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1. Summary

MAPK cascades play a key role in transducing and converting sgnals from extracdlular
dimuli into intracdlular dgnds thereby regulaing diverse processes like differentiation,
proliferation or gress regponses. Mixed lineage kinases (MLKs) form a family of
serin/threonin protein kinases with multiple protein/protein interaction domains (SH3, Cdc42
Rac interactive binding sequence/CRIB, leucine zipper), which are most closdly related to the
MAPKK kinase family. In this work we show that MLK3 mediates Cdc42/Rac induced
INK/SAPK activation resulting in subsequent phosphorylation and enhanced transcriptiona
activity of the immediate early gene c-jun, which beongs to the family of AP-1 proteins. In
addition MLKS3 directly phosphorylates the dud specificity kinases MEK1/2 in vitro and in
vivo on sines 217/221, which are important for activation. Whereas this only resulted in
activation of the ERK1/2 pathway in overexpresson sysems, the andyses demondrate
convincingly that endogenous MEK1/2 phosphorylated by MLK3 is unable to transmit its
activity in vitro and in vivo to its physologica substrat, ERK1/2. Therefore we postulate that
MLK3 mediated MEKL/2 phosphorylation uncouples the dud specificity kinases from
ERK1/2 activation.

Furthermore we show that overexpresson of wild type MLK3 leads to morphologica
trandformation of NIH 3T3 fibroblasts and growth in soft agar. Congstent with the other
andyses MEK1/2 is highly phosphorylated but uncoupled from ERK1/2 activation in MLK3
transformed cdls. In addition MLK3 cooperates with activated MEK1 in foci formation
which demondraes tha MLK3 utilizes pahways different from ERK12 for cdl
transformation. Furthermore growth factor induced ERK1/2 activation and induction of the
immediate early gene junB is partidly blocked in MLK3 transformed fibroblasts. Our data
provide evidence for the firg time that a MAPKK kinase differentidly regulates MAPK
pathways. On the one hand MLK3 activates INK/SAPK but on the other hand it uncouples
MEKZL1/2 phosphorylation from ERK1/2 activation and even blocks growth factor induced
ERK1/2 activation partidly.

1. Zusammenfassung
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MAPK Kaskaden spiden eine Schitissdrolle bei der Ubertragung und der Umwandlung von
extrazdlul@en Rezen in intrazdluld&e Sgnde und regulieren dadurch unterschiedliche
Prozesse wie Differenzierung, Zdlproliferation oder Stress Antworten. ‘Mixed Lineage
Kinesen (MLKs) bilden ene Familie von Serin/Threonin Proteinkinasen mit  mehreren
Protein/Protein  Interaktionsdoméanen (SH3, Cdc42 Rac interactive binding sequence/CRIB,
Leuzin Zipper), die an engden mit der Familie der MAPKK Kinasen verwandt ist. In der
voliegenden Arbeit zeigen wir, dass MLK3 Cdcd2/Rac induziete INK/SAPK  Aktivitét
vermittedlt, weches zu ena  axchlielenden  Phosphorylierung  und  verstérkter
transkriptioneller Aktivitde des zur AP-1 Familie gehdrenden immediate ealy Gens c-Jun
fuhrt. Zusdtzlich phosphoryliet MLK3 die dudspezifischen Kinasen MEK1/2 direkt in vitro
und in vivo an den fir die Aktivierung wichtigen Serinen 217/221. Wohingegen dies nur zu
ginr  ERK Aktivierung in Uberexpressonssysemen filhrte, demongrieren die  Anaysen
Uberzeugend, dass endogenes MEK1/2, welches von MLK3 phosphoryliert worden ist, nicht
in der Lage ig, diese Aktivitét auf das physiologische Subsirat ERK1/2 in vitro wie auch in
Vivo zu Ubertragen. Wir postulieren daher, dass MLK3 vermittedte MEK1/2 Phosphorylierung
die dua spezifischen Kinasen von ERK 1/2 Aktivierung entkoppelt.

Zusitzlich zeigen wir, dass Uberexpresson von Wild Typ MLK3 zur morphologischen
Trandformation von NIH 3T3 Fbroblasen und Wachsum in Soft Agar fuhrt. In
Uberéingimmung mit den anderen Andysen i MEK1/2 gak phosphoryliet jedoch von
ERK1/2 Aktivierung in MLK3 transformierten Zdlen entkoppelt. Weiterhin - kooperiert
MLK3 mit aktivieter MEK1 in Foci Bildung, was zeigt, dass MLK3 andere Sgndwege ds
ERKLY2 in da Zdltrandormation benutzt. Vidmehr ig in MLK3 trandformierten
Fibroblasten Wachstumsfaktor-induziete ERK1/2 Aktivierung und Expresson des immediate
ealy Gens junB patidl blockiert. Unsere Andysen zeigen zum ersen Md fir eine MAPKK
Kinase, dass se MAPK Signdwege unterschiedlich reguliert. Wahrend MLK3 auf der enen
Saite INK/SAPK  aktiviert, entkoppelt es MEK1/2 induzierte Phosphorylierung von ERK1/2
Aktivierung und blockiert sogar Wachstumsfaktor-induzierte ERK 1/2 Ativierung partiell.
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2. Einleitung
2.1. MAP Kinase Signaltransduktionskaskaden

In den frihen e Jdren hdf ene Kombinaion von biochemischen und genetischen
Andysen in Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Hefen und Sdugern einen
eden kompleten Sgndweg von der  Zdlmembran zum  Zdlkern  aufzukldren.
Membranasoziierte Rezeptoren mit intringischer Tyros nkinasesktivitét
(Rezeptortyrosinkinasen oder RTKS) reagieren auf Peptidliganden, Wachstumsfaktoren und
induktive Signde wahrend der Entwicklung. Bildung eines aktivierten Rezeptorkomplexes
regt ene Sgnatransduktionskaskade an, die zur Phosphorylierung und Aktivierung von MAP
Kinasen (mitogenactivated proten kinase, MAPK) fihrt. Diese konnen im  aktivierten
Zugand in den Zdlkern gehen und dort Transkriptionsfaktoren phosphorylieren.  Somit
schefft der MAPK Signdweg ene klare Verbindung zwischen Zytoplasma und Nukleus,
indem Simulation durch Wachstumsfaktoren mit Anderung in der Genexpression gekoppelt
wird (Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Struktur von MAP Kinase Signalwegen
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Da  Mitogenaktivierte  Proteinkinase  Signdtransduktionsveg i en  urspriingliches
Sgndwelterletungssysem, weches die Naur in  unterschiedlichen Permutationen  benutzt,
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um dne Vidzahl von Aufgaben zu bewdtigen. Er exidiet in dlen Eukaryoten und
kontrolliet  fundamentale zdluld&re Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Uberleben
oder programmierten Zeltod (Apoptose). Die wesentlichen Komponenten beinhdten ein G-
Protein, welches oberhdb enes zentrden Elements bestehend aus drei Kinasen arbeitet: eine
Serin/Threonin - spezifische  MAPK  Kinase Kinase phosphoryliet und  aktiviet  ene
duaspezifische MAPK Kinase, die wiederum eine MAPK phosphoryliert und aktiviert (Abb.
21A). Dieses Sysem sorgt nicht nur fur die Amplifikation des Signds, sondern auch fir
zusitzliche regulatorische Anpassungen, die es ermdglichen, Kinetik, Dauer und Amplitude
der Aktivitdt exakt einzugdlen. Es gibt sechs MAPK Signdwege in der Hefe, die dle aus
drukturdl  verwandten Komponenten zusammengesetzt dSnd, aber an  unterschiedlichen
biologischen Prozessen beteiligt snd. Die drei wichtigglen MAPK Kaskaden die auch in
Saugern identifiziert wurden, werden in den beiden folgenden Kapiteln ndher beschrieben.

2.2.  Struktur, Regulation und Funktion des ERK Signalwegs

Die Ras-Ra-MEK-ERK Kaskade ig en Sgndwaeterletungssysem, weches evolutionar
hoch konserviert ist. So nutzt die Fruchtfliege Drosophila melanogaster diesen Signdweg fir
mehrere  entwicklungssteuernde Prozesse, wie u.a auch fir die Augenentwicklung. Sdbst
bem Nematoden Caenorhabditis elegans liegt diessr Sgndweg konserviert vor und reguliert
hier unter anderem die Entwicklung der Vulva

In Sdugern snd zwe Proteine der ERK (extracdlular dgnd-regulated kinase) MAPK
Signaltransduktionskaskade ds Onkogene beschrieben worden, namlich Ras und Raf. Es ig
daher nicht Uberraschend, dass diesr Signdweg Kontrollfunktionen in Prozessen wie
Proliferation, Trandformation, Differenzierung und Apoptose audlibt. Eine grofe Anzahl von
Wachsumsfaktoren,  Hormonen,  Differenzierungsfaktoren und ~ Tumorpromovierenden
Faktoren aktivieren ERK (Lewis et a. 1998). Die meigen von ihnen aktivieren zuerst Ras
Proteine, indem de den Austausch von GDP mit GTP initiieren (Abb. 2.1B). Die intringsche
GDP/GTP Austausch- und GTP Hydrolysesktivitét von Ras it jedoch gering. Daher wird die
Kontrolle des GDP/GTP Zykluses von zwe unterschiedlichen Klassen von regulatorischen
Proteinen moduliert. Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) unterstiitizen die Bildung des
aktiven, GTP-bdadenen Zudtands, wahrend GTPase aktivierende Proteine (GAPs) die
Formation des inaktiven, GDP-beladenen Zustands fordern (Boguski and McCormick 1993).
Somit Ubernehmen klene G-Proteine der Ras Familie die Funktion eines molekularen
Schdters be der Veknipfung von  Rezeptorektivierung an  dar Zdimembran  mit
zytoplasmatischer  Signdwaeterleitung (Koide et a. 1993; Katz and McCormick 1997;
Campbell et al. 1998).

Aktivierung der MAPK ERK durch den EGF piderma growth factor) Rezeptor ist einer der
am besten charakterisgerten und andyserten Signdwege (Abb. 2.2) (Egan and Weinberg
1993; Avruch et d. 1994; Marshal 1995). Aktivierung des Rezeptors durch den Liganden
fiht e 2zu ener Rezeptordimeriserung, anschliefender Transphosphorylierung  und
verddrkter Tyrosn Kinase Autophosphorylierung  (Ullrich  and  Schlessinger  1990;
Schlessinger 1993; Hedin 1995), die Anheftungsstelen fir Sgnatransduktionsproteine und
Adaptoren wie Shc und Grb2 schaffen (Schlessinger 1994). Shce wird nach Bindung an enen
aktivierten Rezeptor phosphoryliert, was zur Bildung ener Erkennungsstele fur die SH2
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Doméne von Grb2 (growth-factor-receptor-bound-protein2) fihrt (McCormick 1993). Da
Grb2 mit dem Ras GEF SOS (son of sevenless) assoziiert i, kommt es hiermit indirekt zu
ene SOS Trandokation an die Plasmamembran (Buday and Downward 1993; Aronheim et
a. 1994; Schlessnger 1994), wo es trandent fir eine GTP Beadung von Ras und damit fir
eine erhthte Ras Aktivitéat sorgt (Bourne et a. 1991; Schlessinger 1993).

_;EEG'I?‘ Abb. 22 Aktivieung der Ras/Raf/
[ '. MEK/ERK  Signaltransduktionskaskade
!EF FR durch den Wachstumsfaktor EGF

II "Ras’ i 'G.-’-'-.Ps} Ras
\GDP; = | GTP
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(_Ek-1 )+ | Genexpression |

. -

Aktivietes Ras fungiet ads Adaptor, welcher die Serin/Threonin Kinase Raf mit hoher
Affinitd bindet (Howe et al. 1992; Moodie et a. 1993; Van Ads et a. 1993; Vojtek et 4.
1993; Warne et d. 1993; Zhang et d. 1993; Avruch et d. 1994; Daum et a. 1994; Hall 1994;
Leevers e d. 1994; Magnuson et a. 1994; Stokoe et a. 1994) und zu ener telwesen
Aktivierung von Raf fuhrt. Neuere Studien zum Mechanismus der Raf Aktivierung zeigen,
dass Raf Proteine Ras unabhdngig durch Interaktionen mit Phospholipiden zur Zelmembran
gebracht werden (Rizzo et a. 2000), wo es dann durch Bindung an aktiviertes Ras in der
Nahe von aktivierten Wachstumsfaktorrezeptorkomplexen akkumuliert und
Konformationsanderungen eingeht, die fir die Interaktion mit aktivierenden Kinasen und
Substraten notwendig sind. Phosphorylierung von Raf durch Serin/Threonin wie auch durch
Tyrognkinasen (Heidecker et a. 1992; Morrison and Cutler 1997) fihrt dann zur Bindung
welterer Proteine, was zur Stabiliserung des Komplexes und damit der aktiven Kinase
betragt. Alle Isoformen von Raf (C-Raf, A-Raf, B-Raf) (Morrison and Cutler 1997,
Hagemann and Rapp 1999) phosphorylieren und aktivieren anschliel¥end die duaspezifischen
MAPK Kinasen MEK1/2 (MAPK/ERK kinase) (Kyriakis et a. 1992, Aless et d. 1994,
Huang and Erikson 1994; Jdinek et a. 1994; Zheng and Guan 1994). Die beiden hierfir
bendtigten  Phosphorylierungsstdllen  befinden dch in der  Aktivierungsschleéfe von  MEK.
MEK Kinasen gehtren zur klenen Gruppe von dudspezifischen Kinasen, die sowohl
Threonin, as auch Tyrosnrete phosphorylieren. Se  aktivieren ERK1/2  durch



2. Einleitung 6

Phosphorylierung enes Thr-Glu-Tyr Mativs in der Aktivierungsschieife (Payne et a. 1991)
und ed diee dude Phosphorylierung fihrt zur Aktivieeung der MAPK. Obwohl
Transkriptionsfaktoren wie zB. Elk-1 wichtige MAP Kinase Subsrate sind (Marais et 4.
1993), trandoziert nur ein Tel der aktivieten MAPK in den Nukleus, wahrend der andere
Tal im Zytoplasma und anderen subzdluld@en Kompatimenten verbleibt. Im Gegensatz zu
den MEKs dsnd fir ERKs ene Vidzahl von zytoplasmatischen und nukle&ren Subdtraten
beschrieben worden (Pearson et a. 2001). So gimuliet ERK1/2 z.B. DNA Synthese durch
Phosphorylierung der Carbamoyl-Phosphat  Synthetase 1, welches en limitierendes Enzym
bel der Pyrimidin Nukleotid Biosynthese it (Graves et a. 2000). Zusizlich induzieren diese
MAP Kinasen Zdlzyklus Progresson durch Inaktivieeung der Zellzyklus Inhibitor-Kinase
MYT1 (wahrscheinlich Uber MAPKAPs wie RSK) (Pamer et al. 1998), aber se arretieren
meiotische Zdlen in Metgphase 1l durch Aktivierung eines zytodatischen Faktors (Bhatt and
Ferrdl 1999; Gross et d. 1999). Gleichfdls kénnen ERKs indirekt durch Steigerung der AP-1
Aktivitdt Zdlproliferation gimulieren, was zur Induktion von Cydin D1 fuhrt (Trenies e d.
1999). Waéhrend Arbeiten von Kerkhoff et a. vorschlagen, dass onkogenes G Raf den Eintritt
in den Zdlzyklus in Fbroblasten unabhéngig von enem autokrinen Loop audost (Kerkhoff
and Rapp 1997), zeigen andere Daten, dass in anderen Zdlsysemen dieser Signdweg dlein
nicht augreichend fir die Initiaion von DNA Synthese ist und zusiizlich eine Aktivierung der
PI3-Kinase bendtigt, die indirekt durch autokrine Wachstumsfaktoren vermittelt wird, deren
Expresson ERK abhangig ig (Treinies et a. 1999). Expresson von autokrinen Faktoren ist
ein Baspid dafir, wie MAP Kinasen andere Signawege aktivieren konnen (Wasserman and
Freeman 1998).

Konsequenterweise folgt hieraus, dass Stdrke und Dauer eines aktivierenden Signds kritische
Parameter fir biologische Effekte dnd. Dies benhdtet die Notwendigkeit des
Widerhergdlens einer Baance nach Aktivierung der Signdkaskade durch ein komplexes
regulatorisches Netzwerk von Protein Phosphatasen (Keyse 2000). Signdintengitédt und Dauer
konnen auf mehreren Ebenen der Kaskaden durch Phosphatasen negativ reguliert werden
(Hunter 1995). Es igt jedoch klar, dass direkte Regulation der MAP Kinasen ds Endglied der
Kaskaden eine besondere Bedeutung zukommt. MAPK Phosphatasen setzen sich aus dud
soezifischen (Threonin/Tyrosn) und Tyrosn spezifischen Enzymen zusammen. Eine MAPK
kaon von beden Klassen diessr Proteinphosphatasen  dephosphoryliert  werden.
Subdratspezifitde wird hierbel  durch  spezifische  Protein-Protein  Interaktionen am  nicht
katalytischen N-Terminus der MAPK gewdhrleistet (Camps et a. 2000; Keyse 2000).
Vednderungen in Komponenten diesr konservierten Proliferationskaskade, die zu ener
Deregulation oder Entkopplung von Wachsumsfaktorrezeptoren an der Zelmembran fihren,
giden ene zentrde Rolle im Prozef3 der Tumorgenese. Der Familie der Ras GTPasen kommt
hiercbe ene Schlissdpodtion zu und wird in Kgpitd 24 im Zusammenhang mit Rho
GTPasen und denen von ihnen aktivierten MAPK Transduktionskaskaden ndher beschrieben.

2.3. Stress-aktivierte MAP Kinasen

Ein Tel der zdluden Resktion auf inflanmatorische Zytoking, Toxine und physkalischen
Stress wird durch den IJNK/SAPK und den p38 Protein Kinase Signdweg Ubermittelt.
Obwohl Stress-aktivierte Protein Kinase Signdwege strukturell mit der ERK MAPK Kaskade
eng verwandt sind, haben se unterschiedliche Funktionen. Genau wie der ERK Sgnaweg
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snd Stress aktivierte Signalkaskaden hierarchisch angeordnet (Abb.2.3). Im Unterschied zu
diesam ig dlerdings enersaits weniger Uber die umfangreichen Aktivatoren oberhab und
anderersaits weniger Uber die Effekte nach Stimulation unterhab der MAPK bekannt. So sind
auch die beschriebenen Effekte, die von den Stress aktivierten Signawegen moduliert werden
zahlreich:  Apoptose, Trandformation, Entwicklung, Aktivierung des  Immunsygems,
Entzindungsresktionen und Anpassung an  Umgebungsverénderungen. Wéahrend Ras  die
Aktivierung des ERK MAP Kinase Sgndwegs kontralliert, konnte in verschiedenen
Zdltypen gezeigt werden, dass die Rho G'Pasen Rac und Cdc42 (nicht Rho) die Aktivierung
von JNK/SAPK und p38 regulieren (Seger and Krebs 1995). Expresson von aktiviertem Rac
und Cdc42 Mutanten in HeLa, NIH 3T3 und Cos Zdlen fihrt zu ener Aktivierung von
JINK/SAPK und p38 (Coso et a. 1995; Minden et a. 1995), was zu einer anschliel¥enden Gen
Aktivierung durch den SRF (serum response factor) fuhrt (Hill et d. 1995). Die gleichen
Effekte  wurden auch mit onkogenen  Rac/Cdcd2-spezifischen  Guaninnukleotid-
Audtauschfaktoren erziehlt (Minden e d. 1995). Dass die Aktivierung von MAPK
Sgndwegen ene physologische Funktion von Rho GTPasen id, wird durch genetische
Studien in Drosophila melanogaster unterstiitzt, wo Mutationen der Rho GTPasen den
gleichen Phanotyp haben wie Mutationen in basket/DINK Signaweg (dorsal open) (Ip and
Davis 1998; Nosdli and Agnes 1999), be denen Defekte be der Zelwanderung und in der
Zytoskdlett Reorganisation das Schlief?en des dorsden Ektoderms um das Meso- und
Endoderm des frihen Embryos verhindern. Im folgenden Kapitel werden die INK/SAPK und
p38 MAP Kinase Transduktionskaskaden unterhalb von Rac und Cdc42 néher eingefihrt.

2.3.1. INK/SAPK

Biochemische Andysen flhrten urspringlich zur Identifikation von INK/SAPK (c-Jun NH2-
termind Kinase/ stress-activated protein kinase) ds einem Mikrotubulus assoziierten Protein
(Kyrigkis and Avruch 1990). Es bindet an die N-terminade Aktivierungsdoméne von c-Jun
(Adler et d. 1992; Hibi et d. 1993) und phosphoryliert dort Ser-63 und Ser-73 (Pulverer et d.
1991), was zur Aktivierung von c-Jun und zur Expresson von Genen mit AP-1 Bindestellen
in Promotoren fuhrt. Das Trandationsprodukt des immediate ealy Gens c-jun formt mit
verwandten Proteinen (JunD, JunB) Homodimere oder mit verschiedenen Mitgliedern der Fos
Familie Heterodimere und bildet so den AP-1 Transkriptionsfaktorkomplex (Bravo 1990), der
eéne zentrde Role ba der Kontrolle von Zdlwachsum spidt (Angd and Karin 1991;
Schreiber et al. 1999).Uberexpression von c-Jun transformiert embryonae Hihnerfibroblasten
(Bos et a. 1990) und zusdzlich wird es fur Trandformation von Fbroblasten durch eine
Vidzahl von Onkogenen benétigt (LIoyd et al. 1991; Smedl et al. 1991; Rapp et d. 1994).

I/"' i /’"""\I ("_'\ Abb.23: MAP Kinase Kaskaden
LY s /’ "imatf»’ mmm? aktivieren Transkriptionsfaktoren
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Anschlie(endes Klonieren welterer MAPK  zeigte, dass drel separate INK/SAPK  Gene
exidieren, welche durch dternatives Splicen 8-10 Isoformen produzieren konnen (Derijard et
a. 1994; Kadlunki et a. 1994; Kyriakis et d. 1994; Casanova et a. 1996; Gupta et a. 1996).
INK/SAPKs werden durch Phosphorylierung eines Thr-Pro-Tyr Motivs  aktiviet  und
migrieren dann in den Zelkern, um dort Zieproteine zu phosphorylieren. So kénnen neben ¢
Jun auch wetere Jun Familienmitglieder phosphoryliet werden (Kalunki et a. 1996).
Andere nukledre Zidproteine snd Mitglieder der TCF (ternary complex factor) Familie Elk-
1 und SAP-1a (serum response factor accessory protein 1a) (Whitmarsh et d. 1995). Da diese
Transkriptionsfaktoren den c-Fos Promotor pogtiv regulieren, erhoht dies wiederum den
Antell dieses Proteinsam AP-1 Komplex (Karin et a. 1997).

Im Gegensatz zu den ERK MAP Kinasen werden INK/SAPK MAP Kinasen in den meisten
Zdlsysemen nicht sehr sark durch Mitogene wie EGF, PDGF (platdlet derived growth
factor) oder FGF (fibrobla growth factor) aktiviert, sondern durch Stressfaktoren wie
Hitzeschock,  UV-Srrahlung, oxidativen Stresss DNA  schédigende  Chemikdien
(Topoisomerase Inhibitoren und dkylierende Agenzien), mechanischen Scher Stress und
Protein Synthese Inhibitoren (Cycloheximid und Anisomycin) (Derijard et d. 1994; Pombo et
a. 1994; Kyriakis et d. 1995; Kyriakis and Avruch 1996). Aulerdem haben inflammatorische
Zytokine der TNF umor necrosis factor) Familie (TNF, I1L-1, CD40, CD27, Fas, RANK) wie
auch vasoaktive Peptide wie Endothelin und Angiotensin Il einen starken aktivierenden Effekt
auf INK/SAPK (Derijard et a. 1994; Kyriakis et d. 1994; Zohn et a. 1995; Berberich e 4.
1996; Lenczowski et a. 1997).

Alle dre Jnk/Sapk Gene snd bereits durch Gen ‘Knockout' ausgeschdtet worden. In
varschiedenen genetischen  Hintergrinden i keine der drei  Einze-Mutationen  lethd.
JInk/Sapk1/2 ‘Doppeknockouts sterben hingegen wéhrend der Schwangerschaft und zeigen
Defekte beim Schlief?en des Neurdrohres (Kuan et al. 1999; Sabapathy et d. 1999).
INK/SAPK Funktion ig somit fir die Entwicklung bendtigt, aber nicht Isoform spezifisch.
Weiterhin ig diese MAPK auch an der Regulation des Gleichgewichts zwischen Zelltod und
Uberleben beteiligt. Diese Funktionen werden in Kapitel 2.5 gesondert dargestelt.

Bidang konnte fir die dudspezifischen Kinasen MKK4 (SEK1, INKK1) und MKK7 gezeigt
werden, dass se direkte Aktivatoren der INK/SAPK Kinasen snd (Yashar et a. 1993,
Sanchez et d. 1994; Derijard et a. 1995; Lin et d. 1995; Moriguchi et d. 1995; Holland et 4.
1997; Moriguchi et a. 1997, Tournier et d. 1997, Yao et a. 1997; Tournier et a. 1999;
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Yamauchi et d. 1999). Wahrend MKK4 INK/SAPK préferentidl an Tyrosn phosphoryliert,
bevorzugt MKK7 Threonin (Lawler et a. 1998). Durch Gen ‘Knockoutstudien' konnte
gezeigt werden, dass sowohl MKK4 ds auch MKK7 fur optimale INK/SAPK Aktivierung
nach UV Stimulation notig snd (Tournier et d. 2001). Dagegen it MKK7 essentidl fir
INK/SAPK Aktivierung durch inflanmatorische Zytokine wie IL-1b und TNFa (Tournier et
a. 2001). Sowohl MKK4 ds auch MKK7 werden fur die embryonale Entwicklung benétigt.
Wahrend der Grund fir den embryonden Tod von Mkk7’~ Mausen unklar ist (Dong et d.
2000), sterben Mkk4”™ Mause durch verstérkte Apoptose in der Leber (Ganiatsas et a. 1998;
Nishina et d. 1999). Dieser Phenotyp dhnelt dem der cjun ‘Knockout-Maus (Hilberg et d.
1993; Su et a. 1994). Es ig dledings unwahrschelich, dass der Grund fur den MKK4
Phanotyp mit enem Verlus der INK/SAPK vermitteten Phosphorylierungsstellen auf ¢-Jun
zu ekldren i, denn ¢jun Mause, denen diese Stellen durch Mutation entfernt wurden, haben
keine auffdligen Defekte in der embryonaen Entwicklung (Behrens et a. 2000).

