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2. Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Die Familie der MARK-Kinasen ist an der Entwicklung und Erhaltung zellulérer Polaritét
beteiligt. Urspringlich wurde MARK (MAP/Mikrotubuli-Affinitét regulierende Kinase)
aufgrund seiner Fahigkeit entdeckt, das neuronale Mikrotubuli-assoziierte Tau Protein zu
phosphorylieren. Eine durch MARK ausgel6ste Phosphorylierung bewirkt die Abldsung des
Tau Proteins von den Mikrotubuli (MT) und fuhrt im Folgenden zu deren Destabilisierung.
Diese Reaktion konnte zur Bildung der intrazelluldren abnormalen Tauaggregate (PHFs,

paarige helikale Filamente) fuhren, welche die Alzheimer Krankheit kennzeichnen.

In dieser Arbeit wurde mittels des Zwei-Hybrid-Systems nach neuen Interaktionspartnern der
SerinfThreonin  Kinase MARK gesucht. Neben dem in der Literatur bekannten
Bindungspartner 14-3-3 konnte die Kinase PAKS5 as neuer Interaktionspartner von MARK
identifiziert werden.

PAKS5 wird gehirnspezifisch exprimiert und gehdrt der p2l-aktivierten Kinase Familie an.
Einige ihrer Mitglieder werden durch Rac/Cdc42 reguliert und Uben as GTPase-Effektoren
eine wichtige Funktion bei der Regulation des Aktinnetzwerks aus. Im Gegensatz dazu sind
Funktion und Regulation von PAKS5 noch nicht eindeutig geklart. Eine PAK5-Uberexpression
in neuronaen Zellen fihrt zur Bildung von Neuritenauswtichsen, Filopodien und dendritischen
Verdstelungen. Die Regulation von PAKS5 Uber Cdc42 wird in der Literatur widersprichlich
diskutiert.

Eine Bestdtigung der im Zwei-Hybrid-Screen charakterisierten Interaktion zwischen MARK
und PAK5 efolgte durch biochemische Prézipitationsanaysen und zellbiologische
Kolokalisationsstudien. Desweiteren konnte der funktionale Zusammenhang der beiden
Kinasen naher bestimmt werden. Uberexpressionsexperimente in CHO-Zellen zeigten deutlich,
dass PAK5S ds Inhibitor der MT-destabiliserenden Kinase MARK fungiert. So konnte in
MARK/PAKS5 kotransfizierten Zellen ein dynamisches Aktin- und ein stabiles
Mikrotubulinetzwerk nachgewiesen werden. Dartber hinaus zeigten die Ergebnisse der in vitro
Kinaseassays, dass diese Inhibierung durch Bindung und nicht durch Phosphorylierung erfolgt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kinasen MARK und PAK5 ene wichtige
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Rolle bel der Regulation des Zytoskeletts spielen, wobei der ,, Aktinschater” PAKS den ,MT-
Schalter* MARK in seiner MT-destabilisierenden Funktion inhibiert.

Im zweiten Tell dieser Arbeit wurde die in der Literatur beschriebene Autoregulation von
PAKS5 (berprift. Im Gegensatz zu Ching et a. (2003) konnte im Kinaseassay eine
Autoinhibierung der PAKS durch das N-terminale AID-Fragment (AS 1-181) nicht bestétigt

werden.

Der Aktinstabilisator LIMK1 wird durch PAK4 phosphoryliert und aktiviert. Aufgrund der
grofen Sequenzhomologie zwischen PAK4 und PAKS wurde in Zwei-Hybrid-Experimenten
eine maogliche Interaktion zwischen PAKS5 und der Kinase LIMK1 untersucht. Eine
Wechselwirkung konnte hierbel genauer charakterisert werden. Allerdings lassen die
zellbiologischen Ergebnisse vermuten, dass PAK4 und PAK5 das Aktinnetzwerk auf
gegensétzliche Weise regulieren.
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3.1 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett setzt sich aus drel filamentdren Polymeren zusammen: den Aktin-Filamenten
(Mikrofilamenten), den Mikrotubuli (MT) und den Intermedi&rfilamenten (IF). Diese drel
Filamenttypen formen im Zusammenspiel mit spezifischen Bindeproteinen ein dynamisches
Netzwerk, das in der lebenden Zelle verschiedene essentielle Aufgaben erflllt. Esreguliert den
intrazelluldren Transport von Organellen, die Trennung von Chromosomen wahrend der
Meiose und Mitose, schitzt die Zelle vor aulReren mechanischen Belastungen und ist an der
spezifischen Formgebung der Zelle beteiligt (Alberts et a., 2001).

Die Formgebung bzw. Gestaltveranderung der Zelleist z.B. fur die Entwicklung eines Neurons
von entscheidender Bedeutung. So wird die Entstehung von Zellaus@ufern (Neuriten), die
axonale Wegfindung, sowie die dendritische Ausdifferenzierung und strukturelle Plastizitédt
(Albertset d., 2001) durch das Zytoskelett reguliert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Beeinflussung der Mikrotubuli- und Aktindynamik
durch die Kinasen PAK5 und MARK?2 beobachtet werden. Im Folgenden soll daher ndher auf

das Mikrotubuli- und Aktinnetzwerk eingegangen werden.

3.1.1 Das Aktinnetzwer k

Urspruinglich wurde Aktin als Bestandteil des Aktin-Myosin Komplexes identifiziert, der einen
geordneten Kontraktionsablauf der Skelettmuskulatur gewahrleistet (Straub, 1942).

In vielen Eukaryontenzellen ist Aktin mit einem Anteil von 5 % an der Gesamtproteinmenge
das haufigste Zelprotein. In engem Kontakt zur Zellmembran bildet Aktin ein dichtes
Netzwerk, das der Zelle mechanische Stabilitét verleiht und die Kontakte zwischen
Transmembranproteinen und zytoplasmatischen Proteinen aufrecht erhdt. Desweiteren spielt

das Aktinnetzwerk eine essentielle Rolle bel der Verschiebung des Zytoplasmas sowie der
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Bewegungsfahigkeit motiler Zellen (z.B. Leukozyten) (Wong et a., 1983; Lum et al., 1994;
Albertset a., 2001).

Mit einem Durchmesser von ca 7 nm stelen Aktinfilamente (F-Aktin) die diunnsten
filamentéren Strukturen des Zytoskeletts dar und werden daher auch als Mikrofilamente
bezeichnet (Lodish et ., 1996; Alberts et a., 2001).

Jedes Mikrofilament (F-Aktin) besteht aus polymerisierten Aktinmonomeren (G-Aktin), an die
ein ADP-Molekll gebunden ist. Nachdem die wachsenden Aktinfilamente ihre Maximallange
erreicht haben, wird in e nem dynamischen Flief3gleichgewicht an das eine Filamentende (Plus-
Ende) ATP-G-Aktin angelagert bzw. am anderen Ende (Minus-Ende) ADP-G-Aktin
abgespalten. Da dies zu einem stetigen Fluss von Aktinuntereinheiten durch das Aktinfilament
fahrt, wird dieser Prozess a's Tretmihlenmechanismus (,, Treadmilling”) bezeichnet (Wegner et
al., 1982).

Treadmilling
(Dynamisches Gleichgewicht)

F-Aktin

Plus-Ende M Minus-Ende

Mihle, 2004

Abbildung 1: Schematische Dar stellung des F-Aktin Treadmillings
G-Aktin lagert sich in einem dynamischen Gleichgewichtsprozess an das ,, Plus-Ende” an, wahrend ein Abbau des
G-Aktinsam ,,Minus-Ende" erfolgt.
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3.1.1.1 F-Aktin assozierte Proteine

In Nervenzellen und anderen Zelltypen findet man verschiedene Strukturen polymerisierten
F-Aktins: |lamellenartige Aktinvernetzungen (Lamellipodien) an der Bewegungsfront (,,leading
edge’) motiler Zellen, parallel angeordnete Aktinfasern (Filopodien) in fingerartigen
Zellaudaufern sowie Aktinfaserbindel (Stressfasern), die mit Zelladh&sionspunkten in
Verbindung stehen (Small et ., 2002; Palazzo et d., 2002).

Fur die Entstehung von Lamellipodien und Filopodien ist die kontrollierte Aktinpolymerisation
unerlassich. Das schematische Treadmilling-Modell in Abbildung 1 ist stark vereinfacht
dargestellt. Tatsachlich existieren mehrere Aktin-assoziierte Proteine, die den dynamischen
Umsatz des Aktinnetzwerks kontrollieren und regulieren. Hierbei unterscheidet man die Aktin-
stabilisierenden von den Aktin-destabilisierenden Proteinen.

So katalysiert zum Beispiel das Protein Profilin den Austausch von ADP-G-Aktin zu ATP-G-
Aktin, wodurch die Polymerisation neuer Aktinfilamente aktiviert wird (Pollard und Cooper,
1984; Pollard und Borisy, 2003).

Proteine der WA SP-Familie und der Arp2/3-Komplex Uben ebenfalls einen positiven Effekt
auf das Wachstum der Aktinfilamente aus. WASP aktiviert den Arp2/3-Komplex, der
daraufhin die Polymerisation von Aktinmonomeren an Verzweigungspunkten (, branching
points‘) bestehender Aktinfilamente initiiert (Mullins et al., 1998; Volkmann et a., 2001).

In einem paradlelen Signalweg stabiliseren Proteine der PAK-Familie zusammen mit der
Kinase LIMK1 (s. 3.2.3) die Aktinfilamente durch die Inhibierung des Aktin-destabilisierenden
Faktors Cofilin. Aktives Cofilin erhoht im Gegenzug die Dissoziationsrate von G-Aktin am
Minus-Ende der Aktinfilamente (zusammengefasst in Chen et al., 2000).

Eine weitere Determinierung der wachsenden Aktinfilamente erfolgt durch Capping-Proteine
wie z.B. CapZ. Dieses lagert sich an das Plus-Ende der Filamente an und verhindert durch
Abschirmung das Wachstum der Aktinfilamente (Cooper und Schafer, 2000).

Zum besseren Verstandnis der  oben  beschriebenen  Aktin-stabilisierenden  und
destabilisierenden Prozesse ist in Abbildung 2 eine Ubersicht der Aktinmaschinerie aus Pollard
und Borisy (2003) dargestelt.
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Abbildung 2: Treadmilling-Modell der Aktinmaschinerie an der Bewegungsfront (,leading edge*) einer
motilen Zelle (Pollard und Borisy, 2003)

(1) Ein extrazdluldres Signal aktiviert einen Rezeptor. (2) Dadurch werden GTPasen und PIP2 aktiviert, (3)
welche wiederum WASP aktivieren. (4) WASP bringt Aktinmonomere mit Arp2/3 zusammen, damit eine neue
Filamentabzweigung initiiert wird. (5) Das rasche Wachstum des , barbed end“ (Plus-Ende) des sich neu
bildenden Filaments (6) schiebt die Zdlmembran vorwarts. (7) Capping Proteine terminieren das
Filamentwachstum innerhalb von 1 bis 2 Sekunden. (8) Am Minus-Ende findet die Hydrolyse von G-Aktin
gebundenem ATP zu ADP dtatt, wodurch die Aktinfilamente depolymerisieren. (9) Cofilin bewirkt die
Abspaltung von ADP-Aktin von den Enden der Aktinfilamenten. (10) Profilin katalysiert den Austausch von ADP
Zzu ATP und (11) rekrutiert ATP-Aktinmonomere zum Pool freien ATP-G-Aktins, die fir die Elongation der
.barbed ends’ (Plus-Enden) zur Verfigung stehen. (12) In einem paraleden Signalweg wird der Aktin-
Destabilisierungsfaktor Cofilin von LIMK1 phosphoryliert und dadurch inhibiert.

3.1.2 Das Mikrotubulinetzwer k

Mikrotubuli bilden hohle zylindrische Strukturen, die sternférmig vom Zentrosom in die
Zél|peripherie ausstrahlen. Mit eéinem Durchmesser von 25 nm stellen sie die stérkste
Gerustfaser des Zytoskel etts dar.

Ein Mikrotubulus setzt sich aus 13 Protofilamenten zusammen, die jeweils aus
polymerisiertem a- und B-Tubulin aufgebaut sind. Alle Protofilamente verlaufen parallel zur
Langsachse und besitzen die gleiche o/B-Ausrichtung. Durch diese Anordnung erhélt jedes

MT-Filament eine Polaritét mit einem zur Zellmembran gerichteten Plus-Ende und einem im

10
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Zentrosom verankerten Minus-Ende (Mandelkow und Mandelkow, 1995; Stryer, 1996;
Alberts, 2001).

Eine weitere Tubulin-Isoform ist das y-Tubulin, welches im Zentrosom lokalisiert ist. y-
Tubuline werden a's Ausgangspunkte wachsender MT beschrieben (Oakley und Oakley, 1998;
Oakley und Akkari, 1999).

Mikrotubuli spielen eine essentielle Rolle bel der inneren und &ufReren Organisation
eukaryontischer Zellen. Sie bilden die strukturelle Hauptkomponente der Mitosespindel und
sind an der Trennung der Tochterchromosomen wahrend der Mitose beteiligt. Weiterhin
formen se die ,,dynamischen Schienen” fir den gezielten intrazellul&ren Organellen- und
Vesketransport (z.B. Endosome, Lysosome, Mitochondrien) und wirken mal3geblich am
Aufbau und Erhalt der Zellform und Zellpolaritét mit (Stryer, 1996; Alberts, 2001).

Fur die Veranderungen der Zellform sowie die Ausbildung der Mitosespindel ist ein rascher
Auf- und Abbau der Mikrotubuli notwendig (s. Abb. 3).

Entscheidend bel diesem Prozess ist die Hydrolyse des an Tubulin gebundenen GTP's. GTP-
Tubulin bindet mit einer hohen Affinitdt an die Plus-Enden der Mikrotubuli und stabilisiert
diese. Sekunden spater kann GTP- zu GDP-Tubulin  umgesetzt werden, was zur
Degtabiliserung der MT-Enden fuhrt. Aufgrund ihrer unterschiedlich markierten Enden
(stabilisierendes GTP-Tubulin, destabiliserendes GDP-Tubulin) werden einige Mikrotubuli
innerhalb ener Filamentpopulation langer bzw. kirzer. Diese Eigenschaft wird as
»dynamische Instabilitét” bezeichnet (Mitchison und Kirschner, 1984; Stryer 1996).

11
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* Hydrolysis

.
‘..-. . L ok
b ] ’0'.§
T A Gip S S

Howard J., Hyman A., Nature (2003)

sessnencsenenoReBoy

Abbildung 3: Modell fir die strukturellen Veranderungen der Mikrotubuli wahrend des GTP-Hydrolyse-
Zyklus

(A) Modéell eines Tubulin-Dimers, das aus einer - und B-Untereinheit aufgebaut ist.

(B) Kopplung der o- und B-Tubulinuntereinheiten an das Mikrotubulus-Ende. Das angedockte o-Tubulin (gelb)

[6st die GTP-Hydrolyse an der endsténdigen -Untereinheit (rot) aus.

(C) wachsendes Mikrotubulus-Ende (GTP-Tubulin): Die Protofilamente bilden eine gerade Form.

(D) zerfallendes Mikrotubulus-Ende (GDP-Tubulin): Die Protofilamente beugen sich und depolymerisieren. (D =

B-Tubulinuntereinheit) (Mandelkow et al., 1991)

3.1.2.1 Mikrotubuli-assozierte Proteine

Zur Ausbildung und Organisation der Mikrotubulistruktur in der Zelle tragen eine Vielzahl von
Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) bel. lhrer Funktion nach werden sie in drei
Hauptgruppen unterteilt: die erste Gruppe umfasst die strukturellen MAPs, die die dynamische
Instabilitdt der Mikrotubuli beeinflussen. Hierzu zdhlen die hochmolekularen Proteine (Uber
200 kDa) MAP1, 2, 3 und 4 sowie die niedermolekularen Tau-Proteine (50-70 kDa). Zur
zweiten Gruppe gehoren Motor-Proteine wie Kinesin und Dynein, die fUr den intrazelluldren
Transport entlang der Mikrotubuli verantwortlich sind. Die dritte Gruppe setzt sich aus relativ
heterogenen Proteinen und Enzymen zusammen, die unter anderem den Mikrotubulus as
zytoskeletdren Anker benutzen (Mandel kow und Mandelkow, 1995).

12
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3.1.2.1.1 Dassrukturele Mikrotubuli-assozierte Protein Tau

Innerhalb der strukturellen MAPs bilden die Tau-Proteine bedingt durch ihr niederes
Molekulargewicht von 50-70 kDa eine Untergruppe.

Das Tau Protein ist das vorherrschende MAP in den Axonen. Im humanen zentralen
Nervensystem werden durch alternatives Spleif3en der Tau-mRNA sechs | sof ormen exprimiert.
Diese unterscheiden sich durch ein bis zwel N-terminale Einschilbe (29 AS) in Kombination
mit entweder drel oder vier C-terminalen Sequenzwiederholungen von 31-32 AS (3-Repesat
oder 4-Repeat Tau (Himmler et a., 1989)).

Das Tau Protein kann in verschiedene funktionelle Doménen unterteilt werden. Der N-
terminale Bereich, der nicht an Mikrotubuli bindet und aus der Oberflache herausragt, wird as
Projektionsdoméne bezeichnet. Die C-terminde Assemblierungsdoméne mit den Repeat-
Domanen und den flankierenden prolinreichen Regionen bindet an die MT und fuhrt zu deren
Polymerisation (Gustke et al., 1994).

Neben der Stabilisierung der Mikrotubuli ist das Tau Protein an weiteren zelluldren Prozessen
beteiligt. So konnte durch Uberexpression eine Beteiligung des Tau-Proteins an dem
intrazelluldren Transport von Vesikeln und Zellorganellen entlang der MT gezeigt werden
(Ebneth et a., 1998). Weiterhin wird eine Tau-Beteiligung an der Ausbildung von
Zéellfortsdtzen und der neuronalen Polaritét diskutiert (Binder et al., 1985; Matus, 1988, Biernat
und Mandelkow, 1999) sowie eine Interaktion mit Aktinfilamenten vermutet (Cunningham et
al., 1997).

Die Bindung von Tau an die Mikrotubuli wird durch zahlreiche Phosphorylierungen reguliert.
Tau wird in vitro von der Caseinkinase | und Il (Pierre und Nunez, 1983; Singh et al., 1995),
den Cyclin-abhangigen Kinasen CDK2 und CDK5 (Baumann et al., 1993; Paudel et al., 1993),
der Phospholipid-abhangigen Proteinkinase PKC (Correas et a., 1992), der mitogen-
aktivierten Proteinkinase MAP (Drewes et d., 1992), der Glykogen-Synthase Kinase GSK3
(Mandelkow et al., 1992) sowie der Ca®*/Camodulin-abhéngigen Proteinkinase CaMK
(Steiner et a., 1990) phosphoryliert.
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Waéhrend der Alzheimer-Demenz kommt es zu einer Tau-Hyperphosphorylierung (Morishima-
Kawashima et a., 1995) sowie zur Ausbildung von Tau-Aggregaten, den paarigen helikalen
Filamenten (PHFs, , paired helicd filaments'). Diese lagern sich zu neurofibrilldren Blndeln
(NFTs, ,neurofibrillary tangels') zusammen, die auf intrazelluldrer Ebene die
Hauptkennzeichen der Alzheimerschen Krankheit darstellen (Hasegawa et d., 1992
Delacourte und Buee, 2000).

Eine besondere Rolle bal der Affinitétsregulierung von Tau an den Mikrotubuli spielt offenbar
die Phosphorylierung des Serins 262 innerhalb des KXGS-Motivs der MT-bindenden Doméne
von Tau. Von speziellem Interesse ist dabei die Proteinkinase MARK, die das Serin 262
(neben anderen verwandten Motiven) phosphoryliert und ein Ablésen des Tau Proteins von
den MT bewirkt (Biernat et a., 1993; Drewes et a., 1997; Illenberger er a., 1998).

Im folgenden Kapite soll die Struktur, die zelluldre Funktion und die Regulation der

Proteinkinase MARK erlautert werden.

3.2 Die Beeinflussung des Zytoskeletts dur ch spezifische Proteinkinasen

3.2.1 Destabilisierung des Mikrotubulinetzwer ks durch die M AP/Mikrotubuli-Affinitat
regulierende Kinase MARK

Die Serin/Threonin Kinase MARK (MAP/Mikrotubuli-Affinitét regulierende Kinase) wurde
urspringlich aufgrund ihrer Fahigkeit entdeckt, neuronales Tau zu phosphorylieren. In
gesunden Neuronen stabilisiert das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau die Mikrotubuli und
sichert somit den axonalen Transport. Eine durch MARK ausgel 6ste Phosphorylierung bewirkt
die Ablésung des Tau Proteins von den Mikrotubuli und fihrt im Folgenden zu deren
Desgtabiliserung (Biernat et al., 1993; Drewes et a., 1997).

Die MARK-Unterfamilie gehért zu der Gruppe der Ca?*/Calmodulin-abhéngigen

Proteinkinasen. Sie besteht aus vier Isoformen, die sich jewells in eine N-terminale Kopf-

Sequenz, eine konservierte Kinasedomane von ca. 30 kDa, eine Ubiquitin-assoziierte Domane

14



3. Einleitung

(UBA; Hofman und Bucher, 1996), den Spacer und einen 108 Aminosauren langen C-
terminalen Endbereich gliedern (s. Abb. 4).

A

T208___S212

G
1 53 328 365 614 722
MARK2 (1-722) |N C

CAT UBA SPACER
B

N-Terminus

1 MSSARTPLPTLNERDTEQPTLGHLDSKPSSKSNMLRGRNSATSADEQPHIGNYRLLKTIG

61 KGNFAKVKLARHILTGKEVAVKIIDKTQLNSSSLQKLFREVRIMKVLNHPNIVKLFEVIE
CAT
121 TEKTLYLVMEYASGGEVFDYLVAHGRMKEKEARAKFRQIVSAVQYCHQKFIVHRDLKAEN
208 212
181 LLLDADMNIKIADFGFSNEFTFGNKLDTFCGSPPYAAPHEL FQGKKYDGPEVDVWSLGVIL

241 YTLVSGSLPFDGONLKELRERVLRGKYRIPFYMSTDCENLLKKFLILNPSKRGTLEQIMK
UBA
301 DRWMNVGHEDDELKPYVEPLPDYKDPRRTELMVSMGYTREEIQDSLVGQRYNEVMATYLL

361 LGYKSSELEGDTITLKPRPSADLTNSSAPSPSHKVQRSVSANPKQRRSSDQAVPAIPTSN

421 SYSKKTQSNNAENKRPEEETGRKASSTAKVPASPLPGLDRKKTTPTPSTNSVLSTSTNRS
SPACER
481 RNSPLLDRASLGQASIQNGKDSTAPQRVPVASPSAHNISSSSGAPDRTNFPRGVSSRSTF

541 HAGQLRQVRDQONLPFGVTPASPSGHSQGRRGASGSIFSKFTSKFVRRNLNEPESKDRVE

601 TLRPHVVGGGGTDKEKEEFREAKPRSLRFTWSMKTTSSMEPNEMMREIRKVLDANSCQSE
C-Terminus
661 LHERYMLLCVHGTPGHENFVQWEMEVCKLPRLSLNGVRFKRISGTSMAFKNIASKIANEL

721 KL

Abbildung 4: Domanenstruktur und Proteinsequenz von MARK 2

(A) MARK2 (Drewes et a., 1997) besitzt eine Lange von 722 Aminosduren, die in verschiedene Doménen
untergliedert werden. Die Zahlen oberhalb der schematischen Struktur (A) kennzeichnen die Aminosduren der
einzelnen Doménen. Die Phosphorylierung der Aminosaurereste T208 und S212 spielen bei der Regulation der
Kinase eine bedeutende Rolle. N: N-terminale Doméne, CAT: katalytische Doméane mit Aktivierungs-schleife
(grau unterlegt), UBA: Ubiquitin-assoziierte Doméne, SPACER: Spacer-Domane, C: C-terminale Doméne

(B) Aminosdureseguenz von MARK?2.
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Die grofite Homologie findet man zwischen MARK1 und MARK?2 in der katalytischen
Doméne (97 %), der UBA (85 %) und dem C-terminden Endbereich (80 %). Im
Spacerbereich konnte eine Sequenzibereinstimmung von nur 50 % festgestellt werden
(Dreweset d., 1997).

Die MARKsweisen Homologien zu Kinl+ aus Schizosaccharomyces pombe, KIN 1 und 2 aus
Sacharomyces cerevisiae sowie Par-1 aus C. elegans und D. melanogaster auf, die alein der
embryonalen Polaritétsentwicklung eine essentielle Rolle spielen (Levin et d., 1987; Levin und
Bishop, 1990; Guo und Kemphues, 1995; Shulman et al., 2000; Pelletieri und Seydoux, 2002,
Fortini, 2004). Eine Betelligung der MARK Proteine an Polaritdt und Wachstum konnte auch
in Neuronen festgestellt werden. So konnte gezeigt werden, dass MARK die dynamische MT-
Instabilitét fordert, die fir die Formation des Wachstumskegels von Neuronen unabdingbar ist
(Biernat et ., 2002; Timm et a., 2003).

Maéausen, denen das MARK?2-Gen fehlt, zeigten Stérungen im Immunsystem, jedoch keine in
der Polaritétsentwicklung (Hurov et a., 2001). Dies lasst sich durch mdgliche redundante

Eigenschaften und Funktionen innerhab der MARK -Unterfamilie erkléren.

Die Regulation der im menschlichen Gehirn exprimierten MARK erfolgt durch die Ste20-
Kinase MARKK (MARK-Kinase). Hierbei spielt die Aminosdure Threonin 208 (T208)
innerhalb der Aktivierungsschleife eine wichtige Rolle. Durch die Phosphorylierung von T208
wird der Zugang der katalytischen Tasche stabilisiert, wodurch die aktiven Reste von MARK
in r&umliche Na&he zu dem Substrat gebracht werden (Timm et al., 2003).

Die Aktivierung von MARKK resultiert ebenso wie die von MARK?2 in der Abldsung des Tau
Proteins von den Mikrotubuli und der damit el nhergehenden Degeneration neuronaler Zellen.
Neben der erwdhnten Regulation durch MARKK sind weitere Regulationsmechanismen fir
MARK denkbar. So findet z.B. im Falle anderer Multi-Doméanen Kinasen die Regulation der
Kinaseaktivitét auf verschiedenen Ebenen statt (Huse und Kuriyan, 2002). Bekannte Beispiele
sind Pseudo-Substrat-Peptide in der katalytischen Tasche, die mit einem Inhibitor- oder
Aktivatorprotein einen Komplex bilden, regulierende Dimerisierungen oder die Bindung an
Brickenproteine, welche die Lokalisation der Kinasen in bestimmten Kompartimenten

beeinflussen.
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Unter Berticksichtigung dieses Hintergrundes sollte nach neuen Interaktions- und
Regulierungspartnern von MARK gesucht werden. Im Folgenden wird das im Zwei-Hybrid-
Screen isolierte Briickenprotein 14-3-3 kurz charakterisiert. In Kapitel 3.2.2 wird dann genauer
auf den neu identifizierten Interaktionspartner von MARK 2, die Serin/Threonin Kinase PAKS5,

eingegangen.

