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Beschrieben sind ein Protein mit einer Mitogen-akti-
vierten Protein-Kinase-Kinase-Aktivitat (MAPKK-Aktivitat),
umfassend
+ a) die Aminosauresequenz, wie in Fig. 1 angegeben,

oder
* b) ein Fragment der Aminosauresequenz, wie in Fig. 1
angegeben, welches mindestens die 11 Kinase-Doma-
nen, wie in Fig. 2A angegeben, aufweist, oder
+ ¢) eine Aminosauresequenz mit mindestens 90% Homo-
logie mit der Aminosauresequenz, wie in Fig. 1 angege-
ben, bei Bestimmung mit dem FAST/A-Algorithmus, und
wobei das Protein mit der Aminosduresequenz a), b) oder
c) weiters eine aktivierende Aktivitat auf die Salz-Stress-
induzierte MAP-Kinase (SIMK) aufweist, DNA-Molekile, die
eine fur ein solches Protein codierende Region aufweisen,
und Pflanzenzellen und Pflanzen, die solche DNA-Molekile
aufweisen.
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Die Erfindung betrifft die Regulierung von Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK).

Die Proteinphosphorylierung ist einer der Hauptmechanismen fur die Steuerung von Zellfunkti-
onen als Antwort auf auRere Signale. Bei Eukaryonten spielen die Mitogen-aktivierten Protein-
Kinasen (MAPKs), eine spezifische Klasse der Serin/Threonin-Protein-Kinasen, eine Rolle bei vie-
len dieser Prozesse. Ein allgemeines Merkmal der MAPK-Kaskaden ist ihre Zusammensetzung
aus drei funktionell verbundenen Protein-Kinasen. Ein MAPK wird phosphoryliert und dadurch
durch eine MAPK-Kinase (MAPKK) aktiviert, welche selbst aktiviert wird durch eine andere Serin/
Threonin-Protein-Kinase, eine MAPK-Kinase-Kinase. Die MAPKKs sind Kinasen mit einer Doppel-
Spezifitat, die MAPKs phosphorylieren und dadurch sowohl am Threonin- als auch am Tyrosin-
Rest des TXY-Phosphorylierungs-Motivs aktivieren. Die MAPKs haben eine zweilappige Struktur,
in welcher das ATP in der Spalte zwischen den beiden Lappen gebunden ist, und der C-terminale
Lappen bindet das Substrat. Die Kristallstruktur von ERK2, einem Sauger-MAPK, lieR auf die erste
Erklarung schlieRen, warum der unike Doppel-Phosphorylierungsvorgang fur die Aktivierung dieser
Gruppe der Protein-Kinasen notwendig ist (Zhang et al., 1994). Thr183 und Tyr185 von ERK2 sind
in einer Schieife enthalten, die die Kinase-Subdomanen VII und VIIi verbindet. Wahrend Thr183 an
der Oberflache der Schieife exponiert und daher fur das MAPKK-MEK1 zugénglich ist, ist Tyr185 in
einer hydrophoben Tasche vergraben. Da beide Reste fir die Aktivierung von ERK2 phosphoryliert
sein mussen, muss MEK1 zuerst Thr183 phosphorylieren, was zu einer Konformationsanderung
von ERK2 fuhrt, wodurch Tyr185 einer nachfolgenden Phosphorylierung zugénglich wird (Canaga-
rajah et al., 1997).

Eine Signalisierung durch MAPK-Kaskaden kann zu einer Vieifalt verschiedener Auswirkungen
fihren, einschlieBlich der Differenzierung und Zellteilung (Robinson und Cobb, 1997), doch sind
auch MAPK-Reaktionswege an der Antwort auf verschiedene Stressbelastungen beteiligt. Nukiea-
re Ziele der MAPKs konnen verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie Ste12, c-Jun-Elk-1 und
c-Myc sein (Karin und Hunter, 1995), doch kénnen Ziele auch andere Protein-Kinasen, wie MAPK-
aktivierte Protein-Kinase-2 (Stokoe et al., 1992), Proteine einschlieBlich des epidermalen Wachs-
tumsfaktor-Rezeptors und des Ras-exchange-Faktors Sos, und stromaufwarts gelegene Kompo-
nenten der MAPK-Kaskade, wie Raf1 und MEK1 (Whitmarsh und Davis, 1996), sein. Obwohl viele
MAPK-Kaskaden in Hefe und in Tieren definiert wurden, bleibt ihre Zusammensetzung in Pflanzen
unklar.

Im Gegensatz zu Tieren sind Pflanzen festsitzende Organismen. Um Veranderungen in ihrer
Umwelt zu Uberleben, haben Pflanzen komplexe und differenzierte Wahrnehmungs- und Adapti-
onssysteme entwickelt, die es ihnen ermaoglichen, auf viele Stress-Situationen zu reagieren und
sich an diese anzupassen. Zu solcherlei Stress zahlen abiotische Faktoren, wie Kalte, Trockenheit,
Verletzung, UV-Strahlung und osmotischer Stress, und biotische Faktoren, wie Pathogene. Stress-
Reaktionen sind durch ein kompliziertes raumliches und zeitliches Muster von Vorgéangen charak-
terisiert, zu denen unmittelbare Frihreaktionen zahlen, die innerhalb von Sekunden und Minuten
auftreten, und die die Offnung von lonen-Kanalen und die Bildung reaktiver Sauerstoff-Zwischen-
produkte inkludieren. Auf diese Vorgange folgt das Einsetzen der Transkriptionsaktivierung be-
stimmter Gene und die Erzeugung bestimmter Pflanzenhormone, wie Ethylen und Jasmonsaure.
Spatreaktionen treten innerhalb von Stunden und Tagen auf und umfassen die Expression von
Genen, die verschiedene Stoffwechselbahnen regulieren oder direkt an Stress-Reaktionen beteiligt
sind (Somssich und Hahlbrock, 1998; Maleck und Dietrich, 1999).

MAPKs spielen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von Stress-Reaktionen bei Tieren und
bei Hefe.

Bei Pflanzen sind mehrere MAPKs bei der Signalisierung von Hormonen, Stress und Zelizy-
klus- und Entwicklungsereignissen beteiligt. Kurzlich zeigte es sich, das SIMK (durch Salzstress-
induzierte MAPK) aktiviert wird, wenn Luzerne(Alfalfa)-Zellen hyperosmotischen Bedingungen
ausgesetzt werden.

Es zeigte sich, dass man Mitglieder des "drei-Kinase-Moduls" in Pflanzen finden kann (zur In-
formation vgl. Ligterink und Hirt, 2000). Im Verstandnis von Pflanzen-MAPKs wurden betrachtliche
Fortschritte gemacht, und eine Vielfalt von Untersuchungen zeigte, dass MAPKs bei mehreren
Aspekten der Entwicklung (Wilson et al., 1997), Zellteilung (Banno et al., 1993; Calderini et al.,
1998; Bogre et al., 1999) und Hormonwirkung, einschlieBlich Auxin (Mizoguchi et al., 1994, Absci-
sinsaure (Knetsch et al., 1996), Gibberellinsaure (Huttly und Phillips, 1995), Ethylen (Kieber et al.,
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1993; Chang, 1996, Salicylsaure (Zhang und Klessig, 1997), und Jasmonsé&ure (Seo et al., 1995,
1999; Stratmann und Ryan, 1997) eine Rolle spielen. MAPKs werden auch durch biotischen und
abiotischen Stress, wie Kalte und Trockenheit (Jonak et al., 1996) und Verletzung (Seo et al.,
1995, 1999; Usami et al., 1995; Bégre et al., 1997; Zhang und Klessig, 1998) und wahrend einer
Pflanzen-Pathogen-Wechselwirkung (Ligterink et al., 1997; Zhang et al., 1998; Romeis et al., 1999)
aktiviert.

Bis heute wurden mehrere MAPKKs aus verschiedenen Pflanzen isoliert, einschlieBlich
AtMEK1 (Morris et al., 1997), AtMKK2, AtMKK3, AtMKK4 und AtMKK5 aus Arabidopsis (ichimura
et al., 1998a, 1998b), TMEK1 aus der Tomate (Hackett et al., 1998), NPK2 aus Tabak (Shibata et
al., 1995) und ZmMEK1 aus Mais (Hardin und Wolniak, 1998). Trotz der Klonierung dieser Gene ist
es noch immer unklar, auf welchem Weg die Kinasen wirken und welche MAPKS durch sie aktiviert
werden. Obwohl eine mégliche MAPK-Kaskade durch Zwei-Hybriden-Analyse in Hefe ("yeast two
hybrid analysis") und Funktions-Komplementationstests von Hefe-Mutanten (Mizoguchi et al.,
1998) definiert wurden, bleibt noch nachzuweisen, ob diese Kinasen eine Kaskade in Pflanzen
bilden. Kirzlich wurde eine neue MAPKK durch einen Zwei-Hybriden-Screen mit einer Tabak-
MAPK isoliert, doch konnte die rekombinante MAPKK die jeweilige MAPK nicht phosphorylieren
oder aktivieren (Liu et al., 2000).

Die MAPKs werden auch durch verschiedenen Stress in Pflanzen aktiviert (Jonak et al., 1999).
Die MAPK-Aktivierung gehort zu den ersten, detektierbaren Signalgebungsereignissen. Kirzlich
wurde festgestellt, dass der SIMK-MAPK-Weg durch erhéhte Salzkonzentrationen aktiviert wird
(Munnik et al., 1999).

