751

Zellproliferation und Genotoxizitat

CDK-Phosphorylierung in Zellzyklus
und Stress: artspezifische Unterschiede

NICO DISSMEYER

vitdt [1, 2]. Der Phosphorylierung von CDKs an
hochkonservierten Stellen kommt eine zen-
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Die Deaktivierung Zyklin-abhangiger Kinasen durch Phosphorylierung ist
funktionslos bei Zellproliferation, Wachstum und Stressantwort von Ara-
bidopsis. In anderen Eukaryoten ist dies zur Gewahrleistung genomischer

Integritat aber zwingend erforderlich.

In Arabidopsis, deactivation of cyclin-dependent kinases via phosphoryla-
tion has no function in cell proliferation, growth, and stress response. In
other eukaryotes, however, this is mandatorily required for maintaining

genomic integrity.

trale Bedeutung in Mitose und molekularer
Stressantwort nach DNA-Schiden zu.

Wie in anderen Eukaryoten wird auch in
Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) der
Zellzyklus durch CDKs vorangetrieben.
CDKA;1 ist das einzige Arabidopsis-Homolog
der eukaryotischen CDKs, und unter Ge-
wichshausbedingungen sind homozygote
cdka; 1-Mutanten letal [3-5]. CDK-modifizie-
rende Enzyme (Kinase WEE1, Phosphatase
CDC25; Abb. 1C, D), Zykline und CDK-Inhi-
bitoren wurden auch in Pflanzen beschrie-
ben. Daher hat sich in der pflanzlichen Zell-
teilungsforschung das Bild konsolidiert, wel-
ches dem in Lehrbiichern und der aktuellen

B Die strenge Regulation der Zellteilung ist
fiir die Entwicklung und Fortpflanzung aller
Lebewesen unabdingbar. Die zugrunde lie-

Hefe und Metazoen wird durch oszillierende
Aktivitat einer Familie von Zyklin-abhangi-
gen Proteinkinasen (cyclin-dependent kinases,

Ubersichtsliteratur zu findenden tierischen
»Zellzyklus-Dogma“ entspricht (Abb. 1B). Der
pflanzliche Zellzyklus wire somit genauso —

gende molekulare Maschinerie wird als hoch-
konserviert angesehen; in fast allen zentralen
Zellteilungskomponenten bestehen sehr hohe
Sequenz- und Strukturhomologien [1, 2]. Wich-
tige Bestandteile des Zellteilungsapparats sind
Kontrollinstanzen an G2/M- und G1/S-Uber-
gangen im Zellzyklus — die checkpoints
(Abb. 1A) - die zentralen Prozessen vorange-
schaltet sind, an denen tiber Zellteilung (M-
Phase) und DNA-Replikation (S-Phase), abhén-
gig von den aktuellen Bedingungen fiir die
Zelle, entschieden wird. Der Zellzyklus von

CDKs; Abb. 1A) mo-
duliert, die an akti-
vierende Zyklinunte-
reinheiten binden
(Abb. 1B). Die G2/M-
Transition wird post-
translationell durch
Phosphorylierung
und G1/S durch Inhi-
bitorbindung kon-
trolliert, beides redu-
ziert die CDK-Akti-

» Abb. 1: Zellzyklus und kanonische Regulation von tierischen CDKs. A,
mitotischer Zellzyklus mit vier Phasen (S: DNA-Synthese-Phase, M:
Mitose, G: Wachstumsphase) und zwei checkpoints, durch CDK/Zyklin-
Aktivitat kontrolliert. CDK-Aktivitét unterliegt strikter Kontrolle durch
Phosphorylierung (G2 /M) und Inhibitorbindung (G1/8S). Signale aus Ent-
wicklung, Wachstum und Stress haben Einfluss auf die Aktivierung und
Ausfiihrung dieser checkpoints. B, CDK funktioniert als katalytische
Untereinheit in multimeren Komplexen. Nach Bindung einer substratspezi-
fizierenden Zyklinuntereinheit (CYC) an CDK findet eine Konformations-
anderung statt, die Seitenketten regulativer Aminosé@uren exponiert: zwei
inhibitorische (rote Ampel, Thr-14 und Tyr-15) und eine aktivatorische
(griine Ampel, Thr-161). Dies erlaubt die aktivatorische Phosphorylierung
durch CDK-aktivierende Kinasen (CAKs, hier nicht gezeigt) im T-Loop als
Teil des Aktivierungssegments. C, Inhibitorische Kinasen des WEE 1-Typs
phosphorylieren und inaktivieren CDK im P-Loop. D, Bei Eintritt in die Mit-
ose wird dies durch CDC25-Phosphatasen umgekehrt und volle Aktivitat
erhalten. E, Geringe CDK-Aktivitat fiihrt zur Inaktivierung von WEE1 und
zur Aktivitatssteigerung von CDC25.
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tausch kann die Feh-
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kernteilung im Pollen
uiberraschenderweise
teilweise wiederher-
stellen, resultiert aber
in  herabgesetzter
Substratbindung und
Kinase-Aktivitat
(Abb. 2G, [6, 9]). Die
Zellen der T161D-
Pflanzen konnen sich
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oder zumindest sehr dhnlich - reguliert wie
in Hefe und tierischen Systemen [1].

