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Zusammenfassung

Zusammenfassung

CK2 ist eine eukaryotische Proteinkinase der CMGC-Familie. Durch ihre pleiotrope Funk-
tion, die ubiquitare Lokalisation und ihre konstitutive Aktivitat (in vitro) ist sie ein wichti-
ges Element in vielen Signalkaskaden. CK2 liegt in der Zelle sowohl als heterotetrameres
Holoenzym (bestehend aus zwei katalytischen CK2a-Untereinheiten und zwei regula-
torischen CK2B-Untereinheiten) als auch als monomeres CK2a-Protein vor und kann
sowohl ATP als auch GTP als Phosphodonor verwenden, ein Alleinstellungsmerkmal un-
ter CMGC-Kinasen.

Die Bedeutung dieser seit vielen Jahrzehnten bekannten Serin/Threonin-Proteinkinase
fur zentrale Prozesse in der Zelle wurde in den letzten Jahrzehnten immer deutlicher.
CK2 hat unter anderem eine wichtige antiapoptotische Funktion, die Krebszellen vor
dem Zelltod schiitzt.

Sowohl wegen ihrer aulerordentlichen Eigenschaften als auch durch die medizinische
Relevanz ist CK2 Objekt intensiver Forschung. Um einen Beitrag zu den noch offenen
Fragen zu leisten, habe ich mich in dieser Arbeit mit den Bindestellen des katalytischen
CK2a-Monomers beschaftigt.

Ich konnte zeigen, dass kleine Unterschiede innerhalb der neuartigen ATP-kompetitiven
Toberichfuran-Inhibitoren einen erheblichen Anteil an der Orientierung dieser Inhibitoren
an der ATP-Bindestelle haben und dass ein weiterer AT P-kompetitiver Inhibitor (E9) ein

aulergewohnliches Bindungsmuster aufweist.

Der als Bisubstratinhibitor entwickelte Inhibitor ARC3140 zeigte in der Kristallstruktur
mit CK2a die tiberraschende Eigenschaft mit dem ATP-kompetitiven Anteil sowohl an
der ATP-Bindetasche als auch an der CK2a/p-Interaktionsstelle im Kristall zu binden.
Diese Bindung an der CK2a./B-Interaktionsstelle wurde naher charakterisiert und ist kein

Kristallisationsartefakt, sondern findet ebenfalls in Losung statt.

Durch die Kristallisation einer symmetrischen Holoenzymstruktur konnte ich einen Bei-
trag zum Verstandnis der Oligomerisation von CK2 leisten. CK2p bindet nicht aus-
schlieBlich an der primaren CK2a/B-Interaktionsstelle. Es ist ebenfalls eine Affinitat fiir
die sekundare Interaktion der sauren Schleife von CK2p im Holoenzym zu der basischen
Substratbinderegion von CK2a eines anderen Holoenzyms vorhanden. Diese Affinitat

gibt der langer diskutierten Moglichkeit der Filamentbildung eine strukturelle Basis.

Die N- und C-terminalen Domanen von CK2a werden durch die Gelenkregion an der
ATP-Bindetasche miteinander verbunden. Das monomere humane CK2a-Protein ist bis-
lang das einzige CK2a-Protein, bei dem diese Gelenkregion sowohl in einer offenen als
auch in einer geschlossenen Konformation kristallisiert wurde. Um einen Einblick in die

Funktion dieser Konformationen zu erhalten, wurden vier Proteinvarianten kristallisiert.

X



Zusammenfassung

Durch die Verkniipfung der Strukturdaten mit Kinetiken dieser Proteinvarianten konnte

die Bedeutung einzelner Aminosaurereste fiir die Konformation herausgestellt werden.

Die Kiristallisation von CK2a mit dem substratkompetitiven Inhibitor Heparin konnte
erstmalig die Bindung eines grolkeren Molekiils an die Substratbindestelle von CK2a zei-
gen. Aulerdem konnte eine zweite Bindungsstelle fiir Heparin identifiziert werden und
daraus ein Modell fiir die Heparinbindung an CK2a im Einklang mit Kinetikdaten der

CK2-Literatur postuliert werden.
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Summary

Summary

CK2 is an eucaryotic protein kinase of the CMGC-family. Due to its pleiotropic function,
the ubiquitious localization and a constitutive in vitro activity, CK2 is an essential element
of many signalling cascades. In the cell, CK2 exists as a heterotetrameric holoenzyme
(consisting of two catalytic CK2a-subunits and two regulatory CK2B-subunits) but also
as monomeric CK2a-protein and CK2a can either use ATP or GTP as phosphodonor,

which is an outstanding feature for a CMGC-kinase.

|dentified decades ago, the importance of this serine/threonine-protein kinase became
increasingly clear over the last twenty years. Amongst other functions, CK2 has an im-
portant antiapoptotic role which can lead to cell survival in cancer cells. Because of its
extraordinary properties and the medical relevance, CK2 has been subjected to intense
research. In order to answer open questions, my work focused on the binding sites of
the catalytically active monomeric CK2a..

| could show that small differences within the recently discovered ATP-competitive
Toberichfuran-inhibitors have a significant impact on the orientation of the inhibitor
within the ATP binding site. Another AT P-competitive inhibitor (E9) shows an extraor-
dinary mode of binding.

Initially developed as a bisubstrate inhibitor, ARC3140 has the unexpected property to
not only bind within the ATP binding site but additionally at the CK2a/p interaction
interface within the crystal structure. This extraordinary binding was further charac-
terised and is not merely a crystallisation artifact but also detectable in solution.

| could also contribute to the understanding of the oligomerisation of CK2 by crystalli-
sation of a symmetric holoenzyme structure. CK2p did not only bind to the primary
CK2a/p interaction site but also formed a secondary interaction between its acidic loop
and the basic substrate binding site of CK2a from another Holoenzyme. This affinity

provides a structural basis for a widely discussed filament formation of CK2.

To get an insight into the function of the two known conformations of the hinge region
that connects the N- and C-terminal Domain, four protein variants were crystallised.
This open and closed conformation had only been shown for human CK2a crystal struc-
tures. Integrating structural and kinetic data, | was able to highlight the importance of

individual sidechains for the two different conformations.

The cocrystallisation of CK2 with the substrate-competitive inhibitor heparin is the first
structure which includes the binding of a larger molecule to the substrate binding site of
CK2a. Moreover, | was able to identify a second heparin binding site and to postulate
a model for heparin binding to CK2a in agreement with known kinetic data from the
CK2-literature.

XV






1. Einleitung

1. Einleitung

Der eukaryotische Organismus ist ein komplexes Geflecht aus heterogenen, miteinan-
der kommunizierenden Zellen. Um die Entwicklung und Funktionsfahigkeit jeder Zelle
sicherzustellen ist eine strikte Regulation von Prozessen sowohl intra- als auch inter-
zellular absolut notwendig. Diese Regulation findet auf unterschiedlichen Ebenen statt:
Zunachst wird die Genexpression reguliert. Ist ein Gen transkribiert kann die entstande-
ne Boten-RNA durch posttranskriptionale Modifikationen verandert werden. Nach der
Translation der Boten-RNA zu Protein ist die posttranslationale Modifikation von Pro-
teinen die nachste Regulationsebene. Durch die (teilweise transienten) Modifikationen
konnen Eigenschaften von Proteinen entscheidend verandert und dadurch Einfluss auf
Lokalisation, Wechselwirkungen oder auch Aktivitat genommen werden.

Eine wichtige posttranslationale Modifikation stellt die Phosphorylierung dar. Bei der
Phosphorylierung werden durch die Ubertragung einer Phosphogruppe von einem Phos-
phodonor (meist ATP, seltener GTP oder andere NTPs) auf ein Akzeptormolekiil (kleine
Molekiile wie Zucker, Proteine) die physischen Eigenschaften dieses Akzeptormolekiils
verandert. Dies kann mehrere Folgen haben: die Lokalisation, die Interaktionsfahigkeit
mit anderen Molekiilen oder die intrinsische Funktion des phosphorylierten Molekiils kon-
nen verandert werden.

Wird ein Protein phosphoryliert, ist fiir die Katalyse dieser Reaktion eine Proteinkinase
verantwortlich. In eukaryotischen Organismen sind in der Regel eukaryotische Prote-
inkinasen (ePKs) fiir diese Aufgabe zustandig (Manning et al. [2002]). Im Folgenden
mochte ich sowohl einen Einblick in die Bedeutsamkeit und die Funktionsweise von
ePKs im Allgemeinen als auch von CK2 im Speziellen geben und auf fiir diese Arbeit
entscheidende Besonderheiten aufmerksam machen.

1.1. Eukaryotische Proteinkinasen

Eukaryotische Proteinkinasen sind (zunachst in Eukaryoten) als Teil von Signalkaskaden
entdeckt worden. Mehr als 500 putative Gene von eukaryotischen Proteinkinasen sind im
menschlichen Genom bekannt (Fabbro et al. [2015]). Diese Kinasen wiederum wurden
von Manning et al. [2002] nach verschiedenen Kriterien in Familien kategorisiert (vgl.
Abb. 1.1). Gene von ePKs stellen zwei Prozent des menschlichen Genoms dar, bis zu
30 % des Proteoms werden phosphoryliert (Manning [2005]).

Innerhalb der ePKs wird zwischen Serin/Threonin-Kinasen und Tyrosin-Kinasen unter-
schieden, wobei Serin/Threonin-Kinasen fiir gewohnlich sowohl Serin- als auch Threonin-
Seitenketten phosphorylieren (Pinna und Ruzzene [1996]).
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Abbildung 1.1 | Humane eukaryotische
Proteinkinasen

Ubersicht iiber alle bekannten ePKs des hu-
manen Proteoms, zu denen sowohl Tyro-
sinkinase-Familien (TK, TKL) als auch ei-
ne Fille von Serin/Threonin-Kinase-Fami-
lien (CAMK, STE, CK1, AGC, CMGC) so-
wie einige atypische Proteinkinasen gehoren
(Manning et al. [2002]). Abbildung repro-
duziert und verandert von dem Poster zu
Manning et al. [2002], (© 2002, 2006 Cell
Signalling Technology, Inc..

Serinreste werden deutlich haufiger phosphoryliert als Threonine, Tyrosine werden am
seltensten phosphoryliert (Ser = 1000 zu Thr = 100 zu Tyr = 1; Ubersax und Ferrell
Jr [2007]). Dies spiegelt wider, dass der GroRteil aller ePKs Serin/Threonin-Kinasen
sind (Fabbro et al. [2015]). Neben Serin/Threonin-Kinasen und Tyrosinkinasen gibt es
auBerdem Kinasen mit dualer Spezifitat, welche alle drei Seitenketten phosphorylieren
konnen (Lindberg et al. [1992]). In jiingerer Vergangenheit konnten ebenfalls ePK-ahn-
liche Proteinkinasen in Prokaryoten und Archeen nachgewiesen werden (Leonard et al.
[1998], Pérez et al. [2008]).

1.1.1. Funktionsweise von ePKs

Die Grundstruktur eukaryotischer Proteinkinasen setzt sich aus einer C-terminalen und
einer N-terminalen Domane zusammen. Die N-terminale Domane besteht dabei sowohl
aus a-Helices, hauptsachlich jedoch aus B-Faltblattstrangen (vgl. Abb. 1.2 (a), sandfar-
bene Domane). Die groBere C-terminale Domane wiederum besteht hauptsachlich aus
a-Helices (vgl. Abb. 1.2 (a), griine Domane). Im Gelenkbereich dieser beiden Doméanen
bindet sowohl der Phosphodonor als auch das Substrat.

Bei der Katalyse der Phosphorylierung eines Substrats durch eine ePK bindet diese zu-
nachst ein ATP-Molekiil, von dem der y-Phosphat-Rest abgetrennt und die entstandene
Energie dazu genutzt wird, diesen Rest auf das gebundene Substrat zu ibertragen.
Nachdem die Phosphogruppe tibertragen wurde, wird das Substrat freigegeben, als letz-
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ter Schritt folgt die Freigabe des ADPs. Die Kinase ist nun wieder in der Lage ATP

zu binden und ein weiteres Substratmolekiil zu phosphorylieren (Ubersax und Ferrell Jr
[2007]; vgl. Abb. 1.2 (b)).

(a) (b)
Substrat
N-ter"mmale Cinase
Domane
ATP— Substrat
Bindung Bindung
Phosphoryl-
transfer
C-terminale ADP— Substrat—
Domane Freigabe Freigabe

Abbildung 1.2 | Aufbau einer eukaryotischen Proteinkinase — Die Kinasereaktion

(a) EPKs bestehen grundsatzlich aus einer B-Strang-reichen N-terminalen Domane und einer
a-Helix-reichen C-terminalen Domane. Zwischen diesen beiden Domanen binden sowohl das
Kosubstrat als auch das Substrat (dargestellt: PKA; PDB-ID: 1J3H, Akamine et al. [2003]).
(b) In einer typischen Kinasereaktion bindet zundchst das Kosubstrat ATP an die Kinase, bevor
das Substrat mit diesem Komplex interagiert. Nachdem die Phosphogruppe iibertragen wurde,
wird das phosphorylierte Substrat entfernt, bevor sich auch das ADP von der Kinase I6st (Abb.
reproduziert und verandert aus Ubersax und Ferrell Jr [2007], mit freundlicher Genehmigung der
Nature Publishing Group).

1.1.2. ePKs in der Medizin

Eukaryotische Proteinkinasen, an nahezu allen Signalkaskaden im menschlichen Orga-
nismus beteiligt, sind in der Medizin von Relevanz. Beispielhaft soll hier die erste Kinase
vorgestellt werden, die in den Fokus medizinischer Forschung gelangt ist, die Tyrosin-
kinase ABL.

Bei chromosomalen Auffalligkeiten (Nowell und Hungerford [1960]) in Fallen von chroni-
scher myelotischer Leukamie konnte diese Kinase als Ursache identifiziert werden. Durch
eine chromosomale Translokation entsteht eine Fusion eines Teils der bcr-Region (Grof-
fen et al. [1984]) und des abl1-Gens (De Klein et al. [1982]), wodurch ein Fusionsprote-
in aus BCR und ABL-Kinase exprimiert wird (Ben-Neriah et al. [1986]). Das verkiirzte
Chromosom 22 wird, nach dem Ort der Entdeckung (Nowell und Hungerford [1960],
Nowell [2007]), Philadelphia-Chromosom genannt.
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Das Fusionsprotein aus BCR und ABL-Kinase, das BCR-ABL-Protein, zeigt Tyrosin-
kinase-Aktivitat. Die Fusion hat dabei besonders Einfluss auf Wechselwirkungen mit an-
deren Proteinen (Ren [2005]). Die urspriinglichen wichtigen Funktionen der ABL-Kinase
im Zellwachstum (Colicelli [2011]) werden dereguliert.

Die BCR-ABL-Kinase war die erste Kinase, fiir die ein wirkungsvoller Inhibitor entwickelt
werden konnte (Buchdunger et al. [1996], Deininger et al. [2005], Ren [2005]): Imatinib
(in Europa unter der Bezeichnung Glivec™ von Novartis vertrieben). Imatinib war eben-
falls der erste Kinase-Inhibitor, der fiir den klinischen Gebrauch zugelassen wurde (Cohen
[2002]) und stellte damit einen Wendepunkt dar: Es war der erste Nachweis, dass ePKs
(als Proteine groer Homologie mit sehr dhnlichen ATP-Bindestellen) spezifisch inhibiert
werden konnen und inspirierte viele Forscherinnen und Forscher, sich der Entwicklung
von Inhibitoren anderer klinisch relevanter Kinasen anzunehmen.

Bis zum Friihjahr 2015 wurden 33 Inhibitoren fiir verschiedene Krankheiten von der
FDA (der amerikanischen Nahrungs- und Arzneimittel-Behorde) fiir den amerikanischen
Markt zugelassen, des Weiteren befinden sich liber 130 Kinaseinhibitoren in der zweiten
oder dritten klinischen Testphase (Fabbro et al. [2015]).

1.1.3. Entwicklung von Inhibitoren

Die Entwicklung effizienter Inhibitoren fiir den Einsatz in der Behandlung von menschli-
chen Krankheiten ist eine herausfordernde Aufgabe, da solche Wirkstoffe einige Anfor-
derungen zu erfiillen haben: Sie miissen mit hoher Affinitat an dem Zielmolekiil binden
und dessen Aktivitat effizient verhindern. Dabei ist es von groBer Bedeutung, dass der
Inhibitor moglichst selektiv hemmt, da eine unspezifische Inhibition zu unerwiinschten
Nebenwirkungen fiihren kann. Allerdings konnen Wirkstoffe auch — bewusst oder unbe-
wusst — gegen mehrere Ziele entwickelt werden.

Des Weiteren muss ein effizienter Inhibitor den Weg von einer Tablette oder Injektion
hin zu seinem Zielort liberstehen. Dabei gilt es mehrere Hiirden zu lberwinden: Der
Wirkstoff muss, falls oral aufgenommen, in das Blut gelangen und die Halbwertzeit im
menschlichen Korper muss ausreichend hoch sein, damit der Inhibitor seinen Wirkort
erreichen und wirken kann.

Selbst wenn der Inhibitor seinen Wirkort erreicht, muss er in die Zelle und dort in das
Zellkompartiment gelangen, in dem sein Ziel zu finden ist. Teile dieser Anforderungen
wurden, nachdem bereits existente Inhibitoren statistisch ausgewertet wurden, 1997 von
Lipinski et al. als ,rule of five® zusammengefasst. Dies sind Voraussetzungen, die fiir
eine gute Loslichkeit und Permeabilitat von oral verfiigbaren Wirkstoffen gegeben sein
sollten (Lipinski et al. [1997]):
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Ein Inhibitor sollte ein Molekulargewicht von < 500 Da haben.
Die Anzahl der Wasserstoffbriicken-Donoren (NH- und OH-Gruppen) ist < 5.
Der LogP als Ausdruck flr die Lipophilie sollte unter 5 liegen.

Die Anzahl der Wasserstoffbriicken-Akzeptoren (Summe aus Stickstoff- und Sau-
erstoffatomen) sollte < 10 betragen.
e Derivate von Substraten biologischer Transporter sind Ausnahmen der Regel.

Da diese von Lipinski et al. [1997] aufgestellten Regeln aus statistisch erhobenen Da-
ten erstellt wurden, muss nicht jeder Inhibitor diesen Regeln folgen, etwa 1/7 aller von
der FDA zugelassenen Inhibitoren befolgen diese Lipinski-Regeln nicht (Leeson [2012]).
Des Weiteren wurden ebenfalls andere Bewertungssysteme entwickelt (vgl. z. B. Bi-
ckerton et al. [2012]). Werden Molekiile auf ihre Tauglichkeit bewertet muss beachtet
werden, dass wahrend der Entwicklung von Inhibitoren Zwischenschritte erreicht wer-
den konnen, die zwar nicht als Wirkstoff selbst geeignet sind, jedoch eine Leitstruktur
als Ausgangspunkt fiir Wirkstoffe darstellen konnen (Oprea et al. [2001]). Inhibitoren,
welche ausgehend von mit dem Zielprotein interagierenden und inhibierenden kleineren
Fragmenten (Fragment-Screening, Hajduk und Greer [2007]) entwickelt wurden, konnen
nicht mit der ,rule of five" (Lipinski et al. [1997]) bewertet werden (Lipinski [2004]).
Die im Labor in vitro und in vivo als potent und nebenwirkungsarm identifizierten Inhi-
bitoren missen in klinischen Studien ihr Potenzial am Menschen erweisen, bevor sie fiir
den Markt zugelassen werden. Auch dort spielen weitere Faktoren eine wichtige Rolle:
So kann die Produktion von Wirkstoffen zum Flaschenhals werden, wenn die Produkti-

onskosten nicht von den erwarteten Einnahmen gedeckt werden konnen.

Besondere Anspriiche an ATP-kompetitive Inhibitoren von Proteinkinasen Ent-
wickelt man ATP-kompetitive Inhibitoren fiir ePKs (wie z. B. Imatinib) stellt, neben den
vorangegangenen Erlauterungen, besonders die Selektivitat eine Herausforderung dar.
Dies liegt an der auBerordentlichen Ahnlichkeit der ATP-Bindetasche von Proteinen die-
ser Proteinfamilie.

Traxler und Furet identifizierten 1999 in der ATP-Bindetasche von Tyrosinkinasen ver-
schiedene Bereiche, die sich durch besondere Eigenschaften auszeichnen und mit Inhibi-
toren adressiert werden konnen (Traxler und Furet [1999]). Dieses Pharmakophor-Modell
kann ein wichtiges Hilfsmittel darstellen, um Wirkstoffe fiir Kinasen unter rationalen Ge-
sichtspunkten zu realisieren (Traxler und Furet [1999], Liu und Gray [2006]).
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In dem Pharmakophor-Modell werden fiinf Regionen in der ATP-Bindetasche unter-
schieden, die sich in Kinasen nur in kleinen Details unterscheiden (Vulpetti und Bosotti
[2004]). Dadurch, dass diese fiinf Regionen differenziert adressiert werden, ist es moglich
eine hohe Selektivitat zu erreichen (vgl. Abb. 1.3).

1.1.4. Regulationsmechanismen bei ePKs

Die meisten eukaryotischen Proteinkinasen sind strikt reguliert, damit eine Deregulati-
on durch Uberphosphorylierung der Substrate in der Zelle vermieden wird. Dazu tragen
verschiedene Mechanismen bei, die im Folgenden kurz anhand von Beispielen vorgestellt
werden: Protein-Protein-Interaktionen, Wechselwirkungen mit sekundaren Botenstoffen
und Phosphorylierung.

Protein-Protein-Interaktion: Viele Proteinkinasen sind durch Protein-Protein-Interak-
tionen reguliert. Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) beispielsweise werden durch die In-
teraktion mit Cyclin aktiviert. Zunachst bindet Cyclin an die Kinase, welche dadurch
schwach aktiviert wird. In einem zweiten Schritt wird die Aktivierungsschleife von CDK
phosphoryliert, wodurch der CDK-Cyclin-Komplex vollstandig aktiviert vorliegt (Pavle-
tich [1999]).

Ein weiteres Beispiel flir eine Protein-Protein-Interaktion stellt PKA dar: Diese Kinase
liegt in der Zelle als Heterotetramer vor, bestehend aus zweli katalytischen a-Untereinhel-
ten und zwei B-Untereinheiten. Wenn cAMP an die regulatorische B-Untereinheit bindet
|6sen sich B- und a-Untereinheiten voneinander, das a-Monomer ist aktiv (Taylor et al.
[2012a]).

Sekundare Botenstoffe: Neben cAMP bei PKA sind weitere sekundaren Botenstoffe
bekannt, die mit Kinasen interagieren: Proteinkinase G (PKG) wird beispielsweise durch
cGMP aktiviert (Lohmann et al. [1997]), bei Calmodulin-abhadngigen Kinasen (CAMK)
ist die Aktivitat sowohl von Calmodulin als auch von der Ca?*-Konzentration abhangig



1. Einleitung

(Braun und Schulman [1995]). Calcium spielt ebenfalls eine Rolle bei der Aktivierung
der Proteinkinase C, welche auBerdem von Diacylglycerol aktiviert wird (vgl. Newton
[2001]).

Phosphorylierung: Bei manchen Kinasen ist eine Phosphorylierung ausreichend: Die
p38MAP-Kinase wird, wie viele andere mitogen-aktivierte Kinasen, ausschliellich durch

die Phosphorylierung zweier Aminosauren aktiviert (Raingeaud et al. [1995]).

Es wird deutlich, dass die Regulation von Kinasen vielschichtig ist. Selten ist ein Mecha-
nismus ausreichend fiir eine effiziente Regulation.

Die Regulation von Proteinkinasen ist in vielen Fallen allerdings noch deutlich komple-
xer als es aus dem vorangegangenen Erlauterungen erscheinen mag: Neben den primaren
Phosphorylierungsstellen konnen sekundare Phosphorylierungen ebenfalls von Bedeutung
sein, auBerdem benotigen z. B. manche CDKs (CDK5, CDKG6) lediglich die Wechselwir-
kung mit Cyclin und keine zusatzlichen Phosphorylierungen (Nolen et al. [2004]).

