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2 Arbeitshypothese und Fragestellung

Der Inositolphosphatmetabolismus in  Protozoen wund die an ihm beteiligten
Inositolphosphatkinasen [IPKs] und Phosphatasen [IPPs] sind im Gegensatz zur Situation
bei hoher entwickelten Eukaryoten und der Hefe bislang kaum erforscht. Aufgrund der
vielfaltigen zellularen Funktionen von Inositolphosphatkinasen bei héheren Eukaryoten ist
eine Charakterisierung von IPKs aus den humanpathogenen Protozoen Trichomonas
vaginalis und Entamoeba histolytica von grolRer Bedeutung. Da flr tierische
Inositolphosphatkinasen sehr potente Hemmestoffe gefunden werden konnten [Mayr et. al.,
2005], welche samtlich antiproliferativ wirken, sollte in dieser Arbeit gepriift werden, ob sich
auch IPKs aus den Protozoen Entamoeba histolytica und Trichomonas vaginalis als Targets
fur eine antiinfektiose Therapie eignen. Protozoen-IPKs kdénnten wegen ihrer strukturellen
und funktionellen Verwandtschaft zu tierischen IPKs durchaus neue Zielproteine flr einen
medikamentésen  Behandlungsansatz gegen entsprechende Infektionskrankheiten
darstellen.

Durch die von Prof. Dr. med. Mayr durchgefiihrte De-novo-Assemblierung von vollstandigen
genomischen  DNA-Contigs aus  Shotgun-Konsensus-Sequenzen,  verfigbar in
verschiedenen Sequenzdatenbanken, konnten komplette Proteinsequenzen zahlreicher
putativer Inositolphosphatkinasen aus den oben genannten Protozoen vor Fertigstellung der
eigentlichen Genomseqenzierungsprojekte beider Erreger vorhergesagt werden. Die
durchgefuihrten Homologie-Untersuchungen (siehe Kapitel 5.1) zwischen tierischen IPKs und
den Entamoeba histolytica IPKs bzw. Trichomonas vaginalis IPKs konnten im Vorfeld nicht
eindeutig die Substratselektivitadten der einzelnen pradizierten Isoformen klaren. Um der
Frage nachzugehen, fir welche Art von IPKs die Protozoen-cDNAs codieren (mdglich waren
IP3K, IPMK, IP6K oder Mischspezifitaten, abgeleitet von denjenigen tierischer IPKs) und wie
diese hemmbar sind, sollte nach einer Vollsynthese codierender DNAs eine rekombinante
Expression sowohl einer kleinen, aus weniger als 400 Aminosauren bestehenden IPK aus
Entamoeba histolytica als auch einer IPK aus Trichomonas vaginalis in E. coli durchgefihrt
werden. Hierbei stand die ausgewahlte rekombinante Entamoeba histolytica IPK im
Vordergrund der Betrachtungen. Es sollte neben der Untersuchung der Substratselektivitat
(sie kann von InsPz-Isomeren bis hin zu InsPg und InsP; reichen) auch eine weiterfihrende
Charakterisierung beider Enzyme mit Bestimmung der enzymologischen Parameter Ky- und
Vmax-Wert fir ATP und ein Hauptsubstrat erfolgen.

Nach erfolgter Reinigung und enzymologischer Charakterisierung der Enzyme sollte im
Rahmen der Arbeit ein Hemmestoffscreening fur die zuvor auf Substratselektivitat untersuchte
IPK aus Entamoeba histolytica durchgefiihrt werden. Die Verdachtsmomente kanzerogener
Nebenwirkungen fir etliche Standardantibiotika gegen das Protozoon Entamoeba histolytica

waren ein Grund fir die Auswahl des Enzyms aus diesem Protozoon fir ein erstes
9
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3 Einleitung

3.1 Inositolphosphate als wichtige Second Messenger der

intrazellularen Signaltransduktion

Die Plasmamembran einer Zelle stellt in einem Organismus eine natlrliche Barriere dar. Im
Laufe der Evolution haben sich Signaltransduktionswege entwickelt, die es dem Organismus
ermdglichen, extrazellulare Signale Uber die Plasmamembran hinweg nach intrazellular
weiterzuleiten. Hochmolekulare und zumeist stark hydrophobe Substanzen sind
normalerweise nicht in der Lage, die Plasmamembran einer Zelle zu Uberwinden.
Botenstoffe, wie bspw. Wachstumsfaktoren, binden an Rezeptoren der Plasmamembran und
bewirken eine Reaktionskaskade, die die Weiterleitung eines Signals ermdéglicht. Es existiert
eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren.

Bei der intrazellularen Signaltransduktion spielt Inositol(1,4,5)trisphosphat [InsP3] eine
entscheidende Rolle. Es entsteht durch die Hydrolyse von Phosphatidyl-
inositol(4,5)bisphosphat [PtdinsP,] am inneren Blatt der Plasmamembran durch Isoformen
der Phospholipase C [PLC]. Bisher sind zwei unterschiedliche Wege der Rezeptor
vermittelten Aktivierung der PLC aufgezeigt worden:

1. Aktivierung der PLCg durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren
2. Aktivierung der PLC, durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen [RTK]

Beteiligte G-Proteine sind heterotrimere Proteine, die aus einer a-, B- und y-Untereinheit
bestehen [Stryer, 1999]. Das G-Protein kann in einer Guanosindiphosphat- [GDP] (inaktiv)
und einer Guanosintriphosphat- [GTP] (aktiv) gebundenen Form vorliegen. Durch die
Aktivierung des proteingebundenen Rezeptors durch Liganden, die in Form von Hormonen
oder Transmittern (z.B. Vasopressin oder Adrenalin) im menschlichen Koérper auftreten
kénnen, kommt es am bislang inaktiven GDP-gebundenen G-Protein zu einem Austausch
des GDP gegen GTP, wodurch die a-Untereinheit von der By-Untereinheit dissoziiert. Durch
die GTP-gebundene a-Untereinheit wird schlielich die Phospholipase Cg aktiviert. Die
Deaktivierung des G-Proteins findet durch eine intrinsische GTPase-Aktivitat statt, wodurch
es zu einer Hydrolyse des GTP und zum Entstehen von GDP kommt. Als Folge wird die
Aktivitat der PLCg beendet (siehe Abbildung 3-1).

Der ebenfalls in Abbildung 3-1 gezeigte Tyrosinkinaserezeptor wird bspw. durch
Wachstumsfaktoren, wie den epidermalen Wachstumsfaktor [EGF], aktiviert. Durch Bindung
eines Liganden findet eine Dimerisierung des Rezeptors statt. Es folgt eine
Tyrosinphosphorylierung der Untereinheiten. An die nun entstandenen Phosphotyrosinreste
kénnen SH,-Domanen-enthaltene (Adapter-)Proteine binden. Hierdurch werden die SH-

Domanen tragenden Isoformen y der PLC aktiviert.

11
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Wachstumsfaktoren Serotonin, Vasopressin,
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4 4
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l |

PLC, —> <+— PLC,
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Zellteilung und andere zelluldre Reaktionen

Abbildung 3-1: Aktivierung der Isoformen der PLC

Die Aktivierung der Isoformen geschieht durch Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (rechter
Bildteil) oder eines Rezeptors mit intrinsischer bzw. assoziierter Tyrosinkinaseaktivitéat (linker Bildteil) durch
exogene Stimuli mit entsprechenden dadurch ausgeldsten Effekten.

Durch die Hydrolyse von PtdIins(4,5)P, wird Ins(1,4,5)P; gebildet. Bei der Aktivierung der
PLC entsteht als weiteres Produkt das Sn(1,2)Diacylglycerol [DAG], das in der
Plasmamembran verbleibt und die sogenannten konventionellen Isoformen a,f und y der
Proteinkinase C aktiviert. Das wasserlosliche InsP; diffundiert durch das Zytosol, wo es an
Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums [ER] bindet und hierdurch einen Ca®'-
Ausstrom aus internen Speichern bewirkt. Durch die Entleerung der Speicher des ER kommt
es zu einem Anstieg des intrazellularen Ca?*-Spiegels bis zu Konzentrationen von iiber 1
pUM. Durch den InsP3 induzierten ,Ca”"-Release” werden unter anderem Signale vermittelt,
die ausschlaggebend fur Wachstums- und Zellteilungsvorgénge sind.
InsP; wird nach PLC-Stimulation relativ schnell metabolisiert (1-2 min). Dies erfolgt entweder
durch einen Phosphatase vermittelten Abbau zu InsP, oder durch einen IP3K katalysierten
Aufbau zu Ins(1,3,4,5)P,. Ins(1,3,4,5)P, stellt das Ausgangssubstrat fur die Synthese
hochphosphorylierter Inositole dar und wirkt ebenfalls als Second Messenger. Vor kurzem
wurde von Maréchal et al. [2007] berichtet, dass erhdhte Konzentrationen Ins(1,3,4,5)P, zu
einer Stimulation von Ras, einem Protoonkogen, das u.a. an Wachstums und
12
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Differenzierungsprozessen beteiligt ist, flhren kann: Bei Zellen mit geringen Konzentrationen
Ins(1,3,4,5)P, bindet Ras-GAP (Ras-GTPase-activating protein) an PtdIins(4,5)P,, wodurch
Ras inaktiviert wird. Erhohte Konzentrationen Ins(1,3,4,5)P, verhalten sich kompetitiv zu
PtdIins(4,5)P, und binden ebenfalls Ras-GAP. Dies fuhrt zu einer Translokation von Ras-
GAP ins Zytosol und schlief3lich zu einer Aktivierung von Ras.
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Abbildung 3-2: Stoffwechsel der Inositolphosphate und Phosphatidylinositole

Das Phosphatidylinositol (Ptdins(4,5)P2) und Derivate werden durch Kinasen und Phosphatasen ineinander
umgewandelt. PtdIns(4,5)P, kann durch die Phospholipase C in Diacylglycerol und Ins(1,4,5)P3; gespalten
werden. Ins(1,4,5)Ps ist Ausgangssubstrat fir andere Inositolphosphate, die durch Kinasen und Phosphatasen
entstehen. Im Falle einer vollstdndigen Dephosphorylierung werden die Inositolphosphate zum myo-Inositol
abgebaut. Durch vollstdndige Phosphorylierung aller 6 OH-Gruppen des Inositols entsteht InsPs. AuRerdem
entstehen durch Pyrophosphorylierungen noch héher phosphorylierte Inositolphosphate wie InsP; und InsPg [Abel
et al., 2001, modifiziert].

1 Inositol Monophosphatase; 2 Ins(1,4)P,/Ins(1,3,4)Ps-1-Phosphatase; 3 Ins(1,3,4)P3/Ins(3,4)P,/Ptdins(3,4)P,-4-Phosphatase; 4
Ins(1,3)P2/PtdIns3P-3-Phosphatase Typ I; 5 Ins(1,3)P./Ptdins3P-3-Phosphatase Typ II; 6 Ins(1,4,5)P3/Ins(1,3,4,5)P4-5-
Phosphatase; 7 Ins(1,4,5)Ps-3-Kinase; 8 Ins(1,3,4)Ps/Ins(1,3,4,5)Ps-1-Kinase; 9 Inositol Polyphosphat Multikinase [IPMK]; 10
Ins(1,4,5,6)P4/Ins(1,2,4,5,6)Ps-3-Kinase; 11 Multiple Inositol Polyphosphatphosphatase; 12 1Ins(1,3,4,6)P,-5-Kinase; 13
Ins(1,3,4,5,6)Ps-1-Phosphatase; 14 Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase; 15 Diphosphoinositol Polyphosphat Phosphohydrolase; 16
Diphosphoinositol Polyphosphat Synthase (InsPs-Kinase); 17 Bis-Diphosphoinositol Polyphosphat Synthase; 18
Phosphoinositid-3-Kinase Typ |; 19 Phosphoinositid-3-Kinase Typ II; 20 Phosphoinositid-3-Kinase Typ IlI; 21 Ptdins-4-Kinase;
22 PtdIinsP-Kinase Typ I; 23 PtdIinsP-Kinase Typ Il; 24 PtdinsP-KinaseTyp III; 25 Ptdins(4,5)P,/PtdIns(3,4,5)Ps-5-Phosphatase;
26 PtdInspolyphosphat-3-Phosphatase; 27 SHIP; 28 PTEN; 29 Synaptojanin; 30 Phospholipase C;

Die Abbildung 3-2 gibt einen Uberblick des seit 2001 bekannten sehr komplexen
Phosphatidylinositol- und Inositolphosphatmetabolismus [Abel et al., 2001]. Die fur die
einzelnen Reaktionen verantwortlichen Enzyme sind in Abbildung 3-2 angegeben. Es konnte
mittlerweile fast jeder der beobachteten Phosphorylierungsreaktionen eine Enzymaktivitét

zugeordnet werden.
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3.2 Die Inositolphosphatkinasen der PDKG-Familie mit besonderer
Betrachtung der Inositolphosphatmultikinase [IPMK] und
Inositolhexakisphosphatkinase [IP6K] bei hoher entwickelten

Eukaryoten

3.2.1 Die Funktion der Inositolphosphatmultikinase [IPMK]

Die Inositolphosphatmultikinase phosphoryliert InsP; zu InsP, und bestimmte InsP,-Isomere
zu InsPs. Sie ist weit verbreitet und kann bei einer Vielzahl von Organismen (Hefe, Pflanzen,
Tiere) nachgewiesen und isoliert werden. Die IPMK ist innerhalb des Kerns lokalisiert und
gehort ebenso wie die Inositolhexakisphosphatkinase und die Inositolphosphat-3-Kinase zur
PDKG-Familie (siehe auch Kapitel 5.1.1). Neben dem PDKG-Motiv existieren auch weitere
Consensus-Motive, auf die in Kapitel 5.1 eingegangen wird. Nalaskowski und Mayr [2004]
und Shears [2004] nach zu urteilen, ist die IPMK phylogenetisch betrachtet die alteste
Inositolphosphatkinase der PDKG-Familie.

Die IPMK besitzt, wie der Name schon sagt, Multikinaseaktivitat und ist wie die
Inositolphosphat-3-Kinasen in der Lage, InsP; an der Hydroxylgruppe 3 zu phosphorylieren.
AuBerdem Kkatalysiert die IPMK die Phosphorylierung von InsP; am Kohlenstoffatom 6
([Saiardi et al., 2000a], [Odom et al., 2000]). Hierdurch wird ersichtlich, dass die IPMK eine
geringere Substratselektivitat besitzt als die erwéhnte Inositolphosphat-3-Kinase. Es wurde
auf3erdem beschrieben, dass die IPMK auch an anderen enzymatischen Reaktionen beteiligt
ist, bei denen neben Ins(1,3,45P, und Ins(1,4,56)P, auch in einem weiteren

Phosphorylierungsschritt Ins(1,3,4,5,6)Ps aus den genannten InsP,-Isomeren hervorgehen

kann (siehe Abbildung 3-3)

P 6
ch) 1 OH Ins(1,3,4,5)P, m Ins(1,3,4,6)P,

Ins(1.4,5)P5 \ l \ / Ins(1,3.,4,5.6)Ps

Ins(1,4,5,6)P, 2 I —p

PP-InsP,

Abbildung 3-3: Bisher beschriebene durch die IPMK Kkatalysierte Phosphorylierungsreaktionen von
Inositolphsophaten

Schwarze Pfeile: Umsetzung sowohl fiir die IPMK aus Saccharomyces cerevisiae (ArgR 1ll) als auch fir die IPMK
aus Rattus norvegicus gezeigt; Blauer Pfeil: Umsetzung bisher nur fir ArgR Il bewiesen [Deschermeier, 2005
modifiziert].
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Neben der Katalyse von Ins(1,3,4,6)P,4 zu Ins(1,3,4,5,6)Ps [Chang et al., 2002] kann sie auch
entstandenes InsPs zu einem PP-InsP4-Isomer pyrophosphorylieren ([Zhang et al., 2001],
[Saiardi et al., 2001a], [Nalaskowski et al., 2002]).

3.2.2 Die Funktion der Inositolhexakisphosphatkinasen [IP6K]

Durch die IPMK gebildetes Ins(1,3,4,5,6)Ps wird durch die IP52K zu InsPg phosphoryliert.
InsPg besitzt in der Regel in Zellen die hodchste Konzentration aller Inositolphosphate
(Konzentration von ca. 10 - 50 pM) und kann durch die IP6K weiter zu Phospho-Inositol-
Pyrophosphaten metabolisiert werden. Die Inositolhexakisphosphatkinase, wie sie bei
Eukaryoten vorkommt, fihrt bei InsPs, das schon an allen Kohlenstoffatomen in
phosphorylierter Form vorliegt, zu einer Pyrophosphorylierung, indem eine zweite [3-
Phosphatgruppe von ATP auf eine vorhandene Phosphatgruppe des Inositolrings tbertragen
wird. Dadurch entsteht eine Saureanhydridbindung zwischen den beiden Phosphatgruppen.
Hierbei entsteht aus InsPg ein ,energiereiches® PP-InsPs-Isomer (Diphospho-
inositolpentakisphosphat) bzw. InsP-.

Auch die IP6K gehort zur Familie der PDKG-Kinasen. Bisher konnten drei humane Isoformen
der Inositolhexakisphosphatkinase identifiziert werden ([Saiardi et al., 1999], [Saiardi et al.,
2000b], [Saiardi et al., 2001b]). Es handelt sich um die HsIP6K-1, HsIP6K-2 und um die
HsIP6K-3.

Saiardi et al. [1999] zeigten, dass alle Isoformen des Enzyms im Gehirn der Ratte
vorkommen. Darlber hinaus wurde beschrieben, dass die IP6K-1 und IP6K-2 auch in der
Lunge, Leber, Milz, Nieren, Hoden und im Herzen exprimiert werden. Die Isoformen sind
innerhalb der Zelle unterschiedlich lokalisiert. Die IP6K-2 tritt nur im Kern auf, die Isoform 3
kommt grof3tenteils im Zytoplasma vor. Die Isoform 1 weist eine nahezu gleichméaRige
Verteilung innerhalb der Zelle auf [Saiardi et al, 2001b].

Wie Nagata et al. [2005] zeigen konnten, ist Zytotoxizitat mit einer Translokation der IP6K-2
vom Kern in die Mitochondrien assoziert. Die Autoren beschrieben, dass entstehendes InsP;
die Zellapoptose durch bisher noch nicht geklarte Mechanismen induziert und die IP6K-2
eine entscheidende Rolle beim Ablauf apoptotischer Prozesse spielt. Nagata et al. [2005]
vermuteten den Zusammenhang in einem kompetitiven Verhalten zwischen InsP; und
PtdIns(3,4,5)P; in Bezug auf Bindung von PH-Domé&nen und Phosphorylierung von
Proteinen. Hierdurch scheint es mdglich zu sein, dass ,survival factors® an Quantitat
verlieren und den apoptotischen Prozess in Gang setzen. Morrison et al. [2001] und Morrison
et al. [2002] konnten zeigen, dass die IP6K-2-Isoform fir die Apoptose, die Interferon-g
induziert ist, bedeutend ist. Die IP6K besitzt neben der enzymatischen auch eine nicht

enzymatische Aktivitdt: Morrison et al. [2007] wiesen nach, dass die IP6K-2 mit TRAF-2

15



Einleitung

(tumour-necrosis-factor-receptor-associated factor-2) interagiert. Dadurch findet eine

Attenuierung des durch NF-kB (nuclear factor kB) induzierten Signalweges statt.

3.3 Die humanpathogenen Protozoen Entamoeba histolytica und

Trichomonas vaginalis

3.3.1 Aufbau und Vorkommen von Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica gehért zu den humanpathogenen Protozoen und ist der
eukaryotischen Gruppe der Amoebozoa zuzuordnen. Die Protozoen sind der Ordnung der
Entamoebida zugehorig und in die Familie der Entamoebidae eingruppiert. Das Genom von
Entamoeba histolytica enthalt, wie bspw. das Genom von Plasmodien auch, einen sehr
hohen Anteil an Adenin / Thymin (ca. 78%). Die Fortbewegung der Protozoen erfolgt durch
ungleichmaRige Ausstilpungen des Cytoplasmas (Pseudopodien und Lamellipodien). Das
Protoplasma von Entamoeba histolytica besteht aus einem Ektoplasma (dufRere Schicht des
Zellplasmas) und einem Endoplasma (innerer Plasmaanteil der Zelle).

Amoben zeichnen sich durch ausgepragte phagozytotische Aktivitdt aus. Insbesondere
Entamoeba histolytica ernéhrt sich durch Phagozytose und Pinozytose von Darminhalt. Der
Grolteil der Amoben ernahrt sich von phagozytierten Bakterien. Mit Hilfe der Pseudopodien
werden Bakterien vom Cytoplasma umschlossen, phagozytiert und schlieRlich nach
Internalisierung abgetdtet und in Nahrungsvakuolen verdaut. Entamoeba histolytica
verhindert hierbei effizient eine Proliferation und Ausbreitung der Bakterien im eigenen
Organismus.

Das Cytoplasma ist angefiillt mit Vakuolen und Vesikeln unterschiedlichster GréRe. Ungefahr
40 % des Zellvolumens besteht aus Vesikeln, die eine Funktion aufweisen, die der von
cytotoxischen Vesikeln und Lysosomen in Eukaryoten sehr &hnlich ist [Scholze und Tannich,
1994]. Es wurde aufgrund von durchgeflihrten Elektronenmikroskopieaufnahmen postuliert,
dass in Entamoeba histolytica der Golgiapparat und Mitochondrien fehlen wiirden [Henley et
al., 1976]. Chavez-Munguia et al. [2000] beschrieben spéater bei elektronenmikroskopischen
Untersuchungen Organellen, die strukturell einem Golgiapparat am nachsten kamen.
Ebenfalls war es mdglich, ein glattes Endoplasmatisches Retikulum zu identifizieren.

Andere elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass intrazellular keinerlei
Mitochondrien vorhanden sind [Bakker-Grunwald und Wadstmann, 1993]. Spatere
Untersuchungen des Genoms ergaben jedoch, dass eindeutig zwei Gene des Entamoeba
histolytica-Genoms fir mitochondriale Proteine codieren. Uber Immunfarbungen konnten
Organellen ausgemacht werden, die mitochondrialen Ursprungs waren ([Tovar et al., 1999],
[Bakatselou et al., 2003]). Diese wurden als Mitosom bzw. Crypton bezeichnet [Mai et al.,

1999]. Es wird angenommen, dass bei der Evolution vorhandene Mitochondrien zu
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Mitosomen reduziert wurden [Leon-Avila und Tovar, 2004]. Clark und Roger [1995] konnten
durch Genanalysen zeigen, dass es bei Entamoeba histolytica zu einem sekundaren Verlust
mitochondrialer Funktionen gekommen sein muss. Abbildung 3-4 zeigt eine
elektronenmikroskopische Aufnahme von Entamoeba histolytica.

-

Abbildung 3-4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Entamoeba histolytica

In der Aufnahme sind mehrere Vakuolen zu sehen, die bakterielle Fragmente und membranése Residuen
enthalten. Durch die beiden Pfeile ist eine Vakuole mit autophagischer Aktivitat hervorgehoben [Rosenbaum und
Wittner, 1970].

o LN e 3
) N A . B

Die Protozoen besiedeln in der Regel asymptomatisch den Darm, kénnen jedoch auch zur
Amobenruhr bzw. Amoebiasis (Darm- und Leberamoebiasis) unter bisher ungeklarten
Umstanden fuhren. Es handelt sich hierbei um eine lebensbedrohliche Infektionskrankheit
[Stauffer und Ravdin, 2003], auf die in Kapitel 3.3.2 naher eingegangen wird. Als
Pathogenitatsfaktoren von Entamoeba histolytica sind Galaktose / N-Acetyl-D-Galaktosamin
(Gal / GalNAc)-spezifisches Lektin, das verantwortlich fur die Anheftung an Epithelzellen ist
[Petri et al., 2002] bzw. Adharenzlektin ([Tannich et al., 1991], [Tannich et al., 1992]), die
sezernierten Cystein-Peptidasen, die die extrazellularen Matrixproteine des Dickdarms
abbauen konnen ([Bruchhaus et al., 2003], [Que und Reed, 1997]), und eine Familie

porenformender Peptide, die unter dem Terminus ,Amoebapores” zusammengefasst wird
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und in der Lage ist, Zellen zu lysieren ([Young et al., 1982], [Leippe, et al., 1991], [Leippe,
1997]), bekannt.

Villalba et al. [2007] konnten einen ,programmierten Zelltod“ (PCD) nachweisen, der durch
das Aminoglycosid-Antibiotikum G418 ausgeldst wird. Hierbei kam es zu den Uublichen
morphologischen Erscheinungen wie bspw. Zellschrumpfung, nukledre Kondensation und
DNA-Fragmentation. Aulerdem konnte eine Verminderung des intrazelluldren Kaliums, ein
Anstieg der Calcium-Konzentration und ein Absinken des pH-Werts nachgewiesen werden.
Entamoeba histolytica ist weltweit verbreitet. Vor allem im tropischen und subtropischen
Raum werden héufig Infektionen beobachtet, da die infektiosen Zysten hier in der Lage sind,
aufgrund der hohen Feuchtigkeit in einem Zeitraum von einigen Tagen bis hin zu Monaten
auRRerhalb des Wirtsorganismus zu tberleben und infektids zu bleiben.

Betrachtet man den Lebenszyklus von Entamoeba histolytica, werden zum einen die
beweglichen Trophozoiten (vegetatives Stadium; Gréf3e zwischen 20 — 40 um) und die meist
vierkernigen Zysten (GroRe: 10 — 16 um), die infektids sind, unterschieden (siehe auch
Abbildung 3-5, Abbildung 3-6 und Abbildung 3-7).

A
Abbildung 3-5: Mikroskopische Aufnahmen des vegetativen Stadiums (Trophozoiten) von Entamoeba
histolytica mit teils verdauten Erythrozyten

Erythrophagocytose ist ein Charakteristkum von Entamoeba histolytica, das den humanpathogenen Typ von der
nicht pathogenen Entamoeba dispar abgrenzt [CDC, Laboratory Identification of Parasites of Public Health
Concern, www.dpd.cdc.gov/DPDX].

1903 wurde Fritz Schaudinns Namensgebung fir die Protozoen vermutlich durch die
Fahigkeit von Entamoeba histolytica, mit hoher Effizienz Zellen zu zerstéren und
Zellverbande aufzulésen [Pinilla et al., 2008], beeinflusst. Es wurde lange Zeit dartber
spekuliert, ob eine klinisch inapparente, nicht infektiose Gattung, neben einer infektidsen Art
existieren konnte. Diamond und Clark [1993] unterschieden zwei Arten: Die nicht infektitse
Entamoeba dispar und den schon bekannten Erreger Entamoeba histolytica. Im Gegensatz
zur morphologisch gleichen und infektidsen Variante, ist Entamoeba dispar nicht in der Lage,
die Amoébenruhr auszulésen und besiedelt den Darm ausschlie3lich asymptomatisch.
Bhattacharya et al. [2000] bewiesen ein Fehlen von  lipophosphoglycan-like

gylcoconjugates® in Entamoeba dispar, die im Gegensatz dazu bei Entamoeba histolytica
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vorkommen. Aufgrund von morphologischen, genomischen und immunologischen
Unterschieden (ELISA) wird Entamoeba dispar heute von Entamoeba histolytica abgegrenzt
[Clark, 2000]. Auch aufgrund molekularbiologischer Untersuchungen, durchgefihrt von
Tannich [1998] und Tachibana et al. [1991]), fand eine Unterscheidung zwischen Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar statt.

3.3.2 Entamoeba histolytica als Erreger der Amoebiasis

Es existieren neben Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar auch weitere
Amadbenarten, die den Menschen als Wirt nutzen. U. a. sind dies Entamoeba hartmanni und
Jodamoeba bitschlii. Entamoeba histolytica ist jedoch der einzige fakultativ pathogene
Vertreter. Bei der Amoebiasis handelt es sich um eine schwerwiegende Infektionskrankheit,
die auch noch in der heutigen Zeit als dritthdufigste parasitische Todesursache, nach Malaria
und der Schistosomiasis, weltweit zwischen 50.000 und 100.000 Opfer pro Jahr fordert
([Petri und Singh, 1999], [Clark, 2000], [Haque et al., 2001]). Der einzige wichtige Wirt
scheint der Mensch zu sein. Eine ahnliche Erkrankung existiert jedoch auch bei Eidechsen
und Schlangen, die von Entamoeba invadens hervorgerufen wird. In Industrielandern sind
eine Infektion und ein letaler Ausgang eher selten. In Entwicklungslandern ist durch die
schlechte medizinische Grundversorgung, die mangelnde Hygiene sowie durch
Mangelernahrung und dadurch bedingter Schwachung des Organismus eine Infektion der
dort lebenden Menschen viel haufiger.

Die Aufnahme der infektibsen, séureresistenten Zysten geschieht lber einen fakal-oralen
Ubertragungsmechanismus: Durch verunreinigte Nahrung oder Trinkwasser wandern die
infektibsen Zysten durch den Gastrointestinaltrakt. Nachdem sie die S&urebarriere des
Magens Uberwunden haben, gelangen sie in den Darm, wo sie sich von Enterobakterien
erndhren und klinisch inapparent bleiben. Innerhalb des Darms werden die beweglichen
Trophozoiten ins Darmlumen freigesetzt. Die Trager von Entamoeba histolytica sind in der
Regel auch gleichzeitig Ausscheider. Nachdem sich die ins Darmlumen abgegebenen
Trophozoiten zu Zysten entwickelt haben (Enzystierung), werden sie ausgeschieden (siehe
auch Abbildung 3-6 und Abbildung 3-7). Durch eine Invasion der Darmmucosa durch
Trophozoiten findet eine Einwanderung der Trophozoiten vom Darmlumen in die Darmwand
mit Ausbildung von Darmgeschwiren statt. Die Trophozoiten (Magna-Formen), die
verantwortlich fir die Penetration sind, unterscheiden sich von den nicht aggressiven Minuta-
Formen. Die Magna-Formen zeichnen sich dadurch aus, dass sie Erythrozyten
phagozytieren konnen, was bei den Minuta-Formen nicht festzustellen ist. Bei der
Phagozytose scheint ein Membran-Protein (PATMK), das an der Trophozoiten-Oberflache

exprimiert wird, eine essentielle Rolle zu spielen [Boettner et al., 2008]. Es kommt zu
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wassrig, blutig tingiertem Stuhl, begleitet von einer Kolitis und abdominalen Schmerzen
[Salles et al., 2007].

Ubertragungsmechanismus von Entamoeba histolytica

Durch Ingestion
aufgenommene reife Zysten

A Infekiidses Stadium

A Diagnostisches Stadium

Durch Faeces ausgeschiedene

Nicht-invasive Kolonisierung Trophozoiten und Zysten

Intestinale Erkrankungen

Extraintestinale Erkrankungen

Trophozoiten A

Ausscheidung
der Zysten aus
dem Organismus

vierkernige Zyste Trophozoit

(3] A

Abbildung 3-6: Lebenszyklus und Ubertragungsmechanismus von Entamoeba histolytica [CDC,
Laboratory Identification of Parasites of Public Health Concern, www.dpd.cdc.gov/DPDx, modifiziert]

Durch Einbrechen von Trophozoiten in das BlutgefaRsystem kann es zu einer hdmatogenen
Invasion der Leber kommen, die durch Einschmelzung von Gewebe begleitet sein und einen
Leberabszess zur Folge haben kann. Dies stellt eine schwerwiegende Komplikation dar.

Symptomatisch auf3ert sich dieser Prozess mit unspezifischen Symptomen in Form von
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Fieber und Schmerzen im rechten Oberbauch. Andere extraintestinale Manifestationen
konnen sich ebenfalls hamatogen entwickeln.

Trophozoiten, die ins Gefal3system eingebrochen sind, sind nicht mehr in der Lage, sich in
den Geweben zu enzystieren. Die Enzystierung kann ausschlie3lich im Darm erfolgen. Somit
stehen diese Trophozoiten der Vermehrung des Organismus nicht mehr zur Verfigung. Auch
die von Durchfallen hervorgerufene Ausscheidung von nicht enzystierten Trophozoiten ist fur
Entamoeba histolytica, bezogen auf den Vermehrungszyklus, von Nachteil, da die

infektidbsen Zysten nur noch zu einem wesentlich geringeren Prozentsatz ausgeschieden

werden.

Abbildung 3-7: Mikroskopische Aufnahme einer Zyste von Entamoeba histolytica [San Francisco
Department of Public Health, http://www.sfcdcp.org]

Die Diagnostik bei Verdacht auf eine Entamoeba histolytica-Infektion geschieht durch eine
Stuhlprobe, in der die ausgeschiedenen Zysten mikroskopisch identifiziert werden kdnnen
[Kohler et al., 2001]. Bei der invasiven Form der Erkrankung kommt es in der Regel zu einer
Immunantwort des menschlichen Kérpers, wodurch die gebildeten Antikdrper mittels Enzym-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), indirekter Immunfluoreszenz oder einer
Komplementbindungsreaktion nachgewiesen werden kdnnen. Ohne Leberbeteiligung kann
es jedoch vorkommen, dass serologische Reaktionen nicht sensitiv genug sind und
Erkrankte nicht immer erkannt werden. Zur Therapie werden 5-Nitroimidazole als Mittel der
Wahl eingesetzt. Vertreter sind Metronidazol, Timidazol, Ornadizol oder Nimorazol. Leitsch
et al. [2007] konnten zeigen, dass eine Interaktion zwischen Nitroimidazolen und der
Thioredoxin-Reduktase in Entamoeba histolytica eine zentrale Rolle spielt. Mittlerweile
vermutet man, dass einige dieser Medikamente ein kanzerogenes Potential besitzen, wobei
dies bei einer vortibergehenden Infektion im Gegensatz zu einer Dauereinnahme wohl eine
eher untergeordnete Rolle spielen durfte.

Es erscheinen gehauft Berichte Uber Resistenzen von Entamoeba histolytica, weswegen
neue Therapeutika erprobt werden ([Bansal et al., 2006a], [Bansal et al., 2006b]). Neben der
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Erprobung einer Vakzine [Stanley, 2006] unternahmen Torres-Gomez et al. [2008] in vitro-
Versuche mit Benzimidazolen und Pentamidinen. Es konnte gezeigt werden, dass einige
Analoga eine hohe Bioaktivitat bereits im pM-Bereich aufwiesen und potentielle Therapeutika
darstellen.

3.3.3 Aufbau und Vorkommen von Trichomonas vaginalis

Der Flagellat Trichomonas vaginalis wird dem Stamm der Axostylata zugeordnet. Der Parasit
gehort der Klasse der Parabasalida an und wird in die Familie der Trichomonadidae
eingeordnet. Neben dem pathogenen Vertreter Trichomonas vaginalis existieren auch
andere apathogene Vetreter der Gattung Trichomonas wie bspw. Trichomonas hominis und
Trichomonas faecalis beim Menschen. Diese Einzeller besitzen Geif3eln und sind spitzoval
geformt. Ihre GroR3e betragt zwischen 10 - 24 ym. Sie verfiigen uber einen Achsenstab, der
Uber den hinteren Zellpol hinausragt. Im vorderen Teil der Zelle liegt neben
Parabasalfilamenten sowie Basalkdrnern, von denen die funf GeiReln ausgehen, auch der
Zellkern. Von den funf GeilReln sind vier nach vorne, eine nach hinten gerichtet (Abbildung
3-8). Die Trichomonaden verfigen (ber Promitochondrien, die sich bei aeroben
Bedingungen zu Mitochondrien ausbhilden koénnen [Koprla, 1978]. Bei anaeroben

Kulturbedingungen bilden sich die Mitochondrien wieder zurlick.

-

- <
“ e

Abbildung 3-8: Morphologie von Trichomonas vaginalis

Linke Seite: mikroskopische Aufnahme von Trophozoiten (Trichomonas vaginalis) [J.D. MacLean, McGill Centre
for Tropical Disease]; Rechte Seite: SEM-Aufnahme zweier Trichomonas vaginalis Parasiten (griin), die sich an
vaginale Epithelzellen (pink) anheften [Antonio Pereira-Neves und Marlene Benchimol, Santa Ursula Universitét,
Rio de Janeiro, Brasilien].

3.3.4 Durch Trichomonas vaginalis ausgeldste Erkrankungen
Donné entdeckte Trichomonas vaginalis 1836 beim Menschen. Trichomonas vaginalis

besiedelt die Schleimhaute und Drisen des Urogenitaltraktes bei Mann und Frau [Kohler et
al., 2001]. Sie I6sen meist urogenitale Erkrankungen bei der Frau aus. Manner fungieren
meist als asymptomatische Trager bzw. Ubertrager. Auf die mannliche Fertilitat scheint die

Infektion keine oder nur geringe Auswirkungen zu haben [Ochsendorf, 2008]. Die
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Ubertragung erfolgt in der Regel durch Schleimhautkontakt beim Geschlechtsverkehr (siehe

auch Abbildung 3-9). Insbesondere Promiskuitat ist ein Risikofaktor [Verteramo et al., 2008].

Ubertragungsmechanismus von Trichomonas vaginalis

gexualkontakt

A Infektioses Stadium

A Diagnostisches Stadium

0 Ausscheidung 9 Vermehrung 9 Trophozoiten in
von Trophozoiten im im Uro-Genitaltrakt
Vaginalsekret,
Prostatasekret und Urin

Abbildung 3-9: Ubertragung und Vermehrung von Trichomonas vaginalis durch sexuellen Verkehr [CDC,
Laboratory Identification of Parasites of Public Health Concern, www.dpd.cdc.gov/DPDx, modifiziert]

Badewasche, feuchte Toilettensitze oder Schwimmbader werden als mdogliche
Infektionsquelle diskutiert [Pereira-Neves und Benchimol, 2008]. Dies ist bisher jedoch nicht
bewiesen und gilt aufgrund der sehr empfindlichen Trichomonaden als eher
unwahrscheinlich. Trichomonaden treten bei Frauen im gebarfahigen Alter in 8 — 12 % aller
Félle auf. Bei Frauen mit entzindlichen Erkrankungen im Bereich des Urogenitaltraktes

werden in bis zu 30 % aller Falle Trichomonaden nachgewiesen [Kohler et al, 2001]. Die
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Inzidenz dieser ,Sexually Transmitted Disease® [STD] liegt bei tber 170 Millionen Fallen pro
Jahr [Garber, 2005].

