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1.1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Phosphatidylinositole und Inositolphosphate als essentielle
Zellbestandteile und intrazelluldre messenger

Sowohl die membranstandigen Phosphatidylinositole als auch die l6slichen Inositolphospha-
te erfullen wichtige Funktionen im zellularen Metabolismus. Trotz des prozentual geringen
Anteils der Phosphatidylinositole an den die Plasmamembran konstituierenden Phospholipi-
den erfillen diese Verbindungen essentielle Funktionen. Aktinbindende sowie in den vesiku-
laren Transport involvierte Proteine interagieren mit Phosphatidylinositolen im inneren Blatt
der Plasmamembran ([Itho et al., 2001], [Takenawa et al., 2001]), welche so zum einen die
Bildung funktioneller zellularer Strukturen ermdglichen, zum anderen aber selbst direkt oder
durch ihre Metaboliten regulativ in die von diesen Strukturen abh&ngigen Prozesse eingrei-
fen. Strukturelle Funktionen erfullen die Phosphatidylinositole auch bei der Bildung von lipid
rafts, welche ebenfalls in direkter Beziehung zu unter Beteiligung von Phosphatidylinositolen/
Inositolphosphaten ablaufenden intrazellularen Signaltransduktionsmechanismen stehen
[Caroni, 2001].

Ausgehend von dem Membranlipid Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat (Ptdins(4,5)P,) kon-
nen, katalysiert von durch extrazellulare Signale regulierbaren Enzymaktivitaten, sowohl
membranstandige als auch frei im Cytoplasma diffusible Botenstoffe generiert werden. Wah-
rend der Abschnitt 1.1.1 dieses Kapitels einen Uberblick tber die Vielfalt der in eukaryoti-
schen Zellen nachweisbaren Inositolphosphate sowie des zunehmend komplexer werdenden
Netzwerks der moglichen zelluldren Metabolisierungen dieser Verbindungen bietet, werden
in den Abschnitten 1.1.2, 1.1.3 und 1.1.4 die Grundziige der Phosphatidylinositol / Inositol-

phosphat-vermittelten Signaltransduktionsmechanismen dargelegt.

1.1.1 Uberblick: Inositolphosphatmetabolismus

Der Stoffwechsel der Inositolphosphate ist mit dem Metabolismus der Phosphatidylinositole
zum einen Uber die Phospholipase C — Aktivitat verknUpft, welche die Hydrolyse des Phos-
phatidylinositols PtdIins(4,5)P, zu Diacylglycerol und dem Inositolphosphat Inositol 1,4,5-tris-
phosphat (Ins(1,4,5)P;) katalysiert; zum anderen erfolgt die Biosynthese des Phosphatidyl-
inositols (Ptdins) durch die Reaktion des durch Dephosphorylierung aus Ins(1,4,5)P; gebilde-
ten Inositols mit CDP-Diacylglycerol. Abbildung 1.1 zeigt in vereinfachter Form die derzeit
bekannten metabolischen Zusammenhé&nge zwischen den in eukaryotischen Zellen vorkom-
menden Inositolphosphaten. Die durch schwarze Pfeile gekennzeichneten Umsetzungen
wurden sowohl in tierischen Zellen als auch bei Pflanzen und dem Schleimpilz Dictyostelium
beobachtet.



1.1 Einleitung
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Abbildung 1.1: Schematische Zusammenfassung der derzeit bekannten metabolischen Zusammen-
hénge zwischen den in eukaryotischen Zellen vorkommenden Inositolphosphaten (verandert nach [Ir-
vine et al., 2001)).

Bisher konnten bei weitem noch nicht alle Umsetzungen definierten Enzymaktivitaten zuge-
ordnet werden. Neben den im Rahmen dieser Arbeit ndher betrachteten Inositolphosphatki-
nasen der PDKG-Familie (Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen, Inositolpolyphosphatmultiki-
nasen und Inositolhexakisphosphatkinasen, siehe Abschnitte 1.3.1, 1.3.2 und 1.3.3; sowie:
[Irvine et al., 2001]) konnte eine Inositol 1,3,4 — trisphosphat 5/6-Kinase kloniert werden [Wil-
son et al., 1996, 1997], welche neben ihrer Inositolphosphatkinaseaktivitat auch Proteinkina-
seaktivitat besitzt [Wilson et al., 2001]. Gut charakterisiert sind bereits auch die Inositolpoly-
phosphat 5-Phosphatasen [Review: Erneux et al., 1998] sowie die Inositolpolyphosphat 1-
Phosphatase [Inhorn et al., 1987a, 1987b, 1988], die Inositolpolyphosphat 4-Phosphatase
[Bansal et al., 1987, 1990], die Inositolmonophosphat-Phosphatase [Ackermann et al., 1987]
sowie die multiple Inositolpolyphosphat-Phosphatase MIPP ([Caffrey et al., 1999], [Chi et al.,
2000]). Neuere Untersuchungen [Caffrey et al., 2001] zeigten dariiberhinaus, dass die als
Tumorsuppressorprotein wirkende Lipidphosphatase PTEN [Review: Yamada et al., 2001]
Ins(1,3,4,5,6)Ps 3 — Phosphatase-Aktivitat besitzt.



1.1 Einleitung

1.1.2 Der PtdIns(4,5)P,/Ins(1,4,5)P3; / DAG Pathway

Die universelle Bedeutung von Phosphatidylinositolen/Inositolphosphaten als intrazellulare
messenger-Molekiile zeichnete sich bereits zu Beginn der 80er Jahre ab, als klar wurde,
dass eine Stimulation des Phosphoinositidkatabolismus und ein koinzidenter Anstieg der in-
trazellularen Calciumkonzentration gemeinsame Merkmale der intrazellularen Reaktion einer
groBen Anzahl verschiedener Zelltypen auf eine Vielzahl extrazellularer Faktoren darstellt
[Review: Berridge und Irvine, 1984]. Weiterfuhrende Arbeiten resultierten in der detaillierten
Aufklarung der zugrundeliegenden Signaltransduktionsmechanismen [Review: Berridge
1993].

Allen Mechanismen gemein ist die durch Phospholipase C — Isoenzyme erfolgende hydrolyti-
sche Spaltung des Membranphospholipids Phosphatidylinositol 4,5 — bisphosphat (Ptd-
Ins(4,5)P,) in das lipophile, in der Membran verbleibende sn-1,2-Diacylglycerol (DAG) und
die hydrophile Kopfgruppe des Ptdins(4,5)P,, den diffusiblen, calcium-mobilisierenden Bo-
tenstoff Inositol — 1,4,5 — trisphosphat (Ins(1,4,5)Ps), siehe Abbildung 1.2. Die Aktivierung der
Phospholipase C — Isoenzyme (Familien 3, y, 0) erfolgt dabei in Abh&ngigkeit vom jeweiligen
extrazellularen Stimulus durch Interaktionen mit den a - bzw. B/y - Untereinheiten heterotri-
merer G-Proteine (PLCB) oder durch Tyrosinphosphorylierung (PLCy); der Aktivierungsme-
chanismus der ein kanonisches Ca**-bindendes EF-Hand-Motif beinhaltenden PLCJ ist bis-

her noch unbekannt.

Aktivierung des Pathways tUber G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Verschiedene Neurotransmitter (z.B. Adrenalin, Glutamat) und Hormone (z.B. Oxytocin, Va-
sopressin, Melatonin) interagieren mit dem extrazellularen Teil spezifischer G-Protein gekop-
pelter Rezeptoren (GPCRSs), deren molekulare Architektur durch sieben durch intra- und ex-
trazellulare Loops verbundene Transmembranhelizes charakterisiert ist. Die Ligandenbin-
dung induziert vermutlich eine Konformationsanderung des Rezeptors, wodurch eine Wech-
selwirkung der intrazellularen Loops Il (zwischen Helix 3 und 4) und Il (zwischen Helix 5 und
6) mit (vom Rezeptortyp abhangigen) heterotrimeren G-Proteinen mdglich wird. Durch die
Bindung des zunachst im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand vorliegenden heterotrimeren
G-Proteins an den Rezeptor kommt es zur Aktivierung des G-Proteins, wobei zunachst das
bis zu diesem Zeitpunkt an die a-Untereinheit gebundene GDP durch GTP ausgetauscht
wird, der Rezeptor wirkt somit im ligandengebundenen Zustand als Guaninnukleotidaus-
tauschfaktor (GEF) auf das GDP-gebundene G-Protein. Daraufhin dissoziiert zum einen der
B/y-Komplex von der a-Untereinheit ab, zum anderen geht die Assoziation des G-Proteins
mit dem ligandengebundenen Rezeptor verloren, welcher somit zur Aktivierung weiterer, im

GDP-gebundenen Zustand vorliegender hetereotrimerer G-Proteine zur Verfigung steht. Die
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Uber Lipidanker (Myristoylierung im Fall der a-Untereinheit, Geranylierung der y-Untereinheit
im Fall des B/y-Komplexes) konstitutiv an der Plasmamembran lokalisierten Untereinheiten
des heterotrimeren G-Proteins kdnnen somit zweidimensional in der Membran diffundieren.
Sowohl die a-Untereinheit im Komplex mit GTP als auch der B/y-Komplex kdnnen nun Phos-
pholipase C — Isoenzyme (a-Untereinheit: PLCB1, B/y-Komplex: PLC[,) aktivieren, was wie
oben beschrieben zur hydrolytischen Spaltung des Membranphospholipids PtdIins(4,5)P; in
DAG und Ins(1,4,5)P3 fuhrt. Wéhrend das lipophile DAG in der Membran verbleibt und dort,
zum Teil im Zusammenspiel mit Ca?*-lonen und Membranlipiden wie Phosphatidylserin, zur
Aktivierung von Serin/Threonin-spezifischen Proteinkinasen C fuhrt, ist das hydrophile
Ins(1,4,5)P; frei im Cytoplasma diffusibel. Durch Bindung von Ins(1,4,5)P; an ligandenge-
steuerte Ca®*-Kandle (Ins(1,4,5)Ps-Rezeptoren) in der Membran intrazellularer, vom endo-
plasmatischen Retikulum abgeleiteter Ca®*-Speicherkompartimente kommt es unter Beteili-
gung verschiedener weiterer Steuersignale (u.a. ATP, Ca*/Calmodulin, Aktivitat von Protein-
kinasen) zur Offnung der lonenkanale; Ca®*-lonen werden aus den intrazellularen Speichern
ins Cytosol freigesetzt, was zu einem lokalen Anstieg der im Ruhezustand im submikromola-
ren Bereich liegenden intrazellularen Ca®*-Konzentration auf Konzentrationen um 1 uM fihrt.
Die physiologische Antwort der Zelle erfolgt u.a. in Abhangigkeit von Amplitude und Fre-
quenz des entstehenden intrazellularen Calciumsignals, welches nicht nur durch die Calci-
umfreisetzung aus intrazellularen Speicherorganellen, sondern auch durch den Calcium-Ein-
strom aus dem Extrazellularraum sowie durch die Ca**-abhéngige Regulation verschieden-
ster Enzymaktivitaiten (z.B. durch die Wechselwirkung mit Ca*/Calmodulin) determiniert
wird.

Die Regulation der Signaltibertragung wird auf Ebene der G-Proteine durch die intrinsische
GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit bestimmt: Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP
fuhrt zur Inaktivierung der a-Untereinheit, durch Bindung an freie B/y-Komplexe entstehen
wieder aktivierbare hetereotrimere G-Proteine. Im Falle der PLC[3; und des zugehoérigen Re-
gulatorproteins Ggq.11 konnte gezeigt werden [Bernstein et al., 1992], dass das Effektormole-
kil (PLCp,) als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) auf Gg.11 wirkt: Interaktion von PLC[3;
mit Gq.11 resultiert in einer Stimulation der intrinsischen GTPase-Aktivitat des Gg.11 um nahe-
zu zwei GroRRenordnungen. Desweiteren wird das Ins(1,4,5)Ps-Signal selbst durch Metaboli-

sierung des Botenstoffes geldscht.

Aktivierung des Pathways tUber Rezeptoren mit intrinsischer oder assoziierter
Tyrosinkinaseaktivitat

Stimulation von Zellen mit Wachstumsfaktoren wie EGF und PDGF resultiert ebenfalls in ei-
ner Aktivierung des PtdIns(4,5)P./Ins(1,4,5)P3:/DAG — pathways, allerdings erfolgt die Aktivie-
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1.1 Einleitung

rung der hier beteiligten PLCy nicht Uber eine Interaktion mit einer der Untereinheiten eines
rezeptor-aktivierten heterotrimeren G-Proteins, sondern durch direkte Wechselwirkung und
Tyrosinphosphorylierung durch einen Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-
aktivitat.

Durch die Bindung des Wachstumsfaktors kommt es zu einer Dimerisierung zweier identi-
scher Rezeptoruntereinheiten, eine Untereinheit wird dabei jeweils von einer extrazellularen
Ligandenbindungsdomane, einer einzelnen, darauf folgenden Transmembranhelix und einer
intrazellularen Proteinkinasedoméane gebildet. Die Homodimerisierung fuhrt zunachst zu ei-
ner gegenseitigen Tyrosinphosphorylierung der Rezeptoruntereinheiten; an die auf diese
Weise entstehenden Phosphotyrosinreste konnen nun SH2-Doménen beinhaltende Adaptor-
sowie Effektormolekiile (u.a. PLCy) andocken. Direkte Phosphorylierung der PLCy sowie al-
losterische Effekte fihren sodann zu einer Aktivierung des Enzyms; die Signaltransduktions-
kaskade kann wie bereits oben beschrieben ablaufen. Eine negative Regulation ist auf der
Ebene des Rezeptors sowie der Phospholipase durch spezifische Protein-Tyrosinphosphata-
sen maglich.

Ein ahnlicher Weg der Signalweiterleitung wird auch von anderen Rezeptoren wie z.B. dem
T-Zell-Antigenrezeptor (TCR)-CD3 Rezeptorkomplex initiiert; diese Rezeptoren besitzen
zwar keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat, rekrutieren aber Mitglieder der src-Tyrosinki-

nasefamilie wie fyn und Ick, welche sodann PLCy durch Tyrosinphosphorylierung aktivieren.

Extrazellulare Signale Extrazellulare Signale

l l

Rezeptor mit intrinsischer oder

assoziierter Tyrosinkinaseaktivitat G-Protein-gekoppelter Rezeptor

Ptdins(4,5)P,

DAG PKC

v

> Ins(1,4,5)P, IP3R

PLCy PLCB

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der intrazellularen Bildung der Botenstoffe Diacylglycerol
(DAG) und Ins(1,4,5)P3; durch hydrolytische Spaltung des Membranphospholipids Ptdins(4,5)P,. Die
Aktivierung der diese Umsetzung katalysierenden PLC-Isoenzyme erfolgt entweder tber an heterotri-
mere G-Proteine gekoppelte Rezeptoren oder Uber Transmembranrezeptoren mit intrinsischer oder
assoziierter Tyrosinkinaseaktivitat.
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1.1 Einleitung

Die Loschung des Ins(1,4,5)Ps-Signals: Dephosphorylierung zur Regeneration
von PtdIns(4,5)P, oder Phosphorylierung zu Ins(1,3,4,5)P4

Der calciummobilisierende Botenstoff Ins(1,4,5)P; kann in der Zelle entweder durch subse-
quente Dephosphorylierung durch Inositol-polyphosphat-5-phosphatasen, Inositol-polyphos-
phat-1-phosphatasen und Inositol-4-monophosphatasen zu Inositol dephosphoryliert werden
oder aber auch durch Enzyme mit Inositol 1,4,5-trisphosphat-Kinaseaktivitat zu héherphos-
phorylierten Inositolphosphaten umgesetzt werden. Wahrend das durch die Phosphataseak-
tivitaten aus Ins(1,4,5)P; gebildete Inositol als Metabolit in die Phosphoinositid-Resynthese
einflie3t, beeinflussen das durch hochspezifische und —selektive Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen (bei
mammalia: Isoformen A, B, C, siehe Abschnitt 1.3.1.2) gebildete Ins(1,3,4,5)P, sowie weitere
durch eine multifunktionelle Inositolpolyphosphatmultikinase synthetisierte hochphosphory-
lierte Inositolphosphate und deren Metaboliten nachhaltig den zellularen Stoffwechsel. Einen
kurzen Uberblick tGber die haufig noch nicht im Detail aufgeklarten Funktionen dieser Verbin-
dungen gibt der Abschnitt 1.1.4.

1.1.3 Der PtdIns(4,5)P, / PtdIns(3,4,5)P; Pathway

Das Membranphospholipid PtdIns(4,5)P; ist nicht nur Substrat fur durch extrazellulare Stimuli
regulierbare Phospholipasen C, sondern kann auch durch Phosphatidylinositol 3-Kinasen
[Review: Wymann et al., 1998] der Klasse | (PI3K 1) zum Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphos-
phat (Ptdins(3,4,5)P3; PIP3;) metabolisiert werden. Diese Verbindung ist in ruhenden Zellen
praktisch nicht nachweisbar, in Reaktion auf extrazellulare Stimuli, insbesondere auf mitoge-
ne Signale, ist jedoch ein rascher Anstieg der PIPs-Konzentration zu verzeichnen.
Alle bisher identifizierten PI3K | - Isoformen sind Heterodimere, die durch Assoziation einer
katalytischen Untereinheit (Molekulargewichte zwischen 110 und 120 kDa) und eines regula-
tiv wirkenden Adaptorproteins (Molekulargewichte zwischen 50 und 100 kDa) gebildet wer-
den. Als Prototyp einer solchen regulativen Untereinheit gilt das p85, welches mit einer SH3-
Domane, einer breakpoint-cluster-region Homologie (BH-Doméne), zwei prolin-reichen Regi-
onen und zwei SH2-Doménen Uber eine grol3e Anzahl fur Protein-Protein-Interaktionen nutz-
barer Doménen verfugt. Die Aktivierung der PI3K der Klasse | erfolgt entweder Uber Rezep-
toren mit intrinsischer oder assoziierter Tyrosinkinaseaktivitat (Kinasen der Klasse 1A) oder
Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Kinasen der Klasse IB). Im Fall der Kinasen der
Klasse IB erfolgen Aktivierung und Membrantargeting der Kinase dabei tber eine Interaktion
mit den B/y-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine, Kinasen der Klasse IA werden unter
Ausnutzung der vielfaltigen Interaktionsmoglichkeiten der regulatorischen Untereinheit (Bin-
dung an Phosphotyrosinreste von Rezeptorproteinkinasen bzw. deren Substraten Uber die
SH2-Domaénen, Interaktion der prolinreichen Regionen mit SH3 Doméanen rezeptorassoziier-
6
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ter Kinasen, Interaktion der SH3 Domane mit prolinreichen Regionen rezeptorassoziierter
Proteine) an die Membran rekrutiert und aktiviert. Aktivitat und Lokalisation sowohl der Kina-
sen der Klasse IA als auch der Klasse IB werden daruber hinaus durch die Interaktion der
katalytischen Untereinheit mit Ras/GTP reguliert. Neben ihrer Lipidkinaseaktivitat besitzen al-
le katalytischen Untereinheiten der PI3-Kinasen vom Typ | (A als auch B) Protein (Serin-)ki-
naseaktivitat; beschrieben wurde sowohl Autophosphorylierung (p1109) als auch Phosphory-
lierung regulativer Untereinheiten (p110a).

Der Grol3teil der bis heute beschriebenen PtdIns(3,4,5)P; abhangigen Regulationsmechanis-
men wird durch die spezifische Bindung des Phospholipids durch spezielle Adaptordoméanen
vermittelt; hierdurch wird zum einen eine Membranrekrutierung der Gber die entsprechenden
Domanen verfugenden Proteine herbeigefihrt, zum anderen kdnnen durch die Bindung auch
enzymatische Aktivititen beeinflussende allosterische Effekte vermittelt werden. Die am bes-
ten charakterisierten PIP-bindenden Doméanen sind zum gegenwartigen Zeitpunkt vermutlich
die sogenannten Pleckstrin-Homology-Doméanen (PH-Doménen) (Review: [Rebecchi et al.,
1998]; [Lemmon et al., 2000]). Diese auf Primarstrukturebene nur geringe Sequenzidentita-
ten (20 % — 30 %) aufweisenden Proteinmodule umfassen ca. 120 Aminosaurereste und
zeichnen sich durch eine den Strukturen der C2-Domanen ahnelnde, stark konservierte Ter-
tiarstruktur mit variablen, in die Ligandenbindung involvierten Loop-Bereichen aus [Bottomley
et al., 1999], sowie durch die Fahigkeit, hochaffin und selektiv Inositolphosphate / Phosphati-
dylinositole zu binden [Lietzke et al., 2000; Kavran et al., 1998]. Fir eine grof3e Anzahl ver-
schiedener Proteine konnte bisher eine PH-Domanen mediierte Regulation durch PIP; ge-
zeigt werden, darunter befinden sich Serin/Threonin-Proteinkinasen (PDK1, PKB), Guanin-
nukleotidaustauschfaktoren (ARNO) und GTPase-aktivierende Proteine (GAP1™%" GAP1™).

1.1.4 Zellulare Funktionen héherphosphorylierter Inositolphosphate

Die Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen er6ffnen gemeinsam mit den Inositolpolyphosphat-
multikinasen durch die Metabolisierung von Ins(1,4,5)P; zu Ins(1,3,4,5)P4 bzw. Ins(1,4,5,6)P,
den bis heute einzigen, in mammalia bekannten Syntheseweg zu den hoher phosphorylier-
ten Inositolphosphaten InsP,, InsPs, InsPg sowie zu den energiereiche Phosphorsaureanhy-
dridbindungen enthaltenden Diphosphoinositolphosphaten PP-InsP,4, PP-InsPs sowie Bis-PP-
InsP,. In diesem Kapitel werden nun die zellularen Funktionen dieser Verbindungen (Review:
[Irvine R.F. et al., 2001]), deren Vielfalt die Bedeutung der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Ki-
nasen im zellularen Stoffwechsel unterstreicht, kurz besprochen. Bis auf wenige Ausnahmen
werden diese Effekte durch eine direkte Interaktion der betreffenden Inositolphosphate mit

entsprechenden inositolphosphat-bindenen Proteindoménen vermittelt. Zu beachten ist
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dabei, dass in vitro — Studien inositolphosphat/phosphatidylinositol — bindender Proteine
haufig keine definitive Aussage Uber das tatsachlich in vivo mit dem Protein interagierende
Inositolphosphat/Phosphatidylinositol zulassen, da in der physiologischen Situation nicht nur
die Dissoziationskonstanten der entsprechenden Protein/Inositolphosphat/Phosphatidylinosi-
tol — Komplexe, sondern auch Parameter wie die (freie) zellulare Konzentration der in Frage
kommenden Liganden und die subzellulare Lokalisation sowohl der potentiellen Liganden als

auch der Bindungsproteine eine essentielle Rolle spielen.

Interaktion von Ins(1,3,4,5)P 4 mit GTPase aktivierenden Proteinen : crosstalk
mit dem ras-pathway

Die komplexe Einbindung der Phosphatidylinositol/Inositolphosphat — Signaling-Pathways in
die Regulation zellularer Prozesse sowie die Bedeutung des Ins(1,4,5)P3; 3-Kinase-Produkts
Ins(1,3,4,5)P, wird besonders deutlich bei der Betrachtung der Familie der GAP1 Proteine
(Review: [Cullen et al., 1998], [Irvine et al., 1999]). Mitglieder dieser Familie mit vorwiegend
neuronaler Expression und Molekulargewichten um 100 kDa wurden aus verschiedenen
Spezies und Geweben isoliert/kloniert (Drosophila: GAP1 [Powe et al.,, 1999], Schweine-
thrombozyten: GAP1"7*®" [Cullen et al., 1995a, b], humanes peripheres Blut [Lockyer et al.,
1997], Mausehirn: GAPIIlI [Baba et al., 1995], Rinderhirn: R-Ras GAP [Yamamoto et al.,
1995], humanes Gehirn, peripheres Blut, A431-Zellen: GAP1™ [Li et al., 1996]. Sie umfassen
eine hochkonservierte Ras GAP Domane, welche zum N-Terminus hin von einer C2A/C2B —
Doméanenstruktur, zum C-Terminus hin von einer ein Btk-Motiv beinhaltenden PH-Domane
flankiert wird. Letztere vermittelt eine hochaffine (Kq(Ins(1,3,4,5)P4) = 6 nM bei GAP1"7*%F)
Bindung von Ins(1,3,4,5)P,, welche darliberhinaus extrem spezifisch fir das Isomer
Ins(1,3,4,5)P; zu sein scheint, da alle anderen getesteten Inositolphosphatisomere und auch
die wasserloslichen PtdIns(3,4,5)P; — Analoga GroPIns(3,4,5)P; und Diacetyl-GroP
Ins(3,4,5)P; lediglich mit um mindestens eine GrofRenordnung hdheren Ky — Werten ge-
bunden wurden (vgl. auch die Modeling- und Docking-Studien in [Cozier et al., 2000a]).

In funktionellen Assays zeigte GAP1"7*®F eine stimulierende Wirkung auf die intrinsische
GTPase-Aktivitat kleiner G-Proteine der ras-Familie (H-ras, N-ras, K-ras und R-ras) sowie
von Rapla; GAP-Aktivitdt gegeniber kleinen G-Proteinen der Rab, Rac oder Rho-Familie
wurde jedoch nicht detektiert [Cullen et al., 1995¢, Bottomley. et al., 1998]. Wahrend die
GTPase aktivierende Funktion des GAP1™*®" durch die Anwesenheit von Liposomen, deren
Zusammensetzung dem inneren Blatt der Plasmamembran nachempfunden war, inhibiert
wurde, konnte durch Zugabe von Ins(1,3,4,5)P4, nicht aber Ptdins(3,4,5)P3 zu diesem
System die ras-GAP-Aktivitat des GAP1™*®” wiederhergestellt werden [Cullen et al., 1995c].
Dieser in vitro entdeckte Mechanismus kdnnte auch bei der Regulation der ras-GAP-Aktivitat

der Proteine der GAP1-Familie in vivo eine Rolle spielen, da neuere Arbeiten von [Cozier et
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al., 2000b] zeigen, dass die PH-Doméne des GAP1™*®" in der Tat, obwohl bisher strukturell
als PH Domane der Klasse | (Bindung von PtdIns(3,4,5)P; bzw. Ins(1,3,4,5)P,) eingeordnet,
zwar in der Tat mit PtdIns(3,4,5)P; interagiert, aber mit vergleichbarer Affinitdt auch an das
Membranphospholipid PtdIins(4,5)P, bindet, was eine konstitutive Plasmamembranassozia-
tion des Proteins auch in unstimulierten Zellen bedingt. In vivo Depletion von Ptdins(4,5)P»,
nicht aber von PtdIns(3,4,5)Ps, filhrte zu einer Dissoziation des GAP1"™®” von der Membran.
Eine Steigerung der ras-GAP-Aktivitat des GAP1™*®" nach Zellstimulation kénnte demnach,
gemaf dem in vitro Modell von [Cullen et al., 1995c], Uber einen Austausch des in unstimu-
lierten Zellen als Bindungspartner der PH-Doméane agierende (inhibierend wirkende)
PtdIns(4,5)P, gegen das (zumindest unter in vitro Bedingungen) affiner bindende, in stimu-
lierten Zellen durch die Ins(1,4,5)P; — 3-Kinasen aus Ins(1,4,5)P; synthetisierten Ins(1,3,4,5)
P, erfolgen. Dieses Inositolphosphatisomer ist somit als negativ wirkender Signalmediator
zwischen initial Ins(1,4,5)P; vermittelten Signalwegen und den ras-Pathways anzusehen,
was es unmittelbar in die Regulation zellproliferativer Prozesse einbindet. Desweiteren
scheint die Regulation von GAP1"™*8P durch Ins(1,3,4,5)P, auch ein wichtiger Aspekt fiir die
Klarung der bisher auRerst kontrovers diskutierten Frage (vgl. z.B. [Da Silva et al., 1994];
[Shirakawa et al., 1995]; [Taketo et al., 1997]; [Smith et al., 2000]), nach einer Beteiligung
des Ins(1,3,4,5)P, an der Regulation des Calciumeinstroms aus dem Extrazellularraum zu
sein ([O’'Rourke et al., 1996]; [Cullen et al., 1997]; [Loomis-Husselbee et al., 1998]; [Lu et al.,
1999]; [Higashida et al., 1999)).

Inositolphosphate als (Co-)Regulatoren der Aktivitat von lonenkanalen: Ein-

fluss auf intrazellulare Calcium-Signale und Osmoregulation

Die durch extrazellulare Signale gesteuerte Freisetzung von Calcium aus ER - abgeleitenden
Speichervesikeln wird unter anderem durch die hochaffine Bindung des second messengers
Inositol 1,4,5-trisphosphat an einen speziellen, ligandengesteuerten Calciumkanal (IP3R) in
der Membran dieser Kompartimente mediiert. Neuere Arbeiten zeigen, dass auch andere ho-
herphosphorylierte Inositolphosphate in der Lage sind, regulierend auf Amplitude und Fre-
guenz intrazellularer Calciumsignale einzuwirken.

[Hermosura et al., 2000] demonstrierten an der Mastzelllinie RBL-2H3 die physiologische Be-
deutung der schon seit langerem bekannten kompetitiven Inhibition der 5-Phosphatase durch
Inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphat: Das auf einen PLC-aktivierenden extrazellularen Stimulus
intrazellular gebildete Inositol 1,4,5-trisphosphat wird durch die 3-Kinaseaktivitaten zu Inositol
1,3,4,5-tetrakisphosphat phosphoryliert. Dieses Isomer bindet mit einer 10fach héheren Affi-
nitat als Ins(1,4,5)P3; an die 5-Phosphatase, wird jedoch 100mal langsamer von diesem En-
zym umgesetzt. Kommt es nun (innerhalb eines bestimmten Zeitfensters) zu einem erneuten

Anstieg der Ins(1,4,5)P; — Konzentration, unterliegt das neu gebildete Ins(1,4,5)P; infolge der
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anhaltenden Inhibition der 5-Phosphatase durch das zuvor gebildete Ins(1,3,4,5)P, einer ge-
ringeren Abbaurate. Auf diese Weise kdnnen im Sinne einer Koinzidenzdetektion auch Sig-
nale geringerer Starke zellulare Antworten wie Freisetzung von Calcium aus dem ER und
CRAC (calcium release activated current) auslosen. Der Informationsgehalt intrazellularer
Calciumsignale liegt jedoch nicht nur in ihrer Amplitude; haufig bestimmt auch die Frequenz
raumlicher und zeitlicher Oszillationen der intrazellularen Calciumkonzentration die zellulare
Antwort [Berridge, 1997]. Untersuchungen von [Zhu et al., 2000] zeigen, dass die Aktivitat
der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen und im Zusammenhang damit stehend die intrazel-
luldre Konzentration von Ins(1,3,4,5)P, durch einen nicht ndher spezifizierten Mechanismus
die Frequenz Histamin-induzierter Calciumoszillationen in HelLa-Zellen reguliert. Auch dem
hochphosphorylierten InsPgs wurde eine Rolle bei der Regulation der intrazellularen Calcium-
konzentration zugeschrieben [Larsson et al., 1997]. Bei dem in der zitierten Arbeit postulier-
ten Mechanismus fuhrt die konzentrationsabhangige Inhibition von Serin/ Threoninphospha-
tasen durch InsPg zu einer erhdhten Aktivitat spannungsgesteuerter L-Typ-Calciumkanale.
Verschiedene Autoren berichten Uber einen direkt durch Ins(1,3,4,5)P, [Luckhoff et al., 1992;
Fadool et al., 1994; Guse et al., 1992] vermittelten Calciumeinstrom tber die Plasmamem-
bran; eine molekulare Identifizierung des diesen Strom mediierenden Kanals gelang jedoch
bis heute nicht.

Fur das Inositoltetrakisphosphatisomer Ins(3,4,5,6)P, wurde eine Funktion bei der Regulation
Ca**-regulierter Chloridkanale demonstriert ([Xie et al., 1996, 1998]; [Ismailov et al., 1996],
[Nilius et al., 1998]; [Ho et al., 2001]). Das nach einem PLC-aktivierenden Stimulus intrazellu-
lar aus Ins(1,4,5)P; gebildete Ins(3,4,5,6)P, hemmt indirekt, vermutlich Gber die Interaktion
mit Proteinphosphatasen, diese Kandale und tragt so zur Regulation der zellularen Elektrolyt-
konzentrationen bei. Ins(1,3,4)P; inhibiert kompetitiv die Ins(3,4,5,6)P, 1-Kinase [Tan et al.,
1997] und beeinflusst so auf diese Weise ebenfalls die osmotischen Verhaltnisse in der

Zelle.