Bei vielen Kinasen, unter anderem der ABL-Kinase (Schindler et al. [2000]) oder der
p38MAP-Kinase (Pargellis et al. [2002]), wurde des Weiteren eine ,DFG-out"-Konfor-
mation beobachtet, bei der die Kinase eine Konformationsanderung des DFG-Motivs
(welches eine groBe Rolle in der Bindung von ATP/GTP spielt, vgl. Abschnitt 1.4.1)
erfahrt und inaktiviert wird. Diese inaktive Konformation wurde bisher beobachtet, wenn
Inhibitoren ausschlieflich in der ,,DFG-out“-Konformation und nicht in der ,DFG-in"“-Kon-
formation binden (Typ ll-Inhibitoren, vgl. Liu und Gray [2006]). In der Zelle nimmt diese
Konformation bei vielen Kinasen wahrscheinlich einen geringen Anteil ein (Treiber und
Shah [2013]) und kann als Ansatzpunkt von allosterischen Inhibitoren genutzt werden
(Badrinarayan und Sastry [2011]).

1.2. CK2

CK2 ist eine ubiquitar exprimierte pleiotrophe Serin/Threonin-Proteinkinase, die essen-
tiell fur die Zellviabilitat ist. Dabei liegt diese ePK in der Zelle sowohl als monomeres
CK2a als auch als CK2-Holoenzym (a,po-Heterotetramer) vor. Dieses Heterotetramer
(vgl. Abb. 1.4) setzt sich aus zwei CK2B-Untereinheiten und zwei CK2a-Untereinheiten
zusammen. Die CK2B-Untereinheiten, deren Interaktion durch die beiden Zinkfinger-
Domanen stabilisiert wird (Chantalat et al. [1999], vgl. Abb. 1.4, blauer Kreis), bilden
ein Dimer, welches wiederum zwei CK2a-Untereinheiten binden kann (Niefind et al.
[2001]). Schmetterlingsartig bindet je eine CK2a-Untereinheit mit einem Ky im niedri-
gen nM-Bereich (Raaf et al. [2008a], Raaf et al. [2011]) und einer Interaktionsflache
von ca. 1000 A2 (Lolli et al. [2014]) an das CK2p-Dimer (vgl. Abb. 1.4, pinke Kreise).
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Beide CK2B-Untereinheiten sind an der Bindung beider CK2a-Untereinheiten beteiligt.
CK2a libertragt als katalytische Untereinheit die Phosphogruppe vom Kosubstrat auf das
Substrat. Die regulatorische CK2B-Untereinheit moduliert die Aktivitat bezliglich unter-
schiedlicher Substrate, wobei auch Funktionen aulserhalb der Rolle im CK2-Holoenzym
diskutiert werden (Bibby und Litchfield [2005], Bjgrling-Poulsen et al. [2005], Mentzel
et al. [2009]). Binden CK2B und CK2a aneinander, so fiihrt dies zu einem Holoen-
zym, welches deutlich stabiler ist als das CK2a-Monomer (Cochet und Chambaz [1983],
Boldyreff et al. [1993], Raaf et al. [2008b]).

CK2B stellt strukturell eine Besonderheit dar: Zwar gibt es Proteine mit partiellen Ahn-
lichkeiten in der Sekundarstruktur (Chantalat et al. [1999]), allerdings sind auRer den
Stellat-Proteinen aus Drosophila melanogaster (Livak [1990]) keine Proteine bekannt,
die eine hohere Sequenzahnlichkeit zu CK2f aufweisen (Pinna [1990]).

@ CK2a &y )
@ CK2B, Untereinheit 1 ’f‘-ﬁ

@ CK2B, Untereinheit @

Abbildung 1.4 | Das CK2-Holoenzym

CK2 setzt sich aus einem Dimer von zwei CK23-Untereinheiten (blau und rot) zusammen, dessen
Festigkeit in groBem Male durch die Interaktion zweier Zinkfinger-Domanen miteinander sicher-
gestellt wird (blauer Kreis). Die sogenannten sauren Schleifen (rote Kreise) sind ungeordnete
Bereiche von CK2B. An dieses Dimer wiederum binden zwei CK2a-Untereinheiten. Der Kon-
takt zwischen CK2a und dem CK2B-Dimer wird dabei jeweils von beiden CK2p-Untereinheiten
hergestellt (pinke Kreise). Abb. hergestellt mit PDB 1JWH (Niefind et al. [2001]).
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1.3. Die Bedeutung von CK2 im eukaryotischen

Organismus

In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass CK2 als ubiquitare Proteinkinase in vie-
len wichtigen Prozessen in der Zelle und somit auch bei vielen Krankheiten eine zentrale
Rolle spielt (fiir eine Ubersicht: Guerra und Issinger [2008], Pinna [2013]). Dabei soll im
Folgenden beispielhaft auf zwei unterschiedliche Prozesse und die Rolle von CK2 darin

eingegangen werden, um die groRBe Bedeutung von CK2 herauszustellen.

1.3.1. Apoptose

Apoptose ist ein Vorgang, der es dem Organismus ermoglicht, nicht mehr bendtigte
Zellen geordnet zu entsorgen (Kerr et al. [1972]). Gleichzeitig ist Apoptose ein Prozess,
der auch in gesundem Gewebe, zum Beispiel wenn Zellschichten erneuert werden, ei-
ne Rolle spielt und unablassig ablauft. In vielen bosartigen Tumoren allerdings ist eine
Deregulation der Apoptose ein wichtiger Faktor fiir Wachstum (Lowe und Lin [2000]).
Wird der Ablauf der Apoptose gestort, konnen Zellen, die normalerweise als schadhaft
identifiziert worden waren, nicht dem programmierten Zelltod erliegen.

Die CK2-Gene sind in Krebszellen weder Onkogen noch Proto-Onkogen: Bisher konn-
ten keine Mutationen im CK2a- oder CK2p-Gen festgestellt werden, obwohl CK2 in
Krebszellen aktiver als im umliegenden Gewebe ist (Issinger [1993], Guerra und Issinger
[2008]). Die hohe CK2-Aktivitat hat dabei eine sehr komplexe antiapoptotische Wir-
kung: Zum einen schitzt CK2 durch die Phosphorylierung von Proteinen selbige vor
dem Verdau durch Caspasen, zum anderen nimmt CK2 direkt und indirekt Einfluss auf
die Aktivitat von Caspasen. Caspasen sind Proteinasen, die malgeblich am Ablauf des
programmierten Zelltods beteiligt sind und ihre Proteinsubstrate hinter Aspartatresten
schneiden. Sie stellen die zentralen Enzyme des programmierten Zelltods dar (Mcllwain
et al. [2013]).

Die Erkennungssequenzen von CK2 und Caspasen iiberschneiden sich teilweise, wodurch
die Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrestes dazu fiihren kann, dass Caspasen
nicht mehr in der Lage sind, ihre Zielproteine zu verdauen (Duncan et al. [2010], Dun-
can et al. [2011], Turowec et al. [2011], Turowec et al. [2013]), so dass keine Apoptose
eingeleitet wird.

Exemplarisch sei der Transkriptionsfaktor YY1 genannt, welcher durch die Phosphorylie-
rung von CK2 vor der Spaltung durch Caspase 7 geschiitzt wird (Riman et al. [2012]).
Auch im Falle des BID-Proteins wird durch CK1- und CK2-abhangige Phosphorylierung
die Spaltung von BID durch Caspase 8 moduliert (Desagher et al. [2001], Hellwig et al.
[2010]). PTEN wird ebenfalls durch eine Phosphorylierung von CK2 vor Verdau durch
Caspase 3 geschiitzt (Torres et al. [2003]).
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Einige Caspasen sind selbst Substrate fiir CK2: Durch die Phosphorylierung von Caspa-
se 2 kann diese nicht mehr dimerisieren und bleibt dadurch inaktiv (Shin et al. [2005]).
Des Weiteren wird Procaspase 3 durch die Phosphorylierung von CK2 davor geschiitzt
durch Caspase 8 und 9 aktiviert zu werden (Duncan et al. [2011]), wodurch Caspase
3-Substrate wie PARP (Chaitanya et al. [2010]) nicht gespalten werden.

Auch indirekt wird die Aktivitat von Caspasen inhibiert: Die Phosphorylierung von ARC
(das activity-regulated cytoskeleton-associated protein) zum Beispiel fiihrt zu einer In-
teraktion zwischen ARC und Caspase 8, wodurch dessen Aktivitat stark herabgesetzt
wird (Li et al. [2002]).

Durch den starken Einfluss auf die Apoptose ist eine erhohte Aktivitat von CK2 in Krebs-
zellen fatal, da Mechanismen, die in der normalen Zelle fiir den Zelltod verantwortlich
waren, ausgeschaltet werden. CK2 wird daher zu einem attraktiven Ziel fiir die Entwick-
lung von Inhibitoren, da durch die Inhibition von CK2 auf viele Krebsarten eingewirkt

werden kann.

1.3.2. CK2 als zirkadianer Zeitgeber

Neben zentralen Prozessen im menschlichen Korper konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass CK2 eine wichtige Rolle in der Zeitwahrnehmung von Insekten spielt. Konopka
et al. konnten 1991 eine Drosophila melanogaster-Variante erstellen, die einen verlan-
gerten Tagesrhythmus aufweist und daher ,Andante” genannt wurde. Die Ursache fiir
den Andante-Phanotyp konnte als eine Mutation im Gen der CK2B-Untereinheit identi-
fiziert werden, die zu einem Austausch des Methionin 166 zu Isoleucin fiihrt.

Diese Mutation hat zur Folge, dass der Eintritt sogenannter Uhr-Proteine in den Zell-
kern gestort wird (Akten et al. [2003]). Der M166l-Austausch liegt in der Region von
CK2p, die fiir die CK2a/B-Interaktion zustandig ist, es konnten allerdings keinerlei Un-
terschiede in der Aktivitat und im Verhalten zwischen wildtypischem Holoenzym und
Andante-Holoenzym gefunden werden (Rasmussen et al. [2005]).

Eine weitere Mutation, die zu einem veranderten Tagesrhythmus bei Drosophila mela-
nogaster fiihrt, konnte im CK2a-Gen gefunden werden. Dabei fiihren Mutationen im
CK2a-Gen zu zwei Aminosaure-Austauschen im Protein: Met161 zu Lysin und Glul65
zu Aspartat, die daraus resultierende CK2a-Variante wird Timekeeper genannt. Diese
Austausche fiihren zu einem starken Loss-of-function und dadurch, wie bei der Andante-
Mutation, zu einem verlangerten Tagesrhythmus (Lin et al. [2002], Rasmussen et al.
[2005]). Beide Untereinheiten, sowohl CK2p als auch CK2a, spielen somit eine Rolle im
zirkadianen Rhythmus (Blau [2003]), wobei nicht nur die Verminderung der Aktivitat der
katalytischen Untereinheit zu einem Effekt fiihrt, sondern auch kleinste Veranderungen

an der regulatorischen Untereinheit ahnliche Effekte haben konnen.
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1. Einleitung

Sowohl die Rolle von CK2 in der Apoptose als auch als zirkadianer Zeitgeber stellen
kurze Beispiele flir die Komplexitat und die allgemeine Bedeutung von CK2-Aktivitat
ohne Anspruch auf Vollstandigkeit dar.

1.4. CK2a — eine CMGC-Kinase

Zu der Familie der CMGC-Kinasen gehoren eine Vielzahl von Serin/Threonin-Kinasen,
die sich in strukturellen Eigenschaften ahneln (Kannan und Neuwald [2004]). Die Fami-
lie besteht im Wesentlichen aus den namensgebenden CDK-, MAP-, GSK- und CDKL-
Proteinkinasen. CK2a findet darin ebenfalls seinen Platz (Manning et al. [2002]), unter-
scheidet sich allerdings stark von dem Gros der anderen CMGC-Kinasen (Kannan und
Neuwald [2004]) und nimmt dadurch gemeinsam mit der paralogen Proteinkinase CK2a/'

eine Sonderstellung ein.

st Abbildung 1.5 | CK2a und CK2a'’ in der
CMGC-Proteinkinase-Familie

CK2a und sein Paralog CK2a' werden
zu der CMGC-Proteinkinase-Familie gezahlt
und sind evolutionar weit entfernt von dem
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CK2a und CK2a’
marsequenz der ersten 332 Aminosauren als auch strukturell (Bischoff et al. [2011a]).

Diese beiden paralogen Kinasen ahneln sich stark, sowohl in der Pri-

Den grofBten Unterschied zwischen CK2a und CK2a' stellt der deutlich verlangerte
C-Terminus von CK2a dar, den CK2a' nicht besitzt (Lozeman et al. [1990], vgl. A.2).
Durch diesen kiirzeren C-Terminus hat CK2a' weniger Phosphorylierungsstellen, die bei
der Interaktion mit Proteinen wie z. B. Pinl, einer Peptidyl-Prolyl-Isomerase, eine Rolle
spielen (Messenger et al. [2002]). Durch diese Interaktion kann CK2a am mitotischen
Spindelapparat lokalisiert werden, CK2a' jedoch nicht (St-Denis et al. [2009], St-Denis
et al. [2011]).
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1. Einleitung

Erste Ergebnisse deuteten darauf hin, dass CK2a' nicht ubiquitar exprimiert wird, son-
dern vornehmlich in Gehirn und Testikeln (Guerra et al. [1999b]). Neuere Erkenntnisse
deuten allerdings auf eine weitere Verbreitung von CK2a' hin (vgl. dazu Welker et al.
[2015]). Auch gibt es kleinere Unterschiede in der dreidimensionalen Struktur der Kinase-
Domane, CK2B wird um einen Faktor 10 schwacher gebunden (Bischoff et al. [2011a]).
CK2a und CK2a' konnen auch gemeinsam mit CK2B ein aa'fp-Holoenzym bilden. Ein
reines a'a'Bp-Holoenzym ist ebenfalls moglich, zeigt allerdings keine Autophosphory-
lierung (Olsen et al. [2006]). Des Weiteren ist die Sensitivitat der beiden Isoformen
gegeniiber ATP-kompetitiven Inhibitoren unterschiedlich (Janeczko et al. [2011]), md&g-
licherweise bedingt durch Unterschiede in der ATP-Bindestelle (Bischoff et al. [2011a]).
Von CK2a konnte bis jetzt keine lebensfahige Knockout-Mutante von Mausen erzeugt
werden, da es eine essentielle Rolle wahrend der Embryogenese spielt (Lou et al. [2008]).
Anders bei CK2a': Dort wird ein Knockout teilweise durch eine starkere Expression von
CK2a ausgeglichen, die mannlichen Tiere sind jedoch infertil (Xu et al. [1999]).
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1. Einleitung

1.4.1. Strukturelle Eigenschaften von CK2a

CK2a ist eine ePK und weist somit auch die typische Faltung auf: Eine vornehmlich
aus B-Faltblattstrangen bestehende N-terminale Domane ist tiber eine Gelenkregion mit
einer hauptsachlich aus a-Helices bestehenden C-terminalen Domane verbunden (vgl.
Abb. 1.6). Als CMGC-Kinase tragt die C-terminale Domane die typische Insertion der
Helices aH, al und aJ (Kannan und Neuwald [2004]). Die B4/B5-Schleife in der N-
terminalen Domane ist das zentrale Motiv der CK2a/CK2p-Interaktion auf Seiten der
CK2a-Untereinheit. Ein weiteres wichtiges Element der CK2a-Struktur ist die Aktivie-
rungsschleife. Diese Aktivierungsschleife ist zum einen an der Substratbindung beteiligt,
zum anderen bei vielen anderen Proteinkinasen ein wichtiges regulatorisches Element,
welches durch Phosphorylierung oder Protein-Protein-Interaktion stabilisiert wird (vgl.
Abschnitt 1.1.4).

In CK2a finden auch Phosphorylierungen innerhalb der Aktivierungsschleife statt, al-
lerdings ist eine solche Phosphorylierung fiir die Kinaseaktivitat von CK2a nicht obli-
gatorisch (Donella-Deana et al. [2001]). Die Position der Aktivierungsschleife wird in
CK2a durch das N-terminale Segment stabilisiert, sodass sie immer in einer Konformati-
on vorliegt, die der einer aktiven Kinase entspricht (vgl. Abb. 1.6). Deletiert man diesen
N-Terminus, so biist CK2a Aktivitat ein (Sarno et al. [2002a]). Der N-Terminus stellt
damit ein wichtiges Element fiir die konstitutive Aktivitat von CK2a dar.

Das Kosubstrat von CK2a (ATP oder GTP) wird in der ATP-Bindetasche gebunden,
wobei die Purinbase sowohl tiber Wasserstoffbriickenbindungen zu der Gelenkregion als
auch Uiber hydrophobe Interaktionen gebunden wird (vgl. Abb. 1.6, Fenster). Die - und
y-Phosphogruppen des Nukleotids werden dabei von der glycinreichen Schleife und zwei
zweiwertigen Kationen, meist Magnesiumionen, koordiniert. Diese lonen wiederum wer-
den teilweise durch das DWG-Motiv der Magnesium-Bindeschleife positioniert (DFG in
anderen ePKs, Taylor und Kornev [2011]) und haben ebenfalls eine katalytische Funktion
(Herberg et al. [1999]).

Das DWG-Motiv ist kritisch fiir die Aktivitat, da das Aspartat an der Bindung beider
Kationen beteiligt ist (Kornev und Taylor [2010]). Dadurch, dass CK2a ein Tryptophan
anstelle eines Phenylalanins in diesem Motiv besitzt, ist CK2a aulserdem nicht in der

Lage eine ,DFG-out"-Konformation einzunehmen (vgl. Abschnitt 1.1.4).
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7/

/
N-terminale Dorp&ne

B4/B5-Schleife 7
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glycinreiche Schleife

Magnesium-

katalytische L Bindeschleife

Schleife

\ <€— Aktivierungsschleife

<€— N-terminales Segment

Q)

N

C-terminale Domane

Abbildung 1.6 | Struktur von CK2a

CK2a als ePK weist die typische ePK-Faltung auf, das NTP (in diesem Fall ATP) wird durch die
Gelenkregion und hydrophobe Interaktionen koordiniert. Sowohl die glycinreiche Schleife als auch
die Magnesium-Bindeschleife sind an der Koordination der Phosphate beteiligt. Die katalytische
Schleife und die Aktivierungsschleife binden das Substrat im Bereich der Phosphorylierungsstelle
(Sarno et al. [1997b]). Die Helices aH, al und aJ sind das CMGC-Kinase-typische Insert in
der C-terminalen Domane (Kannan und Neuwald [2004]). Die p4/p5-Schleife ist maRgeblich
an der Interaktion mit der regulatorischen CK2B-Untereinheit beteiligt. Das lange N-terminale
Segment (blau) interagiert mit der Aktivierungschleife und stabilisiert die Position derselben.
Die Gelenkregion verbindet die C- und N-terminale Domane. Die Darstellung ist adaptiert von
Niefind et al. [2009]; verwendete PDB-ID: 3NSZ (Ferguson et al. [2011]).
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1. Einleitung

1.4.2. Die ATP/GTP-Bindetasche von CK2a

Sowohl ATP als auch GTP konnen an der ATP-Bindetasche von CK2a binden. Diese
Bindetasche besteht in erster Linie aus einer Vielzahl hydrophober Reste, durch die die
Nukleinbase (Adenin oder Guanin) orientiert wird. Uber Wasserstoffbriickenbindungen
wird die Nukleinbase ebenfalls an der Gelenkregion gebunden. Die Phosphate werden
sowohl durch das DWG-Motiv als auch durch die glycinreiche Schleife koordiniert (vgl.
Fenster in Abb. 1.6).

ATP /GTP-Kosubstratspezifitit Schon friih konnte gezeigt werden, dass CK2, da-
mals noch Phosvitin-Kinase genannt, sowohl ATP als auch GTP als Kosubstrat ver-
wenden kann (Rodnight und Lavin [1964]). Uber die Jahre konnten weitere Zeugnisse
dafiir erbracht werden, sodass diese (spater als duale Kosubstratspezifitat bezeichnete
(Niefind et al. [1999])) ATP/GTP-Nutzbarkeit zum einen ein Unterscheidungsmerkmal
zwischen CK1 und CK2 (z. B. Hathaway und Traugh [1979]) wurde, zum anderen dazu
fiihrte, dass CK2 als besondere Kinase unter den eukaryotischen Proteinkinasen Beach-
tung fand.

Bis heute ist CK2 die einzige bekannte Serin/Threonin-Proteinkinase, fiir die nachge-
wiesen wurde, dass ATP ein nur minimal besserer Phospho-Donor als GTP ist (Niefind
et al. [1999]). Zwischen CK2a-Proteinen aus verschiedenen Organismen konnten dabei
kleinere Unterschiede festgestellt werden: So kann CK2a aus Mais auch mit Magnesium
als Kation GTP nur unwesentlich schlechter als ATP als Kosubstrat verwenden (Nie-
find et al. [1999]), bei CK2a aus Xenopus laevis kann die Aktivitat durch Austausch
des katalytischen Kations (Mg?*, Mn2* oder Co?*) so moduliert werden, dass GTP den

besseren Donor darstellt (Gatica et al. [1993]).

Flexibilitdit der Gelenkregion Strukturelle Argumente fiir die duale Kosubstratspe-
zifitat konnten in der Konformation der Gelenkregion gefunden werden: Nachdem die
Gelenkregion in Kristallstrukturen anderer eukaryotischer Proteinkinasen in einer identi-
schen Form vorgefunden wurde (etwa bei PKA (PDB-ID: 1J3H; Akamine et al. [2003])),
konnten zunachst diverse Kristallstrukturen von CK2a (z.B.: zmCK2a: Niefind et al.
[1998], Niefind et al. [1999], hsCK2a: Ermakova et al. [2003]) in einer zweiten Kon-
formation (vgl. Abb. 1.7) dargestellt werden. Diese unterscheidet sich fundamental von
der typischen ePK-Konformation und war der erste Nachweis einer alternativen Faltung
bei einer ePK (Niefind et al. [1998]).
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Abbildung 1.7 | Die beiden Konformatio-
nen der Gelenkregion von CK2a

In der offenen Konformation sind die hu-
mane CK2a (rot, PDB-ID: 3NSZ; Fergu-
son et al. [2011], AMPPNP gebunden) und
die Mais-CK2a (orange, PDB-ID: 1DAY;
Niefind et al. [1999], GMPPNP gebun-
den) in der Lage, entweder ATP oder GTP
zu binden. In der geschlossenen Konfor-
mation (blau, PDB-ID: 3BQC; Raaf et al.
[2008c]), welche bei der humanen CK2a
Offene Konformation:  ebenfalls gefunden wurde, ware eine Bin-
zmCK2o + GMPPNP dung von GTP aus sterischen Griinden
zmCK2a + AMPPNP nicht moglich. F121 stabilisiert durch ei-

ne grolke Konformationsanderung jeweils

Geschlossene die offene oder geschlossene Form, in der

Konformation: geschlossenen Konformation entspricht die

) \ hsCK2a. + Emodin Postion M128 aus PKA (griin, PDB-ID:
_— hsPKA 1J3H; Akamine et al. [2003]).

Erst mit weiteren Strukturen fiel eine Besonderheit von humanem CK2a auf: Die Ge-
lenkregion wurde in einer geschlossenen Konformation, ahnlich der bekannten ePK-
Konformation wie etwa aus PKA bekannt (vgl. Abb. 1.7, griin), vorgefunden (Raaf et al.
[2008¢]; vgl. Abb. 1.7, blau). Markant dafiir ist die Positionsveranderung der Seitenkette
des Phenylalanins 121: In der geschlossenen Konformation besetzt diese Seitenkette den
selben Raum wie das Methionin 128 in PKA, in der offenen Konformation zeigt Phel21
in die entgegengesetzte Richtung.

Bemerkenswert dabel ist, dass diese geschlossene Konformation nicht mit der aus der
zmCK2a-GTP-Struktur bekannten Position des GTPs kompatibel ist (Niefind et al.
[1999]) und somit GTP nur in der offenen Konformation der Gelenkregion binden kann.
Es ist sterisch nicht moglich, dass in der geschlossenen Konformation GTP binden kann,
da es mit der Position von Asn118 kollidieren wiirde.

