lambda DNA-Hind I11/f X-174
DNA-Hae Il Digest, Pharmacia Biotech) bestimmt werden.

2.2.9. Praparation kompetenter Zellen

Eine LB-Teracydin-Plate wurde am Abend des eden Tages mit enem
Dreidsenausdrich aus einem Glyceringdock der Wirtszellen (XL-1 Blue) angeimpft und
Uber Nacht bei 37° C im Brutschrank inkubiert.

Am Abend des zweten Tages wurde e@ne 3 ml LB/Teracydin-Kultur mit ener
danzelnen Kolonie XL-1 Blue von der LB-Tetracydin-Platte angeimpft und Uber Nacht
bei 37° C und 250 UPM im Schiittelinkubator wachsen gelassen.

Am Morgen des dritten Tages wurde eine 50 ml LB-Kultur mit 500 pl der 3 ml XL-1
Blue Kultur angeimpft und bei 37°C im Schittelinkubator bis zu einer ODsgo Vvon 0,2
geziichtet. Nach Erreichen der ODsgp 0,2 wurden die Zdlen be 3500 UPM (Haeraeus-
Zentrifuge) und 4°C 10 min abzentrifugiet. Von nun an efolgten dle Arbeitsschritte
auf Eis und in vorgekihlten Gefédien. Die Zdlen wurden in 20 ml vorgekihlten 50 mM
CaCl, resuspendiet und 20 min auf Eis inkubiert. Anschlielfend wurden de wieder
abzentrifugiert und in 1 ml deril filtrieten Tfb 1l-Puffer resuspendiert und in 100 pl
diquotiert. Die nun kompetenten Zdlen konnten entweder direkt in eine Transformation
eingesetzt werden, oder mit flissgem Stickstoff schockgefroren und in der -80°C
Tiefkiihltruhe aufbewahrt werden.

Alle Arbeitsvorgange wurden in der Sterilbank durchgeftinrt.

2.2.10. Transformation von E. coli (Hanahan, 1983)
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Die be -80° C gedlagerten Zdlen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Zur Transformation
wurden entweder 10 pl enes Ligaionsansatizes oder 100 ng Plasmid-DNS zu 100 pl
kompetenten Zellen gegeben, 30 min auf Eis inkubiert und anschlief?end en 1 mindtiger
Hitzeschock bei 42° C durchgefiinrt. Danach wurde der Transformationsansatz in 1 ml
LB-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37° C im Schitttelinkubator (225 UPM)
inkubiert.

Anschlielfend wurde der Trandormationsanssiz 5 min mit 5000 UPM in ener
Eppendorf Tischzentrifuge bel 4°C abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das
Zdlpdlet in 200 pl LB-Medium resuspendiert. Die resuspendierten Zdlen wurden auf
eéne LB-Agaplate mit den vom Pasmid abhdngigen Zusitzen ausplatiert und Uber
Nacht bei 37°C bebriitet.

Be Vewendung des Vektor pBluescript [l SK +/- in der Transformation wurden die
trandformieten Zdlen af ene X-Gd und IPTG-hdtigen LB/Ampidllin-Agarplatte
ausgedtrichen. Der pBluescript |1 SK+/- bietet durch ene BlaunWel3-Sdektion die
Moglichkeit zur  Unterscheidung  zwischen  rekombinant  veranderten  und  nicht
veranderten Plasmiden.

In Zdlen, die die lacz M15 Mutation in ihrem endogenen b-Galaktosdasegen
enthielten und mit dem fir die b-Gaaktosdase kodierenden Plasmid ( pBluescript 11 SK
+/-) transformiert waren, wurde durch IPTG die Bildung der b-Gaaktosidase induziert.
Die b-Galaktosidase baut das XGa zu dem blauen Farbstoff 5 Brom-4-chlor-indigo ab,
was zur Ausbildung blauer Kolonien fuhrt. Kommt es zu ener Insartion von Fremd-
DNS in die Klonierungsstelle, kann keine b-Galaktosdase mehr gebildet werden und
die Kolonien bletben weil3.

Der  Sdektionsmechanismus des pZErO™-2.1 Klonierungsvektor, der von der Firma
Invitrogen bezogen wurde, basert auf der Induktion des CcdB Gens durch IPTG,
welches fir E. coli todlich ist (Bernard, et a., 1994). Das CcdB-Gen kodiert fir en
Protein, das die DNA-Gyrase (Topoisomerase I1) der E. coli vergiftet. Dadurch wird en
Zusammenfigen der  zuvor  vonenander  getrennten  DNS-Einzdldrange  zum
Doppelstrang verhindert, wodurch der Zdltod hervorgerufen wird. Durch die Insartion
enes Fremd-DNS-Fragmentes wird die Expresson des CcdB-Gens unterbrochen. So
konnen nur E.coli Uberleben, die mit enem rekombinanten Plasmid transformiert
wurden. Zusétzich kodiert der pZErO™M-2.1 firr eine Kanamycinresistenz.
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2.2.11. Polymerase-Kettenresktion (Mullis & Faloona, 1987)

Ba der Polymerase-Kettenresktion handdt es dch um en in vitro-Vefahren zur
sdektiven Anreicherung von spezifischen Nukleinsdurebereichen aus einem  Gemisch
unterschiedlichster  Nukleinsiuren.  Vorraussstzung i hierba die  Kenntnis  von
Nukleotidsequenzen aus den Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz. Diese
werden zur  Synthese von  Oligonukleotiden  (Primern)  herangezogen, welche
srangspezifisch, d.h. komplementé&r zu jewells einem der beiden DNS-Strénge sind. Mit
Hilfe ene thenogabilen DNS-Polymerase, zB. aus Themus agudicus (Tag-
polymerase), erfolgt die exponentiele Vermehrung des interess erenden DNS-Bereichs.

Die Resaktionen wurden in einem 50 pl Volumen in eénem BIOMETRA-Thermocycler
durchgefUhrt.

Reaktionsansatz:10x PCR-Puffer (s.0)
25mM MgClh
0,5mM dNTPs
100-20,0 uM Oligonukleotide
100-10,0 ng DNS
0,5 u/ul Tag-Polymerase
PCR-Programm:
Denaturierung: 1-2 mn 94°C
Denaturierung: 1 mn  94°C
Bindung: 1 mn  x°C X Zyklen
Elongation: 1 mn  72°C
Elongation: 5 mn  72°C
Kihlung: 4°C
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In der Reged wurden die Programme mit 30 Schlefen Denaturierung-Bindung-
Elongation gefahren. War zu e'warten, dal3 es sSch bel der zu amplifizierenden Sequenz
um en langeres oder sehr sdtenes Segment handdt, wurde die Zykluszahl sowie die
Elongationszeit in hthere Werte optimiert.

Die Bindungstemperatur der Oligonukleotide, die von der Schmeztemperatur und diese
wiederum vom GC-Gehdt der Oligonukleotide abhdngt, wurde nach Angaben des
Hergdlers ausgewdhlt. In Reektionen mit Kombinationen von  Oligonukleotiden
unterschiedlicher  Schmeztemperaturen efolgte eine Orientierung an  der niedrigeren
Schme ztemperatur.

2.2.12. Nested-PCR

Mit Hilfe der Nested-PCR konnen die DNS-Amplifikate der Ausgangs-PCR Uberprift
werden. Hierzu ig¢ es dlerdings notwendig, Uber wetere Sequenzinformationen
innerhalb der Sequenz der Ausgangsoligonukleotide zu verflgen, aus der man en
welteres Oligonukleotidpaar bestimmen kann. Mit diesem Oligonukleotidpaar und ener
Verdinnung des isolierten Ausgangsamplifikates ds , Templaie® fihrt man ene erneute
PCR durch, die ba Spezifitdd des Ausgangsamplifikates ein verkirztes Amplifikat
ergibt.

2.2.13. DNS-Sequenzierung

Die Seguenzierungen der PCR-Fragmente, der Plasmidinsationen und  der
Lambdaklone wurden mit dem ABI Typ 373A von Applied Biosysems (Fogter City,
USA) durchgefihrt, wobel das Tag-Dye-Terminator-Resktionskit von  Applied
Biosysems (Foster City, USA) mit gen oder vektorspezifischen Primern  benutzt
wurde. Die endgiiitige Sequenz wurde durch die Sequenzierung beider Sirdnge der
Plasmide und Lambdaklone bestimmt.

Die Sequenz der Lambdaklone wurde zum gréfden Tell durch direkte Sequenzierung
beider Strange mit dem ABI Dye-Terminator-Kit unter Verwendung des Magter Cycler
Gradienten (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt.
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Zyklusparameter: 96°C 5min Vordenaturieren
96°C 50 sec Denaturieren
55°C 50sec Bindung 35 Zyklen
60°C 4min Elongation

2.2.14. Isolaion totder RNS aus 6 und 9 Tage dten Hihnerembryonen
Diese Methode igt fUr gefrorene und frische Materidien gegignet.
Alle Glaswaren mussen zur RNasen Dekontamination 4 h bei 180°C gebacken und dle
Loésungen mit 0,1% DEPC-H,O angesetzt werden. Wahrend der Arbeit mit RNS
miissen immer saubere Handschuhe getragen werden.

Puffer und Losungen zur RNS Prdparation:

0,1% DEPC-H,0: 1m DEPC
adll H>0 4 Stunden rihren, dann autoklavieren

1 M NaCitrat pH 7,0 der pH wird mit 1M Zitronensaure eingestel It
DEPC-Behandlung (0,1%), autoklavieren

1M NaAcetat pH 5,0 der pH wird mit Essgsaure eingestd|t
DEPC-Behandlung (0,1%), autoklavieren

2 M NaAcetat pH 5,5 der pH wird mit Essigsiure engestdlt
DEPC-Behandlung (0,1%), autoklavieren

Phenol/Chlorofornvisoamylakohol 25/24/1
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5,7M CsCl

2,5ml 1M NaAcetat pH 5,0 ad 100 ml DEPC-H,O
4 M Guadiniumthiocyanat (DEPC-Behandlung)

20% Lauroylsarcosin (DEPC-Behandlung)

2.2.15. Préparation von tota-RNS aus Hihnerembryonen

1Tag:

Es wurden 60 Embryonen aus jeweils 6 bzw. 9 Tage lang bebriteten Eiern prépariert.
Nachdem die Embryonen von Eidotter und Eiweil3 getrennt waren, wurden se sofort in
flissgem Stickstoff schockgefroren, um RNase Aktivitdt zu unterbinden. Von jeder
Charge wurden 3x ca 2 g embryonales Gewebe ausgewogen, in 20 ml GCN-Lésung
aufgenommen und mit der Schere zerkleinert. Anschlieflend wurden jeweils 2 g
embryonales Gewebe mit 20 ml GCN-L6sung in e@n 50 ml Facon-Rohrchen trandferiert
und in diesem mit dem Ultratourax homogenisert.

Die 20 ml Homogenisat pro Ansatz wurden in GCN gespiilte SS-34 Zentrifugen
rohrchen gegeben und 10 min mit 10000 UPM be 20°C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurden die Ubersténde (jeweils ca 18 ml) mit einer Pipette vorsichtig
abgenommen und in derile 50 ml Facon-Rohrchen Uberfihrt. Weiter wurde zu jedem
18 ml Ubersand 1,8 ml Sarcosyl 20% hinzugegeben, um restliche Proteine von der
RNS zu l6sen. AnschlieRend wurden die Ansdize fir 2 min in en 65°C Wasserbad
gestdlt. Inzwischen wurde in sechs SW-40-Réhrchen, die zuvor autoklaviert und mit 4
M GCN-L6sung gespllt worden waren, jeweils 35 ml 57 M CsCl pipettiert. Dieses
CsCl-Kissen wurde vordchtig mit jewels 7,5 ml Homogenisat Uberschichtet. Danach
wurden die Zentrifugenrohrchen gegeneinander audariert und in der Ultrazentrifuge 20
Stunden mit 32000 UPM bel 20°C  zentrifugiert. Da nur die RNS das CsClKissen
durchdringen  kann, wurde diese durch den Zentrifugationsschritt selektiv unter dem
CsCl-Kissen angereichert.

2. Tag:
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Mit enem  Flzdift wurde in Hohe des CsCl-Kissens am Zentrifugenrohrchen eine
Markierung gesetzt. Der Uberstand wurde bis auf cal ml Rest mit einer Pipette
entfernt, wobel die Pipettenspitze mehrmals gewechsdt wurde, um  Verunreinigungen
zu verhindern.

Der Restiiberstand wurde abgegossen. Anschlieflend wurden mit enem  erhitzten
Skalpdl die Rohrchen an der Markierung durchgeschnitten und das RNS-Pelet Uber
Kopf 30-60 min luftgetrocknet. Die RNS wurde nach dem Trocknen mit jewells 2x 0,5
ml 65°C wamen DEPC-H,O resuspendiert, in en 2 ml Eppendorf Resktionsgefdl
trandferiert und zum Abkiihlen kurz in en Eisbad gestdit.

Mit der resuspendierten tota-RNS wurde durch die Zugabe von 1 ml Phenol-
Chloroform+Iscamyldkohol (25:24:1) eine Extraktion durchgeftihrt. Nach 2 minUtigem
Mischen und ener sich anschliel¥enden Zentrifugation Uber 5 min mit 5000 UPM be
Raumtemperatur, wurde die obere wdaige Phase abgenommen und in en 12 ml
Greiner-Rohrchen  Uberfihrt. Die untere Phase wurde erneut mit 1 ml DEPC-H,O
vamischt  und mit 5000 UPM 5 min zentrifugiert. Nach der erneuten Zentrifugation
wurde wieder die obere wa¥ige Phase abgenommen und mit der wa¥igen Phase aus
dem vorhergehenden Zentrifugationsschritt in dem Greiner-Rohrchen
zusammengefuhrt.

Durch die Zugabe von 1/10 Volumen 2 M NaAc pH 55 und 2,5 Volumen Ethanol abs.
(4°C), sofortiges Mischen und Lagerung tiber Nacht bet —20°C wurde die RNS gefdllt.

3. Tag:

Die RNSPrazipitale wurden gemischt und glechmddg adf 2 ml  Eppendorf
Resktionsgefdlle vertellt, anschlief?end 30 min mit 10000 g bel 4°C zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde der Uberstand abgegossen und die RNS-Pdlets zundchst 10-
15 min in den Eppendorfgefdien Uber Kopf luftgetrocknet. Danach efolgte die
vollsténdige Trocknung des RNS-Pdlets fir 20 min in der Speed-Vac. Die RNS wurde
nach der Trocknung in 100 pl 62°C warmen DEPC-H,0 resuspendiert und 10 min im
Hezblock be 65°C inkubiert. Vier Ansdtze wurden zusammengefiihrt und die leeren
Eppendorfgefde mit insggesamt  weiteren 100 pul DEPC-H,O gesptilt und anschlief3end
mit den 400 pl vereinigt. Mit den 500 pl Ansdtzen wurde Uber Nacht eine erneute RNS-
Prézipation durchgefthrt (s.0).

4. Tag:
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Aus den RNS-Prézipitaten wurde jeweils ein 100 pl Aliquot abgenommen, die RNS
gddlt, in H,O resuspendiert und anschlie?end eine photometrische  Quantifizierung
durchgefuihrt (Sehe 2.2.5).

2.2.16. Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) (Frohman et a.,1988)

In der RT-PCR wird durch eine RNS-abhdngige DNS-Polymerase (Reverse
Transkriptase) RNS in DNS umgeschrieben.

Die RT-PCR ig die empfindlichse Technik, um die Gegenwart oder Abwesenheit von
RNS-Molekilen zu besimmen oder um die St&rke der Genexpresson zu quantifizieren.
Aulerdem erméglicht die RT-PCR die Klonierung von sdtenen Transkripten ohne die
Notwendigkeit, eine cDNS-Bibliothek konstruieren zu miissen.

In dieser Arbeit wurde das Titan'™ ,One Tube* RT-PCR System der Firma Boehringer
Mannheim engesetzt, be dem durch die kombiniete Verwendung der Reversen
Transkriptase AMV  und den DNS-Polymerasen Tag/Pwo die Erdstrangsynthese
(Reverse Transkription) und die PCR  hinteréinander im gleichen Resktionsansatz
ablaufen.

RT-PCR Ansatz: 1,0 ug RNS-Template

25u 100 mM DTT

1,0u 40 U/l RNase-Inhibitor

1,0 pl 10 mM dNTPs

10 ul 5x RT-PCR Puffer

1,0 pl 20 UM 5" Primer

1.0u 20 uM 3 Primer

1,0 pl Enzym-Mix, dann ad 50l DEPC-H,O
RT-PCR Programm: 50°C 30min Reverse Transkription

94°C  1min Denaturierung
x°C  2min Bindung 10 Zyklen
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68°C  4min Verlangerung
94°C  1min Denaturierung

x°C  2min Bindung 25 Zyklen
68°C  4min Velangerung  + 5 sec/Zyklus
68°C 10min Verlangerung

2.2.17. Isolierung von mRNS austota-RNS

Die megen eukaryontischen mRNSs tragen an ihrem 3'-Ende einen Poly-(A)-Schwanz,
der die Isolierung durch Affinitétschromatographie an Oligo (dT)-Cdlulose ermdglicht.

In dieser Arbeit wurde zur Isolierung der mMRNS en Kit der Firma Pharmacia
engesetzt, welches Oligo-(dT)-Cdlulose Zentrifugensdulen verwendet. Jede Saule ha
ene Bindungskapazitét fur bis zu 25 pg MRNS aus 1,25 mg tota-RNS. Zunéchst
wurde die Oligo-(dT)-Cdlulosesaule mit 1 ml ,High-sdt buffer (10 mM Tris-HCl pH
74, 1 mM EDTA, 05 M NaCl) aquilibriert. Wenn der ,High-sdt buffer* durch die
Saule gelaufen war, wurden ca. 1,25 mg totd-RNS, die in 1 ml 65°C warmen ,,Elutions
buffer* (10 mM TrissHCl  pH 7,4; 1mM EDTA) geost waren, mit 0,2 ml ,Sample
buffer* (10 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA; 30 M NaCl) vermischt und auf die
Saule gegeben. Dbad die Probe in die Saule eingesogen war, wurde die Saule in ein 12
ml  Greiner-Roéhrchen gestdIt und mit 350 g 2 min zentrifugiert. Anschlie3end wurde
die Saue 2x mit 025 ml ,High-sat buffer* beschickt und jewells mit 350 g 2 min
zentrifugiert. Daraufhin wurden dre aufeinanderfolgende Waschungen mit jewells 0,25
ml ,Low-sdt bufffe (10 mM Tris-HCI pH 74 ; 1 mM EDTA, 0,1 M NaCl)
durchgeflhrt.

Durch diese Waschschritte wurde die m-RNS von den dbrigen RNS-Fraktionen
gereinigt, die nicht an den Oligo- (dT)- Séule binden konnten.

Die mRNS wurde in 4 Zentrifugationsschritten be 350 g fir 2 min mit jewells 0,25 ml
»Elutions Buffer* von der Saule duiert.
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2.2.17.1. Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) (Chenchik et
al.,1995;1996)

Die ,RACE' Regktion id ene Mehode zur Amplifizierung von cDNS-Enden
ausgehend von Poly-(A)-RNS. In dieser Arbeit wurde hierzu das Marathon ,,cDNA-
Amplification Kit* der Firma Clontech eingesetzt, wobel nur die Amplifizierung des
5-Endes von Interesse war. Die Poly-(A)-RNS wird zundchst mit der AMV Reversen
Transkriptase mit Hilfe enes enzenen oder ener Kombination von genspezifischen,
zur mMRNS komplementé&en Oligonukleotiden (Primern) in DNS umgeschrieben. Durch
ene moglichd niedrige Schmelztemperatur der Oligonukleotide konnte eine erhthte
Spezifitd der Reversen Transkription erreicht werden, da diese be nur 42°C ablauft.
Um eine senstivere Kontrolle der cDNS-Synthese zu ermdglichen, wurde (a->2P)
markiertes dCTP in die Syntheseresktion mit eingebat.

Die aus den 9 Tage dten Hihnerembryonen gewonnene Poly-(A)-RNS (mRNS) wurde
fur 3 aufenandefolgende ,RACE-Resktionen” eingesetzt, wobe jewels die
vorangehende Reektion die Sequenzinformationen fur die Oligonukleotide lieferte, die
in der folgenden Resktion fur die reverse Transkription und Amplifikation eingesetzt

wurden.

