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Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Die Serin/Threonin-Kinase MARKK gehort zur Familie der Ste20 Kinasen und ist in
verschiedenen Signaltransduktionswegen involviert. Neben einer Funktion in der
p38/MAPK Signaltransduktionskaskade konnte eine Beteiligung an der Regulation der
Tau-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Hierbei aktiviert MARKK die vier
Mitglieder der MARK-Familie (MARK1-4), welche wiederum MAPs wie z.B. das
neuronale Tau direkt phosphorylieren kénnen (Timm et al. 2003, Drewes et al. 1995). Der
Phosphorylierungsstatus von Tau reguliert dessen Fahigkeit, an Mikrotubuli zu binden und
beeinflusst auf diesem Wege die Mikrotubuli-Stabilitdt. Kommt es zu einem verstarkten
Ablésen des phosphorylierten Tau-Proteins von den Mikrotubuli, kann dies zur
pathologischen Aggregation von Tau in intrazellulare neurofibrillare Bundel fuhren, wie
man sie bei der Alzheimer Krankheit findet. Somit ist eine strikte Kontrolle der einzelnen
Komponenten des MARKK — MARK — MAP(Tau) Signaltransduktionsweges unerlasslich.

Da (ber die Regulation der MARKK bislang wenig bekannt war, sollten im ersten Teil
dieser Arbeit neue Interaktionspartner mit Hilfe eines Hefe Zwei-Hybrid Screens
identifiziert werden. Neben weiteren Proteinen wurde auf diesem Wege eine
Wechselwirkung zwischen MARKK und Spredl ermittelt. Spred1 gehdrt zu einer Familie
von Membran-assoziierten Regulatorproteinen, welche die durch Wachstumsfaktoren
induzierte Aktivierung der ERK-Signaltransduktionskaskade unterdriicken (Wakioka et al.
2001). Die Charakterisierung der Interaktion ergab, dass MARKK und Spredl zwar
aneinander binden, doch dass die Interaktion keinen Einfluss auf die Aktivitat der
MARKK hat.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Aktin-regulierenden
Kinase TESKL. Es ist bekannt, dass diese den Aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin
inaktiviert und auf diese Weise die Ausbildung von stabilen Stressfasern in der Zelle
fordert (Toshima et al. 2001a). Wie aus Daten Uber sprouty4, einem Spredl-verwandten
Protein, vermutet wurde, konnte eine Wechselwirkung zwischen TESK1 und dem
MARKK-Interaktionspartner Spredl ermittelt werden (Tsumura et al. 2004). Eine direkte
Bindung konnte nicht nur in Hefe Zwei-Hybrid Tests und in einem GST-Pulldown

Bindungsassay nachgewiesen werden, sondern auch durch Kolokalisationsstudien in einem
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Modell-Zellsystem (CHO Zellen). Vor allem die Daten aus den Koexpressionsstudien
deuten auf eine hemmende Wirkung von Spredl auf die Kinase TESK1 hin. Spredl kann
also Uber diese neu charakterisierte Interaktion Einfluss auf die Aktin-Stabilitdt nehmen.
Somit stellt die Spredl — TESK1 Wechselwirkung eine neue Schnittstelle zwischen dem
zentralen ERK-Signalubertragungsweg (Differenzierung, Proliferation) und der

Organisation des Aktin-Netzwerkes dar.

Aus den Ergebnissen der beiden ersten Abschnitte leitete sich eine Arbeitshypothese ab,
bei der der gemeinsame Interaktionspartner Spredl als Brickenprotein (scaffold) eine
Verbindung zwischen der Mikrotubuli-regulierenden Kinase MARKK und der Aktin-
regulierenden Kinase TESK1 schafft. Uberraschender Weise konnte auch eine direkte
Interaktion zwischen MARKK und TESK1 festgestellt werden. Mittels in vitro Aktivitats-
Assays und Uberexpressionstudien in verschiedenen Zellsystemen wurde die funktionelle
Relevanz dieser neu identifizierten Wechselwirkung belegt. Hierbei zeigte sich, das
TESK1 die Kinaseaktivitat der MARKK inhibieren kann, wahrend MARKK nicht in der
Lage ist, einen Einfluss auf TESK1 auszuiben. Das die Hemmung der MARKK dabei
durch die Bindung der beiden Kinasen erfolgt und nicht Gber Phosphorylierung vermittelt
wird, kann aus den Daten der Aktivitats-Assays geschlussfolgert werden.

Die untersuchte Wechselwirkung zwischen MARKK und TESK1 stellt einen neuen
Knotenpunkt zur Regulation der Mikrotubuli- und Aktin-Organisation in der Zelle dar und
ermoglicht eine direkte Koordination der beiden Zytoskelett-Komponenten. Auch im
Hinblick auf die mdgliche Rolle von MARKK bei der Bildung von hyperphosphorylierten
Tau-Aggregaten in der Alzheimer Krankheit wére eine weiterfiilhrende Analyse der
Interaktion von MARKK und TESK1 interessant.
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3. Einleitung

3.1 Die Alzheimer Krankheit (AD)

,.Ich habe mich sozusagen selbst verloren*

So beschrieb die Patientin Auguste D. dem Arzt Dr. Alois Alzheimer ihr Leiden. Bei der
nach Alzheimer benannten Erkrankung, welche er im Jahre 1907 erstmals wissenschaftlich
beschrieb, handelt es sich um eine Form der Altersdemenz (Alzheimer 1907). Sie ist mit
uber 60 % die haufigste auftretende Art von Demenz. Mit zunehmendem Alter steigt das
Risiko, an Alzheimer zu erkranken. So sind ca. 1 % aller 65-Jahrigen betroffen, wéhrend es
bei Personen (iber 95 Jahren schon bis zu 55 % sind (Hendrie 1997, Lopes und Bottino
2002). Mit der weiter steigenden Lebenserwartung wird auch die Anzahl der Alzheimer

Patienten in den nachsten Jahren zunehmen.

Bei der Alzheimer Krankheit handelt es sich um eine progressive neurodegenerative
Erkrankung des Gehirnes. Erste Symptome sind der beginnende Verlust des
Kurzzeitgedachtnisses und Wortfindungsstorungen (Haupt et al. 1991). Im weiteren
Verlauf der Krankheit kommt es zu verstarkten Sprachproblemen, zum Verlust des
abstrakten Denkens und zu starken Verhaltensstorungen, die mit zeitlicher und rdumlicher
Desorientierung verbunden sind (Gilleard et al. 1993, Kurz 1997). Die klinische Phase
umfasst nur das letzte Drittel, der sich tUber mehrere Jahrzehnte entwickelnden Krankheit,
welche auf das fortschreitende Absterben von Nervenzellen des Gehirnes zurlickzufiihren
ist (Kurz 1997). Erste morphologische Verénderungen in der Hirnregion des mediobasalen
Temporallappens sind schon bis zu 30 Jahre vor den ersten klinischen Symptomen
erkennbar (Braak und Braak 1991, Braak et al. 1994).

Uber die Ursachen der Alzheimer Krankheit ist wenig bekannt. Nur etwa 3 - 5 % der
Erkrankungen sind genetisch bedingt (Mutter et al. 2005). Unbestrittener Hauptrisikofaktor
ist das Lebensalter.

Post mortale Untersuchungen an den Gehirnen von Alzheimer Patienten ergaben drei
Hauptmerkmale: 1) Reduktion des Gehirngewichts, 1) Zeichen von Atrophie
(Gewebeschwund) und 1) Erweiterung des Ventrikelsystems. Diese Beobachtungen

konnen auf die folgenden Veranderungen auf zelluldrer Ebene zuriickgefuhrt werden:
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I) Verlust von Synapsen, Il) Verlust von Nervenzellen und I11) Ablagerung von abnormal
aggregierten Proteinen (Weis 1997).

Es kdnnen zwei Arten von Proteinaggregaten unterschieden werden: die extrazelluldren -
Amyloid-Plaques und die intrazellularen neurofibrillaren Bundel. Die extrazelluldren
Amyloid-Plaques bestehen hauptsachlich aus den ca. 4 kDa groflem AP Peptiden. AB
Peptide entstehen durch proteolytische Spaltung des B-Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP,
B-amyloid-precursor-protein) (Selkoe 1998). APP ist ein Membranprotein, welches im ER
synthetisiert wird und anschlieBend tber den zentralen sekretorischen Vesikelverkehr der
Zelle an die Plasmamembran transportiert wird. Die proteolytischen Spaltung des
vollstandigen APP-Proteins durch a-, B-und y-Sekretasen erfolgt wahrscheinlich sowonhl
wahrend des sekretorischen Vesikelverkehrs, als auch im endosomalen Kompartment nach
erneuter Endozytose (Morishima-Kawashima und Ilhara 2002). Die Ursachen fur die im
Alter vermehrte Produktion und anschlieBende Ablagerung des AB Peptids im Gehirn sind
nicht bekannt.

Die zweite Form der Proteinablagerungen, die in Gehirnen von Alzheimer Patienten
nachgewiesen werden kann, sind die neurofibrillaren Blndel (NFT, neurofibrillary
tangles). Hauptbestandteil ist in diesem Fall das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau. Die
physiologische Funktion dieses Proteins ist die Bindung an Mikrotubuli, welche dadurch
stabilisiert werden (Weingarten et al. 1975). AulRerdem férdert es die Polymerisation von
o- und B-Tubulin zu Mikrotubuli (siehe auch 3.2.1). Das in den NFTs vorhandene Tau
bildet Filamente, die auf Grund ihrer Struktur als paarige helikale Filamente (PHF, paired
helical filaments) bezeichnet werden (Kosik et al. 1986, Friedhoff et al. 2000). Genauere
Untersuchungen des aggregierten Taus haben gezeigt, dass dieses durch verschiedene
Modifikationen gekennzeichnet ist (Mandelkow und Mandelkow 1998). So konnte neben
Ubiquitinylierung und Glykosylierung eine abnormale Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins an vielen verschiedenen Phosphorylierungsstellen nachgewiesen werden
(Trojanowski und Lee 1995, Johnson und Hartigan 1998, de Vrij et al. 2004). Der
Phosphorylierungsstatus von Tau hat einen starken Einfluss auf die Bindung an MT
(Gustke et al. 1992, Drewes et al. 1995). Das in der Alzheimer Krankheit vorkommende
hyperphosphorylierte Tau ist nicht mehr in der Lage an die MT zu binden, was zu einer
Destabilisierung des gesamten MT-Netzwerkes in Neuronen flhrt. Solch eine dramatische
Veranderung des Zytoskeletts kann nicht kompensiert werden, was letztendlich zum

Absterben der Nervenzellen fihrt.
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3.2 Das Zytoskelett der Zelle

Fur viele zelluldre Prozesse ist die Existenz eines intakten Zytoskeletts eine entscheidende
Grundvoraussetzung. Doch Vorgange wie Zellmigration, Differenzierung und Zellteilung
erfordern nicht nur das Vorhandensein eines funktionellen Zytoskeletts, sondern auch die
koordinierte Dynamik der einzelnen Komponenten.

Das Zytoskelett einer Zelle setzt sich aus drei unterschiedlichen fibrillaren Bestandteilen
zusammen, die ein komplexes gerlstartiges Netzwerk ausbilden. Es handelt sich hierbei
um Aktin-Filamente (Mikrofilamente), Mikrotubuli (MT) und Intermedi&rfilamente. Diese
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Proteinbausteine, der Struktur und ihrer Lokalisation
in der Zelle, was die Wahrnehmung unterschiedlichster Funktionen ermdglicht (Alberts et
al. 1997).

Da im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss der beiden Kinasen MARKK und TESK1 auf die
Dynamik des Mikrotubuli- und Aktin-Netzwerkes untersucht wurde, soll im folgenden

naher auf diese beiden Komponenten des Zytoskeletts eingegangen werden.

3.2.1 Das Mikrotubuli-Netzwerk

Mikrotubuli (MT) bestehen aus filamentartigen Polymeren, die sich aus a- und B-Tubulin
Untereinheiten zusammensetzen. Ein einzelner Mikrotubulus ist ein aus 13
Protofilamenten aufgebauter Hohlzylinder, der einen Durchmesser von 25 nm aufweist
(Alberts et al. 1997). Da alle der parallel verlaufenden Protofilamente tber die gleiche
Ausrichtung ihrer a- und B-Tubulin-Untereinheiten verfiugen, weist jedes MT-Filament
eine Polaritdt auf. Das so genannte MT Plus-Ende ist zur Zellperipherie gerichtet und
zeichnet sich durch schnelles Wachstum aus. Im Gegensatz dazu wachsen MT am Minus-
Ende nur langsam. Das Minus-Ende ist am Mikrotubuli-Organisationszentrum (MTOC,
microtuble organizing center), welches in den meisten tierischen Zellen als Centrosom
bezeichnet wird, verankert. Ein Hauptbestandteil des Centrosoms ist y-Tubulin, das bei der
Nukleation von MT eine entscheidende Rolle spielt (Nogales 2001).

Fur Zellen ist nicht nur die Stabilitdt des MT-Netzwerkes von Bedeutung, sondern
vielmehr die Fahigkeit, sich den jeweiligen zelluldren Prozessen durch geordneten Auf-,
Ab- und Umbau anzupassen. Besonders deutlich wird dies bei den dramatischen

strukturellen Veranderungen wahrend der Zellteilung. Doch auch die Mikrotubuli in
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ruhenden Zellen sind sehr dynamische Gebilde, die stdndig depolymerisieren und
polymerisieren, allerdings ohne das Gesamtpolymerisationsniveau im Gleichgewicht zu
verédndern. Diese besondere Eigenschaft der MT, die als ,,dynamische Instabilitat®
bezeichnet wird, ist in Abbildung 1 dargestellt (Mitchison und Kirschner 1984,
Mandelkow et al. 1991). Entscheidend hierfiir ist die Tatsache, dass die Tubulin-
Untereinheiten GTP gebunden haben, welches bei der Polymerisation von MT-Filamenten
zu GDP hydrolysiert (Abb. 1). Sowohl a- als auch B-Tubulin besitzen ein GTP, wenn sie
an einen wachsenden MT binden. Das Anlagern weiterer o/f Untereinheiten bewirkt

anschlieBend die GTP-Hydrolyse im endstédndigen B-Tubulin (Carlier 1982).

Abbildung 1: Dynamische Instabilitat der Mikrotubuli (aus Mandelkow et al. 1991)

(A) Die Eigenschaft der ,,dynamischen Instabilitat” bezeichnet die Fahigkeit einzelner MT innerhalb einer
Filamentpopulation zu wachsen, wahrend andere zur gleichen Zeit schrumpfen. Das in einer Zelle
vorhandene Tubulin ist nicht vollstandig zu MT-Filamenten polymerisiert, sondern bildet auch immer einen
Vorrat an freien o/p-Untereinheiten (5). GTP beladene Tubulin-Untereinheiten lagern sich zu einem
Kern/Nukleus (bei der MT-Neubildung) oder am wachsenden MT-Ende an und verlangern so das Filament
(1/2). Kommt es allerdings zu einer verstarkten Hydrolyse des GTPs an den endstédndigen Untereinheiten,
nehmen die Protofilamente eine gebogene Konformation ein und depolymerisieren (3). Hierbei kommt es zu
Bildung von Tubulin-Oligomeren (teilweise mit ringférmiger Struktur), welche in die Tubulin-Dimere
zerfallen (4).

Auf Grund ihrer Beschaffenheit und ihrer Eigenschaften erfullen Mikrotubuli eine Vielzahl
unterschiedlicher Funktionen in Zellen. Sie leisten nicht nur einen wichtigen Betrag zur

Erhaltung und Stabilitat der Zellmorphologie, sondern gewéhrleisten den Transport von
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Organellen und Vesikeln. Weiterhin sind MT bei Prozessen wie der Polarisation von
Zellen (z. B. Entwicklung eines Neurons) und der Zellbewegung von entscheidender

Bedeutung.

3.2.1.1 Beeinflussung der Stabilitat des Mikrotubuli-Netzwerkes

Die Dynamik des Mikrotubuli-Netzwerkes in der Zelle wird durch viele unterschiedliche
Faktoren reguliert. So sind Mikrotubuli einer Reihe von post-translationalen
Modifikationen unterworfen. Wahrend Acetylierung und Detyrosylierung als Marker fur
stabile MT angesehen werden, die keinen direkten Einfluss auf die Stabilitdt ausuben,
scheinen Polyglycylierung und Polyglutamylierung fur ein intaktes MT-Netzwerk
essentiell zu sein (Mandelkow und Mandelkow 1995, Rosenbaum 2000).

Neben den post-translationalen Modifikationen wird die Organisation und Dynamik der
Mikrotubuli vor allem durch eine Vielzahl von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPS)
beeinflusst. Je nach Funktion kénnen diese in drei Gruppen unterteilt werden. Die erste
Gruppe umfasst die strukturellen MAPs, die durch ihre direkte Interaktion MT
stabilisieren. Die zweite Gruppe setzt sich aus Motor-Proteinen, wie Kinesin und Dynein
zusammen. In einer dritten Gruppe werden sehr unterschiedliche MAPs zusammengefasst.
Hierzu gehdren auch Kinasen wie cdk5 und GSK3p (Mandelkow und Mandelkow 1995,
Drewes et al. 1998). Als +TIPs werden Proteine bezeichnet, die selektiv das MT +Ende
binden und dort die Dynamik regulieren, sowie auch die Interaktion zu anderen zelluldren
Strukturen vermitteln (Akhmanova und Hoogenraad 2005, Galjart und Perez 2003).

Die Gruppe der strukturellen MAPs umfasst sowohl das ubiquitar vorkommende MAP4,
als auch die gehirnspezifischen Proteine MAP2 und Tau. Das Tau-Protein ist das am
intensivsten untersuchte Mitglied, da es eine wichtige Rolle bei verschiedenen
neurogenerativen Erkrankungen spielt (siehe auch 3.1). Tau, ein nativ ungefaltetes Protein,
weist mehrere funktionell unterschiedliche Domanen auf. Der N-Terminus bindet nicht an
Mikrotubuli und wird als Projektionsdoméne bezeichnet. Die C-terminale Doméne umfasst
drei bzw. vier Sequenzwiederholungen mit je 31-32 Aminosauren (Repeats), welche die
charakteristischen KXGS-Motive beinhalten. Zusammen mit den flankierenden Regionen
sind die Repeats fur die Bindung an MT und deren Stabilisierung verantwortlich (Gustke et
al. 1994).
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3.21.2 Die MARKK - MARK - MAP(Tau) - Signaltransduktionskaskade

Die Interaktion zwischen Mikrotubuli und Tau wird Uber Phosphorylierungen durch
unterschiedliche Kinasen reguliert (Stoothoff und Johnson 2005). Eine besondere
Bedeutung spielt hierbei die Phosphorylierung des Serins 262 (Nummerierung nach
hTau40, langste humane Isoform) innerhalb des KXGS-Motives des ersten Repeats
(Biernat et al. 1993, Schneider et al. 1999, Johnson und Stoothoff 2004). Die dafiir
verantwortliche Kinase wurde 1995 identifiziert und erhielt den Namen MAP/Mikrotubuli-
Affinitat regulierende Kinase — MARK — (Drewes et al. 1995, Drewes et al. 1997). Sie
wird ihrerseits durch eine Kinase, die MARK-Kinase (MARKK), phosphoryliert und auf
diesem Wege aktiviert (Timm et al. 2003). Somit ergibt sich der Signaltransduktionsweg
MARKK > MARK > MAP’s (Abb. 2).

MARKK
| \Wfﬁ-
MARK
| -
MAP/Tau
— —f w
1 s H<
(a) (b) (€)
[ maprmau Mikrotubuli ? Motorpratein
« Phosphat mit Vesikel

Abbildung 2: Der MARKK - MARK — MAP Signaltransduktionsweg (modifiziert nach Timm et al. 2006)
(a) Mikrotubuli werden durch das Binden von MAPs (z. B. Tau) stabilisiert. Sie stellen unter anderem die
Bahnen fir den Vesikelverkehr in der Zelle. Die Phosphorylierung der MAPs durch MARK, welche
ihrerseits durch MARKK aktiviert wird, bewirkt deren Abldsen von den Mikrotubuli (b). Dies fiihrt zum
Zusammenbruch des MT-Netzwerkes. Im pathologischen Fall der Alzheimer Krankheit kommt es zu einer
Aggregation des ungebundenen Tau-Proteins in paarige helikale Filamente (c).

Die Serin/Threonin Kinasen der MARK-Familie gehoren zu der Gruppe der
Ca’*/Calmodulin abhangigen Proteinkinasen (Hanks und Hunter 1995). Es sind 4
Isoformen bekannt (MARK1-4), die die folgende Domaénenstruktur aufweisen: eine
aminoterminale Kopfsequenz gefolgt von einer konservierten Kinasedoméne, eine

Ubiquitin-assoziierte Domédne (UBA) und die ,Spacer“-Domane vor der
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carboxyterminalen Schwanzsequenz (Drewes et al. 1997, Panneerselvam et al. 2006,
Drewes 2004).

Die Aktivitat der MARK st fir Prozesse, wie den axonalen Transport und die
Differenzierung von Neuronen von essentieller Bedeutung (Biernat et al. 2002,
Mandelkow et al. 2004). Fir Homologe der MARK in Hefen (Kin1/2) und in C. elegans
bzw. D. melanogaster (PAR-1) konnte gezeigt werden, dass diesen eine wesentliche Rolle
bei der Polaritatsentwicklung zukommt (Levin und Bishop 1990, Guo und Kemphues
1995, Shulman et al. 2000).

Die Aktivierung der MARK kann nicht nur durch die MARKK, sondern auch durch LKB1
erfolgen (Timm et al. 2003, Lizcano et al. 2004). Beide Kinasen phosphorylieren einen
Threoninrest (Thr208 in MARK?2) innerhalb der Aktivierungsschleife der Kinasedoméne,
was zu einer Stabilisierung des katalytischen Zentrums und somit zu einer erhdhten
Kinaseaktivitdt fuhrt. Im folgenden Abschnitt soll n&her auf die aktivierende Kinase

MARKK eingegangen werden, da diese Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist.

3.2.1.3 Die MARK-aktivierende Kinase MARKK

Die MARK-Kinase MARKK konnte aus Schweinehirn Gber mehrere Reinigungsschritte
einschlieBlich Affinitatschromatographie isoliert werden (Timm et al. 2003). Diese
Serin/Threonin-Kinase gehort zur Familie der Ste20-Kinasen, welche in zwei
Unterfamilien geteilt werden: die p2l-aktivierten Kinasen (PAKs) und die ,,germinal
center kinases”“ (GCKs) (Dan et al. 2001). Die GCKs gliedern sich in 8 Unterfamilien,
wobei MARKK der GCK-Unterfamilie VIII angehort, welche auch als TAO-Familie
bezeichnet wird (Manning et al. 2002, Dan et al. 2001).

In der Literatur sind mehrere Mitglieder dieser Familie beschrieben. Die Verwendung von
unterschiedlichen Namen fur zum Teil identische Kinasen ist schnell irrefiihrend. So ist
MARKK identisch mit der TAO-1 (thousand-and-one aminoacids) Kinase aus der Ratte
(Hutchison et al. 1998). Das humane Homolog zur MARKK wird als PSK2 (prostate-
derived Ste20-like kinase 2) und als hKFC-B (human kinase from chicken isoform B)
bezeichnet (Zihni et al. 2006, Yustein et al. 2003). Auch TAO-2 (Chen et al. 1999) und
deren humanes Homolog PSK (prostate-derived Ste20-like kinase; Moore et al. 2000,
Mitsopoulos et al. 2003), sowie eine weitere humane Isoform hKFC-C (human kinase from

chicken isoform C; Yustein et al. 2003) gehoren zur Unterfamilie VIII der GCK-Kinasen.
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Weiterhin werden dieser Familie die humane JIK-Kinase (JNK/SAPK inhibitory Kinase;
Tassi et al. 1999, Yoneda et al. 2001), die auch den Namen hKFC-A (human kinase from
chicken isoform A; Yustein et al. 2003) tragt, sowie deren Spleil3variante KDS/DPK
(Kinase domain with homology to Ste20p, Carter et al. 2000; dendritic cell derived protein
kinase, Zhang et al. 2000) und deren Homolog in Hihnern KFC (kinase from chicken;
Yustein et al. 2000) zugerechnet.

Alle Mitglieder der TAO-Unterfamilie zeichnen sich durch die gleiche Domanenstruktur
aus (Abb. 3, Sequenz siehe Abb. 39). An eine kurze aminoterminale Kopfsequenz schliel3t
sich die hoch konservierte Kinasedomane an. Die darauf folgende Substrat-
Bindungsdomane (SBD) weist bei den einzelnen Isoformen eine unterschiedliche Lénge
und Sequenz auf. Daran schlief3t sich die so genannte ,,Spacer“-Doméne an, welche auch

stark konserviert ist, gefolgt von einer carboxyterminalen unterschiedlich langen

Schwanzsequenz.
N KAT SBD LSpacer” C
MARKK I .
1 34 295 431 722 1001

Abbildung 3: Doménenstruktur von MARKK

MARKK und andere Mitglieder der GCK Unterfamilie VIII weisen die dargestellte Doméanenstruktur auf.
Hierbei sind die aminoterminale Kopfsequenz (N), die sich daran anschlieRende katalytische Doméne (KAT)
und die ,,Spacer“-Domane hoch konserviert. Dahingegen variieren die Substrat-Binde-Doméne (SBD) und
der carboxyterminale Schwanzbereich (C) in der Lange und Sequenz unter den einzelnen Mitgliedern.

Fur die verschiedenen Mitglieder der TAO-Unterfamilie wurden unterschiedliche
Funktionen  beschrieben. Fast alle weisen in  Richtung der MAPK-
Signaltransduktionskaskade (siehe 3.3). So ist bekannt, dass TAO1I/MARKK und auch
hKFC-B/PSK2 den Stress-induzierten p38 Signaltransduktionsweg durch direkte
Phosphorylierung von MKK3 aktivieren kdnnen (Hutchison et al. 1998, Zihni et al. 2006,
Yustein et al. 2003). Auch fir TAO2 und JIK konnte eine regulatorische Funktion
innerhalb der MAPK-Signaliibertragungskaskade gezeigt werden (Chen et al. 1999, Tassi
et al. 1999). Das humane Homolog der MARKK PSK2 kann nicht nur den JNK-
Signaltransduktionsweg aktivieren, sondern bei Uberexpression auch Apoptose induzieren
(Zihni et al. 2006). AuRerdem konnten die Kinasen PSK1 und PSK2 interessanter Weise
mit dem Zytoskelett in Verbindung gebracht werden. PSK1 kann dabei scheinbar auf das
Aktin- und das MT-Netzwerk einwirken. So fiihrt die Uberexpression von PSK1 in Swiss

3T3 Zellen zum einen zu einer Abnahme von Aktin-Stressfasern und zu Veranderungen in
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der Organisation der Adhéasionspunkte (focal adhesion) (Moore et al. 2000). Andererseits
konnten Mitsopoulos und Mitarbeiter die Kolokalisation von PSK1 mit Kern-nahen
Mikrotubuli und deren Stabilisierung nachweisen (Mitsopoulos et al. 2003). Die
Ergebnisse aus Experimenten mit unterschiedlichen Mutanten lassen darauf schlie3en, dass
flr die beschriebenen Effekte die katalytische Aktivitat nicht nétig ist, sondern dass die
carboxyterminale Doméne dafur verantwortlich ist. Dieser Bereich der Kinasen ist bei den
Mitgliedern der TAO-Unterfamilie sehr heterogen. Daher ist es nicht mdglich,
Ruckschlusse auf ahnliche Funktionsweisen der MARKK zu ziehen.

Uber die Regulation der MARKK und ihrer Homologe ist bislang nur wenig bekannt.
Zihni und Mitarbeiter konnten in ihren Studien zeigen, dass PSK2 aktiviert wird, wenn
Zellen mit Apoptose-induzierenden Reagenzien, wie Staurosporin und Sorbitol, behandelt
werden (Zihni et al. 2003). Alle Kinasen der TAO-Unterfamilie (auch MARKK) sind im
aktiven Zustand phosphoryliert. Inwieweit dies auf Autophosphorylierung oder auf die
Wirkung einer vorgeschalteten aktivierenden Kinase zurtickzufthren ist, ist noch unklar.
Weiterhin wurde fur einige Mitglieder der Familie eine inhibitorische Wirkung des C-
Terminus festgestellt. Ergebnisse aus Aktivitatstests mit TAO-2 und hKFC-A/B/C belegen,
dass die aminoterminale katalytische Domane allein aktiver ist als die vollstandige Kinase
(Yustein et al. 2003, Chen et al. 1999). AulRerdem konnten Yustein und Kollegen die
Ausbildung von Homodimeren von hKFC-A (JIK) und hKFC-C (TAO-2/PSK) mittels Ko-
Immunoprézipitation nachweisen (Yustein et al. 2003). Welche Auswirkungen die
Dimerbildung auf die Aktivitét hat, ist nicht bekannt.

Der Carboxyterminus von MARKK, welcher ,Spacer* und Schwanzsequenz umfasst,
besitzt grolle amphipathische Bereiche, die wahrscheinlich zu Interaktionen mit anderen
Proteinen fahig und fiir die Ausbildung der Dimere verantwortlich sind (Lupas et al. 1991,
Yustein et al. 2003). Da also vermutet werden konnte, dass eine Wechselwirkung mit
mdoglichen Regulatoren Uber diesen Bereich der Kinase erfolgt, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Hefe Zwei-Hybrid cDNA-Screen mit diesen C-terminalen MARKK Doménen

durchgefiihrt, um neue Interaktionspartner zu identifizieren.

3.2.2 Das Aktin-Netzwerk

Neben den Mikrotubuli bildet Aktin ein weiteres stark heterogenes und hoch dynamisches
Netzwerk in der Zelle. Aktin-Polymere bilden dabei flexible zweistrangige helikale
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Filamente, die auf Grund ihres geringen Durchmessers (5-8 nm) auch als Mikrofilamente
bezeichnet werden (Alberts et al. 1997). Die Organisation dieser Filamente kann je nach
Zelltyp, aber auch in verschiedenen Bereichen innerhalb einer Zelle sehr unterschiedlich
sein. Je nach Funktion werden Aktin-Strukturen unterteilt in: das Lamellopodium, ein
netzwerkartiges Geflecht in der Zellrinde an der Bewegungsfront motiler Zellen; die
Filopodia, dinne fingerartige Zellauslaufer mit gebiindelten parallel angeordneten
Aktinfasern und  die  Stressfasern,  kontraktile  Aktinfaserbliindel, die  mit
Zelladh&sionspunkten assoziiert sind (Nobes und Hall 1995, Small et al. 2002). Neben dem
polymerisierten Aktin (auch als F-Aktin bezeichnet) gibt es in der Zelle auch einen Vorrat
an ungebundenen, freien Aktin-Monomeren (G-Aktin). Vergleichbar mit den Mikrotubuli
weisen auch Aktinfilamente eine Polaritadt auf. Das schneller wachsende Filamentende
wird als Plus-Ende (auch barbed end) und das depolymerisierende Ende als Minus-Ende
(auch pointed end) bezeichnet. Die Aktinpolymerisation ist an die Hydrolyse von ATP
gekoppelt, wobei je ein Molekill ATP an ein Aktinmolekil gebunden ist. Lagert sich ATP-
gebundenes G-Aktin an das Plus-Ende des Filamentes an, kommt es zur Hydrolyse. Das so
entstandene ADP-F-Aktin ist leichter in der Lage vom Minus Ende des Filamentes
abzudissoziieren. Nach Erreichen der Maximallange befinden sich Aktinfilamente in einem
dynamischen FlieBgleichgewicht, bei dem es gleichzeitig standig zu Polymerisation und
Depolymerisation kommt, ohne dass sich jedoch die Lange des Filamentes wesentlich
andert (Abb. 4). Diese Eigenschaft wird als Tretmuhlen-Mechanismus (Treadmilling)
bezeichnet (Wegener 1982, Alberts et al. 1997).

Dynamisches Gleichgewicht
Tretmihlen-Mechanismus

Minus-Ende Plus-Ende

F-Aktin
(O Aktin-ATP
@ Aktin-ADP

L J
O q‘o‘% 05 S
O O
G-Aktin

Abbildung 4: Dynamisches Gleichgewicht der Aktin-Polymerisation (Tretmihlen-Mechanismus)
(modifiziert nach Alberts et al. 1997) Im dynamischen Gleichgewicht erfolgt eine gleichzeitige Anlagerung
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von G-Aktin (ATP gebunden) am Plus-Ende des Aktinfilaments und Abdissoziation am Minus-Ende (ADP
gebunden).

3.2.2.1  Beeinflussung des Aktin-Netzwerks — F-Aktin assoziierte Proteine

Die Stabilitat und die Bildung der unterschiedlichen Aktin-Strukturen werden von vielen
Aktin-bindenden Proteinen beeinflusst. Erst das Zusammenspiel aller Aktin-assoziierten
Faktoren ermdglicht einen gezielten Auf- und Umbau des Aktin-Netzwerkes in der Zelle.
Die sehr komplexen und vielfaltigen Mechanismen der Aktin-Regulation sind von Pollard
und Borisy in einer sehr bersichtlichen und verstandlichen schematischen Darstellung

zusammengefasst worden (Abb. 5) (Pollard und Borisy 2003).
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Abbildung 5: Tretmihlen-Model der Aktinmaschinerie an der Bewegungsfront (leading edge) motiler
Zellen (Pollard und Borisy 2003)

Nur das Zusammenspiel verschiedener Aktin-assoziierter Proteine ermdglicht einen koordinierten Auf-, Um-
und Abbau des Aktin-Netzwerkes in der Zelle (nahere Erlauterungen zur Ubersicht im Text).

Verschiedene Signale aus der Umgebung der Zelle kdnnen Rezeptoren in der Membran
aktivieren (1), was unter anderem zu einem Anstieg an aktiven GTP-gebundenen GTPasen
und einer erhéhten Konzentration an Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (PIP;) fuhrt
(2). In einem néchsten Schritt kdnnen Proteine der WASP/Scar Familie durch die GTPase
cdc42 und PIP, aktiviert werden (3). WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) erfillt
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zwei wichtige Funktionen. Zum einen verknipft es zusammen mit VASP (vasodilator-
stimulated phosphoprotein) das Aktin-Netzwerk mit der Zellmembran und kann so
einzelne Aktin-Strukturen lokal ,,fixieren* (Yarar et al. 1999, Laurent et al. 1999, Rottner
el al. 1999). Die zweite Aufgabe besteht in der Aktivierung des Arp2/3 Komplexes, der
eine zentrale Rolle einnimmt. Die Bildung eines neuen Filamentes wird nun durch den
aktiven Arp2/3 Komplex induziert (4) (Marchesky et al. 1999). In Lamellipodien fiihrt
Arp2/3 auBerdem zu einer Verzweigung des Netzwerkes, da es sich seitlich an die
Filamente anlagern kann und dann die Polymerisation neuer Filamente initiiert. Zusatzlich
schirmt Arp2/3 das Minus-Ende des neu entstandenen Aktinstranges vor der
Depolymerisierung ab (Mullins et al. 1998). Andere Proteine, wie z. B. CapZ verhindern
durch ihr Binden an das Plus-Ende eine weitere Polymerisation (7). Sie stellen wichtige
Regulatoren dar, die gezielt das Wachsen von Aktinfasern in bestimmten Bereichen
unterbinden (Cooper und Schafer 2000). Proteine wie ADF/Cofilin und Gelsolin, die an
das Minus-Ende der Aktinfilamente binden, tragen durch Fragmentierung und
Depolymerisation zum Erhalt eines Reservoirs an ungebundenem Aktin bei (9) (Chen et al.
2000, Huang et al. 2005, Bamburg 1999). Das vom Minus-Ende abdissoziierte Aktin hat
ein ADP gebunden. Fir eine erneute Anlagerung an das Plus-Ende muss dieses gegen ATP
ausgetauscht werden. Dieser Vorgang wird durch das Binden von Profilin beschleunigt
(10).