232, p38

p38 MAP Kinasen snd eine zweite Gruppe Stress-aktivierter MAP Kinasen. Das Klonieren
der cDNA zeigte, dass p38 das Sdugerhomolog zu HOGL is. HOGL ist eine MAPK, die in
der Hefe S cerevisiae vorkommt, durch Hyperosmolaritét aktiviert wird, und das gleiche
Phosphoakzeptor Motiv hat wie p38a (Thr-Gly-Tyr)(Han et a. 1994; Herskowitz 1995).
Gleichzetig und unabhéngig vonenander identifizierten zwe  Arbetsgruppen p38 ds ene
durch IL-1 und Stress aktivierte Kinase, die MAPKAP Kinase 2 phosphorylieren kann. Diese
Ser/Thr Kinese ig involviet in der Aktivieeung und Phosphorylierung des  kleinen
Hitzeschockproteins HSP27 (Freshney et a. 1994; Rouse et al. 1994). Mittlerweile konnten
vir Gene fur p38 identifiziet werden: p38a (Han et a. 1994), p38b (Jang et a. 1996),
p38g (Lechner et a. 1996), p38d (Goedert et a. 1997). Genauso wie INK/SAPKs werden p38
MAP Kinasen hauptsichlich durch  Stress und  inflammatorischen  Zytokinen  aktiviert
(Kyrigkis and Avruch 1996; Kyriakis and Avruch 2001). P38a ig bidang das enzige Enzym
der p38 MAPK Familie, das in da Maus ausgeschdtet worden ist. Im Gegensatz zu
Déeletionen einzelner Mitglieder der ERK oder INK/SAPK Familie it Inaktivierung von p38a
aufgrund unzureichender Produktion von Erythropoietein  embryond lethd (Adams et d.
2000; Tamura et d. 2000). Oberhdb der p38 MAP Kinasen befinden sich die beiden
dualspezifischen Kinasen MKK3 (MEK3) und MKK6 (MEK6) (Abb.2.3)(Derijard et d.
1995; Han et a. 1996, Stein et ad. 1996; Enden et d. 2000). MKK3 aktiviert préferentiel
p38a und b, wahrend MKK6 dle p38 Mitglieder phosphoryliert und aktiviert (Enden et d.
2000).

2.4. DieRollevon Rasund Rho GTPasen in der Zdltransformation

Die Ras Familie der kleinen GTPasen (20 — 25 kD@ umfad insgesamt mehr ds 100
Mitglieder und kann in mindestens 6 Unterfamilien engetellt werden: Ras, Rab, Rho, Ran,
Rad/Gem, und Arf (Van Ads and D'Souza-Schorey 1997; Zohn et a. 1998). Ras Proteine
(H-Ras, K-Ras und N-Ras) snd in 30% dler humanen Tumore mutiert, was enen wichtigen
Beitrag von kondiitutiv ektivietem Ras bel der Tumorgenese nahdegt (Bos 1989; Mardhdl
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and Nigg 1998). Frihe Andysen beziglich der transformierenden Aktivitét von trandfizierten
Onkogenen in Maus-Embryo Fibroblasten kamen zu der Schiul¥olgerung, dass das Ras
Onkogen aleine oder in Kooperation mit anderen Onkogenen (z.B. Myc) ausreichend i, um
neoplagtische Trandformation zu induzieren (Land et a. 1983; Bishop 1987; Ruley 1990).
Spater wurde Kklar, dass Mutationen in mehreren Genen, einschlielich  Onkogenen,
Tumorsuppressoren und DNA Reparaturgenen notwendig sind, eine normde Zdle in vivo in
ene neoplasische Zdle umzuwanddn (Stanbridge 1990; Kinzler and Vogesein 1997,
Lindahl and Wood 1999).

Konditutiv aktiviertes Ras hat eine Vidzahl von Effekten auf die Morphologie und das
Wachgumsverhdten von Zdlen. Diee Effekte oder Veranderungen benhdten die Auflésung
von Aktin Mikrofilamenten, ein reduziertes Erfordernis fir Wachsdumsfaktoren, schnelleres
Verankerungs-unabhangiges Wachsdum in vitro und enes aggressveren Tumorwachsums in
vivo (Ruley 1990; White et a. 1995; Plattner et d. 1996; Hal 1998). Frihe Studien zur Ras -
Sgndtransduktion identifizieten  enen  linearen (Ras-Rai-MEK-ERK-Hk-1) Signdweg
(sehe 22), dessen Aktivierung in erster Linie zur transkriptionellen Induktion von Genen
fuhrt, welche beam Wachdum ene zentrde Rolle spiden (Leevers and Marshdl 1992;
Roberts 1992). Diese Signadkaskade ig fir Ras abhangige Transformation von Fibroblasten
absolut notwendig, denn dominant-negetive Mutanten von Raf (Kolch et a. 1991; Troppmair
et ad. 1994) wie auch von MEK (Cowley et a. 1994) und syntetische MEK Inhibitoren
blockieren diesen Effekt (Dudley et a. 1995). Kirzlich konnte sogar gezeigt werden, dass
nech Behandlung mit enem MEK <spezifischen Inhibitor von Mausen mit Darmkrebs
Tumorwachsdum gark inhibiet wird und mit reduzieten Mengen von aktivietem ERK1/2
korreliert (Sebolt-Leopold et al. 1999).

Mittlerwelle igt jedoch klar, dass dieser lineare Signaweg nur eine von mehreren Effektoren
ig, die fir die Funktion von Ras wichtig 9nd (Bos 1998). Ras vermittdt ssine zdlulden
Effekte durch Interaktion mit ener Vidzahl von Protenen (RAGDS, pl20 GAP, PI3K,
MEKK1) (Campbel et a. 1998). Zusizlich snd einige Komponenten dieser individuelen
lineeren Signdwege in der Lage, auch andere Transduktionskaskaden zu modulieren (cross
talk) (Bos 1998; Schaeffer and Weber 1999). Diese Vidzahl funktiondl unterschiedlicher Ras
Effektoren spiegdt sch auch in ener Vidfdt phénotypischer Konsequenzen wider. Wéhrend
Aktivierung des Raf-abhéngigen Signawegs hauptsichlich  Zdlwachdum  fordert, regulieren
mehrere  Raf-unabhangige Effektoren das Aktinzytoskelett und beeinflussen Zelform und
Beweglichkat (Hall 1998).

GTPasen der Rho Familie spiden hierbel ene entscheidende Rolle (Hall 1998). Im Sduger
snd 10 verschiedene Mitglieder dieser Familie beschrieben worden: RhoA, B, C, D und E,
Racl und 2, Rac E, Cdc42Hs und TC10 (Symons 1996). Wie dle GTPasen der Ras
Uberfamilie konnen sSe zwischen einem inaktiven GDP-gebundenen Status und einem aktiven
GTP-gebundenen Zudand zyklieren (Bourne et a. 1991). In Fibroblasten induziert Racl
periphere  Aktinakkumulationen und  Membrankréusdungen, wédwrend RhoA  Aktin-
Stressfasern und fokae Adh&sionen induziet (Hal 1998). Sowohl Racl as auch Cdc42 snd
an der Zusammensetzung fokder Komplexe beteiligt; zusdizlich induziet Cdc42 Filopodien
und Racl Lamdlipodien (Abb. 2.4) (Ridley and Hal 1992; Ridley et d. 1992; Michids et 4d.
1995; Nobes and Hal 1995; Boettner and Van Adg 1999). In Swiss 3T3 Zdlen liegen
Cdc42, Rac und Rho in einer Signalkaskade, wobei Cdc42 Rac, und Rac Rho aktiviert (Nobes
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and Hal 1995). AulRerdem ig Rec in diesem Zdlsysem en Effektor von Ras (Abb. 2.4)
(Ridey e d. 1992). Jingere Arbeiten zeigen, dass Rho GTPasen auch essentidl flr
Zdlwachgum snd. So spiden RhoA, Racl und Cdc42 ene entscheidende Rolle bem
Durchlaufen des Zdlzyklus durch G1 bis zum Eintritt in die S Phase (Olson et d. 1995).

Bradykinin
i rnDI“Fun Abb.2.4: Rho  GTPase
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Fibroblasten.  Extrazellulére
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Rac und Rho und bewirken
unterschiedliche  kurzlebige

Bombasl Zellreaktionen, wie z.B. die
Filopodia ~—_Cap Bildung von Filopodien oder
/ H‘“.‘\ l Lamellipodien. (aus Van
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Waeterhin konnte fir Rho, Rac und Cdc42 gezeigt werden, dass de transformierendes
Potentid in vitro und in vivo haben (Khosravi-Far et a. 1995; Qiu et d. 1995a; Qiu et d.
1995b; Lin et a. 1997; Qiu et a. 1997). Ndhere Andysen zeigten, dass dominant negative
Formen von Rho GTPasen (RhoA, RhoB, RhoG, Racl, Cdc42 und TC10) Ras
Transformation blocken (Prendergast et a. 1995; Qiu et a. 1995a; Qiu et d. 1995b; Nur et d.
1999). Zusézlich kooperieren aktivierte Formen diessr GTPasen mit schwach aktivietem Raf
(Van Adg and D'Souza-Schorey 1997; Zohn et al. 1998), wie auch mitenander in ihrer
Féhigkeit Foc zu generieren (Roux et a. 1997). Diese Daten schlagen vor, dass dle dre
GTPasen unabhéngige Signdwege aktivieren, die fir den Ras-trandformierten Phénotyp nétig
snd. Dieses ig auch konagent mit der Beobachtung, dass ene Rehe von aktivierten Rho
spezifischen Augtauschfektoren (Dbl, Vav, Ect2, Tiam und Os) gark transformierend sind,
well ge die Fahigket bedtzen, mehrere Rho GTPasen smultan zu aktivieren (Miki et d.
1993; Horii et d. 1994; Khosravi-Far et d. 1994; van Lesuwen et ad. 1995; Chan et al. 1996).
Zusdzlich bdegen mehrere Studien, dass Rho GTPasen in humanen Krebsformen héufig
Uberexprimiert vorliegen (Suwa et a. 1998; Fritz et a. 1999). Obwohl Rho GTPasen wichtige
Funktionen in der Zdlproliferation und Zdltrandformation zukommen, i der Mechanismus,
wie de dies bewerkstdligen, noch unklar. Effektormutanten von Rac und Cdc42, die die
Féhigkeit verloren haben, den INK/SAPK Signaweg zu aktivieren, haben gezeigt, dass der
aktivierende Effekt der Rho GTPasen auf Proliferation, Transformation und Simulaion von
DNA Synthese INK/SAPK unabhéangig ist (Joneson et a. 1996; Lamarche et a. 1996).

In jingster Zet versarken sch dennoch die Hinweise, dass auch JNK/SAPKs ene wichtige
Rolle ba der Entwicklung von Tumoren spiden. So konnte gezeigt werden, dass Ras
induzierte Zdltrandformation den Transkriptionsfektor c-Jun bendtigt (Johnson et a. 1996).
Ferner induziet Ras c-Jun Phosphorylierung an densdben Aminoséuren, die auch von
INK/SAPK  phosphoryliert werden (Pulverer et d. 1991; Smed e a. 1991), und Ras
induzierte Trandformation wird unterdriickt, wenn diese Phosphorylierungsstdlen auf c¢-Jun
mutiert werden (Behrens et a. 2000). Zusdzlich i JNK/SAPK in ener Reihe von
Tumorzdlinien kondiitutiv  aktiviet und fir das trandormierende Potentid  mehrerer
Onkogene benétigt (Ip and Davis 1998). Dominant negative SEK1 blockt z.B. Ras-induzierte
INK/SAPK  Aktivierung und Transformation, wahrend Wild Typ SEK1 Ras Transformation
vergérkt, ohne dabel ERK Aktivitd zu modulieren (Clark et a. 1997). Blockierte INK/SAPK
Aktivierung in Lungenkrebszdlen inhibiet EGF induziete Proliferation (Bost et al. 1997).
Zusitzlich &ktiviert die EGF Rezeptor Mutante EGFRVIII, die kondtitutiv aktiv ist und in
viden Tumoren exprimiet wird, die INK/SAPK Sgnakaskade, und Inhibierung dieses
Signawegs fuhrt zum Verlugt des trandformierten Phanotyps (Antonyak et a. 1998).

Wéhrend der Tumorentwicklung mul3 INK/SAPK abhédngige Stress-induzierte Apoptose
(9ehe 24) unterdriickt werden und etabliete Tumorzdlen missen daher enen Mechanismus
entwickdt haben, um diesen Effekt zu blockieren. Fir diesen Prozef3 konnen dre
unterschiedliche  Mechanismen in  Beracht gezogen werden: (a), konditutiv aktivierte
Uberlebenssignde in der Tumorzelle sind dominant iber den INK/SAPK vermittdten pro-
gpoptotischen Effekt; (b), Zieproteine der MAP Kinase sind mutiert oder post-trandationdl
modifiziet und verhindern INK/SAPK induzierte Apoptose; (c), innerhab einer Tumorzelle
wird durch den Verlug von zB. p53 oder Rb INK/SAPK Aktivierung ds anti-apoptotisches
Sgnd interpretiert. Durch die Vewendung von JINK/SAPK anti-sense  Oligonukleotiden
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konnte kirzlich die These, dass INK/SAPKs in prim&en und in Tumorzellen unterschiedliche
Funktionen haben, unterstiitzt werden. Diese Studien belegen, dass INK/SAPK fir die Stress-
induzierte Apoptose von priméren Zdlen ndtig is (Garay et a. 2000; Ho et a. 2000).
Dagegen inhibieren INK/SAPK  anti-sense Oligonukleotide das Wachsum von Tumorzellen
und kénnen Apoptose induzieren (Bost et al. 1999; Potapova et a. 2000).

Demzufolge mul3 Ras-abhéngige Zdltrandormation nicht as Aktivieung ener  linearen
Kaskade, sondern as en Ereignis, weches komplexe Signdtransduktionswege reguliert und
verkniipft, verstanden werden.

2.5.  Funktionen von JNK/SAPK -gesteuerten Signalwegen in der Apoptose

Erge Studien, die die Fragestellung untersuchten, ob JNK/SAPKs am Prozef} des gesteuerten
Zdlsdbgmordes (Apoptose) betelligt snd, wurden in neuronden Zellen nach Entfernen des
neurotrophen Faktors durchgefiihrt (Xia et ad. 1995). Diese Daten zeigen, dass INK/SAP
Kinasen sowohl den apoptotischen Effekt unterstiitizen as auch IJNK/SAPK  abhédngige
Apoptose durch Aktivierung von Uberlebenssignalwegen (ERK oder Akt/PKB) suppremiert
wird. Diese Funktion von JNK/SAPK in Stress induzietem Zeltod von neuronden Zelen
konnte in Jnk3 Knockout Maéausen bestdtigt werden (Yang e d. 1997). Jnkl/2
Doppelknockout MEFs (mouse embryo fibroblasts) haben darke Defekte in Stress (UV,
anisomycin und DNA akylierende Agenzien) induzierter Apoptose. Der Apoptosedefekt in
dieen Zdlen konnte zurlickgefuhrt werden auf en fehlendes Aktivieren der Effektor
Caspasen (Tournier et d. 2000). Wetere Knockoutstudien in Mausen identifizierten enen
genetischen Signaweg fir Stress induzierte Apoptose, wobel en Fehlen von INK/SAPK
schon das Freisetzen von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien blockiert. Unterhdb der MAP
Kinase unterdriickt ebenso das Fehlen von Cytochrom ¢ (Li et d. 2000), Apaf-1 (Yoshida et
al. 1998), Initiator Caspase-9 (Hakem et a. 1998; Kuida et al. 1998) und Effektor Caspase-3
(Woo et a. 1998) UV induzierte Apoptose. Weitere Studien, die den Mechanismus dieses
INK/SAPK  vermittelten  pro-gpoptotischen  Effektes an  der  Mitochondrienmembran
untersuchen, sind nétig.

Dennoch l6sen die meigen Stimuli, fir die eine JNK/SAPK Aktivierung beschrieben ig,
keine Apoptose aus. Einersats wird IJNK/SAPK abhangige Apoptose durch gleichzeitige
Aktivierung von Uberlebenssignawegen (NF-kB, ERK, Akt/PKB) geblockt (Xia et al. 1995),
woraus folgt, dass JNK/SAPK Funktion auch im Zusammenhang mit der Aktivitéd von
anderen Signadwegen betrachtet werden mul3. Anderersats fihrt nur anhdtende, aber nicht
vortbergehende JNK/SAPK Aktivierung zur Apoptose (Chen and Tan 2000). Die meden
Zytokine vermitteln ndmlich nur ene trandente INK/SAPK Aktivierung (zB. TNF), was
nicht zur Apoptose flhrt (Liu et d. 1996). Mehrere Studien haben welterhin gezeigt, dass
INK/SAPK Aktivierung unter bestimmten Umstanden zum Uberleben der Zdle beitréagt
(Reinhard et . 1997), was auch durch Analysen der Jnk1”/Jnk2’ Embryos belegt wird, denn
diese zeigen verstarkte Vorderhirn Apoptose in der Abwesenheit von INK/SAPK  (Kuan et 4.
1999; Sabapathy et a. 1999).

2.6. MAPKKKSsaoberhalb von Stress-aktivierten MAP Kinase Kaskaden
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Die aus den dre Mitgliedern bestehende wohldefinierte Ra-MEK-ERK MAPK Kaskade ist
im Fale der Stress aktivierten INK/SAPK und p38 Protein Kaskaden momentan nur sehr
lUckenhaft charakterisert. Dies liegt zum enem an der Fahigkat vider MAPKKKs mehrere
MAPKKs in vitro zu phosphorylieren und zum anderen daran, dass sie nach Uberexpression
mehrere MAP Kinasen aktivieren konnen. Ein weiteres Problem be der Einordung dieser
Kinasen in Signaktransduktionskaskaden hangt mit der Schwierigkelit zusammen, dass
konventiondle Kinase Asssys nach Stimulation und Immunoprézipitation kaum ene
Anderung der enzymatischen Aktivitst nachweisen konnen. Diese Probleme werden in
Zukunft vermehrt durch genetische Studien andysert und geést werden, dhnlich denen, die
fur die Hefe MAPKKK STE11 eine physologische Funktion in drel unterschiedlichen MAPK
Sgnadwegen gezeigt haben (Herskowitz 1995; Posas and Saito 1997).

Eine besimmte MAPKK Kinase kann abhdngig von ihrer enzymatischen Aktivitd entweder
ene enzige oder mehrere MAPKKSs regulieren. Dies ig auch abhéngig von der zdlularen
Vertelung der Sgndtransduktionskomponenten, Bildung von spezifischen Proteinkomplexen
und des aktivierenden Signds. Konsequenterweise mogen Sgnifikante Unterschiede sowohl
in der Grofenordnung ds auch in der Kinetik bel der Aktivierung von MAPKs nach einem
betimmten Simulus in  d@nem bedtimmten Zdlsysem auftreten. Aulerhdb  der
Kinasedomédne konnte bei der Vidzahl von identifizieten MAPKK Kinasen keine grof3en
Ahnlichkeiten festgestellt werden. Der Beitrag einer MAPKKK bei der Aktivierung einer
individudlen MAPK mit Ausnahme von Raf in der ERK Kaskade ist demzufolge noch
unklar.

Die erste identifiziete MAPKKK, die oberhab Stress aktivierter MAP Kinasen arbeitet, ist
MEKKZ1. Diese Serin/Threonin Kinase i eng mit der Hefe Kinase Stellp verwandt (Rhodes
et a. 1990). In ihrer katdytischen Region snd die Mitglieder der MEKK Familie
(MEKK1/2/3/4) bis zu 50% konserviert (Lange-Carter et d. 1993; Blank et d. 1996; Xu et d.
1996; Gerwins et a. 1997). Genauso wie fur die Familie der MEKKSs gezeigt, aktivieren die
folgenden MAPKKKs JINK/SAPK wenn se Uberexprimiert werden oder durch in vitro
Rekondtitutionsversuchen mit MEKs. MAP three kinasel (MTK1)(Chou and Hanafusa 1995;
Graves et a. 1998), TPL-2/Cot (Sameron e a. 1996, Hagemann et d. 1999), TGFb-
activated kinase (TAK1) (Yamaguchi e d. 1995), apoptoss-regulating kinase
(ASK1)/MAPKKKS5 (Wang et d. 1996; Ichijo et a. 1997), ASK2/IMAPKKK6 (Wang et d.
1998), thousand and one amino acid kinases 1,2 (TAOs1,2) (Hutchison et a. 1998; Chen e 4.
1999) und dle 5 Mitglieder der Mixed Lineage Kinasen, die im folgenden Kapitd néher
beschrieben werden. Von den hier direkt angesprochenen aktivieren MEKK1/2/3 (Lange-
Carter et al. 1993; Blank et a. 1996) und Tpl-2/COT (Sdmeron et d. 1996; Hagemann et 4.
1999) zusizlich den ERK Sgnaweg. TAK1 (Yamaguchi et a. 1995), ASK1 (Ichijo et d.
1997), TAOsL/2 (Hutchison et a. 1998; Chen et a. 1999) und MTK1 (Graves et a. 1998)
aktivieren zudem p38. Somit kdnnen vide der beschriebenen MAPKKKs mehr as eine MAP
Kinase Kaskade aktivieren. Zusizlich is fir enige auch ene Aktivieeung des NF-kB
Signalweges beschrieben worden (Mercurio and Manning 1999).

Obwohl das klasssche MAPK Modul aus drei Mitgliedern besteht, gibt es oberhab von
MAPKKKSs noch Serin/Threonin Kinasen (MAPKKKKS), die die Aktivitdée von MAPKKKs
modulieren kdmen und auch ds S€20 verwandte Kinasen zusammengefad werden. Auch
hier gibt es oberhdb von Srress aktivieten MAP Kinasen mehrere  Serin/Threonin
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Proteinkinasen: p2l-activated kinase (PAK) 1/2/3/4 (Bagrodia et d. 1995a; Polverino et 4.
1995; Zhang et a. 1995), germind center kinase (GCK) (Yuasa et a. 1998; Kyriakis 1999),
GCK-related kinase (KHSGCKR) (Tung and Blenis 1997), GCK-like kinase (Diener et d.
1997; Yao et d. 1999), hematopoietic progenitor kinase 1(HPK1) (Hu et a. 1996) und Nck-
interacting Kinase (NIK) (Su et a. 1997). Der Mechanismus den diese Kinasen benutzen um
INK/SAPK zu aktivieren igt in diesem Fdl komplizierter ds bei den MAPKKKSs und noch
vollkommen unklar.

2.7. Mixed Lineage Kinasen

Mixed Lineage Kinasen (MLKs) bilden ene Gruppe von verwandten Serin/Threonin
MAPKK Kinasen. Diese Familie dliedet sch in zwe  Gruppen: Die drukturdl nah
verwandten MLK1 (Dorow et a. 1993), MLK2/MST (Dorow et a. 1995; Katoh et d. 1995),
MLK3/SPRK/PTK1 (Ezoe et d. 1994; Gdlo e d. 1994; Ing e d. 1994) und die
DLK/MUK/ZPK (Holzman et a. 1994; Reddy and Pleasure 1994; Hira et a. 1996; Matsui et
a. 1996), LZK (Sskuma et d. 1997) Unterfamilie MLK2/3 satzen sch aus ener Rehe von
Protein — Protein Interaktionsdoménen zusammen (Abb.2.5). Aminotermina befindet sich
eine SH3 Doméne, eine Cdc42 Rac interactive binding (CRIB) Region und eine Prolin-reiche
Region am Caboxy-Terminus. MLK1 ig wahrschenlich recht @hnlich aufgebaut, doch bis
heute i¢ die Kinase noch nicht vollgandig kloniet (Dorow et a. 1993). Obwohl
DLK/MUK/ZPK und LZK enger miteinander verwandt snd as mit den MLKs, bestzen se
doch das gleiche charakteristische Merkmal dieser Gruppe von MAPKK Kinasen. Allen 5
Kinasen i€ gemensam, dass sch C-termina der Kinasedomédne 2 Leucin Zipper (LZ)
befinden. Die Tandem LZs dr MLKs sind untereinander 68% homolog und werden von einer
stark konservierten Spacer Region von 13 Aminosduren getrennt.

Abb.2.5: Schematische Struktur der Mixed Lineage Kinase 3 (MLK3) mit Darstellung der Protein — Protein
Interaktionsdoménen

CRIB

} SH3 Kinase "Z"i"g"’;";: Profi-relch
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Sequenzvergleiche der katdytischen Regionen der MLKs zegten, dass Se am sté&rksen mit
Tyrosn Kinasen aus der FGFR Familie verwandt snd. Kritische Aminoséuren innerhab der
Kinasendoméne zeigten dann dlerdings, dass es sch ba dieser Familie um Serin/Threonin
Kinasen handdt (Gadlo et a. 1994), woher sch auch ihr Name ableitet (Dorow et a. 1993).
Alle Mitglieder der MLK Serin/Threonin Kinasen snd innerhdb der Kinasedoméne dark
konserviert. (Hira e d. 1997). So haben MLKY2/3 unteréinander ene
Aminosdurehomologie von 75 — 77%. Sequenzvergleiche mit anderen Serin/Threonin
Proteinkinasen zeigen, dass MLKs am engsten mit TAK und C-Raf (34 — 40% Homologie)
vewandt snd, wahrend die Homologie zwischen den Kinasedoménen der MLKs und denen
der MEKKs bal nur 29 — 34% liegt(Hira et d. 1997).

Eine andere konservierte Region innerhab der MLKs ist die CRIB Doméne. Der am besten
andyserte Effektor von Cdc42 und Raec ist p21-activated kinase (PAK)(Manser et a. 1994,
Bagrodia et d. 1995b; Martin et a. 1995). Fir die Interaktion von GTP bdadenem Cdc42
oder Rac mit der Serin/Threonin Kinase PAK ig die CRIB Doméne, die aus 14 — 16
Aminosduren besteht, von denen 8 konserviert sind, notwendig (Burbelo et al. 1995). Neben
PAK konnte fir eine Rehe unterschiedlicher Proteine gezeigt werden, dass de dne
funktiondle CRIB Doméne bedtzen. Fir die Tyrosnkinase Cdc42-associated kinase
(ACK)(Manser et d. 1993) oder das Wiskott-Aldrich Syndrom Protein (WASP)(Aspenstrom
et a. 1996) konnte z.B. ebenfals gezeigt werden, dass se Uber ihre CRIB Doménen mit GTP
beladenem Cdc42/Rac interagieren. In den CRIB Doménen von MLK2/3 stimmen 6 von den
8 konsarvieten Aminosiuren Uberein. In Filter-Bindestudien konnte anschlief?end gezeigt
werden, dass MLK2/3 an GTP, aber nicht an GDP beladenem Cdc42/Rac bindet (Burbelo et
al. 1995; Nagata et a. 1998). Zusitzlich interagieren MLK2/3 im Hefe ‘Two Hybrid® Test mit
GTP beladenem Cdc42/Rac (Nagata et . 1998).

2.8. Regulation der Mixed Lineage Kinase MLK 3

Erge funktiondle Andysen zeigten, dass MLK3 nach Uberexpresson in Siuger Zdlinien
INK/SAPK durch Phosphorylierung und Aktivierung der duaspezifischen Kinasen MKK4
(Rana et ad. 1996; Teramoto et a. 1996; Tibbles et d. 1996; Hartkamp et a. 1999) und MKK7
(Whitmarsh et a. 1998) aktiviert, und an die INK/SAPK Gerlgtproteine JP-1 und JIP-2
bindet (Dickens et a. 1997; Whitmarsh et d. 1998; Yasuda et a. 1999). Neben diesem
darken Effekt auf den INK/SAPK Signaweg kommt es zusdtzlich auch zu ener schwécheren
MKK3/6 vermittelten p38 (Tibbles et d. 1996) und zu ener MEKL1/2-vermittdten ERK
Aktivierung (Hartkamp et a. 1999). Konsgtent mit diesen Daten fir MLK3 konnte auch fir
MLK2 in COS Zdlen gezeigt werden, dass dieses Protein nach Uberexpression einen starken
ativierenden Effekt auf den INK/SAPK Sgndweg hat. Zusdtzlich aktiviet es zu enem
geringeren Ma3im gleichen Zdlsystem p38 und ERK (Nagata et al. 1998).