Der Trophozoit ruft eine geringgradige Entzindung durch Mechanismen hervor, die im
Einzelnen bisher noch nicht vollends verstanden sind. Bisher ist noch nicht geklart, ob
Trichomonas vaginalis allein vorkommend fur Erkrankungen wie Kolpitis, Ballanitis, Urethritis
oder Prostatitis verantwortlich sein kann. Es wird diskutiert, ob in einem Grof3teil der Falle
nicht auch bakterielle Infektionen kausal sind. Eine bewiesene Infektion sollte jedoch immer
medikamentts behandelt werden, auch wenn die Symptomatik kaum oder gar nicht
ausgepragt ist. Dies ist bei knapp einem Drittel der Trager der Fall. Bei Behandlung der
Krankheit ist vor allem auch an die Behandlung des Partners zu denken (,Ping-Pong-Effekt®).
Eine Infektion mit Trichomonas vaginalis fihrt bei der Frau haufig zu einer Kolpitis, die mit
Ubel riechendem weildlich-grinlichem Ausfluss begleitet wird. Es kénnen zuséatzlich auch
Juckreiz und Schmerzen auftreten. AuRerdem kénnen kleinere hamorrhagische Léasionen
vorhanden sein. In einem geringen Teil kann es auch beim Mann zu einer Klinik kommen:
Der Urin besitzt dann ein glasiges Aussehen. Mittlerweile existieren Hinweise darauf, dass
nach einer stattgefundenen Infektion mit Trichomonas vaginalis ein erhdhtes Risiko fur ein
spater auftretendes Prostata-Carcinom besteht [Sutcliffe et al., 2006].

Diagnostisch findet die direkte Mikroskopie (auch Phasenkontrast) Anwendung. Als Probe
kann hier neben Fluor auch Urethrasekret dienen. Auch die Kultur von Trichomonaden in
Spezialmedien ist moglich. Als Mittel der ersten Wahl finden bei der Behandlung von
Patienten 5-Nitroimidazole Anwendung.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Apparative Ausristung

Analysenwaage BP 221S
Autoklav 5075 ELV
Brutschrank fur Bakterienkultur
Duran Glasgerate

Econo Column

Feinwaage PM 480 Delta range
Gelkammer fir Elektrophorese
Heizblock Thermomixer comfort
Magnetrihrer KMO 2 basic
Mischer Vortex Genie 2

Monitor

PCR-Maschine: Mastercycler Gradient / personal
Netzgerat Gene Power Supply GPS 200 / 400

pH-Meter pH 526

pH-Elektroden SenTix mic und Sentix 41
Photometer BioPhotometer

Pipette, Model Reference, 1 - 10 pl
Pipette, Model Reference, 10 - 100 pl
Pipette, Model Reference, 100 - 1000 pl
Schuttelinkubator Serie 25

Sterile Werkbank Typ HB2448 K

Tischzentrifuge Biofuge pico und Biofuge fresco

Ultraschallhomogenisator Sonopuls GM 70

UV-Tisch (312 nm)
VarioCam

Videoprinter UP-890 CE
Wasserbad

Zentrifuge Sorvall Superspeed RC-2Bq

Sartorius (Go6ttingen, Deutschland)
Systec (Wettenberg, Deutschland)
Memmert (Schwabach, Deutschland)
Schott (Mainz, Deutschland)

Biorad (Philadelphia, USA)

Mettler (Giessen, Deutschland)

Eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

IKA Labortechnik (Staufen, Deutschland)
Scientific Industries (New York, USA)
Panasonic (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Pharmacia (Ratingen, Deutschland)
WTW (Weilheim, Deutschland)

WTW (Weilheim, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (s.0.)

Eppendorf (s.0.)

Eppendorf (s.0.)

New Brunswick, Scientific Co., Inc.

(New Jersey, USA)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Heraeus (s.0.)

Bandelin Electronic (Berlin, Deutschland)
Bachofer (Reutlingen, Deutschland)
Phase (Lubeck, Deutschland)

Sony (Berlin, Deutschland)

Memmert (Schwabach, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)
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4.1.2 Software
Bioedit
Microsoft Office

Pymol
Sigma Plot

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Filter Minisart RC 4
Injektionskantile

Klvetten, Halb-Mikro, Polystyrol
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie, Volumen 0,2 ml
Reaktionsgefalie, Volumen 1,5 ml
Reaktionsgefalie, Volumen 2,0 ml
pH-Papier

Parafim “M”

Petrischalen

Pipetten (steril, 1, 2, 5, 10 und 25 ml)
Spritze 1 ml

Spritze 2 ml

Uvette 50 ul — 2000 pl

4.1.4 Chemikalien

Acrylamid
Adenosin-5'-triphosphat [ATP]
LE Agarose
Ammoniumpersulfat [APS]
Anhydrotetrazyklin [AHT]
Aurintricarbonséure [ATA]

Bacto-Trypton

Bacto-Agar

Bengalrosa
Benzamidinhydrochlorid
Bromphenolblau

Coomassie brilliant blue G 250

Ibis Biosciences (Carlsbad, Kanada)
Microsoft (Unterschlei3heim,
Deutschland)

DeLano Scientific LLC, (Palo Alto, USA)
Systat Software (Erkrath, Deutschland)

Sartorius (Goéttingen, Deutschland)
Braun (Kroneberg, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Sarstedt (NUrnberg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (s.0.)

Eppendorf (s.0.)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
American National Can (Chicago, USA)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Beckton (Heidelberg, Deutschland)
Braun (Kroneberg, Deutschland)
Braun (s.0.)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)
Cambrex Bio Science (Maine, USA)
Serva (Hamburg, Deutschland)
Serva (s.0.)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)
Becton Dickinson (Heidelberg,
Deutschland)

Becton Dickinson (s.0.)

Fluka (Hamburg, Deutschland)
Fluka (s.0.)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
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Desoxyribonukleosidtriphosphate [dNTPs]

(1,4)-Dithiothreitol [DTT]
Dodecylsulfat Natriumsalz [SDS]
DowexR 1 x 8

Chlorogensaure

Essigsaure (Eisessig) 100 %
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure [EDTA]
Ficoll 400

D(+)-Glucose

Glycerol 87 %

Glycin

Gossypol

Hefeextrakt

HEPES
Isopropylthiogalactopyranosid [IPTG]

Kaliumchlorid [KCI]
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
2-Mercaptoethanol
3-Morpholinopropansulfonsaure [MOPS]
Methanol

Methylenblau

Natriumchlorid [NaCl]
Natriumfluorid [NaF]
Natriumhydroxid [NaOH]
Phenylmethylsulfonylfluorid [PMSF]
2-Propanol

Quercetin

Rubidiumchlorid

Robinetin

RotiphoreseR Gel 30

Rottlerin

Salzsdure (HCI) 30 % suprapur

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin [TEMED]

Trichloressigsaure [TCA]

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Biomol (Hamburg, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Serva (s.0.)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Apotheke UKE (Hamburg Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (s.0.)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (s.0.)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)
Oxoid (Hampshire, England)

Biomol (Hamburg, Deutschland)
Diagnostic Chemicals (Charlottetown,
Kanada)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (s.0.)

Merck (s.0.)

Merck (s.0.)

Merck (s.0.)

Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (s.0.)

Merck (s.0.)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Fluka (Hamburg, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (s.0.)

Roth (s.0.)

Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
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Tris

Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

4.1.5 Inositolphosphate

D-myo-Ins(1,4,5)Ps

D-myo-Ins(1,4,6)P;
D-myo-Ins(1,3,4,5)P,
D-myo-Ins(1,4,5,6)P,
D-myo-Ins(3,4,5,6)P,
m-myo-Ins(1,3,4,6)P,
m-myo-Ins(1,3,4,5,6)Ps

D-myo-Ins(1,2,4,5,6) Ps
D-myo-Ins(1,2,3,4,5)Ps
D-myo-Ins(1,2,3,4,6)Ps
D-myo-InsPg

4.1.6 Enzyme

Pfu-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Restriktionsendonukleasen mit Schnittstellen:

Dpn | 5 ..GA™TC...3
Eco 311 5 ...GGTCTC(Ny)-3
Hind 111 5 ..AAGCTT... &
Xba | 5 ..TCTAGA... 3

4.1.7 Verwendete Kits

NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kit
QIAEX Il Gel Extraction Kit
Big Dye Terminator Sequencing Kit

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

Alexis Biochemicals (Lérrach,
Deutschland)

Alexis Biochemicals (s.0.)

Alexis Biochemicals (s.0.)

Sichem (Bremen, Deutschland)
Sichem (s.0.)

Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Prof. Dr. med. Mayr (Hamburg,
Deutschland)

Prof. Dr. med. Mayr (s.0.)

Prof. Dr. med. Mayr (s.0.)

Prof. Dr. med. Mayr (s.0.)

Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)

Stratagene (La Jolla, Kanada)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

Fermentas (St. Leon Roth, Deutschland)
Fermentas (s.0.)
Fermentas (s.0.)

Fermentas (s.0.)

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Applied Biosystems (Foster City, USA)

4.1.8 GroflRenstandards fur Proteine und doppelstrdngige DNA

Proteinmarker:
LMW-Marker

Amersham (Buckinghamshire, England)
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DNA-Marker:
100 bp Leiter Fermentas (St. Leon Roth, Deutschland)
1000 bp Leiter Fermentas (s.0.)

4.1.9 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG

erworben.

Sequenzierprimer (innerhalb des Expressionsvektors bindend)
MN 242: 5-GAG TTATTT TAC CAC TCC CT-3
IBA3C rev: 5-CGC AGT AGC GGT AAA CG-3

4.1.10 cDNA-Vollsynthesen pradizierter Inositolphosphatkinasen
unbekannter Spezifitat aus Entamoeba histolytica und
Trichomonas vaginalis

Die in dieser Arbeit verwendeten Vollangen-cDNAs wurden bei der Firma Genscript
(Piscataway, USA) nach Genpradiktionen, die von Prof. Dr. med. Mayr vor Abschlul® der
Genomsequenzierungen der Spezies erstellt wurden, synthetisiert. Es handelt sich um fir
bakterielle Expression in E. coli codonoptimierte cDNA, die in einem pUC 57-Vektor geliefert
wurde. Start- und Stop-Codon sind unterstrichen:
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Vollangen-cDNA der Entamoeba histolytica IPK als Template-DNA in einem pUC 57-Vektor:

10 20 30 40 50 50 70 80
S T (O (A N A S RN EN R N B
ATGGTAGGTCTCAAATGAACACCAAAATTAAACGTGAACATATGAGCACCAAAARAAAGCCAGTGGGTGCAGGCGGGCGGC

90 100 110 120 130 140 150 160
. P T e e e e e |
CATGGCGGCCCGCAGCAGCTGCATCCGGATGGCCAGTATCTGCTGAAACCGTGCCTGAGCCATCGTGAACGTGATTTTTA

170 180 190 200 210 220 230 240
e e e e e e e I |
TCTGCATATTAAAGATGATAAAGAATGGACCGGCACCGGCATTATTCCGAAATTTTATGGCGTGGAACTGCATGRAATTTG

250 260 270 280 290 300 310 320
. e T e e e T e L |
GCTTTGGCGAACTGGAATTTATTCGTATGGAAAACCTGATGTATARATATAAACGTCCGTTTGTGCTGGATCTGAAAATT

330 340 350 360 370 380 390 400
. P L e P e S O e L O T P |
GGCACCCAGACCTGGGATCCGGAAACCGCGAGCAGCAAAATGAAAAAACGTCTGGTGGTGGATAGCACCAGCACCACCAC

410 420 430 440 450 460 470 480
e e e e S I
CAGCCTGGGCGTGCGTTTTAGCGGCATGGAACGTAACATTGGCGAAGAAAAACCGATTCTGTATAGCCGTTATCTGTGCA

490 500 510 520 530 540 550 560
. T T e e e T e L e
CCCATGAAGTGAACACCCGTGATAGCCTGAAAGAATATATTAAACTGTTTTTTAACGATGGCAAAAAATATCGTAAAGAA

570 580 590 600 610 620 630 640
e e e e e I
CTGGTGCCGTATTTTATTAGCCAGCTGGATAAAATGATTGAAGTGATGAAAAAACGTGAATATAAAATGTTTAGCAGCAG

650 660 670 680 690 700 710 720
A T (O (A N A S N E R SN BRI
CGTGCTGTTTGTGTATGATAGCACCACCACCCTGGAAGATAARAAATATAACTGCARAAATGATTGATTTTGCGCATAACT

730 740 750 760 770 780 790 800
. P P e T T e e e P T L T |
GGATTCTGAGCGAAGAAGAATGCACCGTGGAAGATGGCTTTCTGTTTGGCCTGAACAACCTGAAAAGCATTCTGGAAGAT

810 820 830 840
B T e T L
ATTGAAAACGAATTTAAAAGCCTGAGCGCTGAGACCTACCAT
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Vollangen-cDNA der Trichomonas vaginalis IPK als Template-DNA in einem pUC 57-Vektor:

10 20 30 40 50 60 70 80
e e T e L
ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGGAAAGCAACAGCGATAGCTTTAGCAGCAGCGATCTGGATCCGCTGAACACCCAGGGCGG

90 100 110 120 130 140 150 160
D e e T e e L
CGGCCATGGCCAGCTGTGCAAARATTAAAAACCTGGATCATGGCATTGATTGCGTGGCGAAACCGCTGTTTGAACATGAAA

170 180 190 200 210 220 230 240
e e L
ACAACTTTTATACCATTATGACCAARAACCCCGCTGGCGGATTGCCTGCCGCGTTTCTTTGGCAACACCCAGATTGATGGC

250 260 270 280 290 300 310 320
T O (A R N A N E N RN E R RN RO IO
CATGAATATCTGCTGATTGAAGATCTGACCGCGGGCATGACCAGCCCGTGCATTGCGGATCTGAAACTGGGCACCCGTAG

330 340 350 360 370 380 390 400
. D e P L O
CTTTGAAATTGGCGTGAGCGAAAGCAAAGTGCGTAAACAGATGCAGAACATGAGCAAAAGCACCACCCCGARATATGCGG

410 420 430 440 450 460 470 480
. TS T L P T [ L S O S S Y
TGCGTATTATTGATGTGAGCATGCGTAAAGATGGCAACCTGGTGAACCATTGGGATCGTAACTTTGGCAAAAAAGCGCCG

490 500 510 520 530 540 550 560

ATTCAGAGCTTTATTGATACCATGAACAAATTTATTCCGGTGAACCGTAAACAGGAATTTCTGGATAAAGTGGAAGATGT

570 580 590 600 610 620 630 640
D e e T e e e
GATTACCAAACTGACCCAGACCAAAGAAATTTATCCGGGCAGCCGTCTGTATAGCGCGAGCCTGCTGGTGGTGTATGATG

650 660 670 680 690 700 710 720
B e N T T T L L T T B L Y P
GCGATCAGGATCTGCCGATTCGTGTGGCGCTGATTGATTTTGCGCATGCGTATAGCGATATTACCCAGTGCAGCGGCAAA

730 740 750 760 770 780 790 800
. 1 S
ATGGATAGCGAAGAATTTGAAGATAACACCATTCTGGGCCTGCGTAACATTATTCATCTGCTGACCGATCCGACCGAACT

810 820 830
B e
GGAAAAACGTCAGATTTGATATGAGACCTACCAT

41.11 Puffer und Losungen

4.1.11.1 Puffer fir DNA-Polymerasen und DNA-Ligasen

Die aufgefiihrten Puffer wurden kommerziell bei den entsprechenden Firmen erworben:

10 x Pfu-Puffer Stratagene (La Jolla, Kanada)
5 x T4 DNA-Ligase-Puffer Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Half-Term-Puffer Applied Biosystems (Foster City, USA)

4.1.11.2 Puffer fir Agarosegelelektrophorese

6 x DNA-Probenpuffer Fermentas (St. Leon Roth, Deutschland)
TAE-Puffer 40 mM Tris / Acetat
2 mM EDTA, pH 8,3
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4.1.11.3 Losungen fur SDS-PAGE

Acrylamidlésung Rotiphorese Gel 30

Laemmli-Laufpuffer

4 x Trenngelpuffer

4 x Sammelgelpuffer

4 x SDS-Probenpuffer

Farbeldsung

Entfarber

Ammoniumpersulfat [APS]-Losung

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
[TEMED]-L6sung

Sammelgel

30 % Acrylamid
0,8 % N,N-Methylbisacrylamid

0,025 M Tris / HCI
0,192 M Glycin
0,1 % SDS (w/ V)

1,5 M Tris / HCI
0,4 % SDS (w/ v), pH 8,8

0,5 M Tris / HCI
0,4 % SDS (w / v), pH 6,8

0,25 M Tris / HCI

200 mM DTT

35 % Glycerol (w/ V)

4 % SDS (w/ V)

0,04 % Bromphenolblau (w / v), pH 7,6

0,5 % Coomassieblau (w / v)
9 % Eisessig
45,2 % Methanol in dH,O

8 % Eisessig
25 % Ethanol
67 % dH,O

10 % (w/ v)

10 % (v /v)

5 % Acrylamid
0,05 % (w / v) Ammoniumpersulfat [APS]
0,1 % TEMED in 1x Sammelgelpuffer
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Trenngel

41.11.4 Puffer zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

RF I-Puffer

RF lI-Puffer

4.1.11.5 Sonstige Puffer

Puffer E

4.1.12 Saulenmatrizes

lonenaustauschchromatographie:
DEAE-Sephacel
Phosphocellulose P11

12,5 % Acrylamid
0,05 % (w/v) APS

0,1 % TEMED in 1x Trenngelpuffer

100 mM RbCI

50 mM MnCl, * 4H,0

30 mM K-Acetat

10 mM CacCl, * 2H,0

15 % Glycerol (w / v), pH 5,8 mit
Essigsaure

10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CacCl, * 2H,0

15 % Glycerol (w / v), pH 6,8 mit
Essigsaure

50 mM Hepes, pH 7,5
1 mM EDTA

Pharmacia (Ratingen, Deutschland)

Whatman (Maidstone, England)

4.1.13 Bakterienstamme und Medien

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme sind:

E. coli XL1-Blue Stamm: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB
lacl%ZDM15 Tn10 (Tet!)]; bezogen von Stratagene (La Jolla, Kanada);

E. coli BL21(DE3)pLyS, pREP4 Stamm: B F— dcm ompT hsdS(rB— mB-) gal A(DE3)[pLysS

Camr]; bezogen von Stratagene (La Jolla, Kanada);
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Folgende Medien wurden fur die Bakterienkultivierung verwendet:

LB-Flissigmedium 4 g Bacto-Trypton
2 g Hefeextrakt
4 g NaCl

Der Messzylinder wurde nach dem Einwiegen mit 400 ml ddH,0 aufgefillt. Der pH-Wert
wurde mit NaOH auf 7,2 eingestellt.

LB-Agarplatten 4 g Bacto-Trypton
2 g Hefeextrakt
6 g Bacto-Agar
0,5ml 4 M NacCl

Der Messzylinder wurde ebenfalls auf 400 ml mit ddH,O aufgefillt. Je nach Bedarf wurden
den Medien Antiobiotika aus den angesetzten Stock-Losungen im Volumenverhéltnis 1:1000
hinzupipettiert:

Ampicillin (100 mg / ml) Serva (Hamburg, Deutschland)
Kanamycin (50 mg / ml) Fluka (Hamburg, Deutschland)
Chloramphenicol (38 mg / ml) Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Tetracyclin (12 mg / ml) Boehringer (Ingelheim, Deutschland)

4.1.14 Vektoren

pASK-IBA 3 IBA Biotagnology (Géttingen,
Deutschland)
pASK-IBA 5 IBA Biotagnology (s.0.)

Bei den verwendeten Expressionsvektoren p-ASK IBA 3 und pASK IBA 5 (siehe Abbildung
4-1 und Abbildung 4-2) handelt es sich um Vektoren fiir prokaryotische Expression von
Strep-Tag-Fusionsproteinen. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin
[AHT].
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Abbildung 4-1: Vektorkarte des Expressionsvektors pASK-IBA 3 mit C-terminal gelegenem Strep-Tag
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Abbildung 4-2: Vektorkarte des Expressionsvektors pASK-IBA 5 mit N-terminal gelegenem Strep-Tag

[www.iba-go.com]
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4.2 Methoden
4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Polymerasekettenreaktion [PCR]

Die Polymerasekettenreaktion wird zur Amplifikation von DNA verwendet. Hierbei binden
Oligonukleotide (Primer) an bekannte Teile einer DNA-Einzestrang-Sequenz, um den
Bereich, der zwischen diesen Teilen liegt, mit Hilfe einer hitzeresistenten Polymerase (Pfu-
oder Tag-Polymerase) zu vervollstandigen, wodurch schlie3lich wieder doppelstréangige DNA

entsteht. Die PCR ist vielféaltig und kann bei verschiedensten Techniken verwendet werden.

4.2.1.1.1 DNA-Amplifikation durch PCR

Der Ansatz wurde in ein 0,2 ml Eppendorf-Tube zusammenpipettiert. Hierbei wurden die

Konzentrationen wie folgt gewahlt:

Bestandteil | Menge / Konzentration
DNA-Template 1,0u/10ng/
3’-Primer 20u/10 uM

5’-Primer 2,0 /10 uM

dNTPs 2,0 ul/ 10 mM

10 x PCR-Puffer (mit MgCl,) 5,0 pl/ 10 x Pfu-Puffer
Pfu-Polymerase 10u/25U/u
Folgendes Programm durchlief der Ansatz im Thermocyler:
Programmschritt | Temperatur [°C] | zeit [5]
1. Initiale Denaturierung 95 120

2. Denaturierung 95 30

3. Annealing 50 - 57 30

4. Elongation 72 60 — 180
5. Terminale Elongation 72 300

Die PCR wurde mit einem Hotstart begonnen (Pfu-Polymerase-Zugabe nach initialer
Denaturierung). Die Teilschritte Denaturierung, Annealing und Elongation wurden insgesamt
24 x durchlaufen. Die Annealing-Temperatur wurde fir die jeweilige Reaktion individuell
angepasst, da sie stets 5 °C niedriger justiert wurde als die Schmelzpunkte der verwendeten
Oligonukleotide. Die Elongationszeit hing von der Gro3e des Amplifikats ab. Als
Berechungsgrundlage dienten Erfahrungswerte innerhalb des Labors: 2 min / kb. Die
entstandene DNA wurde mittels DNA-Sequenzierung (siehe 4.2.1.8) analytisch untersucht

und nach eventuell unerwiinscht aufgetretenen Mutationen gescreent.
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4.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur Analytik von DNA-Fragmenten verwendet. Es
werden normalerweise 1 % - Agarose-Gele gegossen. Die verwendete Agarose wurde fir 3
min in 1 x TAE-Puffer erhitzt und zum Kochen gebracht. Es folgte eine AbklUhlungsphase auf
ca. 50 °C. Danach wurde Ethidiumbromid hinzupipettiert. Zum weiteren Abkihlen und
Ausharten wurde das Gel in eine entsprechende Gelkammer mit einem Kamm zum Erstellen
der bengtigten Probentaschen verbracht. Nach Hartung des Gels wurde die Kammer mit 1 x
TAE Puffer gefillt und die zu analysierende DNA wurde mit 6 x DNA-Probenpuffer versetzt
und anschlieBend in die Taschen des Agarosegels gegeben. Zusatzlich wurden Marker
eingesetzt, um die GroRe der DNA-Fragmente bestimmen zu kénnen. In der Regel kam hier
die 1 kb DNA-Leiter zum Einsatz. Fir etwa 25 - 30 min wurde schlieZlich Spannung (80 V)
angelegt, um die DNA-Fragmente groRenabhangig voneinander trennen zu kdnnen. Die
Fragmente wurden danach durch einen UV-Transilluminator (312 nm) sichtbar gemacht. Das
Videodokumentationssystem Variocam wurde zur Photographie benutzt.

4.2.1.3 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Nach dem Sichtbarmachen der DNA wurden ziigig die Banden mit einem scharfen Skalpell
entfernt, um die DNA danach extrahieren zu kénnen. Die Extraktion bzw. Aufreinigung der
DNA erfolgte mit dem QIAEX Il Gel Extraction Kit von Qiagen. Es wurde nach dem
Standardprotokoll vorgegangen. Abweichend hiervon erfolgte die Elution mit 20 pl ddH,0,
pH 8,0.

4.2.1.4 Schneiden von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Das Prinizip eines Restriktionsverdaus beruht auf Restriktionsendonukleasen, die in der
Lage sind, kurze DNA-Sequenzen, die haufig 4 bis 6 Nukleotide umfassen und meist
palindromisch angeordnet sind, zu erkennen und diese zu schneiden. Dadurch entstehen
Uiberhdngende Enden, die vor allem bei einer geplanten Ligation (4.2.1.5) von grofsem Wert
sind. Es wurden stets die vom Hersteller mitgelieferten Puffer der Restriktionsendonukleasen
verwendet. Die verwendeten Anséatze wurden so konzeptionisiert, dass auf 0,5 ug DNA 10 U
der entsprechenden Restriktionsendonuklease kamen. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte
3 h lang bei 37 °C. Danach wurde eine analytische Gelelektrophorese durchgefiihrt, die zur

Uberpriifung des Ergebnisses diente (siehe Kapitel 4.2.1.2).

4.2.1.5 Ligation

Die Ligation des PCR-Produkts mit dem Expressions- bzw. Klonierungsvektor erfolgte nach
dem Restriktionsverdau mit T4-Ligase. Dieses Enzym Kkatalysiert die Bildung eines
Phosphodiesters unter Verbrauch von ATP. Hierfir wurde das Eluat aus 4.2.1.3 und der
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ebenfalls geschnittene Vektor (im Verhéaltnis 3:1) unter Zusatz von Ligations-Puffer und T4-
DNA-Ligase (5 U) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.

4.2.1.6 Plasmid-Minipraperation

Um aus Vorkulturen Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde das NucleoSpin Plasmid DNA

Purification Kit von Macherey und Nagel nach den Herstellerangaben verwendet.

4.2.1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die DNA-L6sungen wurden durch Messungen am Photometer bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt. Eine ODy = 1 bei doppelstrangiger DNA entspricht ungefahr einer
Konzentration von 50 pg / ml DNA in der Losung. Dartiber hinaus wurden bei einer ODy3g
Salzkontaminationen und bei einer OD,g, Protein-Kontaminationen bewertet. AufRerdem
konnte man bei einer OD3, auch die eventuelle Verunreinigung durch Ethanol nachweisen.
Es gilt, dass bei einem ODgo280 -Verhéltnis von 1,8 bis 2,0 die DNA als rein eingestuft

werden kann.

4.2.1.8 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung geschah nach der Didesoxy-Methode (modifiziert nach [Sanger et
al., 1977]). Hierbei wurde das Big Dye Terminator Sequencing Kit und der Tag-Polymerase-
Puffer Half-Term eingesetzt. Es wurden fir die vorbereitenden Schritte der Sequenzierung
Primer eingesetzt, die vektorspezifisch waren. Die bendtigten Ansatze mit einem

Gesamtvolumen von 20 pl wurden in ein 0,2 ml Tube pipettiert:

Bestandteil | Menge / Konzentration
Plasmid-DNA 250 ng — 500 ng
Primer 10 pmol

Big Dye-Reagenz 3,0 ul

Half Term-Puffer 5,0 ul

ddH,O ad 20 ul

Das Programm wurde im Eppendorf Mastercycler Gradient nach folgendem Schema
ausgefuhrt:

Programmschritt | Temperatur [°C] | zeit [s]
1. Denaturierung 96 10

2. Annealing 50 5

3. Elongation 60 240

Die Sequenz wurde insgesamt 25 x wiederholt.

Nach Abschluss des Programms wurde der Inhalt des Tubes in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaf}
pipettiert. Es erfolgte eine Ethanol-Fallung: 60 ul 96 % Ethanol wurden dazugegeben. Nach
einer Inkubation (10 min) bei Raumtemperatur schloss sich eine Zentrifugation fiir 35 min bei

13000 rpm an. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Es wurde darauf
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geachtet, dass das entstandene Pellet nicht verletzt wurde. Es erfolgte eine Waschung des
Pellets mit 100 ul 70 % Ethanol. Die sich anschlieRende Zentrifugation wurde fur 15 min bei
13000 rpm durchgefiihrt. Der Uberstand wurde erneut verworfen. Es erfolgte eine Trocknung
des Pellets flr ca. 15 min bei Raumtemperatur. Die gefallte DNA in Form des Pellets wurde

im Sequenzierlabor des UKE abgegeben, wo die Sequenzierung durchgefihrt wurde.

4.2.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.2.1 Sterilisation von Gebrauchsmaterial

Die bendtigten und verwendeten Materialien wurden, sofern sie hitzestabil waren, mit Hilfe
des Autoklaven bei 121 °C und 1,2 bar sterilisiert. Nicht hitzestabile Losungen wurden durch
Sterifilter (0,2 pm) filtriert. Die Arbeitsflachen und die verwendeten Gerate wurden mit 80 %
Ethanol durch Bespriihung nach Gebrauch desinfiziert.

4.2.2.2 Anzucht und Lagerung von Bakterien (E. coli-Stamme)

Zur Anzucht von Kulturen, um bspw. eine Expression von Proteinen durchzufiihren, wurden
die Bakterien, bevor sie in ein entsprechendes LB-Flussigmedium gegeben wurden,
gleichmaRig auf LB-Agar-Platten, die je nach Resistenzlage gezielt mit Antibiotika versetzt
wurden, verteilt. Es erfolgte eine Inkubationsphase Uber 12 - 16 h bei 37 °C. Die Lagerung
der LB-Agarplatten mit Bakterienkolonien erfolgte Uber einen Zeitraum von maximal 6
Wochen bei 4 °C. Die Platten wurden vor der Lagerung mit Parafilm versiegelt.

Um Vorkulturen herzustellen, wurde ein einzelner Klon von der Agarplatte gepickt und als
Einzel-Kultur in 3 ml LB-Flussig-Medium Uberfihrt, das mit einem entsprechenden
Antibiotika-Zusatz versehen war. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 37 °C im
Schiittelinkubator, der auf 250 rpm eingestellt wurde. Das Animpfen der Hauptkultur geschah
am nachsten Tag.

Wie im Kapitel 4.2.2.1 beschrieben, wurden vor Zusatz von Antibiotika alle Medien des
Antibiotikums autoklaviert und wieder auf ca. 50 °C abgekunhlt.

4.2.2.3 Herstellung transformationskompetenter E. coli

Wie in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben, wurde von einer Agar-Platte mit XL1-Blue-Klonen, die mit
Tetracyclin (12 pg / ml) versetzt war, ein Klon in ein 5 ml LB-Medium Uberfuhrt und tber
Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Ubernacht-Kultur wurde abzentrifugiert (5000
rpm, 4 °C, 5 min), um das Antibiotikum zu entfernen. Das Pellet wurde anschlieRend in 1 ml
LB-Medium resuspendiert. Mit dieser Vorkultur erfolgte schlieR3lich die Animpfung der 50 ml
Hauptkultur. Bei 37 °C im Schittler wurde die Kultur einige Stunden inkubiert. Bei einer

ODegoo = 0,5 wurde die Hauptkultur 15 min auf Eis zwischengelagert und anschliel3end 15 min
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mit 2000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in einem Drittel des
Ausgangsvolumens RF I-Puffer vorsichtig resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden erneut 15 min bei 2000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Zellpellet dann in 1 / 12 des Ausgangsvolumens kaltem RF II-Puffer
resuspendiert und weitere 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden in 100 pl-Fraktionen

aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

4.2.2.4 Transformation von E. coli-Stdmmen

Die Transformation erfolgte mit einem 100 pl Aliquot transformationskompetenter Bakterien
(siehe Kapitel 4.2.2.3). Dabei wurden die Zellen, die bei -80 °C gelagert wurden, langsam auf
Eis aufgetaut (ca. 15 — 20 min). Nach dem Auftauen wurde die entsprechende Plasmid-DNA
(10 — 20 ng) dazugegeben. Die Zellen wurden dann fir 30 min auf Eis gelagert. Es erfolgte
ein Hitzeschock (1 min) bei 42 °C. Der Ansatz wurde 1 min auf Eis inkubiert. Dann wurde 1
ml LB-Medium dazugegeben. Die transformierten Zellen wurden 1 h bei 37 °C geschiittelt
(250 rpm). Bei der Transformation mit Plasmid-DNA wurde nach erfolgter Inkubation 50 pl
des Ansatzes auf eine mit dem entsprechenden Antibiotikum versehene Agar-Platte verteilt.
Bei Ligationsansatzen wurde das gesamte Volumen auf der Agar-Platte ausplattiert. Die
Platten wurden 12 - 16 h bei 37°C inkubiert. Die Lagerung der Platten (siehe Kapitel 4.2.2.2)
erfolgte fir maximal 4 Wochen bei 4 °C.

4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Rekombinante bakterielle Expression von Proteinen

Der mit dem Expressionsvektor pASK-IBA 3 bzw. pASK-IBA 5 transformierte
Expressionsstamm BL21(DE3)pLyS, pREP4 Stamm wurde in 6 ml LB-Medium gegeben, das
mit jeweils 6 pl der erforderlichen Antibiotika Kanamycin, Chloramphenicol und Ampicillin
versetzt war. Die Kultur wurde Uber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Kultur zum Animpfen von 500 ml LB-Medium benutzt, dem vorher 500 ul
Ampicillin zugegeben wurde. Zusatzlich wurde dem Medium 5 ml 20 % Glucose
hinzupipettiert. Die Kultur wurde bis zu einer OD = 0,5 bei einer Wellenlange von 600 nm
unter den gleichen Kautelen wie die 6 ml Vorkultur inkubiert. Als die optische Dichte erreicht
worden war, wurde die Expression mit Anhydrotetrazyklin [AHT] induziert. Ein Aliquot wurde
vor der Expression abgenommen. Nach 1 h und nach 2 h wurden weitere Aliquots
entnommen. Nach 2 h Inkubationsphase wurde die Kultur 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert.
Die Pellets wurden in 15 ml Puffer E resuspendiert. Nach Resupendieren wurde ein weiteres
Aliquot enthommen. Mit diesem Aliquot erfolgte spater eine Testlyse zu analytischen

Zwecken.
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4.3.2 Lyse der Bakterien

Die Lyse der Bakterien erfolgte durch das pLys-Gen, Triton X-100 und Sonifizierung. Zuvor
wurden der Suspension aus Kapitel 4.3.1 die Proteaseinhibitoren PMSF und Benzamidin
hinzugegeben. AuRerdem wurde die Losung mit DTT und Triton X-100 versetzt.

Die Endkonzentration im Ansatz betrug:

1 mM PMSF

0,5 mM Benzamidin
1 mMDTT

0,5 % Triton X-100

Die Sonifizierung wurde dreimal fir jeweils 45 s durchgefihrt. Zwischenzeitlich wurden die
Bakterien 1 min auf Eis inkubiert. Die unlésliche Fraktion wurde durch 10 min Zentrifugation
bei 15000 rpm und 4 °C von der l8slichen Fraktion getrennt.

4.3.3 Aufreinigung der Inositolphosphatkinasen durch die P11-

Phosphocellulose-Saule

4.3.3.1 Herstellung der P11-Phosphocellulose-Saule

Bei der P11-Phosphocellulose-Saule handelt es sich um eine Kationenaustauschersaule. Die
funktionelle Gruppe ist PO4H,. Zum Herstellen der S&ule wurden 5 g P11 in einen 500 ml
Messzylinder eingewogen und 133 ml NaOH (0,5 M) dazugegeben. Es wurde bei
Raumtemperatur nach Mischen fiir exakt 4 min inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von
ddH,0, bis die Loésung im Messzylinder ein Volumen von 600 ml erreicht hatte. Es wurde das
Absetzen der Matrix abgewartet und der Uberstand verworfen. Es erfolgte eine Auffiillung mit
ddH,O bis zu einem Volumen von 600 ml, anschlieBend die Abdekantierung des
Uberstandes. Ein Volumen von 100 ml Matrix wurde mit 100 ml 1 M HCI versetzt, um eine
Endkonzentration von 0,5 M zu erreichen. Es wurde ausreichend gemischt und weitere 4 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde erneut auf 600 ml mit ddH,O aufgeflllt. Nach
Absetzen der Matrix wurde wieder der Uberstand dekantiert. Es erfolgte ein letzter
Waschschritt, bevor die Matrix in die gewinschte Saule (30 ml S&aule; Durchmesser = 2,5
cm) uberfihrt werden konnte. Der pH-Wert der Sdule wurde auf 7,5 eingestellt, indem die
Saule mit Tris-HCI (1M, pH 7,5) neutralisiert wurde. Es erfolgte anschlieRend mit Puffer A

eine Aquilibrierung der Saule.

41



Material und Methoden

4.3.3.2 Reinigung der im Bakterienlysat vorhandenen rekombinanten
IPKs durch Chromatographie

Der Uberstand des Bakterienlysats aus Kapitel 4.3.2 wurde mit einem Volumen
Verdinnungspuffer verdinnt (ddH,O, 0,5 mM EDTA, 3 mM DTT) und auf die voraquilibrierte
Saule gegeben. Die Flul3rate betrug ca. 1 ml / min. Es erfolgte die viermalige Waschung der
Saule mit Puffer A. Die Elution wurde mit dem salzhaltigen Puffer B durchgefiihrt. Die
Waschung und Elution erfolgten mit jeweils 10 ml des entsprechenden Puffers. Mit einer
SDS-PAGE wurden die Wasch- und Eluatfraktionen genauer untersucht. Die Eluate wurden
dann entweder anderen Chromatographiestufen zur Konzentrierung zugefuhrt oder direkt
glycerinisiert und bei -20 °C gelagert.