3.2.1.1 DasBrickenprotein 14-3-3

Die verschiedenen Isoformen der 14-3-3 Familie représentieren hoch konservierte, ubiquitér
exprimierte Proteine, die in einer Vielzahl von zeluléren Prozessen wie Signaltransduktion
(Zhang et d., 1997), Zell-Zyklus Regulation (Yang et al., 1999), neuronale Entwicklungs-
prozesse (Chang et a., 1997) und Apoptose (Zha et al., 1996) eine wichtige Rolle spielen.
14-3-3 Proteine existieren as Homo- oder Heteromere mit einem monomeren
Molekulargewicht von 30 kDa (Aitken et al., 1992). In Saugetieren wurden mittlerweile sieben
14-3-3 Isoformen identifiziert, die in Anlehnung an ihre jeweiligen HPL C-Eluationspositionen
mit griechischen Buchstaben (,g,y,n,0,7,() bezeichnet werden (Fu et al., 2000).

Aufgrund der Vielzahl von verschiedenen Bindungspartnern (unter anderem Kinasen,
Phosphatasen, Transmembranrezeptoren und anderen Signalmolekilen (Fu et a., 2000)) wird
angenommen, dass 14-3-3 die Funktion eines Briickenproteins Ubernimmt. So kdnnte es unter
anderem fUr die raumliche Anordnung von Signaltransduktionskomplexen von Bedeutung sein
(Aitken, 1996; Morrison, 1994).

Benton et a. (2002) identifizierten die MARK-homologe Kinase PAR-1 aus D. melanogaster
as einen neuen Interaktionspartner von 14-3-3. Mit Hilfe von biochemischen und
zellbiologischen Verfahren konnte dargestellt werden, dass 14-3-3 als ein essentieller K of aktor
fUr die von PAR-1 regulierte Aushildung der Zellachse fungiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 14-3-3 und PAK5 mittes Zwei-Hybrid- und

Koimmunoprézipitationsanalysen als Interaktionspartner der humanen Kinase MARK2
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beschrieben. Fir eine vollsténdige Aufkldrung der MARK-Regulierung konnten in Zukunft
weitere Experimente wie z.B. die Untersuchung eines potentiellen MARK2/PAK5/14-3-3-

Ternar-Komplexes sowie die Funktionsanalyse der einzelnen Komponenten von Interesse sein.

3.2.2 Die p21-aktivierten Kinasen (PAKs) - Regulatoren des Aktinnetzwerks

Die p2l-aktivierten Serin/Threonin Kinasen (PAKs) sind Mitglieder der Rac/Cdc42-
assoziierten Serin/Threonin Kinase Familie und Uben als GTPase-Effektoren eine wichtige
Funktion bei der Regulation des Aktinnetzwerks aus.

Bis jetzt wurden sechs menschliche PAKs identifiziert, die aufgrund ihrer Sequenzhomologie
in Gruppe | (PAK1-3) und Gruppe Il (PAK4-6) unterteilt werden.

Die Proteinstruktur der PAKs gliedert sich in eine N-terminal e regul atorische Doméne, die die
hoch konservierte p21-Bindedoméne (PBD) beinhaltet, sowie eine C-terminale Kinase-
doméne. Die PBD, auch as GTPase-Bindedoméane (GBD) bezeichnet, beinhaltet das CRIB-
Motiv (Cdc42/Rac-Interaktionsbindedoméne), welches fir die Regulation der Kinaseaktivitét
der Gruppe | (PAK 1-3) notwendig ist (Bagrodia und Cerione, 1999; Daniels et al., 1999; Dan
et a., 2001; Jaffer et al., 2002). Direkt im Anschluf? an die PBD folgt in Gruppe | das Kinase-
Inhibitor-Motiv (KI-Motiv), das bei der Autoinhibierung der Kinasen eine Rolle spielt.
Zwischen dem katalytischen und dem regulatorischen Bereich befindet sich eine prolinreiche
Doméne, die mit SH3-Motiven anderer Molekile wie z.B. PIX oder Nck wechselwirkt
(Danielset d., 1999).

Die Rontgenstrukturanalyse von PAK1 zeigt, dass die Kinase ds Dimer vorliegt. Durch die
reziproke Wechselwirkung zweier regulatorischer Doménen entsteht eine Proteinkonformation,
bei der das Kinase-Inhibitor-Motiv des einen Monomersin die katalytische Tasche des anderen
hineinragt und dabel die Aktivierungsschleife der Kinase blockiert (s. Abb. 5). Eine Bindung
der G-Proteine Cdc42/Rac an die p21-Bindedoméne verursacht die Dissoziation des Dimers
und damit die Offnung der katalytischen Tasche (Lei at al., 2000; Parrini et al., 2002; Lei et al.,
2005).
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Fur die vollsténdige Kinaseaktivitat wird die Autophosphorylierung in der Aktivitétsschleife
bendtigt. Eine erneute Kinase-Inhibierung durch Dimerisierung wird durch nachfolgende
Autophoshorylierungsreaktionen in der regul atorischen Domane unterbunden (Buchwald et dl.,
2001; Chong et al., 2001).

Lei et al. 2000

Abbildung 5: Modell der PAK 1-Aktivierung (nach Lei at al., 2000; Parrini et al., 2002)

Links: PAK1 liegt als autoinhibiertes Dimer vor. Das Kinasenhibitor (KI)-Motiv (AS 137-149) besetzt die
Offnung der katalytischen Tasche und stabilisiert dabei eine inhibierte katalytische Konformation. Gelb
kennzeichnet die N-terminale regulatorische Doméne, die verschiedenen Blautdne die Kinasedomane. Ein C-
terminales Gg, -Bindemotiv ist rot dargestellt. Die Zahlen stehen fiir die Aminoséurereste. (Die Aminoséuren 149-
249 sind in der Abbildung nicht dargestelIt).

Mitte: Durch die Bindung von GTP-Cdc42 (-Rac) an die CRIB-Doméne dissoziiert das Dimer auseinander und
entfaltet die regulatorische Doméane. Diese Konformationsanderung verursacht das Zurtickweichen des KI-Moativs
und somit die Offnung der katalytischen Tasche bzw. das Freilegen der Aktivierungsschleife. Die
Phosphorylierung des Threonins 423 (T423) aktiviert schliefdlich das Enzym.

Rechts: Sobald T423 phosphoryliert ist, kann sich PAK an verschiedenen Stellen innerhalb der ersten 250 AS
autophosphorylieren. Diese Modifikation hédlt die Kinase davon ab, in eine inhibierte Konformation
zurlickzukehren.

Im Gegensatz zur Gruppe | (PAK 1-3) sind die Regulationsmechanismen der Gruppe Il (PAK
4-6) noch nicht eindeutig geklért. Ching et a. (2003) beschrieben zum ersten Ma die
Aktivierung von PAKS5 durch Cdc42 sowie das Vorhandensein einer autoinhibitorischen
Domane (AID, AS 1-181) mit dem KI-Motiv (AS 120-133). Diese Ergebnisse stehen jedoch
im Widerspruch zu den V eréffentlichungen von Pandey et a. (2002) und Cotteret at al. (2003),
die eine PAK5-Aktivierung durch Cdc42 nicht beobachten konnten. Bei PAK4 und PAKG6
konnte weder die Aktivierung durch GTPasen noch ein KI-Motiv nachgewiesen werden (Jaffer
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et a., 2001). Erst kirzlich wurde in den Sequenzen von PAK1-6 ein konserviertes
Substratmotiv (TxY) der MKK6 identifiziert. Eine Aktivierung durch MKK®6 konnte jedoch
nur bei PAK4-6 nachgewiesen werden (Kaur et al., 2004).

KI-Motiv
120 133 S602_ Y608

30 _60 180

PAKS5 (1-719)

PBD AID

1 MFGKKKKKI FTGLPQOWHSLLADTANRPKPMVDPSCIT

61 PIQLAPMKTIVRGNKPCKETSINGLLEDFDNISVTRSNSLRKESPPTPDQGASSHGPGHA
Kl-Motiv AID
121 EENGFITFSQYSSESDTTADYTTEKYREKSLYGDDLDPYYRGSHAAKQNGHVMKMKHGEA

181 YYSEVKPLKSDFARFSADYHSHLDSLSKPSEYSDLKWEYQRASSSSPLDYSFQFTPSRTA
241 GTSGCSKESLAYSESEWGPSLDDYDRRPKSSYLNQTSPQPTMRQRSRSGSGLQEPMMPFG
301 ASAFKTHPQGHSYNSYTYPRLSEPTMCIPKVDYDRAQMVLSPPLSGSDTYPRGPAKLPQS
361 QSKSGYSSSSHQYPSGYHKATLYHHPSLQSSSQYISTASYLSSLSLSSSTYPPPSWGSSS
421 DQQOPSRVSHEQFRAALQLVVSPGDPREYLANFIKIGEGSTGIVCIATEKHTGKQVAVKKM

481 DLRKQQRRELLFNEVVIMRDYHHDNVVDMYSSYLVGDELWVVMEFLEGGALTDIVTHTRM
CAT
541 NEEQIATVCLSVLRALSYLHNQGVIHRDIKSDSILLTSDGRIKLSDFGFCAQVSKEVPKR
602 608
601 KSLVGTPYWMAPEVISRLPYGTEVDIWSLGIMVIEMIDGEPPYFNEPPLQAMRRIRDSLP

661 PRVKDLHKVSSVLRGFLDLMLVREPSQRATAQELLGHPFLKLAGPPSCIVPLMRQYRHH

Abbildung 6: schematische Doménenstruktur und Proteinsequenz von PAK5

(A) PAKS (Dan et al., 2002) I&sst sich in verschiedene Doménen unterteilen: die p21-Bindedoméane (PBD) fir die
Interaktion mit Cdc42/Rac, eine autoinhibitorische Doméne (AID) mit dem Kinase-Inhibitor-Motiv (KI) sowie
eine C-terminale Kinasedoméne. Die Phosphorylierung der Aminoséure Serin 602 in der Aktivierungsschieife ist
fur die vollsténdige Kinaseaktivierung notwendig. Die Aminosdure Tyrosin 608 ist Teil eines konservierten
Substrat-Motivs (TxY) der MKK®6.

(B) Aminoséuresequenz von PAK5 (NCBI-Genbanknummer ABO040812). Fir die Beschreibung der
Doméanenabkirrzungen siehe (A). Das KI-Motif der autoinhibitorischen Doméne (AID) ist blau unterstrichen. Die
Aktivierungsschleifeinnerhalb der Kinasedomane ist grau unterlegt.
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Die Kinase PAK5 wird gehirnspezifisch exprimiert und besitzt eine Lénge von 719 AS. Die
groite AS-Sequenzhomologie findet man zwischen PAK5 und PAK4 in der N-terminaen
PBD-Domaéne (80 %) und der Kinasedomane (84 %). In den dazwischen liegenden Bereichen
unterscheidet sich die PAK5-Sequenz sehr stark von den beiden anderen Gruppenmitgliedern
PAK4 und PAK6 (Dan et d., 2002).

Fur die vollstandige Kinaseaktivitét von PAKS5S ist die Phosphorylierung des konservierten
Aminosaurerestes Serin 602 (homolog zu PAK1 T423) in der Aktivierungsschleife notwendig
(s. Abb. 6)(Dan et al., 2002; Kaur et al., 2005).

Die funktionale Rolle von PAKS in der Zelle ist bisher noch nicht eindeutig geklart. Es wird
angenommen, dass das homologe Drosophila-Protein MBT (,, mushroom body tiny*“, kleiner
Pilzkorper) an der Differenzierung und Entwicklung von Nervenzellen in einer spezifischen
Gehirnregion der Drosophila-Fliege, ,,dem Pilzkorper”, beteiligt ist (Melzig et al., 1998).
Ahnliche Resultate wurden nach einer Uberexpression von PAKS5 in Neuroblastoma-Zellen
und hippokampalen Neuronen beobachtet. Die transfizierten Zellen bildeten Neuriten-
auswtichse, Filopodien sowie dendritische Verdstelungen (Dan et d., 2002; Bryan et ., 2004).
Weiterhin konnte eine Aktivierung der Stress-Kinase JINK bzw. des JNK-Signaweges durch
PAKS5 nachgewiesen werden (Dan et a., 2002; Pandey et al., 2002).

Ein Zusammenhang zwischen PAK5 und dem Apoptosefaktor BAD wurde in Cotteret at a.
(2003) beschrieben. PAK5S kolokalisert mit Mitochondrien und inhibiert dort die Apoptose-
Kaskade durch die Phosphorylierung des Apoptosefaktors BAD. (Eine Kolokalisation von

PAKS5 und Mitochondrien konnte in unserem Labor nicht verifiziert werden).

Im Vergleich zu PAKS ist Uber die zdluldre Funktion anderer PAK-Mitglieder naheres
bekannt. Als GTPase-Effektoren lben einige von ihnen eine wichtige Rolle bel der Regulation
des Zytoskeletts aus. So stellt z.B. PAK1 ein Verbindungsglied zwischen dem Mikrotubuli-
und dem Aktinnetzwerk dar, indem es mit Mikrotubuli-gebundenen GTP-Austauschfaktoren
und verschiedenen GTPasen interagiert. Hierdurch wird das Wachstum der Mikrotubuli und
der Aktinfilamente an Zellanhaftungspunkten (,,focal adhesions*) und an der Bewegungsfront
(,1eading edge”) wandernder Zellen verknipft (Krendel et a., 2002; Wittmann et a., 2004).
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Die Expresson von PAK4 fihrt zur Umstrukturierung des Aktinnetzwerks. Zum einen
verursacht die Bindung von Cdc42 an die PAK4 CRIB-Domaéne die Bildung von Filopodien
(Abo et al., 1998), zum anderen kann nach einer Aktivierung der Kinase LIMK1 durch PAK4
die Bildung von Aktinclustern in der Zelle beobachtet werden (Dan et al., 2001).

3.2.3DieSte-20 Kinase LIMK 1: ein Aktinstabilisator

LIM Kinasen (LIM Motiv-beinhatende Protein Kinase, LIMK) gehdren einer neuen Klasse
von Serin/Threonin-Kinasen an, die zwei N-terminale LIM-Doméanen und eine C-terminale
Kinasedoméne aufweisen. Die LIM (Lin-11, 19-1 und Mec-3)-Doméne besteht aus zwei
Zinkfinger-Motiven, die sich aus 50-60 AS aufbauen und eine bestimmte Reihenfolge von
Cystein- und Histidinresten besitzen (Okano et al., 1995). Obwohl die Funktion der meisten
Zinkfinger-Motive in der Bindung von DNA und RNA liegt, wird aufgrund vieler
Proteinstudien angenommen, dass das LIM-Motiv hauptsachlich an Proteininteraktionen
beteiligt ist (Wadman et a., 1994). So konnte das LIM-Motiv bei zahlreichen Proteinen
identifiziert werden. Hierzu zdhlen z.B. Transkriptionsfaktoren sowie Zytoskelett- und
Signalproteine, die durch Proteinbindung bel der Zelldetermination und Wachstumsregulation
eine Ralle spielen (zusammengefasst in Sanchez-Garcia und Rabitts, 1994).

Die beiden Hauptvarianten der LIM-Kinase-Familie, die hirnspezifische LIMK1 und die
ubiquitdr exprimierte LIMK2, zeigen auf der Aminosiuresequenzebene eine Uberein-
stimmung von 50 % (Okano et al., 1995; Stanyon und Bernhard, 1998).

Eine Uberexpression der LIMK1 in Zellen verursacht die Akkumulation von filamentésem F-
Aktin (, Aktincluster) und somit dramatische Verdnderungen in der Struktur des Zytoskel etts.
LIMK?1 agiert durch die Phosphorylierung des Aktin-polymerisierenden Faktors Cofilin (Serin
3). Dieser ist daraufhin nicht mehr in der Lage, F-Aktin zu binden und zu depolymerisieren
(Arber et a., 1998; Yang et al., 1998).

Wie in Kapitel 3.2.2 erwdhnt, wird die Kinase LIMK1 durch PAK4 phosphoryliert und
aktiviert (Dan et a., 2001). Bereits 1999 konnte Edwards et al. (1999) die Aktivierung der
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LIMK1 durch PAK1 beschreiben. Diese fiel jedoch im Vergleich zur Aktivierung durch PAK4
signifikant schwéacher aus (Dan et a., 2001). Bei Betrachtung der geringen Sequenzhomologie
von PAK1 und PAK4 (50 %), ist dieser Unterschied in der Substratspezifitét nicht weiter
verwunderlich.

Da enerseits die beiden gehirnspezifischen Kinasen LIMK 1 und PAKS5 einen Einfluss auf das
Aktinnetzwerk ausliben, andererseits LIMK1 von PAK4 phosphoryliert und aktiviert wird,
koénnte LIMK 1 auch als potentieller Interaktionspartner von PAKS fungieren.

3.3 Zidsetzung der Arbeit

Die MAP/Mikrotubuli-Affinitdts-regulierende Kinase (MARK) bewirkt durch eine
Phosphorylierung des neuronalen Mikrotubuli-assoziierten Tau Proteins die Destabilisierung
der Mikrotubuli (Biernat et a., 1993; Drewes et d., 1997). Im pathologischen Zustand
aggregiert das hyperphosphorylierte Tau zu den intrazelluldren “paarigen helikaen
Filamenten" (PHFs), die neben den extrazelluldren Amyloidplagues die Alzheimer-Krankheit

kennzeichnen (Hasegawa et al., 1992).

Gegenstand dieser Arbeit war die Identifizierung neuer Interaktionspartner von MARK, um
bessere Erkenntnisse Uber die Regulation der Kinaseaktivitét zu erhaten. Zu diesem Zweck
wurden Hefe-Zwei-Hybrid Versuche durchgefiihrt, in denen unter anderem die
gehirnspezifische Serin/Threonin-Kinase PAKS5 as neuer Interaktionspartner von MARK
identifiziert werden konnte.

Dadie Mitglieder der PAK-Familie eine wichtige Rolle bei der Regulation des Aktinnetzwerks
spielen, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit mittels biochemischer und zellbiol ogischer
Verfahren der funktionale Charakter der MARK/PAKS5-Interaktion sowie eine maogliche

Beeinflussung des Aktin- und Mikrotubulinetzwerks durch die beiden Kinasen untersucht.
Obwohl es bereits einige Publikationen Uber PAKS gibt, sind die Regulierungsmechanismen

noch nicht eindeutig geklart. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war daher, die Autoinhibierung

von PAKS5 im Aktivitétsassay zu untersuchen.
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In Kapitel 3.2.3 wurde auf die Aktivierung von LIMK1 durch PAK4 eingegangen. Da PAK5
die groflte Seguenzhomologie zu PAK4 aufweist, sollte in Zwei-Hybrid- und
Zellkulturexperimenten eine mogliche Interaktion zwischen PAK5 und LIMKZ1 Uberpriift

werden.
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4. Material

4. Material

4.1 Gerate

Anaysenwaage, Blottingkammer, DNA-Sequnezierungsgrét: ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Perkin Elmer) Elektrophoresekammer, Feinwaage, French-Press (Amico), Heizblock,
Hybridisierungsofen, Kuhlzentrifuge: 5415C (Eppendorf), konfokales Fluoreszenzmikroskop
(LSM 510 Meta, Zeiss), Luminescent Image Anayzer (LAS 3000, Fujifilm), Mikroskop
(Olympus CK2), Minizentrifuge, UV-Crosdinker, PCR-Gerét: ,Mastercycle persona*
(Eppendorf), pH-Meter, Phospho-Imager, Szintillationszéhler: Tricarb 1900 CA (Packard
Camberra Ltd).

4.2 Chemikalien, Enzyme, Antikor per

4.2.1 Chemikalien

Chemikaien in p.a-Qualitét wurden bezogen von:
Amersham Pharmacia Biotech, Bio-Rad, Difco, Fluka, Gibco-BRL, Merck, Roth, Sigma.

4.2.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs
T4 DNA-Ligase New England Biolabs
Klenow-Fragment New England Biolabs
Hercul ase enhanced DNA-Polymerase Stratagene
PWU-Herculase Stratagene
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4. Material

4.2.3 Molekular gewichtsmar ker

Proteinmarker:

Prestained Molecular Weight Standard Mixture (Sigma, kDa):

o2-Makroglobulin (180), B-Gaaktosidase (116), Fructose-6-phosphat Kinase (84), Pyruvat-
Kinase (58), Fumarase (48,5), Laktatdehyrogenase (36,5), Triosephosphatisomerase (26,6)
RainbowTM Coloured Protein Molecular Weight Markers (Amersham, kDa):

Myosin (220, blau), Phosphorylase b (97, braun), BSA (66, rot), Ovalbumin (45, gelb),
Kohlenstoffanhydrase (30, orange), Trypsin Inhibitor (20, blau), Lysozym (14, tiefrot).

DNA-Marker:

Smart-ladder (Clontech)

FragmentgréRen (bp): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 800,
600, 400, 200

4.2.4Kits

BaculoPlatinum™ Transfection Kit Orbigen

ECL Western Blotting Detection Amersham

Midi Nucleobond PC100 Macherey + Nagel
Invisorb Spin Plasmid Mini Kit Invitek

Gel Extraction Kit (UltraClean™ 15 Dianova

DNA Purification Kit)

Quick Change™ Site Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Effectene Transfection Reagenz Qiagen
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4. Material

4.2.5 Antikor per

4.2.5.1 priméare Antikor per

o-HA-Tag (Clontech):

polyklonaler Kaninchen-Antikorper , Western-Blot-Verdiinnung 1:100
o-His-Tag (Novagen):

monoklonaer Maus-Antikorper, Western-Blot-V erdiinnung 1:1000
o-Myc-Tag (9E10, Santa Cruz):

monoklonaer Maus-Antikdrper; Western-Blot-Verdiinnung 1:300
0-14-3-3 (Santa Cruz):

polyklonaler Kaninchen-Antikorper; Western-Blot-Verdiinnung 1:100
YL1/2 (Serotec):

monoklonaer Ratten-Antikorper gegen Tubulin, Immunofluoreszenz-V erdiinnung 1:800
o-B-Aktin (Sigma):

monoklonaer Maus-Antikdrper, Immunofluoreszenz-V erdinnung 1:800

4.2.5.2 sekundare Antikor per

MHRP (Amersham Biosciences):
o-Maus-Antikorper mit Meeretichoxidase gekoppelt, Western-Blot-V ediinnung 1:3000
rHPR (Amersham Biosciences):

o-Kaninchen-Antikorper mit M eereti choxidase gekoppelt, Western-Blot-V edlinnung
1:2000

Huorochrom-konjugierte Antikdrper (Molecular Probes):

o-Maus/a-Ratte-Antikorper konjugiert mit Cy5 oder TRITC, Immunofluoreszenz-
Verdinnung 1:200

F-Aktin-Marker:

Rhodamin-konjugiertes Phalloidin (Molecular Probes), Fluoreszenz-V erdiinnung 1:400

4.3 Stamme, Viren, Zellinien

4.3.1 Bakterienstdmme (Escherichia coli)

Bezeichnung Genotyp Quédle

DH5a F ¢80lacZAM 15 A(lacZY A-argF) U169 deoR recAl end Gibco BRL

A1lhsdR17 (r, me) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 rel Al
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4. Material

XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac Stratagene
[F" proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")].
4.3.2 Hefestdmme (Saccharomyces cerevisae)
Bezeichnung Genotyp Quéle
AH109 MATa trpl-901 leu2-3, 112 ura3-52 his 3-200 gal4A gal80A Clontech
LYS2:: GAL 1yas GAL Lrara-HIS3 GAL 2 a5 GAL 27ara-ADE2
URA3::M ELlUAS-MELlTATA-l acZ
4.3.3 Baculoviren
Es wurden Baculoviren hergestdllt, die fur folgende Proteine kodieren:
e PAKS5
e PAKS5-AID (1.-181. AS)
e PAK5-CAT (410.-719. AS)
o PAKS5 S573N/S602E
e PAKS5 S602M/T606M
e MARKK (vonDr. T. Timm zur Verflgung gestellt, MPG-ASMB)
4.3.4 Eukaryotische Zéllinien
Bezeichnung Organismus Spezifikation/Anwendung
HEK293 Homo sapiens Embryonale Nierenzellen/
Expressionsystem
CHO Hamster Zellen aus den Ovarien
chinesischer Hamster/
Untersuchung der Zytoskel ett-
organisation
Sf9 Soodoptera Insekteneierstockzel len/
frugiperda Expressionssystem
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4. Material

4.4 Plasmide

4.4.1 Eukaryotische Expressionsvektoren

Bezeichnung  Charakterisierung Anwendung Quélle
pPNG2 4,3 kb, Amp® Arbeitsvektor fur Klonierungen  MPG-
E.coli-Express onsvektor ASMB
pEU 5,475 kb, Amp~ Arbeitsvektor fir Klonierungen ~ MPG-
myc-Tag am N-Term. ASMB
pVL1392* 9,6 kb, Amp®, veranderte Baculovirus-Transfervektor MPG-
MCS, His-Tag am N-Term. ASMB
pYFP-C1 4.7 kb, Kan® Y ellow-fluorescent Expressions-  Clontech

vektor fUr Sdugerzellen

pCFP-C1 4.7 kb, Kan® Cyan-fluorescent Expression- Clontech

vektor fUr Sdugerzellen

4.4.2 Eukaryotische Expressionskonstr ukte

In dieser Arbeit wurden fol gende Expressionskonstrukte hergestellt:

Y FP:PAK5 S573N/S602E akt.

Die kondtitutiv aktive Mutante wurde mit Hilfe des Site Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) unter  Verwendung des Primers 5-CACAGGGACATAAAAAG
TGACAACATCCTCCTGACAAGCGATGGC-3° (DM 65) und des entsprechenden
Gegenstranges (Primer: DM 66) hergestellt.

Y FP:PAK5 S602M/T606M inakt.

Die dominant negative Mutante wurde mit Hilfe des Site Directed Mutageness Kit
(Stratagene) unter  Verwendung des Primers 5-GTGCCGAAGAGGAAAAT
GTTGGTTGGCATGCCCTACTGGATGGCC-3° (DM 63) und des entsprechenden
Gegenstranges (Primer: DM 64) hergestelIt.

pVL-HisPAK5

PAKS5 wurde aus dem Konstrukt pEU:PAKS5 (Quelle: MPG-ASMB) mit Ndel/Nhel isoliert
und Uber Ndel/Nhel in pVL subkloniert.
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4. Material

pVL-HisPAK5 S573N/S602E akt.
Durchfiihrung siehe Y FP:PAKS S573N/S602E akt.
pVL-HisPAK5 S602M/T606M inakt.
Durchfihrung siehe Y FP:PAKS5 S602M/T606M inakt.
pVL-His:PAK5-CAT (410.-719. AS)
PAK5-CAT wurde aus dem Konstrukt pEU:PAK5-CAT (Quele MPG-ASMB) mit
Ndel/Nhel isoliert und Uber Ndel/Nhel in pVL subkloniert.
pVL-HisPAK5-AID (AS 1-181)
PAK5-AID wurde mittddls PCR-Amplifikation mit den Restriktionsseiten Ndel/Nhel
versehen und in pVL subkloniert.
(Primer DM 7-Ndel: 5-GGTTTTGGCATCCATATGTTTGGGAAG-3
Primer DM 85.1-Nhel: 5-GCTTCACCTCAGAATAGCTAGCGCCTC-3))
pVL-His LIMK1
LIMK1 wurde mittels PCR-Amplifikation mit den Restriktionsseiten Ndel/Nhel versehen
und in pVL subkloniert.
(Primer LIMK1.3-Ndel: 5-AGAGAGTGCATATGAGGTTGACGCTAC-3'
Primer LIMK1.4-Nhel: 5-GGGCCCGCTAGCTCAGTCAG-3))
Ausgangskonstrukt: GFP-LIMK1 (von J. Condeelis, AECM, Bronx/NY)
YFP-LIMK1
LIMK1 wurde mittels PCR-Amplifikation mit den Restriktionsseiten Bglll/Hindll/
versehen und in pY FP-C1 subkloniert.
(Primer LIMK1.11-Bglll: 5-TTTAGAGAGAGATCTATGAGGTTGACGC-3
Primer LIMK1.12-HindIlI: 5-GCCCGCTGAAGCTTTCAGTCAG-3)
CFP-LIMK1
Durchfuihrung sehe Y FP-LIMK 1

Es wurden folgende bestehende Expressionskonstrukte verwendet (auf Wunsch konnen die

verwendeten Primersequenzen und Klonierungsstrategien nachgereicht werden):

Y FP-PAKS

Y FP-PAKS5 S573N/S602E akt.