Neben der Aktivierung dler drei MAPK Kaskaden ist der Einflu? von MLK3 auf den
Transkriptionsfaktor NF-kB kontrovers beschrieben worden. NF-kB wird im undimulierten
Zudand von den inhibitorischen Proteinen der IkB Familie im Zytoplasma zurlickgehdten
(Badwin 1996). Kommt es zu ener Aktivierung werden die inhibitorischen IkB Proteine
phosphoryliert (Badwin 1996), ubiquitiniert und proteolytisch degradiert (Yaron et a. 1998),
worauf NF-kB in den Zdlkern migriet und die Expresson von Genen induziert, die wichtige
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Funktionen bel der Immun- und Entzindungsantwort (Badwin 1996), sowie be der
Regulation von Apoptose (Baichwa and Baeuerle 1997) und Zdlzyklusprogresson haben
(Guttridge et a. 1999; Hinz et a. 1999). Die induzierbare Phosphorylierung von IkB wird
durch die zwel homologen Kinasen IKKa und IKKb, welche sch in enem IkB Kinase
Komplex (IKC) (Maniatis 1997) befinden (Molekulargewicht ca. 700 — 900 kDa), vermittelt
(DiDonato et a. 1997; Mercurio et a. 1997; Regnier et a. 1997; Woronicz et d. 1997; Zandi
et ad. 1997). Als eeste MAPKKK, die IKKs aktivieren kann, wurde NF-kB-inducng Kinase
(NIK) identifiziet (Mdinin et a. 1997). Neben dieser induzieren sowohl MEKK1 (Karin and
Delhase 1998), Cot (Lin et d. 1999), TAK1 (Ninomiya-Tsuji et d. 1999) as auch MEKK2
und 3 (Zhao and Lee 1999) NF-kB Aktivitét. Wéhrend Hehner et d. publiziert haben, dass
MLKS3 unterhab der Rho GTPasen Rac und Cdc42 und oberhab der IKKs NF-kB in Jurkat
T- und HelLa Zdlen aktiviert (Hehner et d. 2000), ist von Zhao et d. publiziert worden, dass
Uberexpresson von MLK3 in HelLa Zdlen keinen Effekt auf NF-kB Aktivierung hat (Zheo
and Lee 1999).

Physiologische Konsequenzen, die sich aus der Uberexpresson von MLK3 ergeben, sind
Hauptbestandtell diessr Arbeit, und werden im Ergebnigell und in der Diskusson im Detall
angesprochen.

2.9. Spezfitat bel der Signaltransduktion durch MAP Kinasen

Die Kontrolle unterschiedlicher zdlulérer Prozesse ds Resktion auf ene Vidzahl von
extrazdluldren Reizen durch enige wenige MAP Kinasen benhdtet die Notwendigket, dass
MAP Kinasen in ihrer Aktivitdé und Funktion spezifisch sein missen. Mehrere verschiedene
Mechanismen gewdhrleisen diese Spezifitét. In der Hefe fungiet STES ds en GerUstprotein
(sceffold), welches die dret Komponenten der Pheromon aktivieten MAPK Kaskade in en
Modul organisert (Herskowitz 1995). Die Suche nach anadogen Gerlstproteinen bei Sdugern
fuhrte zur Klonierung von JP1/2. Dieses bindet spezifisch MLK2/3, MKK7 und JNK1/2
(Whitmarsh et d. 1998). Ein anderes Gergtprotein, MPL, interagiert mit MEK1 und ERK1
und potentiert 0 ERK1 Aktivierung (Schaeffer and Weber 1999). Ein zweiter Mechanismus,
duch den Spezifitdt geschet wird, hdngt & von gpezifischer Bindung von
Signdtransduktionsproteinen untereinander (Xia et a. 1998). Z.B. wird JNKL1/2 durch enen
aminoterminden Schwanz von MKK4 gebunden, welcher auch mit der katdytischen Doméane
von MEKK1 interagiert. Jede Interaktion wird abgebrochen, nachdem die unterhab
abeitende Kinase aktiviet wurde. Wéahrend GerUgtproteine Spezifitdt auf Kosten von
Sgndamplifikation erechen, wird im zweten Fal die Amplifikation nicht beantrachtigt.
Ein dritter Mechanismus basert auf der Féhigkeit von MAP Kinasen indirekt die Expresson
von Liganden oder Inhibitoren fir Membranrezeptoren zu regulieren (Wasserman and
Freeman 1998). Solche podtiven oder negativen autokrinen Loops konnen ein spezifisches
MAPK  Aktivierungsmuster generieren.  Einma  aktiviet missen  MAP  Kinasen  ihre
soezifischen  Subdrate finden. Alle MAP Kinasen ekennen ene dhnliche Phosphat
Bindestdlle zusammengesstzt aus einem Serin oder Threonin gefolgt von enem Prolin. Die
Aminosturen, die diese Bindestelen umgeben, seigern weiter die Spezifitét, mit der die
katdytische Tasche der aktivieten MAPK ihr Subgrat erkennt. Vollsténdige Spezifitdt wird
weterhin  durch ene zusizliche Interaktionsstdle gewdrleget. Wie zuerst be  c-Jdun
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beschrieben, wird be diesem JNK Subdtrat eine kurze Region, die den Phosphatbindestellen
Ser63 und Ser73 vorangeht, von einer Interaktionsstelle aul¥erhab der kataytischen Tasche
dieser MAPK erkannt (Tanoue et a. 2000). Ein weterer Aspekt bel der Gewahrleistung von
Spezifitdt i die Lokdisaion von Sgndtransduktionsmolekilen in unterschiedlichen
Kompatimenten in der Zdle So kolokdiset MEKK1 zB. mit Proteinen des
Aktinzytoskeletts (English e d. 1999) und Umlagerungen von diessm dimuliet MEKK1
Aktivita (Xiaet a. 1998; Yujiri et d. 1998).

2.10. Fragestellungen

Gdlo et d. identifizieten mit Hilfe von degenerieten Oligodeoxynukleotid Primern, die
gegen konsarvierte Doménen innerhdb von Proteinkinasen gerichtet waren, die Proteinkinase
MLK3 (Gdlo et d. 1994). Veglechende Sequenzanaysen von Kinasedoménen konnten die
Sain/Threonin Kinase MLK3 ds ene MAPKK Kinase identifizieren, die Uber die Familie
der ‘Mixed Lineage Kinasanw' hinaus am engsten mit C-Raf und TAK1 vewandt ist. Aus
diesem Grund wurde zuerst die Fahigkeit der Kinase, MAPK Signdwege zu aktivieren,
andyset (Kapitd 4.1.1-4). Um die Effekte auf die unterschiedlichen MAPK Signdwege
genauer zu veagehen, lliten in Weteflihrung diessr Andysen folgende experimentdl
nachgegangen werden: Uber welche bekannten Proteinkinasen vermittdt MLK3 seine Effekte
auf MAP Kinasen durch direkte Phosphorylierung und Aktivierung (Kapited 4.1.5-10)? Sind
die durch MLKS3 induzierten Effekte auch mit den bekannten Aktivatoren diessr MAPKK
Kinase zu sehen (Kapitd 4.1.11-13)? Um die Rolle der durch MLKS3 aktivierten Signawege
besser zu versehen, wurde das transformierende Potential in NIH 3T3 Fibroblasten néher
charakterisert (Kapitd 4.2.1+2). Mit Hilfe von spezifischen Inhibitoren und Proteinmutanten
wurden die Sgndwege ermittdt, welche MLK3 bendtigt, um Fibroblasten zu trandformieren
(Kapitel 4.2.3+4), welches auch Rickschlisse auf das schwach transformierende Potentid
von MLK3 zulield. Insgesamt belegen diese Daten, dass MLK3 den INK/SAPK Signaweg
aktiviert und die MAPKK MEK1/2 oberhalb von ERK1/2 von dessen Aktivierung entkoppdt.
Im letzten Tell der Arbeit demondrieren wir, dass diese Entkoppeung zu einer patidlen
Blockierung von Wachstumsfaktor-induzierter ERK Aktivierung fuhrt.
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3.

3.1.

3.1.1.

Material und Methoden

Arbetsmaterial

Chemikalien und radioaktive Verbindungen

Acrylamid (40%)/Bisacrylamid (0,8%)
Adenosn-5 Triphosphat (ATP)

Agarose, ultrapure

Ampidllin

Anisomycin

Aprotinin

Bovines Serumabumin (BSA)

Bradford- Reegenz

Bromphenol Blau

dNTP

Dimethylsulfoxid (DM SO)

Dithiothreitol (DTT)
DNA-Langenstandardmarker (1kb-Marker)
EDTA

EGTA

Ethidiumbromid

Giemsadan

Glutathion

Glycerin

HEPES

IPTG

lonomycin

Leupeptin

LipofectAMINE™

D-Luciferin (freie Saure)
2-Mercaptoethanol

Natriumarsenit

Natriumdesoxcholat (DOC)
Natriumorthovanadat

Nitrocdlulose

Ortho- Nitrophenyl-b-D-Gdaktosid (ONPG)
Nonidet P-40

PD 098059 (2’ -amino-3 Methoxyflavon)
Pefabloc

Phenol- Chloroform-1soamyla kohol
ProteinA-Agarose

ProteinG-Agarose

TEMED
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris)
Triton-X100

12-O-tetradecanoyl- phorbol- 13-acetat (TPA)
Whatman 3MM Papier

Roth, Karlsruhe

Sgma S Louis
GIBCO BRL, Karlsruhe
Sgma, . Louis

Sgma, . Louis

Roth, Karlsruhe

Sgma, . Louis

Biorad, Minchen
Sgma, S. Louis

Sgma, . Louis

Sgma, . Louis

Sgma S Louis

Sgma, S. Louis

Sgma, S. Louis

Sgma, . Louis

Roth, Karlsruhe

Sgma, . Louis

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sgma, . Louis

Roth, Karlsruhe

Sgma, S Louis

Sgma, S. Louis
GIBCO BRL, Karlsruhe
Applichem, Darmstadit
Roth, Karlsruhe

Sgma, . Louis

Merck, Darmstadt
Sgma, S Louis
Schleicher & Schilll, Dassdl
Applichem, Darmstadit
Sgma, S. Louis
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe
GIBCO BRL, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Sgma, S. Louis

Sgma, . Louis

Sgma, . Louis
Schleicher & Schilll,
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3.1.2.

3.1.3.

Allgemeine Labor-chemikdien

Rontgertilme

Radiochemikadien

Zdlkulturmaterial

Dulbecco’s modified eagle medium
RPMI 1650

Fotaes Kdberserum (FCS)
Streptomyain und Penicllin
L-Glutamin

Trypsn-EDTA

Zd Ikulturflaschen und —schalen

Enzyme

Caf Intestine Phosphatase (CIP)
DNA Polymerase | (Klenow-Fragment)
Redtriktionsenzyme

T4 DNA Ligase
Proteinase K
RNase
Tag-Polymerase

Huka Chemie, Buchs,
Schweiz

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
SERVA, Heiddberg
Sgma S. Louis
Amersham-Buchler,
Braunschweig
Amersham-Buchler,
Braunschweig

GIBCO BRL, Karlsruhe
GIBCO BRL, Karlsruhe
PAA, Linz

GIBCO BRL, Karlsruhe
GIBCO BRL, Karlsruhe
GIBCO BRL, Karlsruhe
Sargtedt, NUmbrecht

NEB, Missssauga
MBI

Boehringer, Mannheim
MBI

NEB, Missssauga
NEB, Missssauga
Sgma, . Louis
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mamheim
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3.1.4. GroRenmarker

3.15.

3.1.6.

3.1.7.

Proteine:

Prestained Molecular Weight Standard Mixture (SDS-7B)

DNA:
1 kb Ladder
Antikor per

Antikorper/Antiseren

anti-ERK 2 (C-14)
anti-p-ERK (E-4)
anti-MEK1 (C-18)
anti-MEK2 (N-20)
anti-p-MEK
anti-INK 1 (FI)
anti-MLK3 (C-20)
anti-p-c-Jun (KM-1)
anti-JunB (N-17)
anti-JunD (329)
anti-c-JUnVAP-1 (N)
anti-p38

anti-p-p38
anti-CDK4 (C-22)

M2
D-8
12CA5
9E10

Antigen

ERK?2
phospho-ERK
MEK1

MEK?2
phospho-MEK
JINK1

MLK3
phospho-c-Jun
JunB

JunD

c-dun

p38
phospho-p38
CDK4

Flag-Epitop
Flag-Epitop
Hamaglutinin-Epitop
Myc

anti-Maus 1gG gekoppelt an Peroxidase (POD)

anti-Kaninchen 1gG gekoppelt an Peroxidase (POD)

Protein-A gekoppelte Peroxidase

Rekombinante Proteine

ERK1 K52R (His-tag)

ERK1

ERK?2

GST-c-Jun (1-135)
GST-MEK1
GST-MEK1 LIDA

GST-MEK1 LIDEMANE
MBP

MEK1K97M (His-tag)
SAPKbD

GST-SEK1

GST-SEK1 K167R

Reagenziensdtze (KITYS)

Sgma, . Louis

GIBCO BRL, Karlsruhe

Referenz/Herkunft

Santa Cruz (sc154)
Santa Cruz (sc-7383)
Santa Cruz (sc-219)
Santa Cruz (sc-524)
NEB

Santa Cruz (sc-571)
Santa Cruz (sc-536)
Santa Cruz (sc-822)
Santa Cruz (sc-46x)
Santa Cruz (sc-74x)
Santa Cruz (sc-45)
Santa Cruz (sc-535)
NEB

Santa Cruz (sc-260)

Kodak/IBI

Santa Cruz (sc807)
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg

Amersham
Amersham
Boehringer

MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg

GIBCO BRL, Karlsruhe

MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
MSZ, Wirzburg
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ECL Western blotting detection reagents Amersham
QIAEX Il Gd Extraction Kit Qiagen
Qiagen Plasmid Kit (Midi, Maxi) Qiagen

3.1.8. Plasmide

Im folgenden sind die verwendeten V ektoren aufgditet.

Mit * markierte Vektoren wurden im Rahmen dieser Arbelt kongruiert.

Die hinter den Vektoren in Klammern stehenden Buchdtaben geben mutierte Aminoséuren im
Ein-Buchstaben-Code an. Die Mutationen KA, KR oder A von Kinasen bezeichnet dabel
enen Augstausch der Aminosdure K in der ATP-Bindungsstelle nach A oder M, wodurch die
Kinase inaktiviert wird. EE oder AF bezeichnen die mutierten Aminosauren von ST oder Y,
die nach Phosphorylierung die Kinase aktivieren. Dabe wirkt ein Audstausch in saure
Aminosturen wie E aktivierend, en Augausch in neutrde Aminosuren wie A oder F
inaktivierend.

In Klammern snd die Referenzen angegeben: (1): pRSPA enthdt RSV Promotor, PolyA-
Sgnd von SV40 und “Multiple Klonierungssequenz” (MCS) von pBLII (Dorn et a. 1990).
(2): Ra-BXB ig ene Ddeionamutante von C-Raf, wobe AS 26 bis enschliedich 302
deletiert wurden; Raf-C4B it eine Kinasen-Doméne-deletierte Raf-Mutante mit 70 AS von B
Rad am C-Terminus (Bruder et ad. 1992). (3): Ra-BXB-CX enthdt am C-Teminus en
Farnesylierungssgndsequenz  (sog. CAAX-Mativ, hier —CX bezeichnet) von KiRas enthdt
(Hoffmeyer et d. 1998). (4): Bei MLK3(A) it K(144) in A mutiert. (Gallo et a. 1994). (5): ¢

Jdun (1-135) enthdt nur die AS1— 135 (Kyriakis et d. 1994).

pkRSPA, psRSPA

pCDNA3

pBabe puro

pCMV5

pPGEM3Z-MLK3 (wt und KA)
pkRSPA-MLK3 (wt und KA)

PCMV5-MLK3 (wt und KA)

pBabe-MLK3 (wt und KA)
pkRSPA-C-Raf
pkRSPA-Raf-BXB
pkRSPA-Raf-C4B
pkRSPA-Raf-BXB-CX
pCDNAS3-HA-Raf-BXB
PEBG-HA-SAPKb
pkRSPA-HA-ERK1

pGEX-K G-c¢-Jun (1-135)
pB4x-luc

pRSV-bGd

pBabe puro MEK 1 (wt, A und EE)
pCDNA3 MEK1 (wt, A und EE)
pRK5-MEK1 K97M

pRKS5-Racl L61
pRK5-Cdc42 L61
pPRK5-RhoA L61

D. Derse, Frederick (1)

Invitrogen

S. Cowley (Morgenstern and Land 1990)

M. Cobb (Andersson et al. 1989)

K. Gdlo, San Francisco (4)

cDNA in Xhol & Xbal von pkRSPA kloniert
(Hoffmeyer et a. 1998)

cDNA in EcoRI & BamHI von pCMV5 (Hartkamp et d.
1999)

cDNA in Sdl von pBabe puro (Hartkamp et al. 1999)
J. Bruder, Frederick (2)

J. Bruder, Frederick (2)

J. Bruder, Frederick (2)

C. Weber, MSZ Wirzburg (Hoffmeyer et a. 1998)

C. Weber, MSZ Wiirzburg

J. Kyriakis, Charlestown (Sanchez et d. 1994)

cDNA in Notl von pkRSPA (Ludwig et a. 1998)

J. Kyriakis, Charlestown (Kyriakis et d. 1994)

J. Bruder, Frederick

T. Wirth, Wirzburg (Hoffmeyer et d. 1998)

S. Cowley (Cowley et d. 1994)

cDNAsin BamHI & EcoRI von pCDNAS3 (*)

cDNA aus pRSETA-MEK1 K97M (N. Ahn) in BamHI
& Hindlll von pRK5 (Hartkamp et al. 1999)

A. Hal

A. Hal

A. Hal
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pBabe puro-Racl L61
pBabe puro-Cdc42 L61
pCMV6-PAK1 T423E
pT22 RasV12

cDNA in BamHI & EcoRI von pBabe puro (*)
cDNA in BamHI & EcoRI von pBabe puro (*)
J. Chernoff

G. Prendergast
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3.1.9. Zdlinien und Bakterien samme

HEK293 humane embryonde Leberzdlinie, transformiert mit Adenovirus
ATCC (America Type Culture Collection) CRL-1573

Hela humane Cervix-Karzinomzdlen
ATCC (America Type Culture Collection) CCL-2

NIH-3T3 murine Fbroblagten Zdlinie
ATCC (America Type Culture Collection) CRL-1711

Bakteriensgamme: E. coli DH5a GIBCO-BRL, Karlsruhe

3.1.10. Gerate

Brutschréanke, Inkubatoren Heraeus, Hanau

Elektrophoresekammern G. Tietsch, Mechanikwerkstatt MSZ;
Biorad, Munchen

Eppendorf Minizentrifugen 5417C, R Eppendorf, Hamburg

Megazentrifuge: Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau

Spektral- Photometer Jouan, Unterhaching

Thermocycler, GeneAmp PCR System Perkin Elmer, Foster City

Microlumat EG& G Berthold, Wildbad

3.2. Arbetsmethoden

Soweit nicht anders vermerkt, sind die nachfolgend aufgefiihrten Methoden in Anlehnung an
die beschriebenen Protokolle aus “Current Protocols in Molecular Biology” von Ausubd et d.
(Ausubd e d., 1997) und “Molecular Cloning: a laboratory manud” von Sambrook et d.
(Sambrook et d., 1989) durchgefihrt worden.

3.2.1. Bakterienkulturen

AlsE. coli Stamm werden DH5a verwendet.

Ubernachtkulturen: 1 - 2 ml ampidillinhatiges LB- (22 g LB Broth in 1 | ddH,O; autoklaviert,
danach 100 ng/ml Ampidlin zugeflgt) oder TB- Medium (47 g TB Broth in 1 | ddH:O;
autoklaviert, danach 100 ng/ml  Ampidllin  zugefigt) werden mit ener  Bakterienkultur
beimpft und Uber Nacht bei 37°C geschiittelt.

Glycerindauerkulturen: 0,6 ml Bakteriensuspension werden mit 300 m 80% Glycerol versetzt,
in flissgem Stickstoff eingefroren und bel —70°C gelagert.

Transformation von Bakterien: Die ba —70°C gdagerten kompetenten Bakterien werden
langsam auf Eis aufgetaut und 25 mi der Zdlen werden mit 3-5 ni Ligationsansatz oder einer
entsprechenden  Menge Plasmid-DNA  gemischt. Nach 30 Min. Inkubation auf Eis und
anschlief?endem Hitzeschock (45 sec) be 42°C wird 1 ml SOC-Medium (2 % (w/v) Bacto
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Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 25 mM KCL, 10 mM MgCL, und 10 mM
MgSO, in 980 ml ddH20 pH6,7-7,0; autoklaviert, danach 20 ml serile 1M Glucose-L6sung
zugefugt) auf Eis zugegeben und 1 h be 37°C geschittelt. 200 ml der Bakteriensuspenson
werden auf vorgetrockneten ampicillinhdtigen LB-Agarplatten (1,4% Agar-Agar in LB-
Medium, dem nach Autoklavieren und anschlief3endem Abkihlen be 50°C 100 ng/ml
Ampicillin  zugesstzt wird) ausgedrichen und Uber Nacht be  37°C inkubiet. Die
gewachsenen Kolonien snd mit einem Pasmid, welches das Ampicillin-Resstenzgen enthdlt,
transformiert worden.

3.2.2. Bestimmung der DNA Konzentration

Bestimmt man die optische Dichte (OD) ener verdinnten DNA-LOsung bel 260nm, so kann
daraus die Konzentration erechnet werden. Eine optische Dichte von 1 entspricht be
doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 ng/ml, bea enzddrangiger DNA von 40

ng/ml.

3.2.3. Konstruktion von Expressionsvektoren

Andyse  von  Nukleinsduren auf  Agarose-Gelen  (Agarose-Gelelektrophorese):  DNA-
Fragmente konnen je nach ihrer Grofe auf 0,7 — 2,5%-igen Agarosegelen voneinander
getrennt werden. Durch kurzes Aufkochen in IXTAE (40 mM TrissHCL, 40 mM Eisessg, 2
mM EDTA pH7,.8) wird die Agarose gdod, nach lechter Abkihlung mit 1 ngml
Ethidiumbromid versetzt, in en Gebett gegossen und ein Kamm |uftblasenfrel  eingesetzt.
Nachdem die DNA mit 1/10 Vol. Probenpuffer (40% (w/v) Saccharose, 0,25%
Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol) versetzt wurde, efolgt die Elektrophorese be ener
konganten Spannung von 50 - 100 V mit IXTAE ds Laufpuffer. Als DNA-Grolenmarker
wird 100 ng 1 kb DNA-Langengandard mit auf das Ge gedladen. Bl UV-Bestrahlung wird
die DNA aufgrund des interkdierenden Ethidiumbromids gschtbar und kann fotografiert
werden.

Renigung und Fdlung von DNA: Zur Renigung einer DNA-L6sung von Proteinen wird
dee mit dem glechen Volumen  Phenol/Chloroform/isoamylakohol  (25:24:1)
auggechittet. Die Phasentrennung erfolgt durch 10 Min. Zentrifugation ba 14.000 rpm in
einer Mikrozentrifuge. Die obere, wassrige Phase wird mit 25 Vol. Ethanol und 0,1 Vol. 3M
Natriumacetat (pH4,9) versetzt, 10 Min. auf Trockeneis gefdlt und anschlief?end bel 4°C 15
Min. bel 14.000 rpm zentrifugiert. Das DNA-Pdlet wird dann zuerst mit 1 ml 96% Ethanal,
anschlief3end mit der gleichen Menge 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wird
in 10 mM Tris-HCI (pH8) aufgenommen und weiter andysiert.

Redriktionsverdau: Fir die Spdtung von 1 ng DNA verwendet man in der Regd eine Einhat
ene (oder mehrerer) Redtriktionsendonuklease(n) (eine Einheit eines Redriktionsenzyms ist
die Aktivitét, die 1 nmg DNA in 1 h spdtet). Mit dem entsprechenden 10x Redtriktionspuffer,
dessen Sdzkonzentration je nach Enzym ausgewdhlt wird, delt man das Volumen des
Ansatzes mit ddH,O s0 en, dass die Enzymmenge nicht mehr ads 1/10 des Gesamtansatzes
augmacht. Grund hiefir id, dass die Enzymliésung Glycerin enthdt, das in zu hoher
Konzentration hemmend auf die Resktion wirken konnte. Der Ansaiz wird en bis zwe
Stunden bei 37°C inkubiert.

Zur  Trennung der  enzdnen  DNA-Fragmente  wird der  Redtriktionsansatz
gddektrophoretisch aufgetrennt und die gewlnschten Fragmente aus dem Gd mit enem
Skapell ausgeschnitten.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegden: Die  DNA-Fragmente kénnen mittels
Slikegd-Partikd aus Agarosegelen isoliet werden. Entsprechend der Beschrelbung des
Qiaex Il Protokolls werden die Agarosestiicke in einem Mikroresktionsgefa? mit dre
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Volumen Puffer QX1 10 Min. be 50°C inkubiert. Hohe Sazkonzentrationen sorgen dabel
sowohl fur die Auflésung der Agarose-Polymere ds auch fir die Dissoziaion DNA-
bindender Proteine von den DNA-Fragmenten. Gleichzetig absorbieren die dem Puffer
zugesetzten Silikege-Partikel die DNA-Molekile. Durch 30 Sek. Zentrifugation in ener
Tischzentrifuge konnen diese Silikage-Partike gesammelt werden. Waschen mit dem Puffer
PE, de 70% Ethanol enthdt, entfernt anschlielend Sdzverunrenigungen. Nach dem
Trocknen der Partike kann die DNA mit ddH,O durch 5 Min. Inkubation bel 50°C duiert
werden.

Uberfiihrung von *“iiberhdngenden” DNA-Enden in “glate’: Um die bei der Spatung mit den
meisen Redriktionsenzymen entstehenden Uberhéngenden (“gticky-end”) 5'-Enden in glatte
(“blunt-end’)-Enden zu Uberflhren, wird die DNA entweder mit dem Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase behanddt, wobel die kirzeren Strange aufgeflllt werden. Wird die DNA
mit MungBean Nuklease inkubiert, werden die Uberhdngenden Enden abverdaut. 1ng DNA
wird in “nick-trandation”-Puffer mit 2 mM dNTPs und zwe Einheten Klenow-Fragment 10
Min. be Raumtemperatur inkubiert. Die Resktion mit MungBean Nuklease efolgt be 30°C
fur 20 Min. in 1x MungBean Nuklesse-Puffer und wird durch Zugabe von 0,01% SDS
gestoppt. Anschlief?end wird die DNA durch Phenolextraktion und Ethanolprézipitation
gereinigt.

Dephosphorylierung von DNA 5'-Enden: Die Phosphatgruppe am 5'-Ende gespaltener DNA-
Molekile kann mit Cdf-Intestine-Phosphatase (CIP) entfernt werden, um bel  ener
Ligationsresktion den Ringschluld des Vektors zu verhindern. Dazu werden 25 ng DNA in 1x
CIP-Puffer mit 1 m CIP 30 Min. bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 5 mM EDTA und 15
Min. Inkubation be 65°C wird das Enzym ingktiviet, und die DNA kann nach
Phenolextraktion und Ethanol prézipitation direkt im Ligationsansatz eingesetzt werden.

Ligation: Be Ligationen von “dicky’-DNA-Enden wird ein 3-facher molarer Uberschul?, bei
“blunt-end’-Ligationen ein 10-facher molarer Uberschul? von Insert zu Vektor verwendet. 100
ng DNA weden mit 10 Einheiten T4-DNA-Ligase versstzt und in 1x Ligationspuffer in
enem Volumen von 20 m Uber Nacht be 16°C inkubiert. Mit dem Ligationsansatz werden
danach kompetente Bakterien transformiert (Kap. 3.2.1.).