Andere Strategien zur Herstellung Salz-tolerierbarer Pflanzen sind beispielsweise in
US 5,639,950, US 5,859,337, WO 99/54489 A1, US 5,965,705 und US 4,594,323 beschrieben.

Die US 5,639,950 betrifft eine DNA-Sequenz einschliellich eines bifunktionellen Enzyms
(P5CS genannt) mit sowohl gamma-Glutamylkinase- als auch Glutaminséure-gamma-Semialde-
hyd-Dehydrogenase-Aktivitaten, die die ersten beiden Schritte in der Prolinproduktion bei Pflanzen
katalysieren. Es wurde beschrieben, dass die Aufnahme dieses Gens in Pflanzen die Salz-
Toleranz und die Widerstandsfahigkeit der Pflanzen gegen Trockenheit erhéhen.

Die US 5,859,337 beschreibt Nukleinsauren, die fur Polypeptide codieren, welche Pflanzen und
andere Organismen tolerant gegen Salz machen. Diese Polynuclectidsequenzen werden "STZ"
oder "STQ" genannt.

In der WO 99/54489 A1 ist ein Verfahren zum Erhalt von Pflanzen, die gegeniiber abiotischem
Stress, insbesondere osmotischem Stress, tolerant sind, beschrieben, wobei einer Pflanze die
Fahigkeit verliehen wird, der durch Stress induzierten Phosphorylierung Cyclin-abhangiger Kinase
(cyclin dependent kinase, CDK)-Proteine entgegenzuwirken.

Die US 5,965,705 betrifft ein Gen, das als CBF 1 bezeichnet ist, welches fiir ein Protein (CBF 1)
codiert, das an eine Region bindet, die die Expression von Genen reguliert, welche die Toleranz
gegenlber Kalte und Dehydrierung bei Pflanzen férdern. Dieses Gen wird zur Transformation von
Mikroorganismen verwendet und kann zur Transformation von Pflanzen verwendet werden.

Die US 4,594,323 betrifft mutierte proBA-Regionen, die vorgesehen werden, um osmotisch
empfindlichen Wirten eine osmotische Toleranz zu verleihen. Die mutierte DNA-Sequenz kann
mindestens ein Enzym im Biosynthese-Weg flr eine Aminosaure, die die gewiinschte osmotische
Toleranz verleiht, (berproduzieren.

MAP-Kinasen, ihre Aktivierung in Saugern und Hefe ist z.B. in der US 5,804,427 oder
5,736,381 beschrieben.

Es erweist sich jedoch, dass die MAP-Kinase selbst kein geeignetes Mittel zur Erhéhung der
Salz-Stress-Toleranz in Pflanzen ist, daher werden andere Ziele gesucht, um solche gewiinschte
Wirkungen hervorzurufen.

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Mittel und Verfahren zur Verbesserung der
Stress-Toleranz, insbesondere der Salz-Toleranz, bei eukaryontischen Zellen, insbesondere bei
Pflanzenzellen, vorzusehen.

Diese Aufgabe wird mittels eines Proteins mit einer Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Kinase-
Aktivitat (MAPKK-Aktivitat) gelost, welches Protein umfasst:

* a) die Aminoséauresequenz, wie in Fig. 1 angegeben, oder
* b) ein Fragment der Aminosauresequenz, wie in Fig. 1 angegeben, welches mindestens die 11
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Kinase-Domanen, wie in Fig. 2A angegeben, aufweist, oder

. c) eine Aminosauresequenz mit mindestens 90% Identitat mit mindestens 50 aufeinander fol-
genden Aminosaureresten der Aminosauresequenz, wie in Fig. 1 angegeben, bei Bestimmung
mit dem FAST/A-Algorithmus, und

wobei das Protein mit der Aminosauresequenz a), b) oder c) weiters eine aktivierende Aktivitat auf

die Salz-Stress-induzierte MAP-Kinase (SIMK) aufweist.

Die Identitat bei der Aminosauresequenz ist vorzugsweise héher als 95%; insbesondere héher
als 98%.

Die SIMKK-Aktivitat der vorliegenden Proteine ist fur SIMK-Proteine spezifisch.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde eine SIK-MAPK-Kinase (SIMK-Kinase; SIMKK)
isoliert, sequenziert und charakterisiert. Die Aminosduresequenz der Alfalfa-SIMKK ist in Fig. 1
veranschaulicht. Die Nukleinsauresequenz codiert fur eine aktive Protein-Kinase, die mit SIMK
spezifisch in Wechselwirkung tritt, jedoch nicht mit drei anderen MAPKs, im Zwei-Hybriden-System
in Hefe. Die rekombinante SIMKK aktiviert SIMK spezifisch mittels Phosphorylierung sowohl der
Threonin- als auch der Tyrosin-Reste in der Aktivierungsschleife von SIMK. Die SIMKK enthalt eine
putative MAPK-Andockstelle am N-Terminus, der bei Sauger-MAPK-Kinasen, Transkriptionsfakto-
ren und Phosphatasen konserviert ist. Das Entfernen der MAPK-Andockstelle von SIMKK schrankt
die Wechselwirkung mit SIMK teilweise ein, eliminiert sie jedoch nicht vollstandig, was zeigt, dass
auch andere Domanen von SIMKK bei der MAPK-Bindung eine Rolle spielen. Bei vorubergehen-
den Expressionstests aktiviert SIMKK spezifisch die SIMK, zwei andere MAP-Kinasen jedoch nicht.
Aulerdem verbessert die SIMKK die Salz-induzierte Aktivierung von SIMK. Es zeigte sich, dass
beim SIMKK-Protein gemal der vorliegenden Erfindung die SIMK-Proteine auf effiziente Weise
gesteuert werden kénnen, und einem Organismus, insbesondere festsitzenden Organismen, wie
Pflanzen. eine verbesserte SIMKK-Aktivitat verliehen werden kann. Mit dieser verbesserten
SIMKK-Aktivitat wird die Stress-Toleranz, insbesondere die Salz-Toleranz, bei solchen Organis-
men deutlich erhoht.

Die Bestimmung der Aktivierungsaktivitat des Proteins geméaR der vorliegenden Erfindung kann
beispielsweise gemaR den in den Beispielen beschriebenen Aktivitatstests durchgefihrt werden.
Die SIMKK-Aktivitat der vorliegenden Erfindung ist von anderen MAPKK-Aktivitaten, wie beispiels-
weise in den Beispielen beschrieben, leicht unterscheidbar.

Die Isolierung von SIMKK verschiedener Organismen kann durch Screenen von cDNA-Biblio-
theken, insbesondere Zwei-Hybriden-cDNA-Bibliotheken spezifischer Organismen, vorzugsweise
Pflanzen. mit SIMK als Sonde, durchgefuhrt werden. Das Protein gemaR der vorliegenden Erfin-
dung weist eine spezifische Wechselwirkung mit SIMK auf, es wird keine Wechselwirkung mit
anderen MAPKs beobachtet.

Bei Tieren kann man die MAPK-Andockstellen in MAPKKs, Phosphatasen und MAPK-Substra-
ten, einschliellich MAPK-aktivierter Protein-Kinase 2 und Transkriptionsfaktoren finden. Das
MAPK-Andock-Motiv ist durch eine Anhaufung positiv geladener Aminosauren aulerhalb der kata-
lytischen Domane charakterisiert (Jacobs et al., 1999). Kurzlich wurden bei Sauger-MAPKs Sub-
strat-Andockstellen, die zwei negativ geladene Aminosauren bilden, identifiziert (Tanoue et al,
2000). Es zeigte sich, dass wenn Substrate, Aktivatoren und Regulatoren von ERK2 an ihrer
MAPK-Andockstelle mutiert wurden, diese Proteine ihre Fahigkeit zu einer Co-Immunprazipitation
mit ERK2 verloren. Der N-terminale nicht-katalytische Teil von SIMKK enthalt auch eine putative
MAPK-Andockstelle. Eine Wechselwirkung zwischen SIMK und SIMKK in Abwesenheit der An-
dockstelle war jedoch noch immer méglich, wenn auch in geringerem Mal3e.

Kirzlich wurde SIPKK, ein Tabak-MAPKK, isoliert und man stelite fest, dass es mit SIPK,
einem Tabak-Homolog von SIMK, in Wechselwirkung steht (Liu et al., 2000). SIPK und SIPKK
waren im Zwei-Hybriden-System in Hefe in Wechselwirkung, und SIPK war zu einer Co-Immun-
prazipitation mit SIPKK aus Bakterienextrakten fahig. Ein GST-Fusionsprotein von SIPKK konnte
MBP in vitro phosphorylieren, womit gezeigt wurde, dass SIPKK eine funktionelle Protein-Kinase
ist. SIPKK konnte jedoch SIPK weder phosphorylieren noch aktivieren, was darauf hindeutet, dass
SIPKK nicht der Aktivator von SIPK ist.