Puffer A 25 mM HEPES, pH 7,5
1 mMDTT
1 mMEDTA
0,1 % Triton X-100

Puffer B 25 mM HEPES, pH 7,5
1 mMDTT
1 mM EDTA
0,1 % Triton X-100
500 - 750 mM NaCl

4.3.3.3 DEAE-Sephacel-Saulenchromatographie zur IPK-Ankonzentrier-
ung

Um eine Konzentrierung des Enzyms zu erreichen, wurde die Anionenaustauschermatrix
DEAE-Sephacel, die neben der Aufkonzentrierung der Eluate auch einer weiteren Reinigung
diente, verwendet. 1 ml Matrix wurde hierfir in eine Séule mit einem Durchmesser von 1 cm
gegeben.

Um die NaCl-Konzentration des Ausgangs-Eluats aus Kapitel 4.3.3.2 unter 50 mM
Endkonzentration zu verdinnen, wurde das Eluat mit DEAE-Puffer verdinnt. Die
Saulenmatrix wurde vor Auftragen des Eluats mit 10 Saulenvolumen DEAE-Puffer
aquilibriert. Dann wurde das Eluat auf die Saule gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit je
einem Saulenvolumen DEAE-Puffer wurde mit 8 x 1 / 3-S&ulenvolumen des DEAE-Elutions-
puffers eluiert. Auch hier erfolgte eine Kontrolle der Fraktionen mit der SDS-PAGE. Die
entstandenen Eluate wurden glycerinisiert, bei -20 °C gelagert und in dieser Form fir die

spateren Experimente benutzt.
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DEAE-Puffer 10 mM HEPES, pH 7,5
1 mM EDTA
1 mMDTT
0,1 % Triton X-100

DEAE-Elutionspuffer 10 mM HEPES, pH 7,5
1 mM EDTA
1 mMDTT
0,1 % Triton X-100
500 mM NacCl

4.3.4 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Um eine Trennung von Proteinen nach ihnrem Molekulargewicht durchzufiihren, wurden SDS-
Polyacrylamid-Gele gegossen. Es wurde nach der Methode von Laemmli [1970] eine
denaturierende Gelelektrophorese durchgefiihrt. Damit war es mdglich, Proteine nach ihrem
Molekulargewicht zu ordnen. Die Abmessungen der Gele betrugen 13,5 cm (Lange) x 6 cm
(Breite) x 0,1 cm (Tiefe). Die Elektrophorese wurde in vertikalen Gelelektrophoresekammern
durchgefihrt.

Ammoniumpersulfat (Endkonzentration 0,05 %) wurde zwecks Polymerisation der Gele
dazugegeben. Nach Zugabe von Ammoniumpersulfat dauerte die Polymerisation ca. 30 min
bei Raumtemperatur. Nach abgeschlossener Polymerisation des Trenngels wurde das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm mit 21 Taschen, die ein Volumen von
40 ul erméglichten, in das Trenngel eingeflihrt. Nachdem die Stabilitat der Gele gewahrleistet
war, wurden die beiden Gele in eine vertikale Gelelektrophoresekammer gespannt, die
Tanks mit Laufpuffer gefiillt und der Kamm entfernt. Nach dem Herausziehen des Kamms
wurden mit einer Hamilton-Spritze die Taschen von eventuellen Gelresten oder Luftblasen
freigespilt.

Die zu analyserenden Aliquots wurden auf ein Volumen von 24 pl gebracht und mit 8 pl 4 x
Probenpuffer versetzt. Es fand eine Erhitzung auf 95 °C fur 8 min statt, um eine gute
Denaturierung der Proteine zu erreichen. AnschlieRend wurden die Proben in die Taschen
eingefillt. Als Molekulargewichtsmarker wurde auf jedem Gel der Low Molecular Weight
Proteinmarker mit einer Konzentration von ca. 1 pg pro Protein aufgetragen, der vorher nach
dem gleichem Schema wie die Proben behandelt worden war. Die Gelelektrophorese wurde
bis zum Ubertreten der Proben in das Trenngel mit 90 V durchgefiihrt. Dann wurde die
Spannung auf 120 V erhdht. Die Elektrophorese wurde beendet, als das Bromphenolblau

das Ende des Trenngels erreicht hatte.
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Sammelgel-Puffer (4 x)

Trenngel-Puffer (4 x)

Sammelgel (5 %)

Trenngel (12,5 %)

Trenngel (10 %)

Probenpuffer (4 x)

0,5 M Tris/ HCI, pH 6,8
0,4 % SDS

1,5 M Tris / HCI, pH 8,8
0,4 % SDS

0,125 M Tris / HCI, pH 6,8

0,1 % SDS

5 % Acrylamid

0,13 % N,N-Methylbisacrylamid
0,05 % Ammoniumpersulfat
0,1 % TEMED

0,375 M Tris / HCI, pH 8,8

0,1 % SDS

12,5 % Acrylamid

0,33 % N,N-Methylbisacrylamid
0,05 % Ammoniumpersulfat
0,05 % TEMED

0,375 M Tris / HCI, pH 8,8

0,1 % SDS

12,5 % Acrylamid

0,33 % N,N-Methylbisacrylamid
0,05 % Ammoniumpersulfat
0,05 % TEMED

0,219 mM Tris / HCI, pH 6,8
10 % SDS

5,8 % B-Mercaptoethanol
0,04 % Bromphenolblau

16 % Glycerol

Proteinmarker (Low Molecular Weight) enthalt die Bandengrolien:

97,0 kD
66,0 kD
45,0 kD
30,0 kD
20,1 kD

14,4 kD
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1 x Laemmli-Laufpuffer 0,025 M Tris / HCI
0,192 M Glycin
0,1 % SDS

4.3.5 Farbung von SDS-Polyacryamidgelen mit Coomassie-Brilliant-Blue

Nach abgeschlossener Gelelektrophorese wurden die beiden Gele voneinander getrennt und
das Sammelgel verworfen. Das Trenngel wurde bei Raumtemperatur in 50 ml Coomassie-
Farbelbsung unter leichtem Schwenken fir 20 min eingelegt. Nach der abgeschlossenen
Farbung wurde das Gel mit Wasser abgespilt und danach in 50 ml Coomassie-Entfarber

unter Dowex-Zugabe 2 h lang entfarbt.

Coomassie-Farbelésung 0,5 % Coomassie brilliant blue
9 % Essigsaure
45,25 % Methanol
45,2 % ddH,0

Coomassie-Entfarber 8 % Essigsaure
25 % Ethanol
67 % ddH,0

4.3.6 Konservierung und Aufbewahrung der Gele

Nach Photodokumentation wurden die Gele getrocknet und konserviert.

4.3.7 HPLC-Analytik von Inositolphosphaten durch die Metal-Dye-
Detection Methode (MDD)

Bei der MDD-Methode ([Mayr, 1990], [Guse et al., 1995]) handelt es sich um ein Verfahren,
wodurch die Detektion von Inositolphosphaten bis hin zum pikomolaren Bereich ohne den
Einsatz von Radioaktivitat ermdglicht wird. Es findet ein Ligandenaustausch in einem
System, das aus dem Farbstoff 4-(2-Pyridyl-(2)-azo)-resorcin [PAR], dem Kation Yttrium und
den Inositolphosphaten, die metallbindend sind, besteht, statt. Das Absorptionsmaximum
des PAR liegt im Wellenbereich von 520 nm — 550 nm. Die Absorption wird durch eine
Komplexierung des PAR durch Yttrium (1:1) erhoht. Inositolphosphate sind in der Lage,
Yttrium durch ihre Phosphomonoestergruppen zu binden. Dadurch nimmt die Konzentration
des oben beschriebenen Komplexes ab. Die Konzentrationsunterschiede werden am Monitor

durch ,Peaks” sichtbar.

4.3.7.1 Enzymatische Testungen der IPKs unbekannter InsP,-Spezifitat

Die Experimente hatten, nachdem die fir das Enzym optimalen Inkubationsbedingungen
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ermittelt wurden, folgende Standardpufferbedingungen als Grundlage:

Standard-Assaypuffer 20 mM Hepes-Puffer, pH 6,9
5,0 mM MgCl,
30 mM KCI
1,0 mMDTT

Die Inkubationsphase erfolgte bei 30 °C nach einer Vorinkubation der 1,5 ml Eppendorf-
Tubes (10 min) je nach Anforderung an das Experiment unterschiedlich lang. Die partiell
aufgereinigte und ankonzentrierte Enzymldsung hatte eine Endkonzentration von ca. 0,1 ug /
pl. Die Endkonzentration des Enzyms in den Ansatzen lag zwischen 5,2 und 9,4 pg / ml. Das
Stoppen der Reaktion fand durch Zugabe von H,O (0 °C) und TCA (Endkonzentration 10 %)
statt. Bei Experimenten, bei denen die Standardpufferbedingungen nicht eingesetzt oder

Veranderungen vorgenommen wurden, wird im Ergebnisteil darauf verwiesen.

4.3.7.1.1 Enzymkinetik

Die Inositolphosphatkonzentrationen wurden den Experimenten angepasst (10 — 50 uM), je
nachdem, ob es sich um eine Bestimmung der Substratselektivitdt oder der K.,-Werte der
Substrate handelte. Bei der Bestimmung des Ky-Werts fir ATP wurde im Gegensatz zu den
im Kapitel 4.3.7.1 beschriebenen Standardpufferbedingungen die ATP-Konzentration variiert.
Bei Untersuchung der Substratselektivitdit fand die Verwendung der in Kapitel 4.1.5

erwahnten Inositolphosphate in z.T. variablen Konzentrationen statt.

4.3.7.1.2 Hemmstoffversuche

Die Experimente in dieser Arbeit dienten neben der Untersuchung der Enzymkinetik auch
der Untersuchung potentieller Hemmstoffe. Hierfir wurde der Standardmix verwendet. Als
Substrat diente Ins(1,4,5)P3, das normalerweise in einer Konzentration von 25 pM eingesetzt
wurde. Die Hemmstoff-Konzentrationen variierten zwischen 0,16 uM und 100 pM in den
Ansatzen. Die Kontrollen wurden mit H,O und DMSO durchgefiihrt. Die getesteten
Hemmstoffe waren Aurintricarbonsaure [ATA], Bengalrosa, Chlorogensaure, Gossypol,

Methylenblau, Quercetin, Rottlerin und Robinetin.

4.3.7.2 Aufreinigung der Proben fur die HPLC-Analyse

Fur die Aufarbeitung der Proben, um sie spater analytisch per HPLC untersuchen zu kdénnen,
wurde jede einzelne Probe (ad 400 ul H,O) mit 0,5 M EDTA (2,5 ul), 0,1 M NaF (5 ul), TCA
50 % (100 pl; zur Proteinféallung) und Kohle (20 pl einer 50 %-Kohlesuspension) versetzt. Die
Proben wurden fir 10 min auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Drehung der Proben

tber Kopf (10 min) im Kihlraum, um die Kohle in Suspension zu halten und eine Bindung

46



Material und Methoden

von ATP an Kohle zu erreichen. Mit einer Tischzentrifuge wurden die Proben 2 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Nach Uberfiihrung des Uberstands in neue 1,0 ml Eppendorf-Tubes,
wurden die Proben mit weiteren 20 ul Kohle versetzt. Es erfolgte eine erneute Drehung Uber
Kopf, um die Proben gut zu durchmischen, bevor ein weiterer Zentrifugationsschritt (2 min,
13000 rpm) erfolgte. Der Uberstand wurde in 2 ml Tubes uberfiihrt, bevor sich die
Ausetherung der Proben (insgesamt dreimal) mit 1 ml wassergesattigtem Ether anschloss.
Hierfir mussten die Proben jeweils 4 min stark geschiittelt werden. Zwischenzeitlich wurde
die aus Ether bestehende Phase mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die wassrigen
Phasen wurden mit 2 M Tris / HCI auf einen pH-Wert von 6,5 - 7,5 eingestellt, bevor es zu
einer Beseitigung des Restethers durch Inkubation (10 min bei 50 °C) kam. Die Proben
wurden dann auf 1000 pl mit ddH,O aufgefiillt, bevor eine Filtrierung erfolgte. Das Auftragen
und die Analyse geschah im HPLC-Labor der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Mayr.
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5 Ergebnisse

5.1 Homologievergleiche zwischen der Entamoeba histolytica IPK
[EhIPK-1], Trichomonas vaginalis IPK [TvIPK-1] und
ausgewahlten Kinasen

Zur Vorbereitung der praktischen Experimente der vorliegenden Arbeit wurde von Prof. Dr.
med. Mayr eine Assemblierung von DNA-Contigs aus sequenzierten DNA-Klonen aus dem
Genom von Entamoeba histolytica und Trichomonas vaginalis vorgenommen. Bei einem
Contig handelt es sich um in der Basenfolge Uberlappende DNA-Stlicke, die von derselben
genetischen Quelle abstammen. Ein Contig kann dafiir verwendet werden, die urspriingliche
DNA-Sequenz zu rekonstruieren. Die folgenden Daten in Abbildung 5-1 und Abbildung 5-2
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. Mayr zur Verfiigung gestellt.

Um eine Aussage Uber den Funktionsumfang der pradizierten und untersuchten IPKs aus
Entamoeba histolytica und Trichomonas vaginalis vor der Durchfiihrung des experimentellen
Teils machen zu kénnen, wurden Alignments mit bereits bekannten Eukaryoten-IPKs (IP3K,
IPMK, IP6K) angefertigt und auf Homologien hin untersucht. Fur die Alignments wurde das
Programm Blast (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) und das Multiple Sequence Alignment
Programm  (http://genome.cs.mtu.edu/map.html)  eingesetzt [Huang, 1994]. Die
entsprechenden Alignments sind in Abbildung 5-3 und Abbildung 5-4 zu sehen.
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Abbildung 5-1: Alignment homologer Proteine aus Entamoeba histolytica

Neben dem Alignment ist der Identitats-Score abgebildet, der die Homologie der Proteine untereinander wiedergibt.

Bei dem in rot hervorgehobenen Protein handelt es sich um die exprimierte und charakterisierte EhIPK-1 (vgl. auch Abbildung 5-4). Die abgebildeten homologen Proteine sind
(putative) IPKs, deren (putative) Funktion in der NCBI-Datenbank teilweise ndher (maschinell) spezifiziert und in der Abbildung angegeben wurde. Die verwendete Nomenklatur
der Proteine wird in den Stammb&umen in Kapitel 6 leicht variiert weiterverwendet. Jedem Protein wird in der Diskussion eine Bezeichnung zugeordnet, die sich an der
Namensgebung der EhIPK-1 orientiert und die Homologie der putativen IPKs untereinander bertcksichtigt (siehe Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2).

Allen in der Abbildung gezeigten homologen Proteinen aus Entamoeba histolytica sind die Accession-Nummern der NCBI-Datenbank zugeordnet: IP6K-1: Protein XP_648490
(alternativer Translationsstartpunkt); EhIPK-1: Protein XP_648490; IPK: XP_652950; IP6K-2: XP_654022; IP6K-3: XP_657068; IP6K-4: XP_652983;
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Abbildung 5-2: Alignment homologer Proteine aus Trichomonas vaginalis

Neben dem Alignment ist der Identitats-Score abgebildet, der die Homologie der Proteine untereinander wiedergibt.

Bei dem in blau hervorgehobenen Protein handelt es sich um die exprimierte und charakterisierte TvIPK-1 (vgl. auch Abbildung 5-4). Die homologen Proteine sind auch hier
(putative) IPKs, deren (putative) Funktion in der NCBI-Datenbank teilweise néher (maschinell) spezifiziert und in der Abbildung angegeben wurde. Drei der gezeigten Proteine
werden in der Datenbank als hypothetische Proteine gefiihrt. Die verwendete Nomenklatur der Proteine wird in den Stammb&aumen in Kapitel 6 leicht variiert weiterverwendet.
Jedem Protein wird in der Diskussion eine Bezeichnung zugeordnet, die sich an der Namensgebung der TvIPK-1 orientiert und die Homologie der putativen IPKs untereinander
berucksichtigt (siehe Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2).

Allen in der Abbildung gezeigten homologen Proteinen aus Trichomonas vaginalis sind die Accession-Nummern der NCBI-Datenbank zugeordnet: Hypothetisches Protein-1:
XP_001297670; IP6K-1: XP_001312736; IP6K-2: XP_001302264; IP6K-3: Variante des Proteins XP_001302264; TvIPK-1: XP_001323250; IPK-1: XP_001583677;
Hypothetisches Protein-2: XP_001318624; IPK-2: XP_001294231; Hypothetisches Protein-3: XP_001307469; IP6K-4. XP_001305423;
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Abbildung 5-3: Alignment der IPK aus Entamoeba histolytica [EhIPK-1] und Trichomonas vaginalis
[TvIPK-1] gegen die IPMK aus Saccharomyces cerevisiae, die Isoformen 1 und 2 der IP3K aus Drosophila
melanogaster, die Isoform C der IP3K aus Rattus norvegicus sowie gegen die Isoformen 1-3 der humanen

IP6K
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Abbildung 5-3, Fortsetzung: Alignment der IPK aus Entamoeba histolytica [EhIPK-1] und Trichomonas
vaginalis [TvIPK-1] gegen die IPMK aus Saccharomyces cerevisiae, die Isoformen 1 und 2 der IP3K aus
Drosophila melanogaster, die Isoform C der IP3K aus Rattus norvegicus sowie gegen die Isoformen 1-3
der humanen IP6K

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur die Bereiche des Alignments abgebildet, in denen die EhIPK-1 und
TvIPK-1 mit den erwéhnten IPKs aligniert. Die stark konservierten und fur die katalytische Funktion des Enzyms
essentiellen Motive sind farblich hervorgehoben. Das Alignment wurde mit der Amino-S&ure-Matrix = Blosum 62
und den nicht Standard-Parametern gap open penalty = 5, gap extension penalty = 1 und gap size for constant
penalty = 10 angefertigt.

Wie bereits in Kapitel 3.2.1 erwéhnt, existieren in IPK-Aminoséuresequenzen Motive, die
eine erste Hypothese in Bezug auf Zugehdrigkeit und Funktion von IPKs zulassen. In der
Abbildung 5-3 ist zu sehen, dass, durch rote Umrandungen hervorgehoben, verschiedene
stark konservierte Consensus-Motive in der EhIPK-1, TvIPK-1 und in tierischen IPK-

Sequenzen existieren.
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5.1.1 Erklarung der PDKG-Kinase-Terminologie

Abbildung 5-3 zeigt das sehr gut konservierte Consensus-Motiv (P-C-[VI]-[ML]-D-X-K-[MI]-G)
[PDKG-Motiv]. Dieses sog. PDKG-Motiv wurde von Saiardi et al. [1999, 2001a, 2001b]
beschrieben. Es lasst sich sowohl bei Inositolphosphatmultikinasen als auch bei
Inositolphosphat-3-Kinasen und Inositolhexakisphosphatkinasen als stark konservierter
Bereich nachweisen. Das Signaturmotiv wurde von Togashi et al. [1997] an der
Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase und von Morrison et al. [2001] und Luo et al. [2002] an
der Inositolhexakisphosphatkinase weiter untersucht. Im Falle von Mutationen im Bereich
des PDKG-Motivs konnte gezeigt werden, dass, im Gegensatz zum Wildtyp-Enzym,
unlésliche Mutanten entstehen [Deschermeier, 2005]. Es ist mittlerweile aus
Kristallstrukturen von IP3Ks klar geworden, dass das Motiv fir die 3D-Struktur bzw. Faltung
des Proteins eine essentielle Rolle spielt. Es ist in einem B-Faltblatt gelegen und fir die
korrekte Positionierung von ATP verantwortlich. Mutationen beeinflussen sowohl die Bindung
von ATP bzw. die Ubertragung der Phosphatgruppe auf die entsprechende Hydroxylgruppe
des Inositolrings als auch die maximale Umsatzgeschwindigkeit. Bertsch et al. [2000]
konnten nachweisen, dass das Motiv neben der Positionierung des ATP auch bei der
Bindung von Inositolphosphaten eine entscheidende Rolle spielt.

Zusatzlich existiert bei diesen Kinasen das (S—[STA];—X—[LI]-G—[FV]-R—[IV]-X-G)-Motiv
[GFR- / GVR-Motiv] (siehe auch Abbildung 5-3), das, wie von Nalaskowski und Mayr [2004]
beschrieben, fir die korrekte Positionierung des Inositolphosphats erforderlich ist. Das
Consensus-Motiv kommt nicht nur bei Inositolhexakisphosphatkinasen vor, sondern auch bei
Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinasen. Deschermeier [2005] konnte experimentell beweisen,
dass dieses konservierte Motiv eine funktionelle Bedeutung fur die Inositolphosphatbindung
der Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinasen besitzt. Gleiches ist bei der Inositolhexakis-
phosphatkinase zu vermuten. Wie der Abbildung 5-3 weiter zu entnehmen ist, weisen die
EhIPK-1 und TvIPK-1 im Bereich des PDKG-Motivs starke Homologien zu den IPMKs als
auch zu den IP6Ks auf. Die Verwandtschaft zu den IP6Ks scheint jedoch noch ausgepréagter
zu sein. Beim hervorgehobenen GFR- / GVR-Motiv zeigen die beiden Kinasen, vor allem die
EhIPK-1, die grofite Ubereinstimmung mit IP6KSs.

Neben dem erwahnten PDKG- und GFR- / GVR-Motiv existieren noch weitere fur die
Funktion der IPKs essentielle Motive. Das SSLL-Motiv ist malRgeblich an der
Aufrechterhaltung der 3D-Struktur der IPKs beteiligt und stellt Teil der o.g. B-Faltblattstruktur
dar [Miller und Hurley, 2004]. AuRerdem findet man bei allen Kinasen der PDKG-Familie das
DF[GA]-Motiv. Dieses Motiv ist, wie die anderen Motive auch, im C-Terminus der
katalytischen Doméne lokalisiert. Es kommt nicht nur bei Inositolphosphatkinasen sondern
auch bei Proteinkinasen vor. Es konnte durch Réntgenstrukturanalysen bereits gezeigt

werden ([Lowe et al., 1997], [Johnson et al., 1998]), dass der Aspartat-Rest eine funktionelle
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Bedeutung bei der ATP-Bindung besitzt. Mutationen des Aspartatrests fiihren zu einer
kompletten Inaktivierung des Enzyms. Bezogen auf die aus der Ratte isolierte
Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A wurde dies von Communi et al. [1993] beobachtet.
Anhand eines Komplexes, bestehend aus der Phosphorylase Kinase, einem zugehérigen
Peptidsubstrat und AMPPNP (Adenylimidodiphosphat), konnte gezeigt werden, dass die
Carboxylgruppe des Aspartats eine wichtige Rolle fur die korrekte Bindung des AMPPNP
spielt. Daraus lasst sich ableiten, dass das DFG- / DFA-Motiv wichtig flr die Bindung von
ATP ist. Wie in Abbildung 5-3 zu sehen, ist das SSLL-Motiv bei allen Kinasen stark
konserviert. Die TvIPK-1 besitzt in diesem Bereich die wohl ausgepragteste Ahnlichkeit zu
den dort abgebildeten IP6Ks. Die EhIPK-1 zeigt Homologien zu nahezu allen abgebildeten
Kinasen, wodurch eine genaue Zuordnung zu einer speziellen Isoform der tierischen PDKG-
Kinasen an dieser Stelle schwer féllt. Im Bereich des DFG- / DFA-Motivs lasst die
Alignierung der IPKs ebenfalls keine klare Zuordnung der EhIPK-1 und TvIPK-1 zu einer
tierischen PDKG-Kinase-Isoform zu. Es zeigt sich eine nahezu gleich ausgepragte
Homologie zu allen Kinasen, wobei die Ahnlichkeiten zu IPMKs und IP6Ks groRer ist als zu
IP3Ks.

Ein direkter Vergleich in Form eines Alignments zwischen der EhIPK-1 und TvIPK-1 in
Abbildung 5-4 zeigt neben den bereits besprochenen Motiven ebenfalls einen sehr stark
konservierten Bereich innerhalb des N-terminalen Bereichs der katalytischen Doméne in

Form eines (Q-X-G-G-H-G)-Motivs, das man ebenfalls in allen PDKG-Kinasen finden kann.
TvIPK-1 1 [ESNSDSFSSEDLDPLNTEGCEEEEOLCKIKNADHGIDCVARS]LFEE - BNNGETIMTKTPL
EhIPK-1 1 [LINTKIKREHMETKKSOWV[SA(NEG- - -POOMHPDGQYLLESYCLSERIMRDIFYLHIKDDKE
TvIPK-1 60 ---ADCIL Fle - - - -NTQIDGHIHYLL I TAGMTSIECIAINAALEWMRESFEIGVSEERAVE
EhIPK-1 58 WTGTGIIpKYY[eVELHEFGFGELIHYFIRM)S MYEYER|GFVLIDAAT s QO TWDFPETA SEFAME

TvIPK-1 113 QMONMEKEPyP K YIAPSAT IDVSMREDGNLVNHWDEINF - GKKAPIQSFIDTMNIKFIPVNR
EhIPK-1 118 RLVVDET TSLG SGMERNIGEEKPILYSEIYLCTHEVNTRDSLKEYIALFFNDG

——1
TvIPK-1 112 QEFLDEEDVMTEMTQTKIHIYPGS - - RLYEAEILIAVEAIEGD - - - QINLPIRVALESUFN:IAY S
EhIPK-1 178 KYRKEL|PYFHSQMDEKMI|JVMKKREYKMFESEVIAFLaeySTTTLENKEYNCEKMpgelFN:INWI
—
TvIPK-1 227 -DITQESGEMDSEEF)UNTILEARIYIIHLIFTIMP T)HLIGKRQT
EhIPK-1 238 LSEEE[#T------- Vi GFLFEINIYLK S I)fEls] - T3NS FKSL

Abbildung 5-4: Alignment der EhIPK-1 gegen die TvIPK-1

Es existieren schon jetzt in der AG Prof. Dr. med. Mayr Hinweise darauf, dass dieses Motiv
ebenfalls auch bei anderen Protozoen-IPKs, u. a. bei Plasmodium falciparum, auftritt.
Nahere Untersuchungen, bspw. in Form von Mutationsversuchen, koénnten Aufschluss
daruber geben, welche Funktion dieses Motiv innerhalb der katalytischen Doméane besitzt.

In Bezug auf Protozoen sind bisher keine Veroffentlichungen bekannt, in denen funktionelle

Isoformen von Inositolphosphatkinasen in Bezug auf Homologien zwischen

54



Ergebnisse

Protozoenspezies untersucht worden waren. Eine genaue Eingruppierung der EhIPK-1 und
TvIPK-1 ist daher nicht moglich. Wie gezeigt sind die beiden als cDNA hergestellten IPKs
von Entamoeba histolytica bzw. Trichomonas vaginalis sowie alle mittlerweile gefundenen
Homologen sicher der PDKG-Familie zuzuordnen.

Wie spéatere Untersuchungen zeigen werden (siehe v.a. Kapitel 5.6.3) sind Alignierungen der
hier vorgestellten Protozoen-IPKs mit hoher entwickelten Eukaryoten-IPKs und den damit
verbundenen Pradiktionen der Funktion der IPKs nur bedingt aussagekraftig. Alignments,
wie sie in der Abbildung 5-3 und Abbildung 5-4 zu sehen sind, zeigen in Kombination mit den
durchgefuhrten Experimenten und den daraus resultierenden Ergebnissen, dass anhand von
Aminosaure-Ubereinstimmungen die Inositolphosphatspezifitat (Liegt eine IPMK, IP3K oder

IP6K vor?) der jeweiligen Kinase nur teilweise pradizierbar ist.

5.2 Klonierung einer IPK aus Entamoeba histolytica [EhIPK-1] in
den bakteriellen Expressionsvektor pASK-IBA 3

Nach dem durchgeflihrten Homologievergleich und der Assemblierung von DNA-Contigs
durch Prof. Dr. med. Mayr wurde bei der Firma Genscript (www.genscript.com) eine
Vollsynthese der pradizierten DNAs fir die IPKs aus Entamoeba histolytica und Trichomonas
vaginalis in Auftrag gegeben, da keine cDNAs oder genomischen Klone zur Verfligung
standen. AuRerdem war es nicht mdglich, DNA von Protozoen zu gewinnen, da die im
Institut verfligbaren Labore nicht die entsprechende Sicherheitsstufe aufwiesen.
Vollsynthese von DNA-Strangen wird durch aufeinanderfolgende Addition aktivierter
Monomere an eine wachsende Kette, die an eine unl6sliche Matrix gebunden ist,
durchgefuhrt [Stryer, 1999]. Protonierte Desoxyribonucleosid-3’-Phosphoramidite dienen
hierbei als Monomere. Zunachst wird das 3’-Phosphoratom der neuen Gruppe an das 5'-
Sauerstoffatom der entstehenden Kette gebunden. Der bei der Bindung entstehende
Phosphittriester wird mit lod zum Phosphotriester oxidiert. Zuletzt wird die Dimethoxytrityl
(DMT)-Schutzgrupe am 5’-OH-Ende durch Dichloressigsaure entfernt, die vorher die 5' OH-
Gruppe der einzelnen Nukleotide schitzte. Durch Wiederholung dieser Schritte wéchst die
DNA-Kette kontinuierlich.

Es konnte leider nicht abschlieRend geklart werden, wie die Firma Genscript den zweiten
DNA-Strang synthetisiert. Eine beliebte Methode besteht darin, mehrere komplementére,
aber versetzte Oligonukleotide zu synthetisieren und zu hybridisieren. Die vorhandenen
Licken in den Strangen werden dann durch Polymerase-Zusatz gefillt (siehe auch
Abbildung 5-5). Nach Ligation der noch vorhandenen Gaps kann die zweistrangige DNA

dann schlief3lich in einen Vektor kloniert werden.
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Hybridisierung r~7 Strang 1-Primer
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Abbildung 5-5: DNA-Synthese durch Oligonukleotidsynthese, katalysierte Zweitstrang-Auffillung und
abschlieRBende Ligation

Die vollsynthetisch hergestellte cDNA, die von der Firma Genscript in einem pUC57-Vektor
geliefert wurde, konnte durch Klonierungstechniken (Hydrolyse und Ligation) in den pASK-
IBA 3-Vektor, der mit einem Strep-Tag zur Aufreinigung (siehe auch Kapitel 5.4.1) mittels
Streptavidin-Matrix-Saulen versehen war, eingebracht werden (siehe Kapitel 4.2.1.4 und
4.2.1.5). Hierfur wurde die putative Inositolphosphatkinase aus Entamoeba histolytica, die in
einem pUC 57-Vektor geliefert wurde, ebenso wie der entsprechende Expressionsvektor mit
der Restriktionsendonuklease Eco 31 | hydrolysiert. Daraufhin erfolgte die Ligation mit T4-
DNA-Ligase. Die Codon Usage der synthetisch hergestellten DNA wurde vorab von
Genscript optimal an die anstehende bakterielle Expression angepasst. Nach einer erfolgten
Sequenzierung des Inserts des Expressionsvektors nach der Ligation, um unerwinschte
Mutationen auszuschlieen, erfolgte die Expression wie sie in Kapitel 4.3.1 und 5.3
beschrieben ist.

Die translatierte DNA ergab die in der Abbildung 5-4 angegebene Aminosauresequenz (Die
Abkirzungen der Aminoséauren sind in Tabelle 5-1 aufgeschlisselt).

Das Protein besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 31,81 kDa und eine L&nge von
270 Aminosauren. Der prozentuale und absolute Anteil der Aminosduren an der
Zusammensetzung der EhIPK-1 kann Tabelle 5-1 enthommen werden. Die
Zusammensetzung des Enzyms aus den unterschiedlichen Aminosduren ist noch einmal

graphisch in Abbildung 5-6 dargestellt.
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Aminosaure Anzahl Anteil [%0]
Alanin [Ala (A)] 3 1,11
Cystein [Cys (C)] 4 1,48
Asparaginsaure [Asp (D)] 15 5,56
Glutaminsaure [Glu (E)] 25 9,26
Phenylalanin [Phe (F)] 16 5,93
Glycin [Gly (G)] 17 6,30
Histidin [His (H)] 8 2,96
Isoleucin [lle (1)] 15 5,56
Lysin [Lys (K)] 29 10,74
Leucin [Leu (L)] 26 9,63
Methionin [Met (M)] 10 3,70
Asparagin [Asn (N)] 10 3,70
Prolin [Pro (P)] 8 2,96
Glutamin [GIn (Q)] 7 2,59
Arginin [Arg (R)] 12 4,44
Serin [Ser (S)] 19 7,04
Threonin [Thr (T)] 17 6,30
Valin [Val (V)] 12 4,44
Tryptophan [Trp (W)] 4 1,48
Tyrosin [Tyr (Y)] 13 4,81

Tabelle 5-1: Prozentualer und absoluter Anteil der Aminosauren an der EhIPK-1

Aminosaurezusammensetzung
der EhIPK-1
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Anteil der Aminosauren [%)]

Ala Gys Asp Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Asn Pro GIn Arg Ser Thr Val Trp Tyr
Aminosaure

Abbildung 5-6: Prozentualer Anteil der Aminoséuren an der EhIPK-1

Bei Asparaginsaure und Glutaminsdure handelt es sich in der Regel um negativ geladene,
bei Lysin und Arginin um positiv geladenen Aminosduren. Wie in der Abbildung 5-7
hervorgehoben, scheint die Substratbindungssite des Enzyms negativ geladen zu sein. Das
vollstandige Protein besitzt jedoch eine positive Ladung von +1.

Im Rahmen eines Genomprojekts wurde im Verlauf dieser Arbeit von Loftus et al. [2005] die
Sequenz des Genoms von Entamoeba histolytica komplettiert. Unter der Accession-Nummer
XP_648490.1 (in Abbildung 5-7 als EhIPK A bezeichnet) ist ein Gen beschrieben, das flr

eine putative Inositolphosphatkinase codiert. Die von Prof. Dr. med. Mayr pradizierte EhIPK-
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1 unterscheidet sich lediglich durch neun am N-Terminus zusatzlich gelegene Aminosauren,
die bei der dort vorgestellten putativen IPK nicht existent sind und bei der hier verwendeten
DNA exprimiert wurden. Abgesehen davon besteht zu dem von Loftus et al. pradizierten Gen
eine absolute Ubereinstimmung zur EhIPK-1 von Prof. Dr. med. Mayr (siehe Abbildung 5-7).

EhIPK-1 IR NN S8 93 ) : (MSTKKSQWVQAGGHGGPQQLHPDGMYLLKPCLSHRERDFYLHIKDDKEWT(E
EdIPK A R MIEKKSQWVQAGGHGGPQQLHPDGI{YLLKPCLSHRERDFYLHIKDDKEWT}
EhIPK A 1l -----eme MSTEKSQWVQAGGHGGPQQLHPDGEYLLKPCLSHRERDFYLHIKDDKEWT(¢
EdIPK B 1 ------- LERSY TEHKSIHWVQAGGHGGERIQLIYP

EhIPK B 1 ------- MS IEMNTLSELAL Y Nele):(e]elS H{edAV)YN| EYLLKPCLAPREKAFYLK!QN 194 CE

PDKG-Motiv

I IR
TGIIPKFYGVELHEFGFGELEFIRMENLMY){YKRPFVLDLKIGTQTWDPETASSKMKKRL
TGIPKFYGVELHEFGFGELEFIRMENLMYQYKRPFVLDLKIGTQTWDPETASSKMKKRL
99O WV TG I I PKF YGVELHEFGFGELEF IRMENLMY[{YKRPFVLDLKIGTQTWDPETAS SKMKKRL
e ne S I I 1 1 PRF Y GREHE F GfiG EQEF IRMENLMUONKIPFVLDLK IGTQTWDPETESIKMEK R L,
123799 G - -V -30 T T PK F Y G EFH) F GPGENJEF I)AMENLMNOMKINP FVLDLKIGTQ TWDPETESINRMKKRL

EhIPK-1 61
EdIPK A 52

=
EhIPK-1 121 DSTSTTTBLGVRFSGMERNIGBEKPILYSRYLCTHEVNTRDBLKEYIKLFFNDGKKYR
EdIPK A 112 DSTSETTSLGVRFSGMERNIGEEKPILYSRYLCTHEVNTRDSLKEYIKLFFNDGKKYR
EhIPK A 112 DSTSTTTSLGVRFSGMERNIGEEKPILYSRYLCTHEVNTRDSLKEYIKLFFNDGKKYR
EdIPK B 113
EhIPK B 114

EhIPK-1 181
EdIPK A 172
EhIPK A 172
EdIPK B 172
EhIPK B 173

EhIPK-1 241
EdIPK A 232
EhIPK A 232
EdIPK B 232
EhIPK B 233

Abbildung 5-7: Alignment der EhIPK-1 mit hoch homologen identifizierten Genen aus Entamoeba
histolytica und Entamoeba dispar

Mittlerweile existiert eine Korrektur fir die EhIPK-1 A, die ebenfalls die neun zuséatzlichen N-
terminalen Aminosauren umfaf3t. Vielleicht existieren hier zwei alternative Start-Methionine.
Neben dem zur EhIPK-1 stark homologen Gen (EhIPK A) war es auch mdglich, durch
Alignments weitere Ubereinstimmungen der exprimierten IPK innerhalb der NCBI-
Genomdatenbank zu finden. Hierbei handelt es sich unter anderem um eine putative
Inositolphosphatkinase (Accession-Nummer: XP_001736963.1) (EdIPK A) aus Entamoeba
dispar. Die weiteren Alignments ergaben eine geringere Ubereinstimmung mit der hier
vorgestellten EhIPK-1: Zum einen konnte eine weitere Inositolphosphatkinase (Accession-
Nummer: XP_652950.1) von Entamoeba histolytica (EhIPK B) identifiziert werden [Loftus et
al., 2005], andererseits wurde ein Gen (Accession-Nummer: XP_001739264.1) (EdIPK B)
gefunden, das bei Entamoeba dispar fir eine putative Inositolphosphatmultikinase codieren
soll [Lorenzi et al., 2007]. Eine experimentelle Verifizierung dieser Pradiktionen steht jedoch
noch aus.