Isolation von Plasmid-DNA (Mini-Préparation): Die Bakterien von 1 ml Ubernachtkultur
werden durch 20 Sek. Zentrifugation in einer Minifuge be 14.000 rpm sedimentiert. Das
Pdlet wird mit 100 m Puffer | (50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 10 ng/ml RNase A pH)
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 mi Puffer II (200 mM NaOH, 1% SDS) werden die
Bakterien 5 Min. be RT lysert. Danach werden 100 m Puffer 11l (3M Kaiumacetat pH6)
zugegeben, geschwenkt und 5 Min. bei 4°C inkubiert, wobel en Grofell der bakteriellen
Proteine audfdlt. Die prézipitieten Proteine und die Membranfragmente mit der assoziierten
chromosomaen DNA werden fur 5 Min. ba 14.000 rpm abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA
aus dem Uberstand wird durch Zugabe von 1 ml Ethanol bei -70°C fir 5 Min. gefdlt und
durch Zentrifugation fir 15 Min. ba 14.000 rpm sedimentiert. Das Prézipitat wird mit 70%
Ethanol gewaschen, nach dem Trocknen in 20 m ddH,O aufgenommen und mittels
Redtriktionsverdau und Geleektrophorese andysiert.

Von postiven Klonen werden Glycerolstocks angelegt sowie eine Plasmid-Maxiprdparation
durchgefiihrt. Die DNA wird zur Kontrolle der Klonierung sequenziert.
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3.2.4. Sequenzanalysevon DNA

Sequenzresktion: Das zur Sequenzierung von DNA verwendete “Tag Cycle Sequencing”
basert auf der klassschen Methode nach Sanger (Sanger et a. 1977), verwendet jedoch statt
der T7-Polymerase die Tag-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus. Dabel wird die
zu andyderende DNA ausgehend von dem Sequenzierungsprimer linear amplifiziert, wobel
es durch den Einbau von Didesoxynukleotiden (ddNTPs) zu Kettenabbriichen kommt. In den
afenandefolgenden Zyklen wird die DNA zundchst thermisch  denaturiert, der
Sequenzierungsprimer hybridisert und von diessm ausgehend ein komplementdrer  Strang
synthetisert, bis es durch den Einbau eines ddNTPs zum Abbruch der Resktion kommt. Diese
Methode emoglicht ene Auflésung komplexer Sekundérstrukturen und bendtigt geringere
Mengen DNA. De vewendete “DyeTerminator-Tagq Sequenzierungskit” —ermdglicht
zusdzlich in Verbindung mit dem ABI-373 DNA-Sequenzer die Vewendung dler vier
ddNTPs in ener Resgktion, da ddATP, ddTTP, ddCTP und ddGTP jewels an enem
anderfarbigen Fuoreszenzfarbstoff gekoppelt snd. Fir jede Resktion werden folgende
Reagenzien gemischt:

8,0m Pradmix (ddNTPs, NTPs, 5XTACS-Puffer und AmpliTag DNA-Polymerase)

1,0m DNA “template’ (0,5 n)

1,0m Primer (10 pmol)

10 M ddH,O
die Reaktion erfolgt in 25 Zyklen von 15 Sek. 96°C, 15 Sek. 48°C gefolgt von 4 Min 60°C.
Die nachfolgende Probenaufbereitung und Probenandyse wurde von R. Krug (M&Z,
Wrzburg) durchgefinrt.
Probenaufbereitung: Mit 80 m ddH,O wird zunéchst die untere wal¥ige Phase entnommen
und zwemd mit Phenol/Wasser/Chloroform (68/18/14) extrahiert, um nicht inkorporierte, an
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte ddNTPs abzutrennen, die be der Anadyse stéren. Aus der
wassigen Phase werden die Resktionsprodukte prézipitiert, gewaschen, getrocknet und
schliedichin 3 m Formamid/50mM EDTA (5.1) resuspendiert.
Probenandyse: Die Sequenzierungsprodukte werden auf enem 373A DNA-Sequenzer in
enem 6%-igen denaturierenden Polyacrylamidge aufgetrennt. Dabe  efolgt eine Anregung
der Huorezenzfarbdoffe mittdls enes Argonlasars wenn diese die Detektionsainhelt
passeren und ihre Sekundardsrahlung wird Uber enen Filter und enen Photomultiplier
aufgezeichnet. Nach Beendigung des Laufs ergibt sich so fir jede Spur ein RohdatenGdbild
bestehend aus den vier verschiedenen Farben. Mittels der Andysesoftware wird daraus en
Chromatogranm erstdlt, aus dem dch die Sequenzfolge innerhdb der andyserten DNA
ermitteln |8%.

3.2.5. Maxipraparation von Plasmid DNA

Die fir Anwendungen wie Sequenzierung oder Transfektion von Sdugerzdlen bendtigten
grolReren Mengen an gereinigter Plasmid-DNA wird mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi
Kits isoliert. Das Verfahren entspricht der oben beschriebenen Plasmid-DNA Minipréparation
im gol¥eren Ma3stab mit anschliel¥ender Aufreinigung an einer lonenaustauschersaule.

50 ml ampidllinhdtiges Cirde-Grow-Medium (4% wi/v Circle Grow in ddH,O mit 100 ng/ml
Ampicillin) werden mit rekombinanten Bakterien aus einem Glycerolstock oder mit ener
Bakterienkolonie von ener Agarplatte angeimpft und Uber Nacht im Schittler bel 37°C und
220 rpm inkubiert. Die Béakterien werden pdleiet, in 10 ml Resuspensonspuffer (P1)
aufgenommen und durch Zugabe von 10 ml Lyse-Puffer (P2) aufgeschlossen. Anschlief3end
wird 10 ml eskdter Neutrdisationspuffer (P3) zupipettiet und die dabe prézipitierten
bakterielen Proteine und chromosomae DNA durch Zentrifugetion be 50009 sedimentiert.
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Der Uberstand wird auf eine equilibrierte QiagenAnionenaustauscher-Saule aufgetragen. Die
Saule wird nach dem Qiagen Protokoll gewaschen, um RNA-Fragmente, Proteine und andere
Verunreinigungen zu entfernen.  AnschlieRend wird die Plasmid-DNA  mit  Hochsdzpuffer
euiert. Aus dem Eluat wird die DNA mit 10,5 ml Isopropanol gefdlt und bet 3000g fur 30
Min. abzentrifugiert, zweimd mit 70%igem Ethanol gewaschen und anschlieflend be
Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wird dann vorschtig in 200 mi ddH,O gddég, in en
Reaktiosgefdld Uberfihrt und bei —20°C eingefroren. Zuvor werden 5 mi der DNA-L6sung fir
ene Redriktionskontrolle und Konzentrationsbestimmung  abgenommen. Die photometrische
Messung der DNA-LGsung bei 260 und 280 nm erlaubt eine Aussage Uber den Reinheitsgrad
der DNA, wobel der Quotient aus OD(260):0D(280) bel hoher DNA Renheit zwischen 1,6
und 2 liegen sollte.

3.2.6. Bakteridle Expresson und Aufreinigung rekombinanter Proteine

Fur die Aufreinigung der GST-Fusionsproteine werden Bakterien des Stammes E.coli BL21
verwendet. Die fir die Expresson von GST-Proteinen verwendeten pGEX-Vektoren
(Pharmacia) bedtzen enen LacZ-Promotor, der die Transkription des GST-Fusons-Gens
kontrolliert. Die Expresson wird durch Lactose oder das Lactose-Anaogon IPTG (Isopropyl-
b-D-thiogdactopyranosid) induziet. Die Aufreinigung aus den Bakterienlysaen efolgt
entsorechend dem Protokoll von Pharmacia, wobel die GST-Fusongproteine durch Bindung
an ene GlutathionSepharose-Matrix von den anderen bakteridlen Proteinen separiert und
dann von der Matrix durch Zugabe von freiem Glutathion duiet werden. Fir jedes Protein
werden fir maximde Expressonsraten die Bedingungen optimiet, wobe man das
Kulturmedium, die optische Dichte der Bakteriensuspenson zum Zetpunkt der Induktion mit
IPTG, die IPTG Konzentration, sowie die Dauer und Temperatur der Induktionsphase variiert.

100 ml ener Ubernachtkultur werden in 1 | 2YT-Medium (16 g Bacto-Trypton, 10 g Hefe-
Extrakt, 5 g NaCl in 900 ml ddH,O gel6st, autoklaviert und mit 100 ml ener sterilen 20%igen
Glucose-Lésung und 100 ng/ml Ampicillin versetzt) dberfihrt und bel 37°C und 220 rpm in
enem Schittler bis zu ener OD(600nm) von 0,6 wachsen gdassen. Nach Zugabe von 0,3
mM IPTG werden die Bakterien fir weitere 2 h bei 37°C geschittelt. Die Bakterien werden
anchlief?end durch zehnminitige Zentrifugetion bei 5.000 rpm peleiert und in 50 ml Lyse
Puffer (50 mM Tris-HCl pH8; 120 mM NaCl, 0,5% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM Pefabloc)
lysert, woba 2 mg/ml Lysozym zugegeben wird und man die Suspenson be 4°C rotiert.
Alle folgenden Schritte werden bel 4°C ausgefihrt. Um die DNA zu verdauen, werden 25
mM MgCh und 1 m DNasel (Sgma) zugegeben und fir weitere 15 Min. rotiert. Durch 60
Min. Zentrifugation bei 10.000 rpm werden die Zdltrimmer entfernt. Das im Uberstand
enthatene rekombinante Protein bindet im anschlieffenden Schritt mit seinem GST-Antell an
zugesetzte 1 ml Glutathion-Partikel, die zuvor mit dem Lyse-Puffer equilibriert wurden. Nach
1 h Inkubation werden die GlutathionPartikd dremd mit Lyse-Puffer gewaschen und dann
mit 1 ml Elutiodésung (10 mM Glutathion in 50 mM Tris pH8) fur 1 h inkubiert. Nach
Zentrifugation erhdt man im Ubersand das Fusionsprotein. Die Elution wird drei bis vierma
wiederholt und von den Eluaten wird der Proteingehdt photometrisch bestimmt (Kap. 3.2.7.).
Das Glutathion wird durch Zentrifugetion in Zentrifugd-Konzentratoren entfernt, wobel
zugleich die Protene in Kinase-Puffer umgepuffert werden. Die Konzentration der 0
gerenigten Fudgonsproteine wird in einem Bradford-Assay bestimmt und die Integritét der
Protein durch SDS-Page und Coomassie-Blau Farbung verifiziet. Die Proteine werden durch
Zusatz von 10% Glycerol bel —70°C gelagert.
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3.2.7. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Protankonzentration von Zdlextrakten wird mit enem kommezidl erhdtlichen
Nachweissysem (Bio-Rad-Assay, Biorad) nach Herstdlerangaben durchgeftihrt. Der
Nachwels berunt auf ener Interaktion des Farbstoffs Coomasse-Blau mit aromatischen
Aminosduren (Bradford 1976). 1 bis 10 m eines Zdlextraktes oder Proteinldsung werden fur
10 Min. ba RT mit 1 ml des 1.5 in H,O verdinnten Reagenz inkubiert und die Extinktion bel
eneg Wdlenldnge von 595 nm bestimmt. Als Eichprotein wird eine sandartiserte BSA-
Probe eingesetzt.

3.2.8. Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ein denaurierendes Polyacrylamidgel dient der Fraktionierung von Proteinen entsprechend
ihres Molekulargewichts. Es besteht aus enem 5%-igen Sammegd und enem 6-15%-igen
Trenngd mit unterschiedlichen pH-Werten.

a)Trenngd: 3 M TrispH89 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (40%) 1,5-3,75ml
20% SDS 0,05 ml
ddH,O 5-7,25ml|
10% APS 0,1 ml
TEMED 10m

b.)Sammegd: 1,0 M TrispH6,8 1,25ml
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (40%) 11ml
20% SDS 0,05 ml
ddH,O 6,8 ml
10% APS 0,1 mi
TEMED 10m

Jeweilsfir 10 ml

Zunéchst wird das Trenngd zwischen die senkrecht stehenden Glasplatten gegossen, bis diese
zu ewa 3/4 gefullt snd und sofort mit Isopropanol Uberschichtet, damit die Oberflache
gechmddg polymeridert. Nach der Polymeriserung giefld man das Isopropanol ab, flllt mit
Sammegd auf, fulhrt einen Gelkamm ein und |8 auch dieses polymerigeren.

Der Laufpuffer enthdt Glycin, das be niedrigem pH-Waert protoniert oder zwitterionig, bel
hohem pH-Wert anionisch vorliegt (isodektrischer Punkt ca pH6E). Im Sammege mit seinem
niedrigen pH wandern deshdb die Chlorid-lonen (Letionen) schndler ds das Glycin
(Folgeionen). Durch diese Ladunggtrennung kommt es loka zu erhthter Spannung. Die
Proteine werden beschleunigt und kommen 0, unabhangig von ihrer Grole, fast glechzetig
am Trenngd an. Durch die pH-Anderung im Trenngd wird das Glycin zum Anion und kann
somit genau 0 schnell wie das Chlorid-lon im dekitrischen Feld wandern. Die Proteine
werden nun nach ihrer Grole aufgetrennt. Bis zu 50 ng der zu fraktionierenden
Proteinextrakte werden mit dem SDS-Ladepuffer (31 mM Tris-HCI pH 6,8; 1% SDS, 5%
Glycerin, 25% b-Mercaptoethanol, 0,05% Bromphenolblau) gemischt und 5 Min. be 95°C
denaturiert. Nach dem Auftragen erfolgt die Elektrophorese be 10 V/em im Laufpuffer (25
mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1% SDS).
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3.2.9. Immunaoblot

Fur den Nachwes bestimmter Proteine durch Antikorper wird das Gel zunéchgt fir 45 Min. in
Transferpuffer (39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,037% SDS, 10% Methanol) bet 400 V auf eine
Nitrozellulose= oder PVDF-Membran geblottet. Die Membran wird getrocknet, die
unspezifischen Proteinbindungen in 5% Milchpulver (oder BSA) in PBS mit 0,01-0,05%
Tween20 fir ene Stunde geblockt. Anschlief?end wird fir drel Stunden bel RT oder Uber
Nacht bei 4°C der Blot mit dem ersen spezifischen Antikorper, entsprechend in Milch
/BSAIGsung verdinnt, inkubiert. Nach dremdigem 5 minltigen Waschen der Membran in
PBS/Tween20 (0,01-0,05%) wird der Blot mit dem zweiten (gegen den ersten Antikorper
gerichteten), an Peroxidase gekoppelten Antikorper fur 30-60 Min. be RT inkubiert.
Alternativ.- wird auch andelle enes zweten Antikorpers ProteinA-gekoppelte Peroxidase
verwendet. Nach erneutem Waschen (3 x 5 Min.) mit PBSTween20 (0,01-0,05%) werden mit
dem ECL-Sysem die Antikorper-gebundenen Proteine detektiet. ECL it ene
lichtemittierende, nicht radioaktive Methode zur Detektion immobiliserter Antigene, die
direkt oder indirekt an Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelte Antikdrper gebunden sind.
Durch die Peroxidase wird die Oxidation von Luminol unter dkdischen Bedingungen
kataysert. Nach der Oxidation befindet sich Luminol in einem angeregten Zustand, von dem
es unter Licht-Emisson wieder in den Grundzustand zurlickfdlt. Das so erzeugte Licht hat
eine Wdlenlange von 428 nm und kann durch die Expostion enes Rontgenfilms detektiert
werden. Die Membran wird dazu leicht angetrocknet und fir eine Minute mit ener 1:1
Mischung der beiden ECL-Komponenten inkubiert. Anschlielend wird die Membran
getrocknet und en Rontgenfilm fur 0,1-30 Min. aufgeegt.

Strippen: Nach efolgter Antikorperresktion konnen die verwendeten Antikorper wieder vom
Blot abgewaschen werden. Dieser “gedtrippte’ Blot 18% sch anschliel?end fir die Detektion
weiterer Proteine verwenden

Der verwendete Blot wird hierfir 30 Min. be 50°C in Strip-Puffer (60 mM Tris-HCl pH6,8;
100 mM b-Mercaptoethanol, 2% (w/iv) SDS) inkubiert. Anschlief?end wird der Blot 5-7x in
PBS/Tween gewaschen, um Verunreinigungen von b-Mercaptoethanol zu entfernen.
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3.2.10. Zdlkultur: Haltung eukaryotischer Zdlinien in Kultur

Alle Arbeten werden unter Laminarluftflu’d mit autoklavierten oder derilfiltrierten Lésungen,
autoklavierten Glaswaren oder mit  derilen  Kunggtoffmateridien  und  Nahrmedien
durchgefihrt. Sdmtliche Zdlinien werden be 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit
geziichtet. Jurkat T-Zdlen werden in RPMI-1650, NIH-3T3 sowie Hel.a und HEK293 Zdlen
werden in DMEM gehdten, wobel den Medien 10% FCS, 2 mM L-Glutamin und Antibiotika
(je 100 nmg/ml Penicillin/Streptomycin) zugesetzt wird. Jurkets werden dle dreé Tage und die
adhé@renten Zellen be Erreichen der Konfluenz 1:10 gesplittet. Dazu werden die Zdlen durch
1-5-mindtige Behandlung mit einer 0,5%igen Trypsn-Lésung von der Kulturflasche abgelost
und nach Suspendierung in frischem Medium wieder ausgesét.

Zur Lebendbestimmung werden die Zdlen mit Trypanblau geféabt. Lebende Zdlen mit
intakter Membran sind impermesbd flr diesen Stoff, wahrend er in tote Zelen eindringt und
diese blau farbt. Zur Trypanblauandyse werden die Zdlen geerntet, durch Zentrifugation
pdletiet und mit 5x10° Zdlenvml in Trypanblaulésung resuspendiert. Unter dem Mikroskop
wird dann das Verhdtnis von |ebenden zu toten Zdlen in einem Hamatozytometer ermittelt.

Die Langzetlagerung von Zdlen efolgt in flissgem Stckgtoff. Dazu werden die Zdlen
pelletiet und mit ca 5x10° Zdleml in Kulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO
aufgenommen. 500 m Aliquots werden Uber Nacht bei —80°C engefroren und dann in
flissgen Stickstoff Uberfihrt. Fir die Rekultivierung werden die Zdlen rasch aufgetaut, in 10
ml Kulturmedium Uberfohrt und durch Zentrifugation peletiet. Der DMSO-hdtige
Uberstand wird entfernt und die Zdlen in frischem Kulturmedium aufgenommen.

Um die Zdlen zu dimulieren, werden verschiedene Resgenzien verwendet. Wenn nicht
anders angegeben werden die Zellen mit 10% FCS, 500 nM Natrium-Arsenit oder 10 ng/ml
Anisomycin gimuliert. Hel.a und HEK 293 werden aul3erdem mit 100 ng/ml TPA gimuliert.

Die Kinase-Inhibitoren PD 098059 (20 mM in DMSO) und UO126 (1 mM in DMSO) werden
in den jeweiligen Konzentrationen 20 Min. vor Stimulation zugegeben.
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3.2.11. Trangente Transfektion von Sauger zellen

Um Vektor-DNA in Zdlen dnzuschleusen, weden zwe  grundsdzlich  verschiedene
Methoden  verwendet. Fior  die adhd&enten  HEK293  Zdlen wird die
Cdziumprézipitationamethode  eingesatzt, die darauf basert, dass die DNA ds Koprazipitat
mit Cdziumphosphat von den Zdlen aufgenommen wird. Zum anderen wird ene auf
Liposomen baserende Transfektionsmethode eingesetzt, wobel sich die DNA hierbe an die
Liposomen anheftet und diese mit der Zdlmembran verschmdzen. Die Zdlen werden enen
Tag vor der Transfektion s0 ausgesdt, dass Se zum Zeitpunkt der Transfektion ca. 70%
konfluent Snd.

Cdziumprézipitationsmethode: 1-3 ng DNA werden mit 100 m 0,25 M CaCl, gemischt und
unter gdndigem vorschtigen vortexen werden 100 m 2xBES (5 mM BES, pH 6,97; 280 mM
NaCl, 1,5 mM NaHPO,) hinzugetropft. Nach 15 Min. Inkubation bei RT wird die Ldsung zu
den mit 2 ml Kulturmedium Uberschichteten Zelen tropfenweise hinzugefihrt. Nach 6 h
Inkubation im Brutschrank werden die Prézipitatle mit vorgewamter PBS Ldsung
abgewaschen und die Zdlen mit 0,0-0,3% FCS enthdtendem Medium gehungert.
LipofektAMIN-baserende Transfektion: Diese Transfektionsmethode wird fur NIH 3T3 und
Hela Zdlen eingesatzt. Zu 100 mi DMEM werden insgesamt 1,0 ng Plaamid-DNA gegeben.
Dieses wird mit 100 M DMEM, welches 6 m LipofektAMIN enthdlt gemischt. Nach 30 Min.
Inkubation bel RT werden 800 mi DMEM hinzugefiigt. Diesen Ansaiz pipettiet man dann
vorschtig auf die Zdlen, die vorher 2 x mit DMEM gewaschen wurden, um Serumreste zu
entfernen. Nach 5-6 h Inkubation im Brutschrank wird die Transfektionddsung gegen
Kulturmedium ausgetauscht.

3.2.12. Herstellung stabiler Zdlinien

Zur Hegdlung debiler  Zdlinien weden NIH 3T3 Zdlen mit der Lipofektamin
Trandfektionsmethode mit einem Expressonsplasmid, welches en zur Sdektion geeignetes
Resgenzgen tragt, trandfiziet. Einen Tag nach der Trandektion werden die Zdlen in ene
Schae Uberfihrt und das Medium mit einer vorher auditrierten Menge des entsprechenden
Antibiotikums versehen (NIH 3T3: 55 ng/ml Puromycin). Die Seektion ist beendet wenn
dle Kontrollzdlen unter den gleichen Bedingungen gedtorben sind, wérend Sch in der
trandfizierten Population res stente Kolonien gebildet haben.
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3.2.13. Soft-Agar Klonierung

Soft-Agar Klonierung i ene Methode, um trandormiete Zdlen zu identifizieren und
kionde Zdlinien zu generieren, weche die Fahigkeit bedtzen ohne Subdratanheftung
(anchorage independent) zu wachsen und zusdzlich keine Kontaktinhibierung  aufweisen
(Rapp and Todaro 1978).

Fur die Soft-Agar Klonierung wurden Zdlen 24 Stunden nach Transfektion oder Infektion
verwendet. Fir den BottomrAgar wurde zunéchst 05%iger Agar hergestdlt (5%ige Sea
Pague Agarose be 37°C mit vorgewdrmten Medium verdinnt) und in Schalen gegossen. Der
aus 0,3%iger Sea Plague Agarose bestehende Top-Agar wurde mit 10°-10° Zdlen versetzt,
durchmischt und auf den BottomrAgar gegossen. Die Schalen wurden anschliel?end bel 37°C
im Brutschrank inkubiet und auf Kolonienbildung Uberprift. Trandformierte  Zelhaufen
kdnnen mit ener Fipette aus dem Agar isoliert und weiter vermehrt werden um Experimente
mit diesen klonden Zdlinien durchzufthren.

3.2.13. in vivo Phosphomarkierung von HelL a Zdllen

Um HelLa Zdlen mit radiosktivem Phospha zu markieren, werden diese vor der
Markierungsphase zweima mit phospatfreem Medium gewaschen und dann in phospatfreiem
Medium fir 4 h inkubiet. Danach werden 05 mCi [*°P]-ortho-Phosphat/ml  Medium
hinzugefiigt und die Zdlen nach 2 h geerntet.

3.2.15. Immunpr azipitation

Die zu emtenden Zdlen wurden in PBS gewaschen und dann in Lyss-Puffer (fir MAPK Ips
RIPA: 25 mM TrissHCI pH8; 150 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol, 0,1% SDS, 0,5%
Deoxycholat, 1% NP-40, 2 mM EDTA, 1 mM Pefabloc, 1 mM NaOVanadat, 5 ngyml
Aprotinin, 5 ng/ml Leupeptin; fur MLK3 Ips 25 mM Tris-HCI pH7,5; 0,2% NP-40, 150 mM
NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 20 mM NaF, 10 mM NaPyrophosphat, 1 mM DTT, 1
mM NaOVanadat, 1 ng/ml Apratinin, 1 ng/ml Leupeptin oder aber fir MEK (hier auch fir
MLKS3 und Raf) Ips 50 mM HEPES pH7,5; 150 mM NaCl, 1,5 mM MgCh, 2 mM EGTA, 1%
Triton X-100, 10% (v/v) Glycerol, 10 mM NaF, 100 mM b-Glycerophosphat, 1 mM
NaOVanadat und Protesse Inhibitor Cocktal 1) lysert, 10 Min. auf Eis inkubiert und
shliedich die Lysate von unlgdichen Zdltrimmern durch 15-minltige Zentrifugation bel
14.000 rpm und 4°C getrennt. Die Lysate werden dann mit spezifischen Antikorpern und 25
M ProtenA-Agarose-Patikd in 1 ml Lysspuffer 2h be 4°C inkubiet. Die Prazipitate
werden anschlieffend zweimd mit Lysspuffer Puffer gewaschen und entweder direkt im
SDS-Page andyset oder fir den Immunkomplex-Kinase-Assay verwendet, wobel sie noch
zweimd in Kinase-Puffer (3.2.16.) gewaschen werden.
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3.2.16.“in vitro” Kinase-Assay

Da Kinasen gPhosphatgruppen von ATP auf Subdrate Ubertragen, it es mdglich, ihre
Aktivits in vitro durch die Zugabe von [*’P-g] ATP und eines gedigneten Substrats zu
messen. Dazu werden die Kinasen wie oben beschrieben immunprézipitiert, gewaschen und
mit 5 nCi P?P-g] ATP, 25 ng Substrat in 20 — 30 m Kinase-Puffer (30 mM HEPES pH7,0;
10 mM MgCh, 1 mM DTT, 01 mM NaOVanadat) bae RT fur 20 Min. unter leichtem
Schitteln inkubiert. Die Reektion wird mit SDS-Ladepuffer gestoppt, die Proben bei 95°C 5
Min. ehitzt, die Agaosepatiked peletiet und der Uberstand durch SDS-PAGE,
anchlielfender Autoradiographie und mittels Immunoblot welter anadlysert. Als Substrat fir
ERK wird 1 ng MBP, fur INK/SAPK 2 ng GST-c-Jun (1 — 135) und fir MLK3 2 ng MEK1
K97M oder 5 ng GST SEK1 KR.

Mit Hilfe der phospho-spezifischen Antikdrper is es moglich Kinase Assays ohne
Radioaktivité durchzufihren. Fir MEK Ips wurden nach zweimdigem waschen mit
Lyssouffer zweimd mit Kinese Puffer (50 mM Tris-HCl pH7,5; 100 mM NaCl, 1 mM
MnCI2, 10 nM MgCl2, 0,1 mM NaOVanadat, 1 mM DTT, 10 mM NaF) gewaschen und mit
500 nM ATP, 1-2 ng Subdrat in 45 m Kinase Puffer be RT fur 25 Min. unter leichtem
Schitteln inkubiert und wie oben beschrieben weterverfahren. Es wurde as Subgrat fir
MLK3 1 ng GST-MEK1 wt und fur MEK 1 ng His-ERK 2 wt eingesetzt.

3.2.17. Luciferase Test

Der Luciferase-Aktivitdtstest basert darauf, dass Luciferase sein Subdrat Luciferin unter
Lumineszenzabgabe umsetzt, was quantitativ. im  Luminometer melar id, wobe die
Lumineszenz direkt proportiona zur Menge der Luciferase-Aktivitét ist.

