Protein-Phosphorylierung und Zellregulation I (Nobel-Vortrag)**

VYon Edwin G. Krebs*

Einleitung

Dieser Vortrag und der unmittelbar folgende!***! handeln
von der reversiblen Phosphorylierung von Proteinen und der
Bedeutung, die dieser Vorgang fiir die biologische Regula-
tion hat. Ed Fischer und ich werden unsere eigenen friithen
Arbeiten auf diesem Gebiet diskutieren und einige daraus
folgende Entwicklungen beschreiben. Diese haben zu der
Erkenntis gefithrt, daB die Protein-Phosphorylierung ein
wichtiger Mechanismus fiir die Regulation (Kontrolle) von
zelluldren Vorgingen ist. Mein Vortrag wird eine Ubersicht
iiber den historischen Hintergrund geben, vor dem unsere
gemeinsame Arbeit in den flinfziger und friithen sechziger
Jahren stattfand. Dann werde ich unsere eigene Arbeit dis-
kutieren und anschlieBend einige Kommentare Uber die cy-
clo-AMP-abhingige Protein-Kinase machen. AbschlieBend
werde ich iiber die intrazellulire Ubermittlung von Hormon-
und Wachstumsfaktorsignalen durch Protein-Kinase-Kas-
kaden sprechen.

Hintergrund

1940, als ich mein Medizinstudium an der Washington
University in St. Louis begann, war wohlbekannt, dal3 der
Abbau von Glycogen im Skelettmuskel und anderen Zellty-
pen durch Phosphorolyse geschieht und vom Enzym Phos-
phorylase katalysiert wird (siche Ubersichtsartikel!'!). Da-
mals war Carl Cori Professor und Vorsitzender des
Department of Pharmacology an der Washington Universi-
ty, aber er {ibernahm bald das Department of Biological
Chemistry. Ich lernte ihn langsam kennen, zuerst aus der
Ferne — so wie Medizinstudenten ihre Professoren gewdhn-
lich kennen — , und spéter, als ich ,,teaching assistant™ in
Biochemie geworden war, etwas besser. In dieser Funktion
wurde ich auch mit Arda Green bekannt, die zusammen mit
Carl und Gerty Cori die Muskel-Phosphorylase aus Kanin-
chen reinigte. Es dauerte nicht lange, bis ich von den unge-
wohnlichen Eigenschaften dieses Enzyms hérte, das von ih-
nen im Skelettmuskel in zwei Formen gefunden wurde, der
Phosphorylase ¢ und »'?: 3. Die g-Form wurde gereinigt und
als kristallines Enzym gewonnen. Es wurde gezeigt, dafl
Phosphorylase b hohe Konzentrationen von 5'-AMP zur Ak-
tivitit bendtigte, wohingegen Phosphorylase a in Abwesen-
heit dieses Nucleotids aktiv war. Da die fiir die Aktivitit von
Phosphorylase b benétigte Konzentration von 5-AMP we-
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sentlich iiber der des Muskels lag, wurde diese Form als
physiologisch inaktiv eingestuft. Man hielt Phosphorylase
fiir die aktive Spezies. Es gab Hinweise darauf, daB die bei-
den Formen in der Zelle ineinander {ibergehen kdnnen und
Cori postulierte, daB} die Interkonversion der Phosphoryla-
se-Formen ein physiologisch wichtiger Regulationsmecha-
nismus ist. Es konnte gezeigt werden, daf der ruhende Mus-
kel die Phosphorylase iiberwiegend in der a-Form enthilt,
wohingegen im elektrisch stimulierten Muskel die b-Form
vorkommt™). Wir werden spéter diskutieren (siche unten),
dal3 tatsdchlich das Gegenteil der Fall ist. Abgesehen von
diesem Punkt war die Erkenntnis, daf} ein Enzym zwischen
zwei Formen innerhalb der Zelle wechseln kann, ein bemer-
kenswerter Fortschritt, der die Basis fiir wichtige Entwick-
lungen sein sollte.

Die Coris kannten die chemische Natur der Interkonver-
sionsreaktionen der Phosphorylase nicht, aber sie entdeck-
ten ein Enzym, das Phosphorylase a in Phosphorylase b in
vitro {iberfiihren konnte. Dieses Enzym wurde ,,PR-Enzym*
genannt, basierend auf der Annahme, dal} es die prostheti-
sche Gruppe aus Phosphorylase a, welche man fiir das Ho-
loenzym hielt, entfernte!?!; Phosphorylase b, ohne die besag-
te Gruppe, wurde fiir das Apoenzym gehalten. Man glaubte
aufgrund der Tatsache, daB Phosphorylase b von 5-AMP
aktiviert werden konnte, daB dieses an das Enzym gebunde-
ne Nucleotid die prosthetische Gruppe von Phosphorylase a
ist. Aber alle Versuche, 5-AMP als Produkt der Reaktion
von Phosphorylase a zu b durch das PR-Enzym zu identifi-
zieren, schlugen fehl!? 31, Weil die Behandlung von Phospho-
rylase @ mit Trypsin zur Bildung einer Phosphorylase-b-ihn-
lichen Form fiihrte, d.h. einem Enzym, das von 5-AMP
aktiviert werden konnte, so hielt man das PR-Enzym fir eine
Protease. Es konnte kein Enzym gefunden werden, das in
vitro Phosphorylase b in @ in Anwesenheit von 5-AMP oder
unter anderen Bedingungen iiberfiihrte. Das schien nicht un-
logisch, da man annahm, daB eine solche Konversion die
Kniipfung einer Peptidbindung voraussetzte und zu jener
Zeit die Wahrscheinlichkeit, eine solche Reaktion in vitro
durchzufiihren, als sehr klein galt. Diese frithen Konzepte
beziiglich der Interkonversionsreaktion der Phosphorylase
sind in Abbildung 1 illustriert.

