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Zusammenfassung VI

Zusammenfassung

MARK, eine mit Par-1 aus Drosophila und C.elegans eng verwandte Kinasefamilie, ist in die
Entwicklung und Erhaltung zelluldrer Polaritit involviert. Die Kinasen dieser Familie
phosphorylieren Mikrotubuli-assoziierte Proteine (Tau, MAP2 und MAP4) an Stellen, die zur
Ablosung der MAPs von den Mikrotubuli und deren Destabilisierung fithren, daher der Name
MAP/Mikrotubuli-Affinitits-regulierende Kinase (MARK). Die Hyperphosphorylierung
dieser Stellen in den Mikrotubulibindungsdoménen ist charakteristisch fiir Tau-Protein, das
aus neurofibrilliren Biindeln ("neurofibrillary tangles, NFTs) - einem Kennzeichen der

Alzheimer-Krankheit - isoliert wird.

In dieser Arbeit wurde der Mechanismus, durch den MARK mittels Phosphorylierung
aktiviert wird, studiert und eine aktivierende Kinase identifiziert. Diese MARK-Kinase
(MARKK) ist ein Mitglied der Ste20-Kinasefamilie, von denen viele eine wichtige Funktion

in den MAP-Kinase-Signaltransduktionswegen iibernehmen.

MARKK phosphoryliert und aktiviert MARKSs iiber eine einzelne Stelle in der
Aktivierungsschleife, dem Threoninygg (Nummerierung nach MARK?2).
Autophosphorylierung von MARK und eine weitere durch MARKK phosphorylierte Stelle

tragen nichts zu Aktivititsregulation bei.

Ein Teil der aus Gehirn gereinigten MARK ist an Threoninygs und Serinyj, dquivalenten
Aminosduren doppelt phosphoryliert, dhnlich den MAP-Kinasen, die durch doppelte
Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife eingeschaltet werden. Studien mit Glutamaten
als Platzhalter fiir Phosphothreonin und -serin sprechen bei MARK fiir eine desaktivierende

Eigenschaft des Phosphoserins;;.



Summary VII

Summary

MARK, a kinase family related to Par-1 involved in establishing cell polarity in D.
melanogaster and C. elegans, phosphorylates microtubule-associated proteins (tau, MAP2,
MAP4) at sites that cause their detachment from microtubules and microtubule disassembly.
This kinases are therefore termed MAP/microtubule affinity regulating kinases (MARKS).
The sites phosphorylated by MARKs lie within the repeat domains of MAPs and are

prominent in tau protein from the neurofibrillary tangles of Alzheimer's disease.

This study addresses the mechanism through which MARK becomes activated by
phosphorylation. The upstream kinase responsible for the activation of MARK was identified.
This kinase - termed MARKK - is a member of the Ste20 family of kinases, many of which
are involved in signalling through the MAP kinase pathway.

MARKK phosphorylates and activates MARKSs at a single site within the activation loop
(threonineyps in MARK?2). MARK also shows autophosphorylation activity, but this is not
involved in the regulation of kinase activity. The same holds for additional residues

phosphorylated by MARKK.

A fraction of MARK in brain tissue is found in a doubly phosphorylated form (at threonine;og
and serine;;;), reminiscent of the dual activation of MAP kinase; however, the

phosphorylation of the second site (serine,;2) appears to be inhibitory.
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1 Einleitung

1.1 Proteinkinasen

In eukaryotischen Zellen sind Proteinkinasen in nahezu jeden Aspekt der Signaltransduktion
involviert. Sie regulieren in Zusammenarbeit mit ihren Gegenspielern, den
Proteinphosphatasen, fast alle Prozesse in einer Zelle, angefangen von der Kommunikation
der Zellen untereinander, iiber die Kontrolle der Transkription, Proliferation und

Differenzierung, bis zur Koordination des Stoffwechsels (Hunter 1995).

Das menschliche Genom kodiert ungefihr 31000 Gene, wovon 531 zur Familie der
Proteinkinasen gehdren (Manning et al., 2002).

Die beiden groBten Gruppen mit 478 Genen bzw. 491 daraus resultierenden Proteinen sind
hier die Serin-/Threoninkinasen und die Tyrosinkinasen, das heil3t, diese iibertragen das -
Phosphat eines Adenosin- oder Guanosintriphosphats auf die OH-Gruppe der Seitenketten

von Serinen und Threoninen bzw. Tyrosinen.

Eine Klassifizierung in Gruppen und Familien erfolgt aufgrund der katalytischen Doméne der
Proteinkinasen (Hanks und Hunter, 1995; Manning et al, 2002). Dieser enzymatisch
funktionelle Teil ist in den meisten eukaryotischen Proteinkinasen (ePKs) konserviert. Die
Abbildung 1.1 stellt einen phylogenetischen Baum der 491 eukaryotischen
Proteinkinasedoménen dar, das kleine Fenster zeigt die atypischen Proteinkinasen (aPKs, 40
Mitglieder) und ihre verwandtschaftlichen Beziehungen untereinander (Manning et al., 2002).
In der Gruppe der atypischen Proteinkinasen sind die Proteine zusammengefasst, die zwar
enzymatische Aktivitdt besitzen, aber keine bzw. kaum Sequenzédhnlichkeit zur katalytischen
Domaine eukaryotischer Proteinkinasen aufweisen (Manning et al., 2002).

Die ePK-Doménen umfassen 250 - 270 Aminosduren, was einem Molekulargewicht von
ungefihr 30 kD entspricht, und lassen sich in elf Subdoménen unterteilen. Ein Strukturmodell

der ePK-Domine von MARK ist in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Abbildung 1.1: Phylogenetischer Baum der eukaryotischen Proteinkinasen (Manning et al., 2002) Der rote Pfeil (unten Mitte) weist auf
Kinasen der MARK-Unterfamilie, die zur Gruppe der Calcium/Calmodulin-abhédngigen Kinasen (CAMK) gehort. Der blaue Pfeil (Mitte
oben) zeigt die zu den Ste20-Kinasen gehorende TAOI1, die in der vorliegenden Arbeit als MARK-aktivierende Kinase identifiziert wurde

(siehe Abschnitt 2.2). Das kleine Fenster enthilt eine Ubersicht iiber die atypischen Proteinkinasen.
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Abbildung 1.2: Subdomiinenmodell der eukaryotischen Proteinkinasen. Strukturvorhersage fiir MARK2 auf Basis der Proteinkinase A.
Die Subdoménen I - V und VIa - XI bilden zwei strukturelle Untereinheiten, zwischen denen sich die katalytische Tasche befindet. Sie sind
iber die kurze Helix oD verbunden. Der Zugang zu der katalytischen Tasche wird bei vielen Kinasen durch die Subdoméne VIII (blau)
kontrolliert (siche auch Abschnitt 1.2). Im inaktiven Zustand der Kinase schirmt diese auch Aktivierungsschleife genannte Subdoméne das
katalytische Zentrum ab. In blau eingezeichnet sind die Seitenketten des Threoninsys und des Serins,;,. Diese beiden Aminosiuren haben
eine wichtige Funktion bei der Regulation der Aktivitdt von MARK (sieche Abschnitt 2.4). Oberhalb des ATP-Molekiils (grau) befindet sich
das Lysing, (rot). Diese invariante Aminoséure stabilisiert in ePKs das o und B-Phosphat des ATPs. Bei der eigentlich katalytisch aktiven
Aminoséure handelt es sich um ein Aspartat (D175, rosa), das in der katalytischen Schleife direkt unter dem y-Phosphat des ATP-Molekiils,
am Ubergang von Subdomine Vla (aE, violett) zu VIb (B6, rosa) lokalisiert ist (Taylor et al., 1993). Das Substrat liegt bei der
Phosphorylierung parallel zur katalytischen und zur Aktivierungsschleife. Das Aspartat stabilisiert dabei den Wasserstoff der OH-Gruppe des
Substrats, so dass der Sauerstoff nukleophil am Phosphor des y-Phosphat des ATP-Molekiils angreifen kann. Fiir die Primérstruktur von

MARK?2 und eine Ubersicht iiber die Dominen und Subdoménen inklusive einiger ausgewzhlter Aminoséuren siche Abbildung A.1

Im Durchschnitt besitzt jede Proteinkinase ungefahr 20 Substrate, wobei Kinasen eine hohe
Spezifitit und Selektivitit zeigen kdnnen, wie z.B. die Phosphorylasekinase (neun bekannte
Substratmotive; Kreegipuu et al., 1998), oder eine hohe Promiskuitét aufweisen, wie z.B. die

Proteinkinasen A und C (165 bzw. 181 Substratmotive; Kreegipuu et al., 1998).

1.2 Regulation von Proteinkinasen

Aufgrund der wichtigen und vielfdltigen Aufgaben der Proteinkinasen ist eine strikte

Regulation essentiell, sowohl zeitlich als auch lokal. Dies wird erreicht durch Kontrolle der
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Transkription wiahrend des Zellzyklus, der Lokalisation der Kinasen in verschiedenen

Kompartimenten der Zelle und durch Modifikation der Aktivititen der Kinasen.

Die Regulation der Aktivitit einer Kinase ist meist mit der Stabilisierung der
Aktivierungsschleife in einer offenen Konformation verbunden. Dies kann auf verschiedene
Arten erfolgen:

e Kontrolle durch eine regulatorische Untereinheit oder Doméne, die im Zusammenspiel
mit zusidtzlichen Botenstoffen funktioniert. Beispiele hierfiir sind zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) und seine Bindung an die regulatorische Untereinheit
(R) der Proteinkinase A (PKA), Calcium und Calmodulin (Bindung an Calmodulin-
abhingige Kinase II, CaMKII) oder Calcium und Diacylglycerol (Bindung an den
Aminoterminus der Proteinkinase C, PKC).

e Kontrolle durch eine regulatorische Untereinheit, deren Expressionslevel wihrend des
Zellzyklus variiert. Als Beispiel sei hier die Regulation der Cyclin-abhéngigen
Proteinkinasen (CDKs) durch Cycline genannt.

e Kontrolle durch zuséitzliche Domaénen, die eine Assoziation der Kinase an verschiedene
Molekiile oder gar unterschiedliche subzelluldre Lokalisation vermitteln. Ein Beispiel
hierfiir sind die SH2- und SH3-Doménen der Src-Kinasen.

e Kontrolle durch zusitzliche Doménen, die die Kinase in einem autoinhibitorischen
Prozess deaktivieren. Ein Vertreter dieses Prinzips ist die Myosin-Light-Chain-Kinase
(MLCK).

e Kontrolle durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung. Hier gibt es die Mdglichkeit
der aktivierenden sowie der inhibierenden Modifikation. Die Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) z.B. werden durch gleichzeitige Phosphorylierung eines Serin-
und eines Tyrosinrestes in der Subdomine VIII, der so genannten Aktivierungsschleife,

aktiviert.

Oft wird eine Kontrolle der Kinaseaktivitit durch die Kombination mehrerer Mechanismen
erzielt. Zum Beispiel kann die Ablosung oder Bindung eines Kofaktors eine
Konformationsédnderung hervorrufen, so dass eine aktivierende (Auto)Phosphorylierung
erfolgen kann (z.B. R/PKA; Steinberg et al., 1993). Dagegen wirkt die Phosphorylierung des

Sering der Glycogen-Synthase-Kinase 3 inhibierend: Der Aminoterminus fungiert so als
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Pseudosubstrat und blockiert das katalytische Zentrum (Dajani et al., 2001). Fiir eine

Ubersicht in Proteinkinase-Regulationsmechanismen siehe Johnson et al., 1996.

Proteinkinasen sind héufig in groBere Proteinkomplexe eingebettet. Dies dient in erster Linie
nicht allein der Verstirkung eines Signals, sondern gibt die Moglichkeit der Erhhung der
Spezifitiat der Signalkette, aulerdem ist eine Feinregulation der Kinetik, der Dauer und der

Amplitude des Signals moglich.

Ein Beispiel sind hier die MAPK-Kaskaden:

Ein extrazelluldres Signal stimuliert einen Rezeptor, der das Signal {iber G-Proteine an ein
Kinasemodul im Inneren der Zelle weitergibt. Dieses Kinasemodul, auch Kernmodul genannt,
besteht im Wesentlichen aus drei Kinasen, MAPKKK, MAPKK und MAPK, die
nacheinander phosphoryliert und aktiviert werden. Von der Stufe der MAPK wird das Signal
durch Phosphorylierung an zytoplasmatische oder kernstéindige Substrate weitergeben.

Je nach Zustand der Zelle wird dabei der Kernkomplex teilweise aufgelost, die Komponenten
filhren die Signalkette nach Relokalisation fort oder bilden mit anderen Proteinen alternative
Signaltransduktionswege. Fiir eine Ubersicht iiber MAPK-Kaskaden siehe Cobb, 1999;
English et al., 1999; Pearson et al., 2001.

1.3 Die Serin/Threoninkinasen der MARK/Par-1-Familie

Die Kinaseaktivitit der MAP/Mikrotubuli-Affinitits-regulierenden-Kinase (MARK) wurde
urspriinglich aufgrund ihrer Fahigkeit entdeckt, das neuronale Mikrotubuli-assoziierte Protein
(MAP) Tau zu phosphorylieren.

Die Phosphorylierung durch MARK fiihrt zur Ablosung des Tau-Proteins von den
Mikrotubuli, den Schienen des axonalen Transports, und damit zu deren Destabilisierung
(Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1995). Die anormale Hyperphosphorylierung und die
Aggregation des Tau-Proteins zu Filamenten ("paired helical filaments", PHFs), die sich in
intrazelluliren neurofibrilliren Biindeln ("neurofibrillary tangles", NFTs) ablagern, sind
gemeinsam mit den Plaques aus aggregierten [B-Amyloid die Kennzeichen der

Alzheimerschen Krankheit (Hasegawa et al., 1992).
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Neben dem hauptsichlich axonal vorkommenden Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau kann
MARK auch andere strukturelle MAPs phosphorylieren: Das dendritische MAP2 und das
ubiquitdire MAP4. Die Substratstellen liegen alle in der Mikrotubuli-Bindungs-Doméne der
MAPs und haben die Konsensus-Sequenz KXGS, wobei S das phosphorylierte Serin und X
ein hydrophober Rest ist (Illenberger et al., 1996).

Die MARKSs gehoren zur Familie der KIN1/Par-1/Snfl-Kinasen der CaM Kinase-Gruppe II
(Hanks und Hunter, 1995; Manning et al., 2002) und weisen starke Homologien untereinander
und zu den anderen Mitgliedern der Familie auf, wie EMK ("ELKL-motif kinase"; Inglis et

al., 1993) und mPar ("mammalian Par-1"; Béhm et al., 1997) aus Miusen.

Homologe Kinasen finden sich auch in evolutiondr niederen Organismen, wie zum Beispiel
Par-1 aus der Nematode C. elegans und aus der Fruchtfliege Drosophila Melanogaster
("partition defective mutation" Guo und Kemphues, 1995) oder KIN1 und KIN2 aus S.

cerevisiae und kinl+ aus S. pombe (Levin et al., 1990; Levin und Bishop., 1990).

Durch Klonierung aus Gehirn-cDNA-Bibliotheken wurden vier Isoformen von MARK
gefunden ("Genbank"-Identifikationsnummern AF154845, BCO008771, AF240782 bzw.
AYO057448; siehe auch Anhang A.2), wobei die Homologien der gleichen Isoform
unterschiedlicher Organismen, wie Mensch, Ratte und Maus, gréB3er sind, als die Homologien

zwischen den verschiedenen Isoformen einer Spezies.

Diese Kinasen sind zwischen 722 und 793 Aminosduren lang und haben ausgeprigte
Homologien in der katalytischen Doméne (KAT), der Ubiquitin-assoziierten Doméne (UBA,
Hoffmann und Bucher, 1996), einschlielich einer mdglichen Membranlokalisierungssequenz
("membrane targeting motif", T; Matter et al., 1992) und dem carboxyterminalen Schwanz
(C). Weniger Ubereinstimmung ist in der aminoterminalen Kopfsequenz (N) zu finden. Der
sehr basische so genannte "Spacer" ist der Teil mit der groflten Variabilitdt zwischen den
Kinasen (siche Abbildung 1.3). Der carboxyterminale Schwanz (C) enthélt neben der fiir
diese Kinase-Familie typischen Kinase-assoziierten Doméne 1 (KA1; Hoffmann und Bucher,
1996) zwei amphipathische Helices, die Wechselwirkungen homologer oder heterologer Art

vermitteln konnten (Segrest et al., 1990). Fiir MARK2 in Mausen (mPar, "mammalian Par")
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wird ein Zusammenwirken des "Spacers" und des carboxyterminale Schwanzes bei der

Lokalisation postuliert (Bohm et al., 1997).

Bei den einzelnen Isoformen sind verschiedene Spleivarianten moglich, die durch Insertion
kleinerer Blocke von 10 - 30 Aminosduren in der "Spacer"-Doméne charakterisiert sind

(Espinosa und Navarro, 1998).

MW [kD
LDTFCGSPP kD]
rn MARK1 \| Kat TUBA "Spacer" (o3 88
1 66 316332 373 686 793
rn MARK2 N Kat TUBA "Spacer" C 81
159 309325 366 615 722
hs MARK3 N Kat TUBA "Spacer" C 83
162 312328 369 631 738
hs MARK4 N Kat TUBA "Spacer" Cc 83
165 315331 372 644 752
91 100 100 98 73 98 Homologie [%]
65 250 16 41 250-313 107 Grofe [As]
9.0 10.0 3.7 4.6 10.6-11.5 9.8 pl

Abbildung 1.3: Doméinenstruktur der MARK-Isoformen. Molekulargewichte, Groen und Homolgien der vier MARK-Isoformen. Die
Proteine aus Mensch (homo sapiens, hs) und Ratte (rattus norvegicus, rn) unterscheiden sich nur in wenigen Aminosauren. Bei MARK]1 ist
exemplarisch ein Auschnitt der Sequenz der Aktivierungsschleife gezeigt. Die beiden Aminosduren, die in der aus Gehirn gereinigten Kinase

phosphoryliert gefunden wurden, sind hier mit Phosphaten (P, griin) dargestellt (siehe dazu auch die Abbildungen 1.2 und A.3).

Die Uberexpression von MARKI und MARK2 in Hamster-Ovarien-Zellen fiihrt zur
Zerstorung des Mikrotubuli-Netzwerkes und verursacht die Degeneration der Zellen (Drewes

etal., 1997; Ebneth et al., 1999).

Allgemein sind die Kinasen der MARK/Par-1/KIN-Familie in die Entwicklung zellulérer
Polaritdt involviert, z. B. bei der asymmetrischen Teilung knospender Hefen und der
C.elegans-Zygoten oder bei der Bildung der Polarititsachse in D.melanogaster-
Embryonalzellen (Guo und Kemphues, 1996; Boyd et al., 1996; Nelson und Grindstaff, 1997;
Shulmann et al., 2000; Tomancak et al., 2000).

In polarisierten Sdugetierzellen, wie Epithelzellen oder Neuronen, wurde gezeigt, dass
MARK/PAR-1 eine Rolle in der Errichtung und Erhaltung der asymmetrischen Organisation
der Zelle spielt (Bohm et al., 1997; Cox et al., 2001; Biernat et al., 2002).
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Mause, denen das Gen fiir MARK?2 fehlt, zeigen schwere Storungen im Immunsystem (Hurov
et al.,, 2001), die Aufgaben in der Polarititsentwicklung kénnen dabei vermutlich von den
anderen Isoformen i{ibernommen werden. Hier zeigen sich die teilweise redundanten

Eigenschaften bzw. Funktionen innerhalb der MARK-Unterfamilie.

Folgende weitere Funktionen der Mitglieder der MARK-Unterfamilie sind bekannt:

S. Ogg und Mitarbeiter berichteten 1994 von einer Kinase, die bei Immunoprezipitation der
Phosphatase Cdc25 aus Sdugetierzellen an dieser haftend gefunden wurde. Wie sich spéter
herausstellte, ist diese Kinase, C-TAK1 ("cdc-twentyfive-associated kinase 1") genannt, bis
auf eine fehlende Insertion im "Spacer" identisch mit MARK3 (Peng et al., 1998). MARK3
vermittelt durch Phosphorylierung von Cdc25 dessen Bindung an ein Ankerprotein namens
14-3-3 und verhindert so die Lokalisation von Cdc25 im Kern, wo die Phosphatase sonst fiir
eine Aktivierung der Cdc2 und ein Voranschreiten des Zellzyklus von G2 in die S-Phase

sorgt.

Uber eine Beteiligung von MARK3 an der Ras/Raf/MEK/ERK MAPK-Kaskade berichteten
J. Miiller und Mitarbeiter (Miiller et al., 2001): MARK setzt hier eine Determinante fiir die
Bindung des Geriistproteins KSR1 an das Ankerprotein 14-3-3, das eine Stelle fiir
Membranlokalisation verdeckt, und verhindert so die Aktivierung von MEK1/2 durch Raf.
Weiterhin wird ein Mitwirken von MARK am Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg
postuliert:

T. Kato und Mitarbeiter fanden erhohte Expressionsraten von MARK4 (alias MARKLI,
"MARK-like Kinase 1") bei Kernlokalisation von [-Catenin, einem Aktivator des
Transkriptionsfaktors Tcf/LEF. Dieser kontrolliert unter anderem die Genexpression von
Cyclin D1 und c-Jun (Kato et al., 2001). Der Mechanismus beinhaltet vermutlich die
Inaktivierung des GSK3/APC/Axin-Komplexes durch MARK/Par-1, der B-Catenin durch
Phosphorylierung fiir die proteolytische Degradation markiert und so dessen Translokation in

den Zellkern verhindert (Sun et al., 2001).