Im CK2-Holoenzym wurde die wildtypische Gelenkregion sowohl in der geschlossenen
(vgl. Lolli et al. [2014]) als auch in der offenen Konformation kristallisiert (vgl. Niefind
et al. [2001], Lolli et al. [2012], Lolli et al. [2014], Schnitzler et al. [2014]). Bei gebunde-
nem Nukleotid nahm die Gelenkregion allerdings bisher immer die offene Konformation
ein (Niefind et al. [2001], Schnitzler et al. [2014]).
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1.4.3. Duale Substratspezifitat — Die Substratbindung

CK2 ist in der Lage, die Phosphorylierung von Proteinen an spezifischen Serin- und
Threoninseitenketten zu katalysieren. Die Konsensus-Sequenz fiir die Phosphorylierungs-
stelle des Substrates wurde dabei von verschiedenen Quellen als sehr acidophil charak-
terisiert. Gerade an der ersten (P+1) und dritten (P+3) Stelle hinter dem zu phos-
phorylierenden Serin- oder Threoninrest sind besonders negativ geladene Aminosauren
vorzufinden (Asp, Glu oder Phospho-Ser bzw. -Thr; vgl. Marchiori et al. [1988], St-Denis
et al. [2014], Abb. 1.8).

Abbildung 1.8 | Konsensus-Sequenz
der CK2-abhangigen Phosphorylie-
rung von Substratproteinen und
-peptiden

CK2a bevorzugt auf allen Positionen
[ vor und hinter der Phosphorylierungs-
stelle Aminosauren mit negativen La-

dungen. An den Positionen P+1 und
P+3 sind negative Ladungen beson-

704 input sequences )
Wk e @ 3 o 8 ot o - & o = v o ~g dersdominant.

Die Minimal-Konsensus-Sequenz fiir die Substraterkennung ist dabei [S/T]-[D/E]-X-
[D/E]. Ob dieser recht kurzen Konsensus-Sequenz kann CK2 eine Unzahl von Substra-
ten phosphorylieren (Meggio und Pinna [2003]).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass CK2a nicht nur Serin- und Threoninseitenket-
ten phosphorylieren kann, sondern ebenfalls Tyrosinseitenketten. Dies unterscheidet CK2
von dem Gros anderer Serin/Threonin-Kinasen. Wenige als Ser/Thr-Kinase klassifizierte
Kinasen verfligen Ulber diese Eigenschaft (Lindberg et al. [1992]).

Die duale Substratspezifitat von CK2 wurde Mitte der Neunzigerjahre entdeckt (Chardot
et al. [1995], Wilson et al. [1997]) und es konnte gezeigt werden, dass die Phosphory-
lierung von peptidischen Tyrosin-Substraten deutlich schlechter katalysiert wird als von
vergleichbaren Serin-Substraten. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Konsensus-Sequenz
fiir Serin/ Threonin-Substrate nicht giiltig fiir Tyrosin-Substrate sein muss (Marin et al.
[1999], Vilk et al. [2008]).

In den letzten Jahren konnte die Wichtigkeit dieser Tyrosin-Phosphorylierung auch fiir
zellulare Prozesse nachgewiesen werden (Basnet et al. [2014]). Eine Autophosphorylie-
rung von Tyrosinresten bei CK2a konnte ebenfalls gezeigt werden (Donella-Deana et al.
[2001], Vilk et al. [2008]).

Mhttp://www.phosphosite.org/proteinAction.do?id=798&showAllSites=true, abgerufen am
10.07.2015
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1. Einleitung

Strukturelle Eigenschaften der Substratbindung Bei ePKs findet die Substratbin-
dung zwischen der N- und C-terminalen Domane statt. Wahrend bei einigen wenigen
ePKs bereits Strukturen von Komplexen aus Kinase und Substratpeptid gelost werden
konnten (Brown et al. [1999]: CDK; Zheng et al. [1993]: PKA; Bullock et al. [2005]:
PIM1; Lowe et al. [1997]: PHK), konnte fiir CK2a noch keine Komplexstruktur ermittelt
werden.

Die an der Substratbindung von Serin/Threonin-Substraten beteiligten Residuen von
CK2a wurden daher zunachst durch aufwendige Mutagenese-Studien und mit Hilfe
kiinstlicher Substratpeptide bestimmt (Sarno et al. [1995], Sarno et al. [1996], Sarno
et al. [1997a], Guerra et al. [1999a]). AuRBerdem konnten wichtige strukturelle Informa-
tionen von an CK2a gebundenen Anionen in Kristallstrukturen erhalten werden (Niefind
et al. [2007], Raaf et al. [2008c]). So konnten Niefind et al. 2007 zeigen, dass Seitenket-
ten von CK2a das Substrat an den Positionen P+1 und P+3 binden, an denen in dem
veroffentlichten Strukturmodell (PDB-ID: 2PVR) zwei Sulfat-lonen binden (vgl. Abb.
1.9).

ADP-Analogon AMPPN

H160

K122 (geschlossen)
\ Y ( r'\

Y
/ Cl-lon (3H30)

S K158
K122 (offen)

K76

ulfat-lon (2PVR)
P+3-Position

R195

P+1-Schleife
Cl-lon (3H30)

Abbildung 1.9 | Die Substratbindestelle

Strukturmodell eines ternaren Komplexes aus CK2a, ADP-Analogon und einem Substratpeptid
(DDSDDD). Sowohl Sulfat-lonen (Niefind et al. [2007]) als auch Chlorid-lonen (griin, Raaf et al.
[2008a]) wurden bereits mit CK2a kokristallisiert, das ADP-Analogon wurde von der PDB-ID:
3NSZ (Ferguson et al. [2011]) verwendet. Von Lys122 sind die Positionen in der geschlossenen
und der offenen Konformation der Gelenkregion angegeben (vgl. 1.4.2). Die Abbildung ist an-
gelehnt an Niefind und Battistutta [2013], das Modell des Substratpeptids wurde von Niefind
et al. [2007] veroffentlicht.
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Aus allen verfiigbaren Informationen wurde 2007 von Niefind et al. ein Modell erstellt
(vgl. Abb. 1.9), nach dem folgende Aminosaurereste an der Bindung des Substrates
von Position P-2 bis P+3 beteiligt sind: An der Bindung von der P+1-Position sind
vor allem die Aminosauren Arg191, Arg195 und Lys198 beteiligt, an der Bindung von
Position P+3 hauptsachlich Arg155, Arg80 und Lys77. Die Positionen P-2 und P-1 des
Substratpeptids werden von Lys122, Lys158 und His160 gebunden.

1.4.4. Die CK2a/CK2p-Interaktion

Primare Interaktion Im CK2-Holoenzym (vgl. Abb. 1.4) binden beide CK2a-Unter-
einheiten an ein CK2B-Dimer, wobei beide CK2B-Protomere an der Bindung beteiligt
sind (vgl. Abb. 1.10 (a)). Jedes CK2a-Molekiil bindet sowohl an den C-Terminus des
einen CK2B-Protomers als auch an einen zentralen Bereich des anderen CK2p-Protomers
(Niefind et al. [2001], vgl. Abb. 1.10 (a)).

CK2p wird an der N-terminalen Domane von CK2a gebunden. Bei der Bindung spielen
vor allem die fiinf B-Faltblattstrange eine wichtige Rolle. Residuen der B-Faltblattstrange
1-3 bilden hydrophobe Interaktionen mit Seitenketten der CK2p-Protomere aus. Eine be-
sondere Rolle kommt der B4/B5-Schleife zu: Im Holoenzym liegt diese Schleife in der
(in Abb. 1.10 (a) dargestellten) offenen Konformation vor, kann aber ebenfalls eine ge-
schlossene Konformation einnehmen.

In der geschlossenen Konformation dieser Schleife besteht sterisch keine Moglichkeit,
dass CK2p an CK2a bindet, da die Tasche, in die die Residuen Tyr188 und Phel90
des CK2p-Protomers weisen, sterisch nicht erreichbar ist. In allen bisher veroffentlich-
ten Holoenzym-Strukturen liegt diese Schleife in der geoffneten Konformation vor, bei
Strukturen des CK2a-Monomers konnten sowohl geschlossene als auch gedffnete Kon-
formationen festgestellt werden. Die Bindung zwischen CK2a und CK2p ist trotz der
kleinen Interaktionsflache recht stark (K4 im niedrigen nM-Bereich, vgl. Raaf et al.
[2008b], Raaf et al. [2011]) und fiihrt zu einem stabilen Holoenzym.

Sekundare Interaktionen Im CK2-Holoenzym werden weitere Interaktionen disku-
tiert: Es konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von CK2B autophosphoryliert wird
und dies eher wie ein intramolekularer Vorgang ablauft (Meggio und Pinna [1984]), es
sich tatsachlich jedoch um eine intermolekulare Trans-Autophosphorylierung zu handeln
scheint (Pagano et al. [2005]). Des Weiteren konnte in Kristallstrukturen gezeigt und
mit biochemischen Daten unterlegt werden, dass es eine Affinitat der sauren Schleife
(vgl. Abb. 1.4, Boldyreff et al. [1993], Leroy et al. [1997]) und des C-Terminus (Lolli
et al. [2012]) von CK2B gegeniiber der Substratbindestelle von CK2a gibt (vgl. Abb. 1.10
(b)). Diese sekundaren Interaktionen werden als wichtiger Bestandteil fiir die Formierung
von CK2-Holoenzym-Filamenten angesehen (vgl. dazu Abb. 1.4.5).
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primdre Interaktion Sekundére Interaktionen
//"\‘

C-Terminus
CK2B_1

Abbildung 1.10 | Primdre und sekundare Interaktionen zwischen CK2a und CK2

(a) Beide CK2B-Protomere eines Holoenzyms interagieren mit einem CK2a-Protomer, wobei
F190 eines CK2B-Protomers in eine Tasche von CK2a ragt, das zweite CK2B-Protomer bindet
oberflachlicher. Die B4 /B5-Schleife von CK2a muss in der getffneten Konformation vorliegen. (b)
Fir die saure Schleife von CK2p wird eine intermolekulare Interaktion mit der positiv geladenen
Substratbindestelle von CK2a postuliert (vgl. Rekha und Srinivasan [2003], Pagano et al. [2005],
Niefind und Issinger [2005]). Auch der C-Terminus von CK2B zeigte in einer Kristallstruktur eine
Affinitat zu CK2a (Lolli et al. [2012]). Verwendete PDB-ID: 4DGL (Lolli et al. [2012]).

1.4.5. Regulation und die konstitutive Aktivitat von CK2

Die Aktivitat von CK2 ist in vielerlei Hinsicht komplex reguliert: Bildet sich das Ho-
loenzyms aus CK2a-Monomeren und CK2B-Dimeren, so flihrt dies mitnichten zu einer
on/off-Regulation wie zum Beispiel bei der Disintegration des PKA-Tetramers durch die
Bindung von cAMP an der regulatorischen Untereinheit (Taylor et al. [2012a]).

Im Gegensatz konnte gezeigt werden, dass die stabile Interaktion (Raaf et al. [2008b])
zwischen CK2o und CK2B einen Einfluss auf Aktivitat, Stabilitat (Grankowski et al.
[1991], Meggio et al. [1992b]) und Substratspezifitat (Meggio et al. [1992b], Pinna
[2003], Poletto et al. [2008]) hat. Der Einfluss auf die Substratspezifitat kann dabei so
eklatant sein, dass erst die Assemblierung des Holoenzyms zu Aktivitat fiihrt, sodass man
tatsachlich von einer on/off-Regulation sprechen kann. Diese Regulation kann allerdings
wiederum von Aktivatoren moduliert werden (wie im Fall des Substrats Calmodulin, vgl.
Abschnitt 1.6). Im Allgemeinen ist das Holoenzym aktiver als das CK2a-Monomer.
Von CK2a ist keine ,,DFG-out“-Konformation, wie man sie zum Beispiel von der p38MAP
Kinase (Pargellis et al. [2002], vgl. Abschnitt 1.1.4) kennt, moglich, da CK2a an Stelle
des DFG-Motivs ein DWG-Motiv besitzt (vgl. Abschnitt 1.4.1). CK2a wird ebenfalls
nicht durch eine Konformationsanderung der Aktivierungsschleife wie etwa bei CDK
durch die Bindung von Cyclin (Pavletich [1999]) aktiviert. Die Aktivierungsschleife bei
CK2a wird durch ein N-terminales Segment in seiner Konformation (vgl. Abb. 1.6) ent-
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sprechend der aktiven Konformation von CDK stabilisiert (Niefind et al. [1998]) und
fuhrt so zu einer konstitutiv aktiven Kinase.
Fir eine Regulation der CK2-Aktivitat werden zwei weitere Moglichkeiten diskutiert:

Regulation durch Lokalisation und Regulation durch Oligomerisation.

Lokalisation Die Lokalisation von CK2 spielt eine grolse Rolle, da durch die Pleiotro-
pie von CK2 in allen Zellkompartimenten Substrate von CK2 zu finden sind (Olsten und
Litchfield [2004], Olsten et al. [2005]). Uber die Lokalisation der CK2-Untereinheiten
konnte somit ebenfalls die Phosphorylierung von Substraten beeinflusst werden. Sowohl
CK2a als auch CK2p konnten allerdings bislang in allen getesteten Zelltypen des Korpers
und dort auch in allen Zellkompartimenten nachgewiesen werden (Faust und Montenarh
[2000], Issinger [1993]), jedoch in einigen Fallen mit Hinweisen auf freie Monomere
(Guerra et al. [1999b], Faust et al. [2001]). Des Weiteren konnte CK2-Aktivitat au-
Berhalb der Zelle gefunden werden, ein Hinweis auf Ektokinase-Funktion (Faust und
Montenarh [2000]).

AuBerdem konnte fiir CK2a eine Kolokalisation mit Tubulin bzw. Centrosomen (Faust
et al. [1999], Faust et al. [2002]) fiir alle drei Untereinheiten zum Endoplasmatischen
Retikulum und zum Golgi-Apparat (Faust et al. [2001]) gezeigt werden.

Unterschiede in der Lokalisation von CK2a und CK2a' lassen sich teilweise auf Sequenz-
unterschiede zuriickfiihren (vgl. dazu Abschnitt 1.4). CK2a kann durch einen langeren
C-Terminus mit Phosphorylierungsstellen am mitotischen Spindelapparat lokalisiert wer-
den, CK2a' jedoch nicht (St-Denis et al. [2011]). In den meisten Fallen werden CK2a
und CK2B gemeinsam detektiert, was auf stabile heterotetramere Komplexe in einem
GroBteil der Zellen hindeutet.

Oligomerisation Schon 1986 konnte von Glover gezeigt werden, dass das heterotetra-
mere CK2 in vitro Filamente bildet und dass diese Filamente von der Salzkonzentration
abhangig sind. Diese Aggregate konnten ebenfalls von Valero et al. [1995] nachgewiesen
werden, wobei gezeigt wurde, dass ab einer Salzkonzentration von 0,4 M NaCl keinerlei
Aggregate zu sehen sind. Bei niedrigeren Salzkonzentrationen konnten verschiedene Ar-
ten von Aggregaten detektiert werden, deren Formen unterschiedlich sind: Je niedriger
die Salzkonzentration, desto groRer die Aggregate. Daraus postulierten Valero et al. vier
verschiedene Aggregatsformen (vgl. Abb. 1.11).
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Abbildung 1.11 | Postulierte Oligomere

Valero et al. postulierten 1995 vier Formen von moglichen CK2-Formen, von dem protomeren
Holoenzym bis hin zu diinnen und dicken Filamentstrukturen. Abbildung aus Valero et al. [1995]
reproduziert und verandert, mit freundlicher Genehmigung der American Society for Biochemistry
and Molecular Biology.

Alle von Valero et al. [1995] spezifizierten Formen sind katalytisch aktiv, wobei die Zuga-
be von 20 mM Magnesiumchlorid oder 1 mM Spermin zu der Bildung von Ringstrukturen
fihrte, die deutlich aktiver sind als langliche Filamente (Valero et al. [1995]). Sowohl
die Art der Interaktion (vgl. Abschnitt 1.4.4) als auch die Rolle dieser Oligomerisation in
vivo bel der Regulation ist allerdings nicht geklart und aktueller Forschungsgegenstand
(Lolli et al. [2012], Lolli et al. [2014], Schnitzler et al. [2014], Hiibner et al. [2014]).

1.5. Inhibition von CK2

1.5.1. Inhibition durch Heparin

CK2a hat als acidophile Proteinkinase viele basische Reste, an denen negativ geladene
Molekiile binden konnen. Viele negativ geladene Kohlenhydrate wurden als Interaktoren
von CK2 identifiziert, zu denen neben 2,3-Diphosphoglycerat (Hathaway und Traugh
[1982]) und Inositolhexakiphosphat (Lee et al. [2013]) auch Heparin gehort.

Heparin ist ein effizienterer Inhibitor von CK2 als andere Polysaccharide wie Heparan-
sulfat, Dermatansulfat (Hathaway et al. [1980]) oder auch Hyaluronsaure (Feige et al.
[1980]). Dadurch unterscheidet sich CK2 von vielen anderen Proteinkinasen, sodass zu
Beginn der Proteinkinase-Forschung die Eigenschaft von CK2a, von Heparin inhibiert
zu werden, zur Klassifikation und Identifikation von CK2 verwendet wurde (Rose et al.
[1981]). Spater konnte die Bindung von Heparin an CK2a charakterisiert werden. Bei
der Inhibition durch Heparin sind sowohl ein konserviertes Cluster aus Lysinen (Lys74-
Lys77) der Helix aC als auch zwei Arginine und ein weiteres Lysin der Aktivierungsschleife
(Arg191, Arg195 und Lys198) beteiligt (Vaglio et al. [1996]).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Inhibition abhangig von dem verwende-

ten Substrat und der Lange des Heparins ist. Wahrend die Lange des Saccharids einen

22



1. Einleitung

positiven Einfluss auf die Inhibition von CK2 hat (je langer das Saccharid desto starker
die Inhibition), ist der Einfluss auf verschiedene Substrate komplexer: Bei einem syn-
thetischen, stark negativ geladenen Peptid stimmt die inhibitorische Bindestelle nicht
mit der Peptidsubstrat-Bindestelle liberein, ein produktiver Enzym-Substrat-Inhibitor-
Komplex kann existieren (O'Farrell et al. [1999]). Im Gegensatz dazu ist die Inhibition
von CK2a in Bezug zu einem Proteinsubstrat wie Casein kompetitiv (Hathaway et al.
[1980], O'Farrell et al. [1999]). Diese Substratabhangigkeit weist, im Gegensatz zu den
beiden identifizierten Clustern, auf eine von der eigentlichen Substratbindungsstelle ent-
ferntere Bindestelle von Heparin hin, wodurch zwar Interaktionen mit Proteinsubstraten
inhibiert werden, kurze peptidische Substrate allerdings relativ ungehindert parallel zu
Heparin mit CK2a interagieren konnen (O'Farrell et al. [1999]).

1.5.2. ATP-kompetitive Inhibitoren

Fur CK2 wurden weitere Naturstoffe als Inhibitoren entdeckt, bei denen in erster Li-
nie sekundare Pflanzenstoffe (Hematein (Hung et al. [2009]), Ellagsaure (Cozza et al.
[2006]), Anthrachinonderivate wie Emodin (Yim et al. [1999]) oder Flavone wie Apigenin
(Sarno et al. [2002b])) zu nennen sind.

Naturstoffe Abbildung 1.12 | ATP-
a) Emodm Ellagsaure o kompetitive Inhibitoren
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Als erster synthetischer Inhibitor von CK2 wurde 1986 das Nucleotidanalogon 5,6-
Dichlororibofuranosylbenzimidazol (DRB) (Zandomeni et al. [1986]) entdeckt, aus dem
in den folgenden Jahren weitere halogenierte Derivate wie TBI (Sarno et al. [2001]),
TBB (Zien et al. [2003]), DMAT (Pagano et al. [2004]) oder TIBI (Gianoncelli et al.
[2009]) entwickelt wurden. Ein weiterer synthetischer Inhibitor ist CX4945, ein erster
Inhibitor in klinischen Studien (Pierre et al. [2011a]).

Das Flavon Apigenin diente bereits als Leitstruktur fiir das Design von effizienten CK2-
Inhibitoren. Ausgehend von diesem Inhibitor konnten, gekoppelt mit einer gezielten Ha-
logenierung, weitere Inhibitoren mit sehr guten Bindeeigenschaften entwickelt werden.
Dadurch konnte z. B. die Konzentration, die fiir eine halbmaximale Aktivitat benotigt
wird (ICsp), von 0,8 uM bei Apigenin (Sarno et al. [2002b]) auf 9 nM bei FLC26 durch
strukturbasiertes Design reduziert werden (Golub et al. [2011]).

1.5.3. Inhibitoren in der klinischen Anwendung

Silmitasertib Ein erster synthetischer Wirkstoff, der in vorklinischen Studien getestet
wird und wurde, ist Silmitasertib. Dabei handelt es sich um den Inhibitor CX4945 (Pierre
et al. [2011a], vgl. Abb. 1.12 (k)), optimiert ausgehend von einem aus einer Inhibitor-
Bibliothek entnommenen Stoff (4-oxo-4,5-dihydrothieno[3,2]-quinolin-7-carbonsaure, Pi-
erre et al. [2011b]). Dieser Stoff inhibiert CK2a mit einem 1Cgso-Wert von 1 nM (Pierre
et al. [2011b]). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass dieser Inhibitor oral verfiig-
bar gemacht werden kann und in vielen Tumoren eine antiproliferative Wirkung zeigt
(Siddiqui-Jain et al. [2010]).

In den letzten Jahren wurden die klinischen Studien zu Silmitasertib umgelagert, von
der Verwendung als Einzelwirkstoff hin zu Studien in denen Silmitasertib als Kombinati-
onspraparat gemeinsam mit Cisplatin (Rosenberg [1973]) oder Gemcitabin (Heinemann
et al. [1988]) verwendet wird (Senhwa Biosciences [2015]). Sowohl Cisplatin als auch
Gemcitabin sind etablierte Cytostatika, es bleibt abzuwarten als wie effektiv sich diese

kombinierte Gabe erweist.

CIGB-300 CIGB-300 ist ein peptidischer Inhibitor, der an das zellpenetrierende Tat-
Peptid gekoppelt wurde. Bei der Entwicklung war das Ziel einen peptidischen Inhibitor zu
entwickeln, der nicht an CK2, sondern an potenzielle Substrate bindet. /n vitro konnte
eine reduzierte Phosphorylierung durch CK2 gezeigt werden, in vivo wirkte CIGB-300
sowohl proapoptotisch als auch antitumoral (Perea et al. [2004], Perea et al. [2008]).
Dieser Inhibitor wurde in ersten vorklinischen Studien eingesetzt (Solares et al. [2009]).
Es konnte gezeigt werden, dass nicht alle CK2-Substrate von CIGB-300 geblockt werden.
Hauptziel scheint Nucleophosmin zu sein, welches vor der Phosphorylierung durch CK2
geschutzt wird. CIGB-300 wird von Tumoren aufgenommen, die innerhalb eines Jahres
sehr stark schrumpfen konnen (Perera et al. [2008], Perea et al. [2011]).
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Ahnlich wie Silmitasertib gehen auch bei CIGB-300 aktuelle Entwicklungen in Richtung
einer Verwendung als kombiniertes Praparat, gemeinsam mit Cytostatika wie Cisplatin
(Perera et al. [2014]).

1.5.4. Bisubstratinhibitoren

Um ein hoheres Mals an Effizienz und Selektivitat zu erzielen, wurden erste Bisubstrat-
inhibitoren gegen ePKs entwickelt (Lavogina et al. [2010]). Dazu nutzt man an ATP-
kompetitive Inhibitoren gekoppelte Substratderivate. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass
eine hohe Selektivitat dadurch erzeugt wird, dass das Molekiil an zwei Stellen des Ziel-
inhibitors binden kann. Diese Inhibitoren sind somit nicht nur ATP-, sondern ebenfalls
substratkompetitiv.

Durch die starke Acidophilie von CK2 kann sich ein solches Verfahren als zielfiihrend
erweisen, da der substratkompetitive Teil sehr spezifisch fiir CK2a angefertigt werden
kann.

Diese Inhibitoren erfiillen allerdings nicht die ,rule of five" (Lipinski et al. [1997], vgl.
1.1.3) und der peptidische Teil des Inhibitors kann sehr anfallig gegeniiber Proteasen sein.
Solche Inhibitoren konnen ebenfalls als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Metho-
den verwendet werden, da an den peptidischen Teil relativ einfach funktionale Gruppen
wie zum Beispiel fluoreszierende Molekiile integrierbar sind. Solche CK2-Inhibitoren wer-
den bereits in Fluoreszenzanisotropie-Assays eingesetzt, um neue Inhibitoren effizient
charakterisieren zu konnen (Enkvist et al. [2012]).