Pho(§ph|<2tr.y;ase b___*AMP __ aktives Enzym
inaktiv

Phosphorylase 8 —— —» Phosphorylase b
(aktiv) {bendtigt AMP
flr Aktivitat)

O—AMP .prosthetische Gruppe* O + AMP

abspaitendes Enzym

Phosphorylase a Phosphorylase b
Abb. 1. Frihe Konzepte iiber die Interkonversionsreaktionen der Muskel-
Phosphorylase. Inaktive Phosphorylase » wird in Gegenwart von 5-AMP zum
aktiven Enzym. Phosphorylase a, die physiologisch aktive Form des Enzyms,
wird durch das die ,,prosthetische Gruppe* entfernende ,,PR-Enzym* inakti-
viert. Man hielt es fiir wahrscheinlich, daB 5'-AMP das Produkt dieser Reaktion
ist, aber dies konnte nicht bewiesen werden.
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Obwohl ich als Medizinstudent von der Phosphorylase-
Forschung, besonders durch meine Freundschaft mit Arda
Green, wullte, so machte ich meine erste direkte Erfahrung
mit dem Enzym erst, nachdem der zweite Weltkrieg zuende
war und ich als Postdoktorand in Coris Labor zu arbeiten
begann (meine Ausbildung als Assistenzarzt in Innerer Me-
dizin war durch den Krieg unterbrochen worden und ich
beschlof3, obwohl ich irgendwann zur klinischen Medizin
zuriick wollte, ein oder zwei Jahre in der Grundlagenfor-
schung zu arbeiten und dann erst die klinische Ausbildung
fortzusetzen). Die Coris gaben mir die Aufgabe, Loslich-
keitsmessungen mit der Phosphorylase durchzufiihren; zu-
satzlich untersuchte ich die Wirkung von Protamin und Po-
Iylysin auf die beiden Enzymformen. Es war interessant, daf3
Inosinsdure und 5-AMP in Gegenwart dieser polyanioni-
schen Substanzen sehr effektive Aktivatoren von Phospho-
rylase & waren. Alle diese Untersuchungen iiber die Wirkung
von Nucleotiden auf Phosphorylase wurden durchgefiihrt,
bevor Jacob und Monod ihre Entdeckungen zur Allosterie
und Proteinkonformation machten; man betrachtete die Be-
funde zu jener Zeit einfach als unerklirte Phinomene. Tat-
sdchlich sprach sich Carl Cori einige Jahre lang gegen eine
Publikation meiner Ergebnisse aus, jedenfalls solange ich sie
nicht erkliren konnte. SchlieBlich, nachdem Neil Madsen
herausfand, daBl Protamin physikalisch an Phosphorylase
binden konnte — das war wenigstens ein Schritt weiter fiir
die Erklirung, wie die Enzymaktivitit beeinflulBt werden
konnte —, lieB mich Cori meine Veroffentlichung einreichen.

Obwohl also die Kenntnisse liber die Eigenschaften der
Phosphorylase als Enzym wahrend der vierziger Jahre rapide
zunahmen, war es doch oft schwierig, die physiologische
Bedeutung dieser Eigenschaften zu erkliren. Man mul3 dazu
wissen, was damals iiber den Glycogen-Metabolismus be-
kannt war. Die epochale Arbeit von Leloir liber den Mecha-
nismus der Glycogen-Synthese sollte erst noch erscheinen,
d.h. die Bedeutung von Uridindiphosphat (UDP) fiir die
Polysaccharid-Synthese lag noch vollig im Dunklen. Man
glaubte, dafl die Phosphorylase sowohl an der Glycogen-
Synthese als auch an der Glycogenolyse beteiligt ist (Abb. 2).
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Abb. 2. Der Glycogen-Metabolismus, wic er etwa 1945 gesehen wurde. Der
gestrichelte Teil des Metabolismus-Schemas war unbekannt. Man vermutete,
daB Glycogen-Synthese und -abbau von der Phosphorylase katalysiert werden,
wobei die Richlung der Reaktion von der Konzentration der Reaktionsteilneh-
mer bestimmt werden sollte. Man glaubte, dal die Phosphorylase innerhalb der
Zelle zwischen der Fom @ und b wechseln konnte, aber die chemische Natur der
Interkonversion war unbekannt. Die Konversion von Phosphorylase ¢ zu b
konnte in vitro gezeigt werden.
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Es wurde angenommen, daf3 die Richtung der Phosphoryla-
se-Reaktion von den Konzentrationen der Reaktionsteilneh-
mer bestimmt wird, besonders von der Phosphat(P,)-Kon-
zentration. Diese Situation erschwerte die Interpretation der
Ergebnisse von Untersuchungen der Interkonversion von
Phosphorylase a und b. Trotzdem ergab sich ein klares Bild
von der Wirkungsweise der glycolytischen Hormone Gluca-
gon und Adrenalin und deren Wirkung auf die Interkonver-
sion der Phosphorylaseformen in Leberzellen in den spiten
vierziger und friihen fiinfziger Jahren. Earl Sutherland, der
anfangs im Labor der Coris und spiter unabhidngig an der
Western Reserve University arbeitete, fand heraus, daB
Adrenalin und Glucagon eine schnelle Umwandlung der Le-
ber-Phosphorylase a zu & bewirken!®!, und er konnte aufler-
dem zeigen, daB} Adrenalin die gleiche Umwandlung in Mus-
keln des Zwerchfells verursacht!®. Da Adrenalin und
Glucagon als glycogenolytische Hormone bekannt waren,
unterstiitzten die Ergebnisse von Sutherland das Konzept,
daf} die Aktivierung der Phosphorylase mit dem Glycogen-
abbau gekoppelt ist. Warum aber sollten elektrische Stimula-
tion und Muskelkontraktion, von denen man wullte, daB
auch sie eine Glycogenolyse ausldsen, mit der Konversion
der Phosphorylase a in die inaktive Phosphorylase b asso-
ziiert seinl*1?