Diese Ergebnisse belegen, dass MARK eine wichtige Rolle in vielen zelluldren Prozessen
spielt. Es ist also von groBen Interesse herauszufinden, wie und wodurch die Aktivierung von
MARK gesteuert wird bzw. wie die Signaltransduktionsketten, in denen MARK sich befindet,

beschaffen sind.
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Jenkins et al. zeigten 2000, dass in menschlichen Neuroblastomazellen durch oxidativen
Stress, hier durch Phenylarsenoxid, eine MARK-Aktivitdt induziert werden kann. Afti und
Mitarbeiter konnten mit dem Transforming Growth Factor B (TGF-B) eine Kinase-Aktivitat
stimulieren (Afti et al., 1995), die spéter als MARK3/C-TAKI identifiziert wurde (Beaulieu
et al.,, 1999). Hinweise auf die direkt an der Aktivierung von MARK beteiligten Molekiile
gibt es aber nicht.

In der aus Schweinegehirn gereinigten Kinase wurden in einem tryptischen Peptid der
Aktivierungsschleife je ein phosphoryliertes Threonin und Serin gefunden (siche Abbildung
1.2). Dephosphorylierung des Proteins mit einer Serin/Threonin-spezifischen Phosphatase
fuhrte zum Verlust der Kinaseaktivitdt, welche durch Inkubation mit ATP nicht wieder
hergestellt werden konnte. Durch in vitro-Translation in Retikulozytenextrakten nach
Austausch des Threonins und des Serins gegen Alanine wurde der Verlust der katalytischen
Aktivitat festgestellt. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass MARK {iber diese beiden Stellen
reguliert wird. Mit einem spezifischen Antikérper wurde auch Phosphotyrosin nachgewiesen,
eine selektive Dephosphorylierung reduzierte die Aktivitdt aber nur geringfiigig (Drewes et

al., 1997).

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich folgern, dass es sich bei dem MARK-aktivierenden Faktor
(MAF) um eine Serin/Threonin-Kinase handelt oder um einen Kofaktor, der eine aktivierende

Autophosphorylierung induziert.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Als Startpunkt auf der Suche nach einem MARK-aktivierenden Faktor diente die
Beobachtung, dass bei den ersten Schritten zur Préparation von MARK aus Schweinegehirn
eine geringe Menge an MARK-stimulierender Aktivitit mit gereinigt wurde (Drewes et al.,
1997). Vor diesem Hintergrund wurde als Aufgabenstellung die biochemische Identifizierung

eines MARK-aktivierenden Faktors formuliert.

Fir die Erstellung eines geeigneten Detektionssystems sollte eine moglichst einfache

Préaparation rekombinanter MARK-Isoformen und -Konstrukte etabliert werden. Dabei sollte
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auf eine hohe Ausbeute verbunden mit grof3er Reinheit geachtet werden, dies auch in Hinblick
auf die Nutzung rekombinanter MARK als Ligand in einem Affinitits-Reinigungsschritt.
Ferner sollten Punktmutanten rekombinanter MARK produziert werden, die eine Aufkldrung

des Aktivierungsmechanismus unterstiitzen sollten.

Im Verlauf der Arbeit gelang die Anreicherung eines MARK-aktivierenden Faktors (MAF).
Es konnte eine darin enthaltene Kinase identifiziert werden, die in vitro zu einer mehr als
zehnfachen Aktivierung von MARK fdhig ist. Diese MARK-Kinase sollte rekombinant

exprimiert und ein effektives Reinigungsverfahren erarbeitet werden.

Unter Ausnutzung der Wildtyp-MARK und ausgewidhlter MARK-Mutanten sollten diejenigen
Stellen in MARK bestimmt werden, die ursdchlich fir die MARKK-induzierte Aktivierung
sind. Da MARKK nur das Threoninyos (MARK2) in der Aktivierungsschleife phosphoryliert,
sollte unter Verwendung ausgewihlter Kinasen ermittelt werden, ob das ebenfalls in der
Aktivierungsschleife befindliche Seriny;, zur Aktivierung beitragen kann. Dabei sollte der
Einfluss einer vorherigen Phosphorylierung und Aktivierung durch MARKK beriicksichtigt

werden.

SchlieBlich sollte durch die Darstellung von Punktmutanten der MARKK ein Einblick in den

Aktivierungsmechanismus dieser Kinase erhalten werden.
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2. Ergebnisse

Ausgehend von der Erkenntnis, dass MARK durch Dephosphorylierung seiner Serin- und
Threoninreste in der Aktivitit gechemmt wird (Drewes et al., 1997), richtete sich die Suche
nach einem Aktivator auf eine Serin/Threoninkinase oder einen Kofaktor, der eine

aktivierende Autophosphorylierung bei MARK induziert.

Der Ergebnisteil ist in vier Abschnitte gegliedert: Im ersten Abschnitt wird die Expression
und Reinigung rekombinanter MARK und MARK-Mutanten dargestellt, die fiir die
Entwicklung eines Detektionssystems flir einen aktivierenden Faktor notwendig sind, sowie
fiir dessen Reinigung und der Aufkldrung des Aktivierungsmechanismus. Der zweite Teil
befasst sich mit der Anreicherung eines MARK-aktivierenden Faktors (MAF) aus
Schweinegehirn und seiner Charakterisierung. Der dritte Abschnitt dokumentiert die
Klonierung, rekombinante Expression und Reinigung einer Kinase, die als Bestandteil des
MARK-aktivierenden Faktors identifiziert werden konnte. Im vierten Teil wird die

Untersuchung des Aktivierungsmechanismus beschrieben.

2.1 Darstellung von MARK, MARK-Konstrukten und MARK-

Punktmutanten

Fir ein Detektionssystem eines MARK-aktivierenden Faktors werden groBe Mengen an
MARK gebraucht. Da die Gewinnung dieser Kinase aus Gewebe sehr aufwindig und mit
relativ geringen Ausbeuten behaftet ist (ca. 50 pg aus 1 kg Schweinegehirn; Drewes et al.,
1997), wurde MARK durch bakterielle Expression dargestellt. Dieses Verfahren bietet
zusétzliche Vorteile: Es wird eine sehr homogene Préparation erhalten, da posttranslationale
Modifikationen vernachldssigbar sind und zudem Heterogenitit durch das Vorkommen
verschiedener Isoformen vermieden wird. Aullerdem lassen sich durch einfache genetische

Modifikationen Funktionsmutanten der Kinase herstellen.
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Zur Expression der Proteine wird der Vektor pNG2cHis verwendet (Schmidt-Ulms, 1998).
Dieser Vektor kodiert fiir das jeweilige Kinase-Gen, fusioniert mit einen C-terminalen
Polyhistidinschwanz und erlaubt eine einfache Reinigung der Proteine durch
Affinitdtschromatografie an immobilisiertem Nickel(II) (Immobilized Metal Affinity
Chromatography, IMAC). Da MARK in E.coli in hohem Malle proteolytischer Degradation
vom C-Terminus her unterliegt, wird durch die C-terminale Affinitdtsmarkierung
hauptsdchlich vollstindiges Protein erhalten, die Abbauprodukte werden hier nicht
mitgereinigt. Die Expression erfolgt im E.coli-Stamm BI21(DE3)-pLys mit geringer
Promotordurchléssigkeit im nicht induzierten Zustand. Hierdurch wird eine Ablagerung des

Proteins in Einschlusskorpern in der E.coli-Zelle unterdriickt (G.Schmidt-Ulms, 1998).

Typische Ausbeuten sind 1-2 mg rekombinantes Protein pro Liter Kultur nach
Chromatografie an einer Nickel-Chelat-Sdule (NiINTA™, Qiagen), gefolgt von einem
Kationenaustauscher. Die Ausbeute ldsst sich durch Fermentation in gréBeren Gefdlen (10 L)
nicht wie erwartet steigern. Im Gegenteil: Die bei dem groferen Volumen ldngere Dauer der
Ernte der Zellen und deren Aufschluss schldgt sich in einer sehr viel geringeren Ausbeute pro

Liter Kulturmedium nieder.

Die Abbildung 2.1A zeigt die Reinigung am Beispiel rekombinanter MARK2: die Spuren 1
und 2 beinhalten das Lysat nicht induzierter bzw. induzierter Zellen, in Spur 2 ist auf Hohe
der Markierung eine deutliche Bande =zu sehen. In Spur 3 st das nach
Affinititschromatografie erhaltene Protein erkennbar. Die noch zahlreich enthaltenen
Verunreinigungen sind nach Kationenaustauschchromatografie fast vollstdndig entfernt (Spur
4, sieche Pfeil). Die aus dem SDS-Gel geschitzte Reinheit liegt bei 90-95 % und ist fiir die
Verwendung in Aktivititsmessungen mit dem fiir MARK spezifischen Substratpeptid TR1
("Tau Repeat 1", erste repetitive Sequenz der humanen Tau-Isoform hTau40:
255-NVKSKIGSTENLK-268) vollkommen ausreichend. Oft kann auf den zweiten
zeitraubenden und verlustbehafteten Reinigungsschritt verzichtet werden, da die Reinheit
bereits nach dem ersten Schritt ausreichend ist. Die Lagerung erfolgt nach Dialyse gegen
einen Puffer, der 50 % Glycerol enthilt, bei -20 °C. Unter diesen Bedingungen bleibt die
Probe fliissig, ist sofort portionsweise entnehmbar und ldngere Zeit (ungefiahr sechs Monate)

ohne Aktivititsverlust, Degradation oder Denaturierung des Proteins lagerbar.
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Abbildung 2.1: Expression und Reinigung rekombinanter MARK in E.coli. (A) Stationen der Reinigung von MARK2. (B)
Gegeniiberstellung rekombinanter MARKI, -2 und -3. An der unteren Kante des abgebildeten Gels sind in allen drei Spuren
Verunreinigungen sichtbar, die vermutlich durch proteolytische Degradation entstanden sind. Die Spur 2 (MARK2) beinhaltet zusétzlich
Abbauprodukte bei 40 und 50 kD.

In Abbildung 2.1B ist eine Gegeniiberstellung der rekombinanten MARKI1, -2 und -3 zu
sehen, die apparenten Molekulargewichte (101, 88, 89 kD) sind etwas hoher als die
berechneten (90, 82, 84 kD, zu den Werten in Abb. 1.1 miissen 1,2 kD fiir den
Polyhistidinschwanz addiert werden). Die MARK-Punktmutanten lassen sich auf die gleiche
Weise darstellen, zum Teil mit etwas grosseren Ausbeuten: 3-4 mg/L Kultur bei
MARK2(S212A), MARK2(T208A/S212A), MARK2(S212E) und MARK2(T208E/S212E).
Anscheinend storen die aktiven Kinasen den Metabolismus der Bakterien, was zu einer
geringeren Expression fiihrt. Die Expression der vierten Isoform war unter diesen

Bedingungen nicht erfolgreich und wurde zunéchst zuriickgestellt.

Fiir die Herstellung einer Affinititssdule, bei der MARK als Ligand dient, werden sehr grof3e
Mengen rekombinanten Proteins benoétigt; das Nickel-Chelat-Material hat eine Kapazitdt von
mindesten 5 bis 10 mg Protein pro mL Sdulenvolumen. Zusétzlich muss der Ligand liangere
Zeit bei 4-10 °C gegeniiber Proteolyse und Denaturierung stabil sein. Des weiteren soll, da es
sich bei dem MAF vermutlich um eine Kinase handelt, die Affinitit zum Liganden erhoht
werden, indem die Phosphorylierungsstelle(n) in der angenommenen Aktivierungsschleife
gegen nicht phosphorylierbare Aminosduren ausgetauscht werden. Vorbilder fiir diese

Vorgehensweise finden sich zum Beispiel in Form der PKA, dessen Inhibitor PKI an der
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Phosphorylierungsstelle ein Alanin besitzt statt eines Serins wie die Substrate der PKA. Das

nicht phosphorylierbare Substrat bleibt somit in der Bindungstasche stecken.

Zu diesem Zweck wurde eine Deletionsmutante erstellt, bei der der "Spacer" und der C-
Terminus fehlen und bei der das Threonin208 und das Serin212 in der Subdomine VIII gegen
Alanine ausgetauscht wurden (Abbildung 2.2). Die Expression erfolgt mittels des Vektor
pETl16nHis, welcher diese Mutante (MARK2Nt(T208A/S212A)) zur Kopplung an die

Nickel-Chelat-Matrix mit einer N-terminalen poly-Histidin-Sequenz fusioniert.
208 212
1 1

LDAFCGAPP
HN Kat TUBAS

12280 330 403

Abbildung 2.2: Balkendiagramm des Konstrukts MARK2Nt(T208A/S212A). Den MARK-Doménen ist eine Histidin-reiche Sequenz
von insgesamt 21 Aminoséuren vorangestellt (MGHHHHHHHHHHSSGHIEGRH; Timm,1997).

Als Wirtsorganismus wird der E.coli-Stamm BI21(DE3) benutzt, der Stamm mit geringerer
Promotordurchléssigkeit (BI21(DE3)-pLys) ist hier nicht notwendig. Die Fermentation dieser
Zellen fiihrt in groem MafBstab (10 L Kulturmedium) zu einer Ausbeute von mehr als 7 mg
pro Liter Kultur, bei leichter Uberschreitung der Kapazitit der Nickel-Chelat-Matrix
(ungefadhr 7 mg/mL fiir ein Protein dieser GréBe) kann im einem einzelnen

Chromatografieschritt eine Reinheit von mindestens 95 % erreicht werden.

Um Einblicke in den Aktivierungsmechanismus von MARK zu bekommen, wurden diverse
Punktmutanten von MARK2 erstellt und exprimiert. Ein Objekt der gezielten Mutagenese ist
das Lysing, (siche Abbildung 1.2). Hierbei handelt es sich um eine Aminosédure, die
vermutlich, wie das Lysin;; in homologer Position in der PKA, eine stabilisierende
Wechselwirkung mit den o~ und B-Phosphaten des ATPs vermittelt. Ein Austausch dieser
Aminosdure gegen ein Alanin oder das sehr viel raumfiillendere Arginin fiihrt bei der PKA zu

einem totalen Verlust der Kinaseaktivitit (siche Diskussion).

In der Aktivierungschleife der MARK finden sich zwei potenziell phosphorylierbare Reste:

das Threoninygg und das Serinyjo. Diese beiden Aminosduren sind in der nativen Kinase
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MARK aus Schweinegehirn in phosphorylierter Form gefunden worden (Drewes et al., 1997)
und tragen vermutlich zur Regulation der MARK bei. Das Threoninyos befindet sich in
homologer Position zum Threonin197 der PKA, die (Auto)Phosphorylierung dieses Restes
filhrt zu einer Aktivierung der Kinase. Homolog zu dem Seriny;; in MARK gibt es in der
PKA ein Threonin (Tzo1), das aber bisher nicht als phosphorylierter Rest beobachtet wurde.
Wie bei MARK der Einfluss dieser Aminosiduren, ob unmodifiziert oder modifiziert, auf die

Aktivitit ist, sollte durch Mutagenese dieser Reste herausgefunden werden.

Der Einfluss der polaren Natur dieser Aminosduren kann durch den Austausch gegen ein
unpolares Alanin untersucht werden. Die Untersuchung der Wirkung einer Phosphorylierung
dieser Reste erweist sich als problematisch, da Kinasen, die diese Reste phosphorylieren, bis
jetzt nicht bekannt sind und sich die Umsetzung von MARK und ATP mit einem Katalysator
wie z.B. Mangan (Schieven und Martin, 1988) beziiglich bestimmter Aminosduren nicht
steuerbar ist. In der Literatur ist jedoch beschrieben, dass der Austausch von Threonin oder
Serin gegen Glutamat oder Aspartat - zumindest teilweise - den Status der Phosphorylierung
vortduschen kann: In der "Myosin I Heavy Chain Kinase" [ (MIHCK) kann durch
Mutagenese der dem Threoninyg dquivalenten Aminosdure zu einem Glutamat die Aktivitit
gesteigert werden. Dagegen fithrt der Austausch des dem S212 dquivalenten Restes gegen
Aspartat und Glutamat zu Enzymen mit reduzierter Aktivitét, bei einem Wechsel zu Alanin ist

das Enzym inaktiv (Szczepanowska et al., 1998).

Die Plasmide der MARK-Alanin-Mutanten wurden freundlicherweise von Dr. G. Drewes
(MPG-ASMB, Hamburg) zur Verfiigung gestellt, und die Glutamat-Mutanten wurden durch
gezielte Einfilhrung von Punktmutationen erstellt. Die Expression und Reinigung aller

Mutanten erfolgte analog zur Darstellung der Wildtyp-Kinase.
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2.2 Identifizierung einer MARK-aktivierenden Kinase

2.2.1 Etablierung eines gekoppelten Assays zur Detektion eines MARK-aktivierenden
Faktors

Um einen aktivierenden Faktor zu finden, wird ein spezifisches und sensitives
Detektionssystem benotigt.

Experimente mit einem Peptid, das der Aktivierungsschleife von MARK nachgebildet ist
(203-GNKLDTFCGSPPYAAPELQGKK-224, Lip-Peptid; Nummerierung nach MARK?2),
fiihrten zur Anreicherung einer Aktivitét, die das Tyrosiny;gs in MARK phosphoryliert. Eine
Aktivierung von MARK ist damit nicht verbunden (Schmidt-Ulms, 1998). AuBlerdem war
diese Aminosdure bei der Analyse der aus Gehirn gereinigten Kinase als nicht-phosphoryliert

gefunden worden (Drewes et al., 1997).

Ein Detektionssystem mit aus Gehirn gereinigter, dephosphorylierter Kinase erwies sich als
nicht praktikabel, da fiir diese Methode sehr groe Mengen an Kinase und an teurer
Phosphatase PP2a bendotigt werden.

Die bereits unter 2.1 genannten Vorteile der Nutzung rekombinanter Proteine und das
Vorhandensein eines sehr spezifischen Substratpeptids, das der ersten repetitiven Sequenz des
Tauproteins nachempfundene TR1 (255-NVKSKIGSTENLK-268), flihrten zur Erstellung eines

auf rekombinanter MARK basierenden gekoppelten Detektionssystems.

A - Phosphorylierung
—_—
Phospheorylierung
oder induzierte
B @ Autophosphorylierung Phosphorylierung
—_— _—

C @ Phosphorylierung
—_—

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des gekoppelten Detektionssystems. Der gemessene Phosphateinbau in das MARK-
Substratpeptid TR1 ist das Resultat mehrerer Reaktionen: Ein geringer Beitrag durch die Basalaktivitat der rekombinanten MARK (A), ein
starker Einbau durch MAF-aktivierter rekombinanter MARK (B) und ein geringer Anteil durch in der Probe vorhandener endogener Kinasen
(C). Die Differenz aus B, A und C ergibt die durch MAF induzierte Erh6hung der MARK-Aktivitét.
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Fir die Ermittlung einer Aktivierung werden pro Probe drei Messungen bendtigt (siehe

Abbildung 2.3):

Rkt. A) Messung der Basalaktivitdt von MARK.

Rkt. B) Messung der MARK-AKktivitét bei Einwirkung eines aktivierenden Faktors (MAF).

Rkt. C) Messung der MAF-enthaltenden Probe beziiglich des Substratpeptides TR1, um
mit-gereinigte endogene MARK oder eine unspezifisch das Peptid

phosphorylierende Kinase zu detektieren.

Durch Subtraktion der erhaltenen Aktivititen A und C von B wird die durch MAF erzeugte
Erhohung der MARK-Aktivitét erhalten. Dabei muss die eingesetzte Menge an rekombinanter
MARK so hoch sein, dass in moglichst kurzer Inkubationszeit ein deutlich {iber dem
Rauschgrund liegendes Signal erzeugt wird. Andererseits darf die Basalaktivitit der
rekombinanten Kinase, d.h. die eingesetzte Menge an Kinase, nicht so hoch sein, dass nur ein
geringer Anteil der Kinase aktiviert wird und das Signal der aktivierten Kinase nicht aus dem

Basalsignal heraussticht.

2.2.2 Anreicherung eines MARK-aktivierenden Faktors

Ein aktivierender Faktor sollte, wie zuvor die Proteinkinase MARK (Drewes et al., 1995 und
1997), mittels konventioneller Chromatografie aus Schweinegehirn isoliert werden, da dieses
Gewebe relativ einfach, in groBen Mengen und vor allem sehr frisch von einem Schlachthof
in der Umgebung zugénglich ist. Im Gehirnrohextrakt ist noch keine Aktivitdt mef3bar, erst
nach  Anreicherung der Aktivitit an einem schwachen Kationenaustauscher

(Phosphozellulose) kann ein Effekt eines MARK-aktivierenden Faktors gemessen werden.