Inositolphosphate/Phosphatidylinositole und die Regulation des Vesikeltrans-

ports

Fir eine Anzahl in den Vesikeltransport involvierter Proteinen wurde eine hochaffine Bindung
hochphosphorylierter Inositolphosphate, insbesondere von InsPg, beschrieben. Hierzu gehort
neben den Clathrin-Assembly-Proteinen AP-2 ([Vogelmaier et al., 1992]; [Timerman et al.,
1992]) und AP-3(AP180) ([Norris et al., 1995]; [Ye et al., 1995]) auch das Golgi Coatomer
Protein (COP) ([Fleischer et al., 1994]; [Ali et al., 1995]) und die Familie der Synaptotagmine
([Mehrotra et al., 1997]; [Mochida et al., 1997]; [Mizutani et al., 1997]; [Ibata et al., 1998]; [Mi-
koshiba et al., 1999]). Die tatsachliche Bedeutung dieser in vitro untersuchten Interaktionen

ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. Eine Reihe von Veroéffentlichungen weist auf eine
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Rolle der membranstandigen Produkte der Phosphatidylinositol 3-Kinasen als physiologische
Liganden dieser Proteine hin (AP-2: [Beck et al., 1992]; [Gaidarov et al., 1996]; [Rapoport et
al., 1997]; [Profit et al., 1998]; AP-3: [Hao et al., 1997]; COP: [Chaudhary et al., 1998]; Sy-
naptotagmin: [Mehrotra et al., 2000]). Dieser Befund schlief3t jedoch eine z.B. Uber kompetiti-
ve Effekte vermittelte regulatorische Funktion der héherphosphorylierten Inositolphosphate
im Bereich des Vesikeltransports und der Exozytose keinesfalls aus ([Llinas et al., 1994]; [Mi-
zutani et al., 1997]). Ein weiterer Mechanismus zur Regulation vesikel-assoziierter Proteine
durch Inositolhexakisphosphat wurde 2001 von Hilton et al. untersucht. In dieser Arbeit konn-
te eine durch Inositolhexakisphosphat aktivierbare Proteinkinase charakterisiert werden; die
durch diese Kinase katalysierte Phosphorylierung des mit synaptischen Vesikeln assoziierten
Proteins Pacsin/Syndapin | fihrt zu einer verstarkten Interaktion des Pacsins mit dem Cyto-

skelettbestandteil Dynamin |.

Inositolphosphate als (Co-)Regulatoren des nukledren mRNA-Exports

Untersuchungen von Wente und Mitarbeitern [York et al., 1999] demonstrierten erstmalig die
Bedeutung einer die Phospholipase C sowie die Inositolpolyphosphatmultikinase ArgRIIl und
die Inositol (1,3,4,5,6)Ps 2-Kinase ipkl [Ives et al., 2000] umfassenden Signalkaskade flr
den mRNA — Export aus dem Kern von S. cerevisiae. Der Ausfall eines einzigen dieser drei
Enzyme resultierte in einem drastischen Rickgang des nuklearen mRNA-Exportes, was auf
einen regulierenden Effekt des Endproduktes (InsPg) des durch die drei Aktivitdten konstitu-
ierten metabolischen Pathways hinweist. Eine Bestatigung dieser Ergebnisse fur das Hefe-
system bietet die Arbeit von [Saiardi et al., 2000a]. Neueste Resultate zeigen die Bedeutung
hochphosphorylierter Inositolphosphate fiir einen effizienten nukledren mRNA-Export auch in

Saugerzellen [Feng et al., 2001].

Inositolphosphate und maligne Transformation: Zellzyklusabhangige Variatio-
nen der Inositolphosphatkonzentrationen, anticancerogenes Potential von

InsPg

Die zellularen Konzentrationen der hochphosphorylierten Inositolphosphate InsPs und InsPg
variieren drastisch beim Durchlaufen des Zellzyklus in proliferierenden Thymozyten [Guse et
al., 1993] und WRK-1 Epithelellen [Barker et al., 1995]; in synchronisierten, PDGF-stimulier-
ten NIH 3T3 Fibroblasten wurde ein Konzentrationsanstieg dieser Isomere bei Eintritt in die
S-Phase des Zellzyklus festgestellt [Balla et al., 1994]. Dartber hinaus beobachteten [French
et al., 1991] charakteristische Veranderungen der zellularen InsPs und InsPg — Konzentratio-
nen im Verlauf der Differenzierung von promyeloischen HL60-Zellen zu neutrophilen Granu-

lozyten bzw. Monozyten. Diese Erkenntnisse legen eine Einbindung inositolphosphatvermit-
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telter Signalmechanismen in zellproliferative Prozesse nahe; konkrete Mechanismen konnten
jedoch bis heute nicht herausgearbeitet werden. Auch die molekularen Ursachen der anti-
cancerogenen Wirkung von exogen zugefiihrtem Inositolhexakisphosphat [Review: Sham-
suddin, 1999] sind noch weitgehend ungeklart. Untersuchungen von [Hawkins et al., 1993]
sowie [Phillippy et al., 1997] zeigen, dass uber eine 1,2,3-Trisphosphat-Konfiguration ver-
figende Inositolpolyphosphate wie InsP effiziente Chelatoren fiir Fe®** darstellen. Uber die-
sen Mechanismus kann eine eisenkatalysierte Bildung von Hydroxylradikalen aus H,O, (Fen-
ton-Reaktion) verhindert werden. Die antineoplastische Wirkung des InsP¢ kénnte somit zum
Teil auf einem durch die Chelatierung von Eisen hervorgerufenen Schutz vor oxidativer DNA-
Schadigung beruhen.

Auch bei der Reparatur bereits bestehender DNA-Schéden spielt InsPg eine Rolle: [Hanakahi
et al., 2000] identifizierten das Inositolphosphat als einen den Reparaturprozess des nicht-
homologen Endjoinings (NHEJ) von DNA-Doppelstrangbriichen stimulierenden Faktor. Die
Wirkung des InsPs wird dabei nicht, wie von Hanakahi zun&chst postuliert, tber die direkte
Bindung des Molekiils an die katalytische Untereinheit (DNA-PKcs) der Homologien zur PI3K
aufweisenden DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-PK) vermittelt. Vielmehr interagiert das
Inositolphosphat mit dem Faktor Ku, welcher zusammen mit der katalytischen Untereinheit
DNA-PKcs das DNA-PK-Holoenzym aufbaut [Ma et al., 2002].

Untersuchungen von [Luo et al., 2002] demonstrieren dartiber hinaus eine Einbindung der
ausgehend vom InsPg durch Inositolhexakisphosphatkinasen gebildeten Inositolpyrophos-

phate InsP; und InsPg in die homologe DNA-Rekombination bei S. cerevisiae.
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1.2 Inositol 1,4,5-trisphosphat-Rezeptoren: zentrale Regulatoren
der intrazellularen Ca**-Konzentration mit hoher Signaldiversi-
tat

Die Ins(1,4,5)P; — abhangige Regulation der intrazellularen Calciumkonzentration erfolgt, wie

oben bereits angesprochen, durch die Bindung des second messengers an Ins(1,4,5)P; —

spezifische, intrazellular lokalisierte, ligandengesteuerte lonenkanéle, welche als Ins(1,4,5)P3

— Rezeptoren bezeichnet werden. Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick tiber den

bisherigen Kenntnisstand zur Struktur, Funktion und Regulation der Ins(1,4,5)P; — Rezepto-

ren; besonders beriicksichtig wurden hierbei die Ligandenbindung betreffende Aspekte.

Isoformen und splice-Varianten in mammalia

In mammalia wurden bisher drei Isoformen des Ins(1,4,5)Ps;-Rezeptors nachgewiesen
([Yoshida et al., 1997]; [Mikoshiba, 1997]) (Ins(1,4,5)P3R1, Ins(1,4,5)P3:R2, Ins(1,4,5)P3R3),
die von drei verschiedenen Genen codiert werden [Yamada et al., 1994]. Wéhrend fur die
Rezeptortypen 2 und 3 jeweils nur eine Form reifen Transkriptes gefunden wurde, existieren
fur die Isoform 1 verschiedene gewebs- und entwicklungsspezifisch differentiell exprimierte
Splicevarianten, welche durch Kombinationen von An- oder Abwesenheit dreier Exons (Sl,
SlI, Slil) charakterisiert sind [Yoshida et al., 1997]. Der Rezeptortyp 1 ist nahezu ubiquitar
exprimiert; besonders hohe Protein- und mRNA- Level sind jedoch in den Purkinje-Zellen
des Cerebellums zu detektieren ([Yoshida et al., 1997]; [Furuichi et al., 1993]). Bezlglich der
Splicevarianten dieser Isoform wurde eine praferenzielle Expression der Splicevariante Sll+
(Exon Sl im reifen Transkript vorhanden) im Nervensystem gegeniuber der Splicevariante
Sll- in peripherem Gewebe beschrieben. Demgegeniber ist die Gewebsverteilung der Re-
zeptoren vom Typ 2 und 3 eingeschrankter; die Expressionslevel liegen niedriger als fir den
Rezeptortyp 1. Im allgemeinen werden in einem Zelltyp mehrere Isoformen koexprimiert, was
eine hohe zelltyp- und differenzierungsabhangige regulatorische Diversitat der den funktio-

nellen Calciumkanal bildenden homo- bzw. heterotetrameren Komplexe bedingt.

Doménenstruktur von Ins(1,4,5)Ps-Rezeptoren

Die nachfolgende Abbildung 1.3 zeigt anhand eines topologischen Modells zweier Unterein-
heiten des tetrameren Rezeptorkomplexes die fir alle drei Ins(1,4,5)P;-Rezeptor-Isoformen
gultige, dreigeteilte Domanenstruktur [Yoshida et al., 1997]. An eine N-terminal lokalisierte
Ligandenbindungsdomane, die ca. 24 % des gesamten Molekils ausmacht, schlief3t sich ein
sehr groRRer mittlerer Bereich des Rezeptors an (ca. 60 % des gesamten Molekils). Dieser
Bereich koppelt zum einen die Ligandenbindungsdoméane mit der weiter C-terminal gelege-
nen Ca?*-Kanal-Doméne, zum anderen ist er aber auch Target fiir regulatorische Mechanis-

men unterschiedlicher Art wie z. B. die Wechselwirkung mit Ca®*/Calmodulin und die Phos-
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phorylierung durch Proteinkinase A. Wahrend die drei IP3R-Subtypen eine 68 % -ige bzw.
59 %-ige Sequenzidentitat im Bereich der Ligandenbindungsdomane bzw. der Ca?*-Kanal-
Domaéane aufweisen, betragt die Sequenzidentitat im Bereich der Kopplungs- bzw. regulatori-
schen Doméne lediglich 53 %; ein Ausdruck der differentiellen Regulierbarkeit der verschie-

denen Rezeptorsubtypen.

Ca2+ Abbildung 1.3 (verandert nach [Miko-
shiba, 1997]) Domanenstruktur von
Ins(1,4,5)Ps-Rezeptoren: Auf eine N-
terminal lokalisierte Ins(1,4,5)Ps-Bin-
dungsregion folgt die Regulations-/
Kopplungsdoméane sowie der den ca*-
Kanal bildende, 6 putative Transmem-
cfc brandoméanen umfassende C-Termi-
nus. Der funktionsfahige ligandenge-
Cytoplasm steuerte lonenkanal ist durch ein Ho-
Ca2* store mo- oder Heterotetramer gegeben, von
membrane dem in der Abbildung lediglich zwei Un-
tereinheiten dargestellt wurden.

Luminal loop —

o Pore segment
Sugar

Ca2+

Die Ligandenbindungsdoméne des Ins(1,4,5)Ps;-Rezeptors: hochaffine und —selektive

Erkennung von D-myo-Ins(1,4,5)P;

Bereits in frihen Arbeiten an aus Cerebellum aufgereinigten Ins(1,4,5)Ps;-Rezeptoren konnte
die Stochiometrie der Bindung von Ins(1,4,5)P; an den Ins(1,4,5)Ps;-Rezeptor (ein Molekdl
Ins(1,4,5)P3 pro Ins(1,4,5)Ps-Rezeptor Monomer) sowie die GroRenordnung des Kg-Wertes
dieser Wechselwirkung (< 100 nM) und der die Kooperativitdt der Bindung beschreibende
Hill-Koeffizient (1) ermittelt werden [Supattapone et al., 1988; Maeda et al., 1990]. Eine erste
Eingrenzung der Ligandenbindungsdomane auf die Aminosduren 1-650 (Bezeichnung der
Aminoséaurepositionen hier und im Folgenden gemar des Mmins(1,4,5)P;R1(SI+/SII+/SllI-))
des Rezeptormonomers gelang kurz darauf unter Verwendung von rekombinant in COS-
[Mignery et al., 1990] bzw. NG108-15-Zellen [Miyawaki et al., 1991] exprimierten wt- sowie
trunkierten Ins(1,4,5)PsR-Konstrukten, weitere Untersuchungen an Glutathion-S-Transferase
— IP3R-Fusionsproteinen zeigten, dass bereits der Bereich der Aminosauren 1-576 fur eine
hochaffine Ligandenbindung ausreicht [Newton et al., 1994]. Diese Ergebnisse wurden unter-
stiitzt durch die Resultate, die durch Photoaffinititslabeling des Ins(1,4,5)PsR mit [*H] Ben-
zoyldihydrocinnamyl (BZDC)-IP3 erzielt wurden [Mourey et al., 1993]: nach tryptischem Ver-
dau photoaffinitatsgelabelten Ins(1,4,5)Ps;-Rezeptors konnte ein aus den Aminosauren 476-

501 bestehendes, gelabeltes Peptid isoliert und identifiziert werden.
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Aufbauend auf diesen Daten wurden in der Gruppe von K. Mikoshiba umfangreiche, von
dem rekombinant in E.coli exprimierbaren Fragment T734 (Aminosauren 1-734) ausgehende
Deletions- und zielgerichtete Mutationsstudien durchgefihrt [Yoshikawa et al., 1996]. Auf
diese Weise konnte eine Einengung des fir die Ins(1,4,5)P; Bindung essentiellen Bereiches
auf die Aminosauren 224 — 579 vorgenommen werden. Weitere Untersuchungen dieser Ar-
beitsgruppe [Yoshikawa et al., 1999a,b] implizieren einen modularen Aufbau der Ins(1,4,5)P3
— Bindungsdomane des IP3R aus zwei interagierenden, unabhangig voneinander gefalteten
Bereichen, die erst durch ihr Zusammenwirken hochaffine und —spezifische Ligandenbin-
dung ermdglichen. Eine detailliertere Beschreibung dieser Experimente mit Bezug zu den
Resultaten der vorliegenden Arbeit findet sich im Abschnitt 4 (Diskussion).
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1.3 Inositolphosphatkinasen der PDKG-Kinase-Familie: zentrale

Enzyme des Inositolphosphatstoffwechsels

Nahezu alle Phosphorylierungen lgslicher Inositolphosphate werden durch Enzyme einer drei
Unterklassen umfassenden Proteinfamilie katalysiert, die hier aufgrund eines allen der Fami-
lie zugerechneten Kinasen gemeinsamen Consensus-Motives P-X-[VI]-[ML]-D-X-K-[MI]-G
als PDKG-Kinase-Familie bezeichnet wird. Da zwischen den Vertretern der drei Unterklas-
sen (Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen, Inositolhexakisphosphatkinasen, Inositolpoly-
phosphatmultikinasen) weitere Homologien auf Ebene der Primarstruktur zu verzeichnen
sind, kénnen aus den Resultaten der vorliegenden Arbeit nicht nur Erkenntnisse Uber die
Struktur und Funktion der untersuchten Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen gewonnen wer-
den; vielmehr kann ein besseres Verstandnis der in dieser Unterklasse verwirklichten Me-
chanismen bei der Entwicklung eines (experimentell zu verifizierenden) Modells fir die in der
gesamten Familie realisierten Strategien zur hochaffinen und im allgemeinen hochselektiven
Bindung von Inositolphosphaten nutzlich sein. Aus diesem Grund wird in diesem Kapitel
nicht nur auf die Isoformen der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinase, sondern auch auf die
Vertreter der beiden anderen Unterklassen der PDKG-Kinase-Familie, d.h. die Inositolphos-

phathexakisphosphatkinasen und die Inositolpolyphosphatmultikinasen, eingegangen.

1.3.1 Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen: zentrale Schaltstellen des
Inositolphosphatstoffwechsels

1.3.1.1 Die Rolle der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen im Inositolphosphat-

stoffwechsel

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Vertreter der Klasse der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-
Kinasen katalysieren hochspezifisch und —selektiv die Ubertragung des y-Phosphates von
Adenosintriphosphat (ATP) auf die Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 3 des D-myo-Inositol
1,4,5-trisphosphat, welches intrazellular durch die PLC-katalysierte Hydrolyse des Membran-
phospholipids Ptdins(4,5)P, gebildet wird. Sie zeigen die hochste spezifische Aktivitat aller
hier beschriebenen Inositolphosphatkinasen und erdffnen durch die Bildung des Inositoltetra-
kisphosphatisomers D-myo-Ins(1,3,4,5)P, gemeinsam mit den Inositolpolyphosphatmultikina-
sen den in mammalia vermutlich einzigen Syntheseweg zu den hochphosphorylierten Inosi-
tolphosphaten InsPs und InsPs sowie den energiereiche Phosphorsaureanhydridbindungen

enthaltenden Diphosphoinositolphosphaten PP-InsP,4, PP-InsPs und Bis-PP-InsP,.
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ATP ADP

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

Abbildung 1.4: Von den Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen katalysierte Phosphorylierung des Bo-
tenstoffs D-myo-Inositol 1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,5)P3) zum D-myo-Ins(1,3,4,5)P,.

1.3.1.2 Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen in hoheren Eukaryoten

Proteine mit spezifischer Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitdt konnten aus einer grol3en Anzahl
verschiedener Geweben bzw. Zelltypen aufgereinigt werden, so z.B. aus der glatten Musku-
latur der Schweineaorta [Yamaguchi et al., 1987], aus der cytosolischen Fraktion des Ratten-
hirns ([Morris et al., 1988], [Johanson et al., 1988], [Takazawa et al., 1990a], [Lee et al.,
1990]), aus Rinderhirn [Takazawa et al., 1989], aus der loslichen Fraktion der glatten
Muskulatur des bovinen Irissphinkters [Wang et al., 1995], aus humanen Thrombozyten
([Communi et al., 1994], [Lin et al., 1993]), aus der Skelettmuskulatur des Schweins [Hogan
et al., 1994], aus dem Ratten-Thymus [D Santos et al., 1993], aus humanen Lymphozyten
[D’Santos et al., 1993] sowie aus Huhnererythrozyten [Bertsch et al., 1999]. Die verschiede-
nen gereinigten Enzymaktivitaten korrelierten mit nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
nachweisbaren Proteinbanden stark unterschiedlichen apparenten Molekulargewichts (z.B.
32 kD [Lee et al., 1990], 70 kD ([Communi et al., 1994], [D'Santos et al., 1993]), 93 kD
[Yamaguchi et al., 1987], 98 kD —-114 kD [D'Santos et al., 1993], was als Hinweis auf die
Existenz verschiedener Isoformen oder SpleiBvarianten des Enzyms interpretiert werden

konnte.

Klonierung der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase — Isoenzyme A, B und C: drei Isoformen mit hoh-
en prozentualen Sequenzidentitdten im C-terminalen Bereich und stark divergenten N-
Termini

Die Klonierung von fur Inositol 1,4,5-trisphosphat 3 — Kinasen codierenden cDNAs aus ver-
schiedenen Geweben und Spezies bestatigte die oben geaullerte Vermutung der Existenz
verschiedener Isoformen. Bis heute sind bei Vertebraten drei verschiedene Isoformen be-
schrieben, die entsprechend der Reihenfolge ihrer Entdeckung mit A, B und C benannt wer-
den. Wéhrend im Bereich der C-terminalen 275 Aminosauren hohe prozentuale Sequenz-

identitdten (> 70 % auf Aminosaureebene) zu verzeichnen sind, divergieren die Sequenzen
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im N-terminalen Bereich der verschiedenen Isoformen drastisch in LAnge und Zusammen-
setzung.

Die ersten Klonierungen von Ins(1,4,5)P; 3-Kinase cDNAs wurden 1990 von Choi et al. so-
wie von Takazawa et al. veroffentlicht; hierbei wurde in beiden Arbeiten unter Verwendung
von gegen das native, aus dem Rattenhirn isolierbare Protein gerichteten monoklonalen Anti-
korpern eine Rattenhirn-Expressions-Library gescreent. Die auf diese Weise isolierten
cDNA-Klone (Ratten-Isoform A) beinhalteten einen fur ein 459 Aminosauren umfassendes
Protein (berechnetes Molekulargewicht: = 50 kD) codierenden offenen Leserahmen; rekom-
binante Expression dieser cDNA in COS-Zellen [Choi et al., 1990] resultierte in einem hoch-
signifikanten Anstieg der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat in diesen Zellen; bakterielle Expres-
sion eines N-terminal trunkierten Fragmentes der cDNA lieferte eine Ca®*/CaM-sensitive Ino-
sitol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinase-Aktivitat. Durch Hybridisierung einer humanen Hippocam-
pus-cDNA-Bibliothek mit der auf die oben beschriebene Weise gewonnen Ratten-cDNA ge-
lang die Isolierung entsprechender humaner cDNA-Klone [Takazawa et al., 1990c, 19914,
b)]. Zum einen wurde eine humane cDNA kloniert, auf welcher ein 1383 Basenpaare umfas-
sender offener Leserahmen identifiziert werden konnte, welcher fur ein aus 461 Amino-
sauren bestehendes Protein (berechnetes Molekulargewicht = 51 kD) mit einer 93 % Se-
guenzidentitat zu der als Sonde eingesetzten Ratten-cDNA codiert (humane Isoform A, [Ta-
kazawa et al., 1990c, 1991a]), zum anderen wurde aber auch eine weitere Ins(1,4,5)P; 3-Ki-
nase-lsoform (bezeichnet als Isoform B) entdeckt. Die von Takazawa et al. isolierte cDNA
beinhaltete einen fur ein 472 Aminosauren umfassendes Protein (errechnetes Molekularge-
wicht = 53 kD) codierenden offenen Leserahmen; die Sequenzidentitdt auf Aminoséaureebe-
ne zu der zuvor isolierten humanen Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform A [Takazawa et al., 1991a]
betrug im Bereich der C-terminalen 276 Aminosauren 68 %. Die entsprechende Isoform der
Ratte wurde durch Immunoscreening einer Rattenleber-cDNA-Expressionbibliothek isoliert
[Thomas et al., 1994]; im Bereich der C-terminalen 468 Aminosauren betrug die Sequenz-
identitat auf Aminosaureebene 93 %. Allerdings codierte der auf der Ratten-cDNA detektierte
offene Leserahmen fur ein im Vergleich zu der zuvor publizierten cDNA der humanen Iso-
form B [Takazawa et al., 1991b] N-terminal um 204 Aminosauren langeres Protein. Im Rah-
men neuerer Untersuchungen ([Schreiber et al., in preparation]; [Dewaste et al., 2002]) konn-
te unter Verwendung von RT- und 5-RACE-PCR-Techniken bewiesen werden, dass beide
bisher veroffentlichten B-Isoform-cDNA-Sequenzen unvollstandig sind: der komplette offene
Leserahmen der Ratten- bzw. humanen B-Isoform umfasst 2802 bzw. 2838 Basenpaare und
codiert fur ein 934 bzw. 946 Aminoséuren grof3es Protein (errechnetes Molekulargewicht:
=102 kD). In der Tat lassen sich in Westernblot-Analysen verschiedener Zellysate spezifisch
Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen in diesem hohen Molekulargewichtsbereich nachweisen (Bertsch et

al., unverdffentlicht; vergleiche auch [D'Santos et al., 1993]).
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Weitere unvollstandige, fur eine dritte Isoform (Isoform C) codierende humane cDNA-Se-
quenzen wurde bereits 1997 von Takazawa et al. bzw. Erneux et al. mittels zweier Daten-
bankeintrage (GenBank accession number D38169 und Y11999) veréffentlicht. Diese durch
ein Screening einer humanen Thyroidea-cDNA-Bibliothek bzw. aus Plazentagewebe erhalte-
nen Partialsequenzen wurde durch [Dewaste et al., 2000] unter Verwendung eines im Rah-
men des humanen Genomprojektes isolierten humanen Testis-cDNA-Klones (GenBank ac-
cession number AL044962) vervollstandigt. Das codierte, 683 Aminosauren umfassende
Protein (errechnetes Molekulargewicht 75 kD) zeigte auf Aminosaureebene im Bereich der
C-terminalen 275 Aminosauren eine 73,2 % bzw. 73,8 % Sequenzidentitat zur humanen Iso-
form A bzw. B. Unabhangig von diesen Untersuchungen wurde auch die Isoform C der Ratte
kloniert (Bertsch et al., unverdéffentlicht); das 678 Aminosauren grol3e Protein weist auf Ami-
nosaureebene eine Sequenzidentitat von 64 % mit der humanen Isoform C auf.

Fiur alle drei humanen Isoformen ist die chromosomale Lokalisation bekannt (Isoform A:
15914 — g21, Isoform B: 1g41 — q43 [Erneux et al., 1992], Isoform C: 19913.1).

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Enzym handelt es sich um eine aus Hiuhner-
erythrozyten isolierbare Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinase; Sequenzvergleiche mit den
oben beschriebenen, bei mammalia vorkommenden Isoformen A, B und C lassen eine Ein-
ordnung in die Klasse der Isoform A zu. Die Sequenzidentitat zu den Isoformen A, B und C
betragt im Bereich der in dieser Arbeit untersuchten katalytischen Domane (einschlie3lich
der regulativ wirkenden Calmodulin-Bindungsdomane) 75, 68 bzw. 64 Prozent.

Die Klonierung der fur dieses Protein codierenden cDNA erfolgte durch eine Kombination
zweier Methoden (Hybridisierungs-Screening einer embryonalen Huihner-cDNA-Bank und 5'-
RACE-PCR unter der Verwendung von aus sechs Tage alten Hilhnerembryonen préaparierter
RNA); das von einem 1356 bp langen offenen Leserahmen codierte, 452 Aminosaurereste
umfassende Protein besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 51 kDa [Bertsch et al.,
1999].

Differentielle Expression der drei mammalia-lsoformen

Durch Northernblotuntersuchungen an aus verschiedenen Rattengeweben (Thymus, Testis,
Gehirn, Milz, Leber, Niere, Herz, Lunge, Darm) gereinigter mRNA konnte gezeigt werden,
dass die verschiedenen Ins(1,4,5)P3; 3-Kinase-Isoformen in sehr unterschiedlichem Mal3e in
verschiedenen Geweben exprimiert werden [Vanweyenberg et al., 1995]. Wahrend nach der
Hybridisierung des Blots mit einer B-Isoform-spezifischen Sonde Signale auf einer Hohe von
6 kb in Lunge, Thymus, Testis, Gehirn und Herz detektiert werden konnten, hybridisierte eine
A-Isoform-spezifische Sonde lediglich an einer 2 kb langen mRNA in Gehirn und einer 1,8 —
2 kb langen mRNA in Testis. Die Expression der Isoform B scheint somit gegentiber der Ex-

pression der Isoform A weniger stark auf bestimmte Gewebe restringiert zu sein. In Uberein-
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stimmung mit dieser Annahme steht die Beobachtung, dass die Prasenz der fir die entspre-
chende Isoform codierenden mRNA fir die B-lIsoform, nicht aber fir die Isoform A, in drei ge-
testeten humanen Zelllinien (HL-60, SH-SY5Y, HTB-138) nachgewiesen werden konnte. Fur
die Isoform B wurde dartber hinaus noch die Expression in Astrozyten bewiesen [Mailleux et
al., 1992]. Neuere Untersuchungen zum Expressionsmuster der Isoform C wurden von
[Dewaste et al., 2000] unter Verwendung eines humanen multiple tissue Northern Blots der
Firma Clontech durchgefihrt. In allen untersuchten Geweben (Pankreas, Niere, Skelettmus-
kel, Leber, Lunge, Placenta, Gehirn, Herz) konnte ein 3,9 kb grol3es Transkript detektiert
werden, wobei die Signalstarke in Niere und Gehirn deutlich geringer war als in den restli-
chen Geweben.

Die stark gewebsspezifische Expression der Isoform A legte die Annahme einer speziellen
Rolle dieser Kinase bei der Aufrechterhaltung der Funktion der entsprechenden Isoform A
exprimierenden Gewebe nahe. Detaillierte immunhistochemische Untersuchungen und in
situ Hybridisierungsexperimente ([Mailleux et al., 1991, 1992, 1993], [Go et al., 1993])
zeigten besonders hohe Expressionraten der Ins(1,4,5)P; 3- Kinase A in Bereichen des Ge-
hirns, welche in die Steuerung der long-term potentiation (u.a. CA1 Pyramidenzellen des
Hippocampus) bzw. —depression (Purkinjezellen des Cerebellums) eingebunden sind, was
eine eventuelle Bedeutung der Isoform A fiir gedachtnisbildende Prozesse suggeriert. Die
physiologische Relevanz dieses Befundes wurde 1998 durch Jun et al. im Rahmen einer an
einem Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinase A defizienten Mausstamm vorgenommenen Stu-
die weiter untersucht. In der Tat war in den (morphologisch unauffalligen) Gehirnen von
knock-out-Tieren neben signifikant erniedrigten Ins(1,3,4,5)P,-Konzentrationen auch eine auf
bestimmte Areale (CAl-Region des Hippocampus) beschrénkte, signifikante Erhéhung der
LTP zu verzeichnen; eine Beeinflussung des raumlichen Lernvermdgens, wie es im Morris
water maze task bestimmbar ist, war jedoch nicht zu verzeichnen. Auch die Fertilitat hetero-
und homozygoter knock-out Tiere wird duch das Fehlen der Isoform A nicht beeinflusst, so
dass die genaue Bedeutung des Enzyms flr die Funktionalitat der es exprimierenden Gewe-
be nach wie vor noch nicht endgtiltig geklart ist. Von [Schell et al., 2001] wurde die durch
direkte Interaktion mit F-Aktin vermittelte Lokalisation der Isoform A in den dendritischen Dor-
nen neuronaler Zellen beschrieben; zudem wurde eine Kolokalisation mit CaMKIl beobach-
tet.

Der modulare Aufbau der Vertebraten Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Isoformen: N-Terminus,

Calmodulin-Bindungsdomane und katalytische Doméne

Wie bereits oben beschrieben, zeigen auf Aminosdureebene alle bisher bekannten
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Isoformen hohe wechselseitige Sequenzidentitat im Bereich der C-ter-
minalen 276 Aminosauren, wahrend die N-Termini der verschiedenen Isoformen A, B und C

sowohl beziglich ihrer Lange als auch in der Aminosauresequenz extrem verschieden sind.
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Dieser Sachverhalt legt nahe, dass gewisse, allen Isoformen gemeinsame Eigenschaften
(z.B. Bindung von Ins(1,4,5)P; und ATP, Katalyse; Bindung von Ca*/CaM) von Doménen im
Bereich des C-Terminus determiniert werden, wahrend fur die N-terminalen Regionen be-
stimmte isoformspezifische Regulations- und/oder Targetingfunktionen zu vermuten sind
([Thomas et al., 1996], [Soriano et al., 1997a, b]). In der Tat konnte unter Verwendung von
rekombinant als -Galaktosidase-Fusionsprotein exprimierter RnIP3KA gezeigt werden [Ta-
kazawa et al., 1991c], dass die Deletion der duRRersten 34 C-terminalen Aminoséuren zu ei-
nem Katalytisch inaktiven Konstrukt mit nach wie vor erhaltener Fahigkeit zur Ca**/CaM-Bin-
dung fuhrt; die Untersuchung N-terminaler Deletionsmutanten mit intaktem C-Terminus zeig-
te, dass die aulRersten 275 C-terminalen Reste hinreichend fur die Expression eines kataly-
tisch aktiven Polypeptids sind. Ebenfalls durch die Analyse von 5°- sowie 3'- Deletionsmu-
tanten konnte mittels Bindungstests an eine CaM-Sepharosematrix die CaM-Bindungsdoma-
ne der RnIP3KA auf den durch die Reste S-156 und L-189 flankierten Bereich, welcher auch
mit bereits beschriebenen Calmodulin-Bindungsdoméanen anderer Proteinfamilien (O Neil et
al., 1990], [Erneux et al., 1993]) aligned werden kann, eingegrenzt werden. Die Funktionalitat
dieses Bereichs als Ca®*/CaM- bindende Domane wurde in nachfolgenden Arbeiten [Ermneux
et al., 1993] bestétigt: die Ca®*/CaM-Stimulierbarkeit des rekombinanten Enzyms wurde so-
wohl durch ein die Sequenz der putativen CaM-Bindungsdoméane enthaltendes Peptid als
auch durch ein von der bereits gut charakterisierten CaM-Bindungsdoméane der Myosin light-
chain kinase abgeleitetes Peptid effizient inhibiert. Desweiteren fiihrte die zielgerichtete Mu-
tagenese des auch in den CaM-Bindungsdoméanen anderer Proteine vorkommenden, hoch-
konservierten Tryptophanrestes W-165 zu Alanin bzw. Glycin zu Proteinen, welche zwar en-

zymatische Aktivitat, aber keine Stimulierbarkeit durch Ca®*/CaM mehr aufwiesen.