Y FP-PAKS S602M/T606M inakt.
YFP-MARK?2

CFP-MARK?2 T208E akt.
pVL-HisMARK?2

pVL-His MARK2 T208A/S212A
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4. Material

4.4.3 Hefe-Zwei-Hybrid Plasmide

Bezeichnung
pGBKT7

Charakterisierung

7,3 kb, Kan®, Tryptophan-
Selektionsmarker, Gal4-
DNA - Bindedoméane vor
Polylinker

pGADT7 7,3 kb, Amp®, Leucin-
Selektionsmarker, Gal4-
Aktivierungsdomane vor
Polykinker

8,1 kb, Amp®, Leucin-
Selektionsmarker, Gal4-
Aktivierungsdomane vor
Polylinker

pACT2

4.4.4 Hefe-Zwei-Hybrid Konstrukte

Anwendung Quélle
Hefe-Zwei-Hybrid Interaktions-  Clontech
untersuchungen

Hefe-Zwei-Hybrid Interaktions-  Clontech
untersuchungen

Hefe-Zwei-Hybrid Interaktions-  Clontech

untersuchungen, cDNA-
Bibliotheksplasmid fur das Hefe-
Zwei-Hybrid System

Alle Klonierungsarbeiten wurden mit freundlicher Unterstitzung von Dr. Dorthe Matenia,
AnjaThiessen und Cindy Johne (MPG-ASMB) durchgefiihrt.

e pGBKT7:MARKS3

MARKS3 wurde aus dem Konstrukt pNG2:MARK3 (Quelle: MPG-ASMB) mit Ndel/Xhol
isoliert und nach Auffillung der Xhol-Seite mit Hilfe des Klenow Fragments uber

Ndel/Smain pGBKT7 subkloniert.
e pGBKT7:MARK2 (1-722) wt

MARK2 wurde unvollstandig mit Ndel/BamHI aus pGADT7:MARK2 (Quele MPG-
ASMB) herausgeschnitten (interne BamHI-Schnittstelle) und Uber Ndel/BamHI in

pGBKT7 subkloniert.
e pGBKT7:MARK?2T208A/S212 inakt.

MARK?2 T208A/S212 wurde mit Ndel/Clal aus pEU: MARK2 T208A/S212 (Quelle:
MPG-ASMB) isoliert. Die Clal-Schnittstelle wurde mit dem Klenow Fragment aufgefillt
und danach das Insert tber Ndel/Smal in pGBKT7 kloniert.

e pGBKT7:MARK?2 T208E akt.

Die konstitutiv aktive Mutante wurde mit Hilfe des Site Directed Mutagenesis Kit

(Stratagene) unter Verwendung

des Primers 5-AACAAGCTGGATG

AGTTCTGTGGTAGTCCTCCATAT-3(TT TEL) und des entsprechenden Gegenstranges

(Primer: TT TE2) hergestellt.
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4. Material

pGADT7:PAK5 (1-719) wt

PAKS wt wurde aus pEU:PAKS mittels Ndel/Nhel isoliert, die Nhel-Schnittstelle mit
Klenow aufgefullt und danach das Insert tber Ndel/Smal in pGADT7 subkloniert.
pPGADT7:PAK5 K478A/479A inakt.

Ausgangskonstrukt: pEU: PAKS5 K478A/479A inakt.

Durchfihrung sehe pPGADT7:PAK5 (1-719) wt

pGADT 7:PAKS5 S602M /T 606M inakt.

Ausgangskonstrukt: pVL-His: PAK5 S602M/T606M inakt.
Durchfihrung sehe pPGADT7:PAKS5 (1-719) wt

pGADT7:PAK5 S573N/S602E akt.

Ausgangskonstrukt: pVL-His:PAKS5 S573N/S602E inakt.
Durchfihrung sehe pPGADT7:PAK5 (1-719) wt

pGADT7:PAKS5 (502-719)

Ausgangskonstrukt: pEU-myc:PAKS5 (502-719) (Quelle: MPG-ASMB)
Durchfihrung sehe pPGADT7:PAK5 (1-719) wt

pGBKT7:14-3-33

Ausgangskonstrukt: pEU-myc:14-3-33 (Quelle: MPG-ASMB)
Durchfihrung sehe pPGADT7:PAKS5 (1-719) wt

pGBKT7:14-3-3¢

Ausgangskonstrukt: pEU-myc:14-3-3( (Quelle: MPG-ASMB)
Durchfihrung siehe pGADT7:PAKS5 (1-719) wt

pGBKT7:LIMK1

Ausgangskonstrukt: pVL-HisLIMK1

Durchfihrung siehe pPGADT7:PAKS5 (1-719) wt

Die folgenden MARK2- und PAK 5-Deletionsmutanten wurden mittels PCR-Amplifikation mit
spezifischen Redtriktionsseiten versehen und in pGBKT7 bzw. pGADT7 subkloniert (auf

Wunsch kénnen die verwendeten Primersequenzen und Klonierungsstrategien nachgereicht

werden):

e PGBKT7:MARK2 (1-370) * PGADT7:PAKS(1-477)
e DPGBKT7:MARK2 (1-326) * PGADT7:PAKS (1-181)
e PGBKT7:MARK2 (1-326) T208A/S212 inakt. * PGADT7:PAK5(410-719)
. POBKTTMARK2 (L.200) « PGADT7:PAKS5 (610-719)
e PGBKT7:MARK2 (53-303) * PGADT7PAKS (512-719)
e PGBKT7:MARK2 (53-303) T208A/S212 inakt, S5723N/S602E akt.

e PGBKT7:MARK2 (186-328) " RSADI DA 52 T9)
o PGBKT7:MARK2 (324-722) nat.

e PGBKT7:MARK2 (365-614)
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4.4.5 Hefe-Zwei-Hybrid cDNA-Bibliothek

Poly(dt) geprimte cDNAS aus fétalen menschlichen Gehirnen wurden tber Xhol- und EcoRlI-
Restriktionsschnittstellen in den Zwei-Hybrid Vektor pACT2 (4.4.3) as Fusion mit der Gal4-
Aktivierungsdoméne kloniert. Die cDNA-Bibliothek umfasst 3,5 x 10° unhabhéngige Klone
mit 0,5-4,0 kb grof3en cDNA-Fragmenten.

Quélle: Clontech (HL4028AH)

4.5 Medien

4.5.1 Bakterienmedien

Ampicilin: Ampicilin (erilfiltriert in H,O) 100 mg/ml
Kanamycin: Kanamycin (sterilfiltriert in H,O) 100 mg/ml
LB-Medium: LB Broth 25¢9/1
LB-Agar: LB Broth 25 g/l
Bacto-Agar 259/l
LBamp-Medium,-Agar: 100 mg Ampicilin/l LB-Medium,-Agar
SOC-Medium: Bacto Trypton 20 g/l
Y east Extract 5d
NaCl 10 mM
KCl 10 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
in H,O, pH 7.0 980 mi/l
nach dem Autoklavieren:
Glucose (1 M, steril) 20 ml

Die Sterilisation aller Medien (falls nicht anders vermerkt) erfolgte bei 120 °C fir 20 min.

Ampicilin und Kanamycin wurden nach dem Autoklavieren hinzugefigt.
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45.2 Hefemedien

Aminosaur e-Dropout-L 6sung (100 x Stock):

Arginin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylaanin
Threonin

Tryptophan

029
01lg
0649
0649
0449
01g
0649
0549
0449

wurden in 100 ml Aquabidest. gel6st, sterilfiltriert und bel 4 °C gelagert. Diein der jeweiligen

Drop-out-L6sung nicht bendtigten Aminosauren wurden weggel assen.

Glucose-L 6sung:

Selektionsmedium (SM):

Selektionsmedium-Agar :
Vollmedium (YEPD):

Glucose

Difco-Hefe-Stickstoffbasis oh. AS

Tyrosin
Uracil
Adenin

20 % (w/v)
8 g/l

55 mg/l

55 mg/l

55 mg/l

nach dem Autoklavieren auf 60 °C abkiihlen lassen:

100 x AS-Dropout-LGsung
20 % Glucose-L6sung
Bacto-Agar (in Selektionsmedium)

Hefe-Extrakt
Bacto-Pepton
Adenin

nach dem Autoklavieren:

20 % Glucose-L6sung

10 mi/l
100 mi/I
259/l
11 g/l
22 g/l
55 mg/l

100 mi/I
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Vollmedium (YEPD)-Agar: Bacto-Agar (in Vollmedium)

45.3 Zellkulturmedien

SfO-Medium:

293-Medium:

CHO-Medium:

Grace s Insekten Medium (Gibco)
Zusitze:

FCS

Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml)

Dulbecco’s modif. Eagle-Medium (Gibco)
Zusétze:

FCS

Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml)
L-Glutamin 200 mM (100 x)

F12-Nutrient Mixture (HAM; Gibco)
Zusdtze:

FCS

Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml)

25 g/l

100 ml/I
10 ml/l

100 ml/I
10 ml/l
10 ml/l

100 ml/I
10 mi/l
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5. Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Konstruktion von Expressionsplasmiden

5.1.1.1 Restriktionsverdau von DNA

Mit Hilfe spezifischer Restriktionsendonukleasen (NEB) wurde Plasmid-DNA hydrolytisch
gespalten. Fur einen analytischen Verdau wurden 0,1-0,5 ug Plasmid-DNA mit einer Einheit
Enzym in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer fir 1-2 h bei 37 °C (in wenigen Falen bei
25 °C) inkubiert. Préperative Schnitte wurden unter identischen Bedingungen mit 1,0-3,0 ug
DNA und 5-10 Einheiten Enzym durchgefuhrt.

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1/6 Volumen 6 x Probenpuffer (9 mM TrisHCI pH
7.4, 0,45 mM EDTA, 46 % (v/v) Glycerol, Spatelspitze (0,005 % (w/v) Bromphenolblau)
gestoppt und die Fragmente el ektrophoretisch aufgetrennt.

5.1.1.2 Gelelektrophorese von DNA

Mit Hilfe der horizontalen Agarose-Gelelektrophorese wurden linearisierte DNA-Molekille
ihrer Grof3e nach aufgetrennt. Fir alle Arbeiten wurden 0,8 %ige Agarosegele verwendet
(Sambrook et al., 1989), die bel konstanter Spannung von 100 V liefen. Als Laufpuffer diente
1x TAE (40 mM Tris-Acetat pH 8.0, 2mM EDTA). Nach der Elektrophorese wurden die Gele
in einer wassrigen Ethidiumbromidlosung geféarbt und anschlie3end unter UV-Licht
photographiert. Ethidiumbromid ist als interkalierende Substanz in der Lage, sich in die DNA-
Doppelhelix einzulagern und die DNA im UV-Licht sichtbar werden zu lassen.

Um die GroRRe der aufgetrennten Banden abschédtzen zu kdnnen, wurde ein standardisierter

DNA-Léangenmarker (Smart-Ladder von Clontech) aufgetragen.
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5.1.1.3 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Elution linearer DNA-Fragmente aus Agarosegelen erfolgte mit dem , Ultra Clean™ 15
DNA Purification Kit“ nach Angaben des Herstellers (Dianova). Die restringierte DNA wurde
dazu im Agarosegel aufgetrennt und die gewiinschte DNA-Bande mit dem Skalpell unter UV -
Licht ausgeschnitten. Die Extraktion und Reinigung der DNA-Fragmente basiert auf der
Losung der Agarose und selektiver Absorption der Nukleinsdure an SilicaGel Partikel in
Gegenwart einer hohen Salzkonzentration. Die Elution der DNA erfolgt in einer Lésung mit
niedriger Salzkonzentration (Aqua bidest.). Die eluierte DNA wurde anschlief}end fir
Ligationsversuche eingesetzt.

5.1.1.4 Auffillen von 5 -Uberhangenden DNA-Fragmenten

Fur blunt-end-Ligationen wurden 5'-tiberhdngende DNA-Enden mit Hilfe des Enzyms ,, DNA-
Polymerase | Large Fragment” (Klenow) aufgefillt. Zum Restriktionsansatz (20 ul) wurde 1 pl
einer 25 mM dNTP-Lésung, 3,0 pl Klenow-Puffer und 1 pl Klenow gegeben. Anschliefzend
wurde der Ansatz mit Aqua bidest. auf 50 pl aufgefllt und far 15 min. bei 25 °C inkubiert.
Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des, UltraClean™ 15 DNA-Purification Kits".

5.1.1.5 Ligation

Die ATP-abhéangige T4-DNA-Ligase ist in der Lage, freile 3'-Hydroxylenden mit 5'-
Phosphatenden von doppelstrangiger DNA zu verknipfen, indem sie die Bildung einer
Phosphodiesterbindung katalysiert. T4-DNA-Ligase kann sowohl tberhéngende (sticky) Enden
als auch glatte (blunt) Enden miteinander ligieren.

Restringierter Vektor und Insert wurden in einem molaren Verhaltnis von 1:3 gemischt und in
einem Ansatzvolumen von 20 pl mit 2,0 pl 10 x Ligationspuffer, 4,0 pul 50 % PEG 4000 und
1 pl T4-Ligase (2 U/ul) fir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansatz wurde
anschlief3end in kompetente DH50.-Zellen transformiert.
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5.1.1.6 Herstellung chemisch kompetenter Bakterienzellen

Durch die Behandlung mit zwelwertigen lonen, in diesem Falle Cacium, wurden die
Zellwande des E.coli Stammes DH5o durchldssig gemacht und zur Aufnahme von DNA
befahigt.

250 ml steriles SOB-Medium (2 % Bacto Trypton, 0,5 % Hefe Extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 100 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, pH 6.7-7.0) wurden mit ca. 10 DH50. Kolonien einer
Ubernachtkulturplatte angeimpft und bei 18 °C und 200 rpm bis zu einer ODggy von 0,6
kultiviert. Die Kultur wurde 10 min. auf Eis gekuhlt und anschlief3end fir 10 min. bei 4 °C und
3000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 80 ml eiskatem TB-Puffer (10 mM Pipes, 15 ml
CaCl,, 250 mM KCI, pH mit KOH auf 6.7 enstdlen, 55 mM MnCl, hinzufiigen)
resuspendiert. Nach Wiederholung des Kihl- und Zentrifugationsschrittes wurde das Pellet in
20 ml TB-Puffer aufgenommen und dem Ansatz unter leichtem Schwenken DM SO bis zu einer
Endkonzentration von 7 % (= 1,4 ml) zugefugt. Nach einer abschlief3enden Inkubation fur 10
min. auf Eis wurden die kompetenten Zellen zu je 200 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bel -80 °C gelagert.

5.1.1.7 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Als Transformation bezeichnet man in diesem Zusammenhang die Aufnahme von Plasmid-
DNA durch kompetente Bakterien.

30 ul/200 ul der kompetenten DH50. -Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit 1 bis 2
pl/10-20 pl Plasmid-DNA/Ligationsansatz vorsichtig vermischt. Die Zellen wurden fur 30
min. auf Eis inkubiert, danach fur 45 Sekunden einem Hitzeschock von 37 °C ausgesetzt und
erneut 2 min. auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 100 pl/500 pl SOC-Fl issigmedium wurden
die Zellsuspensionen fur 1 h bel 37 °C geschittelt.

Der Transformationsansatz wurde auf eine zwel LB+Amp-Pl atte ausgestrichen und Uber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank kultiviert.
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5.1.2 Plasmidisolation aus E.coli (Mini- und Midimaf3stab)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA im Minimal3stab wurde DNA aus einer 5 ml E.coli-
Ubernachtkultur mit dem , Invisorb Spin Plasmid Mini-Kit* nach Vorschrift des Herstellers
prapariert (Invitek). Diese Plasmid-Isolationsmethode fand Anwendung, wenn eine Klonierung
anhand von Kontrollschnitten Uberprift oder eine Hefe-Transformation durchgefihrt werden
sollte.

Fur préperative Schnitte und Sequenzierungen wurde die DNA aus einer 50-100 ml E.coli-
Ubernachtkultur mit dem ,, Nucleobond AX Kit“ der Firma Macherey-Nagel nach Vorschrift
desHergtellersisoliert.

5.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA in wassiger Losung erfolgte mit Hilfe enes
Spektralphotometers. Die Absorption der DNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm
(Absorptionsmaximum) und 280 nm gemessen. Nach Sambrook et a. (1989) wurde
vorausgesetzt, dass eine OD von 1 einer DNA-Konzentration von 50 pug/ml entspricht. Der

Quotient OD50/OD g erlaubt eine Aussage Uber die Verunreinigung der DNA mit Proteinen.
Hierbei gilt 1.8 as guter Reinheitsgrad fir DNA.

5.1.4 Sequenzierung von DNA

Die automatisierte DNA-Sequenzanalyse basiert auf einer DNA-Kettenverlangerunsreaktion
nach der Sanger-Dideoxy-Methode (Sanger et al., 1977). Der Reaktionsansatz (20 ul) enthielt
1 ng Plasmid-DNA als Matrize, 2 ul PCR-Reaktionsgemisch (,BigDye Terminator Cycle
Sequencing Mix“, Applied Biosystems), 6 ul Reaktionspuffer (,Half Term“, Applied
Biosystems) und 10 pmol Sequenzier-Oligonukleotide. Reaktionsbedingungen: 25 Zyklen aus
30 s Denaturierung bei 95 °C, 30 s Annealing bei 40 °C und 4 min. Verlangerung bel 60 °C.
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Die Seguenzierungsprodukte wurden von den nicht eingebauten fluoreszenzmarkierten
Dideoxynukl eotiden (Terminatoren) durch Ethanolfélung getrennt. Die anschlief3ende Analyse
der Reaktionsprodukte erfolgte mit dem ABI Prism 310 Genetic Andyzer (Perkin EImer) nach
dem Protokoll des Herstellers.

5.1.5 Polymer ase-K etten-Reaktion

Mit Hilfe der PCR (polymerase chain reaction) konnen selektiv DNA-Sequenzen vervielfaltigt
werden. Diese Technik basiert darauf, dass sich DNA-Dopplestrénge beim Erhitzen trennen
und durch eine hitzestabile DNA-Polymerase in Gegenwart komplementérer Primer verdoppelt
werden konnen. Wird dieser Prozess mehrfach wiederholt, steigt die Anzahl der Kopien
exponentiel an.

Fur die Reaktion wurden pro Ansatz (50 ul) 5,0 ul 10 x Herculase-Reaktionspuffer, 0,4 ul
dNTPs (25 mM-Stock), jeweils 1,0 ul der beiden Primer (10 pmol-Stock), 50-150 ng Plasmid-
DNA und 0,5 ul Herculase-DNA-Polymerase eingesetzt.

PCR-Reaktionsbedingungen: Denaturierung bei 92 °C fur 30 s, Primerannealing bel der
Primer- T, — 5 °C fir 30 s, Elongation bel 72 °C, wobei sich die Elongationszeit nach der
GroRRe des zu amplifizierenden Fragmentes richtet und ca. 1 Minute pro kb DNA betragen
sollte. Dieser Zykluswurde 35 mal wiederholt.

Ein Aliquot der amplifizierten DNA wurde zur Kontrolle der PCR gelelektrophoretisch

aufgetrennt.

5.1.6 Erstelung von Punktmutationen

Der ,QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit“ von Stratagene ist ein auf der PCR-

basierender Kit, mit dessen Hilfe Punktmutationen in bekannte DNA-Sequenzen eingefligt

werden konnen. Es werden Primer generiert, die homolog zu der zu mutierenden DNA-

Sequenz sind, zusétzlich aber eine oder mehrere der gewilinschten Punktmutationen tragen. In
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einer PCR-Reaktion wird dann das gesamte Plasmid amplifiziert und die Mutation inseriert.

Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll.

5.2 Z€llbiologische M ethoden

5.2.1 Sf9-Zellkultur

Soodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen verdoppel n sich normaerweise ale 18-24 Stunden, wenn
siein Medium mit 10 % FCS wachsen (s. 4.5.3). Die Anzucht der Sf9-Zellen erfolgtein

Spinnerkulturflaschen (Suspensionkultur) oder in Ze lkulturflaschen (adherente Zellen), wobel
bei 27 °C und Dunkelheit kultiviert wurde. Die Zellen wurden 3 x pro Woche gezahlt und auf

eine Zdldichte von 0,5 x 10° verdinnt.

5.2.1.1 Baculovirus Expressionssystem

Fur die Expresson rekombinanter Proteine in Sf9-Zellen wurde das Baculovirussystem
» BaculoGold“ von PharMingen gewahlt.

Als Transferplasmid diente eine modifizierte Form des pVL 1392, der das Fusionsprotein mit
einem aminoterminalen Polyhistidinpeptid (His;o) exprimiert.

Virogene Partikel wurden durch gemeinsame Prézipitation von 1 pg des Transferplasmid-
Konstrukts mit 0,25 pg linearisierter , BV BaculoGold DNA* auf 2 x 10° Sf9-Zellen und
anschlieffender Inkubation bei 27 °C in TNM-FH Medium (Pharmingen) erzeugt.
(Durchftihrung siehe Angaben des Herstellers)

Nach fiinf Tagen wurde der die Viren enthaltende Zelliberstand auf 5 x 10° frische Zellen (in
5 ml TNM-FH Medium) gegeben und fir weitere drel Tage bei 27 °C kultiviert. Im Lysat
dieser Zellen konnte die Expression des rekombinanten Proteins mittels Western-Blot durch
einem Antikorper gegen den aminoterminaen Polyhistidinrest nachgewiesen werden. Der
Uberstand der Zellen, d.h. das Medium mit den Viren, wurde durch eine Membran mit 0,22-
0,45 pum Porengrofefiltriert und als Arbeitd 6sung bei 4 °C gelagert.
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5.2.2 HEK 293-Zé€llkultur

293-Zéellen sind embryonale, epitheliale Nierenzellen des Menschen, die sich sowohl fir eine
transgente as auch eine stabile Transfektion mit eukaryotischen Expressionsplasmiden gut
eignen.

293-Zellen wurden fur die Experimente in DMEM mit 10 % FCS als Monolayerkulturen in
T75 Kulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO, im Kulturschrank vermehrt. Sobald die Zellen eine
70-80 %ige Konfluenz erreicht hatten, wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig
mit 5 ml PBS ohne Calcium und Magnesium gewaschen. Es folgte eine Behandlung mit 1 ml
Trypsin/EDTA fur 2-5 min. im Kulturschrank, wodurch sich die Zellen ablsten. Nach Zugabe
von frischem Medium wurden die Zellen 1:5 bis 1:10 gesplittet und in neue Kulturflaschen
uberfuhrt.

5.2.2.1 Calcium-Phosphat-Transfektion

Die Aufnahme von Plasmid-DNA durch Saugerzellen wird al's Transfektion bezel chnet.

Be der Cacium-Phosphatmethode wird die DNA in Calciumchlorid-Prazipitate
eingeschlossen. Die Préazipitate setzen sich auf der Zelloberflache ab und kénnen von den
Zéellen durch Endozytose inkorporiert werden.

Fir die Transfektionsexperimente wurden 0,6 x 10° Zellen pro 10 cm-Schale ausgesét und fir
ca. 24 h bei 37 °C kultiviert ( Zellkonfluenz ca. 60-70 %).

Bis zu 10 pg Plasmid-DNA  wurde mit Aqua bidest. auf ein Volumen von 180 ul aufgefuillt
und mit 180 pl 2 x CaCl,-Ldsung (500 mM CaCl,, 1 mM TrispH 7.5), 0,1 mM EDTA, pH 7-
8) vermischt. Dieser Ansatz wurde auf dem Vortex langsam tropfenweise mit 360 ul 2 x HBS
(50 mM Hepes, 280 mM NaCl, 1,5 mM NaHPO,, pH 7.1) versetzt.

Nach einer Inkubation von 45 min. bel RT hatte sich ein Prézipitat gebildet, das tropfenweise
zu den einige Stunden zuvor mit je 10 ml frischem Medium versorgten HEK293-Zellen
gegeben wurde. Am néchsten Morgen wurde das Medium aus den Kulturschalen abgesaugt
und dietransfizierten Zellen mit 0,3 % FCS-DMEM gefUttert.

Nach weiteren 24-48 h erfolgte die Zellernte wie unter 5.3.4 beschrieben.
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5.2.3 CHO-Zdlkultur

CHO-Zdlen stammen aus den Ovarien chinesischer Hamster. Die Zellen wurden fur die
Experimente in HAM-Medium mit 10 % FCSin T75 Kulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO,
im Kulturschrank vermehrt. Die weiteren Kulturbedingungen sind unter 5.2.2 (293-Zellkultur)

beschrieben.

5.2.3.1 Effectene-Transfektion

Das Effectene Reagenz (Quiagen) besteht aus einem Gemisch von synthetischen Membran-
vesikeln (Liposomen) und eignet sich sowohl fur transiente a's auch fur stabile Transfektionen.
Die kationische Kopfgruppe der Lipidkomponenten assoziiert mit den negativ geladenen
Phosphaten der DNA, die so in die Vesikel aufgenommen wird. Dieser DNA-Liposom
Komplex kann dann mit der Zellmembran fusionieren und das Plasmid zur Expression
kommen.

Fur die Experimente wurden 1 x 10* Zellen pro 24-Loch-Platte ausgesit. Nachdem die
Zéellkonfluenz 50-60 % betrug (nach ca. 25 h), wurden die Zellen mit dem , Effectene-
Transfektions-Reagenz Kit* nach Angaben des Herstellers transfiziert.

5.2.4 Immunofluor eszenz

Zur Visualiserung des Aktin- und Mikrotubulinetzwerks wurden 1 x10* CHO-Zellen/24-
Lochplatte auf Coverdips ausgesdt und nach ca 24 h trandfiziert. Die transfizierten CHO-
Zellen wurden am folgenden Tag (nach 16 h) mit 4 % PFA (4 % Formaldehyd in 1 x PBS
Puffer) fir 15 min. bei RT fixiert und anschlieffend 3 mal mit 1 x PBS gewaschen. Die
Permeabiliserung der Zellen erfolgte mit eiskaltem (-20 °C) 80 % Methanaol fur 5 min. bei -20
°C. Die fixierten Zellen wurden erneut 3 mal mit 1 x PBS gewaschen. Um unspezifische
Antikorperbindungen zu verhindern, wurde mit 10 % Ziegen-Serum in 1 x PBS fur 30 min. bel

37 °C blockiert. Die Coverdips wurden anschlief3end direkt mit dem 1. Antikorper (o-B-actin,
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YL1/2) fur 1 h be 37 °C behandelt, 3 mal mit 1 x PBS gewaschen und danach mit einem
Cy5-konjugiertem 2. Antikorper fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit 1 x
PBS wurden die Coverdips in einem Tropfen Permafluor (Immuntech, Marseille) eingebettet.
Neben der Aktinvisuaisierung mittels zweier Antikorper wurde as weiterer Aktin-Marker
Rhodamin-konjugiertes Phalloidin eingesetzt. Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit dem
LSM510-Mikroskop der Firma Zeiss durchgefhrt, wobel ein 63 x Objektiv verwendet wurde.