Das in Abbildung 2.4 gezeigte Chromatogramm mit Aktivititsprofil der nachgeschalteten
Anionenaustauschchromatografie legt dar, dass der aktivierende Faktor sich auf dieser Stufe
bereits fast vollstindig von der endogenen MARK trennen ldsst: Das orangefarbene Profil
zeigt die Aktivitdit der Fraktionen bei Zugabe rekombinanter MARK. In griin ist das
Aktivititsprofil der Fraktionen beziiglich des TRI1-Peptids allein zu sehen. Das
Elutionsverhalten deckt sich mit dem der aus Gehirn gereinigten MARK (Drewes et al.,

1995). Die Differenz dieser beiden Profile (hier in rot) gibt an, in welcher der Fraktionen sich
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der aktivierende Faktor befindet. Die Aktivitdtsprofile sind auf die Basalaktivitit von 55
nmol/min/mg (= 1 U) der rekombinanten MARK2 normiert. Trotz der Reduktion der
Gesamtproteinmenge auf ungefidhr ein Sechstel, ist nur eine 1.3-fache Anreicherung der

spezifischen Aktivitit zu verzeichnen.
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Abbildung 2.4: Chromatogramm und Aktivititsprofil der Anionenaustauschchromatografie. Die blaue Kurve zeigt die UV-Absorption
der Proteine bei 280 nm, in braun ist die ansteigende Salzkonzentration dargestellt. Der Grofiteil des MAF eluiert mit der zweiten Hélfte des

Gesamtproteins in den Fraktionen 4, 5 und 6 (rotes Profil).

Die Fraktionen mit den hdchsten Aktivititen werden nach Vereinigung an einem
Kationaustauscher (SP-Sepharose) chromatografiert. Wie das Chromatogramm (Abb. 2.5)
zeigt, 1Bt sich auf dieser Stufe der Reinigung die endogene MARK nahezu vollstindig

abtrennen.
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Abbildung 2.5: Chromatogramm und Aktivititsprofil der Kationenaustauschchromatografie. UV-Absorption und Salzkonzentration

wie in Abb. 2.4. Der Grofteil des MAF eluiert auch hier mit der zweiten Hélfte des Gesamtproteins in den Fraktionen 7 und 8 (rotes Profil).



Ergebnisse 19

Auch hier nimmt die Gesamtaktivitdt der Priparation deutlich ab, so dass trotz Verringerung
der Gesamtproteinmenge auf ein Sechzigstel der urspriinglichen Menge nur eine
Anreicherung der spezifischen Aktivitdt um den Faktor vier erfolgt.

Es zeigt sich ferner, dass die Aktivitit selbst beim Arbeiten auf Eis und bei massivem Einsatz
von Protease- und Phosphataseinhibitoren sehr schnell (innerhalb weniger Stunden) abnimmt.
Ob der Verlust der Aktivierungsfihigkeit durch Abschalten, d.h. Phosphorylierung,
Dephosphorylierung oder Dissoziation zweier oder mehrerer Bestandteile des MAF, oder

durch proteolytische Degradation erfolgt, ist nicht bekannt.

Um eine moglichst effektive und schnelle Anreicherung des MAF zu erreichen, wird an dieser
Stelle ein Affinitdtsschritt durchgefiihrt: Dabei wird eine Nickel-Chelat-Sdule mit
rekombinanter ~MARK2Nt(T208A/S212A)  geséttigt und mit der aus der
Kationenaustauschchromatografie erhaltenen aktiven Probe in Gegenwart von ATP inkubiert.
Dieser Schritt ergibt eine Anreicherung der spezifischen Aktivitdt um den Faktor 300. Die
nachfolgende Gelfiltration reduziert die Gesamtproteinmenge nochmals deutlich auf weniger
als ein 50.000stel bei einer insgesamt 2200-fachen Anreicherung der spezifischen Aktivitit
bei einer Gesamtausbeute von 0.4 %.

Abbildung 2.6 zeigt, dass die Spitze des Aktivititsprofils deutlich hinter der
Hauptproteinmenge eluiert. Durch den Vergleich des Retentionsvolumens beim
Aktivitatsmaximum mit den Retentionsvolumina von Proteinen bekannter Masse, ldsst sich

die Masse des MAF zu ungefdhr 330 kD bestimmen.

330 kD
700 - v — Aktivierung |
=0- Molgewicht
—— Absorption

=S

Aktivierung [U]

246 810121416182022242628 30
Fraktionsnummer
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Abbildung 2.6: Chromatogramm und Aktivititsprofil der Gelfiltration. Die blaue Kurve zeigt wiederum die Absorption bei 280 nm, die
griine Kurve stellt das Elutionsverhalten der Kalibrierungsproteine (Thyroglobulin: 669 kD, Ferritin: 440 kD, Catalase: 232 kD, Albumin: 67
kD, Ovalbumin: 43 kD; griine Punkte) dar. Der Hauptanteil des MAF eluiert bei einem Retentionsvolumen, das einer Masse des MAF von

ungeféhr 330 kD entspricht.
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In Abbildung 2.7 ist eine tabellarische Ubersicht iiber die Aktivititen, Anreicherungen und

Ausbeuten der einzelnen chromatografischen Schritte dargestellt. Uber diese Schritte hinaus

wurde keine weitere Anreicherung mittels chromatografischer Methoden erzielt.

Gesamt-Protein | Gesamt-Aktivitat | Spezifische Aktivitéat | Ausbeute | Anreicherung
[mg] [ [U/mg] [%] [x-fach]

Gehimextrakt 25000 n.d. - - -
Phosphozellulose 2330 450 0,19 100 1
Q-Sepharose 376 90 0,24 20 1,3
MonoS 3 24 0,77 53 4
MARK-Sepharose 0,35 20 57 4.4 300
G200 0,043 18 418 0,4 2200

Abbildung 2.7: Tabellarische Bilanzierung der Anreicherung eines MARK-aktivierenden Faktors (MAF) durch mehrere

chromatografische Schritte.

2.2.3 Analyse des MARK-aktivierenden Faktors und Identifizierung einer MARK-
Kinase

Fiir eine weitere Analyse des MAF ist es notwendig herauszufinden, ob und welchen Effekt
die Inkubation des MAF mit MARK hat. Zu diesem Zweck wurde eine Zeitreihe der
Aktivierung aufgenommen. Die Aktivierung selbst wurde mittels Phosphorylierung des
Substratpeptids TR1 gemessen, der die Aktivierung begleitende Effekt auf MARK wurde

mittels SDS-Gelelektroforese und Autoradiografie des Gels untersucht.

Wie in Abbildung 2.8A ersichtlich, wird bereits nach einer Stunde Inkubation eine ungefdhr
zehnfache Aktivierung erhalten, nach zwei Stunden ist ein Plateau bei zwolffacher
Aktivierung erreicht (rote Kurve). Dieses Plateau wird vermutlich durch Verknappung der
Substrate ATP und TR1 verursacht. Es ist auch denkbar, das der MAF durch die Inkubation
bei 30 °C dissoziiert oder degradiert wird, MARK selbst zeigt eine konstante Aktivitét (blaue
Kurve), die durch Autophosphorylierung nicht verdndert wird. Mittels auf einer
Zellulosemembran immobilisierter MARK-Peptide konnten das Threoninsg und das Serin,7s
bzw. das Threoninyzs als Autophosphorylierungsstellen ermittelt werden (ohne Abbildung).
Diese Aminosduren befinden sich weit entfernt vom aktiven Zentrum in den Subdoménen I
(Band B1, siche Abbildung 1.2) bzw. XI (Helix oH). Interessanterweise handelt es sich bei

diesen Autophosphorylierungsstellen nicht um KXGS-Motive.
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In Abbildung 2.8B ist die Anderung des elektroforetischen Verhaltens und der Einbau
radioaktiven Phosphats wihrend der Inkubation mit MAF bzw. ohne MAF dargestellt. Bereits
nach zehn Minuten Inkubation mit MAF ist eine erhebliche VergroBerung des apparenten
Molekulargewichtes (Mgpp) und ein deutlicher Einbau von Radioaktivitit zu verzeichnen
(Spur 1, oben und unten).

Im Vergleich dazu zeigt der Ansatz ohne MAF keinen Unterschied im Laufverhalten und nur
sehr wenig Radioaktivititseinbau (Spur 4, oben und unten). Dieser Unterschied ist nach zwei
Stunden Aktivierung noch verstirkt: das M,,, von MARK?2 steigt von 88 kD auf 97 kD (Spur
3, oben), Verbunden mit einem Einbau von mehr als 0.6 mol Phosphat pro mol Kinase (Spur
3, unten). Die Autophosphorylierung fiihrt zu keiner Erh6hung des Mgy, und resultiert nur in

einem Phosphateinbau von 0.02 mol pro mol Kinase (Spur 6, oben bzw. unten).
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Abbildung 2.8: Effekt des MAF auf MARK. (A) Zeitreihe der Aktivierung: Nahezu zehnfache Aktivierung nach einer Stunde. (B) Das
SDS-Gel (oben) und die Autoradiografie (unten) zeigen: die Aktivierung wird von einer Erhéhung des M,,, von MARK und von einem

deutlichen Phosphateinbau in MARK begleitet (Spuren 1 - 3), ohne MAF bleiben diese Merkmale aus (Spuren 4 - 6).

Als néchstes sollte die Frage geklart werden, ob es sich bei dem MAF um eine Kinase bzw.
um einen eine Kinase enthaltenden Komplex oder um einen Kofaktor handelt.

Dazu wurde eine Probe des MAF mit 5'-p-Fluorosulfonylbenzoyladenosin (FSBA) inkubiert.
Dabei handelt es sich um ein Reagenz, das kovalent mit ATP-Bindungsstellen reagiert
(Anostario et al., 1990; Lee und Edelmann, 1995). Die Blockierung der ATP-Bindungsstelle
hat einen Aktivititsverlust zur Folge. Dadurch ldsst sich die Aktivierung durch die
Phosphorylierung einer iibergeordneten Kinase von einer durch einen Kofaktor induzierten

Autophosphorylierung unterscheiden.
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Wie in der Spur 2 der Autoradiografie (Abbildung 2.9A) zu sehen ist, wird die in Spur 1
dokumentierte Autophosphorylierung durch Reaktion von MARK mit FSBA ausgeloscht (die
Intensititen der Spuren 1 und 2 sind zur héheren Deutlichkeit angehoben). Werden MARK
und MAF zusammengegeben, wird ein deutlicher Phosphateinbau in MARK erhalten (Spur
3). Die inaktivierte, da FSBA behandelte MARK wird im Beisein von MAF ebenfalls
radioaktiv markiert, das heiflit, MARK wird hier von einer anderen Kinase phosphoryliert. Zur
Kontrolle ist die MAF-Préparation in Spur 5 aufgetragen, sie enthilt kein Protein das in der
Autoradiografie auf der Hohe von MARK zu sehen ist. Dieses Experiment lésst den Schluss

zu, dass der hier angereicherte MARK-aktivierende Faktor eine Kinase enthilt.
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Abbildung 2.9: Autoradiografie der aktiven und inaktiven MARK, ohne und nach Behandlung mit MAF. Inaktive MARK
(rMARK2 rspa)) zeigt trotzdem Phosphateinbau bei Behandlung mit MAF.

Um die Kinase zu identifizieren wurde der MAF ebenfalls mit dem oben erwidhnten FSBA
inkubiert. Dadurch werden alle eine ATP-Bindungsstelle enthaltenden Proteine, also auch
Kinasen, markiert. Diese Markierung lésst sich in einem Westernblot mit einem spezifischen
Antikorper gegen FSBA detektieren. Durch Markierung und Vergleich von Proben mit wenig
bzw. keiner Aktivitdt und Proben mit hoher Aktivitit, sollte sich die Auswahl an potentiellen

Kandidaten einschrianken lassen.

Abbildung 2.10A zeigt das Aktivititsprofil einer Gelfiltration. Die markierten Fraktionen
wurden ausgewdhlt: Die Fraktion 14 mit der hochsten Aktivitit und die flankierenden

Fraktionen 11 und 16 mit sehr geringer Aktivitét.
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Das in Abbildung 2.10B links abgebildete SDS-Gel stellt eine Silberfarbung der in diesen
Fraktionen enthaltenen Proteine dar. In den Spuren 1 bis 3 sind die mit FSBA behandelten
Fraktionen 11, 14 und 16 zu sehen, in der Spur 4 ist die Fraktion 14 parallel ohne FSBA
prozessiert worden. Der Anti-FSBA-Antikorper (Westernblot, Mitte) detektiert nur in der
Fraktion 14 zwei Banden: eine von 134 kD (Pfeil) und eine sehr schwache von 155 kD.

Die Autoradiografie (rechts) eines mit radioaktiven ATP behandelten Aliquots der Fraktion
14 zeigt ausschlieBlich bei 134 kD eine Bande, so dass es sich hierbei vermutlich um die

gesuchte Kinase handelt.
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Abbildung 2.10: Analyse des MAF. (A) Aktivitdtsprofil eines Gelfiltrationslaufs. Ausgewéhlte Fraktionen sind markiert. (B) Mittels eines

Antikérpers wird in der FSBA-behandelten, aktivsten Fraktion 14 eine potenzielle Kinase mit einem M, von 134 kD detektiert.

Aus einem Kilogramm Schweinegehirn konnten ungefahr zwei Mikrogramm dieses Proteins
prapariert werden, das in dem Labor von Prof. Dr. J. Vandekerckhove (Ghent, Belgien)
analysiert wurde. Die Aminosduresequenzen von 16 tryptischen Peptiden konnten durch

Massenspektrometrie und Peptidesequenzierung ermittelt werden (Gevaert et al., 2001).

Eine Datenbankrecherche ergab eine sehr hohe Ubereinstimmung aller Peptidsequenzen mit
einer Kinase aus Rattengehirn namens TAO1 ("Thousand-And-One aminoacids"; Genbank
AF084205), liber die bereits als aktivierende Kinase der MEK3 berichtet wurde (Hutchinson
et al., 1998). Sie gehort zur Unterfamilie GCK VIII (Germinal Center Kinase) der Gruppe der
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Ste20 Kinasen (sieche Diskussion). Diese Kinase wird im Weiteren als MARK-Kinase

(MARKK) bezeichnet.

In Abbildung 2.11A ist die Aminosduresequenz der MARKK/TAO1 dargestellt.

MPSTNRAGSL KDPETAELFF KEDPEKLFTD LREIGHGSFG AVYFARDVRT NEVVATKKM S 60
l\ YSGKOQSTEKW QDITKEVKFEL QRIKHPNSTE YKGCYLREHT AWLVMEYCLG SASDLLEVH K 120
KPLOQEVETIAA TTHGALQGLA YLHSHTMIHR DIKAGNILLT EPGOVELADE GSASMASPA N 180
SFVGTPYWMA PEVILAMDEG QYDGKVDVWS LGITCIELAE RKPPLEFNMNA MSALYHIAQ N 240
ESPTLQSNEW SDYFRNFVDS CLQKIPOQDRP TSEELLKHME VLRERPETVL IDLIQRTKD A 300
VRELDNLOYR KMKKLLFQEA HNGPAVEAQE EEEEQDHGGG RTGTVNSVGS NQSIPSMSI S 360
ASSQSSSVNS LPDASDDKSE LDMMEGDHTY MSNSSVIHLK PEEENYQEEG DPRTRASDP Q 420
SPPQVSRHKS HYRNREHFAT IRTASLVTRQ MQEHEQDSEL REQMSGYKRM RRQHOKQOLM T 480
LENKLKAEMD EHRLRLDKDL ETQRNNFAAE MEKLIKKHQA SMEKEAKVMA NEEKKFQQH T 540
QACQOKKELNS FLESQKREYK LREKEQLKEEL NENQSTPEKKE KQEWLSKQKE NIQHFQAEE E 600
ANLLRRQRQY LELECRRFKR RMLLGRHNLE QDLVREELNK RQTQKDLEHA MLLRQHESME 660
ELEFRHLNTI QKMRCELIRL OQHOQTELTNOL EYNKRREREL RRKHVMEVRY QPKSLKSKE L 720
OIKKQFQODTC KIQTRQOYKAL RNHLLETTPK SEHKAVLKRL KEEQTRK LAI LAEQYDHSIN 780
EMLSTQATRI. DEAQEARCQV LKMOLOQELE LLNAYQSKIK MQAEAQHDRE LRELEQRVSL 840
RRALLEQKIE EEMLALQNER TERIRSLLER QAREIEAFDS ESMRLGESNM VLSNLSPEAFE 900
SHSYPGASSW SHNPTGGSGE HWGHPMGGTP QAWGCHPMOQGG PQPWGHPSGP MOGVPRGSS I 960
GVRNSPOALR RTASGGRTEQ GMSRSTSVTS QISNGSHMSY T 1001
MW [kD]
rm MARKK LY Kat SBD "Spacer" C 116
134 295360431 722 1001
hs JIK N Kat SBD "Spacer" Cc 106
130 291356 428 719 898
hs PSK N Kat SBD "Spacer" Cc 138
134 295360399 461 752 1235
94 99 91 55 97 39 Homologie [%]
34 260 65 71-101 291 179-482 GroBe [As]
4.3 5.8 4.1-5.7 10.1 6.0-9.3 pl

Abbildung 2.11: MARKK/TAOL. (A) Primérstruktur der MARKK/TAOI1. Die Aminosduren der ermittelten Peptide sind unterstrichen.

Unterstrichene Sequenzen im Fettdruck sind einzigartig fiir dieses Mitglied der sonst sehr homologen GCK VIII-Kinasen und erlauben eine

einwandfreie Identifizierung dieser Kinase als MAF. (B) Doménen-Struktur von MARKK/TAOT! im Vergleich zu anderen Mitgliedern der

GCK VIII-Unterfamilie der Ste20-Kinasen. Die katalytische Doméne (KAT), sowie der Aminoterminus (N) und die sogenannte "Spacer"-

Domiéne sind hoch konserviert. Weniger Homologien finden sich in der Substrat-Bindungs-Domine (SBD). Nur noch geringe Ahnlichkeit

haben die Carboxytermini (C) der drei Kinasen.
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Der allgemeine Aufbau der Kinasen der Unterfamilie GCK VIII ist dhnlich dem Aufbau der
MARK: An eine kurze aminoterminale Kopfsequenz (N) mit hoher Homologie schliesst sich
eine stark konservierte katalytische Serin/Threonin-Kinase Doméne (ungefdhr 260
Aminosduren lang) an. Die darauf folgende Substrat-Bindungs-Domine (SBD) mit partiell
hoher und niedriger Homologie variiert in der Lidnge zwischen 71 und 101 Aminosduren.
Daran schlieBt sich der sogenannte "Spacer" an, der in allen Kinasen der GCK VIII Gruppe
stark konserviert ist, gefolgt von einem carboxyterminalen Schwanz (C) unterschiedlicher
Lénge (179 bis 482 Aminosduren) und mit sehr geringen Gemeinsamkeiten. Der "Spacer" und
der Schwanz besitzen aufgrund amphipatischer Eigenschaften eine hohe Wahrscheinlichkeit

zur Bildung von Dimeren (Segrest et al., 1990; Lupas et al.,1991).

2.3 Klonierung und rekombinante Expression der MARKK

2.3.1 Klonierung der MARKK aus einer cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn

Da die DNA-Sequenz der MARKK/TAOI bekannt ist, kann eine Klonierung sehr einfach
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung sequenzspezifischer primer

erfolgen.

Dazu wurde eine cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn amplifiziert und mittels Phagen in
Plasmide umgeschrieben, die die cDNA-Bibliothek repréisentieren. Durch einen Verdau mit
der Restriktionsendonuklease EcoRI lassen sich die inserierten cDNA-Sequenzen aus dem

Vektor herausschneiden und die Verteilung der Gro3en analysieren.

Dies ist in Abbildung 2.12 dargestellt. In der Spur 1 sind die ungeschnittenen Plasmide
enthalten, Spur 2 zeigt ein Aliquot der Plasmidbibliothek nach einem EcoRI-Verdau. Bei
ungefdhr 3000 Basenpaaren (Bp) ist der linearisierte Trigervektor pBluescript (s. Pfeil) zu
sehen, die GroBe der herausgeschnittenen Sequenzen reicht von 400 bis weit iiber 8400

Basenpaare, d.h. die cDNA der MARKK/TAO1 mit 3100 Bp kann darin enthalten sein.
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<+—pBluescript

Abbildung 2.12: Kontrolle der amplifizierten und in pBluescript umgeschriebenen cDNA-Bibliothek. Spurl: Ungeschnittene Plasmide.
Spur 2: EcoRI-geschnittene Plasmide, der Vektor (s. Pfeil) ist bei ~3000 Bp zu sehen, die insertierten Sequenzen haben eine
GroBenverteilung von 400 bis iiber 8400 Bp.

Die fiir die Amplifizierung bendtigten primer enthalten Punktmutationen, die dafiir sorgen,
dass das PCR-Produkt am 5'-Ende eine Ndel-Restriktionsschnittstelle und am 3'-Ende eine
BamHI-Schnittstelle erhilt, welche fiir das Subklonieren in andere Vektoren benotigt werden
(Sequenzen siche Anhang). Die Ndel-Schnittstelle schlie3t das Startcodon ein, wéihrend sich
die BamHI-Schnittstelle hinter dem Stopcodon befindet.

Das gewiinschte PCR-Produkt von 3100 Bp ist, neben kleineren unspezifischen Produkten, in
Abbildung 2.13A zu sehen (siche Pfeil). Nach Insertion in einen Trdgervektor und
Transformation in Bakterien werden mehrere verschiedene Klone analysiert, um festzustellen,
ob sie das richtige PCR-Produkt enthalten. Dazu wurden einige Zellen des jeweiligen Klons
als Lieferant einer DN A-Matrize fiir eine PCR benutzt. Wie in Abbildung 2.13B zu sehen ist,
enthalten drei der acht analysierten Klone ein Fragment der vorausgesagten Grof3e von 3100

Bp.