Mitgelieferte Puffer:
5x Ergt- Strang- Puffer: 250 mM Tris(pH 8,5)
40 mM MgClh
150 mM KCI
5mM DTT
5x Zwet- Strang- Puffer: 500 mM KCI
50 mM Ammonium Sulfat
25 mM MgCl
0,75 mM -NAD
100 mM Tris(pH 7,5)
025mgml  BSA
5x Ligations-Puffer: 250 mM TrissHCl (pH 7,8)

50 mM MgCh
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SmM DTT
5mM ATP
25 % Polyethylenglykol
Ergt-Strang cDNS- Synthese:
1ug Poly-(A)-RNA
1pl 10 uM cDNS Synthese -Primer -Mix
ad 5ul H,O

2 min be 70°C inkubieren, auf Eis abkihlen, kurz zentrifugieren

2p 5x Erst- Strang- Puffer

1w 10mM dNTP-Mix

1ul  ApCi/ul (a%P) dCTP

1l 20U/ AMV Reverse Transkriptase

Gesamtvolumen: 10 pl

De Resktionsansatiz wurde gemischt, zentrifugiet und anschlieRend be 42°C im
Inkubationsofen ene Stunde inkubiert. Nach ener Stunde wurde die Ers-
Strangsynthese durch Abkihlen auf Eis beendet. Der 10 pl Erst-Strangsyntheseansatz
wurde nun komplett in die Zwelt- Strangsynthese eingesetzt.

Zweit- Strangsynthese: 10,0 pl Ergt- Strangsyntheseansatz
484 ul H,0 el
16,0 ul 5x Zwet- Strangsynthesepuffer
1,6 pl 10 mM dNTP Mix
4,0 ul 20x Zweitgtrangenzym-Cocktail

Gesamtvolumen: 80 pl

De Resktionsansatz wurde nun gemischt und anschlief?end fir 1,5 Stunden bel 16°C
inkubiert. Nach den 1,5 Stunden wurden noch 2 pl (10 U) T4 DNS-Polymerase fur
weitere 45 min be 16°C hinzugegeben. Die Zweit-Strangsynthese wurde durch die
Zugabe von 4 pl EDTA/Glykogen gestoppt. Durch ene Phenol-Chloroform-
Isoamylakohal-Extraktion wurde die cDNS aufgereinigt und mit 05 Volumen 4 M
NH4Ac und 25 Volumen ETOH gefdlt. Nach 20 min Zentrifugation be 14000 UPM
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wurde der Uberstand abgenommen. Zur Kontrolle wurden die CPM gemessen, die noch
in ene Grolenordnung von 1-109% der Ausgangsradioaktivitét vorliegen sollten.
Daauf wurde das DNS-Pdlet mit 80% Ethanol gewaschen. Nachdem der
EthanolUberstand entfernt worden war und die Radioaktivitét erneut Uberprift wurde,
wurde das DNS-Pdllet 10 min an der Luft getrocknet. Die DNS wurde in 10 pl HO
resugpendiert und en 2 pl Aliquot wurde auf einem 1,2% Agarose-Gd andysert.

2.2.18. Adaptor-Ligetion

In der Adaptor-Ligation werden tellweise doppestrangige DNS-Adaptoren an die
5-Enden der cDNS-Syntheseprodukte ligiert, die fir zwe glechorientierte Primer
kodieren.

Durch die glechgesnnte Orientierung von den Adaptoren und den Adaptorprimern
fehlt zundchst eine Bindungsstelle fir die Adaptorprimer. Diese wird et durch die
Verlangerung des genspezifischen Primers wéhrend der ersten ,5-RACE‘ Runde an
der gesuchten cDNS-Population  gebildet. Durch  e@ne  Aminogruppe am
doppelstréngigen 3'-Ende des Adaptors wird eine Veldngerung in 3'-Richtung der
adaptorligieten  ¢cDNS und damit die Bildung ener Adaptorprimerbindungsstelle,
augehend von der dlgemeinen cDNS-Population, verhindert. Durch die Adaptorprimer
in Kombination mit genspezifischen Primern wird ene spezifische Amplifikation der
gesuchten cDNS-Enden in der ,5"RACE" ermdglicht.

Adaptor- Ligationsansatz: 5ul dscDNS
2ul 10 uMm cDNS-Adaptor
2p 5x DNS-Ligations- Puffer
1 21U/ T4 DNS Ligase

Gesamtvolumen: 10 pl
Der Adaptor-Ligationsansatz wurde bel 16°C Uber Nacht inkubiert. Nach der Inku-
bation wurde die Ligase durch Erhitzen auf 70°C fur 5 min inaktiviert.
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2.219. 5-RACE-PCR

In der ,5-RACE" wurde die spezifisch synthetiserte, adaptorligiete ¢cDNS mit dem
Adaptorprimer AP1 und genspezifischen Primern nach in 5'-Richtung welterfihrender
Ins(1,4,5)P; 3-Kinasesequenz untersucht. Als DNS-Polymerase wurde das Enzym Pfu
(25 U/pl) eingesetzt, welches sumpf endende Amplifikate produziert, die direkt in den
Eco RV geschnittenen Vektor pZero ligiet werden konnten. Die Resktionen wurden in
einem Eppendorf-PCR-Cycler durchgefihrt. Die Reaktionsvolumina betrugen 20 pl.

Der Reaktionsansatz setzte Sch aus folgenden Komponenten zusammen.

Reaktionsansaz: 20ul cDNS 1:200 verd.
20ul 10x Pfu-PCR-Puffer
0,5ul 10 mM dNTPs
0,5 ul 10 uM Adaptorprimer AP1
0,5 pl 10 uM genspez. Primer
0,2 ul 25U/l Pfu-Polymerase

ad 20 u mit H,O

Die 5"-RACE- Regktionen wurden mit folgenden Zyklusparametern durchgefiihrt:
Zyklus

2 min 94°C Vordenaturierung

05 min 94°C Denaturierung

05min x°C Bindung 35
Zyklen 1,5min 72°C Verlangerung

5 min 72°C Schluverlangerung

auf 4°C abkihlen

Die Bindungstemperatur richtete sich nach der Schmel ztemperatur des genspezifischen

Primers.
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2.2.20. Northernblotanalysen von total-RNS aus 6 und 9 Tage aten Huhner-
embryonen

Herstellen einer a 32P-markierten Einzelstrang- DN'S-Sonde fiir Northernblotanaysen
(Sturzel et a. 1990):
Zunéchg wurde ein Plasmid (ca 200 ng) durch einen Redriktionsverdau linearigert,
das Uber die DNS-Sequenz verfigte, die ds Sonde eingesstzt werden <ollte. Die
lineariserte DNS wurde als Matrize in eine PCR-Reaktion eingesetzt, die dlerdings mit
nur einem genspezifischen Primer  durchgefihrt wurde, so da3 es nur  zur
Amplifizierung des komplementéren Einzdsranges kam. Zur Sondenmarkierung wurde
neben den ratiirlichen Nukleotiden a-32P-markiertes dCTP (50 p Ci) eingesetzt. Um die
Einbaurate des a->*P-markierten dCTP in die Sonde zu erhdhen, wurde nicht markiertes
dCTP in geringerer Konzentration eingesetzt ds die anderen Nukleotide (dATP, dTTP,
dGTP). Alle verwendeten Stoffe muf¥en RNase freé sain, dle Losungen wurden mit
DEPC-H,0 angesetzt.
Reaktionsansaiz: 200,0 ng Plasmid-DNS
200,0 uM  dA, T,G)TP
6,25uM  dCTP
50,0 uCi  a*PdCTP
20 pM  Primer
1,5 MM  MgCh
10,0 ul 10 x PCR-Puffer
25 U Tag-Polymerase
ad 100,0 pl H,O

Resktionszyklus. 1min 94°C Vordenaturierung

1min 94°C Denaturierung
1min 55°C Bindung 40 Zyklen
1min 72°C Velangerung

7min 72°C Endverlangerung
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Nach Beendigung der PCR wurde die Sonde Uber NucleoSpin Extraktionssdulen der
Firma Machery-Nage aufgereinigt. Die Einbaueffizienz des a*?P dCTP in die Sonde
wurde durch Szintillationsmessung Uberprift.

Formamid Agarose-Gd 1%: 39 Agarose
216 ml DEPC-H,0
aufkochen und abkiihlen lassen auf 65°C
15 pl EtBr  (10mg/ml)
30 ml 10x MOPS (65°C)
54ml Formaldehyd (65°C)

Nach dem Aushérten des Gels wurde es mit den RNS-Proben und dem RNS
Langenmarker beladen und die Elektrophorese mit 120 V fir ca 4 h durchgefthrt.
Anschliel?end wurde das Gd auf enen UV-Tisch gdegt. Zur spderen Orientierung
wurde ein Lineal an die Markerlane angelegt und ein Foto gemacht.

Vorbereitung und Durchfiihrung des Northernblots:

Zundchg wurde Uber enen Puffetank ene Glasplaite gdegt, auf die wiederum 2
Whatmanpapiere so ausgebreitet wurden, dald Se an den Quersaiten mit beiden Enden in
den Puffertank hinen hingen. Danach wurde der Puffertank mit 20x SSPE gefillt,
wodurch die Whatmanpapiere durch Kapillawirkung mit 20x SSPE getrankt wurden.
Die Whamanpapiere mulden der Glasplatte luftblasenfrel aufliegen. Nun wurde das Gel
,upsde down* ebenfdls Iuftblasenfrel auf das Whatmanpapier gelegt und anschliel?end
wurden die Auftragetaschen des Gels durchstochen und mit 6x SSPE aufgeflllt. Das
Gd wurde nun mit der zuvor 20 min in 6x SSPE inkubierten und in Gegrole
zurechtgeschnittenen  Nylonmembran  bedeckt. Auch hier muf¥e die Bildung von
Luftblasen zwischen G und Membran vermieden werden. Die Membran wurde
anchliellend mit 4 in glecher Grole und in 2x SSPE getrankten Whatmanpapieren
abgedeckt. Hierauf kam nun ein Stapel Papierhandtticher in einer Dicke von ca. 15 cm,
der mit ener weteren Glagplatte und enem zusdtzlichen Gewicht von ca 250 g
beschwert wurde. Der Kapillartransfer wurde ca. 16 h durchgefiihrt. Nach 16 h wurde
die Blotvorrichtung bis zur Membran abgebaut. Die Auftragetaschen wurden mit einem
weichen Bladift durch das Gd auf die Membran engezeichnet. Die Membran wurde
kuz in 6x SSPE geschwenkt und anschlief?end Iuftgetrocknet. Die getrocknete

61



Material und Methoden

Membran wurde zur Fixierung der RNS in einen ,Crosdinker* der Fa. MWG-Biotech
gelegt. Das ,Crosdinking® der RNS wurde bel 0,15 nw/cn? durchgefihrt. Das Gel
wurde pardld auf enem UV-Tisch nach RNS-Resten Uberprift, um die Effizienz des
RNS-Transfers zu kortrollieren.

Nach dem ,Crosdinking” konnte die Préhybridiserung der Membran be 65°C fur 1 h
durchgefihrt werden.

Préhybridiserungdsg.: 6,25 ml 20x SSPE
1,25ml 100x Denhardtd sg.
1,25ml 10% SDS
0,50 ml Lachssperma-DNS 1Img/ml

Nach 1 h wurde die Sonde zur Préhybridiserungdésung hinzugegeben und die
Hybridiserung fir mindestens 12 h bea 65°C durchgefihrt. Im Anschlud an die
Hybridiserung wurde die Membran zunéchst be Raumtemperatur in 2x SSPE, 0,1%
SDS gewaschen. Anschlief3end wurde ein 15 min Waschschritt mit 1x SSPE, 0,1% SDS
durchgefuihrt. In Abhéngigkeit von der HoOhe der Radioaktivitdt, die wéahrend der
Waschungen sténdig kontrolliert wurde, konnte noch ein weiterer Waschschritt mit 0,5x
SSPE, 0,1% SDS angeschlossen werden.

Nach den Waschungen wurde die Membran Iuftgetrocknet und anschlieRend auf einem
Whatmanpapier befestigt. Zur Orientierung und spéteren Grolenbestimmung der RNS
Banden wurden um die Membran herum radioaktive Markierungspunkte gesetzt. In der
Dunkdkammer kann die Membran nun auf e@nen HIm aufgdegt und dann in ener
Filmkassette bel -0°C exponiert werden. Die Expostionszeit erstreckte sich Uber einen
Zeitraum von ca. 4 Wochen.

Als Pogtivkontrolle fir die Sonde wurde pardld zum Northernblot ein Dotblot mit
einer Vedinnungsethe aus der Plaamid-DNS durchgefiihrt, die ds Matrize fir die
Sondenkonstruktion diente.
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3. Ergebnisse

3.1 Sichtung von cDNS-Banken mittels PCR

Als ege Vesuche, die berats ermittete Telsequenz der zytosolischen Ing(1,4,5)Ps
3-Kinase aus Hihnerembryonen in 5-Richtung zu vervollgandigen, wurden PCR-
Schtungen von acht verschiedenen cDNS-Banken (sSehe 2.1.8) aus unterschiedlichen
Huhnergeweben durchgefiihrt. Hierbei wurden jewells genspezifische, in 5-Richtung
orientierte Primer (UB14, UB20) aus dem hisherigen 5 terminden Sequenzabschnitt
der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase und vektorspezifische Primer in die PCR eingesetzt. Durch
diese PCR-Sichtungen konnte nur aus der gd-mu-ZAP cDNS-Bank mit UB14 und dem
Reverse Primer (RP24) ein ca. 900 Bp grofRes DNS-Amplifikat gefunden werden, das
auch in der Nested-PCR mit UB20 und dem Ts-Primer en entsprechendes Amplifikat
ergab.

Abbildung 3: Nested-PCR I 1l

von dem ca. 900 Bp grof3en

UB14/RP24 Amplifikat mit

UB20/Ts.

1.UB20/T3 Nested-Amplifikat

Il.f X-174-RF DNA-Hae 11
Digest Ca 900 Bp

:I: 1078 Bp
872Bp

Das 900 Bp Amplifikat wurde in den Vektor pGEM 3z kloniert und nach Transforma-
tion in Ecoli XL1-Blue amplifiziet. Das aus der Amplifiketion in E. coli XL1-Blue
aufgereingte Plasmid wurde in zwel Sequenzierungsresktionen mit dem Reverse Primer
und dem Forward Primer eingesetzt. In der Andyse der erhdtenen Sequenzen lief3 Sch
aus der Seguenzierungsresktion mit dem Reverse Primer eine 44 Bp lange, fur die
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase kodierende Telsequenz ermitteln. Allerdings endete diese noch
25 Bp vor dem zu diesem Zeitpunkt bekannten 5-terminden Bereich und ging dann in

63



Ergebnisse

ene Sequenz Uber, die weder Homologien zu unserer noch zu den bereits bekannten
Isoformen aufwies. Auch konnte kein offenes Leseragter in dieser Sequenz gefunden

werden.

Abbildung 4: Sequenz des klonierten UB20/T;
Amplifikates aus der gd-mu-ZAP cDNS-Bank.
Der fett gedruckte Sequenzabschnitt zeigt den Bereich mit

Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz an.

Nested-

ttttttttett
tctgtttcce
gccagagcag
ggaaaat ccg
ct gaat gaac
gacttgttga
gaaat attgc
gt aagt gt ag
t ggct cagca
gtggatggta
ggagat gact
caattcagtg
cctgatttaa
at ggt t aact

ttcatccgcce
tgcctgectg
t gact ggct t
t gacct ggaa
tat gagcctg
cttggt gaaa
t gacagt ggc
tttcagcgtc
caggcctgtg
gagcattata
gcagtgtttg
t gctt gaagce
tatttctttt
tacca

tttgtgatgg
gagcagt at ¢
t gt t aaaaag
t aagttgcac
attagtaatg
gctgttaatt
aaacagct ca
tgctctctge
gt gt gcagca
tttgactatg
ttttatgcett
t gt at ggt ag
ttttgcattc

agcact ct gc
cagacagct g
t aacgagaca
tgct cact gc
tgtgttctgt
gt gacgt gat
tattcatgtc
at gact ccgc
tgactcttat
tatgtctgtt
ctacctttga
gtttatgata
cagaaaaagg

tgctgtttgt
ccacagggat
gggaaagagg
cagt gagt gc
gcgcct aaga
gct gaaagcc
t cat ggaaac
t gcagagaga
cttttacaga
atttacaagt
cttcttacaa
cgt caggat t
cat ggcat ac

gagcagct gc
ggcaaaggt g
ggagt gagt g
t acaggggca
cgat gagact
t ct gggaaag
tt aaat at gc
gggccaggt g
cagctttctt
gtatttttcc
t cagcgagag
tcagattttg
aat t aaaacc

60
120
180
240
300
360
400
460
500
560
620
680
740
755

Die Deutung dieses Sequenzabbruches war zu diesem Zeitpunkt unklar. Aufgrund der
nicht welterfUhrenden Ergebnisse der PCR- Sichtungen von den verschiedenen cDNS
Banken entschlossen wir uns, die Strategie zu andern und selber mRNS aus Hihner-

embryonen zu gewinnen, um dieein eine 5" RACE-Reaktion* enzusatzen.
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3.2. I solierung von m-RNS aus 6 und 9 Tage alten Hihnerembryonen

Zunéchst wurde aus 6 und 9 Tage dten Hihnerembryonen, wie in 2.2.15 beschrieben,
total-RNS prépariert, die auf enem Kontrollgd andyset und anschlief?end
photometrisch quantifiziert wurde.

Abbildung 5: Analytisches Gel von der I I

total-RNS aus 6 und 9 Tage alten Huhner-

embryonen.

l. tota-RNS 6 Tage aten Huihner- —_
embryonen

Il. total-RNS 9 Tage alten Hihner- 2027 Bp
embryonen - 1353Bp

I1. Lambda DNA-Hind I11/ —-— 872Bp
f X-174 DNA- Hae Il Digest — 603 Bp

-

Insgesamt wurden 5,63 mg total-RNS aus 6 Tage dten HUhnerembryonen und 5,15 mg
aus 9 Tage dten Huihnerembryonen isoliet. Die Quditéd der RNS-Prdparation wurde
durch die photometrische Bestimmung des Quotienten aus E260 nnV/E:280 nm
beurtellt. Der Quotient lag zwischen 1,61-1,79.
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3.21. RT-PCR-Kontrolle der total-RNS auf Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz

Die tota-RNS-Prgparationen wurden zunéchst mittels RT-PCR auf das Vorkommen
von Ing(1,4,5P; 3-Kinase-Sequenz untersucht. Hierzu wurden die genspezifischen
Primerpaare (UB46/UB12 und UB46/UB40) engeseizt, die in den bereits bekannten
Sequenzabschnitten  lagen. Beim  Vorhandensein  von Ing(1,4,5)P;  3-Kinase- Sequenz
mufden diese Vorexperimente Amplifikate einer spezifischen Grof3e ergeben.

Die RT-PCR mit UB46/UB12 mifte ein 360 Bp grofes und die mit UB46/UB40 en
850 Bp grofdes Amplifikat produzieren.

Abbildung 6: Analytisches 1 % TAE-Ge | i1l v vV

der RT-PCRs.

l. f X-174-RF DNA Hae Il Digest

1. RT-PCR mit UB46/UB12 von total-
RNS aus 9 Tage aten Huhner-
embryonen mit spezifischer 360 Bp
Bande )

I, Negativkontrolle UB46/UB12 und | 1358Bp 1P

H,0 872Bp P S

V. RT-PCR mit UB46/UB40 von tota- —
RNS aus 9 Tage alten Huhner- ‘
embryonen mit spezifischer 850 Bp 310Bp s
Bande =

V. Negativkontrolle UB46/UB40 und
H,O

Nachdem durch die RT-PCR aus der total-RNS die Sequenzabschnitte der erwarteten
Grole amplifiziert werden konnten und damit bewiesen war, dal3 Sch in der tota-RNS
auch fur Ins(1,4,5P; 3-Kinase kodierende m-RNS befand, wurde mittes Oligo-(dt)-
Cdlulos=-Saulen (Fa Pharmacia, sehe 2.2.17) aus jewells 1,25 mg tota-RNS mRNS
isoliert. Die isoliete mRNS wurde anschlief3end ebenfals durch RT-PCR Kontrollen
mit Primerpaaren aus bereits bekannten Sequenzabschnitten auf 1ng(1,4,5)P; 3-Kinase
Sequenz hin untersucht. Nachdem sch auch hier Banden spezifischer GrofRe amplifi-
Zieren liel?en, wurde die mRNS aus 9 Tage dten Hihnerembryonen zur cDNS
Synthese eingesetzt.
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3.3. 5 RACE

Es wurden drel sukzessve 5° RACE-Resktionen unter Verwendung des Marathon+Kits

der Fa. Clonetech nach den Vorschriften des Herstellers durchgefiihrt.

3.3.1. cDNS-Synthese

Fur die 5’RACE wurden zwel Chargen cDNS durch Reverse Transkription der aus 9
Tage dten Hihnerembryonen isolierten m-RNS synthetisert.

Die erse cDNS-Synthese wurde mit einer Kombination der genspezifischen Primern
UB12 und UB136 vorgenommen. Die 2zwete cDNS-Synthese wurde mit dem
genspezfischen Primer UB142 durchgefuhrt (nicht dargestelt).

Be der Synthese der ¢cDNS durch die AMV Reverse Transkriptase erwies es sich ds
nitzlich, Primer zu nutzen, die ene rediv niedrige Schmeztemperatur haben, da die
Reverse  Transkription be  nur  42°C  ablauft. Durch die Anndrung der
Schmeztemperatur an die Resktionstemperatur konnte eine Erhohung der Spezifitét der

Reversen Transkription erreicht werden.