1.5.5. Inhibitoren der CK2a/B-Interaktion

Bei der Analyse des Inhibitors DRB (vgl. Abb. 1.12) wurde in der Kristallstruktur eine
zweite Bindestelle neben der ATP-Bindestelle identifiziert. Diese Bindestelle entspricht
der der CK2a/p-Interaktionsstelle. In anderen Kristallstrukturen kann dort Glycerol ge-
bunden sein (Raaf et al. [2008a]).

Diese Bindestelle konnte in der Folgezeit auch mit weiteren Inhibitoren adressiert werden.
Dabei erschien ein zyklisches Peptid, welches die CK2B-Seite der Interaktion imitiert, als
sinnvoller und effizienter Inhibitor (Laudet et al. [2008]). Genau wie bei CK2f ragt ein
Phenylalanin dieses zyklischen Peptids in die Bindetasche (vgl. Abb. 1.10 (a)). Bei der
Analyse dieses Inhibitors zeigte sich, dass dieses zyklische Peptid in der Lage ist, die
Interaktion zwischen CK2a und CK2p effizient zu inhibieren (Raaf et al. [2013]). Fiir die
Analyse weiterer Interaktoren wurde auf Grundlage dieses zyklischen Peptids ein Test
entwickelt (Hochscherf et al. [2015]).
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1.6. Aktivatoren von CK2

CK2 kann nicht nur inhibiert, sondern ebenfalls aktiviert werden. Dabei haben besonders
positiv geladene Molekiile einen Einfluss auf die Aktivitat. Schon 1977 konnte Maenpaa
zeigen, dass CK2 unter anderem von Spermin und Spermidin aktiviert wird. Kurze Zeit
darauf konnten diese Ergebnisse bekraftigt werden (Cochet et al. [1980]), bei niedrigen
Konzentrationen kann auch ein inhibitorischer Effekt von Heparin aufgehoben werden
(Feige et al. [1980]).

Eine in vivo-Aktivierung in Zellen mit hohem Spermidin- oder Spermingehalt wie Retiku-
lozyten oder Erythrozyten scheint dabei moglich (Hathaway und Traugh [1984]). Auch
andere basische Polypeptide wie Polylysin sind in der Lage, CK2 zu aktivieren und die
Autophosphorylierung und Oligomerisation zu beeinflussen (Meggio et al. [1983]).
Diese Polypeptide sind ebenfalls in der Lage, einen Einfluss auf die Substratspezifitat zu
nehmen: Das CK2-Substrat Calmodulin wird ohne Polylysin von CK2a gut phosphory-
liert, flir das Holoenzym stellt es ein schlechtes Substrat dar. Anders ist es gemeinsam
mit Polylysin: Monomeres CK2a wird nicht von Polylysin aktiviert, Calmodulin bleibt ein
gutes Substrat. Das Holoenzym wird in Bezug auf das Substrat Calmodulin von Polylysin
stark aktiviert (Meggio et al. [1992a], Bidwai et al. [1993]). Allerdings ist Spermin in

der Lage, diese Aktivierung des Holoenzyms wieder aufzuheben (Sarno et al. [1993]).

1.7. Zielsetzung

CK2 ist eine Proteinkinase, deren komplexe Funktion weder in vivo noch auf struktureller
Ebene ganzlich verstanden wird. Wie ich in der Einleitung aufzeigen konnte, ist CK2 in
vielerlei Hinsicht aktueller Forschungsgegenstand. Viele Eigenschaften von CK2 wurden
bereits intensiv untersucht, allerdings blieben einige Fragen bisher unbeantwortet, denen

ich mich in dieser Arbeit widmen mochte.

e Einige ATP-kompetitive Inhibitoren von CK2 sind ebenfalls in der Lage die PIM-
Kinasefamilie zu inhibieren (vgl. Lopez-Ramos et al. [2010], Cozza et al. [2014]).

Hier ist es Ziel erste strukturelle Informationen tiber PIM3 zu sammeln.

e Die Entwicklung ATP-kompetitiver Inhibitoren gegen CK2 nimmt immer weiter
Ziige an, sodass ein erster Inhibitor (Silmitasertib, vgl. Pierre et al. [2011b]) be-
reits in klinischen Studien getestet wird. Es muss jedoch weiter Ziel bleiben, neue
Inhibitoren zu entdecken und (weiterzu-) entwickeln, um die Inhibition von CK2
Im medizinischen Einsatz gegen Krebs bestmoglich nutzen zu konnen. In dieser
Arbeit sollte ein Beitrag dazu geleistet werden, indem die strukturellen Besonder-
heiten der Bindung zweier neuartiger AT P-kompetitiver Inhibitorgruppen von CK2
beleuchtet werden.
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e Sowohl die primare als auch die sekundare Interaktion zwischen CK2a und CK2
sind markant: Wahrend die primare Interaktion stark und widerstandsfahig er-
scheint (vgl. Raaf et al. [2011]) sind die sekundaren Interaktionen eher schwach,
konnen allerdings bei der Oligomerisation des CK2-Holoenzyms von Bedeutung sein
(Niefind und Issinger [2005]; Lolli et al. [2012]). Durch die Kristallisation eines sym-
metrischen Holoenzyms sollte ermittelt werden, inwiefern sekundare Interaktionen
im Kristall zwischen CK2a und CK2p vorhanden sind und bei der Oligomerisation
eine Rolle spielen konnen.

Die liberraschende Observation, dass der AT P-kompetitive Teil eines Bisubstratin-
hibitors in der Kristallstruktur ebenfalls an der CK2a/B-Interaktionsstelle bindet,

sollte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht werden.

e Die Gelenkregion von hsCK2a kann zwei verschiedene Konformationen einnehmen
(vgl. 1.4.2). Diese Konformationen wurden bisher ausschlieBlich in Kristallstruk-
turen von hsCK2a beobachtet. Durch die Kristallisation von vier Proteinvarianten
sollte die Rolle einzelner Seitenketten auf die Konformation der Gelenkregion und

damit die Verwendung von ATP oder GTP als Kosubstrat untersucht werden.

e Von der Substratbindestelle von CK2a sind bislang wenige strukturelle Informatio-
nen bekannt, da es nicht moglich war ein Substratpeptid mit CK2a zu kokristalli-
sieren. Um einen Einblick in die Substratbindestelle zu erhalten, war es Ziel dieser
Arbeit einen substratkompetitiven Inhibitor gemeinsam mit CK2a zu kristallisieren.
Bei diesem Inhibitor handelte es sich um Heparin. Heparin ist bereits lange fir die
Inhibition von CK2 bekannt (Hathaway et al. [1980]) und ist als polyanionisches
Molekdl in der Lage an der acidophilen Substratbindestelle von CK2a zu binden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in der hochsten Reinheit bei grolsen
Anbietern wie Carl Roth, Merck, Sigma-Aldrich oder VWR erworben. Relevante spezielle
Chemikalien, Kits und Proteine sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.

Tabelle 2.1 | Inhibitoren

Inhibitor Angriffspunkt Quelle

ARC3140 Bisubstratinhibitor Prof. Dr. Uri, Tartu

ARC1502 Bisubstratinhibitor Prof. Dr. Uri, Tartu

E9 (freie Saure) ATP-kompetitiver Inhibitor Prof. Dr. Issinger, Odense

E9 (Natriumsalz) AT P-kompetitiver Inhibitor Prof. Dr. Issinger, Odense

Emodin ATP-kompetitiver Inhibitor Sigma-Aldrich

TF ATP-kompetitiver Inhibitor Prof. Dr. Jose, Miinster

TE85 ATP-kompetitiver Inhibitor Prof. Dr. Jose, Miinster

TF107 ATP-kompetitiver Inhibitor Prof. Dr. Jose, Miinster

Heparin (1D1010) Substratkompetitiv Dextra Laboratories Ltd.
Tabelle 2.2 | Enzyme und Kits

Enzyme Puffer Anbieter

DNase | Jeweiliger Lysis-Puffer Roche

Lysozym Jeweiliger Lysis-Puffer Merck

Pfu DNA-Polymerase 10 x PCR Reaktionspuffer Stratagene

Restriktionsenzyme 10 x Reaktionspuffer Fermentas

T4 DNA Ligase T4 DNA Ligationspuffer Fermentas

Trypsin verschiedene Roche

MicroElute Gel Extraction Kit VWR

Plasmid Miniprep Kit Peglab

CyclePure PCR Purification Kit EZNA

6 x His Protein Tag Stain Kit Pierce
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Tabelle 2.3 | Zur Verfiigung gestellte Proteine

Protein

Quelle

hsCK2al=335 F121A
hsCK2al=335 F121M
hsCK2al=335 H115Y
hsCK2a!=33% Y125A

hSCKQAndante (CK20L1_335)2(CK2[5M166| )2

hsP21WAF

Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.
Prof.

Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.

Issinger, Odense
Issinger, Odense
Issinger, Odense
Issinger, Odense
Issinger, Odense
Gotz, Homburg

2.2. DNA-Arbeiten

Fir die Produktion von Protein wurden zum einen bereits vorhandene Konstrukte ver-

wendet, zum anderen weitere Konstrukte erstellt, welche in den folgenden Tabellen auf-

gefuihrt sind.

Tabelle 2.4 | Zur Verfiigung gestellte Konstrukte

Gen Plasmid Quelle

hsPIM31—293 pPQe-T7-1 Prof. Dr. Issinger, Odense
hsPIM3FL pPQe-T7-1 Prof. Dr. Issinger, Odense
hsP21WAF modifizierter pQE30 Prof. Dr. Gotz, Homburg
hsCK2al—335 pT7-7 Prof. Dr. Niefind, Kdln
zmCK2af L pT7-7 Prof. Dr. Niefind, Kdln

Tabelle 2.5 | Wahrend der Arbeit erstellte Konstrukte

Gen Plasmid
hsPIM31=317CN pET28a(+)
hsPIM31=317N pET28a(+)
hsPIM31-317C pET22b

Tabelle 2.6 | Verwendete Oligonukleotide fiir die Klonierung von PIM31-317

Sequenz

Verwendung

GTCCATATGCTGTTGTCGAAATTTGGGTCAC
ATTACTCGAGTTATGCCACATCATCCGGATCCAGCG
ATTACTCGAGTGCCACATCATCCGGATCCAGCG

Vorwarts-Primer
Riickwarts-Primer pET28a(+)
Rickwarts-Primer pET22b
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2.3. Stamme und Antibiotika

Sowohl fiir die Vervielfaltigung von Plasmid-DNA als auch fiir die Expression wurden
verschiedene Stamme von E. coli verwendet, die im Folgenden aufgefiihrt sind. Ebenfalls

aufgefiihrt sind die verwendeten Antibiotika.

Tabelle 2.7 | Verwendete E. coli-Stamme

Stamm Quelle Genotyp

DH5a™ Invitrogen F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl

BL21DE0O3™ Invitrogen F—ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3)

BL21DE03 C+RP™  Agilent F-ompT hsdSB(rB-, mB-) gal decm (DE3) argU
(AGA,AGG), proL (CCC)

BL21DE03 C+RIPL™  Agilent F—ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dem (DE3) argU (AGA,
AGG), ileY (AUA), proL (CCCQC), leuW (CUA)

Tabelle 2.8 | Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration im jeweiligen Medium
Ampicillin 100 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml

Chloramphenicol 50 pg/ml
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2.4. Medien und Losungen

Fir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente benotigte man Puffer und Medien

als Losungsmittel. Die verwendeten Losungen sind nachfolgend aufgefiihrt.

Tabelle 2.9 | Puffer fiir die Proteinreinigung

CK2a
Puffer Reinigungsschritt Zusammensetzung
Niedrigsalzpuffer Phosphocellulose 25 mM Tris, pH 8,5
300 mM Nacl
Niedrigsalzpuffer Heparin 25 mM Tris, pH 8,5
400 M NaCl
Hochsalzpuffer Phosphocellulose /Heparin 25 mM Tris, pH 8,5
1 M NadCl
Lagerpuffer Gelfiltration 25 mM Tris, pH 8,5
500 mM NacCl
PIM3
Puffer Reinigungsschritt Zusammensetzung

Niedrig-Imidazolpuffer

Hoch-Imidazolpuffer

Lagerpuffer

NiINTA

NiNTA

Gelfiltration

50 mM Hepes, pH 7,5
300 mM NacCl

10 mM Imidazol

5 % (v/v) Glycerol
0,5 mM TCEP

50 mM Hepes, pH 7,5
300 mM NadCl

250 mM Imidazol

5 % (v/v) Glycerol
0,5 mM TCEP

50 mM Hepes, pH 7,5
300 mM NadCl
5 % (v/v) Glycerol

P21WAF (Substrat von PIM3)

Puffer

Reinigungsschritt

Zusammensetzung

Niedrig-pH-Puffer

Hoch-pH-Puffer

Dialysepuffer

NiINTA

NiNTA

Dialyse

50 mM NaH>POy4, pH 5
6 M Guanidinhydrochlorid

50 mM NaH>POy4, pH 8
6 M Guanidinhydrochlorid

50 mM Tris, pH 8,5
100 mM NaCl
0,1 % Tween 20
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Tabelle 2.10 | Puffer fiir SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Losung Verwendung Zusammensetzung
10 x Tris-Glycin SDS- 250 mM Tris pH 8.8
Laufpuffer Gelelektrophorese 1,92 M Glycin

Farbelosung

Entfarbeldsung

6 x SDS-Probenpuffer

SDS-
Gelelektrophorese

SDS-
Gelelektrophorese

SDS-
Gelelektrophorese

1 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure
0,025 % Coomassie G250

40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

60 mM Tris, pH 6,8

12 % (w/v) SDS

600 mM DTT

40 % (v/v) Glycerol

0,6 % (w/v) Bromphenolblau

Transferpuffer

20 x TBS

20 x TBS-T

Western Blot

Western Blot

Western Blot

6 g Tris

8,2 g Bicin

200 ml Ethanol
ad 2 | mit Wasser

500 mM Tris, pH 7,4
2,8 M NacCl
60 mM KClI

TBS + 1 % (v/v) Tween 20
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Tabelle 2.11 | Weitere Puffer, Medien und Lésungen

Losung Verwendung Zusammensetzung

Kochsalzlosung Zellernte 0,9 % NaCl

50 x TAE-Puffer Agarose- 242 g Tris
Gelelektrophorese 57,1 ml Essigsaure

100 ml 500 mM EDTA, pH 8
ad 1 | mit Wasser

LB-Medium Bakterienkultur 10 g/I Nadl
10 g/I Pepton
5 g/I Hefeextrakt

LB-Agar Bakterienkultur 10 g/I Nadl
10 g/I Pepton
5 g/l Hefeextrakt
1,5 % (w/v) Agar Agar

SOC-Medium Bakterienkultur 5 g/| Hefeextrakt
20 g/| Trypton
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM I\/IgSO4
20 mM Glucose
(separat sterilisiert)

Kinasepuffer PIM3-Aktivitatstest 30 mM HEPES, pH 7,5
7 mM MgCly
100 pug/ml BSA
75 uM ATP
05 mMDTT
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2.5. Software

Fir Datenauswertung, Darstellung und Schreibarbeiten wurden verschiedene Software-
produkte verwendet, die im Folgenden aufgefiihrt sind.

Tabelle 2.12 | Verwendete Software

Software Verwendung Referenz/Anbieter

Adobe lllustrator Abbildungen Adobe Systems Software Ire-
land Ltd.

Adobe Photoshop Abbildungen Adobe Systems Software Ire-
land Ltd.

Powerpoint Abbildungen Microsoft Corporation

Pymol Strukturmodell-Abbildungen  Schrodinger LLC [2010]

OriginPro Datenauswertung/Graphen OriginLab Corporation

GraphPad Prism Datenauswertung/Graphen GraphPad Software, Inc.

ACD/ChemSketch Strukturformeln Advanced Chemistry Deve-

(Freeware) 2012

lopment, Inc.

LaTeX Text Leslie Lamport, LaTeX Pro-
ject Team

Word Text Microsoft Corporation

Referenzmanager Mendeley Desktop Mendeley Ltd.
Struktursoftware

XDS Diffraktionsdatenauswertung  Kabsch [2010]

Phenix Phasierung/Verfeinerung Adams et al. [2010]

CCP4 Phasierung/Verfeinerung Winn et al. [2011]

BUSTER Verfeinerung Bricogne et al. [2011]

Coot Modellbildung Emsley und Cowtan [2004]

DNA-Software

Serial Cloner
Sequence Scanner

in silico Klonierung
Sequenzierdaten

Serial Basics
Applied Biosystems
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2.6. Kristallisations-Screens

Fir initiale Kristallisationsexperimente kann man sich kommerzieller Screens bedienen,

die in dieser Arbeit verwendeten Screens sind nachfolgend aufgelistet.

Tabelle 2.13 | Verwendete Kristallisations-Screens

Screenname Anbieter

Crystal Screen 1+2 Hampton Research Corporation
Index Screen Hampton Research Corporation
SaltRX Screen Hampton Research Corporation
PEG/lon Screen Hampton Research Corporation
JBScreen Basic 1+2 Jena Bioscience GmbH
JBScreen Classic Jena Bioscience GmbH
JBScreen Kinase Jena Bioscience GmbH
JBScreen Wizard Jena Bioscience GmbH
Morpheus Screen Molecular Dimensions

JCSG Core I-IV Qiagen
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2.7. Arbeit mit DNA

2.7.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR konnen DNA-Fragmente amplifiziert werden. Man nutzt dabei den Um-
stand, dass Polymerasen von thermophilen Organismen sehr hitzestabil sind. Dadurch
ist es moglich, in einem dreischrittigen Verfahren kleinere Fragmente einer langeren
Matrizen-DNA zu vervielfaltigen.

Dabei wird zunachst die doppelstrangige Matrizen-DNA denaturiert. In einem zweiten
Schritt werden artifizielle Oligonukleotide, die zumindest in Teilen mit der Matrize liber-
einstimmen, bei einer spezifischen Temperatur an die Matrize gebunden (Annealing).
In einem dritten und letzten Schritt wird durch eine hitzestabile DNA-Polymerase und
dNTPs neue DNA synthetisiert (Elongation). Diese drei Schritte werden 20-30 Mal wie-
derholt, es folgt eine finale Elongation. Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR

wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

5ul 10 x Reaktionspuffer
1yl I mMdANTP

4yl 10 pM Vorwarts-Primer
4yl 10 pM Rickwarts-Primer
2yl Pfu-Polymerase

20 ng Matrizen-Plasmid

mit H,O auf 50 pl aufgefiillt

Als letzter Schritt wurde die Polymerase hinzu pipettiert, bevor die komplettierte Losung
in einem PCR-Gerat (Thermocycler, Eppendorf) eingesetzt wurde (vgl. Tab. 2.14).

Tabelle 2.14 | Protokoll einer Standard-PCR

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Denaturierung 95 300
Denaturierung 95 30
Annealing 50-65 30
Elongation 68 120 (pro kb)
finale Elongation 63 600

2.7.2. Transformation

Um Plasmide in Expressionsstamme oder zur Plasmidvervielfaltigung in DH5a einzubrin-
gen, wurde eine chemische Transformation verwendet. Dazu wurden kompetente Zellen,
die bei -80 °C gelagert waren, auf Eis aufgetaut und mit 2-20 ng der zu transformieren-
den Plasmid-DNA vermengt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten auf Eis wurden

die Zellen fiir zwei Minuten einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt.
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Nach weiteren zwei Minuten auf Eis folgte die Durchmischung der Zellsuspension wahl-
weise mit handwarmen 600 pl LB-Medium (bei Retransformationen) oder 400 pl SOC-
Medium (bei Ligationen) und eine Inkubation fiir 45 Minuten bei 37 °C ohne den Einsatz
von Antibiotika. Nach dieser Inkubationszeit wurde die Zellsuspension fiir 5 Minuten bei
5000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde daraufhin in 50 pl LB-
Medium resuspendiert. Diese 50 pl wurden auf einer LB-Agar-Platte, welche zuvor mit
dem jeweiligen Antibiotikum hergestellt wurde, ausplattiert. Nach einer Inkubation dieser
Platte wahlweise tiber Nacht bei 37 °C oder fiir 48 h bei RT konnten die entstandenen

Kolonien weiterverwendet werden.

2.7.3. Plasmidpraparation und Glycerolstocks

Transformierte Zellen wurden in 5 ml LB-Medium, welches zuvor mit den entsprechenden
Antibiotika versetzt wurde, lberimpft und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgen-
den Morgen wurde, um Glycerolstocks anzulegen, 1 ml dieser Bakteriensuspension mit
600 pl einer sterilen 80 % (w/v) Glycerol-Losung versetzt, verschlossen und bei -80 °C
eingefroren.

Bakterien, die fur die Extraktion von Plasmiden aufgezogen wurden, wurden abzentrifu-

giert und fiur die Plasmidpraparation mit Hilfe eines Kits verwendet.

2.7.4. Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente nach ihrer GroBe aufzutrennen, wird die Agarose-Gelelektrophorese
verwendet. DNA bewegt sich als gleichmalig negativ geladenes Molekiil im elektrischen
Feld relativ zu seiner Grole, wodurch eine Auftrennung und, mit einem spezifischen Mar-
ker, eine Bestimmung der Fragmentgrole moglich ist.

Das Agarosegel bestand aus 1 % Agarose (gelost in TAE-Puffer) und wurde fiir die
Auftrennung von DNA-Fragmenten zwischen 500 bp und 10000 bp verwendet. Nach
dem Losen der Agarose durch Aufkochen in 50 ml TAE-Puffer wurden 3 pl des DNA-
Farbstoffes Midori Green (Biozym GmbH) zu der Losung hinzugegeben. Daraufhin wurde
grundlich gemischt und die Losung in eine Kammer gegossen. Wahrend die Losung ab-
kiihlte gelierte es, sodass ein festes Gel entstand, das fiir die Elektrophorese eingesetzt
werden konnte. Mit Hilfe eines Kammes waren zuvor Taschen fiir Proben in das Gel
eingebracht worden.

Nachdem das Gel mit TAE-Puffer bedeckt und die Proben auf das Gel gegeben worden
waren, wurde eine Spannung von 80 V angelegt, wodurch sowohl die Proben als auch
der Marker aufgetrennt werden. Die Laufstrecke wurde mit Hilfe einer UV-Kamera do-
kumentiert und bei Bedarf die Proben mit einem Skalpell unter UV-Licht exzisiert. Die
Gelextraktion dieser Proben fand durch ein Gelextraktions-Kit statt.
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2.7.5. DNA-Restriktion

Fir die Restriktion von DNA wurden Endonukleasen verwendet. Dabei wurde DNA in ei-
nem Restriktionspuffer verdiinnt und mit Restriktionsendonukleasen versetzt. Nach der
Inkubationsdauer, welche abhangig von den Restriktionsenzymen war, konnte die ge-
schnittene DNA mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese getrennt und Fragmentstiicke
weiter verwendet werden. Fir die Restriktion von DNA wurden Produkte von Fermentas

verwendet.

2.7.6. Ligation

Um DNA in einen Vektor einzubringen, wurden sowohl die mit Restriktionsendonukleasen
verdauten Fragmente als auch die verdauten Vektoren zusammen mit einer DNA-Ligase
inkubiert. Die DNA-Ligase ligiert dabei die iibereinstimmenden Uberhinge, wodurch eine
zirkulare DNA entsteht, welche in E. coli transformiert werden kann. Fir die Ligation
von DNA wurde das T4-Ligase-Kit von Fermentas verwendet und nach Protokoll vor-

gegangen.

2.7.7. Sequenzierung

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Plasmide wurden sequenziert. Dabei wurde das
Plasmid in einer Konzentration von mindestens 30 ng/ul an das Unternehmen GATC
Biotech libergeben, welches die eingeschickten Plasmide mittels Sequenzierprimern se-

quenzierte. Die erhaltenen Sequenzen wurden begutachtet und auf Richtigkeit tiberpriift.

2.8. Expression

2.8.1. Testexpression

Um das Expressionsniveau eines Proteins zu uberpriifen, konnten kleinvolumige Kultu-
ren von E. coli-Zellen angelegt werden. Dabei wurden jeweils 5 ml LB-Medium (versetzt
mit relevanten Antibiotika) mit 50 pl einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer
ODggo von 0,5 — 0,7 angezogen. Daraufhin wurde die Expression dieser Vorkulturen mit
IPTG in einer Endkonzentration von 0,5 mM induziert. Dabei wurde unter verschiede-
nen Bedingungen exprimiert, d. h. durch Variation von Parametern wie Temperatur und
Expressionsdauer konnte die effektivste Art der Expression ermittelt werden.