Klon Nr.
12 3 45617 8

8453 - 8453 -
4324 - 4324 -
2323 -

2323 -l
1264 -
1264 - 702 -
702 - 224 -

Abbildung 2.13: Kontrolle der PCR und der resultierenden Klone. (A) Die PCR ergab ein Produkt der erwarteten Grof3e (Pfeil). (B) Die
Klone 1, 6 und 8 enthalten ein Fragment der vorausgesagten GroBe (Pfeil). Die anderen Klone enthalten zu kleine (Klone 2 und 4) bzw.

keine PCR-Produkte (Klone 3, 5 und 7).
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Die Klone 1, 6 und 8 wurden durch DNA-Sequenzierung auf ihre Ubereinstimmung mit der
Datenbanksequenz iiberpriift. Dabei wurde eine Abweichung aller Klone und der einer
zweiten, unabhdngigen PCR bei Base 1253 festgestellt. Diese Punktmutation fiihrt zu einem

Austausch der Aminoséure 418 von Alanin zu Aspartat.

Interessanterweise kodiert das Gen der humanen homologen Kinase KIAA1361 (Genbank
AB037782), die sich von der Rattensequenz nur in acht Aminosduren unterscheidet, an dieser
Stelle ebenfalls filir ein Aspartat, so dass ein Fehler in der Datenbanksequenz der Ratten-

TAO1 wahrscheinlich ist.

2.3.2 Expression von MARKK in Insektenzellen

Die Expression von MARKK in E.coli (mittels pET16N-Vektor) ergab hauptsichlich
unlosliches Protein, bei gleichzeitig sehr niedrigem Expressionsniveau. Deshalb wurde das
Gen, in Vorbereitung fiir die Expression in Insektenzellen, iiber die Ndel- und BamHI-
Schnittstellen in den Baculovirus-Vektor pVL1392 umkloniert. Dieser kodiert dann fiir ein
Fusionsprotein mit einem aminoterminalen Polyhistidinschwanz, so dass eine einfache

Reinigung tiber IMAC moglich ist.

In Sf9-Insektenzellen befindet sich der eukaryotische Transkriptions- und Translations-
Apparat, so dass eine bessere Expression in diesem System angenommen werden kann.
Zusitzlich konnten in den Sf9-Zellen, im Gegensatz zur Expression in den Bakterien,
eventuell erforderliche stabilisierende oder aktivierende posttranslationale Modifikationen

erfolgen.

Die Abbildung 2.14A dokumentiert die Reinigung rekombinanter MARKK durch Nickel-
Chelat-Chromatografie: In der Spur 1 ist der Uberstand nach mechanischer Lyse der
Insektenzellen gezeigt, die Bande der MARKK ist sehr schwach auf Hohe des Pfeils zu sehen.
In Spur 2 dominiert die Bande der MARKK (siehe Pfeil) nach Affinititsreinigung. Das
rekombinante Protein hat das erwartete Mgy, von 134 kD, was etwas grof3er als das berechnete

Molekulargewicht von ungefédhr 118 kD ist.
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Ein Vergleich der aus Schweinegehirn angereicherten Kinase (MAF, Spur 1) und der

rekombinanten MARKK (Spur 2) ist in Abbildung 2.14B dargestellt.
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Abbildung 2.14: Expression und Reinigung rekombinanter MARKK in E.coli. (A) Stationen der Reinigung von MARKK (Pfeil). (B)
Gegeniiberstellung des aus Schweinegehirn isolierten Proteins (MAF) und der rekombinanten Kinase aus Sf9-Zellen (MARKK).

2.4 Untersuchung der Aktivierung von MARK mit MARKK in vitro

2.4.1 Aktivierung von MARK mit MARKK

Durch einen Kinase-Assay sollte verifiziert werden, dass diese Kinase tatsdchlich in der Lage
ist, MARK zu phosphorylieren und dadurch zu aktivieren. Dieses Experiment wurde analog

zu Abschnitt 2.2.3 als Zeitreihe durchgefiihrt.

Wie aus Abbildung 2.15A ersichtlich, wird nach einer Stunde Inkubation eine ungefiahr
zehnfache Aktivierung erreicht (rote Kurve). Nach einer weiteren Stunde ist die Aktivitat der
MARK bereits mehr als vierzehnfach erhéht. Das Abflachen der Kurve wird auch hier
vermutlich durch Verknappung der Substrate ATP und TR1 verursacht. Die Denaturierung
der Kinasen durch die Inkubation bei 30 °C kann ebenfalls eine Ursache dafiir sein. MARK
selbst zeigt eine konstante Aktivitdt (blaue Kurve), die durch Autophosphorylierung nicht
verdandert wird.

Die aktivierende Kinase MARKK ist nicht in der Lage das Peptid TR1 zu phosphorylieren
(ohne Abbildung).
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In Abbildung 2.15B ist die Anderung des elektroforetischen Verhaltens und der Einbau
radioaktiven Phosphats wihrend der Inkubation mit MAF bzw. ohne MAF dargestellt. Bereits
nach zehn Minuten Inkubation mit MARKK ist eine erhebliche VergréBerung des apparenten
Molekulargewichtes (Mgpp) und ein deutlicher Einbau von Radioaktivitit zu verzeichnen
(Spuren 1 - 3, oben und unten; Spur 3: 0.5 mol Phosphat pro mol MARK?2).

Im Vergleich dazu zeigt der Ansatz ohne MARKK keinen Unterschied im Laufverhalten und
nur sehr wenig Radioaktivitdtseinbau (Spuren 4 - 6, oben und unten). Auch hier steigt das
Map, von MARK?2 von 88 kD auf 97 kD (Spur 3, oben; zum Vergleich siche Abbildung 2.8B).
Die sehr geringe Autophosphorylierung von MARK fiihrt zu keiner Erhdhung des M, (Spur
6, unten bzw. oben).

Die aktivierende Kinase MARKK zeigt ebenfalls Autophosphorylierung (Spuren 7 - 9,
unten), das My, bleibt, wie im silbergefarbten SDS-Gel (Spuren 7 - 9, oben) zu sehen,
konstant. Gleichzeitig ist eine leichte Abnahme der Proteinmenge dieser Kinase von Spur 7
nach Spur 9 zu verzeichnen, hierin kann die Abflachung der Aktivierungskurve begriindet
sein. Diese Abnahme der Proteinmenge kann durch Degradation durch Proteasen,
Aggregation und/oder Adsorption an die Wandungen des Reaktionsgefdsses hervorgerufen

werden.
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Abbildung 2.15: Effekt der rekombinanten MARKK auf MARK. (A) Zeitreihe der Aktivierung: Nahezu zehnfache Aktivierung nach
einer Stunde. (B) Das SDS-Gel (oben) und die Autoradiografie (unten) zeigen: die Aktivierung wird von einer Erhéhung des M,,, von

MARK?2 und von einem deutlichen Phosphateinbau in MARK2 begleitet.
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2.4.2 Identifizierung der aktivierenden Phosphorylierungsstelle in MARK

Als nichstes sollte geklart werden, welche Aminosdure(n) wéhrend der Aktivierung

phosphoryliert werden und somit fiir die Regulation essentiell sind.

Bei einigen Serin/Threonin-Kinasen kann die Aktivierung direkt mit einer Phosphorylierung
in der Aktivierungsschleife in Verbindung gesetzt werden. Diese Aktivierungsschleife
befindet sich in der Subdoméne VIII, wird von den konservierten DFG- und APE-Motiven
eingerahmt und variiert in der Lange zwischen 18 und 28 Aminosauren.

Der Vergleich der Sequenzen diverser Kinasen und MARK in diesem Bereich zeigt, dass in
MARK zwei potentiell phosphorylierbare Reste in homologen Positionen zu den regulativ
wirkenden Aminosduren dieser Kinasen vorliegen. Diese beiden Reste wurden, wie schon
zuvor berichtet, in der aus Schweinegehirn gereinigten MARK phosphoryliert gefunden
(Drewes et al., 1997).

In Abbildung 2.16 sind die Aktivierungsschleifen einiger ausgewihlter S/T-Kinasen, wie
PKA, CDK2, ERK2, MKK3 und CKI, im Vergleich zu MARK dargestellt. Zuséatzlich ist der
korrespondierende Bereich der MARKK eingeschlossen. Serin- und Threoninreste, die
mogliche regulierende Phosphorylierungsstellen darstellen, sind unterstrichen. Aminosauren,
bei denen bekannt ist, dass deren Phosphorylierung die Kinaseaktivitdt reguliert, sind

zusitzlich fett gedruckt.

T208 S212
MARK 193-DFGFSNEFT——————— FGNKLDTFCG-SPPYAAPE-219 (AF084205)
MARKK 169-DFGSASMA-————————~— SPANSFVG-TPYWMAPE-192 (AF084205)
PKA 184-DFGFAKRVK-———————— GRTWILCG-TPEYLAPE-20¢ (AF208004)
CDK2 145-DFGLARAFG——————— VPVRTYTHEVVTLWYRAPE-172 (X62071)
ERK2 167-DFGLARVA~~~--DPDHDHTGFLTEYVATRWYRAPE-197 (M84489)
MKK3 197-DFGISGYLV-——————— DSVAKTMDAGCKPYMAPE-205 (L36719)
CKI 157-DFGLAKKYRDNRTRQHI PYREDKNLTGTARYASIN-191 (X80693)

Abbildung 2.16: Vergleich der Aktivierungsschleifen einiger ausgewihlter S/T-Kinasen. Die Abbildung zeigt die Aktivierungsschleifen
in der Subdoméne VIII einiger ausgewdhlter Serin/Threonin-Kinasen. Mdgliche regulierende Phosphorylierungsstellen sind unterstrichen,
bereits bekannte regulativ wirkende Stellen sind zusétzlich fett gedruckt. Das APE-Motiv ist in der CKI nicht konserviert. Es ist jeweils der

Anfang und das Ende der Aktivierungsschleife angegeben. Rechts sind die "Genbank"-Identifikationsnummern notiert (siche Anhang A.2).

Um zu ergriinden, ob die Aminoséuren Thryos und Serz;; in MARK in Abhéngigkeit ihres

Phosphorylierungszustandes ebenfalls regulierende Funktionen haben, wurden die Aktivititen
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der Alanin- und der Glutamat-Mutanten, jeweils ohne und mit Aktivierung durch MARKK,
gemessen und mit der Wildtyp-Kinase verglichen (Abb. 2.17 oben; Balken 1 und 2). Hierbei
zeigte sich, dass alle Mutanten, bei denen das Seriny;; ausgetauscht wurde, keine
nennenswerte Aktivitdt besitzen und sich auch nicht aktivieren lassen. Dies ist unabhéngig
davon, ob das Serin gegen ein Alanin oder ein Glutamat getauscht wurde. Ferner hat die
zusatzliche Mutation des Threoninygs in Alanin oder Glutamat keinen EinfluB auf die
Aktivitdt (Balken 7 - 10 und 13 - 16).

Wird dagegen nur das Threoninygg gegen ein Alanin getauscht, bleibt die Basalaktivitit von
55 nmol/min/mg (1 U) erhalten, ldsst sich jedoch durch Inkubation mit MARKK nicht
steigern (Balken 5 und 6). Die entsprechende Glutamat-Mutante hat eine vier- bis flinffach
hohere Grundaktivitét, die ebenfalls durch MARKK nicht verstarkt werden kann (Balken 11
und 12). Das Glutamat ist, zumindest teilweise, in der Lage ein Phosphothreonin darzustellen,
die MARKK-induzierte zehnfache Aktivierung der Wildtyp-Kinase wird jedoch nicht erreicht
(Balken 2). Dies belegt, dass das Threoninys diejenige Aminosiure ist, deren

Phosphorylierung durch MARKK die Aktivitét reguliert.

Weiterhin ist ersichtlich, dass auch das Serin,;; einen Anteil an der Regulation von MARK
hat: Die Phosphorylierung des Threoninyos erhdht die Aktivitit der Kinase, wéihrend das
Seriny, als polarer, nicht geladener Rest vorliegen muss. Unter der Annahme, dass hier der
Glutamatrest ein Phosphoserin imitiert, kann geschlussfolgert werden, dass die

Phosphorylierung des Serin,;, die Kinase abschaltet (siche Diskussion).

Die Lysin-Mutante (K82R) zeigt wie erwartet keine Aktivitét, da bei dieser Mutante die ATP-
Bindung beeintrichtigt ist. Eine Aktivierung findet ebenfalls nicht statt (Balken 3 und 4),.

Der mittlere und der untere Teil der Abbildung 2.17 dokumentieren das elektroforetische
Verhalten der Proben im SDS-Gel und den Einbau von radioaktivem Phosphat (AR).

Dabei wird deutlich, dass die Verringerung der elektroforetischen Mobilitdt kein Indikator fiir
Aktivierung ist, da alle, auch die nicht am Threonin phosphorylierbaren Proteine, dieses
Verhalten zeigen. Eine Ausnahme bildet hier nur die T208E-Mutante, die bereits
unphosphoryliert ein hoheres M, aufweist (Abb 2.17 Mitte; Spur 11, zum Vergleich Spur 12
und Spur 13).
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In der Autoradiografie des Gels (unten) ist deutlich der Einbau von (radioaktivem) Phosphat
durch MARKK zu sehen (Spuren mit gerader Nummer), auch bei nicht basal aktiven
Proteinen. Dies bedeutet, dass MARKK mindestens noch eine weitere Stelle in MARK

phosphoryliert, diese Stelle aber nichts zur Regulation beitragt.

MARK-Autophosphorylierung ist dagegen nur bei der Wildtyp-Kinase (Spur 1) und bei den

Threoninmutanten (Spuren 5 und 11) deutlich erkennbar.
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Abbildung 2.17: Einflul ausgewihlter Punktmutationen in MARK?2 auf die Basalaktivitit und die Aktivierungsfihigkeit durch
MARKK. (Oben) Aktivititen der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (Spur 1 und 2). Die T208A-Mutante zeigt nur Basalaktivitt,
wihrend die T208E-Mutante eine erhohte Grundaktivitit aufweist. Beide Mutanten lassen sich durch MARKK nicht weiter aktivieren. Alle
anderen Mutanten besitzen keine nennenswerte Aktivitdt, eine Aktivierung ist ebenfalls nicht méglich. (Mitte) SDS-PAGE: Alle Proteine
zeigen nach Inkubation mit MARKK eine gréfleres Mgp,. (Unten) Die Autoradiografie bestétigt die Phosphorylierung der Wildtyp-Kinase
und aller Mutanten durch MARKK (Spuren mit gerader Nummer), unabhéngig von Aktivitdt und Aktivierung.

Der Umstand, dass die Serin-Mutanten sich nicht aktivieren lassen wirft die Frage auf, ob
diese lberhaupt am Threonin phosphoryliert werden. Es ist einerseits denkbar, dass die
Mutation des Serins die Struktur der geamten Aktivierungsschleife beintrachtigt und so
Substratbindung und Aktivierung verhindert, andererseits besteht die Moglichkeit, dass die
Modifikation am Serin nur die Substratbindung stort, eine Phosphorylierung am Threonin

jedoch weiterhin moglich ist (siehe Diskussion).
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Zu diesem Zweck wurden Proben aktivierter und nicht aktivierter MARK, MARK(T208A)
und MARK(S212A) mittels Westernblot analysiert. Der dabei verwendete Antikdrper wurde
gegen ein Peptid generiert, dass an der entsprechenden Position ein Phosphothreonin tréagt.
Aus Abbildung 2.18 ist ersichtlich, dass der Antikorper sehr spezifisch am Threoninygg
phosphoryliertes Protein erkennt und dass MARK trotz S212A-Mutation am Threonin
phosphoryliert wird (unten; Spuren 2 und 6). Nicht oder nur autophosphorylierte MARK
(Spuren 1, 3 und 5) wird ebenso wie MARKK (Spur 7) nicht erkannt. Ist das fragliche
Threonin gegen ein Alanin ausgetauscht und kann somit nicht phosphoryliert werden, findet
auch keine Bindung des Antikorpers an MARK statt (Spur 4). Die T208E-Mutante wird von
diesem Antikorper nicht erkannt (ohne Abbildung).
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Abbildung 2.18: Phosphorylierungsstatus von MARK2 und Alaninmutanten nach Autophosphorylierung und nach Aktivierung
durch MARKK. Das silbergeférbte SDS-Gel (oben) zeigt mit und ohne MARKK inkubierte MARK und MARK-Mutanten. Im Western-
Blot (unten) werden von dem spezifischen pT208-Antikorper nur die Wildtyp-Kinase und die ebenfalls am Threoniny phosphorylierbare
S212A-Mutante erkannt.

Ein Antikorper, der analog gegen phosphoryliertes Seriny;, generiert wurde, markiert keines
dieser Proteine - einschlieBlich der S212E-Mutante, obwohl dieser Antikérper im
Kontrollexperiment aus Gehirn gereinigte MARK erkennt (ohne Abbildung).

Mittels einer Phosphoaminosdure-Analyse kann verifiziert werden, dass in der

Aktivierungsschleife nur das Threoniny)s von MARKK phosphoryliert wird. Zu diesem
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Zweck wird ein der Aktivierungsschleife nachempfundenes Peptid (Lip-Peptid; Abbildung
2.19, oben) mit MARKK phosphoryliert und sauer partiell hydrolysiert. Die Proben werden
diinnschichtelektroforetisch getrennt und autoradiografisch analysiert.

Durch der Probe =zugesetzte und nach der Trennung mit Ninhydrin gefirbte

Phosphoaminosiduren werden die Signale zugeordnet (Abbildung 2.19, unten).

Die Abbildung zeigt, dass das Lip-Peptid ausschlieBlich am Threonin phosphoryliert wird
(AR, oberes Feld). Am Ursprung (links) ist unvollstindig hydrolysiertes Peptid
zuriickgeblieben, abgespaltenes Phosphat ist ganz rechts zu sehen. Zum Vergleich sind
parallel prozessierte Proben von MARK2, phosphoryliert durch MARKK, und von
autophosphorylierter MARK2 dargestellt. Hier féllt auf, dass bei ersterer neben
Phosphothreonin ein ungefdhr gleich starkes Signal von Phosphoserin zu sehen ist. Die

autophosphorylierte Kinase dagegen enthélt nur Phosphoserin.

GNKLDTFCGSPPYAAPELQGKK Lip-Peptid

AR
- - : Lip-Peptid + MARKK
A ——— - e ] MARK2 + MARKK
- - MARK2 auto
Ninhydrin
e ¥ Phospho-As
-1 11 | +
Ursprung pY pT pS PO,*

Abbildung 2.19: Phosphoaminosiure-Analyse von phosphoryliertem Lip-Peptid, aktivierter und autophosphorylierter MARK2.
(Oben) Sequenz des Peptids aus der Aktivierungsschleife. (Mitte) Autoradiografie mit phosphoryliertem Lip-Peptid (obere Spur), aktivierter
MARK (mittlere Spur) und autophosphorylierter MARK (untere Spur). (Unten) Postionen des Ursprungs, der mit Ninhydrin geférbten

Phosphoaminosduren und des abgespaltenen Phosphats nach diinnschichtelektroforetischer Trennung.

Das Vorkommen eines so groflen Anteils an Phosphoserin in der aktivierten MARK kann
zwei Ursachen haben: Zum einen wird vermutlich durch die Aktivierung die
Autophosphorylierung verstirkt, zum anderen wurde oben gezeigt, dass bei der Aktivierung
durch MARKK neben dem Threonin,os mindestens noch eine weitere Phosphorylierungsstelle

geben muss, die die Verdnderung in der elektroforetischen Beweglichkeit verursacht. Im
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Gegensatz zum Threoninyog tragen diese Stellen jedoch nichts zu der hier untersuchten

Aktivierung bei.

2.4.3 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen MARK und MARKK

Die erfolgreiche Verwendung von Affinitdtschromatografie mit MARK als Ligand bei der
Reinigung des MAF wirft die Frage auf, ob eine Wechselwirkung zwischen MARK und
MARKK nur transient wahrend der Phosphorylierung vorliegt. Es wire ebenfalls moglich,
dass die beiden Proteine dauerhaft aneinander binden oder die Wechselwirkung durch ein

drittes Molekil vermittelt wird.

Um dies zu untersuchen, wurden in einem Gelfiltrationsexperiment die Retentionsvolumina
der Kinasen in Einzelliufen mit denen im Doppellauf verglichen (ohne Abbildung). Dabei
sollte die Bindung der Proteine aneinander durch gemeinsame Elution gekennzeichnet sein.
Die Retentionsvolumina wurden mit denen von Proteinen bekannter Masse ins Verhiltnis
gesetzt. Das gelchromatografische Verhalten ergab fiir MARK2 eine Masse von 230 kD, dies
wiirde bedeuteten, dass MARK2 hier als Trimer vorlag. MARKK eluierte in einem weiten
Bereich zwischen dem Ausschlussvolumen des Gelmaterials (entspricht einer Masse von
ungefahr 2000 kD) und dem fiir MAF festgestellten Retentionsvolumen, welches einer Masse
von ungefdhr 330 kD entspricht (sieche Abbildung 2.6). Diese breite Massenverteilung wird
vermutlich durch Aggregation des rekombinanten Proteins hervorgerufen. Eine gemeinsame

Elution von MARK?2 und MARKK konnte nicht festgestellt werden.