Die MAPKs in allen Eukaryonten werden durch einen posttranslationalen Vorgang aktiviert, an
dem die Phosphorylierung eines Threonin- und eines Tyrosin-Restes des sogenannten TXY-Motivs
zwischen den Subdoménen VII und VI beteiligt ist. Die Phosphorylierung des TXY-Motivs erfoigt
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durch MAPKKSs, weiche Kinasen mit einer zweifachen Spezifitat sind. Unter Verwendung bakteriell
exprimierter GST-Fusionsproteine von Alfalfa SIMKK und SIMK kann gezeigt werden, dass SIMKK
SIMK sowohl am Threonin- als auch am Tyrosin-Rest des TXY-Motivs phosphoryliert. Weiters
zeigte sich, weil zwei andere MAPKs von Alfaifa nicht durch SIMKK phosphoryliert wurden, dass
SIMKK eine Protein-Kinase von SIMK mit einer zweifachen Spezifitat ist.
SIMK ist eine durch Salz induzierbare MAPK, die auf moderate hyperosmotische Bedingungen
reagiert (Munnik et al., 1999). Obwohl SIMK durch Salz-Stress nur wenig aktiviert wurde, fuhrte
eine Co-Expression von SIMKK und SIMK zu wesentlich starkerer SIMK-Aktivierung als jene, die
durch SIMKK alleine erreicht worden war. Da die Salinitat zu einem der Hauptfaktoren wird, die die
landwirtschaftliche Produktivitat einschranken, dient die vorliegende Identifizierung der molekularen
Mechanismen der Salz-Stress-Signalisierung nicht nur als wichtiger Beitrag zur grundlegenden
Wissenschaft, sondern bietet auch neue Wege, die Stress-Toleranz im Allgemeinen und die Salz-
Toleranz insbesondere von empfindlichen Nutzpflanzen zu verbessern.
Ein Weg, festsitzenden Organismen eine verbesserte SIMKK-Aktivitat gemaf der vorliegenden
Erfindung zu verleihen, ist, Organismen genetisch zu manipulieren, wobei die SIMKK-Aktivitat mit-
tels transgener Methoden verstarkt wird.
Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft daher ein DNA-Molekul, das eine Region auf-
weist, die fur ein SIMKK-Protein gemaf der vorliegenden Erfindung codiert. Es ist bevorzugt, dass
das DNA-Molekil gemaf der vorliegenden Erfindung die Nukleinsauresequenz, wie in Fig. 1 ange-
geben, aufweist. Es zeigte sich, dass das DNA-Molekil, das die Nukleinsauresequenz von Position
145 bis Position 1251 aufweist, wie in Fig. 1 angegeben, bestimmten (Pflanzen-)Zellen die Fahig-
keit verleiht, mit Stress, insbesondere mit héheren Salzkonzentrationen, besser fertig zu werden.
Die DNA-Molekile gemaR der vorliegenden Erfindung kénnen eine Sequenz-ldentitat von min-
destens 95% mit den oben beschriebenen DNA-Molekilen aufweisen oder alternativ unter strin-
genten Bedingungen mit solchen DNA-Molekulen hybridisieren. Ein Beispiel fur hoch stringente
Hybridisierungsbedingungen ist die Anwendung von 6 x SSC und 65°C.
Auch RNA-Molekile, welche eine Nukleotidsequenz aufweisen, die der Sequenz der DNA-
Moleklle geman der vorliegenden Erfindung entspricht, stellen einen Aspekt der vorliegenden Er-
findung dar. In diesen RNA-Molekilen ist T selbstverstandlich immer durch U ersetzt.
Selbstverstandlich bilden auch DNA-Molekile, die die zu den oben beschriebenen DNA-
Molekulen komplementare Sequenz aufweisen, einen Teil der vorliegenden Erfindung. Bei diesen
DNA-Molekulen werden SIMKKs verwandter Organismen identifiziert und mittels allgemeiner Me-
thoden der Molekularbiclogie isoliert. Die vorliegende Erfindung betrifft daher die ldentifizierung
und Isolierung von SIMKK-DNAs und -Proteinen, unter Verwendung bekannter SIMKK-Sequenzen,
beispielsweise wie in Fig. 1 angegeben. Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein Verfah-
ren zur ldentifizierung und Isolierung eines DNA- oder RNA-Molekills gemal der vorliegenden
Erfindung, umfassend die Schritte des
+ Bereitstellen einer markierten Nukleinsaure-Sonde, die fur ein Protein gemaf Anspruch 1 oder
ein konserviertes Fragment davon codiert,

+ Bereitstellen einer Bibliothek von Nukleinsaure-Molekillen, die potentiell ein Nukleinsaure-
Molekll enthalten, das fur ein SIMKK oder Teile davon codiert,

+ Identifizieren der SIMKK codierenden Nukleinsdure-Molekile mit der markierten Nukleinsaure-
Sonde, und gegebenenfalls

+ Isolieren des SIMKK codierenden Nukleinsaure-Molekdls.

Mit solchen identifizierten und isolierten Nukleinsaure-Molekilen, die mindestens flr einen Teil
eines SIMKK-Proteins codieren, kann ein Verfahren zur Expression eines SIMKK-Proteins oder
von Teilen davon vorgesehen werden, welches umfasst:

+ das Bereitstellen eines Nukleinsdure-Moleklls, das durch das erfindungsgemaRe Verfahren
isoliert worden ist, in einem Expression-Vektor,

+ das Transformieren eines geeigneten Wirts mit dem das Nukleinsaure-Molekiil enthaltenden
Expressions-Vektor, und

» die Expression des SIMKK-Proteins oder von Teilen davon, das (die) von diesem Nukleinsaure-
Molekil codiert worden ist (sind), in einem geeigneten Wirt.

Wenn die DNA-Molekile geman der vorliegenden Erfindung auch fur ein funktionelles SIMKK-
Protein codieren, das eine geeignete Wirkung auf SIMK aufweist, ist es auch méglich, solche DNA-
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Molekule zur Transformation von Pflanzen oder anderer festsitzender Organismen zu verwenden,
um bei solchen Organismen eine hthere Stress-Toleranz zu induzieren.

Zu diesem Zweck sieht die vorliegende Erfindung einen Vektor vor, der ein DNA-Molekil ge-
maRk der vorliegenden Erfindung und geeignete Regulierungselemente aufweist, die eine Trans-
kription eines RNA-Molekiils vom DNA-Molekill gemaR der vorliegenden Erfindung zu ermdglichen.
Ein "geeignetes Regulierungselement" in der Bedeutung der vorliegenden Erfindung kann vom
Fachmann je nach dem zu transformierenden Organismus leicht ausgewahlt werden. Wenn bei-
spielsweise die SIMKK-RNA in einer Pflanzenzelle erzeugt werden sollte, sollte der Vektor ein Re-
gulierungselement enthalten, der diese Transkription in dieser ausgewahlten Pflanze oder Pflan-
zenzelle erméglicht.

Vorzugsweise umfasst der Vektor gemaR der vorliegenden Erfindung weiters einen Selekti-
onsmarker.

Eine andere bevorzugte Ausfuhrungsform des Vektors gemaR der vorliegenden Erfindung um-
fasst einen induzierbaren Promotor als Regulierungselement, insbesondere einen Promotor, der
durch Salzkonzentration reguliert wird.

Um eine hohe konstitutive Expression eines Transgens in allen Geweben zu erhalten, wurde
bisher der 35S-Blumenkohl-Mosaikvirus-Promotor in groem Umfang verwendet (Holmberg N. und
Bulow L., 1998, Trends PI. Sci. 3:61-66). Dieser Promotor hat mehrere Vorteile. Er hat ein breites
Wirtsspektrum und kann sowohl in zweikeimblattrigen als auch in einkeimbléttrigen Pflanzen ver-
wendet werden und variiert nur wenig zwischen verschiedenen Organen und Entwicklungsstadien
(Benfey P. und ChuaN., 1990, Science 250:959-966).

Promotoren fiir die Expression in besonderen Geweben wurden verwendet und inkludieren den
Arabidopsis-Promotor aus dem Rubisco-small subunit-Gen AtS1A, welcher nur die Expression in
grinen Geweben steuert (Krebbers et al., 1988, Plant Mol. Biol. 11745-759), oder der Patatin-Typ
[-Promotor, welcher ausschlieRlich die Expression in Kartoffelknollen vermittelt (Rocha-Sosa M. et
al., 1989, EMBO J. 8:23-29).

In verschiedenen Untersuchungen wurden auch unterschiedliche Pflanzen-Promotoren ver-
wendet, die durch Trockenheit, Kaite, Salinitat oder Sauerstoffmangel induziert werden (Homberg
N. und Bllow L., 1998, Trends Pl. Sci. 3:61-66). Zum Beispiel reagiert der Osmotin-Promotor auf
Salinitat, Trockenheit und das Hormon Abscisinsaure (Raghothama et al., 1993, Plant Mot. Biol.
23:1117-1128), und der Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase-4-Promotor reagiert auf Sauer-
stoffmangel (Kohler et al., 1996, Plant J. 10:175-183).

Gemalk einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Pflanzenzelle, die
dadurch gekennzeichnet ist, dass sie einen Vektor gemaR der vorliegenden Erfindung aufweist.
Infolge der verstarkten SIMKK-Aktivitat weist eine solche Pflanze in vivo und in vitro eine hohere
Toleranz fir Salz-Stress oder andere Stress-Faktoren auf.

Vorzugsweise sind der Vektor oder zumindest die SIMKK-Codier- und -Betriebsteile desselben
stabil in das Genom der Pflanzenzelle integriert. Geman der vorliegenden Erfindung unterscheiden
sich die Regulierungselemente der SIMKK in einer bestimmten transformierten Pflanze von den
Regulierungselementen der "natlrlichen" SIMKK in dieser Pflanze, soferne vorhanden. Dies be-
deutet, dass die Integration in das Pflanzengenom an einer nicht naturiicherweise vorkommenden
Stelle oder mit einem nicht natirlicherweise vorkommenden Regulierungselement durchgefuhrt
wird ("nicht natirlicherweise" bedeutet, nicht natirlicherweise im Wildtyp dieses spezifischen zu
transformierenden Organismus vorhanden).