Die Proben der Testexpressionen wurden in 100 pl Wasser pro ml ODggg = 1 mit Hilfe
von Lysozym (4 mg/ml Endkonzentration) und fiinf Tau-Gefrierzyklen aufgeschlossen.
Nach dem Zellaufschluss wurde die erhaltene Suspension bei einer Geschwindigkeit von
14000 rpm und einer Temperatur von 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
enthalt die loslichen Proteine der Testkultur, das Pellet hingegen die unloslichen Bestand-

teile. Der Uberstand wurde mit 6 x SDS-Probenpuffer versetzt, das Pellet mit einem
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dquivalenten Volumen (Uberstand + 6 x SDS-Probenpuffer) 1 x SDS-Probenpuffer. Die
Proben wurden fiir 5 - 10 Minuten bei 95 °C aufgekocht und konnten fiir weitere Analysen

verwendet werden.

2.8.2. Grol3expression

Fiir eine Grolexpression wurden am Abend zuvor je zwei Kolben mit 50 ml LB-Medium
mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit je 5 pl einer Glycerol-Lagerkultur
(vgl. Abschnitt 2.7.3) inokuliert. Diese Vorkulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C und
unter Schiitteln bei 180 rpm inkubiert.

Am folgenden Morgen wurden diese Vorkulturen verwendet, um insgesamt 4,8 | LB-
Medium, aufgeteilt auf acht 2 | Erlenmeyerkolben (mit Schikane), im Verhaltnis 1:50 zu
inokulieren. Benotigte Antibiotika wurden dem LB-Medium wiederum vor der Inokulation
hinzugefiigt. Die Kulturen wurden nach der Inokulation unter standigem Schiitteln bei
180 rpm bei der gewiinschten Temperatur (meist 30 oder 37 °C) inkubiert, bis eine
ODggo von 0,5 bis 0,7 erreicht war.

AnschlieBend wurde die Expression des Zielproteins durch die Zugabe von IPT G mit einer
Endkonzentration von 0,5 mM induziert. Nach der Inkubation fiir weitere 3 - 6 Stunden
konnte die Zellsuspension durch Zentrifugation (30 min, 4000 rpm) geerntet und in 100
ml Kochsalzlosung resuspendiert und gewaschen werden. Diese Losung wiederum wurde
zentrifugiert (15 min, 10000 rpm in einer Tischzentrifuge), der Uberstand verworfen und

das erhaltene Pellet fiir weitere Versuche bei -80 °C eingefroren.

2.9. Proteinreinigung

Um Protein aus den exprimierenden E. coli-Zellen extrahieren zu konnen, wurden ver-
schiedene auf das Protein optimierte Aufreinigungsstrategien angewendet und miteinan-
der kombiniert. Zwischen den jeweiligen Aufreinigungsschritten wurde der Erfolg der
Aufreinigung mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese uberpriift. Alle Chromatographie-
Aufreinigungsschritte wurden an FPLC-Systemen (Akta Prime, Akta Explorer, Phar-
macia FPLC) unter Beobachtung der Absorption bei A = 280 nm durchgefiihrt.

2.9.1. Zellaufschluss

Fiir den Zellaufschluss wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und in 40 ml Puffer (jeweils
des Niedrigsalzpuffers des ersten Aufreinigungsschritts) resuspendiert. Der Puffer wurde
zuvor mit DNAse und Lysozym mit einer Endkonzentration von 1 pg/ml bzw. 1 mg/ml
versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall, dabei wurde fiir 4 x 60 Sekunden
mit einer Amplitude von 40 % beschallt, wobei sich 2 Sekunden Puls mit 2 Sekunden
Pause abwechselten. Die aufgeschlossene Zellsuspension wurde daraufhin fiir 40 Minuten
abzentrifugiert, wobei wahlweise eine Ultrazentrifuge (4 °C, 40000 g, 30 min) oder

39



2. Material und Methoden

eine Standzentrifuge (4°C, 20000 rpm, 40 min) verwendet wurde. Der Uberstand der
Zentrifugation wurde dekantiert und durch einen Papierfilter filtriert. Das filtrierte Lysat

konnte im Folgenden fiir den ersten Chromatographieschritt verwendet werden.

2.9.2. Phosphocellulose-Chromatographie

Bei der Aufreinigung von CK2-Proteinen wurde zunachst eine Chromatographie mit
Phosphocellulose durchgefiihrt. Dabei wurde das Lysat auf eine selbst assemblierte Sau-
le aus ca. 8 - 10 ml Phosphocellulose (Phosphocellulose P11, Whatman) aufgetragen.
Dieses Material ist ein inhomogener Kationenaustauscher, der sowohl schwache als auch
starke lonenwechselwirkungen eingehen kann. Das Material kann als klassischer Kat-
ionenaustauscher verwendet werden, einige Proteine konnen allerdings, ahnlich einer
Affinitatschromatographie, spezifisch an das Material binden. Dies gilt vor allem fiir
RNA-bindende Proteine wie RNA-Polymerasen, aber auch CK2a bindet spezifisch an
das Saulenmaterial.

Die Saule wurde zunachst mit 4 Saulenvolumina Niedrigsalzpuffer aquilibriert, woraufhin
das Lysat mit Hilfe eines Superloops auf die Saule aufgetragen wurde. Danach wurden
die nicht-bindenden Bestandteile mit Niedrigsalzpuffer ausgewaschen, bis die Absorption
bei 280 nm auf ein Basisniveau gesunken war. Daraufhin wurde das gebundene Protein
mit einem linearen Gradienten mit 12 Saulenvolumina bis zu einer Salzkonzentration von
1 M NaCl (100 % Hochsalzpuffer) bei einer Flussrate von 0,5 ml/min eluiert.

Die Protein enthaltenden Fraktionen wurden im nachsten Schritt vereinigt und, abhan-
gig von der Reinheit des Proteins, entweder in den Niedrigsalzpuffer flir die Heparin-
Affinitatschromatographie umgepuffert oder auf ca. 2 ml aufkonzentriert. Sowohl fiir
die Umpufferung als auch fiir die Aufkonzentrierung wurden Konzentratoren (Amicon-
Ultra, Merck-Millipore) verwendet.

2.9.3. Heparin-Affinitatschromatographie

Bei der Heparin-Chromatographie bindet das Zielprotein spezifisch an das Saulenma-
terial, es handelt sich um eine Affinitatschromatographie. Die Eigenschaft von CK2a,
durch Heparin inhibiert zu werden und daran zu binden (vgl. Abb. 1.5.1), ist dabei sehr
spezifisch.

Die vorgepackte 5 ml Heparinsaule (GE Healthcare) wurde, ahnlich der Phosphocellulose-
Saule, zunachst mit 4 Saulenvolumina Niedrigsalzpuffer aquilibriert; es folgte das Beladen
mit dem bei der Phosphocellulose-Chromatographie eluierten Protein. Nachdem das un-
gebundene Protein von der Saule gewaschen worden war und die Absorption bei 280 nm
eine Basislinie erreicht hatte, wurde mit einem linearen Salzgradienten bis 1 M NaCl
(100 % Hochsalzpuffer) iiber 26 Saulenvolumina bei einer Flussrate von 0,8 ml/min
eluiert. Die Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, aufkonzentriert und, ab-
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hangig von Verwendungszweck und Reinheit, entweder in Lager-Puffer umgepuffert oder

durch Gelfiltration weiter gereinigt.

2.9.4. NiNTA-Affinitatschromatographie

Bei der Verwendung von NiNTA als Saulenmaterial macht man sich zunutze, dass ein
Polyhistidin, welches C- oder N-terminal an das Protein angebracht wurde, mit diesem
Material spezifisch interagiert. Dadurch kann ein Protein mit His-tag durch die Ver-
wendung von NINTA aus einer komplexen Losung extrahiert werden. Zur Aufreinigung
von diesen His-getaggten Proteinen wurden daher immobilisierte, mit NTA an Agarose
gekoppelte, Nickel-lonen verwendet. Die NINTA-Saule (1 ml und 5 ml HisTrap, GE He-
althcare) wurde zunachst mit Niedrig-Imidazolpuffer aquilibriert, bevor das Lysat auf die
Saule gegeben wurde.

Nachdem das Lysat aufgetragen war, wurde die Saule mit 4 Saulenvolumina Niedrig-
Imidazolpuffer bis zu einer gleichbleibenden Absorption bei 280 nm gewaschen. Das ge-
bundene Protein wurde mit einem Gradienten von 10 mM bis 250 mM Imidazol (100 %
Hoch-Imidazolpuffer) liber 10 Saulenvolumina bei einer Flussrate von 1 ml/min eluiert.
Nach der Elution wurde das Protein bei ausreichender Reinheit in Lagerpuffer umgepuf-
fert, bevor es weiter verwendet wurde. Bei weiteren Verunreinigungen wurde das Protein

durch Gelfiltration gereinigt.

2.9.5. NiNTA-Affinitatschromatographie unter denaturierenden
Bedingungen

Ungefaltete Proteine wurden, anders als gefaltete Proteine, denaturiert gereinigt. Dabei
wurden die fir die Aufreinigung verwendeten Zellen direkt in einer Losung mit hoch-
molarem Guanidiumhydrochlorid (Hoch-pH-Puffer) gelost und das enthaltene Protein
denaturiert. Durch Zentrifugation bei 6000 rpm fiir 30 min wurden alle festen Bestand-
teile von der |0slichen Fraktion, die alle Proteine in denaturierter Form enthalt, separiert.
In einem nachsten Schritt folgte die Filtration dieses Lysats durch einen Papierfilter.

Nach dieser Filtration wurde die Suspension auf die mit Hoch-pH-Puffer aquilibrierte
vorgepackte NiNTA-Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte nicht mit einem Imidazol-
Gradienten, sondern iiber eine pH-Veranderung: Wahrend der pH des Auftragspuffers pH
8 betrug, wurde das Protein bei pH 5 (100 % Niedrig-pH-Puffer) eluiert. Dabei wurde

ein Stufengradient verwendet.

2.9.6. Gelfiltration

Bei der Gelfiltration wird Protein anhand seiner dreidimensionalen Ausmalie aufgetrennt,
welche sowohl abhangig von dem Molekulargewicht als auch von der raumlichen Struktur
des jeweiligen Proteins sind. Dabei ist die Gelfiltration eine adaquate Methode, um be-
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reits gereinigtes Protein von verbliebenen Verunreinigungen zu befreien und das Protein
gleichzeitig umzupuffern.

Die Proteinlosung wurde auf ein kleines Volumen konzentriert (ca. 2 ml) und mit Hilfe
eines Loops auf die praparative Gelfiltrationssaule aufgetragen (HiLoad Superdex 16/60
(200 oder 75)). Nach der Aquilibrierung der Saule mit dem jeweiligen Lagerpuffer wur-
de die Proteinlosung aufgetragen. Es folgte die Elution iiber ein Saulenvolumen (124
ml), wobei die enthaltenen Proteine nach ihrer GroRe aufgetrennt wurden. Das eluierte

Protein konnte daraufhin konzentriert und bei -80 °C eingefroren werden.

2.9.7. Dialyse

Fir das langsame Umpuffern von Proteinlosungen hat sich die Dialyse als effiziente Me-
thode durchgesetzt. Die Proteinlosung wurde dabei in einen Dialyseschlauch gefiillt und
von beiden Seiten dicht verschlossen. Dieser gefiillte Dialyseschlauch wurde in ein groRes
Volumen (1-5 ) desjenigen Puffers gelegt, in dem das Protein verwendet oder aufbe-
wahrt werden sollte.

Der Dialyseschlauch lasst nur Diffusion bis zu einer bestimmten Molekiilgrole zu, wo-
durch Losungsmittel-Molekiile ungehindert zwischen den Losungen inner- und auler-
halb des Schlauchs diffundieren konnen, die Proteinmolekiile allerdings im Inneren des
Schlauchs verbleiben. Fiir die Dialyse von P21WAF (einem Substratprotein von der Pro-
teinkinase PIM3) wurde eine Dialysemembran verwendet, bei der Molekiile mit einem

Molekulargewicht unter 5000 kDa die Membran passieren konnten.

2.9.8. Proteinkonzentrierung

Um das Protein auf eine bestimmte Konzentration einstellen zu konnen, muss nach
der Aufreinigung meist die Proteinkonzentration erhoht werden. Dazu wurden Konzen-
tratoren verwendet, die eine halbdurchlassige Membran (ahnlich der Dialysemembran)
besitzen und in der Zentrifuge eingesetzt werden konnten. Durch die Zentrifugation bei
5000 rpm in der Tischzentrifuge wurde das Losungsmittel durch die Membran getrieben,
wahrend das Protein in hoherer Konzentration auf der Membran bleibt. Fiir die Konzen-
trierung wurden Amicon Ultra-Einheiten von Millipore mit einer Ausschlussgroe von 10
und 30 kDa verwendet.

2.10. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur qualitativen und quantitativen Uberpriifung der Reinheit der Proteine wihrend und
nach der Reinigung wurden Proben durch die SDS-PAGE analysiert. Die Proteinlosung
wurde dazu mit einem SDS-Probenpuffer (Laemmli [1970]) vermengt und fiir 10 min bei
95 °C erhitzt. Dabei wird die Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine durch Erhitzen
auf 95 °C und durch SDS und DTT aus dem SDS-Probenpuffer zerstort und das entfal-
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tete Protein gleichmaBig mit SDS beladen, wodurch die Proteine relativ zu ihrer Grole
negativ geladen werden und im elektrischen Feld aufgetrennt werden konnen. Die Gel-
matrix besteht dabei aus einem Gemisch aus Acrylamid und Bisacrylamid, welches durch
Zugabe von TEMED und APS polymerisiert wird. Dabei wird unterschieden zwischen
dem Sammelgel und dem Trenngel, wobei die denaturierten Proteine im Sammelgel ge-
stapelt und raumlich konzentriert werden, um im Trenngel nach ihrer GroRe/Ladung

aufgetrennt zu werden.

Tabelle 2.15 | Rezept fiir SDS-Gele

Sammelgel Trenngel 10 % Trenngel 12 %

Acrylamid 1,25 ml 5 ml 6 ml

1 M Tris, pH 6.8 1,25 ml — —

1.5 M Tris, pH 8.8 — 5 ml 5 ml

10 % SDS 100 pl 200 200 pl

Wasser 7,4 ml 9,6 ml 8,6 ml

10 % APS 100 pl 200 pl 200 ul

TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Zur Auftrennung der Proben wurde eine Mini-Protean-Kammer von BioRad verwendet.
Nachdem die Kammer mit SDS-Laufpuffer gefiillt und die Gele in die Kammer eingefiihrt
worden waren, konnte das Gel mit den vorbereiteten Proben sowie einem Proteinmarker
(Prestained Protein Ladder, Fermentas) beladen werden. Die Kammer wurde zunachst
fiir ca. 15 min bei 80 V betrieben bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten.
Daraufhin wurde die Spannung auf 130 V erhoht bis der Proteinmarker vollstandig auf-
getrennt war und die Lauffront das Gel verlassen hatte.

Um das Protein auf dem Gel sichtbar zu machen, wurde es mit einem Farbstoff ange-
farbt. Dazu wurde das Gel zunachst fiir eine Minute in einer Farbelosung in der Mikrowelle
erwarmt und danach fiir flinf Minuten geschwenkt. Es folgte die Entfarbung in Entfar-
belosung wiederum fiir eine Minute, bevor das Gel in Wasser bis zur Dokumentation
(ChemiDoc, BioRad) gelagert wurde.

2.10.1. Denaturierte Proteinproben bei der SDS-PAGE

Proteinlosungen, die hochmolar Guanidiumhydrochlorid oder Harnstoff enthalten, kon-
nen nicht direkt fiir das Beladen eines SDS-Gels verwendet werden, hochmolare Puffer
sind inkompatibel zur SDS-PAGE. Diese Proteine miissen zunachst mit einem Fallungs-
mittel gefallt und in einer kompatiblen Losung gelost werden.

In dieser Arbeit wurde dazu die Proteinlosung zunachst 1:10 mit eiskaltem Ethanol
(100 %) vermischt und fiir mindestens 60 min bei -20 °C inkubiert. Nach dieser In-
kubation wurde diese Losung zentrifugiert (15 min bei 4 °C und 14000 rpm in der
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Tischzentrifuge), wodurch das prazipitierte Protein pelletiert wurde.

Dieses Pellet wurde daraufhin mit frischem eiskalten Ethanol (90 %) gewaschen, aber-
mals zentrifugiert, getrocknet und dadurch von Ethanol befreit. Nach der Trocknung
wurden die Pellets in 1 x SDS-Probenpuffer unter Schiitteln gelost und konnten auf ein

SDS-Gel appliziert werden.

2.11. Bestimmung von Protein- und

DNA-Konzentrationen

Sowohl Protein- als auch DNA-Konzentrationen konnen durch die Bestimmung der Ab-
sorption bei A = 280 nm bestimmt werden. Nach dem Lambert-Beer’'schen Gesetz ergibt
sich aus dem molaren Absorptionskoeffizienten ¢, der Konzentration ¢, der Schichtdicke
d und der gemessenen Absorption A, dass man unter Kenntnis von Schichtdicke und
Absorptionskoeffizient aus der Messung der Absorption auf die molare Konzentration
riickschlielen kann:

1

A=c¢xc*xd mtein Mlxcm? cin Munddincm.

Diese Messungen wurden an einem Nanodrop 2000 durchgeflihrt.

DNA-Konzentrationsbestimmung Bei Nukleinsauren arbeitet man normalerweise mit
Massenkonzentrationen (in ng//) anstatt mit Stoffmengenkonzentrationen. Fiir die Be-
rechnung der Massenkonzentration doppelstrangiger DNA von Plasmiden wurde von dem

verwendeten Nanodrop ein Absorptionskoeffizient von 50 ng * cm/ul eingesetzt.

Proteinkonzentrationsbestimmung Bei Proteinen ergibt sich der Absorptionskoeffi-
zient aus der Primarsequenz und der Tertiarstruktur und ist somit fiir jedes Protein ein-
zigartig. Aus Griinden der Praktikabilitat wurden diese Koeffizienten nicht experimentell
bestimmt, sondern von der Primarstruktur mit Hilfe des Online-Werkzeugs protparam
(Gasteiger et al. [2005]) abgeleitet.

Bei der Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit niedrigen Absorptionskoeffizien-
ten wurde zusatzlich eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt (Bradford
[1976]). Dabei wurden 50 pl der Proteinlosung mit 750 pl Wasser verdiinnt und mit
200 pl Bradford-Reagenz (Roti-Quant, Carl Roth) versetzt. Nach 5 min Inkubationszeit
konnte ein Farbumschlag bel A= 595 nm gemessen werden und die Proteinkonzentrati-
on durch den Vergleich mit einer Standardgerade (hergestellt mit dem Standardprotein
BSA) bestimmt werden. Diese Methode ermdglichte ebenfalls die Bestimmung der Mas-

senkonzentration von Proteingemischen.
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2.12. Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots ist es moglich, Proteine von einem SDS-Gel auf eine PVDF-
oder Nitrocellulosemembran zu transferieren, zu fixieren und daraufhin Proteine spezi-
fisch immunologisch zu detektieren.

In dieser Arbeit wurde eine Mini-Protean-Kammer von BioRad verwendet. Zunachst
wurde die PVDF-Membran vorbereitet, indem sie durch Einlegen in 100 % Methanol
aktiviert wurde, es folgte eine Aquilibrierung in Transferpuffer. Nachdem ein Stapel aus
drei Whatman-Papieren, dem SDS-Gel, der aktivierten und dquilibrierten Membran und
drei weiteren Whatman-Papieren assembliert wurde, wurde dieses Paket in die Kammer
gefillt und mit Transferpuffer aufgefiillt. Der Transfer fand fiir mindestens 13 Stunden
bei 100 mA und 4 °C unter standigem Riihren statt.

Die beladene Membran wurde in einem nachsten Schritt fiir eine Stunde in TBS-T inku-
biert, welcher mit 3 % BSA versetzt war. Dadurch sollte die Membran gesattigt werden,
um mogliche Kreuzdetektionen zu minimieren. Es folgten drei Waschschritte von je finf
Minuten Lange mit TBS-T, woraufhin die Membran 1 h lang bei Raumtemperatur mit
dem Primarantikorper (Anti-Penta-His, Qiagen, 1:1000 verdiinnt) unter Schiitteln in-
kubiert wurde. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T fir fiinf Minuten folgte
die Inkubation der Membran mit dem Sekundarantikorper (HRP-anti-mouse-IgG, 1:2000
verdiinnt), an welchen das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt ist. Nach ei-
ner Inkubation von 1 h wurde die Membran wiederum zweimal mit TBS-T und ein letztes
Mal mit TBS gewaschen.

Als letzter Schritt wurde die Waschlosung entfernt und durch die Zugabe von 1 ml De-
tektionslosung (West Zol plus, Intron) auf die Membran die Nachweisreaktion gestartet,

welche direkt darauf detektiert und dokumentiert werden konnte.
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2.13. Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Bei der isothermalen Titrationskalorimetrie handelt es sich um eine Methode, mit der es
moglich ist geringste Temperaturunterschiede zwischen zwei Losungen zu quantifizieren,
somit auch induzierte Temperaturanderungen. Bei der Charakterisierung von Bindungs-
partnern macht man sich dies zunutze: Es werden zwei Kammern (eine mit Wasser
gefiillte Referenzkammer und eine mit dem ersten Analyt gefiillte Analysekammer) auf
exakt die gleiche Temperatur erhitzt.

Der zweite Analyt wird in die Analysekammer titriert. Durch die Reaktion der beiden
Bindungspartner wird die Losung entweder erwarmt oder abgekiihlt. Diese Temperatur-
anderung wird quantifiziert, indem die elektrische Energie gemessen wird, die notwendig
ist um die Temperaturunterschiede der Referenz- und der Messzelle wieder auszuglei-
chen. Wenn die Temperaturen in beiden Kammern wieder identisch sind, folgen weitere
Injektion des Analyten. Die stoBweise Zugabe des zweiten Analyten wird so lange fortge-
setzt bis keine Anderung zwischen zwei Titrationspunkten mehr messbar ist. Die Mes-
sungen werden zeitaufgelost gemessen, mit Hilfe von Softwareprogrammen kann eine
Basislinie erstellt und die Integrale der einzelnen Titrationen bestimmt werden. Jedes In-
tegral gibt dabei die Warmemengenanderung eines Titrationspunktes wieder. Durch die
Approximation eines Kurvenverlaufs aus den Warmemengenanderungen der Titrationen
kann in einem nachsten Schritt ein mathematisches Modell fiir die Bindung erstellt und
angepasst werden. Daraus wiederum kann man sowohl die Dissoziationskonstante der
Bindung als auch die Stochiometrie der Interaktion ermitteln.

Des Weiteren lassen sich thermodynamische Parameter bestimmen. Die wahrend der
Bindung abgegebene Warmemenge entspricht dem enthalpischen Anteil der Bindung
AH”. Da die Dissoziationskonstante direkt aus den Daten bestimmt werden kann, ist
es ebenfalls moglich, die Anderung der Gibbs-Energie AG™ zu bestimmen. Bei bekann-
tem AG" und AH" kann auBerdem der entropische Anteil der Bindung AS™ nach AG* =
AH* — T % AS* bestimmt werden.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten ITC-Messungen wurde ein MicroCal Auto-
iTC200-Gerat verwendet. Ein Bindungspartner wurde schwach konzentriert (15-30 pM)
in der Zelle vorgelegt, der zweite Bindungspartner (mit einer ca. zehnfach hoheren Kon-
zentration) wurde in 10-30 Injektionen hinzutitriert. Die erhaltenen Warmemengenande-
rungen wurden gegen das Volumen aufgetragen, mit Hilfe von nitpic (Keller et al. [2012])
ausgewertet und eine Basislinie erstellt. Mit sedphat (Houtman et al. [2007]) wurden
diese Daten verwendet, um ein mathematisches Modell fiir die untersuchte Bindung zu

erhalten.
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2.14. Fluoreszenzanisotropie-Assay

Um die Wechselwirkung von Molekilen mit der CK2B-Interaktionsseite von CK2a zu
untersuchen, wurde ein Fluoreszenzanisotropie-Assay (Hochscherf et al. [2015]) verwen-
det. Dieser Test beruht darauf, dass ein bekannter fluoreszenzmarkierter Antagonist der
CK2a/B-Interaktionsstelle, ein zyklisches Peptid (Raaf et al. [2013]), an CK2a gebunden
wird und durch einen putativen Antagonisten verdrangt werden soll. Durch die Verdran-
gung des fluoreszenzmarkierten Antagonisten liegen mehr Molekiile dieses Antagonisten
ungebunden in der Losung vor, wodurch sich die Fluoreszenzanisotropie verringert.
Falls das fluoreszenzmarkierte zyklische Peptid allerdings nicht verdrangt wird, bleiben
immer ahnlich viele Molekiile gebunden an CK2a, die Fluoreszenzanisotropie bleibt dem-
nach gleich hoch.
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Abbildung 2.1 | Fluoreszenzanisotropie-Assay nach Hochscherf

CK2a wird mit einem CK2B-antagonistischen fluoreszenzmarkierten zyklischen Peptid beladen,
es folgt die Inkubation mit einem putativen neuen CK2B-Antagonisten. In jedem Fall wird Fluo-
reszenz emittiert, unabhangig von der Effizienz des putativen Antagonisten. Ist dieser in der
Lage, das zyklische Peptid zu verdrangen, andert sich allerdings die ausgelesene Fluoreszenzpo-
larisation. Abbildung angelehnt an Berg [2003], mit freundlicher Genehmigung von John Wiley
and Sons.