In-vitro-Umwandlung der Phosphorylase b in
Phosphorylase a im Skelettmuskel von Kaninchen

Im Herbst 1953 kam Ed Fischer an das Department of
Biochemistry der University of Washington, wo ich schon
Mitglied der Fakultdt war. Ed hatte als Student in Genf an
der Phosphorylase aus Kartoffel gearbeitet, und so hatten
wir ein gemeinsames Interesse an diesem Enzym. Wir disku-
tierten einige der verwirrenden Eigenschaften der Phospho-
rylase und interessierten uns besonders fiir die noch unge-
klirte Wirkung von 5-AMP, d.h. wie 5-AMP Phos-
phorylase b aktiviert, aber anscheinend unnétig fiir Phos-
phorylase a ist. Wir beschlossen, neben unseren Hauptinter-
essen gemeinsame Anstrengungen zu unternehmen, um die-
sen Punkt aufzukldren. Zuerst wollten wir Phosphorylase b
bis zur kristallinen Form nach dem Protokoll der Coris reini-
genl”). Aber unsere anfinglichen Versuche waren erfolglos.
Das Enzym wollte nicht kristallisieren, ein Schritt, der fiir die
Reinigung des Enzyms unerlaBlich war. Noch verwirrender
war die Tatsache, daB} das partiell reine Enzym, das wir er-
hielten, immer in der b-Form und nicht in der ¢-Form vor-
lag. Soweit wir wullten, waren wir dem Protokoll der Coris
genau gefolgt, auller dafl wir den urspriinglichen Muskelex-
trakt nicht durch Papierfiltration, sondern durch Zentrifu-
gation gekldrt hatten. Obwohl das wie eine triviale Verande-
rung schien, so iibernahmen wir doch den Filtrationsschritt
in unserer nichsten Priparation. Zu unserer Uberraschung
erhielten wir diesmal Phosphorylase a, die wie erwartet sehr
gut kristallisierte. Aus diesen Resultaten konnten zwei
Schliisse gezogen werden. Erstens enthielten Extrakte aus
»Tuhendem* Kaninchenmuskel die Phosphorylase vor allem
in der 4- und nicht in der ¢-Form, wie von den Coris postu-
liert worden warl* 8]; zweitens bewirkt die Filtration von
Muskelextrakten durch Papier die Umwandlung von Phos-
phorylase b zu a in vitro™. Wir fanden spiter, daB durch
Waschen des Filterpapiers vor Gebrauch die Konversion &
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zu a verhindert wurde, woraus wir schlossen, daB eine be-
stimmte Komponente aus dem Papier extrahiert worden
war, die diesen Einflul} hatte. Wir fanden zudem, daf} auch
keine Konversion stattfand, wenn der Muskelextrakt vor der
Filtration etwas abstand. Die kritische Komponente des Fil-
terpapiers, die fiir den Schritt » zu a bendtigt wurde, waren
Calcium-Ionen, und die essentielle Komponente, die der Ex-
trakt durch lingeres Stehen verlor, war ATP.

Da wir jetzt wufiten, dal} ATP fiir die Konversion von
Phosphorylase b zu a benétigt wird, nahmen wir an, daf3 wir
es mit einer Phospho-Transferase-Reaktion zu tun hatten,
withrend der die terminale Phosphoryl-Gruppe des ATPs
entweder auf das Protein selbst oder auf eine an das Enzym
gebundene Komponente iibertragen wurde, bei der es sich
nicht um ein Protein handelt. Es wurde bald deutlich, daB ein
,.Unwandlungsenzym® (,,converting enzyme'), das von
Phosphorylase b getrennt werden konnte, fiir die Reaktion
notig war!'®), Nachdem bestimmt worden war, daB ADP
und Phosphorylase a die Produkte dieser Reaktion wa-
ren!*], nannten wir dieses Enzym Phosphorylase-b-Kinase
und nicht mehr ,,converting enzyme**t'*1. Welche Rolle Cal-
cium-Ionen bei der 5-zu-g-Reaktion spielen, war nicht sofort
klar; aber bald wurde von einem unserer Studenten, Wil-
liam L. Meyer, herausgefunden, da8 die Wirkung dieses Me-
tall-Tons zweifach war: Ca®" wurde fiir die Aktivierung ei-
nes Kinase-aktivierenden Faktors (KAF) bendtigt und
zusétzlich fiir die Aktivitit der Phosphorylase-Kinase
selbstl*?l, Spiter zeigte ein anderer Student, R. Bruce Hu-
ston, daB KAF eine Ca?”-abhingige Protease war!'?. (Der
heutige Name dieser Protease ist Calpain.) Wir bestimmten
die Stochiometrie der Umwandlung von Phosphorylase & in
a1 und auch die Aminosduresequenz, die den phosphory-
lierten Serin-Rest in Phosphorylase a umgibt!!*\. Es konnte
gezeigt werden, daB in der vom PR-Enzym katalysierten
Phosphorylase-b-zu-a-Reaktion im Muskel Phosphat frei
wird, das PR-Enzym wurde dementsprechend jetzt Phospho-
rylase-Phosphatase genannt. In den spéten fiinfziger Jahren
war es also moglich, spezifische Gleichungen fiir die Inter-
konversion der Muskel-Phosphorylase zu formulieren:

Phosphorylase-
Kinase

Phosphorylase b + 2 ATP

Phosphorylase a + 2 ADP

(Dimer) (Dimer)
ggospgorylase—
t
Phosphorylase ¢ + H,0O osphatase Phosphorylase b+ 2 P,
(Dimer) (Dimer)

Wihrend derselben Zeit, in der wir an dem Muskel-Phos-
phorylase-System arbeiteten, wurden unabhéngig von uns
im Labor von Earl Sutherland an der Western Reserve Uni-
versity dhnliche Experimente mit der Phosphorylase aus Le-
ber durchgefiihrt. Die wichtigsten Mitarbeiter von Suther-
land an diesem Projekt waren Walter D. Wosilait und
Theodore W. Rall. In einer frithen Untersuchung!!®! hatten
sie herausgefunden, dal3 anorganisches Phosphat frei wird,
wenn partiell gereinigte aktive Leber-Phosphorylase mit —
wie sie es bezeichneten — inaktivierendem Enzym inkubiert
wird, und sie fanden auBerdem, dal, wenn Leberscheiben
mit **P-Phosphat inkubiert werden, Phosphat in die Phos-
phorylasc eingebaut wird. Sie zeigten spiter, daB} beide Inter-
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konversionsreaktionen der Leber-Phosphorylase in zell-
freien Systemen stattfinden kénnen!'®!”) Ein monu-
mentaler ,,Nebenbefund*, der aus der Arbeit von Suther-
lands Labor iiber die Leber-Phosphorylase kam, war natiir-
lich die Entdeckung von cyclischem AMP, dem ersten identi-
fizierten sekundiren Botenstoff (,,second messenger) der
Hormonwirkung!!®8l,