GemaR einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung weisen die Pflanzen-
zellen eine Salz-Toleranz von mindestens 150% der Wildtyp-Zellen auf. Salz-Toleranzen von mehr
als 200%, vorzugsweise mehr als 300%, insbesondere mehr als 400%, der Wildtyp-Zelle sind mit
der vorliegenden Erfindung leicht erreichbar.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine Pflanze, die mindestens eine Sub-Population von
Pflanzenzellen gemaR der vorliegenden Erfindung aufweist. Eine solche Pflanze hat eine hohere
Stress-Toleranz als der Wildtyp, wenn sie die Merkmale gemaf der vorliegenden Erfindung in
mindestens einer Sub-Population ihrer Zellen enthait. Diese Sub-Population sollte natrlich grof
genug sein, um die Stress-Toleranz (Salz-Toleranz) der Pflanze im Ganzen zu verleihen.

GemaR einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur ldenti-
fizierung und Isolierung von DNA-Molekulen, die fur Proteine mit einer SIMKK-Aktivitét codieren,
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wobei die DNA-Molekille gemanR der vorliegenden Erfindung als Sonde verwendet werden. Fir ein
solches Verfahren ist es bevorzugt, ein Fragment beispielsweise der in Fig. 1 gezeigten DNA-
Sequenz zum Screenen auf SIMKK-Homologe in anderen Organismen zu verwenden. Eine geeig-
nete Sonde hat eine Lange von etwa 20 bis 100 Nukleinsaure-Positionen und wird aus konservier-
ten Regionen ausgewahlt, z.B. der in Fig. 1 fett gedruckten Region.

Eine solche Sonde kann zum Screenen einer Genbibliothek eines ausgewahlten Organismus,
z.B. einer DNA-Bibliothek oder einer genomischen Bibliothek, und zur Identifizierung von DNA-
Molekilen mit offenen Leserahmen, die potentiell fur ein SIMKK-Protein codieren, verwendet wer-
den. Um die SIMKK-Aktivitat eines solchen Monierten Proteins zu verifizieren, sollte das Protein
exprimiert und auf SIMKK-Aktivitat getestet werden, beispielsweise mittels des in den Beispielen
der vorliegenden Erfindung beschriebenen Verfahrens.

Gemal einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft sie ein Verfahren zur Erho-
hung der Salz-Toleranz in Pflanzen durch Transformation einer Pflanze oder einer Pflanzenzelle
mit einem Vektor geman der vorliegenden Erfindung.

MAPKKs werden gewdhnlich durch spezifische Protein-Kinasen, genannt MAPKK-Kinasen
(MAPKKKSs), aktiviert. Obwohl MAPKKKs Ublicherweise inaktiv sind und eine Aktivierung durch
stromaufwarts befindliche Faktoren benétigen, macht eine Deletion einer Regulierungsregion diese
Kinasen oft konstitutiv aktiv. Es zeigte sich, dass dies bei ANPK1, der N-terminal trunkierten Versi-
on der Tabak-MAPKKK-NPK1 der Fall ist, und eine Co-Expression von ANPK1 mit spezifischen
MAPKs flhrte zur Aktivierung der MAP-Kinasen in vivo (Kovtun et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97: 2940-2945). Es sei bemerkt, dass SIMKK eine in dieser Hinsicht uniibliche MAPKK ist,
insoferne als sie keine Aktivierung durch eine stromaufwarts befindliche MAPKKK braucht, um ihr
Substrat, die SIMK-MAPK aktivieren zu kénnen (Fig. 8).

Es ist daher auch méglich, die SIMKK-Aktivitat bei bestimmten Pflanzen zu verstarken, indem
spezifische aktivierende MolekUle, d.h. MAPKKKSs, wie ANPK1, angewendet werden.

Die vorliegende Erfindung ist in den folgenden Beispielen und in den Figuren genauer be-
schrieben. Selbstverstandlich ist die vorliegende Erfindung nicht auf diese Beispiele und Figuren
eingeschrankt.

Fig. 1. zeigt die Nukleotid-Sequenz und die induzierte Aminosaure-Sequenz von SIMKK-cDNA.

Fig. 2. Alfalfa-SIMKK gehért zu einer Unterfamilie von Pflanzen-MAPKKs und hat ein konser-
viertes MAPK-Andock-Motiv.

(A) Multiple Ausrichtung der abgeleiteten katalytischen Protein-Kern-Sequenzen von Alfalfa-
SIMKK mit AtMEK1 (Morris et al., 1997), AtMKK2, AtMKK3, AtMKK4 und AtMKKS5 (ichimura et al.,
1998) aus Arabidopsis, TMEK1 (Hackett, 1998) aus Tomate, NPK2 (Shibata et al., 1995) aus Ta-
bak, und ZmMEK1 (Hardin und Wolniak, 1998) aus Mais. Identische Aminosauren sind durch
Punkte angegeben, Licken sind durch Bindestriche angegeben, und die putativen Phosphorylie-
rungsstellen sind durch Sternchen angegeben. Die 11 katalytischen Sub-Domanen sind durch ré-
mische Ziffern Gber den jeweiligen Regionen angegeben.

(B) Multiple Ausrichtung putativer MAPK-Andockstellen in verschiedenen MAPKKs. Die MAPK-
Andockstellen-Konsensus-Sequenz ist K/IR-K/R-K/R-X(1-5)-L/I-X-L/| (Jacobs et al., 1999). Zahlen
geben den ersten und letzten Rest in jedem Protein und jeder Domane an. Die putative MAPK-
Andockstelle von SIMKK wurde mit den Motiven von Arabidopsis AtMKK2, AtMKK4 und AtMKK5
(Ichimura et al., 1998), Mais ZmMMEK1 (Hardin und Wolniak, 1998), Drosophila melanogaster MEK
(Tsuda et al., 1993), Human-MEK1 (Zheng und Guan, 1993) und JNKK1 (Lin et al. 1995), und
Saccharomycs cerevisiae Ste7 (Teague et al., 1986) verglichen.

Fig. 3. Zwei-Hybriden-Wechselwirkungstest zwischen Alfalfa-MAPKs und SIMKK.

GAL4-Aktivierungsdomanen-Fusionen wurden mit GAL4-Bindungsdomanen-Fusionen in PJB9-
4A co-transformiert und auf eine Wechselwirkung entweder in einem B-Galactosidase (B-gal)-Filter-
Abhebtest oder durch Ziichtung auf Ade getestet. Die erste Spalte zeigt die GAL4-Bindungsdoma-
nen(BD)-Fusionen, die auf eine Wechselwirkung mit den GAL4-Aktivierungsdomanen(AD)-Fusio-
nen der zweiten Spalte getestet wurden.

Fig. 4. Die N-terminale MAPK-Andockstelie von SIMKK ist fur die Wechselwirkung mit SIMK
nicht essentiell.

(A) SIMKK und drei trunkierte Versionen von SIMKK wurden flr die Analyse der Zwei-Hybri-
den-Wechseiwirkung in Hefe mit SIMK verwendet. Die drei SIMKK-Konstrukte enthielten entweder
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die nicht-katalytische, N-terminale (SIMKK-N) oder die katalytische C-terminale (SIMKK-C) Doma-
ne oder eine trunkierte Version von SIMKK, der die N-terminale Domane fehlte (SIMKK-K).

(B) Zwei-Hybriden-Wechselwirkungstest zwischen SIMK, SIMKK und trunkierten Versionen von
SIMKK. Die SIMKK-Konstrukte wurden mit der GAL4-Bindungsdomane von pGBT9 fusioniert, in
PJB9-4A zusammen mit SIMK-pGAD424 transformiert und durch Zichtung von Transformanten
auf SD/Ade und SD/His-+3-AT auf Wechselwirkung mit SIMK getestet. Die erste Spalte zeigt die
GAL4-Bindungsdoméanen(BD)-Fusionen, die auf eine Wechselwirkung mit den GAL4-Aktivierungs-
domanen(AD)-Fusionen in der zweiten Spalte untersucht wurden.

Fig. 5. SIMKK codiert fur eine aktive Kinase.

SIMKK wurde in pGEX-3x kloniert und als GST-Fusionsprotein exprimiert. GST wurde als Kon-
trolle exprimiert. Affinitatsgereinigte GST oder GST-SIMKK wurde in Anwesenheit von y-32P-ATP
mit basischem Myelinprotein (myelin basic protein, MBP) oder Histon-H1 (H1) inkubiert. Nach
SDS-PAGE wurden die Reaktionsprodukte mittels Coomassie-Blue-Farbung (A) oder Autoradio-
graphie (B) analysiert.

Fig. 6. SIMKK phosphoryliert SIMK.

In vitro-Kinase-Tests von GST-SIMKK alleine und Kinase-negativen MAPKs als Substraten.
GST-SIMKK wurde in Anwesenheit von y-32P-ATP alleine oder mit SIMK(K84R), MMK2(K66R)
oder MMK3(K69R) inkubiert. Nach SDS-PAGE wurden die Reaktionsprodukte mittels Coomassie-
Blue-Farbung (A) oder Autoradiographie (B) analysiert.

Fig. 7. SIMKK phosphoryliert SIMK am Threonin- und Tyrosin-Rest der Aktivierungsschleife.

Zur Phosphorylierungsanalyse wurden Kinase-inaktive MAPKs, SIMK(K84R), MMK2(K66R)
und MMK(KB9R) in Anwesenheit von ATP ohne (-) oder mit (+) SIMKK inkubiert. (A) Die Phospho-
rylierung des TEY-Motivs der MAPKs wurde nachfolgend durch Immunoblotten mit einem pTEPY-
Phospho-spezifischen Antikérper analysiert. Die Phosphorylierung des TEY-Motivs von
SIMK(K84R) wurde durch (B) Immunoblotten mit einem Phosphotyrosin-spezifischen Antikorper,
(C) Immunoblotten mit einem Phosphothreonin-spezifischen Antikérper und (D) Dunnschichtchro-
matographie der phosphorylierten Aminosauren analysiert.