Die Messungen wurden im 96-Well Plattenformat durchgefiihrt, die Ansatze wurden da-
bei im 200 pl Standard angesetzt. Je 160 pl Puffer (500 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8,5)
wurden mit CK2a (Endkonzentration: 3 uM) und zyklischem Peptid (Endkonzentrati-
on: 0,1 uM) versetzt. Der putative Antagonist wurde in dem gleichen Puffer, welcher
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allerdings zusatzlich 10 % (v/v) DMSO enthielt, vorverdiinnt und in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt. Alle Ansatze enthielten final 1 % (v/v) DMSO. Die Kon-
zentration des putativen Antagonisten wurde von 2 nM bis 75 uM variiert. Die Werte

fuir die Fluoreszenzanisotropie wurden direkt nach dem Ansetzen der Proben ausgelesen.

2.15. Schmelzpunktbestimmung

Um die strukturelle Stabilitat eines Proteins in einer Pufferlosung zu untersuchen, kann
das Schmelzverhalten des Proteins untersucht werden. Strukturelle Stabilitat ist fiir die
Kristallisation eines Proteins eminent wichtig, da ein ungeordnetes Protein nur schwer-
lich in ein gleichformiges Gitter angeordnet werden kann. Des Weiteren kann dieses
Experiment verwendet werden, um Pufferbedingungen zu optimieren. Dazu wurd eine
Proteinlosung mit Sypro Orange versetzt. Sypro Orange ist ein Farbstoff, der durch die
Interaktion mit hydrophoben Bereichen von Proteinen zur Fluoreszenz angeregt werden
kann. Wird nun eine Losung bestehend aus Puffer, Proteinlosung und Sypro Orange
erhitzt, so kann der Farbstoff mit den hydrophoben Bereichen des Proteins interagieren
sobald die Denaturierung einsetzt. Die mittlere Schmelztemperatur (T,,) des Proteins
ergibt sich aus dem Wendepunkt der Schmelzkurve, leichter abzulesen im Minimum der
ersten Ableitung.

Fiir dieses Thermal shift (Pantoliano et al. [2001])- bzw. Thermofluor-Verfahren (Erics-
son et al. [2006]) wurden 5 pl einer Proteinlosung mit einer Konzentration zwischen 1
mg/ml und 3 mg/ml in 40 pl einer Pufferlosung verdiinnt. Diese 45 pl wurden wiederum
mit 5 pl 10 x Sypro Orange-Losung versetzt, welche durch die Verdiinnung der Stamm-
losung um den Faktor 500 mit H,O hergestellt wurde.

In dieser Arbeit wurde die Protein-Farbstofflosung um ein Grad Celsius pro Minute kon-
tinuierlich von 20 °C auf 95 °C erhitzt und die Fluoreszenz kontinuierlich ausgelesen. Um
dieses Experiment durchzufiihren, wurde ein RT-PCR System (CFX96-System von Bio-
Rad) verwendet. Dabei wurde der FRET-Kanal dieses Gerates fiir Exzitation und Emis-
sion verwendet. Es wurde darauf geachtet, dass lichtdurchlassige PCR-Reaktionsgefale

und -deckel verwendet wurden, um das Signal zuverlassig auslesen zu konnen.

2.16. Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Um einen Einblick in die Dispersitat einer Proteinprobe zu erhalten, kann die dynami-
sche Lichtstreuung eines Proteins bestimmt werden. Dabei kann der hydrodynamische
Radius des Proteins in der Losung bestimmt werden, um dadurch ein Einblick in den
Aggregationszustand des untersuchten Proteins zu erhalten.

Fir die Durchfiihrung wurde eine Proteinlosung direkt nach der Gelfiltration bei 20 °C in
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dem DLS-Gerat (NanoStar™, Wyatt Technology) vermessen. Dazu wurden die Protein-
proben zunachst bei 4 °C fiir 15 min bei 14000 rpm zentrifugiert, um grobe Bestandteile
zu pelletieren und dadurch aus der Losung zu entfernen. Von dem Uberstand wurden
100 pl blasenfrei in eine spezielle Kiivette (UVette, Eppendorf) gefiillt und in dieser
Kiivette in das Gerat eingefiihrt. Die dynamische Lichtstreuung wurde bei einer Wellen-
lange von 658 nm gemessen, die ermittelte Polydispersitat (%Pd) gibt dabei ein MaR der
Gleichformigkeit der Molekiile in der Losung an (je geringer %Pd desto monodisperser
ist die Probe). Aus dem hydrodynamischen Radius wurde des Weiteren ein Molekularge-
wicht berechnet. Das Ergebnis setzte sich aus der Mittelung 5 unabhangiger Messungen

mit je 10 Iterationen zusammen.

2.17. Aktivitatsbestimmung der PIM3-Varianten

Um zu bestimmen, ob die drei PIM3-Varianten eine Kinase-Aktivitat aufzeigen, wurden
Aktivitatsbestimmungen durchgefiihrt. Als Substrat wurde dabei das Substratprotein
P21WAF verwendet. Die Kinase wurde in dem Kinasepuffer mit dem Substratprotein
und 0,5 pl y-[32]P ATP (Hartmann Analytik, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurde die Reaktion durch
die Zugabe einer entsprechenden Menge 5 x Ladegelpuffer beendet. Es folgte eine SDS-
Gelelektrophorese. Nach der Gelelektrophorese, bei der die Bromphenolblau-Lauffront
(und somit auch lberschiissiges ATP) zwingend das Gel verlassen haben musste, wurden
die Gele mit der SDS-PAGE Farbelosung gefarbt. Durch Inkubation in einer Entfarber-
Losung (fiir 3 x 15 min) wurden die Gele wiederum entfarbt. AnschlieBend erfolgte
die Trocknung der Gele fiir 3 h bei 80 °C bei Unterdruck. Nach der Trocknung wurde
die Strahlung der Gele ausgelesen, indem die getrockneten Gele in Speicher-Phosphor-
Schirmen (SP-Schirme) ausgelesen wurden. Dabei wurden Zeiten von einer Minute bis
zu einem Tag verwendet, um die SP-Schirme zu belichten.

Nach der erwiinschten Belichtungszeit wurden die SP-Schirme an einem Phosphoimager
ausgelesen. Je mehr Protein mit radioaktivem ATP umgesetzt wurde, desto starker
wurde dieses Protein phosphoryliert. Die Belichtung der SPS wurde so lange optimiert

bis die entstandenen Signale ohne Uberbelichtung klar voneinander trennbar waren.
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3. Rontgenkristallographische
Methoden

Die Rontgenstrukturanalyse ist eine sehr effiziente Methode, um strukturelle Informa-
tionen sowohl von Proteinen als auch von anderen Makro- aber auch kleinen Molekiilen
zu erlangen. Essentieller Bestandteil im Arbeitsablauf der klassischen Rontgenstruktur-
analyse ist dabei die Erstellung eines hochgeordneten Einkristalls, der in der Lage ist,
Rontgenstrahlen zu beugen. Aus den resultierenden Beugungsmustern kann in weiteren
Schritten die Struktur des kristallisierten Proteins ermittelt werden.

Zur Zeit sind insgesamt 103114 Strukturen in der PDB abgelegt, davon 92596 Rontgen-
strukturenl®. Diese Zahlen unterstreichen die Bedeutung dieser Technik in der Lésung
von Proteinstrukturen.

In diesem Abschnitt sollen einige grundlegende Prinzipien vorgestellt werden, ohne einen
Anspruch auf Vollstandigkeit zu erheben. Fiir die ausfiihrliche Lektiire empfehle ich Rupp
[2009], eine der wichtigsten aktuellen Informationsquellen fiir den Proteinkristallogra-
phen.

3.1. Kristallisation

Die Kristallisation eines Zielproteins ist (nach erfolgreicher Expression und Aufreinigung)
ein essentieller Schritt fiir die Rontgenstrukturanalyse. Um Kristalle des Proteins ziich-
ten zu konnen, sind zunachst ausreichende Mengen des Proteins in gentigender Reinheit
notwendig. Sind die Bedingungen fiir die Kristallisation eines Proteins unbekannt, werden
erste Kristallisationsversuche haufig mit kommerziell erhaltlichen Kristallisations-Screens
(vgl. Tab. 2.13) durchgefiihrt. Diese Screens ermdglichen dem Kristallographen, viele
verschiedene Kristallisationsbedingungen mit relativ geringem Aufwand und Proteinver-

brauch testen zu konnen.

Plhttp://www.rcsb.org/pdb/statistics/holdings.do, abgerufen am 06. August 2015.
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(a) Luftdichte Folie (b)

Wachstum \\ Nukleation

Protein-Konzentration ———»

v

Prazipitanz-Konzentration

Abbildung 3.1 | Der Weg zu erfolgreicher Kristallisation

(a) Als Standardmethode zur Kristallisation von Proteinen wird die Dampfdiffusion verwendet.
Bei der Methode des sitzenden Tropfen (oder sitting drop) diffundiert Losungsmittel aus dem
Protein-Reservoir-Gemisch (A) in die Reservoirlosung (R), sodass sowohl die Prazipitanz- als
auch die Protein-Konzentration im Tropfen steigt. (b) Der Kristallisationstropfen (S) wird der
Dampfdiffusion ausgesetzt. Sobald in der Nukleationszone eine erste Keimbildung stattgefunden
hat sinkt die Proteinkonzentration und die entstandenen Keime wachsen zu groleren Kristallen.
Abb. (b) wurde reproduziert und verandert aus Rupp [2009], mit der freundlichen Genehmigung
von Biomolecular Crystallography von Bernhard Rupp, ©2009-2014 Garland Science/ Taylor &
Francis LLC.

Eine Kristallisationsbedingung besteht dabel typischerweise aus der wassrigen Losung ei-
ner Puffersubstanz und einem oder mehreren Fallungsmitteln, wie z. B. Polyethylenglyco-
le oder Salze. Erzielt man erste Kristalle in Kristallisations-Screens, so kann diese Kristal-
lisationsbedingung in nachsten Schritten durch Variation von Parametern (pH, Tempe-
ratur, Fallungsmittelkonzentration, Proteinkonzentration, Protein-Reservoir-Verhaltnis
usw.) optimiert werden (vgl. Abb. 3.1 (b)).

In Kristallisationsansatzen wird die Proteinlosung mit der Reservoirlosung (typischerwei-
se in einem Verhaltnis zwischen 1:5 und 5:1) vermengt und dieses Gemisch gegen ein
deutlich groeres Volumen Reservoirlosung aquilibriert. Durch die raumliche Trennung
des Protein-Reservoir-Gemischs und des Reservoirs findet deren Gleichgewichtseinstel-
lung durch Dampfdiffusion statt (vgl. Abb. 3.1 (a)). Dadurch steigt sowohl die Protein-
als auch die Prazipitanzkonzentration. Ziel ist es, das Protein-Reservoir-Gemisch in einen
Konzentrationsbereich zu fuhren, in dem sich Kristallisationskeime bilden. Durch diese
Nukleation sinkt die Proteinkonzentration in der Losung und es bilden sich keine neuen
Keime mehr. Vorhandene Keime konnen allerdings weiter wachsen bis der Tropfen kom-
plett dquilibriert oder die Proteinkonzentration im Tropfen zu niedrig geworden ist (vgl.
Abb. 3.1 (b)). Es gilt zu beachten, dass GroRe und Form eines Kristalls nicht mit der
Qualitat der zu erreichenden Diffraktionsdaten korrelieren miissen.

Liefern initiale Screens nur sehr kleine oder stark verwachsene Kristalle, konnen Kristalle
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nicht reproduziert werden. Findet die Kristallisation sehr langsam statt oder mochte man
die Anzahl der entstandenen Keime kontrollieren, kann es sinnvoll sein, ein Impf- (oder
Seeding-) Experiment durchzufiihren.

Dazu wird ein bereits vorhandener Kristall aus dem Tropfen entnommen und in 1 pl
frischen Reservoirs aufgenommen. Es folgt die mechanische Zerstorung dieses Kristalls.
Diese Suspension aus kleinsten Kristallsplittern wird nun in einem Verhaltnis von 1:100
bis 1:5000 mit der Reservoirlosung verdiinnt. Es besteht die Moglichkeit, aber nicht die
Notwendigkeit, diese Lésungen zu zentrifugieren und den Uberstand weiterzuverwenden,
um grokere Kristall-Bruchstiicke zu entfernen. Von dieser Losung kann nun ein geringes
Volumen zu einem Kristallisationsansatz hinzugefligt werden, um eine spontane Nuklea-
tion vermeiden zu konnen. In dieser Arbeit wurde Kristallbildung ebenfalls durch Seeding
induziert; dabei wurde die Seedlosung nicht zentrifugiert.

Sobald Kristalle gewonnen werden konnten ist es elementar, dass diese Kristalle auch
Rontgenstrahlen beugen. Dabei spielen viele Faktoren eine Rolle: Zum einen konnen au-
Berlich gut geformte Einkristalle im Inneren erheblich ungeordnet sein, sodass sie nicht in
der Lage sind Rontgenstrahlen zu beugen, zum anderen kann die Diffraktionseigenschaft
eines Kristalls malkkgeblich von der Vitrifikationslosung beeinflusst werden. Klarheit kann

allerdings nur ein Diffraktionsexperiment geben.

Vitrifikation Da Kristalle wahrend der Rontgendiffraktion recht hohen Strahlendosen
ausgesetzt werden, wird die Datensammlung hauptsachlich unter Niedrigtemperatur-
Bedingungen (100 K) durchgefiihrt. Wahrend des Herabkiihlens der Kristalle muss ver-
hindert werden, dass das in den Kristallen vorhandene Wasser Eiskristalle ausbilden kann.
Diese Kristalle konnen zum einen ebenfalls Rontgenstrahlen beugen und die Diffraktion
des Kristalls tberlagern, zum anderen kann durch die Dichteanomalie von Wasser er-
heblicher Schaden am Proteinkristall entstehen, der zu 30 - 80 % aus Wasser besteht.
Dieser Schutz kann erreicht werden, indem die Kristalle in einer Kristallisationslosung
wachsen, die bei 100 K und schneller Absenkung der Temperatur keine Eiskristalle aus-
bildet.

Ist dies nicht moglich, wird der Kristall vor dem Abkihlen in einer Vitrifikationslosung
inkubiert. Sowohl die Art des Vitrifikationsmittels (PEGs, Glycerol, Ethylenglycol, hohe
Zuckerkonzentrationen, Ole) als auch die Art der Inkubation (kurze Inkubation mit ho-
her Konzentration, lange Inkubation mit langsam steigender Konzentration, sehr kurzes
Eintauchen in Ol, Reservoirwechsel) kénnen dabei erheblichen Einfluss auf die Qualitat
der Diffraktionseigenschaften eines Kristalls haben. Nicht nur die Wahl des Vitrifikati-
onsmittels und der eingesetzten Konzentration (vgl. z. B. Garman und Mitchell [1996])
spielen bei dem Erfolg der Vitrifikation eine grolle Rolle, sondern ebenfalls die Technik
des Herunterkuhlens.
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In dieser Arbeit wurden alle Kristalle mit Hilfe von Glycerol in geeigneten Konzentratio-

nen vor der Bildung von Eiskristallen geschiitzt und vitrifiziert.

3.2. Rontgendiffraktion

Strahlenquellen Als Strahlenquellen fiir Rontgendiffraktionsexperimente stehen typi-
scherweise zwei Arten von Systemen zur Verfligung: Im Laborbereich der Proteinkristal-
lographie werden meist Rontgengeneratoren mit einer Kupferanode verwendet. Durch
den Beschuss mit Elektronen wird, neben der Bremsstrahlung, ebenfalls die charakte-
risitische Strahlung emittiert. Die im Labor verwendete charakteristische Strahlung der
K,-Linie von Kupfer emittiert bei einer Wellenlinge von 1,54 A.

Die zweite verwendete Strahlenquelle ist die am Synchrotron generierte Synchrotron-
strahlung. Im Synchrotron werden beschleunigte Elektronen auf einer Kreisbahn ge-
halten, wodurch bereits elektromagnetische Strahlung emittiert wird. Durch besondere
Bauteile im Synchrotron (z. B. Undulatoren) kann die Flugbahn der beschleunigten Elek-
tronen weiter abgelenkt werden. Die starke Richtungsanderung der beschleunigten Elek-
tronen in diesen Bauteilen fiihrt zu einer brillanten Synchrotronstrahlung, wodurch die
Qualitat der Daten verbessert und die Messzeit deutlich verringert werden kann. Durch
das breite Spektrum dieser Strahlung ist es ebenfalls moglich, mit Hilfe von Monochro-
matoren die Wellenlange der auf den Kristall gelenkten Rontgenstrahlung zu modulieren.
Die in dieser Arbeit diskutierten Daten wurden an drei europaischen Synchrotrons aufge-
zeichnet: An der SLS in der Schweiz, am ESRF in Frankreich und am Berliner BESSY.
Die Rontgenquelle im benachbarten Labor (Rigaku Micromax HF-007 mit einem mar345-

Detektor) wurde fiir Testmessungen an Kristallen und Vitrifikationslosungen verwendet.

Kristalle Ein Einkristall besteht aus der gleichmaligen Anordnung von gleichférmigen
Molekiilen im dreidimensionalen Raum. Dabei sind nur bestimmte Symmetrieoperatio-
nen mit der grundsatzlichen Translationssymmetrie, mit der jeder Kristall ausgestattet
ist, vereinbar. Auch diese Symmetrieoperationen sind dabei nicht beliebig miteinander
kompatibel, aus gruppentheoretischen Uberlegungen ergeben sich insgesamt 230 Sym-
metriegruppen fir dreidimensionale Kristalle, die sogenannten Raumgruppen. Jeder Kris-
tall gehort einer dieser Raumgruppen an. Die kleinste Einheit, mit der durch Translation
der komplette Kristall rekonstruiert werden kann, ist dabei die Einheitszelle. Diese Ein-
heitszelle kann aus nur einem Molekdul bestehen oder aber mehrere Molekiile enthalten,
welche iiber Operationen wie Rotation oder Translation miteinander in Beziehung ste-
hen. Die kleinste Einheit dieser Einheitszelle wiederum ist die asymmetrische Einheit.
Durch Symmetrieoperation fiillt die asymmetrische Einheit wiederum die Einheitszelle

aus.
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Die Einheitszelle besteht zu ca. 30 - 80 % aus Losungsmittel. Durch diesen hohen L6-
sungsmittelgehalt sind Proteinkristalle recht weiche und haufig fragile Objekte, nicht ver-
gleichbar mit z. B. Salzkristallen. Da es sich bei Proteinen um chirale Molekiile handelt,
sind als Symmetrieoperationen Punkt- und Achsenspiegelungen fiir Kristalle natirlicher
Proteine nicht maoglich, wodurch die Anzahl der moglichen Raumgruppen von 230 auf
65 sinkt.

Diffraktion Durch die hochsymmetrische Anordnung der Proteinmolekiile im Kristall
wirkt dieser wie ein Beugungsgitter und es kann Diffraktion beobachtet werden. Dabei
werden Rontgenstrahlen an den Elektronen der Atome im Kristall gestreut. Durch die
regelmalige Anordnung der Molekiile innerhalb des Kristalls kann dabei Interferenz be-
obachtet werden. Die Streuwelle eines Elektrons in eine bestimmte Richtung trifft in den
meisten Fallen auf eine Streuwelle mit genau entgegengesetzter Phase, sodass destruk-
tive Interferenz stattfindet und sich die beiden Wellen gegenseitig ausloschen. In einigen
wenigen Fallen und in bestimmten Richtungen (beschrieben durch das Bragg'sche Ge-
setz, Formel (1), vgl. Abb. 3.2) allerdings kann konstruktive Interferenz und damit ein

Diffraktionsmaximum beobachtet werden.
n* X = 2dpg * sin(0) (1)

Die Bragg-Bedingung besagt, dass immer dann Diffraktion auftritt, wenn die Strecken-
differenz, die der einfallende Strahl zwischen zwei sogenannten Netzebenen mit dem
Abstand d im Kristall zuriickgelegt hat (2dp * sin(8)) einem Vielfachen n der Wellen-
lange A der einfallenden Rontgenstrahlen entspricht. Dies liegt darin begriindet, dass nur

in diesem Fall maximale konstruktive Interferenz auftritt.

Abbildung 3.2 | Darstellung der
Rontgenbeugung nach Bragg
Nach Bragg tritt positive Interferenz
nur dann auf, wenn 2d % sin(©) ein
Vielfaches der Wellenlange A ist.

Aus der Bragg-Gleichung ergibt sich ebenfalls die theoretische maximale Auflosung der
Rontgenbeugung: Beugung kann es nur bis zu einem Beugungswinkel ® von maximal
90° (= Riickwartsstreuung, 2@ = 180°) geben. Somit ergibt sich aus Formel 1, dass
die theoretische maximale Auflosung der Halfte der eingesetzten Wellenlange entspricht
(dnk = A/2), was an einer typischen Synchrotron-Strahlenquelle bei einer Wellenlange
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3. Rontgenkristallographische Methoden

von 1 A eine mégliche Auflésung von 0,5 A bedeuten wiirde. Solche idealen Werte wer-
den unter realen Bedingungen schwerlich erreicht.

Das Bragg'sche Gesetz sagt allerdings nur etwas liber die Richtung aus, in der konstruk-
tive Interferenz beobachtet werden kann, nichts jedoch tiber die Intensitat oder Phase der
jeweiligen Rontgenreflexe. Diese ergeben sich aus der Verteilung der Atome (und damit
der streuenden Elektronen) innerhalb der kristallographischen Einheitszelle entsprechend
folgender Gleichung (2):

N
F(h k1) = Z fn(hkl) w @2milhartkyntlzn)l — | FL 1 s @l (2)

n=1

Dabei berlicksichtigen f, (die sogenannten atomaren Streufaktoren) bereits alle inner-
halb eines Atoms stattfindenden destruktiven Interferenzen. Die Strukturfaktoramplitu-
den |Fuki| konnen experimentell bestimmt werden, die Phaseninformation a allerdings
nicht.

Da der Einfallswinkel und damit die Bedingung flir konstruktive Interferenz fiir jede Ebe-
ne von der Orientierung des Strahlengangs zum Kiristall abhangig ist, wird der Kristall
wahrend der Messung gedreht. Um alle Reflexe aufzeichnen zu konnen, wird die Da-
tensammlung in einzelne Aufnahmen geteilt. Wahrend jeder Einzelaufnahme wird der
Kristall orthogonal zum Strahlengang um den gleichen Winkel gedreht, typischerweise
um 0,001 - 1° pro Aufnahme. Insgesamt wird zwischen 45° und 360 ° aufgezeichnet,

abhangig von der Raumgruppe des Kristalls und dem Verwendungszweck.

me eines Proteinkristalls

Die Beugung am Kiristall fiihrt zu
Diffraktionsaufnahmen, auf denen die
Reflexe (abhdngig von Kristallpositi-
on, Detektorentfernung, Drehwinkel,
Raumgruppe und Zellkonstanten) ab-
gebildet werden. Griin markiert ist der
Primarstrahlfanger, die Auflosung die-
ser Aufnahme betragt 2,15 A. Blau

Abbildung 3.3 | Diffraktionsaufnah-

markiert ist der bei der Auswertung

nicht verwendete Auflosungsbereich;

............... und Powell [2007]).
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Bei der Durchfiihrung eines Diffraktionsexperiments wird nur der gebeugte Anteil des
Rontgenstrahls auf dem Detektor registriert. Der GroRteil der Strahlung, der nicht ge-
beugt wird, wird von einem Primarstrahlfanger absorbiert, damit der Detektor nicht

geschadigt wird.