Im direkten Vergleich der Gene untereinander wird es offensichtlich, dass jeweils zwei Gene
von Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar (EhIPK A / EdIPK A; EhIPK B / EdIPK B)
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stark Ubereinstimmen. Wie in Kapitel 3 bereits beschrieben, ahneln sich die Genome von
Entamoeba histolytica und Entamoeba dispar sehr, mit dem wichtigen Unterschied, dass
Entamoeba histolytica im Gegensatz zu Entamoeba dispar humanpathogen ist. Es ist daher
anzunehmen, dass die jeweiligen Paare mit einer hohen Wahrscheinlichkeit und geringer
Variabilitat in der Aminosauresequenz fur die selbe Art von Inositolphosphatkinase codieren
und es sich um Isoformen der EhIPK-1 handelt.

5.3 Bakterielle Expression der EhIPK-1

Nach Ligation der DNA, die fiir die EhIPK-1 codiert, mit dem Expressionsvektor pASK-IBA 3
konnte der Expressionsvektor mittels Transformation (siehe Kapitel 4.2.2.4) in den
Expressionsstamm BL21(DE3)pLyS pREP4 eingebracht werden. Daraufhin wurde die
Expression  durchgefiihrt:  Nach  Animpfen einer Uber-Nacht-Kultur mit  dem
Expressionsstamm wurde die Kultur in 500 ml LB-Medium gegeben und zuséatzlich mit
Ampicillin versetzt. Nach Erreichen einer OD=0,5 bei 600 nm Wellenlange wurde die
Expression durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin [AHT] gestartet (siehe Kapitel 4.3.1). Nach
der im Methoden-Teil dieser Arbeit besprochenen Uberexpression erfolgte eine Analyse des
Expressionsversuchs anhand einer SDS-PAGE.

Bei dem Enzym handelt es sich um ein Protein, das eine theoretische GrofRe von 31,8 kDa
aufweist. Es wurden die drei Aliquots, die vor, nach 1 h und am Ende der Expression (nach 2
h) entnommen wurden auf das Gel aufgetragen. Zuséatzlich ist der LMW-Marker in der
Abbildung 5-8 zu sehen.

S - 97,0 kDa
- 66,0 kDa

- 45,0 kDa

<4
- 30,0 kDa

- 20,1 kDa

Abbildung 5-8: Analytische SDS-PAGE nach Uberexpression der EhIPK-1

In der Abbildung sind die unterschiedlichen Spuren durch Nummerierung hervorgehoben: 1: Aliquot vor Induktion;
2: Aliquot 1 h nach Induktion; 3: Aliquot 2 h nach Induktion; 4: LMW. Die zum LMW-Marker zugehdrigen
ProteingréfRen sind am rechten Bildrand angegeben. Der Pfeil verweist auf die neu hinzugekommene Bande nach
Uberexpression.
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Tatséchlich ist auf der SDS-PAGE bei den Spuren 2 und 3, verglichen mit der Spur 1, die
Verstarkung einer Bande auf HOohe der 30 kDa-Bande des LMW-Markers zu sehen. Wie
erwartet deckt sich also das theoretisch errechnete Gewicht des Proteins mit der auf der
SDS-PAGE gefundenen sehr prominenten Bande.

5.4 Partielle Aufreinigung des Bakterienlysats

5.4.1 Partielle Aufreinigung der EhIPK-1 durch die P11-Phosphocellu-
lose-Saule

Es ist aus Arbeiten des Instituts von Prof. Dr. med. Mayr an anderen rekombinanten IPKs
bekannt, dass sich IPMKs mit einer Phosphocellulose-S&ule gut aufreinigen lassen. Fir die
Reinigung wurde daher eine (kostengiinstige) P11-Séule (siehe auch Kapitel 4.3.3)
verwendet und auf die Aufreinigung mit einer Streptavidin-Séaule trotz des im rekombinanten
Proteins vorhandenen Tags verzichtet. Die 30 ml-P11-Saule besal} einen Durchmesser von
2,5 cm. Der pH-Wert der Saule wurde auf 7,5 eingestellt. Die FluRrate betrug ca. 1 ml / min.
Nach Lyse der Bakterien durch Sonifizierung (siehe Kapitel 4.3.2) wurde eine SDS-PAGE
angefertigt (siehe Abbildung 5-9), die nach der Aufreinigung mit einer P11-Phosphocellulose-
Saule entstand (siehe Kapitel 4.3.3.2) und die Wasch- und Eluatfraktionen, die wahrend der
Aufreinigung entstanden, zeigt. Es wurde auch hier der LMW-Marker aufgetragen. Es ist gut
zu erkennen, dass die Eluatfraktionen eine Bande auf Hohe von ca. 30 kDa aufweisen.
Diese zusatzliche Proteinbande entsteht erst nach Induktion.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Abbildung 5-9: Analytische SDS-PAGE nach Aufreinigung der EhIPK-1 mit einer P11-Phosphocellulose-
Saule: Die Spuren sind durchnummeriert: 1: Pellet-Probe; 2: Lyse-Probe; 3: Waschfraktion 1; 4: Waschfraktion 2;
5: Waschfraktion 3; 6: Waschfraktion 4, 7: LMW, 8: Eluatfraktion 1; 9: Eluatfraktion 2; 10: Eluatfraktion 3; 11:
Eluatfraktion 4; 12: Eluatfraktion 5; 13: Eluatfraktion 6; 14: Eluatfraktion 7; 15: Eluatfraktion 8; Der Pfeil zeigt das
aufgereinigte Protein.
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Wie die spateren enzymologischen Analysen ergaben, handelt es sich bei dem Protein
tatsachlich um die EhIPK-1, die nach den Waschschritten nun stark angereichert in den
einzelnen Eluatfraktionen vorliegt. Durch die sehr prominente Bande auf Hohe von 30 kDa
kann man sehr gut sehen, dass die Uberexpression des Proteins in gréReren Mengen
erfolgreich war.

5.4.2 Aufkonzentrierung der EhIPK-1 mit der DEAE-Sephacel-Séaule

Um das Protein starker zu konzentrieren, wurden die einzelnen Eluatfraktionen der P11-
Phosphocellulose-Saule an eine DEAE-Sephacel-Saule gebunden und mit geringem
Volumen eines Desorptionspuffers eluiert (siehe Kapitel 4.3.3.3). Es handelt sich hierbei um
eine Anionenaustauschermatrix, die neben einer Aufkonzentrierung der Eluate auch eine
weitere Reinigung der IPK ermdglichte. 1 ml Matrix wurde hierflr in eine Saule mit einem
Durchmesser von 1 cm gegeben und mit DEAE-Puffer aquilibriert. AnschlieBend wurde eine
entsprechende P11-Fraktion Uber die Saule gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit
DEAE-Puffer wurde mit DEAE-Elutionspuffer eluiert. Die Reinheit der Proben ist in Abbildung
5-10 dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
— : -97,0 kDa
- 5 e - 66,0 kDa
- 45,0 kDa
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- 30,0 kDa
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Abbildung 5-10: Analytische SDS-PAGE nach Aufkonzentrierung der EhIPK-1 mit einer DEAE-Sephacel-
Saule: Nummerierung der Spuren: 1: Pellet-Probe; 2: Lysat-Probe; 3: LMW; 4: Eluatfraktion 1; 5: Eluatfraktion 2;
6: Eluatfraktion 3; 7: Eluatfraktion 4; 8: Eluatfraktion 5; 9: Eluatfraktion 6; 10: Eluatfraktion 7; 11: Eluatfraktion 8;
Der Pfeil zeigt das tUberexprimierte Protein auf Hohe der 30 kDa-Bande.

Auf Hohe von 30 kDa ist eine sehr ausgepragte Bande (v.a. Spur 7) zu sehen, die durch die
Konzentrierung der Eluatfraktionen der P11-Phosphocellulose-Saule verstarkt wurde und die
EhIPK-1 darstellt.
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5.5 Enzymkinetik

Enzym-Substrat-Affinitdten und Umsatzraten von Substraten werden durch Parameter wie
den Ky- und va-Wert bestimmt:

Die Bestimmung des Ky- und vpn-Werts erfolgt durch die Erstellung einer
Substratsattigungskurve (siehe Abbildung 5-11). Hierbei wird auf der Abszisse die
Substratkonzentration, auf der Ordinate die Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragen. Die
entstehende Funktion nahert sich einer Asymptote an.

Diese Asymptote entspricht rechnerisch der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit [Vimax]-
Der vma-Wert wird erreicht, sobald alle Molekile des untersuchten Enzyms mit Substrat
gesattigt sind. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich das Substrat im Uberschuss, wodurch das
Enzym fir die Reaktion geschwindigkeitsbestimmend ist.

Die Michaelis-Menten-Konstante [Ky], die auch aus dem Diagramm abgelesen werden
kann, gibt die Substratkonzentration an, die bei halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit

vorliegt.
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Abbildung 5-11: Beispiel einer Substratsattigungskurve

Die exprimierte, angereicherte und konzentrierte EhIPK-1 wurde einer entsprechenden
enzymologischen Charakterisierung unterzogen. Neben der Messung des Ky-Werts fur das
angenommene Hauptsubstrat Ins(1,4,5)P; und des Ky-Werts fir ATP wurde in einer ersten
Versuchsreihe bei bestimmten Substratkonzentrationen die Substratselektivitdt der EhIPK-1
untersucht. Es war aufgrund zu niedriger spezifischer Aktivitdt des partiell gereinigten
Enzyms nicht moglich, die Enzymaktivitat im Photometer mit Hilfe eines gekoppelten
enzymatisch-optischen Tests ([Bertsch et al., 1999], [Bertsch et al., 2000]) zu untersuchen.

Alternativ wurden die Analysen mit der MDD-HPLC durchgeflhrt.
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5.5.1 Vorversuche zum Ermitteln der optimalen Umgebungsvariablen fur
die EhIPK-1

Wie bereits in Kapitel 5.1 besprochen, konnte schon vor Expression der IPKs eine erste
Hypothese aufgestellt werden, um welche Art von Inositolphosphatkinase es sich
mdglicherweise handelt. Nach Datenbankanalysen und Alignments konnten spezifische
tierische Consensus-Motive fur IPMK- IP3K- und IP6K-Isoformen ermittelt werden.
Bestimmte Consensus-Motive treten bei spezfischen Inositolphosphatkinaesen auf und
erflllen, lokalisiert im Bereich der katalytischen Doméane, wichtige Aufgaben bezlglich
Strukturstabilisierung des Proteins und damit erst moglicher Bindung von
Reaktionsteilnehmern (Substrat, ATP, etc.; siehe Kapitel 5.1)

Vorversuche, bei denen der optimale pH-Wert des Enzyms als auch andere Parameter wie
die MgCl,-, Hepes-Puffer-, und KCI-Konzentrationen optimiert wurden, ergaben die
optimalen Inkubationsbedingungen fir das Enzym bei Verwendung von 20 mM Hepes (pH
6,9), 5 mM MgCl,, 30 mM KCI und 1,0 mM DTT. Entsprechend enthielt der in Kapitel
4.3.7.1 beschriebene Assaypuffer standardmaiiig diese Endkonzentrationen an Puffer, lonen
und DTT. Diese Standardpufferbedingungen fanden bei den meisten Experimenten
Anwendung.

Die Aktivitdt des Enzyms wurde fir die Optimierung des pH-Werts des Assays zwischen pH
6,5 und pH 7,8 genauer untersucht. Die Auswertung ergab, dass das Enzym im pH-Bereich
von 6,9 die hochste Aktivitat zeigte. Daraufhin wurden alle weiteren Assays bei diesem pH-
Wert durchgefiihrt. Die fir das Enzym optimalen Ins(1,4,5)Ps;- und ATP-Konzentrationen

wurden anhand der Ky-Wert-Bestimmungen in Kapitel 5.5.2 und Kapitel 5.5.3 ermittelt.

5.5.2 Ky-Wert-Bestimmung fur das vermutete Hauptsubstrat Ins(1,4,5)P;

Die Ky-Wertbestimmung fur Ins(1,4,5)P; erfolgte unter Standardpufferbedingungen und einer
eingesetzten ATP-Konzentration von 1 mM. Die Assaykonzentrationen von Ins(1,4,5)P; in
den Ansatzen waren 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 und 100 uM. Die Ansatzvolumina variierten
zwischen 240 und 1920 pl bei einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 ug / ml. Es erfolgte eine
kinetische Vierpunktbestimmung: Aliquots aus dem Reaktionsansatz wurden nach 0, 30, 60
und 90 min enthommen und mittels MDD-HPLC analysiert (siehe Kapitel 4.3.7). Die
Auswertung erfolgte hier anhand der nach 30 min entnommenen Proben (siehe Abbildung
5-12), da in Auswertungen ersichtlich wurde, dass der Substratumsatz des Enzyms innerhalb
der ersten 30 min am hdéchsten war und im weiteren Verlauf ein Rlickgang der Aktivitat des

Enzyms durch starkeren Substratverbrauch als 30 % feststellbar war.
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Abbildung 5-12: Km-Wert-Bestimmung fiir das vermutete Hauptsubstrat Ins(1,4,5)Ps nach einer
Inkubationsphase von 30 min nach Michaelis Menten und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 ug / ml

Es ergab sich ein Ky-Wert fur Ins(1,4,5)P; von ca. 34,3 uM. Hierbei handelt es sich,
verglichen mit anderen IPKs, um den héchsten Ky-Wert fiir Ins(1,4,5)P3, der in Kapitel 6 der
Arbeit diskutiert wird. Der vh-Wert errechnete sich mit 0,038 umol / min / mg.

Abbildung 5-13 zeigt eine Bestimmung der Aktivitdt des Enzyms Uber die Zeit bei einer
initialen Ins(1,4,5)Ps-Konzentration von 50 uM (siehe auch Kapitel 5.7). Das Experiment
erfolgte ebenfalls unter Standardpufferbedingungen bei einer Enzymkonzentration von ca.
9,4 pg / ml und einem Assayvolumen von 160 pl. Die maximale Geschwindigkeit (Vmax)
wurde zum Zeitpunkt 30 min mit 0,022 umol / min / mg ermittelt. Es ist davon auszugehen,
dass der vma-Wert grofRer ist als bestimmt, da die Aktivitdt des Enzyms Uber die Zeit stark
abnimmt (siehe auch Kapitel 5.7).
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Abbildung 5-13: Bestimmung der Umsatzgeschwindigkeit Uber die Zeit bei zunehmendem Verbrauch von
initial 50 pM Substrat und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 ug / ml

5.5.3 Ky-Wert-Bestimmung fur ATP

Bei diesem Experiment wurden neben den Standardpufferbedingungen innerhalb der
Ansatze 50 uM InsP; und ATP-Konzentrationen von 0, 0,05, 0,1 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 und 3,2
mM eingesetzt. Die Enzymkonzentration betrug 9,4 ug / ml bei einem Assayvolumen von 160
pul. Es wurde eine kinetische Vierpunktbestimmung, wie in Kapitel 5.5.2 beschrieben,
durchgefuhrt. Proben wurden nach 0, 30, 60 und 90 min entnommen. Die Auswertung
erfolgte wie in Kapitel 5.5.2 anhand der 30-Minuten-Werte (siehe Abbildung 5-14). Der nach
Michaelis Menten errechnete Ky-Wert fir ATP lag bei 0,059 mM. Der ebenfalls aus der
Bestimmung abzuleitende vyx-Wert errechnete sich mit 0,034 uM / min / mg. Wie in der
Abbildung zu sehen, findet bei ATP-Konzentrationen von mehr als 1,6 uM eine leichte
Hemmung der Aktivitat des Enzyms statt. Da wahrend des Experiments mit ansteigender
ATP-Konzentration nicht die Mg?**-Konzentration erhéht wurde, ist die in Abbildung 5-14
auftretende Hemmung der Aktivitat des Enzyms vermutlich auf eine Zunahme der

Konzentration von nicht Mg?*-komplexiertem freiem ATP zuriickzufiihren.
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Abbildung 5-14: Bestimmung des Ku-Werts fir ATP sowie des vmax-Werts der EhIPK-1 bei
unterschiedlichen ATP-Konzentrationen, einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 pug / ml und einer
Inkubationsphase von 30 min nach Michaelis Menten

5.6 Substratselektivitat der EhIPK-1

5.6.1 Umsetzung unterschiedlicher Substrate durch EhIPK-1

Im Rahmen der Charakterisierung der EhIPK-1 wurde neben dem vg-Wert und
verschiedener Ky-Werte ebenfalls die Substratselektivitat fir verschiedene InsPy-Isomere
untersucht. Neben dem vermuteten Hauptsubstrat Ins(1,4,5)Ps; wurden zahlreiche andere
Inositolphosphatisomere als Substrat eingesetzt und die entstandenen Produkte per MDD-
HPLC bestimmt. Bei den getesteten Substraten handelt es sich um InsPs- (Ins(1,4,5)Ps,
Ins(2,4,5)Ps, Ins(1,4,6)P3), InsP,  (Ins(1,3,4,5)Ps, Ins(1,3,4,6)P,,  Ins(1,4,5,6)Py,
Ins(3,4,5,6)P;) und InsPs-Isomere (Ins(1,2,3,4,5)Ps, 1Ins(1,2,3,4,6)Ps, Ins(1,2,4,5,6)Ps,
Ins(1,3,4,5,6)Ps). Zusatzlich wurde InsPg eingesetzt. Als Produkte konnten neben normalen
Inositolphosphaten auch PP-InsP-Isomere identifiziert werden. Deren Struktur liel3 sich bis
auf wenige Ausnahmen nicht prézise zuordnen, da keine entsprechenden Standards zur
Verfligung standen. Es wird an den entsprechenden Stellen in den Kapiteln auf die PP-InsP-
Isomere eingegangen, die mit romischen Ziffern (I — VI) durchnummeriert wurden. Die
Beschriftung orientierte sich an den Retentionszeiten der PP-InsP-Isomere: Friheluierende
PP-InsP-Isomere erhielten kleine, spateluierende PP-InsP-Isomere hohere Ziffern. PP-InsP-
Isomere, die den gleichen Elutionszeitpunkt hatten, wurden zusatzlich mit Kleinbuchstaben
versehen.

Im Rahmen der Substratuntersuchungen wurden durch die MDD-HPLC-Analyse dieselben

Zwischenprodukte von sequentiellen Phosphorylierungen an mehr als einer Stelle des
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Substrats identifiziert. In den folgenden Kapiteln findet soweit méglich eine isomerengenaue
Eingliederung der unterschiedlichen Phosphorylierungsreaktionen statt. Um Ubersichtlichkeit
gewahrleisten zu kénnen, werden bei den Substratselektivitatsstudien immer alle Produkte
und Phosphorylierungsschritte angegeben. Dadurch ist es moglich, dass sich
Metabolisierungsschritte in den einzelnen Kapiteln wiederholen. Bei den in den einzelnen
Kapiteln aufgezeigten Reaktionsschemata handelt es sich um Modellvorschlage, die sich an
den bisherigen Daten orientieren.

In den folgenden Abbildungen sind Chromatogramme der Proben in Superposition zu sehen,
die durch das Hinzuaddieren von Absorption erzeugt wurden. Neben den enthommenen
Proben ist eine Leersubstrataufnahme (Substratprobe) in den Abbildungen gezeigt.
AuRerdem ist das MDD-HPLC-Chromatogramm einer Standardmischung, die InsP, enthalt
und es ermdglicht, die entstandenen Inositolphosphate anhand der Retentionszeit zu
identifizieren, abgebildet.

Nahezu alle Versuche fanden unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP und 10 uM des
jeweiligen Substrats statt. Die Inkubation der Proben erfolgte zu den in den Kapiteln
angegebenen Bedingungen (siehe Bildunterschriften). Die Enzymkonzentration in den
Anséatzen lag bei ca. 5,2 bzw. 9,4 ug / ml. Die Ansatzvolumina betrugen 480 bzw. 160 pl. Bei
Abweichungen wird im Text weiter unten darauf eingegangen.

Im Laufe der Arbeit zeigte sich, dass die EhIPK-1 auch in der Lage war, ho6her
phosphorylierte Inositolphosphate als InsPs zu bilden. Aus diesem Grunde wurde der
Gradient der MDD-HPLC angepasst: Wahrend alle getesteten InsPs- und InsP4-Isomere mit
dem selben Gradienten getestet wurden, wurde fir die InsPs-Substrate ein Gradient
verwendet, der eine genaue Unterscheidung der generierten Produkte (groftenteils PP-
InsP4- und PP.-InsPs-Isomere) ermdglichte. Die Elutionszeitpunkte gleicher Produkte unter
Verwendung der unterschiedlichen Gradienten weichen aus diesem Grunde in den

Chromatogrammen ab.

5.6.1.1 Umsetzung von Ins(1,4,5)P; durch EhIPK-1

Das Substrat war mit ca. 10 % Ins(2,4,5)P; verunreinigt. Abbildung 5-15 zeigt die
entstandenen  MDD-HPLC-Chromatogramme  der vorhandenen und  gebildeten
Inositolphosphate.

Wie der Abbildung 5-15 zu entnehmen, entstehen bei der Inkubation der EhIPK-1 mit
Ins(1,4,5)P; nach 90 min eine Reihe von Produkten. Neben dem InsP,-Produkt
Ins(1,3,4,5)P, entsteht auch Ins(1,4,5,6)P,, etwas Ins(1,2,4,5)P, sowie als zweifaches
Phosphorylierungsprodukt Ins(1,3,4,5,6)Ps als auch eine kleine Menge Ins(1,2,4,5,6)Ps. Dies
erinnert an die katalytischen Schritte bekannter IPMKs. Es kommt also bei der EhIPK-1 unter

Einsatz von Ins(1,4,5)P; zunéchst einmal zu einer Phosphorylierung von Ins(1,4,5)P; zu
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Ins(1,3,4,5)P4 und Ins(1,4,5,6)P,. Somit scheint das Enzym sowohl 3-OH-Kinase- als auch 6-
OH-Kinase-Aktivitat fur Ins(1,4,5)P3 zu besitzen.
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Abbildung 5-15: MDD-HPLC-Chromatogramme nach 0 min, 90 min und 180 min mit 10 uM Ins(1,4,5)P3
unter Standardbedingungen mit 1,0 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug 9,4 pg / ml bei einer
AnsatzgrofRe von 160 pl.

Die entstandenen dominierenden InsP4,-Produkte werden in einem weiteren durch das
Enzym katalysierten Phosphorylierungsschritt zu Ins(1,3,4,5,6)Ps konvertiert, indem eine
Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5)P4 und Ins(1,4,5,6)P4 an der jeweils noch nicht besetzten
6- bzw. 3-Position erfolgt. Die unterschiedlichen Phosphorylierungsschritte sind in Abbildung
5-16 graphisch dargestellt. Bei dem in Abbildung 5-16 gezeigten Reaktionsmechanismus
handelt es sich mdglicherweise um den Hauptreaktionsweg der EhIPK-1. Die EhIPK-1

scheint also eine IPMK zu sein.
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Abbildung 5-16: Vermutete Hauptreaktionswege der Phosporylierung von Ins(1,4,5)P3 durch EhIPK-1
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Wahrend der Reaktion wird in sehr kleinen Mengen auch Ins(1,2,4,5)P,, das aus dem
substratkontaminierenden (ca. 10 %) Ins(2,4,5)P; entsteht, gebildet (vgl. auch Kapitel
5.6.1.2). Den MDD-HPLC-Chromatogrammen ist weiter zu entnehmen, dass beim Umsatz
von Ins(1,4,5)P; auch InsP¢ als Produkt generiert wird. Tierische IPMKs sind in der Lage, aus
Ins(1,2,4,5,6)Ps durch 3-Phosphorylierung InsPs zu generieren, weshalb auch hier dieser
Weg zu InsPs angenommen wird: Ins(1,2,4,5)P, wird an der 6-OH-Gruppe zu kleinen
Mengen Ins(1,2,4,5,6)Ps phosphoryliert, bevor es zu InsPg konvertiert wird (siehe Abbildung
5-15 und Abbildung 5-19). Neben den erlauterten Produkten entstehen zusatzlich als
Produkte mit 6 Phosphaten vier PP-InsP4-Isomere [(IVb) + (Va) + (Vb) + (VI)], zwei PP-InsP3-
Isomere [(lll) + (VI)] (siehe Kapitel 5.6.1.4) sowie aus InsPg¢ generiertes PP-InsPs [(1) + (I1)],
das in den folgenden Kapiteln (siehe v.a. Kapitel 5.6.1.12) wieder auftaucht. Auch ein
vermutetes PP-InsP, (II) wird durch Pyrophosphorylierung aus Ins(1,4,5)P; gebildet. Nach
jetziger Datenlage wird auRerdem aus PP-InsP, (VI) PP,-InsP; (lIb) gebildet. Auf das
detektierte PP-InsP; (111) und PP-InsP; (VI) wird in Kapitel 5.6.1.4 eingegangen, da sie von
zunachst gebildeten InsP,~Isomeren abstammen miissen.
Wie spatere Analysen zeigen werden (vgl. Kapitel 5.6.1.8), wird Ins(1,3,4,5,6)Ps zu
insgesamt drei PP-InsP4-Isomeren [(Va) + (Vb) + (VI)] phosphoryliert. PP-InsP, (IVb) wird
aus Ins(1,2,4,5,6)Ps gebildet (siehe Kapitel 5.6.1.9). Zur Entstehung von
pyrophosphorylierten Produkten und Strukturanalysen siehe auch Kapitel 6.4.
Abbildung 5-17 zeigt schematisch die soeben besprochenen Hauptreaktionen ausgehend
von Ins(1,4,5)P; auf:

PP-InsP ,(lll) PP-InsP,(VI)

Ins(1,3,4,5)P, PP-InsP, (Va)
Ins(1,4,5)P < > Ins(1,3,4,5,6)P .~ PP-InsP, (Vb)
| Ins(1,4,5,6)P, PP-InsP (V)
PP-InsP,(ll) i

PP,-InsP,, (lb)

Abbildung 5-17: Umsetzung von Ins(1,4,5)Ps durch EhIPK-1
Die Nebenreaktionen (Produktentstehung < 5 %) sind durch gestrichelte ,Reaktionspfeile” dargestelit.

In  Abbildung 5-18 wird die geschilderte Nebenreaktion, hervorgerufen durch die
Verunreinigung mit Ins(2,4,5)P;, erlautert (vgl. Kapitel 5.6.1.2). Hierbei sind nur die
Phosphorylierungsschritte angegeben, die fir dieses Kapitel relevant sind (vgl. auch
Abbildung 5-20):
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PP-InsP, (IVb)
Ins(2,4,5)P, — Ins(1,24,5)P, — 1Ins(1,2,456)P; = InsP; —= PP-InsP5[()+(Il)]

Abbildung 5-18: Umsetzung von Ins(2,4,5)P3 durch EhIPK-1

5.6.1.2 Umsetzung von Ins(2,4,5)P; durch EhIPK-1

Bei diesem Experiment wurden 20 uM Ins(2,4,5)P; eingesetzt. Das Substrat war mit einer
Spur Ins(1,4,5)P; kontaminiert. Abbildung 5-19 zeigt die entsprechenden MDD-HPLC-

Chromatogramme.
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Abbildung 5-19: MDD-HPLC-Chromatogramme nach 0 min, 10 min, 30 min, 60 min und 120 min mit 20 pM
Ins(2,4,5)P3 unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug 5,2 pug / ml bei
einer Ansatzgro3e von 480 pl.

Ins(2,4,5)P; wird durch 3-Phosphorylierung zu sehr wenig Ins(2,3,4,5)P, phosphoryliert.
Hauptprodukt der Ins(2,4,5)Ps-Phosphorylierung ist Ins(1,2,4,5)P,. Diese Produkte oder
eines hiervon werden zu 1Ins(1,2,3,4,5)Ps, Ins(2,3,4,5,6)Ps und geringen Mengen
Ins(1,2,4,5,6)Ps weiter phosphoryliert. Das Uber die Zeit zunehmende Produkt nahe dem
Elutionszeitpunkt Ins(4,5,6)P; ist vermutlich ein aus Ins(2,4,5)P; entstehendes PP-InsP; (1).
Die entstandenen PP-InsP,—Isomere [(lla) + (lll) + (IVa)] kdnnen nur aus dem vorhandenen
Ins(1,2,3,4,5)Ps hervorgegangen sein. PP-InsP; (I) scheint von Ins(1,2,4,5)P, abgeleitet zu
sein, da nur dieses InsP, in gréReren Mengen wahrend des Experiments als Produkt auftrat.
Das in der Abbildung zu sehende Ins(1,4,5,6)P, wird aus Ins(1,4,5)P;, das als
Verunreinigung in geringer Menge vorlag, gebildet (siehe Kapitel 5.6.1.1). AuRerdem wird
PP-InsPs [(1) + (I)] generiert, das aus InsPg entsteht. InsP¢ hingegen wird durch 1- bzw. 3-
Phosphorylierung aus Ins(2,3,4,5,6)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps gebildet. Das ebenfalls in der
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Abbildung angegebene PP,-InsP; (Ila) wird, wie spater noch in Kapitel 5.6.1.10 gezeigt, aus
PP-InsP, (IVa) gebildet.
In  Abbildung 5-20 sind die angesprochenen Phosphorylierungen schematisch

zusammengefasst:
PP-MAsPs(') Ins(2,3,4,5,6)P
PP-InsP, (1) . Ins(1,2,456)P, — InsP, —= PP-InsP; [(1)+(Il)]
P Ins(1,2,4,5)P < PP-InsP, (lla)
Ins(2,4,5)P , S Ins(1,2,3,4,5)P , —> PP-InsP, (Ill)
Ins(2,3,4,5)P, L = PP-InsP, (IVa) — PP,-InsP; (lla)

Spuren von Ins(1,4,5)P; — Ins(1,4,5,6)P,

Abbildung 5-20: Umsetzung von Ins(2,4,5)P3/ Ins(1,4,5)Ps durch EhIPK-1
Die Nebenreaktionen (Produktentstehung < 5 %) sind durch gestrichelte ,Reaktionspfeile” dargestellit.

5.6.1.3 Umsetzung von Ins(1,4,6)Ps; durch EhIPK-1

Neben Ins(1,4,5)P; wurde auch Ins(1,4,6)P; fur die EhIPK-1 untersucht. Der Test erfolgte
unter Standardbedingungen mit 20 uM Ins(1,4,6)P3. Die MDD-HPLC-Chromatogramme sind
in Abbildung 5-21 gezeigt.

g
o 3 S 53 =
400 . - e as o
350
300 J
>
£ 250 | \ L___/’\—\_J Nt 120 min
c
2 200 |
E' 60 min
2 150
o ]
< I 30 min
4 100 g A 10 min
__....___k / :f(‘\- Subtratprobe
50 -
/\r\_/\_______,/\-/\j\-/\,\J\-’ k\ M—— InsPx-Standardkurve
0 ' : ' ! © —~ =)
9 11 13 15 17 = 1922 <
Zeit [min]

Abbildung 5-21: MDD-HPLC-Chromatogramme nach 0 min, 10 min, 30 min, 60 min und 120 min mit 20 uM
Ins(1,4,6)P3 unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug 5,2 pg / ml bei
einer AnsatzgrofRe von 480 pl.

Wie zu sehen, treten bei der HPLC-Analyse Ins(1,4,5,6)P4, Ins(1,3,4,5,6)Ps sowie ein
weiteres PP-InsPs-Isomer (V), das aus dem einzigen detektierten InsP,4, Ins(1,4,5,6)P,,

hervorgegangen sein muss, auf. Es findet also eine sequentielle Phosphorylierung von
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Ins(1,4,6)P; an 5- und 3-Position statt. Zusétzlich werden die bereits bekannten, aus
Ins(1,3,4,5,6)Ps entstehenden PP-InsP,-Isomere [(Va) + (Vb) + (VI)] detektiert (vgl. Kapitel
5.6.1.8). Auch das aus PP-InsP, (VI) abgeleitete PP,-InsP; (lIb) ist in der Abbildung 5-21
wiederzufinden.
Die folgende Abbildung 5-22 zeigt den fir dieses Substrat postulierten Reaktionsweg der
EhIPK-1 schematisch auf.

PP-InsP, (Va)

4 PP-InsP, (Vb)

Ins(1,3,4,5,6)P
/ "N PP-InsP, (VI)

"% PP-InsP, (V) |
PP,-InsP; (lIb)

Ins(1,4,6)P, — Ins(1,4,5,6)P,

Abbildung 5-22: Umsetzung von Ins(1,4,6)Psdurch EhIPK-1
Die Nebenreaktionen (Produktentstehung < 5 %) sind durch gestrichelte ,Reaktionspfeile” dargestelit.

5.6.1.4 Umsetzung von D/L-Ins(1,3,4,5)P4 durch EhIPK-1

Die Substratldsung enthielt sowohl das D- als auch das L-Enantiomer. Durch die gegebenen
Versuchsbedingungen war es nicht maoglich, die D/L-Konformationen des Substrats zu
unterscheiden. Abbildung 5-23 zeigt die MDD-HPLC-Chromatogramme der Proben.
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Abbildung 5-23: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 90 min und 180
min) mit 10 uM Ins(1,3,4,5)P4 unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug
9,4 ug / ml bei einer Ansatzgréf3e von 160 pl.

Wahrend des Reaktionszyklus entsteht aus Ins(1,3,4,5)P, durch einfache Phosphorylierung
an Position 6 Ins(1,3,4,5,6)Ps. Wie in den Chromatogrammen in Abbildung 5-23 zu sehen,
werden in grolReren Mengen zwei PP-InsPz-Isomere [(lll) + (VI)] gebildet (vgl. Kapitel
5.6.1.1). PP-InsP3 (Ill) eluiert vor, PP-Ins-P3 (VI) eluiert nach Ins(1,3,4,5,6)Ps. Zuséatzlich
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entstehen die bekannten, aus Ins(1,3,4,5,6)Ps gebildeten Pyrophosphate PP-InsP, [(Va) +
(Vb) + (VI)] und PP,-InsP; (llb). Abbildung 5-24 gibt noch einmal einen Uberblick tber die
Phosphorylierungsschritte:

PP-InsP,(lll) PP-InsP ,(VI)

\ P PP-InsP, (Va)

Ins(1,3,4,5P, — Ins(1,3,4,5,6)P . <— PP-InsP, (Vb)
™~ PP-InsP, (VI) — PP,-InsP; (llb)

Abbildung 5-24: Umsetzung von Ins(1,3,4,5)Psdurch EhIPK-1
Die Nebenreaktionen (Produktentstehung < 5 %) sind durch gestrichelte ,Reaktionspfeile” dargestellt.

5.6.1.5 Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P, durch EhIPK-1

Dieses Substrat war mit ca. 20 % Ins(2,4,5,6)P, verunreinigt. Die zugehérigen MDD-HPLC-
Chromatogramme nach Inkubation sind in Abbildung 5-25 zu sehen.

PP2-InsP3 [(I1b)+(lIc)]

PP-InsP4 (V1)
PP-Insps (1
PP-InsP5 (If)
PP2-InsP4 (1)

(IVb)
InsP6
PP-InsP4 [(Va)+(Vb)]

Ins(2456)P4
Ins(1456)P4
Ins(12456)P5 /
Ins(23456)P5
Ins(13456)P5
PP-InsP3 (V)
PP-InsP4

P
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Abbildung 5-25: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 90 min und 180
min) mit 10 pM Ins(1,4,5,6)P4 unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug
9,4 ug / ml bei einer Ansatzgréf3e von 160 pl.

Die Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P, fuhrt, wie in Abbildung 5-25 nachvollziehbar, zu kleineren
Mengen Ins(1,3,4,5,6)Ps. Neben diesem Produkt wird Ins(1,4,5,6)P, zu einem Pyrophosphat
metabolisiert: PP-InsP; (V), das in kleineren Mengen auftritt. Aus Ins(1,3,4,5,6)Ps entstehen
die bekannten Pyrophosphorylierungsprodukte (siehe Abbildung 5-26). Zusatzlich entsteht
aus Ins(2,4,5,6)P, durch Phosphorylierung an 3-Position Ins(2,3,4,5,6)Ps bzw. durch
Phosphorylierung der 1-OH-Gruppe Ins(1,2,4,5,6)Ps. Ins(1,2,4,5,6)Ps wird zu PP-InsP, (IVb)
pyrophosphoryliert, das spater weiter zu PP,-InsP; (lic) umgesetzt wird (siehe Kapitel
5.6.1.9). Dahingegen wird Ins(2,3,4,5,6)Ps sehr schnell zu InsP¢ phosphoryliert und ist

deshalb nur in kleinen Mengen in der Abbildung zu sehen. In einem nachsten Schritt wird
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InsPs dann schliel3lich in die beiden PP-InsPs-Isomere [(I) + (Il)] Uberfihrt. Fur eine
hypothetische Strukturanalyse wird auf die Diskussion verwiesen. Neben diesen Produkten
ist auch erstmals InsPg [PP,-InsP, (1)] zu sehen. Aller Voraussicht geht es aus den beiden
PP-InsPs-Isomeren [(I) + (II)] hervor (siehe auch Kapitel 5.6.1.12). Abbildung 5-26 zeigt die
angesprochenenen (Pyro-) Phosphorylierungsschritte:
PP-InsP,(Va)
/ Ins(1,3,4,5,6)P ; — PP-InsP,(Vb)
Ins(1,4,5,6)P, PP-InsP, (V) — PP,-InsP,(lib)
~ PP-InsP (V)

Abbildung 5-26: Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P4 durch EhIPK-1
Die Nebenreaktionen (Produktentstehung < 5 %) sind durch gestrichelte ,Reaktionspfeile” dargestelit.

PP-InsP, (IVb) — PP,-InsP4 (lic)

T

Ins(1,2,4,5,6)P5 ~ _» PP-InsPg(I) ~ bp
-

/
Ins(2,4,5,6)P InsP InsP, (I
t N Ins(23456Ps <7 C O ppansP(l) <~ «0

Abbildung 5-27: Umsetzung von Ins(2,4,5,6)P4 durch EhIPK-1

5.6.1.6 Umsetzung von Ins(3,4,5,6)P, durch EhIPK-1

Das Substrat war mit kleinen Mengen Ins(2,4,5,6)P, kontaminiert. Die MDD-HPLC-
Chromatogramme sind in Abbildung 5-28 gezeigt.