Dieser Artikel gibt eine kurze Ubersicht
iiber die Uberpriifung fundamentaler Prinzi-
pien der pflanzlichen Zellzykluskontrolle und
soll unterstreichen, dass das ,Zellzyklus-Dog-
ma“ fiir Pflanzen revidiert werden muss; die
Zellteilung wird in Arabidopsis signifikant
anders reguliert als in Hefe oder Metazoen.

Differenzielle Rolle aktivatorischer
Thr-Phosphorylierung in der
pflanzlichen Entwicklung

In Hefe und tierischen Systemen fiihrt die
Phosphorylierung an einem kanonischen
Threoninrest im T-Loop des Aktivierungsseg-
ments der CDKs zu maximaler Kinase-Akti-
vitit. Dieser Phosphotransfer fiihrt zu einer
Konformationsdanderung und ermdoglicht die
Substratbindung [1]. Aktive Arabidopsis-
CDKA;1 tragt ebenfalls diese Modifikation an
Thr-161 und wird fiir die Funktion bendétigt [6,
7]. In anderen Organismen hat ein Austausch
dieses Threoninrestes inaktive Enzyme und
letale Phanotypen zur Folge [8]. In cdka;I-
Mutanten fehlt dem méannlichen Gametophyt
(mehrkerniges Pollenkorn) eine der norma-
lerweise zwei darin enthaltenen Spermazel-
len, und homozygote cdka; I-Embryonen ster-
ben in den Samen ab [3-5]. Ein CDKA; I-Trans-
gen mit einem die aktivierende Phosphorylie-
rung mimikrierenden T161D-Aminosdureaus-

zwar teilen und der
Organismus wachsen,
aber sie sind in ihrer Zellteilung und Ent-
wicklung stark beeintrachtigt und durch Tei-
lungsdefekte in den Keimzellen vollkommen
steril (Abb. 2A-F). Dennoch ermdglicht die ver-
bleibende Aktivitit dieses hypomorphen Allels,
dass - erstmals in der Zellzyklusforschung -
homozygote cdk-Mutanten durch eine phos-
phomimetische CDK-Variante gerettet werden
konnen. Da in homozygoten cdka; 1-Individuen
ein Zellzyklus mit diesem schwachen Allel vor-
angetrieben werden kann, werden generelle
regulatorische Kontexte der pflanzlichen pos-
tembryonalen Entwicklung infrage gestellt; fiir
eine erfolgreiche Meiose ist auBerdem eine
hohere Aktivitit von CDKA;1 notwendig als
fiir das Durchlaufen des mitotischen Zellzy-
klus [6].

Phosphorylierungsstellen der
ATP-Bindetasche sind funktionslos

Kinasen konnen durch negative Phosphory-
lierung im Bereich der ATP-Bindestelle, dem
P-Loop, inhibiert werden. Zentrales Regula-
tionselement der CDKs in Metazoen und
Spalthefe ist deren umkehrbare Phosphory-
lierung im P-Loop an Tyrosin (Tyr-15) durch
WEE]1, oft zusétzlich an Threonin (Thr-14)
durch MYT1/MIK1. Diese Phosphoakzeptor-
stellen und WEE1 sind hochkonserviert und
existieren in Pflanzen. Mehrfach phosphory-
lierte CDK (Abb. 1C) stellt einen inaktivierten
Lagerzustand dar, der durch Dephosphory-

<« Abb. 2: Thr-161-Substitution zu Aspartat (T161D) ergibt hypomorphes
Allel. A, C, drei (A) und sechs Wochen alte (C) wildtypische Arabidopsis-
Pflanzen. B, D, T161D-Pflanzen unter gleichen Bedingungen gewachsen. E,
F, kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen der Epidermis von Wildtyp
(E) und T161D (F) mit weniger und stark vergréBerten Zellen und Entwick-
lungsanomalien der Spaltoffnungen (Pfeilspitzen). G, in vitro-Histon-H 1-
Kinaseassay (oben) von aus Pflanzenmaterial aufgereinigten CDK/Zyklin-
Komplexen des Wildtyps, eines Rettungskonstrukts (wildtypisches

CDKA; 1-Transgen in homozygoter cdka; -Mutante) sowie T161D. Ladekon-
trolle durch CDK-spezifischen Antikérper (Anti-PSTAIRE, unten). MaBstab:
A,B: 1cm; C,D: 5cm E, F: 50 um. A, B und E-G modifiziert nach [6] (Bild:
www.plantcell.org, Copyright: American Society of Plant Biologists).

lierung via CDC25 in einer positiven und
einer doppelt-negativen Riickkopplung akti-
viert werden kann (Abb. 1D, E). Dieser Pro-
zess basiert somit zwingend auf einer in-
hibitorischen Phosphorylierung des P-Loops
[1,2].