1. cDNS-Synthese:

UB12: 5-GCA TGT ATC GGG GCT TGG-3
Schmelztemperatur: 53,5°C

UB136: 5-TTC CAG GTA TGT CCT GAT CC-3
Schmelztemperatur: 57,3°C

2. cDNS-Synthese:
UB142:5-CATGCCTTTTTCTGGTIGGJ

Schmelztemperatur: 54,5°C

Abbildung 7: Analytisches Gel eines Aliquots der 1. 1

cDNS-Synthese mit UB12/UB136 von m-RNS aus 9

Tage alten Huhnerembryonen.

l. Lambda DNA-Hind 111/f X-174 DNA-Hae IlI 657Bp |, ==

Digest 22Bp Lp

1. cDNS-Synthese TB3Ep i

1078Bp 1V e
- B
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Die cDNS wurde nach ihrer Synthese mit den fir die 5’RACE notwendigen Adaptoren
ligiert (Sehe 2.2.18).

3.3.2. 5RACE-PCR

In der Tabelle dand die priméen Primerpaare aufgeflhrt, mit denen es gelang, den
5-Terminus der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase sukzessv zu amplifizieren. Weiterhin werden die
zur Veifizieung der primé&ren  Amplifikationsprodukte verwendeten Nested-Primer
dargestellt. Die 5’ RACE-PCRs wurden, wie unter 2.2.18 beschrieben, durchgefihrt.

1LRACE- | 1.Nested- [ 2RACE- [2.Nested- | 3RACE- | 3.Nested-
PCR PCR PCR PCR PCR PCR

UB135
Schmelztemp.: 67,8°C X

uB134
Schmelztemp.: 64,2°C X

UB133
Schmelztemp.: 73,0°C X

UB143
Schmelztemp.: 71,3°C X
UB165
Schmelztemp.: 67,8°C X

UB166
Schmelztemp.: 71,3°C X
AP1
Schmelztemp.: 56,8°C X X X
AP2
Schmelztemp.: 59,8°C X X X
cDNSaus 1. Synthese

cDNS aus 2. Synthese

Bindungstemperatur
65,3°C 68,0°C

Tabelle 5: Darstellung der drei sukzessiven 5 RACE-Reaktionen und der dazugehorenden
Nested-PCRs.
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Abbildung 8: Préparatives Ge der | 1 11 AV2 V VI VI
5'RACE mit AP1/UB135 von 1. cDNS,
sowie PCR Kontrollen der Primer
UB46, UB132, UB19 und UB135.

l. Kontroll-PCR UB46/UB132

Il. Leerkontrolle UB46/UB132

1. Leerkontrolle UB19/UB135

\VA f X-174-RF DNA Hae Il Digest
Die Pfeile kennzeichnen die 603 Bp und

die 281/271 Bp Bande.

V. Kontroll-PCR UB19/UB135
VI. 1. 5RACE UB135/AP1
VII. Leerkontrolle UB135/AP1

Die Kontroll-PCR mit UB46/UB132 von der 1. ¢cDNS (Lane I) zeigt eine massve
Bande in der ewarteten Grole von 268 Bp. Die in der Leerkontrolle (PCR mit
UB46/UB132 ohne Template, Lane II) zu sehende diskrete Bande in gleicher Grofie ist
auf eine Kontamination beim Auftragen der Proben zurtickzuftihren.

Die Kontroll-PCR UB19/UB135 (Lane V) zeigt eine massve Bande in der erwarteten
Grofe be 220 Bp sowie mehrere Artefaktbanden. In der entsprechenden Leerkontrolle
ig ebenfdls eine starke Bande bei 220 Bp zu beobachten, so da3 hier von ener
Kontamination der Primer mit Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-DNS ausgegangen werden mul3.

Die 5’RACE-PCR mit UB135/AP1 zeigte eine deutliche Bande im Bereich von ca. 600
Bp. In der Leerkontrolle war keine Bande zu beobachten, was darauf hinwies, dal3 es
gch hiegbea um en gezifisches Amplifikaa von Ing14,5P; 3-Kinase-Sequenz
handelte, welches zusizliche Informationen Uber den 5-teminden Bereich der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase liefern mifte, da UB135 nur ca. 250 Bp vom bisherigen 5'-Ende
entfernt lag. Zur Uberprifung dieses Amplifikates wurde die Bande ausgeschnitten, die
DNS aufgereinigt und in ene Nested-PCR mit UB134/AP2 eingesetzt. Da UB134 ca.
180 Bp  weiter 5'-termind von UB135 liegt und der AP2 Primer 12 Bp weiter nnen
vom APl Primer lokdisert ist, multe das zu erwartende Nested-Amplifikat um 192 Bp

verkUrzt sain.
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Abbildung 9: Préparatives Ge der
Nested-PCR mit UB134/AP2 vom ca. 600
Bp Amplifikat aus der 5RACE mit
UB135/AP1.

I Leerkontrolle UB134/AP2

I. f X-174-RF DNA Hee 1l Digest

. Nested-PCR UB134/AP2

603 Bp

281/271 Bp <4— ca 300Bp

Die mit UB134/AP2 amplifizierte ca 300 Bp grole Bande entsprach in etwa dem zu
erwartenden Nested-Amplifiket. Daher wurde die Bande ausgeschnitten, die DNS
aufgereinigt und in den Eco RV geschnittenen Vektor pZero 2.1 stumpf enkloniert.
Anschliel®end wurden E. coli XL1-Blue Zelen mit den Vektoren transformiert, auf ene
IPTG/Kanamycin-hdtige LB-Agaplatte ausgedrichen und be 37°C  Uber Nacht
inkubiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden Kontroll-PCRs zum Nachweis der
rekombinant verénderten Plasmide durchgefiihrt. Aus Kolonien mit pogtiv rekombi-
nanten Klonen wurden Ubernachtkulturen zur Plasmidpréparation  angesetzt  und
anchlief}end die isolierten Plasmide sequenziert.

In dem ds K8 bezeichneten Klon konnte eindeutig Ing(1,4,5)P; 3-Kinase Sequenz
nachgewiesen werden, die noch 36 Bp der Ausgangssequenz aufwies, dann ene Dee-
tion von 30 Bp im Vergleich zu dem | -Klon LC13 zeigte und anschliel3end im offenen
Leserahmen 235 Bp neue Sequenz ligferte. Da in diessm neuen Sequenzabschnitt noch
kein Startcodon zu identifizieren war, mulde die Sequenz 5'termina noch waeiterfihren.
Allerdings konnten in diessr ¢cDNS-Charge durch die 5RACE kene langeren
Amplifikate gefunden werden, die weteflhrende Sequenzinformation héiten liefern
konnen. Daher wurden von der neu gewonnenen Sequenz ausgehend die welter
S5tamind liegenden Primer UB142 zur ermneuten cDNS-Synthese (s0.) sowie die
Primer UB138 und UB139 zur 2. 5RACE-PCR und UB143 zur Nested-PCR
kongtruiert.

In der 5" RACE-PCR mit dem Primerpaar UB138/APL1 lief? sich eine ca. 500 Bp Bande
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amplifizieren.  Aufgrund  der  padld  durchgefuhrten  Kontroll-PCRs, die  kene
Amplifikate in dieser Grolenordnung zeigten, konnte davon ausgegangen werden, dal3
es 3ch ba da 500 Bp Bande um en spezifisches Amplifikat handdte. Zur
Veifizierung dieses Amplifikates wurde die 500 Bp Bande aus dem Gd ausgeschnitten,
die DNS aufgereinigt und in eine Nested-PCR mit dem Primerpaar UB143/AP2 ds
Template eingesetzt.

Die in der 5RACE-PCR mit dem Primerpaar UB139/AP1 amplifiziete ca 600 Bp
grol3e Bande wurde nicht weiter verifiziert, da auch in den Kontroll-PCRs Banden in
entsorechender  Grole amplifiziet wurden, was auf ene ungpezifische Bandenbildung
hindeuttet.

Abbildung 10: Préaparatives | n m v Vv Vi
TAE-G von dea zweiten "
5'RACE-PCR.
l. UB138/APL mit 2 :
cDNS-Charge
Il. UB138 dleine mit 2
cDNS-Charge 872 Bp
I1. UB138/AP1 ohne cDNS 603 Bp
\VA UB139AP1L mit 2
cDNS-Charge 500 Bp- b 310Bp
V. UB139 dlene mit 2. Bande Doppe|_
cDNS-Charge bande
VI. f X-174-RF DNS Hae 281/271
[l Digest Bp

In der Nested-PCR von der ca. 500 Bp grof3en Bande (5’ RACE UB138/AP1) mit dem
Primerpaar UB143/AP2 lief3 sch eine Doppelbande im Bereich von ca. 280 Bp und 240
Bp amplifizieren. Die Banden wurden separat ausgeschnitten und zur Sequenzierung in
den Eco RV geschnittenen Vektor pZero 2.1 einkloniert.

Abbildung 11: Nested-PCR  mit I
UB143/AP2 von der ca. 500 Bp Bande
ausder 5 RACE-PCR UB138/AP1.
I Nested-PCR
I1. DNS-L angenstandard

f X-174-RF DNS Hee 11

Digest

< 603Bp

| 281/271 Bp
— 234 Bp

LI -

AA

Doppel-
pende > D
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Bel der Sequenzierung der beiden klonierten Banden wurde ersichtlich, dal3 die ca 240
Bp grofe Bande aus dem pZ300-3 Klon noch 28 Bp der bereits bekannten 1ns(1,4,5)Ps
3-Kinase-Sequenz  beinhaltete und sich darliber hinaus Uber wetere neue 218 Bp
erdreckte, die einen offenen Leserahmen zeigten. Die klonierte 280 Bp Bande erwies
gch nach Sequenzrecherchen in der Datenbank as Cydin B.

Ein Startcodon konnte jedoch auch in diesem neuen Sequenzabschnitt nicht gefunden
werden. Aus diesem Grund wurden nochmas weiter Stermind  gelegene  Primer
(UB165 und UB166) fur eine weitere 5’ RACE bzw. Nested- PCR konstruiert.

In der 5’RACE nit dem Primerpaar UB165/AP1 wurde ein DNS-Schmier bis ca. 1000
Bp amplifiziert, ohne jedoch separate Banden zu zeigen (nicht dargestdlt). Daher wurde
direkt en Aliquot aus dem 5 RACE-PCR Ansaz entnommen, 1:200 verdinnt und in
die Nested- PCR mit dem Primerpaar UB166/AP2 eingesetzt.

In der Nested-PCR konnte wiederum nur en DNS Schmier amplifiziet werden, der
gch dlerdings nur noch in dem Bereich zwischen 100 und 600 Bp erdreckte. Dieser
Bereich wurde aus dem Gd ausgeschnitten, die DNS aufgereinigt und komplett in den
Eco RV geschnittenen pZero 2.1 enkloniet sowie in E.coli XL1-Blue transformiert.
Von den gewachsenen Kolonien wurden PCR Kontrollen mit dem Primerpaar
UB166/AP2 nach pogtiv rekombinanten Plasmiden durchgefuihrt. Die PCR Kontrollen
wurden auf einem 4% TAE-Gd andysert.

Abbildung 12: Analytisches 4% ! i M Vi
TAE Gd der PCR Kontrollen . -

[1. KlonFL37 ca 190 Bp Bande :
IV. X-174-RF DNSHeelll DIGEST :
VI. Klon FLO5 ca. 260 Bp Bande

Die Pfeile kennzeichnen von oben ﬂ

nach unten die 281/271 Bp, 234 Bp :; —_— —

und die 194 Bp Bande. e - I._ s
o it

-

Von den beden Klonen FL37 und FLO5 wurden Ubernachtkulturen zur
Pasmidamplifikation angelegt, aus denen die Plasmide prdpariet und anschliel}end
sequenziert wurden. Beide Klone fihrten die Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz im offenen

Leserahmen fort, wobei der Klon FL37 100 Bp und der Klon FLO5 143 Bp zusdtzliche
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Squenz lieferten. In beiden Klonen konnte ba 133 Bp en im offenen Leserahmen
liegendes Startcodon identifiziert werden.

Durch die beiden Klone FL37 und FLO5 konnte die Ing(1,4,5P; 3-Kinase
Partid sequenz an ihrem 5'terminden Ende vervollstandigt werden.

Die durch das Zusammenfiigen dler Uberlappender cDNS-Fragmente erhatene Gesamt-
cDNS weist eine Lange von 2418 Bp (Sehe Abb. ) auf, wovon 1356 Bp Protein
kodierende Sequenz sind, 930 Bp im 3  nichttrandatierten Bereich und 132 Bp im 5
nicht- trandatierten Bereich liegen.

Im 3J'nichttrandatierten Bereich konnte weder en Poly-(A)-Schwanz noch en
Polyadenylierungssgnd  identifiziet werden, so dal3 davon auszugehen idt, dald3 die
Sequenz am 3'-Ende noch unvollgtandig i
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Abbildung 13: cDNS-Sequenz der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase mit dem durch drei sukzessiven
5 RACE-Reaktionen vervollstandigten 5-terminalen Bereich. Der vervollstéandigte 5'-
terminale Bereich wurde fett und die Ausgangssequenz dinn gedruckt. Der grau unterlegte
Bereich von 1215-1290 Bp stellt den Deletionsbereich im LC13 Klon dar. Am Ubergang vom fett
zum dinn Gedruckten (594 Bp) ist der Bereich lokaisiert, in dem der LC13 Klon zusétzlich Uber
27 Bp verfigt. Die cDNS-Syntheseprimer sind blau, die 5RACE Primer griin und die Nested-
Primer gelb unterlegt.

GGTCCACGTTAATAAAGAAAT GAAAGGAGGT CGACGAAGGTACTCGTTAGACCTCCAATT 60
TTTTTTTTTTTTTTTTCAATGT CAAGAACAATGGTCCAATAAAATGATGTCTCTAGGAAT 120
Start
TCCTTCGACGT Gl ACGT GCGGACGACCAT GGGGGACCGGGGGAGT CGTTCCGCGGGAGGA 180
CCGGGGCGAGACT CGTCCCAGGGAGGGT CGGAGGCACT CACCGACGGCCGACTGAAGTTT 240
UB166 UB165
TTGGTCTCTCGCAGACGTTACTTTGGTTGGTCTTTTTACGTCGACGGGCTGGGCCGCTTC 300
GCCCCGACGGCCGGEEGEGEGET TGCCGCACGACGGCGGGECAGT AGGGCGCGGAGTGGCAGTGG 360
CGGCTCCTCTCGCT CCTCAGCGT CCCGT CGGGGT TCCGCGGGEGGCCGCGTGGGCCTCCCG 420
UB143
CCGACCGACTCCTGCCTGTCGAGCGACGT GGACGT CAGGGCGTCCGACAGGTGGAGGAG 480
CGAGAGGAGGT GCCCGAGGAGCAGGGAGGACCT CCTGAGCCTCCTGCTGCACGACTCGC 540
TGCCTCACGGCCTCGGTCCCGTAGCACGT GGACCTCGCGCCGCTCCTGAGGTTGGTCTTT 600
uUB138 UB142
TTCCGTACCGTATGTTAATTTTGGTACCAATTGAATGGTCACTAATCGGGGAAGTTCTTT 660
UB134
GCGATGAGTACCCACGTCGACCGACCTGTATGT CCCTCAAAGTTCCGTCGACTATCACCA 720
TTCTAAGAGT TTGCGAAGAGTCTCTTACTTTTTCTCACAAAACTCGCTAACTACTTTCTG 780
GGTGATGCTAGGACGCCAGCGAACGAAGGTACCACACCACCTTTCTCTACCTCTCTGGATG 840
UB135
TAAGTCGACCTACTAAACGAATGACTAAAACTTCCCGGCACACACTACCTGACATTCTAC 900
CCCTAGTCCTGTATGGACCTTCTTCTCGACTGATTTCGGGCACTCTTTGGTTTCGACGCA 960
UB136
TTTCTGTACATGTTCTTTTACTAACTTCACCTAGGAGAACGAGGATGTCGACTCCTCTTA 1020
CGGGTCGTACGACAGTGGT TCGGGEECTATGTACGT CACCTCCCTTTGT TAGTCGAGATCA 1080
UB12
CGGTTGGACCCGAAATCCTAACTTCCCTAATTCTTTCGTCTACCTTGTACGTTGTIGITTG 1140
AAGTTTTGATGCTTCTGTGTCCTCGT TCAAGAGGT CCAAAAACACCTTAAGTAACTCCCG 1200
TTGTGTTGATAAGACTTTTTTATGGAGT TCGCAGACGTCCTTTAAGTATAGTAAGAACTT 1260
AGGAGT CTGAAGAAGT TCGCTGTACTCCAGCAACCTTCAAGTGATGAAAAACATGTACTA 1320
CCGTCACCCTTACGGTTACACACCGACTAACTAAAACCCTTCTGGTGGGAAGAGGGACTA 1380
CCCGTCTGCGACCTAGTATCCTAGGGGACCGTTCTTCCGTTGTCCCTCCTACCTATGAAC 1440
St op
AACCCTGACCTGTTAAACTAAGCGTAGAACCTTTCGTAGTGACTTTCTACTCAACTTTCA 1500
CCGTGTTTTGAATGT CCCGACGAAACATTGATTGAAAGAAGAGATGACTCTAGTGAGTCT 1560
TCCTTTGATGAAATTGAT CGAGGGAAGT TTGAGGACTCCAGTAGTGTCGCGTGTCCCCTT 1620
TATATAGGTCTTGGGTCGTCGATCAATAGCTTTACT GAAACGTAGTCGGGAGACACTTGG 1680
ATTTATTGATTGAGGT CTAACCAGACATAACGCGGT CGGATTACATTCTGACCAGGAGTC 1740
TCTTAGTTCCAGAGGTATGAGTCCTTAGTGTGGTCGTACTCAGTTCTCCAGACATACCAT 1800
TTGGGTCCTTCTAAGACTAAAGACCATTTGACTACCCTGAAGGTCTAATGGAGAGTCACT 1860
AGCTCTCGTTAACGAACCCTTAAGT CCCCTCCTCATTGTTAAAAAGTCCCTTGACCTATC 1920
AAAACTTTGGTCGTCCTTACAAAAAAGGAAAAACGGGATTAAGGT TCAGAAGAACGAGGA 1980
CACATGAGATATCCAACCTGATTGTTGTCGACGACGGAATACAATATCCACATGGGTTCC 2040
ACCTTTAACCACTATTAGTCTTCTTAGGACCTCGCTTCACTCTGTCGTCAAACATCACCG 2100
ACATACACCATTGGCAACAACTAAT CAGGAGGAGT AGGGGT GGAGATCGGAGT TAAGTGA 2160
AGACAGGT TCTCGT CGGAAACGAAAAAATACATCGGAGACTGGTCTAATGTCGATCAGGT 2220
CCCTCTCTCATCGT CGGACAACAGAGGCCTTTGTAAAGCTGAAAGT CTGACCCACCCGAC 2280
AACCTTTTCACGGATCGAACCGT CCAAACCAGAGAACCTGGACTTGATGTCGACACTTTT 2340
AGTCACTATTGT GAGATCGTGAGT CTGACCCCTTGATTCCCCCAAAAGTTCCGTACGAGT 2400
AAAAATTGTATTTTGGGC 2418
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Die Gegentbergelung dler cDNS-Fragmente zeigte auf, dal3 die Sequenz des | -Klons
LC13, welche den bisherigen 5-Terminus der Ing(1,4,5P; 3-Kinase-Partidsequenz
dargestelt hatte, an ihrem 5-Ende Uber 27 zusédtzliche Basenpaare verflgte, die in den
5'RACE-Produkten nicht vorhanden waren. Der LC13 Klon fid schon in der berets
bekannten Sequenz durch eine im Leserahmen liegende Deletion von 72 Bp auf, die fir
24 Aminosauren der katdytischen Doméne kodieren, was en ,dternatives Splicing”
andeuten konnte.

Ob es dch be den zusizlichen 27 Bp tatsachlich um en fir 9 AS kodierendes
Miniexon handdt, sollte durch die Andyse der genomischen Partidsequenz der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase in diesem Bereich verifiziert werden.

Abbildung 14: Gegeniiber stellung aller cDNS-Klone.

Die Abb. zeigt die von Michael Haefs isolierten funf |-Zap-Klone und die originalen PCR-Produkte
sowie die in dieser Arbeit durch 5 RACE produzierten cDNS-Klone. Die unterbrochene
Linienfihrung in der Darstellung des LC13 Klons verdeutlicht die 75 Bp Deletion. Die unterbrochene
Linienflhrung in der Darstellung des K8 Klons deutet die an dieser Stelle im Vergleich zum LC13
Klon fehlenden 27 Bp an.

Start 133 Stop 1488

e ———

PCR 4&5 639 1408

ZAP5.2 973 2418

ZAP6.1 1207 2380
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K8 /W — i G
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FLOS5 1 211
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Das Trandationsprodukt der 1356 Bp kodierenden Sequenz besteht demnach aus 452
Aminosauren und bestzt ein errechnetes Molekulargewicht von 51,104 Da.