PP-InsP4 [(Va+Vb)]

PP-InsP4 (V1)
PP2-InsP3 [(Ib)+(IIc)]

Ins(12456)P5 /
Ins(23456)P5
PP-InsP3 (IV) /
Ins(13456)P5
PP-InsP4 (IVb)
PP-InsP5 [(1)+(11)]

Ins(2456)P4
Ins(3456)P4
InsP6
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>
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Abbildung 5-28: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 90 min und 180
min) mit 10 pM Ins(3,4,5,6)P4 unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug
9,4 ug / ml bei einer AnsatzgroéRe von 160 pl.

Das detektierte Ins(1,3,4,5,6)Ps entsteht durch eine 1-OH-Kinase-Aktivitat des Enzyms, die
das Substrat Ins(3,4,5,6)P, an der entsprechenden OH-Gruppe phosphoryliert (siehe
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Abbildung 5-28). Ebenfalls entstanden die schon in anderen Kapiteln erwahnten PP-InsP,-
Isomere, die von Ins(1,3,4,5,6)Ps abgeleitet werden. Neu zu sehen ist ein weiteres, als
Hauptprodukt vorhandenes PP-InsP; (IV), das auf HOhe von Ins(1,3,4,5,6)Ps eluiert. Das
detektierte PP-InsP, (IVb) wird wie Kapitel 5.6.1.9 zeigt ebenfalls von Ins(1,2,4,5,6)Ps
abgeleitet. PP,-InsP3 (lic), das aus dem PP-InsP4-Isomer (IVb) gebildet wird, wurde auch
durch die MDD-HPLC-Analysen detektiert. AuRerdem entstehen kleine Mengen InsPg aus
dem vorhandenen, aus Ins(2,4,5,6)P, generiertem Ins(1,2,4,5,6)Ps und Ins(2,3,4,5,6)Ps.
InsPg wird schliel3lich pyrophosphoryliert zu PP-InsPs [(1) und (I1)].

Abbildung 5-29 und Abbildung 5-30 fassen die Phosphorylierungsschritte zusammen:

PP-InsP ,(Va)

Ins(1,3,4,5,6)P <:PP-InsP4(Vb)
PP-InsP,(VI) — PP,-InsP; (lib)

T
™~ PP-InsP; (IV)

Abbildung 5-29: Umsetzung von Ins(3,4,5,6)P4 durch EhIPK-1

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

- PP-InsP, (IVb) — PP,-InsP, (lic)
Ins(1,2,4,5,6)P5

Ins(2,3,4,5,6)P¢ _wv InsPg— PP-InsPg [(1)+(11)]

Abbildung 5-30: Umsetzung von Ins(2,4,5,6)P4 durch EhIPK-1 (vgl. auch Abbildung 5-27)

Ins(2,4,5,6)P, <

5.6.1.7 Umsetzung von Ins(1,3,4,6)P, durch EhIPK-1

Das Substrat ist ein fir die InsPs-Biosynthese bedeutsames InsP4-Isomer in tierischen
Zellen. Ins(1,3,4,6)P, war mit Ins(1,2,3,4)P, verunreinigt. Die entsprechenden

Chromatogramme sind in Abbildung 5-31 zu sehen.
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PP-InsP4 [(Va)+(Vb)]

Ins(1234)P4
PP-InsP3 (Il) /
Ins(12345)P5
Ins(13456)P5
PP-InsP4 (l1a)
PP-InsP4 (IVa)
PP-InsP4 (VI)
PP2-InsP3 (llb)
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Abbildung 5-31: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 90 min und 180
min) mit 10 uM Ins(1,3,4,6)P4 unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug
9,4 ug / ml bei einer AnsatzgréRe von 160 pl.

Aufgrund der Kontamination von Ins(1,3,4,6)P, mit Ins(1,2,3,4)P, entsteht auch hier
Ins(1,2,3,4,5)Ps. Das entstehende Ins(1,2,3,4,5)Ps wird, wie in Kapitel Kapitel 5.6.1.10
bewiesen, nicht weiter zu InsPs phosphoryliert. Das Substrat Ins(1,3,4,6)P, wird an 5-
Position phosphoryliert, wodurch als weiteres Produkt 1Ins(1,3,4,5,6)Ps mit den
Folgeprodukten generiert wird. Auch unter Einsatz dieses Substrats entsteht als
Hauptprodukt ein PP-InsPz-Isomer (Il). Daneben entsteht, durch Verunreinigung des
Substrats bedingt, aus Ins(1,2,3,4,5)Ps PP-InsP, (lla) und (IVa), auf das nochmals in Kapitel
5.6.1.10 eingegangen wird.
Abbildung 5-32 und Abbildung 5-33 fassen die besprochenen Phosphorylierungsschritte
bezogen auf Ins(1,3,4,6)P, und Ins(1,2,3,4)P, zusammen:

/ PP-InsP, (Va)
g Ins(1,3,4,5,6)P, R» PP-InsP, (Vb)
Ins(1,3,4,6)P, S PP-InsP, (VI) — PP,-InsP, (llb)

PP-InsP, (l1)

Abbildung 5-32: Umsetzung von Ins(1,3,4,6)P4 durch EhIPK-1

_» PPHnsP,(lia)
-InsP, a

Abbildung 5-33: Umsetzung von Ins(1,2,3,4)P4 durch EhIPK-1
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5.6.1.8 Umsetzung von Ins(1,3,4,5,6)Ps durch EhIPK-1

Bei Ins(1,3,4,5,6)Ps handelt es sich um ein weiteres getestetes Substrat mit biologischer
Bedeutung bei Metazoen. Neben Ins(1,3,4,5,6)Ps enthielt das eingesetzte Substrat auch in
geringen Mengen Ins(1,2,4,5,6)Ps.
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Abbildung 5-34: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 10 min, 30 min,
60 min und 120 min) mit 10 pM Ins(1,3,4,5,6)Ps unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die
Enzymkonzentration betrug 5,2 ug / ml bei einer Ansatzgrée von 480 pl.

Ins(1,3,4,5,6)P5 wird bei Metazoen durch eine mit der EhIPK-1 nicht homologen IP52K zu
InsPs phosphoryliert. Das Hauptprodukt der Phosphorylierung ist bei der EhIPK-1 jedoch
nicht InsPgs sondern in erster Linie zwei PP-InsP4-Isomere [(Va) + (Vb)], die nahezu den
selben Elutionszeitpunkt besitzen (siehe Abbildung 5-34). Ein drittes PP-InsPs-Isomer (VI)
wird, wie in den vorangegangen Kapiteln schon gezeigt, auch von Ins(1,3,4,5,6)Ps abgeleitet.
InsPs konnte nicht detektiert werden, wodurch gezeigt wird, dass die EhIPK-1 nicht in der
Lage ist, InsPs aus Ins(1,3,4,5,6)Ps zu bilden. Es muss sich also bei den weiteren Produkten
in Form von InsPs-Isomeren um Produkte handeln, die InsPg als Intermediat nicht bendtigen.
Aus diesem Grunde handelt es sich wohl am ehesten um zweifach pyrophosphorylierte
InsPs-Derivate, also PP,-InsPs-Isomere [(1Ib) + (II)]. PP,-InsP; (IIb), das in kleinen Mengen
aus einem einzelnen PP-InsP, (VI) gebildet wird, wurde, wie auch PP,-InsP; (lll), das aus
den PP-InsP-Isomeren (Va) und (Vb) abgeleitet ist, in der Abbildung detektiert.

Dadurch, dass aus Ins(1,3,4,5,6)Ps neben einem dritten PP-InsP,4- (VI) auch zwei weitere
PP-InsP,-Isomere [(Va) + (Vb)] generiert werden, die an unterschiedlicher Position eine

Pyrophosphatgruppe tragen und in einem néchsten Schritt die noch nicht besetzte Position
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des jeweilig anderen PP-InsP,—Isomers ,nachtraglich pyrophosphoryliert wird, ist es
moglich, dass aus beiden Isomeren schlie3lich das selbe Produkt [PP,-InsP3 (Ill)] entsteht
(siehe auch Kapitel 6.4).
Die folgende Abbildung 5-35 gibt schematisch Aufschluss Uber die hypothetischen
Phosphorylierungsschritte der EhIPK-1:

PP-InsP, (Va)
Ins(1,3,4,5,6)P <>:PP-InsP4 (Vb) > PP,-InsP; (111

PP-InsP, (VI) — PP,-InsP, (llb)

Abbildung 5-35: Umsetzung von Ins(1,3,4,5,6)Ps durch EhIPK-1

5.6.1.9 Umsetzung von D/L-Ins(1,2,4,5,6)Ps durch EhIPK-1

Das Substrat war verunreinigt mit Ins(1,3,4,5,6)Ps und vermutlich einem weiteren InsPs-
Isomer (Ins(1,2,3,4,5)Ps). Die MDD-HPLC-Chromatogramme wurden durch Analysen der
Proben erstellt (siehe Abbildung 5-36).

Ins(12345)P5
Ins(12456)P5
Ins(13456)P5
PP-InsP4 (IVb)
PP2-InsP3 (lic)
PP-InsP5 [(1)+(11)]
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PP-InsP4 (Vc)

400

350 4
300 -

250 PN j \'\'W 120 min

200 -

60 min

150 Mo N

A Absorption [mV]

—
\_»\_JN\’\N/ \““Wm .
100 - 10 min
50 e SOV N \]&(\, Substratprobe
/\‘/\/\/\"‘/\J \'—‘ ~— InsPx-Standardkurve
O T T T n T T
13 15 17 = 519 55 21 23 25

Zeit [min]

Abbildung 5-36: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 10 min, 30 min,
60 min und 120min) mit 10 pM Ins(1,2,4,5,6)Ps unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die
Enzymkonzentration betrug 5,2 pg / ml bei einer Ansatzgréf3e von 480 pl.

Das Hauptprodukt dieser Reaktion ist eindeutig PP,-InsP; (lic). Dieses Produkt wird analog
zum vorangegangenen Kapitel aus den beiden entstehenden PP-InsP4-Isomeren (1Vb), dicht
vor InsPg eluierend, und (Vc), das kurz nach InsPg¢ detektiert wurde, abgeleitet. Die
Retentionszeit von PP,-InsP3 (lic) stimmt mit dem aus PP-InsP, (VI) gebildeten PP,-InsP;
(lIb) und PP,-InsP; (lla), abgeleitet aus PP-InsP, (IVa), Uberein (vgl. Kapitel 5.6.1.8 und
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5.6.1.10). Es handelt sich jedoch um Produkte, die sich strukturell unterscheiden. Es wird
auch hier trotz des entstehenden InsPg davon ausgegangen, dass es sich bei dem InsP+-
Isomer um ein PP,-InsPs-Isomer handelt. Das ebenfalls detektierte InsPg entsteht durch
vollstandige Phosphorylierung des Substrats an der noch freien OH-Gruppe des
Ins(1,2,4,5,6)Ps. InsPg wird spater zu PP-InsPs [(1) + (I1)] umgesetzt.
Abbildung 5-37 zeigt die Phosphorylierungen noch einmal zusammengefasst:

o~ PRSP, (VD) > PP,InsP, (lic)
Ins(1,2,4,5,6)P i: PP-InsP ,(Vc)

InsP, — PP-InsP[(1)+(1)]

Abbildung 5-37: Umsetzung von Ins(1,2,4,5,6)Ps durch EhIPK-1

5.6.1.10 Umsetzung von D/L-Ins(1,2,3,4,5)P5 durch EhIPK-1
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Abbildung 5-38: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 10 min, 30 min,
60 min, 120min) mit 10 pM Ins(1,2,3,4,5)Ps unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die
Enzymkonzentration betrug 5,2 pg / ml bei einer AnsatzgrofRe von 480 pl.

Wie in den MDD-HPLC-Chromatogrammen zu sehen, sind mehrere Produkte detektierbar,
die keinen jeweils nur Phosphoester tragenden InsP, entsprechen. Es wurden insgesamt
drei PP-InsP4-Isomere [(lla) + (Ill) + (IVa)] sowie zwei PP,-InsPs-Isomere [(I) + (lla)]
gefunden. Hauptprodukte der Reaktion scheinen das PP-InsP,-Isomer (ll) und PP,-InsPs (1)
zu sein.

Das in kleineren Mengen auftretende PP,-InsP; (lla) leitet sich daher vermutlich nur von
einem ,Vorlauferprodukt®, dem PP-InsP, (IVa), ab. Weiterhin wird angenommen, dass auch

hier zwei PP-InsP4-Isomere [(l1a) + (llI)] zu einem PP,-InsPs-Isomer (1) metabolisiert werden.
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Die folgende Darstellung in Abbildung 5-39 fasst das Postulierte noch einmal schematisch

zusammen:

PP-InsP , (lla)
TS PP,InsP, (1)
Ins(1,2,3,4,5)P; — PP-InsP, (Ill)

PP-InsP, (IVa)— PP,-InsP, (lla)

Abbildung 5-39: Umsetzung von Ins(1,2,3,4,5)Ps durch EhIPK-1

5.6.1.11 Umsetzung von Ins(1,2,3,4,6)Ps durch EhIPK-1

Auch dieses Substrat konnte nicht isoliert eingesetzt werden und war mit einer Spur
Ins(1,2,3,4,5)Ps verunreinigt. Nach der Inkubation der Proben erfolgte eine Analyse mittels
HPLC (siehe Abbildung 5-40).
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Abbildung 5-40: MDD-HPLC-Chromatogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 min, 10 min, 30 min,
60 min und 120 min) mit 10 uM Ins(1,2,3,4,6)Ps unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die
Enzymkonzentration betrug 5,2 pg / ml bei einer AnsatzgroéRe von 480 pl.

Die MDD-HPLC-Chromatogramme in Abbildung 5-40 zeigen insgesamt nur zwei Produkte:
PP-InsP4-Isomer [(I) + (lIb)]. Beide Isomere missen aus dem Substrat Ins(1,2,3,4,6)Ps

gebildet worden sein. Abbildung 5-41 zeigt die Pyrophosphorylierungen der Reaktion:

/ PP-InsP (1)
N PP-InsP ,(llb)

Abbildung 5-41: Umsetzung von Ins(1,2,3,4,6)Ps durch EhIPK-1

Ins(1,2,3,4,6)P
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5.6.1.12 Umsetzung von InsPg durch EhIPK-1

Der Versuch erfolgte mit 10 uM des Substrats InsPe¢. In Abbildung 5-42 sind die MDD-HPLC-
Chromatogramme gezeigt.
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Abbildung 5-42: MDD-HPLC-Chromatogramme bei den Zeitpunkten 0 min, 90 min und 180 min mit 10 uM
InsPs unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP. Die Enzymkonzentration betrug 5,2 pg / ml bei einer
AnsatzgroRe von 480 pl.

Die Chromatogramme dieses reinen Substrats zeigen neben teils immer noch vorhandenem
InsPs entstandenes PP-InsPs, das an bisher nicht identifizierter Position pyrophosphoryliert
vorliegt. Aufgrund einer zu vermutenden Schulter hinter dem dominanten PP-InsPs (I)-Peak
sowohl beim 90 min- als auch noch starker beim 180 min-Chromatogramm handelt es sich
hier um zwei unterschiedliche PP-InsPs-Isomere [(1)+(11)], die aufgrund der &hnlichen Elution
mit entsprechenden Standards vermutlich 5PP-InsPs und 1- oder 3PP-InsPs (Enantiomere)
darstellen. Zusatzlich ist im Chromatogramm InsPg [PP,-InsP, (1)] zu erkennen, dessen
Struktur (moéglicherweise PPP-InsPs oder PP,-InsPy; vgl. auch Diskussion) unbekannt ist.
Das Reaktionsschema ist in Abbildung 5-43 dargestellt:

/ PP-InsP, (1) \
InsPg PP,-InsP, (1)
N PP-InsP, (Il) ST

Abbildung 5-43: Umsetzung von InsPs durch EhIPK-1
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5.6.2 Limitierte Hydrolyse von PP-InsP-lsomeren durch Trichloressig-
saure [TCA]-Behandlung

Bei den Substratuntersuchungen wurde durch HPLC-Analysen eine Vielzahl von PP-InsP-
Isomeren als Produkte gefunden. Um sicherzustellen, dass es sich tatsdchlich um
pyrophosphorylierte Inositolringe handelt, wurde fir Phosphorylierungsansatze eine limitierte
Hydrolyse mit 50 % Trichloressigsaure [TCA] durchgefuhrt. Durch diese Inkubation kommt es
fast nur zu einer Spaltung von Pyrophosphatgruppen und kaum zur Spaltung der
Phosphomonoester am Inositolring. Durch diese Methode wird also verifiziert, dass es sich
bei den fraglichen PP-InsP-Isomeren tatsédchlich um Pyrophophate handelt. Es besteht
jedoch auch die Mdglichkeit, dass es zu einem gewissen Prozentsatz zu intramolekularen
Umlagerungen von Phosphatgruppen kommen kann, insbesondere im Bereich der cis-
standigen OH-Gruppen 1,2 und 3. Es lieRen sich mit dieser Methode zwar Riickschliisse auf
die Isomerie der zugrunde liegenden nicht phosphorylierten Substrate, die so Uberwiegend
regeneriert werden, ziehen, jedoch keine Rulckschlisse auf die Positionen der
Pyrophosphatgruppen.

Beispielhaft ist eine limitierte Hydrolyse in Abbildung 5-44 gezeigt: Fir die spater partiell zu
hydrolysierenden Anséatze wurde zunéchst das Substrat Ins(1,4,5)P; fur 120 min bei 30 °C
unter Standardpufferbedingungen phosphoryliert. Die Hydrolyse erfolgte danach durch
Zugabe von TCA auf 50 % (10 min Inkubation bei 95 °C). Kontrollen wurden direkt fir die
HPLC-Analyse aufgearbeitet, ohne hydrolysiert worden zu sein.

Wie in Abbildung 5-44 zu sehen, sind neben der unbehandelten Kontrolle auch die
hydrolysierte Probe sowie die schon bekannte Standardmischung von InsP, aufgetragen.
Um die Identifizierung der PP-InsP-Isomere zu erleichtern, wurde der Standardmischung
noch ein Gemisch, bestehend aus InsPg¢ und Ins(1,3,4,5,6)Ps, dazugegeben. Das Gemisch

ist auRerdem noch als zusatzliche Probe isoliert aufgetragen worden.
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200
—— Kontrolle
+50% TCA, 95°C 10 min
180 a’n” +InsPg & Ins(13456)Ps5 St.
75 InsPg & Ins(13456)Ps St.
_ﬂ_ -------- InsP,-Standardkurve
160 + i
g s I
= o 2=
140 + - R
= _ gg; ;Jl
z 120 i :
S ha o
2 z
5 |
S 100 -
< 1
= ¢
- i.
80 - i
1 1.
1 -
27
0 e

"n 12
Zeit [min]

13 14 15 16 17 18

Abbildung 5-44: Partielle Hydrolyse von PP-InsP-Isomeren durch Trichloressigsaure [TCA]

Die Abnahme der Flachen der PP-InsP-Isomere ist mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Die Zunahme der Flachen,
die durch die hydrolysierten PP-InsP-Isomere entsteht, ist mit griinen Pfeilen farblich illustriert.

Wie sehr gut zu sehen, findet eine relativ selektive Hydrolyse der hier gebildeten
Pyrophosphate PP-InsP; (VI) und PP-InsP, [(IVb) + (Va) + (Vb) + (VI)] statt. Zusatzlich ist in

der Abbildung ein Peak, ahnlich eluierend wie Ins(1,3,4,5)P, zu sehen, der in der Hohe

ebenso abnimmt (vgl. auch Abbildung 5-15 bzw. Kapitel 5.6.1.1). Vermutlich handelt es sich

hierbei um das PP-InsP,-Isomer (ll). In der Abbildung sind die Flachenver&nderungen
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(Abnahme der Peaks mit roten Pfeilen, Zunahme der Peaks mit griinen Pfeilen) farblich
illustriert. Es wurde mit dieser Methode der Beweis erbracht, dass es sich bei den Produkten
tatsachlich um PP-InsP-Isomere handelt.

5.6.3 Zusammenfassung der Substratselektivitat der EhIPK-1

Die MDD-HPLC-Analysen haben gezeigt, dass die EhIPK-1 eine Vielzahl von Substraten
umsetzen kann. Neben einer InsP,-OH-Kinase-Féahigkeit besitzt die IPK offensichtlich auch
InsP4-Phosphokinase- (=Pyrophosphatsynthase-) Aktivitat. Die IPK ist also in der Lage, OH-
Gruppen am Inositolring zu phosphorylieren und bereits vorhandene Phosphatgruppen zu
pyrophosphorylieren.

Wie Tabelle 5-2 zu entnehmen ist, besitzt die Inositolphosphatkinase nicht nur die
Funktionsvielfalt von bisher bekannten IPMKs (siehe Abbildung 5-16) mit einer ausgepragten
InsP,-Phosphokinase-Aktivitdt, sondern sie ist auch an der Bildung extrem hoch
phosphorylierter Inositole aus InsPs-Isomeren und InsPg beteiligt bis hin zu InsPs.

Das Enzym kann Inositolphosphate offensichtlich an der 1- und 3-OH-Gruppe
phosphorylieren. AuRerdem verfiigt die EhIPK-1 Uber die Fahigkeit, eine Phosphorylierung
von OH-Gruppen an Position 5 und 6 vorzunehmen. Dies variiert und hangt letztlich von der
schon vorhandenen Phosphorylierung des eingesetzten Substrats ab.

Die EhIPK-1 st fahig, ein breites Spektrum von Inositolphosphatisomeren zu
pyrophosphorylieren. Diese Eigenschaft ist nicht auf InsPs-Isomere und InsPs beschrankt,
sondern kann auch schon sehr frih bei InsP3z- und InsP,-Isomeren auftreten. Man stellt eine
Pyrophosphorylierung bis hin zu InsPg-Isomeren fest. Um die genauen Strukturen der
entstandenen PP-InsP,-Pyrophosphate aufzuklaren, sind weitere Analysen aufRerhalb dieser
Arbeit notwendig. Einen Uberblick Gber die Substrat- und Gruppenspezifititen (Hydroxy-
Kinase bzw. Phosphokinase mit Bildung von Phosphoestern bzw. Pyrophosphaten) der
EhIPK-1 gibt zusammenfassend Tabelle 5-2 bzw. das Schema in Abbildung 5-45. In Tabelle
5-2 ist zusatzlich der prozentuale Anteil der jeweiligen Produkte (auf 5 % gerundet)
angegeben, die aus dem Substrat bzw. einem ,Zwischenprodukt® durch Phosphorylierung

gebildet werden.
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Substrat Produkt(e) Kinase-Selektivitat
Ins(1,4,5)P5 Ins(1,3,4,5)P, (ca. 15 %) Ins(1,4,5)P3-3-OH-Kinase
Ins(1,4,5,6)P, (ca. 35 %) Ins(1,4,5)P3-6-OH-Kinase
PP-InsP, (Il) (ca. 5 %) Ins(1,4,5)Ps-x-P-Kinase
Ins(1,4,6)P; Ins(1,4,5,6)P4 (> 55 %) Ins(1,4,6)P3-5-OH-Kinase
Ins(2,4,5)P; Ins(1,2,4,5)P, (ca. 70 %) Ins(2,4,5)P3-1-OH-Kinase

Ins(2,3,4,5)P, (ca. 10%)
PP-InsP, (1) (ca. 10 %)

Ins(2,4,5)Ps-3-OH-Kinase
Ins(2,4,5)Ps-x-P-Kinase

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

Ins(1,2,3,4,5)Ps (> 90%)

Ins(1,2,3,4)P4-5-OH-Kinase

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

Ins(1,2,3,4,5)Ps (ca. 50 %)
Ins(1,2,4,5,6)Ps (ca. 5 %)
PP-InsP; (I) (< 5 %)

Ins(1,2,4,5)P4-3-OH-Kinase
Ins(1,2,4,5)P4-6-OH-Kinase
Ins(1,2,4,5)P4-x-P-Kinase

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

Ins(1,3,4,5,6)Ps (ca. 65 %)
PP-InsP3 (1) (ca. 25 %)
PP-InsP; (VI) (< 5 %)

Ins(1,3,4,5)P4-6-OH-Kinase
Ins(1,3,4,5)P4-x-P-Kinase
Ins(1,3,4,5)P4-y-P-Kinase

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

Ins(1,3,4,5,6)P4 (> 60 %)
PP-InsP; (1) (ca. 30 %)

Ins(1,3,4,6)P4-5-OH-Kinase
Ins(1,3,4,6)P4-x-P-Kinase

Ins(1,4,5,6)P.,

Ins(1,3,4,5,6)Ps (> 90 %)
PP-InsP3 (V) (< 5 %)

Ins(1,4,5,6)P;-3-OH-Kinase
Ins(1,4,5,6)P4-x-P-Kinase

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

Ins(1,2,3,4,5)Ps (ca. 50 %)
Ins(2,3,4,5,6)P5 (ca. 50 %)

Ins(2,3,4,5)P,4-1-OH-Kinase
Ins(2,3,4,5)P4-6-OH-Kinase

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

Ins(1,2,4,5,6)Ps (ca. 20 %)
Ins(2,3,4,5,6)Ps (ca. 80 %)

Ins(2,4,5,6)P4-1-OH-Kinase
Ins(2,4,5,6)P4-3-OH-Kinase

Ins(3,4,5,6)P.,

Ins(1,3,4,5,6)Ps (ca. 30 %)
PP-InsP; (IV) (ca. 60 %)

Ins(3,4,5,6)P;4-1-OH-Kinase
Ins(3,4,5,6)P,4-x-P-Kinase

Ins(1,2,3,4,5)Ps

PP-InsP, (lla) (ca. 15 %)
PP-InsP, (111) (> 70 %)
PP-InsP, (IVa) (ca. 10 %)

Ins(1,2,3,4,5)Ps-x-P-Kinase
Ins(1,2,3,4,5)Ps-y-P-Kinase
Ins(1,2,3,4,5)Ps-z-P-Kinase

Ins(1,2,3,4,6)Ps

PP-InsP, (1) (ca. 35 %)
PP-InsP, (lIb) (ca. 65 %)

Ins(1,2,3,4,6)Ps-x-P-Kinase
Ins(1,2,3,4,6)Ps-y-P-Kinase

Ins(1,2,4,5,6)Ps5

Tabelle 5-2: Umsetzung von Inositolphosphaten durch EhIPK-1

InsPg (ca. 65 %)
PP-InsP, (IVb) (ca. 15 %)
PP-InsP, (Vc) (ca. 15 %)

Ins(1,2,4,5,6)P5-3-OH-Kinase

Ins(1,2,4,5,6)Ps-x-P-Kinase
Ins(1,2,4,5,6)Ps-y-P-Kinase

Es ist neben dem prozentualen Anteil der Produkte auch die entsprechende Kinaseféhigkeit des Enzyms

angegeben. Die Hauptprodukte sind in der Tabelle fett gehalten.
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Substrat Produkt(e) Kinase-Selektivitat
Ins(1,3,4,5,6)Ps PP-InsP,4 (Va) (> 35 %) Ins(1,3,4,5,6)Ps-x-P-Kinase

PP-InsP, (Vb) (> 35 %) Ins(1,3,4,5,6)Ps5-y-P-Kinase

PP-InsP, (VI) (< 30 %) Ins(1,3,4,5,6)Ps5-z-P-Kinase
Ins(2,3,4,5,6)Ps InsPg (> 10 %) Ins(2,3,4,5,6)Ps-1-OH-Kinase
InsPg PP-InsPs (1) (> 70 %) InsPg-x-P-Kinase

PP-InsPs (1) (> 25 %) InsPg-y-P-Kinase
PP-InsP, (lla) PP,-InsP; (1) (ca. 50 %) PP-InsP, (lla)-x-P-Kinase
PP-InsP, (111) PP,-InsP; (1) (ca. 20 %) PP-InsP, (l11)-x-P-Kinase
PP-InsP, (IVa) PP,-InsP; (lla) (ca. 50 %) PP-InsP, (IVa)-x-P-Kinase
PP-InsP, (1Vb) PP,-InsP; (lic) (ca 80 %) PP-InsP, (IVb)-x-P-Kinase
PP-InsP, (Vc) PP,-InsP; (lic) (ca. 80 %) PP-InsP, (Vc)-x-P-Kinase
PP-InsP, (Va) PP,-InsPs (1) (ca. 50 %) PP-InsP, (Va)-x-P-Kinase
PP-InsP, (Vb) PP,-InsPs (1) (ca. 50 %) PP-InsP, (Vb)-x-P-Kinase
PP-InsP, (VI) PP,-InsP; (lIb) (ca. 50 %) PP-InsP, (VI)-x-P-Kinase
PP-InsPs (1) PP,-InsP4 (1) (ca 10 %) PP-InsPs (1)-x-P-Kinase
PP-InsPs (11) PP,-InsP, (1) (ca 5 %) PP-InsPs (11)-y-P-Kinase

Tabelle 5-2, Fortsetzung: Umsetzung von Inositolphosphaten durch EhIPK-1
Es ist neben dem prozentualen Anteil der Produkte auch die entsprechende Kinaseféhigkeit des Enzyms
angegeben. Die durch die EhIPK-1 generierten Hauptprodukte sind in der Tabelle fett gehalten.

In Abbildung 5-45 wird anhand der Datenlage dieser Arbeit ein Modell der Spezifitaten und
der dadurch mdglichen anabolen Reaktionen der EhIPK-1 illustriert. Neben den eingesetzten
Substraten und gebildeten Produkten zeigt die Abbildung 5-45 auch Zwischenprodukte, die
anschlieend von der Kinase weiterphosphoryliert werden. Dadurch ist es moglich den
Inositolphosphatmetabolismus, der von der EhIPK-1 gesteuert wird, zusammenfassend
darzustellen. Hierbei ist zu beachten, dass die Pyrophosphate wie in der Tabelle 5-2 nur
allgemein mit den romischen Ziffern I-VI und ggf. den zugehorigen Kleinbuchstaben

bezeichnet werden.
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EhIPK-1
Ins(245)P, Ins(145)P, Ins(146)P,
PP-InsP, (1) PP-InsP, (I1)
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o, g h H d H
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\/

Abbildung 5-45: Modell der Kinaseféhigkeiten der EhIPK-1

Soweit nicht anders angegeben handelt es sich um Isomere in der D-Konfiguration. Um ein Durchkreuzen der
Produkte und Substrate durch Pfeile, die den Ubergang vom Substrat zum Produkt darstellen, zu verhindern und
um Ubersichtlichkeit gewahrleisten zu kénnen, verlaufen die ,Reaktionspfeile* teilweise ,hinter* den
entsprechenden ,Substrat- / Produktkasten®. Im Falle von gestrichelten ,Reaktionspfeilen“ handelt es sich um
Nebenreaktionen, wahrend der nur sehr geringe Mengen (siehe Tabelle 5-2) des Produkts gebildet werden. Rote
Pfeile entsprechen einer Phosphokinase-, schwarze Pfeile einer Hydroxykinase-Aktivitat.

5.7 Aktivitatsbestimmung der EhIPK-1 flr die eingesetzten
Substrate

Neben der Ky-Wert-Bestimmung fir das Substrat Ins(1,4,5)P; war es maglich, anhand der
gesammelten Daten z.T. Aktivititsbestimmungen flr die weiteren eingesetzten Substrate
durchzufiihren, die auch die Berechnung von vgac-Werten, in den Ubrigen Fallen von
.Pseudo-Erster-Ordnung“  Geschwindigkeiten  bei  definierten  initialen  Substrat-
konzentrationen, ermdglichten. Hierfir wurden (Ausnahme Ins(1,4,5)P3, da hier Messungen
Uber vier Zeitpunkte existierten) die Daten der Substratselektivitdtsstudien verwendet. Es
wurden zunéchst, wie in Abbildung 5-46 bis Abbildung 5-57 zu sehen, kinetische Diagramme
erstellt, die die umgesetzte Substratmenge aufgetragen Uber die Zeit zeigen.

Die Versuchsbedingungen wurden in den Bildunterschriften der Diagramme

zusammengefasst.
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Abbildung 5-46: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,4,5)Ps, durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von 160
pl und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 pg / ml
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Abbildung 5-47: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,4,6)P; durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von 480
pl und einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 pg / ml
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Abbildung 5-48: Kinetik der Umsetzung von Ins(2,4,5)P; durch EhIPK-1 mit bei einem Assayvolumen von
480 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 ug / ml
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Abbildung 5-49: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,3,4,5)P4 durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
160 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 ug / ml
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Abbildung 5-50: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,4,5,6)P, durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
160 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 pg / ml
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Abbildung 5-51: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,3,4,6)P4 durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
160 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 ug / ml
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Abbildung 5-52: Kinetik der Umsetzung von Ins(3,4,5,6)P, durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
160 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 9,4 pg / ml
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Abbildung 5-53: Kinetik der Umsetzung von InsPs durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von 480 pl und
einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 ug / ml

91



Ergebnisse

INns(13456)P -

12.5 -
=
=1
— 100 @
c
O
© |
= 7.5 7
c
()
c
o 5.0 1
4
@
P 2.5 7
)
n ° °

OO 1 1 1 1 | 1
0 25 50 75 100 125 150
Zeit [min]

Abbildung 5-54: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,3,4,5,6)Ps durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
480 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 ug / ml
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Abbildung 5-55: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,2,4,5,6)Ps durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
480 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 ug / ml
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Abbildung 5-56: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,2,3,4,5)Ps durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
480 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 ug / ml
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Abbildung 5-57: Kinetik der Umsetzung von Ins(1,2,3,4,6)Ps durch EhIPK-1 bei einem Assayvolumen von
480 pl und einer Enzymkonzentration von ca. 5,2 ug / ml

Leitet man aus den dargestellten Diagrammen eine initiale Geschwindigkeit ab, und ist diese
Uber langere Zeit linear oder 0. Ordnung, d.h. nicht abh&ngig von der Substratkonzentration,

so lasst sich diese Rate gleich vy, setzen. Ist die initiale Geschwindigkeit nicht linear tber
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die Zeit, sondern fallt mit der abnehmenden Substratkonzentration ab, so ist vinig 1. Ordnung
(d.h. abh&ngig von der Substratkonzentration) und muss damit unter vn.« liegen (siehe auch
Abbildung 5-58).
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Abbildung 5-58: Kinetik Pseudo 1. Ordnung und Kinetik 0. Ordnung graphisch dargestellt

In den Féllen, in denen das Substrat schon beim ersten gemessenen Zeitpunkt maximal
umgesetzt ist, lasst sich nur ein minimaler Wert v, 1. Ordnung aus einer exponentiellen
Assoziationsfunktion grob abschéatzen.

Die so geschéatzten bzw. bestimmten Werte sind in Tabelle 5-3 gezeigt. Bei den Messungen
handelt es sich lediglich um Annaherungen an die tatsdchliche Aktivitdit des Enzyms.
Lediglich fur das Substrat Ins(1,4,5)P; wurde eine vpna-Bestimmung nach Michaelis-Menten
durchgeflhrt (siehe Kapitel 5.5.2).

Wie in Abbildung 5-46 bis Abbildung 5-57 zu sehen, konnten z.T. exponentielle
Abnahmefunktionen abgeleitet werden. Die Datenlage bei den getesteten InsP,-Isomeren ist
aufgrund der nur vorhandenen zwei Messpunkte nicht ausreichend, um den
Substratumsetzungen Funktionen zuzuordnen: Bereits beim ersten Messpunkt ist das
Substrat nahezu vollstandig umgesetzt. Es drangt sich die Vermutung auf, dass die fast
vollstdndige Metabolisierung der Substrate durch die EhIPK-1 schon weit vor dem ersten
Messpunkt stattgefunden hat. Es wird hier jeweils anndherungsweise davon ausgegangen,
dass der Umsetzung der InsPs-Isomere ebenfalls exponentielle Abnahmefunktionen
zugrunde liegen.

In der Abbildung 5-47 und Abbildung 5-57 zeigt die Umsetzung von Ins(1,4,6)Ps; und
Ins(1,2,3,4,6)Ps am ehesten eine lineare Phase, erlauben also v,-Bestimmungen.

Im Gegensatz hierzu zeigen die Substratumsetzungen der anderen InsPs-Isomere
(ausgenommen Ins(1,3,4,5,6)Ps, das zum Zeitpunkt 10 min grof3tenteils umgesetzt worden
war und aus diesem Grunde keine prazise exponentielle Anstiegsfunktion bestimmt werden

konnte) und von Ins(2,4,5)P; die zu erwartenden exponentiellen Funktionen. Tabelle 5-3
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zeigt die ermittelten Werte vy -Werte bzw. die minimal anzunehmenden viug-Werte im
Uberblick:

Substrat Substrat Vinitial, SP€Z. Vmax, SP€Z.
[uM] [UM/min/ug] [UM/min/pg]
Ins(1,4,5)P; 50 0,35 -
Ins(1,4,6)P; 20 - 0,24
Ins(2,4,5)P; 20 0,19 -
Ins(1,3,4,5)P, 10 > 0,21 -
Ins(1,4,5,6)P, 10 > 0,20 -
Ins(3,4,5,6)P, 10 > 0,20 -
Ins(1,3,4,6)P, 10 > 0,20 -
Ins(1,2,3,4,5)Ps 10 0,10 -
Ins(1,2,3,4,6)Ps 10 - 0,25
Ins(1,2,4,5,6)Ps 10 0,37 -
Ins(1,3,4,5,6)Ps 10 0,66 -
InsPg 10 > 0,12 -

Tabelle 5-3: Bestimmte vmax-Werte fur die Umsetzung der getesteten Substrate der EhIPK-1

Vergleicht man die Daten der Tabelle 5-3 miteinander, so lasst sich feststellen, dass die
EhIPK-1 die hochste Aktivitat fur die InsPs-lsomere Ins(1,2,4,5,6)Ps und Ins(1,3,4,5,6)Ps
besitzt. Es handelt sich also bei Ins(1,4,5)P; anscheinend nicht um das Hauptsubstrat der
EhIPK-1. Vielmehr scheint die EhIPK-1 vor allem InsPs-Isomere als Substrate zu bevorzugen
und hierbei wiederum bevorzugt eine Pyrophosphorylierung durchzufihren. Dieser
Sachverhalt wird in der Diskussion erneut aufgegriffen.