Als néachstes wurden MARKK und MARK?2 in Insektenzellen koexprimiert. Da MARKK mit
Polyhistidinschwanz vorliegt, kann das Protein mittels IMAC aus dem Zellextrakt isoliert
werden. MARK?2 ist mit einer Haemagglutinin-(HA)-Markierung versehen und kann durch
Immunoprézipitation erhalten werden. Mit spezifischen Antikérpern gegen den
Polyhistidinschwanz bzw. die Haemagglutinin-Markierung kann ermittelt werden, ob dabei
das jeweils andere Protein mit angereichert wird. Auch in diesem Experiment konnte keine

Bindung zwischen MARK?2 und MARKK gezeigt werden.
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2.4.4 Versuch der zusitzlichen Aktivierung mit ausgewiihlten Kinasen

Die aus Schweinegehirn isolierte MARK ist in der Aktivierungsschleife auch am Serin
(entspricht dem Serin,;; in MARK?2) phosphoryliert. Da MARKK hier aber nur das Threonin
phosphoryliert, stellt sich die Frage, ob es eine Kinase gibt, die speziell dieses Serin
phosphoryliert. Da das Serin von einem Prolin gefolgt wird, ist es naheliegend, dass eine so

genannte Prolin-gerichtete Kinase hier ansetzt.

Bei diesen Kinasen determiniert ein Prolin carboxyterminal zur Phosphorylierungsstelle die
Substraterkennung. Zu diesen Kinasen gehdren die Stress-aktivierten Proteinkinasen (p38-
SAPK) und die durch extrazelluldre Signale regulierten Kinasen (p44/ERK1 und p42/ERK2)
aus der Familie der MAP-Kinasen, sowie die Cyclin-abhidngigen Proteinkinasen (CDKs).
Desweiteren ist die Glycogen-Synthase Kinase 33 (GSK3f) in der Lage, von Prolin gefolgte
Serine oder Threonine zu phosphorylieren. In die folgenden Aktivierungsexperimente wurde
zusitzlich die Casein Kinase I (CKI) mit einbezogen. Aus Vergleichen bekannter Substrate
dieser Kinase kann geschlossen werden, dass das Seriny;; in der Aktivierungsschleife von
MARK eine Substratstelle fiir die CKI sein konnte, wenn das Threoninyg schon
phosphoryliert ist (Konsensussequenz: pS/pTX2_3S/TX; Pinna und Ruzzene, 1996; Kreegipuu et

al., 1999).

Getestet wurde die Aktivitit von MARK?2 nach Inkubation mit ausgewéhlten Kinasen: Den
MAP-Kinasen p38, p42 und p44, den CDKs Cdc2 und CdkS5 sowie der GSK3[ und der CKI.

Wie in Abbildung 2.20A dargestellt, ist keine dieser Kinasen in der Lage die Basalaktivitat
von MARK zu verdndern. Die Aktivitdit von MARK wird auch nach vorheriger Aktivierung
durch MARKK durch keine der oben genannten Kinasen beeinflusst (Abbildung 2.20B).
Wird die konstitutiv aktivierte T208E-Mutante statt der mit MARKK aktivierten MARK
eingesetzt, kann ebenfalls keine der ausgewdhlten Kinasen deren Aktivitit nennenswert

erhdhen oder erniedrigen (Abbildung 2.20C).
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Abbildung 2.20: Einfluss ausgewihlter Kinasen auf die Aktivitit von MARK und MARK(T208E). (A) Nur MARKK ist in der Lage,
die Basalaktivitdt von MARK zu erhdhen. (B) Kein Einfluss der ausgewéhlten Kinasen auf vorher aktivierte MARK. (C) Die Aktivitét der

konstitutiv aktivierten MARK wird nicht verandert.

2.4.5 Aktivierung anderer MARK-Isoformen durch MARKK

Von groBem Interesse ist nun, ob MARKK nur MARK?2 aktivieren kann oder auch in der

Lage ist, die anderen Isoformen zu aktivieren.

Die Expression und Reinigung von MARK4 war noch nicht erfolgreich, so dass fiir dieses
Experiment neben MARK2 nur die Isoformen 1 und 3 zur Verfiigung stehen.

Die Abbildung 2.21 zeigt, dass neben MARK2 sowohl MARKI als auch MARK3 durch
MARKK aktiviert werden. Die Aktivitidten der Kinasen nach Inkubation mit MARKK (hier
mit "+" gekennzeichnet) unterscheiden sich auch nach der relativ kurzen Inkubationszeit von
einer Stunde deutlich von der mit "-" gekennzeichneten Basalaktivitét der jeweiligen Isoform.
Daraus folgt, dass MARKK in vitro nicht zwischen den MARK-Isoformen 1 bis 3

unterscheiden und alle drei Kinasen aktivieren kann.
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Abbildung 2.21: MARKK aktiviert auch die Isoformen MARKI1 und -3. Aktivitdten der MARK-Isoformen 1, 2 und 3, jeweils ohne ("-")
und mit ("+") Aktivierung durch MARKK.
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2.4.6 Zielgerichtete Mutagenese von MARKK

Da die Aktivierungsschleife der MARKK der von MARK sehr homolog ist, sollte die gezielte
Umwandlung der dem Threoninyos und dem Seriny;; Aquivalenten Aminosduren (Serin;g;
bzw. Threonin;gs; siche Abbildung 2.16) in Alanine iiber den moglichen Einfluss auf die

Regulation Aufschluss geben.

Wie die Abbildung 2.22 darstellt, konnen sowohl die Wildtyp-MARKK (Spur 2) als auch die
Serin;s;-Alanin-Mutante (Spur 3) die Aktivitit von MARK2 (Spur 1) innerhalb einer Stunde
auf den fiinf- bis sechsfachen Wert steigern. Die Threonin;gs-Alanin-Mutante (Spur 4) und die
Doppelmutante (Spur5) erhdhen die Aktivitdt von MARK2 nicht.
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Abbildung 2.22: Untersuchung der Aktivierungsfihigkeit der MARKK-Alanin-Mutanten. Die MARKK(S181A)-Mutante (Spur 3)
kann ebenso wie die Wildtyp-Kinase (Spur 2) die MARK aktivieren, wihrend die MARKK(T185A)- und die MARKK(S181/T185)-
Mutanten (Spur 4 und 5) die MARK-Basalaktivitét nicht erh6hen (zum Vergleich Spur 1).

Dies legt einen dhnlichen Regulationsmechanismus wie bei MARK nahe. Weiterfiihrende
Experimente mit Glutamat-Punktmutanten konnten Aufschluss dariiber geben, ob dem
Serin;g; analog zum Threoninyg in MARK, je nach Phosphorylierungszustand eine

Schliisselrolle in der Aktivierung zukommt.
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3 Diskussion

Diese Studie ist ein Beitrag zur Aufkldrung der Regulation der MAP-Mikrotubuli-
Wechselwirkungen durch Phosphorylierung.

Strukturelle Mikrotubuli-assoziierte Proteine wie Tau, MAP2 und MAP4 enthalten viele
Phosphorylierungsstellen, wobel die meisten davon auferhalb der
Mikrotubulibindungsdoménen liegen und von iiberwiegend Prolin-gerichteten Kinasen
phosphoryliert werden. Die Mikrotubulibindungsdoménen bestehen aus drei bis vier Blocken
von ungefdhr 31 Aminosduren dhnlicher Sequenz. Sie enthalten die KXGS-Motive, deren
Phosphorylierung die Bindung der MAPs an Mikrotubuli unterdriickt (Biernat et al., 1993;
Biernat und Mandelkow,1999) und die Aggregation des Tauproteins zu PHFs stort (Schneider
et al,, 1999), einem der Anzeichen der Alzheimerschen Krankheit. Gleichzeitig ist bei
Alzheimer-Patienten ein erhohter Phosphorylierungsgrad an diesen Stellen nachweisbar

(Morishima-Kawashima et al., 1995).

Als dafiir verantwortliche Kinase konnte die MAP/Mikrotubuli-Affinitits-regulierende
Kinase (MARK) identifiziert werden (Drewes et al., 1995). Diese Kinase ist in der Lage,
sowohl in vitro als auch in vivo durch Phosphorylierung die Bindung von Tau, MAP2 und
MAP4 an Mikrotubuli aufzuheben und deren Stabilitit zu beeintrachtigen (Illenberger et al.,
1996; Drewes et al., 1997, Ebneth et al., 1999).

Die Dynamik der Mikrotubuli ist entscheidend fiir ihre Funktion in der Polarititsentwicklung
und der Aufrechterhaltung der Polaritit von Zellen (Drechsel et al., 1992), eine strikte
Regulation der MARK/Par-1-Aktivitdt und -Lokalisation ist deshalb zwingend erforderlich
(Wallenfang und Seydoux, 2000). Fiir eine vergleichende Ubersicht iiber die Rolle von
MARK/Par-1 in der Polarititsentwicklung von C. elegans und Drosophila siehe Pellettieri
und Seydoux, 2002.
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Die Unterfamilie der MARKs zdhlt in S&ugetieren vier Mitglieder in mehreren
Spleivarianten; in Datenbanken finden sich keine weiteren engen Verwandten dieser

Kinasen (Drewes et al., 1998; Manning et al., 2002).

3.1 Die Aktivitit von MARK wird durch Phosphorylierung in der

Aktivierungsschleife kontrolliert

Wie oben erwiéhnt, hat die Nutzung rekombinanter Proteine bei der Untersuchung ihrer
Regulation entscheidende Vorteile: Hohe Proteinmenge und Reinheit bei weitgehend
homogener und einfacher Priparation gehen einher mit Isomerenreinheit. Aulerdem ist durch
Mutagenese eine einfache Mdglichkeit zur Darstellung von Funktionsmutanten gegeben, die

eine gute Vergleichbarkeit mit der Wildtyp-Kinase erlauben.

Bei der Analyse von MARK aus Schweinegehirn wurden Peptide gefunden, die zu MARK1
und MARK2 passen. Nach Dephosphorylierung des im SDS-Gel bei 110 kD laufenden
Proteins wurden zwei Banden bei 90 und 100 kD erhalten. Hierbei handelt es sich vermutlich
um MARKI1 und MARK2 (Drewes et al., 1997). Aufgrund der Tatsache, dass bereits einige
Funktionsmutanten der MARK?2 vorlagen, wurde bei Beginn der Arbeit MARK?2 als Basis fiir

den Aufbau eines Detektionssystems ausgewaihlt.

Eines der tryptischen Peptide der MARK enthidlt zwei phosphorylierte Seitenketten
(Threoninyeg und Seriny;, in MARK?2) und stammt aus der Subdoméne VIII, der so genannten
Aktivierungsschleife. Die Mutagenese dieser beiden Aminosduren zu Alaninen fiihrt bei
MARKI1 und MARK2 zu inaktiven Kinasen (Drewes et al., 1997). Im Gegensatz dazu bleibt
bei der in E.coli exprimierten MARK2(T208A)-Mutante eine Wildtyp-dhnliche Basalaktivitit

erhalten.

Bei vielen Kinasen befinden sich an homologer Stelle Aminosduren, deren Einfluss auf die
Regulation der Aktivitit bekannt ist. Die flexible Aktivierungsschleife kontrolliert den
Zugang zum Kkatalytischen Zentrum. Oft wird durch Phosphorylierung eine offene
Konformation dieser Schleife stabilisiert, die Kinase wird dadurch aktiviert (Johnson et al.,

1996).
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Die molekularen Mechanismen bei der Aktivierung von Proteinkinasen werden hier anhand
der Cdk?2 beschrieben (DeBondt et al., 1993; Jeffrey et al., 1995; Kim et al., 1996):

Fiir eine Aktivierung der Cdk2 ist die Assoziation mit einem Cyclin und die nachfolgende
Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife notig. Das Cyclin bindet an die Helix aC, die
wegen der an der Bindung beteiligten Aminosduren auch PSTAIRE-Helix genannt wird, und
induziert eine Verschiebung der Helix nach innen (Abbildung 3.1, vergleiche A und B). Dabei
wird ein in der Helix befindliches Glutamat (E51) in eine Position gebracht, in der es das an
der ATP-Bindung beteiligte Lysin (K33) stiitzen kann. Gleichzeitig klappt die
Aktivierungsschleife mit dem darin befindlichen Threonin;sp um und gibt so das katalytische
Zentrum fiir das Substrat frei. Die Schleife wird durch Wechselwirkung mit dem Cyclin offen
gehalten. Zusitzlich wird diese Konformation durch ionische Interaktion zwischen dem
nachfolgend phosphorylierten Threonin;gp und dem darunter befindlichen Arginin;g

stabilisiert (Abbildung 3.1B).
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Abbildung 3.1: Regulationsmechanismus der Cdk2. Nach DeBondt et al., 1993 und Jeffrey et al.,, 1995. (A) Inaktive Cdk2 (PDB-
Datensatz 1b38). Die Aktivierungsschleife (hellgriin) blockiert die katalytische Tasche und die aC-Helix ist nach aussen gedreht. (B) Cdk2
mit gebundenem Cyclin (PDB-Datensatz 1FIN). Durch Bindung des Cyclins (hellblau) werden zahlreiche Konformationsdnderungen
induziert. Am auffilligstem ist hier die Drehung der aC-Helix in Richtung des katalytischen Zentrums, so dass das E51 (rot) in direkte
Nachbarschaft zum K33 (blau) gelangt, welches die o- und B-Phosphate des ATP-Molekiils (griin) stabilisiert. Weiterhin wird die
Aktivierungsschleife zur Seite geklappt und durch Wechselwirkung mit dem Cyclin offen gehalten. Die vollstindige Aktivierung erfolgt
durch die Phosphorylierung des T160 (gelb, hier ohne Phosphat), das die Schleife durch ionische Interaktion mit dem R169 (blau) fixiert.
Das Substrat kann nun in der offenen Tasche binden, die durch die Helix aD, die katalytische Schleife (violett) und die Aktivierungsschleife

gebildet wird. Fiir eine Beschreibung der am Phosphotransfer beteiligten Seitenketten siche Abbildungen 3.2 und 3.3.

Die Verschiebung der Helix aC ist essentiell, aber in den verschiedenen Familien
eukaryotischer Proteinkinasen unterschiedlich stark ausgeprigt. In der PKA z.B., wird die

richtige Orientierung der Helix durch eine geringfligige Drehung erzielt. Dies wird durch die
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Wechselwirkung des Histiding; in der aoC-Helix mit dem phosphorylierten Threonin;e7 in der
Aktivierungsschleife erreicht, die dadurch ebenfalls in der offenen Position fixiert wird (siehe
Abbildung 3.3A). Eine Ubersicht zur konformationellen Plastizitit von Proteinkinasen

beschreiben Huse und Kuriyan, 2002.

Gut untersuchte Beispiele sind neben der Cdk2 auch die MAPK und die PKA. Deren
Kontrolle kann durch Einzel- oder Doppelphosphorylierung erreicht werden. Aktivierung
durch Einzelphosphorylierung findet bei der PKA (T197; Adams et al, 1995) analog zur Cdk2
(T160; Kim et al., 1996) statt, diese Aminosduren befinden sich in dquivalenter Position zum
T208 in MARK?2 (siehe auch Abbildung 2.16). Dagegen wird fiir die Aktivierung der MAP-
Kinasen die Phosphorylierung zweier Stellen in der Aktivierungsschleife bendtigt (Payne et
al., 1991; Canagarajah et al., 1997): Das T183 (ERK2) entspricht dabei dem T208 in
MARK?2. Die zweite Stelle, das Y185 (ERK2), befindet sich in der Néhe des S212 der
MARK?2. Da im tryptischen Peptid der MARK aus Gewebe das Threonin und das Serin

phosphoryliert sind, wird hier ein dhnlicher Mechanismus angenommen.

Die Beobachtung, dass Teile der Rohpraparationen von MARK in der Lage sind, deren
Aktivitit zu stimulieren, fiihrte zu dem Entschluss, den aktivierenden Faktor ebenfalls
biochemisch aus Gewebe zu isolieren. Da Kinasen meist Teil eines Signalkomplexes sind,
sollte ein aktivierender Faktor in ausreichender - eventuell sogar in dquimolarer — Menge
vorhanden sein. Durch Verdnderung der Bedingungen konnte hier die endogen vorhandene

MARK bereits auf einer frithen Stufe der Reinigung abgetrennt werden.

Fiir einen Affinitdts-Anreicherungsschritt bei der Prdparation eines MARK-aktivierenden
Faktors (MAF) wurde das verkiirzte Konstrukt MARK2Nt(T208A/S212A) (siche Abbildung
2.2) mit hoherer Stabilitdt benutzt, gleichzeitig war eine sehr viel hohere Ausbeute moglich.
Zusatzlich wurden das Threonin und das Serin in der Aktivierungsschleife gegen Alanine
ausgetauscht. Dies geschah unter der Annahme, dass die Aktivitit durch Phosphorylierung
dieser beiden Aminosduren reguliert wird. Eine aktivierende Kinase sollte die
Aktivierungsschleife von MARK in ihrer Substratbindungsstelle aufnehmen, dabei sollte
deren Verweildauer durch den Austausch gegen nicht phosphorylierbare Reste in der Schleife

von MARK erhoht werden.
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In einem dhnlichen Ansatz konnte die Bindung von C-TAK1 (MARK3) an die Phosphatase
Cdc25 verstirkt werden, so dass eine Immunopréazipitation mdglich wurde (Peng et al., 1998).
Eine stiarkere Ausprigung dieses Mechanismus findet sich bei der GSK3[B, deren
Aminoterminus als Inhibitor fungiert (Dajani et al.,, 2001), ebenso ist ein nicht
phosphorylierbares Pseudosubstrat der PKA als Inhibitor bekannt (PKI; Wen and Taylor,
1994).

Aus dem Gelfiltrationsexperiment als letzten Reinigungsschritt ergibt sich fiir den
aktivierenden Faktor eine Grof3e von ungefahr 330 kD, was auf einen Komplex aus mehreren
Untereinheiten hindeutet. Als Teil dieses Komplexes konnte eine Serin/Threoninkinase
bestimmt werden, diese wurde MARKK (MARK-Kinase) genannt. Die Identifizierung
eventueller Partner gelang jedoch noch nicht. Es ist ebenfalls moglich, dass es sich bei dieser

funktionellen Einheit um ein oligomeren Komplex von MARKK allein handelt.

Die Analyse tryptischer Peptide der gereinigten Kinase ergab sechzehn Sequenzen, die
nahezu identisch mit der TAO-1 ("Thousand-And-One Aminoacids", Genbank-
Identifikationsnummer AF084205; Hutchinson et al., 1998) sind. Die gefundenen Peptide
lassen eine eindeutige Unterscheidung zwischen dieser und anderen Kinasen ihrer
Unterfamilie zu. Im Zuge der Klonierung wurden keine Spleilvarianten dieser Kinase

erhalten.

Mit dieser rekombinant exprimierten Kinase gelang in vitro die Aktivierung von MARK2,
wie bei der Inkubation mit MAF begleitet von einer Verringerung der elektroforetischen
Mobilitdt und dem Einbau von Phosphat.

Somit ist diese Kinase, zusammen mit den verschiedenen Funktionsmutanten der MARK, ein

ideales Werkzeug, um den Mechanismus der MARK-Regulation zu entschliisseln.

Die Ergebnisse zeigen, dass die katalytischen Domidnen von MARK und PKA starke
Ahnlichkeiten aufweisen: Aminosiuren, die in der PKA wichtig fiir die Bindung des ATPs
und der Substrate sind, und Aminosduren, die vermutlich die Kinase im aktiven Zustand

stabilisieren, sind in MARK in dquivalenter Position zu finden.
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Bei der K82R-Mutante ist das dem K72 der PKA &dquivalente Lysin zu einem Arginin
umgewandelt. Dieses Lysin ist in der PKA an der Bindung der o- und B-Phosphate des ATPs
beteiligt, durch den Austausch gegen das deutlich groBere Arginin wird ein Teil der ATP-
Bindungstasche blockiert (Adams et al, 1995). Dies fiihrt im Fall der PKA wie auch bei
MARK zu einer inaktiven Kinase.

In der PKA ist fiir die Aktivierung die Phosphorylierung des Threonin;9; nétig. Das Phosphat
stabilisiert durch zahlreiche Wechselwirkungen mit Aminosduren der Aktivierungsschleife,
der katalytischen Schleife und der aC-Helix die flexible Aktivierungsschleife, wihrend das
DFG-Motiv und das Threonin,; deren Enden fixieren (Madhusudan et al., 1994).

Diese Aufgaben konnen beim &quivalenten phospho-Threoninygs der MARK von den
Aminosduren Glutamat;q9, Argininj7s4 und Lysings iibernommen werden (siche Abbildung
3.2). Ein Glutamat kann an hier diese Funktion trotz ungefihr gleicher GroBle wie ein

Phosphothreonin nicht gleichwertig erfiillen, vermutlich wegen der Ladungsdifferenz.

pl ¥
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Abbildung 3.2: Modell des katalytischen Zentrums von MARK2. Aufgrund groBer Ahnlichkeiten der Primir- und der vorhergesagten
Sekundérstruktur mit der PKA kann ein wahrscheinliches Modell der katalytischen Doméne der MARK unter Benutzung der PKA-
Koordinaten erstellt werden (Taylor et al., 1993). Das D193 (orange) fixiert ein Mg”*"-Ion (nicht gezeigt), das zusammen mit dem durch das
E100 (rot) gehaltene K82 (blau) die o- und B-Phosphate des ATPs (griin) stabilisiert. Das pT208 (rot) fixiert durch Interaktionen mit K96,
R174 und E199 die Aktivierungsschleife (hellgriin). Ein Gluatamat kann die stiitzende Funktion des Phosphothreonins iibernehmen, wihrend
ein Alanin in dieser Position keinerlei Stabilisierung zulieBe. Das S212 (gelb) kann eventuell iiber eine Wasserstoffbriicke mit dem K177
(blau) wechselwirken. Eine solche Festigung der Struktur wire mit einem Alanin an dieser Stelle nicht gegeben. Der Abstand zwischen
katalytischer und Aktivierungsschleife ist fiir die groBe Glutamat-Seitenkette zu gering, so dass diese vermutlich die Aktivierungsschleife
destabilisieren oder durch eine Umorientierung nach oben in die Substratbindungstasche ragen wiirde. Die katalytisch aktive Seitenkette des

D175 (rot) wird durch das N180 (blau) am Ende der katalytische Schleife gestiitzt.
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Das Seriny;; kann - analog zum Threoninyg; der PKA - durch eine Wasserstoffbriicke mit dem
Lysinj7; am Ende der katalytischen Schleife eine weitere Stabilisierung der
Aktivierungsschleife bewirken (Madhusudan et al., 1994), d.h. die OH-Gruppe des Serins
wire flir eine Wasserstoftbriicke wichtig. Ein Austausch dieser Aminosdure gegen ein Alanin
konnte hier zu einer Destabilisierung fiihren. Dies wiirde erkldren, warum die S212A- und die
T208A/S212A-Mutanten inaktiv sind, unabhédngig vom Phosphorylierungszustand des

Threonins,os.