Fig. 8. SIMKK fuhrt zu einer spezifischen Aktivierung von SIMK in vivo.

Petersilie-Protoplasten wurden mit dem leeren Vektor pSH9 (Bahnen 1 und 4), pSHS-SIMK-HA
(Bahn 2), pSH9-SIMK-HA und pRT101-SIMKK (Bahn 3), pSH9-MMK2 (Bahn 5), pSHI-MMK2 und
pRT101-SIMKK (Bahn 6), pSHI-MMK3-HA (Bahn 7), pSH9-MMK3-HA und pRT101-SIMKK (Bahn
8) vorlbergehend transformiert. SIMK-HA, MMK2, MMK3-HA und SIMKK wurden unter der Kon-
trolle des 35S-Promotors exprimiert.

(A) die SIMK-, MMK3- und MMK2-Aktivitat wurde aus Proteinextrakten mittels Immunoprezipi-
tation mit einem HA- oder MMK2-Antikérper, gefolgt von einem in vitro-Kinase-Test mit basischem
Myelin-Protein (MBP) als Substrat bestimmt. (B) Immunoblots der selben Extrakte, wie in (A)
beschrieben, wurden entweder mit HA- oder MMK2-Antikorper durchgefahrt.

Fig. 9. SIMKK verstarkt die Salz-induzierte Aktivierung von SIMK in vivo.

Petersilie-Protoplasten wurden mit dem leeren Vektor pSH9 (Bahn 1), pSH9-SIMK-HA (Bahnen
2 und 3), pSHO-SIMK-HA und pRT101-SIMKK (Bahnen 4 und 5) voriibergehend transformiert.
SIMK-HA und SIMKK wurden unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert. Die Zellen wurden
10 min lang mit 250 mM NaCl (Bahnen 3 und 5) behandelt. (A) Die SIMK-Aktivitat wurde aus Pro-
teinextrakten durch Immunopréazipitation mit einem HA-Antikorper, gefolgt von einem in vitro-
Kinase-Test mit MBP als Substrat bestimmt. (B) Immunoblots der selben Extrakte wie in (A) be-
schrieben wurden mit HA-Antikdrper durchgefhrt.

Beispiele:
Isolierung und Sequenzanalyse von SIMKK

SIMK in dessen gesamter Lange wurde als Sonde zum Screenen einer Hefe-Zwei-Hybriden-
cDNA-Expressionsbibliothek, hergestellt aus in Suspension gezichteten Zellen von Luzerne (Medi-
cago saliva) (Hybri-ZAP; Stratagene), verwendet. Hefe-Stamm PJ69-4A (James et al., 1996) wurde
mit einer Effizienz von 15.000 Kolonie-bildenden Einheiten pro Mikrogramm der Bibliothek-DNA
transformiert, und etwa 150.000 Transformanten wurden direkt auf Wachstum auf SD/Ade-/Leu-/
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Trp- gescreent. Plasmide putativ positiver Klone wurden gerettet und in Hefe re-transformiert. Die
Transformanten wurden auf Medium, dem Histidin fehlte, das aber 10 mM 3-Aminotriazol (Sd/His-
+3-At) enthielt und in Medium, dem Adenin fehite (SD/Ade-) ausplattiert. Positive Klone wurden
vollsténdig sequenziert (T7-Sequencing-Set; Pharmacia).

Klonierung von SIMKK, SIMK, MMK2, MMK3, SAMK, SIK-N, SIK-K und SIK-C in pGAD424
und pGBT9

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde der offene Leserahmen von SIMKK als
Smal/Xhol-Fragment in pGAD424 (Clontech, Palo Alto, CA) und pGBT9 (Clontech) kloniert, wobei
folgende Primer verwendet wurden:

5'-Primer (MEK4x4): TATACCCGGGAATGAGGCCGATTCAGCTTC;

3'-Primer (MEK4x3): TTTCCCGGGCTCGAGGACGAACTAAGAAGAAAGTGATCTTG.

SIMK und MMK2 wurden als BamHI-Fragment, wie friher beschrieben, kloniert (Jonak et al.,
1995). MMKS3 wurde als BamHI-Fragment kloniert, wobei die folgenden Primer verwendet wurden:

MMKS3 5'-Primer (M14x1): AAAAGGATCCGTAACAGAATAATCATG;

3'-Primer (M14x2): ATATGGATCCGACCATTGTGCCAAGTC;

SAMK 5'-Primer (MMK4x1): TTTTGGATCCCAATGGCCAGAGTTAACC;

3'-Primer (M17x2): TATGGATCCTTAAGCATACTCAGGATTG;

SIK-N 5'-Primer (MEK4x4);

3'-Primer (MEK4n3): TTTTGGATCCCTTCCGCTTCCGATCCGGTT,

SIK-K 5'-Primer (MEK4k5): TTTTCCCGGGGAGTCAACAGCTAGTGATTC;

3'-Primer (MEK4x3);

SIK-C 5'-Primer (MEK4c5): ATATCCCGGGGACTGCTTCTCCGGAGTTTAGG,

3'-Primer (MEK4x3).

Nach PCR wurden die offenen Leserahmen der Protein-Kinase-Konstrukte volistandig sequen-
Ziert.

Klonierung von SIMKK, SIMK, MMK2 und MMK3 in pGEX-3x und Expression als Gluta-
thion-S-Transferase-Fusionsproteine

SIK wurde als SmaVSmal-PCR-Fragment in pGEX-3x (Pharmacia) kloniert, wobei die folgen-
den Primer verwendet wurden:

5'-Primer (MEK4x1): TATACCCGGGGAGATGAGGCCGATTCAGCTTC,

3'-Primer (MEK4x2): TTTTCCCGGGTACATTGACGAACTAAGAAG. A

SIMK, MMK2 und MMK3 wurden als BamHVBamHI-Fragment in pGEX-3x kloniert, wobei die
oben beschriebenen offenen Leseranhmen verwendet wurden. Die Expression von Glutathion-S-
Tranferase(UIST)-Fusionsproteinen in Escherichia coli und die Affinitatsreinigung wurden, wie be-
schrieben, durchgefuhrt (Ausubel et al.,, 1999). Die Proteinkonzentrationen wurden mittels eines
Bio-Rad-Detektionssystems bestimmt.

Bei einem Versuch, die aktivierende Kinase von SIMK zu isolieren, wurde der offene Leserah-
men von SIMK mit der GAL4-Bindungsdomane von pGBT9, einem Sonden-Piasmid, fusioniert. Der
Hefestamm PJ69-4A wurde mit diesem Plasmid und einer Alfalfa-pGAD424-cDNA-Bibliothek trans-
formiert, wobei die Pflanzenproteine als Fusion mit der GAL4-Aktivierungsdomane exprimiert wur-
den. Etwa 150.000 Transformanten wurden durch Plattieren auf selektivem Medium, dem Adenin,
Leucin und Tryptophan fehite, gescreent. Potentiell positive Klone wurden auf falsch-positive Klone
durch Plasmid-Rettung (plasmid rescue) (Robzyk und Kassir, 1992) und Retransformation in PJ69-
4A getestet. Die Transformanten wurden auf SD/His+3-AT (Medium, dem Histidin fehlt, das aber
10 mM 3-Aminotriazol enthalt) und SD/Ade” (Medium, dem Adenin fehlt) ausplattiert. Drei Klone
wurden erhalten, die auf Medium wachsen konnten, dem entweder Adenin oder Histidin fehlte. Die
Sequenzierung der Inserts der isolierten Plasmide zeigte, dass eine der cDNAs potentiell fir ein
Protein der MAPKK-Familie codierte und daher SIMKK (oder SIK, als Kurzform) benannt wurde.
Wie in Fig. 2A gezeigt, enthalt die 1,5-kb cDNA den gesamten offenen Leserahmen von SIMKK
(SIK), der fur ein Protein von etwa 42 kD codiert. Das Protein enthait die typischen Merkmale der
MAPKKSs: 11 katalytische Sub-Domanen und 2 putative Phosphorylierungsstellen (durch Sternchen
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in Fig. 2A angegeben), die durch die stromaufwarts befindliche Aktivierungs-Kinase aktiviert wer-
den.

Eine Ausrichtung des katalytischen Kerns von SIMKK mit anderen MAPKKs aus Pflanzen zeigt
die grofe Homologie innerhalb dieser Gen-Familie. Die grofte Sequenz-Homologie wurde bei
AtMKK4 und AtMKK5 aus Arabidopsis beobachtet (Iichimura et al., 1998).

Wie in Fig. 2B gezeigt, enthalt der N-Terminus von SIK auch ein DEJL-Motiv - K/RK/R-K/R-X(1-
5)-L/I-X-L/I - von welchem bekannt ist, dass es als eine MAPK-Andockstelle bei Saugern wirkt
(Jacobs et al.,, 1999) und das in Tier- und Hefe-MAPKKs konserviert ist. Die MAPK-Andockstelle
scheint in mehreren verschiedenen Pflanzen-MAPKKs konserviert zu sein, weil nicht nur SIK, son-
dern auch Arabidopsis-AtMKK2, -ATMKK4 und -AtMKK5 und Mais- ZmMEK1 ein putatives MAPK-
Andockmotiv enthalten.