Katalytische Doméane

< >
300 AS

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Aufbaus der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen. Im
Bereich der C-terminal gelegenen katalytischen Domé&ne sowie der Calmodulin-Bindungsdoméne
besteht hohe Sequenzidentitat zwischen den Isoformen A, B und C; die N-Termini der verschiedenen
Isoformen variieren stark in LAnge und Aminosduresequenz und erflllen vermutlich sowohl regulative
als auch Targeting-Funktionen.
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Die katalytische Domane der Ins(1,4,5P; 3-Kinasen: Bindung von Mg*/ATP und
Ins(1,4,5)P;

In zwei Arbeiten von [Communi et al., 1993, 1995] wurden durch gezielte Mutagenese und
chemische Modifikation der rekombinanten RnIP3KA Aminosaurereste identifiziert, die ver-
mutlich eine essentielle Rolle bei der Bindung des Substrates ATP/Mg?* spielen. So wurde
fur die Mutante K197 eine signifikant verringerte Enzymaktivitdt gemessen, fir die Mutante
D414N war gar kein Umsatz von Ins(1,4,5)P; zu detektieren. Beide Mutanten zeigten eine
signifikant schlechtere Bindung an eine ATP-Agarose-Affinitdtsmatrix bei gegeniiber dem wt-
Enzym unverdnderten Bindungsdaten fiir Ca**/CaM und Ins(1,4,5)Ps. Die von Communi et
al. ebenfalls untersuchte Mutation K2071 unterschied sich in keiner der untersuchten Eigen-
schaften von dem wt-Enzym. Ein weiterer, eventuell in die Bindung von ATP/Mg* involvierter
Rest konnte durch die Analyse von **C-Phenylglyoxal gelabelten RnIP3KA-Peptidfragmenten
identifiziert werden. Die enzymatische Aktivitdt sowohl nativer als auch rekombinant herge-
stellter RnIP3KA kann durch chemische Modifikation mit dem arginin-spezifischen Reagenz
Phenylglyoxal (1,2 mol Phenylglyoxal pro mol Protein bei vollstandiger Hemmung) irreversi-
bel inhibiert werden [Communi et al., 1995], ein Effekt, der durch die Anwesenheit von ATP
im Reaktionsansatz antagonisiert werden kann, nicht aber durch den Zusatz von
Ins(1,4,5)Ps. Zur Identifikation des modifizierten Restes wurde *C-Phenylglyoxal — modifi-
zierte RnIP3KA einer Chymotrypsinbehandlung unterzogen und die entstandenen Peptide
sodann analysiert, wobei sich die modifizierte Aminoséure als R317 herausstellte.

Aufbauend auf den Resultaten von [Takazawa et al., 1991c] untersuchten [Togashi et al.,
1997] weitere N- und C- terminale Deletionsmutanten sowie gezielt an einzelnen Aminoséu-
repositionen mutagenisierte B-Galaktosidase-RnIP3KA-Fusionsproteine. Es konnte gezeigt
werden, dass ein mit S185 der RnIP3KA beginnendes Konstrukt (B-Gal-RnIP3KA(185-459))
sowohl zur Bindung von Ins(1,4,5)P; fahig war, als auch enzymatische Aktivitat zeigte, wah-
rend die N-terminale Deletion weiterer 20 Aminosauren (Konstrukt B-Gal-RnIP3KA(205-459))
zum Verlust der Kinaseaktivitat (vgl. [Communi et al., 1994]) bei nach wie vor erhaltener Fa-
higkeit zur Ins(1,4,5)P; — Bindung flihrte. Die N-terminale Begrenzung der Ins(1,4,5)P; — Bin-
dungsdoméane der RnIP3KA konnte durch die Konstrukte B-Gal-RnIP3KA(259-459) und [3-
Gal-RnIP3KA(263-459) definiert werden: durch die N-terminale Deletion von nur 4 weiteren
Aminosauren wurde die in B-Gal-RnIP3KA(259-459) noch erhaltene Fahigkeit zur
Ins(1,4,5)P; — Bindung komplett verloren. Gezielte Mutagenese eines enzymatisch aktiven
Konstruktes (B-Gal-RnIP3KA(66-459)) brachte Aufschluss Uber die Bedeutung einzelner
Reste in diesem offenbar fur die Ins(1,4,5)P; — Bindung essentiellen Bereich: wahrend die
Mutante C261S im wesentlichen keine Veranderungen gegeniiber dem WT aufwies, war kei-
ne Bindung von Ins(1,4,5)P; an die Mutante K262A mehr messbar. Neuere Arbeiten von [Sa-
iardi et al., 1999, 2001a, b] zeigen, dass das in dem hier diskutierten Bereich der IP3K-Pri-
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marstruktur vorliegende Sequenzmotiv [LV]-[LA]-[DE]-X(3,8)-P-X-[VAI]-[ML]-D-X-K-[ML]-G in
allen bisher identifizierten Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen und Inositolhexakisphosphat-
kinasen sowie den Inositolpolyphosphatmultikinasen aus Hefe und Ratte vorkommit.

Die Untersuchung C-terminaler Deletionsmutanten (B-Gal-RnIP3KA(66-425), [(-Gal-
RnIP3KA(66-450), B-Gal-RnIP3KA(66-452), B-Gal-RnIP3KA(66-454)) ergab, dass zwar eine
Deletion der C-terminal &uRersten 34 Aminosduren zu einem vollstandigen Verlust der
Ins(1,4,5)P; — Bindungsfahigkeit fihrt, dass aber Mutanten mit kleineren C-terminalen Deleti-
onen weniger durch eine verschlechterte Ins(1,4,5)P; — Bindung als vielmehr durch eine sig-
nifikant geringere Umsatzgeschwindigkeit gekennzeichnet sind. Die Bedeutung des &aul3er-
sten C-Terminus scheint somit nicht in einer direkten Beteiligung einzelner Aminoséurereste
an der Ausbildung der Ins(1,4,5)P; —Bindungsdoméane zu liegen; vielmehr scheint der ge-
samte Bereich als solcher essentiell fur die strukturelle und funktionale Integritat der kataly-

tischen Einheit zu sein [Togashi et al., 1997].

Regulation von Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen

Ein allen Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen gemeinsamer, die Enzymaktivitdt der ver-
schiedenen Isoformen unterschiedlich stark beeinflussender Faktor ist die Interaktion der
Proteine mit dem Calcium/Calmodulin-Komplex. Wahrend die Bindung von Ca*/CaM an Ki-
nasen der Isoform A maximal in einer Verdopplung der spezifischen Aktivitdt des Enzyms re-
sultiert [Communi et al., 1997], wurde fur die Isoform B eine bis zu zwanzigfache Aktivierung
durch Ca®*/CaM beobachtet [Communi et al., 1999]; bei einer festen Calciumkonzentration
von 10 pM wurde halbmaximale Aktivierung der Isoform A bzw. B bei Calmodulinkonzentrati-
onen von 52 nM bzw. 17 nM erreicht. Die spezifische Aktivitat der Isoform C wird durch
Calcium/Calmodulin lediglich marginal (Faktor 1,2 — 1,5) gesteigert [Dewaste et al., 2000].

Sowohl die spezifische Aktivitat als auch die Aktivierbarkeit durch Ca*/CaM kann bei den
verschiedenen Isoformen durch Phosphorylierung der Enzyme an Serin- und Threoninresten
reguliert werden. Fur die Isoform A der Ratte wurde von [Communi et al., 1997] sowohl im
zellularen System als auch in vitro eine von der Calcium/Calmodulin-abhangigen Proteinki-
nase Il (CaMKIl) katalysierte Phosphorylierung des Threoninrestes 311 nachgewiesen; die
Auswirkungen dieser posttranslationalen Modifikation bestehen in einer Steigerung der spe-
zifischen Aktivitat des Enzyms um den Faktor 8 — 10 sowie in einer, bei gleichbleibender ma-
ximaler Stimulierbarkeit, 25fach erhéhten Sensititvitat gegeniiber dem Ca?*/CaM-Komplex.
Auch die Isoform B der Ratte wird durch CaMKII mit einer Stochiometrie von 1 mol/mol phos-
phoryliert [Communi et al., 1999]. Wie im Fall der Isoform A fuhrt die Phosphorylierung auch
hier zu einer drastischen Steigerung der spezifischen Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat (Faktor
=25); der durch die Proteinkinase modifizierte Aminosaurerest wurde jedoch fur die Isoform B

nicht experimentell identifiziert. Da jedoch die den betreffenden Threoninrest beinhaltende
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CaMKIl — Consensussequenz (R-X-X-S/T-X) auch in der Isoform B vorhanden ist, ist die
CaMKII — katalysierte Phosphorylierung dieses Threoninrestes mit grof3er Wahrscheinlichkeit
ein sowohl in der A- als auch in der B-Isoform realisierter Regulationsmechanismus der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat. Eine differentielle Regulation der Enzymaktivitdten der ver-
schiedenen Isoformen scheint Gber Proteinkinase A und Proteinkinase C vermittelte Phos-
phorylierungen mdoglich zu sein. In vitro — Experimente von [Woodring et al., 1997] zeigten
zwar ahnliche Stochiometrien des PKA bzw. PKC-katalysierten Phosphateinbaus in die Iso-
formen A und B (1mol/mol fur beide Isoformen bei Phosphorylierung durch PKA, 2 mol/mol
bzw. 2,7 mol/mol bei Phosphorylierung der Isoform A bzw. B durch PKC), die Auswirkungen
der Phosphorylierungen auf die enzymatische Aktivitdt sowie die Stimulierbarkeit derselben
durch Interaktion mit dem Ca?*/CaM-Komplex waren jedoch deutlich unterschiedlich.

Neben der Beeinflussung der katalytischen Aktivitat und der Interaktion mit Ca®*/CaM kann,
wie von [Communi et al., 1999] fur die Isoform B gezeigt, auch die durch die isoform-spezifi-
schen N-Termini der Kinasen determinierte intrazelluldare Lokalisation der Ins(1,4,5)P; 3-Ki-
nasen durch den Phosphorylierungsstatus des Enzyms verandert werden.

Weitgehend ungeklart ist noch die Rolle der sich auf Ebene der Primarstruktur zwischen dem
N-terminalen Bereich und der Calmodulin-Bindungsdoméane befindenden PEST Sequenz
[Choi et al., 1990]. Diese in einer ganzen Anzahl Calmodulin-bindender Proteine vorkom-
menden Doméanen sind suszeptibel fur die Proteolyse durch endogene, neutrale, calciumre-
gulierte Proteasen wie Calpain | und Il und werden haufig in Proteinen mit nur kurzer Halb-
wertszeit gefunden ([Barnes et al., 1995]; [Rechsteiner, 1990]). Da Calpaine sowohl in Pro-
zesse der Cytoskelett-Reorganisation [Kawasaki et al., 1996] sowie des Zellzyklus [Santella
et al., 1998] involviert sind, konnte eine Untersuchung der regulatorischen Bedeutung der
Calpain-katalysierten Proteolyse von Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen weitere interes-

sante Funktionen dieser Enzyme deutlich machen.
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1.3.2 Inositolpolyphosphatmultikinasen: Inositolphosphatkinasen und

Transkriptionsregulatoren ?

1.3.2.1 Die Rolle der Inositolpolyphosphatmultikinasen im Inositolphosphat-
stoffwechsel

Inositolpolyphosphatmultikinasen (IPMK) katalysieren wie Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kina-
sen die Phosphorylierung des zellularen Botenstoffes Inositol 1,4,5-trisphosphat, allerdings
kann die y-Phosphatgruppe des ATP nicht nur auf die Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom 3
des Inositolrings sondern auch auf die OH-Gruppe an der Position 6 Ubertragen werden
([Saiardi et al., 2000a], [Odom et al., 2000]). Die sich hier zeigende, gegentiber den Inositol
1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen verringerte Substratselektivitdt der Inositolpolyphosphatmultiki-
nasen spiegelt sich auch darin wieder, dass eine Reihe weiterer, von IPMK katalysierter Me-
tabolisierungen beschrieben wurden. So kdnnen z.B. die oben genannten, aus Ins(1,4,5)P;
gebildeten InsP, — Isomere durch weitere Phosphorylierungsreaktionen zu Ins(1,3,4,5,6)Ps
und einem PP-InsP, — Isomer umgesetzt werden ([Zhang et al., 2001], [Saiardi et al.,
2001a]); ein weiteres Substrat der mammalia IPMK ist das InsP, — Isomer Ins(4,5)P, [Saiardi
et al., 2001a].

OH
) HO 6
1
OH — InsPs
p
HO 1
3 p 5

Ins(4,5)P,

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

|

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

Abbildung 1.6: Bisher beschriebene, von Inositolpolyphosphatmultikinasen katalysierte Metabolisierun-
gen von Inositolphosphaten. Schwarze Pfeile: Umsetzung sowohl fur die ScIPMK (ArgRIIl) als auch
fur die RnIPMK gezeigt; blaue Pfeile: Umsetzung bisher nur fur ArgRIIl bewiesen; griiner Pfeil: Um-
setzung bisher nur fir RnIPMK gezeigt.
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1.3.2.2 Inositolpolyphosphatmultikinasen in Hefe und hoheren Eukaryoten

Die Inositolpolyphosphatmultikinaseaktivitat des in S. cerevisiae vorkommenden Proteins
ArgRIIl (Arg82) wurde erstmals unabhangig voneinander sowohl von [Saiardi et al., 1999] als
auch von [Odom et al., 2000] beschrieben; Arbeiten von [York et al., 1999] hatten zu diesem
Zeitpunkt bereits erste Hinweise auf die Existenz einer multifunktionalen InsPs/InsP, — Kina-
seaktivitdt in dieser Spezies erbracht. Diese Entdeckung war inbesondere deshalb von
groRBem Interesse, da es sich bei ArgRIlIl um ein bereits gut charakterisiertes Protein
handelte, dem eine wichtige Rolle bei der Regulation des Argininmetabolismus der Hefe
zugeschrieben werden kann. [El Bakkoury et al., 2000] gelang es zu beweisen, dass der
Einfluss des auschlieBlich kernlokalisierten Proteins ArgRIIl auf die Transkription arginin-
regulierter Gene durch eine, die Interaktionspartner stabilisierende Bindung des ArgRIll an in
die DNA-Bindung involvierte helikale Bereiche der MADS-Box-Transkriptionsfaktoren ArgRI
und Mcm1l vermittelt wird. Diese beiden Faktoren sind essentielle Bestandteile des argininre-
gulierten ArgR/Mcml1 — Transkriptionsfaktorkomplexes; ArgRIIl sorgt also durch Erhdhung
der intrazellularen Halbwertszeit der diesen Komplex konstituierenden Bestandteile fiir eine
den metabolischen Bedirfnissen der Zelle angepasste Transkriptionsregulation. Untersu-
chungen von [Dubois et al., 2000] zeigten, dass weder die Kinaseaktivitat noch die von der
Kinase gebildeten Inositolphosphate eine Rolle in der Regulation des Argininmetabolismus
spielen; ArgRIIl ist somit ein multifunktionelles Protein, welches verschiedene, voneinander
unabhangige Funktionen erfullt.

Der fur ArgRIIl codierende offene Leserahmen umfasst 1065 bp; das errechnete Molekular-
gewicht des 355 Aminosaurereste beinhaltenden Proteins betragt 40 kDa.

Ein in mammalia vorkommendes Protein mit Inositolphosphatmultikinaseaktivitat konnte von
[Saiardi et al., 2001a] durch eine tblastn-Sichtung der Ratten-EST-Datenbank identifiziert
und kloniert werden. Das 396 Aminosaurereste grol3e Protein besitzt ein errechnetes Mole-
kulargewicht von 44 kDa und wird durch einen 1188 bp umfassenden ORF codiert. Die Ami-
nosauresequenz dieses von Saiardi et al. als RnIPMK bezeichneten Proteins zeigte
schwache Sequenzhomologie (< 25 %) sowohl zu den bisher bekannten Inositol 1,4,5-tris-
phosphat 3-Kinasen und Inositolhexakisphosphatkinasen als auch zu ArgRIll; erste Unter-
suchungen zur enzymatischen Aktivitat an rekombinant in E.coli exprimierten GST-Fusions-
proteinen zeigten ein mit ArgRIIl vergleichbares Spektrum mdglicher durch RnIPMK kataly-
sierter Inositolphosphatmetabolisierungen. Das humane Ortholog dieses Proteins wurde
kirzlich in der Arbeitsgruppe Mayr/Deschermeier (Inst. F. Med. Biochemie und Molekularbio-
logie, UKE Hamburg) von Nalaskowski et al. (eingereicht) unter Benutzung der htgs- sowie
der humanen EST-Datenbank identifiziert. Es handelt sich dabei um ein 416 Aminosaureres-
te umfassendes Protein, welches von einem 1248 bp langen offenen Leserahmen codiert

wird; das errechnete Molekulargewicht betragt 47 kDa. Der Locus des betreffenden Gens in-
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nerhalb des humanen Genoms ist 10g21. Eine interessante, bisher noch unbeantwortete
Frage ist, ob die in mammalia exprimierten Inositolpolyphosphatmultikinasen analog zum
Hefeprotein ArgRIIl Gber ihre Rolle im Inositolphosphatmetabolismus hinaus durch Wechsel-
wirkung mit anderen Proteinen in die Regulation zellularer Prozesse wie z.B. Transkription

eingebunden sind.

1.3.3 Inositolhexakisphosphatkinasen: Biosynthese hochphosphory-
lierter Inositolphosphate

1.3.3.1 Die Rolle der Inositolhexakisphosphatkinasen im Inositolphosphat-
stoffwechsel

Inositolhexakisphosphatkinasen katalysieren den Transfer der y-Phosphatgruppe von Adeno-
sintriphosphat (ATP) auf eine der Phosphatgruppen des Inositolhexakisphosphats; das so
synthetisierte Diphosphoinositolpentakisphosphat (PP-IPs) beinhaltet (wie ATP) eine energie-
reiche Phosphodiesterbindung. In der Tat zeigen diese Enzyme auch ATP-Synthetase-Aktivi-
tat, sie katalysieren also auch die entsprechende Ruckreaktion (Transfer einer Phosphat-
gruppe von PP-IPs auf ATP). Als weitere IP6K-katalysierte Reaktion wurde der Umsatz eines
IPs-Isomers zu PP — IP, und weiter zu (PP), — IP; beschrieben [Saiardi et al., 2000D].

1.3.3.2 Inositolhexakisphosphatkinasen in Hefe und hoheren Eukaryoten

Von [Saiardi et al., 1999, 2001b] wurden in mammalia drei verschiedene Isoformen der Inosi-
tolhexakisphosphatkinase identifiziert. Bei der Isoform 1, welche aus Mensch, Ratte und
Maus kloniert werden konnte, handelt es sich um ein 441 (HsIP6K1) bzw. 433 (RnIP6K1,
MmIP6K1) Aminosaurereste umfassendes cytosolisches Protein mit einem errechneten Mo-
lekulargewicht von 49 kDa, welches gemald den Untersuchungen von [Luo et al., 2001] mit
dem Guaninnukleotidaustauschfaktor GRAB interagiert. Northernblot-Analysen zeigten eine
im wesentlichen auf Gehirn und Testis beschrénkte Expression. Die im Gegensatz dazu ubi-
quitar exprimierte Isoform 2 besitzt ebenfalls ein errechnetes Molekulargewicht von 49 kDa
und umfasst 426 (HsIP6K2), 424 (RnIP6K2) bzw. 425 (OclP6K2) Aminosaureresten. Diese
ausschlief3lich nukleér lokalisierte Isoform [Saiardi et al., 2001b] wurde in Experimenten von
[Morrison et al., 2001, 2002] als ein essentieller Faktor der Interferon-B-induzierten Apoptose
identifiziert. Der genaue Mechanismus konnte hierbei noch nicht aufgeklart werden, jedoch
scheint die katalytische Aktivitat der IP6K2 dabei von essentieller Bedeutung zu sein.

Die 410 Aminosaurereste umfassende humane Isoform 3 der Inositolhexakisphosphatkina-
sen (HsIP6K3) wurde von [Saiardi et al., 2001b] aus einer humanen Gehirn-cDNA-Bank klo-
niert, besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 46 kDa und weist eine 50 bzw. 45 % - ige

Sequenzidentitat zur HsIP6K1 bzw. HsIP6K2 auf. Das im wesentlichen cytosolisch lokalisier-
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te Enzym besitzt einen gegeniber den Isoformen 1 und 2 deutlich héheren theoretischen
isoelektrischen Punkt (8,28 gegeniber 6,64 fir MmIP6K1 und 6,52 flr HsIP6K2) und scheint
wie die Isoform 2 ubiquitar exprimiert zu werden.

Die Inositolhexakisphosphatkinase der Hefe S.cerevisiae, das Protein KCS1, umfasst 1050
Aminoséauren und besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 119 kDa. Von [Saiardi et al.,
2000] und [Dubois et al., 2002] wurde die Bedeutung der Enzymaktivitat des KCS1 fur die

Aufrechterhaltung der Zellwandintegritat und der Vakuolenmorphologie aufgezeigt.
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1.4 Einleitung

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Intention dieser Arbeit ist es, einen Einblick in die bei den Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Ki-
nasen (IP3K) realisierten molekularen Mechanismen zur hochaffinen und -selektiven Bin-
dung des second messenger Molekils Inositol 1,4,5-trisphosphat (Ins(1,4,5)P3) zu gewinnen.
Die Funktion einzelner Aminosauren fir die Substratbindung und Katalyse soll durch die
Analyse gezielt hergestellter GgIP3K-A Mutanten aufgeklart werden. Durch spezielle PCR-
Mutagenesetechniken werden Verénderungen an der in einen prokaryotischen Expressions-
vektor einklonierten GgIP3K-A cDNA vorgenommen, die so mutierten Plasmide kénnen zur
Expression von rekombinanten, sich lediglich in einer Aminoséureposition vom wt-Enzym un-
terscheidenden GgIP3K-A-Fragmenten verwendet werden. Nach Anwendung geeigneter
Chromatographie-Methoden kann eine Charakterisierung der gereinigten rekombinanten
Proteine durch Bestimmung der enzymatischen Parameter (apparente Michaelis-Menten-
Konstanten fir ATP und Ins(1,4,5)P3, maximale Umsatzgeschwindigkeit) im Rahmen eines
gekoppelten enzymatisch-optischen Testes erfolgen.

Weitere Experimente an GglIP3K-A-Mutanten mit deutlichen Veranderungen der Ins(1,4,5)P;
— Bindungsaffinitat kénnen Anhaltspunkte fur die raumliche Organisation der Ins(1,4,5)P; —
Bindungsdomane der IP3K liefern. Zum einen sollen hier weitergehende enzymkinetische
Untersuchungen erfolgen, insbesondere die Analyse der kompetitiven Inhibition der
Ins(1,4,5)P; 3-Kinasereaktion durch andere, nicht durch IP3K metabolisierte Inositolphospha-
te. Zum anderen soll die Anwendbarkeit der Methode der Saturation Transfer Difference
NMR in der Analytik von Inositolphosphat/Protein — Interaktionen demonstriert werden.

Im Rahmen der Diskussion der so erhaltenen experimentellen Daten kénnen durch funktio-
nelle und sequenzbasierte Homologien zwischen der hier untersuchten Ins(1,4,5)P3 3-Kinase
und anderen inositolphosphatmetabolisierenden Enzymen Hypothesen fur allgemeine mole-
kulare Strategien zur hochaffinen und —selektiven Bindung von Inositolphosphaten abgeleitet

werden.
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2.1 Materialien

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Inositolphosphate

D-myo-Ins(1,4,5)P;
D-myo-Ins(1,4,5)P;
D-myo-Ins(1,3,4,5)P,
D-myo-Ins(1,4,6)P3
D-myo-Ins(1,4,6)P3
scyllo-Ins(1,2,3,5)P,

2.1.2 Chemikalien

Acrylamid siehe Rotiphorese®
Adenosin-5'-triphosphat (ATP) Dinatriumsalz
y-*P-Adenosintriphosphat

Agarose Electrophoresis Grade
6-Aminohexansaure

Ammoniumpersulfat ((NH,).S20s)
Ammoniumsulfat ((NH4)>.SOy)

Benzamidin Hydrochlorid

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCly 2 H,0)
Calmodulin

Coomassie brilliant blue G250

Coomassie Protein Assay Reagent
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPS)
D-Desthiobiotin (5-Methyl-2-0x0-4-imidazolinecaproic acid)
DAG (2-Arachidonoyl-1-Stearoyl-sn-Glycerol)
Dichlormethan

Dimethylformamid (DMF)

1,4 Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)

Dowex® 1 x 8

Essigsaure (Eisessig) 100 %

Ethanol

Prof. Dr. Mayr, UKE Hamburg
Alexis Biochemicals

Prof. Dr. Mayr, UKE Hamburg
B.V.L. Potter, University of Bath, UK
Alexis Biochemicals

B.V.L. Potter, University of Bath, UK

Roche Mol.Bio., 127531
Amersham, PB10132
Gibco, 15510-027
Merck, 800145
Serva, 13375

Merck, 101217
Fluka, 12073

Merck, 111746
Biomol, 01400
Merck, 102382
Eigenherstellung
Serva, 17524

Pierce, 1856206
Gibco, 10297-018
Sigma, D-1411
Sigma-Aldrich, 10920
Merck, 106049
Merck, 102937
Biomol, 04010
Serva, 20760

Serva, 41111

Merck, 100063
Apotheke, UKE
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2.1 Materialien

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (Titriplex® lll, EDTA)
EGTA (Titriplex® VI)

Ficoll 400

Formaldehyd

Gelatine

D(+)-Glucose

Glutardialdehyd

Glycerol 87 %

Glycin

Glycogen
4-Hydroxyazobenzene-2-carboxylic-acid (HABA)

N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethane sulfonic acid (HEPES)

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)

Methanol

2-Mercaptoethanol
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, 6 H,0)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO,7 H,0)
Mangan(ll)chlorid-Tetrahydrat (MnCl;4 H,O)
3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)
Natriumchlorid (NaCl)

NADH

Natriumhydroxid (NaOH) Platzchen
Natriumazid (NaN3;)

Natriumthiosulfat Pentahydrat
Natriumcarbonat-Decahydrat (Na,CO3 10 H,0)
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (NaH,PO4H,0)

Merck, 111608
Merck, 108418
Merck, 108435
Sigma, F-9378
Merck, 104003
Serva, 22151

Merck, 108337
Merck, 814393
Merck, 104094
Roth, 3908.2

Roche Mol. Bio., 901393

Sigma, H-5126
Biomol, 05288

Diagnostic Chem., 1882

Merck, 104820
Merck, 104933
Merck, 106009
Merck, 805740
Merck, 105833
Merck, 105886
Merck, 105927
Merck, 106129
Merck, 106404

Roche Mol. Bio., 107727

Merck, 106498
Merck, 822335
Merck, 106516
Merck, 106391
Merck, 106346

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) Roche Mol. Bio., 1087479
FMC, 1-800-341-1574
Sigma, P-7626
Sigma-Aldrich, 79405
Roche Mol. Bio., 108294

Roche Mol. Biol., 1142372

NuSieve® 3:1 Agarose
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
3-sn-Phosphatidyl-L-Serin
Phosphoenolpyruvat (PEP)

Ponceau-S solution

2-Propanol Merck, 9634
RbCI Merck, 107615
Rotiphorese® Gel 30 (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid) Roth, 30291
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Salzsaure (HCI) 30 % suprapur

Silbernitrat (AgNO3)

Merck, 100318
Merck, 1512

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, 85325

Trichloressigsaure (TCA)
Triethanolamin (TEA)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Merck, 100807
Merck, 108379
Gibco, 15504-020

Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol) Sigma, 9002-93-1
Tween-20 Serva, 37470
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid (X-gal) Peglab, 37-2616
5-Brom-4-chloro-3-indolyl-phosphat (X-phosphat) Roche Mol. Bio., 1017373
Xylencyanol Merck, 11059

2.1.3 Deuterierte Verbindungen fir die NMR-Spektroskopie

D,0O 99,8%
Tris-d11

2.1.4 Verwendete Kits

Merck, 1.13366.0100
Cambridge Isotope Lab.
DLM-1814-5

Nucleospin Macherey-Nagel
Quiaquick Gel Extraction Kit Quiagen
QuiaexIl Agarose Gel Extraction Kit Quiagen
Quantum Prep™ Plasmid Miniprep Kit Bio-Rad

Silica Spin Kit for Plasmid DNA Minipreparation Biometra

Nucleobond AX Kit

Dye-Terminator-Sequencing Kit

215 Enzyme

Macherey-Nagel

Applied Biosystems

Zur Anwendung kamen folgende Enzyme der genannten Hersteller:

Lysozym
DNAse
Trypsin

Laktatdehydrogenase
Pyruvatkinase

Proteinkinase C

Roche Molecular Biochemicals, #107255
Roche Molecular Biochemicals, #104159
Roche Molecular Biochemicals, #109819

Roche Molecular Biochemicals, #106941
Roche Molecular Biochemicals, #128155

Calbiochem, #539494
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Pfu-Polymerase
Pfu-Polymerase
Pwo-Polymerase
Tag-Polymerase

T4-DNA-Ligase

Restriktionsendonukleasen:

Stratagene, #600154

Promega, #M774

Roche Molecular Biochemicals, #1644955
Gibco, #10342-020

Gibco, #15224-025

Afl 11 5 ..CTTAGG... 3 NEB, #R0520S

Apall 5 ..GGGCCC...3 Roche Mol. Bio., #899208
Ase | 5 ..ATTAAT... 3 NEB, #R0526S

Avr I 5 ..CCTAGG... ¥ NEB, #R0174S
BamH | 5 ..G'GATCC... & MBI, #ER0051

Bgl | 5 ...GCCNNNN'NGGC... 3 MBI, #ER0071

Balll 5 ..A'GATCT... & Pharmacia, #E1021Y
BsaB | 5 ..GATNN'NNATC... 3 NEB, #R0537S
BsmB | 5 ..CGTCTC15.. 3 NEB, #R0580S
Bspl119 | 5 .. TT'CGAA.. 3 MBI, #ER0121
Bsp120 | 5 ..G'GGCCC... 3 MBI, #ER0131

BsrG | 5 ..T'GTACA... 3 NEB, #R0575S

BstB | 5 ..TT'CGAA.. 3 NEB, #R0519S
Cfrda2 | 5 ..CCGCGG... 3 MBI, #ER0201

Dral 5 .. TTTAAA. 3 MBI, #ER0221

Dpn | 5.GA "TC..3 NEB, #R0176S
Eco47 1l 5 ..AGCGCT... 3 MBI, #ER0321
Eco81 | 5 ..CCTNAGG... 3 MBI, #ER0371

EcoR | 5 ..G'AATTC... & Roche Mol. Bio., #703737
EcoR V 5 ..GAT'ATC... & Pharmacia, #E1042Y
Ehe | 5 ..GGCGCC... 3 MBI, #ER0441

Fsp | 5 ..TGCGCA... 3 NEB, #R0135S

Hind Il 5 ..AAGCTT... 3 MBI, #ER0501

Ksp | 5 ..CCGCGG... & Roche Mol. Bio., #1117807
KspA | 5 ..GTTAAC... 3 MBI, #ER1031

Mun | 5 ..CAATTG... 3 MBI, #ER0751

Nar | 5 ..GG'CGCC... 3 NEB, #R0191S

Nco | 5 ..C'CATGG... ¥ NEB, #R0193S

Nde | 5 ..CATATG... 3 NEB, #R0111S

Nhe | 5..G'CTAGC...3 MBI, #ER0971

Nsi | 5 ..ATGCAT.. 3 NEB, #R0127S
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Pae | 5 ...CCATGC .. 3 MBI, #ER0601
PpuM | 5 ...PuG GA(T)CCPy... 3 NEB, #R0506S

Pst | 5 ...CTCCAG.. 3 MBI, #ER0611

Pvu ll 5 ...CAGCIC... 3 Pharmacia, #E1075Y
Sac | 5 ...GACCT'C... 3 NEB, #R0156S

Sal | 5 ...GTCGAC. .. 3 NEB, #R0138S

Sap | 5 ...&CICTTCc 1’4... 3 NEB, #R0569S
Small 5 ...CcCCCG.. 3 MBI, #ER0661

Spe l 5 ...ACTAGT... 3 NEB, #R0133S

Sph | 5 ...GCATGC. .. 3 NEB,#R0182S

Stu | 5 ...AGGCCT... 3 NEB, #R0187S

Sty | 5 ...CCA(TATGG.. 3 NEB, #R0500S

Xba | 5 ... TCTARA. .. 3 Roche Mol.Bio., #674257
Xho | 5 ...CTCGAG .. 3 NEB, #R0146S; MBI
2.1.6 Plasmide

Kommerziell erhaltliche Plasmide

pZEro™-2.1 Invitrogen, #K2600-01

pGEMR-3z Promega, #P2151

pGEMR-5zf(+) Promega, # P2241

pGEMR-T Easy Promega, #A1360

pBluescript® Il SK+ Stratagene, #212205

pPET-17b Novagen, #69663-3

Plasmide zur prokaryotischen Expression von wt-GgIP3K-A und wt-HsIP3K-B

Das Plasmid pET-17b-GIK (geeignet zur prokaryotischen Expression eines katalytisch akti-
ven wt-Fragments der GgIP3K-A) wurde zu Beginn der vorliegenden Arbeit von Prof. Mayr
und Dr. Bertsch zur Verfugung gestellt [Bertsch et al., 1999]; das zur Expression eines kata-
Iytisch aktiven wt- Fragmentes der HsIP3K-B wurde 1998 von S.SiRRe im Rahmen einer Di-
plomarbeit am Institut fir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie (Abteilung fur Zellu-
lare Signaltransduktion, AG Mayr) hergestellt [StRRe, 1998]. Eine detaillierte Beschreibung
dieser Plasmide findet sich, zusammen mit der Beschreibung der im Rahmen dieser Arbeit

neu hergestellten wt-Expressionsplasmide pSK-A, pSK-B und pSK-C im Abschnitt 3.1.1.
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2.1 Materialien

Als PCR-Templates fir die PCR-Megaprimer-Mutagenese nach [Picard et al., 1994]

verwendete Plasmide

Die in Abbildung 2.1 abgebildeten Vektoren pGEM3z-IP3K-Xba/Sph und pBluescript-IP3K-
UB24/40 wurden in der Megaprimer-PCR-Mutagenese als Templates eingesetzt (siehe auch
Abschnitte 2.2.2.8.3.1 und 3.1.2.2.1).