3.3. Strukturlosung

Aus Aufnahmen werden Reflexe Die gesammelten Daten konnen entweder von Hand
oder mit geeigneter Software integriert werden. Dazu wird fiir jede Observation eines
Reflexes auf jeder einzelnen Diffraktionsaufnahme sowohl die Position der Observationen
als auch die Intensitat und die Standardabweichung derselben bestimmt.

Bei diesen Observationen kann es sich, je nach Kristall und Drehwinkel pro Bild, um
die komplette Aufzeichnung eines Reflexes handeln oder um Teilreflexe. Heutige Stan-
dardprogramme (XDS (Kabsch [2010]), imosfilm (Leslie und Powell [2007])) sind in der
Lage, zwei oder mehr zu einem Reflex gehdrende Observationen diesem Reflex zuzuord-
nen und zu verarbeiten, sodass eine Liste aus Reflexen entsteht.

Das Phasenproblem Fiir die Berechnung der Elektronendichte aus den gemessenen
Reflexen sind nicht nur die Strukturfaktoramplituden |Fux;| der Reflexe (welche aus den
gemessenen Intensitaten berechnet werden konnen) von Belang, sondern ebenfalls die
Phaseninformation. Durch die Aufzeichnung der Reflexe auf einem zweidimensionalen
Detektor geht die Phaseninformation o verloren. Ohne diese Phaseninformation ist es
jedoch nicht moglich, aus den gemessenen Daten durch Fouriertransformation die Elek-

tronendichte p zu konstruieren (vgl. Formel (3)).

+oo +oc +o0

1 ) .
Bz =1 Do D D [Pyl el s el -2mlhrsisio) (3)

h=—00 k=—00 I=—0

Ohne weitere Hilfsmittel ist die Losung dieses Phasenproblems fiir Kristalle von Ma-
kromolekiilen nicht moglich. Patterson konnte 1934 allerdings eine Methode aufzeigen,
durch die aus den ermittelten Strukturfaktoramplituden |Fux,| relative Positionen der in
der Einheitszelle enthaltenen Atome zueinander ermittelt werden kdnnen (vgl. Formel

(4)).

+oo +oo +o0

1 —2mi( hx z
nyz:V Z Z Z | Fisr|? 5 @l 2] (4)

h=—0c0 k=—00 I=—

Anhand der erhaltenen Patterson-Karte P, konnen bei kleinen Molekilen direkt die
relativen dreidimensionalen Positionen aller Atome bestimmt werden. Bei groken Mo-

lekiilen wie Proteinen, mit vielen ahnlich schweren Atomen, ist dies durch die schiere
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Anzahl der Peaks (N * (N — 1)) der Pattersonfunktion, mit N = Atomanzahl ohne Was-
serstoffatome) nicht moglich. Fiir die Losung des Phasenproblems fiir Proteinkristalle

wurden daher mehrere Methoden entwickelt:

e MAD (anomale Dispersion/Diffraktion bei mehreren Wellenlangen)

e SAD (anomale Diffraktion bei einer Wellenlange)

e MIR (mehrfacher isomorpher Ersatz)

e MR (molekularer Ersatz)

RIP (Strahlenschaden-induzierte Phasierung, Ravelli et al. [2003])
weitere Systeme, bei denen Methoden gekoppelt werden (MIRAS, SIRAS)

Da in dieser Arbeit sowohl anomale Diffraktion als auch der molekulare Ersatz zur Struk-
turlosung verwendet wurden, mochte ich im Folgenden auf diese beiden Methoden de-

taillierter eingehen.

SAD- und MAD-Phasierung Die klassische Rontgendiffraktion ist ein reines Streu-
phanomen, bei dem Rontgenstrahlen an Elektronen (den Streuzentren) verteilt werden
ohne absorbiert zu werden. Da reale Elektronen jedoch an Atomkerne gebunden sind
und sich in Orbitalen bewegen, kann elektromagnetische Strahlung absorbiert werden.
Diese Absorption ist abhangig von der Wellenlange und den interagierenden Atomen:
Nahert sich die Energie des einfallenden Strahls an die sogenannten Absorptionskanten
des jeweiligen Elements an, andert sich das Streuverhalten dieser Atome, sie streuen
anomal. Dies verandert den atomaren Streufaktor f um einen realen f'- und einen ima-
ginaren f"-Anteil (f = fo + f' + f"). Die anomale Streuung fiihrt insbesondere zu einer
Phasenverschiebung durch das Streuereignis selbst.

Die Absorptionskanten mancher Elemente wie Gold, Quecksilber, Platin, Xenon oder Se-
len liegen dabei bei Energien von 25000 - 5000 keV (und somit im Wellenlangenbereich
von ~0,5 bis ~2 A) und konnen mit Synchrotronstrahlung angesteuert werden (vgl.
Abb. 3.4 (a,b)). Diese Absorptionskanten konnen durch Fluoreszenzscans experimentell
bestimmt werden.

SAD- und MAD-Phasierung nutzen beide die anomalen Diffraktionseigenschaften von
Atomen bei unterschiedlichen Wellenlangen der Rontgenstrahlung und unterscheiden sich
dabei in der technischen Umsetzung.

Durch die Aufnahme von Datensatzen bei unterschiedlichen Wellenlangen eines mit an-
omalen Streuern besetzten Proteinkristalls konnen bei der MAD-Phasierung sowohl
der dispersive f'-Anteil als auch der absorbierende f"-Anteil der anomalen Diffraktion be-
stimmt werden (vgl. Taylor [2010], Abb. 3.4). Diese Information kann daraufhin genutzt
werden, um die Position dieser Schweratome zu bestimmen und damit erste Phasenin-
formationen fiir die anomalen Streuer zu erhalten. Bei hoher Datenqualitat kann anhand
dieser Daten sehr effizient Phasen fiir die gesamte Einheitszelle erhalten und dadurch
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die Kristallstruktur gelost werden.

Allerdings hat MAD-Phasierung einige Flaschenhalse: So muss zum einen eine hohe Da-
tenqualitat vorhanden sein, damit die haufig geringen anomalen Differenzen nicht im
Hintergrund untergehen, zum anderen benotigt man einen Kristall, der anomale Streu-
er enthalt. Des Weiteren sollten alle Datensatze mit dem gleichen Kristall gemessen

werden, Strahlenschaden stellen somit immer ein reales Problem dar.

a) 2o e om Wellenlange, . ... b) .. en o Wellenldnge
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Abbildung 3.4 | f’ und f” verschiedener Atome

Anomale Diffraktion ist wellenlangenabhangig, der anomale Anteil des Strukturfaktors setzt sich
aus einer dispersiven (f') und einer anomalen (f") Komponente zusammen. Gibt es eine Ab-
sorptionskante im verwendbaren Wellenlangenbereich, kann mit Hilfe der MAD-Technik phasiert
werden. Dies ist zum Beispiel bei Gold (a) oder Selen (b) mdoglich. Besitzt ein Element keine
Absorptionskante, kann das anomale Signal mit SAD ausgewertet werden, wie bei lod (c) oder
Schwefel (d). Die Abbildung wurde erstellt mit Hilfe des X-ray-Onlinewerkzeugs!®!.

Bei der SAD-Phasierung sammelt man lediglich einen Datensatz, bei dem man ein mog-
lichst hohes anomales Signal (entspricht einem moglichst groen Unterschied zwischen
f' und f") messen mochte. Bei anomalen Streuern ist die Auswahl der Wellenlange fiir
dieses Experiment haufig weniger relevant als bei einem MAD-Experiment: Besitzt der
Streuer eine Absorptionskante im ansteuerbaren Bereich, so wird die Peak-Wellenlange
gewahlt.

Bei einem anomalen Streuer ohne Absorptionskante kann die Wellenlange so gewahlt
werden, dass man sowohl ein ausreichendes anomales Signal als auch eine gute Auflo-
sung (vgl. Abschnitt 3.2) erhalten kann. Beispielsweise im Fall von lod (vgl. Abb. 3.4
(c)) spielt die Wahl der Wellenldnge eine untergeordnete Rolle, da das anomale Signal
gleichbleibend hoch bleibt. Die Schwefel-SAD-Phasierung stellt eine Besonderheit dar,
da dies die einzige Moglichkeit einer Phasierung von Kristallen nativer Proteine ohne

Blhttp://skuld.bmsc.washington.edu/scatter/AS_index.html, verwendet am 06. August 2015
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die Verwendung von zusatzlichen anomalen Streuern ist. Durch den sehr geringen Un-
terschied zwischen f' und f" bei schwachen anomalen Streuern wie Schwefel-Atomen
(vgl. Abb. 3.4 (d)) ist eine hohe Multiplizitat notwendig, um ein hohes Signal/Rausch-
Verhaltnis zu erreichen. Ebenso ist ein hohes Signal/Rausch-Verhaltnis fiir eine ausrei-
chende Quantifizierung des anomalen Signals Voraussetzung (Liu et al. [2012]).

Des Weiteren muss eine recht hohe Wellenlange gewahlt werden, um ein ausreichendes
anomales Signal zu erfassen (vgl. Abb. 3.4).

Sowohl fiir Selen-SAD als auch fiir Schwefel-SAD gilt, dass ohne schwefelhaltige Ami-
nosauren im Protein (Methionine oder Cysteine) ein solches Experiment unmaglich ist.

Molekularer Ersatz \Wenn man bereits Strukturinformationen, entweder eines dhnlich
gefalteten Proteins (sei es homolog oder analog) oder eines Teils des kristallisierten
Protein(komplexe)s, in Handen halt, ist es moglich diese Strukturinformationen fiir die
Gewinnung erster Phasen zu nutzen. Dabei sind eine Sequenz-Similaritat von mindestens
35 % und eine Standardabweichung der Ca-Atome von maximal 1,5 A gute Vorausset-
zungen fiir einen erfolgreichen molekularen Ersatz (Abergel [2013]). Bei dem molekularen
Ersatz wird eine bekannte Struktur in der Einheitszelle der unbekannten Struktur plat-
ziert. Je exakter die Position der platzierten Matrize mit der tatsachlichen Situation in
der Einheitszelle Ubereinstimmt, desto besser wird diese Platzierung bewertet bis eine
oder mehrere Positionen gefunden wurden.

Bei dieser Technik muss das Phasenproblem nicht gelost werden, sondern es wird um-
gangen. Durch die Patterson-Karte, die bereits aus den gemessenen Strukturfaktoram-
plituden erstellt werden kann (vgl. Gleichung (4)), sind die interatomaren Vektoren be-
kannt. Mit dem Abgleich dieser Patterson-Karte mit den interatomaren Vektoren der
Vergleichsstruktur kann die unbekannte Struktur gelost werden. Dazu werden die intera-
tomaren Vektoren der bekannten Struktur durch Rotations- und Translationsoperationen
an die Vektoren der unbekannten Struktur angepasst. Bei der Suche nach der richtigen
Position werden diese Operationen nacheinander durchgefiihrt, wodurch der Rechen-

und Zeitaufwand deutlich verringert werden kann.

3.4. Modellierung und Verfeinerung

Nachdem eine erste Phasierung abgeschlossen ist, folgt die Modellierung. Diese Arbeit
kann heutzutage zu einem groBen Teil von Programmen libernommen werden, die in
der Lage sind durch einige Iterationen komplette Proteinmolekiile aus den Positionen
weniger Atome (bei MAD oder SAD) oder eines Teils des Proteins (MR) zu berechnen.
Dabei bleibt allerdings manuelle Bearbeitung in nahezu allen Fallen unabdingbar.

Zum einen sind Programme meist nicht in der Lage, Bereiche des Proteins mit einer

geringen Besetzung durch Elektronendichte effizient zu modellieren, zum anderen sind
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viele kleinere Modifikationen von Hand besser zu beurteilen, wie die Positionierung von
Seitenketten mit schlechter Elektronendichte, die Uberpriifung von Ramachandran- und
Rotamerausreilern, die Positionierung von Losungsmittel- oder Inhibitormolekiilen oder
die Beurteilung von cis-Peptidbindungen.

Als Mal fiir die Qualitat der Verfeinerungen werden zwei Werte zur Beurteilung der
Ubereinstimmung zwischen Modell und gemessenen Daten berechnet, Ryo und Rgee
(vgl. Formel (5)).

R k:Z||Fobs|_|Fcalc|| (5)
wor Z‘Fobs‘

Die Formel beider R-Faktoren ist identisch, allerdings unterscheiden sich die fiir die Be-
rechnung verwendeten Datensatze: Wahrend fiir den R0« der GroBteil der gesammelten
Daten in die Auswertung mit einbezogen wird, die an das Modell angepasst wurden, setzt
sich das Testset, mit dem Rfee berechnet wird, aus Reflexen zusammen, die von vorn-
herein isoliert wurden und nicht in die Verfeinerungsrechnung eingehen. Diese beiden
R-Faktoren erlauben zum einen eine Aussage liber die Qualitat des Strukturmodells,
zum anderen kann durch den Rgee die Validitat des Strukturmodells tiberpriift werden.
Sinkt der Ryok Und der Ree Steigt gleichzeitig, ist dies ein Zeichen fiir eine Uberanpas-
sung des Modells. Sinken sowohl der Ry« als auch der Rgee, S0 befindet man sich bei

der Verfeinerung (unter regularen Umstanden) auf dem richtigen Weg.

Fir die Auswertung der generierten Daten, die in dieser Arbeit diskutiert werden, wur-
den verschiedene Softwarepakete verwendet (vgl. Tab. 2.12). Diese Arbeit beinhaltet
die Auswertung von zwei SAD-Datensatzen und ca. 20 Datensatzen, die entweder mit
Hilfe von MR gelost werden konnten oder bei denen bereits geloste Strukturen als erstes

Modell verwendet wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. Gentechnische Arbeiten

4.1.1. CK2

Die Klonierung von CK2-Genen wurde bereits in Vorarbeiten (hsCK2a!33%, zmCK2a,)
durchgefiihrt. Die C-terminal verkiirzte hsCK2a!-33® beruht dabei auf Ermakova et al.
[2003] und wurde als aktives und stabiles Protein anstelle von Volllangen-hsCK2a ver-
wendet. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Labortatigkeiten beschrankten sich
daher auf die Retransformation verschiedener E. coli-Expressionsstamme mit Expressi-
onsplasmiden, die verschiedene CK2-Gene enthalten. Bei allen CK2-Genen wurde der
Vektor pT7-7 als Expressionsplasmid verwendet, alle humanen CK2-Proteine wurden in
BL21 DEOQ3 exprimiert, Mais-CK2a in BL21 DE03 C+ RP.

4.1.2. PIM3

Das Volllangen-PIM3 Gen wurde, optimiert fiir die Codon-Nutzung von E. coli, von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Olaf-Georg Issinger zur Verfligung gestellt, ebenso wie eine
verkiirzte Variante PIM317293 in einem Expressionsvektor (vgl. 2.4). Es wurden weitere
Konstrukte von PIM3 angefertigt, bei denen eine kleinere C-terminale Deletion durch-
gefiihrt wurde, angelehnt an Harrington et al. [2013]. Fiir die Klonierung dieses Gens
wurden durch eine PCR auf das Volllangen-Gen von PIM3 Restriktionsschnittstellen ein-
gefligt. Dabei wurde in Vorwarts-Richtung ein Primer verwendet, an den eine Restrik-
tionsschnittstelle flir die Restriktionsendonuklease Ndel angefiigt wurde. Der Primer in
die reverse Richtung wurde mit einer Xhol-Schnittstelle versehen. Aus diesen Arbeiten
resultierte PIM317317,

Die beiden Vektoren, die fiir die Klonierung verwendet wurden (pET22b und pET28a(+)),
wurden von Kolleginnen und Kollegen bereits geschnitten und gereinigt zur Verfligung ge-
stellt. Von PIM3%317 wurden daraufhin drei verschiedene Konstrukte geplant und kloniert
(vgl. Abb. 4.1). Im Folgenden wird die Proteinvariante PIM3!-317 als PIM3 bezeichnet.

Abbildung 4.1 | PIM3-Varianten

Drei PIM3-Varianten wurden kloniert:
PIM3-CN m— TEV PIM3 HIS ) .
eine sowohl N- als auch C-terminal

getaggte Variante (PIM3317-CN) im
PIM3-N mTEV Vektor pET28a(+); eine N-terminal
getaggte  Variante  (PIM31317-N)
PIM3-C PIM3 IS im  Vektor pET28a(+) und ei-
ne C-terminal getaggte Variante

(PIM31317_C) im Vektor pET22b.
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4.1.3. P21WAF

P21WAF wurde, ebenso wie CK2, nicht im Rahmen dieser Arbeit kloniert, sondern
in einem Expressionsvektor zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich, anders als
bei allen anderen Plasmiden, nicht um einen Expressionsvektor, bel dem das exprimierte
Gen unter der Kontrolle eines T7-Promotors steht. Statt dessen wurde ein T5-Promotor
verwendet, der (anders als der T7-Promotor) von allen E. coli-Stammen erkannt wird
und zur Expression fiihrt. Das exprimierte Konstrukt ist dabei His-getaggt (vgl. Abb.
4.2). Zusatzlich verfligt es liber eine PKA-Erkennungssequenz zwischen dem His-Tag
und dem P21WAF-Gen. P21WAF wurde immer in BL21 DE03—Zellen exprimiert.

Abbildung 4.2 | P21WAF-Variante

P21WAF m—pKA P21WAF P21IWAF wurde mit einem N-

terminalen His-Tag in dem pQE30-
Vektor exprimiert.

4.2. Expression und Reinigung

4.2.1. CK2

GroBexpression von CK2a Fiir alle CK2-Untereinheiten (sowohl humanes als auch
Mais-Protein) wurde dasselbe Protokoll verwendet. Nach der Transformation der Plas-
mide in BL21 DE03-Zellen (humanes Protein) oder BL21 DE03 C+ RP (Mais-Protein)
wurden die Zellen in LB-Medium inkubiert. Das Protein wurde nach der Induktion bei
einer ODggg von 0,4 - 0,7 mit IPTG bei 37 °C fiir vier Stunden exprimiert. Diese Zellen
wurden nach der Ernte durch Ultraschall aufgeschlossen und das Lysat mit der Ultra-

zentrifuge von Zelltriimmern befreit.

Reinigung von CK2a Sowohl bei hsCK2a!33® als auch bei zmCK2a wurde das ge-
klarte Lysat in einem ersten Schritt mit einer Phosphozellulose-Saule aufgereinigt, wor-
auf eine weitere Affinitatschromatographie mittels einer Heparinsaule folgte. Als letzter
Schritt wurde eine Gelfiltration angeschlossen.

Von hsCK2a!3% konnte deutlich mehr Protein aufgereinigt werden als bei zmCK2a, (8
mg Protein/I Kultur gegeniiber 0,8 mg Protein/I Kultur). Durch die Gelfiltration konnte
bei hsCK2a!33® reines Protein gewonnen werden. Bei zmCK2a wurde keine Gelfiltration
durchgefiihrt. Die Aufreinigung von CK2a ist eine etablierte Methode und wurde bereits
vielfach ausfiihrlich beschrieben (Grankowski et al. [1991], Raaf [2009], Bischoff [2013],
Klein [2014]).
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CK2Andante_Holoenzym und CK2a-Proteinvarianten Sowohl das CK2Adante_Ho|o-
enzym als auch die vier Proteinvarianten von CK2a!3%® F121A, F121M, Y125A und
H115Y wurden bereits in reiner Form zur Verfiigung gestellt. Eine Uberpriifung der
Qualitat des Proteins zeigte hochreines Protein (vgl. Abb. 4.4).

4.2.2. PIM3

Testexpression von PIM3 Um Protein fiir die Kristallisation von PIM3 zu erhal-
ten, wurde zunachst die stark verkiirzte PIM3-Variante PIM3!72%% in verschiedenen
Expressionsstammen getestet. Die C-terminale Deletion beruhte dabei auf der in sili-
co-Vorhersage der Kinasedomanel¥. Bei dieser Proteinvariante konnte keine Produktion
von loslichem Protein festgestellt werden, allerdings wurden grolle Mengen unlosliches
Protein exprimiert (Daten nicht gezeigt). Bei dem Versuch Iosliches Protein tiber Affini-
tatschromatographie aufzureinigen, konnte ein 25 kDa grolses Protein gewonnen werden,
welches als SlyD, einem E. coli-eigenen Protein, identifiziert wurde (vgl. dazu z. B. An-
dersen et al. [2013]). Diese Proteinvariante war nicht aufzureinigen, daher wurden drei
neue Konstrukte (vgl. Abb. 4.1) in verschiedene Expressionsstamme transformiert. Der
Expressionsstamm BL21 DEO3 C+ RIPL erwies sich bei der Expression als besonders
effizient. Bei der Testexpression wurde PIM3 auch in den als geeignet befundenen Ex-

pressionsstammen zu ca. 80 % unldslich exprimiert.

GroBexpression von PIM3  Die Expression im groReren MaRstab (5 ) der drei Protein-
varianten im Expressionsstamm C+ RIPL verlief unproblematisch. Die in den Testexpres-
sionen ermittelten Bedingungen (Expression in LB-Medium bei 30 °C fiir fiinf Stunden,
Induktion mit 0,5 mM IPTG bei einer ODgop = 0,4 - 0,7) erwiesen sich auch in groRe-
rem MaBstab als effizient. Dabei war der Anteil an |6slichem Protein deutlich hoher (ca.

90 %) als bei der Testexpression.

Reinigung von PIM3 Nach der Expression konnten alle drei Proteinvarianten aqui-
valent gereinigt werden. Beispielhaft soll im Folgenden die Aufreinigung von PIM3-CN
gezeigt werden. Als erster Aufreinigungsschritt nach der Expression und dem Aufschluss
durch Ultraschall konnte das Lysat durch Ultrazentrifugation von den Zelltrimmern ge-
trennt werden. Nach der Zentrifugation wurde das geklarte Lysat auf die NINTA-Saule
aufgebracht. Das Protein wurde durch einen Imidazolgradienten eluiert und konnte in
grolBer Reinheit gewonnen werden. Um zu uberpriifen, ob es sich bei dem erhaltenen
Protein um ein His-getaggtes Protein und somit PIM3 handelt, wurden zwei Methoden
angewandt: Der Histidin-Tag wurde sowohl durch Western Blot als auch durch ein His-
Farbungskit nachgewiesen, bei beiden Methoden ist ein klares Signal bei der erwarteten
GroRe von 38 kDa zu erkennen (vgl. Abb. 4.3). Die jeweiligen Kontrollen zu den Expe-

[“Ihttp:/ /www.uniprot.org/uniprot/Q86V864tshowFeatures, abgerufen am 12.10.2015
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rimenten (Coomassie-Gelfarbung fiir die His-Farbung und Coomassie-Membranfarbung
fiir den Western Blot) zeigen eine dazu korrespondierende Bande auf derselben Hohe.
Der Western Blot zeigt eine deutlich schwachere zweite Bande bei ca. 35 kDa unterhalb

der sehr starken Bande.

Abbildung 4.3 | PIM3-CN Western
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Als zweiter und letzter Reinigungsschritt wurde daraufhin eine Gelfiltration durchgefiihrt,
auf eine Konzentration von 10 - 30 mg/ml aufkonzentriert und das Protein bei -80 °C

eingefroren.

4.2.3. P21WAF

Um die Aktivitat von PIM3 Uberpriifen zu konnen, wurde mit P21IWAF ein Protein
exprimiert und gereinigt, welches von PIM1 (Wang et al. [2002]) und somit mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch von PIM3 (Zhang et al. [2013]) phosphoryliert werden kann.

Expression von P21WAF Nach der Transformation des Plasmids in E. coli BL21
DEQ3-Zellen wurde die Expression von P21WAF wie von Go6tz et al. [2000] beschrieben
durchgefiihrt.