Das erechnete Molekulargewicht der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase von 51,104 Da korrdiert
gut mit den noch nicht publizieten Ergebnissen eines von W. Fanick und Dr. U.
Bertsch  durchgefiihrten  Wegternblot. In einer  Uber ene Camodulin-Bindungssiule
aufgereinigten Proteinfraktion aus Huihnererythrozyten konnten se mit enem gegen die
kataytische Doméne der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase gerichteten Antikorper ein Signd bel ca
52 kDa zeigen.

Abbildung 15: Peptidsequenz der Ins (1,4,5)P3 3-Kinase aus Hiihnerembryonen.

Das DSE-(PEST)-Motiv ist gelb, die CaM-Bindungsdoméane grin und die katalytische Doméane
blau unterlegt. Innerhalb der katalytischen Domane ist der Sequenzbereich [l unterstrichen, der als
Ing(1,4,5)Ps-Bindungsstelle  fungiert. In dem Bindungsstellenbereich sind die AS, die bei
Mutationen zu einer drastischen Zunahme des Km-Wertes fir Ins(1,4,5)P; oder zu einer Abnahme
der Ve fUhren, durch fette rote Buchstaben gekennzeichnet (Dr. U. Bertsch et al., 2000).

MHACWYPL APSARRPPGPAL SRVPPSL REW. PADFKNQRASAMKPTRKMQL PDPAKRCGCR 60
PPNGVLPPVI PRLTVTAEESEESQGSPKAPPAHPEGGW. RTDSSLHLQSRRLSTSSLSST 120
GSSSLLEDSEDDVLSDTECRSQG VHL ERGEDSNOQKKAVWHT I KTIMWNLPVI SPEKKRYSW 180
VQLAGHT GSFKAADSGKI L KRFSENEKECFERL MKDPLRSCVPCFHGVVERDGETYI QLD 240

DLLTDFEGPCVMDCKMG RTYLEEEL TKAREKPKLRKDMYKKM EVDPLAPTAEENAQHA 300

VTKPRYMMRET| SSSANLGFRI EGl KKADGTCNTNFKTTKTQEQVLQVFVEFI EGNTTI 360

LKKYLKRLQEI HI | LESSDFFKRHEVVGSSL L FVHDGSGNANVWL I DFGKTTLLPDGQTL 420

DHRI PWOEGNREDGYLLGLDNLI Rl LESI TER 452

Die Gegenuberstdlung dler verfugbaren Ing(1,4,5)P; 3-Kinase Primérstrukturen zeigte
ene ldentitét zwischen der Aminosauresequenz der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase aus Hihner-
erythrozyten zu den bereits bekannten Isoformen A, B und C aus Ratte und Mensch in
einer Hohe von 65, 57 bzw. 54%.

Konzentriet man dch bem Verglech dea Isoformen auf die C-temind liegende
katalytische Doméane, die berets in dlen Isoformen vollgéndig sequenziet igt, da die
Isoformen B und C noch nicht in Vollange vorliegen, erecht man sogar enen

I dentitétsgrad von 75% zu Isoform A, 68% zu Isoform B und 64% zu Isoform C.
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Abbildung 16. Gegenliberstellung der 1ns(1,4,5)P; 3-Kinasen Isoformen. Die Peptidsequenzen
aler klonierten Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen Isoformen von Caenorrhabditis elegans (Ce-1 bis -3,
Clandinin et al. 1998), der Ratte (Rn-A, Choi et a., 1990 und Rn-B(Thomas et al., 1994), des
Menschen ( Hs-A (Tekazawa et a., 1991a); Hs-B (Takazawa et a., 1991b, VanWeyenberg €t d.,
1995) und Hs-C (Takazawa et a., unverdffentlicht, GenBank accession no. D38169) werden mit
der Consensussequenz der Hihner 1ns(1,4,5)P; 3-Kinase (Gg-1, GenBank accession no. AJ012219)
und dem abweichenden Hihner cDNS-Klon LC13 (Gg-2, GenBank accession no. U41445)
verglichen. Hierzu wurde das Programm Pileup and Lineup (GCG program package, University of
Wisconsin) verwendet. Zur Optimierung der Gegenuiberstellung wurden Licken €) eingeflgt.
Durch das Hervorheben von Seguenzbereichen mit gelb, griin und turkis wird die Zunahme von
konservierten Aminosauren an der entsprechenden Position angedeutet. Vom N- zum C-Terminus
sind das DSE-(PEST)-Motiv, die CaM-Bindungsdomane sowie die katalytische Domane
eingerahmt. Die dicken Pfeilkdpfe deuten die Intronpositionen des Ins(1,4,5)P; 3-Gens von C.
elegans und Huhn an. Die dunnen Pfeile sollen die putativen Intronpositionen des alternativen

Spliceproduktes L C13 des Hihnergenoms markieren.
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3.4. Northernblotanalyse der mRNS aus 6 und 9 Tage alten Hilhnerembryonen

Durch die Northernblotandyse der tota-RNS aus den 6 und 9 Tage dten Huhnerembryonen
mit éner a-P*2-markierten Einzelstrang DNS-Sonde (siehe Mat), die gegen die N-terminde
Region (Bp 361-632) Ins(1,4,5)P; 3-Kinase gerichtet war, konnte ein Signd be 6,3 kB
detektiert werden. Dieses Ergebnis bedtétigt die friheren Northernblotanaysen, die mit m-
RNS aus Huhnererythrozyten durchgefiihrt wurden und die ebenfdls ein Hauptagnd be 6,3
kB, neben schwécheren Signalen bel 2,8 und 2,1 kB, lieferten (Ergebnisse nicht dargestellt).
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3.5. Genomische Teilsequenz der Inositol (1,4,5)P; 3-Kinase
3.5.1. Sichtung einer genomischen DNS-Bank nach dem Ing(1,4,5)P;
3-Kinasegen

Zur Andyse der patidlen Gengruktur der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase sollte das Gen aus
ener genomischen Hihner-DNS-Bank der Fa. Stratagene isoliert werden (siehe 2.1.9).

Die Isolierung des Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Gens wurde durch Plague-Hybridiserung mit
ene digoxygeninmarkieten DNS-Sonde durchgefiihrt. Zur Sondenkonstruktion wurde
en 465 Bp langes DNS-Fragment durch einen BspE I/ Sph | Verdau des Subklones
(pGem 3z IP3K) gewonnen, welches das 5-Ende des | -Klons LC13 darstellt. Dieses
DNS-Fragment wurde unter Verwendung des , DIG-High Pime-Kits' der Firma
Boehringer Mannheim mit Digoxygenin markiert.

Insgesamt wurden ca. 300.000 rekombinante Phagen der genomischen Huhner-DNS-
Bank andysert, wobe jewels ca 30.000 pfu pro Patte ausplattiet und nach dem
Trander auf den Nitrozdlulossfilter mit der digoxygeninmarkierten Sonde hybridisert
wurden. Hierdurch konnten zwel Signde detektiet werden, die auch auf dem
Duplikatfilter vorhanden waren. Durch zwe sukzessve Veranzdungsschritte  und
jewels erneuter Hybridiserung mit der digoxygeninmarkierten Sonde konnten zwel

positiv rekombinante Phagen a's Einzelklone isoliert werden.

Abbildung 17: Die Abbildung

zeigt exemplarisch einen
Primarfilter mit positiven
Sondensignal.

Auf dem Filter sind ca. 30.000 pfu
ausplattiert. Der Pfeil zeigt auf das
positive Sondensignal.
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Abbildung 18: Tertiarfilter
nach drei sukzessiven
Vereinzelungsschritten.
Auf diesem Filter sind nur
noch pfu mit positivem
Sondensignal vorhanden.

Nach der Isolierung der beiden pogtiv rekombinanten Phagen wurden diese jewells
durch Pattenlysste amplifiziet und anschliefRend wurde die DNS prgpariert. Die
genomischen Inserts konnten durch einen Notl Verdau aus der Klonierungsstelle des
Lambda Fix Il Phagens herausgeschnitten und somit von der | -DNS getrennt werden.
Nach dem Verdau wurden die DNS-Fragmente auf en 1% TAE Agarose-Gd mit dem
DNS-Langenstandard | -DNA-Hind 11I/f X-174 DNA-Heae Il Digest aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt.Vom Gd lield sch fir das Inset aus dem Klon Il eine
Lange von ca 13000 Bp und fur das Insert aus Klon IV eine Lange von ca 15000 Bp
abschétzen.

Abbildung 19 | 1 11
Analytisches 1% TAE-G€
zur Dar stellung der
genomischen I nserts.

I. Klon IV 15546 Bp Insat

Il. DNS-L éangenstandard
[-DNA-Hind  [11/fX-174 T e — | -Arm 32780 Bp
DNA-Hae 1l Digest Insert —p» :Ij Insert 13216 Bp
I11. Klon Il 13216 Bp Insert 15546 Bp = ‘4~ |-Arm 9120Bp

- —
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3.5.2.  Subklonierung, Sequenzierung und Charakteriserung der genomischen
Partialsequenz der Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase aus den beiden Lambdaklonen

Zur Charakteriserung der Inserts in den | -Klonen Il und 1V und um kleinere DNS
Fragmente zur Subklonierung zu gewinnen, wurden mit den Klonen wetere Verdaue
durchgefihrt. Klon 1l wurde mit einer Kombination aus den Redtriktionsenzymen Sacl /
Xba und Klon IV nur mit Sacl verdaut. Die Redriktionsverdaue wurden auf en
prépardtives 1% TAE-Agarose-Gd  aufgeiragen und die  Redriktionsfragmente
el ektrophoretisch aufgetrennt.

Abbildung 20: Préaparative Gele der Restriktionsverdaue von den | -Klonen
Il mit Sacl/Xbal und 1V mit Sacl.
M. DNS-Léangenstandard | -DNA-Hind 111/fX-174 DNA-Hae Il Digest

M Klonll Klonlv: M
= m_— _—=
—— s ¢ 0B
2027Bp P e - 1910BpSX 1554Bp S ] et Bg
1078Bp | = < =/ s
P <— 3 wr9BpSKX 758BpS e 5B
== ™~ 890Bp S/X 535Bp S o - P
=
r =
- - -

Aus dem Redtriktionsverdau des Klons 11 mit Sacl/Xbal konnten das ca. 1910 Bp grof3e
Fragment in den pBluescript SK +/- und die ca. 1079 und 890 Bp grof3en Fragmente in
pZErO'™-2.1 enkloniert werden. Die 535, 758 und 1554 Bp groRen Fragmente des
Sacl-Verdaus des Klon IV wurden ebenfdls in pZErO™-2.1 einkloniert. Die Subklone
wurden zur  Plasmidamplifiketion in  den Ecoi XL1-Blue trandformiert. Aus
Ubernachtkulturen der Transformationen wurden die Plasmide prapaiet und mit den
entgprechenden  Redtriktionsenzymen die Insarts in Aliquoten der Plasmidprgparationen

nachgewiesen.
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Abbildung 21: Analytische Gele zur Darstellung der subklonierten gen. DNS-Fragmente

I ur1v v Vvivil Vil Gd A:
l. pZ 758 ungeschnitten
. pZ 758 S (Sacl)
II. fX-174-RF DNA Haelll Digest
— V. pZ 535 S (Sacl)
T —— V. pZ 535 S ungeschnitten
= - e VI. pZ 1554 S ungeschnitten
- - & 20278p VII.  pZ1554S(Sx)
: - VIII. | DNA-Hind I11/fX-174 DNA -
| — - ¢ 872 Bp Hae Il Digest
—- <« 603 Bp
- < 310Bp
a1 v Vv VIV Gd B:
l. pB 1910 S/X ungeschnitten
s = 1. pB 1910 S/X (Sacl/Xbal)
,___; S e . | DNA-Hind 11/fX-174 DNA-
i Haelll Digest
t V. pZ 1079 X (Sacl/Xbal)
= : V. pZ 1079 S/X ungeschnitten
. 2027 Bp VI.  pZ 890 S/X ungeschnitten
_;ﬁ -! 1078 Bp VIl pz 890 X (Sacl/Xbal)
- 4 t 872Bp VIIl.  fX-174-RF DNA Haelll Digest
603 Bp
-

Die gewonnenen Subklone wurden zundchst mit den vektorspezifischen M 13 Forward/
Reverse Primern ansequenziert. Anschliefend wurde mit internen Primern, die aus der
neu erhdtenen Sequenz bestimmt worden waren, die definitive doppestrangige
Sequenz und die genaue Grolie des Inserts bestimmt.

Die erhdtenen Sequenzen wurden durch Computerandyse mit dem Programm ,,DNA-
Strider auf Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz untersucht und mit der Datenbank des NCBI
Uber den Blast-Server abgeglichen. In beiden Fdlen konnten keine Homologien zu
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenzen fedigestdlt werden. Allerdings fanden sch in dem
Subklon pZz 890 SX (Fragment aus dem Lambdaklon II) CR1-Repests und ene
GATA-Box ds Bindungsstele fir erythrozytdre Transkriptionsfaktoren. Das lield die
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Vermutung zu, dal3 wahrschenlich die Subklone in intronischen Sequenzbereichen des
Gens liegen wirden.

Zur Bestimmung der definitiven doppestrangigen DNS-Sequenz der | -Klone sowie zur
Lokdisationsbestimmung der Subklone innerhalb der beiden | -Klone [1/IV und der
Lage der Subklone zuenander wurde eine ,Primer waking Strategi€® angewendet.
Hierba wurden die genomischen Klone sukzessv mit  Oligonukleotiden  direkt
sequerziert. Die Sequenzierung Sartete zum enen aus dem die Insarts flankierenden | -
DNS Bereich mit dem T3 und T7 Primer sowie mit Oligonukleotiden, die aus den
subklonierten und bereits sequenzierten Bereichen Sarteten.

Abbildung 22: Segquenzierungsschema der genomischen 1ns(1,4,5)P; 3-Kinase
Klone.

Die Pfeile deuten das ,Primer Walking“ zur sukzessiven Seguenzierung der |-
Klone an. Die bereits klonierten Subklone sind mit ihren Schnittstellen fir

Xbal/Sacl in die Gesamtsequenz eingeordnet. Die Exonbereiche sind durch die

eingefiigten Kastchen dargestel|t.
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Schema zur Sequenzierung der 18499 bp groRRen gen. Partialsequenz der 1nsl 4.5-trisphosphat 3-Kinase inden | - Klonen |1 / 1V

S pz78S S pZ 1554 S S pz53BS S
5 | | | | m 3
1 1 1
| — - » — — > — > > >
RP uB115 RP pZ1800R UBl114 UB65 FW uB68 UBYA4 uB97 UB98 UB112 UB117 UB111 RP 9dR
— 3 > > > > > — »
3‘ | ] ] ] 5\
| | | ! —
s «— «— — «—— «— «— «——
uB116 FW UB113 PZ1800FW FW uUB67 RP UB125 UB118 UB109 UB99 UB9% UB56 UB105
< < < < «— <« «—

pB 1910 SX X

5 | = 3
|
—p 4|—> —p e — > —>
9drR UBI106 B122 uB57 UB§4 UB74 UBS% uBss uUB19 Lﬁ43 >UB48 UB103 UR130
3 5
| ]
| =1
9dN FW UB129 UBZ1 UB104 UB9 uUB89 UB44 B14 UB137 UB133 UB42 Pr.A
o B0 UL «—— LB A
X pZ 1079 S/X S X pZ80X/S S
5\ Ij [l [l 0l [l [l 3\
I I = I I
— N EE— EEE— > > —> _— >
UB46 > FW 6.1IN u§53 UB75 UBSl' uB128 FW > UB126 UB52 UBQ uB72 UB?ﬁ uB80 >
3‘ D [l [l 0l [l [l 5‘ |
I I e I I |
- <4+— 4+— 4+— 4+— <4+— 4+—
UB102 6.1R RP UB132 UB101 UB79 UB51 UB127 RP UB131 uB119 UB100 T3
<4+— 4+— ¢— 4+— 4+“— +“— 4+—
1000 bq =4cm
|:|bereich 1cm=250bp
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Die auf diese Weise erhdtenen Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms,,, PileUp*
gegeneinander auf Uberlappungsbereiche abgeglichen und anschlielRend zur

Gesamtsequenz zusammengefigt.

Die Gesamtsequenz der beiden Uberlappenden | -Klone erstreckt sich tber 18.499 Bp, in
der sch vier Exonbereiche identifizieren lief¥en, die 27, 96, 213 und 204 Basenpaare