Xbal 33

GglIP3K cod.

Sphl 570 bla
Hindlll 572

¢ RP24

NP24

Xbal 732

2841

2601 651
pGEM3z-IP3K-Xba/Sph
3258 bp 76

pBluescript-IP3K-UB24/40
2486 3554 bp 1066

2216 GglP3K cod.

bla

Sacl 1353

RP24

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Vektoren pGEM3z-IP3K-Xba/Sph und pBluescript-IP3K-
UB24/40. Dargestellt wurde neben der Position jeweils einklonierten GglP3K-A-cDNA-Fragmentes
(GgIP3K cod.) auch die Lage der zu den Primern NP24 und RP24 komplementaren Sequenzen sowie
die fur das als Selektionsmarker dienende Enzym (3-Laktamase codierende Region.

Das Plasmid pGEM3z-IP3K-Xba/Sph wurde erhalten durch Ligation eines 537 bp — Xba | /
Sph | Fragmentes aus dem Vektor pET-17b-GIK (siehe Abschnitt 3.1.1.1) in den mit densel-
ben Enzymen restringierten Vektor pGEM-3z; das einklonierte Fragment umfasst die codie-
rende Region fir die Aminoséuren 156 - 300 der GgIP3K-A-Vollange und somit die Amino-
sauren 1 — 166 des auf dem Plasmid pET-17b-GIK codierten Proteins. Dieses Plasmid wur-

de zu Beginn der Arbeit zur Verfigung gestellt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zusatzlich das Plasmid pBluescript-IP3K-UB24/40
hergestellt. Hierzu wurde zunachst eine PCR mit den Primern UB24 und UB40 durchgefuhrt;
als Template diente dabei der Vektor pET-17b-GIK (s.0. und Abschnitt 3.1.1.1). Das so er-
haltene 638 bp — Fragment wurde sodann mit den Restriktionsendonukleasen Xba | und
Sac | restringiert und in den mit denselben Enzymen verdauten Vektor pBluescript Il SK+
einligiert. Das in den Vektor eingebrachte GglP3K-cDNA-Fragment codiert fir die Aminosau-
ren 264 — 452 der GglP3K-A-Vollange, dies entspricht den Aminosdureresten 130 — 318 des
auf dem Plasmid pET-17b-GIK codierten Proteins.
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2.1.7 Antikorper

Anti-GgIP3K-AK (monoklonal, Spezies: Mus musculus) Dr. Emmrich, Leipzig
Alkaline Phosphatase conjugated IgG goat anti-mouse Jackson, 115-055-062

Zum spezifischen Nachweis von StrepTagll-Fusionsproteinen im Westernblot:
Streptavidin-Alkaline Phosphatase Biorad, 170-3554

2.1.8 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von MW G Biotech, Ebersberg bezogen.

Universelle Sequenzierprimer:

NP 24 — M13 forward 5 —-GAC GTT GTA AAAACGACGGCCAGTG-3
RP 24 — M13 revers 5'— AAC AGC TAT GAC CAT GATTAC GCC -3’

T7 — promoter — primer 5 -TAATAC GACTCACTATAG GG -3
T7 — terminator — primer 5 -GCTAGT TATTGCTCAGCGG-3

Mutageneseprimer fir PCR-Mutagenese von GglIP3K-A cDNA nach [Picard et al., 1994]

nicht-primende Basen wurden unterstrichen, neu eingefihrte Restriktionsstellen griin mar-
kiert

GalP3K — K176L 5 — CA TGA GTA GCG GAA GGG GCT AATC -3
antisense, neue Hind lll site

UB21 — C209S 5 — AT GAA AAA GAG TCT CGATTG ATGAAAGACC-3
sense, neue Bspl119 | site

UB15 — C221S 5 — CA CTA CGA TCC TC TTGC TTC CATGGT G -3
sense, neue Kpn | site

UB16 — C224S 5 -ATCCTGC GTC CC CCATGGTGTGGT -3
sense, neue Hind Il site

UB29 — D240A/D241A 5 — CC TAC ATT CA TGCTTTG CTTACT GAT TTT G -3’
sense, neue Nhe | site

UB28 — D245A/E247L 5 _—GATTTG CTTACTGCTTT G CCG TGT GTG ATG G -3’
sense, neue Avr |l site

UB146 — D245A 5 -G CTT ACT CAT GGG CCG TGTGTGATGG-3
sense, neue Bspl119 | site

UB148A — F246L 5 -G CTTAC T GAA GGG CCG TGT GTGATG G -3’
sense, neue Bgl Il site

UB147 — E247L 5 —-GCTTACTGATTT GCCGTGTGTGATGG-3
sense, neue Avr |l site
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uB22 — C250S

UB04 — C254S

GIK-K255N

GIK-K255A

GalP3K — K255R

GalP3K — R259N

UBO5 — E263Q

UB23 - T267A

UB24 — K268E

GalP3K — R270L

UB07 — K272D

GalP3K — K272R

GalP3K — K274Q

UB30 - R276L

GalP3K — R276K

GalP3K — R277Q

UB08 — D278H

GalP3K — K282L

GglIP3K — T302D

5 —-TT GAA
sense, neue Apa | site

TCT GTG ATG GAC TGT AAG -3’

5 —-GT GTG ATG GA
sense, neue Bspl119 | site

G ATG GGG ATC AGG -3

5 — ATG GAC TGT AA
sense, Eliminierung der BsaB | site

AGG ACATAC-3

5 — ATG GAC
sense, neue Fsp | site

ATG GGG ATC AGG ACATAC -3’

5 —-GTG ATG GAC TGT A
sense, Eliminierung der BsaB | site

AGG AC-3

5 - AG ATG GGG
sense, neue Ase | site

ACATAC CTG GAAGAAG -3

5 - CATAC
sense, neue Pst | site

GAA GAG CTG ACT AAAGC -3

5 — GAA GAA GA
sense, neue Nhe | site

T AAA GCC CGT GAG -3’
5 - GAA ACT GAA GCC CGT GAG AAACC -3
sense, neue Sac | site

5 — CTG ACT AAA GCC
sense, neue Xho | site

AAA CCAAAG CTG -3’

5" —-GCC CGT GA
sense, neue BamH | site

A AAG CTG CGT AAAG -3

5'— GCC CGT GAG
sense, neue Stu | site

AAG CTG CGT AAAGAC -3

5 — CGT GAG AAA CCA
sense, neue Pwu |l site

CGT AAAGACATG -3

5 — G AAA CCA
sense, neue Hind Il site

CIT AAAGACATG TAC -3’

5" — AAA CCA AAG
sense, neue Afl Il site

AAA GAC ATG TAC AAG -3’

5 — AAA CCA
sense, neue Hind Il site

CGT CAAGAC ATG TAC AAG -3

5 —G CTG CGT AAA
sense, neue Nde | site

TAC AAG AAAATG -3

5" —GAC ATG TAC AA
sense, neue Ase | site

GATT GAAGTG G-3

5 -CG GGG CTT
antisense, neue Sal | site

AGC ATG CTG GGC -3’
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GalP3K- K303Q

GalP3K — R305L

UB170 — R322L

GalP3K — R322K

UB171 - K327Q

GalP3K — K328L

UB31 - W404Q

UBO03 — D407S

5 —CTG CAT GTA
antisense, neue Cfr42 | site

5'—CCACTG CA
antisense, neue BsrG | site

5 — CCC TTC AAT CAG AAAG

antisense, neue Avr |l site

5 —-CTTC AAT CTIT AAAG
antisense, neue Avr |l site

5 -CCATCTGCTTTCT
antisense, neue BamH | site

5 —-GT TCC ATC TGC
antisense, neue Hind lll site

5 — GG AAT GCC AAT
sense, neue Sal | site

5 -G TGG CTG AT
sense, neue Hind Il site

CTG GGT GAC AGC ATG -3’

G GGG CTT GGT GAC AGC -3

TT GGC ACT AGAGC -3

TT GGC ACT AG -3

CTTCAATCC-3

AAT CCCTTCAATC-3

T GGG AAGACCAC-3

Mutageneseprimer fir PCR-Mutagenese von GgIP3K-A cDNA nach QuikChange

CTC ATT GATTTT GGG AAG -3’

nicht-primende Basen wurden unterstrichen, neu eingefihrte Restriktionsstellen griin mar-

kiert
GglIP3K-K303R-F
GglIP3K-K303R-R

GglP3K-R310L-F
GgIP3K-R310L-R

GglP3K-L319A-F
GgIP3K-L319A-R

GgIP3K-1326A-F
GgIP3K-1326A-R

GgIP3K-R276Q-F
GgIP3K-R276Q-R

5 — CAT GCT GTC ACC CGG
5 —CT CCACTG CAT GTA
neue Ksp | site

5 —-TAC ATG CAG TGG

5 — GC ACT AGA GCT GAT TGT

neue Xho | site

5 - GC TCT AGT GCC AAC
5'— CCC TTC AAT CCT AAA
neue Nae | site

5 - GGCTTT AGG ATT GAA
5 -CCATCTGCTTTCTT
neue Ehe | site

5 — GT GAG AAA CCA AAG
5-CTTGTACATGTCTTT

neue Pst | site

TAC ATG CAG TGG AG -3
CCG GGT GAC AGCATG -3

ACAATC AGCTCT AGTGC -3

CCACTG CAT GTA-3

TTT AGG ATT GAAGGG -3
GTT GGC ACT AGAGC -3

AAG AAA GCA GAT GG -3
TTC AAT CCT AAAGCC -3

AAA GAC ATG TAC AAG -3’
CTTTGGTTTCTCAC-3’
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GglP3K-R322Q-F 5 - GT GCC AA CTTT CAG ATT GAAGGG -3
GgIP3K-R322Q-R 5 —-CCCTTC ATT CIG AAAG TTGGCAC-3

Elimierung der Avr Il site aus GgIP3K-R322L cDNA

GgIP3K-F321A-F 5 — GC TCT AGT GCC AA CGCT AGG ATT GAAGGG -3
GgIP3K-F321A-R 5 —CCCTTC AAT CCT AGC G TT GGC ACT AGAGC -3
neue Avr |l site

GgIP3K-F321D-F 5 —GC TCT AGT GCC AA C GAT AGG ATT GAAGGG -3’
GgIP3K-F321D-R 5 —-CCCTTC AAT CCTTACG TT GGC ACT AGAGC -3
neue Avr |l site

GglIP3K-I1323A-F 5—-CT AGT GCC AA CTTT AGG GCT GAA GGG ATT AAG -3’
GgIP3K-I1323A-R 5 —CTT AAT CCCTTC AGC CCT AAAG TT GGC ACT AG -3’
neue Avr |l site

Mutageneseprimer fir PCR-Mutagenese von HsIP3K-B cDNA nach [Picard et al., 1994]

nicht-primende Basen wurden unterstrichen, neu eingefuhrte Restriktionsstellen griin mar-
kiert

HsIP3K-B-S764A 5-CCTTCCGC GGCITTCTTCCGGG -3
antisense, neue Eco47 Il site

HsIP3K-B-S764D 5 —-CCTTCCGC GGCTTCTTCCGGG -3
antisense, neue Bgl Il site

HsIP3K-B-S764E 5 —GTC CTT CCG GGG CTTCTTCCG -3
antisense, neue Sac | site

Mutageneseprimer fir PCR-Mutagenese von HsIP3K-B cDNA nach QuikChange

nicht-primende Basen wurden unterstrichen, neu eingefihrte Restriktionsstellen griin mar-
kiert
HsIP3K-B-S647D-F 5 — G CAG AAA GTG AGC AAAGAC TGG AGG AAG AT-3
HsIP3K-B-S647D-R 5 — AT CTT CCT CCAGTC TTT GCT CAC TITCTGC-3

neue Avr |l site

HsIP3K-B-S663D-F 5 —CT CCCTTC GTC ATG GAC AAG AAG TAC CCCTGG -3
HsIP3K-B-S663D-R 5 — CCA GGG GTACTT CTT GTC CAT GAC GAAGGG AG -3
neue Dra | site

HsIP3K-B-S679D-F 5 — GCA GGA CAC GATTTC AAGGCAGCT GCC-3
HsIP3K-B-S679D-R 5 — GGC AGC TGC CTT GAA ATC GTGTCCTGC -3
neue Nae | site
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genspezifische Primer HsIP3K-B cDNA

bereits in der cDNA enthaltene Restriktionsstellen sind blau markiert
HsIP3K-B-Ncol-F 5 —CTAC CAT GGG GAT GTG GTG AAG -3
HsIP3K-B-Stul-R 5 -—CTC TCT GAA GGC CTCGGTGACC-3

Zur Konstruktion von pET-17b-SiS6 (HsIP3KB-wt-Expressionsplasmid) benutzte Oligo-
nukleotide [SuURe, 1998]

Die durch die Primer eingeflihrten Restriktionsstellen fir Nhe | (SB7) bzw. Nde | (SB6) wur-
den grin markiert.

SB6 5 —-CTG GAC TCAGCT TTC CTG CAT ACCCTG GAC -3
SB7 5 -AGATGC CTAGGC GAG TGG GGCATCCTGGGAC-3

zur Konstruktion des Plasmids pSK-A benutzte Oligonukleotide

neu eingefuhrte Restriktionssites (Ehe 1) sind griin markiert; StrepTagll-Sequenz (sense bei
StrepTagll-Nde/Nco , antisense bei StrepTagll-Nco/Nde) sind blau markiert.

StrepTagll-Nde/Nco 5'—T ATG GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA TCT TCG AAC -3
StrepTagll-Nco/Nde 5'— C ATG GTT CGA AGA TTT TTC GAA CTG CGG GTG GCT CCA GCT AGC CA—3'
GalP3K-31kD-5’ 5 —ACT GCT GGA CAT ACA GGG AGTTTC AAG -3

zur Konstruktion des Plasmids pSK-B benutzte Oligonukleotide

SB7 5 —AGA TGC GCT AGC CTAGGC GAG TGG GGCATCCTGGGAC -3
HsIP3K-B/5’-Ehe 5 — AAG GCG CCG CAG GACACG CAG GGAGTTTC -3’

zur Konstruktion des Plasmids pSK-C benutzte Oligonukleotide

RP 24 — M13 revers 5 — AAC AGC TAT GAC CAT GAT TACGCC -3
RnIP3K-C/5-Ehe 5 — ACG GCG CCT CCG GAC ATG CTG GGAACTTCC -3
Als Template fir die PCR wurde ein in geeigneter Orientierung in den Vektor pGEM-T Easy

einkloniertes RnIP3K-C-cDNA-Fragment eingesetzt.

Sonstige Oligonukleotide

uB40 5 — CTG AGT GAT CTC TCT AGA GAA GAAAGT TAGTTAC-3
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2.1.9 Bakterienstamme und Medien

XL1-Blue strain: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB lacl"ZAM15
Tn10 (Tet)]

bezogen von Stratagene (#200249)

BL21(DE3) strain: E. coli B F—dcm ompT hsdS(rB— mB-) gal (DE3)
bezogen von Stratagene (#200131)

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL  E. coli B F— ompT hsdS(rB— mB-) dcm+ Tet" gal A (DE3) endA
Hte [argU ileY leuwW Cam']
bezogen von Stratagene (#230245)

Zur Herstellung der Medien (LB-Agarplatten sowie LB-Flissigmedium) wurden folgende
Chemikalien der angegebenen Hersteller verwendet: Bacto-Pepton (Difco, #0118-15-2),
Bacto-Agar (Difco, #0138-17-6), Hefeextrakt (Gibco, #20047-056), NaCl (Merck, #106404).
Nach Bedarf wurden die Medien mit folgenden Antiobiotika der angegebenen Hersteller ver-
setzt: Ampicillin (Roche Molecular Biochemicals, #835242), Kanamycin (Fluka, #60615),
Chloramphenicol (Calbiochem, #220551), Tetracyclin (Roche Molecular Biochemicals, #
109428).

2.1.10 GroRenstandards fur Proteine und doppelstrangige DNA

Proteinmarker:

LMW-Marker Bio-Rad, #74177
DNA-Marker:

Lambda-DNA Hind Il / ®x — 174-RF DNA Hae Il geschnitten Pharmacia

®x — 174-RF DNA Hae Il geschnitten Pharmacia

100 bp Leiter: 100 bp — 1500 bp NEB, #3232L
1000 bp Leiter: 0,5 kb — 10 kb NEB, #3231L

2.1.11 Saulenmatrizes

lonenaustauschchromatographie
DEAE-Sephacel Pharmacia, 17-0709-10
Phosphocellulose P11 Whatman, 407 10 10

Affinitdtschromatographie:
Calmodulin-Sepharose Herstellung W. Fanick, AG Mayr
StrepTactin-Sepharose IBA, 2-1201-005
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2.1.12 Verbrauchsmaterialien

Pipette, Model Reference, 1 - 10 pl
Pipette, Model Reference, 10 - 100 pl
Pipette, Model Reference, 100 - 1000 pl

Pipettenspitzen, passend fur Eppendorfpipetten Reference,
Volumen 1 - 1000 pl

Reaktionsgefalle aus Polypropylen, Volumen 0,2 ml
Reaktionsgefalie aus Polypropylen, Volumen 0,5 ml
Reaktionsgefalle aus Polypropylen, Volumen 1,5 ml
Reaktionsgefalle aus Polypropylen, Volumen 2,0 ml

Probenréhrchen mit Schraubverschlul? aus Polypropylen,
Spitzboden, steril, Fullvolumen 50 ml (Falcon Tubes)

Klvetten, Halb-Mikro, Quarzglas-Suprasil, Typ 104-QS
Klvetten, Halb-Mikro, Polystyrol
Uvette 50 pl — 2000 pl

Centricon YM-10

Centricon Plus-20

Mikrotiterplatten Nunc-Immuno Module Maxisorb V16
Sterilfilter Millex 0,22 pm

Nitrocellulose Transfer Membrane 0,45 um
Chromatographie-Papier

Prepared Dialysis Membrane

2.1.13 Apparative Ausristung

Elektrophorese :

Agarose-Gel Kammer, horizontal
SDS-Page Kammer, vertikal
Power supply Biotech EPS 200
Power supply GPS 200/400

Westernblotting:

Semi-dry-Blot-Kammer

Geltrockner und Zubehor:
Easy Breeze Gel Dryer
Precut Cellophane Sheet

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf
Eppendorf
Greiner
Eppendorf
Greiner
Hellma
Greiner
Eppendorf

Millipore, 4206
Millipore, UFC2BFC08

Nunc, 4-69264
Millipore, SLGS 025 OS
Protran, 10401196
Whatman, 3030917

Gibco BRL, 11202-033

MW G-Biotech
Phase
Pharmacia

Pharmacia

Phase

Hoefer
Pharmacia, SE1202
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Video-Dokumentationssystem
Kamera: Kappa CF 8/1
Videoprinter UP-890 CE
Monitor

UV-Tisch (312 nm)

Zentrifugen :

RC 5C Plus
Superspeed RC2-B
Biofuge pico
Biofuge fresco
Varifuge 3.0R

Rotoren zu den Sorvall-Zentrifugen: SM24, SS34, GSA

Autoklav:
5075 ELV

Sterile Werkbank:

MicroflowBiological Safety Cabinet

Waagen:
PM 480 Delta range

Analysenwaage H5C

Thermomixer, Whirler:
Thermomixer 5436

Vortex Genie 2

pH-Meter:
pH526

Saulen:

Econo Column

Microplate Reader:
BioKinetics Reader EL340

Counter:
Liquid Scintillation Counter Wallac 1409

Spektralphotometer:
Lambda 20

NMR-Spektrometer:
Bruker DRX 500 Avance Spektrometer

FMC
Sony
Panasonic

Bachofer

Sorvall
Sorvall
Heraeus
Heraeus
Heraeus

Sorvall

Systec

MDH

Mettler
Mettler

Eppendorf

Scientific Industries

WTW

Biorad

Bio-Tek Instruments

Wallac

Perkin-Elmer

Bruker
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2.2 Methoden

2.2.1  Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Sterilisation von Losungen und Geréaten

Eppendorfgefalle, Glaswaren, Pipettenspitzen, Medien sowie sonstige temperaturstabile Lo-
sungen wurden bei 121 °C und 1,2 bar fur 35 min autoklaviert. Hitzelabile L6sungen (z.B.
Antibiotika-Stocklésungen) wurden durch 0,2 um — Sterilfilter filtriert. Die Desinfektion von Ar-
beitsflachen und verwendeten Geréten erfolgte durch Besprihen mit 80 %-igem, vergalltem
Ethanol. Drygalskispatel aus Glas wurden durch Eintauchen in 80%-igem, vergélltem Etha-

nol und anschlieRendem Abflammen, Platindsen durch Abflammen desinfiziert.

2.2.1.2 Aufrechterhaltung und Kultivierung von E.coli — Stammen

Die Bakterienstimme wurden als Glycerolstocks (Bakteriensuspension in LB /30 % Glycerol)
bei — 20 °C (kurzzeitig) bzw. — 80 °C (l&ngerfristig) gelagert. Fir die in Kulturnahme der
Stamme (fur die Praparation transformationskompetenter Zellen, fir Plasmidpréaparationen
oder fur die rekombinante Expression von Proteinen) wurde ein Dreidsenausstrich auf geeig-
nete Antibiotika enthaltenden LB-Agarplatten vorgenommen. Nach einer 12 — 16 stiindigen
Inkubationszeit (37 °C) wurde eine Einzelkolonie als Ubernachtkultur angeimpft (3 ml LB-Me-
dium unter Zusatz geeigneter Antibiotika), tber Nacht bei 37 °C in einem Schiittelinkubator
bei 250 rpm inkubiert und am néchsten Tag fir die Animpfung der Hauptkultur verwendet.
Die kurzfristige Lagerung von Bakterienklonen auf LB-Agarplatten erfolgte nach Verschlie-

Bung der Platten mit Parafilm bei 4 °C fir maximal 4 Wochen.

Fur die Kultivierung von E.coli verwendete Medien:

LB-Flissigmedium 10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1000 ml ddH,0, pH 7,2 (Einstellung mit NaOH)

LB-Agarplatten 4 g Bacto-Trypton
2 g Hefeextrakt
6 g Bacto-Agar
ad 400 ml ddH,0

Alle Medien wurden vor dem Zusatz von Antibiotika oder anderen Zusatzen (IPTG, X-gal)

autoklaviert und wieder auf ca. 45 °C abgekuhlt.
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Tabelle 2.1: Antibiotika und andere Zusétze fur Bakterienmedien: eingesetzte Konzentrationen

Antibiotikum bzw. Zusatz zu l6sen in Konzentration Stock Konzentration (final)

Ampicillin ddH,0 100 mg/mi 100 pg/ml
Chloramphenicol EtOH 34 mg/ml 34 pg/ml
Kanamycin ddH;0 50 mg/ml 50 pg/ml
Tetracyclin 70% EtOH 12,5 mg/mi 12,5 pg/ml
IPTG ddH,0 1M 0,25-1mM
X-gal DMF 24 mg/ml 60 pg/ml

Tabelle 2.2: verwendete Plasmide und dafiir bendtigte Selektionsantibiotika und sonstige Zusétze

Plasmid basierend auf Ai?:ﬁll(;'t?ﬁjm sonstige Zusatze
pZErO-2.1 Kanamycin IPTG
pGEM-T Easy Ampicillin IPTG /X - gal
pBluescript Il SK+ Ampicillin IPTG/ X - gal
pGEM-5zf, pGEM-3z Ampicillin IPTG/ X - gal
pPET-17b Ampicillin IPTG fir Induktion

Tabelle 2.3: verwendete Host-Stamme und deren Antibiotika-Resistenz

E.coli Stamm resistent gegen
XL1 blue Tetracyclin
BL21(DE3) -

BL21(DE3) RIL Chloramphenicol

Bei der Verwendung von XL1 blue als Host-Stamm wurde lediglich das Selektionsantibioti-
kum fur das betreffende Plasmid den verwendeten Medien zugesetzt, lediglich bei der Pra-
paration kompetenter XL1-blue Zellen wurde Tetracyclin eingesetzt. Hingegen wurde bei der
Verwendung von BL21(DE3) RIL als Host-Stamm allen verwendeten Medien neben dem Se-

lektionsantibiotikum fir das betreffende Plasmid stets auch Chloramphenicol zugesetzt.
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2.2.1.3 Herstellung transformationskompetenter E.coli

Eine wie oben beschrieben hergestellte Vorkultur des gewtinschten E.coli — Stammes wurde
angelegt und nach einer ca. 16 stindigen Inkubation (37 °C, 250 rpm) flr das Anlegen der
Hauptkultur benutzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Protokolle zur Er-
zeugung transformationskompetenter Zellen benutzt; die Methode B erwies sich dabei als
der Methode A lberlegen (Transformationskompetenz der mit der Methode B erzeugten
Zellen: ca. 10’ Klone/ug DNA gegeniiber ca. 10° Klone/pg DNA bei der Methode A). Die Be-
stimmung der Transformationskompetenz der Bakterien wurde dabei durch eine Kontroll-
transformation (10 ng pBluescript Il SK+ in ein 100 pl Aliquot kompetenter Zellen) und an-
schlielRendes Auszahlen der entstandenen Klone bestimmt.

Die Antibiotikakonzentrationen sowohl in der Vor-, als auch in der Hauptkultur betrugen fur
XL1 blue 12,5 pg/pl Tetracyclin und fur BL21(DE3) RIL 34 pg/ml Chloramphenicol. Der
Stamm BL21(DE3) wurde ohne Antibiotikazusatz kultiviert (vgl. Tabelle 2.3).

Methode A

Tfbll-Puffer 10 mM MOPS pH 7,0
75 mM CacCl,
10 mM KCI

15 % Glycerol

50 ml LB-Flussigmedium (versetzt mit dem geeigneten Antibiotikum) wurden mit 0,5 ml Uber-
nachtkultur inokuliert. Die Bakterien wurden sodann bei 37 °C unter starkem Schutteln
(250 rpm) in einem Schittelinkubator bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumspha-
se (ODszg = 0,2) inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (820 g, 5 min, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis unter Benutzung vorgekuhlter
Losungen und GefalRe durchgefihrt; das Resuspendieren der Zellen wurde stets mit grof3er
Vorsicht unter Vermeidung starker Scherkréfte vorgenommen. Die Zellen wurden zunéchst in
20 ml 50 mM CaCl, resuspendiert, 20 Minuten auf Eis inkubiert und dann erneut abzentrifu-
giert (820 g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 2 ml Tfbll-Puffer
aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde in 100 pl Aliquots aufgeteilt, in flissigen

Stickstoff schockgefrostet und bis zur Benutzung bei — 80 °C gelagert.

Methode B

RF | 100 mM RDbCI
50 mM MnCl, x 4 H,0
30 mM K-Acetat
10 mM CacCl, x 2 H,0
15 % Glycerol
pH 5,8 , eingestellt mit Essigsaure
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RFII 10 mM MOPS pH 6,8
10 mM RDbCI
75 mM CaCl, x 2 H,0
15 % Glycerol
pH 6,8 , eingestellt mit Essigsaure

50 ml LB-Fliissigmedium (versetzt mit dem geeigneten Antibiotikum) wurden mit 0,5 ml Uber-
nachtkultur angeimpft. Die Bakterien wurden unter starkem Schitteln (250 rpm) bei 37 °C bis
zum Erreichen einer ODggg von 0,6 kultiviert. Die Kultur wurde zunachst fir ca. 10 — 15 min
auf Eis abgekiihlt und dann bei 820 g fur 12 — 15 min bei 4 °C abzentrifugiert; der Uberstand
wurde verworfen. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis unter Benutzung vorgekuhlter Lésun-
gen und GefalRe durchgefiihrt; auch hier war die Vermeidung von Scherkréaften bei der Re-
suspendierung der Bakterien nach den Zentrifugationsschritten von essentieller Bedeutung.
Das Zellpellet wurde zunéchst in 16,7 ml RFI resuspendiert und danach erneut abzentrifu-
giert (820 g, 12 — 15 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen, die Bakterien wurden in
4 ml RFII resuspendiert , 15 Minuten auf Eis inkubiert und in 100 pl Aliquots aufgeteilt. Diese

wurden in flissigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur Benutzung bei — 80 °C gelagert.