Gab es — bevor das Muskel- und Leber-Phosphorylase-Sy-
stem aufgeklirt wurde - Hinweise dafiir, dal Phosphorylie-
rung und Dephosphorylierung von Proteinen fiir die Zell-
regulation von Bedeutung sind? Die Existenz von Phospho-
proteinen war natiirlich schon lange vor 1950 bekannt. Phos-
phoproteine wurden als ,,konjugierte Proteine* klassifiziert,
und man vermutete, dafi sie hauptsichlich fiir die Erndhrung
von Bedeutung sind (z.B. das Casein in der Milch und meh-
rere Phosphoproteine im Eigelb). Es war auch bekannt, dal
Pepsinogen ein mol fest gebundenes Phosphat pro mol En-
zym enthilt, aber die Bedeutung dessen war (und ist immer
noch) nicht klar. Man wuBte auch, daB unspezifische Phos-
phatasen die Abspaltung von Phosphat aus Phosphopro-
teinen katalysieren kénnen. In einer interessanten Untersu-
chung, die etwa zur gleichen Zeit wie die Arbeit an der Phos-
phorylase durchgefithrt wurde, beschrieben Burnett und
Kennedy ein Enzym, das die Phosphorylierung von Casein
katalysiertel*?!. Diese Forscher kannten die hohe Umsatzra-
te von Phosphat in Proteinen, und sie waren die ersten, die
eine Protein-Kinase beschrieben. Im allgemeinen war jedoch
die Erkenntnis, dal3 die Protein-Phosphorylierung und -de-
phosphorylierung ein dynamischer Prozef ist, der die Enzy-
me beeinfluBt und fiir die Kontrolle des Metabolismus und
anderer zelluldrer Prozesse wichtig ist, noch nicht vorhan-
den.

Protein-Phosphorylierung und die Ubermittlung
extrazellulirer Signale

Wie wir gesehen haben, spielte das Interesse an der Wir-
kungsweise von Adrenalin und Glucagon eine bedeutende
Rolle fiir die Arbeit itber die Interkonversionsreaktionen der
Phosphorylase!® %), die wiederum zur Entdeckung der dyna-
mischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung von
Proteinen fithrte. Wenn man noch weiter zuriickgeht, be-
merkt man, daf} die Originalarbeiten der Coris, die zur Ent-
deckung der Phosphorylase selbst fithrten, aus einem lange-
wihrenden Interesse dieser Forscher an der Bedeutung des
Adrenalins fiir die Regulation des Glycogen-Metabolismus
entstanden!2%!. Es war kein Zufall, daB das Interesse an der
Hormonwirkung zu Entwicklungen auf dem Gebiet der Pro-
tein-Phosphorylierung/Dephosphorylierung  beitrug, und
wir wissen jetzt, daB eine der wichtigsten Funktionen der
Protein-Phosphorylierung als regulatorischer Vorgang die
Ubermittlung von Signalen ist, die auf die Zelle einwirken.
Dies trifft nicht nur auf die Ubermittlung von Hormon- und
Wachstumsfaktorsignalen zu, sondern auch auf andere Sti-
mulustypen. Ich erwidhnte, daf3 die elektrische Stimulation
des Muskels zu einer Veréinderung der Protein-Phosphory-
lierung innerhalb der Zelle fiihrt. Es ist wahrscheinlich kein
Zufall, dal das AusmaB der Protein-Phosphorylierung in
eukaryotischen Zellen viel groBer ist, als in prokaryotischen
und besonders in den eukaryotischen Zellen hoherer Tiere,
die einer komplexen Regulation von auflen unterliegen.
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Es war schon ziemlich friih klar, daB die relativen Mengen
an Phosphorylase & und a, die in der Zelle zu irgendeinem
Zeitpunkt vorhanden sind, von den relativen Geschwindig-
keiten der Phosphorylase-Kinase- und -Phosphatase-Reak-
tionen abhingen, und man ging davon aus, daB ein oder
beide Enzyme einer Regulation unterliegen muBten. Des
weiteren waren zwei Faktoren, die das Gleichgewicht zwi-
schen den beiden Formen der Phosphorylase beeinflussen,
gefunden worden. Das waren, wie schon erwihnt, Calcium-
Ionen, die als Metall-Ionen die Bildung von Phosphorylase
a in Muskelextrakten bewirken!®, und cyclo-AMP, das die
Phosphorylase-a-Bildung in Leberzellen und -homogenaten
fordert (siehe Ubersichtsartikel®!?). Wir konnten bald dar-
auf zeigen, daB cyclo-AMP die Bildung von Phosphorylase
a auch in Muskelextrakten bewirkt!??!, Im Muskel-System
konnte bestimmt werden, daB die Wirkung von Ca?* und
cyclo-AMP bei der Stimulation der Phosphorylase-Aktivie-
rung in vitro ein Ergebnis der Phosphorylase-Kinase-Akti-
vierung und nicht der Phosphorylase-Phosphatase-Hem-
mung ist'!],

Die Kopplung der Muskelkontraktion
an die Glycogenolyse

Der Befund, daB3 die Hauptform der Phosphorylase in
ruhendem Muskel Phosphorylase 41 und nicht Phosphory-
lase @' 71 ist, und die Erkenntnis, daBB Phosphorylase 4 in
Phosphorylase @ umgewandelt werden kann, wenn Ca?” zu
einem Muskelextrakt, der ATP enthilt, zugefiigt wird, er-
moglichten eine verniinftige Interpretation der Auswirkung
von elektrischer Stimulation auf die Phosphorylase. Im Jah-
re 1956 konnte Cori zeigen!?3!, daB Muskelkontraktion zu
einer Umwandlung der Phosphorylase & in a fithrt und nicht
umgekehrt; das entsprach dem bekannten Effekt der Kon-
traktion auf den Glycogenabbau. Die Wirkung von Ca®*
auf die Aktivierung der Phosphorylase-Kinase passte jetzt
gut ins Schema (Abb. 3), wobei dieses Metall-Ion - als Bo-
tensubstanz mit der Muskelkontraktion in Verbindung ste-
hend - fiir die Kopplung der Glycogenolyse (ein energielie-
fernder Vorgang) an die Kontraktion (ein energiever-
brauchender Prozefl) verantwortlich sein konnte. Von den
beiden Mechanismen, durch die Ca%* die Phosphorylase-
Kinase regulieren kénnte, d.h. iiber limitierte Proteolyse
durch KAF oder als Ergebnis eines Bedarfs der Phosphory-
lase-Kinase selbst fiirr Ca?**2!, wurde nur der zweite fiir