grol3sind.
Abbildung 23: Aus den I-Klonen Il und IV zusammengefiigte gen. Partialsequenz der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase.
Innerhalb dieser Partialsequenz von 18.499 Bp sind die vier Exons durch fettgedruckte Buchstaben
gekennzeichnet: 1. 4892-4918 Bp, I1. 9969-10064 Bp, 111. 11924-12136 Bp, 1V. 13821-14027 Bp
GAGCTCAATT AACCCTCACT AAAGGGAGTC GACTCGATCA ACTCAGTTCT ATCTTGGTCC 60
TCCATGACTA AACTAGACTG TGGTTTACAG ATATATGTCA AGGCAATTTG AGTTTCCCTT 120
GTTGAAGGTT GTTTTTGCTG ATGCCCCTGG AAAGCTCTTT TCTGCTATCT CACTGGAATG 180
TCTTATTTCT GTCGGAAATT AAAGCCATTT ATTTGTGTTC AATCCAGTAG ACATGGATAC 240
CAACTGGCTG TCCTTGTGTT CTCTGTTTCT TATAGGAAAA AATGAATTAT AGTGCAGTAG 300
TCTTCCATAA TTAGAGTGTT AGGATTCATG TATATCACTC ATTTCCCATA AAGCAGAATC 360
TCAAAGGTGT GTGGGGTACA GCTTCTGTGG CCCATGTGTG GGGACATACA GTAGCATGGT 420
AACATCACAG GATGCGTTCA CTAAACCAAG CTGTTAGGGT AAAGAAGGGA GAAGTCTTTG 480
ACCAGTTATT AGAAGGCAAA TCATTACTAT CAGACCAACT GCAAAATTGT GGCCAATGTG 540
TTTAGCATTG AATGAGAAAT TTTAATAAAA GATGTCCATT TTTTTCTCTT TGTTCAAACT 600
AGAGTTTGTT CTGTGGATAG TGAATTATTG AGGTGATAAA CTGGTGGTGA GCCTAGGCTG 660
GACGTGCAGG CTAGAGCTGT GTGTCTAAGT TAGCCTGCAT CACCATAGCA AATGGGATGA 720
AATGTGTGCT CAGCCTCCTC CTCAAGTGCC TGGAGCTCAG TCAGGGCAGA TTAGCTTCTT 780
GAAGTTACTT CCTGGCTTCT TGCCCAAATG CAGTCTGTCT TGATGTTATA CAGAAACCAT 840
ACCTGATTGG CACTTGTAGT ACCTTGGGAT TTGAGGTTGT ACACGGTTCA CAAACGACAG 900
TTTTCTATGC CTTGACAAAT TGTGAATATG TTTTAAGCTG GATGTCTTGG TCTGTGTATA 960
AAGATGTGTG GATAAGTTTG GGTTTAATAT ATTCCAAACA GGATGAATAT TTGGGAGCTG 1020
ATAGTTGTGA CCTCTCTAAT AGGCTCTTTT TTCTTTTTTA ATCTAAAGAG TGTGGTTTTT 1080
CTAGATGTCC TTGTCTCATG ACTGGTGTCA GTCAGTGACC CATGACTAGC AGAGGAGTAA 1140
TGGAGGATGG TCACAGAATT CTCAAGTTGT CTAACTGGCA TAGAAGGCTT CTGAGGAATT 1200
AAACTGCAGT TGTTTTGGAG GTTAAGAAAG ATTTCTTTCC TTCTGCCACA CCATCTGCCA 1260
AAGTGATATT TGATTTACCA CAGAATTATT CTGGGTGATG GACAGCTTAG ATAAATTTCA 1320
AATGTCTGCG CTCTGAAAGC AAATCAACTT TCCTATAGCG AGGCAATTTC CATGTACTTC 1380
TTTAATAACA TTTTTGTTTC CGGCAAGACT GATGTTCTGA CAGAACATCT CTCATTCAGT 1440
TTCGCCCAGC AGGGAGAGGT GGCAGAACTC GGTCCTATTG GAGAACCAGT GTCTTTCAGA 1500
GCAAAGCACA AACTGTGGAG GTGGAGATAA TGGCCGTGGT AATCTCATCC CTCAGAACAG 1560
CAAATGTTTA CTTTTTATTA TTTCGGTTAA TGATATTGCC CCTTAAAAAT AGGCTTCTAC 1620
AGAGTGCCTG TGATAAAGTA AACAAAACCC ATCTCATTCC TTTGGCTTTT GGCCTGGGAG 1680
TGACACACAG ACAGTAGATA TCTTAGTTAA TGAACAGAAG CAAAATACAA TTGCTATGGA 1740
GTAGTCAGCT GACTGTGGCT CTTGGTGCTG TTTGCAGAAT GGCAAGCAGT GCTTTCACTG 1800
TGTTGCGCTG CTTTCTGATT TGAAGGGCCT CTCCTGGATT TAGAGGCAGA ATCCAGCTGC 1860
AAAGTGGGTT GCGTTTAATT TTGCACTCTG TGTAATTCGG TGGTCTGGAT GCTGCCCAAC 1920
AAATTCTCTT GCTTTCACTT TTTCCTTTAG TCCAGCGATA ACAAATCTCA AACAAACTTA 1980
CCAAGTATCC TCCAGGGTAG CAAGCCAAAG AACATATGCA TCTCACTGCA TAACGCATGG 2040
TGAGGCGTGA CTGAGGAAAA AATGCAGGAA CCTGAGGCTT CTGTCTTGCA GCTTTGTTTC 2100
TGCTTATTGC ATTAAGTGTT TCTCATGACT CTGAAGAATT AGCTCAGCCC ATCTTGCCTG 2160
TGGTACAAAC AGGAAATGAA AACCTTGCAG TTGGAGGATA CACCTGCCAA GCGCTGCTTT 2220
GAGCAGCTGT GGCCATTACC CATGGTTGAG TGCAAAACCG GAAGTGTCAA AGGCTACGTA 2280
CGGGCTGAGC ATTGCTTTTC AGAGCTCTGG AGGCTGGATG GTGAAAGAAG CAGAGATGAA 2340
GGTGTAGTCA CACTTTGCCT GGCAGCCTGT CTAGAAGTGC TAATCAGGAA GTCGCTCATG 2400
CAGCATGCAA ACTGCCGCTC TCCTTGAGGA GTGTGTATTC TCCCTAGCTG TTGATCATCG 2460
GTCTCCCAGC TCCAGTTGGC ATTCAGATGC TGCAGGAAGC TCTGCTGTGT GAGAAAGAGC 2520
ACGTGTTCGT TCCTTGTGGG CTGTGCTGAC TAAAGTGGGT ACGAGGGTGG TCAAGGTTCC 2580
CGAGGAGTTT GGTGTGTAGA GATTGCTCTG TAATTTCCTT AAGCAGTGTA ACGGCATCCT 2640
AGATTATGTT CCTGAAGTGT CAGTGTAACA GCATCCTAGA TTATGTTCCT GAAGTGTCAG 2700
TTGACAGCAT TTGAAGTAAT ATGGCTGCCC TGACAGAAGG CCAGCTGCAG CGATTTGGAC 2760
AAATTGTCAG TTGATGTTGG TTTGCATCGT GCCTCTGACA GTCTGAAGAA TGGATGATGC 2820
TGATGCTTAT CAGCTCAGGG CGCGGACTTT TCCAAGTAAG CACTCAGAGC TCTGGACCCT 2880
GAGCTGGGCA AGCTGTGGTG CACGTTACCA CTCAGCAGTG TTTTGTTTTC AGACCTAAAT 2940
ACCCATCTGT CTGGTGATGA ATGTTTGCAT CTGGGAGTGC TGTGCGGAGT AATGTTTATT 3000
GTGTGCGTCA GAAACCTGGT CATAGCGCAG TGACAAGAAA GGGTGAACCA TGGTAAATTC 3060
AGGGCTAAGT CATCTGCTGT AAAAGCCTAA CCCCATCTTG GGAGCTAAAT CAAGTCGTGC 3120
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ACTCAGTTTT
GAAGCATTCT
TTGGTGATTC
AGTTTGAGGA
ATCTACACCA
TTATGGGCAA
CTGTGTITCTT
ATGATGCCTT
GGAGITTTTA
AACGCTTTTGC
AAAAAACACA
TGCTTCAGGA
CTATATAAAG
CAGCTATACT
TTATCATTCA
GCCTCCCACT
CCTGGGGCAG
TATTGTGATT
TTGATTACAT
GTCTTGATTG
GTGCTGCAGT
TAATACGGCT
ACCAGGTGAA
AATTTCCTTT
CAAAACAAAC
AAAGGATTTT
AAATATGTAT
GATCTTCAAC
AGAGCTCTGT
GTCCTAGCAT
GAGCCGCTGG
AGCACTTCCT
AGGTGITGCT
CATCAATTAC
CAGGCAACGT
TGAAATGTGT
GATGATCCTT
ACAGATCGCA
GACTTTAAGA
TTTAAGAAAA
TCTTTGTAGG
ATAAAGAAAC
ATAGCAGAAT
GATGATAGAA
TTTAACTCAC
TTTTTTAAAT
TTATAAAATG
GCTTGICTTG
GAGGCATTTG
GGTTCAAGTC
GTATAAACTC
ACAACAATAA
TCAGTGAGCT
GAAAGCAGAT
GCCTCGCTCCC
AGAATCATGA
ACAAGAGACC
TTTGATTTTT
CTGGAAAACT
GTGATTCAAA
CCTTTGAATG
CTTCCACAGC
ACATGCTCCT
CAGCATCTTT
AGTTCACACT
TTTCAGAATG
ACAGTCCTTG
AATGGGAATC

AATGGTTTGT
TCTTGTTGGC
ATGTCTGATT
TTCCAGAAAC
AGTGTCACAT
ATCTTGCAAA
CCAACAAATA
GITAGGTCTT
TGGTCTGGAC
TAAATCGCTTT
CACAACAAGG
TCTGAGTGTG
CCTTGAACTG
GATCTCCTGT
AATCCCCAGA
TGAAGCAGCG
CCTCGTTGGT
CATTGTTAAA
TCTCACAGGA
TTGTCCACTC
GAGACAGATG
AGTAGCATTG
AGCCACTGCA
TCCAAATTGA
TAGCTTTTGA
GTAGATTATT
GCTTACGTAA
AGGAGCTTTT
GTAGTCGTAC
GIGACCCAGG
GGATGAATAA
TTCGGCCTAG
TTTCCAGTCA
ATCACGCGCT
ATTGCTTAGT
AGCAACCTTC
GITCCATCTA
TTTCAGCCCC
GAATGGTGGA
ATTATAATGA
CTTGCGTAGG
TACTGAAATT
TGCCATGAAA
AAATGAACTT
TGTAGTTTCA
CTTCCCTTCC
TATTTGITTG
TCAGTGCTTG
TTTTTGITTT
TCTGTCACCT
AGTGAGACTT
AAAACCCTAT
TAGCTATTAA
TAATTTTTGT
AGTAAGTGTA
TGGCTGTGCT
TGGAGGAAGC
AATGGGATAG
TCATCTGCCC
AGAGCAGTCC
CCTTGTGGCT

GITGAGTGITT
TTGCTCTTTC
CAGACAAGTG
CTTTAATAAG
ATGGTAGAAC
TCTTAATTCC
AGGAAAAATT
CTGATTTTTT
GATAACAACA
AGATATTTTC
ATAGTTATTA
ACCAAGTCAG
AAAGAAATCA
TGCTCAGTAG
TCACTCCATG
AAGTCCCTCA
CTGTGGGGGA
GTGTAATCCT
AGCATGTCTG
AGTGATTTCA
AAAACAAAAC
GACCTATTCC
AATAGTGGCA
ATGAAATAGT
GCAAACTTCA
AACTCGGTTT
GTGAAGCAGT
TGCGGGACTA
TGACTTTGIG
AAGAAAGAAG
TATGGTACAC
GACCCACTAT
CTGCTGITAT
TGTCAAGCTT
GCTTTTGITGA
TGATGGTTAT
GGTGITGGTG
CATGICCCAG
TGATGATAAC
AATTTCTCAC
CTTTGTACCA
GTCCTGGAAA
ATCTACCAGC
AGGGGCCCTA
AATAACGTGC
CTCTACCCCC
AATTAGGACT
CCTCAGGGTA
CCCTTGAAGT
GTAGCCTCAG
GAGTTGITCT
ACAGATAAAG
GATGITATAG
GAGAGCTGAG
GTGAGTTTTG
TCTGCATAGT
TGTGCCCCTA
CTGAGATGGC
AGTACATATG
AGGTAACAGT
TTGTTACTAT

GITTTTGCTC
TAACAGAATA
TATGGTTATA
GAGTAACTTA
CTTTTTTCTT
TACAGAGATC
TAGAAGAAAC

TTTTTGCTAC
CTAGCTGITG
TATGTGIGIG
TATGCTGAAT
ATTGGAAAAC
TAAATTTTCC
GAGGCCTGGA

GCTTATACCT
ACCTCCCACC
GGTAGCAGAC
GGGCAAAAGC
TGGCTTTATT
CTGCGCAGAG
ACAGATATTC
TTCTTCAAAT
AGTTATGAAA
AAGTGTGCAT
ATTGCTTACA
CTGCCTGCCT
AAACCAGGAT
CTTTCATTAC
AAATGAAACT
ACTTTCGATG
TTATGCTGAT
CTTTAGGITG
AGTAAAGGGT
TAAAGAAGCA
ATTTTTCAGG
AAGCCCTTTG
AACAGTACTG
TGGGTGAAAT
GCTTTAATAA
TAAAAACTTT
CTCTGAAACA
CTCTGCCACT
ATGATTTGIT
TAACAGAAGA

TCCTGTCTGG
CATTGAGATC
TTGGCAGCAA
ACAGAAACTA
GITTGGGGAC
TTTGTGTGCG
CTTGACTTGT
ACTGCCTGAT
TTCTGATAGA
GITCTGTATAT
TTAGGCATAG
CTTTAGGTCT
CCCTCAGGAG
TTATGCTTTT
GTATGGITGG
TTGGCAGCTG
GACGACTTGT
TTATTATAGA
AATTAACTAG
TTTTATGGCA
TTAGCTTTAG
TATACAAGCT
AAAACAAAAT
AGCATGAAGA
ACTAAGGGGA
AGAACCCTAT
CACTTTGCTC
TGTTCACATA
ATGTGACTCA
GAAAATCATG

ACTTGCTTAG
TTTGTCTTGA
GAACCTCCTC
GCTGCTGAAC
TTTTTTTTAG
TACCGAACTC

AGTATTTAAA
AAGCATTCAT
GCAAATACAA
ACAAGITCTG
TTTAGATAAG
CTGTCCCAGA
TGAAGCTGCA
CTTGGTAGAA
ACTGTAGTTA
ACTAGTAATT
ATAGCAGGTA
TTTATTGAAA
GCTCCAATGT
GGAATATATT
ATTAAGCAAA
GTAGAACAGT
GITTTTAAGT
AGAGGGAACA
GCTACTTCTG
GAGTAATAGG
GAGGAAAGGT

AGGGAACTCA
GCAGAAGAAG
GGTTACTCTG
GCTGGTTTGC
TTTGGGTGCG
AGTTTTTTAT
AGACACTGAG
AGCTGCAGAA
TGACGATTAA
TATCTTTTTG
GAGCAGAGAA
AAGGTTGCAG
TCAGGCAAGA
TTAATTTGCT
TAGAATTATT
CATCCCTATT
CTGTTCTGCA
GITACATGTG
AAGAGGAAGA
GTCAGAATAG
ATATAGCCCT
GAATACTCTC
CCCTTCTCCT
ACCTGATCCA
CTCAGCCGTA
AGTAATGTAT
GGAATCAGTG
AACAGTGAAC
TATATGCTTC
GCAGATCGAT
GITTGITGTG
CTAGCTGCTG
TCCTCTTCAA
TGTGTACACG
CTAAGAATAT
TCTTAAGTAC
CTGTACATAT
GAAATCCAGC

GAACTGACAT
GITTCAGCTG
TCCTGTAAGA
GCTGAGITGG
TGGATCTTAG
ATTCCTTCGA
TAGGCAGT GG
TTTAGCTTAA
GTACTCTGTC
TTTCTTGCTG
AAAAGGCAGC
AGGTTGTTGT
AACTGCTACT
ATTTCAGTITT
AGAGCTGTTG
AGTTTAGATA
AATTCCTCTT
GGGTAGCTGT
TTTTATTTTT
ATCTGTCCCT
TAAAACAGCA
AGCAGACTCC
GAAATAGT GG
AAACCCCTCA
TCCTACTGGT
GAAGCTGTGC
GCTCCGAGTT
TCTGTCTAGG
AGTGCTGTGC
GITCTGGCACC
GGGATTGGTT
TTGTAGTGGC
GCAGCCCACA
TATATGGATG
TAACATTTCA
ATTGATCTTG
GTAAGTAGCA
CAAAGTAGAA

CCTGCTTAGC
ATGCATTCTC
GGCCAGCACC
CTGGGACTGC
AGAATTATTT
AGTGCCTGIG
CACCCGCAAT
ATGATGCGAA
TTTATAGCCT
TCATAATAGC
AGCCTCTTAG
TAACTACTGT
CTGCCCTGCT
ACTTCTGITC
GATTATTATT
TAATTGGTGT
TACACTGCCT
TGGCAGAACT
CCATCAAACA
GGGATATTTG
TCAAACAACA
ATTTACCTGT
GAGGTTTCAG
GAGCAAATGA
ATATTGCGGT
TCTCATCATG
GCTGITCATC
GTTGCATGGT
TTCAAATTCA
AAGACACAGT
CTTCCATTCT
ACAGCCTGTC
TCTTTCATTG
TGTTAGITAC
CACCTTTGCC
AGGCATTCAG
TAGGACACTG
GATCAAGGAG
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AACTGAACAG
GGTAATGGCA
TCACTAACAA
CAGGCATACG
TTTGCATCCT
GAAAAAGTAC
AAGTGATCTT
TTGTGAGTAG
AATGCCTCAT
GCTGAAGITG
AGCTTTTGAG
CTGACAGCTG
TATGACACAT
TAGGATCGIT
CAAACCTGAA
AGGGATTATT
GITTGTCTGC
ACGCAGAAAT
CCAGAAGGAG
TGCAGTTAGC
ATGATTTAAG
GATTTATTAA
TCCGAGTCTT
GCAGTATGIT

CTTCCCTGAG
TCCTCCTGGT
CTATAACTGA
TTTGCCTGIG
CATAGCCACT
AGTGGTGGAA
TGTAATGTGC
GAGACCCTAT
GGAGCACTCT
TCCAGACAGC
AGTAACGAGA
ACTGCTCACT
TGTGTGITCT
TTGTGACGTG
CATATTCATG
GCATGACTCC
CATGACTCTT
TGTATGICTG
CTTCTACCTT
GGTAGGTTTA
CATTCCAGAA

AAACGTAGAA
CCAGTCCTAG
AGAGGAAGAT
AAGTTTTCAT
GCAGITTGCA
ACTTGCTGAA
TTCCCACCTA
ATATAAAATA
ACATATTCAT
AATTTGGCCC
GGGTGGGT GG
ACATGCATTC
CATTGGGAGA
ACAGAAGGGA
ACTGGCTTGG
TCAACTCAGA
ACCAGAAACG
CATTTTTAAT
GTTTGGGCCA
CCTATGCTAG
GCAAATAATA
ACTGTAACTT
CGTGGITCTC
TACGAAAGTA
GCTGCTTTCA
CCCGTATGGA
GAAAAATAAA
ATGTGGTAAG
ACAAATCTGG
TTTCATTACT
ACATGCTCTT
GAAATGAGCC
TTGCTAGTAG

GAAAGGGGGC
CTGCTATTGC
CTTGCTTTAG
CTTCCCACTC
TCCTCAGTTG
CCTCTGCCCG
GCTCCAGTCT
AATAATAAAA
CCCAGGCAGC
ATTGTCTTTC
GAGGGAGGAG
CTTGGAAACC
CATGATACAG
TATAGAACAC
AATCTTGAAG
ATGITTACTT
GAGGAAAACA
CTCTTCTGCT
CTTGCAGGTG
AGCGCTGCTG
TACCGTATGA
AGCTGGAGCC
TAACATCCAC
TTACTGCTGT
AAACCAAGAT
GGTTATATTT
TCCCCAAAAG
GCAGCCACCC
GGCGGGCGGC
TGCAATTTTA
GCAAGCTCCA
TACCATCCTT
GCTGITGGTTC

TGAGGGACAT
AGCATGAGGC
AAATAGATGT
ACGCCACTGC
AGTGGGGTTG
GGACAGCTTG
CCATCTTTCC
TAAAAAATTG
TATAACCTAA
CTTCACACCC
GTGGGAAAGC
TGTGCTTCTC
TATGTTAGGA
TGCTGACTTC
AACTTCAGIT
CCAGITGITC
GAAGGGCTTT
TGAATAACAA
CCATACAAGT
CTGCTTAGCA
TACTACAGGG
GGTGACATCT
AACTTTCTTT
ATGGGAAACT
AAGTTAAATA
TGTCAGITCA
AAATACTGCT
AATTTTGCCC
CAGGTCAAAG
CTTTGTGCTT
GITTTTTTCT
GITTGTGGCG
TAACTTGCCA

AAGGATGGCA
AGTGATTTGA
GAGAAAGATT
TCCAACAGCC
GAGACTGAAA
CCCCACCGAT
TTGTCTTAGG
TCAGCACTTC
GCAGTCAAAT
ACATCACAAA
CACTAGAGTG
ATCACTTCTG
GTGGGACATC
TGGTTGIGGA
TAGGCAGAAG
TGTGAATAAC
TCCTGTCTGC
TATTTACATT
ATCTCTCATT
GTGCACGGTA
GCGTATAAAC
GTGGAGTTTC
GAATGCTTCC
TGGCTCGGGC
GGAAAGCAGT
AGTTGCAGCT
TGCATCTGTG
CCACACAATG
CACGATCTGG
TGCACTTCTG
CCAGCATGGT
CACTTTAGGA
GGGTTTTAGT

TTTGCTCTTT

GCTGCTGITT
TGCCACAGGG
CAGGGAAAGA
GCCAGTGAGT
GTGCGCCTAA
ATGCTGAAAG
TCTCATGGAA
GCTGCAGAGA
ATCTTTTACA
TTATTTTACA
TGACTTCTTA
TGATACGTCA

TTTTTTTTTI
GTGAGCAGCT
ATGGCAAAGG
GGGGAGTGAG
GCTACAGGGG
GACGATGAGA
CCTCTGGGAA
ACTTAAATAT
GAGGGCCAGG
GACAGCTTTC
AGTGTATTTT
CAAATCAGCG
GGATTTCAGA
CATACAATTA

TTTTTTTTTI
GCTCTGITTC
TGGCCAGAGC
TGGGAAAATC
CACTGAATGA
CTGACTTGTT
AGGAAATATT
GCGTAAGTGT
TGTGGCTCAG
TTGTGGATGG
TCCGGAGATG
AGGAGCAATT
TTTTGCCTGA
AAACCATGGT

TTTTCATCCG
CCTGCCTGCC
AGTGACTGGC
CGTGACCTGG
ACTATGAGCC
GACTTGGTGA
GCTGACAGTG
AGTTTCAGCG
CACAGGCCTG
TAGAGCATTA
ACTGCAGTGT
CAGTGTCCTT
TTTAATATTT
TAACTTACCA

AATACACATG
AAAACACTTA
CCTCCTACAG
TGCAGCCCTG
GITGCAGTAG
ACGGGGCTGA
GGAAAAAGGG
TTATTGIGTG
TTCTCTTTGA
TAAAAGCTGC
TGGTGTTGCA
GATATAGCAG
ATGATGAGCA
GCCAGCAATA
TTACGTTCAG
TTTGGGCCCT
TAAATAGGCT
GCTCTTTCTT
CTCAGTACAC
GCAATCTGGA
CTGCAGTAGG
AGCTAGTACA
TCTTGCTAGC
CAAGAGTGAC
CTTATTTCAG
TAACTTGAAA
AGTTCATACA
ACCCATACTG
AGAGCTACGC
TTCTGITGIG
GTAATGCCGT
TTCCTCAGCA
CCCAAAGCAT
CCTTTGIGAT
TGGAGCAGTA
TTTGTTAAAA
AATAAGTTGC
TGATTAGTAA
AAGCTGTTAA
GCAAACAGCT
TCTGCTCTCT
TGGTGTGCAG
TATTTGACTA
TTGITTTATG
GAAGCTGTAT
CITTTTTTTG
GTGATTAGCC

CCTTCAAGAA

TGGGTGCAGC

TGGCTGGACA

TACAGGT GGG

TCAACGT GGG
TGTTACTCCT
GGACAGGTTT
AGCAAATATG
TTCACTATAT
TAAAAGTTAG
CAAACAAGCA
TCTGTTACGC
TATTAGTACA
CAGCTCTTTG
TTTAGTCCTA
GTGCCAAGAT
GCTTGATCTG
TGTGTAGGGT
TCTGTTTGCT
TTCTATGATA
GTAATGAGCC
AGATCCCGCT
GGCCTATTTT
CTCAGATGIT
GCTTATGCAC

TCTGGTACCA
GTGACAGITG
GCATGCAATG
TCGGTGTGCT
AAACAAACAG
TTCATTTAAT
CACGT GGGCA
TATGITAATG
GAAATGGAGT
GACTTTGICT
TGTGGAGTGT
GGAAGAAGAG
TTTGATAGIT
TGACAAGTTT
AGTGTCAGIT
GTAGTAAAAG
CTGTTGTGAA
ATTGGCAGGC
ACTCTTTCAT