Fir die InsP4-Isomere und InsPg wurden ahnlich hohe Phosphorylierungsgeschwindigkeiten
berechnet, die zwischen die vph-Werte fur Ins(1,4,5)P; und die getesteten InsPs-Isomere

einzuordnen sind.
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5.8 Identifizierung von Inhibitoren der EhIPK-1

Nach erfolgter Substrattestung und Bestimmung von Phosphorylierungsgeschwindigkeiten
wurden polyphenolische Substanzen, basierend auf den Ergebnissen von Mayr et al. [2005],
auf ihr inhibitorisches Potential bei der EhIPK-1 untersucht. Hierbei wurden in erster Linie
Substanzen getestet, die bei IP3Ks als auch bei der IPMK einen inhibitorischen Effekt
aufwiesen. Bei den getesteten Substanzen handelt es sich, wie in Kapitel 4.3.7.1.2 schon
erwahnt, um Aurintricarbonsaure [ATA] (M = 422.35 g / mol), Bengalrosa (M = 1017,65 g /
mol), Chlorogensaure (M = 354,31 g / mol), Gossypol (M = 518,6 g / mol), Methylenblau (M =
319,8 g / mol), Quercetin (M = 338,27 g / mol), Rottlerin (M = 516,5 g / mol) und Robinetin (M
= 302,23 g / mol). Die Strukturen dieser Substanzen sind in Abbildung 5-59 bis Abbildung
5-65 dargestellt.
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Abbildung  5-59:  Struktur von  Aurintri- Abbildung 5-60: Struktur von Chlorogenséure
carbonséure [ATA] (C22H1400) (C16H1800)
ATA ist ein synthetisches Triphenylmethan- Es handelt sich um einen spezifischen Hemmer der
Analogon. Es handelt sich um einen potenten IPMK pflanzlichen Ursprungs [Mayr et al., 2005].

Inhibitor der humanen IPMK und der Isoform A der
IP3K [Mayr et al., 2005].
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Abbildung 5-61: Struktur von Gossypol

(C30H300s)

Es handelt sich um ein dimeres Triterpen
pflanzlichen Ursprungs und um einen guten Inhibitor

der humanen IP3K-A.

Abbildung 5-62:  Struktur von Robinetin
(C15H1007)

Es handelt sich um ein hoch hydroxyliertes
pflanzliches  Flavonol, das keinen  bisher
nachgewiesenen Effekt auf IPKs besitzt.

Abbildung 5-63: Struktur von Quercetin
(C15H1007)

Quercetin erwies sich als potenter pflanzlicher
Inhibitor bei der humanen IP3K-A [Mayr et al.,
2005].

/U Ty

Abbildung 5-64: Struktur von Methylenblau
(C16H18C|N33)

Es wird u.a. als therapeutischer Ansatz bei
Plasmodieninfektionen verwendet.

Abbildung 5-65: Struktur von Rottlerin (CzoH250s)
Gschwendt et al. [1994] berichteten Uber ein
inhibitorisches Potential bei Proteinkinasen (PKC).
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5.8.1 Bestimmung der ICso-Werte flir ausgewdahlte Hemmstoffe

Um in dieser Arbeit eine Aussage Uber die Potenz der getesteten Hemmstoffe machen zu
konnen, wurden flur die Inhibitoren ICso-Werte ermittelt. Durch den ICso-Wert wird die
halbmaximale Hemmkonzentration von Inhibitoren fir zelluldre oder makromolekulare
Targets angegeben. Bei der Hemmung von Enzymen wird ermittelt, welche Konzentration
des Hemmstoffs notwendig ist, um eine Reduktion der Enzymaktivitdt um 50 % zu erreichen.
Je geringer der ICso-Wert ist, desto potenter ist der inhibitorische Effekt des Hemmstoffs auf
das untersuchte Enzym.

Die Bestimmung der ICso-Werte erfolgte unter Standardbedingungen mit 25 pM Ins(1,4,5)P;
und 1 mM ATP. Die Analyse wurde mittels Bestimmung des Substratverbrauchs durch MDD-
HPLC-Analysen durchgefihrt. Die Proben wurden zu den Zeitpunkten 60 min und 120 min
entnommen. Die Auswertung erfolgte anhand der 120 min-Werte.

Es wurden Hemmstoffkonzentrationen von 0,1 pM bis 100 uM (in DMSO gel6st) eingesetzt
und der Riuckgang der Aktivitat des Enzyms bzw. der Rickgang der Umsetzung des
Substrats Ins(1,4,5)P; untersucht. Die Inkubationsphase erfolgte bei 30 °C nach einer
Vorinkubation der 1,5 ml Eppendorf-Tubes (10 min). Bei Kontrollen mit DMSO bzw. ddH,O
wurde die Aktivitdit des Enzyms gemessen und mit 100 % bewertet. Die meist bei den
zunehmenden Hemmstoffkonzentrationen abnehmende Aktivitat der EhIPK-1 wurde ermittelt
und in Relation zur Ausgangsaktivitdt der Kontrolle gesetzt. Die fraktionelle Abnahme der
Aktivitat des Enzyms spiegelte zugleich das inhibitorische Potential der eingesetzten
Substanz wieder. In einem letzten Schritt wurde die abnehmende Aktivitat der EhIPK-1
gegen die Hemmstoffkonzentration logarithmisch aufgetragen. Hierdurch lieRen sich die

ICso-Werte bestimmen.

5.8.1.1 Effekte unterschiedlicher Polyphenole auf die Enzymaktivitat der
EhIPK-1

Alle oben genannten Substanzen wurden auf ihre enzymhemmende Wirkung getestet.
Inhibitorische Effekte wurden allerdings nur mit den Substanzen Aurintricarbonséure [ATA]
(ICso-Wert = 2,45 uM), Quercetin (ICso-Wert = 2,56 uM), Bengalrosa (ICso-Wert = 3,20 uM)
und Gossypol (ICso-Wert = 9,11 uM) erzielt. Die semilogarithmischen Dosis-Wirkungskurven

sind im Folgenden dargestellt:
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Abbildung 5-66: Dosis-Wirkungskurve von Aurintricarbonséaure [ATA]

Der Test fand unter Standardbedingungen mit 25 pM Ins(1,4,5)P3 statt. Die Inkubationszeit betrug 120 min bei
30 °C.

In Abbildung 5-66 ist die Dosis-Wirkungskurve von ATA abgebildet. ATA besitzt ein sehr
gutes inhibitorisches Potential. Der 1Cso-Wert liegt bei ca. 2,45 pM. Verglichen mit den

anderen Hemmstoffen handelt es sich um den besten aufgespurten Inhibitor der EhIPK-1.
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Konzentration Bengalrosa [log pM]
Abbildung 5-67: Dosis-Wirkungskurve von Bengalrosa
Der Test fand unter Standardbedingungen mit 25 uM Ins(1,4,5)P3 statt. Die Inkubationszeit betrug 120 min bei
30 °C.
Abbildung 5-67 zeigt die Konzentrations-Wirkungskurve von Bengalrosa. Bengalrosa gehort
auch zu den Hemmstoffen mit einer sehr guten Inhibierung der EhIPK-1. Der I1Cs-Wert

wurde mit 3,20 uM bestimmt. Die Hemmung ist vergleichbar mit Quercetin und ATA, die
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ebenfalls einen ICso-Wert in diesem Bereich aufweisen.
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Abbildung 5-68: Dosis-Wirkungskurve von Gossypol
Der Test fand unter Standardbedingungen mit 25 puM Ins(1,4,5)P3 statt. Die Inkubationszeit betrug 120 min bei
30 °C.

Gossypol weist einen ICso-Wert von 9,11 uM auf. Somit ist es der schwachste Inhibitor der

EhIPK-1. Die Abbildung 5-68 zeigt die zugehdrige Konzentrations-Wirkungskurve:
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Abbildung 5-69: Konzentrations-Wirkungskurve von Quercetin
Der Test fand unter Standardbedingungen mit 25 uM Ins(1,4,5)P3 statt. Die Inkubationszeit betrug 120 min bei
30 °C.

Die Untersuchungen von Quercetin ergaben einen ICs-Wert von 2,56 pM. Quercetin war

somit der zweitstarkste in dieser Arbeit aufgespurte Hemmstoff (siehe Abbildung 5-69).
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AbschlieRend werden die potenten Inhibitoren in Tabelle 5-4 zusammengefasst:

Name des Inhibitors

ICso-Werte potenter Inhibitoren
der EhIPK-1 [uM]

ATA
Quercetin
Bengalrosa

Gossypol
Tabelle 5-4: Potente Inhibitoren der EhIPK-1

2,45
2,56
3,20
9,11
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5.9 Klonierung einer IPK aus Trichomonas vaginalis [TvIPK-1] in
den bakteriellen Expressionsvektor pASK-IBA 5

Neben der enzymatischen Untersuchung der EhIPK-1 wurde in einem zweiten Projekt eine
ebenfalls von Prof. Dr. med. Mayr pradizierte, bezogen auf das Molekulargewicht, kleinere
IPK aus Trichomonas vaginalis [TvIPK-1] erfolgreich kloniert, exprimiert und enzymatisch
untersucht. Hierfur wurde von Genscript ein pUC 57-Vektor mit der DNA-Sequenz der
putativen IPK (vgl. Kapitel 5.2) geliefert. Auch diesmal wurde die Codon-Usage der zu
exprimierenden DNA optimal an die anstehende Expression angepasst. Mit der
Restriktionsendonuklease Eco 31 | wurde der pASK-IBA 5-Expressionsvektor geschnitten,
um im néchsten Schritt die ebenfalls mit Eco 31 | geschnittene TvIPK-1-DNA in den
Expressions-Vektor einzuligieren. Es schloss sich eine vollstandige Insert-Sequenzierung an,
um sicherzustellen, dass keinerlei Mutationen wahrend des Schneidens und der Ligation
aufgetreten waren. Nach der Sequenzidentitatsbestatigung durch Sequenzierung wurde die
Expression durchgefihrt (siehe Kapitel 5.10).

Das exprimierte Protein besteht aus 266 Aminosauren mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 30,03 kDa. Die verschiedenen Aminosauren mit ihrem prozentualen

und absoluten Anteil sind in Tabelle 5-5 aufgefiihrt.

Aminosaure Anzahl Anteil [%0]
Alanin [Ala (A)] 10 3,76
Cystein [Cys (C)] 5 1,88
Asparaginsaure [Asp (D)] 23 8,65
Glutaminsaure [Glu (E)] 15 5,64
Phenylalanin [Phe (F)] 12 4,51
Glycin [Gly (G)] 16 6,02
Histidin [His (H)] 7 2,63
Isoleucin [lle (D] 21 7,89
Lysin [Lys (K)] 19 7,14
Leucin [Leu (L)] 25 9,40
Methionin [Met (M)] 8 3,01
Asparagin [Asn (N)] 14 5,26
Prolin [Pro (P)] 11 4,14
Glutamin [GIn (Q)] 11 4,14
Arginin [Arg (R)] 11 4,14
Serin [Ser (S)] 20 7,52
Threonin [Thr (T)] 18 6,77
Valin [Val (V)] 12 4,51
Tryptophan [Trp (W)] 1 0,38
Tyrosin [Tyr (Y)] 7 2,63

Tabelle 5-5: Prozentualer und absoluter Anteil unterschiedlicher Aminoséauren an der TvIPK-1
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Eine graphische Aufbereitung der Daten ist in Abbildung 5-70 zu sehen:

Anteil der Aminosauren [%]

Ala Gys Asp Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Asn Pro GIn Arg Ser Thr Val Trp Tyr

Aminosaurezusammensetzung
der TvPK-1

_— e e — e e — o — e e — e e e — — — —— — ——

Aminosaure

Abbildung 5-70: Prozentualer Anteil der Aminoséauren an der TvIPK-1

Betrachtet man die unterschiedlich geladenen Aminosauren genauer und addiert man die

Ladungen (vgl. auch Kapitel 5.2), handelt es sich bei der TvIPK-1 um ein stark negativ

geladenes Enzym (-8 Ladungen), das im Bereich der Substratbindungstelle jedoch +6

Ladungen aufweist (siehe Abbildung 5-71).

Im Verlauf der Arbeit wurde von Carlton et al. [2007] das Genom von Trichomonas vaginalis
vorgestellt. Unter der Accession-Nummer XP_001323250, in Abbildung 5-71 als TvIPK A

bezeichnet, ist ein Gen beschrieben, das fiir eine putative Inositolhexakisphosphatkinase

codiert. Die Aminosauresequenz stimmt mit der in dieser Arbeit verwendeten und

exprimierten IPK vollstandig Uberein (siehe Abbildung 5-71).
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Abbildung 5-71: Alignment der TvIPK-1 mit hoch homologen identifizierten Genen aus Trichomonas

vaginalis

103



Ergebnisse

AufR3erdem konnten mit Hilfe von Alignments zwei weitere Gene gefunden wurden, bei denen
es sich anscheinend um Isoformen der selben Kinase handelt (siehe Abbildung 5-71). Es
handelt es sich um die Gene TvIPK B (Accession-Nummer: XP_001312736.1) und TviPK C
(Accession-Nummer: XP_001302264.1).

5.10 Bakterielle Expression der TvIPK-1

Nach Klonierung wurde die Expression der TvIPK-1 in E. coli durchgefihrt. Im Gegensatz
zur Expression der EhIPK-1 wurde diesmal der bakterielle Expressionsvektor pASK-IBA 5
verwendet. Die Expression bei diesem Vektor wurde durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin
[AHT] induziert. Nach abgeschlossener Expression erfolgte eine Analyse des
Expressionsversuchs mit einer SDS-PAGE. Die wahrend der Expression enthommenen
Aliquots (vor, 1 h nach Induktion, 2 h nach Induktion) wurden neben dem LMW-Marker auf
das Gel in Abbildung 5-72 aufgetragen. Auf der SDS-PAGE ist eine Uberexpression des
Proteins zu erkennen (Spur 2 und 3). Man sieht eine Verstarkung der Bande etwas Uber der
Hohe der 30 kDa-Bande des LMW-Markers. Somit deckt sich das theoretisch errechnete
Gewicht des Enzyms mit dem auf der SDS-PAGE in Spur 2 und Spur 3 neu
hinzugekommenen Protein.
1 2 3 4 5 6

— Y W——— g o
———— < —. s

- 20,1 kDa

- 14,4 kDa

Abbildung 5-72: Analytische SDS-PAGE nach Uberexpression der TvIPK-1

In der Abbildung sind die Spuren durchnummeriert: 1: Aliquot vor Induktion; 2: Aliquot 1 h nach Induktion; 3:
Aliquot 2 h nach Induktion; 4: Lysat der Testlyse; 5: Pellet der Testlyse; 6: LMW, Der Pfeil zeigt die bei der
Expression neu entstandene Bande.
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5.11 Partielle Aufreinigung des Bakterienlysats der TvIPK-1 durch
die P11- Phosphocellulose-Saule

Nach Lyse der Bakterien durch Sonifizierung (siehe Kapitel 4.3.2) wurde durch P11-
Phosphocellulose-Chromatographie das Enzym aufgereinigt (siehe Kapitel 4.3.3.2 und
Kapitel 5.4.1). Die SDS-PAGE (siehe Abbildung 5-73) nach der Aufreinigung enthalt neben
verschiedenen Wasch- und Eluatfraktionen auch den LMW-Marker.

8 9 10 11 12 13 14 15 16

5
“e -97.0kDa
W -66,0kDa
W -450kDa
— -
- 4l
e - W 30,0 kDa
_ -20,1kDa
- 144 KDa

Abbildung 5-73: Analytische SDS-PAGE nach Aufreinigung der TvIPK-1 mit einer P11-Phosphocellulose-
Saule

Die Spuren sind durchnummeriert: 1: Pellet-Probe; 2: Lysat der Testlyse; 3: Waschfraktion 1; 4: Waschfraktion 2;
5: Waschfraktion 3; 6: Waschfraktion 4, 7: LMW, 8: Eluatfraktion 1; 9: Eluatfraktion 2; 10: Eluatfraktion 3; 11:
Eluatfraktion 4; 12: Eluatfraktion 5; 13: Eluatfraktion 6; 14: Eluatfraktion 7; 15: Eluatfraktion 8; Der Pfeil hebt das
aufgereinigte Protein mit der héchsten Konzentration in Spur 9 hervor.

Zu sehen ist vor allem in den Eluatfraktionen 2,3 und 4 zwei verstarkte Banden tber 30 kDa.
Die spateren enzymatischen Untersuchungen zeigten, dass es sich hierbei tatséchlich um
eine aktive IPK handelt.

5.12 Erste enzymatische Untersuchungen der TvIPK-1

Wie bereits erwahnt stand die EhIPK-1 im Mittelpunkt der Betrachtungen. Aus diesem
Grunde wurden lediglich zwei Inositolphosphatsubstrate getestet: Ins(1,4,5)Ps; zur Klarung,
ob das Enzym eine IPMK ist und InsPs, das bevorzugt von IP6Ks umgesetzt wird.
Weiterfihrende Experimente, um die volle Funktionsféahigkeit der TvIPK-1 zu untersuchen,

kdnnten Bestandteil einer weiteren Arbeit sein.

5.12.1 Bestimmung der Substrateigenschaften von InsPg

Dieser Versuch fand bei 30 °C unter Standardpufferbedingungen, einer eingesetzten ATP-

Konzentration von 1 mM und einer Enzymkonzentration von ca. 6,8 ug / ml der TvIPK-1 statt.
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Als Substrat diente InsPs (siehe auch Kapitel 5.12.3). Die Konzentrationen von InsPs wurde
in diesem Versuch initial auf 1, 2, 5, 10 und 20 pM festgelegt. Die Ansatzvolumina variierten
zwischen 180 pl und 1440 pl. Es erfolgte eine Vierpunktbestimmung: Aliquots aus dem
Reaktionsansatz wurden nach 0 min, 30 min, 60 min und 120 min entnommen und mittels
MDD-HPLC analysiert (siehe Kapitel 4.3.7). Die Auswertung erfolgte auch hier wieder
anhand der 30 min-Werte (vgl. Kapitel 5.5.2), da hier der Substratumsatz tber die Zeit noch
annahernd linear und maximal war. Abbildung 5-74 zeigt ein klar kooperatives Verhalten des
Enzyms fir InsPs mit sigmoidalem Verlauf der Kurve. Aus diesem Verlauf lie3 sich ein Sgs-
Wert fur das Substrats InsPs von ca. 10 uM abschétzen. Als spezifischer via-Wert wurde >
0,6 pM / min bzw. > 0,088 pmol / min / mg geschatzt. Eine Approximation der v versus [S]
Beziehung ergab einen Hill-Koeffizienten von 1,8, was fiir ein mindestens dimeres Enzym mit

2 Substratbindungsstellen beim Umsatz von InsPg spricht.
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Abbildung 5-74: Sps-Wert-Bestimmung fir das vermutete Hauptsubstrat InsPs mit einer
Enzymkonzentration von ca 6,8 pg / ml nach einer Inkubationsphase von 30 min. Verwendete Hill-
Funktion: y=(Vmax*X")/(K+X") mit n=1,8

5.12.2 Ky-Wert-Bestimmung fir ATP

Das Experiment wurde unter Standardpufferbedingungen mit einer Enzymkonzentration von
ca. 10,25 pg / ml des Enzyms durchgefihrt. Die Ansatzvolumina betrugen 80 pl. Die ATP-
Konzentrationen wurden zwischen 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1,0 und 2,0 mM variiert. Als
Substrat diente InsPg in einer Konzentration von 25 pM. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C fur
120 min. Der Versuch fir die Ky-Wertbestimmung fur ATP ergab einen Ky-Wert fir ATP von
0,059 mM (siehe Abbildung 5-75) und ist vergleichbar mit dem Ky-Wert der EhIPK-1 (siehe
Kapitel 5.5.3). Als apparenter vn—Wert wurde hier nur > 0,20 puM / min bzw. > 0,020 pmol

/ min / mg gefunden, da InsPg nicht in Sattigungskonzentrationen > 100 UM eingesetzt
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wurde und die Entnahme der Proben erst nach 120 min erfolgte. Auch bei der TvIPK-1 ist
davon auszugehen, dass der vp.—Wert bedeutend hoher liegt als hier berechnet. In

Verbindung mit der vp-Bestimmung aus Kapitel 5.12.1 wird der vya-Wert fir InsPg auf
mindestens 0,045 + 0,025 pmol / min / mg geschétzt.

0,25 -

0,20 1

0,15 -

vV [UM/min]

0,10 A1

0,051

0,00 ® : . . . :
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
ATP [mM]

Abbildung 5-75: Bestimmung des Ku-Werts fir ATP sowie des vmax-Werts der TvIPK-1 (10,25 pg / ml) bei
unterschiedlichen ATP-Konzentrationen und einer Inkubationsphase von 120 min mit initial 25 pM InsPs

5.12.3 Substratselektivitat der TvIPK-1

Abbildung 5-76 zeigt die MDD-HPLC-Analyse der beim Einsatz von InsPs gefundenen
Produkte. Das Experiment wurde unter Standardbedingungen mit 1 mM ATP und 25 uM
InsPg durchgefihrt. Die Inkubationszeit betrug 120 min bei 30°C.
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Abbildung 5-76: MDD-HPLC-Chromatogramm der TvIPK-1 nach einer Inkubationsphase von 120 min mit
initial 25 pM InsPs, 1 mM ATP und einer Enzymkonzentration von ca. 10,25 pg / ml

Als Produkt entsteht aus InsPg mindestens ein PP-InsPs-Isomer. Wahrscheinlich handelt es
sich aber auch hier um zwei strukturell unterschiedliche PP-InsPs-Isomere [(1) + (I1)].

Als zweites Substrat, um einen ersten Hinweis auf IPMK-Aktivitat zu finden, wurden auch 25
MM Ins(1,4,5)P; eingesetzt. Unter Einsatz dieses Substrats konnte keinerlei Aktivitat des
Enzyms nachgewiesen werden.

INs(1,4,5)P , 74

InsP, — PP-InsPg

Abbildung 5-77: Umsetzung von Ins(1,4,5)P3 und InsPgs durch TvIPK-1

Es handelt sich also bei der TvIPK-1 offensichtlich um eine klassische InsPs-Kinase. Es kann
zum jetzigen Zeitpunkt keine Differenzierung beziiglich der strukturellen Isomerie des
entstandenen PP-InsPs—Isomers vorgenommen werden. Mdglicherweise ist die TvIPK-1

auch in der Lage, ahnlich wie die EhIPK-1, InsPg zu bilden. Dies misste mit einem

angepassten Gradienten fur die MDD-HPLC bewiesen werden.
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6 Diskussion

6.1 Phylogenese der EhIPK-1 und TvIPK-1

In dieser Arbeit wurden zwei IPKs aus den Protozoen Entamoeba histolytica und
Trichomonas vaginalis exprimiert und charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass es
sich bei der EhIPK-1 um eine atypische IPMK, bei der TvIPK-1 um eine IP6K handelt. Fir die
EhIPK-1 wurden aulRerdem spezifische Inhibitoren identifiziert.

Da sich IPKs im Laufe der Evolution der Eukaryoten stark verdndert, verschiedene
Substratselektivitaten und unterschiedliche Regulationsmechanismen entwickelt haben, ist
es interessant, Aussagen (ber die phylogenetische Ahnlichkeit der EhIPK-1 und TvIPK-1 zu
machen. Hierfir kénnen Vergleiche von DNA- bzw. von Aminosauresequenzen (vgl. auch
Abbildung 5-1 und 5-2) herangezogen bzw. erstellt werden (sog. Genontologien). Hierbei
wird ein Alignment paraloger (Isoformen / homologer Proteine innerhalb einer Spezies) bzw.
orthologer (Isoformen / homologer Proteine zwischen Spezies) Sequenzen erstellt, um einen
Genontologiebaum aufbauen zu kénnen. Ziel der Erstellung phylogenetischer Baume ist es,
die Evolution mdglichst detailliert zu erklaren.

Prof. Dr. med. Mayr gelang es, neben einer Pradiktion von Strukturmodellen der EhIPK-1
(siehe Kapitel 6.3) auch phylogenetische Studien beziglich der EhIPK-1 und TvIPK-1
anzustellen, die in Form eines Genontologiebaums (siehe Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2)
die Homologien bzw. Unterschiede zwischen den Isoformen / homologen Proteinen der
beiden IPKs darstellen (vgl. auch Abbildung 5-1 und 5-2). Hierfir wurde vor allem das
Programm Clustal X (http://bips.u-strasbg.fr/fr/documentation/clustalx/) benutzt ([Higgins und
Sharp, 1988], [Higgins und Sharp, 1989], [Higgins et al., 1992], [Higgins et al., 1996],
[Jeanmougin et al., 1998], [Thompson et al., 1994], [Thompson et al., 1997]).

Bei dem in den Abbildungen angegebenen phylogenetischen ,Score“ handelt es sich um den
sog. ,Pairwise Distance Score®. Diese Methode evaluiert alle Sequenzpaare und
transformiert die gefundenen Unterschiede in einen Score. Der Malstab entspricht dem
prozentualen Sequenzunterschied zweier verglichener Aminosaure-Sequenzen. Hierbei
entspricht der Score von 1,0 einem Sequenzunterschied von 100 %. Der Score wird als
Ergebnis einer durch die sog. ,neighbor joining Methode" errechneten phylogenetischen
Stammbaumkonstruktion ermittelt ([N. Saitou und M.Nei, 1987], [Studier und Keppler, 1988]).
Die Neighbor-Joining-Methode wird vor allem bei DNA- oder Proteinsequenzen angewendet,
um durch die vorhandenen Merkmalsunterschiede der Datensatze, Ruckschlisse auf
Abstammungs- oder Verwandtschaftsverhaltnisse machen und schlieBlich einen

phylogenetischen Baum erstellen zu kénnen.
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In diesem Zusammenhang wurde eine Korrektur sowohl fur ,multiple hits" (mehrere
gleichzeitige Mutationen pro Zeiteinheit) als auch fur ,back mutations" (Mutationssequenz
fuhrt wieder zuriick zur Ausgangs-Aminosaure) vorgenommen.

In  Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2 sind die Scores zwischen den Knoten
(Verzweigungspunkt zweier Aste oder Stamme) bzw. dem Ende eines Astes, wenn es sich
um einen am weitesten aufllen gelegenen Knoten handelt, angegeben. Um den
Sequenzunterschied bzw. den phylogenetischen Score berechnen zu kénnen, summiert man
die Scores der einzelnen Knoten bis zum Astende.

Die angegebenen ,Distance Scores" kdénnen wegen der Errechnung durch paarweisen
Sequenzvergleich auch in der Summe (innerster Knoten oder sog. Wurzel im radialen
Stammbaum bis Ende eines Astes) groRBer als 1 sein. Grund ist vor allem, dass die
prozentualen Sequenzunterschiede grof3er als erwartet werden. Bspw. ist dies dann der Fall,
wenn zwei verglichene Sequenzen Insertionen oder Deletionen besitzen oder unterschiedlich
lang sind. Derartige Sequenzen sind in der Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2 gezeigt.

Die Zeitkalibrierung der phylogenetischen ,Distance Scores® geschieht unter der Annahme
einer sog. neutralen Evolution (d.h. dem Fehlen sowohl einer positiven als auch einer
negativen Selektion bestimmter Sequenzabschnitte in der Gesamtsequenz), die fast nie
erflllt sein durfte. Fir DNA-Sequenzen wurde eine neutrale Mutationsfrequenz geschétzt,
die etwa 0,6 - 0,7 % der Sequenz in einem Zeitraum von 1 My (1 Megajahr = 1 Million Jahre)
verandert. Legt man dieselbe Mutationsfrequenz fir Aminosauren zugrunde, so lasst man
die stummen Mutationen aufRer Acht. 61 verschiedene Codons codieren fur 20 verschiedene
Aminosauren, also andert im Mittel nur jede dritte DNA-Sequenzanderung die Aminosaure-
Sequenz. Daher kann geschatzt werden, dass bei Aminosdure Sequenzen 1 Megajahr zu
ca. 0,2 bis 0,25 % Aminosaure-Sequenzunterschieden fuhrt. Eine SkalengréRe von 0,1 in
den Stammbaumen entspricht, wie zuvor erklart, 10 %. Dies ist zu vergleichen mit ca. 50 My
phylogenetischer Distanz. Die Skalengrof3e 1 entspricht somit ca. 500 Mio Jahren oder ca. 3
des Zeitraums der Existenz der Protisten und 50 % des Zeitraums der Fungi- / Metazoa-
Gruppe. Ein Score von 1,0 entspricht dann ca. 0,5 Gy (0,5 Gigajahre = 1 Milliarde Jahre).

Die Nomenklatur wurde in der Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2 so gewahlt, dass die
.echten® Isoformen / homologen Proteine, die sowohl Insertionen als auch Deletionen
aufweisen konnen oder sich grundlegend anhand der Aminosduresequenz unterscheiden
(vgl. Abbildung 5-1 und 5-2), aufsteigend durchnummeriert wurden und sich an der
Namensgebung der EhIPK-1 bzw. TvIPK-1 orientieren. Im Gegensatz zu den
vorangegangenen Alignments aus dem Ergebnisteil wurde nach Erstellung der
phylogenetischen B&ume die Nomenklatur der EhIPK-1- bzw. TvIPK-1-Isoformen
entsprechend ihrer phylogenetsichen Verwandtschaft zueinander angepasst (vgl. Abbildung
5-1, Abbildung 5-2, Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2). Hierbei kam es durchaus vor, dass die
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maschinellen Pradiktionen in den Datenbanken nicht mehr mit den hier gezeigten
Ergebnissen korrelierten.

Die sich sehr stark ahnelnden Isoformen / homologen Proteine erhalten neben der
aufsteigenden Nummerierung noch zusatzlich Kleinbuchstaben, um die grol3e
Verwandtschaft bzw. Homologie kenntlich zu machen. Die kleinen Unterschiede bei den so
gekennzeichneten Isoformen / homologen Proteinen kénnen sowohl durch einige wenige
abweichende Aminosauren als auch durch divergente Enden (sog. ,ragged ends®)
entstehen.

In Abbildung 6-1 existieren drei Aste: Im oberen Drittel sind die sich gegenuber der TvIPK-1
verhaltnismanig stark unterscheidenden (,echten®) Isoformen / homologen Proteine (TvIPK-5
bis TvIPK-8) abgebildet. Im mittleren Drittel sind neben der untersuchten TvIPK-1 (farblich in
blau hervorgehoben) drei weitere sich verhaltnismaRig stark unterscheidende Isoformen /
homologen Proteine abgebildet (TvIPK-2 bis TvIPK-4). Zwei Isoformen / homologen
Proteinen (TvIPK-2 und TvIPK-3) wurde eine weitere stark homologe Isoform / homologes
Protein zugeordnet (TvIPK-2a und TvIPK-2b sowie TvIPK-3a und TvIPK-3b). Bei diesen a-
und b-Formen koénnte es sich um multiple allelische Sequenzunterschiede handeln, die
aufgrund von Polyploidie in Entamoeba-Arten ([Das und Lohia, 2002], [Lohia, 2003])
vorhanden sind.

Die Isoformen / homologen Proteine der EhIPK-1 sind im letzten Drittel der Abbildung
vertreten. Die charakterisierte EnIPK-1 ist farblich in rot hervorgehoben. Hierzu gibt es neben
der EhIPK-1a noch eine weitere sehr homologe Form EhIPK-2 sowie eine deutlich distantere
Form im selben Ast, EhIPK-3. Hiervon sind noch noch distantere ,echte” Isoformen /
homologe Proteine, mdglicherweise IP6Ks (EhIPK-4a, EhIPK-4b), von der ersten Gruppe
EhIPK-1 bis EhIPK-3 zu differenzieren. Der Unterschied zur EhIPK-4a und EhIPK-4b beruht
auf einer offensichtlich unvollstandigen Sequenz.

In der Abbildung 6-1 wird deutlich, dass grof3e phylogenetische Unterschiede zwischen den
IPKs der beiden Protozoen existieren. Das Alignment der EhIPK-1 und TvIPK-1 mit anderen
bereits bekannten IPKs (siehe Abbildung 5-3) zeigt, dass es kaum mdoglich ist, anhand von
Aminosauresequenzen eine korrekte Préadiktion des Funktionsumfangs der [IPKs
durchzufiihren. Aus den Stammb&aumen geht hervor, dass die Unterschiede derselben IPKs
zwischen den Spezies grofer sind, als die Unterschiede von verschiedenen IPKs innerhalb
einer Spezies. Es handelt sich bei den beiden IPKs phylogenetisch gesehen vermutlich um
sehr alte Inositolphosphatkinasen, die sich in ihrer Entwicklung schon friih voneinander

getrennt haben.
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Abbildung 6-1: Phylogenetischer Stammbaum der Isoformen / homologen Proteine der EhIPK-1 und
TvIPK-1
Die untersuchten IPKs aus Entamoeba histolyitca und Trichomonas vaginalis sind farblich hervorgehoben.
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Abbildung 6-2 zeigt den oben besprochenen phylogenetischen Baum zum besseren
Verstandnis nochmals in radialer Form. Ausgehend vom Ursprung findet eine Aufspaltung
des Baumes in zwei groRe Aste statt. Hierbei besteht der sich weiter verzweigende obere
Ast aus den Isoformen der TvIPK. Dessen Unterteilung unterscheidet die putativen IP6K-
Isoformen mit der TvIPK-1 von den putativen IPMK-Isoformen. Der untere Anteil des
Baumes zeigt die Isoformen der EhIPK-1. Auch hier zeigt sich eine erneute Verzweigung, die
die putativen IPMK-Isoformen inklusive der EhIPK-1 von den Ubrigen Isoformen der EhIPK
(putative IP6Ks) trennt. Durch die Abbildung 6-2 wird ebenfalls deutlich, dass sich die
Isoformen der EhIPK und TVIPK, auch wenn es sich hierbei mdglicherweise um Kinasen mit
identischer Substratspezifitat handelt (z.B. IP6Ks), grundlegend in ihrer Phylogenese
voneinander unterscheiden (s.0.).

TVIPK-6 TVIPK-5

IPMK-2 (putativ) IPMK-1 (putativ)

TvIPK-2b
IP6K-2 (putativ) TvIPK-8
TVl PK—2a IPMK-4 (putativ)
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TVvIPK-7
vl PK-3b IPMK-3 (putativ)
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TvIPK-3a
IP6K-3 (putativ)
TvipRA EhIPK-4b
IP6K-2 (putativ)
EhIPK-4a
IP6K-1 (putativ)
TvIPK-4
IP6K-5 (putativ)
EhIPK-3
Eh | PK-la IPMK-3 (putativ)
IPMK-1 (putativ) EhIPK-2
EhIPK-l IPMK-2 (putativ)

0.1

Abbildung 6-2: Phylogenetischer Stammbaum der Isoformen / homologen Proteine der EhIPK-1 und
TvIPK-1 in radialer Form

Die durchgefihrten phylogenetischen Untersuchungen zeigen eindeutig, dass die
maschinellen Assignierungen fir IPKs in vorhandenen Datenbanken bei weitem nicht
ausreichend sind, um auf die Art der Inositolphosphatkinasen von Protozoen riickschlie3en
zu kobnnen. Aus diesem Grunde miussen die in Datenbanken pradizierten, durch
Genomanalysen identifizierten IPKs bakteriell exprimiert und enzymatisch untersucht

werden, um sie schliel3lich einer Gruppe von Inositolphosphatkinasen zuordnen zu kdénnen.
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6.2 Struktur, biologische Funktion und Vergleich der EhIPK-1 mit
ausgewahlten IPKs

Der Ergebnisteil zeigte, dass die EhIPK-1 nicht eindeutig anhand ihrer Sequenz einer
bekannten Gruppe von IPKs zuzuordnen ist. Raha et al. [1994, 1995] konnten zeigen, dass
Ins(1,4,5)P; und Ins(1,3,4,5)P, wichtige Second Messenger in Entamoeba histolytica sind.
Beide Inositolphosphate sind an der Calcium-Freisetzung aus internen Speichern und
mdglicherweise an der zytolytischen Aktivitdt von Entamoeba histolytica beteiligt, die durch
die Sekretion proteolytischer Enzyme aus internen Granula vermittelt wird. Auch Ravdin et
al. [1988] zeigten, dass die Lyse von Zielzellen durch Entamoeba histolytica von der
Verfugbarkeit intrazellularen Calciums abhéngig ist.

Giri et al. [1996] berichteten, dass die Bindung von Ins(1,4,5)P; an Rezeptoren sehr vom
zellularen pH-Wert von Entamoeba histolytica abhéngig ist. Schon bei einem pH-Wert von
6,5 war Ins(1,4,5)P5; nur noch zu 20%, verglichen mit dem Bindungs-Maximum, in der Lage,
eine Bindung einzugehen. Ahnlich verhielt es sich mit Ins(1,3,4,5)P,. Man geht davon aus,
dass zwei unterschiedliche Calcium-Speicher in Entamoeba histolytica existieren, die von
jeweils einem der Inositolphosphate kontrolliert werden.

Miller et al. [2005] beschrieben eine Ins(1,3,4)trisphosphat 5/6-Kinase von Entamoeba
histolytica, die jedoch mit der in dieser Arbeit vorgestellten IPK sowohl strukturell als auch
katalytisch nicht zu vergleichen ist. Bei der hier kurz vorgestellten Kinase handelt es sich
vermutlich um eine Kinase der ATP-GRASP-Familie ([Artymiuk et al., 1996], [Fan et al.,
1995], [Galperin und Koonin, 1997]).