Nervenstimulation «%

Freisetzung von Ca2* aus dem
Sarcoplasmatischen Reticulum

Phosphorylase-
Kinase

Phosphorylase b Phosphorylase a

Glycogen
+
P;

Glucose-1-P

Abb. 3. Die Bedeutung der Calcium-Ionen fiir die Regulation der Glycogenoly-
se (ca. 1962).
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physiologisch bedeutsam gehalten. Die Arbeit von Ozawa
et al.l*#_ der den Effekt von Ca®* auf die Phosphorylase-Ki-
nase-Reaktion quantifizierte, war entscheidend fiir unser
Verstéindnis dieses Vorgangs. Erst viele Jahre spéter, als man
herausfand, dal Calmodulin eine Untereinheit der Phospho-
rylase-Kinase ist, wurde der wirkliche Mechanismus, durch
den Ca** die Phosphorylase-Kinase stimuliert, klar2*!.

Der Wirkungsmechanismus von cycle-AMP und von
cyclo-AMP-abhéngiger Protein-Kinase

Der Mechanismus, durch den cyclo-AMP eine Erhéhung
der Phosphorylase-Kinase-Aktivitit auslost, war komplexer
als der von Ca?*. Wihrend Ca?* selbst ein essentieller Akti-
vierungsfaktor in der Phosphorylase-b-zu-a-Reaktion ist,
verursacht cyclo-AMP eine Aktivierung der Phosphorylase-
Kinase durch Phosphorylierung. Der erste Hinweis darauf,
daB eine Phosphorylierung an der Aktivierung der Kinase
beteiligt sein konnte, war der Befund, da3 ATP fiir die Akti-
vierungsreaktion und den Effekt des cyclo-AMP in Extrak-
ten aus Kaninchenmuskel benétigt wurde!??), Der Mitarbei-
ter, der die ersten Experimente mit ATP ausfiihrte, war der
Student Donald J. Graves. Die Aktivierung der Phosphory-
lase-Kinase aus Muskel war charakterisiert durch eine deut-
liche Verstirkung der Aktivitit bei pH 7 oder darunter und
nur einen leichten Anstieg der Aktivitéit, wenn die b-zu-a-Re-
aktion bei hdheren pH-Werten durchgefithrt wurde. Der
Quotient der Aktivitdt bei pH 6.8 zur Aktivitit bei pH 8.2
diente als wertvoller Index fiir das AusmaB der Phosphoryla-
se-Kinase-Aktivierung?®). War die Phosphorylase-Kinase
erst einmal durch Vorinkubation mit ATP aktiviert worden,
so war die Gegenwart von cyclo-AMP nicht ldnger essentiell,
was erwartungsgemifl der Fall wire, wenn die Kinase in
einem — von cyclo-AMP stimulierten — AktivierungsprozeB
kovalent verindert wird??!,

Die Phosphorylase-Kinase wurde hochgradig aufgereinigt
und als fast homogenes hochmolekulares Protein (M, =
1.2 x 10%) gewonnen, das immer noch durch Vorinkubation
mit MgATP aktiviert werden konnte, und zwar in einer
Reaktion, die in hohem MaBe von cyclo-AMP stimuliert
wurde. Obwohl wir Hinweise dafiir hatten, dal} eine zweite
Kinase an dem Aktivierungsvorgang beteiligt ist™2”], so war
die Reaktionskinetik doch sehr komplex, und die Arbeit von
DeLange et all?®! lieB vermuten, daB eine autokatalytische
Reaktion vorlag. Die Existenz einer separaten ,,cyclo-AMP-
abhangigen Phosphorylase-Kinase-Kinase*, die die Phos-
phorylase-Kinase wihrend ihrer Reinigung begleitete, wur-
de von Donal A. Walsh und John P. Perkins, zwel Postdocs
in meinem Labor, bestatigt™®!. Es gelang ihnen, die neue
Kinase aus Kaninchenmuskel-Extrakt um das 200fache an-
zureichern und sie komplett von der Phosphorylase-Kinase
zu trennen. Die Kinase wurde ,,cyclo-AMP-abhingige Pro-
tein-Kinase® genannt und nicht Phosphorylase-Kinase-Ki-
nase, well sie iiber eine breitere Spezifitdt verfiigte, als der
restriktivere Name hitte vermuten lassen!?®!. Im Riickblick
handelt es sich bei der cyclo-AMP-abhdngigen Protein-
Kinase wahrscheinlich um die gleiche Aktivitdt, die Huijing
und Larner®® bei der cyclo-AMP-abhingigen Glycogen-
Synthase-Phosphorylierung beobachtet hatten. Die Tatsa-
che, daB eine cyclo-AMP-abhiingige Protein-Kinase von der
Phosphorylase-Kinase getrennt werden konnte, ermoglichte
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Abb. 4. Die Regulation der Glycogenolyse durch Adrenalin.

es, einen kompletten Kaskaden-Mechanismus zu konstruie-
ren, der die Wirkung des Adrenalins auf die Glycogenolyse
verdeutlichte (Abb. 4). Dies war das erste Beispiel einer Pro-
tein-Kinase-Kaskade, in der eine Protein-Kinase von einer
anderen phosphoryliert und aktiviert wird. Obwohl eine
Kaskade potentielle Vorteile bietet (Signalamplifikation,
Verzweigungspunkte etc.), wurden seither nur wenige andere
Beispiele beschrieben. Vor kurzem jedoch wurde eine kom-
plizierte Multischritt-Protein-Kaskade entdeckt, die an der
Wirkung zahlreicher Wachstumsfaktoren beteiligt ist; dieses
Thema soll am Ende dieses Vortrags diskutiert werden.