2.2.1.4 Transformation von E.coli

Die Transformation von Plasmid-DNA bzw. Ligationsansétzen in E.coli wurde nach [Hana-
han, 1983] durchgefuhrt. Fir jeden durchzufihrenden Transformationsansatz wurde ein
100 pl Aliguot kompetenter E.coli auf Eis aufgetaut. Sodann erfolgte die Zugabe des Ligati-
onsansatzes (maximal 10 pl Volumen) bzw. der zu transformierenden Plasmid-DNA (ca. 10 —
20 ng Plasmid). Die Bakterien wurden fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann einem 1
mindtigen Hitzeschock (42 °C) ausgesetzt. Danach wurden die gesamten Ansatze in je ein
steriles 12 ml - Greinerréhrchen mit 1 ml sterilem LB-Flissigmedium Uberfuhrt und fir eine
Stunde unter starkem Schutteln (250 rpm) bei 37 °C inkubiert. Bei der Transformation von
Plasmid-DNA wurden 50 ul dieses Ansatzes auf mit dem geeigneten Antibiotikum versetzte
LB-Agarplatten aufgebracht; bei der Transformation von Ligationsansatzen wurden zunéchst
200 pl des Ansatzes ausplattiert, der restliche Ansatz wurde abzentrifugiert (820 g, 8 min,
RT), 700 pl des Uberstandes wurden verworfen, das Pellet in den verbleibenden 200 pl re-
suspendiert und auf einer zweiten LB-Agarplatte ausplattiert. Die Platten wurden tGber Nacht
bei 37 °C inkubiert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Préaparation von Plasmid-DNA aus E.coli
Plasmid-Minipréparation

Zur Gewinnung von Plasmidmengen von 2 ug (low copy Plasmide wie pET17b) bis 30 ug
(high copy Plasmide wie pGEM-T Easy) aus Vorkulturen mit einem Volumen von 3 ml wurde
entweder das Quantum Prep™ Plasmid Miniprep Kit der Firma Bio-Rad oder das Silica Spin
Kit for Plasmid DNA Minipreparation der Firma Biometra verwendet. Beide Kits wurden ge-
maf den jeweiligen Herstellerangaben angewendet; die Elution der DNA von der Silica-Ma-
trix erfolgte mit 100 pl ddH;0.

Plasmid-Midipraparation

Zur Gewinnung von Plasmidmengen bis zu 100 pg aus Kulturen mit einem Volumen von
100 ml wurde das Nucleobond AX100 Kit der Firma Macherey und Nagel gemaf den Her-

stellerangaben eingesetzt.

2.2.2.2 Fallung von DNA
Fallung mit Ethanol

Die DNA-L6sung wurde zunéchst mit einem Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
versetzt und gut gevortext. Nach Zugabe von 2,5 Volumen 96 % Ethanol und erneutem Whir-
len wurde die Losung entweder fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert oder fir 30 Mi-
nuten bis 2 Stunden bei — 20°C gelagert (fir quantitatives Ausfallen kleinerer DNA-Mengen).
Nach einer 30 minltigen Zentrifugation (Eppendorf-Tischzentrifuge, 13000 rpm, 9 °C) wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen und 1 Volumen 70 % Ethanol zupipettiert. Ohne vor-
heriges Whirlen wurde erneut 5 Minuten bei 13000 rpm in der Eppendorf Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet fir ca. 10 Minuten luftgetrocknet
und dann in einem geeigneten Volumen ddH,0 aufgenommen. Vor der Fallung sehr geringer
DNA-Mengen wurde in einigen Fallen 1 pg Glycogen als Carrier zur urspringlichen DNA-L6-

sung zupipettiert.

Fallung mit Isopropanol

Die DNA-L6sung wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt und gut gevortext. Danach er-
folgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur und eine einstiindige Zentrifugation
in der Eppendorf-Tischzentrifuge (10000 rpm, RT). Der Uberstand wurde verworfen, das

Pellet luftgetrocknet und in einem Sechstel Volumen 70 % Ethanol aufgenommen. Nach er-
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neutem Whirlen erfolgte eine Inkubation Gber Nacht bei — 20 °C. Sodann wurde erneut zen-
trifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 13000 rpm, 9 °C). Nach Abnehmen des Uberstandes

wurde das Pellet luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen ddH,0 aufgenommen.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-L&sungen wurde durch photometrische Messung der Absorption
bei 260 nm bestimmt. Hierbei gilt fur doppelstrangige DNA in guter Naherung: ODg =1 <
conc (DNA) = 50 pg/ml. Zur Uberprifung der Reinheit der jeweiligen DNA-Praparation wur-
den desweiteren die OD,3 (Detektion von Salz-Kontaminationen), die ODygy (Detektion von
Protein-Kontaminationen) und die ODgs,, (Detektion von Ethanol-Kontaminationen) gemes-
sen. Eine DNA-Probe ausreichender Reinheit sollte folgende Absorptionswerte zeigen:

OD260 / OD2gp = 1,8 ; OD230 / ODygp < 1,3 ; OD3y0 < 0,005 bei einer 1:50 —Verdinnung

2.2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA (i.a. Plasmid-DNA) erfolgte nach der Didesoxy-
Methode (modifiziert nach [Sanger et al., 1977]) unter Verwendung des Big Dye Terminator
Sequencing Kits (Applied Biosystems) und des Tag Polymerase Puffers Half-Term (GEN-
PAK). Es wurden i.a. vektorspezifische Primer (NP24, RP24 fur Klonierungs-, T7-Promotor /
T7 - Terminator-Primer fUr pET-basierte Expressionsvektoren) anstelle von gen-(insert)-spe-
zifischen Primern benutzt, um das jeweilige Insert im gesamten Sequenzbereich Uberprifen
zu kénnen. Ansatze (Gesamtvolumen 20 ul) wurden in 200 pl - Eppendorftubes wie folgt zu-

sammenpipettiert :

250 - 500 ng Plasmid-DNA
15 pmol Primer

3 ul Big Dye

5 ul Half Term

ad 20 ul ddH,0

Die Sequenzierreaktion wurde sodann in einem Eppendorf Mastercycler Gradient gemarf fol-

gendem Programm durchgefihrt:

1 Denaturierung 10 sec 96 °C
2 Annealing 5 sec 50 °C
3 Elongation 4 min 60 °C

Wiederholung der Schritte 1 bis 3 : 25 mal
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Im Anschlul an die Sequenzierreaktion wurde der gesamte Ansatz in ein 1,5 ml Eppendorf-
Tube dberfuhrt und durch Ethanol-Fallung gereinigt: Nach Zugabe von 40 pl 96 % Ethanol
und 5 sec starkem Vortexen wurde der Ansatz 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
dann fir 35 Minuten in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert (13000 rpm, RT). Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet einmal mit 60 pl 70 % Ethanol ge-
waschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (Eppendorf-Tischzentrifuge, 13000
rom, 15 min, RT) wurde der Uberstand erneut vorsichtig abpipettiert und das Pellet fur ca. 15
Minuten luftgetrocknet. Die so geféllte DNA wurde im Service-Labor des Instituts fur Zellbio-
chemie und Klinische Neurobiologie, UKE abgegeben, wo die weitere Probenvorbereitung,
die Polyacrylamid-Gelelektrophorese sowie die Detektion der vier unterschiedlich fluores-
zenzmarkierten Terminatoren mit Hilfe eines Applied Biosystems 373A Sequencer vom Ser-

vice-Personal durchgefiihrt wurde.

2.2.2.5 Hydrolytische DNA-Spaltungen mit Restriktionsendonucleasen

Sowohl analytische als auch préaparative Restriktionsverdaue wurden in einem Gesamtvolu-
men von 20 pl unter Verwendung der vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Pufferbedin-
gungen und Temperaturen durchgefuhrt (Inkubationszeit 45 Minuten — 2 Stunden). Fir ana-
Iytische Verdaue wurden DNA-Mengen von 200 ng — 500 ng eingesetzt, praparative Verdaue
wurden mit 500 ng — 2000 ng DNA durchgefuhrt. Pro pg DNA wurden 2 — 10 U Enzym einge-

setzt.

2.2.2.6 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

1 x TAE — Puffer 40 mM Tris-Acetat pH 8,3
2 mM EDTA
X % TAE-Agarosegel X % Agarose/NuSieve Agarose

gelostin 1 x TAE

6 x Auftragspuffer 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
15 % Ficoll 400

DNA-Standards 100 bp Leiter (NEB #3232L) : 100 bp — 1500 bp
1000 bp Leiter (NEB #3231L): 0,5 kb — 10 kb
®x — 174-RF DNA Hae lll geschnitten (Pharmacia)

Lambda-DNA Hind Ill / ®x — 174-RF DNA Hae lll geschnitten
(Pharmacia)
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Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in horizontalen Gelelektrophoresekammern.
In Abhangigkeit von der Grol3e der zu trennenden Fragmente wurden 0,75 % (fir Fragmente
> 1kb), 1 % (fur Fragmente zwischen 0,5 kb und 1 kb), 1,5 %- 2 % (fur Fragmente zwischen
200 bp und 500 bp) bzw. 4 % (NuSieve Agarose, fur Fragmente < 200 bp) Agarosegele ver-
wendet. Vor dem Auftrag auf das Gel wurden alle Proben mit 1/5 Volumen 6 x Auftragspuffer
versetzt; pro Gel wurde mindestens eine Lane mit 500 ng eines geeigneten DNA-Langen-
standards belegt. Die Gele enthielten Ethidiumbromid (Finalkonzentration 0,2 pg/ml), die
Banden konnten somit direkt im Anschluf3 an den Gellauf im UV-Durchlicht sichtbar gemacht
und gegebenenfalls zur weiteren Bearbeitung ausgeschnitten werden. Die Durchfiihrung der
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 5 — 10 V /cm Gellange fir 0,5 —
2 h.

2.2.2.7 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das QUIAEX Il Gel Extraction Kit der Firma
Quiagen gemal den Angaben des Herstellers benutzt. Die Elution der Fragmente erfolgte
mit 20 pl 10 mM Tris/HCI pH 8,5.

2.2.2.8 PCR-Techniken

10 x Taqg — Puffer 100 mM Tris/HCI pH 7,8
50 mM KCI
100 pg/ml Gelatine

10 x Pfu — Puffer 200 mM Tris/HCI pH 8,8 (bei 25 °C)
100 mM KCI
100 mM (NH,4).SO,
20 mM MgSO,
1 % Triton X-100
1 mg/ml BSA

Analytische PCRs wurden stets mit Tag-Polymerase durchgefuhrt; préparative Ansatze ent-
hielten bis auf wenige Ausnahmen ausschlief3lich Pfu — Polymerase. Alle in praparativen An-
sétzen erzeugten PCR-Produkte wurden nach der Klonierung in geeignete Vektoren (z.B.
pGEM-T Easy) komplett durchsequenziert, um das PCR-bedingte Auftreten von (second

site) Mutationen in den resultierenden Klonen ausschlieRen zu kénnen.
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2.2.2.8.1 PCR mit Plasmid-DNA als Template

Zur Erzeugung spezifischer Amplifikate unter Benutzung von Plasmid-DNA als Template
wurden Ansatze mit einem Gesamtvolumen von 20 pl (analytische PCR) bzw. 100 ul (prapa-
rative PCR) in 200 pul - bzw. 500 pl - Eppendorf-Tubes zusammenpipettiert. Die Finalkonzen-

trationen bzw. Mengen wurden wie folgt eingestellt:

analytische PCR-Ansatze mit Taq — Polymerase: 1 x Taq - Puffer
2 mM MgCl,
10 ng Plasmid-DNA
0,4 uM upstream Primer
0,4 uM downstream Primer
200 uM dNTPs
0,5 U Taq - Polymerase

praparative PCR-Ansatze mit Pfu - Polymerase : 1 x Pfu - Puffer
10 ng Plasmid-DNA
0,4 — 0,5 uM upstream Primer
0,4 — 0,5 uM downstream Primer
200 pM dNTPs
2,4 U Pfu - Polymerase

Die PCR-Reaktionen wurden sodann entweder in einem Eppendorf Mastercycler Gradient
oder in einem TRIO-Thermoblock von Biometra gemaf folgendem Programm unter Anwen-
dung eines Hotstarts durchgefuhrt. Die Temperatur des Heizdeckels betrug wéhrend der ge-

samten Reaktion 95 °C.

1 initiale Denaturierung 95 °C 2 min
—> 2 Denaturierung 95 °C 30 sec — 1 min
25 - 30 X 3 Annealing 50 °C -65°C 30 sec—1min
4 Elongation 72 °C 1 min-2,5min

5 terminale Elongation 72 °C 5 min

Die Annealing-Temperatur wurde unter Bericksichtigung der approximativ berechneten
Schmelzemperaturen der in der jeweiligen Reaktion eingesetzten Primer festgelegt und zum
Teil auch durch die Ausnutzung der Gradientenfunktion des Eppendorf Mastercycler Gradi-
ent experimentell optimiert; die Wahl der La&nge der Elongationszeit richtete sich nach der
Grol3e des zu erwartenden Amplifikates (Faustregel: 2 min / 1 kb des zu erwartenden Ampli-
fikates).
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2.2.2.8.2 PCR zum Screening von E.coli — Klonen

1xTE 10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

Zum schnellen und einfachen Screening einer grof3en Anzahl von Bakterienklonen auf re-
kombinante Plasmide ohne die vorherige Durchfihrung einer Plasmid-Minipraparation wurde
das Verfahren des PCR-Screenings angewandt. Hierzu wurde in jede zu untersuchende Ko-
lonie mit einem sterilen Zahnstocher eingestochen, die Bakterien dann durch leichtes Ein-
stechen mit dem Zahnstocher in eine frische, sterile LB-Agarplatte auf selbige Ubertragen
(,Masterplate) und schlief3lich durch Rihren mit dem bakterientragenden Zahnstocher in ei-
nem sterilen Eppendorf-Tube mit 50 pl sterilem TE-Puffer eine stark verdiinnte Bakteriensus-
pension hergestellt. Diese Suspension wurde dann direkt als PCR-Template eingesetzt. Die
Ansatze (Gesamtvolumen 20 pl) wurden in 200 pl — Eppendorf-Tubes wie folgt zusammenpi-
pettiert :

1 pl Template (Bakteriensuspension)

1 x Taq - Puffer

0,5 UM upstream Primer

0,5 uM downstrean Primer

1 mM MgCl,

200 pM dNTPs
0,5 U Taq — Polymerase

Die Durchfuhrung der PCR-Reaktion erfolgte entweder in einem Eppendorf Mastercycler

Gradient oder in einem TRIO-Thermoblock von Biometra gemanR folgendem Programm:

1 initiale Denaturierung 95 °C 2 min

—> 2 Denaturierung 95 °C 1 min

30 x 3 Annealing 50 °C 1 min
4 Elongation 72 °C 1,5 min

5 terminale Elongation 72 °C 5 min

Die Ansatze wurden entweder sofort vollstandig auf ein analytisches TAE-Agarosegel aufge-
tragen oder zunachst in zwei Halften geteilt, die eine Halfte einem analytischen Restriktions-
verdau unterzogen und dann auf dem Gel analysiert. Die zuvor angelegte Masterplate konn-
te nun zum Animpfen von Vorkulturen von positiven Klonen fur spatere Plasmid-Miniprapara-

tion genutzt werden.
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2.2.2.83 PCR-Mutagenese

Die gezielte Mutagenese von IP3K-cDNAs wurde entweder gemaf der von Picard et al. be-
schriebenen Methode oder gemaf dem QuikChange — Protokoll der Firma Stratagene vorge-
nommen. Die benétigten Mutagenese-Primer wurden fir beide Anwendungen so designt,
dalR sowohl der gewiinschte Aminosdureaustausch auf cDNA-Ebene realisiert wurde als
auch i.a. durch die Einfihrung von silent mutations entweder neue Schnittstellen fir Restrik-
tionsenzyme eingefuhrt oder vorhandene Schnittstellen eliminiert wurden. Diese wurden
dann zur Unterscheidung von mutierten und nichtmutierten Konstrukten durch Restriktions-
verdau genutzt. Desweiteren wurde bei der Konstruktion der Primer darauf geachtet, dass
sich sowohl am 3’ als auch am 5’-Ende mindestens zehn Basen umfassende, perfekt pri-
mende Sequenzbereiche befanden, zum einen um eine effiziente Verlangerung des Mutage-
neseprimers (Schritt 1, s.u.) bzw. des Megaprimers (Schritt 2, s.u.) zu gewahrleisten, zum
anderen um sowohl den Mutageneseprimer als auch den Megaprimer vor der 3' — 5’ — proof-

reading-Exonucleaseaktivitat der fir die Reaktion eingesetzten Pfu-Polymerase zu schitzen.

2.2.2.8.3.1 Megaprimer-PCR-Mutagenese nach [Picard et al., 1994]
In einem 500 pl Eppendorf-Tube wurden zusammenpipettiert (Endvolumen 100 pl):

1 x Pfu — Puffer

10 ng Template-DNA

0,1 uM Mutagenese-Primer
0,1 uM Flanking Primer 1
200 uM dNTPs

2,5 U Pfu - Polymerase

Dieser Ansatz wurde folgendem Cycling-Protokoll (in einem Eppendorf Mastercycler Gra-

dient oder einem TRIO-Thermoblock von Biometra) unterzogen:

1 initiale Denaturierung 95 °C 2 min

— 2 Denaturierung 94 °C 1 min

1 10 x 3 Annealing 50 °C 1 min
4 Elongation 72 °C 1,5 min

Zugabe von Flanking Primer 2 (Finalkonzentration 0,4 pM)
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—> 2 Denaturierung 94 °C 1 min
2 10 x 3 Annealing 50 °C 1 min
4 Elongation 72 °C 1,5 min

Zugabe von Flanking Primer 1 (Finalkonzentration 0,4 pM)

—> 2 Denaturierung 94 °C 1 min

3 10 x 3 Annealing 50 °C 1 min
4 Elongation 72 °C 1,5 min

5 terminale Elongation 72 °C 5 min

Als Template DNA wurden den zu mutierenden IP3K cDNA-Bereich beinhaltende Plasmide
(PET-17b-GIK, pBluescript-IP3K-UB24/40, pGEM3z — IP3K-Xba/Sph, pET-17b-SiS6) einge-
setzt; die Flanking Primer (vektorspezifisch die multiple cloning site flankierend oder genspe-
zifisch) wurden so gewdhlt, dass der entstehende Megaprimer nicht langer als 300 bp, das
entstehende PCR-Produkt nicht langer als 700 bp war. Die erhaltenen PCR-Produkte wur-
den auf Agarosegelen analysiert, direkt aus dem PCR-Ansatz gereinigt, in geeignete Vekto-
ren zwischenkloniert und sequenziert. Sodann erfolgte die Umklonierung in den entspre-
chenden prokaryotischen Expressionsvektor, die Transformation in den gewahlten E.coli Ex-

pressionsstamm und die Expression der rekombinanten Mutanten-Proteine.

Die folgende Abbildung 2.2 verdeutlicht die angewandte Mutagenesestrategie.

Legende zu Abbildung 2.2:

Primer bzw. Primersequenzen auf dem Template wurden durch durchgezogene Pfeile
dargestellt (Pfeilspitze entspricht 3' — Ende); Primer-komplementédre Sequenzen auf dem
Template wurden durch gestrichelte Pfeile angedeutet. Die im Mutageneseprimer enthaltene

einzufuhrende Mutation wurde durch ein rotes Késtchen gekennzeichnet.

1. In den ersten zehn Zyklen der PCR-Reaktion werden geringe Mengen des Flanking
Primers 1 sowie des Mutagenese-Primers benutzt, um den die gewinschte(n) Muta-
tion(en) tragenden Megaprimer zu synthetisieren. Bei optimalem Verlauf sollten nach
Ablauf der Reaktion nur noch wenige nicht in Megaprimer eingebaute Primer (FP1,

Mutagenese Primer) im Reaktionsansatz vorliegen.
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2. Nach Zugabe des Flanking Primers 2 werden weitere zehn Zyklen der PCR-Reaktion
vollzogen. Hierbei dient ein Strang des im Schritt 1 synthetisierten Megaprimers als
Gegenprimer fir den neu hinzugekommenen Flanking Primer 2, so dass nun das ge-
winschte (mutierte) durch die flankierenden Primer 1 und 2 definierte PCR-Produkt
entsteht. Zu beachten ist jedoch, dass im Schritt 1 nicht in Megaprimer eingebaute
FP1-Primer ebenfalls als Gegenprimer fir FP2 auf dem (nicht die Mutation tragen-
den) wt-Template dienen kdnnen, so dass es im Verlauf des Schrittes 2 auch zur
Synthese von PCR-Produkten der richtigen Lange, die jedoch dem wt-Template ent-
sprechen, kommen kann (in der Abbildung 2.2 ist diese Nebenreaktion nicht darge-
stellt).

3. Vor Durchfihrung der letzten zehn Zyklen der PCR-Reaktion wird noch einmal FP1
zupipettiert. Mit der restlichen, in Schritt 2 nicht verbrauchten Menge von FP2 als
Gegenprimer werden noch einmal alle zu diesem Zeitpunkt im Reaktionsansatz vor-
handenen potentiellen Templates (wt sowie mutiert) im Bereich zwischen FP1 und
FP2 amplifiziert (in der Abbildung 2.2 nur fir das mutierte Template dargestellt). Bei
ausreichend effizientem Ablauf der Schritte 1 und 2 sollte jedoch der mutierte Se-
guenzabschnitt im Reaktionsansatz in wesentlich gré3eren Mengen vorliegen als das
entsprechende wt-Template, so dass nach Ablauf der insgesamt 30 Zyklen langen
PCR-Reaktion ca. 60 — 90 % des entstandenen, doppelstrangigen Amplifikates die

gewunschte(n) Mutation(en) tragen.
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Abbildung 2.2: zielgerichtete Mutagenese nach [Picard et al., 1994]
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2.2.2.8.3.2 QuikChange PCR-Mutagenese

Im Gegensatz zur oben beschriebenen PCR-Mutagenese nach [Picard et al., 1994] erfordert
das von der Firma Stratagene entwickelte QuikChange — Protokoll keine Aufreinigung und
Zwischenklonierung von mutierten PCR-Produkten, vielmehr wird der gesamte Vektor in ei-
ner PCR-Reaktion unter Verwendung von die gewtinschten Mutationen tragenden Mutage-
neseprimern als Ganzes amplifiziert und dann direkt in einen geeigneten E.coli — Stamm
transformiert. Die Selektionierung auf mutagenisierte Vektoren gegeniber wt — Vektoren er-
folgt bereits vor der Transformation Gber die Verwendung eines methylierungssensitiven Re-

striktionsenzyms (Dpn 1).

Zur direkten Mutagenisierung prokaryotischer Expressionsvektoren wurden in einem 500 pl

Eppendorf-Tube zusammenpipettiert (Gesamtvolumen 50 pl):

1 x Pfu — Puffer

10 - 40 ng Plasmid-DNA

0,3 UM Mutageneseprimer-sense
0,3 UM Mutageneseprimer-antisense
250 uM dNTPs

2,5 U Pfu - Polymerase

In einem Eppendorf Mastercycler Gradient wurde unter Anwendung eines Hot-Starts folgen-

des Cycling-Protokoll durchgefthrt:

1 initiale Denaturierung 95 °C 30 sec
— 2 Denaturierung 94 °C 30 sec
3 Annealing 55°C 1 min
4 Elongation 68 °C 2 min/kb Plasmidlange

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde der Reaktionsansatz 2 Minuten auf Eis gehalten
um eine Abklhlung auf eine Temperatur < 37 °C zu bewirken. Sodann wurden 10 U des

Restriktionsenzyms Dpn | zugegeben und der Ansatz bei 37 °C flr 1h inkubiert.

Dpn | besitzt die (palindromische) Erkennungssequenz 5 — GAnen TC — 3’ und schneidet
somit nur entsprechend (hemi)methylierte DNA (z.B. aus dam® E.coli — Stammen wie XL1

blue isolierte Plasmide); aufgrund der kurzen Erkennungssequenz zeigt die Schnittstelle sehr
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hohe Abundanz in allen Gblichen Klonierungs- und Expressionsvektoren. Wahrend der ein-
stindigen Inkubation des Reaktionsansatzes mit Dpn | wird somit die (i.a. durch Plasmid-
Minipraparation aus dam-positiven E.coli gewonnene) wt-Template-DNA quantitativ hydroly-
siert, wahrend die neu synthetisierten, mutierten Plasmide aufgrund der fehlenden Methylie-

rung intakt bleiben.

1 pl des so behandelten Ansatzes wurde daraufhin in transformationskompetente E.coli (XL1
blue) transformiert. Die in den entstandenen Bakterienkolonien enthaltenen Plasmide wurden
mittels Plasmid-Minipraparation isoliert und unter Verwendung geeigneter analytischer Re-
striktionsverdaus auf den Gehalt von mutierten Inserts getestet. Da bei Anwendung des
QuikChange-Protokolls das gesamte Plasmid mittels PCR amplifiziert wird, wurde zur Detek-
tion eventuell aufgetretener second site mutations stets der gesamte codierende Bereich der
mutierten cDNA sequenziert. Derart getestete Vektoren wurden sodann in den jeweils ge-
wahlten E.coli Expressionsstamm transformiert und die entsprechend codierten Mutanten-

Proteine zur Expression gebracht.

Die folgende Abbildung verdeutlicht die durch das QuikChange-Protokoll realisierte Mutage-

nesestrategie.

Annealing der Synthese genickter, die
Mutageneseprimer Mutation tragender
Plasmide durch Pfu-
Polymerase
-

Spezifische Hydrolyse der
parentalen DNA durch Dpn |

}

Transformation in E.coli, in vivo
Reparatur der Nicks

R ————

Abbildung 2.3: zielgerichtete Mutagenese geméaR dem QuikChange — Protokoll (nach: QuikChange™
Site-directed mutagenesis kit; Stratagene Instruction Manual)
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2.2.2.9 Direkte Aufreinigung von PCR-Produkten aus dem Reaktions-
ansatz

Zur direkten Aufreinigung von PCR-Produkten aus dem Reaktionsansatz (ohne vorherige
Auftrennung auf einem Agarosegel) wurde das Nucleo-Spin-Extract-Kit von Macherey & Na-
gel benutzt. Die Elution erfolgte mit 50 pl 10 mM Tris/HCI pH 8,5.

2.2.2.10 A-Tailing von PCR-Produkten zur Klonierung in pGEM-T Easy

Zur Zwischenklonierung von PCR-Produkten wurde haufig der Vektor pGEM-T Easy verwen-
det. Diese Klonierung erfordert keine speziellen Restriktionsschnittstellen von seiten des Am-
plifikates; vielmehr ist nur ein einzelnes, 3'- Uberhdngenes Desoxyadenosin fir die effiziente
Ligation von PCR-Produkten in das Plasmid notwendig. Wahrend mit Taq — Polymerase er-
zeugte Amplifikate direkt ohne weitere Behandlung in die Ligation eingesetzt werden konn-
ten, da die Taq - Polymerase template-unabhangig 3’- Desoxyadenosin-Uberhange erzeugt,
muf3ten mit Pfu — Polymerase amplifizierte (blunt end - ) Produkte nach geeigneter Aufreini-
gung (direkt aus dem PCR-Ansatz oder Uber eine Gelextraktion) zunachst gemaf folgendem

Protokoll behandelt werden (Endvolumen 10 pl):
In einem 0,5 ml Eppendorf-Tube wurden zusammenpipettiert:

2 pl gereinigtes PCR — Produkt
1 x Tag - Polymerase-Puffer
2,5 mM MgCl,

200 uM dATP

5 U Taq - Polymerase

Dieser Ansatz wurde dann in einem TRIO-Thermoblock von Biometra (mit Heizdeckel) fur
30’ bei 70 °C inkubiert: Nach Abkuhlung der Reaktion auf Raumtemperatur wurden 1 — 2 pl

ohne weitere Reinigung direkt fir die Ligasereaktion eingesetzt.

22211 Ligation von DNA mit T4 - DNA — Ligase

5 x Ligationspuffer 250 mM Tris-HCI pH 7,8
50 mM MgCl,
50 mM DTT
5 mM ATP
125 pg/ml BSA
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Ligationsreaktionen wurden meist in einem Gesamtvolumen von 10 ul durchgefihrt:

50 ng Vektor-DNA

X ng Insert-DNA

2 pl 5 x Ligationspuffer

1 pl T4-DNA-Ligase (1U/pl)
ad 10 ul ddH,0

Die einzusetzende Insertmenge in ng richtete sich nach der jeweiligen Anzahl bp von Vektor
und Insert und wurde so gewahlt, dass ein dreifacher molarer UberschuRR an Insert im Reak-
tionsansatz vorlag. Die Ansétze wurden entweder fur 3 h bei RT (sticky-end-Ligationen) oder

bei 16 °C uber Nacht (blunt und semi-blunt-end-Ligationen) inkubiert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Einfache Analysemethoden fur Proteinldsungen

2.2.3.1.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur Quantifizierung von Proteinkonzentrationen wurde in einer Mikrotiterplatte zunéchst eine
Eichreihe (BSA in den Mengen O ug, 0,5 ug, 1 ug, 1,5 ug, 2 ug, 2,5 pg, 3 ug, 4 ug, 5 ug in
einem Endvolumen von 100 pl) angelegt und die zu analysierenden Proben in geeigneten
Mengen/Verdinnungen in die vorgesehenen Wells pipettiert (ad 100 ul ddH,O; fir préazise
Messungen als Doppel- bzw. Dreifachbestimmung). Bei Triton-haltigen Proben wurde die Tri-
ton-Konzentration in allen Wells auf denselben Wert eingestellt, um systematische Mel3fehler
durch die Storung des Assays durch Triton zu vermeiden. Nach Zugabe von 100 pl Pierce
Bradford Reagenz zu jedem Well wurde die Platte 10 — 15 Minuten bei Raumtemperatur in-
kubiert und dann die Absorption bei 578 nm in einem Microplate-Reader ausgelesen. Die
Auswertung der Mel3daten (Regression der Eichreihe-Werte-Paare, Berechnung der Protein-
mengen und —konzentrationen in den Proben) erfolgte mithilfe des Programms Microsoft
Excel.
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2.2.3.1.2

Sammelgel-Puffer (4 x) 0,5 M Tris/HCI pH 6,8

0,4 % SDS

Trenngel-Puffer (4 x) 1,5 M Tris/HCI pH 8,8

0,4 % SDS

Sammelgel (5 %) 0,125 M Tris/HCI pH 6,8
0,1 % SDS

5 % Acrylamid

Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

0,13 % N,N-Methylbisacrylamid

0,05 % Ammoniumpersulfat

0,1 % TEMED

Trenngel (12,5 %) 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

Trenngel (10 %) 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

Probenpuffer (4 x) 0,219 mM Tris/HCI pH 6,8
10 % SDS

5,8 % [-Mercaptoethanol
0,04 % Bromphenol-blau

16 % Glycerol
Proteinmarker (low molecular weight, Bio-Rad, #74177)

Phosphorylase B
Rinderserumalbumin
Ovalbumin
Carboanhydrase
Trypsininhibitor
Lysozym

0,025 M Tris

0,192 M Glycin
0,1 % SDS

1 x Laemmli-Laufpuffer

107 kD
76 kD
52 kD
36,8 kD
27,2 kD
19,0 kD
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Fur die analytische Trennung von Proteinen gemaf ihrem Molekulargewicht wurde die Stan-
dard-Methode ([Laemmli, 1970], [Ornstein, 1964]) fur diskontinuierliche Gelelektrophorese
unter denaturierenden Bedingungen angewandt. Alle Gele waren 13,5 cm breit, 6 cm lang
und 0,1 cm dick; die Elektrophorese erfolgte in vertikalen Gelelektrophoresekammern der

Firma Phase.

Die Polymerisation wurde durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat (Endkonzentration
0,05 %) initiilert. Nach abgeschlossener Polymerisation des Trenngels (ca. 30 Minuten bei
Raumtemperatur) wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm zur Er-
zeugung von 21 Taschen (maximales Fullvolumen 40 pl) eingesetzt. Nach abgeschlossener
Polymerisation des Sammelgels (ca. 20 Minuten bei Raumtemperatur) wurde das Gel in eine
vertikale Elektrophoresekammer eingespannt, beide Puffertanks wurden mit 1 x Laemmli-
Laufpuffer beflllt und der Kamm herausgezogen. Daraufhin wurden die Taschen mit 1 x
Laemmlilaufpuffer von eventuellen Gelresten freigespult und eventuelle Luftblasen am un-

teren Rand des Geles entfernt.

Aliquots der zu analysierenden Proteinproben wurden im Verhaltnis 3:1 mit 4 x Probenpuffer
verdiinnt, 5 bis 8 Minuten bei 95 °C gekocht und kurz anzentrifugiert. Als Molekularge-
wichtsstandard wurde auf jedem Gel mindestens eine Lane mit analog behandeltem low mo-
lecular weight Proteinmarker (1,2 pg/Protein fir Coomassie-gefarbte Gele und Ponceau-

gefarbte Blots, 0,12 pg/Protein fur Silber-gefarbte Gele) beschickt.