Auch der Wechsel zu einem Glutamat, was ndherungsweise einer Phosphorylierung des
Seriny;» entspricht, konnte die stabilisierenden Funktion beeintrachtigen. Eine andere
Erklarung fiir den Verlust der Kinaseaktivitét aller die S212E-Mutation enthaltenen Proteine
wire, dass die grofle geladene Seitenkette mit der Substratbindung interferiert.

Die PKA  besitzt drei Glutamate in der Substratbindungstasche, die ionische
Wechselwirkungen mit den Asparaginen (in den Positionen -6, -3 bzw. -2 zur

Phosphorylierungstelle) mit dem Inhibitor PKI eingehen (Taylor et al., 1993).

Aktivierungs- \
schleife \

Abbildung 3.3: Struktur der PKA. Nach Taylor und Radzio-Andzelm, 1994. (A) Darstellung des katalytischen Zentrums der PKA (Pdb-
Datensatz 1fmo) mit den zu Abbildung 3.1 dquivalenten Seitenketten. (B) Interaktionen zwischen PKA und PKI: Die Glutamate E170, E203
und E230 (violett) treten in ionische Wechselwirkung mit den Argininen R(-3), R(-6) und R(-2) (blau) des Inhibitors. Statt eines

phosphorylierbaren Serins oder Threonins liegt im Pseudosubstrat PKI ein Alanin (A(0), rotbraun) vor.

MARK zeigt eine der PKA dhnliche Priferrenz zu positiv geladenen Seitenkette
aminoterminal zur Phosphorylierungsstelle:

Die Konsensussequenz der bisher bekannten und in Abbildung 3.4 dargestellten Substrate
lautet ®/xXXS. Zum Vergleich: Die Konsensussequenz der Substrate der PKA ist: R*/xXS
(Kreegipuu et al., 1999).
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Die erste repetitive Sequenz des Tau-Proteins steht hier stellvertretend fiir die Substratmotive
der MARK in Tau, MAP2 und MAP4 (Drewes et al., 1995; Illenberger et al., 1996).

Weitere in vivo-Substrate von MARK/Par-1 sind "Dishevelled" (Dsh), ein Regulator des Wnt-
Signaltransduktionsweges (Sun et al., 2001), "Oskar", einer Determinante des posterioren
Poles in Drosophila-Eiern (Riechmann et al., 2002) und dem "Kinase suppressor of Ras
(KSR-1), einem Geriistprotein des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalkomplexes (Miiller et al., 2001).
Eine Phosphorylierung der Serin/Threoninphosphatase Cdc25, der Tyrosinphosphatase
PTPHI1 und der Serin/Threoninkinase Rafl durch MARK wurde bisher nur in vitro gezeigt
(Peng et al., 1998; Zhang et al., 1997; Thorson et al., 1998).

Die Phosphorylierung durch MARK erzeugt bei mehreren dieser Proteine (Cdc25, KSR-1,
PTPHI1 und Raf-1) eine Bindungsstelle fiir das Ankerprotein 14-3-3.

Tau (TR1) NVKSKIGSTENLK (a)
Cdc25 GLYRSPSMPENL (b)
Dsh RQADRASSFSSIT (c)
Oskar QLRDKLQSSGSFR (d)
KSR-1 RRTESVPSDI (e)
PTPH1 RRSLSVEHLE (f)
Raf1 PKINRSASEPSLH (9)
R

Konsensus XXXXEXXSXXXXX

Abbildung 3.4: Partieller Sequenzvergleich bekannter MARK/Par-1-Substrate. (a) TR1, stellvertretend fiir TAU, MAP2 und MAP4,
Drewes et al., 1995; Illenberger et al., 1996. (b) Peng et al., 1998. (c) Sun et al., 2001. (d) Riechmann et al., 2002. (¢) Miiller et al., 2001. (f)
Zhang et al., 1997. (g) Thorson et al., 1998.

Ein Glutamat an der Stelle des Serins in der Aktivierungsschleife der MARK konnte
alternativ zur Blockierung der Substratbindungsstelle auch durch ionische Wechselwirkung
mit dem Arginin oder Lysin in Position P-2 die Affinitdt zum Substrat drastisch erhohen und

so die Kinase inhibieren.

Die Mutation des zu S212 dquivalente Restes in der JNK/SAPK inhibierenden Kinase (JIK;
Tassi et al., 1999) fiihrt ebenfalls zu einer dramatisch verringerten Aktivitit. Die Regulation
der "Myosin I Heavy Chain Kinase" I (MIHCK) folgt dhnlichen Prinzipien: Umwandlung der
zum T208 homologen Aminosdure in ein Aspartat oder Glutamat ergab Proteine mit hoherer
Aktivitdt als im unphosphorylierten aber geringerer als im phosphorylierten Zustand.
Dagegen fiihrte der Austausch des dem S212 &dquivalenten Restes gegen Aspartat und
Glutamat zu Enzymen mit deutlich verminderter Basalaktivitdt, bei einem Alanin in dieser

Postion konnte keine Kinaseaktivitdt gemessen werden (Szczepanowska et al., 1998).
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Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die MKK6 (Han et al., 1996), die Ste20p aus Hefe (Wu et
al., 1995) und die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK; Scott et al., 2002) publiziert.

Unter der Vorraussetzung, dass an dieser Stelle die Nachahmung einer Phosphoaminosiure
erfolgreich ist, muss angenommen werden, dass das doppeltphosphorylierte Peptid der aus

Gehirn priaparierten MARK von einem Anteil inaktivierter Kinase stammt.

Der Vergleich der Aktivititen von MARK und aktivierter rekombinanter MARK ist aus
mehreren Griinden schwierig: Einerseits ist die Abschitzung der Reinheit der aus Gewebe
préaparierten Kinase fehlerbehaftet, andererseits zeigen rekombinante MARK und MARKK
die Neigung zur Aggregation, so dass in der Reaktionsmischung die effektive Konzentration
beider Reaktanden stetig abnimmt. Diese Aggregationstendenz manifestiert sich auch in der
frithen Elution von der Gelfiltrationsséule. Weiterhin kann angenommen werden, dass in vivo
beide Kinasen als Teil eines Signalkomplexes fiir die Phase der Aktivierung durch
Gerlistproteine aneinander lokalisiert sind, wihrend bei in vitro-Reaktionen die
Umsatzgeschwindigkeit auch durch Diffusion limitiert wird.

Diese Umstinde erschweren die Bestimmung der maximalen Aktivierung, es konnte nur eine
ungefdhr sechzehnfache Aktivierung erzielt werden, begleitet von dem Einbau von ungeféhr
0.5 mol Phosphat pro mol Kinase.

Aus der Phosphoaminosdureanalyse ergibt sich ein Verhéltnis von ungefahr 1:1 zwischen
Phosphothreonin und Phosphoserin. Da nur die Threoninphosphorylierung zur Aktivierung
beitrdgt, lasst sich hieraus - Annahme einer quantitativen T208-Phosphorylierung - eine 64-
fache maximale Aktivierung abschdtzen. Dies bedeutet bei einer Basalaktivitit von 55
nmol/min/mg eine maximale Akitivitit von 3520 nmol/min/mg. Das aus Gewebe isolierte

Enzym hat im Vergleich dazu eine Aktivitit von 1500 nmol/min/mg (Drewes et al., 1997).

3.2 Eigenschaften der MARK-aktivierenden Kinase

MARKK (alias TAO-1) gehort zur Gruppe der Ste20-Kinasen. Diese Gruppe ist verwandt mit
den "sterile 20 protein kinases" aus Hefe (Ste20p) und kann in zwei Familien unterteilt

werden: Den p2l-aktivierten Proteinkinasen (PAKs, mit aminoterminaler p21-
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Bindungsdomine und carboxyterminaler Kinasedoméne) und den "germinal center kinases"

(GCKs, aminoterminale Kinasedomine, keine p21-Bindungsdoméne).

In Sdugetieren sind ungefdhr dreiBig Ste20-verwandte Kinasen bekannt, zusitzlich gibt es
Homologe in Drosophila, C.elegans und anderen Organismen, wobei sie sich in zwei PAK-
Unterfamilien und acht GCK-Unterfamilien aufteilen (Manning et al., 2002; sieche auch
Abbildung 1.1; Mitte rechts). Diese Kinasen sind in viele zellulire Prozesse involviert, wie
z.B. der Regulation der Apoptose und der Organisation des Zytoskeletts bei Formgebung und

Bewegung von Zellen.

Die Kinasen der Ste20-Gruppe werden durch eine Vielzahl von Faktoren reguliert: Durch
GTPasen der Ras-Familie, durch iibergeordnete Proteinkinasen, durch an Zytokinrezeptoren
gebundene Adapterproteine, sowie durch Dimerisation oder Assoziation mit Inhibitoren und

Autophosphorylierung nach Stimulation. Fiir eine Ubersicht siehe Dan et al., 2001.

MARKK/TAO-1 gehort - zusammen mit der JIK ("JNK/SAPK inhibitory kinase"; Tassi et al.,
1999), der DPK/KDS ("Dendritic cell derived protein kinase"; Zhang et al., 2000; "Kinase
domain with homology to Ste20p"; Carter et al., 2000) und der PSK ("Prostate-derived Ste20-
like kinase", dem humanen Homolog der Ratten-TAO-2; Moore et al., 2001; Chen et al.,
1999) - zur Gruppe VIII der GCK-Kinasen. Weiterhin sind deren Homologe aus Drosophila
(CG14217), C.elegans (Sulu/kin-18; Bermann et al., 2001) und Hithnern (KFC — "kinase from
chicken"; Yustein et al., 2000) dieser Gruppe zugeordnet.

Die identischen Kinasen DPK und KDS - Aktivatoren der ERK- und JNK/SAPK-
Signaltransduktionswege - unterscheiden sich von der JIK, einem direkten Inhibitor der

JNK/SAPK, nur in einem Block von 22 Aminoséuren in der Substratbindungsdoméne.

Mit 1001 Aminosduren ist die MARK-Kinase ungewohnlich gro83. Ihre Kinasedomine ist wie
gewoOhnlich nur 250 Aminosduren lang, die anderen Domédnen iibernehmen vermutlich
regulatorische und/oder Geriistfunktionen. Die bei der Reinigung ermittelte Masse von
ungefahr 330 kD entspricht 2 — 3 MARKK-Molekiilen und ldsst vermuten, dass die Kinase
hier in einem Komplex mit Geriistproteinen oder Kofaktoren vorliegt.

Ein gut untersuchtes Beispiel fiir die Architektur eines solchen Signalkomplexes ist das

Ste20-Signaltransduktionsmodul: Hier werden die Ste20p und die nachfolgenden Kinasen der
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MAP-Kinasekaskade (Stellp, Ste7p und Fus3p) durch das Geriistprotein Ste5p
zusammengebracht (Marcus et al., 1994). Die MAP-Kinasen zeichnen sich auch durch so
genannte Andockstellen ("docking sites") aus, welche unabhéngig von der eigentlichen
Subtratstelle und deren Phosphorylierungszustand fiir eine Bindung zwischen dem Enzym

und seinem Substrat sorgen (Jacobs et al., 1998; Holland und Cooper,1999).

In ihrer Doménenstruktur dhnelt die MARKK sehr der MARK. Sie enthéilt, wie viele Kinasen
der GCK-Unterfamilie, ausgedehnte Bereiche amphipathischer Helices, welche vermutlich
der Interaktion mit anderen Proteinen dienen (Lupas et al., 1991). MARK enthilt ebenfalls
solche Bereiche, scheint aber, abgesehen von der transienten Anlagerung wéhrend der

Phosphorylierung, nicht direkt mit MARKK zu interagieren.

MARKK/TAO-1 und PSK/TAO-2 sind in vitro als Aktivatoren der MKK3 und MKK6 des
Stress-aktivierten Signaltransduktionsweges bekannt. Diese wiederum aktivieren die p38-
MAPK. Es wurde gezeigt, dass endogene MKK3 in transfizierten Sf9-Zellen mit TAO-1 bzw.
TAO-2 koimmunoprezipitiert werden kann (Hutchinson et al., 1998; Chen et al., 1999).
Hierbei konnte eine Bindung zwischen dem Aminoterminus der MKK3 und der konservierten
Substratbindungsdomine (SBD; siehe Abbildung 2.11B) der TAO-2 nachgewiesen werden.

Zwischen dem Aminoterminus der MKK3 und den MARKSs sind keine Homologien
erkennbar, eventuell wird eine Interaktion zwischen MARK und MARKK iiber

Adapterproteine vermittelt.

Fir TAO-2 konnte eine Funktion als Effektor der MKK3/p38- und MKK6/INK-Stress-
aktivierten Signalwege auch in vivo verifiziert werden (Chen und Cobb, 2001). Die
Bestitigung der Rolle von MARKK/TAO-1 als physiologischer Aktivator der MARK und
MKK3 stehen noch aus.

Momentan ist der Zusammenhang zwischen  Stress-induzierter =~ MAP-Kinase-
Signaltransduktion und den Signalwegen der MARK unklar.

Interessanterweise fiihrt zelluldrer Stress durch Phenylarsenoxid nicht nur zu einer
Stimulation der Stess-aktivierten Kinasen, sondern auch zur Phosphorylierung der KXGS-
Motive im Tauprotein, wahrscheinlich durch die Aktivierung von MARK. Dies kann nicht in

allgemeinen oxidativen Prozessen begriindet sein, da der Effekt von Phenylarsenoxid durch
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Addition von H,O, oder durch Verdringung von Glutathion aufgehoben wird (Jenkins und
Johnson, 2000). Tatsdchlich flihrt oxidativer Stress fiir gewdhnlich zur Dephosphorylierung
des Tauproteins (Ko et al., 1997).

Weiterhin ist interessant, dass bei NGF-induzierter Differenzierung neuronaler Zellen die
Transkripte von MKK3 und MARKI hochreguliert werden. Dabei erzeugen NGF und FGF
eine lang anhaltene Erhéhung der Genexpression, der nicht zur Differenzierung fiihrende FGF

dagegen nur eine kurzzeitige Anhebung (Brown et al., 1999).

Ein direkter Effektor der MARKK/TAO-1 ist nicht bekannt, die hier darsgestellten
Experimente mit Alaninmutanten der MARKK lassen aber schlieen, dass diese - dhnlich wie

MARK - mittels Phosphorylierung durch eine iibergeordnete Kinase reguliert wird.
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die kodierende Sequenz der MARKK wurde mit spezifischen primern (fiir die Sequenzen:
Siehe Anhang) aus einer cDNA-Bibliothek aus Rattengehirn ("Lambda Zap Library",
Stratagene) amplifiziert.

Die gesamte cDNA-Bibliothek wurde nach Angaben des Herstellers amplifiziert und mit
Hilfe des "ExAssist"-Phagen als pBluescript Vektor aus dem ZAP-Vektor ausgeschnitten.
Aus 2.1 ng einer Préparation dieser pBluescript cDNA Bibliothek wurde MARKK mit
spezifischen primern (200 uM dNTPs, 0.5 U "TaqPlus Precision" (Stratagene) und je 500 nM
primer 1001 und 1002, siche Anhang) amplifiziert, gleichzeitig wurden durch die primer
direkt am Startcodon eine Ndel-Schnittstelle und in 3'-Position zum Stopcodon eine BamHI-

Schnittstellen eingefiihrt.

Reaktionsbedingungen: 2 min Denaturierung bei 95 °C, 35 Zyklen aus 1 min Denaturierung
bei 95 °C, 1 min annealing bei 55 °C und 3 min. Verldngerung bei 72 °C, anschlieBend eine
Verldngerung von 10 min bei 72 °C. Das Produkt dieser PCR wurde in den pCR2.1-Vektor
ligiert und in 'One Shot'-Zellen transformiert ("TOPO TA Cloning Kit", Invitrogen.
Durchfiihrung: Siehe Angaben des Herstellers).

Es wurden mehrere Klone durch Restriktionsverdau mit Ndel und BamHI auf die richtige
GrofBe der inserierten Sequenz untersucht. Ausgewéhlte Klone wurden durch Sequenzierung

der gesamten inserierten Sequenz kontrolliert.

Die kodierende Sequenz der MARKK wurde dann iiber die Ndel- und BamHI-Schnittstellen
in eine Modifikation des Vektors pVL1392 umkloniert, in dem die MARKK als
Fusionsprotein mit einem aminoterminalen Polyhistidinpeptid (His;p) zur Reinigung tiiber

Affinititschromatographie in Sf9-Insektenzellen exprimiert wurde.
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4.1.2 Darstellung der MARK2- und MARKK-Mutanten

Als Expressionsvektor der MARK-Isoformen und -Mutanten wurde der Vektor pNG2cHis
benutzt (Schmidt-Ulms, 1998). Auf Basis der in diesen Vektor klonierten MARK2-Isoform
wurden die MARK2-Glutamat-Mutanten mit Hilfe des "Quick Change Site Directed

Mutagenesis Kit" (Stratagene) nach Angaben des Herstellers generiert.

Die MARKK-Mutanten wurden nach der gleichen Methode auf Basis des Vektors pVL1392
hergestellt (fiir die Sequenzen der primer: Siehe Anhang).

Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Restriktion neu eingefiihrter bzw. deletierter
Schnittstellen kontrolliert, endgiiltig verifiziert wurden ausgewéhlte Klone der Mutanten

durch Sequenzierung.

Die Expressionsvektoren der Lysin- und Alaninmutanten von MARK2 wurden
freundlicherweise von Dr. G. Drewes (MPG-ASMB, Hamburg) zur Verfligung gestellt. Die
Darstellung des Konstrukts pET16bHisSMARK2Nt, bestehend aus der aminoterminalen
Kopfdomine, der katalytischen und der UBA-Domaéne, ist beschrieben in Timm, 1997. Durch
Ersatz des Fragments zwischen der Ndel- und der Sacl durch die analoge Sequenz aus dem
Plasmid pNG2cHisMARK2(T208A/S212A) wurde das Plasmid fiir die Expression der
rekombinaten HisSMARK2Nt(T208A/S212A) erhalten.

4.1.3 Restriktion von DNA

Fiir analytische Schnitte wurden ca. 50 ng DNA mit 1 U Restriktionsendonuklease (NEB) in
dem vom Hersteller empfohlenen Puffer fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Priparative Schnitte
wurden unter identischen Bedingungen mit ca. 1 pg DNA und 5 bis 10 U Enzym
durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/6 Volumen 6 x Probenpuffer (15%
Ficoll in TAE, 0.25% Bromphenolblau, 0.25% Xylenxyanol FF) gestoppt und die Fragmente

gelelektroforetisch aufgetrennt.
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4.1.4 Gelelektrophorese von DNA (Sambrook et al.,1989)

Die DNA-Fragmente wurden in 0.5-1%igen horizontalen Agarosegelen bei einer Spannung
von 100 V aufgetrennt (0.5 %ig bei Fragmenten > 2 kbp, sonst 1 %ig). Als Laufpuffer diente
Ix TAE (40 mM Tris-Acetat pH 8.0, 2 mM EDTA). Die Gele wurden nach der
Elektrophorese fiir 15 min in einer wéssrigen Ethidiumbromidldsung gefarbt und ebenso
lange in Wasser entfarbt. AnschlieBend wurden die Gele mit UV-Licht bestrahlt, wodurch die
DNA mit dem interkalierten Ethidiumbromid sichtbar gemacht und fotografiert werden

konnte.

Im Fall einer priparativen Elektrophorese wurden die gewiinschten Banden mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Um die GroBe der aufgetrennten DNA-Fragmente

abschitzen zu konnen, wurde BstEll-restringierte A-Phagen-DNA als Standard aufgetragen.

4.1.5 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden mit dem "QIAquick Gel Extraction Kit" von

Qiagen nach Angaben des Herstellers aus den Gelstiickchen isoliert.