Das Studium der cyclo-AMP-abhingigen Protein-Kinase
hat als Prototyp fiir Arbeiten iber Protein-Kinasen allge-
mein gedient. Diese Kinase besteht aus regulatorischen (R)
und katalytischen (C) Untereinheiten und hat die allgemeine
Struktur R,C,. Im nichsten Vortrag wird Ed Fischer tiber
den Mechanismus berichten, durch den cyclo-AMP die Akti-
vitit der Kinase reguliert. Die katalytische Untereinheit die-
ses Enzyms war die erste Protein-Kinase, deren komplette
Aminosduresequenz bestimmt wurde®!], und sie war auch
die erste Protein-Kinase, deren Struktur durch Rontgen-
kristallographie bestimmt werden konnte!32l, Die cyclo-
AMP-abhingige Protein-Kinase spielte auch eine sehr wich-
tige Rolle fiir unser Verstindnis der Protein-Kinase-
Spezifitit, was im Hinblick auf die enorm wachsende Zah!
der bekannten Kinasen von groBer Bedeutung war. Ich kann
dieses Thema hier nur anreiBen und erwiihnen, daf die cyclo-
AMP-abhingige Protein-Kinase die erste Kinase war, fiir
die eine Consensus-Phosphorylierungssequenz bestimmt
werden konnte*37371 Diese Sequenz, Arg-Arg-X-Ser-X,
wird in vielen, aber nicht allen Substraten der cyclo-AMP-
abhéngigen Protein-Kinase gefunden. Bei der Erwihnung
der Spezifititsuntersuchungen, die in meinem Labor durch-
gefithrt wurden, mochte ich auch die besondere Aufmerk-
samkeit auf die Arbeiten von David B. Bylund und Bruce E.
Kemp lenken.

Eine Serin/Threonin-Protein-Kinase-Kaskade, die als
Antwort auf Insulin und verwandte Wachstumsfaktoren
aktiviert wird

Eines der groflen Problemie in der Endokrinologie ist der
Wirkungsmechanismus von Insulin gewesen. Die F orschung
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war schon jahrzehntelang an diesem Problem interessiert,
und iiber die Jahre sammelte sich eine Fiille von Information
zu diesem Thema an. Zuerst wurden Experimente mit Tieren
durchgefiihrt, spiter mit perfundierten Organen, dann mit
isoliertem Gewebe, z.B. Zwerchfellmuskel, und schlieBlich
mit Zellkulturen. Erst relativ spidt wurde es moglich, eine
aussagekriftige Antwort auf Insulin in Homogenaten oder
anderen zellfreien Systemen zu provozieren. Vor etwa zehn
Jahren fand man, daB der EGF-Rezeptor (EGF =
epidermal growth factor; dtsch: epidermaler Wachs-
tumsfaktor) eine Protein-Tyrosin-Kinase ist, und kurz da-
nach stellte sich heraus, daf3 dies auch fiir den Insulin-Rezep-
tor gitt®8 3% Heute weil man, dafl acht oder neun
Wachstumsfaktor-Rezeptoren Protein-Tyrosin-Kinasen
sind. Diese Ergebnisse leiteten ein neue Ara der Forschung
iiber Insulin und verwandte Hormone sowie Wachs-
tumsfaktoren ein. Obwohl viele auf diesem Gebiet arbeiten-
de Wissenschaftler glaubten, es wiirde jetzt einfach sein, Sub-
strate fiir diese Rezeptoren/Kinasen zu identifizieren und
den gesamten intrazelluliren Signaliibertragungsweg aufzu-
kliren, passierte dies nicht. Einige am Tyrosin phosphory-
lierte Proteine wurden in — mit Insulin oder anderen Wachs-
tumsfaktoren behandelten — Zellen gefunden, aber keines
der Proteine wurde sogleich mit den bekannten zelluldren
Wirkungen der Wachstumsfaktoren in Verbindung gebracht.
Trotzdem konnte klar gezeigt werden, da} die Protein-Tyro-
sin-Kinase-Aktivitdt dieser Rezeptoren unerldBlich fiir de-
ren Wirkung ist, und man zweifelte nicht daran, daB} am
Anfang der Signalkette die ligandenstimulierte Tyrosin-
Phosphorylierung steht.

Ein Forscher, der an den einzelnen Schritten der Si-
gnaliibertragungswege interessiert ist, kann entweder
,.Stromabwirts* von einem Rezeptor ausgehend arbeiten
und die Komponenten des Wegs identifizieren, oder er ar-
beitet ,,stromaufwarts* auf den Rezeptor zu und beginnt mit
den wohlbekannten zelluldiren Wirkungen des betreffenden
Wachstumsfaktors. Eine Vielzahl von Arbeitsgruppen, mei-
ne eigene eingeschlossen, die an den Signalen von Insulin-
oder verwandten Rezeptoren interessiert sind, haben die
zweite Strategie eingesetzt. Der spezielle zelluldre Effekt, den
diese Gruppen zu ihrem Ausgangspunkt gemacht haben, ist
die Aktivierung von Serin- und Threoin-Protein-Kinasen,
die aus der Stimulierung der Tyrosin-Kinasen folgt. Man
wullte seit langem, daf} die Stimulierung von Protein-Kina-
sen in der Zelle zu Verdnderungen der Serin/Threoin- und
der Tyrosin-Phosphorylierung fithrt, aber der Mechanismus,
durch den diese beiden Typen der Protein-Phosphorylierung
gekoppelt sind, war nicht bekannt?!,