Schon ein Blick auf die sehr vereinfachte Darstellung der verschiedenen Vorgange in
Abbildung 5 macht deutlich, wie komplex die gesamte Aktinmaschinerie aufgebaut ist.
Eine genaue Kontrolle aller Schritte ist dabei unerldsslich. Ein wichtiges Instrument zur
Regulation einzelner Komponenten ist die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung,
uber welche unter anderem die Aktivitdt von ADF/Cofilin modifiziert wird. Die
Phosphorylierung, die zur Inaktivierung von Cofilin flhrt, kann durch die Kinasen LIMK
(Lin-11, Isl-1, Me-3 Kinase) und TESK erfolgen (Soosairajah et al. 2005, Toshima et al.
2001a). Im folgenden Kapitel wird nédher auf TESK1 eingegangen, da sie im Verlauf dieser
Avrbeit als Interaktionspartner der Kinase MARKK (siehe 3.2.1.3) identifiziert wurde.

3.2.2.2  Die Aktin-regulierende Kinase TESK1

Bei der Suche nach neuen, der LIMK &hnlichen Proteinkinasen, gelang es Toshima und

Mitarbeitern 1995 eine bis dahin unbekannte Kinase zu identifizieren (Toshima et al.
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1995). Die damals durchgefuhrten mRNA Expressionsanalysen ergaben eine starke und
fast ausschlielliche Expression im Testikelgewebe, was zum Namen der Kinase — TESK1
fir Testikel-spezifische Proteinkinase 1 — fiihrte. Mittlerweile hat sich allerdings gezeigt,
dass die Expression von TESK1 keinesfalls so selektiv erfolgt, sondern dass die Kinase in
vielen verschiedenen Zellen vorhanden ist (Toshima et al. 200la). So ergaben
Untersuchungen in transgenen Mausen, bei denen das lacZ-Reportergen unter die
Kontrolle des TESK1 Promotors gestellt worden war, nicht nur die Expression in den
Testikeln, sondern auch in Niere, Herz und Gehirn (Toshima et al. 2001c). Eine
Expression des Reportergens konnte dabei nicht nur in verschiedenen Neuronen
(Kdrnerzellen, Pyramidenzellen, Neuronen in &duBerer Kortexschicht) erwachsener Mause,
sondern auch in Hirn und Ruckenmark der Embryonen nachgewiesen werden. Zusammen
mit den Erkenntnissen Uber das TESK-Homolog cdi (center divider) in Drosophila
melanogaster, welches bei der embryonalen Entwicklung von Bedeutung ist, kann
vermutet werden, dass TESK1 bei der neuronalen Differenzierung eine Rolle spielt
(Matthews et al. 1999).

Neben TESK1 konnte eine weitere sehr &hnliche Kinase identifiziert werden, die als
TESK2 bezeichnet wurde (Rosok et al. 1999, Toshima et al. 2001d). Zusammen mit
LIMK1 und LIMK?2 bilden sie die LISK-Famile (LIMK und TESK) innerhalb der Gruppe
der Tyrosin-dhnlichen Kinasen TKL (tyrosine kinase like) (Manning et al. 2002). Die
Verwandtschaft dieser sehr unterschiedlich strukturierten Kinasen beruht auf zwei
Tatsachen. So ist die Ahnlichkeit von TESK1 innerhalb der katalytischen Doméne am
starksten mit LIMK1/2 und weist Gber 50 % Identitat auf. AuBerdem zeichnen sich LIMK
und TESK durch ein besonderes Sequenzmotiv (DLTSKN bei TESK und DLNSHN bei
LIMK) innerhalb der hoch konservierten Subdoméne VI-B der Kinasedoméne aus,
welches sie von anderen Serin/Threonin Kinasen unterscheidet (Toshima et al. 1995).

Die Kinase TESK1 setzt sich aus einer kurzen aminoterminalen Kopfsequenz, an der sich
die katalytische Doméne anschlie3t und der carboxyterminalen Domane, die neben einem
hohen Prolin-Anteil drei konservierte Bereiche aufweist, zusammen (Abb. 6, Sequenz Abb.
40).
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N KAT 1 23
TESK1 B TN ]
1 64 301 626
TESK2
N N1 |
1 570
LIM1 LIM2 PDz
LIMK1 T T I |
1 647
LIMK2 I T T ] I |
1 638

Abbildung 6: Doménenstruktur von TESK1 und TESK2 im Vergleich zu LIMK1 und LIMK2

TESK setzt sich aus folgenden Doménen zusammen: aminoterminale Kopfsequenz (N); katalytische Doméne
(KAT), ein Prolin-reicher Carboxyterminus mit drei konservierten Regionen (1,2,3). TESK und LIMK sind
verwandt, was auf die Ahnlichkeit innerhalb der Kkatalytischen Domane zuriickzufiihren ist. Die Sequenzen
auBerhalb dieser Doméne und die Gesamtstruktur der Kinasen sind allerdings sehr unterschiedlich. Die
LIMK besitzt zwei LIM und eine PDZ Domane im aminoterminalen Teil.

Die am besten untersuchte Funktion von TESKL1 in der Zelle ist die Umorganisation des
Aktin-Netzwerkes, was sich in einer verstarkten Ausbildung von Aktin-Stressfasern und
Adhasionspunkten (focal adhesion) &duRert. Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden,
dass TESK1 das Aktin-depolymerisierende Protein Cofilin (siehe 3.2.2.1) phosphoryliert
und somit inaktiviert (Toshima et al. 2001a). Weiterhin ist bekannt, dass TESK1 eine Rolle
bei der Zell-Ausbreitung und Anhaftung (cell spreading) spielt (LaLonde et al. 2005).

Die Aktivitat von TESK1 kann durch Integrine stimuliert werden (Toshima et al. 2001a,
Toshima et al. 2001b). Die Regulation der TESK1 ist, trotz vieler Einzelergebnisse, noch
nicht im Detail geklart. In vitro Aktivitatstests haben gezeigt, dass es sich bei TESK1 um
eine Serin/Threonin Kinase handelt, die sich autophosphorylieren kann (Toshima et al.
1999). Die Autophosphorylierung findet in der Aktivierungsschleife statt, bei TESK1 am
Serin 215 (Toshima et al. 1999, Hanks und Hunter 1995). Eine inaktive Kinase konnte
durch die Mutation des flr die Katalyse essentiellen Aspartat-Restes D170 in ein Alanin
erzeugt werden. Eine Untersuchung der Aktivitdt verschiedener carboxyterminaler
Deletionsmutanten von TESK2 ergab eine hohere katalytische Aktivitat der Kinasedomane
ohne den C-Terminus. Somit kann ein autoinhibitorischer Mechanismus zur Regulation der
Kinase vermutet werden (Toshima et al. 2001d). Ob dies allerdings auch fir TESK1
zutrifft, ist unklar, da die C-terminalen Domdnen beider Kinasen nur eine geringe
Ahnlichkeit aufweisen (28 % ldentitat).

Zur weiteren Untersuchung der Regulation von TESK1 wurde die Beziehung zu den Rho

GTPasen untersucht, welche die verwandte LIMK aktivieren kénnen (Yang et al. 1998,
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Maekawa et al. 1999). Bei der Koexpression von TESK1 WT mit jeweils aktiver RhoA
(RhoV14), aktiver Rac (RacV12) oder aktiver cdc42 (cdc42V12) konnte jedoch keine
Veranderung der TESK-Aktivitat festgestellt werden (Toshima et al. 2001a). Auch eine
Koexpression mit aktiver PAK3 (PAKAN) oder aktiver ROCK (ROCKA3) hatte keinen
Einfluss auf die Aktivitdt von TESK1. Allerdings konnte eine Phosphorylierung von
TESK1 durch PAK3 nachgewiesen werden, deren Funktion aber ungeklért ist (Toshima et
al. 2001a). Expressionsstudien mit TESK1 WT und einer inaktiven ROCK Mutante bzw.
die Behandlung von TESK-transfizierten Zellen mit dem ROCK Inhibitor Y-27632
ergaben, dass die Ausbildung TESK-induzierter Aktin-Stressfasern gestort ist. Stattdessen
akkumulierte Aktin an der Zellperipherie. Toshima und seine Mitarbeiter schlussfolgern
aus diesen Ergebnissen, dass die TESK1-induzierte Umstrukturierung des
Aktinzytoskeletts zwar unabhéngig von Rho-GTPasen erfolgt, doch durch ROCK indirekt
beeinflusst werden kann (Toshima et al. 2001a).

Alle bislang bekannten Bindungspartner wurden mittels Hefe Zwei-Hybrid System
identifiziert und zeigten einen Einfluss auf die Aktivitit von TESK1. Das Kkleine
Brickenprotein 14-3-3, dass eine Vielzahl unterschiedlichster Proteine bindet, ist fir seine
regulatorische Wirkung bekannt (Bridges und Moorhead 2004). Die Interaktion von
14-3-3p und TESK1 erfolgt tiber die dritte konservierte Region im C-Terminus (CR3) von
TESK1 und ist abhdngig von der Phosphorylierung des Serin 439. Die Bindung von
14-3-33 an TESK1 fuhrt zu einer Verringerung der Kinaseaktivitdt und zu einer
verstarkten Lokalisation von TESK an der Plasmamembran (Toshima et al. 2001b). Als
weiterer Interaktionspartner von TESK1 konnte Actopaxin, ein Bestandteil des Zell-
Adhasionskomplexes, identifiziert werden (LalLonde et al. 2005). Es bindet an Aktin,
Paxillin und ILK (integrin linked kinase) und spielt eine Rolle bei der Zellanheftung und
Ausbildung von Adhésionspunkten (Nikolopoulos und Turner 2000, Clarke et al. 2004).
Auch die Bindung von Actopaxin hemmt die Aktivitdit von TESK1 und scheint im
Zusammenhang mit der Funktion beider Proteine fur die Zell-Ausdehnung und Anheftung
(spreading) zu stehen (LaLonde et al. 2005).

Ebenfalls einen negativen Einfluss auf die Kinaseaktivitdt der TESK1 ubt der
Interaktionspartner sprouty4 aus (Leeksma et al. 2002, Tsumura et al. 2004). Die vier
Mitglieder ~ der  sprouty-Familie  fungieren als Regulatoren des MAPK-
Signaltransduktionsweges (siehe 3.3). Hierbei zeigen sie vor allem eine hemmende

Wirkung, konnen aber auch zu einer Signalverstarkung beitragen und sind daher
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wahrscheinlich fir die Feinregulierung der Signalweiterleitung zustédndig (Kim und Bar-
Sagi 2004, Christofori 2003). Expressionsstudien, die den funktionellen Zusammenhang
beider Proteine kl&ren sollten, haben gezeigt, dass sprouty4 die TESK-abhangige
Umstrukturierung des Aktin-Netzwerkes und den positiven Einfluss auf Zell-Ausdehnung
und Anhaftung verhindern kann (Tsumura et al. 2004). In in vitro Experimenten fiihrte
auch die Bindung von sprouty4 zu einer Inhibition der TESK-Aktivitat (Tsumura et al.
2004). Die Ubersicht in Abbildung 7 zeigt eine Zusammenfassung tber die Funktion und
Regulation der Aktin-beeinflussenden Kinase TESK1.

Die meisten Studien zur Funktion und Regulation von TESK1 beziehen sich auf dessen
Rolle bei der Organisation des Aktin-Netzwerkes. Doch mdglicherweise ist die Kinase
auch fiir die Regulation des MT-Netzwerkes von Bedeutung, da sie in einem genetischen

Screen als Verstarker der Tau-Toxizitét identifiziert worden ist (Shulman und Feany 2003).

Integrin
Signaltransduktionsweg

14-3-3p

[}
[m]
[}
[m]

? /
~a
— | Sprouty4
?
'/V
ROCK \ Actopaxin

Cofilin-P Aktin
(inaktiv) Stressfasern

PAK3

Abbildung 7: Regulation von TESK1

Die Kinase TESK1 kann durch die Stimulation von Integrinen aktiviert werden, was zu einer verstarkten
Phosphorylierung von Cofilin fihrt. Diese Phosphorylierung am Serin3 fulhrt zur Inaktivierung des Aktin
depolymerisierenden Proteins. Es kommt zur vermehrten Ausbildung von Stressfasern in der Zelle. Die
Interaktionspartner der TESK1, 14-3-3f, sprouty4 und Actopaxin sind alle in der Lage die Kinaseaktivitét
durch ihre Bindung zu hemmen. Welchen Einfluss PAK3 und ROCK ausiiben, ist nicht geklért.

3.2.3 Koordination von MT- und Aktin-Netzwerk

Fur viele zelluldre Prozesse ist die Dynamik des Zytoskeletts unerlasslich. VVorgénge wie

Migration, Zellteilung und Differenzierung/Polarisierung erfordern einen streng
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kontrollierten und aufeinander abgestimmten Umbau aller Zytoskelett-Komponenten. Wie
die Koordination zwischen Aktin und Mikrotubuli-Netzwerk im Detail funktioniert, ist
noch nicht umfassend geklart (Abb. 8).

Differenzierung
Zellmigration i Zellteilung

/

N

Rho GTPasen Rho GTPasen

MAP’s LIMK
MARK TESK
—— .
MARKK > MT ~<a———  Aktin < Cofilin
Stathmin Koordination WASP
+end TIPS Arp2/3
PAK

Abbildung 8: Koordination von MT- und Aktin-Organisation

Prozesse wie Differenzierung, Zellteilung und Migration stellen eine Herausforderung fiir das Zytoskelett
dar, da dramatische Veranderungen nétig sind. Diese erfordern eine erhdhte Dynamik der einzelnen
Komponenten, die durch eine Vielzahl von regulatorischen Proteinen beeinflusst wird. Zusétzlich ist auch die
Koordination zwischen den Zytoskelett-Komponenten wie Aktin und MT von entscheidender Bedeutung.

Vorhandene Daten lassen darauf schlielen, dass die Rho GTPasen hierbei eine
Schlisselrolle einnehmen (Kaibuchi et al. 1999, Wittmann und Waterman-Storer 2001).
Sie stellen Schalter dar, die die eingehenden Signale an ihre verschiedenen Effektoren
selektiv weiterleiten. Gut untersucht sind die Signaltransduktionswege von RhoA, Rac und
cdc42, welche gleichzeitig die Stabilitdt von Aktin und Mikrotubuli beeinflussen kdnnen
(Raftopoulou und Hall 2004, Watanabe et al. 2005, Bishop und Hall 2000).

Eine weitere Schnittstelle zur Regulation des Aktin- und MT-Zytoskeletts konnte von Dr.
Matenia und Mitarbeitern in unserem Labor charakterisiert werden. Hierbei handelt es sich
um einen Signallbertragungsweg, der nicht ber die Rho GTPasen lauft, sondern direkt
durch die zwei Kinasen MARK2 und PAKS5 vermittelt wird (Matenia et al. 2005). Wie der
Name schon sagt, beeinflusst die MAP/Mikrotubuli-Affinitat regulierende Kinase —
MARK, die Bindung der Mikrotubuli assoziierten Proteine an Mikrotubuli und somit deren
Stabilitat (siehe 3.2.1.2). PAK5 hingegen ist bekannt fir seine Wirkung auf das Aktin-
Netzwerk (Dan et al. 2002, Bryan et al. 2004). Bei einer Uberexpression der Kinasen in
Zellen konnen antagonistische Effekte auf das Zytoskelett beobachtet werden. Wéahrend
MARK?2 zum Auflésen der MT fiihrt und Aktin stabilisiert (Ausbildung von Stressfasern),
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bewirkt PAK5 eine Stabilisierung der Mikrotubuli (Blndel) und gleichzeitig die
Depolymerisation von Aktinfilamenten, sowie die Bildung von Filopodia (Matenia et al.
2005). Die Identifizierung von PAKS5 als neuen Interaktionspartner von MARK2 in einem
Hefe Zwei-Hybrid Screen war der Ausgangspunkt fir genauere Untersuchungen.
Durchgefuhrte in vitro Aktivitatstests ergaben, dass PAK5 die Aktivitit von MARK?2
hemmt, wogegen aber MARKZ2 nicht in der Lage ist die PAK5-Aktivitat zu beeinflussen.
Dies konnte auch bei Untersuchungen des Zytoskeletts in transfizierten Zellen bestétigt
werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Hemmung nur Gber die Bindung beider
Proteine und nicht durch eine Phosphorylierung vermittelt wird (Matenia et al. 2005).

Dieser neue Weg der Wechselwirkung zwischen Aktin- und MT-Netzwerk l&sst vermuten,
dass die Koordination der Zytoskelett-Dynamik nicht nur tber die viel beachteten Rho

GTPasen stattfindet, sondern auf vielen verschiedenen Ebenen erfolgt.

3.3 Die MAPK-Signaltransduktionswege

Die MAPK-Signaltransduktionswege nehmen eine zentrale Position bei der Verarbeitung
und Weiterleitung vieler verschiedener Signale in der Zelle ein und sind daher in eine
Vielzahl von Prozessen involviert. Hierzu gehtren unter anderem die Differenzierung von
Zellen und die Induktion von Proliferationsvorgangen, die auch an einen geordneten
Umbau des Zytoskeletts gebunden sind. Es ist bekannt, dass die Mikrotubuli-regulierende
Kinase MARKK/TAO1, die Ausgangspunkt dieser Arbeit ist, Komponenten dieser
Signallibertragungswege aktivieren kann. Auch der im Rahmen dieser Arbeit identifizierte
Interaktionspartner von MARKK, Spredl, ist ein Regulator der ERK/MAPK-
Signalubertragungskaskade (siehe auch 3.3.1). Aus diesen Grinden sollen die wichtigsten
Fakten (ber die MAPK-Signaltransduktionswege, welche Informationen mittels
Proteinphosphorylierungen via Kinasen weiterleiten, in diesem Kapitel zusammengefasst
werden.

Diese hoch konservierten Signallbertragungswege bestehen im Kern aus drei
Komponenten. Die Signalweiterleitung erfolgt von der Zelloberflache tber aktivierende
Faktoren zu den MAPKKK (MAPK Kinase Kinase), von dort zu den MAPKK (MAPK
Kinase) und fiuhrt letztendlich zur Aktivierung der MAPK (mitogen-activated protein
kinase). Diese kann dann (ber Transkriptionsfaktoren die Transkription bestimmter
Zielgene  beeinflussen  (Robinson und Cobb  1997). Es werden drei
Hauptsignaltransduktionswege: ERK, p38 und JNK/SAPK, unterschieden, wobei die
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Weiterleitung innerhalb eines Weges sehr selektiv ist, aber Wechselwirkungen (crosstalk)
zwischen den verschiedenen Kaskaden mdéglich sind (Garrington und Johnson 1999). Eine
strikte Regulation auf allen Ebenen ist notwendig und erfolgt unter anderem durch die
Mitglieder der Spred/sprouty Familie (Torii et al. 2004).

3.3.1 Spred - ein Inhibitor des ERK/MAPK-Signaltransduktionsweges

Spred (sprouty related with EVH-1 domain) Proteine gehdren zu einer neuen
Proteinfamilie, deren Mitglieder den ERK-Signaliibertragungsweg hemmen. Spredl wurde
in einem Hefe Zwei-Hybrid Screen Uber seine Interaktion mit den Rezeptor Tyrosin
Kinasen c-Kit und c-Fms identifiziert (Wakioka et al. 2001). Die Aktivierung dieser
Zelloberflachenrezeptoren geschieht durch Binden des jeweiligen spezifischen Liganden
(c-Kit: stem cell factor - SCF; c-Fms: colony stimulating factor-1 - CSF) und flhrt in der
Zelle zur Aktivierung des ERK-Signaltransduktionsweges (Scheijen und Griffin 2002).
Neben Spredl sind zwei weitere Mitglieder dieser Familie bekannt - Spred2 und Spred3,
die ahnliche Funktionen erfiillen (Wakioka et al. 2001, Kato et al. 2003). Alle besitzen an
ihrem Carboxyterminus die so genannte sprouty-Translokationsdoméne (spry-TD), welche
reich an Cysteinen ist (Abb. 9, Sequenz siehe Abb. 41). Diese Doméne findet man auch bei
den sprouty-Proteinen, welche ebenfalls den ERK/MARK-Signaltransduktionsweg
regulieren (Sequenzvergleich siehe Abb. 42). Diese Region des Proteins ist nicht nur fiir
die Lokalisierung an die Plasmamembran verantwortlich, sondern ist auch essentiell fur die
Ausbildung von Dimeren (Wakioka et al. 2001, King et al. 2005). Weiterhin ist bekannt,
dass Uber diesen Bereich die Interaktion zu Ras und Raf stattfindet, welche Aktivatoren des
ERK-Signallbertragungsweges sind. Inwieweit die spry-TD essentiell fir die
Wirkungsweise von Spred1l ist, wird unterschiedlich diskutiert (Wakioka et al. 2001, King
et al. 2005). Am aminoterminalen Ende der Spreds Dbefindet sich eine EVH-1
(Ena/Vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) homology-1) Domane. Proteine mit
einer EVH-1 Domaéne, wie VASP, Mena und N-WASP regulieren die Aktinfilament-
Polymerisation, indem sie Uber Prolin-reiche Sequenzabschnitte mit Proteinen wie Profilin
und Zyxin interagieren (Ball et al. 2002, Renfranz und Becherle 2002). Die Funktion der
EVH-1 Domane in den Spred-Proteinen oder Bindungspartner sind bislang nicht bekannt
(Harmer et al. 2005). Zwischen EVH-1 und spry-TD besitzen Spredl und Spred2
zusatzlich eine c-Kit Bindungsdoméne (KBD) (Wakioka et al. 2001, Kato et al. 2003). In

der Literatur gibt es unterschiedliche Aussagen dazu, wann und in welchem Ausmal
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Spredl und Spred2 dort an einem Tyrosinrest (Tyr 258 in humanem Spredl)
phosphoryliert werden (Kato et al. 2003, King et al. 2005, Nonami et al. 2004).

EVH-1 KBD spry-TD

Spredl | L[] |
1 122 233 285 327 444

Abbildung 9: Doménenstruktur von Spredl

Am  Aminoterminus von Spredl befindet sich eine EVH-1 Doméne (Ena/Vasodilator-stimulated
phosphoprotein (VASP) homology-1). Die sprouty-Translokationsdoméne (spry-TD) umfasst die letzten 117
Aminoséuren am Carboxyterminus. Dazwischen liegt die c-Kit Bindungsdoméne (KBD).

Ahnlich wie die verwandten Mitglieder der sprouty-Familie beeinflussen Spreds die ERK-
Signaltransduktionskaskade. Es konnte gezeigt werden, dass Spred mit Ras interagiert und
dessen Aktivierung verhindert, das heift, die Bildung von GTP-Ras unterbindet (King et
al. 2005). Somit ist Ras nicht mehr in der Lage sein Substrat c-Raf zu aktivieren. Auch Raf
kann von Spred gebunden werden, so dass die Bildung eines Komplexes Ras — Raf — Spred
wahrscheinlich ist, wobei der Signalfluss zwischen Ras und Raf durch Spred gestort wird
(Wakioka et al. 2001, Kato et al. 2003, King et al. 2005). Weiterhin konnte Spred mit der
Zellmigration und der Organisation des Aktin-Zytoskeletts in Verbindung gebracht werden
(Miyoshi et al. 2004). So fiihrt die Uberexpression von Spred1 in NIH3T3 Zellen zu einer
Abnahme an Aktin-Stressfasern. Dies wurde durch die Interaktion von Spred mit aktivem
RhoA erklart, welche wiederum eine Unterbrechung in der Signalweiterleitung zur Folge
hat. Die RhoA Kinase ROCK kann nicht mehr aktiviert werden (Miyoshi et al. 2004).

Das Expressionsmuster von Spred1-3 ist unterschiedlich. Wéhrend Spred1 und Spred3 fast
ausschlieBlich im Gehirn vorkommen, ist Spred2 in fast allen Geweben vorhanden (Kato et
al. 2003, Bundschu et al. 2005, Engelhardt et al. 2004).

3.4  Zielsetzung der Arbeit

In Gehirnen von Alzheimer Patienten findet man neben extrazellularen Amyloid-Plaques
hyperphosphoryliertes Tau, welches zu paarigen helikalen Filamenten aggregiert ist. Der
Phosphorylierungsstatus des Tau-Proteins wird unter anderem durch die Kinasen der
MARK-Familie reguliert, welche durch die vorgeschaltete Kinase MARKK aktiviert
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werden (Timm et al. 2006). Die ber diesen Signaltransduktionsweg (MARKK > MARK
- Tau) erzielte Phosphorylierung von Tau fuhrt zum Abldsen des Tau-Proteins von den
Mikrotubuli und somit zu einer Destabilisierung des gesamten MT-Netzwerkes. Die
Aktivitat beider Kinasen muss somit streng reguliert werden, da es ansonsten, wie bei der

Alzheimer Krankheit, zum Absterben der Zelle kommen kann.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Identifizierung neuer Interaktionspartner der
MARKK, um Erkenntnisse tber deren Regulation zu erlangen. Zu diesem Zweck wurde
ein Hefe Zwei-Hybrid Screen mit MARKKS carboxyterminaler Doméne durchgefiihrt, in
dessen Verlauf das Regulatorprotein Spredl als neuer Bindungspartner ermittelt werden
konnte. Mittels verschiedener biochemischer und zellbiologischer Methoden sollte die neu

identifizierte Interaktion mit MARKK néher charakterisiert werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit einer weiteren Kinase —TESK1. Diese ist
vor allem fir ihre Wirkung auf das Aktin-Zytoskelett bekannt. Auch ein Einfluss auf das
Mikrotubuli-Netzwerk Uber das Tau-Protein wird angenommen (Shulman und Feany
2003).

Eine Interaktion von TESK1 und dem MARKK-Bindungspartner Spredl konnte vermutet
werden, da eine Wechselwirkung zwischen TESK1 und sprouty4 bekannt war (Tsumura et
al. 2004). Spredl und sprouty4 gehdren zu verwandten Proteinfamilien, welche den
MAPK-Signaliibertragungsweg  beeinflussen. In Hefe Zwei-Hybrid Tests und

zellbiologischen Experimenten sollte eine solche Interaktion Uberprift werden.

Aus den gewonnenen Ergebnissen der ersten beiden Teile ergab sich die Frage nach einer
direkten Interaktion zwischen der Mikrotubuli-regulierenden Kinase MARKK und der
Aktin-regulierenden Kinase TESK1. Da eine solche Wechselwirkung in direkten Hefe
Zwei-Hybrid Bindungsstudien nachgewiesen werden konnte, sollte anschlielend Uber
verschiedene biochemische und zellbiologische Methoden geklart werden, inwieweit sich
beide Kinasen in ihrer Aktivitat beeinflussen kénnen.
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4.1 Bezugsquellen
4.1.1  Chemikalien:

4. Material

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in analysenreiner

Qualitat von Amersham Bioscience, Bio-Rad, Calbiochem, Difco, Fluka, Gibco-BRL,

Merck, Qiagen, Roche, Roth und Sigma bezogen.

4.1.2 Enzyme

alkalische Phosphatase (CIP)
Restriktionsendonucleasen
Quick Ligase

T4 DNA-Ligase

Klenow Fragment

PWO DNA-Polymerase

4.1.3 Antikorper

primare Antikdrper
Penta-His™; Tetra-His™

c-Myc (9E10)

HA-tag polyklonaler Antikorper

HA-tag monoklonaler Antikdrper
HA-probe (F-7)

GST — Antikorper

TAO-1 (anti-MARKK)

Cofilin

14-3-3 B (K-19)

YL1/2 (anti a-Tubulin)

DM1la (anti a-Tubulin)

-29 -

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
ROCHE

QIAGEN

Santa Cruz
Clontech

Cell Signaling
Santa Cruz

Zymed Laboratories
BD Bioscience
Cytoskeleton

Santa Cruz

Serotec

Sigma
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y—Tubulin

B-Aktin

y—Adaptin

Biund B,—Adaptin
Vimentin (clone V9)
12E8 (anti Phospho-Tau)

sekundére AntikOrper

anti-Ratte 1gG, aus Kaninchen, HRP gekoppelt
anti-Maus IgG, aus Ziege, HRP gekoppelt
anti-Kaninchen IgG, aus Ziege, HRP gekoppelt
anti-Maus IgG, aus Ziege, Cy5 gekoppelt

anti-Kaninchen IgG, aus Ziege, TRITC gekoppelt

anti-Ratte 1gG, aus Ziege, Cy5 gekoppelt

Fluoreszenz-gekoppelte Farbstoffe
LysoTracker® Red DND-99 (Lysosomen)
MitoFluor™ Red 589

4.1.4 Molekulargewichtsmarker

Proteinmarker

Protein Molecular Weight Marker ( MBI Fermentas)

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gabe von Dr. P. Seubert, Elan

Pharmaceuticals

DAKOCytomation
DAKOCytomation
DAKOCytomation
Immunoresearch
Immunoresearch

Immunoresearch

Molecular Probes ™
Molecular Probes ™

— B-Galaktosidase (116 kDa), BSA (66,2 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Laktat —
Dehydrogenase (35 kDa), Restriktionsendonuklease Bsp981 (25 kDa), B-Laktoglobulin

(18,4 kDa), Lysozym (14,4 kDa)

Magic Mark ( Invitrogen)
— Groélen (kDa): 120, 100, 80, 60, 50, 40, 30, 20
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DNA-Marker
Smart Ladder (MBI Fermentas)

— FragmentgroRen (bp): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,

800, 600, 400, 200

4.1.5 Vom Hersteller bezogene Chemikalien-Zusammensetzungen (Kits):

BD BaculoGold™ Transfection Kit

ECL plus Western Blotting Detection Kit

Nucleobond PC100 Midi Kit
Invisorb Spin Plasmid Mini Kit
Gel Extraction Kit (Ultra Clean™15)

Quick Change™ Site Directed Mutagenesis Kit

Effectene Transfection Reagenz

4.2 Gerate:

Brutschrank (water jacketed incubator)
Heizblock (TCR 100)

Luminescent Image Analyser
Gelkammer horizontal

Sterilbank (HeraSafe)

pH-Meter (Qph70)

Schiittler (innova 4230)
Spektralphotometer

Thermocycler (Mastercycler gradient)
Blottingkammer (Semi-dry)

Vortex (Genie2)

Waage

Tischzentrifuge (pico)

Kihlzentrifuge (5810 R)

Wasserbad

Elektroporator

SDS Gelelektrophorese — Kammer
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BD Biosciences
Amersham Bioscience
Macherey - Nagel
Invitek

Mo Bio Laboratories

Stratagene

Qiagen

Forma Scientific
Roth

Fuji

BIO-RAD
HERAEUS

Merck

New Brunswick Scientific
Eppendorf
Eppendorf

VWR

Scientific Industries
Roth

HERAEUS
Eppendorf

GFL

BTX

Amersham Bioscience
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Mikroskop (CK2)

konfokales Fluoreszenzmikroskop (LSM 510 Meta)
Phospho-Imager (BAS 3000)

Szintillationszahler (Tricarb 1900 CA)
DNA-Sequenzierungsgerat (ABI Prism 310)
French Press (Pressure Cell 20 kpsi)

4.3 Software

AIDA Biopackage
LSM 5 Image Processing Software
VECTOR NTI

4.4 Medien und Zusatze

4.4.1 Bakterienmedien

Olympus

Zeiss

Fuji

Packard Canberra Ltd
Perkin Elmer

SLM Aminco

Raytest
Zeiss
InfoMax & Invitrogen

LB-Medium LB-Agar
25 g/l LB Broth 25 g/l LB Broth
25 g/l Bacto-Agar
SOC-Medium
20g/l  Bacto Trypton Ampicillin
549/l Hefe-Extrakt 100 mg/ml
10mM  NaCl (steril filtrieren in H,0)
10mM  KCI
10mM  MgCl,
10mM  MgSO, Kanamycin
ad 980 ml H,0
nach dem Autoklavieren 100 mg/ml-
20 ml Glucose (1M) (steril filtrieren in H,0)

Die Medien wurden bei 121°C fir 20 Minuten autoklaviert. Die Zugabe der Antibiotika

erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, in das kalte Medium (Endkonzentration von

100pg/ml).
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4.4.2 Hefemedien

Selektionsmedium 20% Glucose

8 g/l Hefe-Stickstoffbasis ohne AS 2009 Glucose in 1 | Aqua bidest. 16sen und
55mg/l  Tyrosin autoklavieren

55 mg/l  Uracil

55mg/l  Adenin

nach dem Autoklavieren auf 60°C Vollmedium (YEPD)

abkuhlen lassen, dann Zugabe von: 119/l Hefe-Extrakt
10 ml/l 100 x AS-Dropout Lésung 22 g/l Bacto Pepton
100 ml/l. 20% Glucose-Losung 55mg/l  Adenin

nach dem Autoklavieren
100 ml/l  20% Glucose-Ldsung
Aminosaure-Dropout-Ldsung

(100. " Stock) Selektionsmedium-Agar
Arginin 0,29

Histidin 01g 259/l Bacto Agar

Isoleucin 0,69 in Selektionsmedium ansetzen
Leucin 0,6¢g

Lysm. . 049 Vollmedium-Agar

Methionin 0,1g

Phenylalanin 069 259/l Bacto Agar

Threonin 05¢g in Vollmedium ansetzen
Tryptophan 049

I6sen in 100 ml Aqua bidest., steril filtrieren,
Lagerung bei 4°C, die im jeweiligen
Dropout nicht bendétigten Aminoséuren
wurden weggelassen

4.4.3 Zellkulturmedien

CHO Zellen Medium F12 (HAM) Medium (GIBCO)
FKS 100 ml/I
Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml) 10 ml/I
CHO htau40 Medium F12 (HAM) Medium (GIBCO)
FKS 100 ml/I

Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml) 10 ml/I
G418 (synthetisches Gentamycin) 600 pg/ml

HEK-293/COS/VERO Zellen Medium Dulbecco’s modif. Eagle Medium

(GIBCO)

FKS 100 ml/I
Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml) 10 ml/I
L-Glutamin (200 mM) 10 mi/l
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Sf9-Zellen Medium

PC12-Zellen Medium

4.5 Puffer und L6sungen

50 x TAE
2M Tris X
50mM EDTA

57,1 ml/l Essigsaure
auf pH 8 einstellen

Ammoniumpersulfat (APS)

10 % (w/v) APS in Aqua bidest. l6sen

Lagerung -20°C

2 x BES Puffer

50mM  BES

280 mM  NaCl

1,5mM  NaHPO,2 x H,0O
auf pH 6,9 einstellen

steril filtrieren, Lagerung -20°C

Blocking Puffer
5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T

Calziumchlorid-L6sung

2,5 M Calziumchlorid
steril filtrieren

Grace’s Insekten Medium (GIBCO)

FKS

Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml)

Kulturmedium:

Dulbecco’s modif. Eagle Medium
(GIBCO)

HS

FKS

Penicillin/Streptomycin (1000 U/ml)

Differenzierungsmedium:
DMEM:F12 1:1 (GIBCO)
HS:FKS 1:1

NGF (10 pg/ml)

10 x TBS-T

15M NaCl

100 mM  Tris X

5 ml/l Tween20
auf pH 7,2 einstellen

DTT-L6sung

100 ml/I
10 ml/i

150 ml/i
50 ml/l
10 ml/l

1 mi/l
10ml/l

1M DTT in 0,01 M Na-Acetat I6sen

Lagerung -20°C

10 x SDS Puffer

250 MM Tris X
19M Glycin
1% (w/v) SDS

10 x Blotting Puffer

0,48 M Tris X
0,39 M Glycin
0,3 % (w/v) SDS

1 x Blotting Puffer

10 % 10 x Blotting Puffer
5% Methanol
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5 x Kinase Puffer

250 MM TrisHCI pH 7,3
25mM  MgCl,
10mM  EGTA

5mM DTT
5mM Benzamidin
25mM PMSF

10 x Lithium Acetat (LiAc)

1 M LiAc
auf pH 7,5 einstellen und
autoklavieren

Coomassie-Farbeldsung

0,1 % (w/v) Coomassie Blau R-250
50 % Methanol
7,5% Essigsdure

Coomassie Entfarber (Intensiv)

50 % Methanol
10 % Eisessig

Coomassie Entfarber (Normal)

5%  Methanol
7,5% Eisessig

5 x DNA-Probenpuffer

9mM TrispH 7,4

0,45 mM EDTA

46 % (vIv) Glycerol

0,005 % (w/v) Bromphenolblau

B

10 mM Pipes
15 mM CaCl,
250 mM  KCI

mit KOH auf pH 6,7 einstellen
dann Zugabe von 55 mM MnCl,
steril filtrieren

100 x TE

1M Tris HCI
100 mM EDTA
auf pH 8 einstellen und autoklavieren

2 x Protein Probenpuffer

160 mM Tris pH 6,8

10 % (w/v)  SDS

20 % (v/v)  Glycerol

2 % (vIv) -Mercaptoethanol
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

5 x Protein Probenpuffer

50 mM Tris pH 6,8

12,5 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

10 % (v/iv) [B-Mercaptoethanol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

45 % PEG

45 % (w/v) PEG (4000)
in Aqua bidest. 16sen und steril filtrieren

Plate Mixture

45% PEG 4000
0,1 M Lithiumacetat
10 mM TrispH 7,4

1mM EDTA

RIPA Puffer

50 mM TrispH 7,2

150 mM NaCl

2 mM Na-O-Vanadat

25 mM [-Glycerophosphat
10mM Na-Pyrophosphat
0,5% (w/v)  Desoxycholat

1% (viv)  Triton X-100

0,1 % (w/v) SDS

auf pH 7,2 einstellen
vor Gebrauch je 10 ml 1 Tablette Protease
Inhibitoren Cocktail 16sen

X-Gal Stock Lésung
2 mg/ml X-Gal in DMF lésen

LiAC/TE-Mix
400 pl 100 xTE
4 ml 10 x LiAc

35,6 ml  Aqua bidest.
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STET-Puffer PEG/LiAc-Mix

8% (w/v)  Saccharose 56 ml PEG (45%)
50 mM EDTA 7ml LiAc (10 x)
50 mM TrisHCI pH 8 750 pl TE (100 x)
5% (v/iv)  Triton X-100 6,25 ml  Aqua bidest.