5.3 Biochemische M ethoden

5.3.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Reagenz der Firma Sigma (,, BCA Protein Kit*)

nach Angaben der zugehorigen Standardvorschrift.

5.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen wurde die Methode der diskontinuierlichen SDS
Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (SDS-PAGE) angewendet (Laemmli 1970).

Die Proben wurden in einem 4 % Sammelgel (5,4 ml Acrylamid-Bis 40 %, 27 ml 0,25 M Tris-
HCI pH 6.8, 21 ml H,0, 0,54 10 % SDS, 0,108 ml TEMED, 0,150 10 % APS) fokussiert und
in einem 10 % Trenngel (15,0 ml Acrylamid-Bis 40 %, 22 ml 1 M Tris-HCI pH 8.8, 22 ml H,0,
600 ul 10 % SDS, 120 ul Temed, 65 ul 10 % APS) getrennt. Die Proteine wurdenin 2 x SDS-
Probenpuffer (0,2 M TrissHCI pH 6.8, 2 % SDS, 20 % Glycerin, 2 % -Mercaptoethanol,
0,02 % Bromphenolblau) aufgenommen und fir 3 min. bei 100 °C denaturiert. Als
Molekulargewichtsstandard wurden 5 pl ,, Prestained Molecular Weight Standart Mixture® der
Firma Sigma aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei RT fur 50 min. bei 150 V (Sammelgel) bzw. 200-225 V
(Trenngel). Die aufgetrennten Proteine wurden anschlief3end angeférbt oder auf eine PVDF-
Membran transferiert.
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5.3.2.1 Anférbung der SDS-Gele

Coomassi e-Farbung:
Die Farbung der Gele erfolgte durch 20-minitiges Schwenken in einer Ldsung aus 0,1 % (w/v)
Coomassie Blau R-250, 45 % Methanol und 9 % Essigsdure. Entfarbt wurde 20 min. in einer

Losung aus 50 % Methanol und 10 % Essigsaure.

Silberfarbung:

Die Silberféarbung von Gelen wurde wie folgt durchgefihrt: 1. Fixierung der Proteine (20-45
min.) in einer Losung aus 30 % Ethanol und 10 % Essigsdure. 2. Vernetzung (20 min. oder
uber Nacht) in 30 % Ethanol, 0,5 M Natriumacetat, 0,5 % Glutaraldehyd-L6sung (25 %ig) und
0,2 % (w/v) Natriumthiosulfat. 3. Viermaliges Waschen (5 min.) in Aquadest. 4. Farbung (20
min.) in Silbernitrat-Losung (0,1 % (w/v), 0,02 % Formaldehyd-L 6sung (35 %ig). 5. Kurzes (1
min.) Waschen in Aqua dest.. 6. Entwicklung (ca. 1-5 min.) in 2,5 %iger Natriumcarbonat-
Losung plus 0,01 % 35 %iger Formaldehyd-Losung. 7. Stoppen der Reaktion (15 min.) in 0,05
M EDTA.

5 x Roti-Blue (kolloidale Coomassi e-Farbung, Firma Roth):

Die Anférbung radioaktiver Gele erfolgte in einer 1 x Rothi-Blue-Lésung (60 ml H,0O, 20 ml
MeOH, 20 ml 5 x Roti-Blue) tber Nacht (mind. 5 h). Entf&rbt wurde 10 min. in 75 ml H,O und
25 ml MeOH. Die geféarbten Gele wurden anschlief3end fur 2 h im Geltrockner getrocknet
(Programm: konstanter Zyklus, 80 °C, 2 h).

5.3.3Western-Blot

Die in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Protel ne wurden nach Towbin
et a. (1979) auf eine PVDF-Membran elektrotransferiert, um einen anschlief3enden
immunol ogischen Proteinnachwel's durchf tihren zu kdnnen.

Das ungeférbte Gel sowie die in Methanol aktivierte PV DF-Membran (,, Imobilon®, Millipore)
wurden in Blotting-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 5 % Methanol, 0,0375 % (w/v) SDS)
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aquilibriert. Das Blotten erfolgte mit einer Semi-Dry-Blotkammer der Firma Brenzel-Bio-
Analytik bei einer Stromstérke von 1mA/cm?.

Unspezifische Antikorper-Bindungsstellen wurden durch eingtiindiges  Schwenken in
entfetteter Milch (5 % (w/v) in TBS (10 mM TrissHCI pH 7.2, 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v)
Tween20) abgeséttigt.

Die Membran wurde 1 h bel 37 °C oder Uber Nacht bel 4 °C mit dem priméren Antikorper
inkubiert. Nach griindlichem Waschen in TBS wurde die Membran 45 min. bei 37 °C mit
dem Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikorper (Anti-Maus Antikorper bzw. Anti-
Kaninchen Antikorper, je 1:2000 in TBS) behandelt. Die Meerettich-Peroxidase der
gebundenen Antikorper wurde nach grindlichem Waschen der Membran in TBS mit dem
»ECL plus Western-Blot Detection System* (Amersham Bioscience) nach Vorschrift des
Herstellers auf ECL-Filmen (Hyperfilm, Amersham/Buchler) detektiert.

Nach erfolgter Antikorperreaktion konnen diese wieder vom Blot abgewaschen werden
(Strippen), damit mit anderen Antikorpern eine Detektion weiterer Proteine auf dem selben
Blot durchgefihrt werden kann. Dazu wurde der Blot in Strip-Puffer (10 % SDS, 0,25 M Tris-
HCIl pH 6.8, 14,5 M B-Mercaptoethanol) fur 60 min. bei 60 °C geschwenkt und anschlief3end 3
x 10 min. in TBS-Puffer gewaschen.

5.3.4 Herstellung von Zellhomogenaten

Zum Nachwels von Proteinexpressionen (s. 5.3.3 Western-Blot) sowie Untersuchungen von
Proteininteraktionen (s. 5.3.6 Koimmunoprézipitation) und Proteinphosphorylierungsstudien
(s 5.3.7 Kinase-Assay) wurden Scerevisae-, Sf9- und 293-Zellen mechanisch oder mit dem

entsprechenden Lysi spuffer aufgebrochen und die unldslichen Bestandteile abzentrifugiert.

Aufschluss von Scerevisiae-Zellen:

Eine zwel Tage zuvor transformierte Hefekultur (5 ml —Leu bzw. —Trp Selektionsmedium)
wurde 1 min. bel 14000 rpm (RT) abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschlief3end in 30 pl 1 x
SDS-Probenpuffer (s. 5.3.2) resuspendiert und sofort fur 3 min. auf 100 °C erhitzt

(Proteaseinaktivierung). Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden die Hefezellen mit Hilfe von
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Glasperlen (Sigma) und Vortex (1 min) mechanisch aufgebrochen. Dieser Vorgang
(Eisinkubation, Vortex) wurde jeweils fir 1 min. ca. 2-3 wiederholt. Nach der erneuten Zugabe
von 30 ul 1 x SDS-Probenpuffer wurde das Zellysat fir 1 min. gevortext. Die Lysatfltissigkeit
wurde anschlief?end zwischen den Glasperlen mittels kreisender Pipettenbewegungen
aufgesaugt und fur 5 min. bei RT zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde im

Western-Blot fir Protelnexpressionsnachweise in der Hefe verwendet.

Aufschluss von Sf9-Zellen:

Mit Baculovirus infizierte Sf9-Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Kulturschale
abgel 6st und durch Zentrifugation (10 min. bei 1000 x g) sedimentiert. Das Zdllpellet wurde in
flissigem Stickstoff schockgefroren oder in 50-100 pl Lysispuffer (50 mM Natriumphosphat
pH 85, 200 mM NaCl, 25 mM Imidazol pH 7.3, 1 mM [B-Mercaptoethanol, 1 mM
Benzamidin, 1 pg/ml Pepstatin A, 1 pg/ml Leupeptin, 5 mM Chaps und 1 mM PMSF) pro mi
Kulturvolumen aufgenommen. Die Zellen wurden mit der French Press auf geschlossen und die
|6dlichen Proteine durch Zentrifugation (15 min. bei 4 °C, 14000 rpm) von den Zelltrimmern
getrennt. Der Uberstand wurde fiir Koimmunoprézipitationsexperimente (s. 5.3.6) oder

Kinaseassays (s. 5.3.7) verwendet.

Aufschluss von HEK293-Zé€llen:

Transfizierte 293-Zellen (10 cm Gewebekulturschalen) wurden nach 24-48 h 2 x mit 1 x PBS
gewaschen und anschlief3end mit 2 ml 1 x PBS abgeschabt und in ein Eppendorfgefal
uberfiihrt. Die Zelsuspension wurde 10 min. bei 3450 rpm zentrifugiert und anschlief3end
wurde das Zellpellet in flissgem Stickstoff schockgefroren oder in 1 ml Lysispuffer (20 mM
TrissHCI pH 7.6, 0,5 % NP-40, 250 mM NaCl, 3 mM EDTA, 3 mM EGTA, 2 mM DTT, 0,5
mM PMSF, 20 mM [-Glycerolphosphat, 1 mM tri-Natrium-ortho-Vanadat, 1 pg/ml
Leupeptin) aufgenommen und fur 30 min. auf Eisinkubiert. Die Lysate wurde fir 15 min. bei
4 °C und 14000 rpm zentrifugiert und der erhaltene Uberstand fiir Koimmunoprézipitations-

experimente (s. 5.3.6) eingesetzt.
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5.3.5 Aufreinigung von His-markierten Fusionsproteinen aus I nsektenzellen

Zur Gewinnung von rekombinantem PAK5wt Protein sowie der PAK5-Mutanten aus Sf9-
Zellen wurden T150-Kulturflaschen (60-80 % konfluent, Kulturvolumen 25 ml) mit 0,5-2 ml
der jewelligen Virusarbeits6sung (s. 5.2.1.1) transfiziert und fir 72 h bei 27 °C in Dunkel heit
kultiviert.

Die Lyse der Zellen erfolgte wie unter 5.3.4 (Aufschluss von Sf9-Zellen) beschrieben

Der Uberstand wurde 1 h bei 4 °C mit 50 puL Ni-NTA-Beads (Quiagen) pro ml Lysispuffer
inkubiert. Die Beads wurden durch mehrmaliges Zentrifugieren (4000 rpm, 5 min. bel 4 °C)
und Aufnahme in gleichem Volumen Lysispuffer gewaschen.

Die Elution erfolgte durch zweimalige Inkubation mit je gleichem Volumen Elutionspuffer
(Lysispuffer mit 500 mM Imidazol). Das Eluat wurde Gber Nacht gegen einen Glycerol-Puffer
(50 mM Natriumphosphat pH 8.5, 200 mM NaCl, 50 % Gycerol) diaysiert und bei -20 °C
gelagert.

5.3.6 Koimmunopr &ézipitationsexperimente

Eine haufig angewandte Methode zum Nachwels von Proteininteraktionen ist die
Koprézipitation zweier Interaktionspartner.

Fur die Interaktionsstudien wurden myc- und HA-markierte Fusionsproteine in HEK293- bzw.
SfO-Zellen exprimiert.

50 ul Protein-G-Agarose (Amersham) und 10 pl a-myc-Antikorper bzw. 25 ul A-Agarose
(Amersham) und 25 ul o-HA-Antikorper wurden mit je 1 ml HEK293-Lysat (s. 5.3.4,
Lysatvolumen aus 10cm Kulturschale) vermischt und fir 2-4 h auf einem Drehmischer
inkubiert.

Wurden die Proteine in Sf9-Zellen exprimiert, wurden 300 ul Lysat (s. 5.3.4, Lysatvolumen
aus T25 Kulturflasche) mit der Héfte der oben angegebenen Agarose-/Antikdrpermengen
vermischt.

Der gebildete Agarose-Antikorper-Protein Komplex wurde durch einen kurzen Zenrtri-
fugationsschritt (1 min. bei 4 °C , 4000 rpm) sedimentiert, 3 ma mit 1 x PBS oder dem
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entsprechenden Lysispuffer gewaschen und abschlief3end in 50 ul 1 x SDS-Probenpuffer (s.
5.3.2) aufgenommen. Nach dreiminttigem Kochen bei 100 °C wurden die Proteine durch SDS-

PAGE aufgetrennt und im Western-Blot auf koprazipitierte Proteine untersucht.

5.3.7 Kinase-Assay

Diese Methode dient zum Nachweis von Phosphorylierungsereignissen sowie Aktivierungs-
und Inhibierungsprozessen.

Die verwendete Proteinkinase PAK5 wurde in Sf9-Zellen exprimiert und mit Hilfe eines N-
terminalen Hisp-Tags aufgereinigt. Die in E.coli exprimierte rekombinante MARK2 T208E
wurde freundlicherweise von Dr. T. Timm (MPG-ASMB, Hamburg) zur Verfligung gestelIt.
Die Reaktion (25 ul, davon 1/5 Val. Kinasen) wurde in Phosphorylierungspuffer (50 mM Tris
pH 7.5, 5 mM MgCl,, 1 mM Benzamidin, 2 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) mit je 5
uCi y-[*P]ATP (Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Zur Messung der MARK2 T208E
Aktivitdt wurden 150 uM TR-1 Peptid (255-NVKSKIGSTENLK-2g, die erste repetitive
Sequenz des Tau-Proteins) als Substrat eingesetzt. Die PAK5-Aktivitét wurde mittels 2 ug
Histon H4 (aus K& berthymus, Roche) pro Reaktion ermittelt.

Die Inkubation bel 30 °C fur 2-4 h wurde durch Zugabe von TCA (Endkonzentration 10 %)
gestoppt. Nach einer dreildigminitigen Inkubation auf Eis wurden die gefdlten Proteine durch
Zentrifugation (15 min. bei RT, 14000 rpm) sedimentiert.

Der Uberstand wurde zur Messung des Phosphateinbaus in das TRI1-Peptid auf
Phosphozel lul osefilter (Gibco, Millipore) aufgetragen. Nach mehrmaligem Waschen in 0,1 M
Phosphorsaure wurden die Filter kurz luftgetrocknet und die Radioaktivité mit enem
Szintillationszdhler (Tricarb 1900 CA, Packard) gemessen.

Die phosphorylierten Proteine wurden in 1 x SDS-Probenpuffer (s. 5.3.2) aufgenommen, fir 3
min. bei 100 °C erhitzt und anschlie?end in einem 10 % SDS-Ge aufgetrennt. Fur die
Auswertung der radioaktiv markierten Proteinbanden wurde das getrocknete Gel mit einer
entladenen Phosphorimagerplatte fir Smin. in einer Filmkassette inkubiert. Das Laserlicht des

Phosphorimagers bewirkt das Abfalen der Elektronen auf ihr urspringliches Energieniveau.
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Die dabei von der Phosphorimagerplatte ausgestrahlten Lichtblitze werden vom
Phosphorimager (Bio Image Analyser BAS 2000, Fuji) registriert und mit dem Programm
» TINA® (Raytest | sotopenmessgerat GmbH) datentechnisch verarbeitet.

5.4 Zwei-Hybrid-Methoden

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde zuerst von Fields und Song (1989) beschrieben. Es dient
der Interaktionsuntersuchung bekannter Proteine, der Identifizierung von Doménen und
Aminosauren, die fir eine Interaktion bendtigt werden, sowie der Durchmusterung von
Bibliotheken, um neue Bindungspartner bekannter Proteine zu isolieren.

Dieser Methode liegt die Rekongtitution des Gal4-Transkriptionsfaktors zu Grunde, der die
Expresson dreier Reportergene (Higtidin, Adenin, lacZ/MEL1) in der Hefe Saccharomyces
cerevisae aktiviert. Diesist moglich, da Gal4 in zwei funktionelle Doméanen separiert werden
kann. Die N-terminale Doméane (DB) bindet spezifische DNA-Sequenzen, wahrend die C-
terminale Doméane (AD) fur die Aktivierung der Expression von Genen des Gal aktose-Abbaus
notwendig ist. Wenn diese Domdnen voneinander getrennt werden, konnen sie die
Reportergene nicht aktivieren, obwohl die DB an die DNA binden kann.

Fur die Interaktionsuntersuchungen wird ein Protein X (Koder) mit der DNA-Bindungsdoméne
und ein Protein Y (Beute) mit der Aktivierungsdoméane des Gal4-Transkriptionsfaktors
fusioniert. Nur im Fall einer Interaktion zwischen Koder- und Beute-Protein kommt es zur
Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsfaktors und somit zur Expression der Reportergene.
Alle Hefe-Interaktionsstudien dieser Arbeit wurden mit dem MATCHMAKER Zwei-Hybrid
System 3 (Clontech) nach Angaben des Herstellers durchgef tihrt.
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Hefe-Chromosom "BD ﬁ = keine Expression

DNA-Bindungsstelle Reportergen

Hefe-Chromosom

= Expression

DNA-Bindungsstelle Reportergen

Abbildung 7: Prinzip des Zwei-Hybrid Systems

Protein X (gelb) wurde als Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdoméne (BD) eines Transkriptionsaktivators
exprimiert und kann Uber diese Doméne an eine DNA-Bindungsstelle des Hefe-Chromosoms binden. Protein Y
(blau) wurde als Fusionsprotein mit der Aktivierungsdoméne (AD) exprimiert. Eine Expression des Reportergens
(lacZ) kann nur durch eine Interaktion zwischen X und Y aktiviert werden, da in diesem Fall der Gal4-
Transkriptionsfaktor rekonstituiert wird.

5.4.1 Amplifikation von cDNA-Bibliotheken

Fur die Zwei-Hybrid-Screens wurde eine fétale menschliche cDNA-Gehirnbank (Clontech)
verwendet, die hinter die Ga4-Aktivierungsdomane des Zwei-Hybrid-Vektors pACT2 (s.
4.4.3) kloniert wurde.

Um genug cDNA-Material zur Verfigung zu haben, wurde die cDNA-Bank nach Vorschrift
des ,MATCHMAKER GAL4 Zwei-Hybrid System 3 & Libraries User Manua*“ (Clontech) in
E.coli amplifiziert.

5.4.2 Hefetransformation und Direkter Zwei-Hybrid-Test
Das Zwei-Hybrid System dient unter anderem zur Interaktionsuntersuchung zweier bekannter
Proteine. Dazu wird das Kdder-Protein hinter die Gal4-Bindungsdomane des Plasmids

pPGBKT7 und das Beute-Protein hinter die Gal4-Aktivierungsdomane des Plasmids pGADT7
bzw. pACT2 kloniert. Beide Proteine werden in den Hefestamm AH109 transformiert, der fur
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die Synthese der Aminosduren Leucin und Tryptophan auxotroph ist. DapGBKT7 ein defektes
Tryptophan-Gen und pGADT7 ein defektes Leucin-Gen besitzt, kann durch entsprechende
Wahl der Kulturmedien auf das Vorhandensein beider Plasmide in der Hefezelle selektiert

werden.

5.4.2.1 Transformation von S.cerevisiae mit Plasmiden

Firr die Hefetransformation wurde eine AH109-Ubernachtkultur in 50 ml Y EPD-Medium bei
30 °C im Schittelinkubator (200 rpm) herangezogen. Jeweils 1 ml dieser Zdlkultur wurde in
ein steriles Eppendorf-Gefa gegeben und 1 min. bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
bis auf einen Rest von 50-100 ul abgenommen. Im verbliebenen Medium wurde das Pellet
resuspendiert. Anschlief3end wurden 2 ul Carrier-DNA mit ca. 1 ug Plasmid-DNA vermischt.
Bel der Carrier-DNA handelt es sich um unspezifische einzelstréngige DNA aus Lachs
Sperma (Sigma), die im Transformationsansatz die Aufnahme von Plasmid-DNA durch
Hefezellen unterstiitzt. Nach der Zugabe von 0,5 ml Plate-Mixture (45 % PEG 4000, 1 M
LiAc, 1 M TrisHCIl pH 7.5 05 M EDTA) und 20 ul 1 M DTT wurde der ganze Ansatz
gevortext und anschlief3end fir 6-8 h oder Uber Nacht bel RT inkubiert. Nach einem 10
minttigen Hitzeschock bei 42 °C wurden 200 pl Zellen in Bodenndhe des Reaktionsgefalles
entnommen und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bel 30 °C, bis

nach ca. 3 Tagen Klone sichtbar wurden.

5.4.2.2 Direkter Zwei-Hybrid-Test

Die Plasmide zweier bekannter Proteine (Koder und Beute) wurden gemeinsam in den
Hefestamm AH109 transformiert (s. 5.4.2.1). Die Transformanten wurden zunéchst auf -Leu/-
Trp-Selektionplatten fir 3 Tage bei 30 °C herangezogen.

Mit Hilfe von sterilen Zahnstochern wurden drei Kolonien linienférmig auf -Leu/-Trp/-His-
bzw. -Leu/-Trp/-His/-Adenin-Selektionplatten ausgestrichen und bel 30 °C im Brutschrank

kultiviert. Nur bel stattfindender Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen kann der
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Hefestamm AH109 auf den Selektionsplatten wachsen, da die Reportergene Histidin und
Adenin synthetisiert werden koénnen. Nach weiteren 2-3 Tagen konnte der Hefewachstum
(Protein-Protein-Interaktion) gut vom Nichtwachstum (keine Wechselwirkung) unterschieden
werden.

Um eine noch stringentere Selektion der positiven Klone zu erreichen, wurden 100 pl X-o-
Ga-Losung (Clontech, 2 mg/ml DMF), ein Substrat der Galaktosidase, auf den Selektions-
platten ausgestrichen. Das MELL1/ lacZ-Reportergen kodiert fur die a-/B-Gaaktosidase. Die o-
Gaaktosdase ist ein sekretorisches Protein, das bei einer Proteinwechselwirkung direkt ins
Medium abgegeben wird. Durch die Umsetzung ihres Substrates X-o-Gal kann neben
Wachstum auch eine Blauférbung der Hefen auf den Indikatorplatten beobachtet werden.

5.4.3 Zwei-Hybrid cDNA-Bibliothek-Screen

Der Zwei-Hybrid cDNA-Bibliothek-Screen diente zur Suche nach neuen Bindungspartnern fir
ein bekanntes Protein (Kdder). Das Kdoder-Plasmid und die Beute-Plasmide einer cDNA-
Bibliothek wurden in den Hefestamm AH109 transformiert und auf Selektionsmedium
kultiviert. Ein Hefewachstumm konnte beobachtet werden, wenn Koder- und Beute-Protein
interagierten, da nur in diesem Fall der Transkriptionsfaktor Gal4 funktionsfahig ist und die
Reportergene (Histidin, Adenin, lacZ/MEL1) anschalten kann (s. Abb. 8).

Koéder-Plasmid Beute-Plasmid
Kan Amp
Tl'pl Leu?2
Gal4-BD
/ Gal4-AD
MARK cDNA-Bank
Transformation des Kdder-Konstrukts J

in den Hefestamm AH109

Transformation der cONA-Bank
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——

Ausstrich auf -Leu/-Trp/-His-Selektionsmedium

l

——

Interaktionstest:
Ausstrich von 400 Klonen auf -Leu/-Trp/-His/-Ade/+X-Gal-Selektionsmedium

v

Hefe Chromosom
DNA Bindestelle Reportergen

l

Identifizierung der positiven Klone:
 Beute-Plasmid-Isolierung aus Hefe-Kdder-Verlustkulturen
* E.coli-Transformation mit Beute-Plasmiden

» Hefe-Retransformation mit Beute-Plasmiden

» Sequenzierung der positiven Klone

Abbildung 8: Ubersicht eines Zwei-Hybrid-Screens

5.4.3.1 Transformation von S.cerevisiae fur den Zwei-Hybrid cDNA-Bibliothek- Screen

50 ml —Trp-Selektionsmedium wurden mit 3-4 Kolonien des mit dem Koder-Plasmid
vortransformierten Hefe-Stammes AH109 inokuliert und Uber Nacht im Schittler bei 30 °C
kultiviert. Am néchsten Morgen wurden mit dieser Kultur 250 ml Selektionsmedium (-Trp)
angeimpft, welches erneut tber Nacht bel 30 °C inkubiert wurde. Sobald sich die Zellen auf
eine ODgyo > 1,0 vermehrt hatten, wurden 3 x 500 ml Vollmedium auf eine ODgy von 0,3 bis

0,5 eingestellt. Nach 4 h Inkubation bel 30 °C und 230 rpm wurden die Zellsuspensionen auf
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insgesamt 4 Zentrifugenbecher verteilt und die Zellen be 3500 rpm 10 min. bel RT
sedimentiert. Die Zellpellets wurden mit 1 x TE gewaschen und nach erneuter Zentrifugation
in je 10 ml frisch angesetztem LiAC/TE-Mix (400 ul 100 x TE, 4 ml 10 x LiAc, 35,6 ml H,0)

resuspendiert und dann 15 min. bei 30 °C stehen gelassen.

Pro Ansatz wurden 2 ml Carrier-DNA mit 500 pg cDNA-Bibliothek-Plasmid vermischt und
zur Zellsuspension gegeben. Nach kurzem Schwenken wurde jeder Transformationsansatz zu
70 ml frisch angesetztem PEG/LiAc-Mix (56 ml 45 % PEG 4000, 7 ml 10 x LiAc, 750 ul 100
x TE, 6,25 ml H20) gegeben und fir 30 min. bei 30 °C und 220 rpm inkubiert. Jeweils 8,8 ml
DM SO wurden tropfenwei se unter vorsichtigem Schwenken zugegeben, bevor die Zellen fir 1
h einem Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad ausgesetzt wurden. Nach dem Hitzeschock
wurden alle 4 Ansétze fir 3 min. auf Eis abgekihlt und in einem Zentrifugenbecher vereinigt
und bel 3500 rpm fur 5 min. bei RT pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 | Vollmedium
aufgenommen und fur 1 h bei 30 °C und 220 rpm im Schiittler kultiviert. Anschlief3end wurden
die Hefezellen erneut pelletiert, mit 50 ml 1 x TE gewaschen, in ca 10 ml 1 x TE
aufgenommen und a 250 pl auf 40-45 Selektionsplatten (-Leu/-Trp/-His, 15 cm) ausplattiert.
Kolonien, die mdgliche Wechselwirkungen zwischen Kdder und Beute anzeigten, erschienen
nach ca. 3-8 Tagen Inkubation im 30 °C-Kulturschrank.

300-400 dieser gewachsenen Kolonien wurden anschlief3end auf -Leu/-Trp/-His/-Ade/+ X-o-
Gal-Sdlektionsplatten ausgestrichen. Nach dreitégiger Kultivierung bei 30 °C wurden die sich

blau farbenden Kolonien fur weitere Kontrolltests verwendet (s. 5.4.3.2.1).