Pellets von gefalltem Protein und Bakterienpellets wurden zunachst in geeigneten Solubili-
sierungspuffern resuspendiert (siehe Kapitel 2.2.4.3 und 2.2.3.2.1) und dann wie oben be-

schrieben mit Probenpuffer verdinnt.

Der Auftrag der Proben (Endvolumen 12 ul — 32 pul) erfolgte mit Hilfe einer Hamiltonspritze;
die Elektrophorese wurde bis zum Eintritt der Farbstofffront in das Trenngel bei 95 — 100 V,
danach bei 120 — 150 V durchgefuhrt. Der Gelllauf wurde bei Erreichen der unteren Trenn-

gelkante durch die Bromphenolblau-Front beendet.

2.2.3.1.3 Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-
Brilliant-Blue

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

Coomassie-Entfarber 8 % Essigsaure
25 % Ethanol
67 % ddH,0
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Die Gele wurden bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken in 50 ml Coomassie-Farbe-
I6sung fur 20 Minuten gefarbt, kurz mit Wasser abgespilt und dann in 50 ml Coomassie-Ent-
farber fir 2 h (unter Zugabe von Dowex) — 12 h (ohne Dowex) entfarbt. Die untere Detek-

tionsgrenze dieser Farbemethode betragt ca. 100 ng Protein/Bande.

2.2.3.1.4 Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Fixierlosung 30 % Ethanol
10 % Essigsaure
60 % ddH,0
Oxidationslésung 0,5 M Na-Acetat

30 % Ethanol
0,5 % Glutardialdehyd
0,3 % Na-Thiosulfat

Silbernitratldsung 0,1 % AgNO;
0,02 % Formaldehyd

Entwickler 2,5 % Na,COs;
0,01 % Formaldehyd

Die Gele wurden 30 Minuten lang in 50 ml Fixierldsung, dann weitere 30 Minuten in Oxida-
tionsldsung geschwenkt. Bei diesen und allen nachfolgenden Schritten wurde darauf geach-
tet, das Gel moglichst nicht zu bertihren; insbesondere erfolgte die Entfernung von Losungen
stets unter Verwendung einer an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossenen Pasteurpipette.
Nach einem Waschschritt (4 x 5 Minuten in ddH,0) wurden die Gele in 50 ml Silbernitratl6-
sung eingebracht und unter leichtem Schwenken fir 15 Minuten darin belassen. Danach
wurden die Gele kurz mit ddH,O gewaschen und sodann in 50 ml Entwickler eingelegt. Nach
Ablauf der Farbentwicklung (ca. 2 — 5 min) wurde die Farbung durch Uberfiihrung der Gele in
Fixierlésung und anschlieRendes Spulen mit ddH,O abgestoppt. Die untere Detektionsgren-

ze dieser Farbemethode betragt ca. 10 ng Protein/Bande.

2.2.3.1.5 Dokumentation und Lagerung von Coomassie- und Silber-
gefarbten SDS — Polyacrylamid-Gelen

Gefarbte SDS-Polyacrylamidgele wurden entweder (fir kurzzeitige Aufbewahrung) in 10 %
Essigsaure gelagert oder (fur langerfristige Konservierung) fir 2 Stunden in 35 % Ethanol
eingelegt und dann in Plastikfolie eingeschweil3t. Fir weitere Dokumentation und Bearbei-
tung von Gelen (z.B. Einscannen von Gelen und densitometrische Bestimmung von Protein-

mengen) wurde ein Computer-unterstitztes Photodokumentationssystem verwendet.

64



2.2 Methoden

2.2.3.1.6 Immunoblotting (Western Blotting und Immunprinting) von
SDS-Polyacrylamidgelen

Die Detektion geringer Mengen von Ins(1,4,5)P; 3-Kinase bzw. von rekombinant hergestell-
ter Ins(1,4,5)P; 3-Kinase in bakteriellen Rohlysaten und nur partiell gereinigten Fraktionen

wurde mittels Immunoblotting-Techniken realisiert.

Semi-Dry-Blotting

Kathodenpuffer 25 mM Tris
40 mM 6-Aminocapronsaure
20 % Methanol

Anodenpuffer | 25 mM Tris
20 % Methanol

Anodenpuffer Il 300 mM Tris
20 % Methanol

Ponceau Losung 0,2 % Ponceau-S
3 % Essigsaure

Nach Auftrennung der Proteinproben mittels SDS-PAGE wurden die Proteine gemalf? folgen-
dem Protokoll auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen: Drei auf GelgroRe zugeschnitte-
ne, in Kathodenpuffer getrankte Whatman-Filterpapierstiicke wurden auf der Kathode einer
Semi-Dry-Blotkammer platziert. Das Gel wurde kurz in Kathodenpuffer eingelegt und auf den
vorbereiteten Filterpapierstapel gelegt; darauf wurde vorsichtig die ebenfalls auf Gelgréf3e
zurechtgeschnittene, zuvor in Anodenpuffer | eingelegte Nitrocellulosemembran zurechtge-
legt. Der Transfer-Filterstapel wurde sodann durch das Auflegen von drei Anodenpuffer | —
und drei Anodenpuffer Il — getrankten Whatman-Filterpapierstiicken fertiggestellt. Nachdem
alle sich eventuell zwischen den Filterpapieren befindenden Luftblasen durch vorsichtiges
Rollen mit einer 10 ml Glaspipette entfernt wurden, wurde die Blotkammer durch Auflegen
der Anode geschlossen. Der Transfer wurde bei einer konstanten Stromstarke von
0,8 mA / cm? Gelflache firr 1 Stunde bei Raumtemperatur durchgefithrt. Zur Uberpriifung des
Transfers sowie zur Visualisierung der Markerbanden wurde die Membran dann fir 5 Minu-
ten in Ponceau-L6sung eingelegt, tUberschissige Farbreste wurden mit ddH,O abgespult und

die Membran bis zur weiteren Verwendung auf Whatman-Filterpapier dunkel gelagert.
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Immunprinting

1 xTBS 50 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl

1xTTBS 50 mM Tris/HCI pH 7.5
150 mM NacCl

0,06 % Tween 20
Blockierldsung 3% BSA in TBS
Inkubationsldsung 0,3% BSAin TTBS

Alkalische Phosphatase-Puffer 100 mM Tris/HCI pH 9,5

5 mM MgCl,

100 mM NacCl
BCIP-L6sung 5 % BCIP in 100 % DMF
NBT-LOsung 7,7 % NBT in 100 % DMF

Die Ponceau-gefarbten Membranen wurden zunachst 30 Minuten lang in 50 ml Blockierl6-
sung geschwenkt, dann in 10 ml einer geeigneten Antikorperverdinnung (1:2000 — 1:10000
in Inkubationslésung, in Abhangigkeit vom verwendeten Antikérper und der erforderlichen
Sensitivitat) Gberfihrt und Gber Nacht bei 4 °C — 10 °C unter leichtem Schwenken inkubiert.
Nach einem Waschschritt (3 x 5 Minuten in je 50 ml AK-Inkubationslésung) wurden die Mem-
branen in 10 ml einer 1:2000- Verdiinnung des sekundaren Antikdrpers (anti-mouse alkaline
phosphatase conjugated IgG from goat in AK-Inkubationsldsung) eingelegt und darin eine
Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. Danach erfolgte ein er-
neuter Waschschritt (3 x 2 min in 50 ml TTBS). Die Farbentwicklung erfolgte durch Einbrin-
gen der Membran in 5 ml Farbeldésung (Alkalische-Phosphatase-Puffer mit 0,04 % NBT,
0,02 % BCIP) fur ca. 2 — 10 Minuten; die Farbung wurde gestoppt durch Spilen des Blots mit
ddH,0.

Spezifische Detektion von StrepTagll-Fusionsproteinen mit Streptavidin-AP

Die Ponceau-gefarbten Membranen wurden zunachst 30 Minuten lang in 50 ml Blockierl6-
sung geschwenkt, dann in 10 ml einer 1:3000 — Verdinnung des Alkalische-Phosphatase-
gekoppelten Streptavidins (in Inkubationslosung) Uberfiihrt und tber Nacht bei 4 °C — 10 C
unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach einem Waschschritt (3 x 2 Minuten in je 50 ml 1 x
TTBS) erfolgte die Farbentwicklung durch Einbringen der Membran in 5 ml Farbelésung
(Alkalische-Phosphatase-Puffer mit 0,04 % NBT, 0,02 % BCIP) fir ca. 2 — 10 Minuten; die
Farbung wurde gestoppt durch Spiilen des Blots mit ddH,0.
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2.2.3.2 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine

2.2.3.2.1 Rekombinante Expression in E.coli

RP 50 mM HEPES pH 7,5
1 mMEDTA

Alle in dieser Arbeit verwendeten Vektoren zur Expression von IP3K-cDNA-Fragmenten in
E.coli leiten sich von dem speziell fir induzierbare, prokaryotische Expression entwickelten
Plasmid pET-17b der Firma Novagen ab; die Transkription der einklonierten cDNA steht so-
mit unter der Kontrolle eines T7-Promotors. Die cDNA der zur Transkription notwendigen T7-
RNA-Polymerase ist bei den in der Arbeit verwendeten E.coli-Expressionsstémmen
BL21(DE3) und BL21(DE3) — RIL Uber den lysogenen Phagen DE3 in das Bakteriengenom
integriert, ihre Transkription steht dort unter der Kontrolle des lac-Promotors. Bei Anzucht
plasmidhaltiger Bakterien in Lactose-freiem Medium in Anwesenheit von Glucose findet kei-
ne Transkription der einklonierten cDNA statt: zum einen wird die Transkription durch den
lac-Repressor (im Lactose-ungebundenen Zustand) aktiv reprimiert (s.u.), zum anderen liegt
bei ausreichend hohem Glucoseangebot das bakterielle catabolite activating protein (CAP) in
CcAMP-ungebundenem Zustand vor, so dald es zu keiner Transkriptionsaktivierung durch
CAP-cAMP kommen kann. Die nachstehende Abbildung 2.4 (leicht verandert nach: Nova-
gen-Newsletter, Volume 1, Nummer 1, Mai 1994) zeigt den oben beschriebenen Sachver-

halt, ohne auf die Rolle des CAP-Proteins einzugehen:
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Abbildung 2.4: Regulation der Expression bei Verwendung des BL21(DE3)-pET-Systems
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Die prokaryotische Expression aller rekombinanten Proteine wurde wie folgt durchgefihrt:
Eine geeignete Menge (25 ml fur Testexpressionen zur Optimierung von Expressionsbedin-
gungen, 250 — 500 ml fir praparative Ansatze) frisches, 100 pg/ml Ampicillin sowie 0,2 %
Glucose enthaltendes LB-Medium wurde mit 1/500 Volumen einer Ubernachtkultur ange-
impft. Die Kultur wurde sodann unter starkem Schitteln (250 rpm) bei 37 °C bis zum Errei-
chen einer optischen Dichte (Einstrahlwellenlange 600 nm) von 0,5 inkubiert. Zu diesem Zeit-
punkt (i.a. ca. 4-5 Stunden nach Animpfen der Kultur) wurde die Expression des jeweiligen
rekombinanten Proteins durch Zugabe von IPTG (Finalkonzentration 0,1 — 0,5 mM) induziert.
Die weitere Inkubation erfolgte entweder bei Raumtemperatur oder bei 37° C fur weitere 2
Stunden unter starkem Schitteln (250 rpm). Danach wurde die Kultur abzentrifugiert
(5000 rpm, 10 Minuten, 4 °C, GSA-Rotor), der Uberstand wurde verworfen, das Bakterien-
pellet in 1/17 Volumen Puffer RP resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C

eingefroren.

Bei analytischen Expressionen zur Optimierung der Bedingungen wurde jeweils zum Zeit-
punkt O (direkt vor der Induktion mit IPTG), zum Zeitpunkt 1 (1 h nach Induktion) sowie zum
Zeitpunkt 2 (2 h nach Induktion) die optische Dichte bei 600 nm gemessen. Zur Analyse des
Gesamtproteins (I6slich sowie unlslich) auf einem SDS-Polyacrylamidgel wurden zu jedem
der oben genannten Zeitpunkte Aliquots genommen. Hierzu wurden 100/ODggo Ul der Kultur
abgenommen, die Bakterien bei 5000 rpm fur 10 Minuten bei Raumtemperatur in einer Ep-
pendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert und in 24 pl 1% SDS resuspendiert. Diese Bakterien-
suspension wurde sodann direkt mit 8 pl 4 x Probenpuffer fir SDS-PAGE versetzt, wie im
Kapitel 2.2.3.1.2 beschrieben gekocht und auf das Gel aufgetragen. Durch die Einrechnung
der an den verschiedenen Zeitpunkten vorliegenden Bakteriendichte in der Kultur in das Vo-
lumen der abzunehmenden Aliquots wird gewahrleistet, dal3 jedes Aliquot unabh&ngig vom
Zeitpunkt, an dem es abgenommen wurde, in etwa die gleiche Bakterienmenge umfalit, so
dass anhand der auf dem Gel sichtbaren Banden bereits der Erfolg und Verlauf der Expres-
sion bei hinreichend groRen Mengen an gebildetem rekombinanten Protein im Coomassie-
gefarbten Gel, bei geringeren Mengen im Western Blot, qualitativ beurteilt werden kann.
Desweitern wurde fir die Durchfihrung einer analytischen Testlyse und anschlieRender
SDS-PAGE / Western Blot (zur Bestimmung des Anteils an l6slichem rekombinanten Pro-
tein) sowohl zum Zeitpunkt 1 als auch zum Zeitpunkt 2 jeweils 1 ml der Kultur abgenommen
und bei 5000 rpm fir 10 Minuten bei Raumtemperatur in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in 200 pl RP resuspendiert

und bis zur Durchfiihrung des Lyseversuches bei — 20 °C gelagert.
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2.2.3.2.2 Lysevon E.coli - Bakterien; Separation der I16slichen Fraktion

Der Aufschlul3 der Bakterien zur weiteren Praparation der exprimierten rekombinanten Prote-

ine wurde alternativ geman folgenden Protokollen durchgefihrt:

Lyse A

Das in Puffer RP resuspendierte Bakterienpellet wurde bei 37 °C in einem Wasserbad auf-

getaut. Durch Zugabe bei Raumtemperatur wurden folgende Endkonzentrationen eingestellt:
0,5 % Triton-X100
0,1 mg/ml DNAse
0,5 mg/ml Lysozym
1 mM PMSF
0,5 mM Benzamidin

I1mMDTT

Der Ansatz wurde 15 — 30 Minuten bei 37 °C unter regelmaRigem Mischen in einem Wasser-
bad inkubiert, danach erfolgte die Abtrennung der unléslichen Fraktion durch Zentrifugation
(10000 rpm, 10 Minuten, 4 °C, SS34-Rotor). Der Uberstand wurde abgenommen und fiir die
weiteren Aufreinigungsschritte weiterverwendet, das Pellet wurde in einem Volumen Puffer
RP + 0,5 % Triton X-100 aufgenommen und fir eventuelle Gelanalyse bei — 20 °C gelagert

oder direkt verworfen.

Lyse B

Wie sich herausstellte, kann die Verwendung von (i.a. aus Pankreas aufgereinigter) DNAse
zur Verringerung der durch die Freisetzung von hochpolymerer DNA aus den lysierten Zellen
bedingten hohen Viskositat des Gesamtlysats insbesondere bei Proteolyse-anfalligen rekom-
binanten Proteinen auch in Gegenwart von Protease-Inhibitoren zu extremen Ausbeutever-
lusten fuhren. Dies ist offensichtlich durch nicht unbetrachtliche Protease-Kontaminationen in
den kauflichen DNAse-Praparationen bedingt. Aus diesem Grund wurde das oben geschil-
derte Protokoll so abgewandelt, dafd der Einsatz von DNAse (und auch Lysozym) fir einen
effizienten und fir das rekombinante Protein schonenden Bakterienaufschlul3 Uberflissig

wurde.

Das in Puffer RP aufgenommene Bakterienpellet wurde bei 37 °C in einem Wasserbad auf-

getaut. Bei Raumtemperatur wurden folgende Endkonzentrationen eingestellt:
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0,5 % Triton-X-100
1 mM PMSF
0,5 mM Benzamidin

I1mMDTT

Der Ansatz wurde 10 Minuten auf Eis inkubiert und danach kurz sonifiziert (i.a. 3 x 5 sec, bis
eine ausreichende Verringerung der Viskositat erreicht wurde). Die unldsliche Fraktion wurde
wie oben beschrieben durch Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand den weiteren Préa-

parationsschritten zugefuhrt.
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2.2.3.2.3 Chromatographische Aufreinigung rekombinanter IP3K
2.2.3.2.31 lonenaustauschchromatographie

2.2.3.2.3.1.1 P1l1-Phosphocellulose

Bei der P11-Phosphocellulose handelt es sich um eine preiswerte Kationenaustauscher-
matrix (funktionelle Gruppe - PO4H;), welche im Rahmen dieser Arbeit fur die effiziente Vor-
reinigung bakterieller Rohlysate benutzt wurde. Alle GgIP3K-A-abgeleiteten Proteine (Mutan-
ten und/oder verkirzte Fragmente) wurden vor dem Auftrag auf die entsprechend zur An-
wendung kommenden Affinitdtsmatrizes Uber P11-Phosphocellulose vorgereinigt. Da
HsIP3K-B-abgeleitete Proteine bei pH 7,5 nur sehr ineffizient an P11-Phosphocellulose ban-
den, wurde in diesen Fallen auf eine Vorreinigung verzichtet und direkt der Affinitadtschroma-

tographieschritt durchgefuhrt.

Vorbereitung und Aktivierung der P11-Phosphocellulosematrix

Fur die Vorbereitung und Aktivierung von ca. 30 ml gebrauchsfertiger P11-Phosphocellulose-
matrix wurden 5 g Matrix eingewogen und in einen 500 ml Glasmef3zylinder tberfihrt. Die
Matrix wurde in 133 ml 0,5 M NaOH durch Uberkopfmischen suspendiert und 4 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Suspension mit ddH,O auf ca. 600 ml aufge-
fullt, erneut gemischt und ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen bis sich die
Matrix am Grund des MeRzylinders abgesetzt hatte. Ca. 500 ml des Uberstandes wurden
durch vorsichtiges Abkippen entfernt und der Waschschritt nochmals wie beschrieben wie-
derholt. Daraufhin wurde die Matrix in 200 ml 0,5 M HCI suspendiert und erneut 4 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, zwei Waschschritte wurden analog der oben beschriebenen
Vorgehensweise durchgefihrt. Danach wurde die Matrix zweimal in je ca. 150 ml 1 M
Tris/HCI pH 7,5 gewaschen und in die gewahlte Saule Uberfihrt (Volumen siehe Kapitel 3.3).
Die Saule wurde sodann solange mit 1 M Tris/HCI pH 7,5 gespult (1 — 2 Saulenvolumen), bis
der pH-Wert des Durchflusses gleich 7,5 war, danach wurde die Saule mit ca. 20 Sau-
lenvolumen 25 mM Tris/HCI pH 7,5; 0,1 % Triton X-100 gewaschen bis die Leitfahigkeit des
Durchflusses mit der Leitfahigkeit des aufgetragenen Puffers tbereinstimmte (ca. 1,6 mSie-
mens/cm). Solcherart vorbereite Saulen kénnen einige Tage bei 4 — 10 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert werden.

Durchfiihrung der P11-Phosphocellulosechromatographie

Verdinnungspuffer VP11 0,5mM EDTA
3mMDTT

71



2.2 Methoden

Puffer A 25 mM HEPES pH 7,5
2mMDTT
1 mM EDTA
0,1 % Triton X-100

Puffer B 25 mM HEPES pH 7,5
2mMDTT
1 mM EDTA
0,1 % Triton X-100
500 - 750 mM NacCl

Der wie im Kapitel 2.2.3.2.2 beschrieben praparierte Uberstand des bakteriellen Rohlysats
wurde mit einem Volumen Verdinnungspuffer VP11 verdinnt und auf eine zuvor mit ca. 5
Saulenvolumen vorequilibrierte P11-Phosphocellulosesaule aufgetragen (FluBrate < 1
ml/min, entweder unter Schwerkrafteinflu? oder unter Verwendung einer Schlauchpumpe).
Danach wurde die Saule mit 4 Saulenvolumen Puffer A gewaschen. Die Elution erfolgte mit-
tels einer Salzstufe (500, 650 oder 750 mM NaCl) mit 10 x ¥ S&aulenvolumen Puffer B. Die
erhaltenen Eluate wurden mittels SDS-PAGE und/oder Bradford-Assay analysiert und entwe-
der direkt weiteren Chromatographiestufen zugefiihrt oder mittels Centricon-Konzentratoren
aufkonzentriert, glycerinisiert (siehe Kapitel 2.2.3.2.6) und bei — 20 °C bis zur weiteren Ver-

wendung gelagert.

2.2.3.2.3.1.2 DEAE-Sephacel

Die Anionenaustauschermatrix DEAE-Sephacel wurde in dieser Arbeit zur Nachreinigung
und Aufkonzentration von Eluaten der StrepTactin-Sepharose-Affinitatssaule benutzt (funk-
tionelle Gruppe — O — (CH,), — N*"H(CH,CHz),)

DEAE-Auftragspuffer 25 mM HEPES pH 7,5
1 mM EDTA
1 mMDTT

DEAE-Elutionspuffer 25 mM HEPES pH 7,5
1 mM EDTA
1 mMDTT
300 mM NacCl
DEAE-Regenerationspuffer 25 mM HEPES pH 7,5
1 M NacCl

Die Saulenmatrix (ca. 0,5 ml pro mg aufzutragendes Protein) wurde zunachst mit 10 S&aulen-
volumen DEAE-Auftragspuffer equilibriert. Danach wurden die nachzureinigenden/aufzukon-

zentrierenden Proben auf die Saule aufgetragen. Nach kurzem Waschen (3 Saulenvolumen
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DEAE-Auftragspuffer) wurde mit 12 x 1/5 — Saulenvolumen DEAE-Elutionspuffer eluiert. Die
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und/oder Bradford-Assay analysiert und weiteren pra-
parativen Schritten zugefiihrt. Die Saule wurde zum Abschluf3 mit 10 Saulen-volumen DEAE-

Regenerationspuffer gewaschen und dann erneut mit DEAE-Auftragspuffer equilibriert.

2.2.3.2.3.2 Affinitatschromatographie

2.2.3.2.3.2.1 CaM-Sepharose

Die CaM-Affinitatschromatographie wurde in dieser Arbeit zur Aufreinigung aller die CaM-
Bindungsdomane umfassender IP3K-Konstrukte benutzt. Bakterielle Lysate, die GgIP3K-A-
WT oder -Mutanten enthielten, wurden vor dem Auftrag auf die CaM-Sepharosematrix einer
P11-Phosphocellulose-Vorreinigung unterzogen, wéhrend Lysate, die HsIP3K-B-Mutanten

enthielten, direkt auf die S&ule aufgetragen wurden.

CaM-S-Puffer A 25 mM HEPES pH 7,5
1 mMDTT
1 mM CaCl,
200 mM NacCl
optional 0,1 % Triton X-100

CaM-S-Puffer B 25 mM HEPES pH 7,5
1mMDTT
1 mM CaCl,
500 mM NacCl
optional 0,1 % Triton X-100

CaM-S-Puffer C 25 mM HEPES pH 7,5
I1mMDTT
1 mMEGTA
500 mM NacCl
optional 0,1 % Triton X-100

Die Saulenmatrix wurde zunéchst mit 7 Sdulenvolumen CaM-S-Puffer A equilibriert. Danach
wurden die auf die Konzentrationen des CaM-S-Puffer A eingestellten P11-Eluate aufgetra-
gen. Die Saule wurde dann zunéchst mit 3 Saulenvolumen CaM-S-Puffer A, danach mit 5
Saulenvolumen CaM-S-Puffer B gewaschen. Die Elution erfolgte mit 1/2,5 S&ulenvolumen
CaM-S-Puffer C. Die Fraktionen wurden mittlels SDS-PAGE und/oder Bradford-Assay analy-
siert, mittels Centricon — 10 Konzentratoren aufkonzentriert, mit Einfrierpuffer versetzt und

bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C gelagert.
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2.2.3.2.3.2.2 StrepTactin-Sepharose

Die StrepTactin-Sepharose-Affinitdtschromatographie wurde in dieser Arbeit zur Aufreini-
gung von mit einem N-terminalen StrepTagll (N-WSHPQFEK-C) fusionierten IP3K-Fragmen-
ten benutzt. Bakterielle Lysate, die StrepTagll-Fusionsproteine enthielten, wurden zunachst

Uber eine P11-Phosphocellulose-Chromatographie vorgereinigt.

Puffer W 25 mM HEPES pH 7,5
1 mM EDTA
1 mMDTT

Puffer E 25 mM HEPES pH 7,5
1 mM EDTA
1 mMDTT
2,5 mM Desthiobiotin

Puffer R 25 mM HEPES pH 7,5
1 mM EDTA
1 mM HABA

Die StrepTactin-Sepharose-Affinitatssaule wurde zunachst mit zwei Saulenvolumen Puffer W
equilibriert. Die aufzutragenden Fraktionen wurden auf die Konzentrationen des Puffers W
eingestellt und bei niedriger Flussrate (< 1ml/min, entweder unter Schwerkrafteinfluss oder
unter Verwendung einer Schlauchpumpe) Uber die Saule gegeben. Nach Beendigung des
Probenauftrags wurde die Matrix mit 5 x 2 Saulenvolumen Puffer W gewaschen; die Elution
erfolgte mit 10 x 0,5 Saulenvolumen Puffer E. AbschlieRend wurde die StrepTactin-Sepha-
rose-Matrix mit 3 x 5 Saulenvolumen Puffer R regeneriert, mit 2 x 4 Saulenvolumen Puffer W

gespult und erneut mit zwei Saulenvolumen Puffer W equilibriert.

2.2.3.2.4 Dialyse von Proteinlédsungen

Zur Entfernung eventuell stérender Pufferbestandteile (z.B. Glycerin, NaCl) bzw. zur Uber-
fihrung gereinigter Proteine in andere Puffersysteme (z.B. HEPES oder Phosphatpuffer)
wurde die entsprechende Proteinlésung in einer 8-Well-Durchfluss-Dialysekammer (maxima-
les Fillvolumen pro Well: 500 pl) der Firma BioRad gegen den entsprechenden Puffer dia-
lysiert. Hierzu wurde eine Dialysemembran (Ausschlussgrenze 10 kDa, Gibco) in die Dialy-
sekammer eingebaut, die Wells mit den zu dialysierenden Proben beschickt und die Dialyse

bei hoher Durchflussrate 3 — 4 mal gegen 500 ml Puffer im Kihlraum (4 — 9 °C) durchgefuhrt.
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2.2.3.2.5 Aufkonzentration von Proteinldsungen

Zur besonders schonenden Aufkonzentration von Proteinldsungen wurde die Bindung und
nachfolgende Elution der Proteine an eine / von einer DEAE-Sephacel-Anionenaustauscher-
matrix (siehe Kapitel 2.2.3.2.3.1.2) benutzt; fir Standardanwendungen wurden die Konzen-
tratoren Centricon-YM10 (fur Volumina bis 10 ml) bzw. Centricon Plus 20 (fur Volumina > 10
ml) der Firma Amicon gemalf der jeweiligen Bedienungsvorschrift verwendet. Die Konzentra-
toreinheit Centricon YM-10 wurde desweiteren fur die Umpufferung von fir NMR-Untersu-
chungen vorgesehenen Proteinpraparationen in Tris-d11/D,0 Puffer verwendet, da hier aus
Kostengrinden nicht gegen groRere Volumina des deuterierten Puffersystems dialysiert wer-
den konnte. In diesen Fallen wurde die Proteinldsung 4 — 7 mal auf ein Volumen von 100 —
200 pl aufkonzentriert, in 1 ml des deuterierten Puffers verdinnt und erneut konzentriert. Die-
ser Vorgang wurde wiederholt, bis keine storenden Signale mehr im NMR-Spektrum des

Durchflusses zu detektieren waren.

2.2.3.2.6  Lagerung von Proteinlésungen

Einfrierpuffer 86 % Glycerin
0,9 mM EDTA
0,9 mM Benzamidin
1,7 mM DTT
17 mM (NH,),SO,

Kurzfristig (d.h. fur einige Tage) wurden zur Weiterbearbeitung oder direkten Analyse vorge-
sehene Proteinproben auf Eis im Kihlraum gelagert. Fir langerfristige Lagerung (bis zu
mehreren Monaten) wurden die Proteinpraparationen nach gegebenenfalls vorangegangener
Aufkonzentrierung mit 1,4 Volumen Einfrierpuffer versetzt und nach guter Durchmischung bei
— 20 °C gelagert. Unter diesen Bedingungen kdonnen IP3K-Praparationen tber mehrere Mo-

nate ohne nennenswerten Verlust der enzymatischen Aktivitat gelagert werden.
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2.2.4 Analyse rekombinant exprimierter Ins(1,4,5)P3 3-Kinase

22.4.1 Enzymatisch-optischer Test fir rekombinante IP3K

Zur Detektion von Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat, zur Bestimmung enzymatischer Parameter

(Km, Vmax, Ca**/CaM - Aktivierbarkeit) sowie zur Charakterisierung der Inhibierbarkeit durch

nicht metabolisierte Inositolphosphate von wt- und gezielt mutierten Ins(1,4,5)P3; 3-Kinasen

wurde ein gekoppelter enzymatisch-optischer Test eingesetzt. Dieser Test ermdglicht eine

direkte Beobachtung der Kinaseaktivitat wahrend der laufenden Messung sowie die schnelle

und einfache Bestimmung von apparenten K,-Werten durch single-transient-Messungen.

2.24.1.1 Assaybedingungen, Erzeugung der Rohdaten

1 x Reaktionsmix A
(durch Zugabe von
Ins(1,4,5)P; zu
startende Messungen)

1 x Reaktionsmix B
(durch Zugabe von
ATP zu startende
Messungen)

Verdunnungspuffer

10 MM TEApPH 7,5

5,0 mM MgCl,

30 mM KCI

1,0mMDTT

0,2 mM NADH

1,0 mM PEP

0,5mM ATP

5,0 U/ml Laktatdehydrogenase
2,5 U/ml Pyruvatkinase

10 MM TEApPH 7,5

5,0 mM MgCl,

30 mM KCI

1,0mMDTT

0,2 mM NADH

1,0 mM PEP

25 uM Ins(1,4,5)P3

5,0 U/ml Laktatdehydrogenase
2,5 U/ml Pyruvatkinase

25 mM HEPES pH 7,5
1 mMDTT
200 mM NacCl
2 mg/ml BSA
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Die Kopplung der von der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase katalysierten Reaktion mit der durch Extink-
tionsmessung (Einstrahlwellenldnge 365 nm) bestimmbaren NADH-Konzentration in der Ki-
vette durch die Enzymaktivitaten der Laktatdehydrogenase sowie der Pyruvatkinase ist in un-
tenstehender Abbildung dargelegt.

IP3K
Ins(1,4,5)P, + ATP === |ns(1,3,4,5)P, + ADP

n
n
n
L]
lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII—

M PK

PEP + ADP — Pyruvat + ATP

n
n
n
L]
lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII'I

v LDH
Pyruvat + NADH/H Laktat + NAD'

Abbildung 2.5: Gekoppelter enzymatisch-optischer Test: Das durch die Ins(1,4,5)P; 3 — Kinase—Reak-
tion erzeugte ADP wird durch die Pyruvatkinaseaktivitat zu ATP regeneriert; dabei wird das im Reak-
tionsmix enthaltene Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat umgesetzt. Dieses wird sodann durch die Laktat-
dehydrogenase unter NADH-Verbrauch zu Laktat reduziert. Da der Umsatz von Ins(1,4,5)P; zu
Ins(1,3,4,5)P, equimolar zum Umsatz von NADH/H" zu NAD" erfolgt, kann aus dem zeitlichen Verlauf
der Absorption bei 365 nm direkt auf die Ins(1,4,5)P; 3 — Kinase — Aktivitat unter den fir die Reaktion
gewahlten Bedingungen geschlossen werden.