4.6 Bakterien- und Hefenstamme, Viren und Zelllinien

4.6.1 Bakterienstamme

Fur die durchgefiihrten Transformationen zur Plasmidanreicherung diente der E. coli
Stamm DH5a mit dem Genotyp:

F,¢#80dlacZAM154 (lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR17 (r, m¢") phoA
SUpE44 A'thi-1 gyrA96 relAl.

Nach einer Mutagenese erfolgte die Transformation in XL-1 Blue Zellen (Stratagene) mit
dem Genotyp:

recAl endA1gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB laclfZ4AM15 Tn10(Tet")].
Fiir die Proteinexpression wurden Bakterien des Stammes E. coli BL21-AI™ (Invitrogen)
mit folgendem Genotyp:

F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB::T7RNAP-tetA verwendet.

4.6.2 Hefenstamm

Fur alle durchgefiihrten Experimente wurden Hefen des Stammes AH109 (Clontech) mit
folgendem Genotyp verwendet:

MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his 3-200 gal4A gal80A4 LYS2::GAL1yas-GALLratA-
His3 GAL2yas-GAL21ata-ADE2 URAS3::MEL1yas-MEL1rata-lacZ.

4.6.3 Baculovirus

Fur die Infektion der Insektenzellen (Sf9) zur Proteinexpression wurde das Autographa
californica Multiple Polyhedrosis Virus (AcNPV) verwendet. Durch Co-Transformation
der Baculovirus DNA (Orbigen) und eines Baculovirus-Transfervektors, der das

gewiinschte Gen enthielt, wurden rekombinante Viren erzeugt. Diese waren in der Lage,

-36 -



Material

anstelle des viralen Polyhedrinproteins, das gewinschte rekombinante Protein zu

exprimieren.

4.6.4 Eukaryontische Zelllinien

Bezeichnung

HEK 293
COS

CHO

CHO htau40

VERO

PC12
Sf9

Organismus
Homo sapiens
Cercopithecus aethiops

Cricetulus griseus
Cricetulus griseus

Spezifikation

embryonale Nierenzellen
Fibroblasten aus der Niere der afrikanischen

grinen Meerkatze

Zellen aus den Ovarien chinesischer Hamster
CHO Zellen, die stabil mit der langsten

humanen Tau-Isoform (htau40) transfiziert

Cercopithecus aethiops

Rattus norvegious
Spodoptera frugiperda

sind; Quelle: MPASMB
Fibroblasten aus der Niere der afrikanischen

grunen Meerkatze

Zellen eines Nebennierentumors
Zellen aus den Ovarien der Larven

4.7 Vektoren

Bezeichnung Charakterisierung Anwendung Quelle
pGBKT7 7,3 kb, Kana®, Tryptophan Interaktionsuntersuchungen = Clontech
Selektionsmarker, Gal4-DNA- | im Hefe-Zwei-Hybrid
Bindedomane vor MCS System
pGADT7 8,0 kb, AmpF, Leucin Interaktionsuntersuchungen = Clontech
Selektionsmarker, Gal4- im Hefe-Zwei-Hybrid
Aktivierungsdoméne vor MCS | System
pACT2 8,1 kb, Amp®, Leucin Interaktionsuntersuchungen = Clontech
Selektionsmarker, Gal4- im Hefe-Zwei-Hybrid
Aktivierungsdomane vor MCS = System, Tréager der cONA-
Bibliothek
pEU myc/ 5,5 kb, Amp®, am N-Terminus = Expressionsvektor fiir MPASMB
pEU_HA myc bzw. HA-Tag Saugetierzellen
pVL1392 9,6 kb, Amp~®, am N-Terminus  Baculovirus-Transfervektor MPASMB
His-Tag, MCS modifiziert
PEYFP-C1 4,7 kb, Kana®,YFP als N- Expressionsvektor fur Clontech
terminales Fusionsprotein Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen
pECFP-C1 4,7 kb, Kana®, CFP als N- Expressionsvektor fur Clontech

terminales Fusionsprotein

Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen
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pShuttleCMV | 8 kb, Kana®, mRFP als N- Expressionsvektor fur MPASMB
/mRFP1 terminales Fusionsprotein Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen

pGEX 3X 4,9 kb, AmpR, am N-Terminus  Expressionsvektor fiir E. Amersham
mit GST-Fusionprotein coli Bioscience

pCR®- 3,5 kb, Kana® Klonierungsvektor fiir E. Invitrogen

Bluntll- coli

TOPO

4.8 Hergestellte und bestehende Konstrukte

Eukaryotische Expressionskonstrukte

= Spredl pEUmyc

Das volistandige Spredl WT Gen wurde mittels PCR in zwei Teilen aus der verwendeten cDNA-Bank
isoliert und in den pCR®-Blunt 1I-TOPO Vektor kloniert. Die Amplifikation wurde mit folgenden Primern
durchgefihrt: Spred N-Terminus SP 1/ SP 6 und Spred C-Terminus SP 5/ SP 9. Die Subklonierung des
vollstandigen Spredl in den pEUmyc Vektor erfolgte lber die Schnittstellen Ndel/Xhol (N-Terminus),
Xhol/Nhel (C-Terminus) und Ndel/Nhel (pEUmyc).

= Spredl pEYFP-C1

Fur die Klonierung in den Fluoreszenzvektor wurde Spredl mittels PCR und den Primern SP10/SP2
amplifiziert und anschlieend mit Sall und Nhel geschnitten. Die Nhel Schnittstelle wurde mit Klenow
Polymerase aufgefullt. Die Ligation erfolgte in den pEYFP-C1, der tiber Xhol und Smal ge6ffnet worden
war.

= Spredl pECFP-C1

Durchflhrung siehe Spred1-pEYFP-C1

= Spredl_pVL

Die Klonierung erfolgte aus Spred1l_pEUmyc tiber die Ndel und Nhel Schnittstellen.

= TESK1WT pVL

TESK1 WT wurde aus TESK1 WT_pECFP-C1 mit Ndel und Sall isoliert, wobei die Sall Schnittstelle mit
Klenow Polymerase aufgefullt wurde. Der pVL Vektor wurde mit Ndel und Nhel (Schnittstelle mit Klenow
Polymerase aufgefllt) gedffnet.

= TESK1WT_pShuttleCMV/mRFP1

Die TESK1 WT wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer TESK F Xho For und
TESK_F_Nhe_Rev aus TESK1 WT_pECFP-C1 amplifiziert. Die Klonierung erfolgte (iber die eingefligten
Xhol und Nhel Schnittstellen.

= TESK1 D170A pECFP-C1

Die dominant negative Mutante wurde mit Hilfe des Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) unter
Verwendung der Primer TESK_D170A _For und TESK_D170A_Rev hergestellt.

= TESK1 D170A_pVL

TESK1 D170A wurde aus TESK1 D170A_pECFP-C1 mit Ndel und BamHI isoliert und in den pVL Vektor
subkloniert.

= TESK1 AC_pVL

Der TESK1 N-Terminus wurde aus TESK1 AC_pGADT?7 iber Ndel und BamHI in den pVL Vektor
subkloniert.

= TESK1 AN pVL

Der TESK1 C-Terminus wurde aus TESK1 AN_pGADT7 Uber Ndel und BamHI in den pVL Vektor
subkloniert.
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Hefe Expressionskonstrukte

= Spredl_pGBKT7

Fur die Klonierung in den Hefevektor wurde Spredl (ber die Ndel und Nhel (mit Klenow Polymerase
aufgefullt) Schnittstelle aus Spredl pEU_myc geschnitten und mit dem Ndel/Smal verdautem pGBKT7
ligiert.

= Spredl_pGADT7

Die Klonierung erfolgte Uber die Schnittstellen Ndel und BamHI aus Spredl_pGBKT?7.

= Spred14C_pGADT7

Der N-Terminus von Spred1 wurde tiber Ndel/Xhol aus dem Spred1 N-Terminus_ pCR®-Blunt 1I-TOPO in
den pGADT?7 umkloniert.

= Spred1AN_pACT2

Isolierter Klon aus dem Hefe Zwei-Hybrid cDNA-Bank Screen.

= Spredl spyTD_pGADT7

Die C-terminale Doméne von Spredl wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer SP12 und SP13 aus
Spredl_pEUmyc amplifiziert. Die Klonierung erfolgte tiber die BamHI und EcoRI Schnittstellen.

= Spredl spryTD_pGBKT7

Durchflhrung siehe Spredl spry TD_pGBKT7

= TESKIWT_pGADT7

Die Klonierung erfolgte aus TESK1 WT_pVL (iber Ndel und BamHlI.

= TESKIWT pGBKT7

Die Klonierung erfolgte aus TESK1 WT_pVL uber Ndel und BamH].

= TESK1 AC pGADT7

Die N-terminale Doméne von TESK1 wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer TESK_N_Nde_For
und TESK_N_Bam_Rev aus TESK1 WT_pECFP-C1 amplifiziert. Die Klonierung erfolgte Uber die
eingefigten BamHI und Ndel Schnittstellen.

= TESK1 AC pGBKT7

Durchfiihrung siehe TESK1AC_pGADT7

= TESK1 AN_pGADT7

Die C-terminale Domane von TESK1 wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer TESK_C_Nde_For
und TESK C Bam_Rev aus TESK1 WT pECFP-C1 amplifiziert. Die Klonierung erfolgte Uber die
eingefiigten BamHI und Ndel Schnittstellen.

» TESK1 AN_pGBKT7

Durchfiihrung siehe TESK1AN_pGADT7

=  MARKK C-term (AS 432-900) pGBKT7

Die Subklonierung erfolgte aus MARKK C-term (AS 432-900) pEYFP (Quelle: MPASMB) (iber Ndel und
BamHI.

= MARKK C-term (AS 432-900) pGADT7

Durchfiihrung siehe MARKK C-term (AS 432-900) pGBKT7

» MARKK C-term (AS 432-700)_pGBKT7

Die Subklonierung erfolgte aus MARKK C-term (AS 432-700) pEYFP (Quelle: MPASMB) (iber Ndel und
BamHI.

=  MARKK C-term (AS 432-700) pGADT7

Durchflhrung siehe MARKK C-term (AS 432-700)_pGBKT7

= MARKK C-term (AS 701-900) pGBKT7

Die Subklonierung erfolgte aus MARKK C-term (AS 701-900) pEYFP (Quelle: MPASMB) (iber Ndel und
BamHI.

= MARKK C-term (AS 701-900) pGADT7

Durchfiihrung siehe MARKK C-term (AS 7001-900)_pGBKT7

E. coli Expressionskonstrukte

= Spredl pGEX 3X
Fiur die Klonierung in den GST-Fusionsvektor wurde Spredl mittels PCR und den Primern SP15/SP16
amplifiziert und anschliefend mit BamHI und EcoRI geschnitten.
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Es wurden folgende bestehende Konstrukte verwendet:

e TESK1 WT_pECFP-C1

e MARKK K57A_pGADT7
e MARKK K57A_pGBDT7
e MARKK WT_pEYFP-C1
e MARK2 WT_pECFP-C1
e Cofilin WT_pVL

e MARKK C-term (AS 432-1001) pGBKT7

e MARKK C-term (AS 432-1001) pGADT7

e MARKK N-term (AS 1-295)_pGADT7

e MARKK N-term K57A (AS 1-295)_pGADT7
e MARK2 T208E_pECFP-C1

4.9 Hergestellte und bestehende Baculovieren

Es wurden Baculoviren verwendet, die fir folgende Proteine kodieren:

= generierte Baculoviren:

- TESK WT _ His

- TESK D170A _His
- TESK AC _His

- TESK AN _ His

- Cofilin _His

4.10 cDNA-Bibliothek

= bestehende Baculoviren:

- MARKK WT _ His
- MARKK N-term _ His

Die Ausgangs- cDNA-Bibliothek (Human fetal brain Matchmaker™ cDNA library) wurde
von der Firma BD Bioscience Clontech bezogen. Die Poly(dT) geprimten cDNAS aus
fotalen menschlichen Gehirn sind hinter die Gal4-Aktivierungsdomane in dem Zwei-
Hybrid Vektor pACT2 kloniert. Die cDNA-Bibliothek umfasst 3,5 x 10° unabhéngige
Klone mit Langen zwischen 500-4000 bp.
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5. Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 DNA Amplifikation mittels PCR

Zur funktionellen Untersuchung von Genen oder Genfragmenten ist es notwendig, diese in
geeignete Expressionsvektoren zu klonieren. Meist ist eine selektive Amplifikation der
jeweiligen DNA zum Beispiel aus einer cDNA-Bibliothek der erste Arbeitsschritt. Dies
geschieht mittels Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). Diese
Methode macht sich die Eigenschaft von Doppelstrangiger-DNA zu Nutze, sich bei hohen
Temperaturen in ihre Einzelstrange aufzutrennen. Durch die Verwendung von einer
hitzestabilen Polymerase und selektiven, komplementdren Primern kann die DNA
verdoppelt werden. Bei mehrfacher Wiederholung steigt die Anzahl der Kopien und somit
die DNA-Menge exponentiell an.

Die vorgenommenen PCRs wurden wie folgt durchgefuhrt:

Ansatz: Programm:
50-200 ng DNA 2 min bei 95°C
1 pl Primer forward (10pmol/pul) 30 sec bei 95°C
1ul Primer reverse (10pmol/ul) 30 min bei X°C ~20-30 Zyklen
ad 12,5 pl mit Aqua bidest. 90 min bei 72°C
12,5 pul PWO Master Mix (Roche) 10 min bei 72°C
Kihlen bei 4°C X - je nach Primerpaar

5.1.2 Erstellung von Punktmutationen

Fir die Erzeugung von Punktmutationen wurde der QuickChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene verwendet. Hierzu wurden Primer generiert, die
homolog zu der mutierenden DNA-Sequenz sind, aber zusétzlich eine oder mehrere
gewiinschte Punktmutationen trugen. Mittels PCR wurde die Mutation in das

Ausgangsplasmid inseriert. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll.
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5.1.3 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA an jeweils spezifischen Sequenzen und
erzeugen dabei entweder stumpfe (blunt ends) oder Uberh&dngende (sticky ends) Enden. Fir
einen analytischen Verdau wurden 0,1-0,5 ug DNA im empfohlenen Puffer mit 2-10 Units
Enzym fur 1-2 h bei 37°C inkubiert. Ein praparativer Ansatz wurde unter den gleichen
Bedingungen allerdings mit 1-3 pug DNA durchgefiihrt. Das Stoppen der Reaktion erfolgte
durch Zugabe von DNA-Probenpuffer oder 15-minitige Inkubation bei 65°C.

5.1.4 Dephosphorylierung von geschnittener Vektor-DNA

Um die Mdglichkeit einer Religation eines geschnittenen Vektors ohne die gewdnschte
Insert-DNA zu verringern und somit die Klonierungseffizienz zu steigern, wurde die
Vektor-DNA dephosphoryliert. Die verwendete Phosphatase (CIP, calf intestine alkaline
phosphatase) entfernt die freie 5 -Phosphatgruppe. Direkt nach dem Restriktionsverdau
(5.1.3) wurde die geschnittene DNA mit 20 Units der CIP-Phosphatase fiir eine Stunde bei
37°C inkubiert.

5.1.5 Auffiullen von 5"-0berhdngenden DNA-Enden

Fur eine blunt end Ligation wurden 5-Uberhdngende DNA-Enden, die nach einem
Restriktionsverdau entstanden waren, durch das Enzym DNA-Polymerase | Large
Fragment (Klenow) aufgefillt. Hierzu wurde der Restriktionsansatz (20 pl) mit 50 uM
dNTP, 3 pl Klenow-Puffer und 50 Units Klenow bei 25°C fiir 15 min inkubiert.

5.1.6 Analytische und praparative Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe der horizontalen
Agarose-Gelelektrophorese. Aufgrund der negativen Ladung des Phosphatriickgrates
wandern DNA Molekile im elektrischen Feld zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit
ist dabei wegen des Widerstandes der Agarose Gelmatrix umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihrer Lange.

Es wurden 0,8%ige Agarosegele verwendet (0,8 g Agarose auf 100 ml 1 x TAE), die bei
einer konstanten Spannung von 100 V fiir ca. 1 Stunde liefen. Als Laufpuffer diente 1 x
TAE. Die aufzutrennende DNA wurde mit 1/5 Volumen 5 x DNA Probenpuffer gemischt.

Zum GroRenvergleich wurde der DNA-Langenmarker Smart Ladder (Clontech) genutzt.
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Zur Detektion der DNA-Banden wurde das Gel nach der Elektrophorese in einer wassrigen
Ethidiumbromidlésung (Endkonzentration 0,4 %) fur ca. 30 min inkubiert. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe einer UV-Fotoeinheit. Fur Klonierungen wurden die
gewtiinschten DNA-Fragmente mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
extrahiert (5.1.7).

5.1.7  Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde der Ultra Clean™ 15 DNA Purifikation
Kit (Mo Bio Laboratories) verwendet. Die Reinigung wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt und erfolgt hierbei nach dem Prinzip eines Anionenaustauschers. Die
Glasmilch (Silikate) bindet in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen spezifisch DNA.
Diese kann nach dem Waschen durch Verwendung von Lésungen mit niedrigerem

Salzgehalt (z. B. 1 x TE) wieder eluiert werden.

5.1.8 Ligation

DNA Ligasen sind Enzyme, die freie 3"-Hydroxylenden mit 5"-Phosphatenden von
doppelstrangiger DNA durch die Katalyse einer Phosphodiesterbindung verknlpfen. Fir
die Ligation von DNA Fragmenten mit tiberhdngenden Enden wurde die T4 Quick Ligase
von NEB verwendet. Restringierter Vektor und Insert wurden im Verhaltnis 1:4 in 10 pl
Aqua bidest. mit 10 pl 2 x Quick Ligase Puffer und 1ul (2000 Units) Ligase gemischt. Die
Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur fir 20 Minuten.

Fur die Ligation von stumpfen Enden wurde die T4 DNA Ligase (NEB) verwendet und der
Ansatz (20 pl: Vektor und Insert DNA im Verhéltnis 1:4, 2 ul 10 x Ligasepuffer, 4 ul 50
% PEG und 1pul Ligase (400 Units)) uber Nacht bei 16°C inkubiert. Anschliefend wurden

kompetente E. coli (DH5a) mit dem gesamten Ansatz transformiert (5.1.9).

5.1.9 Transformation kompetenter E. coli

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

Transformation durch Hitzeschock

Die kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut. Zum gesamten Ligationsansatz
wurden 200 pl der kompetenten Bakterien zugegeben, gemischt und danach der Ansatz 25
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min auf Eis inkubiert. Beim anschlieBenden Hitzeschock wurde der Ansatz fir 90
Sekunden auf 42°C erwarmt, um die Aufnahme der Plasmid-DNA durch die Bakterien zu
ermoglichen. Es erfolgte eine Inkubation fur 2 min auf Eis. Nach Zugabe von 900 pl
antibiotikafreiem SOC-Medium wurden die Transformationsansétze fur eine Stunde bei
37°C geschittelt. In dieser Zeit konnten die transformierten Bakterien die zur Selektion
benutzten Antibiotika-Resistenzmarker exprimieren. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Ansétze auf LBampiciinkanamycin-Agar-Platten ausplattiert. Nur Bakterien, die
ein intaktes Plasmid aufgenommen hatten, konnten auf Grund der dadurch erworbenen
Antibiotika-Resistenz wachsen. Die nach ca. 24 Stunden auf der Platte sichtbaren Kolonien
wurden zum Animpfen von Ubernachtkulturen und anschlieRender Plasmidpraparation

genutzt.

Elektroporation

Die elektrokompetenten E. coli wurden langsam auf Eis aufgetaut, sowie die Kivetten und
das SOC Medium auf Eis gekuhlt. Die aufgetauten Zellen (20 pl) wurden mit 2 pl
Plasmid-DNA gemischt und 1 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde dann in die
gekiihlte Kuvette pipettiert und dem elektrischen Impuls (2,5 kV bei 0,2 cm-Kiivette)
ausgesetzt. Das Ausspulen der Zellen aus der Kuvette erfolgte mit 200 ul SOC. Nach
einem Inkubationsschritt (1 h, 37°C) wurden die Ansétze auf LB-Agar-Platten ausplattiert.
Die Selektion erfolgte Gber das Antibiotikum, welches im Agar der Kulturplatten enthalten
war. So konnten auf den Platten nur Bakterien wachsen, die durch Aufnahme des Plasmids

die jeweilige Antibiotika-Resistenz erworben hatten.

5.1.10 Isolation von Plasmiden aus E. coli (Mini- und Midimalf3stab)

Die Plasmid-Minipraparation wurde nach dem Herstellerprotokoll mit dem Invisorb Spin
Plasmid Mini Kit (Invitek) durchgefihrt. Hierzu wurde eine Ubernachtkultur einer
Einzelkolonie in 5 ml LB-Medium bei 37°C geschdittelt. Von der Suspension wurden 2 ml
eingesetzt. Diese Plasmidisolation fand Anwendung, wenn Klonierungsschritte mittels
Restriktionsverdau uberpruft werden sollten. Die DNA-Aufreinigung erfolgt hierbei nach
dem Prinzip eines Anionenaustauschers.

Dies gilt auch fur die durchgefiihrten Plasmidisolationen im Midimal3stab. Hier wurde der
Nucleobond AX Kit der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die DNA wurde aus einer 50-
200 ml E. coli Ubernachtkultur isoliert. Die Durchfilhrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers.
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5.1.11 Konzentrationsbestimmmung der DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch photometrische Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von A = 260nm und A = 280nm. Der
Quotient OD260/0D280 erlaubt eine Aussage Uber die Reinheit der DNA. Ein Wert von
1,8 zeigt einen guten Reinheitsgrad an. Die Konzentrationsbestimmung (C in pg/ul) erfolgt
nach folgender Formel:

C = ODygp * Verdinnungsfaktor * 50 pg/pl

5.1.12 Sequenzierung

Die automatische Sequenzanalyse basiert auf einer DNA-Kettenverlangerungsreaktion
nach der Didesoxy-Methode nach F. Sanger. Der Reaktionsansatz (20 ul) enthielt 350 ng
Plasmid DNA als Matrize, 2 pl PCR-Reaktionsgemisch (BigDye Terminator Cycle
Sequencing Mix, Applied Biosystems), 6 ul Reaktionspuffer (Applied Biosystems) und 10
pmol Sequenzierungsprimer. Nach erfolgter PCR (25 Zyklen mit je 30 s - 95°C, 30 s -
40°C und 4 min - 60°C) wurden nicht -eingebaute fluoreszenzmarkierte
Didesoxynukleotide durch Ethanolfallung abgetrennt. Der PCR Ansatz (20 pl) wurde mit
35 pl 95 % Ethanol bei -20°C fiir 30 min inkubiert, anschlieRend zentrifugiert (14.000 rpm
4°C 30 min) und das Pellet in 40 pl Aqua bidest. resuspendiert.

5.1.13 Herstellung von Glycerindauerkulturen

Von als korrekt befundenen Klonen wurden Glycerindauerkulturen angefertigt. Es wurden
10 ml LB-Medium mit den Bakterien angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im
Schiittelinkubator kultiviert. Die Bakterien wurden pelletiert (10 min, 3500 rpm, RT) und
in 1 ml LB-Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde mit 0,8 ml Glycerin griindlich

gemischt und sofort bei —80°C eingefroren.

5.1.14 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

chemisch kompetente Zellen

Damit Bakterien Plasmid-DNA in ausreichendem MalR aufnehmen kénnen, mussen diese
kompetent gemacht werden. Ausgehend von einer Glycerindauerkultur des
Bakterienstammes E. coli DH5a. wurde eine Ubernachtkultur (37°C) auf LB-Agar Platten
angelegt. Mit 10-15 groRen Kolonien dieser Vorkultur wurden 200 ml SOB-Medium
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angeimpft und bei 18°C unter Schutteln 2-3 Tage inkubiert bis eine ODggo Von 0,6 erreicht
wurde. Die Zellen wurden anschlieRend fiir 10 min auf Eis inkubiert und pelletiert (10 min,
3000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und fir 10
min auf Eis inkubiert. Danach wurde erneut fir 10 Minuten zentrifugiert. AnschlieRend
wurde das Pellet in 20 ml vorgekihltem TB-Puffer aufgenommen und vorsichtig mit 1,4
ml DMSO (Endkonzentration 7 %) vermischt. Nach 10 mindtiger Inkubation auf Eis
wurden die kompetenten Zellen zu je 200 pl aliquotiert und bei —80°C bis zur

Transformation gelagert.

elektrokompetente Bakterienzellen

Ausgehend von einer Glycerindauerkultur wurde 1 ml LB-Medium als Vorkultur
angeimpft und fir 5 Stunden unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Von dieser Vorkultur
wurden 100 pl in 10 ml LB Medium Uberfiihrt und ber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die
Ubernachtkultur wurde in 100 ml LB-Medium berfihrt, wiederum bei 37°C unter
Schitteln kultiviert bis zu einer ODggo vVon 0,5 und anschlieBend bei 4°C 15min bei 4000
rpm pelletiert. Das Pellet wurde in 1 | eiskaltem 10%igen Glycerol resuspendiert und dann
erneut zentrifugiert (4°C, 15min bei 4000 rpm). Nach zweimaligem Waschen (I: 500 ml
10 % Glycerol; 11: 250 ml 10 % Glycerol) wurden die Zellen in 4 ml eiskaltem Glycerol
(10 %) resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden zu je 50 pl aliquotiert und bei
—80°C bis zur Transformation gelagert.

5.2 Biochemische Methoden

521 Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine aus E. coli
5.2.1.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Zur Erzeugung grofler Mengen eines bestimmten Proteins werden haufig bakterielle
Expressionssysteme verwendet. Das am meisten genutzte Bakterium E. coli bietet durch
seine unkomplizierte Kaultivierung und durch die mogliche Verwendung stark
induzierbarer Promotoren eine einfache Mdglichkeit der Uberexpression rekombinanter
Proteine.

Die cDNA des gewunschten Proteins bzw. Proteinfragmentes wurde hierzu in einen

geeigneten Expressionsvektor kloniert. Der verwendete pGEX 3X-Vektor besitzt den
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bakteriellen tac Promotor. Im uninduzierten Zustand bindet ein spezifischer Repressor an
den Operator des Promotors und blockiert die Expression des rekombinanten Proteins. Die
Induktion des Systems kann durch verschiedene Galactoside (z. B. Lactose, Allolactose
und IPTG) erfolgen. In den vorgenommenen Experimenten wurde L-Arabinose als
Induktor verwendet. Arabinose bindet an den Repressor, was die Abdissoziation vom
Operator zur Folge hat und die Expression von rekombinanten Proteinen ermdglicht.

Fur die Induktion wurde zuerst eine Vorkultur aus einer einzelnen Kolonie nach der
Transformation angesetzt (6 h, 37°C). Ausgehend von dieser Vorkultur (5 ml) wurde eine
Ubernacht-Kultur (50 ml LB-Medium) bei 37°C geschiittelt. Am nachsten Morgen wurde
die Ubernacht-Kultur mit LB-Medium mit 0,2 % Glucose auf 1 | aufgefillt und wiederum
bei 37°C unter Schutteln bis zum Erreichen einer ODgyp von 0,5 inkubiert. Eine
Bakterienpopulation mit einer ODgoo Von 0,4 bis 0,6 befindet sich in ihrer logarithmischen
Wachstumsphase und ist fiir die Induktion rekombinanter Proteine besonders gut geeignet.
Die Expression wurde durch die Zugabe von L-Arabinose (Endkonzentration 0,8 %)
induziert. Die Kultur wurde dann fir 1 h bei 37°C geschittelt. Zur Kontrolle wurde ein
entsprechendes Aliquot uninduzierter Bakterienkultur vor der Induktion vom Ansatz
entnommen. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 4°C, 15 min) geerntet
und anschlieflend einmal mit PBS gewaschen. Das erhaltene Bakterienpellet wurde bis zur

weiteren Verwendung bei —-80°C gelagert.

5.2.1.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine aus E. coli

Die Reinigung des rekombinanten Proteins erfolgte nach dem Prinzip der
Affinitatschromatographie. Bei der Affinitdtschromatographie beruht die Trennung auf
einer spezifischen reversiblen Wechselwirkung zwischen dem Protein/Peptid und seinem
an eine Matrix gebundenen Bindungspartner.

Vor der Reinigung erfolgte der Aufschluf3 der Bakterienzellen. Hierzu wurde das E. coli-
Pellet in 30 ml Lysepuffer (PBS mit 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM BA,
1 pg/pl Pepstatin, 1 pl/ml Leupeptin, 1 % Triton X-100, 1 % Proteaseinhibitor Cocktail)
resuspendiert. Nach dem Aufschlul® der Zellen mittels French Press wurden die léslichen
Proteine von Zelltrimmern und Zellorganellen durch Zentrifugation (2 x 30 min, 4°C,
14.000 rpm) abgetrennt. Der so erhaltene Uberstand enthielt die 16slichen Proteine und
wurde fur die Reinigung eingesetzt. Die Reinigung erfolgte im ersten Schritt im Batch-
Verfahren durch die Zugabe vom 1 ml 50 % Gluthathione Sepharose™ 4B Beads und
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Inkubation flr 2h bei 4°C. Anschlieend wurde die Suspension in eine Saule Uber einen
Filter gegeben und so die Beads von der Suspension abgetrennt. Nach Waschen mit 3 x 10
ml PBS (mit 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 1 pg/ul Pepstatin, 1 pl/ml Leupeptin)
wurde das GST-markierte Protein mit einem Glutathion-haltigen Puffer eluiert. Es
erfolgten drei Elutionsschritte zu je 200 pl (20mM reduziertes Glutathion, 200 mM NacCl,
100 mM Tris/HCI, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 1 pg/ul Pepstatin, 1 pl/ml Leupeptin,
0,1 % Triton X-100, 1 % Proteaseinhibitor Cocktail). Vor der Lagerung der Proteine
wurden diese Uber Nacht bei 4°C gegen einen Glycerol-haltigen Dialysepuffer (50 %
Glycerol, 200 mM NacCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM PMSF) dialysiert.

Die Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (5.2.4) und Western Blot (5.2.5) kontrolliert.

5.2.2 Aufreinigung rekombinanter His-Fusionsproteine aus Insektenzellen

Bakterielle Expressionssysteme weisen neben vielen Vorteilen (kostenginstig, einfaches
Handhaben) auch einige Nachteile auf, die bei einer Reihe von rekombinanten Proteinen
zu unbefriedigenden Expressionsraten fithren kdnnen. Eine zu starke Uberexpression fiihrt
haufig zu unldslichen Protein, welches in Einschlusskorpern (inclusion bodies) aggregiert.
Ein weiteres Problem bei der Expression von rekombinanten Genen in E. coli ist die
unterschiedliche Codon-usage von Pro- und Eukaryonten. Im Hinblick auf die Arbeit mit
Kinasen muss auch das Problem, der in E. coli fehlenden posttranslationalen
Modifikationen, die fur die Aktivitat oft essentiell sind, erwéhnt werden. Somit ist es fur
einige Proteine notig auf andere meist aufwendigere und kostenintensivere Systeme wie
Insektenzellen auszuweichen.

Die verwendeten Spodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen lassen sich durch Baculoviren,
welche genetisch so veréndert wurden, dass sie ein gewilinschtes Gen tragen, infizieren.
Unter dem EinfluB des starken Polyhedrin-Promotors wird das gewiinschte Protein
exprimiert (4.6.3 und 5.4.5).

Die Reinigung des rekombinanten Proteins erfolgte nach dem Prinzip der immobilisierten
Metallchelat-Affinitdtschromatographie. Fir die Aufreinigung der His-fusionierten
Proteine wurde eine Nickel-Affinitdtschromatographie durchgefuhrt. Multivalentes Nickel
ist an das Saulenmaterial gekoppelt und bietet Interaktionsmdglichkeiten zur Ausbildung
von koordinativen Bindungen mit basischen Aminosauren wie Histidin. Zu diesem Zweck

wurden die rekombinanten Proteine mit einem Schwanz aus Histidinen fusioniert. Zur
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Elution wird ein Puffer mit einer hohen Imidazolkonzentration genutzt, welches mit den
Histidinen um die Bindungsplatze konkurriert.

Der AufschluR der Sf9-Zellen erfolgte mittels French Press. Hierzu wurden die geernteten
Zellen in Lysepuffer (50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2, 1 mM B-Mercaptoethanol, 5mM
CHAPS, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml
Pepstatin, 25 mM Imidazol) resuspendiert. Das Abtrennen der freigesetzten Proteine von
Zelltrimmern und Zellorganellen erfolgte durch Zentrifugation (2 x 30 min, 4°C, 14000
rpm). Die Reinigung erfolgte im ersten Schritt im Batch-Verfahren durch die Zugabe von
Ni-NTA Superflow (300 pl auf 10 ml Suspension) der Firma Qiagen und Inkubation fur
2 h bei 4°C. Anschlielend wurde die Suspension in einer Saule Uber einen Filter gegeben
und so die Beads abgetrennt. Nach Waschen mit 3 x 5 ml Waschpuffer (50 mM Na-
Phosphatpuffer pH 7,2, 1 mM p-Mercaptoethanol, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM
Benzamidin, 1 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin, 50 mM Imidazol) wurde das His-
markierte Protein durch Puffer mit hdherer Imidazolkonzentration eluiert. Es erfolgten drei
Elutionsschritte mit je 200 pl (50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2, 1 mM f-
Mercaptoethanol, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 1 pg/ml Leupeptin,
1 pg/ml Pepstatin, 500 mM Imidazol). Vor der Lagerung der Proteine bei -20°C wurden
diese Uber Nacht bei 4°C gegen einen Glycerol-haltigen Dialysepuffer (50 % Glycerol,
200 mM NaCl, 1 mM PMSF, 50 mM Tris/HCI pH 7,5) dialysiert.

Die Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (5.2.4) und Western Blot (5.2.5) kontrolliert.

5.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde das BCA Reagenz der Firma Sigma (BCA

Protein Kit) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

5.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE). Proteinproben wurden mit SDS-haltigem 2 bzw. 5 x Protein-Probenpuffer
gemischt und fiir 5 min aufgekocht. Durch die Behandlung der Proteine mit SDS erhalten
diese ein ungeféahr gleiches Ladungs-Masse-Verhéltnis und weisen eine dhnliche Form auf,
was bei der Trennung ausgenutzt wird. Die Proteine kénnen dann im SDS Gel nach ihrer

Molaren Masse aufgetrennt werden.
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Die Auftrennung erfolgte in 10%igen Acrylamidgelen zunéchst bei 150 mV fur 15
Minuten und anschlieRend bei 180 mV fur eine Stunde. Als GroRenvergleich in Coomassie
gefarbten Gelen diente der Molekulargewichtsmarker der Firma Fermentas und fur
Western Blots der Marker MagicMark von Roche.

Die aufgetrennten Proteine konnten durch Anféarben des Gels in einem Coomassie-Blau
Farbebad (50 min; schitteln) und anschlieRendes Entfarben (20 min, Intensiv-Entféarber, 45
min Normal-Entfarber) analysiert werden. Ein Anfarben der Proteine mit Rotiblue®

erfolgte nach den Herstellerangaben (Roth).