5.4.3.1.1 Berechnung der Transformationseffiziens

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz pro ug eingesetzter DNA wurden 5 ul und 10
ul Aliquots der unter 5.4.3.1 verwendeten transformierten Zell suspension auf -Leu/-Trp-Platten
ausgestrichen und bel 30 °C fur 2-3 Tage im Brutschrank inkubiert. Die Berechnung der
K otransformationseffizienz (optimal: 1 x 10%-10* cfu/ug DNA) und die Anzahl der gescreenten
Klone (optimal: 1 x 10° erfolgte nach folgender Formel:
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. ] Anzahl der gewachsenen Hefekolonien x Vol. des Gesamtansatzes (10 ml)
Kotransform.effizienz: Vol. der ausgestrichenen Zellsuspension (5 bzw. 10 pl) x 500 ug cDNA

Anzahl gescreenter Klone: K otransformationseffizienz x 500 ug cDNA-Bibliothek

5.4.3.2 |dentifizierung der positiven Klone

Auch unter den sich blau farbenden Kolonien (s. 5.4.3.1) konnen sich falsch-positive Klone
befinden, wenn z.B. das Beute-Protein alein an die DNA bindet und die Reportergene zur
Expression anregen kann. Durch eine erneute Hefe-Retransformation konnen diese falsch-
positiven Zellen identifiziet werden. Die Hefen werden zunéchst durch die Wahl des
Selektionsmediums dazu gebracht, das Kéder-Plasmid zu verlieren und nur noch das Beute-
Plasmid zu exprimieren. Nach der Beute-Plasmid-Isolierung aus den Hefezellen (s. 5.4.3.2.1)
und der anschlief3enden Transformation dieser Plasmid-Isolate in E.coli (s. 5.4.3.2.2), wird die
Plasmid-DNA im Minimalistab isoliert und in Hefen retransformiert. Bel diesem Vorgang
wird einerseits das Beute-Plasmid mit dem Kdéder-Plasmid (Screen-Ausgangskonstrukt) und
andererseits das Beute-Plasmid mit dem Koder-Leervektor kotransformiert (s. 5.4.3.2.3). Mit
Hilfe von -Leu/-Trp/-Hig/-Ade/+ X-a-Gal-Sel ektionsplatten kdnnen nun eindeutig positive von

falsch positiven Klonen unterschieden werden.

5.4.3.2.1 Hefe-Kdder-Verlustkulturen

Koder- und Beute-Plasmid enthaltende AH109 Hefezellen (s. 4.3.2) wurden in 5 ml -Leu-
Selektionsmedium fir 2 Tage bei 30 °C und 220 rpm Kultiviert.

Die Hefe-Koder-Verlustkulturen wurden 1 min. bei 14000 rpm und RT sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in 200 ul sterilfiltriertem STET-Puffer (8 % Saccharose, 50 mM EDTA, 50
mM Tris-HCI pH 8.0, 5 % TritonX-100) resuspendiert und nach Zugabe von 200 pl Glasperlen
(Sigma) fur 5 min. gevortext (mechanische Zellwandaufbrechung). Nach einem kurzen
Aufkochen der Zellysate (3 min. bei 100 °C) wurden die Ansédtze auf Eis abgekihlt und die
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Zelltrimmer anschlieffend for 10 min. be 4 °C und 14000 rpm pélletiert. 100 pl des
Uberstandes wurden in ein neues Eppendorfgefal tberfiihrt, in welchem bereits 100 pl 5 M
Kaliumacetat vorgelegt worden waren. Es folgten 30 min. Inkubation auf Eis und danach eine
10 miniitige Zentrifugation (14000 rpm) bei 4 °C. 50 pl des Uberstandes wurden mit 100 pl
,Ultrasalt und 5 pl Glasmilch (Ultra Clean™ 15 DNA Purification Kit, Dianova) vermischt
und fir 5 min. bel RT inkubiert. Nach einem Zentrifugations- (30 s, 14000 rpm, RT) und
Waschschritt mit 1 ml ,, Ultra-Wash” wurde die DNA kurz getrocknet (5 min., RT) und danach
mit 10 ul 1 x TE (55 °C, 3 min.) eluiert.

5.4.3.2.2 E.coli-Transformation mit Beute-Plasmiden aus Hefezellen

Fur die Amplifikation der eluierten Beute-Plasmid-DNA (s. 5.4.3.2.1) wurde der gesamte
Elutionsansatz in 50 pl kompetente DH5a-Z€ellen transformiert (s. 5.1.1.7). Da Bakterien bel
einer Transformation erfahrungsgemal nur ein Plasmid aufnehmen und die Zellen fir die
anschlieffende Plasmidisolation in LB+amp Flissigmedium angeimpft wurden, sollte die im
Minimaldstab (s. 5.1.2) isolierte DNA definitiv keine Restspuren des Koder-Plasmids
aufweisen (s. auch 5.4.3.2.1).

5.4.3.2.3 Hefe-Retransformation mit Beute-Plasmiden aus E.coli

Zur Unterscheidung der positiven von den falsch-positiven Klonen wurde das Beute-Plasmid
mit dem Koder-Plasmid (Screen-Ausgangskonstrukt) kotransformiert (s. 5.4.2.1). Als negative
Kontrolle wurde das Beute-Plasmid in einem parallelen Ansatz mit dem Koder-L eervektor
kotransformiert und auf -Leu/-Trp/-His/-Ade/+ X-a-Gal-Selektionsplatten ausgestrichen. Bei
einem falsch positiven Klon konnte (blaues) Hefewachstum im Transformationsansatz sowie
im Kontrollansatz beobachtet werden. In diesem Fal kann das Beute-Protein ohne

Wechselwirkung mit dem Koder-Protein die Reportergene anschalten.
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5.4.3.2.4 Sequenzierung der positiven Klone

Zur ldentifizierung der auf dem Beute-Plasmid kodierten cDNAs wurden die positiven Klone
mit Hilfe des ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) sequenziert (s. 5.1.4) und durch
eine computergestiitzte Datenbanksuche im Internet identifiziert (Blast-Search-Funktion der
NCBI-Web Seite www.nchi.nim.nih.gov/index.html).
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Die MAP/Mikrotubuli-Affinitats-regulierende Kinase (MARK) spielt eine wichtige Rolle bei
der anormalen Phosphorylierung des neuronalen Mikrotubuli-assoziierten Tau Proteins, dasim
pathologischen Zustand zu den "paarigen helikaen Filamenten" (PHF) — Kennzeichen der
Alzheimer-Krankheit — aggregiert. Die Aktivierung der im menschlichen Gehirn exprimierten
MARK?2 erfolgt durch die Ste20-Kinase MARKK (MARK-Kinase).

Die Regulation der Kinaseaktivitdt kann auf verschiedenen Ebenen stattfinden. Im ersten
Abschnitt dieser Arbeit sollte unter Verwendung des Hefe Zwei-Hybrid-Systems neue
Interaktionspartner von MARK?2 und MARK3 identifiziert werden. Dieser Ansatz konnte zur
weiteren Aufkldrung der MARK-Regulierung beitragen. Die im Screen isolierten
Interaktionspartner PAKS5 und 14-3-3 sollten im Anschlul® durch biochemische und
zellbiologische Verfahren charakterisiert werden und die in vivo-Relevanz ihrer Interaktion mit
MARK?2 Uberpruft werden.

Der zweite Abschnitt befasst sich mit den Regulierungsmechanismen und moglichen
Interaktionspartnern von PAKS. Aktivitétsassays sollten Aufschlufd Uber die Autoinhibierung
von PAK5 geben. Weliterhin sollte in zellbiologischen Koexpressionsstudien die Interaktion
zwischen PAK5 und LIMK1 untersucht und neue Bindungspartner von PAK5 mittels Zwei-

Hybrid-Screens identifiziert werden.

6.1 Identifizierung neuer Interaktionspartner von MARK?2 und MARK3

Um nach neuen Interaktionspartnern der Isoformen MARK2 und MARK3 zu suchen, wurden
auf Gal4-basierende Zwei-Hybrid-Screens (s. 5.4.3) durchgefihrt. Hierbei wurden die inaktive
Mutante MARK?2 T208A/S212A sowie der Wildtyp MARK3 als Koder-Proteine eingesetzt.
Der Einsatz der inaktiven MARK 2 Kinase erschien von Vorteil, da durch die Eliminierung der
Phosphorylierungsstellen in der Aktivitétsschleife eine stabilere Wechselwirkung zwischen
MARK?2 und Interaktionspartnern erzeugt wird (Timm et al., 2003).
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6.1.1 Test der Zwei-Hybrid-Konstrukte auf korrekte Klonierung und Expression in
Hefen

Fur die Durchfihrung des Zwei-Hybrid-Screens wurde MARK3 aus dem Konstrukt
PNG2:MARK3 (Quelle: MPG-ASMB) isoliert und in die EcoRI-/Smal-Schnittstellen des
Zwei-Hybrid-Vektors pGBKT7 subkloniert. Das inaktive MARK2-Konstrukt wurde
freundlicherweise von Dr. D. Matenig/ Dr. T. Timm (MPG-ASMB) zur Verfigung gestellt.
Beide Konstrukte wurden sequenziert (nicht gezeigt) und ihre Expression in Hefen getestet
(s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Expressionsnachweis von MARK 2 T208A/S212A und MARK 3in Hefen

(A+B) AH109 Hefezellen wurden mit den angegebenen Expressionskonstrukten transformiert. Nach der Zelllyse
wurden die Proteine in einem 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt. Der Expressionsnachweis von MARK2
T208A/S212A und MARKS erfolgte mit einem o-myc Antikorper (Spur A, 3 und B, 2). Das Molekulargewicht
der beiden MARK-Isoformen betragt ca. 85 kDa. Da beide Kinasen als Fusionsproteine mit der Gal4-DNA-
Bindedoméne sowie dem myc-Tag exprimiert werden, l&sst sich im Western-Blot eine Bande bei 110 kDa
detektieren. Als Negativkontrolle diente in beiden Ansédtzen der Leervektor pGBKT7. Als myc-Positivkontrolle
wurden myc-htau23 (36 kDa, MPG-ASMB) in Abbildung A sowie myc-Clasp (65 kDa, MPG-ASMB) in
Abbildung B eingesetzt.

6.1.2 Screen einer fotalen menschlichen cDNA-Gehirnbank
6.1.2.1 Gal4-Zwei-Hybrid-Screen mit MARK3

Die fiir den Screen verwendete fétale cDNA-Gehirnbank setzt sich aus 3 x 10° unabhéngigen

Klonen zusammen, die in den Hefe-Vektor pACT2 subkloniert worden waren. Nach
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Transformation der cDNA-Gehirnbank in den mit MARK3 (Kdder) vortransformierten
Hefestamm AH109 wurden die Zellen auf -Leu/-Trp/-His-Selektionsplatten ausgestrichen. Die
Transformationseffizienz betrug ca. 0,4 x 10° cfu (, colony forming units*).

35 der Histidin-positiven Klone wuchsen nach einem weiteren Ausstrich auf -Leu/-Trp/-Hig/-
Adenin/+X-o-Gal-Selektionsplatten. Diese zeigten sowohl den Histidin/Adenin- als auch den
LacZ-positiven Phéanotyp abhangig von der Prdsenz des MARK3-Kdders in den Hefezedllen.
Die postiven Klone kodierten unter anderem fur die Serin/Threonin-Kinase PAKS und

verschiedenen Isoformen des Briickenproteins 14-3-3 (s. Tabelle 1)

6.1.2.2 Gal4-Zwei-Hybrid-Screen mit MARK2 T208A/S212A

1 x 10° Klone einer fétalen cDNA Gehirnbank wurden mit der inaktiven MARK 2-Mutante
durchmustert. Von 69 Histidin/LacZ-positiven Klonen zeigten 15 Klone einen sehr stark
ausgepragten Phanotyp. Die Sequenzierungsergebnisse der positiven Klone wurden in Tabelle
1 zusammengefasst:

K 6der-Protein MARK?3 MARK 2T 208A/S212A
Bibliothek fotale cDNA Gehirnbank fotale cDNA Gehirnbank
gescreente K lone 0,4 x 10° 1x10°
His’ 400 595
Adenin” 79 Selektion nicht durchgeftihrt
LacZ” 35 69
positiveKlone 1 x PAK5-Fragment 1 x PAK5-Fragment
(AS502-719) (AS502-719)
16 x 14-3-3 zeta 3x14-3-3 zeta
12 x 14-3-3 beta 6 x 14-3-3 beta
1 x 14-3-3 theta unbekannte Proteine
unbekannte Proteine

Tabelle 1: Zusammenfassung des MARK 3- und MARK 2 T208A/S212A-Zwei-Hybrid-Screens
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6.1.2.3 ldentifizierte Klone aus dem MARK3- und MARK?2 T208A/S212A-Screen

6.1.2.3.1 Die Serin/Threonin Kinase PAK5

Die gehirnspezifische PAK5 gehort zu der p2l-aktivierten Kinase (PAKs)-Familie, deren
Mitglieder mit Rac/Cdc42 interagieren und as GTPase-Effektoren eine wichtige Funktion bei
der Regulation des Aktinnetzwerks austiben.

Die Regulation und die Funktion von PAKS5 sind bisher nicht eindeutig geklart. In der Literatur
wird sowohl eine Aktivierung/Nicht-Aktivierung durch Cdc42 als auch eine Aktivierung durch
MKKG6 diskutiert (Dan et a., 2002; Ching et a., 2003; Cotteret at a., 2003; Bryan et a., 2004).
Die Expression von PAKS5 in Neuroblastoma-Zellen fuhrt zu Neuritenauswiichsen und zur
Bildung von Filopodien (Dan et al., 2001). Weiterhin konnte PAKS mit der Aktivierung der
Stress-Kinase JINK (Dan et a., 2001; Pandey et al. 2002) sowie mit der Inhibierung des
Apoptosefaktors BAD (Cotteret at al., 2003) in Zusammenhang gebracht werden (s. auch
3.2.2).

6.1.2.3.2 Das Briickenprotein 14-3-3

Die sieben Isoformen (B,e,yn,0,t,0) der 14-3-3 Familie reprasentieren eine hoch konservierte
Proteinfamilie, die in ener Vielzahl von zelluldren Prozessen wie der Signaltransduktion
(Zhang et al., 1997), der Zdl-Zyklus Regulation (Yang et a., 1999), neuronaer
Entwicklungsprozesse (Chang et a., 1997) sowie der Apoptose (Zha et a., 1996) eine wichtige
Rolle spielen.

14-3-3 interagiert mit einer Vielzahl von verschiedenen Bindungspartnern wie z.B. Kinasen,
Phosphatasen, Transmembranrezeptoren und anderen Signalmolekilen (Fu et a., 2000).
Ausgehend von einer Funktion as Brickenprotein kénnte 14-3-3 unter anderem fur die
raumliche Anordnung von Signaltransduktionskomplexen von Bedeutung sein (Aitken, 1996;
Morrison, 1994) (s. auch 3.2.1.1).

In den folgenden Kapiteln 6.2-6.4 erfolgt die Bestétigung der Interaktion zwischen MARK und
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den im Zwei-Hybrid-Screen identifizierten Klonen PAK5 und 14-3-3 mittels biochemischer
und zellbiologischer Methoden.

6.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen MARK 2, PAK5 und 14-3-3

Da in beiden Zwei-Hybrid-Screens (s. 6.1.2) identische Bindungspartner gefunden wurden,
wurde sich im Folgenden auf die Interaktionsbeziehungen der im fétalen und adulten Gehirn
stark exprimierten MARK2 (Drewes et a., 1997), der gehirnspezifischen PAKS (Dan et d.,
2002) und dem Briickenprotein 14-3-3 konzentriert.

6.2.1 Kartierung der Interaktionsdomanen von MARK 2, PAK5 und 14-3-3im Zwei-
Hybrid-System

Um die Interaktionsdomanen von MARK?2, PAK5 und 14-3-3 genauer zu charakterisieren,
wurden die drel Proteine wechselseitigen Zwei-Hybrid-Tests unterzogen. Zu diesem Zweck
wurden die kodierenden Sequenzen von MARK?2, PAKS5, 14-3-3 sowie von verschiedenen
MARK?2-/PAK5-Deletionsmutanten in den Beute- und Koder-Vektor des Zwei-Hybrid-
Systems subkloniert (s. 4.4.4). Die inaktiven PAK5-Kinasen mit Doppelmutationen in der
katalytischen Enzymtasche (K478A/K479A) und der Aktivierungsschleife (S602M/S606M)
sowie die konstitutiv aktive PAKS S573N/S602E (Dan et d., 2001; Jaffer et a., 2002) wurden
mit einem PCR-bas erenden Mutagenese-Kit hergestellt (s. 4.2.4). Nach Kotransformation in
den Hefestamm AH109 wurde das Wachstum unter selektiven, d.h. Histidin- und Adenin-
freien Bedingungen getestet.

In den direkten Zwei-Hybrid-Tests konnten die Interaktionen zwischen MARK2 und PAK5
bzw. 14-3-3 bestétigt werden sowie die daf iir notwendigen Doméanen definiert werden.
Abbildung 10A zeigt, dass weder das vollsténdige PAK5-Konstrukt noch eine andere PAK5-
Mutante mit der im Screen eingesetzten inaktiven MARK?2 T208A/S212A interagiert. Die
einzig erfolgreiche Interaktion konnte mit der im Screen isolierten PAK5-Deletionsmutante
(AS 502-719) beobachtet werden, welche den grofdten Teil der katal ytischen Doméane umfasst.
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Abbildung 10: Charakterisierung der Interaktionsdomanen zwischen MARK 2, PAK5 und 14-3-3 im Zwei-
Hybrid-System

(A) Schematische Darstellung der Interaktion verschiedener PAK5-Konstrukte mit MARK2 T208A/S212A:
In den direkten Zwei-Hybrid-Tests konnte die fir eine MARK2-1nteraktion notwendige PAK5-Domane (502-719)
identifiziert werden. Die gelben, blauen und roten Boxen markieren die p2l-Bindedomane (PBD), die
autoinhibitorische Doméne (AID) und die Kinasedoméne (CAT). Die Zahlen unterhalb der Boxen markieren den
entsprechenden Aminosdurenbereich.

(B) Schematische Darstdllung der Interaktion verschiedener MARK2-Konstrukte mit PAK5 und 14-3-3:
Identifizierung der fir die PAK5- und 14-3-3-Interaktion notwendige MARK2-Doméne. Die roten und blauen
Boxen markieren die Kinasedoméne (CAT) und die SPACER-Doméne. Die UBA-Box stellt die Ubiquitin-
assoziierte Doméne dar.

(C) Interaktionsmodell von MARK2 und PAKS. Die katalytische Doméne von PAKS interagiert mit der
Kinasedoméne von MARK2.

In einem reziproken Experiment wurde die isolierte PAK5-Doméane (502-719) als Koder
eingesetzt und mit verschiedenen MARK2-Konstrukten kotransformiert (s. Abb. 10B). Wie
erwartet interagierte PAKS (502-719) mit der inaktiven MARK2, jedoch nicht mit MARK?2 wt
oder der aktiven MARK?2 T208E (freundlicherweise von Dr. T. Timm/MPG-ASMB zur
Verfigung gestellt). Weiterhin konnten Wechselwirkungen zwischen PAKS5 (502-719) und fast
alen C-terminalen MARK 2-Dél etionsmutanten festgestellt werden, wobei eine Mutation in der
MARK2-Aktivierungsschleife keine Auswirkung auf die Bindung zu PAKS5 zeigte.

Das Interaktionsmodell in Abbildung 10C verdeutlicht, dass die kataytische Doméane von
PAKS mit der Kinasedoméne von MARK?2 interagiert.

Ahnliche Resultate wurden in Zwei-Hybrid-Versuchen mit 14-3-38/( und MARKZ2-
Konstrukten erzielt. Auch in diesem Fall konnte der MARK2 N-Terminus einschliefdlich der
katal ytischen Doméne (1-326) als Interaktionsbereich fir die beiden 14-3-3 Isoformen definiert
werden. Im Gegensatz zur MARK2/PAKS5-Interaktion wurde jedoch keine Wechsalwirkung
zwischen 14-3-3 und der reinen katal ytischen Domane (53-303) festgestellt.
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6.2.2 Biochemischer Nachweisder Interaktion zwischen MARK 2, PAK5 und 14-3-3

Zur Beddtigung der beobachteten MARKZ2/PAKS5-Interaktion in  Hefen wurden
K oprézipitationsexperimente mit Hissmarkierter PAK5 und HA-markierter MARK2 wt, bzw.
der inaktiven MARK2 T208A/S212A durchgefiihrt. Die Expresson der rekombinanten
Fusionsproteine erfolgte in Sf9-Zellen. Die Aufreinigung sowie die Prézipitation der Proteine

wurden gemald dem unter 5.3.5 und 5.3.6 beschriebenen Verfahren durchgefiihrt.

6.2.2.1 Interaktion von MARK2 mit PAK5 in Sf9-Zellen

Nach Behandlung der Sf9-Zellysate mit anti-HA-Antikorper wurden die immunoprazipitierten
Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot (s. 5.3.3) auf koprazipitiertes
His-PAKS5 untersucht.

Wie aus Abbildung 11A ersichtlich, besitzt PAK5 ein aparentes Molekulargewicht von ca. 90
kDa (Spur 4, 5) und kann mit Hilfe eines monoklonaen o-His-AntikOrpers in einem
Immunkomplex mit MARK2 und der inaktiven Mutante MARK2 T208A/S212A
nachgewiesen werden. Die Spezifitét der Bindung von PAKS5 an MARK 2 bzw. an die inaktive
Mutante wird dadurch belegt, dass in dem Kontrollansatz (PAKS5 dleine, Abb. 11A, Spur 2)
keine PAK 5-Prézipitation detektiert werden konnte.

Abbildung 11B (Spur 3-5) dokumentiert die Expresson von MARK2 wt und der inaktiven
Mutante MARK2 T208A/S212A in Einzed- und Doppeltransfektionsansétzen.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen des Zwei-Hybrid-Systems konnte in  Sf9-
Koprézipitationsexperimenten gezeigt werden, dass die vollsténdige PAKS5 mit der
vollsténdigen MARK2 interagiert, wobei die Aktivitét von MARK 2 keine Rolle spielte.
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Abbildung 11: Interaktion von MARK2 und PAK5 in Sf9-Zellen

Sf9-Zellen wurden mit His-markiertem PAK5 und HA-markiertem MARK?2 transfiziert. Nach 72 h wurden die
Proteine aus den Lysaten mit einem HA-Antikorper (ko-)immunoprézipitiert und im Western-Blot nachgewi esen.
(A) Wechsdwirkung von PAK5 mit MARK2. Nach der HA-Koimmunoprézipitation konnte PAK5 in den
Ansdtzen mit MARK2 und MARK2 T208A/S212A mittels His-Antikorper nachgewiesen werden (Spur 4, 5). Die
unterhalb von PAKS5 verlaufenden Banden (Spur 2-5) markieren die schwere Kette des Maus-Antikérpers (50
kDa). Als Positivkontrolle diente aus Sf9-Zellen aufgereinigtes PAK5-His.

(B) Expressionsnachweis von MARK2 in Sf9-Zellen mit einem HA-Antikérper. MARK2 wird sowohl in der
Einzeltransfektion (Spur 3) as auch in der Doppeltransfektion (Spur 4, 5) exprimiert. Die in Spur 3-5 sichtbaren
Banden lassen auf einen MARK2-Abbau schlieffen. Als Positivkontrolle diente aus Sf9-Zellen aufgereinigtes
MARK2-HA.
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6.2.2.2 Kopréazpitation von MARK2 und endogenem 14-3-3in Sf9-Zellen

Um die Wechselwirkung zwischen MARK2 und 14-3-3 zu untersuchen, wurde die in 6.2.2.1
verwendete Membran gestrippt und mit einem 14-3-33-Antikorper inkubiert. Der verwendete
polyklonae o-14-3-33-Antikorper ist in der Lage, endogenes 14-3-33 und in einem geringeren

Ausmal3 andere 14-3-3-1sof ormen immunol ogisch nachzuweisen (s. Abb. 12).

U1 PAKS + MARK2 T208A/S212A

= His-Kontrolle
w MARK2 T208A/S212A
& PAKS5 + MARK2

N PAKS

Abbildung 12: Endogenes 14-3-3 kopr &@zipitiert mit

MARK2in Sf9-Zellen
116— Fir den Nachweis von endogenem 14-3-3 wurde die
in Abbildung 11A eingesetzte Membran gestrippt und
84__ anschlieBend mit einem polyklonalen o-14-3-3B-
Antikorper inkubiert. Endogenes 14-3-3 koprézipitiert
58 — mit der inaktiven MARK2 T208A/S212A dleine
sowie mit den Doppeltransfektionsansitzen MARK?2
T208A/S212A/PAK5  und MARKZ2/PAK5. Die
Spezifitdt der Interaktion wird durch Spur 2 (PAK5
alene) bestédtigt. Die Banden erscheinen en wenig
36— ausgeblichen, da aufgrund der zu  hohen
- <—14-3-3p Proteinkonzentration das Substrat zu  schnell
26— <—14-3-36 umgesetzt worden ist (d.h. die Lichtreaktion ist schon

vorbei).

48

Diein Abbildung 12 detektierten Banden in Hohe von ca. 30 kDa und 28 kDa lassen auf eine
Interaktion der 14-3-3 beta Isoform und der etwas kleineren Isoform 14-3-3 theta mit MARK 2
schliefen. Es kann jedoch nicht eindeutig ausgesagt werden, ob 14-3-3 in den Doppel-
transfektionsansatzen ausschliefdlich mit MARK2 und MARK2T208A/S212A interagiert oder
auch mit dem im Komplex enthaltenem PAKS5. Die beschriebenen Wechselwirkungen werden
durch die im Kontrollansatz (nicht kopréazipitiertes HissPAKS5, Spur 2) nicht detektierbaren

14-3-3 Banden verifiziert.
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6.3in vitro Untersuchung der Aktivitat von MARK2 und PAK5S

Die Zwei-Hybrid Versuche in Kapitd 6.2.1 verdeutlichten, dass die Wechsaelwirkungen
zwischen MARK 2 und PAKS5 durch die katalytischen Doméanen der beiden Kinasen vermittelt
werden. Um zu untersuchen, welchen Einfluss diese Interaktion auf die Aktivitét der Kinasen
austibt, wurden Aktivitédtsassays mit spezifischen MARK2- und PAKS5-Substraten
durchgeftihrt.

6.3.1 Aktivitatsvergleich ver schiedener PAK5-Konstrukte

Zunéchst sollte die Aktivitét von PAKS wt, der aktiven PAKS5 S573N/S602E und der inaktiven
PAKS5 S602M/S606M Mutante tUberprift werden. Hierzu wurden die Kinasen aus Sf9-Zellen
isoliert und anschlief?end aquimolare Kinasemengen mit dem PAK5-Substrat Histon H4 und
radioaktivem [*P]-ATP fur 2 h bei 30 °C inkubiert (s. 5.3.7). Die Auftrennung der Proteine
erfolgte durch SDS-PAGE (s. 5.3.2). Die Kinaseaktivitdt der eingesetzten PAK5-Konstrukte
wurde anhand der Substrat- und Autophosphorylierung analysiert, wobel eine quantitative
Aussage mittels der Software , TINA® (Raytest Isotopenmessgerét GmbH) ermdglicht wurde
(s. Abb. 13). Wie erwartet, wird das Substrat Histon H4 (HH4) von PAK5 (Spur 2) und in
einem ca 4,0 fach stérkerem Mal3 von der aktiven PAKS S573N/S602E (Spur 3)
phosphoryliert. Sowohl im Puffer-Kontrollansatz (Spur 1) as auch im Ansatz der inaktiven
PAKS S602M/S606M  (Spur 4) konnte keine oder eine nur sehr schwache HH4-
Phosphorylierung beobachtet werden. Die Betrachtung der Autophosphorylierung erméglichte
weitere Aussagen Uber die Aktivitét der unterschiedlichen PAK5-Konstrukte: die aktive PAKS
S573N/S602E weist im Vergleich zu PAKS5 wt eine erhdhte Autophosphorylierung auf,
wohingegen die inaktive Mutante PAKS5 S602M/T606M keine Autophosphorylierung zeigt.
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Abbildung 13: PAK5 wt, aktive PAK5 S573N/S602E und inaktive PAK5 S602M/S606M im
Aktivitatsvergleich

(A) Die Kinaseaktivitdt der eingesetzten PAK5-Konstrukte wurde anhand der Histon H4 (unten)- und
Autophosphorylierung (oben) gemessen. Wie aus dem Autoradiogramm ersichtlich, weist die aktive PAK5
S573N/S602E (Spur 3) eine stérkere Auto- und HH4-Phosphorylierung auf als PAKS5 wt. Die inaktive PAK5
S602M/S606M  zeigt wie erwartet eine sehr schwache Auto- und HH4-Phosphorylierung.