ATGTGGTGTG
ACATTACTGT
ACCCCAAACT
ATTTGGTGGC
CGTATATCAA
CCTGATATAG
AAAAAAAAAA
TCTTATGCAG
GGCACCTACG
CCTTAATGTA
AGCTGCATTT
TACTGTAGIT
TGCATTGAAT
GGTTGAGAGG
TTCTGIGGTT
CTTCTGAACT
CCACAATTCA
TACAGTGCTA
GATTAAATAA
TGCAAATTCC
TTGTACTGGA

GGATCATTTT
CCTTGCATTT
CTTGGCATGA
CACGIGITTG
CTCAATCAGC
GATTACTGTC
CACCAGTAAG
CCCTTGITCC
CTGCATCGTG
GTGCCCTTCA
GCCTAGTGGT
TCTATCACAG
GITGTGTGTAA
TTACCAAAGA
GCATTTAGTC
AAAACTTGTG
TCAGCAACGA
GGCACAGGTT
AGAGTACTTG
GCAGCTGGAG
TACCGTTCAG

TACCGACTGG
ATGCACCGCA
ACATAAGCCC
CGTAGTGAGG
TAATTCTGAT
ATTGATAAGC
GAGAAGTCAT
CTATGTGCTA
CTTTAATGCA
GGGCTGTGCA
GTACTGACCT
TGTGTCTGGG
TCATAACCCT
TAATTAGGAG
CATCATTTTT
CCATCGTCAC
ACCAGITTGT
TAACGAGGCT
TGAATGAAGC
TGTAATGACT
ACCCGTGGCT

ATGAGTATCT
GTAGCCAATA
GCCTTGACAA
TTGAGAGGAA
ATTGTTGITA
TTTGTGTCAG
TTACAACAAA

TCTGGGCTTG
TCTGAGTGCT
AGATACCGTT
GCAGCTGITC
CCTAGCCCTT
AATGGCTGAA
CCTACTTTGG
ATGTACTTTT
GCTTATCTTG
GTGAAAACAA
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TTGTGCTGCA
GTGTGCGTGC
GTCACTGATG
GATTAAGGAT
TTAAGGAAGT
TATCCTAACA
AAGCTATAAA
GCTCTGGGTG
TCTGGTGTCA
TTTGCAGGTC
TGATAGTGGT

GGCTGTACCT
ATGITGCAGTC
GACTGCGCTG
AAAGCCAACA
ATGGCTTGTG
AAGAGTTTAG
TTCCGATGTG
TTTTATTTTT
TGCTGCTGAG
AGGCTTTTCA
AAGATTCTCA

GCAGATTAGC
ACAGACTGTG
CTTTGGGATG
CTGACAGGGT
GTTTCTTCTT
TATGGATAAA
GGAATGTATC
ATGAGAGGCA
GTAGATGAGG

AGGGCTCCCC
CATGTAGAAA
TACGCACTCA
TATGCAGCTT
GTACGTTTTA
AAAAATGGTC
CAAATGGATT
TGTTAGCTTT
CTGGAGTAGT

GCATGTGITT
AACGCTTCTC

GATTTTCTTT
AGAGAATGAA

GGGGCAGGCA
GGGCAGTACT
GCAGGTATAC
TAAAAGAGCC
GTAAGTATAG
TGGAGCAGCT
TTTGCTGCCA
TCTTGITCGG
GGGGGAAGGT
TTAGGGAGI T

CAGTACCTAG
TGGCTTCGTG
CTTATGIGAG
CATCAGAGCA
TAATGITTAA
GCATTCCTTA
ACAACTGTTT
GGAAAATCTG
GCTTTTCCCT
TCAAGGCAGC

AAAGAGTGTT

TTGAGCGATT

GATGAAAGAC

CCACTACGAT

CCTGCGTCCC

TTGCTTCCAT

GGITGTGGTGG

AAAGAGATGG

AGAGACCTAC
CTGTAAGATG

ATTCAGCTGG
GGGATCAGGT

TGCAGGAGGC
GTTCTGGAGC
CAGCCTAAGG
GATCTATAGA
TTCTCTGCAA
TCATTTAATC
GTCTCCAAAC
TCTTCAGTGA
TTCCCCACTG
TTTTTCCATT
GCATAACAGA
ACTGTAATAG
ATGCCATTGA
TCTGCTAAAT
TTGGCAGCAG
TCTTAAACAA
CCAGGCACCT
GCAGAGAACA
GTAGAAGTGT
GATAACATGC
ATTATGTAAA
CTCAAGGGAA
AGTGATCTCT
CAGCTTTCTC
TATGGTTAGA
AAGCATGTGT
TAATACTTTC
TTGGGATGTG
AACCAAAGCT

AAGGGGGEGEGEG
CTTGGGATTC
AGGCTGTGIC
CTAAACGTGA
TGGCCTGAAA
TTTGCCTATG
GITGAATGACT
TATTGATCTT
ACATCTAGGT
TTCCTTGTCT
TAGACAGAGA
TAATCTTTTG
TGGGAGTGAA
CAGAGTAGAA
TACATGTTGT
TAGTCCAGCT
GACAAAGTGC
TGGATAGTGC
TGTCTTCCCT
TCGAGCTCAT
ACCTCATTTG
GAGTAGCCAG
CTTAACTGTC
ACATTCTTGC
ACAAGAAGT G
GGTCATTAGT
CTGGCTAACT
ATGTCTTTGC
GCGTAAAGAC

ATGATTTGCT
GAGACATGAA
ATAATGTGGT
GGTCTAGACA
CCCTTGGTGC
CCCACATCAA
AAACATGGAG
CAGTGATTCA
GAAAACCAAT
CTCTGTGGAG
GATGITATCA
TGTGTATGAT
ATCTGITGAA
GGTGCCAACT
ACAAGCCTTT
ATTTGITGIT
GITTCACAGTA
TATTTTACAA
AATCTTGTGG
CTTTTTAGTG
TTCTTAGTTA
TATTGTITTGA
TTTTTTTGAG
TAAGACTTCA
CTCTGAATAT
AAGCAGGACA
AATGAGACAA
TCGTGCTTTG
GAAATTGCAA
AGGACATACC

TACTGATTTT
AGAGAATGT G
CATGCTATGT
ACCTGITGIT
CTGCTTGTAC
GATGIGITCA
AAAAAGTTAC
AAAAAAACCC
ACAAAAGCCC
AAATGITGAC
CCTTGTITCTT
TTAGGAGGAA
GGCCTCAAGT
CAGATGCTTG
TCACATAGAT
TTGGTATCCC
GITGACGCTC
TGTGGTTAAG
AGAGGGGCAA
GCTGCCAAGA
CTTCTTTTGG
AGAGCGTTTA
GCCTGAAAAA
GCAAGCCCCT
ACAGTTGTAT
TAAGAATAAC
ATCTTGATTC
CTTTTGCCAC
AAATAAAGT T
TGGAAGAAGA

GAAGGGCCGT
TTTTCTAACC
GITGGAGGAG
GGTTTGACGG
ATGGGTTCTG
GIGGTGATTT
ATGATTCACT
CTATGAAGTG
ATTTCTAAGG
TGTCTGCCCA
CAGATTCTCA
ACCTCAAATA
AACAATACAG
ATTACTATAA
GGAGAATCTT
CAGAAGCAAG
AGGTAATGAG
AATGATTAAG
GITTTAGGGT
TTGAGTGATA
TTTGGAGCTA
TGTCTTTTAC
ATGCATAACT
TTGCTTTTGA
GICATGGCTG
ATGTAATTGT
CTGATATAGT
GTGCAAAACT
GGGAAGT CCT
GCTGACTAAA

GTGTGATGGA
TAAATGCATT
CTTGGTAACA
TTGCCTTGGG
GAAACTGAAT
GGGACAAAGT
CTCTGCCAGT
TAAAATTCCT
CTGGAATGAG
GGACCGACTT
CTTTGITTTC
AGTTATCTAA
AGAGGTAGAA
TAAATGAAAT
AAGTGAACTG
AGAAGAAGGA
TGACAGCATC
CATGTATGCT
CCAGTGGAAT
AGAGCAAAGC
CAGTTCCTCA
TCTCTAAAAC
GAAGITTTTT
TTTCATCGCA
AATAGGAATT
AAGGTAAAGG
TTCACTAAAT
GAGGTAATGA
TGCAGCTTTG
GCCCGTGAGA

ATGTACAAGA

AAATGATTGA

AGTGGATCCT

CTTGCTCCTA

CAGCTGAGGA

GAATGCCCAG

CATGCTGICA

CCAAGCCCCG

ATACATGCAG

TGGAGGGAAA

CAATCAGCTC

TAGITGCCAAC

CTGGGCTTTA

GGATTGAAGG

GATTAAGGTA

TTCTGCCTGT
ATCAGTAACC
TGATGTATTG
GCACCAAATG
AACAGGTACA
GCTGCCTCTC
AATCACATAA
AGAATCATAG
TATTACCAAT
CACCTCCAGG
TCTTTTGGAG
GCCATTCCCT
ATCTGITCTT
AGCTGGGATA
TGTTCTTGAT
TGAAGAATCT
GGCAAAGTCA
CACTAAGTAA
AAGGGGGCCT
GAGGGGAAAT
CTTTACTCTA

TCAATTTAGA
AGGTTTTCTA
TTGCTTTAAA
CATATCAGCC
CAGCATAGAT
CCCCACACTT
AAGAGTTTTT
TGACCAAGGC
ATTGCCCACT
GITGAGTGACT
AAGTAGTATT
CTAGTCTTAT
AGGAAACATC
AAGCCCAAAA
GGATGAGTTT
TTGCAATTTT
AATACCTATC
CTCAAATGCT
ACAGGACAGT
GGCTTTAAAC
TGGTGAGACA

CTGAACTTTG
ATAGATTATG
GCATGAGT TG
ATGCTTGGCC
ACAATGAAAA

ATTTGITAAT
TGAAAATGCA
CAATTGTAAC
CAATCACAGA
TGTAAGGAGG

TTGITTGITT

GTTCCAGTTA
TGGAAAAGAC
AAAGCACGTC
CCACCACCTC
GCCTGACATC
CACTAGTTAC
TTTTTACTTC
ATAGAGTGAT
GCGTCCCTTT
CTTTCCTACC
CAGAAACCCT
AAGGCTCCAG
TGGGGAGGGA
TGGAAGAGGG
CTGGCACAGG

GITTGITTAT
TGCTTACTTG
TTCCAAGATC
CCTCAGTACA
CCTGGGCAGC
CAACCTGAAT
ATGGGAGAAG
TAGGAACATG
AAAATCTGTC
ACCATTTCTA
CATTAATTAC
TAGGACCTAC
GGGGACCTTA
CTGITTTATA
CAGACATAGA
TTGCCCAGTG

TAATCAAAAT
TTAATTATAT
AGTTGGGTCA
GATATTTCAG
AATTAAGAAC
ACACAATTAT
CAAGGCAAGT
ATCCAGTCTA
ACATCTGCGC
CCATTCCAGC
CTTCCCTGGT
ACACTGGCCC
ACAGTATCCA
CATCAGCAAA
GGATACTACT
TTGTATTTCT
ACTTAGAGTA
TAGCAACCTT
AGGGCATGTA
CTAGATATTA
AGGTTGTGGA

ATAGTTCTGC
GCTAGCATGC
CCACAGAGTT
AGTAAGTTAA
GAAGGATCCA
TGATGAAATA
ATTCTATTTA
TAAAAGCATT
ATCATCCACC
GTTTCTTGAA
TCCTGACCAC
GCAATTTGAG
CCATTTAGCT
GTATAGATGA
ATCCTTCTGC
TTACAGCCTG
TGTGCCTCAT
TCACCAACCT
CCAGTACATA
GTGACAGGAA
GGAAGAAATT
TGCCCCCTCC

11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
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CTGGAAGCAT
TTCCTGCCTA
TTAACTCAAA
TTGCTTGGGT
AACACCCTGC
GGTTAGCGGA
TTTTGTCAGC
TTTGCATCTC
CTCGCATGAA
TTCCTTCCTT
CTGTGCTTGG
CATGCAGAAA
TCTTACCCTT
TGAAAGTCCT
TGTGTATGTT
GAAGAGTGAC
TTGTGATTTG
ATTTCCCTCT
TTAAGCACAA
GCTGITATGG
GCAGAAGTTT
AACTGTAAGT
GGAAAGCCTG
TTCCCTGAGT
CAAAAATATT
ACAGAAGCTC
ACTGTCTGAA
AGAGTTATGC
TGGITTCAGA
TTTCCCAGGA
CCTTAACCCA
TAAGATAGGC
TGTCCCATCT
GGAACTGACA
TACACCTAGA

TTATTCTCCT
ACTTCATTGC
AGGGCTCTGG
TAACTATGIT
TTAAGGAATT
GATACAATGG
AACTGCAAAA
ACATGAGGGA
GATTCATTCA
TCACGAAAAG
CTACAAGCGT
CATTTGGATC

TCAAGGCCAG
CAGAAGGGGG
CCATTCTATG
TTTGATAACT
ACTCTGCGTG
CTTAGITACC
ATATACATTT
TTTCATAGIT
CAGAGGCTCT
GTTCACAGAT
CCCCCTGTAT
CTGTCTGGGT
CAGCCGTATA
TGAATGITCT
CTCAGGAGTA
TGAGCTAGGG
GCTGGTTGTC
GTTGAGACAA
GAAGTGCTGC
GGGATGTAGG
TTCAAGCCAT
CCCATTTTGC
TGAGGATCGG
ACCCTGATAA
CCAGITTTGT
TTTTGTGAAG
GTCTTGGCCT
ATGGGGCTGA
AGTTACTTTC
GGACAGCAGA
CAGCCCTTTA
AGCAGTATTT
AGTGAGAAGG
AAAGTGTGAC
GCTGITGCAA
GTTTACAGCA
AAACCATAAG
GAAAAAAGGG
ATTTAGGGCA
AAGACGTTGG
AGGTCAGATG
CTGACGTGCC
AAAAGGTCTG
ATGACAGATC
TTCTGCTGAG
TGGTGCAGTG
GGGAATTGTA
AGAGAAATGT
ATGGCTGTAT
TCATCTTGCA
CTGCTCTTAG
ATTTTGTCAT
GCTCACACTG
GAGTCGACT

GCTGGATGGG
GCTGGAGCTA
ATTCTAACAC
GIGTACCTGT
AGTACTTCCT
CTGTGTGATT
AACGTAAGTA
CTAGCACACA
TTAACTATTC
CCTCCTGCTG
GCTGTGCCAC
AGTAGATGGT
ATGATGTTAT
CTGTAATGGA
TCTTTGGTCA
GAGTATAGGG
AGAGGT GGGA
CGCTGTAACT
AGAGTACTGC
TAGGCATTAT
ACAGCTAGTIC
AGGGGAGCAA
TGATGTCAGC
CTCCAGGATT
GGCTGCTGGA
GGGCTCACTA
TGCAAACGTC
GAATCAGGGC
CTTTGGTACC
TTTGATTCAT
AGGGAACTCT
TATTGAGCAG
TCCACCGGCT
CTTGGAGAGC
GGACCTGCTA
AGGAAAGACA
AGTATTTCTA
AAAAAAAAAA
TGGGGAGGGA
ACTGAACTCC
GCTCCTCTCT
ACACTGGTAT
GITGGTGGGA
TGAAAATTTA
AAATAAAAAG
ACAATGTGTT
AATGTAAAGG
AGTTTGATAC
TTTACATGCC
GAGGTTCATA
TTACTTGTAG
TTTCAGTAGC
TCTTTTGCCA

GCTTTGAGCA
CGTGATCTTA
TAGCTCTGTC
AGCAGCACAG
AGCTGAAGCC
TCAGGGTGIT
TGTTTTGATG
GGAAAAGAAA
CAATCTTCTC
TGCTACAGGA
CCACTCCTGG
CTGGCTCTAA
CCAAGTTACC
ATCAGAAACC
GTGTAGACTT
GAGCTCCAGT
GGGAGCAGTA
GTGCAAAAAA
AGCGCATTTC
TCTTCTACTT
GGTATTTCCC
TGCCATGCTT
AAATTGITGA
AGGT CAGCAG
GTAAGGAGCA
TAAATGAGAT
ATCTCTTCAA
TTCTCATTTC
GITCTTTCAG
TAGTCTCTGT
GCAGAGTAAT
CCAGACCTGC

TTACTTTTTT
AAACTTCTGT
ATCTGCTGCT
CTGGCCTGTG
GGTTCTTCAG
GTACTTAGGG
CATTGCACCT

GAATTTACAC

ACCTCGTCTA
AAGGATCTTA
ACAGCTAGCC
CGCTTGGTGA
TGTGACGAGG
CATCAGAGCA
CTTTAAATTA
AAAGGAATGA
CACTTCCACG
ACTAGICTTT
CTGITAGACA
CCCTGCCAGC
TGITTCATTC
CAGGTGATCT
ACACATATGT
AAAACCTCCT
TGGCACACAG
GGACACAAAT
CTATTCTTCT
TTGITTGTGG
AAATCGCTTC
TGCGATTCCC
TGGGGGGAAA
ATATGITGGG
GAAATAAAGA
TCAGTCCCTC
CACTAAGCTA
CCGTTCTGTC
CTGTCCTTTG
AAAATCCATC
CTGAACAAGA
TCTCCTGCTA
ACAGACTGCT
AGCGCCTTCT
GGGATGGTAC
ATGITTCTGG
ATACAAGCCA
AACAGCACGCT
TAAAATAACC
CTGCCGTTGA
GCTTTTGCGT
GCCTTGAAAT
CATGCCTTTG
ATTTTTTTAT
TCTGAGACCA
TGTTTTGATG
ATGTGGGATT
TTTGGTAGAC
GCTTTTCCTT
CTGIGITGAC
GCAAACTGGC
TGTATTCAGC
ACCCGCTTTG

GAGGGAGGTG
AAGGTCCCTT
TTAAGTTAGT
GGGCAGCCCA
GATCTGAAGA
CAGTTGTGCC
TTATTTGGAT
AAGAGGGTGA
TGTTGICTTT
CCAGCTCATG
CAGGCATTTT
ATACTTTCTG
CTATGCCACT
CAAGACCTTT
GTTGAGTCCT
GGTTTGITCT
ACTGCATGAT
AATCCTTTTT
GTCTTTCTGT
AAAAGGCGTG
ACTGTAGCTG
CATTTTGAGA
AAGGAGTTTC
CTTGGTCATT
AAGTGAATTC
TCCCAAAGGG
ATAGTTTTGC
AGTGAATCTG
GGATAGCCAT
TAGGTCACAA
CCACGCAGGT
TCTGTGTCAC

CTAGCATGTC
CTTACAGACT
TTACTCCAGA
GITGTATCGT
AACATACACA
AAAATTCTGT
CCATTCGGTT
ATATGTTCTA
GGGCAGAATT
ACCTGTTAAT
TCACTGGACT
ACAGGTGACC
GIGICTTTTC
AGATGTCTCA
TGTTACCAAT
TGTATTGCTG
TCACTGCTAG

15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18499
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Diedre in Richtung 3'- Ende gelegenden Exons, die fir 32, 71 und 68 Aminosiuren aus
der CaM-Bindungsdoméne und der kataytischen Doméne kodieren, konntenin dlen
cDNS-Klonen wiedergefunden gefunden werden, die diesen Sequenzbereich abdeckten.
Dagegen konnte das am weitesten am 5"~ Terminus gelegende Exon, das nur fir 9

Aminosauren kodiert, nur indem | -Klon LC13 nachgewiesen werden.

Abbildung 24: Schematische Gegenlberstellung der genomischen Klone, der genomischen
Gesamtsequenz und der cDNS-Klone.

In der Darstellung der gen. Klone sind die Schnittstellen fir Xbal (X) und Sacl (S) eingezeichnet. Die
Darstellung der gen. Gesamtsequenz zeigt die topographische Lage der Exons (bunte Rechtecke) zu den
Introns (schwarze Linie). Durch die gestrichelten Querverbindungen zu der Consensus cDNS und dem
LC13 Klon wird die Anordnung der Exons in diesen dargestellt. Die Abschnitte der cDNS, die nicht
innerhalb der gen. Partialsequenz liegen, sind durch grau-gestreifte Rechtecke dargestellt.
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Die cDNS des | -Klon LC13 unterscheidet sch von den dbrigen cDNS-Klonen zum
enen durch die zusitzlichen 30 Bp am 5-Terminus, welche auf genomischer Ebene ds
Miniexon identifiziet wurden, sowie durch die im Leserahmen liegende Deetion von
72 Bp innerhdb der kataytischen Doméne. Aufgrund diessr Unterschiede zu den
Ubrigen cDNS-Klonen scheint der LC13 ein ,, dternatives Spliceprodukt* darzustellen.

Im letzten Intron konnten innerhadb der Basenpaare 14363-14852 (CR1/I) und 15081-
15461 (CRUINI) ,chicken repest 1 (CR1)" Elemente identifiziert werden, die in
entgegengesetzter Orientierung angeordnet Sind.