5.2.5 Western Blot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach der Semi-Dry-Western Blot
Methode auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran transferiert um eine Analyse der
Proteine mittels Antikdrpern durchfihren zu kénnen.
Vor dem Transfer der Proteine wurden hierzu das Trenngel, Membran und Filterpapiere
wie folgt aquilibriert:

Trenngel 1 x Blottingpuffer 15 min

Membran 100 % Methanol 10 sec

1 x Blottingpuffer 15 min

10 dicke Filterpapiere 1 x Blottingpuffer 15 min
Das Blotten wurde mit 0,8 mA/cm? fiir 1h 30 min durchgefhrt.
Um zu sehen, ob der Blotvorgang erfolgreich war, wurde die Membran fiir wenige
Sekunden in Ponceau S Rot-Losung (0,2 % Ponceau S in 10 % Trichloressigséure)
geschwenkt und anschliefend fiir ca. 10 Minuten in dest. H,O gewaschen. Die Proteine
werden hierbei unspezifisch rot gefarbt. Der spezifische Nachweis einzelner Proteine kann
mittels eines spezifischen Antikorpers gegen den fusionierten Tag oder gegen das Protein
erbracht werden. Hierzu wurde im ersten Schritt die Membran in 5 % (w/v) entfetteter
Milch (in TBS-T) fiur 1,5 h bei Raumtemperatur geblockt. Die Inkubation mit dem
primaren Antikorper erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Uberschiissiger Antikorper wurde
anschlieBend durch dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Der verwendete sekundare
Antikorper erkennt die konstante Region des priméren Antikorpers und bindet dort. Er ist
mit einem Enzym, der Meerrettich Peroxidase gekoppelt. Nach Inkubation fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen. Die an den

Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol (Bestandteil des
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Substrates). Diese Reaktion verlauft unter Aussendung von Licht. Die
Chemilumineszenzsignale wurden mit dem ECL plus Western-Blot Detection System

(Amersham Bioscience) mit Hilfe einer Fotoeinheit detektiert.

5.2.6 Ko-Immunoprazipitation

Zur Untersuchung der Interaktion verschiedener Proteine wird haufig die Methode der Ko-
Immunoprézipitation angewandt. Es wurden myc-, HA- und His-markierte Proteine
verwendet. Die zu untersuchenden Proteine wurden in Sf9-, COS- oder HEK293 Zellen
uberexprimiert und die Zellen lysiert (50 mM TRIS HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM Na-
EGTA, 3 mM MgCly,, 0,1 % (v/v) NP40, 5 mM CHAPS, 1 mM DTT, 2 mM Benzamidin, 1
mM PMSF, 1 mM NazVO,, 1 % Protease Inhibitor). 300 pl Lysat wurden mit 25 pl HA-
Probe (Santa Cruz) bzw. 50 pl Protein G plus Agarose (Santa Cruz) und 10 pl myc-
Antikorper (9E10, Santa Cruz) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der gebildete Agarose-
Antikorper-Protein-Komplex wurde anschliefend sedimentiert (3000 rpm, 4°C, 5 min) und
dreimal mit PBS gewaschen. Das erhaltene Pellet wurde in 2 x Protein Probenpuffer
aufgenommen und fur 5 min bei 100°C aufgekocht. Die Auswertung erfolgte mittels
Western Blot (5.2.5).

5.2.7 GST-Pulldown Bindungsassay

Neben der Ko-Immunoprazipitation ist der GST-Pulldown Bindungsassay eine weitere
Madglichkeit, die Interaktionen von Proteinen zu untersuchen. Hierzu wurde eines der
untersuchten Proteine mit GST fusioniert, was fir die Isolation des Proteinkomplexes aus
den Zell-Lysaten genutzt werden kann. Im ersten Schritt wird das aufgereinigte GST-
fusionierte Protein mit dem entsprechenden Zell-Lysat oder einer LOsung mit
aufgereinigtem Protein bei 4°C (ber Nacht auf einem Rotor inkubiert. Zur Kontrolle wird
ein Ansatz parallel mit GST allein mitgefiihrt. AnschlieBend wurde Glutathion Sepharose
(Amersham Bioscience) zugegeben und fir mindestens weitere zwei Stunden inkubiert.
Die verwendete Glutathion Sepharose wurde zuvor nach dem Herstellerprotokoll so
behandelt, dass man eine 50%ige Arbeitssuspension erhielt. Durch Zentrifugation (4000
rpm, 4°C, 5 min) wurde die Sepharose mit den gebundenen Proteinen sedimentiert und

dreimal mit PBS gewaschen. Das erhaltene Pellet wurde in 2 x Protein Probenpuffer
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aufgenommen und fur 5 min bei 100°C aufgekocht. Die Auswertung erfolgte mittels
Western Blot (5.2.5).

5.2.8 Kinase-Aktivitats-Assay

Mit Hilfe der durchgefiihrten in vitro Aktivitatstests (Kinase Assay) wurden Einfllisse
verschiedener Interaktionspartner auf die Aktivitat der untersuchten Kinasen analysiert.
Hierbei konnen aktivierende wie auch inhibierende Effekte festgestellt werden. Die zu
untersuchenden Proteinkinasen wurden in Sf9-Zellen exprimiert und dann wie in 5.2.2
beschrieben aufgereinigt.

Der Reaktionsansatz (25 pl, davon maximal 5 pl Kinasen) setzte sich zusammen aus 150
UM kaltem ATP, 5 uCi y-[*P] radioaktiv markiertem ATP (Amersham Bioscience) und
dem jeweiligen Substrat in 1 x Kinase Puffer. Die Inkubation erfolgte fur zwei Stunden bei
30°C und wurde durch Zugabe von TCA (Endkonzentration 10 %) gestoppt (30 min auf
Eis). Fur die Untersuchungen der MARKK Aktivitat wurde das LIP-Peptid
(203_GNKLDTFCGSPPYAAPELFQGKK-25 + Y), welches die Sequenz der MARK2
Aktivierungsschleife umfasst, als Substrat verwendet. Die TESK1 Aktivitdt hingegen
wurde Uber die Phosphorylierung von aufgereinigtem Cofilin (aus Sf9-Zellen, siehe 5.2.2)
analysiert. Je nach Substrat wurden unterschiedliche Methoden zur Auswertung
durchgefiihrt. In beiden Fallen wurden die durch TCA ausgeféllten Proteine durch
Zentrifugation (14.000 rpm, 15 min, bei RT) sedimentiert. Bei der Verwendung von
Cofilin als Substrat wurde der Uberstand verworfen und das Proteinpellet in 5 pl Protein
Probenpuffer resuspendiert. Anschlielend erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung
in 17%igen SDS Gelen. Die Proteine wurden mit Roti®-Blue (Roth) nach dem
Herstellerprotokoll angefarbt und das Gel anschlieRend getrocknet. Zur Auswertung wurde
eine entladene Phosphoimagerplatte fir 30 min auf das Gel gelegt und anschlieRend in
einem Phosphoimager (Fuji, BASImager) ausgelesen. Die Auswertung erfolgte mit der
AIDA Software der Firma Raytest.

Zur Analyse der MARKK-AKktivitat wurde ein Filter-Assay durchgefihrt. Hierzu wird der
nach der Fillung und Zentrifugation erhaltene Uberstand auf einen Phosphozellulosefilter
(P81 cation exchanger, Whatman®) aufgetragen. Der Uberstand enthalt ATP und das
Peptid, welche nicht durch die TCA Zugabe ausgefallt wurden. Das basische Peptid kann
an die Phosphozellulose binden, wéhrend freies ATP durch Waschen mit 0,1 M

Phosphorsaure (6 x 5 min) abgetrennt wird. Die Filter wurden an der Luft getrocknet,
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bevor die eingebaute Menge an radioaktivem Phosphat mittels Messung in einem
Szintillationszéhler (Tricarb 1900 CA, Packard) bestimmt wurde.

5.2.9 Generierung spezifischer Antikdrper

Fur eine tiefgrindige biochemische und zellbiologische Untersuchung von Proteinen ist
das Vorhandensein eines spezifischen Antikorpers eine Grundvoraussetzung. Da bei
Beginn dieser Arbeit keine spezifischen Antikérper gegen TESK1 bzw. Spredl
kommerziell erhaltlich waren, sollten solche in Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec
generiert werden. Nach Literaturrecherche und Analyse der Aminosauresequenz der beiden
Zielproteine wurden geeignete Peptidsequenzen ausgewahlt, die fir die Immunisierung
eingesetzt werden sollten. Fir TESK1 wurden die letzten 21 C-terminalen Aminoséuren
(60s-CHRGHHAKPPTPSLQLPGARS-628) und fiir Spredl zwei Peptide (Peptid 1:
115 FDRGIRRAIEDISQGC-130, Peptid 2: 163-ETVVTSEPYRSSNIRP-175) gewihlt. Die
Peptidsynthese und Immunisierung von zwei Ratten (TESK1) bzw. zwei Kaninchen
(Spredl) wurde bei der Firma Eurogentec in Auftrag gegeben. Die erhaltenen Seren
wurden anschlieBend von Dr. Timm und Frau Bilow in unserem Labor mittels

Affinitatschromatographie aufgereinigt.

5.3 Hefe Zwei-Hybrid Methoden

Seit ihrer Einfihrung 1989 (Fields und Song. 1989) hat sich die Hefe Zwei-Hybrid
Methode zu einer weit verbreiteten und vielseitig genutzten Maoglichkeit der Untersuchung
von Protein — Protein Interaktionen entwickelt. Es ist nicht nur méglich, die Interaktion
zweier bekannter Proteine bzw. Proteindoménen zu prifen, sondern auch cDNA-
Bibliotheken nach neuen Wechselwirkungspartnern zu durchsuchen. Man macht sich
hierbei die Funktionsweise bestimmter Transkriptionsregulatoren der Hefe zunutze. Das
haufig verwendete GAL4-Protein gehort zu dieser Gruppe der Transkriptionsaktivatoren.
Die wesentliche Eigenschaft dieser Proteine besteht in ihrer zweigeteilten
Doménenstruktur. Die DNA-Bindedoméne (DB) interagiert mit so genannten Upstream-
Aktivatorsequenzen im Promotorbereich und fiihrt so zur Rekrutierung der verschiedenen
Transkriptionsfaktoren. Doch die Transkription wird nur eingeleitet, wenn auch die zweite
Doméne - die Aktivierungsdomane (AD) - mit der Transkriptionsmaschinerie

wechselwirkt. Werden beide Domanen voneinander getrennt, findet keine Transkription
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statt. Im Hefe Zwei-Hybrid System wird die DB an ein bekanntes Protein X (Koder) und
die AD an ein zweites Protein Y (Beute) fusioniert. Nur wenn X und Y miteinander
interagieren, ist der Transkriptionsaktivator aktiv und die Reportergene werden exprimiert
(Abb. 10). Als Reportergene dienen im verwendeten System (MATCHMAKER Two-
Hybrid System3, Clontech) HIS3, ADE2 und lacZ. Eine Interaktion kann somit einfach

anhand des Wachstums der Hefen auf Selektionsplatten und ihrer Blaufarbung festgestellt

werden.
A) Transkriptionsfactor Gal4 B)
C BD,
Zielgen Zielgen
(aktiv) (inaktiv)
C) (AD> D)
@
o R
BD D
Reportergen Reportergen
(inaktiv) (aktiv)

Abbildung 10: Prinzip des Hefe Zwei-Hybrid Systems

Der Gal4 Transkriptionsfaktor in Hefen aktiviert die Transkription bestimmter Zielgene, indem er mit der
Transkriptionsmaschinerie in Wechselwirkung tritt. Gal4 besitzt eine N-terminale DNA-Bindungsdomane
(DB) und eine C-terminale Aktivierungsdoméne (AD) (A). Werden beide Doméanen voneinander getrennt
oder fehlt eine der Domanen, kann die Transkription nicht aktiviert werden (B). Fusionsproteine der DNA-
Bindungsdoméne z. B. MARKK C-term (As 1-432) (Kdder) und der Aktivierungsdoméne z. B. unbekannte
Proteine einer cDNA-Bibliothek (Beute) aktivieren die Transkription nur dann, wenn sie aneinander binden
(C und D). Durch die Interaktion kommt es zur Rekonstruktion eines funktionellen Gal4 —Aktivators (D).

5.3.1 Amplifikation von c-DNA Bibliotheken

Bei der im Hefe Zwei-Hybrid Screen verwendeten cDNA-Bibliothek handelt es sich um
eine fotale menschliche Gehirn cDNA-Bank der Firma Clontech. Die cDNA ist in den
Zwei-Hybrid Vector pACT2 (4.7) hinter die GAL4 Aktivierungsdoméne kloniert. Um
genligend Ausgangsmaterial zur Verfligung zu haben, musste die cDNA-Bibliothek nach
Vorschrift (MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System3 & Libraries User Manual,

Clontech) in E. coli amplifiziert werden.

5.3.2 Hefetransformation und direkter Zwei-Hybrid Test

Sollen zwei bekannte Proteine auf ihre mdgliche Interaktion untersucht werden, mussen

diese in geeignete Vektoren kloniert werden. Das ,,Kdderprotein“ wird in den pGBKT7 —
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Vektor Kloniert, welches fur die DNA-Bindedoméane und den Selektionsmarker TRP1
(Tryptophan Biosynthese) kodiert. Das zweite ,,Beuteproteine” wird mittels pGADT7-
Vektor mit der Aktivierungsdomane fusioniert. Dieses Plasmid tragt zusétzlich den
Selektionsmarker Leu2 (Leucin Biosynthese). Hefen des Stammes AH109 (4.6.2), welche
fir die Synthesen der Aminoséuren Leucin, Tryptophan, Adenin und Histidin auxotroph
sind, koénnen mit diesen Plasmiden transformiert werden. Uber die Wahl des
Kulturmediums (Selektionsmedium) kann auf das Vorhandensein der Plasmide und auf

Interaktion selektioniert werden.

5.3.2.1 Transformation von S. cerevisiae

Hefen des Stammes AH109 wurden als Ubernachtkultur in 50 ml YEPD Medium bei 30°C
im Schittelinkubator (200 rpm) kultiviert. Pro Ansatz wurde je 1 ml Hefesuspension in ein
Eppendorf-GefaR uberfiihrt und 1 min bei RT sedimentiert. Der Uberstand wurde bis auf
50-100 pl abgenommen und die Zellen im restlichen Medium resuspendiert. Anschliel3end
wurden 2 pl Carrier DNA (Heringssperma-DNA, 10mg/ml, Sigma) und 1 pg Plasmid-
DNA zugegeben und gut gevortext. Nach der Zugabe von 500 ul Plate-Mixture und 20 pl
1 M DTT wurde erneut gut gevortext. Der Ansatz wurde fiir mindestens 8 h oder tber
Nacht bei RT inkubiert. Nach einem 10 minttigen Hitzeschock bei 42°C wurden die
Zellen, die sich an der Wand des Eppendorf-GefaRes abgesetzt hatten, auf
Selektionsplatten —Leu/-Trp ausgestrichen. Diese wurden fur mindestens drei Tage bei
30°C inkubiert.

5.3.2.2 Direkter Hefe Zwei-Hybrid Test

Um die Interaktion zweier bekannter Proteine zu untersuchen, wurden beide Proteine
(Kdder- und Beuteplasmid) gemeinsam in AH109 transfiziert. Im ersten Schritt wurden die
Transformanten auf —Leu/-Trp Selektionsplatten herangezogen. Mit Hilfe von sterilen
Zahnstochern wurden je drei Kolonien auf —Leu/-Trp/-His bzw. —Leu/-Trp/-His/-Ade
Selektionsplatten ausgestrichen und erneut drei Tage bei 30°C inkubiert. Nur nach
erfolgreicher Transformation und bei stattfindender Wechselwirkung der beiden Proteine
konnen die Hefen auf den Selektionsplatten wachsen. Die Selektionsplatten wurden
zusétzlich mit X-Gal bestrichen (100 ul, 2 mg/ml in DMF), um eine noch stringentere
Selektion zu erreichen. Das gering induzierbare lacZ Reportergen kodiert fur die o/p-

Galactosidase. Dieses sekretorische Enzym wird von den Hefen mittels Exocytose an das
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Medium abgegeben und kann sein Substrat X-Gal direkt zu einem blauen Substrat (5-
Brom-4-chlorindigo) umsetzen. Somit kann bei einer starken Wechselwirkung neben dem

Wachstum der Hefen auch eine Blaufarbung beobachtet werden.

5.3.3 Hefe Zwei-Hybrid cDNA-Bibliothek Screen

Die Methode des Zwei-Hybrid Systems eignet sich nicht nur zur Analyse der
Wechselwirkung zweier bekannter Proteine, sondern auch zur Identifikation neuer,
unbekannter Bindungspartner. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue
Interaktionspartner der C-terminalen Domane von MARKK zu charakterisieren. Hierzu
wurde das gewdinschte Proteinfragment (AS 432-1001) in den ,,Kodervektor* pGBKT7,
welcher fur die DNA-Bindungsdomane kodiert, kloniert. Durchmustert wurde eine fotale
menschliche Gehirn cDNA-Bank (Clontech), die im Beutevektor pACT2 an die
Aktivierungsdomane fusioniert war. Nur wenn Kodder- und Beuteprotein aneinander
binden, kommt es zur Rekonstruktion eines funktionsfahigen GAL4 Aktivators. Somit
wird die Expression der Reportergene (HIS3, ADE2 und lacZ) angeschaltet und die Hefen

sind in der Lage auf den Selektionsplatten zu wachsen (Abb. 11).

Amp
Leu2
Gal4 -AD

Beuteplasmid

cDNA-Bank
+ Transformation in den Ausstrich auf —— —
Hefestamm AH109 -Leu/-Trp/-His/-Ade ° oo %o °

Kana Selektionsplatten

Koderplasmid

Trpl Ausstrich auf
-Leu/-Trp/-His/-Ade + x-Gal

Selektionsplatten

MARKK
C-term l

(AS 432-1001)

Identifizierung positiver Klone
» Beute-Plasmid-Isolierung aus Hefe Kéderverlustkulturen /

« E. coli Transformation mit Beuteplasmiden
» Hefe-Retransformation mit Beuteplasmiden aus E. coli
« Sequenzierung positiver Klone

Gal4-BD

Abbildung 11: Ablauf eines Hefe Zwei-Hybrid cDNA-Screens
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5.3.3.1 Transformation von S. cerevisiae fur den Zwei-Hybrid cDNA-Bank Screen

Hefen des Stammes AH109 wurden mit dem Kdderplasmid, MARKK C-term (AS 432-
1001)_pGBKT7, vortransformiert (5.3.2.1). VVon den erhaltenen Kolonien wurden drei bis
flnf fir eine Vorkultur Gber Nacht bei 30°C (200 rpm) in —Trp Selektionsmedium (50 ml)
herangezogen. Am ndchsten Morgen wurde die Kultur um 250 ml -Trp Medium
vergroflert und erneut tber Nacht inkubiert. Sobald die Kultur eine ODggo > 1 erreicht
hatte, wurden 3 x 500 ml Vollmedium durch Zugabe der Hefesuspension auf eine ODggo
zwischen 0,4 und 0,5 eingestellt. Nach 4 h Inkubation bei 30°C und 200 rpm wurde die
Zellsuspension auf 4 Zentrifugenbecher verteilt und die Zellen bei 3500 rpm fiir 10 min bei
RT sedimentiert. Die erhaltenen Zellpellets wurden mit 200 ml 1 x TE gewaschen, erneut
zentrifugiert, anschlieRend in je 10 ml frischen LiAc/TE-Mix resuspendiert und fur 15 min
bei RT inkubiert. Pro Ansatz wurden 2 ml Carrier-DNA (10 mg/ml) mit 500 ug cDNA-
Bibliothek-Plasmid vermischt und zur Zellsuspension gegeben. Nach Schwenken der
Transformationsansatze wurden je 70 ml frischer PEG/LiAc-Mix zugegeben und fiir 30
min bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Je 8,8 ml DMSO wurden tropfenweise zugefugt,
bevor die Zellen fiir 1 h einem Hitzschock bei 42°C ausgesetzt waren. Die Zellen wurden
far 3 min auf dem Eis gekuhlt, anschlieBend in einem Zentrifugenbecher vereinigt und bei
3500 rpm fir 5 min bei RT zentrifugiert. Das so erhaltene Zellpellet wurde in 1 |
Vollmedium aufgenommen und fir 1 h (30°C, 200 rpm) im Schittler kultiviert. Im
AnschluB wurden die Zellen erneut pelletiert, mit 50 ml 1 x TE gewaschen und in 10 ml 1
x TE resuspendiert. Die so transformierten Hefezellen (je 250 pl) wurden auf 40
Selektionsplatten (-Leu/-Trp/-His/-Ade, 15 cm) ausgestrichen. Kolonien, die eine mogliche
Wechselwirkung zwischen dem Kdder- und dem Beuteprotein anzeigen, erschienen nach
5-8 Tagen Inkubation bei 30°C.

In einem zweiten Selektionsschritt wurden 400 dieser Kolonien auf frische
Selektionsplatten  (-Leu/-Trp/-His/-Ade + X-Gal) ausgestrichen. Wachstum und

Blaufarbung konnten nach dreitdgiger Kultivierung bei 30°C ausgewertet werden.

5.3.3.2 Berechnung der Transformationseffizienz

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz pro ug eingesetzter DNA wurden 5 pl und
10 ul Aliquots der unter 5.3.3.1 erhaltenen transformierten Zellsuspension auf —Leu/-Trp
Selektionsplatten ausgestrichen und fur 3 Tage bei 30°C kultiviert. Die Berechnung der
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Transformationseffizienz, die optimal im Bereich von 1 x 10 10* cfu/ug DNA liegen
sollte und der Anzahl der gescreenten Klone (optimal 1 x 10°), erfolgte nach folgenden

Formeln:

Transformationseffizienz =  Anzahl der gewachsenen Hefekolonien x Vol. des Gesamtansatzes (10 ml)
Vol. der ausgestrichenen Zellsuspension (5/10pul) x 500 ug cDNA

Anzahl gescreenter Klone = Transformationseffizienz x 500 pg cDNA-Bibliothek

5.3.3.3 Identifizierung positiver Beuteklone

Nicht alle der Hefekolonien, die nach einem cDNA-Bank Screen wachsen, verfligen auch
uber einen funktionellen Kdder-Beute-Interaktionskomplex. So kann es zum Beispiel sein,
dass das Beuteprotein allein schon in der Lage ist, die Transkription der Reportergene zu
aktivieren. Diese als falsch positiv bezeichneten Klone werden in den folgenden
Arbeitsschritten von den positiven Klonen getrennt. Hierzu wird zuerst eine Koder-
Verlustkultur angelegt, aus der dann das Beuteplasmid isoliert werden kann. Im Anschluss
wird eine Hefe-Retransformation mit dem isolierten Beuteplasmid zusammen mit dem
Koderplasmid bzw. dem Koderleervektor durchgefiihrt. Falsch positive Klone wachsen auf
den Selektionsplatten (-Leu/-Trp/-His/-Ade + lac Z) nicht nur in Hefen, die das

Kdderprotein exprimieren, sondern auch in denen, die nur den Koderleervektor enthalten.

5.3.3.3.1 Hefe Kdder-Verlustkulturen

Die nach dem cDNA-Bibliothek Screen zur weiteren Untersuchung ausgewahlten
Hefekolonien werden in 5 ml —Leu Selektionsmedium fir 2-3 Tage (30°C, 200 rpm)
kultiviert. Mittels Zentrifugation (1 min, 14000 rpm, RT) werden die Hefezellen pelletiert
und anschlieBend in 200 pl sterilem STET Puffer resuspendiert. Zum Zellaufschluss wurde
eine Spatelspitze Glassperlen (Sigma) zugefiigt und fir 5 min gevortext. Nach kurzem
Aufkochen (3 min, 100°C) wurden die Ansatze auf Eis gekihlt und Zelltrimmer durch
Zentrifugation (14000rpm, 10 min, 4°C) abgetrennt. 100 pl des Uberstandes wurden mit
100 pl Kaliumacetat (5 M) gemischt. Nach einer Inkubation auf Eis fur 30 min wurde
erneut bei 14000 rpm und 4°C fur 10 min zentrifugiert. Zur Isolation der Plasmid-DNA
wurde der Ultra Clean™ 15 DNA Purifikation Kit verwendet. Hierzu wurden 50 pl des

gewonnenen Uberstandes mit 100 pl Ultra Salt-Lésung und 5 pl Glasmilch vermischt. Die
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Aufreinigung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Das DNA Pellet wurde in 10 pl 1 x
TE (3 min, 55 °C) gelost.

5.3.3.3.2 E. coli —Transformation mit Beuteplasmiden aus Hefen

Zur Amplifikation des isolierten Beuteplasmids (5.3.3.3.1) wurde die gesamte DNA-
Menge in 50 pl kompetente DH5a Zellen transformiert (5.1.9). AnschlieBend wurde das
Beuteplasmid im MinimaRstab (5.1.10) aufgereinigt.

5.3.3.3.3 Hefe-Retransformation mit Beuteplasmid aus E. coli

Hefen des Stammes AH109 wurden mit dem im Screen verwendeten Kdderplasmid und
dem in E. coli amplifizierten Beuteplasmid cotransformiert (2.2.2). Gleichzeitig wurde in
einem parallelen Ansatz das Beuteplasmid zusammen mit dem Kdderleervektor
transformiert. Das Wachstum der Hefen auf den Selektionsplatten (-Leu/-Trp/-His/-Ade +
X-Gal) lieR eine klare Bestimmung von falsch positiven und eindeutig positiven Klonen

ZU.

5.3.3.3.4 Sequenzierung der positiven Klone

Zur Identifizierung der in dem Beuteplasmid klonierten cDNAs wurden die
entsprechenden Beuteplasmide sequenziert (5.1.12). Hierzu wurde der Plasmid-spezifische
Primer T7 verwendet.

Die so erhaltenen Sequenzen wurden mit Datenbanken im Internet verglichen. Hierzu
wurde das BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) — Programm unter

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ genutzt.

5.4 Zellkultur

5.4.1 Kultivierung von verschiedenen Séaugerzelllinien

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in der Laminarbox durchgefihrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen in Begasungsbrutschranken bei 37°C

und 95% Luftfeuchte in einer mit 5 % CO; angereicherten Atmosphdre. Es wurden
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folgende Zelllinien kultiviert: CHO WT, CHOhtau40, VERO, HEK 293, COS und PC12
(4.6.4). Die Kultivierung erfolgte im jeweils erforderlichen Medium (4.4.3)

Die Passagierung dieser adhdrent wachsenden Zelllinien wurde bei 80%iger Konfluenz
vorgenommen. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlie3end fur einige
Minuten mit Trypsin/EDTA bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden dann mit frischem
Medium vom Boden der Kulturflasche gespiilt, je nach Zellart 1:5 — 1:20 gesplittet und in

eine neue Kulturflasche tberfihrt.

5.4.2 Transfektion von Saugerzellen

Die Aufnahme von Expressionsplasmiden in Sdugerzellen wird als Transfektion
bezeichnet. Je nach Zielsetzung werden unterschiedliche Zellen verwendet. Dies erfordert
auch die Anwendung verschiedener Transfektionsmethoden, die jeweils eine mdglichst

hohe Transfektionseffizienz gestatten.

5.4.2.1 Calzium-Phosphat-Transfektion

Bei der Calzium-Phosphat-Methode wird die Plasmid-DNA mit einem Calziumchlorid-
und Phosphat-haltigen Puffer gemischt. Es bilden sich feine DNA-Calziumphosphat-
Komplexe, die auf der Zelloberflaiche anhaften und zur Aufnahme der DNA durch
Endozytose fiihren. Dieses einfache und preiswerte Verfahren wurde fir HEK 293 und
COS Zellen angewandt.

Es wurden 3-5 x 10° Zellen in 10 cm Schalen fiir ca. 72 h kultiviert (~ 80% Konfluenz).
Fur die Transfektion wurden 10 pg Plasmid-DNA in 900 pl Aqua bidest. geldst und
anschlieBend mit 100 pl 2,5 M Calziumchlorid versetzt. Dem Ansatz wurde tropfenweise
unter leichtem vortexen 1 ml BES-Puffer zugegeben und dann fiir 1 h bei RT inkubiert.

Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und erhielten 10 ml frisches Kulturmedium,
bevor der Transfektionsmix vorsichtig auf die Zellen getropft wurde. Im Lichtmikroskop
sollten die DNA-Calziumphosphat-Prézipitate gut sichtbar sein. Nach 17 h wurden die
Zellen erneut gewaschen und erhielten nun Medium mit verringertem Serumgehalt
(DMEM 0,3% FCS), um Proliferationsvorgiange zu stoppen. Nach weiteren 24-48 h
konnten die Zellen geerntet werden.
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5.4.2.2 Effectene®-Transfektion

Zur Transfektion von CHO WT, CHOhtau40 und VERO Zellen wurde das Effectene®
Reagenz der Firma Qiagen genutzt. Es handelt sich hierbei um eine so genannte
Liposomen-vermittelte Transfektion. Das Reagenz besteht aus einem Lipidgemisch, das
Vesikel bildet, die die zugefugte Plasmid-DNA aufnehmen kann. Der gebildete DNA-
Lipid-Komplex kann an der Zellmembran anhaften und die Plasmid-DNA in die
eukaryontische Zelle abgeben.

Fiir die durchgefilhrten Immunfluoreszenz-Experimente wurden 1,25 x 10* Zellen je
Kammer einer 24-Loch—-Platte auf einem Deckglas fir 24 h kultiviert. Die Transfektion
wurde bei einer Zellkonfluenz von 40-50 % nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach 17 h fixiert (5.4.3) und Immunfluoreszenzpréparate
angefertigt.

5.4.2.3 Lipofectamin™-Transfektion

Lipofectamin™2000 der Firma Invitrogen wurde auf Grund hoher Effizienz zur
Transfektion von PC12 Zellen eingesetzt. Auch dieses Reagenz funktioniert nach dem
Prinzip der Liposomen-vermittelten Transfektion.

Es wurden 3,5 x 10* Zellen je Kammer einer 24-Loch—Platte auf einem Deckglas fiir 17 h
kultiviert. Die Transfektion wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Es
erfolgte ein Mediumwechsel nach 4 h mit Kultivierungsmedium. Nach weiteren 17 h
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erhielten frisches Medium (DMEM-F12 mit
0,1% Serum). Zur Differenzierung der Zellen wurde dem Medium NGF (100 ng/ml)
zugesetzt. Um eine ausreichende Differenzierung zu erzielen, wurden die Zellen fur
55-72 h in NGF-haltigem Medium kultiviert.

5.4.3 Immunfluoreszenz

Zur Untersuchung der Expression verschiedener Proteine auf zelluldrer Ebene wurden
Immunfluoreszenzpraparate angefertigt. Hierzu wurden CHO und PC12 Zellen wie unter
5.4.2.2 und 5.4.2.3 beschrieben transfiziert. Die Fixierung erfolgte fur 15 min bei RT in
4 % PFA (in 1 x PBS). Nachdem die Zellen dreimal mit 1 x PBS gewaschen worden

waren, wurden sie mit eiskaltem Methanol (80 %) fiir 5 min bei -20°C permeabilisiert. Es
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wurde erneut dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Um unspezifische Antikérperbindung zu
verhindern, wurde fur 30 min bei 37°C mit Ziegen-Serum (in 1 x PBS) blockiert.
AnschlieRend wurden die Zellen zuerst mit priméaren Antikorpern und dann mit den
jeweiligen Cy5- bzw. TRITC-gekoppelten sekundédren Antikdrpern inkubiert. Zwischen
der Behandlung mit primdren und sekunddren und nach dem sekundaren Antikorper
wurden die Zellen griindlich je dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Abschliefend wurden die
Deckglaser in einem Tropfen Permafluor (Immuntech, Marseille) eingebettet und fur
mindestens 24 h getrocknet.

Zur Lebend-Beobachtung von VERO Zellen erfolgte keine Fixierung, sondern eine
Inkubation mit den entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Farbstoffen nach
Herstellerangaben. Anschliefend wurden die Zellen einmal mit frischem Medium
gewaschen und sofort mit der Beobachtung begonnen.

Die Auswertung erfolgte am konfokalen Fluoreszenzmikroskop LSM510 Meta der Firma

Zeiss mit einem 63 x Ol-Objektiv.

5.4.4 Kultivierung von Sf9-Zellen

Sf9-Zellen sind Insektenzellen des ovarialen Gewebes der Spodoptera frugiperda Larven.
Sie eignen sich besonders gut fiir Baculovirus-Infektionsversuche. Die Kultivierung dieser
Zellen erfolgt bei 27°C (Medium siehe 4.4.3). Es konnen Suspensionskulturen angelegt
werden, doch fiir die durchgefiihrten Arbeiten wurden Sf9-Zellen in Kulturflaschen als
adhérente Monolayer gehalten. Die Zellen wurden alle drei Tage 1:3 gesplittet. Hierzu
wurde das alte Medium entfernt und frisches zugesetzt, bevor die Zellen mit einem
Zellschaber vorsichtig vom Boden der Flasche gelést und in frische Kulturflaschen

umgesetzt wurden.

5.4.5 Baculovirus Expressionssystem

Das Baculovirus Expressionssystem ermdoglicht die Expression rekombinanter Proteine in
Insektenzellen. Zwei Eigenschaften machen es zu einem viel genutzten System: 1) Die
Expression rekombinanter Proteine in Insektenzellen erfolgt mit allen posttranslationalen
Modifikationen, was gegeniber der Expression in E. coli ein groRer Vorteil ist, 2) Die
Ausbeute an Protein ist im Vergleich zur Expression in S&ugerzellen hoher.
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Fur die durchgefuhrten Experimente wurde das Baculovirussystem der Firma Orbigen
(Sapphire™ Baculovirus DNA) verwendet. Zur Erzeugung virogener Partikel wurden 2 ug
Transferplasmid mit 0,25 pg Baculovirus DNA (Orbigen) gemischt und fir 1 min bei RT
inkubiert. Zu diesem Mix wurden 500 pl Transfektionspuffer B (BaculoGold™
Transfektionspuffer Set, BD Bioscience) zugegeben und dann auf die vorbereiteten Sf9
Zellen getropft. Die 2 x 10° Zellen (je Kammer einer 6-Loch-Platte) waren zuvor mit
500 pl Transfektionspuffer A versetzt worden. Nach 4-stindiger Inkubation bei 27°C
wurde die Transfektionsldsung von den Zellen abgesaugt und 2 ml frisches Kulturmedium
zugegeben. Nach 4 bzw. 7 Tagen wurde das Medium gewechselt. Die so gewonnene
Suspension, welche Viruspartikel enthielt, wurde steril filtriert und diente als

Arbeitslosung zur Infektion der Sf9-Zellen.

5.45.1 Infektion von Sf9-Zellen mit rekombinanten Baculoviren

Sf9-Zellen wurden in Kulturflaschen bis zu einer 80%igen Konfluenz kultiviert und dann
mit rekombinanten Baculoviren infiziert (0,5 ml Viruslésung in T75-Kulturflasche mit
15 ml Medium). Nach 48-72 h begannen die Zellen sich vom Boden abzulésen und wurden

geerntet.
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6. Ergebnisse

Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Identifizierung neuer Interaktionspartner der
Proteinkinase MARKK. Dadurch sollten neue Erkenntnisse tber die Regulation der Kinase
und deren moglichen Wechselwirkungen in weiteren Signaltransduktionswegen gewonnen
werden.

Der mittels Hefe Zwei-Hybrid Methode neu identifizierte Bindungspartner Spredl wurde
durch biochemische und zellbiologische Methoden genauer charakterisiert und die
funktionelle Relevanz der Wechselwirkung in Zellen Gberprift.

Der zweite Abschnitt beschaftigt sich mit der Aktin-regulierenden Kinase TESK1. Es
sollte untersucht werden, in welchem Zusammenhang Spredl und TESK1 stehen. Eine
Interaktion konnte aus Daten tber TESK1 und dem SPRED1-dhnlichen Protein sprouty4
vermutet werden (Tsumura et al. 2005). Dabei sollte auch analysiert werden, ob Spredl
ahnlich wie sprouty4 in der Lage ist, die Aktivitat der Kinase zu hemmen.