4.1.6 Ligation

50-100 ng Vektor wurde mit einem 2-3fachen molaren Uberschul an DNA-Fragment in 1 x
Ligase-Puffer (66 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, | mM DTT, 1 mM ATP) und 0.5 U T4-Ligase
tiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

4.1.7 Herstellung kompetenter E.coli (Chung et al., 1989)

15 mL steriles Luria-Bertani-(LB)-Medium (1 % (w/v) NaCl, 1 % (w/v) Caseinhydrolysat,
0.5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 50 pg/uLl. Chloramphenicol) wurden mit 150 pL einer
Ubernachtkultur des zu transformierenden E. coli-Stammes BL21(DE3)pLys angeimpft und
bis zu einer ODgpo von 0.4 - 0.5 bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. AnschlieBend wurde die
Kultur fiir 2 min bei 1.000 x g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet vorsichtig in 1 mL
eiskaltem TSS-Medium (LB-Medium mit 10 % (w/v) Polyethylenglykol 3350, 5 % (v/v)
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DMSO, 20 mM MgCl,) resuspendiert. Die Zellen wurden in diesem Zustand in 50 pL-
Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

4.1.8 Transformation

0.5 bis 0.7 pL eines Ligationsansatzes wurden mit einem 15 pL-Aliquot ultrakompetenter
Zellen XL2blue (Stratagene) fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (30 s, 42
°C) wurden die Zellen nochmals 2 min auf Eis inkubiert. Nach Aufnahme der Zellen in
warmem LB-Medium (400 pL, 37 °C) wurden die Zellen fiir 1 h bei 37 °C und 200 rpm

inkubiert.

Fiir die Transformation von Plasmiden in den Expressionsstamm BL21(DE3)pLys wurde 1
pL einer Plasmid-Midi-Préparation (ca. 0,5 pg DNA) mit 50 uL kompetenten Zellen wie
vorher beschrieben behandelt, hier enthielt das LB-Medium schon 50 pg/puL

Chloramphenicol.

Jeweils die Hilfte eines Transformationansatzes wurde auf einer LB-Agar-Platte mit 50
pg/mL Carbenicillin (zusdtzlich 50 pg/uL Chloramphenicol bei BL21(DE3)pLys-Zellen)
ausgestrichen und fiir 16 - 20 h bei 37 °C inkubiert.

4.1.9 Plasmidpriparation im Mini- und Midimaf3stab

DNA fiir Kontrollschnitte wurde aus 5 mL Ubernachtkulturen mit dem "Wizard™Miniprep
Kit" (Promega) nach Vorschrift des Herstellers prépariert. Fiir praparative Schnitte und
Sequenzierungen wurde DNA aus 100 mL Ubernachtkulturen mit dem "Plasmid Midi Kit"

der Firma Qiagen nach Vorschrift des Herstellers isoliert.

4.1.10 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde durch zyklische Wiederholung der Sanger-Didesoxy-
Methode (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt.
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Der Reaktionsansatz (20 pL) enthielt 1 — 1.5 pg Plasmid-DNA als Matrize, 3 uL PCR-
Reaktionsgemisch ("BigDye Terminator Cycle Sequencing Mix", Applied Biosystems), 5 pL
Reaktionspuffer ("Half Term", Applied Biosystems) und 5 bis 7.5 pmol Sequenzier-
Oligonukleotide. Reaktionsbedingungen: 25 Zyklen aus 30 s Denaturierung bei 95 °C, 30 s
annealing bei 40 °C und 4 min Verlidngerung bei 60 °C.

Die Sequenzierungsprodukte wurden von den nicht eingebauten fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotiden (Terminatoren) durch Zentrifugation durch Entsalzungssédulen
("DyeEx", Qiagen) getrennt. Die anschlieBende Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte mit
dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer) nach dem Protokoll des Herstellers.

4.2 Biochemische Methoden

4.2.1 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte im Laemmli-System (Laemmli,
1970) in 0.75 mm dicken SDS-Polyacrylamidgelen. Die Proben wurden in einem 4 %igen
Sammelgel fokussiert und auf einem lineraren Gradienten von 7 - 15 % Acrylamid getrennt.
Die Proteine wurden in 5 x Protein-Probenpuffer (500 mM Tris pH 6.8, 20 % (w/v) SDS, 50
% (v/v) Glycerol, 5 % (v/v) PB-Mercaptoethanol, 0.03 % (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen. Als Molkulargewichtsstandards wurden [-Galactosidase (116 kDa),
Phosphorylase b (97 kDa), BSA (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (36 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), -Lactoglobulin (18 kDa) und
Lysozym (14.3 kDa) eingesetzt.

Die Elektrophorese erfolgte bei RT fiir 30 min bei 120 V (Fokussierung der Proben) mit

anschlieBender 45 miniitiger Trennung bei 240 V .

Die Farbung der Gele erfolgte durch zwanzigminiitiges Schwenken in einer Losung aus 0.1 %
(w/v) Coomassie Blau R-250, 45 % Methanol und 9 % Essigsdure. Entfdrbt wurde in 20 min

in einer Losung aus 50 % Methanol und 10 % Essigsdure.

Die Silberfirbung von Gelen wurde wie folgt durchgefiihrt: 1. Fixierung der Proteine (20

min) in einer Losung aus 30 % Ethanol und 10 % Essigsdure. 2. Vernetzung (30 min oder
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iiber Nacht) in 30 % Ethanol, 0.5 M Natriumacetat, 2 % Glutaraldehyd-Losung (25 %ig) und
0.2 % Natriumthiosulfat. 3. Viermaliges Waschen (5 min) in Aquagest. 4. Farbung (15 min) in
0.1 %iger Silbernitrat-Losung (plus 0.02 % Formaldehyd-Losung (35 %ig)). 5. Kurzes (1
min) Waschen in Aquagest. 6. Entwicklung (nach Bedarf) in 2.5 %iger Natriumcarbonat-
Losung (plus 0.01 % Formaldehyd-Losung (35 %ig)). 7. Stoppen (15 min) der Reaktion
erfolgt in 0.05 M EDTA.

Die gefarbten Gele wurden {iber Nacht in Aquages gewaschen und zwischen zwei Zellophan-

Folien gespannt getrocknet.

Zur Ermittlung der apparenten Molekulargewichte wurden Bilder der getrockneten Gele (im

TIF-Format) mit dem Programm "TINA" (Raytest Isotopenmefgerdte GmbH) ausgewertet.

4.2.2 Proteinbestimmungen

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Reagenz des Herstellers Sigma ("BCA Protein
Kit") nach Angaben der zugehoérigen Standardvorschrift oder durch Abschitzung der
Proteinmenge in Relation zu den Proteinen des Molekulargewichtstandards im Coomassie-

gefirbten Gel.

4.2.3 Priparation rekombinanter MARK aus E.coli

Zur Gewinnung der rekombinanten MARK Proteine wurde eine Kolonie der auf Platte
ausgestrichenen, tranformierten E. coli in 100 mL LB-Medium (50 pg/mL Carbenicillin, 50
pg/uL Chloramphenicol, fir rIMARK2Nt(T208A/S212A) nur Carbenicillin) iiber Nacht bei
37 °C herangezogen. 50 mL dieser Vorkultur wurden in 1 L steriles, entsprechende
Antibiotika enthaltendes LB-Medium iiberfiihrt und bei 37 °C und 200 rpm inkubiert, bis eine
optische Dichte von ODgoo = 0.6 erreicht war. Die Kultur wurde auf 30 °C heruntergekiihlt
und die Expression wurde mit 0.4 mM IPTG induziert. Die Kultur wurde dann fiir 5 h bei 30
°C und 160 rpm inkubiert.
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Zum Vergleich der Bandenmuster vor und nach der Induktion wurden 500 pL der
entsprechenden Kulturen zentrifugiert (10000 x g, 2 min bei 4 °C) und in 1 x Probenpuffer
aufgenommen (Volumen[pL] = ODggo x 100). Die Proben wurden dann 3 min auf 90 °C

erhitzt. Von den Proben wurden 3 pL auf das Gel aufgetragen.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (12000 x g, 7 min, 4 °C) geerntet. Der Aufschluf3 der
Zellen in der French-Press erfolgte nach dem Resuspendieren im Puffer R (50 mM Tris-HCI
pHaec 7.4, 200 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 5 mM CHAPS, 2 mM Benzamidin, | mM [3-
Mercaptoethanol, | mM PMSF). Das Lysat wurde durch Zentrifugation geklért (75000 x g, 45
min, 4 °C). Der Uberstand wurde auf eine 1 mL Siule mit NINTA™-Material (Qiagen), die
vorher mit Puffer A (wie Puffer R, aber ohne CHAPS und mit 5 % Glycerol) dquilibriert
wurde, aufgebracht. Die Sdule wurde bei einer Flurate von 0.5 mL/min mit 15 mL Puffer A
gewaschen, die Elution erfolgte mit einem 7-mL-Gradienten von 50 bis 500 mM Imidazol,
gefolgt von einem 8-mL-Plateau bei 500 mM Imidazol (Puffer B). Das Protein eluierte
zwischen zwischen 130 und 450 mM Imidazol (Fraktionen 4 bis 10, 1 ml-Fraktionen). Die

MARK enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt.

Bei ausreichender Reinheit (>95 %) wurde direkt gegen den Lagerpuffer dialysiert (50 mM
Tris-HCI pHaec 8.5, 200 mM NaCl, 50 % (v/v) Glycerol, 1 mM Benzamidin, | mM DTT, 1
mM PMSF). Die Proben wurde dann bei -20 °C (fliissig) oder bei -80 °C (in fliissigem
Stickstoff schockgefroren) gelagert.

Optional wurde die Proteinlosung nach dreistiindiger Dialyse gegen Puffer C (50 mM Pipes
pHaec 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM Benzamidin, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 % (v/v) Glycerol)
an einem Kationenaustauscher ("UNO™S1", Biorad) chromatografiert. Bei einer Flurate von
0.5 mL/min wurde nach dem Auftragen mit 10 mL Puffer C gewaschen. Die Elution erfolgte
mit einem 10-mL-Gradienten von 0.1 bis 0.6 M NaCl, gefolgt von einem 1-mL-Gradienten
von 0.6 bis 1 M NaCl. Das Protein eluierte zwischen 0.2 und 0.6 M NaCl. Die MARK
enthaltenden Fraktionen (4 bis 9, je 1 mL) wurden wie oben beschrieben gegen den

Lagerpufter dialysiert.

Typischerweise wurden 1 bis 2 mg rekombinante Kinase aus einem Liter Kultur erhalten.
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4.2.4 Priparation des MARK-aktivierenden Faktors (MAF) aus Schweinegehirn

Frische Schweinegehirne wurden vom Schlachthof Thomsen (Kellinghuusen) erworben und
auf Eis innerhalb von 45 min in das Labor gebracht. Ungefdhr 20 Hélften (1 kg) wurden in 3
L Puffer A (50 mM Tris-HCI pHyec 8.5, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 4 mM CHAPS, 5 mM
MgCl,, 3 mM EGTA, 2 mM Benzamidin, ] mM DTT, 1 mM Na,ATP, 1 mM Na3;VO,, 1| mM
PMSF, 10 uM Pepstatin A, 0.1 % Nonidet P40) homogenisiert und fiir 1.5 h bei 12000 x g
und 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde iiber Glaswolle filtriert, mit 0.5 M MES-Losung auf pHsc 6.5
eingestellt und auf eine in Puffer B (25 mM MES pHyc 6.5, 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 2
mM EGTA, 2 mM Benzamidin, | mM DTT, 1 mM Na3;VOy4, 1 mM PMSF, 10 uM Pepstatin
A, 5 % Glycerol 0.1 % Nonidet P40) dquilibrierte Sédule mit Phosphozellulose (Whatman P11,
50 x 125 mm) aufgetragen. Die Sdule wurde mit 2 L Puffer B gewaschen und mit 300 mL
Puffer B mit 750 mM NaCl eluiert. Das Eluat wurde iiber Nacht gegen Puffer C (50 mM Tris-
HCI pHyec 8.2, 100 mM NaCl, 10 mM NaF, 5 mM EGTA, 1 mM Benzamidin, | mM DTT, 1
mM PMSF, 0.1 % Nonidet P40, 10 uM Pepstatin A) dialysiert.

Das Dialysat wurde auf einen Anionenaustauscher (Q-Sepharose 26 x 50 mm) aufgebracht
und in einem linearen Gradienten von 100 bis 600 mM NaCl eluiert (FluBrate 5 mL/min,
Fraktionsgrof8e 8 mL). Aktive Fraktionen wurden vereinigt (Fraktionen 3 bis 7, insgesamt 40
mL) und iiber Sephadex G25 (26 x 400 mm) in Puffer D (25 mM MES pHyec 6.5, 100 mM
NaCl, 10 mM NaF, 2 mM EGTA, 1 mM Benzamidin, 1 mM DTT, 1 mM Na3VO,, 0.5 mM
PMSF, 5 % Glycerol 0.1 % Nonidet P40) tberfithrt und auf einen Kationenaustauscher
(MonoS™ 10 x 100 mm) aufgetragen. Die Elution erfolgte in einem linearen Gradienten von

100 nach 600 mM NaCl (FluBrate 3 mL/min, Fraktionsgrof8e 2 mL).

Nach Umpufferung der aktiven Fraktionen (Fraktionen 6 bis 10, 10 mL) {iber Sephadex G25
(26 x 300 mm) in Puffer E (40 mM HEPES pHyec 7.3, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1| mM
Na,ATP, | mM Benzamidin, | mM B-Mercaptoethanol, 0.5 mM PMSF, 5 % Glycerol, 0.1 %
Nonidet P40) wurde auf eine mit 7.5 mg rekombinanter MARK2N(T208A/S212A)
gesittigten NiNTA-Sédule (1 mL) aufgetragen. Die Elution erfolgte in einer Stufe von 0.1 nach
1 M NaCl (FluBrate 0.1 mL/min, Fraktionsgréf3e 0.5 mL).
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Die aktiven Fraktionen (3 mL) wurden durch Zentrifugation in einem Molekularfilter
(AusschluBgrenze 10 kDa, Amicon) auf 1.5 mL eingeengt. Die Proteine und Proteinkomplexe
wurden dann mittels Gelfiltration (Superdex™ G200 16 x 600 mm) nach Grofe getrennt
(FluBrate 0.15 mL/min, Fraktionsgrofe 1.5 mL). Die Fraktionen 8 bis 17 wurden iiber Nacht
gegen Lagerpuffer dialysiert (s. 4.2.3) und fiir die weitere Analyse bei -20 °C gelagert.

Die Kalibrierung der Sdule erfolgte mit Proteinen des "High Molecular Weight Gel Filtration
Calibration Kit" (Thyroglobulin: 669 kD, Ferritin: 440 kD, Catalase: 232 kD, Aldolase: 158
kD) und des "Low Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit" (Albumin: 67 kD,
Ovalbumin: 43 kD, Chymotrypsinogen A: 25 kD, Ribonuklease A: 13.7 kD; beides

Amersham Pharmacia Biotech).

Alternativ wurden die Proteine der aktiven Fraktionen (12 bis 15, insgesamt 6 mL) durch
Zugabe des neunfachen Volumens an eiskaltem Aceton und einstiindige Inkubation bei -20 °C
gefillt. Nach Zentrifugation (20 min, 12000 x g bei 4 °C) wurde das Proteinpellet mit
eiskaltem Ethanol (70 vol-%) gewaschen, an der Luft getrocknet und in SDS-PAGE
Probenpuffer aufgenommen. Es erfolgte eine Auftrennung der Probe auf einem 8 %igen SDS-
Gel mit anschlieBender Farbung mit "Colloidal Coomassie G250" (Roth). Die Kinase-Bande
(ca. 1.5 bis 2 pg) wurde ausgeschnitten und mit Hilfe von Massenspektrometrie und
Peptidesequenzierung im Labor von Prof. Dr. J. Vandekerckhove (Ghent) analysiert (siche

dazu Gevaert, 2001).

4.2.5 Markierung von Proteinen mit FSBA

Die Proteine (100 bis 200 pL. wurden an der HPLC in PBS (1.8 mM KH,PO4, 10.0 mM
Na;HPO4, 2.7 mM KCIl, 137 mM NaCl, pHyoc 7.4) umgepuftert (Fast Desalting Column™ 3.2
x 100 mm, "Smart" HPLC-System) und iiber Nacht mit 1 mM FSBA (5-p-
Fluorosulfonylbenzoyladenosin, "ATP-Binding Protein Detection Kit", Boehringer
Mannheim) inkubiert. Die Reaktion wurde durch einstiindige Inkubation mit 5 mM [3-

Mercaptoethanol gestoppt und die Proben gegen Lagerpuffer dialysiert.
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4.2.6 Kinase-Aktivitits-Assay

Als Aktivitdtstest fiir die rekombinante MARK wurde die Fahigkeit zur Phosphorylierung des
Peptids TR1 (255-NVKSKIGSTENLK-268, in Anlehnung an die erste repetitive Sequenz des
Tau-Proteins) gemessen. Die Aktivierung wurde wéhrend der Préparation durch differentielle
Messung der Aktivitdt der Fraktionen gegeniiber dem Peptid TR1 mit und ohne
rekombinanter MARK?2 bestimmt, d.h. es wurde die Fihigkeit der Fraktionen ermittelt, die
Basalaktivitidt der rekombinanten MARK2 zu erhdhen.

Die Reaktion wurde in Phosphorylierungspuffer (50 mM Tris-HCI pHgrr 7.4, 5 mM MgCl,, 2
mM Benzamidin, 2 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF) mit 150 uM ATP (dotiert mit
y—[3 ’P]JATP, 7.4 MBg/mol, Amersham Pharmacia Biotech) und 150 uM Peptid TRI
durchgefiihrt. Die Reaktionsansétze fiir die Detektion wihrend der Priparation enthielten ca.
50 ng (0.55 pmol) rekombinante MARK2 auf 10 pL. Fir die Analyse der Aktivierung
wurden ca. 50 ng (0.55 pmol) rekombinante MARK und MARK-Mutanten und ca. 25 ng
(0.21 pmol) MARKK pro Ansatz (10 uL) eingesetzt.

Die Inkubation bei 30 °C wurde nach 30 min (wéhrend der Priparation aus Schweinegehirn)
bzw. nach 2 h (Analyse der Aktivierung) durch Zugabe des gleichen Volumens 20 %iger
(w/v) TCA gestoppt. Es wurde 30 min auf Eis inkubiert, die gefillten Proteine wurden durch
Zentrifugation (15 min bei RT, 14000 x g) sedimentiert. Ein Aliquot des Uberstandes wurde
auf Phosphozellulosefilter (Gibco) aufgetragen. Nach mehrmaligem Waschen in 0.1 M
Phosphorsdure wurden die Filter Luft-getrocknet und die Radioaktivitit mit einem

Szintillationszéhler (Packard Canberra Ltd) gemessen (Casnellie, 1990).

4.2.7 Westernblot

Die Auftrennung der Proben im SDS-Gel erfolgte entsprechend 4.2.1. Um die Effizienz des
Transfers zu kontrollieren und um einem Groéfenstandard direkt auf der Membran zu erhalten,
wurden farbige Proteine als Molkulargewichtsstandard verwendet ("Rainbow coloured protein
molecular weight markers", Amersham Pharmacia Biotech, enthélt: Myosin (200 kDa, blau),

Phosphorylase b (97 kDa, braun), BSA (66 kDa, rot), Ovalbumin (45 kDa, gelb),
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Carboanhydrase (30 kDa, orange), Trypsin-Inhibitor (18 kDa, blau) und Lysozym (14.3 kDa,

magenta)).

Das ungefiarbte Gel wurde in Blotting-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 5 % Methanol,
0.0375 % (w/v) SDS, pHgr 8.2) édquilibriert. Im Semi-Dry-Verfahren ("Novablot Semi Dry
Transfer Kit", Novagene, Stromstirke 0.8 A/cm?/h) wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
durch Methanol aktivierte und in Blotting-Puffer dquilibrierte PVDF-Membran ("Immobilon",
Millipore) transferiert. — Unspezifische = Antikorper-Bindungsstellen ~ wurden  durch
dreiligminiitiges Schwenken in entfetteter Milch (5 % (w/v) in TBS-tween: 10 mM Tris-HCI
pHrr 7.2, 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween20) abgesittigt.

Die Membran wurde 1 h bei 37 °C oder iiber Nacht bei 4 °C mit dem Primérantikorper (Anti-
Polyhis-AK: 1:500, Anti-HA-AK: 1:2500, Anti-pT208-AK und Anti-pS212: 1:5000, Anti-
FSBA-AK: 1:500) inkubiert. Nach griindlichem Waschen in TBS-tween wurde die Membran
30 bis 45 min bei 37 °C mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper (Anti-Maus AK
bzw. Anti-Kaninchen AK, je 1:2500 in TBS-tween) behandelt. Die Rettich-Peroxidase der
gebundenen Antikérper wurde nach griindlichem Waschen der Membran in TBS-tween mit
"SuperSignal™" (Pierce) nach Vorschrift des Herstellers auf ECL-Filmen ("Hyperfilm",
Amersham/Buchler) detektiert.

4.2.8 Bestimmung des Phosphateinbaus

Zur Quantifizierung des Phosphateinbaus wurde das Dotierungsverhiltnis der Ansétze
bestimmt (typischerweise 3.7%10° MBq / mol ATP). Dies erfolgte durch Messung der
gesamten Phosphorylierungsansitze (Phosphoaminosdureanalyse) oder eines Aliquots
desselben (Aktivitdtsmessungen). Durch Z&hlung der gefdllten und mehrfach gewaschenen
Proteine bzw. der Phosphozellulosefilter wurde die Menge an eingebautem [**P]-Phosphat
gemessen, und iiber das Dotierungsverhiltnis die Menge an eingebautem Phosphat insgesamt
bestimmt. Alternativ wurde die Reaktionsmischung liber SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel

gefarbt und getrocknet und die Banden von Interesse ausgeschnitten und gezéhlt.
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Qualitative Daten liber den Phosphateinbau wurden durch Detektion der Radioaktivitdt mit
ECL-Hyperfilm (Amersham/Buchler) bzw. mit dem "BAS3000 Phospho-Imager" und dem
Auswertungs-Programm "TINA" (Raytest IsotopenmeBgerdte GmbH) erhalten.