CR1 Elemente gehtren zu der Familie der ,nonLTR retrotransposons’, da se keine
,Long Temnd Repeas’ (LTR) enthdten [Eickbush T.H.,1992]. Wéhrend in
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Invertebraten vide ,non-LTR® identifiziet wurden, konnten aus Vertebraien bisher nur
dre unterschiedliche Arten ,nonLTR* gefunden werden [Weiner AM. et al., 1986;
Gabriel A., Boeke J.D., 1993]. Am besen charakterisert it das L1 Element der
Saugetiere [FanningT.G., Snger M.F., 1987], das Tx1 Element aus Amphibien [Caroll
D. et al., 1989] und das CR1 Element aus Hihnern [Stumph W.E. et al., 1981; Chen
Z.Q. et al., 1991; Vandergon T.L., Reitmann M., 1994]. Im Hihnergenom kommen ca
30.000 Kopien der CR1 Elemente vor, die wiederum in sechs Subfamilien gegliedert
werden.  Typisch fir den Aufbau der CR1 Elemente i das 3-Ende mit der
Consensussequenz (CATTCTRT) (GATTCTRT):.3 sowie ein dark verkirztes 5-Ende
ads Folge der Reversen Transkription. Inzwischen i es gelungen, ene CR1
Consensussequenz von 4558 Bp zu sequenzieren. Innerhab dieser Sequenz  konnten
zwe ORFs identifiziet werden, wovon der zwete (ORF2) im C-terminden Bereich
dne Reverse Transkrip- tasedomédne und im N-terminden Bereich ene putative
Endonuklessedoméne  begtzt, die bede essentidle  Funktionen  fur  die
Retrotransposition  dargtdlen. D ese ORF (ORF1) konnte far en
Nukleinsdurenbindungsprotein kodieren [Burch J.B.E. et al., 1993; Haas N.B.et al.,
1997].

Der Verglech der beiden in diesr Arbeit gefundenen CR1 Elemente mit der oben
erwahnten CR1 Consensussegenz zeigt, dald es sch be beiden um Fragmente aus dem
C-terminden Bereich, dso dem Bereich der Reversen Transkriptasedoméne des ORF2
handet. Das CRVIlI Fragment scheint sogar das 3-Ende eines CR1-Elements
darzustellen, da es den typischen 3'-Terminus (s.0.) aufwest.

CR1 Repeat Consensussequenz 4558 Bp

——— s5008Bp
228 149C 1493
1 ORF1 ORF2 4485 45g
CR1/I 489Bp
CRU/II 381Bp — 1008p )

Abbildung 25: Gegenlberstellung der CR1 Repeat Consensussequenz mit den CR1 Repeat
Fragmenten CRV/I und CR/II.

In den dargestellten Sequenzbereichen zeigen CRL/I und CRY/II eine 79 bzw. 83% ldentitét mit der
Consensussequenz auf.
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Vervollsténdigung des 5'-terminden Bereichs der
Nukleotidsequenz der von Michad Haefs partidl klonierten und sequenzierten zytoso-
lischen Form der Ing1,4,5P; 3-Kinase aus Huhnererythrozyten, um ene konkrete
Aussage Uber ihre Isoformzugendrigkeit machen zu konnen. Des weiteren erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit die Isolierung und Sequenzierung von zwe  Uberlgppenden
genomischen | -Klonen der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase, wodurch die ldentifizierung von vier
Exonbereichen und der entsprechenden Exon-/Introngrenzen gelang.

Hierzu wurden zunéchst PCR-Sichtungen von acht cDNS-Banken, die aus
unterschiedlichen Geweben (embryondem Gewebe, Leber, Muskd, Hirn und Thymus)
hergestellt waren, durchgefiihrt. Aus keiner dieser cDNS-Banken gdlang es, wie auch
be Michad Haefs, das 5-terminde Ende der Ing(1,4,5P; 3-Kinase zu amplifizieren.
Die Ursache hiefir konnte an ener unvollsdndigen Erdstrangsynthese be  der
Herstellung der cDNS durch die Reverse Transkriptase liegen oder an der Tatsache, dal3
es sch bel den eingesetzten cDNS-Banken jewells um die 2. Amplifikation von 1 Mio.
Einzdphagen der 1. Amplifikation der origindren Bank handdte. Ein weiterer Grund
konnte auch die niedrige Abundanz der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase in Hihnererythrozyten
sn, de shon in dem enormen  Anreicherungsfaktor (135.000fach)  bis  zur
proteinchemischen Isolation zum Ausdruck kam [Haefs M., 1994]. Die niedrige
zdlulé&re Konzentration der Ing1,4,5P; 3-Kinase stheint dlerdings ein dlgemeines
Phdnomen zu sain [Choi K.Y. et al., 1990]. Lediglich aus der cDNS-Bank, die aus
muskuld&rem Gewebe hergestdlt worden war, lie3 sch  ein spezifisches, ca 900 Bp
grof3es PCR-Produkt amplifizieren, das Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz beinhdtete. Die
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz edreckte sch alerdings nur Uber eine Lange von 44 Bp
und brach noch 25 Bp vor dem zu diesem Zeitpunkt bekannten, unvollstandigen 5'-
terminden Ende ab. Anschlief3end ging de in eine Sequenz Uber, die keine Homologien
zZu den hisher bekannten Isoformen aufwies und auch kein offenes Leseraster mehr
zeigte. Der Grund dieses Sequerzabbruches wurde erst be der Andyse der partiellen
genomischen Sequenz der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase deutlich. Hier zeigte sch, dal3 Sch an
der Abbruchstelle eine Exort/ Introngrenze befindet und sch am intronischen Ende des
Amplifikates ein Bereich mit 27 Adenosinresten erstreckt, der wohl bei der Isolation der
M-RNS Uber die Poly-(dt)-Saulen dazu gefihrt hat, dald dieses Fragment genomischer
DNS atifizidl mit in die cDNS verschleppt wurde.
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Erg durch drei sukzessv durchgefiihrte 5-RACE-Runden mit mRNA, die aus 9 Tage
dten Hihnerembryonen isoliet worden war, geang es, funf 5-RACE-Amplifikate zu
isolieren und zu klonieren (sehe Abb. 13), die das 5-Ende der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase
vavollgandigten. Die aus dlen vorhandenen cDNS-Fragmenten zusammengefigte
Sequenz erstreckt sich tiber 2418 Bp, wovon 1356 Bp kodierende Sequenz sind und 132
Bp im 5- und 930 Bp im 3-nichttrandetierten Bereich liegen. Dem Startcodon (Bp
133-135) geht en im Leserahmen liegendes Stopcodon voraus (Bp 58-60), wodurch die
Mdoglichket eines unvollgandigen N-Terminus ausgeschlossen wird und das Startcodon
bei Bp 133-135 bedtétigt wird.

Die Andyse der das Statcodon in Richtung 5-Ende flankierenden Sequenz ergab
alerdings wenig Ubereingimmung mit der von Kozek [Kozak M., 1987] ermittelten
Consensus-Sequenz  des  Trandaiongnitiierungsbereichs  fir  hohere  Eukaryonten,
(GCC)GCC A/G CCATG ---G, (vergleiche mit Abb. 13). In dieser Region ig die
Position —3 am stérksten konsarviert und in 97% mit einem Purin besetzt, das in 61%
der Féle ein Adenin ig. Die Pogtionen —6 und —9 werden bevorzugt mit Guanin besetzt
und dle anderen Pogtionen durch Cytosin. In Richtung 3'-Ende konnte fur die Pogtion
+4 wiederum Guanin als bevorzugte Base ausgemecht werden. Durch Mutations-
experimente konnte die besondere Bedeutung der Postionen —3 und +4 fir die
Trandationseffizienz nachgewiesen werden, die bel Besstzung diessr Postionen durch
andere Basen deutlich dnimmt. Dies konnte en Grund fir die geringe
Trandationseffizienz der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase aus Hihnererythrozyten sein, da bis auf
die Pogdtionen —1 und +4 ale anderen von der Kozak Sequenz abweichen. Jedoch wird
die ldentifizierung des ATG an der Posdtion Bp 132-135 ds Trandationsstartcodon
durch die betréchtliche Differenz im G/C Gehdt zwischen dem 5'-nichttrandatierten
Bereich von 36,4% zu dem G/C Gehdt im kodierenden Bereich von 65,2% unterstiitzt.
Nachdem das 5-Ende de Ing1,45P; 3-Kinase aus Huhnererythrozyten
vervollgandigt war, konnte das aus 452 Aminosduren bestehende Trandationsprodukt,
welches en erechnetes Molekulargewicht von 51.104 Da bestzt, mit alen bisher
bekannten Ing(1,4,5)P; 3-Kinase Proteinen verglichen werden.

Die gesamte Aminosarensequenz der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase aus Huhnererythrozyten
bestzt eine ldentitét zu den bekannten Isoformen A, B und C aus Ratte und Mensch von
65 %, 57 % bzw. 54 %. Konzentriert man sch beim Vergleich der Primérstrukturen nur
auf die konsarvierte C-termina gelegene kataytische Doméne, da die Isoformen B und
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C noch nicht in kompletter Lange vorliegen, erhdt man ene Sequenzidentitdt zu A von
75%, zu B von 68%, zu C von 64% und sogar eine erhebliche Sequenzidentitét zu der
Peptidsegquenz des Nematoden Caenorhabditis € egans.

In  Northernblotanaysen von  Poly-(A+)-RNS aus Huhnererythrozyten  konnten
TranskriptgroRen mit enem Hauptsgnad von 6.3 kB und schwécheren Signden bae 2,8
kB und 2,1 kB gezeigt werden Bertsch U. et al., 1999]. Das Hauptsignal bei ca. 6 kB
konnte durch ene im Rahmen dieser Arbat durchgefihrte Northernblotandyse von
total-RNA aus 6 bzw. 9 Tage dten Hihnerembryonen bestétigt werden. Hierzu wurde
eine Sonde verwendet, die gegen den fur die Isoform spezifischen NTerminus (Bp 361-
632) gerichtet war. Obwohl die GrofRe des Transkriptes eher der fur die Isoform B
nachgewiesenen Transkriptgrole entspricht [Vanweyenberg V. et al., 1995], schlossen
wir aufgrund der hochsen Aminosturenhomologie zu der Isoform A sowie aufgrund
des errechneten Molekulargewichtes von 51.104 Da, das dem Molekulargewicht der
Isoform A (50-53 kDa) am &hnlichgten it [Choi K.Y. et al., 1990; Takazawa K. et al.,
19914], dal’ es sich be unserer Ins(1,4,5)P; 3-Kinase um ene fir Vogd spezifische
Isoform A handeln muf3,

Im Vergleich dazu liegt das Molekulargewicht der humanen Isoform B be mindestens
102 kDa [Vanweyenberg V. et al., 1995, Bertsch U. et al., 1999] das der Ratte bel 75
kDa [Thomas B. et al.,1994] und die Isoform C des Menschen bestzt ebenfdls en
Molekulargewicht von ca. 75 kDa[Dewaste V. et al., in press|.

Die Identifizierung der Ing14,5Ps; 3-Kinase aus Huhnererythrozyten ds lsoform A
wird noch durch dre Sequenzmotive der N-terminden Doméne unterdtiitzt, die
charakteristisch fur die Isoform A snd (Aminosiuren 68-79, 103-108, 137-154).
Demgegeniiber kommen solche charakteristischen Motive in den Isoformen B und C
nicht vor. Neben der CaM-Bindungsdoméne und der kadytischen Doméane besitzen
dle dra lsoformen, abgesehen von den Ing1,4,5P; 3-Kinase Vaianten aus dem
Invertebraten Caenorhabditis eegans, ene zusdizliche homologe Region, die weiter N-
teemind gdegen it und dch durch enen hohen Gehdt an den sauren Aminoséuren
Serin und Threonin hervorhebt. Aufgrund ihres am sérksten konservierten Motivs wird
diese Region ds DSE-Box bezeichnet. Sie kdnnte eine PEST-Sequenz dargelen, die in
Proteinen von Wirbdtieren ds Erkennungsstelle zur proteolytischen Spdtung dient
[Choi K.Y. et al., 1990]. Die Tatsache, dal} die Hihner Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase originér
aus Huhnererythrozyten aufgereinigt wurde [Bertsch U. et al., 1999], |&% den Schiul®
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zu, daf3 diese A-Isoform der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase in den Erythrozyten exprimiert wird.
Bisher konnte fir die Erythrozyten von Sdugetieren keine |soformspezifitét der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase nachgewiesen werden, so dal3 es interessant wére herauszufinden,
ob die Expresson der A-lsoform in Huhnererythrozyten eine Besonderheit der Vogd
dargdlt oder ob die Expresson diessr Isoform auch in kernhdtigen erythrozytéren
Vorlauferzellen oder anderen kernhdtigen Blutzellen von Sugetieren stattfindet.

In Vogderythrozyten selt die Initistion der Synthese von Ing(1,3,4,56)Ps durch die
Phosphorylierung von Ing(1,4,5)P; durch die Iédiche Ing(1,4,5)P; 3-Kinase vermutlich
die Hauptfunktion der Ing(1,4,5P; 3-Kinase dar. Das Ins(1,3,4,5,6)Ps fungiet ds
dlogterischer Effektor des Haemoglobins in den Vogderythrozyten andog dem 2,3
Bis-phosphoglycerat der  SAugererythrozyten, welches die  O,-Affinitd  des
Haemoglobins  senkt. Zur  effektiven Bereitgdlung von  Ing1,345P; ds
Vorlaufermolekdl  zur  Bildung von Ing(1,3,4,56)Ps verflgt die A-lsoform der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase aus Huihner-  erythrozyten Uber eine besonders hohe Affinitét zu
ihren Subgtraten Ing(1,45)P; (Km-Wert: 0,690) und ATP (K-Wert: 104 uM) sowie
Uber dne hohe Basisaktivitét, die nur gering durch Ca*/CaM auf das 1,44fache zu
deigern ig [Bertsch U. et al., 1999]. Inwieweit die Ing(1,4,5)Ps 3-Kinase A-lsoform aus
Hihnererythrozyten auch direkt an der Regulation der C&* Homeostase in diesen
betelligt igt, ist noch unklar [Berrie et d., 1989).

Die geinge zusitzliche Aktivierbarket der Ing145P; 3-Kinase A durch
Ca’*/Cdmodulin, welche ds dlgemeine Eigenschaft der Isoform A beschrieben ist
[Shin Y.S et al.,, 1995], wirft auch innerhdb der Saugetiere die Frage nach ihrer
genauen physologischen Funktion auf. Von besonderer Bedeutung konnten hier die
Erkenntnisse Uber die gewebespezifische Expresson der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A im
Vergleich zu den gewebespezifischen Expressonsmusern der InsPs- und  PP-1Ps-
Kinasen sain. So konnte fir die InsPs Kinase 1 en dem der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A
entsprechendes  Expressonsmuster, das auf Hoden und Hirn  beschrankt  ist
[Vanweyenberg V. et d., 1995], nachgewiesen werden. Weiterhin konnten  sowohl fir
die InsPs-Kinase 2 ds auch die PP-InsPs-Kinase die starkste Expresson im Hirn
nachgewiesen werden. Diese Entdeckungen konnten darauf hinwelsen, dal3 die
eigentliche Funktion der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A in diesen Geweben dazu dient, durch
die Phosphorylierung von Ing(1,4,5)P; zu Ing(1,34,5)P, die Verbindung zu den hoher
phosphorylierten  Inogtolphosphaten herzugtdlen, um die Versorgung der InsPs- und
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PP-1Ps-Kinasen mit ausreichend Subdtraten zu gewédhrleisten. Besonders vor dem
Hintergrund der dch  d8ndig vermehrenden Hinwese auf die physologischen
Funktionen von InsPs, InsP; und InsPs insbesondere im Gehirn i dies ene sehr
interessante Vermutung.  Hierbel i€ vor  dlem an  regiaive Funktionen im
Veskedverkehr und Veskdrecycling der synaptischen Veskd zu denken, die durch die
hohe Affinitdt von InsPs, InsP; aber auch InsPs zu Proteinen, wie z.B. dem Golgi
Coatomer Protein (COP 1), dem AP-2, dem AP-3 und dem Synaptotagmin, angedeutet
werden. Eine weitere Entdeckung, die auf ene mogliche physologsche Funktion von
InsP;  hinweisen konnte, i die Fahigkat von Ins?; unter Verwendung ener
spezifischen Kinase Phosphatgruppen an ene kleine Gruppe von Proteinen im Gehirn
zu Ubertragen, welche nicht durch ATP phosphoryliert werden Vogelmaier SM. et al.,
1994].

Die Sequenzierung der beiden genomischen Ing(1,4,5)P; 3-Kinasklone, welche
zusammen ene Sequenzldnge von 18499 Bp bedtzen, ermdglichte die Identifizierung
von vier Exonabschnitten der Hihner Ing(1,45)P; 3-Kinase. Drel  der  vier
Exonbereiche, die fur 32, 71 und 68 Aminosiuren kodieren, waren in alen cDNAs
représentiert. Das vierte Exon, das nur fur 9 Aminosauren kodiert und dem 5°-Ende am
nachgen lokdiget ig, lie®3 9ch nur in der cDNA Sequenz des | -Klons LC13
wiederfinden, der schon durch eine Deetion von 72 Bp innerhadb der katdytischen
Doméne auffid und daher wohl ds en dternaives Spliceprodukt interpretiert werden
muf3.

Die Verbindung der im Rahmen dieser Arbeit neu gewonnenen Informationen Uber die
Exon-/Intronverteilung des Ing1,4,5)P; 3-Kinase A Gens mit den bereits vorliegenden
Informationen Uber die funktiondlen Doménen der Ing1,4,5P; 3-Kinase A verdeut-
lichen ihren Aufbau aus funktionelen Modulen. So représentiert das 30 AS grole Exon
von K156-H186 in der Huhner Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A anndhernd genau den Bereich
von S156-L189 in der Ratten Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A. Dieser Bereich wurde bereits
durch  5-bzw. 3-Ddedionamutaionen ds potentidle Camodulinbindungsdomane
identifiziert [Takazawa K., Erneux C., 1991]. Er benhdtet das WI165, dessen
Bedeutung fur die Camodulinbindung in der Ratten Ing1,4,5P; 3-Kinase A durch
Mutageneseversuche als essentiell dargestellt werden konnte [Erneux C. et al., 1993].
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Abb. 19: Die Abbildung zeigt eine Gegenuliberstellung der 1ns(1,4,5)P; 3-Kinase A aus dem Huhn (GIP3KA) mit der
humanen IP6-Kinase  1(HIP6K1). Umrahmte Sequenzabschnitte zeigen Bereiche mit erhdhten Homologiegrad und
putativen bzw. bereits experimentell bewiesenen funktionellen Doménen an. Die fetten schwarzen Pfeile machen die
Intron/Exongrenzen der Hiuhner IP3-Kinase A deutlich, wéhrend die fetten dunkelgrauen Pfeile die putativen
Intronpositionen des Hithnergens fiir das alternative Spliceprodukt LC13 anzeigen. Die kleinen schwarzen Pfeile zeigen
experimentell nachgewiesene Phosphorylierungsstellen an, wahrend Sequenzbereiche, die mit einer durchgehenden Linie
unterstrichen sind putative PKA Phosphorylierungsstellen und solche mit einer unterbrochenen Linie putative PKC Stellen
anzeigen. Fette rote Buchstaben stellen AS dar, die in die IP3-Bindung der IP3K involviert sind. Durch die Zeichen plus
und minus Uber den jewiligen AS wird die, durch Mutagenese der entsprechenden AS hervorgerufene veranderte Affinitét
der IP3K zu IP3 angezeigt. Ein Pluszeichen bedeutet eine Affinitétszunahme, also eine Abnahme des K,-Werts, ein Minus
eine Affinitatsabnahme, also eine Zunahme des K.yWertes. Fette griine Buchstaben weisen auf AS hin, die fir die ATP-
Bindung notwendig sind. Die Kennzeichnung durch + und — zeigt wieder eine durch Mutagenese der entsprechende AS
bewirkte Zu bzw. Abnahme der Affinitdt zu ATP an. Eine 0 zeigt den Verlust der katalytischen Aktivitdt an. Unter den
Peptidsequenzen der IP3K und der IP6K sind die putativen Sekundérstrukturen aufgefiihrt, wobei h einen helicalen
Sequenzabschnitt andeuten, e einen b-Strang und c einen unstrukturierten Abschnit darstellen. In der mittleren Zeile sind
durch fettgedrukte Buchstaben indentische AS der beiden InsP-Kinasen dargestellt, wahrend ein p auf eine polare, ein h auf
eine hydrophobe, en + auf eine basische und ein — auf eine saure AS hindeutet. Das Zeichen + zeigt Stellen an, wo eine
saure durch eine basische AS ersetzt ist. Fettgedruckte kursive Buchstaben zeigen AS an, deren Mutagenese zu einem
Faltungsfehler und somit zu Unléslichkeit fihren.
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Die dch C-temind an das cdmodulinbindende Exon anschlieRenden  beiden
Exonbereiche der Huhner Ing(1,45)P; 3-Kinase A bedtzen Langen von 71 (T187-
G257) und 69 Aminoséuren (1258-1326) und decken 51% der 275 Aminosduren des G
Terminus ab, die notwendig snd, um ene kadytisch aktive Doméne zu bilden
[Takazawa K., Erneux C., 1991]. Auch innerhab dieser beiden Exonbereiche 1&% sich
der Aufbau des Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Gens aus funkiondlen Modulen durch die
Exongrenzen nachweisen. Diese beiden Exonbereiche scthenen ene funktiondle
Einheit zu bilden, die der ATPIM®- und Ing(1,4,5)Ps- Bindung dient. So zeigten
Mutageneseuntersuchungen an der Ing(1,45P; 3-Kinase A aus Ratenhirn, dal3 die
Aminosduren K197, R317 und D414, weche mit den Aminoséuren K191, R310 und
D407 der Hihner Ins(1,4,5)P; 3-Kinase korrespondieren, in die ATP/M¢?*-Bindung
involviert Snd [Communi D. et al., 1993]. Weiter stellte sich heraus, dald das K262 der
Ratten 1ng(1,4,5)P; 3-Kinase A, das dem K255 der Huhner Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A
entspricht, sowohl fir die Ing(1,4,5)Ps-Bindung as auch fur die Ing145P; 3-
Kinasesktivitét essentiell it [Togashi S et al., 1997].