AbschlieBend sollte geklart werden, welchen Einfluss die beiden Kinasen MARKK und
TESK1 direkt aufeinander austiben. So wurden im dritten Abschnitt dieser Arbeit neben
Interaktionstests im Hefe Zwei-Hybrid System unter anderem in vitro Aktivitats-Assays
durchgefiihrt, um zu untersuchen, inwieweit sich die beiden Kinasen in ihrer Aktivitét

beeinflussen kdnnen.

6.1 ldentifizierung neuer Interaktionspartner von MARKK

6.1.1 Hefe Zwei-Hybrid Screen einer fétalen menschlichen Gehirn cDNA-Bank

Eine weit verbreitete Methode zur Identifikation von neuen Interaktionspartnern ist der
Hefe Zwei-Hybrid Screen (5.3.3). Hiermit war es moglich eine fotale menschliche Gehirn
cDNA-Bank nach mdoglichen Bindungspartnern zu durchmustern. Als Kdderprotein diente
die C-terminale Doméne von MARKK, MARKK C-term (AS 432 — 1001) im pGBKT7
Vektor, welches freundlicher Weise von Dr. D. Matenia (MP-ASMB) zur Verfligung
gestellt wurde. Zu Beginn der Arbeit waren keine Bindungspartner fur diesen Teil der
MARKK bekannt. MARKK C-term_pGBKT7 wurde zusammen mit der cONA-Bank in
kompetente Hefen des Stammes AHL109 transformiert und diese anschliefend auf

stringente Selektionsplatten -Leu/-Trp/-His/-Ade ausgestrichen. Eine so hohe Stringenz
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war notig, da das verwendete Kdderprotein auf geringer stringenten Selektionsplatten
(-Leu/-Trp/-His) schon mit der Aktivierungsdoméne allein die Transkription der
Selektionsmarker-Gene aktivieren konnte.

Die erzielte Transfektionseffizienz betrug 1,1 x 10% cfu/pg cDNA und liegt damit noch im
optimalen Bereich von 1-10 x 10 cfu/ug cDNA.

Die verwendete fotale menschliche Gehirn cDNA-Bibliothek bestand aus 3 x 10°
unabhéngigen Klonen, von denen im durchgefiihrten Screen 5,2 x 10° Klone durchmustert
werden konnten. Die Klone, die sich nach weiterer Analyse als eindeutig positiv erwiesen,
wurden mittels DNA Sequenzierung und Vergleich mit der NCBI Datenbank (BLAST)
identifiziert (5.3.3.3.4). Die wesentlichen Ergebnisse sind nachfolgend in Tabelle 1

zusammengefasst.
Protein Funktion NCBI
Enzyme Peptidyl-Prolyl-lsomerase H  Formation des BC003412.1
(PPIH) Spleillosomen-Komplex
Lanosterol Synthase Cholesterin Biosynthese
Matrix Metalloproteinase 17  Abbau der NM_016155.2
(MMP17) extrazellularen Matrix
Dipeptidylpeptidase 3 Serinprotease NM_130443.1
(DDP3)
Calmodulin 2/ Regulation des BC003354.1
Phosphorylase Kinase (PHK)  Glykogen Metabolismus
Kernproteine Brain factor 1(BF1), Transkriptionsfaktor BC050072.1
forkhead box G1B
(FOXG1B)
Zinc finger protein 20 Transkriptionsfaktor und BC045814.1
(KOX13) DNA Synthese
Nuclear receptor subfamily 2, Transkriptionsfaktor BC004154.2
group F, member 1
Nuclear protein E3 unbekannt NM_199070.1
Transkriptionsfaktor, der an  Transkriptionsfaktor BC001532.2
IGHM Verstarker bindet
Histon-Lysin N- Histonmodifizierung NM_025256.4
Methyltransferase 2
(EHMT2)
Integrase interactor 1B Organisation der AB017523.1
(INI-1B) Chromatinstruktur
andere Spredl Inhibitor von Ras AY299089
Nogo receptor like2 Differenzierung von AC130689.8
(NGRL-2) Neuronen
Reticulonl unbekannt BC003003.1
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Golgin-67 Golgi Protein AF164622
ATP-bindungs Kassette, Bestandteil des NM_001606.2
Subfamilie A, Mitglied 2 gehirnspezifischen ABC-
Transporters
Brain acetycholinesterase Lokalisation der AF230924
putative membrane anchor Achetylcholinesterase
Ferritin Eisen Transport-und BC016009.1
Speicherprotein
Hamoglobin Alpha 1/2 Untereinheit des NM_000517.3
Hé&moglobin
Alpha-2 Collagen Type IV Protein der NM_001846.1
extrazellularen Matrix
CD14 antigen (CD14) Zellmembran Antigen NM_000591.1
ELAV-like 4 (embryonic Regulation von mRNA  BC036071.1
lethal abnormal vision) Stabilitat
Organischer Kationen Kationen Transporter in  BC020565.1
Transporter (Solute Carrier der Zellmembran
22)
unbekannt Sequenz auf Chromosom 19 AC024592.5
Sequenz auf Chromosom 16 AC0264706.6
Sequenz auf Chromosom 1 AL451070
Sequenz auf Chromosom 21 NT_030188.3
hypothetisches Protein BC032808
MGC45416
hypothetisches Protein BC016349.1
BC017335
KIAA0408 BC018396.1
hypothetisches Protein AY037165.1

SB156

Tabelle 1: Zusammenfassung der im Hefe Zwei-Hybrid Screen identifizierten Interaktionspartner von
MARKK C-term (AS 432-1001)

6.1.2 Identifiziete Klone aus dem Hefe Zwei-Hybrid Screen

Die Auswertung der positiven Klone des Hefe Zwei-Hybrid Screens ergab ein sehr breites
Spektrum an mdglichen neuen Bindungspartnern von MARKK (Tabl. 1).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine genauere Untersuchung der Bindung von
MARKK an das Regulatorprotein Spredl erfolgen. Dies schien aus zwei Griinden von
Interesse. Zum einen sind beide Proteine bei der Regulation der MAPK-
Signaltransduktionskaskaden involviert (Wakioka et al. 2001, Hutchison et al. 1998), zum
anderen ist flr ein Spred-verwandtes Protein, sprouty4, die Wechselwirkung mit der Aktin-

regulierenden Kinase TESK1 beschrieben worden (Leeksma et al. 2002). Da die dort
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beschriebene Bindung Uber die zu Spred homologe C-terminale Domaéne erfolgt, konnte
vermutet werden, dass auch Spredl und TESK1 miteinander interagieren. Eine
Wechselwirkung beider Proteine wurde im Verlauf dieser Arbeit bestatigt (6.3). Diese
ersten Ergebnisse flihrten zu der Hypothese, dass Spredl als eine Art Briickenprotein
(scaffold) zwischen MARKK und TESK1 fungieren und auf diese Weise die Regulation
des Mikrotubuli- und des Aktin-Netzwerkes in der Zelle miteinander verbinden konnte.
Spredl (sprouty related protein with EHV-1 domain) wurde 2001 als neues Substrat der
Rezeptor Tyrosin Kinasen c-Kit und c-Fms identifiziert (Wakioka et al. 2001). Gut
untersucht ist die Funktion von Spred im ERK-Signallbertragungsweg. Hier bindet es an
Ras und Raf und verhindert die Aktivierung von Raf, was zur Inhibition des ERK-
Signaltransduktionsweges fiihrt (Wakioka et al. 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Spredl Uber die Bindung an RhoA Einfluss auf die Organisation von Aktin nehmen
kann (Miyoshi et al. 2004).

Der im Hefe Zwei-Hybrid Screen gefischte Klon umfasste nicht das vollstandige Spred1-
Gen, sondern die Sequenz flr den carboxyterminalen Bereich AS 159-444 (Spredl AN).
Fur die weiterfihrenden Arbeiten wurde das vollstandige Spred1 Gen mittels PCR aus der

verwendeten cDNA-Bank isoliert und in verschiedene Vektoren subkloniert (4.8).

6.2 Genauere Charakterisierung der MARKK - Spred1 Interaktion

6.2.1 Kartierung der Interaktionsdomanen von MARKK und Spredl mittels
direkter Hefe Zwei-Hybrid Tests

Um die Interaktionsdomanen, welche fir die Bindung von MARKK und Spredl
verantwortlich sind, genauer zu Kartieren, wurden direkte Hefe Zwei-Hybrid Tests mit
verschiedenen MARKK- und Spred1-Konstrukten durchgefuhrt. Hierzu mussten in einem
ersten Schritt die verschiedenen Doménen und Mutanten der beiden Proteine in die Koder-
bzw. Beutevektoren des Zwei-Hybrid Systems subkloniert werden (4.8). Die
durchgefiihrten Tests ergaben, dass auch die beiden vollstandigen Proteine MARKK WT
und Spredl WT miteinander in Hefen interagieren konnen (Abb. 12). Weiterhin war
deutlich erkennbar, dass der C-Terminus (AS 432-1001) von MARKK fir die Interaktion
mit Spredl verantwortlich ist. Dieser konnte eine sehr starke Bindung eingehen. Die N-

terminale katalytische Doméane von MARKK (AS 1-295) zeigte keine Interaktion mit
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Spredl. Somit hat die Mutation K57A innerhalb der Kinasedomane, welche zu einer
Inaktivierung fihrt, keinen Einfluss. Auch fur Spredl konnte die Interaktionsdoméne
eindeutig ermittelt werden. Die starkste Interaktion konnte mit der C-terminalen spry-TD
Domane (AS 334-444) beobachtet werden. Allerdings konnte dieses Fragment nicht an die
vollstdandige MARKK binden. Hierflir scheint das Vorhandensein eines weiter N-terminal
gelegenen Bereiches notwendig zu sein, da Spredl AN (AS 159-444) diese
Wechselwirkung eingehen konnte. Der N-Terminus von Spredl interagierte nicht mit
MARKK, sondern schien im Gegenteil hinderlich fir eine Bindung zu sein. Spredl WT
(AS 1-444) zeigte eine schwachere Interaktion als Spred1l AN (AS 159-444).

Spredl WT Spredl AN Spredl AC Spredl
(AS 1-444) (AS 159-444) (AS 1-249) spry-TD
(AS 334-444)
EVH1 KBD SpryTD KBD  SpryTD EVH1 KBD SpryTD
1 444 159 444 1 249 334 444
KAT SBD SPACER TAIL
MARKK WT M T 7 1] + ++ B -

134 295 431 722 1001

KAT  SBD SPACER _TAIL

MARKK K57A + + - -
134 295 431 722 1001
K57A
MARKK N-term  [mesmm - - - -
(AS1-295) 134 25
SPACER TAIL
MARKK C-term  — — +4++ +4++ - +++
(AS 432-1001) 432 722 1001
MARKK C-term SPACER TAIL
—— F++ 4+ - -
(AS 432-900) 432 722 900
MARKK C-term SPACER
C— + + - +++
(AS 432-700) 432 700
TAIL
MARKK C-term o ++ ++ - +++
(AS 701-900) 700 900

Abbildung 12: Kartierung der Interaktionsdoménen zwischen MARKK und Spredl mittels Hefe
Zwei-Hybrid System

Schematische Darstellung der Interaktionen verschiedener MARKK und Spredl Konstrukte: In direkten Hefe
Zwei-Hybrid Tests konnten die Interaktionsdomanen identifiziert werden. So scheint die Bindung in beiden
Proteinen durch deren carboxyterminale Doméanen vermittelt zu werden. Die einzelnen Domanen sind
unterschiedlich farblich gekennzeichnet: Kinasedoméne (KAT, rot), Substratbindedoméne (SBD, weiR),
Spacer-Domane (hellblau), Schwanzdoméne (Tail, weiB), Ena/VASP homologe Doméne (EVH-1, griin), c-
Kit Bindungsdoméne (KBD, gelb) und sprouty-Translokationsdomane (spry-TD, blau).
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6.2.2 Untersuchung zur Dimerisierung von Spredl mittels direkter Hefe Zwei-
Hybrid Tests

Die Mitglieder der Spred-Proteinfamilie teilen folgende Domanenstruktur: die N-terminal
gelegene Ena/VASP homologe Domane (EVH-1), die zentrale c-Kit Bindungsdoméne
(KBD) und die C-terminale sprouty Translokationsdomane (spry-TD) (Abb. 9). Die spry-
TD von Spred ist der spry-TD der Mitglieder der sprouty Familie dhnlich (22% Identitét
zwischen Spredl1 und sprouty 4). Untersuchungen zu den Eigenschaften dieser Doméne in
sprouty2 fuhrten zur Identifikation eines Sequenzabschnittes, welcher fir die
Dimerisierung dieses Proteins verantwortlich ist (Hanafusa et al. 2002). Mit Hilfe von
direkten Hefe Zwei-Hybrid Tests sollte untersucht werden, ob Spred1 auch in der Lage ist,

Dimere auszubilden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 zusammengefasst.

Spredl WT Spred1 spry-TD
(AS 1-444) (AS 334-444)
EVH1 KBD SpryTD SpryTD
BT 77 ||
1 444 334 444
Spredl WT EVH1 KBD SpryTD
BT 77 T *
(AS 1-444) h 44
S dl AC EVH1 KBD
pre B 1] - -
(AS 1-249) 1 249
KBD SpryTD
Spred1 AN [T ** *
(AS 159-444) 159 444
SpryTD
Spred1 spry-TD
(AS 334-444) i _I§ + +

Abbildung 13: Interaktionen von Spredl im Hefe Zwei-Hybrid System

Schematische Darstellung der mittels direkter Hefe Zwei-Hybrid Tests analysierten Interaktionen zwischen
den einzelnen Spred1 Domanen: Spredl ist in der Lage mit sich selbst zu interagieren. Die Wechselwirkung
erfolgt Uber die sprouty-Translokationsdoméne (spry-TD). Die einzelnen Doménen sind unterschiedlich
farblich gekennzeichnet: Ena/\VASP homologe Doméne (EVH-1, griin), c-Kit Bindungsdoméne (KBD, gelb)
und sprouty-Translokationsdomaéne (spry-TD, blau).

Hierbei zeigte sich, dass Spredl WT, wie vermutet, mit sich selbst interagieren kann. Die
Bindung erfolgt wie bei sprouty Uber die C-terminale spry-TD Domane. Die Ergebnisse

deuten darauf hin, dass auch Spredl Dimere bilden kann.
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6.2.3 Biochemischer Nachweis der Interaktion zwischen MARKK und Spredl

Die in Hefen ermittelte Bindung von MARKK und Spredl sollte mittels GST-Pulldown
Uberprift werden. Diese in vitro Methode lasst auch eine Aussage dariiber zu, ob die
Interaktion zwischen zwei Proteinen direkt stattfindet. Denn anders als in Zellen, wo eine
Vielzahl von Proteinen die Bindung beeinflussen kann, wurden im durchgefiihrten
Pulldown aufgereinigte Proteine verwendet.

Hierzu wurde das GST-fusionierte Spredl in E. coli exprimiert und anschliefend durch
Verwendung von Gutathion-Sepharose aufgereinigt (5.2.1). Die rekombinante Expression
von Spredl gestaltete sich sehr schwierig. Erste Versuche in Sf9-Zellen waren erfolglos,
wahrend die Expression eines His-markierten Fusionsproteins in E. coli nur zu unléslichem
Protein flihrte. Erst die Klonierung von GST_Spredl und die Expression in E. coli des
Stammes BL21 Al (Invitrogen) machten eine Aufreinigung moglich. Die His-fusionierte
Kinase MARKK lie} sich gut aus Sf9-Zellen mittels Nickel-Affinitatschromatographie
aufreinigen (5.2.2). Der hierzu verwendete Baculovirus wurde freundlicher Weise von Dr.
T. Timm (MP-ASMB) zur Verfugung gestellt.

Im anschlieRenden Pulldown-Assay wurden beide Proteine zusammen inkubiert und tiber
eine sedimentierbare Glutathion Sepharose-Matrix prézipitiert. Gleichzeitig wurden
Kontrollansatze mit GST anstelle von GST_Spredl mitgefuhrt. Aufgereinigtes GST-
Protein wurde freundlicherweise von Dr. J. Jiao (MP-ASMB) zur Verfugung gestellt. Das
erhaltene Sepharose-GST-Protein Prazipitat wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot
analysiert (5.2.4 und 5.2.5). Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 zusammengefasst.
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GST + + - -
GST_Spredl - - + +
His_ MARKK WT - + - +
<4— GST_Spredl
Coomassie

geféarbtes SDS-Gel

I <4—GST

Pellet -

Lysat ——— -

Western Blot:
anti-MARKK

&

Uberstand | *

Abbildung 14: Analyse der Interaktion von Spredl und MARKK mittels GST-Pulldown

Fur den Pulldown wurden aufgereinigte Proteine in einem Endvolumen von 150 pl gemischt. Zunéchst
wurden 0,6 uM GST oder 0,17 pM GST_Spredl mit 15 pl 50 % Gutathion-Sepharose bei 4°C fir 1 h
vorinkubiert. AnschlieRend wurde den entsprechenden Ansatzen 0,3 uM His_ MARKK zugegeben und bei
4°C iiber Nacht auf einem Rotor inkubiert. Am nichsten Tag wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet
grundlich gewaschen und anschlielend in 30 pl 2 x Proteinprobenpuffer aufgenommen. Zur Auswertung
wurden Lysate (10 pl), die Uberstande (10ul) und die Pellets (3 pl) mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot analysiert.

Die in den Hefe Zwei-Hybid Tests ermittelte Interaktion von Spredl und MARKK konnte
durch die Ergebnisse des durchgefuhrten Pulldown-Assays klar bestatigt werden. Es
handelt sich um eine sehr starke Bindung, wie die Western Blot Analysen eindeutig
belegen. Die mitgefuhrten Kontrollen waren alle negativ, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass es sich um eine spezifische Bindung zwischen MARKK und Spredl
handelt. Der Einsatz der geringeren Menge an GST_Spredl Protein im Vergleich zu GST,
muss mit der geringen Verflgbarkeit auf Grund der schwierigen Aufreinigung erklart
werden.

Das erhaltene Ergebnis zeigt, dass Spredl und MARKK sehr stark aneinander binden
kdnnen. Die Auswertung der gemessenen Signalintensitaten von MARKK im Western
Blot (mittels AIDA Software, Raytest) l&sst darauf schlielRen, dass nahezu das gesamte
MARKK an Spred1 gebunden hat (sehr schwaches Signal im Uberstand). Bei zusatzlicher
Berlicksichtigung der eingesetzten Mengen an GST_Spredl1 (0,17 puM) und His_ MARKK
(0,3 uM) kann demnach geschlussfolgert werden, dass mindestens zwei Molekile
MARKK an ein Molekil Spred1 binden kénnen.

-71 -



Ergebnisse

6.2.4 Invitro Untersuchungen zur Aktivitat der MARKK in Gegenwart von Spredl

Bei der untersuchten MARKK handelt es sich um eine katalytisch aktive Proteinkinase, die
einen Einfluss auf die Organisation des MT-Netzwerkes ausiiben kann. Fir den neu
identifizierten Bindungspartner Spredl ist bislang vor allem eine Funktion als
Regulatorprotein bekannt. So interagiert es mit Ras und Raf und unterbindet die
Signalweiterleitung, also die Aktivierung von Raf. Die neu charakterisierte Interaktion zu
MARKK l&sst darauf schlielRen, dass Spredl auch die Aktivitéat dieser Kinase beeinflussen
kann. Dieser Vermutung sollte mittels in vitro Kinase Aktivitats-Assays nachgegangen
werden (5.2.8). Die MARKK-AKktivitdt kann dabei Uber die Phosphorylierung des LIP-
Peptids detektiert werden. Es handelt sich bei diesem Peptid um die Sequenz der MARK?2
Aktivierungsschleife, weshalb es sich als spezifisches Substrat eignet. Die rekombinanten
Proteine wurden aus Sf9-Zellen (His MARKK) bzw. E. coli (GST_Spredl) aufgereinigt
(5.2.1 und 5.2.2). Fur die Aktivitats-Assays wurden beide Proteine in verschiedenen
Mengenverhdaltnissen in Anwesenheit des LIP-Substratpeptids und radioaktiv markiertem
ATP fir zwei Stunden inkubiert. Um auszuschliel3en, dass GST alleine die Aktivitat von
MARKK veréndert, wurden die in Abbildung 15 dargestellten Kontrollen durchgefihrt.
Die Inkubation von MARKK WT allein mit dem LIP-Substratpeptid fuhrte unter den
gewahlten Bedingungen zum Einbau von 0,025 mol Phosphat pro mol Peptid. Aus den
Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass die Zugabe von GST, welches fir die
Aufreinigung an Spred1 fusioniert war, zu keiner Veranderung der MARKK WT-Aktivitat
fuhrt (Abb. 15).

120 ~

100 -
80 |
60 |
40
20
0 ‘ ; ‘
150 150 150 150

MARKK WT (nM)
GST (nM) - 1000 1500 2000

relative Aktivitat (%)

Abbildung 15: in vitro Kinase Aktivitats-Assay zur Kontrolle des Einflusses von GST auf MARKK WT
GST und MARKK wurden zusammen mit dem LIP-Substrat (100 M) und radioaktivem ATP inkubiert. Die
Aktivitdt der MARKK kann (ber die Phosphorylierung des LIP-Peptides analysiert werden. Im Diagramm
sind die Ergebnisse aus drei unabhdngigen Experimenten zusammengefasst. Die Kinaseaktivitdt von
MARKK WT allein wurde mit 100 % relativer Aktivitat gleichgesetzt und entspricht einen Phosphateinbau
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von 0,025 mol Phosphat je mol Substratpeptid. Die Zugabe unterschiedlicher Mengen an GST hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Aktivitat der MARKK.

Unter diesen Vorraussetzungen war es moglich, den Einfluss von Spredl auf MARKK zu
untersuchen. Die Ergebnisse in Abbildung 16 zeigen allerdings, dass auch Spredl1 nicht in
der Lage war, die MARKK-AKktivitét signifikant zu verandern.

A B
MARKK WT (nM) 100 100 100 100 -
Spredi ("M) - 200 300 400 300

i

IN)

S
\

Roti®-Blue gefarbtes Gel | ... -

AR | pre . merma s
I Roti®-Blue gefarbtes Gel —
T AR

Spredl
MARKK WT (nM) 150 150 150 150
Spred1 (nM) - 200 300 400

=

=)
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MARKK

©
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L
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S

relative Aktivitat (%)
o
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Abbildung 16: Spred1 ubt keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitdt von MARKK aus

Spredl und MARKK wurden zusammen mit dem LIP-Substrat (100 uM) und radioaktivem ATP inkubiert.
Die Aktivitdit der MARKK kann 0ber die Phosphorylierung des LIP-Peptides analysiert werden. A)
Auswertung des durchgefiihrten Filter-Assays. Die Kinaseaktivitdat von MARKK WT allein wurde mit 100 %
relativer Aktivitét gleichgesetzt (entspricht Einbau von 0,025 mol Phosphat pro mol LIP-Peptid). Die Zugabe
unterschiedlicher Mengen an Spredl hatte keinen signifikanten Einfluss auf die MARKK-AKtivitat. Im
Diagramm sind die Ergebnisse aus drei unabhéngigen Experimenten zusammengefasst. B) Zur Untersuchung
der Phosphorylierungszustdnde von MARKK und Spredl wurden die Proteine nach dem Aktivitats-Assay
mittels SDS-Page aufgetrennt und der Phosphorylierungsstatus analysiert.

Weiterhin wurde untersucht, ob Spredl von MARKK phosphoryliert werden kann und ob
Spredl die Autophosphorylierung von MARKK veréndert (Abb. 16 B). Doch auch hier
zeigte sich, dass die beiden Proteine keinen Einfluss aufeinander austiben. Die verwendete
MARKK WT Kinase wies Autophosphorylierung auf, wobei sich der
Phosphorylierungsstatus durch die Zugabe von Spredl nicht &nderte (Spur 1 im Vergleich
zu 2-4). Bei der Betrachtung von Spredl konnte festgestellt werden, dass dieses Protein
allein keine Phosphorylierung zeigte (Spur 5). Auch die Inkubation mit MARKK WT
flihrte unter den gewéhlten Bedingungen zu keiner Phosphorylierung (Spuren 2-4). Somit

kann davon ausgegangen werden, dass Spredl kein Substrat von MARKK ist.
Aus den vorliegenden Ergebnissen muss geschlussfolgert werden, dass Spredl zwar an

MARKK WT binden kann, dass jedoch diese Bindung zu keiner Anderung der
Kinaseaktivitét fuhrt.
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6.2.5 Expressionsstudien von MARKK und Spredl1

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob und wie sich die neu identifizierten
Interaktionspartner in Zellen gegenseitig beeinflussen. Auch wenn die Ergebnisse der in
vitro Aktivitétstests keinen Einfluss von Spredl auf MARKK vermuten lassen (6.2.4), ist
eine Untersuchung des Proteinkomplexes in Zellen wichtig. Méglicherweise ist durch die
Aufreinigung die Struktur der Proteine veréndert, oder es fehlen Ko-Faktoren bzw. weitere
Bindungspartner, die fur eine funktionelle Wechselwirkung von Spredl und MARKK
erforderlich sind. Als Modell-Zellsystem dienten CHO Zellen (4.4.3).

6.2.5.1 Einzelexpression von Spredl und MARKK in CHO Zellen

Zunachst sollte das Expressionsmuster von Spredl und MARKK einzeln in Zellen
untersucht werden. Die Analyse erfolgte durch konfokale Mikroskopie, wobei Spredl
zuerst in geeignete Vektoren umkloniert wurde, um fluoreszierende Fusionsproteine zu

erhalten (4.8).

Expression von Spredl

Wurde Spredl in CHO Zellen berexprimiert, zeigte es eine vorwiegend zytoplasmatische
Verteilung (Abb. 17 1-4). In einigen Zellen konnte auch eine verstarkte Lokalisation an der
Membran festgestellt werden, wie es von Miyoshi und Kollegen publiziert wurde (Miyoshi
et al. 2004). Wurden gleichzeitig das Mikrotubuli- oder das Aktin-Netzwerk untersucht,
lieRen sich keinerlei Verédnderungen im Vergleich zu nicht transfizierten Nachbarzellen
feststellen (2 und 4). Somit scheint die Expression von Spredl zumindest in den

verwendeten CHO Zellen keinen Einfluss auf das Zytoskelett auszutiben.
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YFP-Spred1

10 pm

CFP-Spred1

Abbildung 17: Zellulare Lokalisation von Spredl in CHO Zellen

CHO Zellen wurden mit CFP-Spredl transfiziert, nach 17 h fixiert und das MT-Netzwerk (anti-a-Tubulin
YL1/2, Cy5-gekoppelter Sekundarantikorper) bzw. Aktin-Netzwerk (anti-B-Aktin, Cy5-gekoppelter
Sekundéarantikorper) angefarbt. Spredl zeigte eine vorwiegend zytoplasmatische Verteilung in CHO Zellen.
Teilweise konnte eine verstarkte Lokalisation an der Plasmamembran beobachtet werden (weil3e Pfeilspitze
in 1 und 3). Die Organisation des MT- und Aktin-Netzwerkes wurde durch die Expression von Spred1 nicht
beeinflusst (2 bzw. 4). Transfizierte Zellen sind durch weifle Pfeile gekennzeichnet.

Expression von MARKK WT

Ein ganz anderes Bild bot sich, wurde MARKK WT in CHO Zellen Uberexprimiert. Diese
Zellen zeigten einen sehr augenfélligen Phénotyp. Im Gegensatz zu untransfizierten Zellen,
erschienen die MARKK exprimierenden Zellen klein und rund (Abb. 18A 1-4).
Letztendlich flhrte die Expression zum Absterben der Zellen. Die Ursachen fur diesen

Effekt wurden in unserem Labor untersucht und sind in Timm et al. beschrieben (Timm et
al. 2003). MARKK aktiviert die MAP/Mikrotubuli-Affinitat regulierende Kinase MARK,
welche die Mikrotubuli-stabilisierenden MAP Proteine phosphoryliert (siehe auch 3.2.1.2).
Dies reduziert die Bindungsaffinitdit der MAPs an die Mikrotubuli und fihrt zum
Zusammenbruch des Mikrotubuli Netzwerkes (Abb. 18 2). Als Folge wird auch das Aktin-
Netzwerk gestort (Abb. 18 4). Um trotzdem Informationen Uber die zellulare Verteilung
von MARKK zu erhalten, kann das MT-Netzwerk mittels Taxol stabilisiert werden.
Erfolgte die Expression von MARKK in Taxol-stabilisierten Zellen, wies auch MARKK
eine zytoplasmatische Verteilung auf (Abb. 18B 1-4).
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A) CHO Zellen
YFP-MARKK wt

B) CHO Zellen + 500 nM Taxol
YFP-MARKK wt

Abbildung 18: Zellul&re Verteilung von MARKK in CHO Zellen

CHO Zellen wurden mit YFP-MARKK WT transfiziert, nach 17 h fixiert und das MT-Netzwerk (anti-o.-
Tubulin DM1a, Cy5-gekoppelter Sekunddrantikdrper), sowie das Aktin-Netzwerk (anti-B-Aktin, Cy5-
gekoppelter Sekundarantikérper) angefarbt. (A) Wurden MARKK WT in CHO Zellen exprimiert, fihrte dies
zu dramatischen Veranderungen der Zellmorphologie. Die Zellen rundeten sich ab und I6sten sich vom
Substrat (1-4). MT- und Aktin-Netzwerk brachen zusammen (2/4). (B) Wurde das MT-Netzwerk durch
Behandlung der Zellen mit 500 nM Taxol stabilisiert, zeigten die Zellen einen normalen Phanotyp. MARKK
befand sich im Zytoplasma (1/3). MT- und Aktin-Netzwerk zeigten keine Verénderungen (2/4). Transfizierte
Zellen sind durch weile Pfeile gekennzeichnet.

6.2.5.2 Koexpressionsstudien von Spredl und MARKK WT in CHO Zellen

Die gleichzeitige Expression von MARKK und Spred1, sollte Aufschluss dariiber geben,
ob Spredl in Zellen in der Lage ist MARKK zu beeinflussen.
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Die Ergebnisse der Koexpressionsstudien gehen mit denen der in vitro Kinase Aktivitéts-
Assays konform. Werden Spredl und MARKK WT gemeinsam exprimiert, zeigen die
Zellen den gleichen Phanotyp wie bei einer MARKK WT Einzeltransfektion. Die Zellen
sind klein, rund und sterben ab (Abb. 19A). MT- und Aktin-Netzwerk sind vollig zerstort.
Bei Stabilisierung des MT-Netzwerkes mittels Taxol wurde fiir beide Proteine eine
zytoplasmatische Verteilung beobachtet (Abb. 19B).

A) CHO Zellen

YFP-MARKK wt

CFP-Spred 1

t(—

YFP-MARKK wt CFP-Spred1

B) CHO Zellen + 500 nM Taxol

YFP-MARKK wt i CFP-Spred1

=

10 pm

Abbildung 19: Koexpression von MARKK WT und Spredl in CHO Zellen

CHO Zellen wurden gleichzeitig mit YFP-MARKK WT und CFP-Spred1 transfiziert, nach 17 h fixiert und
das MT-Netzwerk (anti-o-Tubulin DM1a, Cy5-gekoppelter Sekundérantikdrper) sowie das Aktin-Netzwerk
(anti-B-Aktin, Cy5-gekoppelter Sekundérantikdrper) angefarbt. (A) Die gemeinsame Expression von Spredl
und MARKK in CHO Zellen fiihrte wie die MARKK WT Einzelexpression zum Abrunden und Abldsen der
Zellen. MT- und Akin-Netzwerk waren vollig zerstort. (B) Wurde das MT-Zytoskelett durch die zusétzliche
Inkubation mit Taxol stabilisiert, zeigten Spred1 und MARKK eine zytosolische Verteilung in der Zelle. MT
zeigten keine Veranderungen. Transfizierte Zellen sind durch weil3e Pfeile gekennzeichnet.

Somit muss also abschlieBend festgestellt werden, dass die Interaktion von Spredl mit
MARKK WT keinen Einfluss auf die Aktivitat der Kinase hat.
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6.3  Untersuchungen zur Interaktion von TESK1 und Spredl

Das Interesse an der Aktin-regulierenden Kinase TESK1 wurde in unserem Labor geweckt,
als TESK1 in einem genetischen Screen in Drosophila als Verstarker der Tau-Toxizitét
identifiziert wurde (Shulman und Feany 2003). TESK1 war bislang vor allem im
Zusammenhang mit der Organisation des Aktin-Netzwerkes beschrieben worden (Toshima
et al. 2001). Es ist in der Lage, das Aktin-depolymerisierende Protein Cofilin durch
Phosphorylierung zu inaktivieren und flihrt so zu einem stabilen Aktin-Netzwerk mit
verstarkten Stressfasern. Kénnte TESK1 neben dieser Funktion auch auf das MT-
stabilisierende Protein Tau wirken, wére diese Kinase eine neue Schnittstelle in der
Signalleitung zwischen Aktin und Mikrotubuli.

Eine Wechselwirkung der Kinase TESK1 mit dem neuen MARKK-Bindungspartner
Spredl wurde vermutet, da eine Interaktion zu sprouty4 — einem mit Spredl verwandten

Protein — schon bekannt war (Leeksma et al. 2002, Tsumura et al. 2005).

6.3.1 Kartierung der Interaktionsdoménen von TESK1 und Spredl1 mittels direkter
Hefe Zwei-Hybrid Tests

Zu Beginn sollte mit Hilfe direkter Hefe Zwei-Hybrid Tests festgestellt werden, ob Spredl
und TESK1 wie vermutet aneinander binden kénnen. Nachdem sich gezeigt hatte, dass
dies tatsachlich der Fall war, sollten die Interaktionsdoménen in beiden Proteinen ndher
eingegrenzt werden. Hierzu wurden in einem ersten Schritt verschiedene Konstrukte von
TESK1 in Hefevektoren kloniert (4.8). Die Resultate der anschlieBend durchgefiihrten
direkten Zwei-Hybrid Tests sind in Abbildung 20 zusammengefasst.
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TESK1 WT TESK1 AC TESK1 AN
(AS 1-626) (AS 1-311) (AS 312-626)
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Abbildung 20: Charakterisierung der Interaktionsdoménen zwischen TESK1 und Spred1l
Schematische Darstellung der durch direkte Hefe Zwei-Hybrid Tests ermittelten Interaktionen zwischen
verschiedenen TESK1- und Spredl-Konstrukten. Die Bindung von Spredl an TESK1 erfolgt Gber die
carboxyterminale sprouty-Translokationsdomane (spr-TD). In TESK1 scheint es zwei Bindungsstellen zu
geben. Eine Wechselwirkung mit Spredl konnte sowohl mit der N-terminalen Kinasedomaéne, als auch mit
der C-terminalen regulatorischen Doméne nachgewiesen werden. Die einzelnen Doménen sind
unterschiedlich  farblich gekennzeichnet: Ena/VASP homologe Doméne (EVH-1, grin), c-Kit
Bindungsdoméne (KBD, gelb), sprouty-Translokationsdoméne (spry-TD, blau), Kinasedoméne (KAT, rot)
und konservierte Regionen (grau).

Bei der beobachteten Interaktion zwischen Spredl und TESK1 in Hefen handelt es sich um
eine sehr starke Bindung. Diese wird in Spredl durch die sprouty-Translokationsdoméne
am C-Terminus vermittelt. Fir TESK1 kann die Interaktionsdoméne nicht eingegrenzt
werden, da eine Bindung von Spredl sowohl an das N-terminale, als auch an das C-
terminale Fragment der TESK1 mdglich ist. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der
Untersuchung der Interaktion zwischen sprouty4 und TESK1 erhalten (Tsumura et al.
2004).