4.2.9 Phosphoaminosiureanalyse (nach Boyle et al., 1991)

Das radioaktiv markierte Protein wurde aus dem getrockneten SDS-Gel ausgeschnitten, das
Gelstiick zerkleinert und mit 100 uL H,O rehydratisiert. Nach zwolfstiindiger Elution bei RT
wurde das Protein mit 20 %iger TCA gefallt und mehrmals mit Ethanol,wse gewaschen. Nach
Aufnahme des Pellets in 500 pL 6 M Salzsdure wurde die Losung zur partiellen Hydrolyse 55
min bei 110 °C inkubiert.

Fiir die Analyse des radioaktiv markierten "Lip"-Peptids
(203-GNKLDTFCGSPPYAAPELQGKK-224) wurde der Reaktionsansatz wie unter "Kinase-
Aktivitits-Assay" (4.2.6) beschrieben angeséuert, auf ein Phosphozellulosefilter aufgebracht
und gewaschen. Das Filter mit dem darauf befindlichen Peptid wurde wie oben beschrieben
hydrolysiert. Nach Zugabe von 300 uL Aquages wurde der Reaktionsansatz in der Speed-Vac
lyophilisiert. Die Probe wurde in 2 uL pHgt 2.9 Puffer (Ameisensdure, Pyridin, Essigsdure
und Wasser im Mischungsverhéltnis 59:1:194:2357) aufgenommen.

Die elektroforetische Auftrennung der Probe (0.5 puL, ca. 300 Bq) erfolgte in diesem Puffer
gemeinsam mit 0.5 pL  Standard-Phosphoaminosduren (1 mg/mL) auf Diinnschicht-
Zelluloseplatten (Macherey & Nagel) bei 1200 V fiir 35 min in einem Flachbett-Diinnschicht-
Elektrophorese-System (HTLE 7000, CBS Scientific, Inc.).

Die Radioaktivitit der an der Luft getrockneten Platten wurde mittels "BAS2000" (BAS
Reader V. 2.9 (1994), Fuji) detektiert und mit dem Programm "TINA" (Raytest

Isotopenmefigerdte GmbH) ausgewertet.



Methoden 63

4.2.10 Interaktionsuntersuchung durch Gelfiltration von rMARK2 und rMARKK

Die Proteine (20 pL, je 20 pg) wurden an der HPLC in PBS gelfiltriert (50 puL/min,
Superosel2™ 3.2 x 300 mm, "Smart" HPLC-System). Die Retentionszeiten der Proteine
wurden durch Westenblot-Analyse der Fraktionen bestimmt und mit den Proteinen des "High

Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit" (Amersham Pharmacia Biotech) verglichen.

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Rekombination virogener Partikel (Baculovirussystem)

Fiir die Expression rekombinanter MARKK wurde das Baculovirussystem "BaculoGold" von
PharMingen gewdhlt. Virogene Partikel wurden durch gemeinsame Calciumphosphat-
Préazipitation von 1 pg des Plasmids pVLHisMARKK mit 0,25 pg linearisierter "BV
BaculoGold DNA" auf 2*10° Spodoptera frugiperda- (Sf9-) Zellen und anschlieBender
Inkubation bei 27 °C in TNM-FH Medium (Pharmingen) erzeugt (Durchfithrung siche
Angaben des Herstellers).

Nach fiinf Tagen wurde der Viren enthaltende Zelliberstand auf 5*10° frische Zellen (in 5
mL TNM-FH Medium) gegeben und fiir weitere drei Tage bei 27 °C kultiviert. Im Lysat
dieser Zellen konnte das Protein mittels Western-Immunoblot mit einem Antikdrper gegen
den aminoterminalen Polyhistidinrest nachgewiesen werden. Der Uberstand der Zellen, d.h.
das Medium mit den Viren, wurde durch eine Membran mit 0.45 um Porengrof3e filtriert und

als Arbeitslosung bei 4 °C gelagert.

4.3.2 Priparation rekombinanter MARKK, MKK3 und p38 aus Insektenzellen

Zur Praparation der rekombinanten MARKK wurden 0.5 mL der Arbeitslosung aus 4.3.1 auf
15 mL Sf9-Zellen (10° Zellen pro mL TNM-FH Medium) gegeben und fiir drei Tage bei 27
°C kultiviert.

Virenlosungen fiir die Praparation von MKK3 und p38 MAPK wurden freundlicherweise von

Dr. J. Biernat (Max-Planck-Arbeitsgruppen, Hamburg) zur Verfligung gestellt.
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Die infizierten Sf9-Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Kulturschale abgelost, durch
Zentrifugation (10 min bei 1000 x g) vom Medium getrennt und in 0,5 mL Lysispuffer (50
mM Na,HPO,/NaH,PO;s pHgr 8.5, 100 mM NaCl, 25 mM Imidazol, 1 mM J-
Mercaptoethanol, 1 mM Benzamidin, 1 pg/uL Pepstatin A, 1 pg/uL Leupeptin, 5 mM
CHAPS und 1 mM PMSF) pro 15 mL Kulturvolumen aufgenommen.

Die Zellen wurden mit der French Press aufgeschlossen und die 16slichen Proteine durch
Zentrifugation (14000 x g, 10 min bei 4 °C) von den Zelltriimmern getrennt. Der Uberstand
wurde 1 h bei 4°C mit 50 uL NiNTA pro mL inkubiert. Das Affinititsmaterial wurde durch
mehrmaliges Zentrifugieren (2000 x g, 5 min bei 4 °C) und Aufnehmen in gleichem Volumen
Lysispuffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch zweimalige Inkubation mit je gleichem
Volumen Elutionspuffer (Lysispuffer mit 500 mM Imidazol). Das Eluat wurde iiber Nacht
gegen den unter 4.2.3 beschriebenen Lagerpuffer dialysiert.

4.3.3 Immunoprizipitation von rMARKK und rHA-MARK?2 aus Zell-Extrakten

Zur Darstellung der rekombinanten Kinasen wurden 0.5 mL der Virenlosungen auf 15 mL
Sf9-Zellen (10° Zellen pro mL TNM-FH Medium) gegeben und fiir drei Tage bei 27 °C
kultiviert. Die Virenlosung fiir die Praparation von HA-MARK2 wurde freundlicherweise von
Dr. J. Biernat (MaxPlanck-Arbeitsgruppen, Hamburg) zur Verfligung gestellt.

Die Zellen wurden wie in 4.3.2 von der Niahrlosung getrennt und in PBS aufgearbeitet.
Aliquots (250 uL) der Zellextrakte wurden vier Stunden bei 4 °C mit NiNTA (20 uL) oder an
Agarose immobilisierten HA-Antikdrper (Santa Cruz Biotech) inkubiert.

Die Agarose-Triagerkiigelchen wurden durch Zentrifugation (1000 x g, 5 min bei 4 °C) von
der Losung getrennt und dreimal mit PBS (je 50 uL) gewaschen. Die an die Nickel-Ionen
bzw. HA-Antikérper gebundenen Proteine wurde mit Protein-Probenpuffer (20 pL) abgelost
und mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert.
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5 Materialien

5.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, in hochster
Reinheitsstufe bei Sigma-Aldrich, Fluka und Merck bezogen. Das radioaktiv markierte ATP
(370 MBg/mL) stammt von Amersham Life Science.

5.2 Antikorper und Enzyme

Restriktionsendonukleasen und Ligasen wurden von New England Biolabs bezogen. Die
DNA-Polymerase stammt von Clontech. Die A-ZAP-cDNA-Bibliothek wurde von Stratagene
erhalten. Einige der Proteinkinasen wurden freundlicher Weise von Dr. G. Drewes (MPG-
ASMB, Hamburg) zur Verfiigung gestellt (Cdk2, Cdk5 und p42/ERK?2), die GSK3[3 und
p44/ERK1 wurden bei Upstate Biotechnology erworben. Die CKI ist eine Gabe von Prof. Dr.
L. A. Pinna (Dipartimento di Chimica Biologica, Padova, Italien).

Die Antikorper gegen phosphorylierte Aminoséduren in der Aktivierungsschleife wurden von
Eurogentec gegen die jeweiligen Phosphopeptide generiert. Weiter kauflich erworbene
Antikorper: "His-Tag Monoclonal Antibody" (Novagen); an Harzkiigelchen gekoppelter
monoklonaler HA-Antikdrper (Santa Cruz Biotech).

Aus Schweinegehirn gereinigte MARK wurde mir freundlicherweise von Dr. G. Drewes

(MPG-ASMB, Hamburg) zur Verfligung gestellt.

5.3 Expressionsstimme und Plasmide

Der E.coli-Stamm BI21(DE3) stammt von Dr. F. Studier (Brookhaven National Laboratory,
USA). Das Baculovirus-Expressionssystem wurde bei Pharmingen bezogen.

Die pNG2-Vektoren mit MARKI, -2 und -3 und den MARK2-Alaninmutanten wurden mir
freundlicherweise von Dr. G. Drewes (MPG-ASMB, Hamburg) zur Verfiigung gestellt.
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Die pVL-Vektoren mit MKK3 und MARK2 habe ich dankenswerterweise von Dr. J. Biernat
(MPG-ASMB, Hamburg) erhalten.

5.4 Bildverarbeitung

Die Detektion der Chemielumineszenssignale im Westernblot erfolgte mit ECL-Hyperfilm
(Amersham). Die Filme und die Gele wurden mit einem Flachbettscanner (Scan Jet 4C;
Hewlett Packard) in elektronische Form gebracht, die Weiterverarbeitung erfolgte mit Adobe
Photoshop (Adobe Systems Inc.). Autoradiografien der Gele wurden mit denBAS2000- und
BAS3000-Systemen erstellt und mit dem dazugehorigen Programm TINA (Raytest
Isotopenmessgerdte GmbH) ausgewertet. Dieses Bildanalyseprogramm wurde auch fiir die
Bestimmung der apparenten Molekulargewichte benutzt. Die Strukturmodelle von PKA und
MARK wurden mit dem "PDB-Viewer v3.7b2" (Glaxo Wellcome Experimental Research)
erstellt, als Vorlage diente der Strukturdatensatz "lfmo" der PKA mit Inhibitor PKI
(Narayana et al., 1997).

5.5 Gerite

DC-Chromatografie: HTLE 7000 (CBS Scientific Inc.); Szintillationszéhler: Tricarb 1900 CA
(Packard Canberra Ltd); DNA-Sequenziergerdt: ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin
Elmer); FPCL, HPCL und die verwendeten Chromatografie-Medien (soweit nicht anders
beschrieben): "AKTA"- und "SMART"-Syteme (Amersham Phamacia Biotech); French Press
(Aminco); Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT2 (Leybold-Heraeus); Gelelektroforese-
System (Hofer / Amersham Pharmacia Biotech); Novablot Elektrophoretic Transfer Kit 2117-
250 (LKB-Bromma); Plattenspieler: Phonosophie No.3; PCR-Gerét: "Mastercycler personal”
(Eppendorf); Spektrometer BU64 (Beckmann); Zentrifugen : Minifuge A (Hereaus), J2-
21M/E und L8-70M (Beckmann); 5414S und 5415C (Eppendorf).
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A Anhang

A.1 Abkiirzungen

AK
AMP
AMPK
As
ATP
BCA
cAMP
Cdc2
Cdk2/5
Chaps
CKI
(c-)DNA
DMSO
DPK
DTT
EDTA
EGF
EGTA
ERK1/2
FGF
FPCL
FSBA
GSK38
h
HEPES
HPCL
IPTG
JIK
JNK
Kb(p)
kD
KDS
KFC
Kinl
KSR-1
MAP
MAPK
Mapp
MARK

Antikorper

Adenosin-5'-monophosphat

AMP-aktivierte Proteinkinase

Aminoséure(n)

Adenosin-5'-triphosphat

Bicinchoninsiure

zyklisches Adenosin-5'-monophosphat
"Cell-division cycle gene product 2"
Cyclin-abhéngige Kinase, Typ 2/5
Cholamidopropyldimethylaminopropansulfonat
Caseinkinase, Typ |

(komplementdre) Desoxyribonucleinsdure
Dimethylsulfoxid

"Dendritic-cell-derived protein kinase"
Dithio-DL-threit
Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraessigsdure
Epidermaler Wachstumsfaktor
Ethylenglycol-bis-(2-aminoethylether)- N,N,N',N'-tetraessigsiure
"Extracellular signal-regulated kinase"
Fibroblasten-Wachstumsfaktor

"Fast protein liquid chromatography"
5'-p-Fluorosulfonylbenzoyladenosin

Glycogen Synthase Kinase 3, 3-Form
Stunde(n)
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsiure
"High performance liquid chromatography"
Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid
JNK/SAPK inhibierende Kinase

"cJun N-terminal kinase"

Kilobasen(paare)

Kilodalton

"Kinase Domain with homology to Ste20p"
"Kinase from chicken"

"Kinase gene product”

"Kinase suppressor of ras 1"
Mikrotubuli-assoziiertes Protein
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

apparentes Molekulargewicht
"MAP/Mikrotubuli-Affinitdts-regulierende Kinase"
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MARKK "MAP/ Mikrotubuli-Affinitdts-regulierende Kinase Kinase"

Bq Bequerel [s™]

MES 2-Morpholino-ethansulfonsédure

MKK3/6 "MAP Kinase Kinase, type 3/6"

NFTs "Neurofibrilary tangles", Neurofibrilldre Biindel
NGF Nerven-Wachstumsfaktor

Nonidet P40 Nonylphenylpolyethylenglykol

ODsoo Optische Dichte bei eine Wellenldnge von 600 nm
PAGE Polyacrylamidgel-Elektroforese

PAK p21-aktivierte Kinase

Par-1 "Partitioning defective"

PCR Polymerasekettenreaktion

PHFs "Paired helical filaments"

P; anorganisches Phosphat

PKA Proteinkinase A

PIPES Piperazin-N,N'-bis-(2-ethansulfonsaure)

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PP-2a Protein Phosphatase, Typ 2a

PSK "Prostate-derived ste20-like kinase"

RT Raumtemperatur

s Sekunde(n)

S, Ser Serin

SAPK Stress-aktivierte Proteinkinase

SDS Natriumdodecylsulfat

Snfl "Sucrose nonfermenting gene product 1"

Ste20p "Sterile 20 protein"

T, Thr Threonin

TAO-1/2 "Thousand and one aminoacids"

TCA Trichloressigsdure

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Tween20 Polyethylenglykol-sorbitan-monolaurat

U Enzymeinheiten, "units"

v/v bzw. w/v  Volumen pro Volumen bzw. Gewicht pro Volumen
Wnt "wingless-type MMTYV integration site family, member 1"
Y, Tyr Tyrosin

A.2 Identifikationsnummern der MARK-Isoformen und der MARKK

Die Sequenzen der Kinasen sind in der Datenbank "Genbank"
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/index.html#GenBank) unter nachfolgenden Nummern
eingetragen:

MARKI: h. sapiens AF154845, r.norvegicus Z83868; MARK2: h. sapiens BCO008771,
r.norvegicus Z83869; MARK3 h. sapiens AF240782, r.norvegicus NM130749; MARK4: h.
sapiens AY057448; MARKK/TAO-1: h. sapiens AB037782, r.norvegicus AF084205.
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A.3 Proteinsequenz von MARK?2 mit Kennzeichnung der Dominen und

der Subdomainen
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Abbildung A.1: Proteinsequenz von MARK2 mit Kennzeichnung der Doménen und der Subdominen. Bezeichnungen und Farben der

Doménen nach Abbildung 1.3. Die Subdoménen sind mit romischen Ziffern eingetragen. In Fettdruck mit Nummern sind die Aminosduren

aufgezeigt, die in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich ihres Einflusses auf die Aktivitdt bzw. Aktivierung untersucht wurden. Der eigentlich

katalytisch aktive Rest, das Aspartat,7s, ist unterstrichen und mit "Katalyse" markiert. Das flir die Aktivierung durch MARKK relevante

Threoninyg ist zusétzlich unterstrichen. Die durch Autophosphorylierung modifizierten Aminoséduren sind unterstrichen und mit "autoph."

gekennzeichnet.

A.4 Sequenzen der verwendeten Peptide

Tau-Peptid (TR1), die von MARK phosphorylierbare Aminoséure ist unterstrichen:

255-NVKSKIGSTENLK 268
Aktivierungsschleifen-Peptid (Lip-Peptid) von MARK, die von MARKK phosphorylierbare

Aminoséaure ist unterstrichen:

203-GNKLDTFCGSPPY AAPELQGKK:-224
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A.S Sequenzen der verwendeten primer

Sequenzen der primer fir die Darstellung der MARK2- und MARKK-Punktmutanten sowie
fiir die Klonierung der MARKK. Die Nukleotide, die zum beabsichtigten Austausch von
Aminosduren fiihren, sind fettgedruckt. Die in Kursivdruck angegebenen Nukleotide wurden
zusdtzlich zur Erzeugung neuer Schnittstellen eingefiihrt, es resultiert daraus keine
Verdnderung der Polypeptidsequenz. Die FErkennungssequenz der neu entstandenen

Restriktionsstelle ist unterstrichen, das schneidende Enzym ist rechts angegeben.

MARK2(T208E)

5'-AAC AAG CTG GAT GAG TTC TGT GGT AGT CCT CCA TAT GCT GCC CCA-3' Ndel

3'-TTG TTC GAC CTA CTC AAG ACA CCA TCA GGA GGT ATA CGA CGG GGT-s!

MARK2(S212E)

5'-GAT ACT TTC TGT GGT GAG CCT CCA TAT GCT GCC CCA GAA-3' Ndel
3'-CTA TGA AAG ACA CCA CTC GGA GGT ATA CGA CGG GGT CTT-s5!

MARK2(T208E/S212E)

5'-AAC AAG CTG GAT GAG TTC TGT GGT GAG CCT CCA TAT GCT GCC CCA-3' Ndel
3'-TTG TTC GAC CTA CTC AAG ACA CCA CTC GGA GGT ATA CGA CGG GGT-s!

MARKK-PCR-5'

5'-TGA CTG CTC AGC CAT ATG CCA TCA ACT AAC-3: Ndel
nicht-kodierender Bereich Startcodon

MARKK-PCR-3'

5'-CAG CTC CAG CGG ATC CGC CAC TTT CAA TTA TTA-3: BamHI
nicht-kodierender Bereich Stoppcodon (invertiert komplementar)

MARKK(KS57A)

5'-GAA GTG GTG GCG ATC GCG AAA ATG TCT TA-3' Pvul

3'-CTT CAC CAC CGC TAG CGC TTT TAC AGA AT-s5'

MARKK(S181A)

5'-GCC TCC CCT GCC AAT GCA TTT GTG GGA ACA CCA-3' Nsil

3'-CGG AGG GGA CGG TTA CGT AAA CAC CCT TGT GGT-s5

MARKK(T185A)

5'-AAT TCT TTT GTG GGC GCG CCA TAT TGG ATG GCC-3' BssHII

3'-TTA AGA AAA CAC CCG CGC GGT ATA ACC TAC CGG-s5!
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MARKK(S181A/T185)
5'-GCC TCC CCT GCC AAT GCA TTT GTG GGA GCA CCA TAT TGG ATG G-3'  Nsil
3'-CGG AGG GGA CGG TTA CGT AAA CAC CCT CGT GGT ATA ACC TAC C-s5!
A.6 Gefahrenhinweise

R-Satze S-Satze Gefahrensymbol
Acrylamid 45-46-20/21.1-25.1-36/38-43-  53.1-45 T

48/23/24/25.1-62
Ameisensaure 35 26-36/37/39-45 C
Bicinchoninsaure - 22-24/25 -
Benzamidin 36/37/38 26-36 Xi
Carbenicillin, di-Natriumsalz ~ 42/43 22-36/37 Xn
CHAPS 36/37/38 26-36 Xi
Chloramphenicol - 22 -
DTT 22-36/37/38 26-36 Xn
DMSO 36/37/38 26-36 Xi
EDTA 36-52/53 26-36 Xi
Essigsaure 10-35 26-36/37/39-45 C
Ethanol 11 7-16 F
Formaldehyd 23/24/25-34-39/23/24/25-40-43 26-36/37/39-45-51 -
FSBA - 22-24/25 -
Glutaraldehyd 23/25-34-42/43-50 26-36/37/39-45-61 T,N
HEPES - 22-24/25 -
Imidazol 22-34 26-36/37/39-45 C
Kaliumchlorid - 22-24/25 -
Magnesiumchlorid 36/37/38 26-36 Xi
2-Mercaptoethanol 22-24-34-51/53 26-36/37/39-45-61 T,N
MES 36/37/38 26-36 Xi
Methanol 11-23/24/25-39/23/24/25 7-16-36/37-45 F, T
Natriumdihydrogenphosphat  36/37/38 26-36 Xi
Natriumfluorid 25-32-36/38 22-36-45 T
di-Natriumhydrogenphosphat 36/37/38 26-36 Xi
Natrium-(ortho)-vanadat 20/21/22 36-22 Xn
Natriumthiosulfat 36/37/38 26-36 Xi
NonidetP40 37-41 26-39 Xi
Pepstatin A - 22-24/25 -
PIPES - 22-24/25 -
PMSF 25-34 26-36/37/39-45 T
Pyridin 11-20/21/22 26-28 Xn
SDS 22-38-41 36-36/37/39 Xn
Silbernitrat 34-50/53 26-45-60-61 C,N
TCA 35-50/53 26-36/37/39-45-60-61 C,N
TRIS-HCI 36/37/38 26-36 Xi
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