Die Zdlen werden mit Luc-Lysepuffer (50 mM NaMES, 50 mM Tris-HCl pH7,8; 1 mM
DTT, 01% Triton X-100) 30 Min. lydget, die Zdltrimme pdleiet und 30 ng des
Gesamtproteinextraktes in 50 m Luc-Lysepuffer zusammen mit 50 m Assay-Puffer (125 mM
NaMES, 125 mM Tris-HCl pH7,8; 25 mM Mg-Acea, 2 mM ATP) fir den Luciferase
Assay in 96-Napf-Mikrotiterplatten im Luminometer eingesetzt. 2 Sek. nach Zugabe von 50
m Ludfein-Losung (1 mM Ludferin in 5 mM KH;PO4) wird die Lumineszenz in enem
Zeitraum von 5 Sek. gemessen. Die rdaive Lichtemisson wird entweder auf
Proteinkonzentration oder auf die b-Galaktosdase Aktivitét im Lysat relativiernt.

Von den Ergebnissen dler Experimente, wobel innerhab eines Experiments jede Transfektion
mindestens in zwe padlden Ansizen durchgefihrt wird, werden die Mittedwerte und
Standardabweichung vom Mittelwert berechnet. Die Standardabweichung (SA) ergibt sich
aus der Wurzd von {[? (x—m)?]:n}, wobei m der Mittelwert von n Einzelwerten x; ist.
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3.2.18. b-Galaktosidase Test

Ein kingliches Subdrat fir das Enzym b-Galactosdase iss ONPG (Ortho-Nitrophenyl-b-D-
Gdaktosd). Be dessen Spdtung durch das Enzym engeht en geber Farbstoff. Durch
Messung der Absorption kann die Transkriptionsaktivitét der Zdlen in Abhdngigkeit von der
Promotor Aktivitét bestimmt werden.

Zu 500 M b-Ga-Assay-Puffer (100 mM Na Phosphat-Puffer pH7,4; 10 mM KCL, 1 mM
MgSO,4, 3,5 niml b-Mercaptoethanol) werden 10-20 ml Zdlextrakt (was ungefdhr ener
Gesamtproteinmenge von 12-15 ng entspricht) und 100 mM ONPG-L&sung (4 mg/ml ONPG in
0,5 M Na Phosphatpuffer pH7,0) gegeben. Danach folgt eine Inkubation be 37°C bis ene
deutliche Gelbfarbung der Lésung erkennbar wird. Zum Abstoppen der Reaktion werden 250
m Stoppuffer (1 M Na&COs) hinzugeflgt. Innerhab der ndchsten 30 Min. wird die Absorption
be Licht der Welenlénge 420 nm gegen die Lehrwertkontrolle gemessen.
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4. Ergebnisse

4.1. ldentifizierung intrazellularer MAPK Kaskaden, diedurch
MLK3 aktiviert werden

4.1.1. MLK3aktiviert die Transkription von AP-1/Ets-abhéngigen Promotoren

Fur vide MAPKK Kinasen enschliefdich solcher mit onkogenem Potentiad konnte in der
Vegangenhdat gezeigt werden, dass de die Transkription von Promotoren mit AP-1/Ets
Bindestellen regulieren konnen (Bruder et a. 1992; Wasylyk et a. 1998; Hagemann et d.
1999). Daher wurde die Fahigkeit dar MAPKKK MLKS3 getestet, Transkription vom pB4x
Luciferase Reporter Kongtrukt in HEK 293 Zdlen zu aktivieren. Das verwendete Reporter
Pasmid enthdt 4 Kopien enes ‘Onkogen induzierbaren Elements des Polyomavirus
Enhancers. Dieses wurde oberhdb des mit dem Luciferase Gen fudonierten b-Globin
Promotors inseriert. Jedes der 4 Kopien enthdlt eine AP-1 Bindestele, die mit ener Ets-1
Bindestelle Uberlappt (Wasylyk et a. 1998). Im vewendeen Zdlsysem fiuhrte die
Uberexpresson von Wild Typ MLK3 zu einem 25-fachen Angieg der Transkription des
Reporter Kongtrukts verglichen mit dem Leervektor. Uberexpression von aktivietem C-Raf
(Raf-BXB), welches ds Pogtivkontrolle diente, resultiete in ener 36-fachen Induktion.
Wurde hingegen die Kinase inaktive MLK3 Mutante K144A verwendet, so konnte pB4x nicht
gimuliert werden und flhrte sogar zu einer Reduktion der basden Transkription um ca. 50%
(Abb. 4.1). Dieses Experiment zeigt deutlich, dass MLK3 Ap-1/Ets-abhéngige Transkription
aktiviert, woftr die Kinasedomdne von MLK3 verantwortlich ist. Aulerdem ig dlenige
Uberexpresson von Wild Typ MLK3 ausreichend, um Transkription vom Reporter Plasmid

ZU aktivieren.
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Abb. 4.1: MLK3 induziert Transkription von einem AP-1/Ets-1-abhéngigen Promotor in HEK 293 Zellen.

HEK 293 Zellen wurden transient mit 0,5 ng pB4X Luciferase Reportergenkonstrukt, 0,5 ng eines RSV-b-
Galaktosidase Expressionsplasmids und 2 nmg KRSPA, RSV MLK3 K144A, RSV MLK3 oder RSV Raf-BXB
transfiziert. Die Zellen wurden anschlief3end mit 0,3% Serum gehungert, nach 36 h geerntet und b-Galaktosidase
wie Luciferase Analysen durchgefiihrt. Die Luciferase Aktivitdten wurden ermittelt und auf die b-Galaktosidase
Aktivitdt standartisiert. Die relative Luciferase Aktivitdt bezient sich auf die Luciferase Aktivité der
Vektorkontrolle, die auf 1 gesetzt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabwei chungen von 3
unabhangigen Transfektionsexperimenten.

4.1.2. Uberexpresson von MLK3 fiihrt zur Raf-unabhangigen Aktivierung der MAPK
ERK1

Da in friheren Arbeten berets gezeigt wurde, dass Aktivierung der Familie der AP-1 und Ets
Transkriptionfektoren, die an das Onkogen-induzierbare Element binden, abhdngig von den
MAP Kinasen ERK und JNK/SAPK ist (Treisman 1996; Wasylyk et a. 1998), wurde im
gleichen Zdlsysem untersucht, ob Uberexpresson von MLK3 diess MAP Kinasen aktiviert.
Zuers wurde andysiert, ob Uberexpresson von MLK3 ERK aktivieren kann. Dazu wurde
Haemaglutininepitop  (HA)  fudonietes ERK1 zusammen mit den  entsorechenden
Expressonsplasmiden in HEK 293 Zdlen kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde
die MAP Kinase immunprézipitiet und die Aktivitét in enem in vitro Kinase Assay mit MBP
ads Substrat gemessen. Wie aus Abb. 4.2 hervorgent, fihrt die Koexpresson von MLK3
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ebenso wie die von Ra-BXB zu ene deutlichen Aktivierung von ERK1. Kinase inaktive
MLKS3 hette, wie erwartet, keinerle Effekt auf die Kinasesktivitd von ERK. Um zu testen, ob
diesr Effekt auch in anderen Zdlsysemen zu beobachten is, wurden die gleichen
Experimente pardld dazu in Hda, Cos/ und NIH3T3 Zdlen durchgefiihrt. In jedem der vier
getesteten  Zdlsysteme fiihrte die transiente Uberexpresson von MLK3 zu einer Aktivierung
der MAPK ERK1, die aber im Vergleich zur Raf-BXB vermittdten ERK Aktivierung immer
schwécher war (Daten nicht gezeigt).

C-Raf wird fur die Serum-induzierte Aktivierung von ERK bendtigt (Troppmair et a. 1994).
Deswegen wurde andysiert, ob dies auch fir MLK3 der Fal ig. In Zdlen, die mit Serum
dimuliert wurden, konnte dlerdings keine Inhibierung der ERK Aktivitét durch Koexpresson
von Kinase inaktiver MLK3 nachgewiesen werden, im Gegensatiz zu der dominant negativen
Mutante von C-Raf, Raf-C4B (Abb. 4.2).

Um zu testen, ob MLKS3-induziete ERK Aktivierung RasRaf abhéngig i, wurde es
zusammen mit C-Raf und R&af-C4B, wedches Ras Funktion durch Interaktion mit der
Effektordoméne blockiert, koexprimiert. In keinem der Vesuche konnte en Effekt auf
MLK3-induzierte ERK Aktivierung gemessen werden (Abb. 4.2). Daraus folgt, dass MLKS3-
induzierte ERK Aktivierung unabhéngig von Raf und Rasiig.
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Abb. 4.2: MLK3-induzierte ERK 1 Aktivierung ist Raf unabhangig.

HA-Epitop fusioniertes ERK1 (1 ng) wurde zusammen mit 2 ng der entsprechenden Expressionsplasmiden
kotransfiziert. HEK 293 Zellen wurden 36 h vor dem Ernten mit 0,3% Serum gehungert und die ERK1 Aktivitat
wurde anschlief3end in einem ImmunkomplexKinase-Assay mit MBP als Substrat gemessen. Zellen wurden 10
Minuten vor der Zellyse mit Serum stimuliert, so dass es eine Endkonzentration von 10% erreicht wurde. HA -
ERK1 detektierende Immunobl ots wurden al' s Expressionskontrolle verwendet.

4.1.3. MLK3-induzierte ERK Aktivierung ist abhangig von MEK

Aktivierung der MAPKKK Raf fuhrt zur Phosphorylierung und Aktivierung der MAPKKSs
MEKLY/2 (Kyriakis et a. 1992). Um zu andyseren, ob MLK3 wie Raf ebenfdls MEK
phosphoryliet und aktiviert, wurde der spezifische MEK Inhibitor PD 098059 eingesetzt
(Dudley et a. 1995), der die Phosphorylierung von MEK verhindet und dadurch die
Aktivierung blockiert. Wie in Abb. 4.3A dargestellt, blockt dieser Inhibitor MLK3- und
Serum-induzierte ERK  Aktivierung beinahe komplett, wélhrend in diessm Expeiment Raf-
BXB-induzierte Aktivierung der MAPK nur patidl gehemmt wurde. Diese nur patidle ERK
Inhibierung im Fdle von Ra-BXB |4 sich durch die hohe Uberexpresson der Kinase
erklaren, denn es wurde bereits gezeigt, dass der verwendete Inhibitor Raf-BXB-vermittelte
MEK Aktivierung blockt (Aless et a. 1995).

Um die MEK Abhangigket der MLK3-induzieten ERK Aktivierung weter zu
charakterigeren, wurden verschiedene MEK Mutanten engesetzt und dabe  folgende
Ergebnise erhdten: i) Koexpresson von MLK3 und Wild Typ MEK1 fihrte zu ener
synergisischen ERK  Aktivierung und ii) Kinase inektive MEK1 (K97M) blockierte die
MLK3-induzierte Aktivierung der MAPK ERK benahe komplett (Abb. 4.3B). Diese Daten
zeigen, dass MLK3-induziete ERK Aktivierung abhéngig von MEK ig und mechanigtisch
ahnlich wie Raf vermittelte MEK -ERK Aktivierung funktioniert.
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Abb. 4.3: A) MLK3-vermittelte ERK1 Aktivierung wird durch einen synthetischen MEK Inhibitor (PD 098059)
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geblockt. B) Koexpression von Wild Typ MEK und MLKS3 fiihrt zu einer synergistischen ERK1 Aktivierung,
wahrend Kinase inaktive MEK K97M MLK3-induzierte ERK1 Aktivierung blockt.

ImmunkomplexKinase-Assays wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt. Der synthetische MEK Inhibitor PD
098059 wurde in einer Endkonzentration von 30 nmM verwendet. HEK 293 Zellen wurden direkt nach der
Transfektion mit 0,3% Serum gehungert und mit dem Losungsmittel DM SO als Kontrolle oder dem PD Inhibitor
inkubiert. Kontrolle der Expression von HA -ERK 1 wurde mit HA detektierenden Antikorpern durchgefiihrt.

4.1.4. MLK3 aktiviert dieMAPK JNK/SAPK

Um zu testen, ob MLK3 Uberexpresson ebenfdls zur Aktivierung von IJNK/SAPK fhrt,
wurde wie zuvor beschrieben en in vitro Kinase Asssy mit HA fusionieter SAPKb und
GST-c-Jun (1-135) ds Subgrat durchgefihrt. Wie in Abb. 4.4 dargestelt, fuhrt die
Uberexpresson von MLK3 &hnlich wie die Vewendung des bekannten JNK/SAPK
Aktivators Arsenit (Cavigdli e a. 1996) zu ener daken Aktivierung von JNK/SAPK,
gemessen ds Fahigkeit der MAP Kinase c-Jun zu phosphorylieren. Die durch  Arsenit-
induzierte INK/SAPK  Aktivierung konnte jedoch nicht durch Uberexpresson einer Kinase
inaktiven MLK3 geblockt werden. Dieses Experiment zeigt, dass obwohl MLK3 en starker
Aktivator von JINK/SAPK ig, kann es Arsenit-induzierte INK/SAPK Aktivierung in HEK

293 Zdlen nicht blocken, was vorschldgt, dass Arsenit einen MLK3 unabhdngigen Signalweg
benutzt, um INK/SAPK zu aktivieren.



4. Ergebnisse 41

+ + Vektor
+ + MLK3 K144A
+ + | MLK3
+ SAPKb

+|+ + |+ |+
= L

-—— e e SAPKD

+ Arsenit

Abb. 4.4: MLK3 aktiviert INK/SAPK, blockiert aber nicht Arsenit-induzierte INK/SAPK Aktivierung.

HA-Epitop fusioniertes SAPKb wurde mit den entsprechenden Expressionsplasmiden koexprimiert und die
Aktivitét der MAPK wurde nach 36 h Hungern mit 0,3% Serum in einem ImmunkomplexKinase-Assay mit
GST-c-Jun als Substrat ermittelt. HEK 293 Zellen wurden 45 min vor der Zellyse mit Arsenit stimuliert, so dass
die Endkonzentration 50 nM betrug. Die Abbildung zeigt das Autoradiogramm und den HA detektierenden
Immunoblot der prazipitierten Kinase.

4.1.5. MLK3 phosphoryliert MEK 1 und SEK1in vitro

Die bisherigen Experimente legen nahe, dass die MAPKKK MLK3 die MAP Kinasen ERK
und IJNK/SAPK durch Phosphorylierung der ‘upsiream’ liegenden dud spezifischen MAPK
Kinasen MEK1/2 und SEK1 aktiviert. Um zu andlyseren, ob MLK3 MEK1 und SEK1 direkt
in vitro phosphorylieren kann, wurde FagEpitop fusoniertes MLK3 oder HA-fusoniertes
Raf-BXB trangent in HEK 293 Zdlen exprimiet, aus den Zdlextrakten durch
Immunprézipitation isoliet und gewaschen. Danach wurden die Kinasen mit  gereinigtem,
rekombinantem Kinase inaktiven His-MEK1 bzw. GST-SEK1 in Anwesenheit von [g->%P]
ATP inkubiert. Raf-BXB diente ads Kontrolle, da bereits bekannt war, dass es MEK1, aber
nicht SEK1 direkt phosphorylieren kann (Yan et a. 1994). Wild Typ MLK3, &ber nicht
Kinase inaktive MLK3 phosphoryliet sowohl HissMEK1 ds auch GST-SEK1 in vitro.
Immunprézipitierte MLK3 ist dabe im Gegensatz zu Raf-BXB sark phosphoryliert und in
dem MLK3 Pézipitat befindet dch zusizlich noch en  unbekanntes und ebenfdls
phosphoryliertes 50-55 kDa Protein (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Direkte MEK 1 und SEK 1 Phosphorylierung durch MLK3 in vitro.

HEK 293 Zellen wurden mit je 5 ng pCMV5, pCMV5-Flag-MLK3, pCMV5-Flag-MLK3 K144A und pCDNA3
HA-Raf-BXB transfiziert, nach 48 h geerntet und immunprézipitiert. Fir die Flag Epitop markierten Proteine
wurde der monoklonale M2 Antikodrper und fir HA-Raf-BXB wurde der monoklonale HA Antikorper 12CA5
verwendet. Die immobilisierten Kinasen wurden zweima mit NP40 Lysispuffer gewaschen und anschlief?end
noch zweimal mit Kinase Puffer. Um die Autophosphorylierung zu reduzieren, wurden die Immunprézipitate mit
100 MM ATP enthaltenden Kinase Puffer 15 min bel RT vorinkubiert. 1 ng bakteriell exprimiertes und
aufgereinigtes His-MEK1 K97M oder GST-SEK1 K167R wurden anschliefiend als Substrat zusammen mit den
immobilisierten Proteinen in der Gegenwart von [g->?PJATP fiir 20 min bei RT inkubiert. Expression der MLK3
Konstrukte wurde mittels Immunoblot kontrolliert.
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416. MLK3ist ein schwacher MEK -, aber en starker SEK -Aktivator

Um zu zeigen, dass die oben gezeigten Phosphorylierungen der jewelligegn MAPK Kinasen
auch zu ihrer Aktivierung in vitro fihren, wurde en gekoppeter Kinasetest durchgefihrt.
Hierbe wurden GST-MEK1 wt und Kinase inaktives His-ERK1 K52R ds Subdtrate
angeboten. Wie in Abb. 46A zu shen, fihrt nur Ra-BXB-vermittdte MEK
Phosphorylierung zu ener deutlichen Phosphorylierung von  HissERK1. Obwohl sowohl
MLK3 ds auch Ra-BXB MEK1 phosphorylieren, it die Aktivierung von MEK, gemessen
an der Phosphorylierung des fir MEK angebotenen Subgtrats His-ERK1 K52R sehr vid
niedriger im Fall von MLK3 as Raf-BXB.

g 3
3 3
¢ m v OO
— X = x
oM M mM oMM m M
XY X T ¥ X ¥ ¥
O - o © o 4 4 © H
>= =2 = > =2 =
Immunoblot Immunoblot
BE B - Mks goe T MLK3
Autoradiogramm Autoradiogramm
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Abb. 4.6: MLK3 aktiviert MEK 1 im Gegensatz zu SEK 1 nur schwach.

Dieses Experiment wurde genau wie unter 4.1.5 beschrieben durchgefiihrt. Als Substrate wurden in A) Wild Typ
GST-MEK1 zusammen mit Kinase inaktivem His-ERK1 K52R und in B) Wild Typ GST-SEK1 zusammen mit
Wild Typ SAPKa angeboten. Die Expression von MLK 3 Konstrukten wurde im Immunoblot Gberpriift.

Im gekoppeten Versuch mit SEK1 und JNK/SAPK fihrte die MLK3-induzierte
Phosphorylierung hingegen zu ener Aktivierung von SEK1, da GST-SEK1 wt nur in diessm
Fdl rekombinantes SAPKa wt verglichen mit der Vektorkontrolle deutlich stérker
phosphoryliert (Abb. 4.6B).
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4.1.7. Enge Korrelation zwischen MLK3 vermittelter MEK1 Substratphosphorylierung
in vitro und MEK /2 Phosphorylierung auf Ser 217/221

Auch fur die MAPKK Kinase MEKK1 ist beschrieben worden, dass se MEK in vitro
phosphoryliert, ohne es meklich zu  &tivieren, obwohl es die glechen
Phosphorylierungsstellen auf MEK benutzt (Xu et a. 1995) wie Raf (Aless et a. 1994).
Daher wurde das unter 4.15 beschriebene Experiment wiederholt und die MEK1
Phosphorylierung wurde auf dem gleichen Blot mit enem Phospho-spezifischen MEK1/2 Ser
217/221 Antikorper verglichen. Dieser erkennt nach Herstelerangaben ausschlieldich Ser
217/221 und Ser 217 phosphoryliertes, doch nur schwach Ser 221 phosphoryliertes MEK1/2.
Als zusitzliche Kontrolle wurde auferdem noch aktiviete PAK1 T423E verwendet, fur
welche beschrieben worden ist, dass de Ser 298 aulRerhadb der Aktivierungsschleife auf
MEK1 phosphoryliert (Frost et a. 1997), und daher diese Phosphorylierungsstdle von dem
Phospho-spezifischen  MEKL/2  Antikorper  nicht  erkant  werden  sollte. Wéhrend
immunprézipitiertes PAK  T423E MEK1 nur sehr schwach  phosphoryliet und  diese
Phosphorylierung wie erwartet nicht von dem Phospho-spezifischen MEK Antikorper erkannt
wird, fihrt die von MLK3 und Raf vermittdte MEK1 Phosphorylierung zu einer vergleichbar
darken Erkennung durch den Phospho-MEK1/2 Antikdrper. Diese Beobachtung legt nahe,
dass MLKS3, ebenso wie fir Raf und MEKK1 gezeigt, ausschliefdich die MEK1/2 Serine
217/221 phosphoryliert.
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Abb. 4.7. MLK3-vermittelte MEK1 Phosphorylierung in vitro korreliert mit der Intensitét der Ser 217/221
Phosphorylierung.

HEK 293 Zelen wurden wie beschrieben mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert, geerntet und
immunoprézipitiert. pPCMV6-Myc-PAK T423E wurde dabel mit dem monoklonaen Myc 9E10 Antikorper
immunopréazipitiert. Direkt nach den Waschschritten wurde 1 ng Kinase inaktives His-MEK1 K97M (KD) im
Kinase Assay als Substrat bei RT fir 20 min verwendet. Die Abbildung zeigt das Autoradiogramm, den
Phospho-MEK1/2 Blot, so wie die Immunoblotkontrolle des Substrats MEK 1. Alle Analysen wurden auf dem
gleichen Blot durchgefihrt.

4.1.8. MLK3 phosphoryliert MEKL1/2in vivo

Nachdem MEK1 von MLK3 in vitro gark phosphoryliert wird, ohne merklich aktiviert zu
werden, sellte sich jetzt die Frage, ob MLK3 MEKL/2 auch in vivo phosphoryliert. Aus
diesem Grund wurden HelLa Zdlen mit MLK3 und Ra-BXB Expressongplasmiden
trandfiziet und mit [**P]-ortho-Phosphat in vivo markiert. Immunprézipitietes MEK1 zeigt
vor dlem in MLK3 trandizieten Zdlen einen verdarkten Phosphateinbau im Verglech zur
Vektorkontrolle, wahrend in Raf-BXB  trandizieten und  Arsenit  dimulierten  Zdlen
Phosphateinbau in MEK1 nur schwach gegenlber der Vektorkontrolle erhoht ist (Abb. 4.8A).
Phosphateinbau in MEK1 korrdiert wie in vitro mit dem Phospho MEK1/2 AntikOrpersignal
und ig im Fal von MLKS3 trandizieten Zdlen am stérksten (Abb. 4.8A). Die Effekte der
trandfizieten Kinasen aif MEK2 Phosphorylierung sind verglichen mit MEK1 geringer, was
wahrscheinlich daran liegt, dass MEK2 basd séker ds MEK1 phosphoryliert ist. Arsenit
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diente fir MEK2 ds Pogtivkontrolle, da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
dass Arsenit Stimulation zu einer sarken MEK2 Phosphorylierung in Hela Zdlen fihrt (d3ehe
Abb. 4.12). Veglichen mit der Arsenit-induzieten MEK2 Phosphorylierung ist der von
MLK3-vermittete Phosphateinbau in MEK2 etwa vergleichbar stark. Aus diesen Daten folgt,
dass MLK3 MEK1/2 ebenso wie Raf in vivo phosphoryliert.
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- - p-MEK1/2

— e — - 38
- = g -MEK1/?2

MEK1 MEK2

Abb. 4.8: MLK3 induziert MEK 1/2 Phosphorylierungin vivo.

HeLa Zelen wurden mit 800ng pCMV5, pCMV5 MLK3 oder RSV Ra-BXB trandfiziert
(Transfektionseffizienz: 70-80%). Zellen wurden 6 h vor der Lyse in Serum freien Medium gehungert und 2 h
vorher mit 0,5 mCi [*2P]-ortho-Phosphat/Ansatz in vivo markiert. Arsenit Stimulation wurde 45 min bei einer
Endkonzentration von 0,5 nM durchgefiihrt. Im Anschluf3 an die Zellyse wurden aus den Zellysaten endogenes
MEK1 und MEK2 mit spezifischen Antikorpern, die an ProteinA-Agarosebeads gebunden waren,
immunprézipitiert. Die Abbildung A) zeigt das Autoradiogramm, den Phospho MEK1/2 und die MEK 1 und 2
Immunoblots.

In Abbildung 4.8B) wurden Hela Zellen wie in Abb 4.8A) transfiziert, 6 h gehungert, mit 0,5 M Arsenit 45
min stimuliert und lysiert. Die Abbildung zeigt den Immunoblot mit spezifischen Antikdrpern gegen Phospho ¢

Jun, Phospho p38 und p38 als Ladekontrolle.
In Abbildung 4.8B ig die unterschiedliiche Fahigkeit von MLK3, Ra-BXB und Arsenit,

Stress aktivierte MAP Kinase Signdwege in HelLa Zdlen zu aktivieren dargestelt. Wahrend
Arsenit sowohl den p38, ds auch den JINK/SAPK Signdweg aktiviert, fuhrt MLKS3
Uberexpression nur zu einer INK/SAPK-, aber nicht zu einer p38-Aktivierung. Die Fahigkeit
INK/SAPK zu aktivieren wurde in diesem Experiment durch Verwendung eines Phospho c-
dun pezifischen  AntikOrpers gezeigt. Raf-BXB hingegen hat in diesem Zdlsysem wie
e'wartet keinerlel Effekt auf die beiden Stress aktivierten Proteinkinasekaskaden.
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4.1.9. Modulation von M LK 3-vermittelter ERK Aktivierung durch MEK1 Mutanten

Um die Fahigkeit von MLK3, im Zusammenhang mit MEKs die ERK MAP Kinase Kaskade
zu aktivieren, néher zu charekteriseren, wurden zwel verschiedene MEK1 Punktmutanten
engeseizt und ihr Effekt aif MLK3- und Raf-BXB-vermittdte ERK Aktivierung verglichen.
Raf aktiviert MEK1 durch Phosphorylierung von Serin 217 und Serin 21 in der katalytischen
Doméne (Aless et d. 1994; Zheng and Guan 1994). MEK1 Punktmutanten, bel denen Serin
217 oder Serin 221 durch ein Alanin ersetzt wurden (LIDAMANS, LIDSMANA), inhibieren
ERK Aktivierung in vivo, wahrend die MAPK Kinase nach Austausch beider Serine durch
Glutaminsiure (LIDEMANE) ERK kondtitutiv aktiviet (Aless et a. 1994). In Abb. 4.9A) it
die Fahigket von MLK3 mit Raf-BXB verglichen, nach Koexpresson der verschiedenen
MEK1 Effektorpunktmutanten ERK in vivo zu phosphorylieren. Wéhrend MLK3 im
Veglaech zu Ra-BXB in den Vektor kotrandfizieten Zdlen nur en sehr schwacher ERK
Aktivator i, fuhrt Koexpresson von Wild Typ MEK1 zu enem starken Angstieg der MLK3-
vermittdten ERK Aktivitd (3ehe auch Abb. 4.3B). Expresson der konditutiv aktiven MEK
LIDEMANE Mutante fuhrt zu ener daken ERK Phosphorylierung, die weder durch
Koexpresson von Raf-BXB noch durch MLK3 moduliet werden kann, was zusdtzliche
MLK3-vermittdte negetive regulatorische Phosphorylierungsstdlen auf MEK1  ausschlield.
Die Mutante LIDA hingegen kann durch MLK3 noch schwach und Uberraschenderweise
durch Raf-BXB dark aktiviert werden. Diese Daten legen nahe, dass beide MAPKKKSs
sowohl Serin 217 ds auch Serin 221 phosphorylieren, und sch lediglich im Ausmal3 der
Phosphorylierung Unterschiede zeigen (Abb. 4.9A).