Eines der zelluldren Proteine, das nach Stimulation von
Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivitit an Serin-Resten
phosphoryliert wird, ist das ribosomale Protein S6. Aller-
dings ist die Bedeutung der Phosphorylierung fiir die Regu-
lation der Proteinsynthese unklar. Dieses Phiinomen war vor
einigen Jahren entdeckt worden, kurz bevor sich mein eige-
nes Labor mit dem Problem zu beschiftigen begann; ein
guter Anfang war schon damals mit der Identifizierung der
Komponenten gemacht, die an der Regulation der S6-Phos-
phorylierung beteiligt sind. Beispiclsweise war gezeigt wor-
den, dafBl in Adipocyten oder Swiss-3T3-Zellen durch Insulin
eine S6-Kinase aktiviert wird*!**2! und es fanden sich Be-
weise dafiir, daB die Aktivierung durch kovalente Modifika-
tion, d.h. Phosphorylierung, eingeleitet wird. Man konnte
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zeigen, daf} die Serin/Threonin-Phosphatasen die aktivierten
Proteine inaktivieren!*4#!, Maller et al. hatten gefunden,
daB eine bis zur Homogenitit aus Xenopus-laevis-Eiern ge-
reinigte S6-Kinase (S6-Kinase II) auch durch Protein-Phos-
phatasen inaktiviert werden kann™>!, Interessanterweise
konnte diese S6-Kinase von einer anderen Serin/Threonin-
Kinase, der Mikrotubuli-assoziierten-Protein-2-Kinase
(MAP-Kinase) reaktiviert werden; von dieser wufite man,
daB sie durch Insulinbehandlung von 3T3-L1-Zellen stimu-
liert wird!*®!. Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, daB eine
Serin/Threonin-Kinase-Kaskade existiert, bei der eine
Wachstumsfaktor-aktivierte Protein-Kinase eine zweite Pro-
tein-Kinase phosphoryliert und aktiviert. Gregory et al.i*7!
bestatigten diese Ergebnisse fiir einc Phosphatase-behandel-
te S6-Kinase aus Kaninchenleber und eine MAP-Kinase aus
Insulin-stimulierten Ratten-1-HIR -B-Zellen. Dann zeigte
unsere Gruppe, daB eine EGF- oder Insulin-stimulierte
MAP-Kinase aus Swiss-3T3-Zellen eine S6-Kinase aus dem-
selben Zelltyp phosphorylieren und aktivieren kann™*®1. Die
MAP-Kinase in ihrer aktivierten Form schien durch Serin/
Threonin-Phosphorylierung aktiviert zu werden, da sie von
der Protein-Phosphatase 2A inaktiviert werden konnte. Dies
lieB sogar die Existenz einer dritten Serin/Threonin-Kinase
bei dem Wachstumsfaktor-stimulierten ProzeB3 vermuten.

Ein sehr wichtiges Ergebnis aus dem Labor von Sturgill
war, daBl die MAP-Kinase in ihrer aktiven Form sowohl
Phosphotyrosin als auch Phosphothreonin enthélt und daB
sie — zusétzlich zur Inaktivierung durch die Protein-Phos-
phatase 2A — auch von CD45, einer Tyrosin-Phosphatase,
inaktiviert werden kann*®l, Diese Forscher konnten auch
zeigen, daB die Phsophorylierung der MAP-Kinase an Tyro-
sin und Threonin essentiell fiir ihre Aktivitdt ist, und es
schien wahrscheinlich, dal zwei Typen von Protein-Kinase
d.h. eine Serin/Threonin-Kinase und eine Tyrosin-Kinase,
an ihrer Aktivierung ,,stromaufwirts* beteiligt sind. Es gab
jedoch keinen Beweis dafiir, daB eine Rezeptor-Tyrosin-Ki-
nase eine dieser beiden Kinasen sein konnte. Es war daher
wichtig, nach einem oder mehreren Enzymen, MAP-Kina-
sen-Kinasen, zu suchen, die die MAP-Kinase-Phosphorylie-
rung und -Aktivierung katalysieren.

In unserem Labor entdeckten Natalie Ahn et al.’%7 zwei
voneinander trennbare Proteinfaktoren aus Swiss-3T3-Zel-
len, die die Aktivierung einer inaktiven Form der MAP-Ki-
nase in vitro katalysieren. Jeder dieser Faktoren bendtigte
MgATP, um die MAP-Kinase zu aktivieren, und es war
gleichgiiltig, ob die MAP-Kinase zuerst von einer Serin/
Threonin-Phosphatase oder von einer Tyrosin-Phosphatase
inaktiviert worden war. Dadurch erschien wahrscheinlich,
daB es sich bei diesen Faktoren um ,,dual-specificity*-Kin-
asen handelte, die Proteine sowohl an Serin- oder Threonin-
Resten als auch an Tyrosin-Resten phosphorylieren. Solche
Kinasen waren tatsichlich in Hefen gefunden worden.
Zuerst zOgerten wir, die aktivierenden Faktoren ,, MAP-Ki-
nasen-Kinasen‘* zu nennen, weil wir in der von Rony Seger
et al.l>! ausgefithrten Arbeit gefunden hatten, daB die MAP-
Kinase langsam aber deutlich autophosphoryliert werden
kann, d.h. sie kann ihre eigene Phosphorylierung von Tyro-
sin- und Threonin-Resten katalysieren. Die Autophosphory-
lierung fithrt zur Aktivierung der Kinase. Dieses Ergebnis
zeigte, dall eine MAP-Kinase-Kinase vielleicht unnétig ist
und daB die nichste ,,stromaufwirts*-Komponente ein Pro-
teinaktivator sein konnte, der die Autophosphorylierung sti-
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muliert. Es wurde bald gezeigt, daBi die MAP-Kinase-Akti-
vatoren tatsdchlich Protein-Kinasen sind, die eine Mutan-
tenform der MAP-Kinase, die keine enzymatische Aktivitit
aufweist, phosphorylieren kénnen!®? 33!, Auch die Amino-
séuresequenz-Daten aus unserem und anderen Laboratorien
zeigten, daB} die Aktivatoren Protein-Kinase-Sequenzmotive
enthielten. Spdter wurden &hnliche ,,Aktivatoren”, d.h.
MAP-Kinasen-Kinasen, in PC12-Zellen gefunden, die durch
Nervenwachstumsfaktoren oder Bradykinin stimuliert wor-
den waren'>* %3 Gomez und Cohen zeigten, daB die akti-
vierte MAP-Kinase-Kinase von einer Serin/Threonin-Phos-
phatase inaktiviert werden konnte, aber nicht von einer
Tyrosin-Phosphatase®*). Dieses Ergebnis deutete darauf
hin, daB eine zusitzliche Serin/Threonin-Kinase ,,stromauf-
wirts®, d.h. wahrscheinlich eine MAP-Kinase-Kinase-
Kinase an diesem Weg beteiligt ist. Der gegenwértige Stand
der MAP-Kinase-Kaskade wird — ohne die vermutete MAP-
Kinase-Kinase-Kinase - in Abbildung 5 gezeigt.