Die Durchfihrung der Messungen erfolgte entweder in einem Pharmacia Ultrospec Il UV-
Spektralphotometer (Messgenauigkeit 0,001 OD; Messintervall 2 sec) oder in einem Lambda
20 UV-Spektralphotometer der Firma Perkin EImer (Messgenauigkeit 0,0001 OD, Messinter-
vall 0,2 sec) bei einer konstanten Temperatur von 30 °C. Bei dem Ultrospec Il Photometer
wurde diese Temperatur mittels eines Wasserbades und einer Durchflusseinrichtung einge-
stellt, bei dem Lambda 20 Photometer erfolgte die Temperaturregulation mittels eines Pel-
tier-Elements. Alle Messungen wurden in einem finalen Volumen von 800 pl in reduzierten

Quarzkivetten durchgefihrt.
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Reaktionsmix A bzw. B (nur fur Bestimmungen des apparenten K,-Wertes fir ATP), Enzym-
I6sung (bei Bedarf vorverdinnt mit Verdiinnungspuffer) sowie eventuelle weitere Substanzen
(Calmodulin, Ca?®*, potentiell als kompetitve Inhibitoren wirkende Inositolphosphate und —
analoga) wurden in vorgewarmte Kivetten vorgelegt und die Absorption bei 365 nm fir 10 —
15 Minuten aufgezeichnet, um eine eventuelle Ins(1,4,5)P; - unabhangige Extinktionsabnah-
me detektieren zu kénnen. Bei sauberen Enzympraparationen und niedrigen ATP-Konzen-
trationen trat ein solcher ,Vorlauf* in der Regel nicht oder in nur sehr geringem Mal3e auf; bei
der Messung von Enzymaktivitaten in nur partiell gereinigten Fraktionen und insbesondere
bei der Detektion von Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat in ungereinigten Bakterienlysaten ist je-
doch die Aufzeichnung der Absorptionsabnahme vor der Zugabe des Inositolphosphates von
essentieller Wichtigkeit, um Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat-spezifische von unspezifischer

Absorptionsabnahme unterscheiden zu kénnen.

Nach ausreichender Temperierung der Probe und Aufzeichnung des eventuell vorhandenen
Vorlaufs wurden die Messungen durch Zugabe des Inositolphosphates bzw. von ATP gestar-

tet und der weitere Verlauf der Absorptionsabnahme aufgezeichnet.

Die Umrechnung der gemessenen Absorptionsanderungen (AODazgsnm) in NADH- bzw.
Ins(1,4,5)P; - Konzentrationsanderungen (Acnapn bzw. Acips) wurde gemall dem Lambert-

Beer-Gesetz wie folgt vorgenommen:

Acnaon = ACps = AODsgsnm / (€ * d) mit e£=34mM*cm?
molarer Extinktionskoeffizient von NADH
bei einer Einstrahlwellenlange von
365 nm
d=1cm
Schichtdicke der Kivette
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2.24.1.2 Bestimmung enzymatischer Parameter

2.2.4.1.2.1 Bestimmung der spezifischen Ins(1,4,5)P; 3 — Kinase-Aktivitat

Zur Bestimmung der spezifischen Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Aktivitat von wt — sowie mutageni-
sierten Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen wurden zwischen 10 nM und 500 nM rekombinante IP3K wie
oben beschrieben in 1 x Reaktionsmix A 10 — 15 Minuten bei 30 °C vorinkubiert. Der Start
der Messung erfolgte sodann durch Zugabe von Ins(1,4,5)P3; zu einer Endkonzentration von
25 uM; bei den so eingestellten Substratkonzentrationen (0,5 mM ATP, 25 uM Ins(1,4,5)P3)
liegt fur fast alle in dieser Arbeit untersuchten Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Konstrukte fir beide
Substrate Substratsattigung vor. Der Extinktionsabfall wurde Uber einen Zeitraum von 5 — 30
Minuten (in Abhangigkeit von der vorliegenden Enzymaktivitat) aufgezeichnet. Durch lineare
Regression (durchgefiihrt mit der dem jeweiligen Spektrometer zugehdrigen Software) wurde
aus dem vorderen, linear verlaufenden Teil der Zeit-Extinktions-Rohdatenkurve die Steigung
in AODgzgsnm / min ermittelt und unter Verwendung des Lambert-Beer-Gesetzes die IP; — Kon-
zentrationsanderung pro Zeit (Acps / min) errechnet. Unter Verwendung der im Vorwege
durch Bradford-Assay bestimmten Proteinkonzentration der eingesetzten Proteinlésung

konnte nun die spezifische Ins(1,4,5)P3; 3-Kinase-Aktivitat in mU/mg bestimmt werden.

2.2.4.1.2.2 Bestimmung des apparenten Kn-Wertes fur ATP

Der apparente Kp-Wert fir ATP von wt- und mutagenisierten Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen wurde
durch die Messung von Anfangsgeschwindigkeiten bei konstanter initialer Ins(1,4,5)P; — Kon-
zentration (25 uM) und variablen initialen ATP-Konzentrationen (25 uM, 50 uM, 75 uM,
100 pM, 150 pM, 250 pM, 500 uM, 1 mM, 2 mM) ermittelt. Hierzu wurden zwischen 10 nM
und 500 nM rekombinanter Ins(1,4,5)P; 3-Kinase wie oben beschrieben in 1 x Reaktionsmix
B fur 10 — 15 Minuten vorinkubiert und die Messung sodann mit der gewiinschten ATP-Kon-
zentration gestartet. Wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben wurde sodann mittels li-
nearer Regression die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bei den entsprechenden Sub-
stratkonzentrationen in mU/mg bestimmt; die Bestimmung des apparenten K,-Werts fir ATP

erfolgte unter Verwendung der Lineweaver-Burke-Auftragung.
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2.2.4.1.2.3 Bestimmung des apparenten Ky,-Wertes fur Ins(1,4,5)P;, single-
transient-Messungen

Der apparente Kn-Wert fir Ins(1,4,5)P; wurde entweder analog zur oben beschriebenen
Messung des apparenten Ky,-Wertes fur ATP mit Hilfe von Einzelmessungen bei verschiede-
nen Ins(1,4,5)Ps-Initialkonzentrationen (1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 18,75 uM, 25 uM) bei
fester ATP-Konzentration (0,5 mM bzw. 2 mM) durchgefihrt oder aber mittels single-tran-
sient Messungen bei fester Ins(1,4,5)Ps-Initialkonzentration von 5 uM und fester ATP-Kon-
zentration (0,5 mM bzw. 2 mM) bestimmt. Hierzu wurde eine geeignete Konzentration re-
kombinanter Ins(1,4,5)P; 3-Kinase in 1 x Reaktionsmix A 10 — 15 Minuten bei 30 °C vorinku-
biert und die Messung sodann durch Zugabe von 5 puM Ins(1,4,5)P; gestartet. Der Extink-
tionsverlauf wurde bis zum vollstandigen Ablauf der Reaktion, d.h. bis aufgrund der quantita-
tiven Umsetzung des eingesetzten Ins(1,4,5)P3; keine Extinktionsanderung mehr auftrat, auf-
gezeichnet. Da der Zusammenhang zwischen den GréRen AODzgsnm Und Acipz bekannt ist
(Lambert-Beer-Gesetz, siehe Kapitel 2.2.4.1.1) konnte nun unter der Voraussetzung, dass
die sich nach vollstandigem Ablauf der Reaktion einstellende Extinktion der Ins(1,4,5)Ps-Kon-
zentration 0 entspricht, die zu jedem beliebigen Zeitpunkt in der Kulvette vorliegende
Ins(1,4,5)Ps-Konzentration berechnet werden. Durch Berechnung der der Umsatzgeschwin-
digkeit direkt proportionalen Tangentensteigung in den fiir die Auswertung gewahlten Zeit-
punkten (entweder durch einen Polynomfit (3. Grad) an die Rohdaten ODgzg5nm(t) und an-
schlieBende algebraische Bildung der Ableitung oder durch ein numerisches Ableitungs-
verfahren) konnten nun Wertepaare der Form (cjp3, Umsatzgeschwindigkeit) gebildet werden,
welche direkt zur Auftragung in einem Substrat-Sattigungsdiagramm oder, als reziproke

Werte, in einem Lineweaver-Burke-Diagramm, genutzt werden kénnen.

Der Vorteil der single-transient-Auswertung gegenuber den konventionellen Anfangsge-
schwindigkeitsmessungen bei verschiedenen Initialkonzentrationen ist zum einen in der Ma-
terialersparnis zu sehen (4 nmol Ins(1,4,5)P3; gegeniber > 50 nmol Ins(1,4,5)P; pro K,-Wert-
Messung); zum anderen kénnen auf diese Weise auch schnell statistisch signifikante Ergeb-
nisse liefernde Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt werden. Allerdings kann bei single-
transient-Auswertungen insbesondere bei den kleineren Substratkonzentrationen die Inhibiti-
on der Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen durch das Reaktionsprodukt Ins(1,3,4,5)P, durchaus eine Rol-
le spielen, ein Faktum, dem bei der Interpretation der auf diese Weise gewonnenen Daten

Rechnung getragen werden muss.
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2.2.4.1.2.4 Bestimmung der Ca**/CaM-Aktivierbarkeit von IP3K

Fur die wt-Ins(1,4,5)P; 3-Kinasen sowie fir einige ausgewahlte gezielt mutierte Ins(1,4,5)P;
3-Kinasen wurden Messungen zur Stimulierbarkeit des jeweiligen Enzyms durch Ca?/CaM
durchgefuhrt. Hierbei wurde zum einen die maximale Aktivierbarkeit (Steigerung der spezifi-
schen Aktivitat) durch Ca*/CaM der jeweiligen Enzyme untersucht, zum anderen wurde
auch die Sensititvitat der Enzyme auf den Ca*/CaM-Komplex ermittelt (Bestimmung der

CaM-Konzentration, bei der halbmaximale Aktivierung eintritt).

Die Messungen wurden unter Einsatz einer geeigneten Menge rekombinanter Ins(1,4,5)P; 3-
Kinase (12 nM — 50 nM) in 1 x Reaktionsmix A bei 30 °C durchgefihrt. Die Vorinkubation er-
folgte in Gegenwart von 10 pM CacCl, und der fir die entsprechende Messung einzustellen-
den Calmodulin-Konzentration (0,5 nM, 1 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM), die Mes-
sung wurde durch Zugabe von Ins(1,4,5)P; gestartet (Initialkonzentration 25 uM oder 5 uM).
Die Auswertung erfolgte gemaf dem in Kapitel 2.2.4.1.2.1 beschriebenen Verfahren zur Be-
stimmung spezifischer Aktivitaten/Initialgeschwindigkeiten. Zur Bestimmung von apparenten
Kn-Werten fiir Ins(1,4,5)P3 in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von Ca*/CaM kann
das im vorhergehenden Kapitel beschriebene single-transient Verfahren effizient eingesetzt

werden.

2.2.4.1.3 Inositolphosphate als kompetitive Inhibitoren der Ins(1,4,5)P3
3-Kinase-Reaktion

Nicht durch die Ins(1,4,5)P; 3-Kinase phosphorylierbare Inositolphosphate wurden auf ihre
Potenz zur kompetitiven Inhibition der Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-Reaktion untersucht. Hierzu
wurde eine geeignete Menge rekombinanter Ins(1,4,5)P; 3-Kinase (Endkonzentration 10 nM
— 500 nM) in 1 x Reaktionsmix A in Gegenwart verschiedener Konzentrationen (10 uM ,
15 uM, 25 uM) des zu untersuchenden Inositolphosphats 10 — 15 Minuten bei 30 °C vorinku-
biert. Die Messung wurde sodann durch Zugabe von Ins(1,4,5)P; gestartet (Initialkonzentra-
tion 5 pM) und bis zum vollstandigen Ablauf der Reaktion (quantitativer Umsatz des einge-
setzten Ins(1,4,5)P3) aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte sodann fir jede einzelne
Messung gemal? dem im Kapitel 2.2.4.1.2.3 (single transient Messung) gesagten. Auf diese
Weise kann mit Hilfe der Lineweaver — Burke — Auftragung fur jede Inhibitorkonzentration so-
wohl der vpha-Wert sowie der apparente Ky,-Wert fur Ins(1,4,5)P; bestimmt werden. Auftra-
gung der so erhaltenen apparenten K,-Werte fur Ins(1,4,5)P; gegen die Inhibitorkonzentra-
tionen, lineare Regression und Bestimmung des Konzentrations (x-) Achsenabschnittes lie-

fert den K; Wert fir den eingesetzten Inhibitor am untersuchten Enzym.
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2.2.4.1.4 Inhibition der IP3K-Aktivitat durch N-Ethylmaleimid

Das rekombinante wt-Enzym sowie die IP3K-Mutante C250S wurden im Hinblick auf ihre
Inhibierbarkeit durch das Sulfhydrylgruppen alkylierende Reagenz N-Ethylmaleimid (NEM)
untersucht. Eine Inhibition der IP3K-Aktivitat durch NEM wurde bereits von [Haefs, 1994] de-

monstriert.

In Vorversuchen wurde zunéachst die fur ein quantitatives Ablaufen der Modifikationsreaktion
erforderliche Reaktionszeit ermittelt. Hierzu wurde folgender Ansatz in einem 1,5 ml — Ep-

pendorfreaktionsgefall zusammenpipettiert (Endvolumen 28,8 ul):

130 nM — 150 nM rekombinante, affinitdtsgereinigte IP3K
25 mM HEPES pH 7,5
125 mM NaCl

0,5 mM NEM

Identische Anséatze wurden sodann flr verschieden lange Zeiten treakion (0,25 min, 0,5 min, 1
min, 2,5 min, 5 min, 10 min, 12 min, 20 min) bei 30°C im Heizblock inkubiert. Nach Ablauf
der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Reaktionen durch Zugabe von 3,2 pl 0,1 M DTT
(resultierende Endkonzentration 10 mM) gestoppt und weitere 5 Minuten bei 30°C inkubiert.
Die Ansatze (Volumen 32 pl) wurden dann quantitativ in eine Kivette mit bereits auf 30°C
vorgewarmtem Reaktionsmix tUberfuhrt. Nach weiteren 5 Minuten Inkubationszeit wurde die
Aktivitditsmessung durch Zugabe von 8 pl 2,5 mM Ins(1,4,5)P; (Endkonzentration in der Ki-

vette: 25 uM) gestartet (Gesamtvolumen des Ansatzes: 800 pl).

Diese Vorversuche zeigten (siehe Ergebnisse Abschnitt 3.5.1.2), dass unter den gewdahlten
Versuchsbedingungen bei einer Reaktionszeit von 15 Minuten der quantitative Ablauf der
Modifikation der IP3K durch NEM gewaéhrleistet war. Deshalb wurde bei allen weiteren Expe-
rimenten die Inkubationszeit treakion KONStant auf 15 Minuten gehalten, die eingesetzte Kon-
zentration des NEM jedoch variiert (0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 1,8 mM).

Alle weiteren Schritte wurden wie oben flr den Vorversuch beschrieben durchgefihrt.
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2.2.4.2 Limitierte tryptische Proteolyse rekombinanter IP3K in An-

wesenheit/Abwesenheit von Ins(1,4,5)P;

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der limitierten tryptischen Proteolyse (Konzeption
und Entwicklung dieses Assays: Prof. Mayr, W. Fanick) in Anwesenheit bzw. Abwesenheit
ihres Substrats Ins(1,4,5)P; wurden folgende Ansatze in 1,5 ml — Eppendorf-Reaktionsgefa-
3en zusammenpipettiert (Endvolumen 50 pl; Stocklésung Trypsin: 0,5 mg/ml in 1mM HCI):

mM NaH,PO, mg/ml 1M mg/ml

AL pH 7,8 IP3K  Ins(1,4,5)P; Trypsin
1 50 0,48 250 0,01
2 50 0,48 0,01

Die Ansatze wurden bei 30°C im Heizblock inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten (5 min,
20 min) wurde jeweils ein 10 pl umfassendes Aliquot entnommen. Das Abstoppen der Reak-
tion erfolgte dann durch sofortige Zugabe von 3,3 pl 4 x Probenpuffer (siehe Abschnitt
2.2.3.1.2) und eine 8 minutige Inkubation bei 95°C im Heizblock. Die so fir die Gelelektro-
phorese vorbereiteten Proben wurden auf einem 15% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt;
dieses wurde dann zur Visualisierung der Proteinbanden mit Coomassie Brilliant Blue ange-
farbt.

2.2.4.3 Invitro PKC-Phosphorylierungsassays

Solubilisierungspuffer 50 mM Tris pH 8,5
10 mM NaH2PO4
1 % SDS

Die Phosphorylierung von HsIP3K-B-Konstrukten (wt und gezielt mutiert) durch Proteinkina-
se C wurde mit Hilfe eines in vitro Phosphorylierungsassays untersucht. Ansatz 1 ist der ei-
gentlichen Versuchsansatz; die Ansatze 2 und 3 dienen zur Kontrolle der PKC-Autophos-
phorylierung bzw. der Phosphorylierungseffekte eventueller, durch die Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-
Praparation eingeschleppter Proteinkinase-Kontaminationen (oder auch Proteinkinase-Aktivi-
taten der IP3K selbst). Die Ansatze 2 und 3 stellen somit flr quantitative Analysen unabding-
bare Kontrollexperimente dar. Da die im Ergebnisteil (Abschnitt 3.6) prasentierten Resultate
jedoch auf ersten, im Wesentlichen zur Etablierung des Assays durchgefihrten Experimen-
ten beruhen, wurden hier zundchst nur Ansatze vom Typ 1 ausgewertet. Die dargestellten

Ergebnisse sind somit als vorlaufig und qualitativ zu betrachten.

Volumen eines Ansatzes: 120 pl
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Ansatz mM mM mM  mg/ml  pg/ml UM ug pg/ml - uM
HEPES MgCl, DTT PS DAG free Ins(1,4,5Ps;- PKC ATP*
pH 7,5 Ca**  3-Kinase

1 20 10 2 0,25 20 10 2,5 0,83 40
2 20 10 2 0,25 20 10 0,83 40
3 20 10 2 0,25 20 10 2,5 40

Die spezifische Aktivitat des eingesetzten ATP* wurde durch Mischung von ATP mit **P-y-
ATP auf 1,25 nCi/pmol eingestellt; die zum Erreichen der freien Ca** Konzentration von
10 uM einzusetzende Konzentration von CacCl, wurde unter Berlcksichtigung der durch die
Proteinpraparation in den Reaktionsansatz eingebrachten Konzentrationen von EDTA bzw.
EGTA mit Hilfe des Programmes Maxchelator berechnet. Die Ansatze wurden auf Eis zu-
sammenpipettiert (Finalvolumen 120 pl); vor dem Start der Reaktion durch die Zugabe des
radioaktiven ATP* wurden zur spéateren gelelektrophoretischen Kontrolle der eingesetzten
Proteinmengen jeweils 20 pl eines jeden Ansatzes abgenommen und bis zur weiteren Bear-
beitung bei — 20 °C gelagert. Direkt nach Zugabe des radioaktiven ATP* wurden weitere
20 pl als Nullwert abgenommen und wie unten beschrieben sofort mit TCA behandelt. Das
verbleibende Reaktionsvolumen wurde bei 37 °C in einem Heizblock inkubiert. 2 min, 5 min,
10 min und 30 min nach Start der Reaktionen wurden jeweils 20 pl eines jeden Ansatzes ab-
genommen und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf3, in dem bereits 5 pl 1 pg/pl BSA vor-
gelegt waren, Uberfihrt. Diese Aliquots wurden sofort mit 500 pl eiskalter 10 % TCA versetzt,
unter leichtem Schwenken gemischt und fir mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Da-
raufhin erfolgte eine einmindtige Zentrifugation (Eppendorf-Tischzentrifuge, 13000 rpm,
Raumtemperatur). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen, das Pellet
erneut in 500 pl eiskalter 10 % TCA aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation und Abneh-
men des Uberstandes wurde das Pellet in 500 pl eiskalter 2 % TCA aufgenommen und er-
neut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgenommen, die Zentrifugation wieder-
holt und die restliche TCA quantitativ entfernt. Die Eppendorf-Reaktionsgefalle wurden nun
in Plastik-Zahlglaschen eingehangt und im Szintillationszéhler gemessen (Cerenkov-Strah-

lung, Messzeit: 1 min).

Zusatzlich wurden die TCA-gefallten Pellets nach Beendigung der Messung in je 24 pl Solu-
bilisierungspuffer aufgenommen, mit 8 ul 4 x Probenpuffer versetzt, 8 Minuten bei 95 °C ge-
kocht und kurz anzentrifugiert. Diese Proben wurden sodann auf ein 12,5 % SDS-Polyacryl-
amidgel aufgetragen; nach dem Gellauf erfolgte die Anfarbung der Proteinbanden mit Coo-
massie brilliant blue. Das entfarbte Gel wurde auf einem Geltrockner getrocknet und fiir 2 — 6

Stunden auf einen **P-Phosphoimager-Screen und/oder einen Réntgenfilm aufgelegt.
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2.2.4.4 Saturation Transfer Difference NMR Spektroskopie

2.24.4.1 Das Prinzip der Saturation Transfer Difference NMR Spek-
troskopie

Mithilfe der Methodik der Saturation Transfer Difference NMR — Spektroskopie kdnnen Inter-
aktionen zwischen makromolekularen Rezeptorproteinen und niedermolekularen Verbindun-
gen (z.B. Peptide, Mono- und Oligosaccharide) analysiert werden. Die Bedeutung intermole-
kularer Spindiffusionseffekte fir die Untersuchung von Protein/Ligand-Interaktionen wurde
zwar bereits vor langerem erkannt [Akasaka, 1979], eine systematische Untersuchung des
Effektes erfolgte jedoch erst in neuerer Zeit ((Mayer, 2001]; [Mayer und Meyer, 1999]). Meh-
rere Arbeiten demonstrieren die Anwendbarkeit der Methode auf Fragestellungen des phar-
mazeutischen Wirkstoffscreenings sowie zur Identifizierung der an der Bindung beteiligten
Epitope niedermolekularer Liganden ([Mayer und Meyer, 1999]; [Klein et al., 1999]; [Maahei-
mo et al., 2000]; [Weimar et al., 2000]; [Meinecke und Meyer, 2001]). Das Prinzip eines STD-

NMR-Experimentes ist in der nachstehenden Abbildung 2.6 schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des der Saturation Transfer Difference NMR Spektroskopie
zugrundeliegenden Effektes (nach [Mayer und Meyer, 1999]): Intermolekularer Sattigungstransfer
zwischen einem durch einen selektiven Puls (Zickzacklinie) gesattigten makromolekularen Rezeptor-
protein (groRes Rechteck) im Spindiffusionslimit und einem niedermolekularen, reversibel an den Re-
zeptor bindenden Ligandenmolekdl (Kreis) fuhrt zur Sattigung von Ligand-Resonanzen; die Resonan-
zen nicht - bindender Molekile (kleine Rechtecke) bleiben hingegen unbeeinflusst. Das Ausmalfd der
Sattigung des makromolekularen Rezeptors sowie des bindenden Ligandenmolekils nimmt mit der
Sattigungsdauer zu (angedeutet durch die Pfeile sowie die zunehmend dunklere Einfarbung).
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Der Begriff ,Sattigung“ beschreibt dabei eine durch einen Pulse Train mit Gauss-Pulsen ge-
eigneter Frequenz und Amplitude hervorgerufene Unterdriickung der zu bestimmten Reso-
nanzen gehodrigen Magnetisierung. Bei den hier gezeigten Experimenten betrug die Dauer ei-
nes Gausspulses 50 ms; gesattigt wurde mit 10, 20, 40 oder 60 Gausspulsen, dies entspricht
Sattigungszeiten von 0,5 s, 1 s, 2 s und 3 s. Wird nach einem Séattigungspuls ein NMR-Spek-
trum aufgenommen, zeigen die zu diesen Resonanzen gehdrigen Peaks geringere Amplitu-

den als in Spektren ohne Vorsattigung oder treten gar nicht mehr auf.

Wie in Abbildung 2.6 dargestellt, beruht das STD-NMR-Experiment auf dem Effekt des inter-
molekularen Sattigungstransfers zwischen einem durch einen selektiven Puls vorgesattigten
makromolekularen Rezeptorprotein und einem mit diesem Rezeptor interagierenden nieder-
molekularen Liganden. Da sich Polypeptide mit Molekulargewichten von mehr als 10 kDa im
allgemeinen im Spindiffusionslimit befinden, kann tber die selektive Sattigung einzelner Pro-
teinresonanzen eine effiziente Sattigung samtlicher Proteinresonanzen erreicht werden. Bei
der Untersuchung eines Systems aus einem makromolekularen Rezeptorprotein und nieder-
molekularen (putativen) Ligandenmolekilen ist die zur Vorsattigung gewahlte Einstrahlfre-
gquenz somit im allgemeinen so wahlbar, dass keine direkte Beeinflussung von Ligandreso-
nanzen durch den Sattigungspuls zu erwarten ist. Wird nun der Rezeptor selektiv gesattigt,
kann Uber den Mechanismus der intermolekularen Spindiffusion Sattigung von dem Rezep-
torprotein auf mit dem Protein interagierende Molekiile Ubertragen werden; auf nicht mit dem
Rezeptor wechselwirkende Molekille wird keine Sattigung transferiert. Bei reversibler Prote-
in/Ligand-Interaktion geht der Ligand nach einer bestimmten Verweildauer am Protein (wah-
rend durch intermolekulare Spindiffusion der Sattigungstransfer stattfindet) wieder in den frei-
en Zustand uber; die wahrend des Bestehens des gebundenen Zustands aufgenommene
Sattigung verbleibt initial im Spinsystem des Liganden und klingt mit der Relaxationszeit T,
ab.

Zur Detektion der STD-Effekte werden nun nacheinander zwei NMR-Spektren aufgenom-
men. Hierbei wird bei einem der Spektren (,on resonance spectrum) mit einem die Protein-
resonanzen treffenden Vorsattigungspuls gearbeitet, bei dem anderen Spektrum (,off reso-
nance spectrum®) erfolgt die Einstrahlung au3erhalb des die Proteinresonanzen beinhalten-
den spektralen Fensters. Bei der Aufnahme beider Spektren werden die Proteinresonanzen
Uber einen Spinlock-Puls unterdriickt. Die so erhaltenen Spektren (im Rahmen dieser Arbeit
wurden nur 1D-"H-Spektren betrachtet, méglich sind aber auch 2D-Experimente wie COSY
und TOCSY-Spektren) werden nun voneinander subtrahiert; das erhaltene Differenzspek-
trum (,saturation transfer difference spectrum* := off-resonance spectrum — on-resonance
spectrum) beinhaltet nur Resonanzen bindender Molekile bzw. Epitope, da nur fir solche
Ligandresonanzen ein Unterschied zwischen dem ,on resonance“ und dem ,off resonance*

Zustand vorhanden ist.
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2.2 Methoden

Mayer [1999, 2001] zeigte am Beispiel von Lektin/Oligosaccharid- bzw. Lektin/Monosaccha-
rid-Interaktionen, dass auf diese Weise nicht nur eine Identifikation bindender Molekile in
komplexen Mischungen méglich ist, vielmehr kénnen auch die an der Bindung beteiligten
Epitope des Liganden definiert werden. Dies ist moglich, da die Intensitat der Signale im
STD-Spektrum in hohem Maf3e durch den Abstand zwischen den Proteinprotonen und den
Ligandenprotonen in dem fur den Sattigungstransfer relevanten gebundenen Zustand be-
stimmt wird: Ligandenprotonen, die sich im gebundenen Zustand in grofl3er raumlicher Nahe
zu Proteinprotonen befinden, erfahren einen effizienteren Sattigungstransfer und zeigen so-
mit hdhere Signalintensitaten im STD-Spektrum als weiter entfernt vom Protein liegende Pro-

tonen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig ein aus einem metabolisch hochaktiven
Enzym und seinem Substrat bestehendes System mit den Methoden der STD-NMR-Spek-

troskopie untersucht.

2.2.4.4.2 Durchfuhrung und Auswertung der Messungen

Vorbereitung der Proben

Deuterierter Tris-Puffer: 50 mM Tris-d11 pH 7,5
Hergestellt durch Lésen von Tris-d11 in D,O (99,8 %) ;
Einstellen des pH 7,5 mit DCI unter Benutzung von Neutralit-
pH-Indikatorstdbchen (Merck) ohne Korrektur fir D,O

Fir die STD-NMR-Messungen wurde ein IP3K-Fragment verwendet, welches lediglich die
katalytische Domane des Enzyms umfasst. Um trotz des Fehlens der Calmodulin-Bindungs-
doméane eine affinitatschromatographische Aufreinigung durchfiihren zu kdnnen, wurde das
Fragment als StrepTagll-Fusionsprotein exprimiert (siehe Abschnitte 3.1.1.3 und 3.2.2). Die
zu untersuchenden Proteine (WT und ausgewahlte Mutanten) wurden aus der loslichen
Fraktion des Bakterienlysats zunachst Uber eine P11-Phosphocellulose-Chromatographie
(siehe Abschnitt 2.2.3.2.3.1.1) vorgereinigt, danach erfolgte eine StrepTactin-Affinitatschro-
matographie (Abschnitt 2.2.3.2.3.2.2). Die Eluate wurden zunéchst Uber eine DEAE-Sepha-
cel-lonenaustauschchromatographie ankonzentriert (Abschnitt 2.2.3.2.3.1.2), eine weitere
Konzentrierung der Proben erfolgte unter Verwendung einer Centricon-10-Konzentratorein-
heit. Die Proteinkonzentration wurde gemaf der in 2.2.3.1.1 beschriebenen Methode nach
Bradford bestimmt; durch Analyse von Aliquots auf SDS-Polyacrylamidgelen (Coomassie-

und Silberfarbung) wurde die Reinheit der Proteinpréaparation tberprift (siehe 3.3.2).
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Im allgemeinen wurden fur die STD-NMR-Experimente jeweils zwischen 600 pg und 2 mg re-
kombinantes, hochreines Protein (Molekulargewicht 31 kDa) eingesetzt. Die bendtigte Pro-
teinmenge wurde in eine Centricon-10-Konzentratoreinheit Uberfuhrt und durch wiederholtes
Konzentrieren und Auffillen (ca. 5 mal) mit jeweils 1 ml deuteriertem Tris-Puffer fir die NMR-
Analysen umgepuffert. Die fertig umgepufferte Probe wurde sodann in ein NMR-Rd6hrchen

Uberfihrt und dabei auf ein Volumen von 500 pl eingestellt.

Der Ligand Inositol 1,4,5-trisphosphat (bezogen als Natriumsalz, Firma Alexis) wurde in lyo-
philisierter Form geliefert; durch Losen in 99,8 % D,O wurde eine 50 mM Ins(1,4,5)P; —
Stocklosung hergestellt, die dann fur die Einstellung der gewiinschten Konzentrationen im

NMR-R6hrchen eingesetzt wurde.

Durchfiihrung der Messungen

Alle Experimente wurden an einem DRX 500 Spektrometer (Bruker) durchgefiihrt. Bei fast
allen Messungen wurde ein inverser 5mm Tripelresonanz-Probenkopf mit z-Gradient und ab-
geschirmten Spulen verwendet; lediglich ein Experiment (Variation der Sattigungszeit bei
konstanter Ins(1,4,5)P; — Konzentration von 1,6 mM, WT-IP3K) wurde unter Verwendung ei-
nes 5mm-Multikern-Probenkopfes durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten bei einer konstan-
ten Temperatur von 280 K. Die Aufzeichnung der Spektren sowie die Prozessierung der
Rohdaten wurde mit Hilfe des Programms XWINNMR Vers. 2.5 (Bruker) vorgenommen. Alle
im Folgenden genannten Pulsprogramme sowie die Werte der bei den Experimenten kon-

stant gehaltenen Variablen kdnnen im Anhang (Abschnitt 7.1) eingesehen werden.