In Abbild 4.9B) wurden aus den HEK 293 Zdlysaten des gleichen Experiments (Sehe Abb.
49A) die His-fusonieten MEK1 Kongrukte immunprézipitiert und anschlief3end en in vitro
Kinase Asssy mit Wild Typ ERK2 as Subdrat durchgefuhrt. Die dargestellten Resultate
spiegeln dabel das Ergebnis der ERK Phosphorylierung in vivo (Abb. 4.9A) wider. Wild Typ
MEK1 [&% sch durch Koexpresson mit MLK3 und Raf-BXB gark aktivieren. Dieser Effekt
tritt in einem geringeren Ausma3 auch bei der MEK1 LIDAMANS auf, wéahrend das
immunprézipitiete MEK LIDEMANE berats voll aktiviet i und Sch in saner Aktivitét
wie in vivo auch in diesam in vitro Versuch durch die Koexpresson der aktivierenden
MAPKKKs nicht mehr modulieren 18%. Zusdtzlich wurde mit dem Phospho MEK1/2
Antikorper der Phosphorylierungsstatus der  immunprézipitieten MEK1 Proteine Uberpriift.
Hierba zeigte dch, dass Wild Typ MEK1 kotrandfiziet mit MLK3 oder Raf-BXB sark
phosphoryliert ist, wahrend die dominant negative Punktmutante MEK1 LIDAMANS,
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kotrandfiziert mit diesen beiden Kinasen, sehr vid schwécher phosphoryliet ist. Diese Daten
legen nahe, dass belde untersuchten MAPKK Kinasen MEK1 dud phosphorylieren, aber
zusiéizlich auch in der Lage snd, MEK LIDA an Sein 221 dleine zu phosphorylieren und
dessen Aktivitdéd weter zu gegen. Die aktiviete MEK1 Punktmutante LIDEMANE
hingegen reagiert nicht mit diesem Antikorper, da beide Serine hier gegen Glutaminsdure
ausgetauscht wurden. Diese Analysen zeigen, dass, obwohl MLK3 ein schwécherer MEK
Aktivator i, es die gleichen regulaorischen Phosphorylierungsstdlen benutzt wie Raf.
Weiterhin i immer dann eine dake MLKS3-vermittdte ERK Aktivierung in vivo zu
beobachten, wenn ‘downstream’ Komponenten der ERK Kaskade, dass heild entweder Wild
Typ MEK oder ERK (sehe Abb. 4.2), zusizlich kotrandfiziet und damit Uberexprimiert
werden. Schlieldich it noch zu bemerken, dass in dlen Andysen die Expresson der
Punktmutarte LIDA um den Faktor 2-5 schwécher, as die der beiden anderen MEK
Kondrukte war, was dch wahrschenlich mit dem negativen Einflu dieser Punktmutante auf
die ERK Transduktionskaskade und damit auch auf das Zdlwachsum zurtckfihren 8%
(Kolch et a. 1991; Cowley et d. 1994).
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Abb. 4.9.: Modulation der MLK3-vermittelten ERK Aktivierung durch MEK 1 Punktmutanten.

HEK 293 Zellen wurden mit je 300 ng pCDNA3, pCDNA3 Wild Typ His-MEK1, pCDNA3 His-MEK1 LIDA
oder pCDNA3 His-MEK1 LIDEMANE und je 700 ng pCDNA3, pCMV5 MLK3 oder pCDNA3 Raf-BXB
kotransfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet, wobei diese die letzten 24 h vor der Lyse
mit 0,1% Serum gehungert wurden. Direkt nach dem Ernten wurde ein Teil des Lysats sofort mit Lammli Puffer
aufgekocht und weiter analysiert (sieche Abb. 4.9A). Mit dem anderen Teil des Lysats wurde mit Hilfe von
Nickel-Agarose die His-fusionierten MEK1 Konstrukte immunprazipitiert, gewaschen und ein in vitro Kinase
Assay mit je 1 ng Wild Typ ERK2 20 min bei RT durchgefuhrt (siche Abb. 4.9B). Dargestellt sind in Abb.
4.9A) die Phospho ERK1/2 und ERK detektierenden Immunaoblots, sowie in Abb. 4.9B) die Phospho MEK 1/2,
Phospho ERK 1/2 und MEK 1 Immunoblots nach der Immunprézipitation.
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4.1.10. MLK 3 blockiert die Assoziation von MEK mit ERK

In enem zusdzlichen Vesuchsansaiz, die MLK3 vermittdte MEK  Phosphorylierung
quditativ zu untersuchen, wurde MEK zuergt in vitro von C-Raf und MLK3 phosphoryliert,
dann immunprézipitiet und in e@nem 2zweten Kinase Assay mit ERK as Subdrat die
Aktivitdét der MEK gemessen. Dieser Ansatiz wurde gewdhlt, um auszuschliefden, dass das
MLK3 Prazipitat die Sgnadweiterletung von aktivietem MEK zu ERK unterbindet. Als
Kontrolle wurde der gekoppete Versuch mit GST-MEK1 wt und ERK2 wt as Subgtrat
mitaufgetragen (Sehe Abb. 4.10A). Wahrend GST-MEK1 durch MLK3 und Raf-BXB etwa
gleich dak phosphoryliet wird, fihrt im Fdle von MLK3-vermittdter MEK1
Phosphorylierung diese im Gegensatz zu Raf-BXB, wie unter Abb 4.6 bereits gezeigt, nicht
zu eneg vergleichbaren ERK2 Phosphorylierung. Wenn dlerdings der Versuch in zwel
Schritten (er¢ MEK Phosphorylierung, dann IP, dann ERK Phosphorylierung) durchgefiihrt
wurde, resultierte dies unter drei verschiedenen Immunprézipitationsbedingungen  (phospho-
MEK Antikérper, Glutathion Sepharose oder MEK1 Antikérper) auch im Fal von MLK3 zu
eng maximden ERK2 Phogphorylierung. Diessr Versuch beegt deutlich, dass MLK3
ebenso wie Raf MEK phosphoryliert und auch aktiviert. Es stdlte sich aber jetzt die Frage,
waum die Sgnadweterletung im gekoppdten Versuch vom aktiven MEK zu ERK in
Anwesenheit von MLK3 gestort ist. Aus diessm Grund wurde untersucht, ob die ERK2
Subgtratbindung von MLK3-aktivietem MEK1 unterbunden ist. Zu diesem Zweck wurde
nach Durchfihrung des gekoppelten Kinase Assay GST-MEK1 mit Hilfe von Glutathion
Sepharose  immunprazipitiert, gewaschen und auf denaturierenden Proteingelen  anaysSert.
Wie in Abb. 4.10B dargestelt, ist die Subsratanheftung von ERK2 an MEK1 im MLKS3
Prazipitat blockiert. MLK3 vermittelt daher MEK Aktivierung aber verhindert gleichzatig die
Sgndwelterleitung von aktivieten MEK zu ERK durch Blockierung der MEK-ERK
Interaktion.
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Abb. 4.10: MLK3 blockiert Interaktion und Signalweiterleitung von aktiviertem MEK zu ERK.

HEK 293 Zdlen wurden mit dem Vektor, pPCMV5-Flag-MLK3 und pCDNA3-HA-Raf-BXB transfiziert, nach
48 h lysiert und MLK3 und Raf-BXB mit M2 bzw. HA Antikdrpern immunprézipitiert und gewaschen. Je 1 ng
GST-MEK1 wt und ERK2 wt wurden im gekoppelten Versuch zusammen als Substrat angeboten (Laufspur 1-3).

Im anderen Teilexperiment (Laufspur 412) wurde zuerst je 1 ng GST-MEK1 wt als Substrat angeboten, mit
phospho MEK1/2, MEK1 Antikérpern oder Glutathion Sepharose immunprézipitiert und anschliel3end in einem
zweiten in vitro Kinase Versuch je 1 ng ERK2 wt al's Substrat angeboten. Kinase Assays wurden 25 min bei RT
durchgefihrt. Dargestellt sind die phospho MEK 1/2, phospho ERK1/2 und MEK 1 detektierenden Immunoblots
(Abb. 4.10A). In Abb. 4.10B wurde GST-MEK1 wt nach Durchfiihrung des gekoppelten Versuchs (Laufspur 1-
3) mit Glutathion Sepharose immunprézipitiert und gewaschen. Dargestellt sind hier die MEK1 und ERK2
detektierenden Immunaobl ots.

4.1.11. MLK3-phosphoryliertes endogenes M EK 1/2 ist inaktiv

Es gdlte sch hierauf die Frage, ob MLK3 &ktiviertes endogenes MEK1/2 aus HEK 293
Zdlen in @nem in vitro Kinase Versuch nach Immunprézipitation ERK2 phosphorylieren
kann, wie das unter 4.1.9 schon fur Uberexprimiertes Wild Typ MEK1 gezeigt wurde. In
Laufspur 1 + 2 der Abb. 4.11 ig ein Aligot des Lysats aufgetragen um die unterschiedlichen
Féhigkeiten der beiden trandfizieten MAPKKKs ERK in vivo zu aktivieren unter diesen
Versuchsbedingungen zu dokumentieren. Waeiterhin i dann aber deutlich zu beobachten,
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dass obwohl MLK3 in 293 Zdlen MEK1/2 in vivo wie Raf-BXB phosphoryliert, kommt es
im Fal von MLKS3 induzieter MEK1/2 Phosphorylierung nach Immunprézipitation der MEK
Kinasen und anschlieflendem Kinase Asssy mit ERK2 ds Subdrat nicht zu ener
Phosphorylierung der MAPK. Als Kontrolle fihrt Raf-induziete MEK1/2 Phosphorylierung
nach deren Immunprézipitetion zur Phosphorylierung von ERK2. Nachdem berets gezeigt
wurde, dass Uberexprimiertes durch MLK3 aktivietes MEK1 im anschlieffenden Kinase
Assay unter den gleichen Bedingungen aktiv ist (Abb. 4.9), und zusizlich unter Abb. 4.10
gezeigt werden konnte, dass MLK3 phosphoryliertes GST-MEK1 in vitro aktiv ig, legen
diese Daten den Schlu? nahe, dass im Fal der MLK3-vermittelten MEK Phosphorylierung
endogenes MEK1/2 in einem Proteinkomplex vorliegt, der auch nach der Immunprézipitation
das Phosphorylieren des Substrats verhindert.
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Abb. 4.11: MLK3-vermittelte MEK 1/2 Phosphorylierung fihrt zu einem inaktiven MEK Komplex.

HEK 293 Zellen wurden mit je 1 mg pCMV5-Flag-MLK3 und pCDNA3-HA-Raf-BXB transfiziert und nach 48
h lysiert. Vor der Immunprazipitation wurde ein Aligot des Lysats aufgekocht und weiter analysiert (Laufspur 1
und 2). AnschlieRend wurde endogenes MEK1 und 2 immunprézipitiert, gewaschen und ein in vitro Kinase
Assay mit ERK2 als Substrat durchgefihrt. Dieser wurde 25 min bei RT durchgefiihrt. In der Abbildung sind die
phospho MEK1/2 und phospho ERK 1/2 detektierenden Immunblots dargestellt. Fir die Kontrolle der MEK1/2
Expression im Zellysat (Laufspur 1 und 2) und nach der Immunpréazipitation (Laufspur 3 bis 6) wurde ein
Antikdrpermix aus MEK 1 und 2 verwendet.
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4.1.12.1L1b und andere JNK/SAPK Aktivatoren entkoppeln MEK Phosphorylierung

von ERK Aktivierungin vivo

Um enen Hinwes zu erhdten, ob die von ERK Aktivierung entkoppete MLKS3-vermittete
MEK Phosphorylierung einen physologischen Bezug in Zdlen ha, wurden subkonfluente
HeLa Zdlen mit den unterschiedlichen Faktoren simuliet und auf  denaturierenden
Proteingdlen mit den phospho MEKL2 und phospho ERK1/2 Antikorpern anaysert.
Mitogene Stimuli wie Serum, TPA und TPA/lonomycin flhren, wie nicht anders erwartet, zu
ener darken Aktivierung der MEK-ERK Sgnatransduktionskaskade (Abb. 4.12). Zytokine
wie IL1b und TNFa hingegen haben nur en sghr geinges Potentid ERK zu aktivieren.
Uberraschenderweise ist jedoch in Hela Zdlysaen, die mit diesen beiden Zytokinen
dimuliert wurden, eine MEK2 Phosphorylierung nach 45 min zu beobachten, die von der
ERK Aktivierung entkoppdt ist. Der Effekt be TNFa ig hierbe im Veglech zu IL1b
wesentlich  schwécher, doch auch hier kommt es zu ener  Akkumulation von
phosphorylietem MEK2 nach 45 min. Als zusdizliche Stimuli wurden noch Anisomycin,
Sorbitol und Arsenit engesetzt. Wéhrend bel Anisomycin und Arsenit Behandlung ERK
Aktivierung zumindest teilweise von der wieder auftretenden starken MEK?2 Phosphorylieung
entkoppdt g, scheint diese Entkoppelung in Sorbitol behanddten Hela Zelen nicht so sark
aufzutreten, obwohl auch hier die MEK2 Phosphorylierung nach 45 min akkumuliert. Diese
Daten zeigen, dass es unter physiologischen Bedingungen zu einer MEK Phosphorylierung
kommt, die von ERK Aktivierung entkoppelt ist. Allerdings ist dieser Effekt in HelLa Zdlen
unter den gewahiten Bedingungen nur fir MEK2 und nicht bei MEK 1 zu beobachten.

Zusétzlich wurde in den stimulierten Lysaten auch endogenes MLK3 andysert. Hehner et d.
konnten  kirzlich  zeigen, dass endogenes MLK3 in  Jurkaa T-Zdlen nach
Rezeptorkogtimulation in  denaturierenden  Proteingelen  “geshiftet” vorliegt, dass heild, es
wandet mit ener geringeren Geschwindigkeit. Es konnte zusdizlich demondriert werden,
dass diesss verdndete Laufverhdten aufgrund von Serin/Threonin Phosphorylierung zustande
kommt, denn nach Inkubation dieses Proteinextrakts mit Serin/Threonin  spezifischer |
Phosphatase ist der “Mobilitétsshift” abgeschafft (Hehner et d. 2000). Dieser Shift der Kinase
wurde von den Autoren mit der Aktivierung der Kinase korreiert. Anders as in Jurkat T-
Zdlen fuhrt in HeLa Zdlen Simulation mit Mitogenen, wie auch mit dlen ausgewéhlten
Stressstimuli zu einem “Mobilitétsshift” der endogenen Kinase.
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Abb. 4.12: Stress Stimuli entkoppeln MEK Aktivierung von ERK Aktivierungin vivo.

A) Hela Zellen wurden subkonfluent 36 h mit 0,05% Serum gehungert und anschlieRend stimuliert. Die
angegebenen Konzentrationen beziehen sich jewelils auf die Endkonzentrationen: 10% Serum, 100 ng/ml TPA, 5
nmM lonomycin, 10 ng/ml IL1b, 20 ng/ml TNFa, 10 ng/ml Anisomycin, 450 mM Sorbitol und 0,5 nM Arsenit.
Anschlieflend wurden die Zellen lysiert und auf denaturierenden Proteingelen weiter analysiert. Dargestellt sind
in Abb. 4.12 der MLK3, phospho MEK 1/2, phospho ERK 1/2 und der ERK 1/2 detektierende Immunoblot.

B) HelLa Zdlen wurden mit je 1 ng KRSPA, RSV MLK3 K144A oder RSV MLK3 transfiziert und 36 h spéter
lysiert. Zellen wurden 24 h vor dem Ernten mit 0,05% Serum gehungert. Stimulationen mit TPA (100 ng/ml)/ 5
mM lonomycin oder mit 0,5 nM Arsenit wurden fiir die angegebenen Zeiten durchgefiihrt. Dargestellt ist der
Flag Immunoblot gegen exogenes MLK3 und der cdk4 Blot als Ladekontrolle.
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Uberexpresson von Wild Typ MLK3 per se fuht wie gezeigt zu einer Aktivierung der
Kinase. Wenn der “Mobilitésshift” fir MLK3 Aktivierung nétig is, sollte Uberexprimiertes
MLKS3 bereits geshiftet vorliegen und Kinase inaktives MLK3 dementsprechend nicht. Um
dies zu Uberprifen, wurden HelLa Zelen mit den entsprechenden Expressonsplasmiden
trandfiziert und direkt vor der Zdlyse mit TPA/lonomycin oder mit Arsenit simuliert. Diese
Simulatoren wurden ausgewdhlt, da se in HeLa Zdlen wie oben gezeigt enen “Shift” des
endogenen Proteins induzieren. Aus dem Experiment geht eindeutig hervor, dass Wild Typ
MLKS3 tellweise bereits in ener ‘geshifteten’ Form vorliegt, wahrend dies fur die Kinase
insktive MLK3 K144A nicht der Fdl is. Simuliet man die Zdlen mit TPA/lonomycin oder
Arsenit “shiftet” Kinase inaktive MLK3 &nlich wie endogenes Protein, wéhrend nur Arsenit
Stimulation im Fall von Uberexprimiertem MLK3 den “Shift” noch verstérken kann.

4.1.13. MLK3 Aktivierung durch die Rho GTPasen Cdc42 und Racl fuhrt zu ener
JNK/SAPK  Aktivieeung und ener von ERK entkoppeten MEK
Phosphorylierung

Samtliche MLK Kinasen haben ene CRIB (Cdcd42/Rac interactive binding sequence)
Doméne, die fir Bindung an aktiviertes Cdc42 oder Rac bendtigt wird (Burbelo et a. 1995).
Bock et a. konnten kirzlich zeigen, dass Koexpresson von aktiviertem Cdc42 und MLK3 die
Kinase Aktivitdt von MLK3 vergtérkt (Bock et a. 2000) und zusizlich fuhrt Koexpresson
beider Proteine zu ener synergisischen JNK/SAPK Aktivierung (Teramoto et a. 1996).
Diese Beobachtung sollte in HeLa Zdlen Uberprift werden, um dann den Effekt auf
INK/SAPK Aktivierung auf den Status der Phosphorylierung von MEK und ERK zu
untersuchen. Da fur aktiviertes Racl und Cdc42, sowie fir MLK3 ene Aktivierung des
INK/SAPK Signalweges nach Uberexpression bekannt war, mufdten die Proteine so audtitriert
werden, dass die Menge des Proteins nicht ausreichend fur INK/SAPK Aktivierung war. Als
Kontrolle wurden zusiizlich aktiviertes Ras und RhoA verwendet, fur die kein direkter Effekt
auf MLK3 Aktivierung beschrieben wurde. In Abbildung 4.13 igt deutlich zu erkennen, dass
aktivietes Racl und Cdc42 in Kombination mit MLK3 enen starken synergistischen Effekt
auf en zdluldres Subgtraa von JINK/SAPK haben. Diese darke Induktion der c-Jun
Phosphorylierung ist dabel wie zu e'warten nicht mit der Kombinatiion von RhoA L61 oder
Ras V12 mit MLK3 zu ereichen, obwohl ene leichte Induktion bel einer Koexpresson von
RhoA und MLK3 zu erkennen ist. Bea ener Koexpresson der aktivierten GTPasen Racl,
Cdc42 und RhoA mit MLK3 ig kein zusdizlicher Synergismus auf ¢-Jun Phosphorylierung zu
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beobachten, was nahelegt, dass MLK3 Aktivierung direkt fir die Rac/Cdc4d2 vermittelte
Aktivierung des INK/SAPK Signawegs verantwortlich ist. Kirzlich konnte fir G-Proteine
der Rho Familie von GTPasen gezeigt werden, dass Se den ERK Signdweg aktivieren (Frost
et a. 1997). Im Gegensatz zu diesen Andysen zeigen die hier gewonnen Daten, dass unter
den gewdhiten Bedingungen keine Aktivierung von endogenem ERK1/2 zu beobachten id.
Unter den gleichen Bedingungen die enen synegidischen Effekt auf die INK/SAPK
Aktivierung haben, kommt es jedoch zu einer MEK1/2 Phosphorylierung, die von ERK
Aktivierung entkoppdt ist. Diese Daen zeigen, dass entkoppete MEK Aktivierung in vivo
durch Cdc42 und Racl vermittelte MLK 3 Aktivierung auftritt.

]

Abb.4.13: Die Rho GTPasen Racl und Cdc42 aktivieren MLK3 und induzieren dadurch synergistische Effekte
in c-Jun Phosphorylierung und entkoppelter MEK 1/2 Phosphorylierung.

HeLa Zellen wurden mit je 300 ng pRK5 Racl L61, pRK5 Cdc42 L61, pRK5 RhoA L63, pT22 Ras V12 oder
pRKS5 transfiziert, wobei die DNA Menge auf 700 ng mit dem Leervektor aufgefillt wurde. Zusétzlich wurde ein
Teil der Zellen noch mit 100 ng pCMV5 MLK3 oder einer entsprechenden Menge an Vektor DNA
kotransfiziert. Die Zellen wurden 12 h vor der Lyse mit 0,05% Serum gehungert und nach 24 h lysiert. In der
Abbildung 4.13 sind die phospho MEK1/2, phospho ERK1/2, ERK1/2 und phospho c-Jun detektierenden
Immunaoblots dargestellt.
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4.2. Uberexpression von Wild Typ MLK3 transformiert NIH 3T3
Fibroblasten

4.21. NIH 3T3 Fibroblasten, die MLK3 uUberexprimieren, sind morphologisch

transformiert und bilden Kolonien in Soft Agar

Um das transformierende Potentid von MLK3 zu testen, wurden Wild Typ MLK3 und die
Kinase inaktive Mutante in den retrovirden Vektor pBabe puro kloniert und anschliel}end in
NIH 3T3 Zdlen trandfiziert, wobel der Leervektor ads Negativkontrolle diente. Da sch auf
dem pBabe puro Vektor en Puromycin Resstenzgen befindet, konnten trandizierte
Fibroblasten durch Verwendung dieses Zdlgifts sdlektioniert werden. 12-15 Tage, nachdem
Puromycin-resstente Kolonien konfluent gewachsen waren, wurden isolierte Foci von 100-
250 Zdlen in der Wild Typ MLK3 trandfizieten Population sichtbar (Abb. 4.14).
Morphologisch snd die MLK3 transformierten Fbroblasten eher mit Raf, ds mit Ras
trandfizieten NIH 3T3 Zdlen zu vergleichen, welche rund snd. Wie bei Raf haben MLKS3
trandformierte  Fibroblasten einen langgezogenen spindeformigen  Zelkorper, wobe  der
Zdlkern das Zdlvolumen fast komplett ausflllt (Abb. 4.15 und Daten nicht gezeigt). Die
Expression der FHag fusonieten MLK3 Proteine wurde mit Western Blot Andyse Uberpriift
(Abb. 4.16).
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Vekto r MLK3 K144 A MLK3

Abb. 4.14: Uberexpression von Wild Typ MLK3 ist ausreichend, um NIH 3T3 Fibroblasten zu transformieren.

NIH 3T3 Zellen wurden mit dem Vektor (pBabe puro) as Kontrolle, oder den Expressionsplasmiden fir Kinase
inaktive (pBabe puro MLK3 K144A) und Wild Typ MLK3 (pBabe puro MLK3) transfiziert und anschlief3end
mit Puromycin selektioniert. 24 Tage nachdem die Zellen konfluent gewachsen waren, wurden sie fixiert und die
entstandenen Foci mit Giemsafarbung sichtbar gemacht.

Als zusizliches Trandformationskriterium  wurde  Verankerungs-unabhéngiges  Wachstum
andysert. Zu diesem Zweck wurden NIH 3T3 Zdlen, die MLKS3 Uberexprimierten, in Soft
Agar inkubiert. MLK3 exprimierende Fibroblasten bildeten hierbel Kolonien, die nach 15
Tagen en Ausmal erecht haten, das man de mit dem Auge detektieren konnte (4.15).
Zdlen, die mit dem Leervekior trandfiziet waren, bildeten wie ewartet kene Kolonien
(Daten nicht gezeigt). Daraus schiufolgert, dass Uberexpresson von MLK3 ausreichend i,

NIH 3T3 Fibroblasten morphologisch zu transformieren und Kolonien in Soft Agar zu
formen.
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Abb. 4.15: Morphologie von MLK 3 transformierten Fibroblasten.
Vergleich der Morphologie von NIH 3T3 Zellen die (A) mit dem Vektor, (B) Kinase inaktiver MLK3 (K144A)
oder (C) Wild Typ MLKS transfiziert worden sind. MLK3 tansformierte Zellen wachsen tbereinander und

haben eine langgezogene spindelige Zellform. MLKS3 infizierte NIH 3T3 formen Kolonien in Soft Agar (D),
wahrend V ektor transfizierte Zellen nicht im Soft Agar wachsen (Daten nicht gezeigt).
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4.2.2. MEK und c-Jun sind konstitutiv phosphoryliert in MLK3 transformierten NIH
3T 3 Fibroblasten

Um zu andyderen, ob in MLK3 trandormieten NIH 3T3 Fbroblasen die glechen
Sgndtransduktionskaskaden aktiviert sand wie in den zuvor beschriebenen Experimenten,
wurden unterschiedliche  Zdlinien auf den  Aktivierungsstatus  verschiedener
Sgndtransduktionsproteine mit  Phospho-spezifischen  Antikérpern  untersucht.  Vektor-,
MLK3 K144A-, MLK3- und v-Raf- dtabil trandfizierte NIH 3T3 Zdlen (Abb. 4.16 Laufspur
1-3,6,7) und zwe hochexprimierende MLK3 Klone (Laufspur 4,5), die aus den Soft Agar
Experimenten gewonnen wurden, wurden subkonfluent 36 h mit 0,05% Serum gehungert und
anchlieliend lysert. Exogenes Hag-Epitop fusoniertes MLK3 igt nur in den stabilen MLK3
exprimierenden  Zdlen nachzuweisen. Eine signifikante Uberexpresson des  exogenen
Proteins verglichen mit endogenem MLK3 ig nur in den beden klonden Zdlinien (Laufspur
45) zu detektieren. INK/SAPKs phosphorylieren den Transkriptionsfaktor c-Jun effizienter
as ERKs (Derijad e d. 1994; Minden e da. 1994), wohingegen ERKs, aber nicht
INK/SAPKS, den c-Jun Promotor aktivieren (Rapp et al. 1994; Leppa et a. 1998). Serum
gehungerte Fibroblasten exprimieren geringe Mengen von c-Jun (Laufspur 1), welches nach
Arsenit Stimulation im  Wanderungsverhdten “geshiftet” it (Laufspur 7). In den MLKS3
Uberexprimierenden klonden Zdlinien ig¢ c-Jun sark expremiert und “geshiftet”, wahrend in
der v-Ref Zdlinie nur die Expresson verséakt is. Um zu bestétigen, dass das verzogerte
Laufverhdten von c-Jun auf Phosphorylierung  zuriickzufiihren  ist, wurde en c¢c-Jdun
Antikorper verwendet, der nur das phosphorylierte Protein erkennt. Wie nicht anders zu
ewaten, ig in den Zdlinien, in denen c-Jun “geshiftet” vorliegt (Laufsour 4-7), das Protein
auch phosphoryliert, wobel das Ausmal der Phosphorylierung mit dem “Shift” korrdiert. Die
starke c-Jun Phosphorylierung in den MLK3 Klonen (Laufspur 4,5) ist dabel auf eine starke
kondgtitutive INK/SAPK Aktivierung in diesen Zdlen zurlickzufUhren (Daten nicht gezeigt).