EGF
+
EGF-Rezeptor
+ ‘ Mechanismus (?)
MAPKK MAPKK-P
(inaktiv) (aktiv}
"
MAPK MAPK-P
(inaktiv) (aktiv)
V™
S6K-P
S6K )
(inaktiv) (aktiv)
S6 S6-P

Abb. 5. Die MAP-Kinase-Kaskade. EGF = epidermaler Wachstumsfaktor;
MAP = Mikrotubuli-assoziiertes Protein, K. = Kinase, 56 = ribosomales Pro-
tein 86.

Viele Laboratorien arbeiten gegenwirtig sehr intensiv an
der Identitat der MAP-Kinase-Kinase-Kinase und dem Me-
chanismus, durch den solch ein Enzym reguliert werden
konnte. Von Kyriakis et al. wurde berichtet, daB Raf-1 die
MAP-Kinase-Kinase aktiviert und daher als Kinase-Kinase-
Kinase in Betracht kommt!%®], Dieses Ergebnis wurde von
Dent et al.l>" bestitigt. Andere Untersuchungen wiesen dar-
auf hin, daB cdc2 eine ,,stromaufwirts*“-Komponente der
MAP-Kinase-Kaskade, aber nicht die Kinase-Kinase-Kina-
se selbst sein konnte!*8). SchlieBlich gibt es Beweise dafiir,
daB p21 ras an irgendeiner Stelle zwischen Rezeptor und
den Komponenten der kiirzlich identifizierten Kaskade
wirkt'®®~ %2}, Ein etwas vernachlissigter Sektor auf dem Ge-
biet der MAP-Kinase-Kaskade ist die Frage nach ihrer ge-
nauen Funktion und den Griinden fiir die Existenz eines so
komplizierten Schemas. Es ist wahrscheinlich, daB fiir jede
der Protein-Kinasen einer solchen Kaskade mehrere Sub-
strate existieren, und es ist in diesem Zusammenhang interes-
sant, dal mehrere Transkriptionsfaktoren als Substrat fiir
die MAP-Kinase und die S6-Kinase gelten. Die einzelnen
Kinasen diirften wohl auch bestimmte metabolische Enzyme
als Substrat haben, die bisher noch nicht identifiziert werden
konnten. SchlieBlich konnten einige der Kinasen wiederum
andere Kinasen regulierent®3],
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Schlufifolgerung

Ich habe versucht, die frithen Arbeiten lber die Interkon-
versionsreaktionen der beiden Formen der Glycogen-Phos-
phorylase und Phosphorylase-Kinase zusammenzufassen.
Ein drittes Enzym, das eine wichtige Rolle in den frithen
Arbeiten iiber Phosphorylierung und Dephosphorylierung
spielte, war die Glycogen-Synthase. Ein groBer Teil der For-
schung iiber dieses Enzym wurde von Joseph Larner et al.
wihrend der frithen sechziger Jahre durchgefiihrt. Sie fanden
heraus, daB — im Gegensatz zur Wirkung der Phosphorylie-
rung auf die Phosphorylase und Phosphorylase-Kinase — die
Phosphorylierung der Synthase einen Aktivititsabfall zur
Folge hat. Da das Gebiet der Protein-Phosphorylierung
wéhrend der ersten zehn Jahre von denen dominiert war, die
am Glycogen-Metabolismus arbeiteten, glaubten manche,
daB die Regulation von Enzymen iiber Phosphorylierung-
Dephosphorylierung auf dieses Gebiet beschrinkt sei. Aber
durch die Entdeckung einer multifunktionellen cyclo-AMP-
abhingigen Protein-Kinase, die — wie Kuo und Green-
gard!%4] sehr schnell fanden — weitverbreitet in der Natur ist,
mubte diese Einschétzung aufgegeben werden.

Eine andere wichtige Entdeckung, die auf eine weite Ver-
breitung der Protein-Phosphorylierung hinwies, war die der
Regulation der Pyruvat-Kinase durch Phosphorylierungt®l.
Wie man in Abbildung 6 sehen kann, wuchs die Zahl der
Enzyme, die durch Phosphorylierung reguliert wurden, in
den siebziger Jahren stark an. Wenn man die Protein-

1
40+ Entdeckung der
Tyrosin-Phospho-
ryliarung \
30 4
n
20 Pyruvat-
Dehydrogenase
Glycogen- hd
Synthase
Phosphorylase-
10 Kinase
Glycogen-
Phaspho- (]
rylase \ Entdeckung der
) cAMP-abhangigen
Protein-Kinase
T Ll L)
1950 1960 1970 1980

Abb. 6. Die wachsende Bedeutung der Protein-Phosphorylierung als Mechanis-
mus der Enzymregulation. Aufgetragen ist die Zahl n der im jeweiligen Jahr
bekannten, durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung regulierten En-
zyme.

Phosphorylierung nicht-enzymatischer Proteine hinzuzihlen
wirde, wiire die Kurve in Abbildung 6 noch steiler. An-
schlieBend wird Ed Fischer einige der Entwicklungen be-
schreiben, die zu dieser Explosion beigetragen haben. Ich
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nehme an, daB er auch einige der Irrtiimer, die ich im histori-
schen Abri unserer gemeinsamen Arbeit gemacht habe,
,,korrigieren** wird.

Ich mdchte diesen Vortrag meinen Eltern, fiir die die Erzie-
hung ihrer Kinder ein wichtiges Ziel im Leben war, und meiner
Frau Deedy, die mich immer unterstiitzt hat, widmen. Aner-
kennen méchte ich die wichtigen Beitrdge meiner zahllosen
talentierten, zum Teil hier ungenannten Studenten und Post-
doktoranden, die die meisten der erwdhnten Experimente
durchgefiihrt und die Richtung der Untersuchungen mithe-
stimmt haben.

Eingegangen am 12. Februar 1993 [A912]
Ubersetzt von Dr. Christiane Koszka, Berlin
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