Hefe-Stamme, Wachstumsbedingungen, Transformation und B-Galaktosidase-Filter-Test

SD-Medium wurde, wie beschrieben (Sherman et al., 1979), hergestellt. Der Hefe-Stamm
PJ69-4A (James et al., 1996) wurde zur Selektion auf Ade- oder His-+3-AT verwendet. Der Stamm
HF7C (Feilotter et al., 1994) wurde fur den B-Galaktosidase-Filter-Test verwendet. Die Transforma-
tion von Hefezellen erfolgte, wie beschrieben (Schiest! und Gietz, 1989). Die Filter-Tests wurden,
wie beschrieben (Breeder und Nasmyth, 1985), durchgefihrt.

In vitro-Mutagenese

Zur Herstellung von Kinase-negativen Versionen Mitogen-aktivierter Protein-Kinasen (MAPKSs)
wurden die konservierten Lysin-Reste K84, K66 und K69 von SIMK, MMK2 bzw. MMK3 durch
in vitro-Mutagenese unter Verwendung des Altered Sites-Sets, wie vom Hersteller (Promega)
beschrieben, zu Arginin umgeandert. Die folgenden Oligonuklectide wurden fur die in vitro-Muta-
genese-Reaktion synthetisiert:

SIMKLOF: 5' GCATTTGCAATCTTCATAACCGCGACATGTTC 3,

MMK2LOF: 5 GCCAATCTTCCTAATGGCGAC 3'; und

MMK3LOF: 5 CGCCAATCTTCCTTATCGCAACG 3.

In vitro-Phosphorylierungs-Tests

GST-Fusions-Proteine wurden in verschiedenen Kombinationen 30 min lang bei Raumtempe-
ratur in 20 mM Hepes, pH 7,4, 15 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 uM ATP und 2 pCi von
y-3zP-ATP inkubiert. Das Verhaltnis von Enzym zu Substrat war 1:5. Das Reaktionsvolumen betrug
20 ul. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 5x SDS-Puffer und 5minutiges Erhitzen auf 95°C
gestoppt. Die Proben wurden entweder bei -20°C gefroren oder direkt durch SDS-PAGE auf 10%
Gelen analysiert.

Protein-Blotten und Immunodetektion der phosphorylierten GST-MAPKs

Nach der Trennung durch SDS-PAGE wurden die Proteine auf Polyvinyliden-Difluorid-Membra-
nen (Millipore, Bedford, MA) durch Tank-Blotten (Uber Nacht bei 30 mA; Bio-Rad) transferiert. Der
Transfer-Puffer enthielt 50 mM Borsaure und 50 mM Tris-Base. Zur Identifizierung phosphorylierter
MAPKs wurden die Membranen 5 min lang in TBS-Tween (0,01 M Tris, pH 8, 0,175 M NaCl und
0,05% Tween 20) gewaschen und 20 min lang in TBS-Tween/0,3% fettfreiem Milchpulver blockiert.
Nach dreimaligem, je 20minttigem Waschen wurden die Blots 1,5 h lang mit Biotin-konjugiertem
Ziegen-anti-Maus- oder Ziegen-anti-Kaninchen-Antikérper (1:1000; Sigma), der in TBS-Tween
verdunnt war, inkubiert. Das Waschen erfolgte dreimal, wie oben beschrieben. Danach wurden die
Blots in Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat (1:500) inkubiert und wiederum gewaschen.
Die Farbe-Reaktion erfolgte in einer frisch zubereiteten Losung von 3,3'-Diaminobenzidin (Sigma,
verdinnt in TBS plus 0,03% Wasserstoffperoxid). Die verwendeten Antikérper waren ein monoklo-
naler Phospho-MAPK-Antikérper (1:1000; New England Biolabs, Beverly, MA), ein monoklonaler
Phosphotyrosin-Antikérper (1:2000; Sigma), und ein polyklonaler Phosphothreonin-Antikorper
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(1:1000; Zymed, San Francisco, CA).
Phosphoaminosaure-Analyse

Nach einer in vitro-Phosphorylierung von Affinitats-gereinigtem GST-SIMK-Protein mittels GST-
SIMK(K84R) in Anwesenheit von **P-y-ATP wurde die Umsetzung durch Proteinfallung mit 20%
TCA in Anwesenheit von 50 nug BSA gestoppt. Nach erschopfendem Waschen mit 10% TCA wur-
den die Proteine unter Argon mit 6 N HCI bei 110°C 1 h lang hydrolysiert. Das HCI wurde durch
Abdampfen unter Vakuum und aufeinander folgende Waschungen mit Wasser eliminiert. Die Ami-
nosauren wurden in Chromatographie-Lésungsmittel (Isobuttersaure-0,5 M NH,OH 5:3 (v/v)) re-
suspendiert, und die Phosphoaminosaurezusammensetzung wurde durch Autoradiographie nach
eindimensionaler Chromatographie auf Celluloseplatten wieder geldst.

Voriibergehende Expressions-Tests

Die offenen Leserahmen von SIMK und MMK3 wurden an das C-terminale Dreifach-
Haemagglutinin(HA)-Epitop fusioniert und als Ncol/BamHI-Fragment in PSHS (Holtorf et al., 1995)
kioniert. Die offenen Leserahmen von SIK und MMK2 wurden als Xhol/Xbal- und EcoRVKpnl-
Fragmente in pRT101 kloniert (Topfer et al., 1987).

Versuche betreffend eine voriibergehende Expression und Co-Transformation wurden mit Pro-
toplasten aus in Suspension gezichteten Petersilie-Zellen durchgefuhrt. Die Protoplasten wurden
wie beschrieben (Dang!l, 1987) hergestellt. Finfzehn bis 30 fg von Plasmid-DNA wurden fur die Co-
Transformationen verwendet. ein 35S-B-Glucuronidase-Reporter-Konstrukt (Holtorf et al., 1995)
wurde verwendet, um die Transformationseffizienz zu evaluieren. Die Versuche wurden minde-
stens dreimal mit Proben von verschiedenen Protoplasten-Praparationen durchgeflhrt.

Immunokinase-Tests

Extrakte wurden aus transformierten Protoplasten 12 bis 16 Stunden nach der Transformation
hergestellt. Die Proteinextrakte wurden, wie beschrieben (Jonak et al., 1996), hergestellt. Proto-
plasten-Extrakte, die 150 ug Gesamtprotein enthielten, wurden entweder mit 5 ul HA-Antikérper
(BABCO, Richmond, CA) oder mit 2 AL von MMK2-Antikérper (5 fg von Protein A-gereinigtem An-
tikorper) (Jonak et al., 1996) und 20 pl Protein G- oder Protein A-Sepharose-Kugelchen (suspen-
diert in 50 mM Tris, pH 7.4, 250 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 0,1% Tween 20, 5 mM NaF,
10 pg/mi Leupeptin und 10 ug/ml Aprotinin) 2 h lang bei 4°C immunprazipitiert. Die Kigelchen
wurden dreimal mit Puffer | (20 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl und 1 % Triton X-100),
einmal mit dem selben Puffer, der jedoch 1 m NaCl enthielt, und einmal mit Kinase-Puffer (20 mM
Hepes, pH 7,5, 15 mM MgCl,, 5 mM EGTA und 1 mM DTT) gewaschen. Die Kinase-Umsetzungen
der immunprazipitierten Proteine wurden in 10 ul Kinase-Puffer, enthaltend 1 mg/ml basisches
Myelin-Protein, 0,1 mM ATP und 2 uCi y-32P-ATP durchgefuhrt. Die Protein-Kinase-Umsetzungen
wurden 30 min lang bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von
SDS-Proben-Puffer gestoppt. Die Phosphorylierung von basischem Myelin-Protein wurde durch
Autoradiographie nach SDS-PAGE analysiert.

Das immunoblotten von Protoplasten-Extrakten, enthaltend SIMK-HA, MMK2 und MMK3-HA,
erfolgte entweder mit HA-Antikérper, wie vom Hersteller (BABCO) empfohlen, oder mit MMK2-
Antikérper, wie beschrieben (Jonak et al., 1996).

SIMKK geht eine spezifische Wechselwirkung mit SIMK ein

Um festzustellen, ob die Wechselwirkung zwischen SIMKK und SIMK spezifisch ist, wurde
getestet, ob SIMKK mit drei anderen Alfalfa-MAPKs, MMK2 (Jonak et al., 1995), MMK3 (Bogre et
al., 1999) und SAMK (Jonak et al., 1996) in Wechselwirkung treten kann. Zu diesem Zweck wurden
die offenen Leserahmen von MMK2, MMK3 und SAMK mit der GAL4-Bindungsdoméane von
pPGBTY fusioniert und in den Hefe-Stamm PJ69-4A, der bereits SIMKK-pGAD424 enthielt, transfor-
miert. Die Kolonien wurden auf Wachstum auf Ade” und auf eine Wechselwirkung in einem
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B-Galactosidase-Filter-Abhebungs-Test getestet. SIMK-pGBT9 wurde als positive Kontrolie ver-
wendet, und der leere Vektor pGAD424 wurde als negative Kontrolle verwendet. Wie in Fig. 3 ge-
zeigt, konnten nur mit SIMK-pGBTS und SIMKK-pGAD424 co-transformierte Zellen auf Ade” wach-
sen und zeigten eine Wechselwirkung im 3-Galactosidase-Filter-Abhebungs-Test.