Um den Status der MEK und ERK Aktivitd in diesen Zdlen zu bestimmen, wurden
Phosporylierungs-spezifische  Antikdrper verwendet, die ausschlieflich mit der  aktivierten
Form von MEK, bzw. ERK reageren. Unsere Daten zeigen, dass, obwohl MEK in den MLKS3
Uberexprimierenden Klonen gak phosphoryliert i, kann in beiden Fdlen keine ERK
Aktivierung beobachtet werden. In der v-Raf Zdlinie hingegen liegen sowohl MEK ds auch
ERK in der aktivieten Form vor (Laufspur 6). In NIH 3T3 Fibroblasten, die transent mit
MLK3 trandfiziet worden snd, kommt es dagegen im Gegensatz zu den dabilen Zdlen zu
ener Aktivierung von ERK (Daten nicht gezeigt), was bewed, dass MLK3 in diessm
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Zdlsygsem ERK &ktivieren kann. In der MLK3 Zdlinie, die durch Sdektion mit Puromycin
generiert wurde und nur geringe Mengen des Transgens exprimiert, ist keine Phoshorylierung
von c-Jun oder MEK nachzuweisen. Dies korrdiet mit einer sehr geringen Zahl
morphologisch transformierter Zdlen in diessr Population. Die Fibroblasten, die Uber Soft
Agar kloniet worden sind, weisen dagegen starke Uberexpression des Transgens auf
(Laufspur 4,5). Hieraus 1d% dch folgern, dass Verankerungs-unabhangiges Wachsum und
morphologische Transformation eine starke MLK 3 Uberexpression benétigen.
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Abb. 4.16: Regulation von MEK /2, ERK /2 und c-Jun in MLK 3 transformierten NIH 3T3 Fibroblasten.

NIH 3T3 Fibroblasten die mit dem pBabe Vektor (Laufspur 1), pBabe MLK3 K144A (Laufspur 2) und pBabe
MLK3 (Laufspur 3) transfiziert worden sind und zwei klonale MLK3 exprimierende Klone (MLK3 Kl.1 +2), die
durch Soft Agar Klonierung generiert worden sind, wurden mit einer klonalen v-Raf transformierten NIH 3T3
Zé€llinie, beziglich lhrer Fahigkeit MEK, ERK und c-Jun zu phosphorylieren, verglichen. Die Zellen wurden 48
h subkonfluent mit 0,05% Serum gehungert. Vektor transfizierte Zellen wurden zusdtzlich 45 min vor der
Zellyse mit Arsenit stimuliert, so dass die Endkonzentration 0,5 nM betrug (Laufspur 7). Gleiche Mengen der
Proteinextrakte wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt. Expression der angegebenen Proteine wurde durch
Immunoblots analysiert, wobei cdk4 als Ladekontrolle diente.
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4.23. D MEK Inhibitor PD 098059 revertiert die transformierte Morphologie
M LK 3-exprimierender NIH 3T 3 Fibroblasten partiell

MLK3 +PD 098059

-+ -+ PD098059
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- & -p-ERK1/2
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Abb. 4.17: Der synthetische MEK Inhibitor PD 098059 revertiert MLK3-transformierte Zellen teilweise.

A) Klonae MLK3 und v-Raf exprimierende Zellinien, die Uber Soft Agar Klonierung gewonnen wurden,
wurden 42 h mit dem PD 098059 MEK Inhibitor oder dem L&sungsmittel DMSO als Kontrolle unter
subkonfluenten Bedingungen bei einer Endkonzentration von 15 mM inkubiert. B) Gleiche Mengen der
Proteinextrakte der entsprechend behandelten Zellinien wurden auf denaturierenden Proteingelen analysiert.

Dargestellt sind der flag detektierende Immunoblot gegen Uberexprimiertes MLK3, der phospho-ERK1/2 und
der ERK1/2 Immunoblot als L adekontrolle.



4. Ergebnisse 63

Um die Rolle des Ra-MEK-ERK Signdwegs be der MLK3-induzierten Transformetion zu
emitteln, wurde de MEK <spezifische Inhibitoren PD 098059 engesetzt. MLKS3
transformierte Fibroblasten haben eine langgezogene spinddformige Struktur. Inkubiert man
die Zdlen mit dem MEK Inhibitor PD 098059 breiten sch die Zdlen jedoch wieder aus und
ihre Morphologie dhndt nun mehr parentden NIH 3T3 Fibroblagen. V-Raf transformierte
Fibroblasten wurden as Postivkontrolle verwendet und zeigten eine noch stérkere Reversion.
In MLK3 und v-Reaf trandformierten Zdlen, die mit dem Inhibitor inkubiert waren, ist basde
ERK1,2 Phosphorylierung stark reduziert, wéhrend die Expresson von ERK1,2 nicht
beainflul it

4.2.4. Synergistische Focibildung durch MLK3 und aktivierter MEK 1

Schwach transformierende Onkogene kooperieren mit anderen schwachen Onkogenen in ihrer
Féhigkeit Fibroblasten zu transformieren. So konnte fir die beiden Rho GTPasen Racl und
CdcA2 gezeigt werden, dass de mit schwach aktivietem Raf in der Focusbildung
kooperieren. Es sollte daher andysert werden, ob das schwach transformierende MLK3 ds
en Racl/Cdc42 Effektor mit dem Ra-MEK-ERK Signdweg kooperiert. Da bereits gezeigt
werden konnte, dass MLK3 die Aktivitét der kongtitutiv aktiven MEK1 Mutante LIDEMANE
nicht modulieren kann, wurden einmd sabil MLK3 Uberexprimierende NIH 3T3 Zdlen mit
MEK1 LIDEMANE und in einem 2zweten Vesuchsansatz beide Expressongplasmide in
paentde NIH 3T3 Zdlen trandiziert. In beden Versuchsanséizen zeigte sch ein daker
Synergismus bel der Kotransfektion. In Abbildung 4.18 snd pBabe, pBabe MLK3 K144A
und MLK3 Zdlinien trandiziet mit MEK1 LIDEMANE dargesdit. Als Kontrolle ist die
MLK3 Zdlinie trandfiziet mit dem Vektor abgebildet. Wahrend dle dra Zdlinien trandiziert
mit dem Vektor nach 12 Tagen keine Foci generiert haben (MLK3 Zdlinien bilden beal ener
Experimentdauer > 20 Tage Foci), zeigen pBabe Zdlinien trandfiziet mit MEK1
LIDEMANE enige Foc. Im Unterschied hierzu i im Fal der Kotransfektion von MLK3
und MEK1 LIDEMANE (Daten nicht gezeigt) und der Transfektion von MEK1 UDEMANE
die Ausbeute der Foci ca um den Faktor 10 erhdht (sehe Abb 4.18). Diese Ergebnisse
belegen endeutig, dass MLK3 ERK unabhdngige Sgnadwege aktiviet, die fir die
Transformation von NIH 3T3 Fibroblasten wichtig and.
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Abb. 4.18: MLK3 und MEK1 LIDEMANE kooperieren in ihrer Fahigkeit Fibroblasten zu transformieren.
Generierung der stabilen Zellinien wurde unter 4.2.1 ndher beschrieben. Diese Zellen wurden dann subkonfluent
mit 1 ng p Babe MEK1 LIDEMANE oder 1 ng Vektor transfiziert. Die Zellen wurden 36 h spéter trypsinisiert

und in 100 mm Schalen Uberfihrt. Die Fibroblasten wurden 12 Tage nach Erreichen der Konfluenz mit Giemsa
geférbt.
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4.25. Reduzierte ERKL12 Aktivierung durch mitogene Stimuli in MLK3

transfor mierten Zdlen

AP-1 Protene spiden ene zentrde Rolle ba der Zdltranformation (Shaulian and Karin
2001; Vogt 2001). Nachdem in Abbildung 4.18 gezeigt werden konnte, dass MLK3 ERK
unabhangige Signawege fur die Transformation von NIH 3T3 Fibroblasten benutzt, wurden
die klonden MLK3 Zdlinien auf ihre Féhigket, andere AP-1 Faktoren aul3er c-Jun (Sehe
Abb. 4.16) zu induzieren, anadysert. Fir MLK3 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
es in dlen andydeten Zdlsysemen die INK/SAPK Signdkaskade aktiviert. Auch das
Transaktivierungspotential von JunD und JunB ist abhédngig von INK/SAPK (Kdlunki e d.
1996), wenn auch nicht so stark wie das von c¢Jun (Binetruy et d. 1991). Aus diesem Grund
wurde das Potential der MLK3 Klone mit NIH 3T3 Fibroblasten verglichen, die Transkription
von Proteinen der Jun Familie (JunB, JunD, c-Jun) zu verstarken. Neben ener Starken
Transaktivierung des c-Jun Proteins (Sehe auch Abb. 4.16) it dieser Effekt auch be JunD in
den MLK3 trandormieten Zdlen zu beobachten. Stimulation der gehungerten Zdlen mit
Saum fihrt im Fal von c-dun zu einer Vedéakung der Transsktivierung wahrend im Fdl
von JunD kein zusitzlicher Effekt zu beobachten ig. JunB reguliet im Gegensatz zu c-Jun
Zdlwachgum negativ und ig ds e@n Antagonig von c-Jun und JunD beschrieben worden
(Shaulian and Karin 2001). In gehungerten Fibroblasten und den MLK3 Klonen i kein JunB
Protein zu detektieren, doch nach Serum Stimulation kommt es zu ener starken Induktion des
Proteins in NIH 3T3 Zdlen, die in den hochexprimierenden MLK3 Klonen beinahe komplett
blockiert ist. Neben c-Jun ig dso in MLK3 trandformierten NIH 3T3 Zdlen auch JunD
aktiviet und zusdizlich i JunB Aktivierung nach Serum Simulation blockiert. Zusitzliche
Andysen haben ferner gezeigt, dass auch der zur Fos Familie z&hlende Transkriptionsfaktor
Fraa1l in MLK3 exprimierenden Fibroblasten um den Faktor 23 hochreguliert ist (Daten nicht
gezeigt). Nachdem ene Serum induziete JunB Aktivierungin den MLK3 transformierten
Fibroblasten blockiert is, wurde in diessm Zdlsysem untersucht, ob die Aktivierung der
MAPK ERK nach Stimulation mit Mitogenen, wie Serum und TPA, in den transformierten
Zdlen geblockt ist. Es gdlte sch heraus, dass in den MLK3 Klonen ERK1/2 Aktivierung
sowohl durch Serum as auch durch TPA partiel geblockt ist. Dieser Effekt tritt dabel stérker
be Klon 2 auf. Interessanterweise i in diesem Klon die Expresson von MLK3 géarker ds in
Klon 1, was zusdzlich mit ener sakeren MEK1/2 Phosphorylierung unter den gleichen
Bedingungen korreliert (Sehe Abb. 4.16). Diese Daten belegen, dass in MLK3 transformierte
Fibroblasten Mitogen aktivierte ERK1/2 Aktivierung partiel blockiert it.
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Abb. 4.19: In MLKS transformierten Zellen ist Seruminduzierte JunB Aktivierung und Mitogen induzierte ERK
Aktivierung partiell geblockt.

NIH 3T3 Zellen und MLK3 Klone (siehe Abb. 4.16) wurden 70% konfluent wachsen gelassen und anschlief3end
mit 0,05% Serum 24 h gehungert. A) Stimulation mit Serum wurde bel einer Endkonzentration von 20%
durchgefiihrt. Die Zellen wurden anschlie3end lysiert und die Lysate nach Auftrennung auf denaturierenden
Proteingelen mit den folgenden Antikdrpern analysiert: phospho ¢Jun, ¢Jun, JunD, JunB und ERK1/2 wurde
as Ladekontrolle verwendet. B) Fibroblasten wurden zusétzlich mit 100 ng TPA fir die angegebene Zeit
stimuliert, lysiert und auf Proteingelen mit dem phospho ERK1/2 und ERK 1/2 Antikdrpern analysiert.
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4.2.6. MLK3 induzierte MEK Phosphorylierung blockiert Wachstumsfaktor-induzierte
MEK Aktivierung

Um zu Uberprifen, ob die patidle Blockierung der Serum- und Wachstumsfaktor-induzierten
ERKY/2 Aktivierung in den MLK3 trandformieten klonden Zdlinien auch in anderen
Zdlsystemen audftritt, wurden HelLa Zdlen mit MLK3 und Ra-BXB trandfiziert
(Trandfektionseffizienz ca 80%). Dieses Zdlsysem wurde gewahlt, da schon in der in vivo
Markierung in HelLa Zdlen gezeigt wurde, dass MLK3 Uberexpresson zu einer MEK1/2
Phosphorylierung fihrt. Beide dudspezifischen Kinasen wurden je aus den gleichen Lysaen
immunprézipitiert, um die Effekte direkt korrdieren zu konnen. In Abbild 4.18 ist zu sehen,
dass MEK1 und MEK2 sowohl durch Serumstimulation wie auch durch Raf-BXB aktiviert
werden. Weder MEK1 noch MEK2 sind dagegen, gemessen an ihrer Fahigkeit ERK2 in vitro
zu phosphorylieren, in MLK3 trandfizieten Hela Zdlen aktiviert. Diessr Effekt ist auch
schon in HEK 293 Zdlen mit endogenem MEKZL/2 beschrieben worden (sehe Abb. 4.11).
Serum-induziete MEK2 und in @nem geringeren Ausma?d auch MEK1 Aktivierung ig in
MLK3 trandfizierten HelLa Zdlen dagegen blockiert. Diese Daten zeigen, dass die Effekte die
in den klonalen MLK3 Uberexprimierenden Fibroblasten beobachtet wurden (Abb. 4.17),
durchaus auch in anderen Zdllsystemen auftreten.
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Abb. 4.20: Seruminduzierte MEK Aktivierung ist in MLK3-exprimierenden Hel a Zellen inhibiert.

HelLa Zdlen wurden mit je 800 ng pCMV5 MLK3, pCDNA3 Raf-BXB oder der Vektorkontrolle transfiziert und
24 h nach der Transfektion lysiert. Zellen wurden 12 h vor der Zellyse mit 0,05% Serum gehungert. MEK 1 und
2 wurden aus dem Proteinlysat immunprazipitiert, gewaschen und ein in vitro Kinase Assay mit ERK2 als
Substrat durchgefiihrt. Dieser wurde 25 min bei RT durchgefthrt. In der Abbildung sind der phospho ERK 1/2
detektierende Immunoblot zusammen mit den Kontrollblots fir die MEK Immunprézipitation und der ERK1/2

Kontrollblot dargestellt.
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5. Diskussion

5.1. MLKS3 aktiviert INK/SAPK und phosphoryliert und entkoppelt gleichzeitig
die MAPK Kinasen MEK1/2 von ERK1/2 Aktivierung

Individudle MAPK Kaskaden Uben ihre Funktion im algemenen unabhdngig voneinander
aus und diee Spezfité manifediet sch in unterschiedlichen physologischen  Antworten.
Dies i besonders in der Hefe S cerevisae offendchtlich. Hier 168 ein spezifisches
extrazdlul&es Eregnis die Aktivierung ene enzigegn MAP Kinase aus und diese initiiert
dan en didinktes zdlul&res Programm (Herskowitz 1995, Madhani and Fink 1998).
Simulation der Hefe mit Pheromonen fuhrt zB. zur Aktivierung der STE11-STE7-FUS3
Sgndtransduktionskaskade, welche zum Zdlzyklusarret und zur Induktion gpezidler
‘Paarungs Gene fluhrt. Verwandte MAP Kinasen, weche Signdtransduktionskomponenten
mit dem FUS3 Signdweg telen, werden dagegen nicht durch Pheromone stimuliert, sondern
nur durch ihr spezifisches Signd. Hohe Sdzkonzentrationen fihren zB. zu ener STE11l
vermittdten Hogl Aktivierung, die nicht zur Transkription von ‘Paarungs -goezifischen
Genen flhrt. Diese Beobachtungen schlagen vor, dass Hefe Zdlen einen effizienten
Mechanismus entwickdt haben, um die Spezifitdt enzelner Kaskaden zu gewdhrleigen und
‘cross tak’ zu unterbinden, sogar wenn einzelne Komponenten wie STELL in mehr ds enem
Signaweg partizipieren.

In mehrzeligen Organismen geddtet Sch dieses Problem komplexer, denn jede enzene
Zdle ig glachzatig ener Vidzahl von extrazdlulé&ren Sgnden ausgesstzt und 9e muld diese
Sgnde integrieren, um ene gedgnete Antwort zu wéahlen. MAPK Kaskaden in hoheren
Organismen snd im Gegensatz zu Hefen nicht sdten miteinander verknilpft. So  bendtigen
sezidle biologische Antworten hier oft mehr ds d@nen enzigen Simulus. Um aber ene
gecignete zdluldre Antwort zu generieren, missen die aktivierten Signawege koordiniert und
anchlielend integriert werden. Um dies zu ereichen, haben MAPK Sgnawege Strategien
entwickdt, um mitegnander zu kommunizieren. Durch diesen ‘cross tadk’ kann der
Informationsfluld und dadurch die Spezifitét der betelligten Signalwege verdndert werden. So
konnte z.B. fur die MAPKK Kinase Tpl-2/Cot gezeigt werden, dass se sowohl den ERK as
auch den INK/SAPK Signaweg aktivieren kann (Sdmeron et d. 1996, Hagemann et 4d.
1999). In der vorliegenden Arbeit zeigen wir, dass die Serin/Threonin Kinase MLK3 durch
die Rho GTPasen Cdc42 und Racl aktiviert wird. Diese Aktivierung fuhrt auf der einen Sete
zur Aktivierung des INK/SAPK Signawegs und einer damit verbundener Induktion von AP-1
Faktoren wie c-dun und JunD in vivo. Auf der anderen Seite phosphoryliert MLK3 MEK1/2
an den fur die Aktivierung dieser duaspezifischen Kinasen bendtigten Serin-Resten und igt in
Immunkomplex-Kinase-Versuchen, be denen entweder MEK oder ERK Uberexprimiert
wurden, zusdtzlich ein Aktivator der MAP Kinase ERK. Im Gegensatz zu diesen Andysen
zeigte Sch dann aber, dass MLK3 in verschiedenen Zelsystemen endogenes ERK1/2 nicht
ativieren kann. Waetere Experimente demondrierten deutlich, dass obwohl MLK3
endogenes MEK1/2 auch an den fir die Aktivierung wichtigen Serinen 217/221
phosphoryliert, eine Sgnawelterleitung diessr aktivieten MEK1/2 zu ERK1/2 sowohl in
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vivo wie auch in vitro unterbunden is. Vidmehr ig in Zdlen, die MLK3 Uberexprimieren,
sogar  Wachsumsfaktor-induziete ERK1/2 Aktivierung blockiert. Diese Daten zeigen, dass
MLKS3 neben sainer Funktion in der INK/SAPK Aktivierung zusdizlich den ERK Signdweg
negativ. durch ene Entkoppdung der aktivieten MEKL1L2 von ERK1/2 Aktivierung
moduliert. Dieser Befund zeigt, dass ene Kinase in mehrzdligen Organismen unter den
gleichen Bedingungen eénen MAPK Signaweg pogstiv und den anderen negativ regulieren
kann.

Die Fahigkeit von MLK3 die Stress aktiviete MAPK JINK/SAPK in unterschiedlichen
Zdlsygemen zu &ktivieren, it sehr gut dokumentiert. Erste Andysen zeigten, dass MLK3
INK/SAPK durch direkte Phosphorylierung und Aktivierung von MKK4/SEK1 aktiviert
(Rana et a. 1996; Teramoto et a. 1996; Tibbles et d. 1996; Hartkamp et a. 1999). Eine
zweite duaspezifische Kinase, die ebenfdls INK/SAPK aktiviert, konnte mit MKK7 kloniert
werden. Diese bindet zusammen mit MLK3 und INK/SAPK an die JP1/2 ‘scaffold” Proteine
(Gerugtproteine)(Whitmarsh et d. 1998; Yasuda et a. 1999). Nahere Andysen beegten dann,
dass JPL/2 MLK3 induzierte JNK/SAPK Aktivierung potentieren kann. Interessanterweise
konnte fir MKK4/SEK1 gezeigt werden, dass es INK/SAPK préferentidl an Threonin und
MKK7 préferentiddl an Tyrosn phosphoryliet (Lawler e d. 1998). Eine maximde
INK/SAPK  Aktivierung bendtigt jedoch beide Phosphorylierungen, was der Zelle ermdglicht,
die Effekte unterschiedlicher extrazdlul&er Simuli zu integrieren (Lawler et a. 1998). In
Gen Knockoutstudien konnte anschlieffend gezeigt werden, dass sowohl MKK7 ds auch
MKK4/SEK1 fur optimae INK/SAPK Aktivierung nach UV Stimulation nétig sind, wéhrend
inflammatorische Zytokine wie IL1b und TNFa préferentidl MKK7 benttigen (Tournier et
a. 2001). Nachdem MLK3 sowohl MKK4/SEK1 ds auch MKK7 aktiviert, it der starke
Effekt von MLK3 auf INK/SAPK Aktivierung besser einzuordnen. In MLK3 exprimierenden
HelLa Zdlen (Abb. 4.8B) und in MLK3 transformierten NIH 3T3 Fibrobasten (Abb. 4.16) ist
die INK/SAPK Aktivitdt, gemessen an der Phosphorylierung des Substrats c-Jun, deutlich
hoher, ds im Vegech zu Arsenit simulierten Zdlen, weches en daker INK/SAPK
Aktivator ist. Neben dieser Aktivierung des INK/SAPK Signaweges, it auch eine MKK3/6
abhangige Aktivierung der p38 Signadkaskade von Tibbles et d. publiziert worden (Tibbles et
a. 1996). Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass in den hier andyserten Zdlsystemen
keine Aktivierung von p38 dattfindet (Abb. 4.8B, Daten nicht gezeigt), was auch von anderen
Arbeiten bestétigt wurde (Teramoto et al. 1996).

Samtliche Mitglieder der Familie der Mixed Lineage Kinasen haben eine Cdc42 and Rac
interactive binding sequence (CRIB) Bindedomane. Uber diese konserviete Doméne binden
MLK2/3 spezifisch an die aktivierten Versonen der Rho GTPasen Cdc42 und Racl (Burbelo
et a. 1995; Nagata et a. 1998; Tapon et a. 1998). Fir diese beiden Rho GTPasen konnte
vorher bereits gezeigt werden, dass se den INK/SAPK Signdweg aktivieren konnen (Coso et
a. 1995; Minden et a. 1995). Weiterhin konnten Teramoto et a. anschliel¥end zeigen, dass
ene inaktive MLK3 Mutante Racl- und Cdc42-induzierte INK/SAPK Aktivierung blockiert
(Teramoto et a. 1996). Koexpresson von aktiviertem Cdc42 und MLK3 verstérkt zusétzlich
MLK3 Kinasesktivitét. Vergleichende Phosphopeptid Andysen demondrierten ferner, dass
Koexpresson von aktivierter Cdc42 und MLK3 in  vivo das Sein/Threonin
Phosphorylierungsmuster von MLK3 verandert, was nahdegt, dass Cdc42 die kataytische
Aktivitdt von MLK3 durch eine Verdnderung der phosphorylieten Aminosauren verstérkt
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(Bock et a. 2000). In der hier vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass
Koexpresson von Racl oder Cdc42 mit MLK3 zu ener garken synergistischen Aktivierung
des INK/SAPK Signalweges in vivo fuhrt (Abb. 4.13). Diese Daten belegen eindeutig die
Relevanz der beiden Rho GTPasen ds direkte Aktivatoren von MLK3.

Sowohl Rac als auch Cdc42 kooperieren zusiizlich mit Raf in der Aktivierung der ERK
Signdtransduktionskaskade (Frost et d. 1997; Tang et a. 1999). Dieser kooperative Effekt
hangt hier von der MAPKKK Kinase PAK1 ab, die MEK1 in ener Prolin-reichen Region
phosphoryliert, welches die Affinitée von MEK zu C-Raf verstérkt (Frost et al. 1997). Fur
PAK3 konnte kirzlich gezeigt werden, dass es C-Raf Aktivierung durch Phosphorylierung an
Serin 338 pogtiv reguliert (King et al. 1998). Diese Daten belegen eindeutig das Konzept der
‘cross-cascade’ Kommunikation zwischen Aktivatoren der JNK/SAPK und der ERK MAP
Kinase Kaskade. In Abb. 4.13 ist der kooperative Effekt von aktiviertem Racl und Cdc42
koexprimiert mit MLK3 auf die Aktivierung des ERK Signaweges dargestdlt. Aus diesem
Grund mufden die eingesetzten DNA Mengen vorher so titriet werden, dass durch die
dleinige Expresson nicht schon ene maximade Aktivierung der Signdwege ereicht wurde.
Interessanterweise i€ nur  ein  kooperativer Effekt auf MEK1/2 Phosphorylierung  zu
beobachten, wahrend keine Aktivierung von ERK zu beobachten ist. Diese Daten legen den
Schiu3 nahe, dass die durch Racl-/Cdc42-vermittdte MLK3 Aktivierung zu  ener
Phosphorylierung von MEK1/2 flhrt, die von ERK1/2 Aktivierung entkoppdt it (Abb 4.13).
Erste Andysen hatten dagegen gezeigt, dass MLK3 Uberexpression ERK aktiviert (Abb 4.2).
Diese ERK Aktivierung konnte mit MEK gpezifischen Inhibitoren oder einer Kinase inaktiven
MEK Mutante blockiert werden (Abb. 4.3). In in vitro Experimenten mit gereinigter MEK1
ds Subgtrat konnte zusétzlich gezeigt werden, dass MLK3 MEK direkt phosphoryliert (Abb
45). Diese Daen Dbeegten daher endeutig dass unter  den  gegebenen
Experimentbedingungen MLK3 Uberexpresson zu ener MEK vermittdten ERK  Aktivierung
fUhrt (Hartkamp et a. 1999). Diese Aussagen wurden ferner durch Nagata et d. unterstiitzt,
die in &nlichen Experimenten eéne ERK Aktivierung durch Uberexpresson von MLK2
beobachtet hatten (Nagata et . 1998).