Miller et al. [2005] differenzierten bei der Kinase eine N-terminale Doméne, eine zentrale
Domane und eine C-terminale Doméne. Abbildung 6-3 zeigt die 3D-Struktur der

Ins(1,3,4)trisphosphat-5/6-Kinase nach Kristallisation.
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Abbildung 6-3: Strukturmodell nach Kristallisation der Ins(1,3,4)trisphosphat-5/6-Kinase der Entamoeba
histolytica mit Bindung von Ins(1,3,4,6)P4, ADP und Mgz+[MiIIer et al, 2005]

Das von Miller et al. [2005] beschriebene Enzym war in der Lage, die Phosphat-Gruppe des
ATPs auf Ins(1,3,4)P; an die D-5- oder D-6-OH-Gruppe zu Ubertragen. Dies geschieht
jedoch niemals simultan, da das Enzym nur jeweils eine Phosphatgruppe tbertragen kann.
Aulerdem besitzt die Kinase Ins(3,4,5,6)P,-1-Kinasefahigkeit. Es wurde weiterhin
beobachtet, dass das Enzym in der Lage war, Ins(1,3,4,5P, und Ins(1,3,4,6)P, zu
interkonvertieren, wobei hier noch nicht der genaue Reaktionsmechanismus bekannt ist. Es
wird angenommen, dass das Enzym Phosphatase-Aktivitat besitzt, und durch eine
anschlieende Phosphorylierung schlief3lich Ins(1,3,4,6)P, entsteht. Das Enzym bindet ATP
in einer tiefen Spalte zwischen zentraler und C-terminaler Doméane, wodurch das Molekl
fast vollstdndig eingeschlossen wird. Das Enzym konnte auf3erdem, im Gegensatz zum
humanen Homologen, das nur unter extrem unphysiologischen Bedingungen in der Lage
dazu ist, Ins(1,4,5)P; an D-3-Position phosphorylieren.

In Abbildung 6-4 ist zum Vergleich die Kristallstruktur des katalytischen Kerns der humanen
Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A abgebildet [Gonzalez et al., 2004], die als Matrize fur
ein 3D-Modell der EhIPK-1 in Kapitel 6.3 dient.
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Abbildung 6-4: Kristallstruktur der humanen Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A mit Bindung von Mn?,
ADP und Ins(1,3,4,5)P4 [Gonzalez et al., 2004]

Sowohl in dieser Abbildung als auch in den Abbildungen 4-7 bis 4-11 wurden die a-Helices und B-Faltblattstrange
aufsteigend durchnummeriert, um einen spéteren Vergleich der Tertidrstrukturen der Modelle zu ermdglichen.

In der Abbildung sind die Sekundarstrukturen in Form von a-Helices und -Faltblattstrangen
aufsteigend beschriftet. Die Nomenklatur unterscheidet hierbei zwischen a-Helices und -
Faltblattstrangen sowohl im N-terminalen (anx und Bny) als auch im C-terminalen (acy und
Bcx) Anteil des Proteins. Die Nummerierung erfolgte aufsteigend vom N-Terminus zum C-
Terminus. Diese Nomenklatur findet ebenfalls bei den putativen Tertiarstrukturmodellen in
Kapitel 6.3 Anwendung, um einen Vergleich der Tertiarstrukturen der spater gezeigten
Modelle zu erméglichen.

Wie bereits in der Einleitung besprochen, handelt es sich bei IP3Ks um IPKs mit der
sogenannten PDKG-Signatur. Vermutlich &hnelt die abgebildete Kristall-Struktur aufgrund
der Consensus-Motiv-Ubereinstimmung eher der in dieser Arbeit behandelten EhIPK-1. Es
ist nicht Uberraschend, dass neben dem PDKG-Motiv auch andere bekannte Motive
vorhanden sind.

Die katalytische Doméane besteht aus insgesamt drei Lobi: Zwei Lobi binden das ATP. Der
dritte Lobus bindet Inositolphosphat. Selbiger Lobus umschlie3t alle Phosphate von
Ins(1,4,5)P; in einer positiv geladenen Tasche, wodurch die Substratselektivitat der IPK
erklart wird [Gonzalez et al., 2004].

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Inositolphosphatkinase entstehen bei der Umsetzung
unterschiedlicher InsPs-Isomere rasch PP-InsPs-Isomere. Wie in Kapitel 6.4 dargestellt, ist

schon einiges Uber pyrophosphorylierte Inositolphosphate und deren biologische Funktion
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bekannt. Es scheint sich hierbei um einen essentiellen Bestandteil des
Inositolphosphatmetabolismus von Entamoeba histolytica zu handeln, da mindestens 26
Pyrophosphate von einer einzigen Kinase, der EhIPK-1, gebildet werden.

Bisher liegen noch keine Daten anderer IPKs aus Protozoen vor, wodurch ein Vergleich der
Funktionalitat mit der hier vorliegenden EhIPK-1 nicht erfolgen kann. Es ist daher nicht
mdglich zu beurteilen, ob es sich hierbei um ein einzigartiges Phanomen handelt, oder ob
neben der hier besprochenen EhIPK-1 noch andere IPKs mit gleichem Funktionsumfang
existieren. Eine néhere Betrachtung der TvIPK-1, deren Funktionalitat wahrend dieser Arbeit
schon gezeigt werden konnte, kdnnte hier weitere Anhaltspunkte geben.

Nach jetzigem Kenntnisstand vereinigt die hier vorgestellte EhIPK-1 zum einen die
Funktionsvielfalt einer IPMK, kombiniert mit den Féhigkeiten einer vor allem Pyrophosphate
generierenden IP4K bis IP6K. Zusatzlich ist das Enzym in der Lage, weitere InsPs- und
InsP4-Isomere zu phosphorylieren. Vergleicht man die EhIPK-1 mit der TvIPK-1 im Ky-Wert
fur ATP, so stellt man fest, dass beide Enzyme sehr ahnlich sind. Beide besitzen einen Ky-
Wert, der sich bei der Berechnung nach Michaelis Menten mit ca. 0,059 mM errechnet. Auch
die vmax-Werte dhneln sich sehr: Die EhIPK-1 erreichte einen Wert von 0,038 uM / min / mg,
die TvIPK-1 einen vpna,-Wert von 0,045 + 0,25 uM / min / mg. Mdglicherweise besitzen
andere Protozoen-IPKs ahnliche Werte.

Verglichen mit anderen in der Literatur vorkommenden IPKs ([Nalaskowski et al., 2002],
[Nalaskowski et al.,, 2003], [Deschermeier, 2005]) besitzt die EhIPK-1 bezogen auf
Ins(1,4,5)P; einen sehr hohen Ky-Wert von 34,3 uM. Zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht
bekannt, ob Entamoeba histolytica unter physiologischen Bedingungen derart hohe InsPs-
Konzentrationen erreicht. Ein moglicher Erklarungsansatz flir den hohen Ky-Wert kdnnte
darin bestehen, dass Ins(1,4,5,)P5 kein Hauptsubstrat der EhIPK-1 ist, und die Konversion
dieses Substrats durch die EhIPK-1 wohl eher keine physiologische Bedeutung besitzt,
sondern dass vielmehr eine andere Isoform aus dem paralogen Baum hierfur verantwortlich
ist. Die Aktivitdtsuntersuchungen in Kapitel 5.7 (vgl. Tabelle 5-3) legen nahe, dass es sich
bei der EhIPK-1 in erster Linie um eine IP5K handelt (siehe auch Kapitel 6.5). Im Vergleich
besitzt bspw. die bakteriell exprimierte und enzymatisch aktive RnIP3K-C (Rattus
norvegicus), die zu ungefahr 75 % identisch mit der humanen HsIP3K-C ist, einen sehr
niedrigen Ky(Ins(1,4,5)P3)-Wert von ungefahr 0,2 uM [Nalaskowski et al.,, 2003].
Deschermeier [2005] bestimmte fur das Wildtyp-Enzym der GgIP3K-A (Gallus gallus) einen
Km(Ins(1,4,5)P3)-Wert von 0,69 pM. Nalaskowski et al. [2002] berichteten von einer
erfolgreichen Klonierung einer Vollangen-DNA, die fur eine humane
Inositolphosphatmultkinase codiert. Damals wurde ein Ky(Ins(1,4,5)P3z)-Wert von 0,28 uM
ermittelt. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich der Ky-Wert der EhIPK-1 deutlich von den

bereits bekannten und errechneten Ky-Werten anderer IPKs unterscheidet.
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Tabelle 6-1 zeigt die gerade genannten Ky-Werte im Vergleich:

Name der Kinase Kwu(Ins1,4,5)Ps-Wert [uM]
EhIPK-1 34,3
RnIP3K-C 0,2
GgIP3K-A 0,69
HsIPMK 0,28

Tabelle 6-1: Ky-Werte ausgewahlter Kinasen im Vergleich

6.3 Putative Strukturmodelle der EhIPK-1

Nachdem Untersuchungen der Priméarstruktur der EhIPK-1 in Form von Alignierungen der
Aminosaurebasenabfolge mit bereits bekannten IPKs durchgefihrt wurden, sollte nun auch
die putative Sekundar- und Tertiarstruktur genauer betrachtet werden. Die Sekundarstruktur
gibt Aufschluf® tber Strukturen wie a-Helices und B-Faltblattstrangen. Die Tertiarstruktur gibt
die rdumliche Lage der Sekundarstrukturen zueinander wieder.

Mittlerweile existieren, wie fur putative 3D-Strukturmodelle auch (siehe unten), Programme,
die eine Sekundarstruktur pradizieren koénnen. Fur in dieser Arbeit préadizierte
Sekundarstrukturen wurde das im Internet frei verfugbare Programm NNPREDICT

(www.cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html) verwendet.
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Abbildung 6-5: Pradiktion der Sekundarstruktur der EhIPK-1
Die a-Helices der Aminosauresequenz sind in pink, die p-Faltblattstrange in blau gehalten.

Eine angefertigte Sekundarstrukturvorhersage ist in Abbildung 6-5 zu sehen. Insgesamt
werden 14 a-Helices und 12 B-Strénge vorhergesagt.

Im Vergleich dazu ist eine zweite Sekundarstruktur-Vorhersage in Abbildung 6-6 abgebildet,
die sich auf das weiter unten gezeigte putative Modell Nr. 1 der EhIPK-1 bezieht. Bei dieser
Berechnung werden 5 a-Helices und 9 B-Faltblattstrange vorhergesagt. Es wird deutlich,
dass sich die beiden Vorhersagen der Sekundarstrukturen deutlich voneinander
unterscheiden. Jedoch existieren auch Bereiche, die sich &hneln oder sogar identisch sind.

Besonders die C-terminalen Bereiche des Proteins scheinen in beiden Abbildungen reich an
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Sekundarstrukturen zu sein. Abhangig von der benutzten Pradiktions-Methode werden somit
unterschiedliche Vorhersagen gemacht.
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Abbildung 6-6: Pradiktion der Sekundé&rstruktur des Modells Nr.1 der EhIPK-1 (siehe Abbildung 6-7)

Die Abbildung zeigt die berechnete Sekundarstruktur des Modells Nr. 1 der EhIPK-1, die anhand der Matrize der
Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase B von Mus musculus erstellt wurde (siehe Abbildung 6-7). Auch hier sind die
Sekundarstrukturen, die nach der Abbildung 6-7 benannt wurden, wie in Abbildung 6-5 farblich hervorgehoben.

Die Pradiktionen zeigen, dass eine genaue Bestimmung der Sekundarstruktur wie auch der
Tertiarstruktur momentan nur durch Methoden wie bspw. mehrdimensionale NMR oder
(Rontgen-)Kristallstrukturanalysen erfolgen kann.

Bei Proteinen ist ihre charakteristische 3D-Struktur fir biologische Funktionen essentiell.
Nach bzw. wahrend der Translation der Proteine wird das Protein in die biologisch aktive
Form durch Proteinfaltung Uberfihrt. Bei der Protein-Faltung spielen Chaperone eine
wichtige Rolle. Die Tertiarstruktur wird unter anderem durch Disulfidbriicken,
lonenbindungen und Wasserstoffbriickenbindungen aufrechterhalten und stabilisiert.

Die heutige Bioinformatik beschaftigt sich auch mit 3D-Strukturmodellen von Proteinen,
indem Algorithmen und Methoden entwickelt werden, die es zum Teil ermdéglichen,
Strukturmodelle zu prédizieren.

Prof. Dr. med. Mayr erstellte erste putative Tertidrstrukturmodelle der EhIPK-1. Fir die
Erstellung der Modelle erfolgten zunéachst Sequenz-Alignierungen mit bereits bekannten in
der 3D-Struktur (durch Kristallographie) aufgeklarten Fungi-Metazoa-IPKs. Abhangig von der
Homologie der EhIPK-1 mit entsprechenden Proteinen wurden 3D-Strukturmodelle mittels
des Programms CPH (Serverbasierte automatische 3D-Strukturvorhersage) erstellt (siehe
Abbildung 6-7 bis Abbildung 6-11). Die Matrizenstrukturen werden durch Pdb-Files, die aus
der RCSB Protein-Data-Bank (www.rcsb.org/pdb/home/home.do) stammen, im Einzelnen
ebenso genannt wie die zugehdorigen Literaturverweise. Die Alignments werden im Anhang

gezeigt. Die Pradiktion der 3D-Modelle erfolgte wie bereits weiter oben beschrieben mit den
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beiden Programmen CPH-models-2.0 (www.cbs.dtu.dk) und EsyPred3D
(www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred) [Lambert et al., 2002]. Zur
Visualisierung der Strukturmodelle fand das Programm Pymol (DeLano Scientific LLC)
Anwendung.

Im Einzelnen werden die putativen 3D-Strukturmodelle gezeigt. Diese Modelle wurden der
humanen Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A (siehe Abbildung 6-4), die der EhIPK-1
strukturell wahrscheinlich am ehesten gleicht, gegeniibergestellt und mit ihr verglichen.

Bei Abbildung 6-7 handelt es sich um ein Modell der EhIPK-1, das als Matrix die Struktur der
A-Kette der dimer kristallisierten katalytischen Doméne der Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-
Kinase B aus Mus musculus [Chamberlein et al., 2005] benutzte.

Es ist ein sehr gut gefaltetes Protein-Struktur-Modell zu sehen, das 4 N-terminale und 5 C-
terminale B-Faltblattstrange, gestaltet zu zwei B-Faltblattern, enthalt.

Abbildung 6-7: Linke Seite der Abbildung: Putatives 3D-Strukturmodell Nr. 1 der EhIPK-1. Rechte Seite
der Abbildung: Zum Vergleich die humane Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A.
Als Template fur das Alignment diente die Pdb-File 2AQX.

Zusétzlich werden eine N-terminale und vier C-terminale a-Helices pradiziert. Im direkten
Vergleich mit der humanen Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A, die strukturell grof3e
Ubereinstimmungen mit dem pradizierten Modell besitzt, besteht eine absolute
Ubereinstimmung beziiglich der Anzahl der B-Faltblattstrange im N-terminalen Teil des

Enzyms. Jedoch kann beim Vergleich der beiden Modelle festgestellt werden, dass die 4 N-
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terminalen Faltblattstrange genauso wie die auch bei den beiden Modellen bestehende ay;-
Helix im N-Terminus bei der humanen Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A besser
strukturiert vorliegen. Au3erdem findet eine vergleichbare Pradiktion der Faltblattstrange im
C-terminalen Teil der Proteine statt, jedoch wird der B-Strang Bcs und Bc; beim Modell der
EhIPK-1 nicht pradiziert. Es ist auRerdem hervorzuheben, dass der Ubergang des Bc; zum
Bco-Strang bei der humanen IPK durch insgesamt 4 sehr gut strukturierte a-Helices (ac; -
Ocs), IM Gegensatz zur EhIPK-1, wo nur die aci-Helix vorhanden ist, erfolgt. Méglicherweise
ist die schlechtere Faltung sowohl hier als auch am N-Terminus ein Grund fur die geringere
Substratselektivitat der EhIPK-1, wodurch es der EhIPK-1 ermdglicht wird, weitaus mehr

Substrate zu binden und zu phosphorylieren.

Abbildung 6-8: Linke Seite der Abbildung: Putatives 3D-Strukturmodell Nr. 2 der EhIPK-1. Rechte Seite
der Abbildung: Zum Vergleich die humane Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A.
Als Template fir das Alignment diente die Pdb-File 2IEW.

In Abbildung 6-8 ist ein weiteres Modell der EhIPK-1 zu sehen, bei dem als Matrix die B-
Kette der ebenfalls als Dimer kristallisierten Vollangen-Inositolphosphatmultikinase 2
(Saccharomyces cerevisiae) Verwendung fand [Holmes und Jogl, 2006].

Auch hier sieht man ein gut gefaltetes Protein. Im Vergleich mit dem Modell Nr. 1 der EhIPK-
1 (siehe Abbildung 6-7) ist zu sehen, dass der N-Terminus nur zwei B-Strange (Bn: und Bnz)
besitzt. Auch die pradizierte ay;-Helix ist beim Modell Nr. 2 schlechter pradiziert. Betrachtet

man den C-Terminus genauer, so stellt man fest, dass die a-Helices nahezu gleich gut
121



Diskussion

ausgepragt sind, die ac,-Helix beim Modell Nr. 2 sogar besser modelliert (bezogen auf das 1.

Modell) vorliegt. Im Gegensatz dazu fehlt in der Abbildung 6-8 der Bcs-Strang, der beim 1.

Modell gut ausgebildet war, vollstandig.

Abbildung 6-9: Linke Seite der Abbildung: Putatives 3D-Strukturmodell Nr. 3 der EhIPK-1. Rechte Seite
der Abbildung: Zum Vergleich die humane Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A.
Als Template fur das Alignment diente die Pdb-File 2IF8.

Abbildung 6-9 zeigt das Modell Nr. 3 der EhIPK-1. Als Matrix diente die A-Kette der
Inositolphosphatmultikinase 2 (Saccharomyces cerevisiae) [Holmes und Jogl, 2006].

Hier ist, wie auch in den Abbildungen zuvor, ein qualitativ gutes Modell zu sehen. Es scheint
aber so, als ware der vierte B-Faltblattstrang (Bns in Abbildung 6-7) als Teil des C-Terminus
vorhergesagt worden (B¢1), wodurch sich die Struktur des Proteins andert. Weiter C-terminal
gelegen zeigt die acs-Helix im Modell Nr. 3 starke Ahnlichkeit zu der Helix ac, in Modell Nr. 1.
Zwischen dem Bc,-Faltblattstrang und der acs-Helix werden anstelle eines B-Strangs zwei
weitere Helices (ac, und acs) pradiziert. Die C-Terminal gelegenen Strukturen agcs und agz in
Abbildung 6-9 weisen groRe Ahnlichkeit mit den a-Helices acs; und acs des ersten Modells
auf. AuBerdem existiert der in der Abbildung zentral gelegene vierte B-Faltblattstrang (Bcs in
Modell Nr. 1), der bei den beiden anderen Modellen zwischen den beiden sehr gut

modellierten a-Helices auch vorhanden war, nicht.
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Abbildung 6-10: Linke Seite der Abbildung: Putatives 3D-Strukturmodell Nr. 4 der EhIPK-1. Rechte Seite
der Abbildung: Zum Vergleich die humane Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A.
Als Template fur das Alignment diente die Pdb-File 1W2C.

Fur das Modell Nr. 4 in Abbildung 6-10 wurde als Matrize die B-Kette der humanen
Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A [Gonzalez et al., 2004] verwendet.

Verglichen mit den drei vorangegangen Modellen ist das 4. Modell deutlich schlechter. Der
N-Terminus ist noch verhaltnismaRig gut gefaltet. Jedoch findet eine schlechte Préadiktion
des C-Terminus nach dem B¢;-Faltblattstrang statt: Grof3e Teile des Proteins weisen keine
oder nur schlecht ausgebildete Sekundarstrukturen auf. Wiederzuerkennen sind nur die
beiden in der Abbildung gezeigten Helices ac, und acs, die aus dem Modell Nr. 1 bekannte
und in den vorangegangen Modellen vorhergesagte ac4-Helix wurde nunmehr als Bc4-Strang
pradiziert.

Abbildung 6-11 zeigt das Modell Nr. 5, das ebenfalls wie Modell Nr. 4 einer schlechteren
Pradiktion des Enzyms entspricht. Es ist ein Modell der EhIPK-1 zu sehen, das als Matrize
die A-Kette der Inositolphosphatmultikinase 2 (Saccharomyces cerevisiae) verwendete
[Holmes und Jogl, 2006].
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Abbildung 6-11: Linke Seite der Abbildung: Putatives 3D-Strukturmodell Nr. 5 der EhIPK-1. Rechte Seite
der Abbildung: Zum Vergleich die humane Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A.
Als Template fur das Alignment diente die Pdb-File 2IF8.

Das Modell enthalt insgesamt 7 B-Faltblattstrange und 7 a-Helices. Bei dieser Préadiktion sind
gro3e Anteile des N-Terminus als solche nicht mehr korrekt modelliert. Sie scheinen nun
Bestandteil des C-Terminus zu sein. Die weitere Struktur des Modells unterscheidet sich
grundlegend von den bereits gezeigten Modellen. Es ist nicht davon auszugehen, dass diese
Pradiktion der Struktur der EhIPK-1 entspricht.

Es wird deutlich, dass die Pradiktion einer Tertiarstruktur eines Proteins eine sehr schwierige
Aufgabe darstellt, die bisher nicht vollstdndig durch die Bioinformatik gelést werden kann.
Dadurch erklart sich die Vielfalt der Pradiktionen, die sich auch deutlich qualitativ
unterscheiden: Von den vorgestellten Modellen scheint das Modell Nr. 1 (siehe Abbildung
6-7) der EhIPK-1 das Hochwertigste zu sein. Es weist starke Ahnlichkeit mit der vorgestellten
humanen Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase A (siehe Abbildung 6-4) auf und konnte
vielleicht zusammen mit den besser ausmodellierten Teilstrukturen in Modell 2 eine gute
Basis fiur ein optimiertes Modell der EhIPK-1 sein. Derartige Optimierungen durch
Verwendung von Hybrid-Matrizen sind z.B. durch das Programm Modeller gut erstellbar und

in der AG geplant.
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6.4 Struktur und biologische Funktion von pyrophosporylierten
Inositolringen

Aufgrund des Aufbaus eines Inositolphosphats mit Inositolring und Phosphatgruppen ergibt
sich rechnerisch eine Anzahl von 63 unterschiedlichen Inositolphosphaten. Nach Entdeckung
von Pyrophosphaten, also Inositolphosphaten, deren einzelne Phosphatgruppen mit einer
zusatzlichen Phosphatgruppe verknupft sind, stieg die theoretische Anzahl mdoglicher
Inositolphosphate stark an.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist die EhIPK-1 in der Lage, eine Vielzahl von unterschiedlichen
Pyrophosphaten zu bilden. Es ware also sehr interessant, die genaue Position der
Pyrophosphatgruppe bestimmen zu kénnen.

Von Albert et al. konnte [1997] gezeigt werden, dass das Pyrophosphat bei PP-InsPs
(Diphosphoinositolpentakisphosphat) an D-5-Position bei Saugern lokalisiert ist. Bezogen auf
PP-InsP, ist die Position der Pyrophosphatgruppe bisher nicht eindeutig geklart. Ergebnisse
weisen jedoch darauf hin, dass die Position der Pyrophosphatgruppe an D-5-Position zu
finden ist und bei (PP),-InsP, von mammalia zumindest eine der Pyrophosphatgruppen an
D-5-Position vorhanden ist [Safrany et al., 1999]. Die Position der zweiten
Pyrophosphatgruppe befindet sich entweder an C1 oder C3 [Lin et al., 2009]. Die
stattfindende Pyrophosphorylierung ist beispielhaft anhand eines InsPs-Isomers an 5-
Position in Abbildung 6-12 dargestellt.

InsPs PP-InsP,

Abbildung 6-12: Metabolisierung von InsPs zu PP-InsP4, beispielhaft an Ins(1,3,4,5,6)Ps gezeigt

Es werden mittlerweile drei Phosphatasen, die fiur die Dephosphorylierung der [3-
Phosphatgruppe verantwortlich sind, beschrieben und als Diphosphoinositolpolyphosphat-
Phosphatasen (DIPP) bezeichnet ([Irvine und Schell, 2001], [Safrany et al., 1998]).

Luo et al. [2002] zeigten, dass hochphosporylierte Inositole zur Ubertragung einer
Phosphatgruppe auf Proteine und dadurch stattfindender Protein-Phosphorylierung
notwendig sind. Diese Art der Phosphorylierung wird bspw. bei der homologen
Rekombination der Hefe beobachtet. Hierbei scheint die Pg-Phosphatgruppe eine essentielle
Bedeutung zu haben. Saiardi et al. [2004] berichteten, dass InsP; und InsPg als
nichtenzymatische und hochenergiereiche Phosphat-Donatoren bei Protein-
phosphorylierungen eine wichtige Rolle spielen. Saiardi et al. [2005] wiesen darauf hin, dass

Pyrophosphate fiir die Steuerung des Zelltodes und fir die Regulation der Telomer-Lange
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verantwortlich sind. Zusatzlich steuert InsP; u.a. die DNA-Rekombination und Genexpression
([Irvine, 2007], [York, 2006]).

Es wird aufgrund von Studienergebnissen kontrovers diskutiert, ob neben InsP,4, InsPg und
Phosphatidylinositolen auch Pyrophsophate an zellularer Endo- und Exozytose beteiligt sind
([Saiardi et al., 2004], [Shears, 2001], [Irvine und Schell, 2001]).

6.4.1 Pradiktion von Strukturmodellen der PP-InsPs-Isomere

Wie in Kapitel 5.6 zu sehen, ist die EhIPK-1 in der Lage, eine Vielzahl unterschiedlicher
Pyrophosphate zu bilden. Die bisherigen Daten lassen keine abschlieRende Beurteilung der
Position der Pyrophosphatgruppen zu. Allerdings liefern die Ergebnisse erste Anhaltspunkte:
Wie das Schema in Abbildung 5-42 zeigt, entstehen bei der EhIPK-1 unter Einsatz
unterschiedlicher Substrate mindestens zwei PP-InsP,- [(1) + (II)], sechs PP-InsPs- [(1) — (VI)]
zehn PP-InsPg4- [(I) — (VI)] und funf PP,-InsPs-Isomere [(1)-(III)]. AuRerdem konnten zwei PP-
InsPs-Isomere [(1) — (1] und InsPg [PP,-InsP, (1)] detektiert werden.

Fur ein besseres Verstdndnis werden die PP-InsP-Isomere in Abbildung 6-13
zusammengefasst gezeigt. Hierbei werden die in diesem Zusammenhang wichtigen und
bereits bekannten Chromatogramme aus dem Ergebnisteil gezeigt und kompiliert. Neben
den angesprochenen InsP4-Isomeren sind auch andere Substrate abgebildet, bei denen im
Verlauf der Reaktion ebenfalls pyrophosphorylierte Inositole detektiert wurden. In der
Abbildung wurden lediglich die Chromatogramme der Substrattestungen der InsPs- und
InsP4-Isomere sowie von InsPg zusammengefasst, da sie alle mit dem selben Gradienten
analysiert wurden (siehe auch Ergebnisteil). Die Substrattestungen der InsPs-Isomere
erfolgte mit einem davon abweichenden Gradienten (siehe Abbildung 6-15).

Es sprechen einige Fakten dafiir, dass sowohl bei PP-InsPs- als auch bei PP-InsP4- und PP,-
InsPs-Isomeren vor allem die D-5- und D-3-Position von entscheidender Bedeutung sind:
Betrachtet man die eingesetzten Substrate genauer, so lassen sich zundchst einige
Gemeinsamkeiten herausarbeiten: Die eingesetzten InsP,-Isomere, die im Verlauf unter
anderem auch zu PP-InsPs-Isomere pyrophosphoryliert werden, waren, wie im Ergebnisteil
gezeigt, Ins(1,2,4,5)P,4, Ins(1,3,4,5)P,4, Ins(1,3,4,6)P4, Ins(1,4,5,6)P, und Ins(3,4,5,6)P,.
Ins(1,2,4,5)P,, Ins(1,3,4,6)P,4, Ins(1,4,5,6)P,4 und Ins(3,4,5,6)P, wurden zu jeweils einem PP-
InsP3, Ins(1,3,4,5)P4 zu zwei PP-InsPs-Isomeren metabolisiert (vgl. entsprechendes Kapitel

der Substrattestungen im Ergebnisteil und Abbildung 6-13).
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Abbildung 6-13: Metabolisierung verschiedener InsP3- und InsPs-Isomere sowie von InsPs durch die
EhIPK-1

Betrachtet man die als Substrate eingesetzten InsP,-Isomere in Abbildung 6-13, so fallt
zunéachst auf, dass bei den genannten InsP,-Isomeren entweder die 3- und / oder 5-Position
mit einer Phosphatgruppe besetzt ist. Moglicherweise bevorzugt die EhIPK-1 eine dieser
beiden Positionen, um das Substrat zu pyrophosphorylieren. Wie in Kapitel 6.4 bei InsPs
bzw. PP-InsP, und in der Abbildung 6-12 gezeigt, wird offenbar von IPKs die 1-, 3- und 5-
Position bevorzugt fir Pyrophosphorylierung genutzt. Hochstwahrscheinlich lasst sich dies
auch auf PP-InsPs-Isomere Ubertragen. Es ist zu vermuten, dass Ins(1,3,4,5)P,4, mit, im
Gegensatz zu den anderen Inositolphosphaten (Ins(1,2,4,5)P4, Ins(1,3,4,6)P,4, Ins(1,4,5,6)P,
und Ins(3,4,5,6)P,), vorhandenem 1-, 3- und 5-Phosphat sowohl an 5- als auch an 3-Position
pyrophosphoryliert wird. Da kein weiteres InsP, diese Konfiguration erfillt, ist es méglich,
das zweite bei Ins(1,3,4,5)P, auftretende PP-InsPs-Isomer zu erklaren. Bei den ubrigen
InsP4-Substraten ist immer entweder die 3- oder 5-Position mit einem Phosphat besetzt. Es
ware also denkbar, dass in erster Linie diese beiden Positionen bei den verbleibenden InsP,-
Isomeren eine wichtige Rolle bei Pyrophosphorylierungen spielen. Folgt man der

favorisierten Hypothese, dass durch die EhIPK-1 primér an 5-Position und sekundéar an 3-
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Position eine Pyrophosphorylierung erfolgt, so handelt es sich bei den entstehenden PP-

InsPs-Isomeren um die in Tabelle 6-2 angegebenen Produkte:

Substrat Produkt(e) Kinase-Selektivitat
Ins(1,2,4,5)P, 5PP-Ins(1,2,4)P; Ins(1,2,4,5)P4-5-P-Kinase
Ins(1,3,4,5)P, 3PP-Ins(1,4,5)P3 Ins(1,3,4,5)P4;-3-P-Kinase
5PP-Ins(1,3,4)P; Ins(1,3,4,5)P4-5-P-Kinase
Ins(1,3,4,6)P, 3PP-Ins(1,4,6)P3 Ins(1,3,4,6)P4-3-P-Kinase
Ins(1,4,5,6)P4 5PP-Ins(1,4,6)P5 Ins(1,4,5,6)P4-5-P-Kinase
Ins(3,4,5,6)P,4 5PP-Ins(3,4,6)P; Ins(3,4,5,6)P4-5-P-Kinase

Tabelle 6-2: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP-InsPs-Isomeren

Es ist mdglich, dass die bei allen getesteten Substraten mit einem Phosphat besetzte 4-

Position fur die Konfiguration des Substrats elementar ist und es der EhIPK-1 dadurch erst

ermdglicht wird, eine Pyrophosphorylierung vorzunehmen.

Die hypothetische Pyrophosphorylierung der Substrate ist noch einmal in Abbildung 6-14

illustriert.

Ins(1,2,4,5)P, 5PP-Ins(1,2,4)Ps

3PP-Ins(1,4,5)P;
® OH

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

5PP-Ins(1,3,4)P;

Abbildung 6-14: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP-InsPs-Isomeren
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Ins(3,4,5,6)P, 5PP-1ns(3,4,6)P;
Abbildung 6-14, Fortsetzung: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP-InsPs-Isomeren

Anhand der gezeigten Strukturformel-Vergleiche ist es offensichtlich mdglich,
Strukturmodelle der PP-InsPs-Isomere zu entwerfen, die durch experimentelle
Untersuchungen verifiziert werden muissen. Es wére sehr aufschlussreich, weitere InsP,-
Isomere, die u.a. keine Phosphorylierung an 4-Position aufweisen, au3erhalb dieser Arbeit

zu testen und auf Pyrophosphorylierung zu priifen.

6.4.2 Pradiktion von Strukturmodellen der PP-InsP,-Isomere

Neben den Chromatogrammen der PP-InsPs,-Isomere wurden ebenfalls die
Chromatogramme der eingesetzten InsPs-Isomere genauer untersucht, um hypothetische
Strukturmodelle fiir die gebildeten PP-InsP,-Isomere erstellen zu kénnen. Dazu wurden auch
die aus dem Ergebnisteil bekannten MDD-HPLC-Chromatogramme zum Zeitpunkt 120 min

in einem Diagramm kompiliert (siehe Abbildung 6-15).
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Abbildung 6-15: Metabolisierung verschiedener InsPs-Isomere durch die EhIPK-1

In Abbildung 6-15 fallen zunachst die gebildeten PP-InsP,-Isomere auf: Die Isomere PP-
InsP, () bis PP-InsP, (IVb) eluieren vor, die PP-InsP4-Isomere [(Va) — (VI)] nach InsPs.

Im Gegensatz zu Ins(1,3,4,5,6)Ps, Ins(1,2,4,5,6)Ps und Ins(1,2,3,4,5)Ps zeigen sich im MDD-
HPLC-Chromatogramm bei Ins(1,2,3,4,6)Ps nach InsPg¢ keine Phosphorylierungsprodukte in
Form eines PP,-InsPz-Isomers. Wie im Ergebnisteil gezeigt, ist die EhIPK-1 offensichtlich
nicht in der Lage, Ins(1,2,3,4,5)Ps, Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,3,4,5,6)Ps an der noch freien
OH-Gruppe zu phosphorylieren und InsPg zu generieren (vgl. Abbildung 6-15). Da jedoch bei
allen InsPs-Isomeren, aufer bei Ins(1,2,3,4,6)P5, Produkte nach InsPg in den
Chromatogrammen zu finden sind, ist davon auszugehen, dass die eluierenden Produkte
InsPg nicht als Intermediat benétigen. Es ist also zu vermuten, dass die InsPs-Isomere
zunachst zu einem PP-InsP4-Isomer pyrophosphoryliert werden, um dann ggf. im nachsten
Schritt weiter zu einem PP,-InsP; phosphoryliert zu werden.

Der Vergleich der eingesetzten Substrate zeigt, dass alle InsPs-Isomere, ausgenommen
Ins(1,2,3,4,6)Ps, Uber eine Phosphatgruppe an der D-5-OH-Position verfiigen. Da
Ins(1,2,3,4,6)Ps offensichtlich kein pyrophosphoryliertes Produkt nach InsPs aufweist, muss
vermutlich die 5-Position des Inositolrings zwingend mit einem Phosphat besetzt sein, um
der EhIPK-1 eine hohere Phosphorylierung des vorliegenden PP-InsP4-Isomers hin zu einem
PP.-InsP3 Uberhaupt erst zu ermdéglichen.

Wie im Ergebnisteil gezeigt, entstehen bei Ins(1,2,3,4,5)Ps und Ins(1,3,4,5,6)Ps jeweils drei
PP-InsP,-Isomere, bei den Substraten Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps jeweils zwei PP-
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InsP4-Isomere. Beim Vergleich der Substrate untereinander féllt auf, dass ein bedeutender
Unterschied darin liegt, dass bei Ins(1,2,3,4,5)Ps und Ins(1,3,4,5,6)P5 eine Konfiguration
vorliegt, bei der sowohl die D-1-, D-3- und D-5-Position phosphoryliert vorliegt. Bei
Ins(1,2,3,4,6)P5 und Ins(1,2,4,5,6)Ps ist entweder die 5-Position oder die 3-Position nicht
phosphoryliert. Alle getesteten Substrate verfiigen auch Uber eine Phosphorylierung an der
1- und 4-Position, wodurch eine Phosphorylierung theoretisch auch dort méglich ware. Aus
Grinden der Strukturstabilitdit (siehe Kapitel 6.4.3) wird die EhIPK-1 jedoch
hdchstwahrscheinlich neben der 3- und 5-Position auch die 1-Position favorisieren, wodurch
die Pyrophosphatgruppen nicht direkt benachbart waren. Folgt man der bereits oben
aufgestellten Hypothese, dass die EhIPK-1 an 1-, 3- und 5-Position des Inositolrings eine
Pyrophosphorylierung von InsPs-Isomeren vornimmt, ergeben sich die in Tabelle 6-3
zusammengefassten Produkte:

Substrat Produkt(e) Kinase-Selektivitat
Ins(1,2,3,4,5)P5 1PP-Ins(2,3,4,5)P, Ins(1,2,3,4,5)Ps5-1-P-Kinase
3PP-Ins(1,2,4,5)P, Ins(1,2,3,4,5)P5-3-P-Kinase
5PP-Ins(1,2,3,4)P, Ins(1,2,3,4,5)Ps-5-P-Kinase
Ins(1,3,4,5,6)Ps 1PP-Ins(3,4,5,6)P, Ins(1,3,4,5,6)Ps-1-P-Kinase
3PP-Ins(1,4,5,6)P, Ins(1,3,4,5,6)Ps-3-P-Kinase
5PP-Ins(1,3,4,6)P, Ins(1,3,4,5,6)Ps-5-P-Kinase
Ins(1,2,3,4,6)Ps 1PP-Ins(2,3,4,6)P, Ins(1,2,3,4,6)Ps-1-P-Kinase
3PP-Ins(1,2,4,6)P, Ins(1,2,3,4,6)Ps5-3-P-Kinase
Ins(1,2,4,5,6)Ps 1PP-Ins(2,4,5,6)P, Ins(1,2,4,5,6)Ps-1-P-Kinase
5PP-Ins(1,2,4,6)P, Ins(1,2,4,5,6)Ps-5-P-Kinase

Tabelle 6-3: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP-InsPs-Isomeren
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Abbildung 6-16 illustriert auch hier die besprochenen Pyrophosphorylierungen:
1PP-Ins(2,3,4,5)P,

6 ®
OoH
Ins(1,2,3,4,5)Ps 3PP-Ins(1,2,4,5)P,

5PP-Ins(1,2,3,4)P,

1PP-Ins(3,4,5,6)P,

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

5PP-Ins(1,3,4,6)P,

Abbildung 6-16: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP-InsPs-Isomeren
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1PP-Ins(2,3,4,6)P,

Ins(1,2,3,4,6)Ps

3PP-Ins(1,2,4,6)P,

1PP-Ins(2,4,5,6)P,

Ins(1,2,4,5,6)P5

5PP-Ins(1,2,4,6)P,
Abbildung 6-16, Fortsetzung: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP-InsPs-Isomeren

6.4.3 Pradiktion von Strukturmodellen der PP»>-InsPs-Isomere und InsPg

Die entstehenden PP,-InsP;-Isomere leiten sich offenbar von den gebildeten PP-InsP,-
Isomeren und nicht von InsPg ab, da InsPg nicht zwangslaufig als potentielles Intermediat bei
der Umsetzung der getesteten InsPs-Isomere zur Verfligung steht (vgl. Kapitel 6.4.2 und
Abbildung 6-15). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die entstandenen PP-InsP,-Isomere
noch einmal an anderer Position pyrophoshoryliert werden, und es sich deshalb um zwei
Pyrophosphatgruppen (PP»-InsPs) innerhalb eines Molekiils handelt. Natirlich ware es auch
denkbar, dass bei vorbestehender Pyrophosphatgruppe durch erneute Phosphorylierung
eine , Triple-Phosphatgruppe“ (PPP-InsP,) gebildet wird (siehe Abbildung 6-17).
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PP,-InsP,

PPP-1nsPs

Abbildung 6-17: Inositolphosphat-Derivate mit alternativen Phosphorylierungen und mehrerer an einer
Position vorhandenen Phosphatgruppen in Form von PP2-InsP4 und PPP-InsPs

Bei den getesteten Substraten Ins(1,2,3,4,5)Ps und Ins(1,3,4,5,6)Ps konnten jeweils drei PP-
InsP4-Isomere gefunden werden. Zusatzlich konnten auch jeweils zwei PP,-InsPz-Isomere
detektiert werden. Die Quantitat der generierten PP-InsP,- und PP,-InsPs-Isomere
unterscheidet sich sehr stark. An der Bildung des in gréReren Mengen vorhandenen PP,-
InsPs-Isomers sind daher héchstwahrscheinlich zwei PP-InsP4-Isomere beteiligt, wohingegen
fur das in geringerem MaRRe vorhandene PP,-InsP; nur ein PP-InsP, als Substrat dienen
wird. Ins(1,2,3,4,6)Ps und Ins(1,2,4,5,6)Ps fehlt im Gegensatz zu den beiden zuvor
genannten Substraten das Phosphat entweder an 5- oder 3-Position. Bei Ins(1,2,4,5,6)Ps
wurde ein, bei Ins(1,2,3,4,6)Ps konnte kein PP,-InsPs-Isomer detektiert werden.