Die N-terminale MAPK-Andock-Stelle von SIMKK ist hilfreich, ist jedoch nicht essentiell
fiir eine Wechselwirkung mit SIMK

Es zeigte sich, dass der nicht-katalytische N-Terminus des Xenopus MAPKK XMEK fur die
Wechselwirkung mit dem jeweiligen Frosch-MAPK wichtig ist (Fukuda et al.,, 1997). Die Andock-
Stellen fur ERK/MEK und JNK/UNKK-Wechselwirkung wurden definiert (Xia et al., 1998, Jacobs et
al., 1999). Eines dieser Wechselwirkungs-Motive ist das sogenannte DEJL-Motiv, welches man
auch im N-Terminus von SIMKK (Fig. 2B) findet. Um zu untersuchen, ob das DEJL-Motiv von
SIMKK flr die Wechselwirkung mit SIMK wichtig ist, wurden drei trunkierte Formen von SIMKK
durch Polymerase-Kettenreaktion erzeugt (Fig. 4A). Die drei verschiedenen SIMKK-Konstrukte
enthielten entweder die nicht-katalytische N-terminale (SIMKK-N) oder die C-terminale (SIMKK-C)
Doméne, oder eine trunkierte Version von SIMKK, der die N-terminale nicht-katalytische Doméne
(SIMKK-K) fehlte. Die SIMKK-Konstrukte wurden mit der GAL4-Bindungsdomane von pGBT9 fusi-
oniert und danach in PJ69-4A zusammen mit SIMK-pGAD424 transformiert. Die SIMKK-Konstrukte
wurden auf eine Wechselwirkung mit SIMK getestet, indem Transformanten auf Ade’- und His+3-
AT-Platten gezlchtet wurden. SIMKK in dessen gesamter Laénge wurde als positive Kontrolle ver-
wendet, und der leere Vektor pGAD424 wurde als negative Kontrolle verwendet. Zusétzlich wurden
auch SIMKK-N, SIMKK-K und SIMKK-C mit der GAL4-Bindungsdomane fusioniert und in Kombina-
tion mit dem leeren Vektor pGAD424 auf Autoaktivierung getestet. PJ69-4A-Zellen, die mit SIMKK-
pGBT9- und SIMK-pGAD424 co-transformiert worden waren, konnten auf Ade” oder His™+3-AT
wachsen. Dagegen konnten PJ69-4A-Zellen, die mit SIMK-pGAD424 und entweder SIMKK-N-
pGBT9 oder SIMKK-C-pGBT9 transformiert worden waren, unter diesen Bedingungen nicht wach-
sen. Anderseits konnten PJ69-4A-Zellen, die mit SIMK-pGAD424 transformiert worden waren, und
die N-terminal trunkierte SIMKK (SIMKK-K) noch immer auf His+3-AT wachsen, sie verloren
jedoch ihre Fahigkeit, auf Ade” zu wachsen (Fig. 4B). Diese Ergebnisse zeigen an, dass die
N-terminale Verlangerung von SIMKK alleine nicht fur eine Wechselwirkung mit SIMK ausreicht.
Da jedoch die Deletion des N-Terminus von SIMKK die Wechselwirkung mit SIMK verringert, tragt
der N-Terminus noch immer zur Wechselwirkung von SIMKK mit SIMK bei.

SIMKK codiert fiir eine funktionelle Protein-Kinase

Um zu beweisen, dass SIMKK flr eine funktionelle Protein-Kinase codiert, wurde der offene
Leserahmen von SIMKK in pGEX-3x cloniert, und ein bakteriell exprimiertes Glutathion-S-Trans-
ferase(GST)-SIMKK-Fusionsprotein wurde erzeugt. Das Affinitats-gereinigte GST-SIMKK-Protein
(Fig. 5B) wurde fur einen in vitro-Kinase-Test zusammen mit dem basischen Myelin-Protein (MBP)
und Histon-H1 als Substrate (Fig. 5A) verwendet. SIMKK konnte autophosphorylieren (Fig. 5B) und
phosphorylierte sowohl MBP als auch Histon-H1, obwohl es MBP bevorzugte (Fig. 5B). Um die
Moglichkeit auszuschlieen, dass kontaminierende Protein-Kinasen in der Affinitats-gereinigten
GST-SIMKK-Fraktion vorhanden waren, wurde auch Affinitats-gereinigtes GST hergestelit, wies
jedoch weder eine Autophosphorylierung (Fig. 5B) noch eine Protein-Kinase-Aktivitat gegentber
MBP oder Histon-H1 (Fig. 5B) auf. Diese Daten zeigen, dass SIMKK fir eine aktive Protein-Kinase
codiert, die MBP phosphorylieren kann.

SIMKK phosphoryliert SIMK in vitro

Um zu bestimmen, ob SIMKK SIMK als Substrat in vitro erkennt, wurde der offene Leserahmen
von SIMK in pGEX-3x Moniert und als GST-Fusions-Protein in Escherichia coli exprimiert.

Wenn Affinitats-gereinigtes GST-SIMK-Protein mit GST-SIMKK in Anwesenheit von y-"*P-ATP
inkubiert wurde, wurde ein Anstieg des mit 2P markierten SIMK beobachtet (Daten nicht angege-
ben), was anzeigt, dass SIMKK SIMK in vitro phosphorylieren kann. Um zwischen einer SIMK-
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Autophosphorylierung und einer Markierung durch SIMKK zu unterscheiden, wurde eine Kinase-
negative Form von SIMK durch in vitro-Mutagenese erzeugt, wobei der Lysin-Rest K84 durch Argi-
nin ersetzt wurde. MMK2 und MMKS3, zwei andere MAPKs aus Alfalfa, wurden ebenso an den
Positionen K66 bzw. K69 mutiert. Die offenen Leserahmen von SIMK(K84R), MMK2(K66R) und
MMK3(K69R) wurden in pGEX-3x cloniert und als GST-Fusionsproteine exprimiert (Fig. 8A). Das
Affinitats-gereinigte GST-SIMK(K84R), GST-MMK2(K66R) und GST-MMK3(K69R) wurden zuerst
auf ihre Kinase-Aktivitaten mit MBP als Substrat getestet. Im Gegensatz zu den Wildtyp-GST-
Fusions-Proteinen von SIMK, MMK2 und MMK3 (Jonak et al., 1995), zeigten die mutierten Versio-
nen dieser Kinasen keine Autophosphorylierung und keine Phosphorylierung von MBP (Daten nicht
angegeben). Bei Verwendung als Substrat fir in vitro-Kinase-Tests mit SIMKK stellte sich heraus,
dass SIMKK GST-SIMK(K84R) stark phosphoryliert und in geringerem Ausmall auch GST-
MMK2(K66R) (Fig. 6B).

SIMKK phosphoryliert SIMK sowohl am Threonin- als auch am Tyrosin-Rest der Aktivie-
rungsschleife

MAPKKs sind Protein-Kinasen mit einer zweifachen Spezifitat, die MAPKs durch Phosphorylie-
rung sowohl des Threonin- als auch des Tyrosin-Restes des TXY-Motivs in der Aktivierungsschlei-
fe zwischen den Subdomanen VIl und Vil aktiviert. Um festzustellen, ob SIMKK als Kinase mit
einer zweifachen Spezifitét wirkt und ob diese Phosphorylierung fur SIMK spezifisch ist, wurde eine
Reihe von Immunoblot-Versuchen mit verschiedenen Antikérpern durchgefuhrt.

Zur Phosphorylierungsanalyse der MAPKs wurden die Kinase-negativen GST-Fusions-
Proteine von SIMK, MMK2 und MMK3 mit oder ohne GST-SIMKK inkubiert. Die Phosphorylierung
des TXY-Motivs wurde danach durch Immunoblotten der MAPKs mit einem Satz von drei Antikor-
pern analysiert. Der monoklonale pTEpY-spezifische Antikérper erkennt selektiv nur jene MAPKSs,
die phosphorylierte Threonin- und Tyrosin-Reste am TEY-Motiv der Aktivierungsschleife tragen.
Nach der Inkubation von SIMK(K84R), MMK2(K66R) und MMK3(K69R) in Abwesenheit von
SIMKK detektierte der pTEpY-Antikérper kein Signal (Fig. 7A), was die Unféhigkeit der mutierten
Kinasen zu einer Autophosphorylierung am TEY-Motiv demonstriert. Nach Inkubation der MAPKs
mit SIMKK wurde der pTEpY-Antikérper ausschlieflich an SIMK(K84R) gefunden (Fig. 7B). Diese
Daten zeigen, dass SIMKK eine Kinase.mit einer zweifachen Spezifitat ist, die spezifisch das TEY-
Motiv von SIMK phosphoryliert.

Um nachzuweisen, dass die Phosphorylierung von SIMK durch SIMKK sowohl an Tyrosin- als
auch an Threonin-Resten stattfindet, wurde phosphoryliertes GST-SIMK(K84R) durch Immunoblot-
Analyse entweder mit einem Phosphotyrosin- oder einem Phosphothreonin-Antikérper analysiert.
Anstiege sowoh! der Tyrosin- (Fig. 7B) als auch der Threonin- (Fig. 7C) -Phosphorylierung von
GST-SIMK(K84R) wurden nach Inkubation mit SIMKK beobachtet. Eindimensionale Phosphopep-
tid-Analyse zeigte auch, dass SIMKK SIMK(K84R) sowohl am Threonin als auch am Tyrosin phos-
phoryliert (Fig. 7D), was bestatigt, dass SIMKK als Protein-Kinase von SIMK mit Doppel-Spezifitat
wirkt.