Diese Ergebnisse konnten durch Mutageneseuntersuchungen an der Hihner 1ng(1,4,5)Ps
3-Kinase bedtétigt und in Hinblick auf die ATP-Bindung um vier wetere Aminosauren
erganzt werden, deren Mutation zu dgnifikanten Erhdhungen des K-Wertes fur ATP
fuhrten (K176, D245, E247 und K327Q), wéhrend ihre Kn-Werte fur Ins(1,4,5)Ps
nahezu unverandert blieben. Die Aminosiuren, die in die ATP-Bindung involviet sind,
liegen entweder im Bereich zwischen der 23. und 94. Aminosdure vor oder 22
Aminosduren nach enem 35 Aminosduren grol3en Bereich (E271-R305) der Huhner
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase, welcher durch die Bindung von Ins(1,4,5)Ps vor proteolytischer
Spdtung geschitzt wird. Innerhalb dieses geschitzten Bereiches der Ing(1,45)P; 3-
Kinase (K274, R276, K277, K303) sowie in den sich unmittelbar N-termind davor
(T267, R270) bzw. sch C-termind anschlielfenden Aminosauren (R322, K303) flhrten
Mutetionen von acht Aminosauren zu zum Tel erheblichen Verdanderungen der
Ins(1,4,5)Ps-Bindung. So zeigten die Mutanten R276L, K303Q und R322L im
Verglech zum Wildtyp eine Zunahme des Kp-Wertes um das 11-, 16- bzw. 15fache.
Wéhrend die Mutationen von R276L oder R276K zu keiner Abnahme der katalytischen
Aktivitt im Veglech zum Wildtyp flhrten, verursachten die Mutationen K303Q,
R322K und R322L betrachtliche Verminderungen der kadytischen Aktivitd mit 3,8
33fach niedrigeren Vinax-Werten as der Wildtyp. Die Mutationen der finf weiteren
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Aminosauren fuhrten interessanterweise nicht zu eingr Zunahme des Kp-Wertes fur
Ins(1,45)P; im Veglech zum Wildtyp, sondern zu ene Abnahme, wodurch ene
verbesserte Subgtratbindung angedeutet wird. Insgesamt liegen die in die Ing(1,4,5)Ps-
Bindung involvieten Aminosiuren in @nem 73 Aminosduren langen Segment in der
Mitte der kataytischen Doméne der Ing(1,4,5P; 3-Kinase und werden NH, bzw.
COOH-termind von zwe ATP-bindenden Segmenten flankiert [Bertsch U. et al.,
2000].

Dem bereits oben beschriebenen CaM-hbindenden Exon folgt von T187-G257 ein Exon,
Uber das unter anderem die ATP-Bindung (K191, D245, E247) an die Ing(1,4,5)Ps 3-
Kinase efolgt. Eine wetere mogliche funktiondle Untertellung dieses Exons ergibt
dch aus dem Veglech de kirzlich identifizieten Sequenzen der InsPs-Kinasen
[Saiardi A. et al., 2000; Schell M.J., 1999] mit denen der Ing(1,4,5)P; 3-Kinasen.
Hiecbed fdlt en dak konservieter Sequenzbereich zwischen den  beiden
Inostolphosphat-  kinesen mit dem Motiv P-C(VAI)-(ML)-D-X-K-(ML)-G auf, der
sch in der Hiuhner Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A von P249 bis R257 ergtreckt und somit das
Ende des zweten Exons dargdlt. Diesr Bereich liegt sowohl in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den vorhergehenden, fir die ATP-Bindung verantwortlichen
Aminosuren  (s0.) sowie zu dem nachfolgenden ds Ing(1,4,5)Ps-bindendes
Kernsegment (E271-R305) identifizieten Bereich [Bertsch U.et al., 2000] am Beginn
des dritten Exons (1258-1326). Aufgrund diesr Lage 1&% dch fur das in beiden
Inostolphosphatkinasen  konsarviete  Segment eine Ubereinsimmende  Funktion
ableiten. Diese konnte entweder der kataytische Trander des Phosphates vom ATP
zum Inogitolring oder die Pogtionierung der g-Phosphatgruppe des ATPs in die Néhe
der Akzeptorhydroxylgruppe des Inostolringes sein. Hierdurch lief}e sich vermuten, dal3
das K255 in der Hihner Ing(1,4,5)Ps; 3-Kinase A oder das korrespondierende K262 in
der Ratten Ing(1,4,5)P; 3-Kinase A, welches ebenfdls in den InsPs-Kinasen konserviert
id4, nicht wie bisher angenommen fir die spezifische Ins-Bindung essentidl igt
[Togashi S et al.,, 1997], sondern je nach Art der Inostolphosphatkinase fur die
Vermittlung der Bindung des entsprechenden Inositolphosphatsubstrates verantwortlich
is.

Das zweite Exon (1258-1326) der katalytischen Doméne setzt sch funktiondl aus dem
bereits erwdhnten  Ing(1,4,5)Ps-bindenden Kernsegment (E271-R305) und drel welteren
aulerhadb liegenden Aminosduren (T267, R270, R322) zusammen, die ebenfdls in die
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Ins(1,4,5)Ps-Bindung  involviet sSnd, sowie aus zwe fiur die ATP-Bindung
entscheidenden Aminosduren (R305, R310).

Uber die weitere Exonaufteilung der kataytischen Doméne |14 sich zur Zeit noch keine
Aussage machen, da dieser Bereich des Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Gens nicht mehr in den
beiden genomischen Klonen représentiert war. Als weiteres putatives Exon [&3 sich zur
Zeit noch das 72 Bp grole Deetionssegment der dternativen Splicevariante LC13
deuten, dasfir 24 Aminoséuren der katalytischen Doméne (K362-E285) kodiert.

Aus evolutiondrer Sicht ig der Vegleich der Exon/Introngrenzen zwischen
Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen von Vertebraten und Invertebraten besonders interessant. So
zeigen die in dieser Arbet identifizieten Exon/Introngrenzen der Hihner Ing(1,4,5)P;
3-Kinase d@ne sehr dhnliche Vertelung wie die des Nematoden Caenorhabditis eegans
[Clandinin T.R. et al., 1998]. Hierba Uberrascht insbesondere die Exon/Introngrenze
der CaM-bindenden Doméane der Hihner Ing(1,4,5)P; 3-Kinase, die bis auf wenige
Basenpaare Unterschied auch in C. elegans représentiert ist. Die Konservierung dieser
Exongrenze konnte somit auch fir C. eegans den Aufbau aus funktionelen Modulen
andeuten. Allerdings wurde bisher aufgrund des geringen Konservierungsgrades der
Primérgtruktur in diesem Sequenzbereich zu den Vertebraten die Exisenz ener CaM-
Bindungsdoméne fir die Ing(1,4,5)P; 3-Kinase von C. degans vernant [Clandinin T.R.
et al., 1998]. Unterditzt wurde diese Annahme weterhin durch das Fehlen enes
konservierten Tryptophans in dieser Region, das fur die CaM-Bindung ds essatid| gilt
[Ermeux C. et d., 1993]. Doch wurde bisher weder die Existenz noch das Fehlen ener
CaM-Bindungsstele fur C. degans experimentell bewiesen.

Die Konservierung der Exon/Introngrenzen der katalytischen Doméne der Huhner
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase in der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase-Sequenz von C. €egans unterstiitzt
ebenfdls die Vemutung, dald diese enen entsprechenden Aufbau aus funktiondlen
Modulen besitzt.

Bn zusdzlich interessanter Hinwels auf die mdgliche Evolution der Ing145P; 3-
Kinasen stammt von den DNS-Sequenzen weiterer Inositolphosphatkinasen, der yiIPs,
InsPs-Kinase 1 und 2 sowie der IPMK, die durch die Konservierung des
Inositolphosphatkinasemotivs  (P-C(VAI)-(ML)-D-X-K-(ML)-G), das se mit den
Ing(1,4,5)P; 3-Kinasen teilen [Saiardi A. et al., 2000; Schell M.J. et al., 1999],
identifiziert wurden. Die Konsarvierung des Inostolphosphatkinasemotivs  zwischen
diesen Inostolphosphatkinasen legte Irvin e d. die Vermutung nahe, dald sch die
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Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen aus den InsPs-Kinasen entwicket haben konnten [Schell M.J. et
al., 1999]. Diese Vermutung wird bekrdftigt, wenn man die Gegentbergelung der
beiden Inostolphosphatkinasen, siene Abb. 25, betrachtet. Hierbel falen neben dem
Inositolphosphatkinasemotiv. - weitere Sequenzmotive  und ~ Ahnlichkeiten  in  der
Sekundérstruktur - auf, die auf ene evolutiondre Beziehung 2zwischen den beiden
I nositol phosphatkinasen schlief3en lassen.

Dem dak konsavieten Inogtolphosphetkinesemotiv.. - folgt  unmittdlbar en
Sequenzbereich, der zwischen den beiden Inositolphosphatkinasen deutlich  weniger
sark konserviert it und fir die Ing14,5P; 3-Kinase as Ing(1,4,5)Ps-bindenes
Segment identifiziert wurde [Bertsch U. et al., 2000]. Sollte dieser Bereich auch in der
InsPs-Kinase der Subdratbindung dienen wae hier aufgrund der  unterschiedlichen
Subdgrate der beiden Inogtolphosphatkinasen ein geringerer Homologiegrad  nicht
tUberraschend. Die Ins(1,4,5)P; 3-Kinase zeigt in diessm Bereich gewisse Ahnlichkeiten
(R259-M283) zu einem Segment des Ing(1,4,5)Ps-Rezeptors (siehe Abb. 25). So
korrespondieren die Aminosduren K268, R270, K272, K274 und R276 der Ing(1,4,5)P;
3-Kinase mit den Aminosauren K501, R504, R506, K508 und R511 des Ins(1,4,5)Ps-
Rezeptors [Choi K.Y. et al., 1990]. Durch diese Ubereingimmung mit dem Ing(1,4,5)Ps-
Rezeptor konnte man folgern, dald3 die Aminosduren, die in diesem Bereich zwischen
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase und Ing(1,4,5)Ps-Rezeptor konserviert snd der  spezifischen
Ins(1,4,5)Ps-Bindung dienen, wahrend die zwischen der Ing(1,4,5P; 3-Kinase und der
I nsPs- Kinase Uberei stimmenden Aminosduren der generdlen InsP-Bindung dienen.

Weitere in beden Enzymen konsarviete Bereiche snd das GFR-Motiv am Ende des
dritten Exons der Huhner Ing(1,45)P; 3-Kinase A sowie das SSLLxxxDG-Motiv
(S389-G396) und das VxxIDFxxT-Mativ (V403-T412) (sehe Abb. 25).

Das SSLLxxxDG-Motiv zeigt Ahnlichkeiten zum katdytischen ,Loop* der Protein-
kinasen und der P 3-Kinase. Dies |&% vermuten, dald es auch in den beiden
Inositolphosphatkinasen enen kataytischen ,Loop” darstelen konnte und somit as en
Indiz fir die Zugehtrigkeit dieser Inostolphosphatkinasen zu der Supefamilie der
Protein- kinasen zu werten wéare.

Innerhab des VxxIDFxxT-Motivs (V403-T412) dient das Aspertat in der Ing(1,4,5)Ps
3-Kinase der ATP-Bindung und ig essentidl fur die kataytische Aktivitét [Communi
D. et al., 1993]. Aufgrund der Konservierung dieses Motivs auch in der InsPs-Kinase
|8 sich hier ebenfals eine ATP-Bindungsfunktion annehmen.
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Der C-Terminus beider Inostolphosphatkinasen zeigt wieder ein dtérker konsarviertes
Sequenzmotiv. GYXXGLXNLIXIXE (G434-E457) mit ener helicden Sekundarstruktur.
Fur die Ins(1,4,5)P; 3-Kinase konnte gezeigt werden, dald dieser hdicde C-Terminus
entweder direkt fir die katadytische Aktivitdt oder zur ATP-Bindung notwendig ig.
Eine Vekirzung des C-Teminus fuhrte zu enem fast kompletten Verlust der Enzym-
aktivitdt [Togashi S et al., 1997]. Die Ahnlichkeit des C-Terminus der InsPs-Kinase
konnte somit auch hier eine der Ing(145P; 3-Kinase entsprechende funktionelen
Bedeutung andeuten.

Neben den bisher beschriebenen Segquenzbereichen, die sch durch ene dérkere
Konsarvierung eniger Aminosduren und der Sekundérstruktur zwischen den beiden
Inostolphosphatkinasen  auszeichnen, exidieren jedoch auch Bereche, die fir die
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase bzw. InsPs-Kinase spezifisch zu sein scheinen. Diese Bereiche
konnten somit die evolutiondre Entwicklung von der InsPs-Kinase zur Ins(1,4,5)P; 3-
Kinase andeuten. So schligld sch dem dritten Exon in der Ing(1,4,5)P; 3-Kinase en
Sequenzbereich (K327-V349) an, der dSch in der Sekundarstruktur aus einem
ungrukturieten  ,Loop* sowie einem helicden Abschnitt zusammensetzt und in dem
eine putatiive PKC-Phosphorylierungsstelle nachgewiesen werden konnte. In der InsPs-
Kinese wiederum folgt dem ds ,kadytischen Loop* bezeichneten Bereich en
Sequenzabschnitt mit zunéchst hdicder und dann  ungrukturierter  Sekundérstruktur.
Innerhab dieses fir die InsPs-Kinase spezifischen Bereichs lassen sch mehrere putative
PKA-Phosphorylierungssiellen  identifizieren.  Inwieweit die  beden  beschrigbenen
Bereiche fur die jewelige InsP-Kinase tatséchlich spezifische Funktionen, im Sinne von
Substratbindung oder Regulation, ausiben, ist zur Zeit noch unklar. Hier missen noch
weitere  Untersuchungen durch  Mutageneseexperimente  und  enzymatische  Andysen
erfolgen.

Die Grundlagen dieser Gegentibergelung waren neben identischen
Aminosiuresequenzabschnitten  Bereiche mit homologen Aminosduren, Bereiche mit
ahnlichen putativen Sekundarstrukturen sowie die Gliederung der Ing(1,4,5)Ps; 3-Kinase
in funktiondle Module, die in diessr Arbet durch die Ermittlung der Exont

/Introngrenzen gezeigt wurde.
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5. Zusammenfassung

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

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

Im Rahmen dieser Arbet efolgte des weteren die Sichtung ener genomischen Hihner-
DNS-Bank mit einer digoxygeninmarkieten DNS-Sonde. Die Sonde wurde aus einem
cDNS-Fragment aus dem Zentrum der kodierenden Region der Ing(1,4,5P; 3-Kinase
hergestdlt. Hierdurch gelang die Isolierung und Sequenzierung zweler Uberl gppender
| -Klone, die sich Uber 13.216 Bp und 15.546 Bp genomischer Sequenz der Ing(1,4,5)Ps
3-Kinase ergreckten. Die Gesamtsequenz aus den beiden Klonen ergibt eine Lange von
18499 Bp. Innerhab dieser genomischen Sequenz konnten durch den Vergleich mit
den cDNS-Sequenzen vier Exons identifiziet werden, die for 9, 32, 71 und 69
Aminosauren kodieren. Das fur nur 9 Aminosiuren kodierende Exon, das zugleich das
am wetesten am 5-Ende geegene i, konnte dlerdings nur in dem bereits von Michad
Haefs klonieten und ads LC13 bezeichneten cDNS-Klon wiedergefunden werden.
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Dieser Klon fid schon durch ene im Leserahmen liegende 72 Bp Deetion innerhab
der kataytischen Doméane auf und mufld wohl as en dternatives Spliceprodukt gewertet
werden. Durch die Kombination der in dieser Arbeit gewonnenen Informationen Uber
die Exort/Introngrenzen innerhdb des genomischen Patidklons der Ing(1,4,5)P;
3-Kinase mit denen in der Literatur beschriebenen funktiondlen Resten bzw. Doménen
der Ing(1,4,5P; 3-Kinase konnte fir diese en Aufbau aus funktionellen Modulen
gezeigt werden.

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

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

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

6.1. Allgemeine Abkurzungen

AS Aminosiuren

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5- Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphat
Bp Basenpaare

BSA Rinderserumabumin

CaCl, Cddumchlorid

CaM Cdmodulin

cDNS kopierte Desoxyribonukleinséure
cpm counts per minutes

C-termind carboxytermind

CTP Cytosintriphosphat

DAG 1,2-Diacylglyceral

Da Dalton

DNase Desoxyribonuklease

dATP Desoxyadenosin-5"-trisphosphat
dGTP Desoxyguanosin-5"-triphosphat
dNTPs Desoxynukleosd-5'-triphosphate
drTP Desoxythymidin-5"-triphosphat
DMSO Dimethylaulfoxid

DNS Desoxyribonukleinséure

DTT Dithicthretol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessgsaure
Fab-Fragment Immunglobulin Fab-Fragment
HCI Sdzsaure

IPTG I sopropyl- b - D-thioga aktopyranosid
kB Kilobase

kDa Kilodaton
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Km

| gt10

| gtll

| Fix Il Phagen
M

MgClh
MgSO,4

mM

MOPS
MRNS
NaHPO,
NaCl

NaOH

NBT

NGF

ORF
PBS-Ldsung
PCR

PDGF

PEG

Pfu
pZErO0™-2.1
RNS

RNase

RT

RT-PCR
SDS
SSC-Puffer
T4-DNA-Ligese
TAE-Puffer
Tag-Polymerase
TBE-Puffer

Tris

Michadlis-Menten-Konstante
Bakteriophagen| Stamm gt10
Bakteriophagen | Stamm gt11
Bakteriophagen| Stamm Fix I

Mol pro Liter

Magnesumchlorid

Magnesumsulfat

Millimol pro Liter
3-Morpholino-propansulfonséure
Boten-Ribonukleinsaure
Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

4-Nitrotetrazoliumblau

Nerven spez. Wachstumsfaktor

open reading frame (offenes Leseraster)
phosphatgepufferte Losung
Polymerasekettenreaktion

Blutpl&ttchen spez. Wachstumsfaktor
Polyethylenglykol

plague forming unit (plaguebildende Einhait)
Bakteriophagensamm

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase- Polymerasekettenreaktion
Natriumdodecylsulfat

Natriumchlorid/- citrat- Puffer
Desoxyribonukleinséure-Ligase aus dem Phagen T4
TrigAcetat/EDTA-Puffer
Desoxyribonukleinséure- Polymerase aus Thermophilus aguaticus
TrisBorat/EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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U Enzymanhat

UPM Umdrehung pro Minute

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolett

X-Gd 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b - D-ga aktopyranosd

6.2. Inositolphosphate und Phosphatidylinositole

I nositol phosphate und Phosphatidylinositole snd gemdl? des IUPAC-Systems
abgekirzt, wobel die Zahlen in Klammern die Position der Phosphatreste am
Inositolring angeben.

InsP; I nositolmonophosphat

InsP, I nositol bisphosphat

InsPs I nositoltrisphosphat

INsPy I nogitoltetrakisphosphat

InsPs I nositol pentaki sphosphat

InsPs I nositol hexaki sphosphat

InsP; Diphosphoinogtol pentakisphosphat
InsPs Big(di phospho)inositol tetrakisphosphat
Ptdins(x)P, Phosphatidylinositol phosphat

6.3. Ein - und Dreai-Buchstaben-Code der Aminosauren

Alanin A Ala Arginin R
Asparagin N Asn Asparaginsiure D
Cyden C Cys Glutamin Q
Glutaminsture E Glu Glyan G
Hididin H His Isoleucin I

Leucin L Leu Lysn K
Methionin M Met Phenyldanin F
Pralin P Pro Serin S
Threonin T Thr Tryptophan w
Tyrosn Y Tyr vdin Vv
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