6.3.2 Biochemischer Nachweis der Interaktion zwischen TESK1 und Spredl

Die in Hefen identifizierte Interaktion von TESK1 und Spredl sollte mittels GST-
Pulldown (berprift werden (5.2.7). Hierzu wurde His TESK1 WT in Sf9-Zellen
exprimiert. Das nach Zellaufschluss erhaltene Lysat wurde mit aufgereinigtem GST-
fusionierten Spredl inkubiert und anschliefend Uber eine Glutathion Sepharose Matrix
sedimentiert. Parallel mitgefuhrte Kontrollansatze enthielten entweder GST anstelle von
GST_Spredl oder ein Sf9-Lysat ohne TESK1. Die Analyse des Sepharose-GST-Protein
Prézipitats erfolgte durch SDS-PAGE und Western Blot (5.2.4 und 5.2.5). Die Abbildung
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21 zeigt stellvertretend die Ergebnisse eines Experimentes. Die in Hefen beobachtete
Bindung zwischen TESK1 und Spredl konnte durch den Pulldown bestatigt werden.
TESK1 konnte mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers im Spred-GST-Sepharose-
Komplex nachgewiesen werden. Dies war nicht der Fall, wenn GST anstelle von
GST_Spred verwendet wurde, was die Spezifitdt der Bindung belegt. Das Coomassie-
gefarbte Gel zeigt neben GST und GST_Spredl weitere Banden, was auf die Bindung
weiterer Proteine schlieen lasst. Da die Banden in allen vier Ansdtzen vorhanden sind,
kann davon ausgegangen werden, dass es sich groRtenteils um unspezifische
Wechselwirkungen handelt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige dieser
Proteine einen fordernden bzw. hemmenden Einfluss auf die Bindung zwischen TESK1

und Spred1 ausiben.

GST + +
GST_Spredl - - + +
TESK1 WT_His - + - +
¥
- - «—— GST_Spredl
Coomassie
gefarbtes SDS-Gel
— — GST
r —_— e
Pellet w—
Western Blot:
Lysat anti-TESK
Uberstand — —

Abbildung 21: Analyse der Interaktion von Spredl und TESK1 mittels GST-Pulldown

His_TESK1 exprimierende und uninfizierte Sf9-Zellen wurden lysiert und 150 pl des Uberstandes mit GST
(0,6 uM) bzw. GST_Spredl (0,17 uM) und 15 pl Glutathion-Sepharose bei 4°C lber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet gewaschen und anschliefend in 30 pl 2 x
Proteinprobenpuffer aufgenommen. Zur Auswertung wurden Lysate (10 pl), der Uberstand (10ul) und die
Pellets (5 pl) mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot analysiert.
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6.3.3 Invitro Untersuchungen zur Aktivitat der TESK1 in Gegenwart von Spredl

Die durchgefiihrten Kinase Aktivitats-Assays sollten Aufschluss darlber geben, ob die
Wechselwirkung mit Spredl die Aktivitat der Kinase TESK1 beeinflussen kann. Fur das
verwandte Protein sprouty4, welches auch an TESK1 bindet, konnte eine Hemmung der
TESK1-Aktivitat nachgewiesen werden (Tsumura et al. 2004). Zunachst wurde TESK1 in
geeignete Expressionsvektoren subkloniert (4.8) und aus Sf9-Zellen aufgereinigt (5.2.2).
Ahnlich wie bei Spred1 gestaltete sich die rekombinante Expression und Aufreinigung der
Kinase TESK1 schwierig. Expressionsversuche in E. coli blieben erfolglos. Die
Expressionsraten, welche in Sf9-Zellen mit dem Baculovirus-System erzielt wurden, waren
zwar gering, doch ermdglichten die Aufreinigung der aktiven Kinase. Fir die
anschlieBenden Aktivitatsbestimmungen wurde TESK1 zusammen mit seinem Substrat
Cofilin in Anwesenheit von radioaktiv. markiertem ATP inkubiert. Uber den
Phosphorylierungzustand von Cofilin konnten Riickschliisse auf die Aktivitat der Kinase
TESK1 gezogen werden (5.2.8).

Zunachst musste Uberpriift werden, ob das fir die Aufreinigung an Spredl fusionierte
GST-Protein alleine einen Einfluss auf die Aktivitdt der TESK1 ausiibt. Denn nur, wenn
dies ausgeschlossen werden kann, kénnen die durch GST_Spredl beobachteten Effekte
eindeutig der Wechselwirkung mit Spred1 zugeschrieben werden.

TESK1 wurde zusammen mit dem Substrat Cofilin, GST und [**P]-ATP bei 30°C
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE und die
Auswertung der Substratphosphorylierung mit Hilfe der AIDA Software (5.2.4 und 5.2.8).

125
100 -
75 A

50 4

relative Aktivitat (%)

25

0 A

TESK WT (nM) 350 350 350
GST (nM) - 1500 2000

Abbildung 22: GST hat keinen Einfluss auf die Aktivitat von TESK1
TESK1 WT und GST wurden zusammen mit Cofilin (1,4 uM) und radioaktivem ATP inkubiert, um den
EinfluR von GST auf die TESK1-Kinaseaktivitdt zu tberpriufen. Die Aktivitit lie sich anhand der
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Phosphorylierung von Cofilin analysieren. Es ist eindeutig erkennbar, dass die TESK1-Aktivitét nicht durch
GST beeinflusst wird.

Die Aktivitat von TESK1 allein wurde als 100 % relative Aktivitat gesetzt und entspricht
einem Einbau von 0,035 mol Phosphat pro mol Cofilin (Abb. 22). Die Zugabe von
unterschiedlichen GST-Mengen fuhrte zu keiner Veranderung der TESK1-Aktivitat. Somit
kdnnen alle Ergebnisse, die mit dem Fusionsprotein GST_Spredl erhalten werden, auf

Spred1 zurtickgefuhrt werden.

AnschlieRend sollte der Einfluss des Interaktionspartners Spredl auf die Kinaseaktivitat
von TESKL1 untersucht werden. Hierzu wurden die aufgereinigten Proteine (TESK1 WT,
GST_Spredl und Cofilin) mit radioaktiv markiertem ATP fir zwei Stunden bei 30°C
inkubiert, anschlieend in einem SDS-Gel aufgetrennt und der Phosphorylierungszustand
des TESK-Substrates Cofilin analysiert (5.2.8). Die verwendete Kinase TESK1 WT war
aktiv und fihrte unter den gewahlten Bedingungen zu einem Einbau von 0,035 mol
Phosphat pro mol Cofilin. Zur Auswertung wurde diese Aktivitat als 100 % relative
Aktivitat gesetzt. Wird dem Reaktionsansatz Spredl in einem &quimolarem Verhéltnis
zugeflgt, steigt die Aktivitat sprunghaft auf tber 200 % an (Abb.23). Mit weiter steigender
Spred1- Konzentration verringert sich allerdings der aktivierende Effekt. Bei einem ca. 15-
fachem Uberschuss an Spredl ist die TESK1-Aktivitat wieder auf ihr Ausgangsniveau
abgesunken. Das gleiche Ergebnis wurde bei der Untersuchung der Aktivitat der TESK1-
Kinasedoméane (TESK1 AC) erhalten (nicht gezeigt).
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Abbildung 23: SPRED1 moduliert die Kinaseaktivitat von TESK1

TESK1 WT und Spredl wurden zusammen mit Cofilin (1,4 pM) und radioaktivem ATP inkubiert. Die
Aktivitdt von TESK1 kann dber die Phosphorylierung von Cofilin analysiert werden. A) Auswertung der
Autoradiogramme mit Hilfe der AIDA Software. Die Kinaseaktivitat von TESK1 allein wurde mit 100 %
relativer Aktivitat gleichgesetzt (entspricht Einbau von 0,035 mol Phosphat pro mol Cofilin fir TESK1 WT).
Die Zugabe der dquimolaren Menge an Spredl flihrt zu einem starken Anstieg der TESK1 Aktivitat, die
allerdings bei hoheren Spredl-Konzentrationen wieder abnahm. B) Zur Untersuchung der
Phosphorylierungszustande von TESK1 und Spred1 wurden die Proteine nach dem Aktivitats-Assay mittels
SDS-Page aufgetrennt und der Phosphorylierungsstatus mittels Autoradiogramm analysiert.

Betrachtet man die Autophosphorylierungszustande von SPRED1 und TESK1 ergibt sich
folgendes Bild: TESK1 WT allein wies Autophosphorylierung auf, welche flr die Aktivitat
der Kinase notwendig ist (Toshima et al. 1999) (Abb. 23 B Spur 2). Spred1 hingegen war
unphosphoryliert (Spur 8). Wurden beide Proteine nun zusammen inkubiert, veranderte
sich der Autophosphorylierungsgrad von TESK1 im gleichen MaRe, wie die Aktivitat.
Aquimolare Mengen an Spredl fiihrten zu einer verstarkten Autophosphorylierung von
TESK1, die aber mit steigender Spredl-Konzentration wieder abnahm (Spur 2-7). Der
Phosphorylierungszustand von Spredl anderte sich nicht, was darauf schlieRen l&sst, dass
TESK1 nicht in der Lage ist Spred1 zu phosphorylieren (vergleiche Spur 8 mit 2-7).

6.3.4 Koexpressionsstudien der Interaktionspartner Spredl und TESK1

Nachdem ein Einfluss von Spredl auf die TESK1-Aktivitat in in vitro Assays beobachtet
wurde, sollte untersucht werden, ob die identifizierte Interaktion zwischen TESK1 und
Spredl auch in Zellen stattfindet und welche funktionelle Bedeutung sie hat.

Fur Spredl konnte, wie in Abschnitt 6.2.5.1 beschrieben, eine vorwiegend

zytoplasmatische Lokalisation in der Zelle gezeigt werden. Die Expression von Spredl
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hatte keinen sichtbaren Einfluss auf das Zytoskelett. Als nédchstes wurden nun die zellulare
Verteilung und die Effekte der TESK1 auf das Zytoskelett untersucht.

6.3.4.1 Einzelexpression von TESK1 in CHO Zellen

TESK1 ist an der Organisation des Aktin-Netzwerkes in der Zelle beteiligt. Diese Kinase
kann durch Phosphorylierung den Aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin inhibieren,
was zu einer Stabilisierung des Aktins und zur verstérkten Ausbildung von Stressfasern
fihrt (Toshima et al. 2001a). Dieser Effekt konnte auch in den verwendeten CHO Zellen
beobachtet werden (Abb. 24 3-4). Auf das MT-Netzwerk hingegen hat die Expression von
TESK1 WT groRtenteils keinen Einfluss (1-2). In einigen Fallen fuhrt die Expression
allerdings dazu, dass die typische strahlenférmige Anordnung der Mikrotubuli gestort ist.
Im Vergleich zu untransfizierten Zellen erscheinen die Mikrotubuli ungeordnet. Das die
Effekte von TESK1 auf das Aktin-Zytoskelett von der Aktivitat der Kinase abhangig sind,
wird bei Verwendung der inaktiven Mutante TESK D170A deutlich. Die Expression dieser
Mutante kann weder die Organisation des MT-Netzwerkes noch die des Aktin-Netzwerkes
beeinflussen (Abb. 24 5-8).

.,CFP-TESKT wt

-
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CFP-TESK1 D170A

CFP-TESK1 D170A

Abbildung 24: Expression von TESK1 WT und TESK1 D170A (inaktiv) in CHO Zellen

CHO Zellen wurden mit CFP-TESK1 WT oder CFP-TESK1 D170A transfiziert, nach 17 h fixiert und das
MT-Netzwerk (anti-a-Tubulin DM1a, Cy5-gekoppelter Sekundéarantikorper), sowie das Aktin-Netzwerk
(anti-B-Aktin, Cy5-gekoppelter Sekundarantikorper) angefarbt. Auffallig ist die Lokalisation von TESK1 WT
und der inaktiven Mutante TESK1 D170A in vesikuldren Strukturen (1,3,5,7). Eine Expression von TESK1
WT fiihrte zu einer erhdhten Stabilitat des Aktin-Netzwerkes, was sich in einer Verstarkung der Aktin
Stressfasern dufRerte (3-4). Das MT-Netzwerk wurde weitgehend nicht beeinflusst (1-2). Die inaktive
Mutante TESK1 D170A hatte keinen Einfluss auf das Zytoskelett. Aktin- und MT-Netzwerk blieben
unverandert (5-8). Transfizierte Zellen sind durch weil3e Pfeile gekennzeichnet.

TESK1 WT wie auch die inaktive Mutante TESK1 D170A lokalisieren vorwiegend in
vesikuldren Strukturen (Abb. 24). Dies ist auch in der Literatur beschrieben (Tsumura et al.
2004, Toshima et al. 2001b). Doch es wurde bisher nicht genauer untersucht, um was fir
Vesikel es sich hierbei handelt. Zur Klarung dieser Frage, wurden in TESK1 WT
transfizierten Zellen unterschiedliche Vesikeltypen mittels spezifischer Antikdrper
angeféarbt. AuRerdem wurde die Verteilung des Intermedidrfilamentproteins Vimentin in
der Zelle analysiert, um eine mdgliche Aggresomenbildung auszuschliel}en. Bei
Uberexpression von exogenen Proteinen kann es zur Bildung von Aggresomen kommen,
die sich am MTOC ablagern (Kopito 2000). Diese Proteinaggregate werden dann von
einem so genannten Vimentin-Kafig (vimentin cage) umgeben. Doch die Ausbildung eines
solchen Vimentin-Geflechts konnte in TESK1- exprimierenden Zellen nicht beobachtet
werden (Abb. 25A). Im Gegensatz zu Aggresomen, welche sich um den Zellkern anhdufen,
sind die TESK1 Vesikel aufferdem in der gesamten Zelle verteilt. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den vesikuldren Strukturen von TESK1 um
Aggresomen handelt. Kolokalisationsstudien mit Adaptin-haltigen Vesikeln (31/2- und y-
Adaptin) waren negativ (Abb. 25B). Daher kann davon ausgegangen werden, dass es sich
bei den TESK1-Strukturen nicht um Vesikel des Trans-Golgi Netzwerkes oder um
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Endosomen handelt. Auch die Untersuchungen zur Kolokalisation mit Golgi, Lysosomen
und Mitochondria fuhrten nicht zur Identifizierung der TESK1-Vesikel (Abb. 25C). Somit
sind weitere Analysen zur Charakterisierung der TESK1-Vesikel notwendig.

A) CHO Zellen

CFP-TESK1 wt

B) CHO Zellen

CFP-TESK1 wt ; p1/p2-Adaptin

N

y-Adaptin

Golgi K58

CFP-TESK1 wt

CFP-TESK1 wt Mito Fluor Red

Abbildung 25: Untersuchung der TESK1-Vesikel
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(A) CHO Zellen wurden mit CFP-TESK1 WT transfiziert und nach 17 h fixiert. Um auszuschlieBen, dass es
sich bei den TESK1 Strukturen um Aggresomen handelt, wurde das Intermediarfilamentprotein Vimentin
(anti-Vimentin V9, Cy5-gekoppelter Sekundarantikdrper) angeféarbt. Die Ausbildung eines Vimentin-Kafigs
konnte jedoch nicht beobachtet werden. Daher kann angenommen werden, dass es sich bei den TESK1
Vesikeln nicht um Aggresomen handelt. (B) CHO Zellen wurden mit CFP-TESK1 WT transfiziert und nach
17 h fixiert. Zur weiteren Charakterisierung wurden Vesikel des Trans-Golgi Netzwerkes sowie Endosomen
mittels  verschiedener  Adaptin  Antikdrper  (B1/B2-Adaptin  und  y-Adaptin, Cy5-gekoppelter
Sekundérantikdrper) angefarbt. Doch es konnte keine Kolokalisation zwischen TESK1 und B1/g2- bzw. y-
Adaptin beobachtet werden. C) VERO Zellen wurden mit CFP-TESK1 WT transfiziert und fur die Golgi-
Farbung (anti Golgi 58K, Cy5-gekoppelter Sekundarantikdrper) nach 17 h fixiert. Fir die Untersuchung von
Lysosomen und Mitochondria wurden die lebenden Zellen mit den Farbstoffen (LysoTracker ® Red DND-99,
MitoFluor ™ Red 589) fiir 30 min bei 37°C inkubiert und die Verteilung anschlieRend beobachtet.
Transfizierte Zellen sind durch weif3e Pfeile gekennzeichnet.

6.3.4.2 Koexpressionsstudien von Spredl und TESK1 in CHO Zellen

Durch Koexpression von Spredl und TESK1 in CHO Zellen sollte Uberpruft werden,
welche Wirkung Spredl in Zellen auf die Aktivitat von TESK1 ausiiben kann. Da beide
Proteine eine unterschiedliche Lokalisation in der Zelle aufweisen, war es fraglich, ob die
in Hefe-Tests charakterisierte Wechselwirkung auch in der Zelle stattfindet. Hierzu wurden
beide Proteine gleichzeitig in CHO Zellen transfiziert und anschliefend die Auswirkungen
auf das Zytoskelett analysiert (Abb. 26). Uberraschender Weise konnte eine fast
vollstdndige Kolokalisation von Spredl und TESK1 in Vesikeln beobachtet werden
(Abb.26 3/7). Zusatzlich war in vielen Zellen auch eine diffuse zytosolische Lokalisation
erkennbar. Spredl &andert also seine zelluldare Verteilung und somit wird eine
Wechselwirkung mit TESK1 mdglich. Bei der Betrachtung des Aktins zeigte sich, dass
Spredl in Zellen in der Lage war, die Aktivitat von TESK1 zu hemmen. Im Gegensatz zu
TESK1 WT-uberexprimierenden Zellen, die durch deutlich verstarkte Aktin Stressfasern
gekennzeichnet waren (Abb. 24 3-4), unterschied sich das Aktin-Netzwerk in den doppelt
transfizierten Zellen nicht von dem der untransfizierten (Abb. 26 1-4). Das gleiche galt fur
das MT-Netzwerk. Wurden TESK1 WT und Spredl gleichzeitig exprimiert, erschienen
Mikrotubuli in ihrer typischen Anordnung.
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Abbildung 26: Koexpression von Spred1 und TESK1 in CHO Zellen

CHO Zellen wurden mit CFP-TESK1 WT und YFP-Spredl transfiziert, nach 17 h fixiert und das MT-
Netzwerk (anti-a-Tubulin DM1a, Cy5-gekoppelter Sekundérantikdrper), sowie das Aktin-Netzwerk (anti--
Aktin, Cy5-gekoppelter Sekundérantikdrper) angeférbt. Spredl und TESK1 WT kolokalisieren in vesikuléaren
Strukturen. Das Aktin-Netzwerk unterscheidet sich nicht von dem der untransfizierten Zellen, was auf die
Hemmung der TESK1-Aktivitdt durch Spredl schliefen lasst. Auch das MT-Netzwerk wird durch die
Expression nicht beeinflusst. Transfizierte Zellen sind durch weille Pfeile gekennzeichnet.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass Spredl, welches als neuer Interaktionspartner der
MT-regulierenden Kinase MARKK identifiziert werden konnte, auch in der Lage ist, an
die Aktin-regulierende Kinase TESK1 zu binden. Aber anders als bei der Interaktion mit
MARKK flhrt die Wechselwirkung mit TESK1 zu einer Verédnderung der TESK1-
Kinaseaktivitat. In Zellen ist Spredl in der Lage die TESK1-Aktivitdt zu hemmen. Die
Resultate der durchgefuhrten Untersuchungen flhrten zu der Hypothese, dass Spredl
moglicherweise eine Art Briickenfunktion einnimmt und als Vermittler zwischen den

Signaltransduktionswegen des Aktin- und des Mikrotubuli-Netzwerkes fungiert.

6.4 Untersuchungen zur Interaktion von TESK1 und MARKK

Fur viele zelluldre Prozesse ist eine Dynamik des Zytoskeletts unerlésslich. Vorgénge wie
Migration, Differenzierung und Zellteilung erfordern einen geordneten und regulierten
Umbau aller Komponenten des Zytoskeletts. Dariiber wie diese Koordination zwischen
dem Aktin- und dem MT-Netzwerk funktioniert, ist bislang noch wenig bekannt. Die zwei
Proteinkinasen MARKK und TESK1 regulieren die Dynamik des MT- bzw. Aktin-
Netzwerkes. Im dritten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit sich die
beiden Kinasen gegenseitig direkt beeinflussen kénnen. Unter der Bericksichtigung der

bisherigen Ergebnisse wurde vermutet, dass der gemeinsame Interaktionspartner Spredl
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eine Vermittlerfunktion austbt. Doch durchgefiihrte direkte Hefe Zwei-Hybrid Tests
ergaben (Uberraschender Weise, dass TESK1 und MARKK direkt aneinander binden

kdnnen. Die Interaktion beider Kinasen sollte daraufhin ndher untersucht werden.

6.4.1 Interaktionstests von TESK1 und MARKK im Hefe Zwei-Hybrid System

Mittels Interaktionstests im Hefe Zwei-Hybrid System sollte untersucht werden, ob und
wie die Kinasen TESK1 und MARKK direkt aneinander binden kénnen. Hierzu wurden
verschiedene Konstrukte beider Proteine verwendet. In Abbildung 27 sind die Ergebnisse
aller Tests zusammengefasst. Eine Interaktion der vollstandigen Kinasen miteinander
konnte nicht beobachtet werden. Dagegen zeigte die vollstandige TESK1 eine starke
Bindung an jeweils den N- und den C-Terminus von MARKK. Dies l&sst darauf schliel3en,
dass es in MARKK mindestens zwei Interaktionsdomanen gibt. Auch fir TESK1 kann
keine eindeutige Aussage getroffen werden. So kann die N-terminale Kinasedomane von
TESK1 sowohl mit der Kinasedoméne (N-terminal), als auch mit der C-terminalen
Domaéne von MARKK interagieren. Ein dhnliches Verhalten konnte fir den C-terminalen

regulatorischen Bereich von TESK1 beobachtet werden.

Versuche, die Interaktion von MARKK und TESK1 in Zellen durch Ko-
Immunoprézipitationsexperimente nachzuweisen, verliefen bislang erfolglos. Dies ist vor
allem auf schlechte Expressionsraten und unzureichende Antikorper zuriickzufihren.
Geplant ist die Klonierung einer GST-fusionierten TESK1, womit die Durchfuihrung eines

GST-Pulldown Bindungsassays moglich wird.
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Abbildung 27: Zusammenfassung der Interaktionstests zwischen MARKK und TESK1

Schematische Darstellung der durch direkte Hefe Zwei-Hybrid Tests ermittelten Interaktionen zwischen
verschiedenen TESK1 und MARKK Konstrukten. Die beiden vollstandigen Kinasen sind nicht in der Lage
aneinander zu binden. In MARKK existieren scheinbar zwei Interaktionsdoménen, da sowohl die N-
terminale Kinasedomane, als auch die C-terminale Domédne mit TESK1 WT interagieren kann. Auch in
TESK1 scheint es keine einzelne Interaktionsdomane zu geben. N- und C-terminale Bereiche kénnen &hnlich
stark an unterschiedliche MARKK Fragmente binden. Die einzelnen Domanen sind unterschiedlich farblich
gekennzeichnet: Kinasedoméane (KAT, rot), konservierte Regionen (grau), Substratbindedoméne (SBD,
weiR), Spacer (hellblau) und Schwanzsequenz (Tail, weiR).

6.4.2 Einfluss der Interaktion zwischen MARKK und TESK1 auf deren Aktivitaten

Nachdem eine direkte Bindung der beiden Kinasen TESK1 und MARKK aneinander
gezeigt werden konnte, stellte sich natirlich die Frage, ob und welche Auswirkungen sich
dadurch auf die jeweilige Kinaseaktivitat ergeben. Um diese Frage zu beantworten, wurden
in vitro Aktivitats-Assays durchgefiihrt. Die hierfur verwendeten Proteine wurden in Sf9-
Zellen exprimiert und anschlieBend aufgereinigt (5.2.1 und 5.2.2).
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6.4.2.1 MARKK WT hat keinen Einfluss auf die Aktivitat von TESK1

Zur Untersuchung des Einflusses von MARKK auf die Aktivitdt von TESK1 wurde die
Verénderung des Phosphorylierungsgrades von Cofilin (TESK1-Substrat) in Gegenwart
beider Kinasen mittels in vitro Aktivitats-Assays analysiert (5.2.8). Die erhaltenen
Ergebnisse sind in Abbildung 28 zusammengefasst. Das Substrat Cofilin zeigt keine
Autophosphorylierung und kann nicht durch die Kinase MARKK phosphoryliert werden
(Abb. 28B Spur 1 bzw. 10). TESK1 WT st in der Lage sein Substrat Cofilin zu
phosphorylieren (Spur 2). Unter den gewdahlten Bedingungen kam es zu einem Einbau von
0,035 mol Phosphat pro mol Cofilin. Wurde dem Ansatz eine steigende Menge an
MARKK WT zugegeben, hatte dies keinen signifikanten Einfluss auf die Cofilin-
Phosphorylierung und somit auf die TESK1-Aktivitat (Spur 2-8). Erst bei einer Inkubation
mit einem 50-fachen Uberschuss an MARKK konnte eine Verringerung der Cofilin-
Phosphorylierung beobachtet werden (Spur 9).
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Abbildung: 28: MARKK WT hat keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitiat von TESK1

TESK1 WT und MARKK WT wurde zusammen mit dem Substrat Cofilin (1,4 uM) und radioaktivem ATP
flir 2 h bei 30°C inkubiert. Die Aktivitdt von TESK1 wurde (iber die Phosphorylierung von Cofilin durch die
Auswertung des Autoradiogrammes analysiert. A) Dargestellt ist eine Zusammenfassung von vier
unabhéngigen Experimenten. Die Aktivitdt von TESK1 WT allein wurde fir die Auswertung als 100%
gesetzt und entsprach einem Einbau von 0,035 mol Phosphat pro mol Cofilin. Ein signifikanter Einfluss von
MARKK WT auf die Aktivitit von TESK1 konnte erst bei einem 50-fachen Uberschuss an MARKK
beobachtet werden. B) Gezeigt sind das gefarbte Gel und das Autoradiogramm eines Experimentes. Cofilin
allein zeigt keine Autophosphorylierung (Spurl) und kann nicht durch MARKK phosphoryliert werden (Spur
10). Die Inkubation mit TESK1 WT allein fuhrt zur Phosphorylierung von Cofilin (Spur 2). MARKK WT
und TESK1 WT zeigen Autophosphorylierung, wobei die TESK1-Autophosphorylierung mit steigender
MARKK WT Konzentration abnimmt (vergleiche Spuren 8/9 mit 2).

Betrachtet man die Autophosphorylierungszustande von MARKK und TESK1 so kann
festgestellt werden, dass die Autophosphorylierung von TESK1 WT bei steigender
MARKK WT Konzentration abnimmt (Abb. 28B Spur 8/9). Hieraus kann geschlossen
werden, dass TESK1 WT nicht als Substrat fir MARKK WT fungiert und somit nicht
phosphoryliert werden kann.

Aus den vorliegenden Ergebnissen muss geschlussfolgert werden, dass die Kinase
MARKK keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat von TESK1 WT austibt.
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6.4.2.2 TESK1 inhibiert die Aktivitdt von MARKK

Nachdem gezeigt werden konnte, dass MARKK nicht in der Lage ist, die Aktivitat der
Kinase TESK1 zu hemmen, war es natiirlich von Interesse zu untersuchen, ob umgekehrt
die MARKK-AKktivitat durch TESK1 beeinflusst werden kann. Hierzu wurde wie in 5.2.8
beschrieben die Phosphorylierung des LIP-Peptides durch MARKK in Anwesenheit von
TESK1 untersucht. Wie aus Abbildung 29 ersichtlich, zeigt MARKK WT allein die
hochste Aktivitat (wurde zur Auswertung als 100 % gesetzt). Es wurde ein Einbau von
0,025 mol Phosphat pro mol Substratpeptid ermittelt. Nach Zugabe unterschiedlicher
Mengen an TESK1 WT konnte eine konzentrationsabhangige Verringerung der MARKK-
Aktivitat beobachtet werden. Somit scheint TESK1 WT die Aktivitat der Kinase MARKK
zu hemmen.
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Abbildung 29: TESK1 WT hemmt die Aktivitat von MARKK WT

Die Wirkung von TESK1 WT auf die MARKK WT-Aktivitat wurde anhand der Phosphorylierung des LIP
Peptids (100 uM) analysiert. Die ermittelte Kinaseaktivitit von MARKK WT allein wurde mit 100 %
relativer Aktivitat gleichgesetzt (entspricht einen Einbau von 0,025 mol Phosphat pro mol LIP-Peptid). Die
Inkubation mit unterschiedlichen Mengen an TESK1 WT fihrte zu einer Verringerung der MARKK-
Aktivitat. Es wurden die Ergebnisse aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten zusammengefasst.

Es stellt sich naturlich die Frage, ob die Hemmung der MARKK-AKktivitdt moglicher
Weise Uber eine Phosphorylierung durch TESK1 vermittelt wird. Hierzu wurde der
Phorylierungszustand von MARKK analysiert (Abb. 30). MARKK allein zeigt den
starksten Grad an Autophosphorylierung (Spur 1). Wird TESK1 zum Reaktionsansatz
hinzugefugt, nimmt die Autophosphorylierung konzentrationsabhéngig ab (Spur 2-5).
Somit muss davon ausgegangen werden, dass die inhibitorische Wirkung von TESK1 auf
die MARKK-AKktivitat nicht durch Phosphorylierung vermittelt wird.
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Abbildung 30: TESK1 verringert die Autophosphorylierung von MARKK

MARKK WT wurde mit unterschiedlichen Mengen an TESK1 WT in Anwesenheit von radioaktivem ATP
inkubiert. Anschliefend wurden die Proteine geféllt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und angeféarbt. Die
Auswertung des Autoradiogramms mittels AIDA Software ermdoglichte Riickschlisse Uber die
Autophosphorylierung von MARKK. Die Zugabe von steigenden Mengen an TESK1 fihrt zu einem
Riickgang der Autophosphorylierung von MARKK (vergleiche Spur 1 mit 2-5).

Das die Inhibition der MARKK wabhrscheinlich durch deren Bindung an TESK1 vermittelt
wird und nicht von der Aktivitat der TESK1 abhdangig ist, zeigen die Ergebnisse weiterer
Experimente mit verschiedenen Mutanten in Abbildung 31. Es wurde der Einfluss der
inaktiven TESK1-Mutante TESK1 D170A und der C-terminalen Domane (TESK1 AN) auf
die Aktivitat von MARKK untersucht. Es ist deutlich erkennbar, dass alle verwendeten
TESK1-Mutanten die Aktivitdt von MARKK reduzieren kdnnen. Da sowohl die inaktive
Mutante, als auch die C-terminale regulatorische Domane (TESK1 AN) allein in der Lage
waren die MARKK-AKktivitdt zu hemmen, ist dies ein weiterer Beleg dafir, dass der

Aktivitatszustand der TESK1 keinen Einfluss auf ihre inhibierende Wirkung gegeniiber

MARKK hat.
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Abbildung 31: Einfluss verschiedener TESK1-Mutanten auf die Aktivitdt von MARKK WT

Der Einfluss unterschiedlicher TESK1-Mutanten auf die Aktivitit von MARKK wurde (ber die
Phosphorylierung des LIP Peptids (100 uM) analysiert. Hierzu wurden MARKK und die verschiedenen
TESK-Mutanten zusammen inkubiert und die anschliefend gemessenen Aktivitaten miteinander verglichen.
Die Kinaseaktivitit von MARKK allein wurde fiir die Auswertung mit 100 % relative Aktivitat
gleichgesetzt (entspricht einem Einbau von 0,025 mol Phosphat pro mol Peptid).
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Die Hefe Zwei-Hybrid Tests haben gezeigt, dass MARKK uber zwei Interaktionsbereiche
fir die Bindung an TESK1 verfigt (6.4.1). So konnte eine Wechselwirkung zu TESK1
mit der Kinasedoméne (N-Terminus) allein, sowie auch mit dem C-terminalen Spacer und
der Schwanzregion nachgewiesen werden. Um zu untersuchen, ob die C-terminalen
Bereiche der MARKK fur die Hemmung durch TESK1 nétig sind, wurden erste
Aktivitats-Assays mit der Kinasedoméne von MARKK durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 32 zusammengefasst. Die katalytische Domane der MARKK allein zeigte
die hochste Aktivitat, wéhrend die Zugabe von TESK1 WT, der inaktiven TESK1-
Mutante und TESK1 AN zu einer Erniedrigung der MARKK-AKktivitat fihrten. Diese
ersten Ergebnisse lassen vermuten, dass der C-Terminus von MARKK fiir die Bindung
und Inhibition durch TESK1 keine essentielle Rolle spielt.
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Abbildung 32: TESK1 WT und Mutanten inhibieren die Aktivitat der Kinasedomane von MARKK
Der Einfluss von TESK1 WT und unterschiedlicher TESK1-Mutanten auf die Aktivitdt der MARKK-
Kinasedoméne (MARKK N-term, AS 1-295) wurde uber die Phosphorylierung des LIP Peptids analysiert.
Hierzu wurden MARKK N-term und die verschiedenen TESK-Mutanten zusammen inkubiert und die
anschlieBend gemessenen Aktivitdten miteinander verglichen. Die Aktivitdt der MARKK-Kinasedoméne
allein wurde fir die Auswertung mit 100 % relativer Aktivitdt gleichgesetzt (entspricht dem Einbau von
0,015 mol Phosphat pro mol LIP-Peptid).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Interaktion von MARKK und TESK1
nur einen Einfluss auf die Aktivitat von MARKK hat. Diese ist in Gegenwart von TESK1
verringert. Die Hemmung erfolgt dabei tber die Proteininteraktion und nicht durch
Phosphorylierung.
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6.4.3 Koexpressionstudien von MARKK und TESK1

Die Ergebnisse der vorangegangenen Studien wurden abschlieBend in einen zelluldren
Kontext Ubertragen. Hierdurch sollte gepriift werden, ob die erhaltenen in vitro Daten in
Zellen eine funktionelle Relevanz haben. Zuerst wurden Expressionstudien in den bislang
verwendeten CHO Zellen durchgefiihrt.  AnschlieBend wurden weiterfihrende
Untersuchungen in CHO htau40 und PC12 Zellen vorgenommen (4.6.4). Bei den CHO
htau40 Zellen handelt es sich um CHO Zellen, die stabil mit der l&ngsten humanen Tau-
Isoform (htau40) transfiziert sind (Ebnet et al. 1998). PC12 Zellen sind
Phéochromocytomzellen aus der Ratte. Werden diese Zellen mit Nervenwachstumsfaktor
(NGF) behandelt, kann die Differenzierung zu einem Neuron-dhnlichen Phénotyp

stimuliert werden.

6.4.3.1 Expression von MARKK und TESK1 in CHO Zellen

Bei den beiden untersuchten Proteinen TESK1 und MARKK handelt es sich um Kinasen,
deren Uberexpression zu jeweils drastischen Veranderungen des Zytoskeletts fiihrt. Die
Aktin-regulierende Kinase TESK1 inhibiert Cofilin, was die Ausbildung von verstéarkten
Aktin-Stressfasern zur Folge hat (siehe Abb. 24 3-4). Dahingegen bewirkt die Expression
von MARKK in CHO Zellen den vélligen Zusammenbruch des MT-Netzwerkes und fiihrt
letztendlich zum Absterben der Zellen (siehe Abb. 18A 1-2). Die Koexpression beider
Proteine sollte nun Aufschluss dariiber geben, ob die Kinasen in Zellen in der Lage sind
ihre Aktivitaten zu beeinflussen und welche Effekte dies auf das Zytoskelett hat.

Abbildung 33 zeigt Beispiele von CHO Zellen, die gleichzeitig MARKK WT und TESK1
WT exprimieren. Es wird deutlich, dass sich die transfizierten Zellen nicht wesentlich von
untransfizierten unterscheiden. Das Mikrotubuli-Netzwerk erscheint im Vergleich zu
Nachbarzellen unverdandert, was auf die Hemmung der MARKK-AKktivitat schlie3en lasst.
Dahingegen kdnnen beim Aktin-Netzwerk verstarkte Stressfasern beobachtet werden, die
auf eine erhohte TESK1-Aktivitat schliefen lassen. TESK1 zeigt auch in Anwesenheit von
MARKK eine berwiegend vesikuldre Verteilung in den Zellen (Abb. 33 2, 6, 10, 14). Die
Verteilung der MARKK ist sehr variabel — von grofitenteils zytosolisch bis komplett
vesikular (1, 5, 9, 13). Eine zumindest partielle Kolokalisation von TESK1 und MARKK
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WT kann in den meisten Zellen beobachtet werden (im Merge ergeben cyan und gelb
weiR).