In vivo-Aktivierung von SIMK, jedoch nicht von MMK2- oder MMK3, durch SIMKK

Um zu bestimmen, ob SIMKK SIMK in vivo aktivieren kann, wurden SIMK und SIMKK in Proto-
plasten der Petersilie co-exprimiert. Proteinextrakte aus transformierten Protoplasten wurden
hergestellt, und SIMK-Haemagglutinin (HA) wurde mit einem anti-HA-Antik&rper immunpréazipitiert.
Die SIMK-Aktivitat wurde durch in vitro-Kinase-Tests mit MBP als Substrat bestimmt. Bei Zellen,
die nur mit dem Vektor transformiert wurden, konnte der HA-Antikérper keine MBP-Kinase-Aktivitat
ausfallen (Fig. 8A, Bahn 1). Ektopisch exprimiertes SIMK alleine zeigte eine relativ geringe Kinase-
Aktivitat (Fig. 8A, Bahn 2). Dagegen wurde eine mehrfach hohere SIMK-Aktivitat erhalten, wenn
Zellen sowohl mit SIMK als auch mit SIMKK co-transformiert wurden (Fig. 8A, Bahn 3). Um zu
bestimmen, ob SIMKK ein spezifischer Aktivator fur SIMK ist, wurden die Versuche mit MMK2
(Fig. 8A, Bahnen 5 und 6) und MMKS (Fig. 8A, Bahnen 7 und 8) wiederholt. Im Gegensatz zu den
SIMK-Ergebnissen wurden keine Anstiege der MMK2- oder MMK3-Aktivitat nach Co-Transfor-
mation mit SIMKK beobachtet (Fig. 8A, Bahnen 6 bzw. 8). Die Unterschiede in den SIMK-, MMK2-
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und MMK3-Kinase-Aktivitaten waren nicht auf verschiedene Protein-Mengen zurlckzufuhren, wie
durch Immunoblotten der Protein-Extrakte mit entweder HA- oder MMK2-Antikérper gezeigt
(Fig. 8B), was darauf hinweist, dass SIMKK ein spezifischer Aktivator von SIMK, aber nicht fur
andere MAPKKs, ist.

SIMKK verstirkt die Salz-induzierte Aktivierung von SIMK

SIMK ist eine Salz-induzierbare MAPK, die durch moderate hyperosmotische Stress-Bedingun-
gen aktiviert wird. Die Behandlung von Zellen mit NaCl mit einer Konzentration von 250 mM flahrt
zur SIMK-Aktivierung, mit einem Maximum bei etwa 10 min (Munnik et al., 1999). Um zu bestim-
men, ob moglicherweise SIMKK bei der Vermittiung der SIMK-Aktivierung durch Salz eine Rolle
spielt, wurden Petersilie-Zellen voriibergehend mit leerem Vektor (Fig. 9, Bahn 1), SIMK-HA-
Expressionsvektor alleine (Fig. 9, Bahnen 2 und 3) oder Expressionsvektoren von SIMK-HA und
SIMKK (Fig. 9, Bahnen 4 und 5) transferiert. Nach Immunprazipitation von SIMK mit HA-Antikdrper
wurde die SIMK-Kinase-Aktivitat durch in vitro-Kinase-Tests unter Verwendung von MBP als Sub-
strat bestimmt. Wenn es alleine exprimiert wurde, zeigte SIMK nur eine sehr geringe Kinase-
Aktivitat (Fig. 9A, Bahn 2) und wurde durch Salz-Stress-Behandlung nur geringflgig induziert
(Fig. 9A, Bahn 3). Obwohl SIMK durch Co-Expression mit SIMKK aktiviert werden konnte (Fig. 9A,
Bahn 4), verstarkte der Salz-Stress diese Aktivierung betrachtlich (Fig. 9A, Bahn 5). Wie durch
Immunoblotten der Protein-Extrakte mit HA-Antikérper gezeigt (Fig. 9B), lagen ahnliche SIMK-
Protein-Mengen in den Zellenextrakten vor und konnen die Unterschiede in SIMK-Aktivitaten, die
bei den Irnmunokinase-Tests beobachtet wurden, nicht erklaren. Insgesamt zeigen diese Daten,
dass SIMKK bei der Vermittlung der Salz-induzierten Aktivierung von SIMK eine Rolle spielt.
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PATENTANSPRUCHE:

1. Protein mit einer Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-Kinase-Aktivitat (MAPKK-AKktivitat),
gekennzeichnet durch
+ a) die Aminosauresequenz, wie in Fig. 1 angegeben, oder
+ b) ein Fragment der Aminosauresequenz, wie in Fig. 1 angegeben, welches mindestens

die 11 Kinase-Doménen, wie in Fig. 2A angegeben, aufweist, oder
+ ¢) eine Aminosauresequenz mit mindestens 90% Identitat mit der Aminosauresequenz,
wie in Fig. 1 angegeben, bei Bestimmung mit dem FAST/A-Algorithmus, und

wobei das Protein mit der Aminosauresequenz a), b) oder c) weiters eine aktivierende
Aktivitat auf die Salz-Stress-induzierte MAP-Kinase (SIMK) aufweist.

2. DNA-Moiekul, gekennzeichnet durch eine Region, die fir ein Protein nach Anspruch 1 co-
diert.

3. DNA-Molekul nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es die Nukleinsdurese-
guenz, wie in Fig. 1 angegeben, aufweist.

4. DNA-Molekil nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es die Nukleinsdurese-
guenz von Position 145 bis Position 1251, wie in Fig. 1 angegeben, aufweist.

5. DNA-Molekul mit einer Sequenz-ldentitat von mindestens 95% mit dem DNA-Moleki! nach
einem der Anspruche 2 bis 4.

6. DNA-Molekll, das unter stringenten Bedingungen an das DNA-Molekul nach einem der
Anspriliche 2 bis 4 hybridisiert.

7. DNA-Molekdl mit der komplementaren Sequenz zu einem DNA-Molekll nach einem der
Anspriche 2 bis 6.

8. Vektor, gekennzeichnet durch ein DNA-Molekill nach einem der Anspriche 2 bis 7 und
Regulierungselemente, die eine Transkription eines RNA-Molekils von diesem DNA-
Molekil gemaf einem der Anspriliche 2 bis 7 ermdglichen.
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Vektor nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass er ein Regulierungselement auf-

weist, das die Transkription in einer Pflanze oder in einer Pflanzenzelle ermdglicht.

Vektor nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass er weiters einen Selekti-

onsmarker aufweist.

Vektor nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Regulie-

rungselement ein induzierbarer Promotor, insbesondere ein durch Salzkonzentration regu-

lierter Promotor, ist.

Pflanzenzelle, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Vektor nach einem der Anspriche

8 bis 11 aufweist.

Pflanzenzelie nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass sie den Vektor integriert

in das Genom der Pflanzenzelle aufweist.

Pflanzenzelle nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Salz-

Toleranz von mindestens 150% der Wildtyp-Zelle aufweist.

Pfianze dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens eine Sub-Population von Pflanzen-

zellen nach einem der Anspriche 12 bis 14 aufweist.

RNA-Molekul, gekennzeichnet durch eine Nukleotid-Sequenz entsprechend der Sequenz

des DNA-Molekls nach einem der Ansprlche 2 bis 7.

Verfahren zum ldentifizieren und Isolieren eines DNA- oder RNA-Molekuls nach einem der

Ansprlche 2 bis 7 und 16, gekennzeichnet durch Schritte:

- Bereitstellen einer markierten Nukleinsdure-Sonde, die fur ein Protein nach Anspruch 1
oder ein konserviertes Fragment davon codiert,

+ Bereitstellen einer Bibliothek von Nukleinsaure-Molekllen, die potentiell ein Nukleinsgu-
remolekil enthalt, das filr eine SIMKK oder Teile davon codiert,

+ Identifizieren des fur die SIMKK codierenden Nukleins&ure-Molekuls mit der markierten
Nukleinsdure-Sonde, und gegebenenfalls

- Isolieren des fur die SIMKK codierenden Nukleinséure-Molekils.

Verfahren zur Expression eines SIMKK-Proteins oder eines Teiles davon, welches ge-

kennzeichnet ist durch :

« Bereitstellen eines Nukleinsdure-Molekiils, das durch das Verfahren nach Anspruch 17
isoliert worden ist, in einem Expressionsvektor,

+ Transformieren eines geeigneten Wirts mit dem das Nukleinsaure-Molekil enthaltenden
Expressionsvektor,

+ Expression des SIMKK-Proteins oder von Teilen davon, das (die) vom Nukleinsgure-
Molekil codiert ist (sind), in diesem geeigneten Wirt.

HIEZU 6 BLATT ZEICHNUNGEN
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TAATTTTTAATCAATCAATCTAAACTCATATACTTTTATTCATTTTATTTCTTCATATTT 120
TCTTTCATTTGAGAAAGAAATGAGATGAGGCCGATTCAGCTTCCACCACCAACCGCCACC 180
M R P I ¢ L P P P T A T
GGCTCAGCCACCGCCTCCGGTTCACCAAACAACAACAACAACAGCCGCCCTCAACGCCGC 240
G s A T A § G S P NNNN N S R P O R_R
CGCAAAGATCATCTAACTCTACCGCTTCCACAGCGTGACACAAACCTCGCTGTACCACTG 300
R K D HL T L P L P Q R DT N L A V P L
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GGAGGAGCGAGTCAACAGCTAGTGATTCCTTTTTCCGAGCTAGAAAGATTGAACCGGATC 420
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P I N D G @ Y D A Y A G D I W s L & V §
ATATTGGAGTTTTATATGGGAAGGTTTCCATTTGCGGTTGGTAGACAAGGTGATTGGGCG 1020
I L E F Y ¥ G R F P F A V ¢ R Q G D W A
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