(B) Die Intensitét der HH4-Phosphorylierung wurde mit Hilfe der Auswerte-Software , TINA“ (Raytest
Isotopenmessgerdt GmbH) analysiert. In der Diagrammibersicht wird die Kinaseaktivitét der aktiven PAKS
S573N/S602E (Spur 3) noch einmal verdeutlicht. (PSL= Photostimulierende L umineszenz)

6.3.2 PAK5inhibiert die Kinaseaktivitat von MARK 2

Im Folgenden sollte der Einfluss von PAKS auf die Kinaseaktivitédt von MARK?2 untersucht
werden. Die Hohe der MARK2-Aktivtat kann Uber die Phosphorylierung des TR-1 Peptids
gemessen werden. Da das TR-1 Peptid der ersten repetitiven Sequenz des Tau-Proteins
nachempfunden ist, fungiert dieses Peptid al's ein sehr spezifisches Substrat von MARK 2.

Die in E.coli exprimierte, konstitutiv aktive MARK2 T208E (Timm et al., 2003) wurde mit
PAKS5 wt, der aktiven und der inaktiven PAK5-Mutante in Anwesenheit des TR-1 Substrats
und [**P)-ATPfir 4 h inkubiert.
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Wie aus Abbildung 14A ersichtlich, zeigt MARK2 T208E alleine die hdchste Aktivitét (Spur
1). Diese Aktivitét wird durch die aguimolare Proteinmenge von PAK5 um das Dreifache
signifikant verringert (Spur 2). Ein ahnliches Resultat wird mit der aktiven PAK5
S573N/S602E und der inaktiven PAKS5 S602M/S606M erzielt. Dies fuhrte zu der Annahme,
dass der inhibitorische Effekt von PAK5 auf MARK?2 unabhadngig von der PAK5-Aktivitédt
erfolgt, aber in Abhangigkeit von der wechsdseitigen Bindung der kataytischen
Kinasedoménen. Zur Bestéigung dieser Vermutung wurde der Assay mit der nicht-
katalytischen N-terminalen Doméane von PAKS5 durchgefiihrt (AS 1-181, PAK5-AID in Spur
5), die mit MARK2 im direkten Zwel-Hybrid-Test nicht interagierte. Wie erwartet, konnte
diese Deletionsmutante den inhibitorischen Effekt auf die Aktivitdée von MARK2 nicht

austUben.

Ein weiteres Argument fur die Inhibition der MARK?2 durch eine PAK5-Bindung unabhéngig
von der PAK5-Aktivitét liefert der Phosphorylierungsgrad von MARK2 T208E in Abbildung
14B: ungeachtet der unterschiedlichen PAK5-Aktivitéten (Spur 2-4) kann keine Veradnderung
im Autophosphorylierungsgrad von MARK?2 T208E beobachtet werden. Im Falle einer
inhibierenden MARK 2-Phosphorylierung durch PAKS5 hétten sich der Phosphorylierungsgrad
von MARK2 in den Ansitzen 2 und 3 (MARK2 T208E und PAK5 wt/ aktive PAK5) im
Vergleich zu Ansatz 1 (MARK?2 T208E aleine) verandern missen.

Um zu uberpriifen, ob MARK2 die Aktivitdt von PAKS beeinflusst, wurden Aktivitétsassays
mit PAK5, MARK2 T208E und dem PAK5-Substrat HH4 durchgefihrt. Das in Abbildung
14C gezeigte Autoradiogramm legt dar, dass MARK?2 keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitét
von PAKS ausiibt: die Anwesenheit von MARK2 T208E im Ansatz (vgl. Spur 1 und 3)
verursacht keine Anderung der Histonphosphorylierung, wie es im Falle einer Aktivierung
oder Inhibierung von PAKS5 durch MARK?2 T208E erwartet worden wére.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PAKS die Aktivitdt von MARK2 durch eine

Proteininteraktion und nicht durch Phosphorylierungsprozesse inhibiert.
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Abbildung 14: PAK5 inhibiert die Kinaseaktivitdt von MARK 2

(A) Die Inhibition der konstitutiv aktiven MARK2 T208E durch PAK5 wurde anhand der Phosphorylierung des
TR-1 Peptids durch MARK2 gemessen. Die Kinaseaktivitdt der aktiven MARK2 T208E wurde mit 100%
relativer Aktivitdt gleichgesetzt (Spur 1). PAKS5 wt sowie die verschiedenen PAK5-Mutanten reduzieren die
Kinaseaktivitét der aktiven MARK?2 T208E ca. um das Dreifache (Spur 2-4). Die N-terminale Doméne von PAK5
(1-181, PAK5-AID) inhibiert die MARK2-Aktivitét nur unwesentlich (Spur 5), wie es aufgrund der fehlenden
Interaktion zwischen den beiden Proteinen auch erwartet wurde. Dargestellt ist der Mittewert (+/-
Standardabweichung) von 3 unabhdngigen Experimenten. Die Signifikanz der Inhibierung wurde mit dem
GraphPad Prism Programm berechnet ( T-Test), wobei gilt: ***, ** = P < 0.05, ks = keine Signifikanz.

(B) Autoradiogramm der in Abbildung A dargestellten Kombinationen von PAK5 und MARK?2 in Anwesenheit
des TR-1 Peptids. Jede Kinase zeigt eine gewisse Autophosphorylierung, die im Falle von MARK?2 jedoch nicht
von der PAK5-Aktivitét beeinflusst wird (vergleiche Spur 3 und 4).

(C) Autoradiogramm von PAK5 wt und MARK?2 T208E in Anwesenheit von Histon H4. PAKS (Spur 1) zeigt
eine Autophosphorylierung als auch eine starke HH4-Phosphorylierung. MARK?2 T208E dagegen phosphoryliert
HH4 nur sehr schwach (Spur 2). Aufgrund des unveranderten Phosphorylierungsgrades von HH4 in Spur 3 wird
deutlich, dass MARK2 T208E die Kinase PAKS5 nicht inhibieren kann.
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6.3.2.1 Die Inhibitionskonstante (K;) von MARK2 und PAK5S

Um genauere Aussagen Uber die Bindung von MARK2 und PAK5 machen zu kénnen, wurde
die Kinase-Inhibitorkonstante der beiden Proteine bestimmt. Hierzu wurde die TR-1
Phosphorylierung durch MARK2 T208E (20 nM) unter dem Einfluss verschiedener PAKS
S573N/S602E K onzentrationen im Kinaseassay gemessen. Anhand der Graphik in Abbildung

15 konnte eine K; von 1 uM bestimmt werden.

1,04 o 2
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Relative Aktivitat
von MARK?2 T208E

0,07 L | T T T T
0,1 1 10 100 1000

PAK5 S573N/S602E Konz. [nM]

Abbildung 15: Bestimmung der I nhbitionskonstante (K;) von MARK 2 und PAK5

Die K; der Inhibition von MARK2 durch PAK5 S573N/S602E wurde anhand der Phosphorylierung des Tau-
Peptids TR-1 gemessen (s. 5.3.7). Fur die Bestimmung der K; von ca. 1 uM wurden 20 nM MARK2 T208E und
unterschiedliche PAK5 S573N/S602E Konzentrationen (0.2, 2, 4, 20, 200, 600, 1000, 1400, 2000 nM) im

Kinaseassay eingesetzt.
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6.4 Koexpressionsstudien zur Untersuchung der Interaktion von
MARK2 und PAK5

Neben dem biochemischen Nachweis einer Proteininteraktion ist es von Bedeutung, die
Wechselwirkung der einzelnen Komponenten auch in einen zellulédren Kontext zu bringen. Als

Expressionssystem dienten CHO-Zéellen aus Ovarien chinesischer Hamster.

6.4.1 Zeitrethenexperimente zur Charakterisierung der PAK5-Expression

Als einleitendes Experiment fur die folgenden Koexpressions- und Zytoske ettstudien wurde
die Expression von YFP (Ydlow Fluorescent Protein)-markiertem PAK5 in CHO-Zelen
mittels Fluoreszenzmikroskopie Uber 24 h dokumentiert. Fir die Berechnung der
Transformationsrate wurden 12 h nach der eigentlichen Transfektion ale 2-3 h ca. 100 Zellen

untersucht. Die Ergebnisse der PAK5-Expressionszeitreihe sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Transformationsrate ZellgroRRe PAKS5-Verteilung in der Zelle

12 h ca. 12% groR3e, flachige Zellen vesikelférmig

14 h ca. 24% grol3e, flachige Zellen vesikelfdrmig

16 h ca. 23% groR3e, flachige Zellen vesikelférmig

wenige kleine, runde Zellen

18 h ca. 17% kleine, runde Zellen vesikelférmig,
einige grole Zellen teilweise flachiger Hintergrund

21h ca. 18% kleine, runde Zellen vesikelférmig,
teilweise flachiger Hintergrund

24 h ca. 16% kleine, runde Zellen vesikelférmig,
teilweise flachiger Hintergrund

Tabelle 2: Zusammenfassung der Zeitreihenexperimente zur Charakterisierung der PAK5-Expression

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie nach 14, 18 und 24 h sind in Abbildung 16
dargstellt. Anhand dieser Daten kann geschlussfolgert werden, dass eine optimale PAK5-
Expression 14-16 Stunden nach der Transformation der CHO-Zellen erfolgt. Die transfizierten

Zellen besitzen zu diesem Zeitpunkt eine grof3e, flachige Zellform, in denen eine vesikulére
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PAK5-Verteilung beobachtet werden kann. Eine Inkubation der Zellen Uber diesen Zeitraum
hinaus bewirkt die Veranderung der Zellform (kleine, runde Zelen) bzw. das Absterben der
Zellen.

PAKS5 wt, 14 h PAKS wt, 18 h PAKS5 wt, 24 h

Abbildung 16: PAK5-Expression in CHO-Zellen nach 14, 18 und 24 h

CHO-Zellen wurden mit YFP-PAKS wt transfiziert und nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten fixiert.
Nach 14 h besitzen die Zellen eine grofRe und flachige Zellform, PAKS ist vesikulér Uber die ganze Zelle verteilt.
Nach 18 h kann eine Zdlformverénderung beobachtet werden. Die Zellen sind kleiner und runder, nur wenige
Zé€llen erscheinen grof? und flachig. Neben der vesikuldren PAK5-Verteilung ist ein schwach fluoreszierender
Hintergrund in einigen Zellen zu erkennen. Nach 24 h sind alle Zellen klein und abgerundet bzw. abgestorben.

6.4.2 Kolokalisation von MARK 2 und PAK5in CHO-Zédllen

Neben  Expressonsstudien konnen  durch  fluoreszenzmikroskopische ~ Methoden
Lokalisationsmuster koexprimierter Proteine anaysiert werden. Fir die Untersuchung der
subzelluléren Vertellung von PAKS und MARK2 wurden CHO-Zellen mit YFP-markierten
PAK5-K onstrukten oder/und CFP -MARK2 transfiziert.

Abbildung 17A, 1-3 zeigt die Lokalisation von PAKS5 wt, der aktiven PAKS5 S573N/S602E und
der inaktiven PAKS S602M/S606M Mutante in einze-transfizierten CHO-Zellen. Alle dre
Kongtrukte weisen punktierte Expressonsmuster auf, was auf ene veskulare PAKS5-
Vertellung in den Zelen schlief3en l&sst. Eine mdgliche Erkldrung fur das in Abbildung
17A, 2 beobachtete diffuse Hintergrundsignal im Zytosol kénnte ein partielles Abldsen der
aktiven PAKS5 von den Vesikeln sain.
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Abbildung 17: MARK?2 und PAKS5 kolokalisieren in CHO-Zellen

(A, 1-3) Verteilung von PAKS und PAK5-Mutanten in CHO-Zellen. CHO-Zellen wurden mit PAKS wt, aktiver
PAK5 S573N/S602E und inaktiver PAKS5 S602M/T606M transfiziert, nach 16 h fixiert und die zeluldre
Verteilung mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. PAK5 wt und inaktive PAK5 S602M/T606M weisen eine
Vesikel-dhnliche Verteilung auf, wohingegen die aktive PAK5S S573N/S602E vesikulér und zytosolisch in der
Zdlevorliegt.

(B) Kolokalisation verschiedener PAK5-Konstrukte und aktiver MARK?2 T208E.

(B, 1-3) Neben einer diffusen Hintergrundverteilung von MARK?2 T208E kann die Kolokalisation von PAK5 wt
und MARK?2 T208E in vesikul &ren Strukturen beobachtet werden.

(B, 4-6) Nach der Kotransfektion von PAK5 S573N/S602E und MARK?2 T208E kolokalisieren beide Proteinein
Vesikeln und diffus verteilt im Zytosol.

(B, 7-9) PAK5 S602M/T606M und MARK2 T208E zeigen eine Kolokalisation in Vesikeln sowie ene
Akkumulierung in der Nahe des Centrosoms (durch Pfeile gekennzeichnet, siehe auch Pfeil A, 3).
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Zur genauen Analyse der Lokalisationsmuster von MARK2 T208E und PAK5 wurden CHO-
Zellen kotransfiziert. Abbildung 17B stellt dar, dass die aktive MARK2 T208E mit PAK5 wt,
aktiver PAK5 S573N/S602E und inaktiver PAKS5 S602M/S606M kolokalisiert. Ein weiteres
Indiz fur die Kolokalisation liefert die Beobachtung, dass die Vertellung von MARK?2 durch
die Aktivitdt von PAKS5 beeinflusst wird: PAK5 wt kolokdisiert mit groferen vesikel-
ahnlichen Strukturen als PAK5 S573N/S602E und zeigt im Vergleich zu dieser Mutante keine
diffuse Hintergrundverteilung. PAK5S S602M//T606M ist ebenfalls vesikelformig verteilt, aber
auch am Centrosom konzentriert. In allen drei Féllen folgt das Expressionsmuster von MARK?2
dem der PAK5-Konstrukte.

In Drewes et a. (1997) wurde ebenfalls eine punktierte MARK?2-Expression sowie ene

schwache zytosolische Hintergrundverteilung von MARK 2 beschrieben.

6.4.3 PAK5 inhibiert MARK 2 und reguliert die Stabilitét des Mikrotubuli- und
Aktinnetzwerks

Als né&chstes sollte der funktionale Charakter der PAKS5/MARK2-Interaktion in CHO-Zellen
untersucht werden.

MARK?2 phosphoryliert das neuronale Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau und bewirkt
dadurch seine Ablésung von den Mikrotubuli. Die Uberexpression von MARK?2 in
Hamsterovarien-Zellen fuhrt daher zur Destabiliserung des Mikrotubulinetzwerks und zur
Degeneration der Zellen (Drewes et al., 1997; Ebneth et al., 1998; Illenberger et al., 1998).

Die Mitglieder der PAK-Familie Uben einen destabilisierenden Einfluss auf das Aktinnetzwerk
aus (Manser, 2002; Bokoch, 2003). Aufgrund dieser Fakten und den in Abbildung 17
dargestellten Ergebnissen sollte Gberprift werden, ob durch die Interaktion der beiden Kinasen
das Zytoskelett beeinflusst wird. Zuerst wurden mdgliche Verdnderungen am
Mikrotubulinetzwerk untersucht.

Ubereinstimmend mit den in Drewes et a. (1997) beschriebenen Ergebnissen kann in
Abbildung 18A, 2 das Auflosen der Mikrotubuli und das Absterben von YFP-MARK?2
transfizierten CHO-Zellen beobachtet werden. Im Vergleich dazu dsabilisert die
Uberexpression der aktiven PAK5 das Mikrotubulinetzwerk in CHO-Zédllen (s. Abb. 18A, 5).
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Gegensétzliche Effekte wurden am Aktinnetzwerk beobachtet: MARK2 wt bewirkt die
Stabilisierung der Aktin-Stressfasern (s. Abb. 18B, 2), wahrend die aktive PAKS5 die
Stressfasern aufl6st und die Bildung von Filopodien verursacht (s. Abb. 18B, 5).

Zellen, die mit der inaktiven PAK5 S602M/T606M transfiziert wurden, wiesen keine
signifikanten V eranderungen am Aktin- und Mikrotubulinetzwerk auf (s. Abb. 18C, 2 und 5).

YFP MARK2 wt

YFP PAKS active
S573N/S602E

YFP MARK2 wt

YFP PAKS active
S573N/SE02E
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YFP PAKS inactive
S602M/TE0EM -

—

10 prny

YFP PAKS inactive
S602M/TE06M

Abbildung 18: Effekte ver schiedener PAK 5-Mutanten und MARK 2 auf die Stabilitat des Mikrotubuli- und
Aktinnetzwerks

CHO-Zellen wurden mit PAK5-Mutanten und MARK2 wt transfiziert und nach 16 h Inkubation fixiert. Die
Mikrotubuli wurden mit YLL/2- und TRITC-gekoppeltem Sekundar-Antikorper (rot) angeféarbt. Fir die
Aktinfarbung wurde Rhodamin-konjugiertes Phalloidin verwendet. Transfizierte Zellen sind durch Pfeile
gekennzeichnet.

(A) MARK2- und PAKS5-Effekte auf das Mikrotubulinetzwerk. In MARK2-transfizierten Zellen |6st sich das
Mikrotubulinetzwerk auf (1-3), wahrend PAK5 S573N/S602E die Mikrotubuli stabilisiert (4-6).

(B) MARK2- und PAKb5-Effekte auf das Aktinnetzwerk. MARK2 bewirkt die Stabilisierung der Aktin Stress-
fasern, aktive PAK5 S573N/S602E bewirkt ihre Aufldsung.

(C) Die mit inaktiver PAKS5 S602M/T606M-transfizierten Zellen weisen keine Stabilitétsverénderungen am
Mikrotubuli- oder Aktinnetzwerk auf.

Um zu analysieren, ob nach einer Doppeltransfektion ein inhibitorischer Effekt von PAK5 auf
MARKZ2 (vgl. 6.3.2) ausgelibt werden kann, wurde die aktive MARK2 T208E mit der aktiven
bzw. inaktiven PAK5-Mutante koexprimiert (s. Abb. 19). In beiden Ansdtzen wurde wie
erwartet die Destabiliserung der Mikrotubuli durch MARK?2 T208E von PAKS5 unterbunden.
Die PAK5-Aktivitét spielte hierbei keine Rolle. Die Auflosung der Aktinfasern konnte nur im
Falle der PAK5 S573N/S602E wahrgenommen werden.
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YFP PAKS active CFP MARK2 active
S5T3N/SG02E T20BE

10 pm

YFP PAKS active CFP MARK2 active
S573N/S602E

YFP PAKS5 inactive CFP MARK2 active
S602M/TE0DEM T208E

& ¢

.

10 m

YFP PAKS inactive CFP MARK2 active
S602M/TE0EM T208E

Abbildung 19: PAKS5 inhibiert den MARK2-Effekt auf das Mikrotubulinetzwerk und macht Aktin
dynamisch (Transfizierte Zellen sind durch Pfeile gekennzeichnet).

(A) CHO-Zdlen, in denen PAKS5 S573N/S602E und aktive MARK?2 T208E koexprimiert wurden, zeigen ein
stabiles Mikrotubulinetzwerk und ein dynamisches/nicht stabiles Aktinnetzwerk, verdeutlicht durch die Aufl6sung
der Stressfasern.

(B) Die mit inaktiver PAKS5 S602M/T606M und aktiver MARK2 T208E transfizierten CHO-Zellen weisen neben
einem stabilen Mikrotubulinetzwerk (vergleiche hierzu MARK2-Einzeltransfektion Abbildung 18A, 2) auch en
stabiles Aktinnetzwerk auf. Der stabilisierende Mikrotubuli-Effekt wird durch die Inhibierung von MARK?2 durch
die inaktive PAK5 verursacht. Da fur die Aktinauflésung die Aktivitdt von PAKS5 notwendig ist, besitzen die
Zellen nach der Kotransfektion von inaktiver PAK5 und MARK2 ein stabiles Aktinnetzwerk.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die aktive PAK5 zwe unterschiedliche
Funktionen auf das Zytoskelett ausiibt: zum einen stabilisert sie das Mikrotubulinetzwerk
durch Bindung und Inhibierung von MARK2, zum anderen destabilisert sie das
Aktinnetzwerk, indem sie die Stressfasern aufldst und die Bildung von Filopodien bewirkt. Die
inaktive PAK5 kann nur den ersten Effekt austiben, da fur den zweiten Effekt die PAK5-
Aktivitét erforderlichist (s. Abb. 20).

PAKS

inaktiv

A 4 v v
»  MT stabil »  MT instabil »  MT stabil
»  Aktin dynamisch »  Aktin stabil »  Aktin stabil
(Filopodien, keine (Stressfasern) (Stressfasern)

Stressfasern)

Abbildung 20: Schematische Dar stellung der Effekte von PAK5 und MARK2 auf das Mikrotubulus- und
Aktinnetzwer k

Die aktive PAK5 kann zwei unabhéngige Funktionen auf das Zytoskelett ausiiben: zum einen stabilisiert sie das
Mikrotubulinetzwerk durch Bindung und Inhibierung von MARK2, zum anderen destabilisiert sie das
Aktinnetzwerk, indem sie Stressfasern aufldst und die Bildung von Filopodien bewirkt. Die inaktive PAKS kann
nur den ersten Effekt ausiiben, dasie fir den zweiten Effekt die PAK5-Aktivitét bendtigt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten neue Regulierungspartner und Regulierungsmechani smen

der im Zwei-Hybrid-Screen identifizierten Kinase PAK5 charakterisiert werden.
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6.5 in vitro Untersuchungen der PAK5-Autoinhibierung

Die Mitglieder der PAK-Familie lassen sich aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten ihrer
Kinasedomane und dem Vorhandensein einer autoinhibitorischen Doméane (AID) in zwei
Gruppen unterteilen. Die hochkonservierte AID, die nur in Gruppe | (PAK1-3) vorzufinden i,
wird durch die N-terminale PBD-Doméne (p21-Bindedomane) reguliert.

Ching et a. (2003) beschrieben zum ersten Mal en autoinhibitorisches PAKS KlI-Motiv
(Kinase-Inhibitory-Fragment, AS 120-133), das dem konservierten inhibitorischen Fragment
der PAK [-Gruppe nicht entspricht (s. Abb. 21). Die in vitro Ergebnisse dieser
Veroffentlichung wurden mit PAK5 wt und C-terminden PAK5-Deletionsmutanten im
Kinaseassay erzielt. Im Folgenden sollten Zwei-Hybrid Interaktionsexperimente und weitere
Aktivitdtsassays die in Ching et al. (2003) veroffentlichten Aussagen bestétigen.

PAK5 Nj,,-AEENGFITFSQYSS-Ciss
PAKl Nj3;,- SNSOKYMSETDKSA-Cys,
o o . e 0o oKk o o * o

Abbildung 21: Sequenzvergleich des KI-Motivs von PAK1 und PAKS5 nach Ching et al. (2003)
Identische (rot, *) und konservierte (stark: griin : / schwach: blau .) Aminoséuren sind durch Farbe und Zeichen
unterhalb der Sequenz gekennzeichnet.

6.5.1 Untersuchung der intra- und inter molekularen PAK5-Wechselwirkungen im Zwei-
Hybrid-System

Um dieintra- bzw. intermolekularen Wechselwirkungen von PAKS im direkten Zwei-Hybrid-
Test genauer zu charakterisieren, wurden PAK5 wt sowie verschiedene PAK5-Aktivitéts- und
Ddetionsmutanten gemeinsam mit PAK5-AID in dem Hefenstamm AH109 koexprimiert.
PAKS5-AID (Auto-Inhibitory-Domain) ist eine N-termimale Deletionsmutante, die sich Gber
den Aminosaurenbereich 1 bis 181 erstreckt und das autoinhibitori sche K1-Fragment (120-133)
beinhaltet. Die Herstellung aller Beute- bzw. Kdder-Konstrukte erfolgte wie in Kapitel 4.4.4
beschrieben. Das Wachstum der transformierten Hefen wurde unter Histidin- und Adenin-

freien Bedingungen geprdift.
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Interaktion mit
PAKS5-AID (1-181):

PBD AID CAT

PAK5 (1-719) wt J_U | - +
N

PAK5 K478A/K479A inact. |_|_|_| |

160 180 453 719

PAK5 S602M/T606M inact J_|_| | _] -

60 180 453 719

PAK5 S573N/S602E act. J_|_| | _] -

60 180 453 719

PAK5 (1-477) J_|_| |

60 180

PAK5 (1-181) | | |

60 181

PAKS (410-719) | N -+
PAK5 (502-719) -] +

PAK5 (610-719) -]

Abbildung 22: Schematische | nteraktionsiiber sicht von PAK5-K onstrukten und PAK5-AID (AS 1-181)
Alle PAK5-Konstrukte, die die katalytische Doméane mit einem nicht mutierten Aktivierungsschleife (AS 586-
613) besitzen, interagieren mit PAK5-AID (1-181).

Wie Abbildung 22 zeigt, konnte eine Interaktion von PAK5-AID mit PAK5 wt und zwel C-
terminalen PAK5-Deletionsmutanten, die in beiden Fallen die fast vollstandige katalytische
Domaéne besitzen, festgestellt werden. Im Vergleich dazu konnte zwischen PAK5-AID und
PAK5-Mutanten, deren katalytische Domane mutiert oder deletiert worden war, keine
I nteraktion beobachtet werden.

Dain Ching et a. (2003) die Inhibierung der PAK5-Kinase-Aktivitét durch das N-terminae
inhibitorische AID-Fragment (N180) beschrieben wird, lassen sich die erzielten Zwei-Hybrid
Ergebnisse in den Kontext dieser Verdffentlichung gut eingliedern.
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6.5.2 Uber prufung der PAK 5-Autoinhibierung im Aktivitatsassay

Zur ldentifizierung eines autoinhibitorischen PAK5-Fragments fuhrten Ching et al. (2003)
radioaktive Kinaseassays durch, in denen GST-PAKS5 mit verschiedenen C-terminalen PAK5-
Deletionsmutanten und dem PAK5-Substrat MBP (Myelin Basic Protein) inkubiert wurden.
Hierbei konnte ein AID-Fragment (beinhatet KI-Motiv, AS 120-133) bestimmt werden,
wel ches die PAK 5-Autophosphorylierung und die PAK5-Aktivitét zu ca. 60 % reduzierte.

Im weliteren Verlauf dieser Arbeit sollten die Ergebnisse von Ching et al. (2003) in einem
leicht veranderten Experimentansatz verifiziert werden. Anstelle von GST-markiertem PAKS5
aus E.coli wurden die im Kinaseassay verwendeten PAK5-Konstrukte in Sf9-Zellen exprimiert
und Uber einen His-Tag aufgereinigt. Als Substrat wurde statt MBP das Histon H4 eingesetzt.