Es wird zusammenfassend also folgender Reaktionsmechanismus postuliert (siehe
Abbildung 6-18): Nachdem aus dem Substrat PP-InsP,-Isomere durch Pyrophosphoylierung
an 3- oder 5-Position gebildet wurden, kommt es im nachsten Schritt zu einer
Pyrophosphorylierung an der jeweils noch nicht mit einer Pyrophosphatgruppe besetzten
Position. Hierdurch wird nach einem Zwischenschritt aus unterschiedlichen PP-InsP,-
Isomeren schlieBlich das selbe Produkt gebildet. Das verbleibende dritte PP-InsP,4-Isomer
wird ebenfalls zu PP,-InsP; metabolisiert. Dabei kommt es zu einer Pyrophosphorylierung
des 1PP-InsP,-Isomers an 3- oder an 5- Position. Da an dieser Reaktion nur ein PP-InsP,-
Isomer beteiligt ist, wird erklart, warum eines der beiden PP,-InsPs-Isomere in kleineren
Mengen entsteht.

Bei Ins(1,2,4,5,6)Ps entsteht im Gegensatz dazu nur ein PP,-InsPs-Isomer (lic). Dies hangt
damit zusammen, dass bei diesem Substrat nur zwei PP-InsP,-Isomere gebildet werden, die,
wie gerade zuvor beschrieben, zu dem selben PP,-InsP; (lic) umgesetzt werden, indem
nachtraglich entweder an 5- (1PP-Ins(2,4,5,6)P,) oder 1-Position (5PP-Insl,2,4,6)P,)
pyrophosphoryliert wird.
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Wie in Abbildung 6-15 zu sehen entsteht aus Ins(1,2,3,4,6)Ps kein InsP,;. Daraus wird

abgeleitet, dass das Phosphat an 5-Position eine essentielle Rolle fur die weitere

Metabolisierung der aus InsPs hervorgegangenen Produkte spielt.

Tabelle 6-4 fasst die pradizierten Produkte zusammen:

Substrat

Produkt(e)

Kinase-Selektivitat

1PP-Ins(2,3,4,5)P,
3PP-Ins(1,2,4,5)P,
5PP-Ins(1,2,3,4)P,

1/5PP5-Ins(2,3,4)P;
3/5PP,-Ins(1,2,4)P;
3/5PP,-Ins(1,2,4)P5

1PP-Ins(2,3,4,5)P4-5-P-Kinase
3PP-Ins(1,2,4,5)P,4-5-P-Kinase
5PP-Ins(1,2,3,4)P4-3-P-Kinase

1PP-Ins(3,4,5,6)P,
3PP-Ins(1,4,5,6)P,
5PP-Ins(1,3,4,6)P,

1/5PP,-Ins(3,4,6)P;
3/5PP,-Ins(1,4,6)P5
3/5PP,-Ins(1,4,6)P5

1PP-Ins(3,4,5,6)P4-5-P-Kinase
3PP-Ins(1,4,5,6)P4-5-P-Kinase
5PP-Ins(1,3,4,6)P4-3-P-Kinase

1PP-Ins(2,3,4,6)P,
3PP-Ins(1,2,4,6)P,

1PP-Ins(2,4,5,6)P,
5PP-Ins(1,2,4,6)P,

1/5PP,-Ins(2,4,6)P5
1/5PP,-Ins(2,4,6)P5

1PP-Ins(2,4,5,6)P,4-5-P-Kinase
5PP-Ins(1,2,4,6)P4-1-P-Kinase

Tabelle 6-4: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP2-InsPs-Isomeren

lllustrativ zeigt Abbildung 6-18 die pradizierten Pyrophosphorylierungen:

1PP-Ins(3,4,5,6)P,
Abbildung 6-18: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP,-InsPs-Isomeren

1/5PP,-1ns(2,3,4)P,

1/5PP,-Ins(3,4,6)P4
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3/5PP,-Ins(1,4,6)P5

1/5PP,-Ins(2,4,6)P,

5PP-Ins(1,2,4,6)P,
Abbildung 6-18, Fortsetzung: Pradiktion von durch die EhIPK-1 generierten PP2-InsPs-Isomeren

Neben PP,-InsP; [(I) — (lll)] entstehen, wie die bisherigen Untersuchungen zeigen, unter
Einsatz von InsPg als Substrat weitere InsP.,-Isomere, die beziglich Aufbau und Struktur
nicht mit den PP,-InsPs-Isomeren Ubereinstimmen kénnen. Es handelt sich hierbei aller
Voraussicht nach um PP-InsPs-Isomere [(I) + (I)], die schlieBlich zu InsPg [PP2-InsP, (1)]
umgesetzt werden. Die hypothetischen Pyrophosphorylierungen von InsPg sind in Abbildung
6-19 und Abbildung 6-20 dargestellt: Die EhIPK-1 pyrophosphoryliert in ihrer Funktion als
IP6K das Substrat an der préferierten 5- oder 3-Position, bevor im nachsten Schritt die
jeweils noch nicht vorhandene Pyrophosphatgruppe dem Inositolring hinzugefiigt wird,

wodurch schlie3lich InsPg entsteht. Hierdurch bedingt wiirde analog zu den PP,-InsPs-

Isomeren sequentiell aus InsPg das selbe Produkt entstehen.
3PP-InsPg

PP2-|n5P4

5PP-InsPg

Abbildung 6-19: Hypothetische Pyrophosphorylierung von InsPs zu PP-InsPsund PP2-InsP4
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/ SPP-InsPg \
I 3PP-InsPy 7

Abbildung 6-20: Hypothetische Pyrophosphorylierung von InsPs zu PP-InsPs und PP2-InSP4

InSPg 3/5PP,-InsP,

Zusammenhangend sind die Hypothesen in dem leicht abgewandelten Schema, das schon
im Ergebnisteil in Abbildung 5-45 zu sehen war, gezeigt. Dort sind die hypothetischen

Strukturen, soweit sie bestimmt werden konnten, vermerkt (siehe Abbildung 6-21):

EhIPK-1
Ins(245)P, Ins(145)P,
PSP, (1

[Ins(1234)Py [Ins(1245)P4| In5(2345)P4] In5(2456)P4] [D/L-Ins(1345)P, | Ins(1346)P | Ins(1456)P Ins(3456)P,

i i i ;
5PP-Ins(lZi£| § 7, [3PP-Ins(145)P; [5PP-1ns(134)P ] [3PP-Ins(146)P|[5PP-Ins(146)P | [5PP-Ins(346)P,]
; " \\
[Ins(12346)P, ||D/L-Ins(12345)P||D/L-Ins(12456)PJ Ins(23456)P Ins(13456)P,

[1PP-1ns(2346)P, |[5PP-Ins(1234)P, [1PP-Ins(2345)P, | [5RP-Ins(1246)P,|[3PP-Ins(1456)P,|[5PP-Ins(1346)P |

!

|3PP-Ins(1246)P||3PP-1ns(1245)P,| [1PP-Ins(2456)P, 1PP-1ns(3456)P,

[3/5PP,-Ins(124)P, | [1/5PP,-Ins(234)P; | [1/5PP,-Ins(246)P; | A InsP, [3/5PP-Ins(146)P,[1/5PP,-Ins(346)P;|

|3PP-InsP; | |5PP-InsP

Nl

Abbildung 6-21: lllustration des Inositolphosphatmetabolismus der EhIPK-1 mit Darstellung der
hypothetischen Pyrophosphat-Strukturen

Die hier durchgefiihrten numerischen Betrachtungen kdnnen héchstens als Anhaltspunkt fur
die pyrophosphorylierten Positionen der Produkte dienen: Da die EhIPK-1 in ihrer
Komplexitat eine Vielzahl von Substraten binden kann, wére es sehr interessant, auf3erhalb
dieser Arbeit ,Recognition Sites® des Enzyms anhand von komplexen 3D-Studien zu
identifizieren. Hierfir missten die einzelnen Substrate in ihrer Struktur genauer betrachtet
werden, um mogliche Ubereinstimmungen in ihrer Konfiguration herausarbeiten zu kénnen.
Durch die Identifikation dieser ,Recognition Sites“ der EhIPK-1 wére es wahrscheinlich
maoglich, die Funktion der EhIPK-1 besser verstehen und mdglicherweise die

pyrophosphorylierten Positionen der Produkte eindeutig bestimmen zu kdénnen.
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6.5 Ist die EhIPK-1 eine IP5K?

Die Aktivitditsmessungen der EhIPK-1 mit InsPs-Isomeren aus Kapitel 5.7 zeigen, dass die
EhIPK-1 fur Ins(1,2,4,5,6)Ps und vor allem fir Ins(1,3,4,5,6)Ps eine besonders hohe
spezifische Aktivitat, verglichen mit anderen getesteten Substraten, aufweist. Moglicherweise
handelt es sich daher bei der EhIPK-1 in erster Linie um eine IP5K.

Erste Vermutungen in diese Richtung, dass Entamoeba histolytica womoglich nicht in der
Lage sein konnte, Ins(1,4,5)P; zu bilden und es daher nicht Hauptsubstrat fiir die EhIPK-1
ist, konnten nicht bestatigt werden. Aufgrund abgeschlossener Genomprojekte (TIGR-
Database; www.TIGR.org) konnten putative PLC-Gene im Genom identifiziert werden (u.a.
NCBI-Gene-ID: 6219380 sowie weitere Isoformen) wodurch Ins(1,4,5)P; als Hauptsubstrat
fur die EhIPK-1 nicht ausgeschlossen werden konnte.

Es scheinen fur Entamoeba histolytica vor allem hochphosphorylierte Inositole eine
entscheidende Rolle zu spielen. Hochphosphorylierte Inositole sind am ,Chromatin
remodelling” beteiligt. Hierbei handelt es sich um eine Neuanordnung von DNA und
Histonen, durch Bindung der Inositolphosphate an ATP-abhangige Chromatinregulierungs-
komplexe. Es erfolgt eine Konformationsanderung der Nukleosomen wahrend der
Transkription [Stryer, 1999]. InsPs hemmt die Nukleosomenmobilisierung durch NURF, ISW2
und INO80, wohingegen der Chromatinmodellierungskomplex SWI / SNF der Hefe in vitro
durch Bindung von Ins(1,4,5,6)P, und Ins(1,3,4,5,6)Ps stimuliert wird ([Shen et al., 2003],
[Steger et al.,, 2003], [Brehm, 2006]). Aufgrund der enormen Grole des Entamoeba
histolytica-Genoms kénnte das Chromatin Remodelling bei diesem Protozoon wichtiger sein
als bei anderen Organismen. Méglicherweise sind an diesen Prozessen ebenfalls die in der

Arbeit identifizierten PP-InsP-Isomere beteiligt.

6.6 Funktionsvielfalt und Aminosauresequenz-Homologien der
EhIPK-1

In der Zeit in der die Pradiktionsstudien von Prof. Dr. med. Mayr durchgefiihrt wurden (vgl.
Kapitel 5.1), standen die Genomprojekte der Protozoen Entamoeba histolytica und
Trichomonas vaginalis noch am Anfang und ermdéglichten es nicht, auf das vollstandig
entschlisselte Genom zurtickzugreifen. Neben der von Prof. Dr. med. Mayr durchgefihrten
Pradiktion existiert, wie im Ergebnisteil in Kapitel 5.2 gezeigt, mittlerweile eine weitere
Pradiktion des Gens, das fir die EhIPK-1 codiert. Bei der in dieser Arbeit beschriebenen
EhIPK-1 sind neun zusatzliche Aminosauren am N-Terminus im Gegensatz zum putativen
Gen in der NCBI-Datenbank exprimiert worden. Prof. Dr. med. Mayr wahlte das Start-Codon
in Form des Methionins also friiher. Konkret handelt es sich bei den pradizierten Consensus-
Abfolgen des Start-Codons um die Nukleotidabfolge AAGATGAAC (durch Prof. Dr. med.
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Mayr pradiziertes Start-Codon) und CACATGAGC (identifiziertes Start-Codon des aus der
NCBI-Datenbank identifizierten Gens).

Um nachzuweisen, dass das von Prof. Dr. med. Mayr pradizierte Start-Methionin korrekt ist,
wurden die beiden DNA-Sequenzen einer genaueren Betrachtung unterzogen und mit der
.Kozak-Consensus-Sequenz“ verglichen [Kozak, 2005]. Bei der ,Kozak-Consensus-
Sequenz® handelt es sich um eine spezielle Sequenz-Abfolge, die bei der Initialisierung des
Transkriptionsprozesses eine entscheidende Rolle spielt: Die mRNA-Sequenz wird von
Ribosomen erkannt. Das Ribosom bendtigt eine bestimmte Sequenz-Abfolge, um den
Startpunkt erkennen zu kdnnen. Tatsachlich liegt diese Sequenz in vivo in Variationen vor.
Von der Variation der ,Kozak-Consensus-Sequenz‘ hangt auch die Quantitdt des
exprimierten Proteins ab.

Es existieren mehrere qualitative Abstufungen der ,Kozak-Consensus-Sequenz®: Es handelt
sich um eine starke (,strong“) ,Kozak-Consensus-Sequenz®, falls an Nukleotid-Position +4
(ausgehend von Position +1, entspricht dem Adenin des AUG-Motivs in Abbildung 6-22) ein
Guanin und an Position -3 ein Adenin oder Guanin vorhanden ist. Ein adaquates
(,adequate®) ,Kozak-Consensus-Motiv* liegt vor, falls eine der beiden Positionen mit dem
entsprechenden Nukleotid versehen ist. Falls an keiner der beiden Positionen ein
entsprechendes Nukleotid vorhanden ist, handelt es sich um ein schwaches (,weak")
Consensus-Motiv.

Vergleicht man die beiden oben genannten Consensus-Abfolgen der pradizierten Gene
innerhalb des Entamoeba histolytica-Genoms mit der ,Kozak-Consensus-Sequenz® (siehe
Abbildung 6-22), so stellt man fest, dass es sich weder bei dem von Prof. Dr. med. Mayr
pradizierten noch bei dem in der NCBI-Datenbank identifizierten Start-Codon und der damit

verbundenen Consensus-Sequenz um starke (,strong“) Consensus-Motive handelt.

.9 J

g ,
-6 5 -4 -3 -2-1+1+243 +4

AccAUGG

Abbildung 6-22: ,,Kozak-Consensus-Sequenz® [http://en.wikipedia.org]

Die Abbildung zeigt die ,Kozak-Consensus-Sequenz“. Hierbei sind die Nukleotide in der GroflRe variierend
unterschiedlich stark hervorgehoben. Die Grof3e der Aminosauren gibt ihnre Bedeutung als Bestandteil der ,Kozak-
Consensus-Sequenz® wieder.
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Vielmehr handelt es sich bei der von Prof. Dr. med. Mayr pradizierten Consensus-Sequenz
des Start-Codons um ein adaquates, bei dem in der NCBI-Datenbank identifizierten Sequenz
sogar nur um ein schwaches ,Kozak-Consensus-Motiv“. Offensichtlich ist das von Prof. Dr.

med. Mayr pradizierte Start-Methionin zu favorisieren.

6.7 Vergleich bekannter Hemmstoffe von IPKs mit potenten
Inhibitoren der EhIPK-1

In dieser Arbeit konnten vier Hemmstoffe identifiziert werden, die einen guten bis sehr guten
inhibitorischen  Effekt aufweisen. Hierbei handelte es sich um die Substanzen
Aurintricarbonsaure, Quercetin, Gossypol und Bengalrosa. Mayr et al. [2005] zeigten u.a.,
dass Aurintricarbonsaure neben der IPMK auch die IP3K hemmen konnte.

Demgegenuber waren die auch wahrend dieser Arbeit getesteten Substanzen Quercetin,
Gossypol und Bengalrosa in der Lage, die drei Isoformen der IP3K unterschiedlich stark zu
inhibieren. Abbildung 6-23 zeigt die damaligen Untersuchungsergebnisse in einem

Diagramm mit der Angabe des inhibitorischen Potentials auf verschiedene IPKs:
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Abbildung 6-23: Inhibitorisches Potential verschiedener Substanzen bezogen auf die HsIP3K-A, HsIP3K-
B, RnIP3K-C und HsIPMK [Mayr et al., 2005]

Die Ergebnisse aus Kapitel 5.8 zeigen, dass die ICs-Werte der Hemmstoffe bei der EhIPK-1
erst im pM-Bereich erreicht werden. Die bei Mayr et al. [2005] gefundenen ICso-Werte
getesteter antiproliferativ. wirkender Substanzen, die sowohl pflanzlichen als auch
synthetischen Ursprungs waren (bspw. ATA, Bengalrosa, Gossypol und Quercetin), lagen
bei der IPMK und IP3K-A im Gegensatz zu den in dieser Arbeit ermittelten Werten zumeist
im nM-Bereich (siehe Tabelle 6-5).
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Name des Inhibitors Konzentrationen potenter Konzentrationen potenter Inhibi-

Inhibitoren (ICso-Wert) der toren (ICso-Wert) der humanen
EhIPK-1 [uM] IP3K-Isoformen und der HsIPMK
[Mayr et al., 2005] [nM]
ATA 2,45 138 (IP3K-A)
44 (IPMK)
Quercetin 2,56 300 (IP3K-A)
Keine Hemmung (IPMK)
Gossypol 3,20 115 (IP3K-A)
3400 (IPMK)
Bengalrosa 9,11 2190 (IP3K-A)
620 (IPMK)

Tabelle 6-5: Vergleich der Potenz von Inhibitoren bei der EhIPK-1, der Isoform A der humanen IP3K sowie
der HsIPMK bezogen auf den ICso-Wert [Mayr et al., 2005]

Da Entamoeba histolytica gré3tenteils im Intestinaltrakt lokalisiert ist, kame wahrscheinlich in
erster Linie eine orale / enterale Therapie in Betracht. Die ICso-Konzentrationen im pM-
Bereich scheinen hierfur bereits durchaus brauchbar zu sein. Es musste in diesem
Zusammenhang die Resorption der Wirkstoffe fir den menschlichen Organismus und damit
verbundene potentielle Nebenwirkungen genauer untersucht werden.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, handelt es sich bei der exprimierten und charakterisierten
EhIPK-1 um eine IPK, die keiner bisher bekannten Kinase-Form zuzuordnen ist. Daher war
es wichtig, potentielle Hemmstoffe zu untersuchen, die sowohl die IPMK als auch andere
Kinasen (z.B. IP3K) hemmen koénnen. Wie der Ergebnisteil zeigt, scheint die EhIPK-1 nicht
nur einen atypischen Funktionsumfang zu haben, sondern ist auch bezlglich der
Substanzen, die einen inhibitorischen Effekt auf die Kinase haben, nicht einer speziellen
Kinaseform zuordenbar.

Nach Identifikation von multiplen Inhibitoren fiir die EhIPK-1 ist es nun notwendig, in vivo-
Untersuchungen durchzufiuhren, die eine Beurteilung des inhibitorischen Effekts auf
Entamoeba histolytica zulassen. Hierfiir besteht eine Kooperation zwischen Herrn Prof. Dr.
med. Mayr und Prof. Dr. med. Tannich im Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin in
Hamburg. Neben der Permeabilitat der Entamoeba histolytica-Zellmembranen fir gefundene
Hemmstoffe misste die Wirkung der Substanzen auf Protozoen in vivo getestet werden.
Sollte eine Inhibierung des Wachstums oder gar eine Abt6tung des Organismus zu
beobachten sein, konnten die Hemmestoffe der EhIPK-1 als Therapeutika eingesetzt werden.
Im AnschluR muissten die Auswirkungen der Inhibitoren auf den humanen Organismus
untersucht werden. Falls sich die Auswirkungen auf den menschlichen Organismus als nicht

vorhanden oder unbedenklich herausstellen sollten, ware eine therapeutische Nutzung des
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Wirkstoffs vorstellbar. Aufgrund der Berichte von Resistenzen von Entamoeba histolytica
gegenuber gangigen medikamentdésen Therapien sowie putativer onkogener [/
tumorférdernder Wirkungen einiger Therapeutika gegen Entamoeba histolytica ([Bansal et
al.,, 2006a], [Bansal et al., 2006b]) ware es ein Fortschritt fur die Medizin, falls

Alternativpraparete gegen eine Entamoeba histolytica-Infektion entwickelt werden kénnten.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Inositolphsophatkinasen [IPKs] aus den Protozoen
Entamoeba histolytica [EhIPK-1] und Trichomonas vaginalis [TvIPK-1] bakteriell exprimiert,
gereinigt und katalytisch aktiv enzymologisch charakterisiert. Hierbei konnte die
Substratselektivitat fur bestimmte Inositolphosphate, der Ky-Wert fur ATP und der Ky-Wert
fur das jeweils vermutete Hauptsubstrat (Ins(1,4,5)P; bzw. InsP¢) mit dem daraus
abzuleitenden vn.-Wert ermittelt werden.

Es wurde gezeigt, dass die EhIPK-1 nicht eindeutig einer der Gruppen bekannter
Inositolphosphatkinase-Isoformen aus Metazoen zugeordnet werden kann. Es handelt sich
um eine IPK, die umfangreiche IPMK-Fahigkeiten vorweisen kann und mehrere von
Metazoen bekannte Substratspezifitaten vereinigt. Neben der Akzeptanz von einer Vielzahl
von Inositolphosphat-Substraten, die das Enzym an freien Hydroxylgruppen phosphoryliert,
ist die EhIPK-1 in der Lage, eine grol3e Anzahl von pyrophosphorylierten Inositolphosphaten
in Form von bspw. PP-InsP3-, PP-InsP4- und PP,-InsPs-Isomeren zu bilden, deren Funktion
bisher noch weitgehend ungeklart ist. Momentan kdénnen nur erste Modelle bezlglich der
genauen Struktur dieser Pyrophosphate erstellt werden. Weiterfihrende Studien, die sich mit
der Struktur der Pyrophosphate und Recognition-Sites der EhIPK-1 beschéftigen, kdnnten
Aufschluss dartber geben.

Um der Frage nachzugehen, ob die EhIPK-1 tatsachlich als Ins(1,4,5)Ps-Kinase fungieren
konnte, ware es sehr interessant eine qualitative und quantitative Bestimmung der
Inositolphosphate in Entameoba histolytica in vivo bspw. durch Extraktion der
Inositolphosphate mit anschlieBRenden MDD-HPLC-Analysen durchzuflihren. Einerseits
koénnten so die fir den Organismus essentiellen und prioritaren Synthesewege, die von der
EhIPK-1 katalysiert werden, identifiziert werden, andererseits konnten die in vivo
vorhandenen Aktivitdten und die Funktionsvielfalt der Inositolphosphatkinase mit den hier
dargestellten in vitro-Daten verglichen werden. Es kdnnte in diesem Zusammenhang auch
die physiologische Konzentration von Ins(1,4,5)P3 innerhalb des Organismus geklart werden.
Neben der detaillierten Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften der EhIPK-1
konnte in dieser Arbeit auch ein erstes Inhibitorprofil fir die Hemmung der Enzymaktivitat
durch niedermolekulare Substanzen in vitro aufgestellt werden. Sollte, wie dies bei
Metaozoen und der Hefe anzunehmen ist, der sehr umfangreiche, durch die EhIPK-1
katalysierte Inositolphosphatmetabolismus fir die Proliferation und fiir das Uberleben von
Entamoeba histolytica verantwortlich sein, kénnten die identifizierten Inhibitoren
(Aurintricarbonsaure, Quercetin, Gossypol und Bengalrosa) als alternative Antibiotika gegen
Entamoeba histolytica-Infektionen genutzt werden. Die gefundenen ICs,-Werte von ca. 2,5 —
10 pM erscheinen fir eine enterale Therapie bereits durchaus brauchbar. In zukiinftigen in

vivo-Untersuchungen mussten dann die Permeation der Substanzen durch die Zellmembran
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von Entamoeba histolytica und die sich anschlieBenden zellularen Effekte der Inhibitoren
nachgewiesen werden. Zusatzlich sollten die eventuellen Auswirkungen der Hemmstoffe auf
den Menschen, d.h. potenzielle Nebenwirkungen der neuen Wirkstoffe, betrachtet werden.
Parallel zur EhIPK-1 wurde eine zweite IPK aus Trichomonas vaginalis [TvIPK-1] erfolgreich
exprimiert, aufgereinigt und enzymologisch untersucht. Neben ersten Untersuchungen
bezlglich der Substratselektivitit dieses Enzyms (es handelt sich offenbar um eine
klassische IP6K) konnte auch der Ky-Wert fir ATP und der entsprechende vp.-Wert
bestimmt werden. Durch weitere Substratselektivitatsuntersuchungen kdnnten die weiteren
IPK-Aktivitdten der TvIPK-1 ebenso wie bei der EhIPK-1 detailliert untersucht werden. Durch
weitere Charakterisierung der TvIPK-1 und damit verbundenen Inhibitorversuchen kénnten
auch hier potentielle Hemmstoffe des Enzyms gefunden werden. Hierfur kdnnten die
gleichen Methoden wie bei der Untersuchung der EhIPK-1 verwendet werden.
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Anhang

9 Anhang

Aminosauresequenz der exprimierten und charakterisierten EnIPK-1:

Im Folgenden ist die Aminosauresequenz der IPK aus Entamoeba histolytica dargestellt. Die
letzten beiden Aminoséuren (Serin und Alanin) wurden ebenfalls translatiert und bilden den
Linker zwischen der Aminoséuresequenz der EhIPK-1 und dem Strep-Tag des
Expressionsvektors:

10 20 30 40 50 60 70 80
B T L T T T T T T T EE e e B R EE AR I |
MNTKIKREHMSTKKSQWVQAGGHGGPQOLHPDGQYLLKPCLSHRERDEFYLHIKDDKEWTGTGIIPKEFYGVELHEFGFGEL

90 100 110 120 130 140 150 160
T e L o O L o T T T O T
EFIRMENLMYKYKRPEVLDLKICTOQTWDPETASSKMKKRLVVDSTSTTTSLGVRESCMERNIGCEEKPILYSRYLCTHEVN

170 180 190 200 210 220 230 240
B L e e T L L L T T e T
TRDSLKEYIKLEFFNDGKKYRKELVPYFISQLDKMIEVMKKREYKMEFSSSVLEVYDSTTTLEDKKYNCKMIDFAHNWILSE

250 260 270
e S P
EECTVEDGFLFCGLNNLKSILEDIENEFKSLSA

Aminosauresequenz der exprimierten und charakterisierten TvIPK-1:

Die abgebildete Aminosauresequenz, die fur die TvIPK-1 codiert, wurde in der Arbeit kloniert,

exprimiert und charakterisiert.

10 20 30 40 50 60 70 80
. O T e [ T e [ T I
MESNSDSFSSSDLDPLNTQ HGQLCKIKNLDHGIDCVAKPLFEHENNFYTIMTKTPLADCLPRFFGNTQIDGHEYLLI

90 100 110 120 130 140 150 160
T e T T L T T B e T I |
EDLTAGMTSPCIADLKLGCTRSFEIGCVSESKVRKOMONMSKSTTPKYAVRIIDVSMRKDGNLVNHWDRNFGKKAPIQSEID

170 180 190 200 210 220 230 240
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TMNKFIPVNRKOEFLDKVEDVITKLTOTKEIYPCSRLYSASLLVVYDCGDODLPIRVALIDFAHAYSDITQCSCKMDSEEFE

250 260
e I L L T
EDNTILCLRNITHLLTDPTELEKRQI
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Anhang

Alignments der putativen 3D-Strukturmodelle der EhIPK-1:

Alignment fir das putative 3D-Strukturmodell Nr. 1:

Query
Template

Query
Template

Query
Template

Query
Template

Query
Template

Query
Template

1 -----=--=----- SQ AG[e:IGEPQQOLHPDEQ YMMLIAPMLEJHRERDFYLHIKDDKEWTG
1 MVQWSPFVMSFKIQAYPTI[P]LA[eNA[GSFKAAANERIMKIMH[MESEQRC - -LDR - - -LMADVL

49 TGIIPKFYEVELHEFGFGELEFIRKENAMYKYKR)FFWMMLIMNLIATETQ TASSKMS4RL
56 RPFV|JAYH[(DVVKDGE - - - - RYNQEDDMLADF D S)4CyMIyCliqM[e]V R YLE ELTKAR|§APS

I T DST GMERNIGEEK
112 LRKDMYQKMVEVDPEAPTEEEKAQRAVTKPRYMQWRETI[E]Siya TINe|FiIT EET KKED[

SVN

135 PILYSRYLCTHEVNTRDSLK YIKLFENDGKEYRKELVPYFISQLDKMIEVMKKR————E

172 -RD------ F----KKTKTRIHQVTEA|ZJREFT

GNQNILITAYRDRMKAIRATLEISPFFKC

191 YKMFS STTTLEDKKYNCK HNWIM---------- SEERCTV]| LG
221 HEVIG LFIH KKE----- QAKVW GKTTPMPEGQTLQHDVPWQ))GNR)| LEJIG

241 NpMK S)SAEDT - - -
276 DNLID IATEMSQG

Alignment fur das putative 3D-Strukturmodell Nr. 2:

Score:
Identity:
Query: 1
Templ: 1
Query: 61
Templ: 61
Query: 121
Templ: 121
Query: 181
Templ: 181
Query: 241
Templ: 241

96.5 bits

24.3 %
NGEYLLKPCLAPREKAFYLKIQNNKEWCESEITIPKFYGIEEHDFGYGEFEFIKMENLMNQ
+G + KP P+E FY IQ + C +P + G+ Y + +ENL+
DGLLIFKPAF-PQELEFYKAIQGDAPLCSW--MPTYLGVLNESKQY—----- LVLENLLYG

IKKPFVLDLKIGTQTWDPETSSKKMKKRLIVDSTSTTTSLGVREFSGMRRNVTDKPTLYSR
KP +LD+K+G +D + S +K ++ v T+T+ SLG R GM+ + P++ ++
FSKPNILDIKLGKTLYDSKASLEKRERMKRVSETTTSGSLGFRICGMK--IQKNPSVLNQ

————————————— YLCTNEV----NTRDSLKEYIKLYFFD---GEKYRNDLLPYFIQSIS
Y+ N++ T ++ + I+LYF + + ++ L F++ +
LSLEYYEEEADSDYIFINKLYGRSRTDONVSDAIELYEFNNPHLSDARKHQLKKTEFLKRLQ

KMIDVMNKKQFKMEFSASVLEVYDSASK-—————————————— FEDQKHACKIIDFAHAWD
+ M +++ +M S+S+LF+Y+ + F D + +IDFAH+ +
LEYNTMLEEEVRMISSSLLFIYEGDPERWELLNDVDKLMRDDEFIDSLSSMSLIDFAHS-E

VTEEECNVDDGFVIGLTTLKIME 263
+T + D+ + G+ TL +F
ITPGK-GYDENVIEGVETLLDIF 263

60

60
120

120
180
180
240
240
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Anhang

Alignment fur das putative 3D-Strukturmodell Nr. 3:

Score:
Identity:
Query: 1
Templ: 1
Query: 61
Templ: 61
Query: 121
Templ: 121
Query: 181
Templ: 181
Query: 241
Templ: 241

98.0 bits

25.2 %
GEFLYKPNTEQEASFYEQVQO-HSPLSQFLPKYYSKENIDLGFGSEFTYFKMONVIHGMNHP
G ++KP QE FY+ +Q +PL ++P Y N S Y ++N+++G + P
GLLIFKPAFPQELEFYKAIQGDAPLCSWMPTYLGVLN-—-—-—- ESKQYLVLENLLYGFSKP

CVLDLKMGCRTWEFEDSSPEKIKSKONYDNNTTSTQYGLREFCGMRVENKDTNIEFVQHDKYV
+LD+K+G + +S EK + + TTS G R CGM++ K+ ++ OQ
NILDIKLGKTLYDSKASLEKRERMKRVSETTTSGSLGFRICGMKI-QKNPSVLNQ-—-—--

MLOMQOTYDSLKOMMKVFLTS-HGSIDKOEKFKFSTSLETLNNLDTIVNDLHTNPTINHSI
L ++ Y+ +F+ 4G + + L+ N+ H + H +
-LSLEYYEEEADSDYIFINKLYGRSRTDONVSDAIELY-——————— FNNPHLSDARKHQL
VDVMIDKLLLKLNLLKEIYEKEGYQIISSSLFLFYDYD--—-——————-— DPLSTIDF----
+ +L L N + E E ++ISSSL Y+ D D L DF
KKTFLKRLOQLEFYNTMLE----EEVRMISSSLLFIYEGDPERWELLNDVDKLMRDDFIDSL

—-—--KMIDFAHWKDKNHKYEISDGYINGIQTIITI 274
+IDFAH + K + I G++T++ I
SSMSLIDFAHSEITPGK-GYDENVIEGVETLLDI 274

Alignment fir das putative 3D-Strukturmodell Nr. 4:

Score:
Identity:
Query: 1
Templ: 1
Query: 61
Templ: 61
Query: 121
Templ: 121
Query: 181
Templ: 181

72.0 bits

24.8 %
FOAGGHQGCIIQKGN-—---YLIKKIKNKDLIDWKGLIPYFENSEFIFNNDTFISIENIISK
F+A G G I+++ + Y + ++ L +G +P F + ++++
FKAAGTSGLILKRCSEPERYCLARLMADAL---RGCVPAFHGVVERDGESYLQLQODLLDG
YLKPCVLDIKIGNKTWCDE--TDENRK---KERIKLDALTTQ---=-=-—==-—-——-——— NTLGF
+ PCVLD K+G +T+ +E T + RK K+ + 4D T+ TLGF
FDGPCVLDCKMGVRTYLEEELTKKLRKDMYKKMLAVDPAVTKPRYMOQWREGISSSTTLGF
REFCGMTITQOKDGYSESINKKIHLEIHSREETIKLLSIFINQLGFEKDRIINYYLQOMEKT
R G I+ DG S S + K SRE+ +++ F+ + ++ YL ++++1
RIEG--IKKADG-SCSTDFKT---TRSREQVLRVFEEEFVQG----DEEVLRRYLNRLQQI
KNCINKMKY----HFFSSSLLFVYDIESYQCDCRMIDF 218
++ + ++ SSLLEV+D ++ +IDF

RDTLEVSEFFRRHEVIGSSLLFVHD-HCHRAGVWLIDF 218

60
60
12
12
18

18

24

24

60
60
12
12
18

18
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Anhang

Alignment fur das putative 3D-Strukturmodell Nr. 5:

Score:
Identity:
Query: 1
Templ: 1
Query: 61
Templ: 61
Query: 121
Templ: 121
Query: 181
Templ: 181

63.0 bits
23.6 %

YLEFKNAKRYSWNEPSCVLDLKMGCRTWFEDSSPEKIKSKONYDNNPTSTQYGLREFCGMRV
YL Y +++P+ +LD+K+G + +S EK + + TS G R CGM++
YLVLENLLYGFSKPN-ILDIKLGKTLYDSKASLEKRERMKRVSETTTSGSLGFRICGMKI

FNKDTNIFVQHDKYVMLOMOTYDSLKOMMKVELTS-HGSIDKQEKFKFSTSLETLNNLDT
K+ ++ O L ++ Y+ +F+ 4G + + L+
-QKNPSVLNQ------ LSLEYYEEEADSDYIFINKLYGRSRTDQONVSDAIELY-—————-

IVNDLHTNPTINHSIVDVMIDKLLLKLNLLKEIYEKEGYQIISSSLFLFYDYD---—-—-—-
N+ H + H + + +L L N + E E ++ISSSL Y+ D
-FNNPHLSDARKHQLKKTFLKRLOLEFYNTMLE----EEVRMISSSLLFIYEGDPERWELL

---DPLSTIDF---—--—- KMIDFAHWKDKNHKYEISDGYINGIQTIITI 229
D L DF +IDFAH + K + I G++T++ I
NDVDKLMRDDFIDSLSSMSLIDFAHSEITPGK-GYDENVIEGVETLLDI 229

6C
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