Die 1D-'H-STD-NMR-Spektren wurden durch Anwendung des Pulsprogrammes stdslsp ge-
neriert [Mayer, 2001]. Dieses Programm ermoglicht die Aufnahme eines eindimensionalen
Sattigungstransfer-Differenzspektrums, bei dem zusatzlich tber einen T,, - Filter die Protein-
resonanzen unterdrickt werden. Durch Variation des die Anzahl der zur Vorsattigung ver-
wendeten Gausspulse definierenden Paramters |7 kdnnen verschiedene Sattigungszeiten
eingestellt werden; bei einer Pulslange von 50 ms entspricht z.B. ein Wert von 17 = 40 einer
Sattigungszeit von 2 sec. Um auf zeitliche Schwankungen der Temperatur oder des Magnet-
feldes zurlickzufiihrende Subtraktionsartefakte zu minimieren, wird jeweils alternierend ein
Scan unter ,on resonance” - und ein Scan unter ,off-resonance” - Bedingungen durchgefihrt
und dann sofort die Subtraktion durchgefuhrt. Eine Anzahl ns von Scans entspricht im Diffe-

renzmodus somit einer Aufsummierung von ng/2 Scans.

Fiur jede eingesetzte Ligandenkonzentration wurde zusatzlich ein Referenzspektrum ohne
Vorsattigung unter ansonsten identischen Bedingungen aufgenommen (Pulsprogramm zgsl).
Erst eine solche Vorgehensweise ermoglicht die Berechnung des prozentualen STD-Effektes
sowie, bei bekannter Protein- und Ligandenkonzentration, des STD-Amplifikationsfaktors
[Mayer, 2001].
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Auswertung der Messungen

Die Rohdatensatze zusammengehoriger Einzelexperimente (z.B. STD-Spektren, die bei glei-
cher Ligandenkonzentration aber unterschiedlicher Sattigungszeit aufgenommen wurden und
das zugehorige Referenzspektrum) wurden identisch unter XWINNMR prozessiert. Insbe-
sondere wurde die Apodisierung des FID-Signals vor der Fourier-Transformation in gleicher
Weise durchgefiihrt; der Linienverbreiterungsfaktor wurde hierbei auf einen Wert zwischen
0,3 Hz und 3 Hz eingestellt. Die mit 32k Datenpunkten aufgenommenen Spektren wurden
vor der Fouriertransformation auf 64k mit Nullen aufgefillt (,zerofilling“). Nach erfolgter Fou-
rier-Transformation wurden die Spektren manuell phasenkorrigiert. Bei Spektren mit gutem
Signal/Rausch (S/N)-Verhdltnis wurde die Integrationsfunktion von XWINNMR zur Bestim-
mung der Integrale der einzelnen Peaks verwendet; die im zgsl-Referenzspektrum manuell
festgelegten Integralgrenzen wurden dabei in einer Datei abgespeichert und auf die dazu-
gehdrigen Sattigungstransfer-Differenz-Spektrum Ubertragen. Spektren mit schlechterem
S/N - Verhaltnis wurden unter Verwendung der dual-display-Funktion mit dem zugehdrigen
Referenzspektrum verglichen. Die dual-display-Funktion wurde ferner zur Auswertung von

sich partiell Uberlappenden Mehrfachpeaks verschiedener Protonen herangezogen.

Die Quantifizierung der STD-Effekte der in den Spektren differenzierbaren Protonensignale
erfolgte wie in [Mayer, 2001] durch Angabe des prozentualen STD-Effektes [% STD] bzw.,
bei bekannter Protein- und Ligandenkonzentration, durch die Angabe des STD-Amplifika-
tionsfaktors [SAF]. Diese kdnnen aus den im STD-Spektrum sowie dem zugehérigen Refe-

renzspektrum bestimmten Integralen wie folgt berechnet werden:

% STD = 100 @ hierbei ist %STD prozentualer STD-Effekt

ref SAF STD-Amplifikationsfaktor
Istp Integral im STD-Spektrum
l et Integral im Referenzspektrum
SAF = @ ﬁ Ciig Ligandenkonzentration
I et Cprat Cprot Proteinkonzentration
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3.1 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Vektoren zur prokaryotischen Expression von GgIP3K-A /
HsIP3K-B cDNA; gezielte Mutagenese der wt-Plasmide

3.1.1 Die wt-Expressionsvektoren

Alle Konstrukte basieren auf dem Vektor pET-17b (Firma Novagen). Dieser Vektor erlaubt
eine effiziente cytoplasmatische Expression der einklonierten cDNA unter der Kontrolle eines
T7-Promotors in Bakterien des E.coli K12-Sicherheitsstammes wie BL21(DE3) bzw.
BL21(DE3)RIL.

MCS

Nhel 262 T Tag
Xhol 142
T7Term. Ndel 269

Xbal 307 Abblldung 3.1

Schematische Darstellung des Vektors pET-17b;
dargestellt sind der T7-Promotor, die T7-Tag-Se-
quenz, die multiple cloning site (MCS), der T7-
Terminator-Bereich, der pBR322 ori, die fur den
Selektionsmarker B-Laktamase codierende Re-
gion (bla) sowie einige, fir die nachfolgend be-
schriebenen Klonierungen benutzte Schnittstellen
von Restriktionsendonukleasen (Xba |, Nde I,
Nhe I, Xho I)

bla

2641 p ET 17b 661

3306 bp
2311 991

pBR322 ori

3.1.1.1 PET-17b-GIK [Bertsch et al., 1999]

Dieses zu Beginn der vorliegenden Arbeit von Prof. Mayr/Dr. Bertsch zur Verfiigung gestellte
Plasmid erlaubt die prokaryotische Expression eines N-terminal trunkierten, die Calmodulin-
Bindungsdomane sowie die katalytische Doméane umfassenden Fragmentes (AA 156 — 452;

errechnetes Molekulargewicht: 36 kDa) der Ins(1,4,5)P3; 3 — Kinase aus Gallus gallus.

Xhol 4905 17 Term.
— Abbildung 3.2

Schematische Darstellung des Vektors pET-17b-
GIK; dargestellt sind der T7-Promotor, der T7-
Terminator-Bereich, der pBR322 ori, die fur den
Selektionsmarker B-Laktamase codierende Re-
gion (bla) sowie einige, fur nachfolgend beschrie-
bene Klonierungen benutzte Schnittstellen von
Restriktionsendonukleasen (Xba I, Nde I, Nco |,
Xho ). Das einklonierte cDNA-Fragment ist blau
dargestellt und beinhaltet sowohl einen codie-
renden Abschnitt als auch einen Bereich aus
pBR322 ori dem 3'UTR der GgIP3K-A.

pPET-17b-GIK
1513

Sphi 3534

Ncol 3311

Ncol 3127
Ndel 3037

Xbal 2997
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Das Plasmid wurde erzeugt durch die Ligation eines aus dem IP3K-positiven Lambda-Pha-
gen LC13 stammenden 499 bp Spe |/ Sph | - Fragmentes und eines 1368 bp Sph | / Xho | —
Fragmentes aus dem Phagen ZAP2.2MH [Bertsch et al., 1999] in den mit Nhe | / Xho | re-
stringierten pET-17b-Vektor. Es ermdglicht die Expression eines 318 Aminosaurereste um-

fassenden Proteins, dessen Sequenz und Domanenstruktur in Abbildung 3.3 dargestellt ist.

ATG GCT AGT GGA TCC CCC GGG CTG CAG GAA TTC CGG AAC AGA AGA 45 Abbildung 3.3
L 15 cDNA- und AS-Sequenz des
46 GAA AAT CAT GGA GGA AAG AAA AAG GCA TGG CAT ACA ATT AAA ACC 90 auf pET-17b-GIK codierten
16 K K A W H T I K T 30 Proteins
91 ATG GIT AAC TTA CCA GTG ATT AGC CCC TTC AAG AAA CGC TAC TCA 135 - von Vektorsequenz
31 M V N L P V I S P F K K R Y S 45 abgeleitete AS
136 TGG GIG CAG CTG GCT GGA CAT ACA GGG AGT TTC AAG GCA GCT GAT 180 - LC13-spez. Exon
46 wevoootb 60 blau: Calmodulin-Bindungsdo-
181  AGT GGT AAG ATT CTC AAA CGC TTC TCA GAG AAT GAA AAA GAG TGT 225  ane
61 7 : katalytische Doméne
226  TTT GAG CGA TTG ATG AAA GAC CCA CTA CGA TCC TGC GTC CCT TGC 270
76 90
271  TTC CAT GGT GIG GIG GAA AGA GAT GGA GAG ACC TAC ATT CAG CTG 315
91 105
316  GAT GAT TTG CTT ACT GAT TTT GAA GGG CCG TGT GIG ATG GAC TGT 360
106 120
361 AAG ATG GGG ATC AGG ACA TAC CTG GAA GAA GAG CTG ACT AAA GCC 405
121 135
406  CGT GAG AAA CCA AAG CTG CGT AAA GAC ATG TAC AAG AAA ATG ATT 450
136 150
451  GAA GTG GAT CCT CTT GCT CCT ACA GCT GAG GAG AAT GCC CAG CAT 495
151 165
496  GCT GTC ACC AAG CCC CGA TAC ATG CAG TGG AGG GAA ACA ATC AGC 540
166 180
541  TCT AGT GCC AAC CTG GGC TTT AGG ATT GAA GGG ATT AAG AAA GCA 585
181 195
586  GAT GGA ACA TGC AAC ACA AAC TTC AAA ACT ACG AAG ACA CAG GAG 630
196 210
631 CAA GIT CTC CAG GIT TTT GIG GAA TTC ATT GAG GGC AAC ACA ACT 675
211 225
676  ATT CTG AAA AAA TAC CTC AAG CGT CTG CAG GAA ATT CAT ATC ATT 720
226 240
721  CTT GAA TCC TCA GAC TTC TTC AAG CGA CAT GAG GIC GTT GGA AGT 765
241 255
766  TCA CTA CTT TTT GIA CAT GAT GGC AGT GGG AAT GCC AAT GIG TGG 810
256 270
811 CTG ATT GAT TTT GGG AAG ACC ACC CTT CTC CCT GAT GGG CAG ACG 855
271 285
856  CTG GAT CAT AGG ATC CCC TGG CAA GAA GGC AAC AGG GAG GAT GGA 900
286 300
901 TAC TTG TTG GGA CTG GAC AAT TTG ATT CGC ATC TTG GAA AGC ATC 945
301 315
946  ACT GAA AGA TGA
316 *
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3.1.1.2

PET-17b-SiS6 [SiiRe, 1998]

Dieses Plasmid (hergestellt von Silke Sif3e (1998)) erlaubt die prokaryotische Expression ei-

nes N-terminal trunkierten, die Calmodulin-Bindungsdoméne sowie die katalytische Doméane

umfassenden Fragmentes der Ins(1,4,5)P; 3 — Kinase Isoform B aus Homo sapiens.

HsIP3K_B cod.

Ncol 3296

Ndel 3037

Nhel 3993

Xbal 3743
Stul 3666

Xbal 2997 <

Xhol 4113

pET-17b-SiS6
4257 bp

T7 Term.

Abbildung 3.4

Schematische Darstellung des Vektors pET-17b-
bla SiS6; dargestellt sind der T7-Promotor, der T7-
Terminator-Bereich, der pBR322 ori, die fur den
Selektionsmarker B-Laktamase codierende Re-
gion (bla) sowie einige, fur nachfolgend beschrie-
bene Klonierungen benutzte Schnittstellen von
Restriktionsendonukleasen (Xba I, Nde I, Nco |,
Nhe I, Stu I, Xho I). Das einklonierte cDNA-Frag-
ment ist blau dargestellt und beinhaltet aus-
schlie3lich ein Fragment des codierenden Be-
reichs der humanen Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Iso-
form B.

1276

pBR322 ori

Das Plasmid wurde im Rahmen einer Diplomarbeit von Silke SufRe erzeugt. Unter Verwen-

dung eines durch RT-PCR auf aus TF-1 Zellen isolierter RNA generierten Templates wurde

ein 976 bp grofRes Fragment mittels PCR (Primer SB6, SB7) amplifiziert und tber die durch

die Primersequenzen eingefihrte Schnittstellen (Nde I, Nhe 1) in den Vektor pET-17b einli-

giert. Die einklonierte cDNA codiert fir ein 317 Aminosaurereste umfassendes Protein (AA

631 — 946 der HsIP3K-B-Vollange; errechnetes Molekulargewicht 37 kDa), dessen Sequenz

und Domanenstruktur aus Abbildung 3.5 entnommen werden kann.

46

16

91

31

136

46

181

61

226

76

ATG TCA GCT TTC CTG CAT ACC CTG GAC CAG CAG AAA CCT AGA GTG

M S A F L H T L D Q Q K P R V
AGC AAA TCA TGG AGG AAG ATA AAA AAC ATG GTG CAC TGG TCT CCC
S K S W R K I K N M V H W S P
TTC GTC ATG TCC TTC AAG AAG AAG TAC CCC TGG ATC CAG CTG GCA
F V M S F K K K Y P W I Q L

GGA CAC GCA GGG AGT TTC AAG GCA GCT GCC AAT GGC AGG ATC CTG

AAG AAG CAC TGT GAG TCA GAG CAG CGC TGC CTG GAC CGG CTG ATG

GIG GAT GIG CTG AGG CCC TTC GTA CCT GCC TAC CAT GGG GAT GIG

45

15

90

30

135

45

180

60

225

75

270

90
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271

91

316

106

361

121

406

136

451

151

496

166

541

181

586

196

631

211

676

226

721

241

766

256

811

271

856

286

901

301

946

316

GIG AAG GAC GGG GAG CGC TAC AAC CAG ATG GAC GAC CTG CTG GCcC

GAC TTC GAC TCG CCC TGT GIG ATG GAC TGC AAG ATG GGA ATC AGG

ACC TAC CTG GAG GAG GAG CTC ACG AAG GCC CGG AAG AAG CCC AGC

CTG CGG AAG GAC ATG TAC CAG AAG ATG ATC GAG GIG GAC CCC GAG

GCC CCC ACC GAG GAG GAA AAA GCA CAG CGG GCT GIG ACC AAG CCA

CGG TAC ATG CAG TGG CGG GAG ACC ATC AGC TCC ACG GCC ACC CTG

GGG TTC AGG ATC GAG GGA ATC AAG AAA GAA GAC GGC ACC GTG AAC

CGG GAC TTC AAG AAG ACC AAA ACG AGG GAG CAG GTC ACC GAG GcC

TTC AGA GAG TTC ACT AAA GGA AAC CAT AAC ATC CTG ATC GCC TAT

CGG GAC CGG CTG AAG GCC ATT CGA ACC ACT CTA GAA GIT TCT CCC

TTC TTC AAG TGC CAC GAG GIC ATT GGC AGC TCC CTC CTC TTC ATC

CAC GAC AAG AAG GAA CAG GCC AAA GIG TGG ATG ATC GAC TTT GGG

AAA ACC ACG CCC CTG CCT GAG GGC CAG ACC CTG CAG CAT GAC GIC

CCC TGG CAG GAG GGG AAC CGG GAG GAT GGC TAC CTC TCG GGG CTC

AAT AAC CTC GIC GAC ATC CTG ACC GAG ATG TCC CAG GAT GCC CCA

CTC GCC TGA

315

105

360

120

405

135

450

150

495

165

540

180

585

195

630

210

675

225

720

240

765

255

810

270

855

285

900

300

945

315

Abbildung 3.5: cDNA- und AS-Sequenz des auf pET-17b-SiS6 codierten Proteins
blau: Calmodulin-Bindungsdomaéne

: katalytische Doméne
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3.1.1.3 pSK-A, pSK-B, pSK-C

Diese Plasmide ermoglichen die prokaryotische Expression der katalytischen Doméanen der
Gg Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform A (pSK-A), der Hs Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform B (pSK-B)
bzw. der Rn Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform C (pSK-C) als StrepTagll-Fusionsproteine.

Xhol 4797 \ T7 Term. Abbildung 3.6

Schematische Darstellung des Vektors pSK-A;
GgIP3K_A 3 UTR/«/;/"W dargestellt sind der T7-Promotor, der T7-Termi-

nator-Bereich, der pBR322 ori, die fir den Selek-
tionsmarker (-Laktamase codierende Region
(bla) sowie einige, fir nachfolgend beschriebene
Klonierungen benutzte Schnittstellen von Restrik-
tionsendonukleasen (Xba I, Nar I, Nde I, Nco I,
Sph I, Xho I). Das einklonierte IP3K-cDNA-Frag-
ment ist blau dargestellt und beinhaltet aus-
schlieBlich ein Fragment des codierenden Be-
reichs der Gg Ins(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform A;
die im korrekten Leserahmen davor einklonierte
Xbal 2097 fur das StrepTagll codierende cDNA ist violett

eingezeichnet.

pSK-A
4941 bp

GgIP3K_A cod.
Sphi 3426

Ncol 3203
Narl 3073

Ndel 3037 pBR322 or

StrepTagll

Zunachst wurde das Plasmid pSK-A wie folgt hergestellt:

Durch Annealing der Primer StrepTagll-Nde/Nco und StrepTagll-Nco/Nde wurde ein 47 bp
langes, doppelstrangiges DNA-Fragment mit zu Nde | bzw. Nco | — generierten Uberhangen
kompatiblen einzelstrangigen Enden erzeugt. Dieses wurde sodann in den mit diesen Re-
striktionsendonukleasen spezifisch hydrolysierten pET-17b-GIK Vektor einligiert. Das auf die-
se Weise hergestellte 4825 bp grofRe Plasmid pEGIK-StrepTagll-21kD wurde nun mit Sph |
und dem Nar | — Isoschizomer Ehe | verdaut und ein mit den Primern RP24 und GalP3K-
31kD-5’ erzeugtes, Ehe | / Sph | restringiertes PCR-Produkt einligiert. Als Template fur die
genannte PCR-Reaktion wurde der Vektor pGEM3z-IP3K-Xba/Sph (2.1.6) verwendet.

Die auf diese Weise in den Vektor klonierte cDNA codiert fir ein 282 Aminosauren grof3es,
die Aminosauren 184 — 452 der GglP3K-A-Vollange umfassendes StrepTagll-Fusions-Prote-
in (errechnetes Molekulargewicht 32 kDa), welches mittels einer StrepTactin-Sepharose Ma-

trix aus dem Bakterienlysat aufgereinigt werden kann.

1 ATG GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC GCT GGA 45 Abbildung 3.7: cDNA-
1 M A S W s H P O F E K G A 15 und AS-Sequenz des
46 CAT ACA GGG AGT TTC AAG GCA GCT GAT AGT GGI AAG ATT CTC AAA 90 Iil:gt%isn};-A codierten
16 30 pink: StrepTagll

91 CGC TTC TCA GAG AAT GAA AAA GAG TGT TTT GAG CGA TTG ATG AAA 135 : kata|ytische

31 45 Domane

136 GAC CCA CTA CGA TCC TGC GIC CCT TGC TTC CAT GGT GIG GIG GAA 180
46 60

181 AGA GAT GGA GAG ACC TAC ATT CAG CTG GAT GAT TTG CTT ACT GAT 225
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61 75
226 TTT GAA GGG CCG TGT GIG ATG GAC TGT AAG ATG GGG ATC AGG ACA 270
76 90
271 TAC CTG GAA GAA GAG CTG ACT AAA GCC CGT GAG AAA CCA AAG CTG 315
91 105
316 CGT AAA GAC ATG TAC AAG AAA ATG ATT GAA GIG GAT CCT CTT GCT 360
106 120
361 CCT ACA GCT GAG GAG AAT GCC CAG CAT GCT GIC ACC AAG CCC CGA 405
121 135
406 TAC ATG CAG TGG AGG GAA ACA ATC AGC TCT AGT GCC AAC CTG GGC 450
136 150
451 TTT AGG ATT GAA GGG ATT AAG AAA GCA GAT GGA ACA TGC AAC ACA 495
151 165
496 AAC TTC AAA ACT ACG AAG ACA CAG GAG CAA GIT CTC CAG GIT TTT 540
166 180
541 GIG GAA TTC ATT GAG GGC AAC ACA ACT ATT CTG AAA AAA TAC CTC 585
181 195
586 AAG CGT CTG CAG GAA ATT CAT ATC ATT CTT GAA TCC TCA GAC TTC 630
196 210
631 TTC AAG CGA CAT GAG GIC GIT GGA AGT TCA CTA CTT TTT GIA CAT 675
211 225
676 GAT GGC AGT GGG AAT GCC AAT GIG TGG CTG ATT GAT TTT GGG AAG 720
226 240
721 ACC ACC CTT CTC CCT GAT GGG CAG ACG CTG GAT CAT AGG ATC CCC 765
241 255
766 TGG CAA GAA GGC AAC AGG GAG GAT GGA TAC TTG TTG GGA CTG GAC 810
256 270
811 AAT TTG ATT CGC ATC TTG GAA AGC ATC ACT GAA AGA TGA

271 *

Entsprechende, zur prokaryotischen Expression der katalytischen Doméanen der HsIP3K-B
bzw. der RnIP3K-C verwendbare Expressionsplasmide wurden durch Amplifikation der ent-
sprechenden cDNA unter Verwendung der Primer SB7 und HsIP3K-B/5’-Ehe bzw. RP24 und
RnIP3K-C/5-Ehe (siehe Abschnitt 2.1), Zwischenklonierung der erhaltenen Amplifikate in
pZero2.1 bzw. pGEM-T Easy und anschlieRende Umklonierung Uber Ehe | / Xho | in den
oben beschriebenen Vektor erhalten. Die auf diesen Vektoren (pSK-B bzw. pSK-C) codierten
Fusionsproteine sind analog dem auf pSK-A codierten Protein aufgebaut und umfassen ne-
ben dem StrepTagll und einer kurzen Linkersequenz die Aminosauren 674 — 946 (Isoform B)

bzw. 410 — 678 (Isoform C) der jeweiligen Volllangenproteine.
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3.1.2 Herstellung gezielt mutierter IP3K-Expressionsvektoren

Basierend auf den Vektoren pET-17b-GIK, pSK-A, sowie pET-17b-SiS6 wurde eine Anzahl
gezielt mutagenisierter Plasmide hergestellt, welche die prokaryotische Expression rekombi-
nanter Proteine ermdglichen, die sich lediglich in einem, in einigen Féllen auch zwei Amino-
saureresten von dem auf dem Ausgangsplasmid codierten wt- Fragment unterscheiden. Der
nachfolgende Abschnitt 3.1.2.1 bietet in Form von Tabellen eine kurze Zusammenfassung al-
ler dieser mutagenisierten Plasmide; im Abschnitt 3.1.2.2 ist fir die zwei in dieser Arbeit an-
gewandten Mutagenesemethoden (PCR-Mutagenese nach ([Picard et al., 1994], Quik-
Change-PCR-Mutagenese) die Herstellung jeweils eines gezielt mutierten Plasmides exem-

plarisch im Detail dargelegt.

3.1.2.1 Ubersicht Gber die hergestellten mutierten IP3K-Expressions-
vektoren

Tabelle 3.1: Gezielt mutierte pET-17b-GIK-Vektoren; angegeben ist jeweils der durch die Mutage-
nese bedingte Aminoséureaustausch (Nummerierung bezuglich der GglP3K-A-Volllangenform) sowie
die fur die Mutagenese eingesetzte Methode (P = PCR-Megaprimer-Mutagenese gemaR [Picard et al.,
1994], QC = QuikChange-PCR-Mutagenese (Stratagene)). Bei allen durch QuikChange-PCR-Mutage-
nese hergestellten Konstrukten diente der Vektor pET-17b-GIK als Template; bei den durch PCR-Mu-
tagenese nach [Picard et al., 1994] wurden neben dem jeweils benutzten Template sowohl die fir die
Mutagenese-PCR benutzten flankierenden Primer als auch der fir die Zwischenklonierung der PCR-
Produkte benutzte Vektor, die fur die Zwischenklonierung benutzten Restriktionsschnittstellen und die
fur die Umklonierung der mutagenisierten Fragmente in den Vektor pET-17b-GIK benutzten Endonu-
cleasen angegeben. Der/die jeweils verwendeten, die gewiinschte(n) Mutation(en) einfihrenden Muta-
geneseprimer kénnen unter der Bezeichnung der jeweiligen Mutation im Abschnitt 2.1.8 (Material; Oli-
gonukleotide) eingesehen werden; dort finden sich ebenfalls die Sequenzinformationen zu den ange-
gebenen flankierenden Primern. Mit * gekennzeichnete Mutanten wurden bisher nur auf DNA-Ebene
hergestellt und prokaryotisch exprimiert; eine enzymkinetische Charakterisierung steht noch aus. Bei
den mit ** gekenzeichneten Mutanten wurde die entsprechende Plasmid-DNA zu Beginn der Arbeit
von Prof. Mayr und Dr. Bertsch zur Verfiigung gestellt.

Mutation  Methode F'af‘k'”g Template I_<|op|ert umklo_nlert
Primer in/Uber mit
K176L P 1:Np24 PGEM3z-IP3K-  PGEM3z )\ oon
2: RP24 Xba/Sph Xba |/ Sph |
1: RP24 IP3K- GEM3z
PGEM3z-IP3K p
C209S** P Xba |/ Sph |
2: NP24 Xba/Sph Xba | / Hind Il =
1: RP24 IP3K- GEM3z
PGEM3z-IP3K p
221S** P Xba |/ Sph |
Cc2215 2: NP24 Xba/Sph Xba | / Hind Il B
C2245* P 1:RP24 PGEM3z-IP3K-  PGEM3z oo
2: NP24 Xba/Sph Xba |/ Sph
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D240A/D241A

D245A

F246L

E247L

D245A/E247A

C250S**

C2545**

K255N

K255A

K255R

R259N

E263Q*

T267A**

K268E**

R270L

K272D

K272R

K274Q

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
:NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
:NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
:NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
:NP24

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pZEro™-2.1
EcoR V

pZEro™-2.1
EcoR V

pZEro™-2.1
EcoR V

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind IlI

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph
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R276L**

R276K

K277Q

D278H**

K282L

T302D

K303Q

R305L

R310L*
L319A*
F321A*

F321D*

R322L

R322K

I1323A*

I1326A*

K327Q

K328L

W404Q **

D407S

QC
QC
QC
QC

QC
QC

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
:NP24

: RP24
:NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
:NP24

: RP24
:NP24

: RP24
2: NP24

: RP24
: NP24

: RP24
:NP24

: RP24
2: NP24

: UB40
: UB24

: UB40
- UB24

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pGEM3z-IP3K-
Xba/Sph

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pPET-17b-GIK
pPET-17b-GIK
pPET-17b-GIK
pPET-17b-GIK

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pPET-17b-GIK

pPET-17b-GIK

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pBluescript-
IP3K-UB24/40

pPET-17b-GIK

pPET-17b-GIK

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pGEM3z
Xba | / Sph |

pGEM3z
Xba 1/ Hind Il

pGEM3z
Xba 1/ Hind Ill

pZEro™-2.1
EcoR V

pZEro™-2.1
EcoR V

pZEro™-2.1
EcoR V

pBluescript
Xba |/ Sac |

pZEro™-2.1
EcoR V

pBluescript
Xba |/ Sac |

pZEro™-2.1
EcoR V

pBluescript
Sac |/ Xba |

pBluescript
Sac | / Xba |

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Xba 1/ Sph

Sph I/ Hind Il

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |

Sph 1/ Xho |
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Tabelle 3.2: gezielt mutierte pSK-A — Vektoren; diese Plasmide wurden entweder durch Quik-
Change-PCR-Mutagenese (Template: wt-pSK-A, verwendete mutationsspezifische Oligonukleotide:
siehe Abschnitt 2.1.8) hergestellt oder durch Umklonierung geeigneter Fragmente aus bereits beste-
henden, gezielt mutagenisierten pET-17b-GIK basierten Vektoren in den entsprechend restringierten
Vektor pSK-A (wt) erhalten. Die vorliegende Tabelle zeigt fir jede Mutante die zur Herstellung des
entsprechenden Expressionsplasmides verwendete Methode sowie gegebenenfalls diezur Umklonie-
rung in den Vektor pSK-A benutzten Endonucleasen. Mit * gekennzeichnete Mutanten wurden bisher
nur auf DNA-Ebene hergestellt und prokaryotisch exprimiert; eine enzymkinetische und NMR-
spektroskopische Charakterisierung steht noch aus.

Mutante Methode Umkloniert mit
K255A* Umklonieren aus pET-17b-GIK-K255A Nco | / Sph
R276L Umklonieren aus pET-17b-GIK-R276L Nco | / Sph |
R276Q* QC
K303Q Umbklonieren aus pET-17b-GIK-K303Q Sph |/ Xho |
R310L* Umklonieren aus pET-17b-GIK-R310L Sph 1/ Xhol
L319A* Umklonieren aus pET-17b-GIK-L319A Sph I/ Xho |
R322L Umklonieren aus pET-17b-GIK-R322L Sph 1/ Xhol
R322Q* QC

Tabelle 3.3: gezielt mutierte pET-17b-SiS6 — Vektoren; die Vektoren wurden entweder tber PCR-
Mutagenese nach [Picard et al., 1994] (,P*) oder geméaf} dem QuikChange-Protokoll der Firma Strata-
gene erzeugt. Die Sequenzen der jeweiligen mutationsspezifischen Oligonukleotide (Mutagenese-
primer) kdnnen im Abschnitt 2.1.8 (Material: Oligonukleotide) eingesehen werden; bei den nach
[Picard et al., 1994] erzeugten mutierten Plasmiden wurden das fur die PCR eingesetzte Template,
die verwendeten flankierenden Primer (Sequenzinformation hierzu: siehe Abschnitt 2.1.8), der fur die
Zwischenklonierung der PCR-Fragmente verwendete Vektor sowie die fur die Umklonierung der mu-
tierten Fragmente in den wt-Expressionsvekor pET-17b-SiS6 benutzten Restriktionsendonukleasen
angegeben. Bisher wurde nur die Mutante S764D enzymkinetisch charakterisiert.

Mutante Methode Flanking Primer Template kloniert Umkloniert

in/Uber mit
1: HsIP3K-B-Ncol-F 17b- ZEro™-2.1
S764A S pET-17b- P Nco |/ Stu |
2: HsIP3K-B-Stul-R SiS6 blunt
1: HsIP3K-B-Ncol-F _ _ _
pET-17b PGEM-T
S764D S . Nco |/ Stu |
2: HsIP3K-B-Stul-R SiS6 Easy
1: HsIP3K-B-Ncol-F _ _ _
pET-17b pPGEM-T
S764E S . Nco |/ Stu |
2: HsIP3K-B-Stul-R SiS6 Easy
pET-17b-
S647D QC Sis6
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S663D Qc pESTi'Slgb'

S679D QC pESTi‘Slgb‘
S764D/S647D  QC S%‘%T_'S%ZD
S764D/S663D  QC S%%Tél776tZD
S764D/S679D  QC S%‘%T_'S%ZD
3.1.2.2 Exemplarische Beschreibung der angewendeten Mutagene-

setechniken

3.1.2.2.1 PCR-Megaprimer-Mutagenese nach [Picard et al., 1994]

Die Ergebnisse werden hier examplarisch fur das Plasmid pET-17b-GIK-K255A dargestellt;
fur alle anderen mittels dieser Methode erzeugten mutierten Plasmide gilt Analoges mit den
in den obigen Tabellen aufgefihrten Templates, flankierenden Primern, Zwischenklonie-

rungsstrategien und Umklonierungen.

Erzeugung gezielt mutierter cDNA-Fragmente mittels PCR

Zur gezielte Mutagenese des Plasmids pET-17b-GIK wurde zunéchst eine Mutagenese-
PCR-Reaktion nach [Picard et al., 1994] durchgefiihrt. Als Template diente das Plasmid
pGEM3z-IP3K-Xba/Sph, welches ein Fragment der codierenden Region der GgIP3K-A bein-
haltet (siehe Kapitel 2.1.6). In den ersten 10 Zyklen der insgesamt 30 Zyklen umfassenden
PCR-Reaktion wurde zunéchst durch den Einsatz des auf der Sequenz des Vektors pGEM-
3z primenden Oligonukleotids RP24 und des (an den gewiinschten Stellen mismatch aufwei-
senden) GglP3KA-cDNA-spezifischen Primers GIK-K255A der 206 bp umfassende Megapri-
mer synthetisiert. Dieser fungierte in den nachsten 10 Zyklen der PCR-Reaktion als Gegen-
primer zu dem ebenfalls einem Abschnitt der Sequenz des Vektors pGEM-3z entsprechen-
den Primers NP24. Das auf diese Weise amplifizierte 688 bp Fragment wurde sodann in den
letzten 10 Zyklen der Reaktion durch nochmalige Zugabe des Primers RP24 weiter vermehrt.
Die Abbildung 3.8 zeigt in Lane 1 die analytische Auftrennung eines Aliquots (1/5 des Ge-
samtansatzes) eines solchen Mu