Unterhab von Ras phosphorylieren und aktivieren dle drel Raf Isoformen MEK1/2 (Daum et
a. 1994; Morrison and Cutler 1997). Beide duaspezifischen Kinasen werden dabel durch
Phosphorylierung der Serine 217/221 aktiviert (Aless et d. 1994; Huang and Erikson 1994;
Zheng and Guan 1994). Obwohl auch fur andere MAPKK Kinasen wie MEKK1, Mos oder
Tpl-2/Cot gezeigt wurde, dass se die gleichen Serine phosphorylieren, gelten Raf 1soformen
as wichtigge MEK Aktivatoren in den mesen Zdltypen (Daum et d. 1994; Schaeffer and
Weber 1999). Um die MLK3 vermittdten Phosphorylierungsstellen auf MEK néher zu
charakteriseren, wurde gereinigtes MEK1 mit aktivietem PAK, MLK3 oder Ré&f
phosphoryliert. Im Verglech des Autoradiogramms mit dem Immunoblot gegen Serin
217/221 phosphoryliertes MEK1 korrelierte die Intensitét der MLK3- und Raf-vermittelten
MEK1 Phosphorylieeung  mit  der  Intengtd  des phospholierungsspezifischen
Antikorpersignds, wahrend PAK  Uberexpresson hier nicht zur MEK  Phosphorylierung
fuhrte (Abb. 4.7). Diese Andyse liefete den ersten Hinwes, dass MLK3 die gleichen
Phogphorylierungsssiten auf MEK wie Raf benutzt. Zusizliche Hinwese, dass MLKS3
MEK1/2 an den fir die Aktivierung wichtigen Serine 217/221 phosphoryliert, ergaben sch
aus Andysen mit MEK Punktmutanten (Abb. 4.9). Weder koexprimiertes Raf-BXB noch
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MLK3 snd in der Lage ene &ktiviete MEK1 Mutante, bei der beide Serine gegen
Glutaminsture ausgetauscht wurden (LIDEMANE), in ihrer Aktivitét in vivo oder in vitro zu
modulieren. Koexpresson von Wild Typ MEK1 und zu einem geringeren Ausmal3d auch der
MEK1 Mutante, bel der en Serin durch Alanin ersetzt worden war (LIDA), fuhrten besonders
mit MLK3 zu einer garken ERK Aktivierung in vivo wie auch in vitro, wobei das Ausmal? der
[*?P]-Inkorporation  mit der  St&rke des Signds im  Immunoblot mit dem
Phosphorylierungsspezifischen  Antikbrper - korrdierte. Auffdllig  in diessm  Vesuch  ig
besonders der starke synergistische Effekt von MLK3 auf ERK Aktivierung, wenn Wild Typ
MEK1 koexprimiet wurde. Wahrend dleinige Raf-BXB Uberexpression bereits zu einer
sarken ERK Aktivierung in vivo fihrte, ist dies im Fal von MLK3 Uberexpression nicht zu
beobachten. Wir dellen fedt, dass wir immer dann eine MLK3-vermittelte ERK Aktivierung
beobachten, wenn entweder MEK oder ERK (sehe Abb. 4.2) zusdtzlich exprimiert wurden.
Erge in vitro Andysen hatten jedoch berets gezeigt, dass in enem gekoppelten Versuch, in
dem MLK3 sowohl Wild Typ MEK, ds auch Kinase inaktive ERK ds Substrat angeboten
wurde, die MLK3-vemittdte MEK Phosphorylierung nicht zu ener Phoshorylierung von
ERK flhrte (Abb. 4.6) (Hartkamp et d. 1999). Diese Daten wurden in Abb. 4.10 (Laufspur 1-
3) noch enmd reproduziet und wafen die Frage auf, waum MLKS3-vermittdte MEK
Aktivierung in vivo nach MEK Koexpresson zu einer ERK Aktivierung fuhrte (Abb. 4.9), die
dch in vitro nicht reproduzieren 1d%. Um die Mdglichkeit auszuschlief3en, dass Proteine, die
sch im MLK3 Prazipitat befinden ene Interaktion zwischen MEK und ERK blockieren,
wurde Wild Typ GST-MEK1 in einem Kinase Assay in vitro zuerst von MLK3 und Raf-BXB
ads Kontrolle phosphoryliert, und anschliefiend wurde MEK mit unterschiedlichen Methoden
isoliert und ein erneuter in vitro Kinase Assay mit ERK as Subgtrat durchgefiihrt. Hier zeigte
gch jetzt endeutig, dass nach der Immunpréazipitetion die MLK3-vermittdte MEK
Phosphorylierung  verglichen mit der durch Ral-BXB in da Ta zu ene vollen ERK
Phosphorylierung fuhrte (Abb. 4.10 Laufspur 4-12). Zusdtzliche Andysen unterstiitzten dann
die Vermutung, dass in dem gekoppelten Versuch tatsdchlich Faktoren des MLK3 Prézipitats
die Interaktion von aktivieter MEK mit ERK verhindern (Abb. 4.10B). Diese Daten zeigen,
dass MLK3 phosphorylietes MEK voll aktiv ist und erklaren aulerdem, warum MLK3-
veamittdte MEK Aktivieeung in  vitro im gekoppdten Versuch nicht zur ERK
Phosphorylierung  fihrt. Dennoch lassen dch durch die gewonnenen Daen beziglich der
blockierten MEK-ERK Interaktion keine Rickschliisse auf die zdlulé&e Stuation ziehen. Hier
konnte ja bereits gezeigt werden, dass MLK3 nach MEK Koexpresson ein ERK Aktivator it.
Vidmehr 18 dch aus den in Abb. 4.2; 4.9 und 4.10 gewonnenen Daten der Schlufd ziehen,
dass MLK3 die Interaktion zwischen MEK-ERK in vivo nicht blockiert und daher die
gedelten Versuchsbedingungen in dem gekoppdten Vesuch so in der Zdle nicht
vorzufinden sind.

Eine wetere wichtige Frage war, ob MLK3 endogenes MEKL1/2 in vivo phosphorylieren
kann. Aus diesem Grund wurden HelLa Zdlen mit MLK3 trandfiziet und vor der Zdlyse und
anschlielender Immunprézipitation von MEK1/2 zwei Stunden mit [*?P]-Phosphat markiert.
Das Resultat zeigte, dass MLK3 Uberexpresson zu einer starken Phosphorylierung von
MEK1 und 2 fihrte, die sogar stérker als in der Ra-BXB Pogtivkontrolle war. Die bis
hierhin gewonnenen Daten zeigen, dass MLK3 MEK1/2 in vivo und in vitro phosphoryliert.
Diese Phosporylierung findet ausschliefdich an den beiden fur die Aktivierung von MEK1/2
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wichtigen Serinen 217/221 satt und fuhrt dementsprechend nach Koexpresson von MLK3
und Wild Typ MEK zu einer ERK Aktivierung. Es ddlte sich jetzt aber die Frage, warum
MLK3 nur im Fal von MEK Koexpresson ein ERK Aktivator ist, wahrend ja dlenige
Uberexpresson kaum zu einer detektierbaren ERK Aktivierung fihrte (Abb. 4.9A Laufspur
1-3). Nachdem in Abb. 4.9 schon gezeigt worden i, dass im Fal einer Koexpresson von
MLK3 und MEK diese nach Immunprézipitation in einem in vitro Kinase Assay dnlich aktiv
ig wie in der Ra-BXB Kontrolle, sollte dieser Versuch auf endogenes MEK1/2 Ubertragen
werden. Aus diessm Grund wurden HEK 293 Zdlen mit Raf-BXB und MLK3
Expressonsplasmiden trandfiziet und endogenes MEK1/2 mit  gpezifischen  Antikorpern
immunprézipitiet. Hier zeigte sch unter den gleichen Versuchsbedingungen ein anderes Bild.
Obwohl endogenes MEK1 und MEK2 sowohl durch MLK3 wie auch durch Raf-BXB etwa
glech gak an den fur die Aktivierung wichtigen Serinen phosphoryliert wurden, fihrte dies
im Fal der MLK3-vermittdten MEK1/2 Phosphorylierung nicht zur anschliefienden ERK
Phosphorylierung, wie das be Raf-BXB induzieter MEK1/2 Phosphorylierung  zu
beobachten ist (Abb. 4.11). Diese Beobachtung deckt sich mit den in Abb. 4.13 gewonnenen
Beobachtungen, dass MLK3 nach Aktivierung zwar zu einer INK/SAPK  Aktivierung aber
nur zu einer von ERK Aktivierung entkoppeten MEK Phosphorylierung fihrt. Zusammen
betrachtet lassen diese Daten nur den Schiu3 zu, dass MLK3 vermittdte MEKL/2
Phosphorylierung die duaspezifischen Kinasen MEKL/2 in enen Komplex mit einem MEK
Inhibitor dirigieren. Dies benhdtet auch eine Erklaung fir den Sachverhdt, dass MLK3
durch Koexpresson von Wild Typ MEK ERK aktivieren kann, denn Uberexpression von
MEKs wirde zwangdaufig den podulierten endogenen Inhibitor auditrieren. Um die Présenz
ener von ERK Aktivierung entkoppeten MEK Phosphorylierung in vivo zu demondtrieren,
wurden gehungete Hela Zdlen mit ener Rehe verschiedener Stimuli  behanddt und
anchlielend auf denaturierenden Proteingden andysert (Abb. 4.12). Wahrend Mitogene wie
Serum oder TPA zu ener MEK induzieten ERK Aktivierung fihrten, konnte mit
verschiedenen Stressimuli eine von  ERK  Aktivierung  entkoppete  MEK2  Aktivierung
beobachtet werden. So fuhrte Stimulation von Hela Zelen mit 111b, TNFa oder Anisomycin
in der Abwesenheit jeglicher ERK Phosphorylierung nach 45 Minuten zu einer Akkumulation
von phosphorylierter MEK2. Dieser Versuch belegt eindeutig, dass die beobachtete MLK3
induzierte MEK Phosphorylierung, die es von ERK Aktivierung entkoppelt, auch in der Zdle
unter physiologischen Bedingungen vorkommt.
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5.2. In MLKS3 transformierten NIH 3T3 Fibroblasten ist Wachstumsfaktor-
induzierte ERK Aktivierung blockiert

MAPK Kaskaden spiden im Prozess der zdlulden Trandformation eine wichtige Rolle (sehe
Einleitung Kap. 24). Nachdem erse Andysen eine Aktivierung von ERK und JNK/SAPK
nach Uberexpresson von MLK3 gezeigt hatten, wurde das transformierende Potentiad der
Kinase in NIH 3T3 Fibroblasten getestet. Es stdlte sich bel diesen Experimenten heraus, dass
MLK3 NIH 3T3 Fibroblasten transformiert und zusdtzlich wachsen MLK3 transformierte
Zdlen Veankerungs-unabhangig in Soft Agar (Abb. 4.14 und Abb 4.15). Verglecht man
jedoch das transformierende Potentid oder die Fahigkeit Kolonien in Soft Agar zu bilden von
MLK3 mit vRaf, so kaon MLK3 nur ds ein schwaches Onkogen bezeichnet werden. Erstens
dauet es ca 3 Wochen his konfluente MLK3 Uberexprimierende Fibroblagen deutlich
schtbar transformiert snd (Abb. 4.15), im Gegensatz zu nur 7-10 Tagen bei den Onkogenen
v-Raf oder MEK1 LIDEMANE (Daen nicht gezeigt). Dies deutet berets auf die
Notwendigkeit fir zusdizliche Ereignisse hin. Zwetens snd MLK3-exprimierende Kolonien
die aus den Soft Agar Experimenten isoliert wurden, um etwa den Faktor 10 kleiner, ds
Kolonien die v-Raf Uberexprimieren, was auf en verlangsamtes Wachsum diessr klonalen
Zdlinien hindeutet. Be der Andyse de  &ktivieten MAPK  Sgndwege in MLK3
transformierten Zdlen gelte sch dann aber ebenfdls heraus, dass, obwohl MEK1/2 in den
hochexprimierenden  klonden MLK3 Zdlinien dak phosphoryliert vorliegt, keine ERK
Aktivierung im Vergleich zur Vektorkontrolle zu detektieren it (Abb. 4.16). Dies korrdiert
mit den vorher diskutierten Daten, die eine von ERK Phosphorylierung entkoppete MEK
Phosphorylierung vorschlagen. Der INK/SAPK Signalweg ist dagegen in den gleichen Zdlen,
hier gemessen an der Phosphorylierung des AP-1 Faktors c-Jun, stark aktiviert. Diese
Andysen in enem dritten Zelsysem beegen wiederum, dass Uberexprimiete MLK3 zwar
zu eng INK/SAPK Aktivierung fihrt, aber nicht zu einer ERK Aktivierung. Um die
Sgndwege zu emitteln, die fir MLK3 induziete Transformation verantwortlich snd, wurde
in ener eden Andyse de Effekt von zwe MEK1/2 spezifischen Inhibitoren auf die
Morphologie von MLK3- und v-Raf-tranformierten Fibroblasten untersucht. Uberexpression
von aktiver MEK it ausreichend, um NIH 3T3 Fibroblasten zu trandformieren (Cowley et d.
1994; Mansour et a. 1994). Fir zwe synthetische Inhibitoren (PD 098059) (Dudley et d.
1995) und (UO126) (Favata et a. 1998) konnte gezeigt werden, dass sSe Raf- und Ras
induzierte Trandformation blockieren. Fir beide Inhibitoren konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass se auch die Morphologie von MLK3-trandformierten Fibroblasten partiell
revertieren konnen, wéahrend dieser Effekt be v-Raf deutlicher zu beobachten war (Abb.
4.17A). Die Revetierung der v-Raf trandformieten Fbroblasten korrdiet mit  ener
blockieten ERK Aktivieeung (Abb. 4.17B), doch die patidle Revertierung in der
Morphologie der MLK3 transformierten Zelen 18% sich so nicht erklaren. Zwar it auch in
diesem Fdl in den mit dem Inhibitor behanddten Zdlen weniger aktivietes ERK ds in der
Kontrolle vorhanden (Abb 4.17B), doch hierbe handelt es sich um ene Inhibierung basder
ERK Aktivitédt, denn ERK Aktivitd i im Verglech zur Vektorkontrolle gar nicht erhoht
(Abb. 4.16). Eine Erklaung fir den revertierenden Effekt ware, dass Aufrechterhatung einer
basden ERK Aktivitét fir MLK3 Trandformation zwar ndtig ist, aber keine direkte Rolle be
der Generierung des trandformierten Phdnotyps im Soft Agar spidt. Ein Hinwels hierauf ig
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die Tatsache, dass hochexprimierende MLK3 NIH 3T3 Zdlen nur Uber das Soft Agar
Klonieren gewonnen wurden, wahrend trandfiziete NIH 3T3 Fbroblasten nur geringe
Mengen an exogenem MLK3 Uberexprimieren. Dies deutet darauf hin, dass unter
Bedingungen, in denen nicht auf Verankerungs-unabhdngiges Wachsum sdektioniert wurde,
gegen hohe MLK3 Uberexpresson sdektioniert wird, was ermneut gegen einen aktivierenden
Effekt von MLK3 auf ERK hindeutet, denn dies wirde MLK3 Uberexpresson im
Zdlwachsum begingtigen. Neben diessr Erkl&rung wirde auch ein unspezifischer Effekt des
Inhibitors auf andere Signdkaskeden den revertierenden Effekt erkléren. Ein dternatives
MEK Substrat neben ERK, welches eine Rolle in der Trandformation spielt, ist dagegen eher
unwahrscheinlich, denn die sarke Akkumulation von MEK1/2 Phosphorylierung, die mit dem
phospho Serin 217/221 Antikorper in den trandformierten klonaen Zdlinien detektiert wurde
(Abb. 4.16), deutet eher darauf hin, dass MEK kein geeignetes Subgrat vorliegt. Um weiter
zu andyderen, welche fur Zdltrandformation wichtige Signawege durch MLK3 &ktiviert
werden, wurde MLK3 mit aktiviertem MEK in NIH 3T3 Zedlen koexprimiert und auf einen
Synergismus im transformierenden  Potentid  hin  analysiert. Kooperierende Onkogene haben
enen synergiischen Effekt im Prozess der Zdltrandformation (Blas et d. 1985; Rapp et 4d.
1985). Zusitzlich konnte fur die schwach transformierenden MLK3 Aktivatoren Cdc42 und
Racl gezeigt werden, dass se mit schwach aktivietem Raf in der Zdltransformation
kooperieren (Van Adgs and D'Souza-Schorey 1997; Zohn et a. 1998). Der oben vorgestellte
Ansatiz wurde gewdhlt, da bereits gezeigt werden konnte, dass MLK3 MEK1 LIDEMANE
Aktivitét nicht modulieren kann und daher ein Einflu von MLK3 auf den ERK Sgnaweg
ausgeschlossen werden konnte (Abb. 4.9). In unterschiedlichen Experimentanséizen konnte
deutlich gezeigt werden, dass MLK3 enen daken synergidischen Effekt auf das
transformierende Potentiad von aktivieter MEK ausiibt (4.18). Diese Daen liefern enen
endeutigen Hinwes daauf, dass MLK3 enen ERK-unabhédngigen fir Zdltransformation
wichtigen Signalweg aktiviert. MLK3 Uberexpression filhrt zu einer starken Aktivierung des
INK/SAPK Signalwegs in dlen andyserten Zelsysemen (Abb. 4.13 und Abb. 4.16.). Ha
ras induzierte Transformation von Maus Fbroblasten benétigt c-Jun Expresson (Johnson et
a. 1996) und c-jun kooperiert mit Haras in REF Transformation (Schutte et a. 1989a;
Schutte et a. 1989b), wobel Expresson von onkogenem Haras zur Aktivierung von ERK
und JINK/SAPK fuhrt, welches somit zur verstérkten transkriptiondlen Aktivitdt von Fos
Proteinen durch ERK und N-terminder c-Jdun Phosphorylierung durch INK/SAPK  fihrt
(Karin 1995). Diese Daten deuten auf eine wichtige Rolle des INK/SAPK Signaweges und
damit verbundener Aktivierung von AP-1 Faktoren im Prozess der Zdltransformation (Sehe
Einl. Kap. 24). Eine Erklarung des synergistischen Effekts von MLK3 und aktivieter MEK
wae somit durch Aktivierung von ERK durch MEK und Induzierung von c-Jun Expresson
durch MLK3 gegeben. Zusitzlich inhibierte Uberexpresson von Kinase inektiver MLK3
Trandformation durch aktivieter MEK1 (Abb. 4.18). Es konnte hiermit Ubereinstimmend wie
schon fir C-Raf gezeigt werden, dass es ebenso wie Ras c¢-Jun zur Trandformation bendtigt
(Rapp et a. 1994), obwohl weder Raf noch MEK direkt JNK/SAPK aktivieren konnen
(Troppmair et a. 1998). Alleinige Uberexpresson von c-Jun tranformiert Ratla Fibroblasten
(Schutte et al. 1989a), nicht aber NIH 3T3 Fibroblasten. Da klonde MLK3 Zdlinien aber
morphologisch  tranformiert sind, missen andere Faktoren neben c-Jun noch ene Rolle
spilen. So konnte interessanterweise fir NIH 3T3 Zdlen gezeigt werden, dass c-Jdun in
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Kombination mit Fral Zdltransformation audost (Mechta et a. 1997). Aus diesem Grund
wurden die hochexprimierenden MLK3 Klone auf ihre Fahigket, andere AP-1 Faktoren
neben c-Jun zu aktivieren, andysert. In Abb. 4.19A i das Potentiad gehungerter und Serum
dimulierter Zelinien verglichen, Expresson und damit die Aktivitde von Mitgliedern der Jun
Familie zu modulieren. Wahrend die Transsktivierung von c-Jun stark von JNK/SAPK
Aktivité i (Binetruy et d. 1991), snd hiervon sowohl JunB as auch JunD weniger dark
abhangig (Kadlunki et d. 1996). Die Daten in Abb 4.19A zeigen, dass neben ¢Jun auch JunD
in MLK3 trandformierten Zdlen exprimiet i, warend keinerld JunB Expresson in
gehungerten Zdlen zu beobachten is. Serum-dimuliete JunB Expresson dagegen i in
MLK3 trandormierten Zdlen im Gegensaiz zu ¢-Jun und JunD blockiert. Wahrend ¢Jun und
in enigen Zdlsysemen auch JunD enen postiven Einflud auf Zdlwachsum haben, konnte
JunB ds en negaiver Regulator von Zdlproliferation identifiziet werden (Shaulian and
Karin 2001). So schwécht JunB z.B. das trandformierende Potential von ¢Jun ab (Schutte et
al. 1989b). Diese Daten zeigen, dass in MLK3 transformierten Zdlen c-Jun und JunD
kondtitutiv  aktiviet snd, wahrend die Expresson enes Gegenspiders von c-Jdun, JunB,
inhibiert i, Diese Inhibierung konnte fir das trandformierende Potentid von MLK3 ene
wichtige Rolle spiden. Neben Mitgliedern der Jun Familie konnte auch fir en Mitglied der
Fos Familie @n lachte Aktivierung in MLK3 trandformierten Zdlen gezeigt werden. Fral ist
un den Faktor 2-3 in den klonden MLK3 Zdlinen im Vegech zur Kontrolle
Uberexprimiert (Daten nicht gezeigt). Da Fral in Kombination mit c-Jun NIH 3T3 Zedlen
trandformiert (Mechta et a. 1997), konnte die starke Transaktivierung von c-Jun und JunD
zusammen mit ener lachten Aktivierung von Fral ene Erkl&rung flr das transformierende
Potential von MLK3 sain. Nachdem hochexprimierende MLK3 Fibroblasten Serum induzierte
JunB Expresson blockieren (Abb. 4.19A), wurde in ener zusitzlichen Analyse untersucht, ob
in  diesen Zdlen Wachsdumdaktor induziete ERK — Aktivieeung  blockiet id.
Uberraschenderweise it in MLK3 transformieten NIH 3T3 Zdlen Serum und TPA
induzierte ERK1/2 Aktivierung partiell blockiert. Die beobachtete Inhibierung ist dabel um 0
grolker, je dsaker MLK3 Uberexprimiet und MEK1/2 hyperphosphoryliert in der Zdle
vorliegt (Abb. 4.19B und Abb. 4.16). Dieser beobachtete Effekt legte jetzt die Vermutung
naehe, dass MLK3 MEKL2 nicht nur von ERK Aktivierung entkoppelt, sondern auch
Wachsumdfaktor-induzierte ERK  Aktivierung blockiert. Um diese Daten in enem anderen
Zdlsygsem zu beddtigen wurden MLK3 trandent trandiziete Hela Zdlen mit Serum
dimuliet und MEKL/2 auf ihre Fahigket andyset, ERK2 in vitro zu phosphorylieren. In
diessem Zdlsysem sdlte sich heraus, dass MLK3 im Gegensatiz zu Raf-BXB Uberexpression
weder im Fdl von endogener MEK1 noch MEK2 diee im Bezug auf ERK Aktivierung
dimuliert, wie dies auch fir HEK 293 Zdlen berets gezeigt wurde (Abb 4.11). Serum
induziete MEK2 Aktivieeung ig in MLK3 trandfizieten HelLa Zdlen komplett blockiert,
wéahrend dies fur MEK1 nicht beobachtet werden konnte. Diese Daten korrelieren mit den
Andysen in HeLa Zdlen, in denen nach Stimulaion mit Zytokinen nur eine von ERK
entkoppelte MEK2 Hyperphosphorylierung aufgetreten war (Abb. 4.12). Diese Anadysen
missen jedoch auf andere Zdlsyseme Ubertragen werden, um ene spezifische
Wachstumsfaktor-induzierte MEK2 Entkoppelung durch MLK3 oder anderen Kinasen nach
Stress Stimulation zu belegen. Sie wirden aber erklaren, warum Wachstumsfaktor-induzierte
ERK1/2 Aktivierung in MLK3 trandformierten NIH 3T3 Zdlen nur partiel blockiert igt,
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wenn MLK3 nur auf MEK2 enen negativen Einfluld hat. Diese Erklarungsmdglichkeit konnte
auch die garke Blockierung von JunB Expresson nach Serum Stimulation erklaen, wenn
diese hauptsichlich durch enen MEK2 abhdngigen Sgnaweg reguliet werden wirde.
Bisherige Andysen gehen dledings in den meden Fdlen davon aus, dass MEK1 und 2
sowie ERK1 und 2 funktiondl &guivdent snd. Wenige Ausnahmen hiervon sind bisher
beschrieben wurden. So konnte z.B. gezeigt werden, dass Ras aktiviertes C-Raf préferentiel
mit MEK1 interagiert und dieses aktiviert (Jdinek et d. 1994). Frihe Expressonsandysen in
Mausen hatten zudem nahegeegt, dass MEK?2 der hauptséchliche ERK1/2 Aktivator wahrend
der Entwicklung i und MEK1 dagegen eine Hauptfunktion be der Wachstumskontrolle in
ewachsenen Tieen soidt (Alessandrini et d. 1997). Diese Daten belegen, dass unter
bestimmten Umstanden beide MEK  1soformen unterschiedlich reguliert werden.

In der vorliegenden Arbeit haben wir gezeigt, dass MLK3 MEK1/2 an den fiur die Aktivierung
wichtigen Serinen  phosphoryliet  und diesss auch zur  daken  Aktivierung  von
Uberexprimierter MEK in vitro wie auch in vivo fihrte. Im Gegensatz dazu fuhrte MLK3 nicht
zu ener Aktivierung von endogener ERK1/2 in mehreren Zdlsysemen, obwohl endogene
MEK1/2 dak phosphoryliert vorlag. Zusitzlich korrdiete ene MLK3-vermittdte MEK
Hyperphosphorylierung  mit  einer  Blockierung von  Wachsumdsfaktor-induzierten ERK1/2
Aktivierung. Um die beobachteten Daten zu erklaren, podiulieren wir, dass MLK3 MEK
Isoformen nach ihrer Phosphorylierung in einen Proteinkomplex Uberfihren, der weder in
vitro noch in vivo eine Signdwaeiterleitung zul&ld, die zu einer ERK Phosphorylierung fihrt.

Rac1/

Ras @ @ - Cdc42

Abb. 5.1: Modell der von MLK3 regulierten MAPK Signalwege. Eine ausfihrliche Beschreibung findet sich im
Text.

Alle Komponenten des Ras-Raf-MEK-ERK Signadweges interagieren miteinander. Dennoch
vertraut die Zdle nicht dleine auf die Affinitd der Proteine untereinander. So gewdhrleigen
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Gerudproteine (scaffolds) Spezifitd der Signdtransduktionswvege in Hefen (Scheeffer and
Weber 1999). Auf der Suche nach Homologen in hoheren Organismen konnte mit KSR
(kinase suppressor of Ras) ein Kanditat fur ein scaffold der ERK Kaskade identifiziert
werden. KSR wurde von drel Gruppen unabhangig voneinander in Drosophila melanogaster
und Caenorhabditis elegans ads ein Genprodukt identifiziert, welches den Phédnotyp von
aktivietem Ras unterdriicken kann (Downward 1995). Obwohl sowohl fir C-Raf wie auch
fir ERK gezeigt werden konnte, dass se an KSR bnden (Michaud et a. 1997; Denoud-Gdy
et a. 1998; Yu et d. 1998), scheinen MEKSs die hauptsichlichen Bindepartner zu sein. MEKs
binden an die Kinasedoméne von KSR, die eéne dominant negative Funktion, wahrscheinlich
durch abkapseln von MEKSs, ausiben (Michaud e a. 1997, Joneson e a. 1998).
Biochemische Anaysen von KSR Bindeproteinen zeigten, dass neben MEK1/2 noch Hsp90,
Hsp70, Cdc37 und 14-3-3 Proteine asoziiet snd (Stewart et a. 1999) und enen
Proteinkomplex bilden. Uberexpresson von KSR blockiert Wachstumsfaktor-induzierte ERK
Aktivierung (Joneson et a. 1998) und ds physologische Funktion wurde ein Beretdelen
von MEKs fir unterschiedliche Aktivatoren vorgeschlagen. Nachdem MLK3 Uberexpression
ahnliche Effekte eziehlt wie fir KSR beschrieben, konnte ene Erklaungsmoglichkeit sain,
dass MLK3-induzierte MEK Phosphorylierung einen Zugang von ERK1/2 zu den aktivierten
MEKSs blockiert. Ebenso wére es denkbar, dass MEK1/2 nach MLK3 Phosphorylierung enen
spezifischen Inhibitor bindet, der MEK-ERK Interaktionen blockiert. Erste Vorversuche
haben bereits gezeigt, dass immunprézipitierte endogene MEKS, die durch GRaf oder MLKS3
phosphoryliert waren, mit mehreren Proteinen assoziiet snd. Nach Optimierung dieses
Vefahrens soll dann nach Unterschieden bel den MEKL1/2 Bindepartnern geschaut werden.
Zusitzlich konnte man auch versuchen, einen ewagen Inhibitor im MEK Prézipitat durch
unterschiedliche Waschbedingungen zu entfernen.

Die hier vorgestellten Daten schlagen en neues Bild der ‘cross cascade Kommunikation vor.
Wédhrend man bidang davon ausging, dass Kinasen gleichzeitig mehrere MAPK Kaskaden
aktivieren konnen, demondrieren unsere Andysen ene Aktivierung des einen be  ener
gleichzeitigen Entkoppelung eines anderen MAPK Signawegs.
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