YFP-MARKK wt CFP-TESK wt

|

10 pm

YFP-MARKK wt CFP-TESK wt

CFP-TESK D170A

YFP-MARKK wt CFP-TESK D170A

Abbildung 33: Koexpression von TESK1 und MARKK in CHO Zellen

CHO Zellen wurden mit YFP-MARKK WT und CFP-TESK1 WT oder CFP-TESK1 D170A (inaktiv)
transfiziert, nach 17 h fixiert und das MT-Netzwerk (anti-a-Tubulin DM1la, Cy5-gekoppelter
Sekundérantikdrper), sowie das Aktin-Netzwerk (anti-B-Aktin, Cy5-gekoppelter Sekundérantikérper)
angeférbt. TESK1 WT und TESK1 D170A zeigten eine vorwiegend vesikuldre Verteilung in den Zellen (2,
6, 10, 14). Die Lokalisation von MARKK WT hingegen war sehr unterschiedlich (1, 5, 9, 13). Eine eher
zytoplasmatische oder vesikulare Verteilung konnte unabhéngig davon beobachtet werden, ob die
Koexpression mit TESK1 WT oder TESK1 D170A erfolgte. Es konnte eine partielle Kolokalisation der
beiden Kinasen beobachtet werden. Wurden TESK1 WT und MARKK WT gemeinsam in einer Zelle
exprimiert, wiesen diese Zellen keine Veranderungen des MT-Zytoskeletts auf (1-4), wohingegen beim Aktin
verstarkte Stressfasern sichtbar waren (5-8). Ein ahnliches Bild zeigte sich bei der Koexpression von
MARKK WT und der inaktiven Mutante von TESK1 WT (9-16). Diese Zellen weisen aber weder
Verénderungen des MT- noch des Aktin-Netzwerkes auf. Transfizierte Zellen sind durch weille Pfeile
gekennzeichnet.

Aus den in vitro Daten konnte vermutet werden, dass die Hemmung der MARKK-
Aktivitdt durch TESK1 unabhéngig vom Aktivitatszustand der TESK1 erfolgt. Diese
Annahme konnte durch die Ergebnisse der Expressionsstudien noch untermauert werden.
Wenn MARKK WT zusammen mit der katalytisch inaktiven TESK1-Mutante (D170A)
exprimiert wurde, war MARKK nicht in der Lage, die Stabilitdt der Mikrotubuli zu
beeinflussen. MT- und Aktin-Netzwerk unterschieden sich nicht von denen der
untransfizierten Zellen (Abb. 33 9-16).
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6.4.3.2 Expression von MARKK, MARK2 und TESK1 in CHO htau40 Zellen

Die Kinase MARKK phosphoryliert und aktiviert auf diesem Wege die verschiedenen
Isoformen der MARK. Die aktive MARK Kinase wiederum kann unter anderem das MT-
assoziierte Tau-Protein phosphorylieren, was dessen Ablésen von den MT bewirkt. Eine
verstarkte Abdissoziation erhoht die Instabilitat des MT-Netzwerkes und fiihrt so zu dessen
Zusammenbruch. Um zu Uberprifen, ob TESK1 in der Lage ist, diese
Signaltransduktionskaskade in Zellen zu beeinflussen und ob die Wechselwirkung
spezifisch Uber MARKK erfolgt, wurden Expressionsstudien in CHO htau40 Zellen
durchgefiihrt. Diese Zellen sind mit der langsten Isoform des humanen Tau (htau40) stabil
transfiziert (Quelle: MP-ASMB, Ebnet et al. 1998). Unterschiedliche Niveaus an Tau-
Phosphorylierung kénnen durch Anférbung der Zellen mit dem spezifischen Phospho-Tau
Antikorper 12E8 (pS262 und pS356) dargestellt werden. Erfolgte eine Expression von
TESK1 WT in diesen Zellen, konnte wie erwartet keine Verdnderung der Tau
Phosphorylierung gegenuber untransfizierten Zellen beobachtet werden (Abb. 34 1-3).
Dies galt auch fur die Einzelexpression von MARKK WT (10-12). Erkl&ren ldsst sich
dieses Ergebnis damit, dass CHO Zellen nur wenig endogene MARK exprimieren und die
MT zusatzlich durch das rekombinante Tau stabilisiert werden. Somit wird der Effekt, der
Signalubertragung von MARKK (ber MARK2 (aktiviert) zu MAP4 durch das
rekombinante Tau kompensiert. Wurde nun MARK2 WT exprimiert, konnte ein Anstieg
der Tau-Phosphorylierung beobachtet werden (4-6). Die Uberexpression von humanem
Tau verhinderte aber, dass das MT-Netzwerk vollig zusammenbrach und die Zelle abstarb.
Auch die Kkonstitutiv aktive Mutante von MARK2 (MARK2 T208E) verursachte
erwartungsgemal eine verstarkte Tau-Phosphorylierung (7-9). Da diese Mutante vollig
unkontrolliert aktiv war, fihrte die Expression zum Zusammenbruch des MT-Netzwerkes.
Ein ahnliches Bild erhielt man bei der gleichzeitigen Expression von MARKK und
MARK?2 (13-16). In diesem Fall konnte die oben beschriebene Signalleitung (MARKK —
MARK - Tau) stattfinden. Trotz des Uberschiissigen Taus konnte die kontinuierliche
MARK2-Aktivitat nicht mehr kompensiert werden. Die fehlende MT-Stabilisierung durch
Tau bewirkte den Zerfall der MT und so das Absterben der Zelle. Wurde nun zusatzlich
neben MARKK und MARK2 auch TESK1 exprimiert, werden diese Zellen vor dem
Absterben bewahrt (29-33). Die Zellen zeigten allerdings dhnlich der MARK2 WT-
Einzeltransfektion eine erhdhte Tau-Phosphorylierung. Um auszuschliel3en, dass TESK1

WT auch auf der Ebene von MARK?2 die Signallbertragung beeinflussen kann, wurden
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Zellen auch gleichzeitig mit MARK2 WT bzw. MARK2 T208E und TESK1 transfiziert
(17-24). Doch die Expression von TESK1 schien keinen Einfluf auf die jeweilige Aktivitat
der MARK?2 auszutiben. Die Tau-Phosphorylierung in diesen Zellen war vergleichbar mit
der, in mit MARK2 einzeln tranfizierten Zellen. Diese Beobachtungen passen auch zu
Ergebnissen direkter Hefe Zwei-Hybrid Tests, bei denen keine Interaktion zwischen
MARK?2 und TESK1 ermittelt werden konnte.

CFP-TESK1 wt .- : p-Tau (12E8)

CFP-MARK2 wt p-Tau (12E8)
CFP-MARK2 T208E p-Tau (12E8)

YFP-MARKK wt p-Tau (12E8)

4

-
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YFP-MARKK wt CFP-MARK2 wt p-Tau (12E8)

o
%),

DN

MRFP-TESK1 wt CFP-MARK2 wt p-Tau (12E8)

mRFP-TESK1 wt CFP-MARK2 T208E p-Tau (12E8)
N N N

G

CFP-TESK1 wt YFP-MARKK wt p-Tau (12E8)

YFP-MARKHK wt CFP-MARK2 wi mRFP-TESK1 31 | p-Tau (12E8)

HQ\“

10 pm

Abbildung 34: Expression von MARKK, MARK2 und TESK1 in CHO htau40 Zellen

CHO htaud40 Zellen wurden wie angegeben mit YFP-MARKK WT, CFP-MARK2 WT, CFP-MARK?2
T208E, mRFP-TESK1 WT und CFP-TESK1 WT transfiziert, nach 17 h fixiert und das MT-Netzwerk (anti-
a-Tubulin ' YL1/2, Cy5-gekoppelter Sekundarantikdrper), sowie Phospho-Tau (12E8-Antikdrper gegen
pS262 und pS356, TRITC-gekoppelter Sekundérantikdrper) angefarbt. Die Expression von MARKK WT
und TESK1 WT hatte keinen Einfluss auf die Tau-Phosphorylierung (1-3 und 10-12). Auch das MT-
Netzwerk war unverdndert im Vergleich zu untransfizierten Zellen. Eine deutlich verstarkte Tau-
Phosphorylierung konnte dahingegen in MARK2 WT und MARK2 T208E (aktiv) transfizierten Zellen
beobachtet werden (4-9). Doch wéhrend bei der Expression von MARK2 WT das erhdhte Niveau an
Phospho-Tau kompensiert wurde, war dies bei der konstitutiv aktiven Mutante nicht mehr mdglich. In diesen
Zellen kam es zum Zusammenbruch des MT-Netzwerkes. Ein &hnliches Bild erhielt man bei der
Koexpression von MARKK und MARK2 WT (13-16). Das TESK1 nicht in der Lage war die MARK2-
Aktivitat zu beeinflussen zeigte sich bei der Koexpression von TESK1 WT mit MARK2 WT bzw. MARK?2
T208E (17-24). Diese Zellen wiesen ein erhohtes Niveau an Tau-Phosphorylierung auf. Das MT-Netzwerk
war gestort. Bei der gemeinsamen Expression von MARKK WT, MARK2 WT und TESK1 konnte auch eine
starke Tau-Phosphorylieung beobachtet werden, doch das MT-Netzwerk war intakt. Transfizierte Zellen sind
durch weile Pfeile gekennzeichnet.

Die Ergebnisse belegen sehr deutlich, dass TESK1 in der Lage ist, die Aktivitdt von
MARKK zu inhibieren und dass dies einen direkten Einfluss auf den Signalfluss in der
MARKK - MARK - Tau Signaltransduktionskaskade hat. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass TESK1 keinen Einfluss auf die Aktivitdt der MARK2 Kinase austbt.
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6.4.3.3 Expressionsstudien in PC12 Zellen

Untersuchungen zur Funktion von MARKK haben gezeigt, dass diese Kinase nicht nur die
Mikrotubuli-Dynamik beeinflusst, sondern auch eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung spielt (Timm et al. 2003). Um zu prifen, inwieweit der neue
Interaktionspartner der MARKK, TESK1, einen Einfluss auf diese Prozesse hat, wurden
Expressionsstudien in PC12 Zellen durchgefuhrt. Bei den verwendeten PC12 Zellen
handelt es sich um Ph&ochromocytomzellen aus der Ratte. Durch die Behandlung mit
Nervenwachstumsfaktor (NGF) kann die Differenzierung zu einem Neuron-&hnlichen
Phanotyp stimuliert werden. Somit stellen diese Zellen ein geeignetes Modell-Zellsystem
zum Studium von Differenzierungsvorgéangen dar.

Zunachst wurde untersucht, welchen Einfluss die Einzelexpression von MARKK WT,
TESK1 WT und TESK1 D170A auf die Differenzierung von PC12 Zellen ausiiben kann.
Hierzu wurden die transfizierten Zellen jeweils fur mindestens 60 Stunden mit 100 ng/ml
NGF inkubiert. MARKK WT exprimierende Zellen differenzieren wie untransfizierte
Nachbarzellen (Abb. 35 7-9). Somit scheint die rekombinante Uberexpression dieser
Kinase fir die Differenzierung weder forderlich noch hemmend zu sein. Doch ein
Ausschalten des MARKK Gens in PC12 Zellen durch Verwendung von siRNA fihrte
dazu, dass diese Zellen nicht mehr differenziert werden kénnen (Timm et al. 2003). Daher
kann angenommen werden, dass MARKK bei diesem Vorgang eine essentielle Rolle
spielt. Wird die Aktin-beeinflussende Kinase TESK1 WT in PC12 Zellen exprimiert,
kdnnen diese Zellen groftenteils nicht mehr differenziert werden (Abb. 35 1-3). Ein Blick
auf das Aktin-Netzwerk zeigt deutliche Veranderungen in Vergleich zu untransfizierten
Nachbarzellen. TESK1 exprimierende Zellen bilden Aktin-Anh&aufungen (actin cluster) an
der Zellperipherie aus, vor allem in den fingerartigen Ausstiilpungen. Die Bilder vermitteln
den Eindruck, dass die Zelle versucht, neuritendhnliche Zellauslaufer zu bilden, denn die
Zellmorphologie ist gegenlber undifferenzierten Zellen verandert. Allerdings scheint die
durch TESK1 verursachte Aktin-Verstarkung eine normale Differenzierung zu verhindern.
Dahingegen hat die Expression der inaktiven TESK1-Mutante (TESK D170A) weder einen
Einfluss auf das Aktin-Netzwerk, noch auf die Differenzierung der Zellen. (Abb. 35 4-6).
Diese Zellen verhalten sich &hnlich wie die untransfizierten bzw. MARKK WT

exprimierenden Zellen.
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A) PC12 Zellen

CFP-TESK1 wt

CFP-TESK1 D170A

YFP-MARKK wt

CFP-TESK1 wt . .10 § YFP-MARKK wt

CFP-TESK1 D170A
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120 ~

m differenziert
m undifferenziert

MARKK WT TESK1WT TESK1D170A MARKKWT MARKKWT
+ TESKWT + TESK D170A

relative Zellzahl (%)

Abbildung 35: Einfluss der Expression von MARKK WT und TESK1 WT bzw. TESK1 D170A
(inaktiv) auf die Differenzierung von PC12 Zellen

(A) PC12 Zellen wurden mit YFP-MARKK WT und CFP-TESK1 WT oder CFP-TESK1 D170A (inaktiv)
transfiziert, nach 24 h fir mindestens 60 h mit 100 ng/ml NGF behandelt und anschlieBend fixiert. Zur
Untersuchung der Differenzierung in einen Neuron-&hnlichen Phénotyp wurde das Aktin-Netzwerk (anti-p-
Aktin, Cy5-gekoppelter Sekundéarantikdrper) angefarbt. Wéhrend die Einzeltransfektionen mit MARKK WT
und TESK1 D170A (inaktiv) scheinbar keinen Einfluss auf die Differenzierung ausiiben (4-9), unterbindet
die Expression von TESK1 WT die Differenzierung (1-3). Auch die Doppeltransfektion von MARKK WT
mit TESK1 WT fiihrte dazu, dass weniger Zellen differenzierten (10-13). Ahnlich wie bei der TESK1 WT-
Einzeltransfektion war das Aktin-Netzwerk verstarkt (vergleiche 2 und 12). Die gleichzeitige Expression von
MARKK WT und TESK1 D170A (inaktiv) hingegen fiihrte nicht zu Verénderungen des Aktins und die
meisten Zellen zeigten einen differenzierten Phanotyp (14-17). Transfizierte Zellen sind durch weiRe Pfeile
gekennzeichnet. (B) Die unter 35 A beobachteten Differenzierungsvorgange wurden quantitativ ausgewertet.
Hierzu wurde der Differenzierungszustand von jeweils mindestens 50 Zellen aus drei unabhéngigen
Experimenten analysiert. Als Vergleich dienten Zellen, die mit dem pEYFP-C1 Leervektor transfiziert
worden waren. Das Fluoreszenzprotein YFP sollte hierbei keinen Einfluss auf die Differenzierung haben.
70 % der YFP exprimierenden Zellen wiesen nach der Behandlung mit 100 ng/ml NGF fir 72 h einen
eindeutig differenzierten Phanotyp auf. Alle weiteren quantitativen Analysen wurden auf dieses Ergebnis
bezogen (d. h. 70 % differenzierte Zellen wurde fiir die weitere Analyse als 100 % gesetzt).

Um nun zu untersuchen, welchen Einfluss die beiden Kinasen MARKK und TESK1
zusammen auf die Differenzierung der PC12 Zellen haben, wurden beide Kinasen
gleichzeitig exprimiert. In diesen Zellen kann ein deutlicher Rickgang der
Differenzierbarkeit beobachtet werden (Abb. 35A 10-13 und 35B). Zellmorphologie und
Aktin dhneln TESK1 WT einzeln tranzfizierten Zellen. Bei der Koexpression von
MARKK WT mit der inaktiven Mutante von TESK1 (D170A) nimmt die Anzahl der
differenzierten Zellen im Vergleich zur MARKK-Einzeltransfektion nur leicht ab (Abb.
35A 14-17 und 35B).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Wechselwirkung von MARKK und
TESK1 die Organisation des Zytoskeletts der Zelle beeinflusst. Allerdings erfolgt nur eine
Einflussnahme auf die Dynamik der Mikrotubuli (Abb. 36).

Betrachtet man zunéchst die Effekte der untersuchten Kinasen auf das Zytoskelett getrennt,
so zeigt sich, dass MARKK auf das MT-Netzwerk wirkt. Die Expression der aktiven
Kinase fuhrt zu einer erhdhten Phosphorylierung von Tau bzw. MAPs. Dies bewirkt, dass
Tau nicht mehr an die Mikrotubuli binden kann. Das MT-Netzwerk wird instabil, was zum
Zusammenbruch und zum Absterben der Zelle fihren kann. Die Kinase TESK1 hingegen
wirkt auf das Aktin-Netzwerk. Die aktive Kinase inaktiviert den Aktin-
depolymerisierenden Faktor Cofilin und férdert auf diesem Wege die verstarkte
Ausbildung von Aktin-Stressfasern.

Die in der vorliegenden Arbeit charakterisierte Interaktion zwischen MARKK und TESK1
fuhrt zu einer Erhdhung der MT-Stabilitdt, da TESK1 die MARKK Aktivitdt hemmen
kann. Umgekehrt erfolgt aber keine Beeinflussung der TESK1 Aktivitat durch MARKK,
so dass die durch TESK1 induzierte Stabilitat des Aktins nicht beeintrachtigt wird.

dynamische Mikrotubuli stabiles Aktin

MARKK
(inaktiv) h

stabile Mikrotubuli stabiles Aktin

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Effekte auf das MT- und Aktin-Netzwerk durch die
Wechselwirkung zwischen MARKK und TESK1
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7. Diskussion

Das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau ist bei der Ausbildung einer Reihe
neurodegenerativer Krankheiten involviert. So findet man hyperphosphorylierte Tau-
Aggregate nicht nur in Gehirnen von Alzheimer Patienten, sondern auch bei
Frontotemporalen Demenzen und Parkinsonismus verknupft mit Chromosom 17 (FTDP-
17) und weiteren Krankheiten, die unter dem Begriff ,, Tauopathien* zusammengefasst
werden. All diesen Erkrankungen ist eine anormale Aggregation des Tau-Proteins zu
intrazellularen NFT gemeinsam, welche wahrscheinlich das Absterben der betroffenen
Nervenzellen bewirkt (Spillantini und Goedert 1998).

Die physiologische Funktion von Tau, die Stabilisierung der MT, wird durch
Phosphorylierung reguliert. Dabei spielt die Phosphorylierung der KXGS-Motive
(insbesondere Serin 262) in der MT-bindenden Domane durch die Kinase MARK eine
Schlisselrolle (Biernat et al. 1993, Trinczek et al. 1995, Nishimura et al. 2004). Wird Tau
durch MARK phosphoryliert, 16st sich dieses von den MT ab, was zur Instabilitat des
gesamten MT-Netzwerkes in der Zelle flihrt. Die Aktivierung der Kinase MARK erfolgt
unter anderem durch die Ste-20 Kinase MARKK (Timm et al. 2003). MARKK ist nicht
nur an der Regulation des MT-Netzwerkes beteiligt, sondern ist auch bei der Signalleitung
in der MAPK-Kaskade involviert (Hutchison et al. 1998; Yustein et al. 2003). Uber die
Regulation der Kinase MARKK ist bislang nur wenig bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war
es daher, neue Interaktionspartner zu identifizieren, die Ruckschlisse auf die Regulation

der Kinase ermdglichen sollten.

7.1 Identifizierung neuer Interaktionspartner der MARKK

Zur ldentifizierung neuer Interaktionspartner von MARKK wurde ein Hefe Zwei-Hybrid
Screen durchgefiihrt mit dessen Hilfe die Klone einer menschlichen fétalen Gehirn cDNA-
Bank durchmustert wurden. Die Auswertung ergab ein weites Spektrum an mdglichen
neuen Bindungspartnern der MARKK (Tabl. 1). Uberraschend war dabei besonders die
Vielfaltigkeit der Funktionen der so gefischten Interaktionspartner. Allerdings muss

natlrlich davon ausgegangen werden, dass nicht jedes identifizierte Protein auch in Zellen
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eine funktionelle Interaktion mit MARKK eingeht. Nur eine Einzelanalyse von jedem
Protein kann Aufschluss dariiber geben, ob die ermittelte Interaktion in Zellen wirklich
stattfindet.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Interaktion zu dem Protein Spredl ndher untersucht.
Beide Proteine — MARKK und Spredl - sind bei der Regulation von MAPK-
Signaltransduktionswegen involviert (Hutchison et al. 1998, Bundschu et al. 2006). Spredl
fungiert hierbei als Regulatorprotein, welches die Signalleitung zwischen Ras und Raf
unterbricht und somit die ERK-Signaltransdkutionskaskade inhibiert (Wakioka et al.
2001). Da die Bindung von Spredl auch die Aktivitat anderer Proteine, wie zum Beispiel
RhoA, moduliert, konnte bei der neu identifizierten Interaktion mit der Kinase MARKK

erwartet werden, dass deren Aktivitédt ebenfalls durch Spred1 beeinflusst wird.

7.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen MARKK und Spredl

Mit Hilfe direkter Hefe Zwei-Hybrid Tests konnte gezeigt werden, dass die Bindung
zwischen MARKK und Spred1 uber die jeweiligen carboxyterminalen Bereiche vermittelt
wird. Bei Spredl scheint hierflr die spry-TD Doméne essentiell zu sein, welche auch fur
die Wechselwirkung mit anderen Bindungspartnern verantwortlich ist (Bundschu et al.
2006). Weiterhin ist bekannt, dass dieser Bereich fur die Membranlokalisation wichtig ist
(Wakioka et al. 2001; Nonami et al. 2005). Wie kirzlich durch King und Kollegen gezeigt
werden konnte, erfolgt auch die Ausbildung von Heterodimeren Uber diese Domane (King
et al. 2005). Ubereinstimmend mit den dort gezeigten Daten konnte in dieser Arbeit eine
starke Interaktion der Spredl spry-TD Domanen untereinander ermittelt werden, was
daraufhin deutet, dass Spred1 auch Homodimere bilden kann.

Fur den C-Terminus von MARKK (AS 432-1001) konnte der Interaktionsbereich nicht
enger eingegrenzt werden, da alle getesteten Fragmente zur Bindung fahig waren. Sehr
deutlich hingegen waren die Resultate der Zwei-Hybrid Tests mit der aminoterminalen
Kinasedomane, welche keine Bindung zu den verschiedenen Spredl Mutanten einging.
Durch einen in vitro GST_Pulldown Assay konnte gezeigt werden, dass die Bindung von
Spredl an MARKK direkt erfolgt und es sich zumindest in vitro um eine sehr starke
Bindung handelt. Die durchgefiihrten Untersuchungen zur Aktivitatsverdnderung der

MARKK durch die Wechselwirkung mit Spredl zeigten entgegen den Erwartungen, dass
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Spredl nicht in der Lage ist, die Aktivitdt der MARKK signifikant zu beeinflussen.
Sowohl in den in vitro Aktivitats-Assays, als auch in den Expressionsanalysen in CHO
Zellen konnte keine Verénderung der MARKK Aktivitat in Gegenwart von Spredl
ermittelt werden. Die durchgefiihrten Expressionsanalysen in Zellen sollten Aufschluss
darliber geben, ob SPRED1 die Aktivitat der MARKK im Hinblick auf die Stabilitat des
MT-Netzwerkes modulieren kann. Die Koexpressionsstudien in CHO Zellen zeigen aber,
dass Spredl die dramatischen Effekte von MARKK auf die Zellmorphologie nicht
unterbinden kann (Abb. 19).

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass dennoch eine funktionelle Relevanz der
Interaktion in Zellen besteht. Beide Proteine sind an der Regulation der MAPK-
Signalubertragungswege  involviert.  Wahrend MARKK/TAO1 durch  direkte
Phosphorylierung von MKK3 in die p38-Signaltransduktionskaskade eingreifen kann und
diese aktiviert, moduliert Spred1 den ERK-Signaltransduktionsweg (Hutchison et al. 1998,
Wakioka et al. 2001). Denkbar wére, dass die neu identifizierte Interaktion zwischen
MARKK und Spredl die beiden MAPK-Signaltransduktionswege miteinander verbindet
und die unterschiedlichen Aktivitaten und Effekte koordiniert (crosstalk). Interessant sind
in diesem Zusammenhang die Daten (ber die Lokalisation von Spredl an bestimmte
Bereiche der Plasmamembran, welche als Caveolae oder , lipid rafts* bezeichnet werden
(Nonami et al. 2005). Diese Cholesterin-reichen Mikrodoménen der Zellmembran spielen
nicht nur bei der Endozytose eine wichtige Rolle, sondern sind scheinbar auch an
Signaltransduktionsvorgéngen involviert (Harris et al. 2002, Cohen et al. 2004, Shaul und
Anderson 1998). Es wurde eine erhéhte Konzentration an unterschiedlichen Komponenten
der Signallbertragung an diesen Membranbereichen festgestellt. Spredl interagiert mit
Caveolin-1, ein Bruckenprotein (scaffold), welches fir die Caveolae Ausbildung essentiell
ist (Nonami et al. 2005, Lisanti et al. 1995). Somit konnte die Bindung von Spredl an
MARKK eine Translokationsfunktion haben, die der Lokalisation von MARKK an

Caveolae dient.

Aus den vorliegenden Ergebnissen, wird offensichtlich, dass Spredl zwar an MARKK
binden kann, doch dass diese Interaktion keinen Einfluss auf die Aktivitat der Kinase im
Hinblick auf die Regulation der MT-Stabilitat austibt.

Ein weiterer Aspekt, fur die Entscheidung, die Wechselwirkung zwischen MARKK und

Spredl genauer zu untersuchen, war die vermutete Interaktion von Spredl mit TESKI.
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TESK1 ist eine Kinase, welche die Organisation des Aktin-Netzwerkes beeinflusst. Eine
Bindung von Spredl an TESK1 konnte aus Daten (ber die Interaktion zwischen dem
Spredl verwandtem Protein sprouty4 und TESK1 vermutet werden (Leeksma et al. 2002,
Tsumura et al. 2004). In einer sich daraus ableitenden Arbeitshypothese nahm Spred1 eine
zentrale Position zwischen MARKK und TESK1 ein und waére so eine Art Briickenprotein,
welches die Regulation der MT- und Aktin-Organisation Uber die beiden Kinasen

miteinander verbindet.

7.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen TESK1 und Spred1

Die Kinase TESK1 kann durch ihre direkte Wirkung auf den Aktin-depolymerisierenden
Faktor Cofilin die Organisation des Aktin-Zytoskeletts beeinflussen. Ahnlich wie die
verwandte LIM-Kinase phosphoryliert TESK1 Cofilin und fordert auf diesem Wege die
verstarkte Ausbildung von Aktin Stressfasern (Toshima et al. 2001a). Doch
mdoglicherweise beschranken sich die Funktionen von TESK1 nicht nur auf die Modulation
des Aktin-Netzwerkes, sondern beeinflussen auch das MT-Netzwerk. Diese Vermutung
leitet sich aus Ergebnissen einer Studie zur Tau-Toxizitat ab, in welcher das Drosophila-
Homolog von TESK1 cdi (center divider) als ein Verstarker der Toxizitat identifiziert
wurde (Shulman und Feany 2003). Die neu charakterisierte Bindung des Regulatorproteins
Spredl an MARKK eroffnete eine neue mdgliche Verbindung zwischen der MT-
Regulation tber MARKK — MARK — Tau und der Aktin-Organisation tber TESK1 und
Cofilin. Es konnte angenommen werden, dass Spredl eine direkte Bindung mit TESK1
eingehen kann, da sprouty4 mit TESK1 interagiert und die Kinase inhibiert (Leeksma et al.
2002, Tsumura et al. 2004). Die Proteine der sprouty- und der Spred-Familie tiben &hnliche
Funktionen bei der Regulation des MAPK-Signaltransduktionsweges aus (Guy et al. 2003,
Dikic und Giordano 2003). Neben dieser funktionellen Ahnlichkeit gibt es auch
strukturelle Gemeinsamkeiten. So zeichnen sich die Mitglieder beider Familien durch eine
Cystein-reiche Doméne  am Carboxyterminus  aus (spry-TD, sprouty
Translokationsdoméne), welche unter anderem fur die Membranlokalisation und
Dimerisierung verantwortlich ist (King et al. 2005, Bundschu et al. 2006, Impagnatiello et
al. 2001). Spred verfugt neben der spry-TD Doméne uber zwei weitere Domanen: die N-
terminale EVH-1 Domane und die zentrale KBD (siehe 3.3.1 und Bundschu et al. 2006).
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Fur beide Doméanen konnte bislang nicht eindeutig geklart werden, welche Aufgabe sie
besitzen und welchen Einfluss sie auf die Funktion von Spred haben.

Mittels direkter Hefe Zwei-Hybrid Tests wurden die Interaktionsdoménen in TESK1 und
Spredl ermittelt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse weisen starke Parallelen zu den
bekannten Daten (ber die Wechselwirkung zwischen sprouty4 und TESK1 auf (Tsumura
et al. 2004). Es konnte eine Bindung der beiden vollstandigen Proteine Spredl und TESK1
aneinander beobachtet werden. Fir die Interaktion in Spredl ist, analog zu sprouty4, die
carboxyterminale spry-TD Doméne verantwortlich. Die N-terminalen Bereiche (EVH-1
und c-Kit) zeigen keinerlei Wechselwirkung zu den verwendeten TESK1-Konstrukten. Bei
der Betrachtung der Ergebnisse in Bezug auf TESKZ1, ist es nicht méglich eine eindeutige
Interaktionsdoméne zu benennen. Sowohl die N-terminale Kinasedoméne, als auch die C-
terminalen regulatorischen Bereiche sind in der Lage, an Spredl zu binden. Somit scheint
es in TESK1 sowohl fur sprouty4, als auch fir Spredl zwei Interaktionsbereiche zu geben.
Dieses Verhalten lieR vermuten, dass Spredl einen ahnlichen Einfluss wie sprouty4 auf
die TESK1-Aktivitat austben wirde, welches eine hemmende Wirkung besitzt. Die
Ergebnisse der durchgefiihrten in vitro Aktivitatsassays ergaben allerdings ein
komplexeres Bild (Abb. 23). Wurde TESK1 zusammen mit dquimolaren Mengen an
Spredl inkubiert, flihrte dies zu einem sprunghaften Anstieg der TESK1-Aktivitat. Die
Inkubation mit groReren Mengen an Spredl fiihrte aber zu dem erwarteten Riickgang der
Kinaseaktivitat. Die Ursache flr die beobachtete verstarkte Cofilin-Phosphorylierung bei
einem TESK1-Spredl Verhaltnis von 1:1 ist unklar. Denkbar ware, dass Spredl uber die
zwei Interaktionsdoménen auch zwei unterschiedliche Wirkungen (aktivierend und
inhibierend) auf TESK1 haben kann. AuBerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die fur den Assay verwendete GST_Spredl-Prdparation neben Spredl weitere Proteine
enthdlt. Die Ergebnisse des Aktivitatsassays deuten auf einen aktivierenden Faktor hin,
welcher den sprunghaften Anstieg der TESK1 Aktivitat bei niedrigen Spredl-
Konzentrationen verursachen kénnte. Mdglich ist aber auch, dass Spredl zusétzlich einen
Einfluss auf das Substrat Cofilin hat. Die Zugabe von geringen Mengen an Spredl konnte
eine Konformationsédnderung bewirken, die die Zuganglichkeit des Substrates fir die
Kinase TESK1 verbessert, was die erhohte Aktivitat erklaren wirde. Wird dem Ansatz
Spredl in héheren Konzentrationen zugegeben, kdme zusétzlich zu dem Effekt auf Cofilin
die hemmende Wirkung auf TESK1.

Solch eine inhibierende Wirkung von Spredl auf TESK1 kann deutlich beobachtet werden,
wenn die Effekte von TESK1 auf das Aktin-Netzwerk in der Zelle betrachtet werden. Es
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ist bekannt, dass TESK1 die Ausbildung von Aktin-Stressfasern fordert, indem es Cofilin
inaktiviert (Toshima et al. 2001a). Diese Veranderung konnte auch in den verwendeten
CHO Zellen beobachtet werden (Abb. 24). Wurde TESK1 zusammen mit Spredl
exprimiert, konnten zwei augenfallige Effekte festgestellt werden (Abb. 26). Zum einen
wies das Aktin-Netzwerk gegentiber den untransfizierten Zellen keinerlei Veranderungen
auf, was als ein Beleg fiir die hemmende Wirkung von Spredl angesehen werden kann.
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass beide Proteine fast ausschlieBlich in vesikuléren
Strukturen kolokalisieren. Eine &hnliche Lokalisation wurde auch fir TESK1 und sprouty4
beschrieben (Tsumura et al. 2004). TESK1 weist diese Verteilung in der Zelle auch bei
einer Einzeltransfektion auf. Bislang ist nicht bekannt, um was fur Vesikel es sich hierbei
handelt. Auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen lassen die Frage
nach der Identitat dieser vesikuldren Strukturen leider unbeantwortet. Doch kann aus den
Expressionsstudien, in denen verschiedene Vesikeltypen durch spezifische Antikdrper
Fluoreszenz-markiert wurden, abgeleitet werden, dass es sich nicht um eines der folgenden
Kompartimente handelt: Mitochondria, Lysosomen, Golgi und Endosomen. Die vesikuldre
Lokalisation von Spredl bei der Koexpression mit TESK1 war Uberraschend, da flr
Spredl bislang eine vorwiegend zytoplasmatische Verteilung bekannt war. Scheinbar kann
TESK1 diese dramatische Veranderung der Verteilung von Spredl hervorrufen. Umso
interessanter wére es zu wissen, um welche Art von Vesikel es sich hierbei handelt. Fir
Spredl ist neben der zytosolischen Verteilung in der Zelle auch eine teilweise verstérkte
Lokalisation an der Plasmamembran, insbesondere an Caveolae bekannt (Nonami et al.
2005). Diese Membranbereiche sind unter anderem in der Endozytose involviert (Shaul
und Anderson 1998). Mdglicherweise handelt es sich daher bei den beobachteten
vesikuldaren Strukturen um endozytotische Vesikel. Weitere Analysen zur detaillierten
Charakterisierung der Vesikel sind geplant.

Es hat sich gezeigt, dass das Regulatorprotein Spredl in einer Reihe von zelluldren
Prozessen eingreifen kann. So verhindert die Uberexpression von Spredl Differenzierung
und Zellmigration (Wakioka et al. 2001, Miyoshi et al. 2004, Yoshida et al. 2006). Beide
Prozesse sind an den Umbau des Zytoskeletts und somit auch des Aktin-Netzwerkes
gekoppelt. Die Organisation des Aktin-Netzwerkes wird durch eine Vielzahl von
unterschiedlichen Proteinen beeinflusst und der Umbau einzelner Komponenten erfolgt
streng reguliert (siehe auch 3.2.2). Miyoshi und Kollegen wiesen nach, dass Spredl auf
direktem Wege die Aktin-Organisation in der Zelle beeinflussen kann. Sie stellten eine
direkte Interaktion von Spredl mit der GTPase RhoA fest. Die Interaktion verhindert die
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Aktivierung der ROCK-Kinase durch RhoA (Miyoshi et al. 2004). ROCK nimmt eine
zentrale Position bei der Regulation der Aktindynamik ein, indem es unter anderem durch
Phosphorylierung der LIMK (LIM Kinase) vor allem die Ausbildung von Aktin-
Stressfasern fordert (Riento und Ridley 2003). Fir Prozesse wie Differenzierung und
Zellmigration ist das Vorhandensein von Stressfasern essentiell. Diese kontraktilen
Aktinfaserbiindel sind vor allem fir die Ausbildung von Adhésionspunkten (focal
adhesion) von groRer Bedeutung, mittels welcher sich die Zelle an dem darunter liegendem
Substrat anhaftet (Kaibuchi et al. 1999, Kaverina et al. 2002). Wie flr die meisten
Prozesse ist auch hier die richtige Balance zwischen Ausbildung und Abbau der
Adhasionspunkte, sowie deren zeitliche und rdaumliche Verteilung von entscheidender
Bedeutung. Eine zu starke Adhésion, als auch eine zu schwache Anheftung der Zelle
verhindern Migration und Differenzierung (Riento und Ridley 2003, Raftopoulou und Hall
2004, Ridley 2001).