Abbildung 23 zeigt das Autoradiogramm der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine des
Kinaseassays. Wie zu erwarten, sind die Autophosphorylierungen von PAKS5 wt, PAK5
S573N/S602E und der N-terminalen PAK5-Deletionsmutante PAK5-CAT (AS 410-719) im
Gegensatz zu der von PAK5-AID deutlich sichtbar. In alen Ansdtzen mit Ausnahme des
Puffer-Kontrollansatzes (Spur 1) sowie des PAK5-AID Ansatzes (Spur 5) kann eine
Histonphosphorylierung wahrgenommen werden. Vergleicht man die Ansédtze 2-4 (PAK5 ohne
PAK5-AID) mit den Ansétzen 6-8 (PAKS mit PAK5-AID), ist keine signifikante Verdnderung
bzw. Inhibierung der HH4-Substratphosphorylierung durch PAK5-AID zu erkennen.

Die in Ching et a. (2003) verdffentlichten Aussagen bezlglich der inhibitorischen
Eigenschaften des AID-Fragments konnten daher in einem abgewandelten Experimentansatz
nicht bestétigt werden (vgl. 7.3).

Bei weiterer Betrachtung der Abbildung 23 (Spur 7, 8) falt jedoch ein neuer und unerwarteter
Aspekt ins Auge: PAK5-AID wird sowohl durch PAKS S573N/S602E al's auch durch PAKS5-
CAT (AS 410-719) stark phosphoryliert. Zum besseren Verstandnis der PAK5-Regulierung ist
daher die Identifizierung der phosphorylierten Aminosdurereste mittels einer Phosphoamino-

sdureanalyse (z.B. Boyleet a., 1991) von Interesse (s. auch 7.3.).
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Abbildung 23: Die Kinaseaktivitét von PAK5 wird durch PAK5-AID (AS 1-181) nicht inhibiert

Nach Inkubation (4 h) verschiedener PAK5-Konstrukte mit PAK5-AID in Anwesenheit von HH4 und
radioaktivem ATP wurden die Proteine im 10 % SDS-Gel aufgetrennt und die zu beobachtenden
Phosphorylierungen im Autoradiogramm ausgewertet.

Vergleicht man die Spuren 2-4 (PAK5 ohne PAK5-AID im Ansatz) mit den Spuren 6-8 (PAK5 mit PAK5-AID
im Ansatz), stellt man keine signifikante Inhibierung der HH4-Substratphosphorylierung bzw. Verénderung der
Autophosphorylierung von PAK5 durch PAK5-AID fest.

PAK5-AID wird sowohl von PAK5-CAT as auch von der aktiven PAKS S573N/S602E phosphoryliert
(vergleiche Spur 5 mit 7 und 8).

6.6 LIMK1: ein potentieller Interaktionspartner von PAK5?

LIM Kinasen (LIMK) bewirken durch die Phosphorylierung eines Serinrests (Ser3) die
Inaktivierung des Aktin-depolymerisierenden Faktors Cofilin (Arber et a., 1998; Yang et dl.,
1998). Da einerseits die beiden gehirnspezifischen Kinasen LIMK1 und PAKS5 einen Einfluss
auf das Aktinnetzwerk ausliben, andererseits LIMK1 von PAK4 phosphoryliert und aktiviert
wird (Dan et d., 2001) stellte sich die Frage, ob LIMK1 as ein potentieller Interaktionspartner
von PAKS5 fungieren kdnnte.
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6.6.1 I nter aktionsunter suchungen zwischen PAK5 und LIMK1im Zwei-Hybrid-System

Zum Nachweis potentieller Wechselwirkungen zwischen PAKS5 und LIMK1 im direkten Zwei-
Hybrid-Test, wurden LIMK1 in den Beute- und Koder-Vektor des Zwe-Hybrid-Systems
subkloniert (s. 4.4.4). Die verwendete GFP-LIMK 1 Matrize wurde freundlicherweise von J.
Condedlis (Albert-Eingtein College of Medicin, Bronx/NY) zur Verfligung gestellt.
Anschlieflend wurden verschiedene PAK5-Konstrukte und LIMK1 in Hefen kotransformiert
und unter selektiven Bedingungen angezogen.

Eine spezifische Interaktion konnte nur zwischen LIMK1 und der im MARK2/MARK 3-Screen
isolierten katalytischen PAK5-Doméne (AS 502-719) nachgewiesen werden (s. Abb. 24). Alle
tbrigen Proteinkombinationen zeigten keine Wechselwirkungen (s. 7.4).

Interaktion mit
LIMK1:

PaD  AD car
L . -
PAKS KA78A/KAT9AInact || |] I
PAKS5 S602M/T606Minact |1| |6|0 | N -
PAKS S573N/S602Eact [ 1] N -

PAK5 (1-477) || | | -

PAKS (1-719) wt

1

PAK5 (1-181) || | B

81

PAKS (410-719) | N -
PAK5 (502-719) -] +

PAKS5 (610-719) -] -

Abbildung 24: Schematische I nteraktionsiiber sicht von PAK5-Konstrukten und LIMK 1
Eine Wechselwirkung kann nur zwischen LIMK1 und PAKS5 (AS 502-719) beobachtet werden.
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6.6.2 in vivo K oexpressionsstudien zur Untersuchung der Interaktion von PAKS5 und
LIMK1

Im Gegensatz zu LIMK1 (Aktin-Stabilisator) macht PAKS das Aktinnetzwerk dynamisch. Zur
Klérung der Frage, ob beide Proteine in vivo kolokalisieren und/oder sich gegenseitig in ihren
Zytoskel ettfunktionen beeinflussen, sollten fluoreszierende PAK5- und LIMK 1-Konstrukte in
Hamsterovarien-Zellen koexprimiert werden. Nach der Immunodetektion des Zytoskeletts mit
einem spezifischen Mikrotubuli (o-YL1/2)- und Aktin-Antikorper (a-B-actin) erfolgte die

Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie (s. Abb. 25).

CFP-LIMK1

YFP-LIMK1

Abbildung 25: Zytoplasmatische Verteilung sowie Effekte von LIMK 1 auf das Zytoskelett in CHO-Zellen
CHO-Zdlen wurden mit LIMK1 transfiziert und nach 17 h Inkubation fixiert. Fir die Mikrotubuliféarbung wurde
YL1/2 und ein Cy5-konjugierter o-Ratte-Antikdrper verwendet. Das Aktinnetzwerk wurde mit Hilfe des B-Aktin-
Anikdrpers und Cy5-konjugiertem a-Maus-Antikorper sichtbar gemacht.

(1, 4) LIMK1 weist eine zytoplasmatische Verteilung auf. Eine vesikuldre Lokalisation ist nur in sehr geringem
Ausmal’ in den Randgebieten der Zelle zu erkennen.

(2, 3) LIMKZ1 bt keinen auffélligen Effekt auf die Mikrotubuli aus.

(5, 6) LIMK1-transfizierte Zellen besitzen ein stabiles Aktinnetzwerk. Besonders in den Randgebieten der Zellen
fallen die verstéarkten Stressfasern auf (siehe Pfeil).
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Wiein Kapitel 6.4.2 beschrieben, weisen PAKS5 wt-transfizierte Zellen eine vesikuldre PAK 5-
Vertellung auf (s. Abb. 17A, 1), wohingegen PAKS5 S573N/S602E zytoplasmatisch und
weniger vesikulér exprimiert wird (s. Abb. 17A, 2). Die LIMK1-Zellokalisation dhnelt der von
PAK5 S573N/S602E. Auch hier ist eine flachige und zytoplasmatische Proteinverteilung zu
beobachten, die nur in sehr geringem Ausmal3 vesikul &re Formen annimmt.

Bel Betrachtung der Abbildung 17 und 25 werden jedoch die unterschiedlichen Effekte der
beiden Proteine auf das Zytoskelett deutlich: PAK5 S573N/S602E-transfizierte Zellen besitzen
stabile Mikrotubuli (s. Abb. 17A, 5) und dynamisches Aktin (s. Abb. 17B, 5). Im Vergleich
dazu erscheint das Mikrotubulinetzwerk in LIMK1-transfizierten Zellen weitgehend
unverandert, wahrend das Aktinnetzwerk aufféllig verstérkte Stressfasern aufweist (s. Abb. 25,
2 und 5).

Im Folgenden sollte die Auswirkung der Koexpression beider Proteine auf das Zytoskelett
analysiert werden. Wie aus Abbildung 26 ersichtlich, kann eine signifikante Kol okalisation von
PAKS5 wt und LIMK1 nicht festgestellt werden. Das Mikrotubulinetzwerk dieser Zellen zeigt
keine auffalligen Veranderungen. Bei Betrachtung des Aktinnetzwerks wird jedoch deutlich,
dass PAK5 den stabilisierenden Einfluss von LIMK1 auf das Aktinnetzwerk nicht unterbinden
kann.

Im Falle einer Koexpresson von LIMK1 und aktiver PAK5 S573N/S602E kann eine
zytoplasmatische Kolokalisation in den CHO-Zellen wahrgenommen werden. Weiterhin kann
die Auflésung der verstérkten Stressfasern, die Ausbildung von Filopodien sowie der
stabilisierende PAK5-Effekt auf die Mikrotubuli beobachtet werden (s. Abb. 27).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kinase LIMK1 in ihrer Aktin-stabilisierenden
Funktion von der aktiven PAKS5 S573N/S602E, jedoch nicht von PAKS5 wt gehemmt wird. Die
stabilen Stressfasern werden durch PAKS5 S573N/S602E aufgeldst und das Aktin somit
dynamisch (Filopodienbildung) gemacht. Weitere Analysen wie z.B. Koimmunoprazi pitations-
und Aktivitdtsassays sind notwendig, um das Wechselspiel dieser beiden Proteine sowie die

Betelligung anderer Proteine an diesem Prozess genauer zu charakterisieren.

88



6. Ergebnisse

YFP-PAKS CFP-LIMK1

YFP-PAK5 4} CFP-LIMK1

Abbildung 26: Effekte von PAK5 wt und LIMK 1 auf das Mikrotubuli- und Aktinnetzwerk

Fixierung und Farbungen wurden wie in Abbildung 25 beschrieben durchgefiihrt. PAKS und LIMK1 weisen keine
signifikante Kol okalisation auf. Das Mikrotubulinetzwerk zeigt keine Auffalligkeiten, wahrend das Aktinnetzwerk
der kotransfizierten Zellen durch die Aushildung der verstérkten Stressfasern (in der Zelperipherie, Pfeil) sehr
stabil erscheint. PAKS ist daher nicht in der Lage, den Aktin-stabilisierenden Effekt von LIMK1 zu unterbinden.

YFP-PAKS5 S573N/S602E CFP-LIMK1

YFP-PAKS 41 CFP-LIMK1
S573N/S602E

#

Abbildung 27: Effekte der aktiven PAK5 und LIMK1 auf das Mikrotubuli- und Aktinnetzwerk

In PAKS S573N/S602E- und LIMK1-kotransfizierten Zellen ist sowohl der fur PAKS typische Mikrotubuli-
stabilisierende a's auch der Aktin-destabilisierende Effekt deutlich zu erkennen. Anstelle der in Abbildung 25-5
oder Abbildung 26-6 beobachteten Stressfasern besitzen die kotransfizierten Zellen Filopodien (durch Pfeile
markiert). Die Aktin-stabilisierende Funktion von LIMK1 wird folglich von der aktiven PAKS5 inhibiert.
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Im Verlauf der Alzheimerschen Krankheit aggregiert das Mikrotubuli-assoziierte Tau Protein
zu den neurofibrillaren Bindeln. Diese intrazelluldren Ablagerungen im Gehirn kennzeichnen
neben den extrazelluldren Amyloidplaques die Alzheimer Demenz (Delacourte und Buee,
2000).

Die dabiliserende Bindung des Tau Proteins an die Mikrotubuli wird durch
Phosphorylierungen reguliert. Dabei spielt die Phosphorylierung der KXGS-Motive (besonders
Serin 262) innerhalb der M T-bindenden Doméane durch die Kinase MARK (MAP/Mikrotubuli-
Affinitét regulierende Kinase) eine besondere Rolle. Im Falle einer Phosphorylierung des Tau
Proteins durch MARK |6st sich Tau von den MT ab und stabilisiert diese nicht mehr.

Die Aktivierung von MARK erfolgt durch die Ste-20 Kinase MARKK (MARK-aktivierende
Kinase) (Timm et a., 2003). Da es sich bei MARK um eine Multi-Doménen Kinase handelt,
sind Wechsalwirkungen mit anderen regulierenden Proteinen moglich. Diese Arbeit sollte dazu
beitragen, neue Regulierungspartner der Kinase MARK zu identifizieren. Die Kinase PAK5
wurde im Laufe dieser Arbeit as neuer Interaktionspartner gefunden und ndher charakterisert.

7.1 I dentifizierung und Charakterisierung neuer Interaktionspartner von
MARK

Fur die Identifizierung neuer Interaktionspartner von MARK wurde in Zwe-Hybrid-
Experimenten eine humane foétale cDNA-Gehirnbank untersucht. Neben unbekannten
Proteinen wurde das Briickenprotein 14-3-3 und die Serin/Threonin Kinase PAKS5 isoliert (vgl.
Tabdlel; 6.1.2.2).

PAKS ist ein Mitglied der p2l-aktivierten Kinase-Familie, die bei der Regulation des
Aktinnetzwerks eine Rolle spielt (Etienne-Manneville und Hall, 2002; Bokoch, 2003). Da
MARK die Mikrotubuli-Dynamik beeinflusst, konnte die Interaktion zweier Kinasen
nachgewiesen werden, die komplementére Effekte auf das Zytoskel ett austiben.

Das Adapterprotein  14-3-3 interagiert mit Kinasen, Phosphatasen und anderen
Signalmolekilen (Fu et al., 2000) und ist an einer Vielzahl von zdlularen Prozessen beteiligt
(Signaltransduktion, neuronale Entwicklungsprozesse, Apoptose (Zhaet a., 1996; Zhang et al.,
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1997; Chang et a., 1997)). Benton et a. (2002) identifizierte die MARK-homologe Kinase
PAR-1 aus D. melanogaster a's neuen Bindungspartner von 14-3-3. Als Kofaktor von PAR-1
ist 14-3-3 fr die Aushildung der Zellachse unabdingbar.

Fur die Charakteriserung der Interaktionsdomanen von MARK und PAKS5 wurden
verschiedene Dd etionsmutanten hergestellt. Die Ergebnisse der Zwei-Hybrid-Assays zeigen,
dass MARK und PAKS5 Uber die Kinasedomanen wechselwirken (N-terminale Kinasedomane
bei MARK, C-terminale Kinasedoménen bei PAKS5). Die detaillierte Analyse ergab, dass die
katalytischen Doménen vorzugsweise aneinander binden, wenn die nicht katalytischen
Bereiche deletiert sind. Es ist daher anzunehmen, dass eine sterische Hemmung oder die
Konformation des gesamten Kinasemolekdils die Interaktion der beiden Kinasen abschwécht
(s Abb. 10; 6.2.2).

Im Vergleich dazu konnte in Koimmunoprazipitationsexperimenten in Sf9-Zellen die
Interaktion der beiden vollstandigen Kinasen MARK und PAK5 nachgewiesen werden (s. Abb.
11; 6.2.2.1). Aufféllig war die stéarkere Wechselwirkung zwischen PAKS und der inaktiven
Mutante MARK2 T208A/S212A. Dies lasst sich durch ene Beteligung der
Aktivierungsschleifen-Konformation an der Bindung erkléaren. Wie in Timm et a. (2003)
gezeigt, bewirkt die Eliminierung der Phosphorylierungsstellen eine stabilere Wechselwirkung

zwischen MARK 2 und seinen Interaktionspartnern.

In Zwei-Hybrid-Versuchen mit 14-3-3 und MARK wurden dhnliche Ergebnisse erzielt. 14-3-3
bindet an den N-Terminus von MARK. Dajedoch eine Bindung zwischen 14-3-3 und der rein
katalytischen Doméne von MARK nicht belegt werden konnte (s. Abb. 10; 6.2.1), scheint es,
dass 14-3-3 N-termina von PAK5 an MARK bindet.

Mit einem spezifischen Antikorper gegen 14-3-3 konnte die Interaktion zwischen endogenem
14-3-3 betaltheta und MARK in Sf9-Zellen nachgewiesen werden. In der Literatur wird fir
14-3-3 eine Brickenfunktion postuliert. Aitken (1996) beschreibt z.B. eine mogliche Rolle von
14-3-3 in der Koordination verschiedener Signalwege durch die Bindung an mehrere Proteine.
Es wére daher denkbar, dass 14-3-3 mit den beiden Kinasen MARK und PAKS5 interagiert und

sie auf diese Weise in raumliche Nahe bringt.
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7.2 DieRollevon MARK und PAK5 in der Regulation des Zytoskeletts

Im Falle des MARK+-PAK 5 Komplexes ist es Uberraschend, dass die Interaktion fir die
Kinaseaktivitét der beiden Proteine verschiedene Konsequenzen mit sich bringt: MARK wird
durch PAKS5 inhibiert, umgekehrt wird jedoch die Aktivitdt von PAK5 nicht beeinflusst.
Interessanterwei se erfolgt die Inhibierung von MARK 2 durch PAK5 wt, der aktiven sowie der
inaktiven PAK5-Mutante. Im Gegensatz dazu bewirkt die C-terminale Deletionsmutante
PAK5-AID (AS 1-181), die im Zwei-Hybrid-Test mit MARK nicht interagiert, eine
vernachlassigbare Reduzierung der MARK-Kinaseaktivitét. Es scheint daher plausibel, dass
die Inhibierung von MARK Uber die Bindung an PAK5 und nicht durch Trans- oder
Autophosphorylierung verursacht wird (s. Abb. 14; 6.3.2).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Bindungs- und Aktivitatsassays kolokalisieren
Uberexprimierte MARK und PAKS in CHO-Zéellen. Die Lokalisation der beiden Kinasen ist
vesikelformig und wurde fir MARK schon in friheren Verdffentlichungen erwahnt (Drewes et
al., 1997).

Nach einer Einzdtransfektion von MARK2 und PAKS5 in CHO-Zellen konnen die Effekte auf
das Zytoskelett wie folgt beschrieben werden: MARK?2 destabilisert die MT, wéhrend das
Aktinnetzwerk stabil erscheint (verstérkte Stressfasern in Abb. 18B, 2 gut sichtbar). Die
Degeneration der Zellen erfolgt nach einer langeren Inkubationszeit der transfizierten Zellen
oder nach Expression einer htheren Proteinkonzentration von MARK?2 (Drewes et a., 1997).
Im Gegensatz dazu 10st PAKS die Aktin-Stressfasern auf und bewirkt die Bildung von
Filopodien, wahrend die MT stabile Bindel formen. Die MT- und Aktineffekte sind von der
Aktivitét der Kinasen abhangig und kdnnen daher nach einer Transfektion der inaktiven Kinase
nicht beobachtet werden (s. Abb. 18C; 6.4.3).

Im Falle einer Koexpresson von MARK und PAK5 in CHO-Zdlen ist MARK nicht mehr in
der Lage, die MT zu destabiliseren, wahrend PAK5 nach wie vor Aktin-Stressfasern aufl6st
und Filopodien bildet. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der in vitro Aktivitétsassays
kann der MT-stabilisierende bzw. MARK-inhibierende Effekt auch bei der inaktiven Mutante
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PAK5 S602M/S606M beobachtet werden. Dies illustriert, dass auch auf zelluldrer Ebene
MARK?2 durch die Bindung von PAKS5 und nicht durch Phosphorylierung inhibiert wird (s.
Abb. 19; 6.4.3).

Die aufgefthrten Ergebnisse fuhren zu der Schlussfolgerung, dass das Wechselspiel zwischen
Aktin-Stressfasern und Mikrotubuli durch die ,Schater* MARK und PAK5 kontrolliert
werden kann. Dabel kann der Aktin-Schalter PAK5S den MT-Schalter MARK inhibieren, dies
funktioniert jedoch nicht umgekehrt.

Unter Berticksichtigung des MARK/MT-Signalweges ist dieses Ergebnis aufgrund der
Regulierungsasymetrie bemerkenswert: MARK wird durch die Kinase MARKK aktiviert,
deren Uberexpression in CHO-Zellen die MT destabilisiert (Timm et al., 2003). Im Gegenzug
wird MARK durch ene Kinase der PAK-Familie inhibiert, die in konkurrierenden
Signalwegen der Aktinregulation involviert ist. Eine Ubersicht diesss MARK/PAK-
Wechselspielsist in Abbildung 28 dargestellt (vgl. Abb. 20; 6.4.3).

Aktin-Schalter MT-Schalter
PAK i MARK

» Aktin dynamisch
(Filopodien, keine
Stressfasern)

» MT stabil

» MT dynamisch
» Aktin stabil
(Stressfasern)

Abbidung 28: Schematische Darstellung der ,, Schalter” -Effekte von PAK5 und MARK 2

Durch die beiden , Schalter* MARK2 und PAK5 wird das Zytoskelett kontrolliert. MARK fungiert als MT-
Schalter, indem es die MT dynamisch macht. PAKS agiert as Aktin-Schalter, indem es Stressfasern aufldst und
Filopodien bildet. Der rote Pfeil kennzeichnet die Inhibierung des MT-Regulators MARK durch den
Aktinregulator PAK.
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Vom strukturellen Standpunkt gesehen stellt sich nun die Frage, wie PAKS5 als Inhibitor von
MARK fungiert. Da es sich bel bekannten Kinase-Regulatoren wie z.B. Cyclinen oder p35
gewohnlich nicht um Kinasen handelt (Huse und Kuriyan, 2002), sind die Ergebnisse dieser
Arbeit eher unerwartet. Einige Kinasen besitzen inhibitorische Sequenzen, die sich nach einer
Phosphorylierung zum Pseudosubstrat umwandeln und die eigene Aktivierungsschleife
blockieren. Beispielsweise besitzt GSK3 nach der Phosphorylierung des Serin 9 durch die
Protein Kinase B (PKB) eineinhibierte Konformation (Dagjani et. a., 2001).

Andere Kinasen wie PAK1 liegen als Dimer vor und inhibieren mit einer autoinhibitorischen
Sequenz die aktive Seite des Partnermolekuls (Parrini et al., 2002).

Eine weitere Inhibierungsmethode ist fir PAR-1b (homolog zu MARK2) beschrieben worden.
Die Phosphorylierung des Serins 595 durch aPKC( schafft eine 14-3-3-Bindestelle, wodurch
PAR-1b inhibiert wird (Hurov et a., 2004).

Im Gegensatz zu den beschriebenen Kontrollsequenzen, die ale au3erhalb der katalytischen
Domaéne liegen, bindet und inhibiert die Kinasedomane von PAKS5 die katalytische Doméane
von MARK. Dieser Vorgang erinnert eher an die Proteinregulierung durch Trans- und
Autophosphorylierung, bei der die Aktivierungsschleife der einen Kinase voribergehend in die
katalytische Tasche der anderen Kinase hineinragt und phosphoryliert wird. Fir die
vollsténdige Aufkldrung des MARK/PAK-Wechsdspiels miissen weitere experimentelle
Arbeiten durchgefthrt werden. Zusammenfassend kann jedoch gesagt werden, dass die
Inhibierung von MARK 2 durch Proteinbindung und nicht durch Phosphorylierung erfolgt.

In der Literatur existieren einige Beispiele, in denen Verbindungen zwischen Mitgliedern der
MARK- und PAK-Familie beschrieben werden:

Fur die Zellmigration ist die Polarisierung und die Dynamik des Aktin- und Mikrotubulinetz-
werks notwenig. Das Aktinnetzwerk ist fir initiale Prozesse an der Bewegungsfront (,,leading
edge”) wie die Ausbildung und Verlangerung von Filopodien verantwortlich (Wittmann und
Waterman-Storer, 2001; Pollard und Borisy, 2003; Wittmann et al., 2003). Eine zentrde
SchlUsselrolle kommt hierbei der GTPase Cdc42 zu. Zum einen bewirkt Cdc42 durch Bindung
an PAK1 und PAK4 die Filopodienbildung, zum anderen férdert Cdc42 die Rekrutierung der
Proteine der PAR-Familie an die Zellmembran, wo sie die Polaritét der Zelle beeinflussen
(Etienne-Manneville und Hall, 2003; Macara, 2004). Hierbel spielt PAR-1 alias MARK eine
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Rolle, da es die Beférderung von PAR-3, PAR-6 und der atypischen PKC reguliert. Auch die
Betelligung von Par-5/14-3-3, eéinem weiteren Zwei-Hybrid-Partner der MARK (s. 6.1.2),
wurde in diesem Zusammenhang beschrieben.

Ein weiteres Beispiel stellt PAK1 dar, das durch die Phosphorylierung des Proteins
Stathmin/Op18 einen direkten Einfluss auf die Dynamik der MT ausiibt (Daub et al., 2001;
Wittmann et a., 2004). Stathmin ist nach der Phosphorylierung des Serins 16 nicht mehr in der
Lage, seine MT-destabiliserende Funktion auszutben. PAK1 agiert in diesem Fal als
Antagonist zu MARK, das die MT dynamisch macht.

Kinasen sind haufig in verschiedene Signalwege involviert. Es ist erwdhnenswert, dass die
Kinasen, deren Interaktion und Zytoskel ett-Effekte in dieser Arbeit untersucht worden sind, an
der zelluldren Stress-Bewdltigung (,, stress response”) beteiligt sind. Die M T-destabiliserende
Kinase MARKK (MARK-akivierende Kinase) ist durch die Phosphorylierung von MEK3 und
MEKS®6 in der p38-Stress-K askade involviert. PAKS spielt neben der Aktinregulation eine Rolle
im INK-Stress-Signalweg (Dan et al., 2002; Pandey et a., 2002). Hinzu kommt, dass die
Aktivierung von MARK sowie die Phosphorylierung des Substrats Tau nach Stressel nwirkung
auf die Zelle erhdht sind (Schneider et al., 2004). Dies wiederum konnte die Tau-
Hyperphosphorylierung in den frihen Stadien der Alzheimerschen Krankheit erklaren.
Angesichts dieser Tatsachen wére es von Interesse, eine Betelligung der MARK/PAK5-
Wechselwirkung an der neuronalen Degeneration in den Blickpunkt weiterer Untersuchungen

zu stellen.

7.3 Untersuchung der Autoregulation von PAKS

P21-aktivierte Kinasen (PAKS) sind Mitglieder der Rac/Cdc42-asoziierten Ser/Thr-Kinasen
Familie, von denen einige als GTPase-Effektoren eine wichtige Funktion bei der Regulation
des Aktinnetzwerks ausiiben (Bokoch, 2003; Cotteret et a., 2003).

Aufgrund ihrer Sequenzhomologie lassen sie sich in zwel Gruppen unterteilen, die auf

unterschiedliche Weise reguliert werden:
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Die Gruppe | (PAK1-3) wird durch die Bindung von Cdc42/Rac an die PBD (p21-
Bindedomane) aktiviert. Im Falle des PAK1-Dimers dissoziieren die beiden PAK1-Molekille
auseinander, das Kinase-Inhibitor-Motiv (KI-Motiv) der autoinhibitorischen Doméne (AID)
kann die Aktivierungsschleife der Kinase nicht weiter blockieren und ermdglicht die
anschlieffende Aktivierung der Kinase (Lel et a., 2000; Parrini et d., 2002).