Wir konnten zeigen, dass im Gegensatz zu
anderen bis heute untersuchten Modellorga-
nismen die Zellzykluskontrolle in Arabidop-
sis unabhdngig von dieser Modifikation ist.
Ein Aminosaureaustausch im P-Loop zu nicht
phosphorylierbarem Valin und Phenylalanin
(T14V; Y15F, kurz VF) kann die cdka; I-Mutan-
te vollkommen retten. VF-Pflanzen haben
einen wildtypischen Phinotyp (Abb. 3A, B),
und die daraus aufgereinigte Kinase CDKA;1-
VF zeigt Wildtyp-Aktivitét (Abb. 3C, [8, 10]).
Beides steht vollkommen im Gegensatz zum
tierischen ,Zellzyklus-Dogma*“ [1, 2].

In Tieren wird die Phosphorylierung des P-
Loops und das Zusammenspiel von WEE1
und CDC25 sowohl im Rahmen des mitoti-
schen Zellzyklus als unumganglich angese-
hen als auch, um infolge von Schiadigungen
der DNA Sicherheitsfunktionen ausfiihren
zu konnen [11]. Zu den Stressantworten geho-
ren die Aktivierung der checkpoints und das
Stoppen des Zellzyklus, um dem Reparatur-
apparat der Zelle Zeit einzurdaumen, die ent-
standenen Schdden zu reparieren. In trans-
genen Pflanzen, die nur die CDKA;1-Varian-
te VF enthalten, kann sogar der durch DNA-
Schiaden induzierte checkpoint unabhdngig
von diesem phosphoregulatorischen Mecha-
nismus arbeiten. Eine weel-Mutante ist
hypersensitiv fiir den replikationstoxischen
Hydroxyharnstoff [12], allerdings zeigt VF
keinerlei Anzeichen fiir erhohten Stress
(Abb. 3D, E) [10], obwohl VF nach der klas-
sischen Ansicht denselben Effekt wie weel,
also eine dramatische Reaktion, zeigen miis-
ste. Dariiber hinaus haben wir nachgewie-
sen, dass WEE1 zwar eine wichtige Rolle in
der DNA-Stressantwort spielt, der einzige
Kandidat fiir eine ,CDC25-ahnliche” Phos-
phatase in Arabidopsis aber keinerlei Funk-

BlOspektrum | 07.10 | 16.Jahrgang



753

tion im Zellzyklus besitzt. Somit kommt der
P-Loop-Phosphorylierung nicht die kanonisch
essenzielle Funktion in der Proliferations-
und Wachstumskontrolle sowie der Stress-
antwort zu, und der checkpoint fiir DNA-Scha-
den funktioniert in Arabidopsis unabhédngig
von ihr [10, 13].

Molekulare Mechanismen der
Zellzykluskontrolle sind nur partiell
konserviert

In Arabidopsis sind die molekularen Ver-
schaltungen der CDKs und anderer Kern-
komponenten, in denen in anderen Organis-
men aktivierende und inhibitorische Phos-
phorylierungen eingesetzt werden, funda-
mental unterschiedlich verglichen mit bisher
beschriebenen Systemen. Arabidopsis bietet
andere entweder bereits bestitigte oder theo-
retisch mogliche Regelmechanismen, die so
oder dahnlich in anderen Eukaryoten noch
nicht gezeigt worden sind, beispielsweise
durch eine groBere Anzahl von Zyklinen, Inhi-
bitoren und weiteren pflanzenspezifischen
CDKs [2]. Der pflanzliche Zellzyklus riickt in
ein mehr angewandtes Sichtfeld, beispiels-
weise bei der Modulierung von Pflanzen-
wachstum zur Erhohung von Biomasse fir
erneuerbare Energien und Nahrungsquellen.
Auch im medizinischen Kontext sind neue
Mechanismen der Zellteilung als auch der
molekularen Verschaltung der Stressresis-
tenz und -antwort von groBem Interesse.
Unter Berticksichtigung dieser Wege konn-
ten alternative Strategien aufgedeckt werden,
fehlerhafte Zellteilung zu stoppen.
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