Die neu identifizierte Wechselwirkung zwischen Spred1 und TESK1 scheint eine ahnliche
funktionelle Bedeutung zu haben, da auch TESK1 die Bildung von Stressfasern
beeinflusst. TESK1 wirkt analog zum ROCK-Effektor LIMK auf Cofilin. Die aktiven
Kinasen phosphorylieren Cofilin am Serin 3, was zu dessen Inaktivierung fihrt. Somit
kommt es zu einer verminderten Aktin-Depolymerisation bzw. Fragmentierung und stabile
Aktin-Stressfasern, sowie Adhésionspunkte koénnen gebildet werden (Bailly und Jones
2003, Bamburg und Wiggan 2002). Dies kann auch als Ursache angesehen werden, warum
die Expression von TESK1 die Zellausdehnung und Anhaftung (cell spreading) fordert, ein
Prozess, der den ersten Schritt in Richtung Differenzierung und Migration darstellt
(Tsumura et al. 2004). Allerdings muss davon ausgegangen werden, dass eine ungebremste
TESK1-Aktivitit im weiteren Verlauf eher hinderlich ist. So verhindert die Uberexpression
aktiver LIMK die Polarisierung von motilen Zellen und fuhrt stattdessen zur Ausbildung
multipler nicht polarisierter Lamellipodia (Dawe et al. 2003, Bally und Jones 2003).
Weiterhin hemmt eine zu starke Adhdsion der Zelle an das Substrat die Zellmigration (Cox
et al. 2001).

Die neu identifizierte Wechselwirkung zwischen Spredl und TESK1 kann somit als ein
weiterer Regulationsmechanismus zur rdumlichen und zeitlichen Begrenzung der Aktin-
Stabilitat und Adhésion und somit von Polarisation und Fortbewegung der Zelle angesehen
werden (Abb. 37).
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Abbildung 37: Einfluss von Spredl auf die Organisation des Aktin-Netzwerkes und die
Differenzierung von Zellen

Spred1 ist ein Regulatorprotein, welches durch seine Bindung an verschiedene Interaktionspartner diese in
ihrer Funktion hemmen kann. Durch die Wechselwirkung mit RhoA und TESK1 kann Spredl Einfluss auf
die Organisation des Aktin-Netzwerkes nehmen. Weiterhin ist Spredl in der ERK/MAPK-
Signaltransduktionskaskade involviert, wo es die Aktivierung von Raf verhindert. Eine Interaktion mit der
Kinase MARKK konnte nachgewiesen werden, doch die funktionelle Relevanz in Zellen ist nicht geklart.

7.4  Charakterisierung der Interaktion von MARKK und TESK1

Fur viele zelluldre Prozesse ist die Dynamik des Zytoskeletts und die Fahigkeit zur
Umstrukturierung von entscheidender Bedeutung. Dartiber, wie die Koordination zwischen
den einzelnen Komponenten erfolgt, ist wenig bekannt. Umso interessanter waren die im
Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, die Spredl als einen gemeinsamen
Bindungspartner von MARKK und TESK1 identifizierten. Hierdurch ergab sich die
Maglichkeit, die Signaltransduktionswege der beiden Kinasen miteinander zu verbinden.
Spredl wirde in diesem Fall als Briickenprotein fungieren. Doch Uberraschender Weise
konnte in Bindungstests mittels Hefe Zwei-Hybrid Systems eine direkte Interaktion
zwischen MARKK und TESK1 festgestellt werden. Somit war eine viel direktere
Wechselwirkung zwischen MT- und Aktin-Netzwerk denkbar.
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Die Analyse der bei der Interaktion involvierten Doméanen ergab ein komplexes Bild.
Zunachst konnte in den durchgefuhrten Hefe Zwei-Hybrid Tests keine Interaktion der
beiden vollstandigen Kinasen festgestellt werden. Ein solches Verhalten kann verschiedene
Ursachen haben. Zum einen muss berlicksichtigt werden, dass es sich bei MARKK und
TESK1 um rekombinante Proteine (Sequenzen von Rattus norwegicus) handelt, die in den
Hefen exprimiert werden. Es besteht die Gefahr, dass essentielle posttranslationale
Modifikationen fehlen, oder die Proteine falsch gefaltet sind. AuRerdem ist es mdoglich,
dass weitere Kofaktoren, welche die Interaktion beeinflussen, in den Hefen nicht
vorhanden sind. Dies konnte ein Hinweis auf Spredl und dessen Funktion als
Brickenprotein sein. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Interaktion in
Abhangigkeit bestimmter Konformationen der beiden Kinasen stattfindet. Die
durchgefiihrten Untersuchungen zum Bindungsverhalten einzelner Domanen deuten darauf

hin, dass in beiden Proteinen mindestens zwei Interaktionsbereiche vorhanden sind.

Da es sich bei TESK1 und MARKK um Kinasen handelt, stellte sich naturlich die Frage,
ob durch die Wechselwirkung die Aktivitaten beeinflusst werden. Die Untersuchungen
zeigen, dass eine Beeinflussung der Aktivitat nur einseitig erfolgt. So wird MARKK durch
TESK1 gehemmt, wahrend die TESK1-Aktivitat nicht beeinflusst wird (Abb. 38). Diese
unidirektionale Wechselwirkung hat demnach nur Konsequenzen auf die Stabilitat des
MT-Netzwerkes. Eine Hemmung der MARKK-AKktivitat konnte auch durch die inaktive
TESK1-Mutante (TESK D170A), sowie den carboxyterminalen regulatorischen Bereich
von TESK1 (TESK1 AN, ohne katalytische Doméne) erzielt werden. Die weiterhin
vorgenommene Analyse des Phosphorylierungszustandes von MARKK zeigte, dass die
Autophosphorylierung in Gegenwart von TESKL1 verringert war. Zusammengefasst deutet
dies darauf hin, dass die Hemmung von MARKK (ber die Bindung an TESK1 erfolgt und
nicht durch Phosphorylierung verursacht wird.

Die Ergebnisse der Bindungsassays und der in vitro Untersuchungen konnten in
Expressionsstudien in CHO Zellen bestatigt werden. Die Einzeltransfektion der Kinasen
hat auf Grund der unterschiedlichen Funktionen sehr verschiedene Effekte auf das
Zytoskelett: MARKK destabilisiert MT und Aktin, wahrend TESK1 zu verstarkten Aktin-
Stressfasern fiihrt und das MT-Netzwerk weitgehend nicht beeinflusst (Abb. 18 und Abb.
24).

Im Falle einer Koexpression von MARKK und TESK1 in CHO Zellen ist MARKK nicht
mehr in der Lage, die MT zu destabilisieren, wahrend TESK1 nach wie vor die Ausbildung
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von Stressfasern fordert. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der in vitro Aktivitats-
Assays wird der MT-stablilisierende (MARKK-inhibierende) Effekt auch durch die
inaktive TESK1-Mutante erzielt. Diese Beobachtung ist ein weiterer Beleg dafiir, dass die
Hemmung der MARKK durch die Bindung an TESK1 und nicht tiber Phosphorylierung
vermittelt wird.

Die Effekte, die sich aus der Interaktion von MARKK und TESK1 ergeben, sind in
Abbildung 38 zusammengefasst. Bemerkenswert ist dabei, dass durch die Bildung des
Interaktionskomplexes nur die Aktivitdt einer Komponente — die von MARKK -
beeinflusst wird. Durch die Wechselwirkung zwischen MARKK und TESK1 erfolgt neben

der Stabilisierung von Aktin auch die Stabilisierung des MT-Netzwerkes.

? Integrin

| /,
MARKK _ TESK1

4 /
MARK
=) \, Cofilin
MAPs
(Tau)
MT Aktin

Koordination/
Gleichgewicht

Abbildung 38: Die Hemmung von MARKK durch TESK1 fiihrt zu einer erhdhten MT-Stabilitat
TESK1 und MARKK sind zwei Kinasen, die unterschiedliche Effekte auf das Zytoskelett der Zelle ausuiben.
Wéhrend MARKK die MAP-Phosphorylierung modulieren kann und auf diesem Wege die MT-Stabilitét
beeinflusst, wirkt TESK1 auf die Stabilitat des Aktin-Netzwerkes. Die identifizierte Wechselwirkung dieser
beiden Kinasen fiihrt zu einer Inhibition der MARKK-AKktivitdt und ist ein mdglicher neuer Weg, die
Organisation der beiden Zytoskelett-Komponenten Mikrotubuli und Aktin zu koordinieren.

Die Ergebnisse der Aktivitatstests ziehen die Frage zur Wirkungsweise der Interaktion auf
struktureller Ebene nach sich. Bei den untersuchten Proteinen MARKK und TESK1
handelt es sich um Serin/Threonin Kinasen. Die katalytische Aktivitat aller Kinasen
unterliegt einer strengen Regulation, welche durch unterschiedliche Mechanismen erreicht

wird. So erfolgt zum Beispiel die Regulation der Zellzyklus-abh&ngigen cdk-Kinasen
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durch die Interaktion mit Cyclinen (Jeffrey et al. 1995). Weiterhin sind mehrere Kinasen
bekannt, die durch die Bindung an das kleine Regulatorprotein 14-3-3 in ihrer Aktivitat
beeinflusst werden (Bridges und Moorhead 2004). Unter anderem konnte eine solche
Wechselwirkung auch fir PAR-1B (D. melanogaster Homolog von MARK?2) und TESK1
nachgewiesen werden (Hurov et al. 2004, Toshima et al. 2001b). Einige Kinasen besitzen
regulatorische Sequenzen, die aulRerhalb der katalytischen Domane liegen und Einfluss auf
die Aktivitdt nehmen konnen. Hierzu z&hlen unter anderem Pseudosubstratdoméanen wie z.
B. bei GSK3p und autoinhibitorische Doméanen wie z. B. bei PAK1 (Dajani et al. 2001,
Parrini et al. 2001). Bei der Mehrzahl, der in der Literatur beschriebenen Beispiele von
Kinase-Inhibitor-Komplexen, handelt es sich um die Wechselwirkung zwischen der Kinase
und einem Kkatalytisch nicht aktivem Regulatorprotein bzw. einer Regulatorsequenz. Die
fir MARKK und TESK1 charakterisierte Wechselwirkung zweier Kinasen, bei denen der
Effekt auf die Aktivitdt lediglich durch deren Bindung und nicht durch
Phosphorylierungsereignisse vermittelt wird, ist sehr ungewohnlich. Wie beschrieben
fungiert TESK1 in diesem Fall als Inhibitor von MARKK. Die vorliegenden Ergebnisse
lassen vermuten, dass die Interaktion der carboxyterminalen Domane von TESK1 mit der
aminoterminalen katalytischen Doméane von MARKK zur Hemmung der Kinaseaktivitat
fuhrt (Abb. 32).

Ein ahnlicher Wirkungsmechanismus ist fiir die Interaktion der beiden Kinasen MARK?2
und PAKS5 durch Mitarbeiter in unserem Labor identifiziert worden (Matenia et al. 2005).
Hierbei ist PAKS5 in der Lage die Aktivitat von MARK?2 allein durch Bindung zu hemmen
(siehe auch 3.2.3). Die Interaktion dieser beiden Kinasen erfolgt jeweils Uber deren
katalytische Doménen. Interessant ist der Vergleich zwischen der Wechselwirkung von
MARKK-TESK1 und MARK2-PAKS5 auch im Hinblick auf deren zelluldre Effekte. In
beiden Fallen handelt es sich um die Interaktion zweier Kinasen, wobei die eine einen
Einfluss auf das MT-Netzwerk hat (MARKK bzw. MARK2) und die andere die
Organisation des Aktins reguliert (TESK1 bzw. PAKS). Bemerkenswert ist, dass in beiden
Interaktionskomplexen jeweils die Aktin-regulierende Kinase die Aktivitat der MT-
regulierenden Kinase hemmt, aber umgekehrt die Aktivitat der Aktin-regulierenden Kinase
nicht beeinflusst wird. Somit wirken TESK1 und PAKS5 beide inhibierend auf den
Signaltransduktionsweg MARKK > MARK > MAP/Tau - MT-Stabilitat, wenn auch auf
unterschiedlichen Ebenen. Die Kinasen TESK1 und PAKS5 beeinflussen die Organisation
von Aktin in der Zelle. Allerdings iben sie entgegengesetzte Effekte aus. Wéahrend PAK5

Aktin- Stressfasern auflést und die Ausbildung von Filopodien férdert, fihrt die
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Expression von TESK1 zu einer Verstarkung von Stressfasern (Dan et al. 2002, Toshima
et al. 2001a). Moglicherweise, wirken PAK5 und TESK1 nicht nur auf MARK2 bzw.
MARKK, sondern konnen auch ihre eigene Aktivitdt gegenseitig beeinflussen. Erste
Hinweise darauf liefern Ergebnisse aus Untersuchungen zur TESK1 Regulation. Toshima
und Kollegen fanden dabei heraus, dass TESK1 durch PAK3 phosphoryliert wird.
Allerdings konnte nicht geklart werden, welche Funktion diese Phosphorylierung hat
(Toshima et al. 2001a).

Denkbar ware die Bildung eines multiplen Komplexes aus allen vier Kinasen: MARKK,
MARK, PAK5 und TESK1. Ein solcher Komplex wiirde eine genaue und fein

abgestimmte Regulation der einzelnen Komponenten ermdaglichen.

Wie  bereits erwdhnt, sind MARKK und TESK1 in  verschiedenen
Signallbertragungswegen an der Organisation des Zytoskelettes involviert. Die direkte
Interaktion dieser beiden Proteine ist ein weiteres Beispiel fiir die Verzweigung und
Koordination zwischen verschiedenen Signaltransduktionskaskaden. So sind Kinasen
haufig nicht nur innerhalb eines Signallibertragungsweges involviert, sondern kénnen in
verschiedenen Kaskaden unterschiedliche Effektoren beeinflussen. Dies trifft auch auf
MARKK zu, welche neben ihrer Funktion im MARKK - MARK - MAP
Signaltransduktionsweg auch den p38/MAPK Signaltransduktionsweg beeinflusst.

Die Beteiligung einer Kinase in unterschiedlichen Signaltransduktionskaskaden ermdglicht
die notwendige Koordination zwischen den verschiedenen Signaltransduktionswegen
(crosstalk). Fir die Interaktion von MARKK und TESK1 bedeutet dies, dass TESK1 neben
seiner Funktion bei der Regulation des Aktin-Netzwerkes auch auf das MT-Netzwerk, ber
die Hemmung der MARKK, wirken kann.

Es wird vermutet, dass sich die Komponenten vieler Signallibertragungswege zumindest
zeitweilig zu funktionellen Komplexen zusammenlagern. Gut untersucht ist dieses
Verhalten z. B. bei den MAPK Signaltransduktionskaskaden. So ist unter anderem
bekannt, dass die Kinasen des JNK-Signalubertragungsweges (MLK3, MKK7 und JNK)
an das Gerlstprotein JIP-1 binden, wobei auf diese Weise die Spezifitat der
Signalweiterleitung aufrechterhalten wird (Whitmarsh 2006).

Fur die untersuchten Proteine MARKK, TESK1 und SPRED1 ist ebenfalls eine
Komplexbildung denkbar. Es hat sich gezeigt, dass diese Proteine jeweils direkt
aneinander binden konnen, was aber nicht ausschlielt, dass alle drei zusammen einen

funktionellen Komplex in Zellen bilden. Eine solche Komplexbildung kénnte die
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Signaltransduktion unterstiitzen bzw. férdern. Weiterhin ist vorstellbar, dass die zellulare
Lokalisation der einzelnen Komponenten beeinflusst wird, was Auswirkungen auf den
Signalfluss haben kann. Eine solche Komplexbildung koénnte auch fir die Integration
unterschiedlicher Signale und fir die Feinregulation der Signalweiterleitung von

Bedeutung sein.

7.4.1 TESK1 -ein Modulator der Tau Toxizitat?

Ein mdglicher funktioneller Zusammenhang zwischen der Aktin-regulierenden Kinase
TESK1 und dem MT-stabilisierenden Protein Tau wurde aus den Ergebnissen von
Untersuchungen zur Tau-Toxizitdt in D. melanogaster abgeleitet und war ein
Ausgangspunkt fur die durchgefiuhrten Experimente. Cdi, das D. melanogaster TESK1-
Homolog, war in einem genetischen Screen als ein Verstarker der Tau-Toxizitat
identifiziert worden (Shulman und Feany 2003). Zahlreiche Studien zum Mechanismus der
Tau-Toxizitat in Neuronen haben gezeigt, dass eine abnormal erhéhte Phosphorylierung
von Tau zu den Hauptmerkmalen zahlt (Lee et al. 1991, Igbal und Grundke-Igbal 1996).
Eine der Kinasen, welche in der Lage ist Tau zu phosphorylieren, ist die MARK-Kinase.
Diese wird unter anderem durch die vorgeschaltete Kinase MARKK aktiviert, welche
Gegenstand dieser Arbeit ist (Timm et al. 2006). Beide Kinasen wurden ebenfalls als
Modulatoren der Tau-Toxizitdt (MARK/Parl als Unterdriicker und MARKK/TAO-1 als
Verstarker) in dem bereits erwahnten genetischen Screen von Shulman und Feany
identifiziert (Shulman und Feany 2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen auf
eine direkte Verbindung zwischen der Aktin-regulierenden Kinase TESK1 und dem
MARKK - MARK - Tau Signaltransduktionsweg schlieBen. Die Wechselwirkung erfolgt
auf der Ebene von MARKK und fiihrt zu einer Inhibition der MARKK-Kinaseaktivitat.
Eine verminderte MARKK-Aktivitdt fuhrt zu einer geringeren Tau-Phosphorylierung
durch MARK, da MARK nicht durch die inhibierte MARKK aktiviert werden kann (Abb.
34). Dies wirde allerdings bedeuten, dass TESK1 nicht wie bei Shulman und Feany
beschrieben die Tau-Toxizitdt verstarkt, sondern reduziert. Da aber die Tau-
Phosphorylierung in Neuronen auch durch andere Kinasen und Phosphatasen reguliert
wird, kann natirlich nicht ausgeschlossen werden, dass TESK1 direkt oder indirekt auch
die Aktivitat anderer (auf Tau wirkende) Signalproteine beeinflusst.
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7.4.2 Einfluss von TESK1 und MARKK auf die Differenzierung

Bei der Differenzierung von Zellen mussen eine Vielzahl wvon Signalen und
unterschiedlichste  Prozesse koordiniert werden. Auch die rdumliche und zeitliche
Regulation der Stabilitdt bzw. Dynamik der Zytoskelett-Komponenten innerhalb einer
Zelle ist von groRer Bedeutung. So weist das Mikrotubuli-Netzwerk differenzierter Zellen,
wie z. B. Neuronen, in verschiedenen Bereichen eine unterschiedliche Dynamik auf.
Besonders deutlich wird dieses Phdnomen im Axon, wo Soma-nahe Bereiche stabil und
distale Regionen sehr dynamisch sind (Ahmad et al. 1993, Tanaka et al. 1995). Bei der
Regulation der MT-Dynamik spielt das MT-stabilisierende Protein Tau eine wichtige Rolle
(Caceres und Kosik 1990, Leger et al. 1994, Panda et al. 1999). Es hat sich gezeigt, dass
eine Phosphorylierung von Tau in den KXGS-Motiven durch die MARK-Kinase flr die
neuronale Differenzierung notwendig ist (Biernat und Mandelkow 1999, Biernat et al.
2002). Weiterhin ist bekannt, dass auch MARKK fiir das Neuritenwachstum essentiell ist,
da in PC12 Zellen nach einem Ausschalten von MARKK keine Polarisation erfolgen kann
(Timm et al. 2003). Im Wachstumskegel (growth cone) sich bildender Neuriten, wo
Mikrotubuli besonders dynamisch sind, kolokalisieren Tau, MARK und MARKK mit
Aktin (Timm et. al. 2003).

Auch die Dynamik des Aktin-Netzwerkes in differenzierenden Neuronen wird streng
raumlich und zeitlich reguliert (Bradke und Dotti 2000, Da Silva und Dotti 2002, Luo
2000). So befinden sich im Wachstumskegel von Axonen gleichzeitig verschiedene Aktin-
Strukturen, wie Filopodia und Lamellipodia, welche sich in einem standigen Umbau
befinden. Diese Dynamik, die eine gezielte Reaktion auf verschiedene Wachstumsstimuli
maoglich macht, wird unter anderem durch den Aktin-depolymerisierenden Faktor Cofilin
vermittelt (Kuhn et al. 2000, Sarmiere und Bamburg 2004). Die Aktivitat von Cofilin wird
durch die Kinasen LIMK und TESK, sowie die Phosphatase Slingshot reguliert (Arber et
al. 1998; Toshima et al. 2001a, Soosairajah et al. 2005, Huang et al. 2005).

Ergebnisse aus unterschiedlichen Studien in den letzten Jahren machen deutlich, dass die
Kooperation zwischen MT und Aktin auf unterschiedlichen Ebenen ablduft und fir
Prozesse wie die Polarisation essentiell ist (Waterman-Storer und Salmon 1999, Goode et
al. 2000, Dehmelt und Halpain 2003, Rodriguez et al. 2003). Die durchgefiihrten
Untersuchungen zur Interaktion zwischen MARKK und TESK1 konnen weitere
Informationen tiber das Wechselspiel zwischen Aktin und Mikrotubuli im Hinblick auf die

Differenzierung von Zellen liefern. Die Ergebnisse der Differenzierungsstudien in PC12
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Zellen zeigen, dass die Expression von MARKK WT auf die Ausbildung eines Neuron-
ahnlichen Zellfortsatzes weder eine férdernde noch eine hemmende Wirkung besitzt (Abb.
35 B, relative Zellzahl an differenzierten Zellen entspricht der, mit YFP als Kontrolle
transfizierten). Es ist aber bekannt, dass ein Verlust an MARKK durch Verwendung von
siRNA die Differenzierung verhindert (Timm et al. 2003). Somit ist das Vorhandensein
dieser Kinase fir die Polarisation der Zelle entscheidend. Auch die Expression der TESK1
inaktiven Mutante (TESK1 D170A), welche zwar die MARKK-AKktivitdt hemmen, aber
nicht auf das Aktin-Netzwerk wirken kann, hat in den durchgefiihrten Studien keinen
Einfluss auf die Differenzierung (Abb. 35). Anscheinend kann die iberexprimierte inaktive
TESK D170A die endogene MARKK nicht hemmen, da die Polarisation der Zelle nicht
beeinflusst wird. Untersucht wurde auch die Wirkung der Aktin-regulierenden Kinase
TESK1 auf die Differenzierung von PC12 Zellen (Abb. 35). Die Expression von TESK1
WT flhrt zur Ausbildung von multiplen, fingerartigen und Aktin-reichen Aussttlpungen.
Diese Zellen sind nicht in der Lage, den durch NGF-induzierten Neuron-&hnlichen
Phanotyp auszubilden. Hierbei scheint TESK1 uber eine dhnliche Wirkungsweise wie die
LIMK zu verfiigen. In ihren Studien zum Einfluss von Cofilin auf die Migration von
Fibroblasten konnten Dawe und Mitarbeiter zeigen, dass die Uberexpression von aktiver
LIMK in diesen Zellen zum Verlust der Zellpolaritat und zur Ausbildung von multiplen
Lamellipodien fiihrte (Dawe et al. 2003). Da auch die Expression einer
pseudophosphorylierten Mutante von Cofilin (inaktiv) den gleichen Effekt hatte,
schlussfolgern die Autoren, dass ein Reservoir an aktivem Cofilin fur die
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat nétig ist.

Eine gleichzeitige Expression von MARKK und TESK1 WT in PC12 Zellen fiihrte zu
keiner signifikanten Verbesserung der Differenzierbarkeit im Vergleich zur TESK1-
Einzeltransfektion. Somit ist MARKK auch in diesem Zellmodell nicht in der Lage, die
Aktivitdt von TESK1 zu beeinflussen und so auf die Ausbildung des verstarkten Aktin-

Netzwerkes einzuwirken.
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Diskussion

Die vorliegende Arbeit charakterisiert die Wechselwirkung zwischen MARKK und zwei
neu identifizierten Interaktionspartnern: SPRED1 bzw. TESK1. Wahrend fir SPRED1
kein Einfluss auf die MARKK-AKtivitat ermittelt werden konnte, hat sich gezeigt, dass
TESK1 in der Lage ist MARKK zu hemmen. Diese Ergebnisse sind nicht nur fur die
Regulation der MARKK-AKktivitat von Bedeutung, sondern auch im Hinblick auf die
Zytoskelett-Organisation in der Zelle. Wahrend TESK1 das Aktin-Netzwerk stabilisiert,
bewirkt MARKK die Aktivierung der MARK Kinase, was zu einer erhohten
Phosphorylierung von MAPs und letztendlich zur Destabilisierung des MT-Netzwerkes
fihrt. Als Folge der ermittelten Inhibition von MARKK durch die Interaktion mit TESK1
sind sowohl Aktin- als auch MT-Netzwerk stabil.

Die vorliegenden Daten zur Regulation der MARKK sind auch im Zusammenhang mit der
mdoglichen Rolle vom MARKK bei der Alzheimer Krankheit interessant, da eine erhohte
Phosphorylierung des Hirn-spezifischen MAPs Tau und die damit verbundene Bildung von

Tau-Aggregaten Kennzeichen dieser Krankheit sind.
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9.1 Abkirzungen

Abb.
APS
AR

AS
ATP
BCA
bp
BSA
bzw.
CFP
DB
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGTA
ERK
FKS
GST
GTP

h

His

HS
IPTG
JNK
Kb
kDa
LiAC
LIMK
MAP
MAPK
MARK
MARKK

min
MP-ASMB
mRFP

MT
MTOC

NGF

9. Anhang

Abbildung

Ammoniumpersulfat

Autoradiogramm

Aminoséure

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsdure (Bicinchoninic acid)
Basenpaare

Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Cyan fluoreszierendes Protein
DNA-Bindedoméne

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
2’-Desoxy-Nukleosid-5’-trisphosphat
DL-Dithiolthreitol
Ethylendiamin-tetraessigséure
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-tetraessigsdure
Extrazelluldr Signal-regulierte Kinase
Fotales Kalberserum

Glutathion S-Transferase
Guanosintriphosphat

Stunde

Histidin

Pferdeserum (horse serum)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

c-Jun N-terminale Kinase

Kilo Basenpaare

Kilo Dalton

Lithiumacetat

Lin-11, Isl-1, Me-3 Kinase
Mikrotubuli-assoziiertes Protein

Mitogen aktivierte Proteinkinase
MAP/Mikrotubuli-Affinitdts-regulierende Kinase
MAP/Mikrotubuli-Affinitits-regulierende Kinase
Kinase

Minute

Max Planck Arbeitsgruppe fiir Strukturelle
Molekularbiologie

Mono-Rot fluoreszierendes Protein
Mikrotubuli

Mikrotubuli Organisationszentrum (microtuble
organizing center)

Nervenwachstumsfaktor (nerv growth factor)
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NFT
OD
PAGE
PBS
PCR
PEG
PFA
PMSF
rpm
RT
SDS
SDS-PAGE
sek
Spred

TAE
TBS
TCA
TEMED
TESK
Tris
uv
WT
X-Gal
YFP
z. B.

9.2 Proteinsequenzen

MARKK (Rattus norvegicus)

61

121

181

241

301

361

421

481

MPSTNRAGSL
YSGKQSTEKW
KPLQEVEIAA
SFVGTPYWMA
ESPTLQSNEW
VRELDNLQYR
ASSQSSSVNS
SPPQVSRHKS

LENKLKAEMD

KDPEIAELFF
QDI IKEVKFL
I THGALQGLA
PEVILAMDEG
SDYFRNFVDS
KMKKLLFQEA
LPDASDDKSE
HYRNREHFAT

EHRLRLDKDL

neurofibrillare Biindel (neurofibrillary tangles)
optische Dichte

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion

Polyethylenglykol

Para-Formaldehyd

Phenylmethansulfonylfluorid

Rotationen pro Minute

Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacryamidgelelektrophorese
Sekunde

sprouty-verwandtes Protein mit EVH-1 Doméne
(sprouty related EVH-1 domain containing protein)
Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris gepufferte Salzlosung

Trichloressigsdure
N,N,N’,N’-Tetramethy-ethylendiamin

Hoden spezifische Kinase (testis specific kinase)
Tris(hydroxymethyl)-Aminoethan

ultraviolett

Wildtyp

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-galactosid

Gelb (yellow) fluoreszierendes Protein

zum Beispiel

KEDPEKLFTD
QRIKHPNSIE
YLHSHTMIHR
QYDGKVDVWS
CLQKIPQDRP
HNGPAVEAQE
LDMMEGDHTV
IRTASLVTRQ

ETQRNNFAAE

LRE I GHGSFG
YKGCYLREHT
DIKAGNILLT
LGITCIELAE
TSEELLKHMF
EEEEQDHGGG
MSNSSV IHLK
MQEHEQDSEL

MEKL IKKHQA
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AVYFARDVRT
AWLVMEYCLG
EPGQVKLADF
RKPPLFNMNA
VLRERPETVL
RTGTVNSVGS
PEEENYQEEG
REQMSGYKRM

SMEKEAKVMA

NEVVAIKKMS
SASDLLEVHK
GSASMASPAN
MSALYHIAQN
IDLIQRTKDA
NQSIPSMSIS
DPRTRASAPQ
RRQHQKQLMT

NEEKKFQQH I
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541

601

661

721

781

841

901

961

QAQQKKELNS
ANLLRRQRQY
ELEFRHLNTI
QIKKQFQDTC
EMLSTQALRL
RRALLEQKIE
SHSYPGASSW

GVRNSPQALR

FLESQKREYK
LELECRRFKR
QKMRCEL IRL
KIQTRQYKAL
DEAQEAECQV
EEMLALQNER
SHNPTGGSGP

RTASGGRTEQ

LRKEQLKEEL
RMLLGRHNLE
QHQTELTNQL
RNHLLETTPK
LKMQLQQELE
TERIRSLLER
HWGHPMGGTP

GMSRSTSVTS

NENQSTPKKE
QDLVREELNK
EYNKRREREL
SEHKAVLKRL
LLNAYQSK 1K
QARE IEAFDS
QAWGHPMQGG

QISNGSHMSY

KQEWLSKQKE
RQTQKDLEHA
RRKHVMEVRQ
KEEQTRKLAI
MQAEAQHDRE
ESMRLGFSNM
PQPWGHPSGP

T

Abbildung 39: Proteinsequenz von MARKK aus R. norvegicus (GenBank NP_775449)
Die unterschiedlichen Dominen sind verschiedenfarbig gekennzeichnet: N-terminale
schwarz, katalytische Doméne — rot, Substratbindungsdomédne — grau, Spacer-Doméne — blau und C-
terminale Schwanzdoméne — griin.

TESK1 (Rattus norvegicus)

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

MAGERPPLRG
GFFSEVYKVR
HALTEYMNGG
EDGGFTAVVG
VLCEL1ARVP
EITQHLEQIL
LPPSPESPPS
VASPESLVQP
PPGPAPQLPL
HSLPRAAALE

CEAGSLLCHR

PGPGETPVEG
HRQSGQVMVL
TLEQLLSSPE
DFGLAEKIPV
ADPDYLPRTE
EQLPEPTPLA
WGDNLTRVNP

ETPVRRCRSL
AVATDNFIST
RTEPSPPPSA

GHHAKPPTPS

PGGAGGGPGR
KMNKLPSNRS
PLSWPVRLHL
YREGARKEPL
DFGLDVPAFR
KMPLAKAPLT
FSLREDLRGG
PSSPELPRRM
CSSASQPWSA
PREQEEGLPC

LQLPGARS

GRPSSYRALR
NTLREVQLMN
ALDIAQGLRY
AVVGSPYWMA
TLVGNDCPLP
YNQGSVPRGG
KIKLLDTPCK
ETALPGPGPS
RPGPSLNNNP

PGCCLSPFSF

SAVSSLARVD
RLRHPNILRF
LHAKGVFHRD
PEVLRGELYD
FLLLAIHCCS
PSATLPRSDP
PATPLPLVPP
PVGPSTEERM
PAVVVNSPQG

GFLSMCPRPT

Abbildung 40: Proteinsequenz von TESK1 aus R. norvegicus (GenBank NP_113766)
Die unterschiedlichen Doménen sind verschiedenfarbig gekennzeichnet: N-terminale Kopfsequenz —
schwarz, katalytische Doméne — rot, konservierte Regionen — griin.
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NIQHFQAEEE
MLLRQHESMQ
QPKSLKSKEL
LAEQYDHSIN
LRELEQRVSL
VLSNLSPEAF

MQGVPRGSSI

Kopfsequenz —

DFDCAEK 1GA
MGVCVHQGQL
LTSKNCLVRR
EKADVFAFGI
MEPSARAPFT
RLSRSRSDLF
SPLTSTQLPL

DCEGSSPEP
WAREPWNRAQ

PAVARYRNLN
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Spredl (Homo sapiens)

1

61

121

181

241

301

361

421

MSEETATSDN
RGERLRDKMV
EDISQGCPES

LNARRVYMQS

KLSSPKDSVV

DNSYARVRAV
VLECMLKKDL
KNEAEGADDL

QANQITFGQP

FKTQPSSLKI

VMTRDDSSGG
I'YNKVTPTFH
QANEEDSSSS

GLDIQSRSME

KKSKRRKEDG

WLPLGGSGLS
HWK I DDKKFG
LVKDHLFQQE

YVQRQISKEC

ERS

SVTVFKVPHQ
LTFQSPADAR
TVVTSEPYRS
GSLKSQNRVP

DSKKS

Abbildung 41: Proteinsequenz von SPREDL aus H. sapiens (GenBank NP_689807)
Die unterschiedlichen Doménen sind verschiedenfarbig gekennzeichnet: EVH-1 Doméne — braun; c-Kit
Bindungsdomine — griin, sprouty Translokationsdoméne — hellblau.

EENGCADFFI

AFDRGIRRALI

SNIRPSPFED

LK

DYLYSCGDET

Proteinsequenzvergleich zwischen der spry-TD Doméne von Spredl und sprouty4

Spredl 334
sprouty4 182
Spredl 388
sprouty4 243
Spredl 452
sprouty4 302

--RCVYCQERFNHEENVRGKC----QDAPDP IKRC1'YQVSCMLCAESMLYHCMS-DSEG
CEACGKCKCKECASPRTLPSCWVCNQECLCSAQTLVNYGTCMCLVQGIFYHCTNEDDEG

DFSD-PCSCDTSDDKFCLRWLALVALSFIVPCMCCYVPLRMCHRCGEA

SCADHPCSCSRSN----ARWSFMGALSVVLPCLLCYLPATGCVKLAQRGYDRLRRPGCR

CKHTNSVICKAASGDAKTSRPDKPF

Abbildung 42: Proteinsequenzvergleich der spry-TD Doménen in humanem Spredl und humanem
sprouty4
Identische (rot) und konservierte (stark: griin, schwach: blau) Aminosiuren sind farblich gekennzeichnet. Fiir
den Vergleich mit Hilfe der ClustalW Software (Expasy) wurden die folgenden Sequenzen verwendet:
Spredl - NP_689807 und sprouty4 - AAS46253.
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9.3 Oligonucleotide

TESK_N Nde For: 5~ ATT CCA TAT GGC CGG GGA AC -3’
TESK_N_Bam_Rev: 5~ CGG GAT CCT CAC TCC AGG ATT TGT TC -3
TESK_C Nde For: 5~ ATT CCA TAT GGC CGG GGA AC -3’

TESK C Bam_ Rev: 5~ CGG GAT CCC TAA GAG CGT GCC CCA GG -3
TESK_F_Xho For: 5~ CCG CTC GAG GCA TGG CCG GGG AAC -3
TESK_F Nhe Rev: 5~ CTA GCT AGC CTA AGA GCG TGC CCC AGG -3’

TESK D170A For:

5-GGT GTG TTT CAC CGA GCC CTC ACA TCC AAG AACTGT CTG G -3°
TESK D170A For:

5'- CCA GAC AGT TCT TGG ATG TGA GGG CTC GGT GAA ACA CACC -3’

SP 1:
SP_2:
SP 5:
SP_6:
SP_10:
SP 13:
SP 14:

T7:

5'— ATC ATA TGA GCG AGG AGA CGG CGA C -3’

5'—=ATG CTA GCT CAT CCA GCA GCT TTA TG -3’

5= CAA GGA ATG TGG AAG CCT AAA GTCC -3

5'-GTC AGG ATG TCT GTA GTC TGCATA GC -3’

5= CTC AGA GGA GGG TCG ACA TAT GAG CGA GGA GAC G -3’
5'—=CGC GAA TTC CGC TGC GTA TAC TGC CAG -3’

5= GGA GAC CCT CTA GAC ATA ATG GAG CAG -3’

5'-CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC CCA CCA AACCC -3’
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