Die Gruppe Il (PAK4-6) weist keinen einheitlichen Regulierungsmechanismus auf. Die
Bindung von Cdc42 an die kongtitutiv aktive PAK4 bewirkt die Bildung von Filopodien,
jedoch keine Steigerung der Kinaseaktivitdt (Abo et a., 1998). PAK6 interagiert mit Cdc42,
wird aber durch die Stress-Kinasen MKK 6 und p38 aktiviert (Kaur et a., 2005).

Die Regulierung der gehirngpezifischen PAKS wird in der Literatur widersprichlich diskutiert.
Im Vergleich zu Pandey et al. (2002) und Cotteret et al. (2003), die eine PAK5-Aktivierung
durch Cdc42 nicht nachweisen konnten, wird in Ching et a. (2003) eine Aktivierung durch
Cdc42 und das Vorhandensein einer autoinhibitorischen Doméne (AID) mit dem KlI-Motiv
beschrieben. Der AS-Sequenzvergleich zwischen dem KI-Motiv von PAK1 (AS 137-149) und
dem von PAK5 (AS 120-133) ergab eine Identitat von 14 % sowie eine Ahnlichkeit von 71 %.
Aufgrund der gegensétzlichen Aussagen wurde die Rolle des AID-Fragments in Zwei-Hybrid-
und Aktivitétsassays geprift.

Um Aufschluid Gber die intra- und intermol ekularen Wechselwirkungen von PAKS5 zu erhdten,
wurden in Zwei-Hybrid-Versuchen die Bindungseigenschaften verschiedener PAK5-Mutanten
mit PAK5-AID (AS 1-181) getestet.

Wie im vorigen Abschnitt erwahnt, inhibiert im PAK1-Dimer die autoinhibitorische Domane
die Kinasedomane (Lel et al., 2000; Parrini et al., 2002, Lei et a., 2005). Da Ching et al.
(2003) enen vergleichbaren Autoinhibierungsmechanismus fir PAKS beschreiben, wurde
vermutet, dass in den Zwei-Hybrid-V ersuchen eine Wechselwirkung zwischen PAK5-AID und
der PAK5-Kinasedoméne stattfinden konnte.

Erwartungsgemal} zeigte sich, dass alle PAK5-Mutanten, die im Besitz der kataytischen
Doméne einschlie¥lich der Aktivierungsschleife sind, mit PAK5-AID interagieren. Eine
Deletion oder Mutation in der PAK5-Aktivierungsschleife blockiert die Wechsalwirkungen mit
PAKS5-AID. Im Kontext der postulierten PAK1- und PAK5-Autoinhibierung (Lei et a., 2000;
Parrini et a., 2002; Ching et a., 2003) lasst sich diese Beobachtung durch die
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Konformationsdnderung der Aktivierungsschleife erkléaren, die daraufhin nicht mehr von der

autoinbitorischen Domane abgeschirmt werden kann.

Zur weteren Veifizierung der PAKS5-Autoinhibierungsthese wurden  radioaktive
Aktivitdtsassays durchgefuhrt. Anhand der Substratphosphorylierung (Histon H4) wurden
Veranderungen der PAK5-Aktivitét in An- oder Abwesenheit von PAK5-AID gemessen. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Ching et al. (2003) konnte kel ne signifikante Hemmung der
PAKS5-Aktivtat durch die autoinhibitorische Doméane festgestellt werden. Dies kénnte durch
den abgewandelten Experimentansatz zu erkl&ren sein. Fur diein vitro Versuche wurde neben
veranderten Pufferbedingungen sowohl ein anderes Substrat (HH4 statt MBP) als auch
rekombinantes Protein aus Sf9-Zellen und nicht aus E.coli eingesetzt. Theoretisch gesehen
sollten diese Veradnderungen jedoch nicht zu der volligen Aufhebung der Inhibierung fuhren.
Eine definitive Aussage Uber die Regulation von PAK5 kann daher mit den erhaltenen Daten

nicht getroffen werden. Hierzu sind weitere experimentelle Arbeiten nétig.

Interessanterweise liel? sich darlber hinaus die Phosphorylierung der autoinhibitorischen
Doméne (AID) durch die aktive PAK5 S573N/S602E und die PAK5-Kinasedoméane im
Aktivitdtsassay feststellen. Auch hier kann man ein Vergleich zur PAK1-Regulation ziehen.
Im aktiven Zustand verhindert PAK1 durch die Autophosphorylierung bestimmter
Aminosaurereste des N-terminalen Bereichs (S144, S149) die Riickbildung der inhibitorischen
Konformation (Lei et a., 2005). Auf die gleiche Weise kdnnte durch die Phosphorylierung der
PAK5-AID eine mogliche Autoinhibition von PAKS blockiert werden.

Mit Hilfe einer Phosphoaminosdureanalyse konnten die spezifischen Aminosiurereste

identifiziert werden und die Aufklarung der PAK5-Regulation weiter vorangetrieben werden.
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7.4 LIMK1: ein moglicher Interaktionspartner von PAKS5?

LIMK1 ist eine zytoplasmatische Proteinkinase, die Uberwiegend im Gehirn exprimiert wird
(Frangiskakis, 1996). Ihre Hauptaufgabe besteht in der Regulierung der Aktindynamik. Nach
Uberexpression der LIMK1 bilden Zellen die sogenannten , Aktincluster“, die durch die
Akkumulation von filamentdsem Aktin entstehen (Dan et a., 2001). Desweiteren konnte eine
Beteiligung der LIMK1 an der Regulierung der Wachstumskegelbewegung in kultivierten
Neuronen festgestellt werden (Endo et d., 2003).

Die Aktivierung der LIMK1 erfolgt durch die Phosphorylierung von PAK4 und in einem
schwéacheren Ausmald auch von PAK1 (Dan et a., 2001; Edwards et a., 1999). In beiden
Falen wird LIMK1 an spezifischen Stellen phosphoryliert und kann daraufhin den Aktin-
destabilisierenden Faktor Cofilin inhibieren (Arber et al., 1998; Yang et al., 1998).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die gehirnspezifische Kinase PAK5 im Vergleich
zu LIMK1 eine antagonistische Rolle bei der Regulation der Aktindynamik spielt: Die
Expresson der aktiven PAKS |6st stabile Stressfasern auf und bewirkt die Bildung von
Filopodien. In der Literatur sind bisher noch keine Zusammenhange zwischen den beiden
gehirnexprimierten und Aktin-regulierenden Kinasen beschrieben worden.

Aufgrund der PAK5-Sequenzhomologie zu PAK4 (Dan et a., 2002) und der Beeinflussung
der Aktindynamik durch PAK5 wurden in Zwei-Hybrid- und Zellkulturexperimenten die
maogliche Interaktion sowie die funktionelle Beziehung zwischen PAKS und LIMK1 Uberprift.

Wie zuvor im Zwei-Hybrid-Test mit MARK und PAKS5 beobachtet, konnte nur eine
Wechselwirkung zwischen LIMK 1 und der im MARK 2-Screen isolierten katal ytischen PAK5-
Domaéne (AS 502-719) nachgewiesen werden. Weder vollsténdiges PAK5 noch N- bzw. C-
terminale PAK5-Deletionsmutanten interagierten mit LIMK1 im Zwei-Hybrid-Test. Auch in
diesem Fal kann davon ausgegangen werden, dass die Konformation des gesamten

Kinasemol ekills zu einer Abschwéachung der Interaktion fihrt.
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Fur Kolokaisations- und Zytoskelettstudien wurde LIMK1 einzeln und gemeinsam mit
verschiedenen PAK5-K onstrukten in CHO-Zellen exprimiert.

Die Proteinvertellung von LIMK1 ist zytoplasmatisch und nur in geringem Ausmal’ vesikular.
Eine partielle Kolokalisation konnte daher mit der flachig lokaisierten PAKS5 S573N/602E,

jedoch nicht mit der stark vesikulér exprimierten PAK5 wt nachgewiesen werden.

Be Betrachtung des Zytoskeletts kam der antagonistische LIMK1-Effekt deutlich zum
Vorschein: Im Unterschied zu PAKS besitzen LIMK1-transfizierte CHO-Zellen ein stabiles
Aktinnetzwerk mit aufféallig verstarkten Stressfasern und ein weitgehend unveréndertes MT-
Netzwerk. Widerspriichlich zu der Verdffentlichung von Dan et a. (2001) konnten jedoch
keine , Aktincluster* beobachtet werden. Dies |&3 sich zum einen durch die Muskelzellinie
C2C12 erklaren, die anstelle der Hamsterovarien-Zellinie (CHO) verwendet wurde. Zum
anderen konnten die verschiedenen Transfektionsmethoden und eingesetzten DNA-
Konzentrationen urséchlich sein. So wurden in dieser Arbeit Zellen mit je 0,2 ug DNA mittels
,» Effectene-Kit* (s. 5.2.3.1) trandfiziert. Im Gegensatz dazu verwendeten Dan et a. (2001) die
Cal cium-Phosphat-Transfektionsmethode (s. 5.2.2.1), bei der je Ansatz 16 ug DNA eingesetzt

wurden.

Um eine funktionelle Beziehung zwischen LIMK1 und PAKS5 charakterisieren zu kdnnen,
wurden Koexpressionsstudien in CHO-Zellen durchgefthrt. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass die Aktin-destabilisierende PAKS den Aktin-stabilisierenden Effekt von LIMK1
(Dan et a., 2001) aufhebt, jedoch umgekehrt der MT-stabilisierende PAKS5-Effekt durch
LIMK1 nicht inhibiert wird. Folglich bilden LIMKL/PAK5-doppdtransfizierte Zellen
dynamische Filopodien anstelle von stabilen Stressfasern und besitzen dartber hinaus ein
stabiles MT-Netzwerk. Ubereinstimmend mit den Kolokalisationsexperimenten wurden die
beschriebenen Effekte nur in Doppeltransfektionsansdtzen mit LIMK1 und aktiver PAK5
S573N/S602E, jedoch nicht mit PAKS5 wt beobachtet.

Wiein der Einleitung erwéhnt (s. 3.2.2), besitzen PAK5 und PAK4 in der Kinasedoméane eine

Sequenzhomologie von 84 % bzw. 80 % in der PBD (p21-Bindedoméne). Aufgrund dieser

grofken AS-Ubereinstimmung kénnte man eher redundante al's kontrére Funktionsei genschaften
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fur PAK4 und PAKS5 erwarten. Dies scheint jedoch weder auf MT- noch auf Aktinebene der
Fal zu sein: aktive PAKS5 stabilisert die Mikrotubuli (s. 6.4.3), wohingegen Xenopus PAK5
(homolog zu humaner PAK4, s. Anhang A.1.2) diese Funktion nur in seiner inaktiven Form
austiben kann (Cau et al., 2001). Desweiteren beschreiben Dan et a. (2001) die Aktivierung
des Aktinstabilisators LIMK1 durch PAK4. Die Uberexpressionsstudien dieser Arbeit legen
die Vermutung nahe, dass PAK4 und PAKS5 auf gegensétzliche Weise das Aktinnetzwerk
durch die Regulation von LIMK1 beeinflussen.

Eine endgultige Bestatigung dieser These steht noch aus. Es mussen weitere Experimente wie
z.B. Koimmunoprazipitations- und Aktivitétsassays durchgefihrt werden, um eine potentielle
biologische Relevanz der PAKS/LIMK1-Wechselwirkung verifizieren zu konnen. Darlber
hinaus muss die Beteiligung ,, dritter” Proteine an dieser Interaktion berticksichtigt werden. Erst
kdrzlich wurde durch Soosairgjah et al. (2005) das Zusammenspiel zwischen PAK4, LIMK1,
dem Aktin-destabiliserenden Faktor Cofilin, der Phosphatase Slingshot sowie 14-3-3
beschrieben. Hierbel aktiviert PAK4 die LIMK1 und inhibiert Slingshot. Slingshot wiederum
agiert unter Mithilfe von 14-3-3 as Inhibitor von LIMK1 und als Aktivator von Cofilin. Nur
unter Berlickschtigung aller Partner eines Signalkomplexes kénnen die vollstandigen
Funktionen der am Komplex beteiligten Proteine sowie die ineinander greifenden

Reguli erungsmechani smen verstanden werden.
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8. Abkurzungen

8. Abkirzungen

Abb. Abbildung

abs. absolut

AD Aktivierungsdoméane

Ade Adenin

ADP Adenosindiphosphat

AID Autoinhibitorische Doméane

AK Antikorper

Amp. Ampicilin

Amp® Ampicilin Resistenz

aPKC atypische Proteinkinase C

APS Ammoniumpersulfat

Aqua bidest. Aqua bidedtillata

Arp2/3 »Actin-related protein 2/3”

AS Aminosaure(n)

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BAD “Bcl-2/Bcl-XL-Antagonist, causing cell Death”
BCA Bicinchonine acid solution

BSA Rinderserumal bumin (Bovin Serum Albumin)
ca circa

CapZ »Capping protein Z*

CDK2/5 Cyclin-abhangige Kinase 2/5

cDNA copy-Desoxyribonucl einséure

CFP Cyan Fluorescent Protein

cfu colony forming units

Chaps Cholamidopropyl dimethylami nopropansul fonat
CIP Cdlf Intestinal Phosphatase

Conc. Konzentration

CRIB cdc/Rac-Interaktions-Binde Motiv

DB DNA-Bindedoméne

d.h. das heif3t

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMF N,N-Dimethyl-Formamide

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynucl eoti dtri phosphat

DTT Dithio-DL-threitol

ECL Enhanced Chemoluminiscence

E.coli Escherichia cali

EDTA Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraessigséure
EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)- N,N,N',N'-tetraessigséure
FCS fotales Ké berserum (Fetal Calf Serum)
GDP Guanosindiphosphat

G-Protein GTP/GDP-bindendes Protein

GSK3p Glykogen Synthase Kinase 3, B-Form
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde(n)
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8. Abkurzungen

Ki
Kin1/2
LacZ

LB

Leu
LiAc
LIM
LIMK1
MPG-ASMB
MAP(s)
MARK
MARKK
MBP
min.
MKK 3/6
MT
NCBI
NFT

oD
PAGE
PAK
Par-1
PBD
PBS
PCR
PEG
PFA

pH

PHF
PKB
PMSF
RT

S

S cerevisiae
SDS

S, Ser
Ste20

T, Thr
TAE

Héamagglutinin

N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N"-2- ethansulfonsdure
Histon H4

Histidin

Immunglobulin

I sopropyl-1-thio-f-D-galactopyranosid

cJun N-terminale Kinase

Kanamycin

Kanamycin Resistenz

Kilobasen

Kilodalton

Kinasei nhibitor

Kinasa nhibitorkonstante

Kinase Gen Produkt 1/2

B-Galactosidase

Luria Bertani

Leucin

Lithiumacetat

Lin-11, Isl-1, Me-3

LIM Motiv-beinhatende Proteinkinase

Max Planck Gesellschaft - Arbeitsgruppe flr strukturelle Molekul arbiol ogie
Mikrotubuli-assoziiertes Protein(e)
MAP/Mikrotubuli-Affinitéts-regulierende Kinase
MAP/ Mikrotubuli-Affinitéts-regulierende Kinase Kinase
»Myelin Basic Protein*

Minute(n)

MAP Kinase Kinase 3/6

Mikrotubuli

Nationales Center fir biotechnologische Information
Neurofibrillére Bundel (neurofibrillary tangels)
Optische Dichte

Polyacrylamidgel-Elektrophorese

p21-aktivierte Kinase

Partitioning defective-1

p21-Bindedoméne

Phosphat gepufferte Salzldsung (Phosphate Buffered Saline)
Polymerasekettenreaktion

Polyethylenglykol

para-Formaldehyd

negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzetration
paarige helikale Filamente (Paired Helical Filaments)
Proteinkinase B

Phenylmethansul fonylfluorid

Raumtemperatur

Sekunde(n)

Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecyl sulfat

Serin

Steril 20

Threonin

Tris-Acetat-EDTA Puffer
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8. Abkurzungen

TBS
TCA
TEMED
Tm

Tris

U

usw.

uv

viv bzw. wiv
\Y
WASP
wit
X-Gd
Y, Tyr
YFP

Tris gepufferte Salzlsung (Tris Buffer Saline)
Trichloressigsdure

N,N,N",N"-Tetramethyl ethylen-diamin

Schmel ztemperatur
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Enzymeinheiten, "units"

und so weiter

Ultraviolett

Volumen pro Volumen bzw. Gewicht pro Volumen
Volt

Wiskott-Aldrich Syndrom Protein

Wildtyp
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid
Tyrosin

Yellow Fluorescent Protein
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Anhang

Anhang

A.1 PAK-Proteinsequenzvergleich

A.1.1 Proteinsequenzver gleich von PAK 1-3 (Gruppel)

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

MSNNGLDIQDKPPAPPMRNTSTMIGAGSKDAGTLNHGSKPLPPNPEEKKKKDRFYRSILP

MS-DGLDNEEKPPAPPLR----- MNSNNRDSSALNHSSKPLPMAPEEKNKKAR-LRSIFP

MS-DNGELEDKPPAPPVRMSSTIFSTGGKDPLSANHSLKPLPSVPEEKKPRHK-IISIFS

* % .. : . ****** * ._:..:*. . * %, *k k% *kk k. . . **
70 75 81 87 90 113

G- -DKTNKKKEKERPEISLPSDFEHTIHVGFDAVTGEFTGMPEQWARLLOQTSNITKSEQK
GGGDKTNKKKEKERPEISLPSDFEHTIHVGFDAVTGEFTGIPEQWARLLQTSNITKLEQK
G-TEKGSKKKEKERPEISPPSDFEHTIHVGFDAVTGEFTGMPEQWARLLQTSNITKLEQK

* sk kkkkkhkkhkhkhkk khkkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkkhkhkk o hkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkk kkk

137 150

KNPQAVLDVLEFYNS KKTHEDYNS SNALNVKAVSETPAVPPVSED

KNPOQAVLDVLKEYDSKETVNNQKYMSFTSGDKSAHGY IAAHPSSTKTASEPPLAPPVSEE
KNPQAVLDVLKFYDSN——TVKQKYLSFT——PPEKDGFPSGTPALNAKGTEAPAV——VTEE

*hkkkhkkkkhkk o kk . k. Jkkk o kk %k . T s . . k% R * ok .
249

EDDDD- - --DDATPPPVIAPRPEHTKSVYTRSVIEPLPVTPTRDVATSPISPTENNTTPP

EDEEEEEEEDENEPPPVIAPRPEHTKSIYTRSVVESIASPAVPNKEVTPPSAENANSS - -

EDDDE----- ETAPP-VIAPRPDHTKSIYTRSVID----- PVP----APVGDSHVDGA- -

*ok oo s . kk kkkkkok ockkokk o kkkkk . . . . .o

DALTRNTEKQKKKPKMSDEEILEKLRSIVSVGDPKKKYTRFEKIGQGASGTVYTAMDVAT
-TLYRNTDRQRKKSKMTDEEILEKLRSIVSVGDPKKKYTRFEKIGQGASGTVYTALDIAT
- - -AKSLDKQKKKTKMTDEEIMEKLRTIVSIGDPKKKYTRYEKIGQGASGTVFTATDVAL

shokk kkokkkk o hkhkhkk o hkhkk ok khkhkhkhkhkhkkchkkhkkkkhkhkkhkk . kk K.k

GOQEVATKOMNLOQQPKKELI INEILVMRENKNPNIVNYLDSYLVGDELWVVMEYLAGGSL
GQEVAIKQOMNLQOQQPKKELIINEILVMRENKNPNIVNYLDSYLVGDELWVVMEYLAGGSL
GQEVAIKQINLOQKOPKKELIINEILVMKELKNPNIVNFLDSYLVGDELFVVMEYLAGGSL

B R e R R R I T I I R e

TDVVTETCMDEGQIAAVCRECLQALEFLHSNQVIHRDIKSDNILLGMDGSVKL TGN
TDVVTETCMDEGQIAAVCRECLQALDFLHSNQVIHRDIKSDNILLGMDGSVKLTDFGFCA
TDVVTETCMDEAQIAAVCRECLQALEFLHANQVIHRDIKSDNVLLGMEGSVKLTDFGFCA

dhhkhkhkkhkhhdhd dhhkhhdhdhhhhhk . hhk . kxddhhdhhhdhdh.dhdk . khdhhrhkrhhhk

112



Anhang

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

PAK1
PAK3
PAK2

423 428

*WTRKAYGPKVDIWSLGIMAI EMIEGEPPYLNENPLRA

QITPEQSKRSTMVGTPYWMAPEVVTRKAYGPKVDIWSLGIMAIEMVEGEPPYLNENPLRA
QITPEQSKRSTMVGTPYWMAPEVVTRKAYGPKVDIWSLGIMAIEMVEGEPPYLNENPLRA

EEREE R EEEEEEREEEREEREEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEREEEEEEEEEES

LYLIATNGTPELONPEKLSAIFRDFLNRCLEMDVEKRGSAKELLQHQFLKIAKPLSSLTP
LYLTATNGTPELONPERLSAVFRDFLNRCLEMDVDRRGSAKELLOQHPFLKLAKPLSSLTP
LYLIATNGTPELONPEKLSPIFRDFLNRCLEMDVEKRGSAKELLQHPFLKLAKPLSSLTP

khhkhkhkhkhkhhhhhkhhhk o hkh hhkhhdhdhhkdhhdhdh. .hhhhhdhhdddx *hk.dhkdkhrhdik

545
LIAAAKEATKNNH-
LIIAAKEATIKNSSR
LIMAAKEAMKSNR -

*kh kkkkk Kk

Abbildung 29: Proteinsequenzver gleich von humaner PAK 1-3
Identische (rot, *) und konservierte (stark: grun, : / schwach: blau, .) Aminosduren sind durch Farbe und Zeichen
unterhalb der Sequenz gekennzeichnet.
Doménenbereiche und spezifische AS der PAK1-Sequenz sind durch Zahlen und Farbbalken markiert: das
autoregulatorische Fragment (AS 70-150) besteht aus der PBD-Doméne (blau, AS70-113) mit CRIB-Motiv
(hellgrau, AS 75-90), dem inhibitorischen Fragment (AS 87-136) mit Dimerisierungssegmet (AS 81-87) und dem
KI-Motiv (grin, AS 137-150). Die katalytische Doméne (gelb) erstreckt sich Uber den AS-Bereich 249-545.
Innerhalb dieser Region liegt die Aktivierungsschleife (dunkelgrau, AS 407-434)
Autophosphorylierungsseite T423 und dem MKK6-Motiv TPY (pink, 327-429).

Fir den Vergleich wurden folgende NCBI-Genbanknummern verwendet: PAK1: NM_002576, PAK2:
NM_002577, PAK3: NM_002578.

A.1.2 Proteinsequenzvergleich von PAK4-6 (Gruppell)
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PAK4 WVVMEFLEGGALTDIVTHTRMNEEQIAAVCLAVLQALSVLHAQGVIHRDIKSDSILLTHD
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Abbildung 30: Proteinsequenzver gleich von humaner PAK4-6 sowie Xenopus PAK5S

Identische (rot, *) und konservierte (stark: griin, : / schwach: blau, .) Aminosauren sind durch Farbe und Zeichen
unterhalb der Sequenz gekennzeichnet.

Doménenberei che und spezifische AS der PAK5-Sequenz sind durch Zahlen und Farbbalken markiert: PBD (blau,
AS 10-43), autoinhibitorisches Fragment (grau, AS 60-181) mit KI-Mativ (griin, AS 120-133), katalytische
Doméne (gelb, 454-700) mit der Aktivierungsschleife (dunkelgrau, AS 586-611), der Autophosphorylierungsseite
S602 (pink) und dem MKK6-Motiv TPY (pink, AS 606-608).

Fir den Vergleich wurden folgende NCBI-Genbanknummern verwendet: Xenopus PAKS: AJ277826, PAKA4:
NM_005884, PAK5: AB040812, PAK6: NM_020168.

A.1.3 Proteinsequenzvergleich zwischen PAK 1 (Gruppel) und PAK5 (Gruppel )
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Abbildung 31: Proteinsequenzver gleich zwischen humaner PAK 1 (Gruppel) und PAKS (Gruppel )
Identische (rot, *) und konservierte (stark: grun, : / schwach: blau, .) Aminosduren sind durch Farbe und Zeichen
unterhalb der Sequenz gekennzeichnet.

Farbbalken markieren die p21-Bindedoméane (PBD, blau), das KI-Mativ (grin) und die katalytische Doméane
(gelb) mit der Aktivierungsschleife (dunkelgrau). Die Autophosphorylierungsstellen (PAK1: T423, PAKS: S602)
sowie das konservierte MKK6-Substratmotiv (TxY) sind pink gekennzeichnet.

Fir den Vergleich wurden folgende NCBI-Genbanknummern verwendet: PAK1: NM_002576, PAKS:

AB040812.

117



Anhang

A.2 L ebendauf

Per sinliche Daten:

Schulaushildung:
1981-1985
1985-1994

Audandsaufenthalt:
1995

Hochschulausbildung
und Dissertation:

1995-2000

2000

2001-2005

Bettina Grief3haber (geb. 1974)
deutsch
ledig

Friedrich-Ebert-Grundschule, Heidel berg
humanist. Kurfurst-Friedrich-Gymnasium, Heidel berg
Abschlul3: Abitur

6 Monate USA (San Francisco)

Biologie-Studium an der Universitat Hamburg

Studienfécher im Hauptstudium: Molekularbiologie/Genetik,
Biochemie und Mikrobiologie

Diplomarbeit an der Universitét Hamburg, zum Thema:
»Expression des Gens fur die Cytochromoxidase Untereinheit 2
der Sojabohne in der Hefe"

Betreuerin: Frau Prof. Dr. Elke Pratje

Promotionsstudium an der Max-Planck-Arbeitsgruppe fir
strukturelle Molekularbiologie in Hamburg

Betreuer: Prof. Dr. Eckhard Mandelkow

Thema PAKS, ein Inhibitor der Kinase MARK?2, reguliert die
Stabilitdt des Mikrotubuli- und Aktinnetzwerks

118



Anhang

A.3 Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. EvaMaria Mandelkow und Herrn Prof. Dr. Eckhard
Mandelkow fur die Vergabe der interessanten Themenstellung, die hilfreichen Anregungen und

Diskussionen sowie die hervorragende Betreuung.

Bei Frau Prof. Dr. Elke Pratje bedanke ich mich fur die bereitwillige Ubernahme des
Zweitgutachtens.

Mein herzlicher Dank gilt Frau Dr. Dorthe Matenia, die mich in die Thematik einfuhrte und ein
sténdiges Interesse am Fortgang dieser Arbeit zeigte. Darliber hinaus danke ich ihr fur ihre

fachliche Kompetenz, ihre Kooperation und grof3e Hilfsbereitschaft.

Bedanken mochte ich mich auch bei Cindy Johne, Anja Thiesen, Dr. Thomas Timm und Dr.

Jacek Biernat fir ihre wichtigen Ratschlége und die gute Zusammenarbeit.
Ferner danke ich alen nicht namentlich genannten Kolleginnen und Kollegen fir ihre
Hilfsbereitschaft, das ausgezeichnete Arbeitsklima und dartiber hinaus die netten Stunden in

privater Runde.

Mein herzlicher Dank gilt meinem guten Freund Marco Littek fir seine unermidliche

Unterstiitzung jeglicher Art.

Mein ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern, die immer fir mich dawaren.

119