Reinigung von P21WAF Die Reinigung von P21WAF unterschied sich von den vorher
beschriebenen Aufreinigungen, da P21WAF zwar ein His-Tag besitzt, jedoch nicht als ge-
faltetes Protein, sondern im ungefalteten Zustand gereinigt wurde (vgl. 2.9.5, Gotz et al.
[2000]). Eine Uberpriifung der Reinheit erfolgte nach einer Ethanolfillung des Proteins,
da hohe Guanidiumhydrochlorid-Konzentrationen nicht kompatibel mit der SDS-PAGE
sind. Nach der Dialyse gegen den Lagerpuffer, bei der eine grole Menge des Proteins
(ca. 90 %) ausfiel, wurde das aufgereinigte Protein fiir die Aktivitatsbestimmung der
PIM3-Varianten verwendet. Versuche, die maximal erreichte Loslichkeit von 18 pM zu
erhohen, blieben erfolglos.
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4.2.4. Proteinqualitdt

Alle in der Arbeit verwendeten Proteine konnten in der fiir ihren Verwendungszweck
notwendigen Reinheit entweder produziert werden oder wurden zur Verfiigung gestellt.
ZmCK2a und P21WAF wurden nicht gelfiltriert, weisen allerdings eine ausreichende
Proteinqualitat auf. Sowohl die drei PIM3-Varianten als auch hsCK2a wurden gelfiltriert.
Die drei PIM3-Varianten zeigen eine hohe Sauberkeit, allerdings waren trotz Gelfiltration
kleinere Verunreinigungen, besonders im hochmolekularen Bereich der PIM3-Varianten,
erkennbar (vgl. Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4 | Reinheit der verwendeten Proteine
Die Qualitdt der Proteine wurde mit Hilfe der Auftragung von jeweils 2,5 pg (5 pg bei CK2Andante)
der Proteinlosungen auf 12 %igen SDS-Polyacrylamidgelen tiberpriift.
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4.3. Charakterisierung der PIM3-Varianten

Durch die praparative Gelfiltration von PIM3 wird zum einen deutlich, dass alle drei
Proteinvarianten grolstenteils als Monomere eluieren, zum anderen ein Teil des Proteins
allerdings auch immer im Totvolumen der Gelfiltrations-Saule (HiLoad 16/60 Superdex
75) eluiert. Bei dieser Fraktion handelt es sich teilweise ebenfalls um PIM3 (vgl. Abb.
4.5, Gelbild, Bande "Tot"), sodass alle PIM3-Varianten zu einer gewissen Aggregation

Zu neigen scheinen.
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Abbildung 4.5 | Gelfiltration der PIM3-Varianten

Die Gelfiltrationen aller drei PIM3-Varianten zeigen sowohl einen Peak im Totvolumen der
Gelfiltrations-Saule (rot umrandet) als auch einen zweiten Peak (violett umrandet) bei ca. 60 ml
Elutionsvolumen. Bei dem zweiten Peak handelt es sich um monomeres PIM3, der erste Peak
beinhaltet ebenfalls nicht unwesentliche Mengen PIM3. Das Gel wurde mit Elutionsfraktionen
von PIM3-CN durchgefiihrt.

Fir die Validierung der nativen Faltung der aufgereinigten PIM3-Varianten wurden mit
PIM3-CN verschiedene Experimente durchgefiihrt, um die Proteinqualitat fiir die spa-
tere Anwendung in der Kristallisation abschatzen und bei Bedarf optimieren zu konnen.
Dabei sind mehrere Faktoren malgeblich: Ein aktives Protein, welches in der Lage ist ein
natives Substrat zu phosphorylieren, weist auf eine korrekte Faltung hin und macht Ex-
perimente zur Proteinfaltung (wie CD- (circular dichroism-) oder FTIR- (Barth [2007],
Fourier-transformierte Infrarot-)Spektroskopie) tiberfliissig.

Natives PIM3 ist wahrscheinlich in der Lage, P21WAF zu phosphorylieren (Li und Mu-
kaida [2014]). Auch das in dieser Arbeit rekombinant in E. coli exprimierte PIM3-CN
konnte im Aktivitatstest rekombinantes P21WAF konzentrationsabhangig phosphorylie-
ren (vgl. Abb. 4.6 (a)). Durch die Phosphorylierung von P21WAF verandert sich das
Laufverhalten desselben drastisch, die Proteinbande von P21WAF wird abhangig von
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der PIM3-Konzentration zu hoheren Molekulargewichten verschoben und es sind meh-
rere Proteinbanden sichtbar. Des Weiteren ist im Radiogramm zu sehen, dass die Pro-
teinphosphorylierung nicht nur von der Enzymkonzentration, sondern ebenfalls von der
E9-Inhibitorkonzentration (vgl. Abb. 4.6 (b)) abhangig ist. E9 ist ein ATP-kompetitiver
CK2- und PIM3-Inhibitor (vgl. 4.4.2). Dies ist besonders deutlich an der Abnahme der
Autophosphorylierung von PIM3 zu erkennen (vgl. Abb. 4.6 (b), Banden 2, 5 und 8).
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Abbildung 4.6 | Charakterisierung von PIM3-CN

Jeweils 10 pl der Phosphorylierungs-Ansadtze wurden auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamid-Gel
aufgetragen; a) Coomassie-Farbung, b) Radiogramm (5 Minuten Belichtung). Spuren 1-10:
jeweils 1 pM P21IWAF. Spuren 2, 5 und 8: 1,5 pM PIM3; Spuren 3, 6 und 9: 0,15 pM PIM3,
Spuren 4, 7 und 10: 15 nM PIM3. Spuren 5-7: 20 pM E9, Spuren 8-10: 100 pM E9. (c) Die
Polydispersitat von PIM3-CN wurde von Fraktionen der Gelfiltration gemessen. (d) Thermofluor-
Messung von PIM3-CN (1 mg/ml), erste Ableitung der Schmelzkurve. Das Minimum dieser
Kurve markiert die mittlere Schmelztemperatur von 43 °C.

Durch die Bestimmung der dynamischen Lichtstreuung des Proteins (vgl. Zulauf und
D’Arcy [1992]) kann die Dispersitdt des Proteins und dadurch Informationen (iber die
Homogenitat der Proteinlosung gewonnen werden (vgl. Abb. 4.6 (c)). PIM3 ist nach
der Gelfiltration, mit einer durchschnittlichen Dispersitat von 20,36 & 3,7 %Pd, mono-
dispers.

Durch den Thermofluor-Assay (vgl. Pantoliano et al. [2000]) konnte die mittlere Schmelz-
temperatur des Proteins in der Pufferlosung bestimmt werden, die bei PIM3-CN 43°C
betragt (vgl. Abb. 4.6 (d)).
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4.4. ATP-kompetitive Inhibitoren von CK2

4.4.1. Toberichfurane

GOtz et al. [2012] konnten vor wenigen Jahren zeigen, dass das Toberichfuran TF (6,7-
dichloro-8-hydroxy-4-[(4-methyl-phenylamino)methylen]-1,2-dihydrodibenzofuran-3-on),
von Kucklander und Toberich [1983] synthetisiert, in der Lage ist, CK2 in vitro ATP-
kompetitiv zu inhibieren. TF wurde dabei im Rahmen eines Screenings einer Biblio-
thek kleiner Molekiile entdeckt (Gratz [2010]). Es beeinflusst in vivo das Wachstum
von Tumorzellen und wirkt proapoptotisch in Prostata-Krebszellen. Des Weiteren ist
TF ein selektiver Inhibitor von CK2 (Gotz et al. [2012]). In Miinster wurden von der
Arbeitsgruppe um Professor Jose zwei weitere Toberichfuran-Inhibitoren identifiziert,
welche sich in erster Linie durch die Position der beiden Chlor-Atome am Dibenzofuran-
Grundgeriist unterscheiden: Wahrend bei TF die Chlor-Atome an den Positionen 6 und
7 angebracht sind, befinden sie sich bei TF85 (7,9-dichloro-8-hydroxy-4-[(4-methoxy-
phenylamino)methylen]-1,2-dihydrodibenzofuran-3-on) und TF107 (7,9-dichloro-4-[(4-
methoxyphenyl-imino)methyl]dibenzofuran-3,8-diol) an den Positionen 7 und 9 (vgl.
Abb. 4.7).

o—CH;

TF e TF85 o~ TF107

Abbildung 4.7 | Toberichfurane als Inhibitoren
Strukturformel der Toberichfurane, von der AG Jose identifizierte AT P-kompetitive Inhibitoren
von CK2a; von links nach rechts: TF, TF85 und TF107.

Kristallisation Um den Bindungsmodus dieser Inhibitoren an CK2a zu ermitteln, wur-
den TF, TE85 und TF107 mit hsCK2a kokristallisiert. Die Inhibitoren wurden von der
Arbeitsgruppe Jose zur Verfiigung gestellt und in 100 % DMSO in einer Konzentration
von 10 mM geldst. Diese Inhibitorlésungen wurden in einem Verhaltnis von 1:10 (TF85,
TF107) bzw. 1:5 (TF) mit der CK2a-Proteinlosung (8-10 mg/ml, in Lagerpuffer) ver-
mengt. Nach einer kurzen Inkubationszeit (20 - 30 Minuten bei 20 °C) wurden diese
Gemische in einem Verhaltnis von 2,5:1 mit der Reservoirlosung (32 % (w/v) PEG4000,
0,2 M Ammoniumacetat, 0,1 M Citrat pH 5,6) gemischt und im Sitting-Drop-Verfahren
gegen die Reservoirlosung (TF und TF85: 1 mlin 24 Well-Kristallisationsplatten, TF107:
100 pl in 96 Well-Kristallisationsplatte) aquilibriert. Nach einer Aquilibrierungszeit von
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zwei Tagen wurde durch die Zugabe von je 150 nl Seedinglosung (1:1000) die Kristall-

bildung induziert, nach einer Woche konnten plattenférmige Kristalle gewonnen werden.

Abbildung 4.8 | Kristalle von CK2a mit Toberichfuran-Inhibitoren
In allen Kristallisationsansatzen von CK2a mit einem der drei Toberichfuranen konnten platten-

formige Kristalle gewonnen werden. Von links nach rechts CK2a-Kristalle mit TF, TF85 und
TF107.

Diese Kristalle (vgl. Abb. 4.8) wurden in einer Vitrifikationslosung (Reservoirlosung in-
klusive 5 % (v/v) Glycerol und 2 mM Inhibitor) fiir eine Minute inkubiert und daraufhin
in flissigem Stickstoff vitrifiziert.

Strukturlosung Die Datensammlung fand am Synchrotron statt. Zusatzlich zu je ei-
nem Datensatz bei einer Wellenlinge von 1 A wurden von Kristallen mit TF und TF85
ebenfalls Datensitze bei einer Wellenlinge von 2 A gesammelt, um iiber anomale Da-
ten Informationen zu den Positionen der Chlor-Atome der Inhibitoren zu erhalten. Alle
Datensatze konnten in der Raumgruppe P2; gelost und ausgewertet werden.

Fir die Losung der Strukturen wurden die am Synchrotron erhaltenen Daten mit XDS
(Kabsch [2010]) integriert und skaliert, mit Phaser (McCoy et al. [2007]) wurde der
MR unter der Verwendung der PDB 2PVR (Niefind et al. [2007]) durchgefiihrt. Die
Verfeinerung der Strukturen erfolgte mit Phenix (Adams et al. [2010]), die manuelle
Bearbeitung wurde mit Coot (Emsley und Cowtan [2004]) durchgefiihrt. Die Topologie
der Inhibitoren wurde mit Hilfe von Prodrg (Schiittelkopf und van Aalten [2004]) und
phenix.elbow (Moriarty et al. [2009]) erstellt. Die Elektronendichtekarten der anomalen
Daten wurden mit Hilfe von phenix.maps erstellt. Statistiken zu den Datensatzen konnen

dem Anhang entnommen werden (vgl. A.1, A.2).

Bindung der Toberichfurane Die drei gelosten Strukturen unterscheiden sich in erster
Linie in der Orientierung der Toberichfurane in der AT P-Bindetasche, die Proteinstruktur
ist identisch (vgl. Abb. 4.9 (a)). TF und TF85/TF107 unterscheiden sich in erster Linie
durch die Position eines der Chlor-Substituenten (vgl. Abb. 4.7). Bei TF befindet sich
an Position 6 ein Chlor-Atom, bei TF85/TF107 an Position 9. Dadurch binden die
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Dibenzofuran-Grundgeriiste von TF und TF85/TF107 spiegelsymmetrisch an die ATP-

Bindetasche.

Abbildung 4.9 | Bindung der Tobe-
richfurane an CK2a
(a) Uberlagerung der drei gewonnenen
CK2a-Strukturen im Komplex mit den
drei Inhibitoren. Grau: TF107, blau:
TF85, braun: TF. (b) Lage der drei In-
hibitoren in der ATP-Bindetasche: Die
Position von TF107 und TF85 sind
nahezu identisch. (c) Darstellung von
4 & TF85 mit Elektronendichte, in braun:
N Elektronendichte bei 1 @, blau: an-
\f’J“j{ 4 omales Signal bei 4 6. (d) Darstellung
von TF mit Elektronendichte, in blau:
Elektronendichte bei 1 @, braun: an-
omale Elektronendichte bei 4 G.

(a)

G

Gelenkregion

—_
(a)
-
—_
o
-

Gelenkregion
Gelenkregion

Wahrend bei TF85 und TF107 die beiden Chloratome in Richtung von Phell3 und
Lys68 zeigen (vgl. Abb. 4.9 (c)) sind sie bei TF in Richtung der Gelenkregion (vgl. Abb.
4.9 (d)) gerichtet und zeigen aus der ATP-Bindetasche heraus. Durch die spiegelsym-
metrische Bindung sind auch parallelen in den Bindungsmodi erkennbar. Bel allen drei
Inhibitoren werden sowohl zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen einer Hydroxyl-
gruppe des Inhibitors zu Lys68 und einem konservierten Wassermolekiil hergestellt als
auch Wasserstoffbriickenbindungen zu der Gelenkregion von CK2a (vgl. Abb. 4.9 (b),
rote Kreise).

Wie in Abb. 4.9 (c/d) zu erkennen ist, sind dabei die Inhibitoren durch Elektronendichte
definiert, ausgenommen der aus der ATP-Bindetasche herausragenden 4-Methylphenyl-
(TF) bzw. 4-Methoxyphenylgruppe (TF85/TF107). Durch das anomale Signal der Chlor-
Atome war es des Weiteren moglich, die unterschiedliche Positionierung von TF und
TF85/TF107 eindeutig zu verifizieren.
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4.4.2. E9

E9 (4-[(E)-(fluoren-9-ylidenhydrazinyliden)-methyl]benzoesaure) ist ein AT P-kompetiti-
ver Inhibitor, der sich von bisherigen bekannten Inhibitoren (vgl. Abschnitt 1.5.2) durch
eine neuartige Leitstruktur unterscheidet und, ahnlich wie bereits beschriebene Inhibi-
toren (Lépez-Ramos et al. [2010]), neben der CK2-Kinasefamilie auch PIM-Kinasen
inhibieren kann, insbesondere PIM3. Dieser Inhibitor wurde von Prof. Dr. Issinger aus
Odense zur Verfiigung gestellt. Um einen Einblick in den Bindungsmodus von E9 an
CK2a zu erhalten, wurde E9 mit hsCK2a und zmCK2a kokristallisiert.

OH Abbildung 4.10 | Der Inhibitor E9
O EQ ist ein AT P-kompetitiver Inhibitor, bestehend

X~ _ aus einer Fluorengruppe, die liber ein Hydrazin
mit einer Carboxyphenylgruppe verbunden ist.
O S
N
Die Struktur mit zmCK2a wurde mit der freien Saure E9 erhalten. Durch zur Verfligung
gestelltes E9-Natriumsalz konnte die Loslichkeit verbessert und somit ebenfalls Kristalle

mit hsCK2a erhalten werden.

Kristallisation von E9 mit Mais-CK2a Um E9 erfolgreich mit CK2a zu kristallisie-
ren, wurde zundchst CK2a unter Zugabe von E9 (gelost in 100 % DMSO) inkubiert
(6,5 mg/ml zmCK2a, 666 pM E9, 466 mM NaCl, 23,3 mM Tris pH 8,5, 6,6 % (v/v)
DMSO). 1,5 pl dieser Losung wurden nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei
20 °C mit 1,5 pl Wasser vermengt, es folgte die Durchmischung mit 1 pl der Reser-
voirlosung (20 % (w/v) PEG4000, 0,1 M Hepes pH 7,5, 0,2 M Natriumacetat). Die-
ses Protein-Reservoir-Gemisch wurde daraufhin im Sitting-Drop-Verfahren gegen 500 pl
Reservoirlosung aquilibriert. Nachdem Kristalle gewachsen waren, wurden 150 nl einer
10 mM E9-Losung als Inhibitordepot zu dem Kristallisationsansatz hinzugefiigt. Nach
einer Inkubationszeit von wenigen Tagen konnten die erhaltenen Kristalle weiterverar-
beitet werden. Die Kristalle konnten mit einem Nylonloop erfolgreich in eine Losung
aus 20 % (w/v) PEG4000, 25 % (v/v) Glycerol, 1 mM E9, 0,2 M Natriumcitrat und
0,1 M Hepes pH 7,5 uberfiihrt und fiir eine Minute inkubiert werden, um sie auf den
Vitrifikationsprozess vorzubereiten. Nach dieser Minute wurden die Kristalle wiederum
mit Hilfe eines Nylonloops in Flissigstickstoff tiberfiihrt und bis zur Vermessung an einer
Rontgenquelle darin gelagert. Diese Kristalle wurden an der im Labor zur Verfligung
stehenden Rontgenquelle bis zu einer Auflosung von iiber 1,8 A vorcharakterisiert.

Die Mais-CK2a-Kristalle streuten am Elektronensynchrotron bis zu einer Auflosung von
1,24 A. Der Datensatz wurde mit Hilfe von XDS (Kabsch [2010]) prozessiert, nach mo-
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lekularem Ersatz mit Phaser (McCoy et al. [2007]) unter Verwendung der PDB 1LP4
(vgl. Yde et al. [2005]) konnte eine Kristallstruktur bis zu einem Rgee von 17,53 % ver-
feinert werden. Weitere Details zur Qualitat des Datensatzes sind dem Anhang (A.3) zu

entnehmen.

Kristallisation von E9 mit humanem CK2a Nachdem die Kristallisation der frei-
en E9-Saure mit humanem CK2a zunachst fehlschlug, wurde das Natriumsalz dieses
Molekiils fiir die Kokristallisation mit humanem CK2a verwendet. Es wurde ahnlich vor-
gegangen wie bei der Kristallisation mit dem Mais-Protein: Zunachst wurde CK2a mit
E9 vermengt (10 mg/ml hsCK2a, 3 mM NaE9, 24,5 mM Tris pH 8,5, 455 mM Natri-
umchlorid) und fiir eine Stunde bei 20 °C inkubiert. Fiir die Kokristallisation wurde 1 pl
dieser Losung mit 2,5 pl der Reservoirlosung (30 % (w/v) PEG4000, 200 mM Ammoni-
umacetat, 0,1 M Natriumcitrat pH 5,6) gemischt und im Sitting-Drop-Verfahren gegen
800 pl Reservoirlosung aquilibriert.

Es folgte die Uberfiihrung der Kristalle in mit Glycerol versetzter Reservoirlésung (30 %
(w/v) PEG4000, 5 % (v/v) Glycerol, 2 mM NaE9, 0,2 M Ammoniumacetat und 0,1 M
Tris pH 7,5), bevor die Kristalle mit einem Nylonloop in fliissigem Stickstoff vitrifiziert
wurden. Diese Kristalle wurden ebenfalls bis zur Vermessung am Elektronensynchrotron
in Fliissigstickstoff gelagert. Der ausgewertete Datensatz konnte von einem Kristall ge-
wonnen werden, der bis zu einer Auflésung von 1,85 A streute. Dieser Datensatz wurde
mit XDS (Kabsch [2010]) prozessiert. Das Strukturmodell konnte mit molekularem Er-
satz unter Verwendung der PDB 2PVR (Niefind et al. [2007]) mit Phaser (McCoy et al.
[2007]) gelost und bis zu einem Rgee von 21,33 % verfeinert werden. Weitere Details zur
Strukturqualitat konnen dem Anhang (A.3) entnommen werden. Sowohl Mais- als auch

humanes CK2a kristallisierten in fiir diese Proteine typische Raumgruppen mit ebenfalls

typischen Zellparametern (vgl. Tabelle A.3).

Abbildung 4.11 | Kristalle von CK2a mit E9
Sowohl von Mais-CK2a () als auch humanem
CK2a (r) konnten groBe Kristalle gewonnen
werden, deren Streueigenschaften vollkommen
ausreichend waren, um ein Strukturmodell zu
erstellen. Die Bilder wurden mit Polarisations-
filter erstellt.
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Bindung von E9 In den Kiristallstrukturen wird deutlich, dass die Position des E9 so-
wohl in hs- als auch in zmCK2a sehr ahnlich ist. Lediglich die Position der grolten
funktionellen Gruppe von E9, der Fluorenylgruppe, weicht zwischen den Strukturen ab.
Die Fluorenylgruppe von E9 weist in der Mais-Struktur deutlich starker in Richtung der
N-terminalen Domane, ohne dass dies eine starke Anderung des Bindungsmodus hervor-
ruft. Diese Gruppe zeigt eine ungewohnliche Positionierung, sie liegt auf der Gelenkregi-
on, speziell auf Asn118, auf und ragt somit etwas aus der AT P-Bindetasche heraus (vgl.
Abb. 4.12 (a)).

Die tiefere Lage der Fluorenylgruppe von E9 bei zmCK2a ist dabei auf sequenzielle Un-
terschiede humaner und zmCK2a zurlickzufiihren. In beiden Strukturen werden sowohl
die Fluorenylgruppe als auch die Phenylgruppe durch hydrophobe Interaktionen mit Sei-
tenketten (Met163, Val/Leu45, Val53, lle/Val66, Phel13, lle174, bei unterschiedlichen
Aminosauren ist Mais-CK2a zuerst genannt) stabilisiert.

Die Carboxyphenylgruppe bildet eine Salzbriicke zu Lys68 aus. Durch ein Geflecht aus
Wasserstoffbriicken mit Wassermolekiilen wird die Positionierung weiter gestarkt. Das
Netz aus Wasserstoffbriicken fiihrt bis zum Ser51 der glycinreichen Schleife (vgl. Abb.
4.12 (b)). Des Weiteren ist eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen dem hinteren Stick-
stoffatom der Hydrazingruppe und der Carbonylgruppe des Peptidriickgrats von Valll6
durch ein Wassermolekiil tiberbriickt (vgl. Abb. 4.12 (b); Wasser5 mit der Amino- und
der Carbonylgruppe von Vall116). Die Gelenkregion (vgl. 1.4.2) nimmt in beiden Struk-

turen eine offene Konformation ein.

hsCK2a o
(a) zmCK2a .3 &

Wasserl ’ j

V/L45 \I/VG6.
N~

CX4945

Abbildung 4.12 | Bindung von E9 an CK2a

(a) E9 bindet sowohl an humanem (griin) als auch an Mais-CK2a (braun) in dhnlicher Weise,
die sequenziellen Unterschiede zwischen den Enzymen (V/L45, 1/V66; Mais-CK2a zuerst ge-
nannt) fiihren zu einer unterschiedlichen Positionierung der Fluorenylgruppe. (b) Die Interaktion
von E9 mit CK2a wird, neben den hydrophoben Interaktionen, iiber Wasserstoffbriickenbindun-
gen stabilisiert, die teilweise liber Wassermolekiile tberbriickt werden. Die Positionierung der
Carboxyphenylgruppe entspricht derjenigen bei CX4945 (Ferguson et al. [2011], vgl. 1.5.3). Ab-
bildungen reproduziert und verandert aus Guerra et al. [2015c]|, mit freundlicher Genehmigung
von Elsevier.
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4.4.3. ARC3140 und ARC1502

Sowohl ARC3140 als auch ARC1502 sind Bisubstratinhibitoren, die von dem Kooperati-
onspartner Prof. Dr. Uri aus Tartu, Estland, entwickelt und produziert wurden. ARC1502
bindet an CK2 mit einem Ky von 0.52 nM (Enkvist et al. [2012]), die Bindung von
ARC3140 ist etwas starker (K4 ca. 0,2 nM, personliche Mitteilung). Diese Inhibitoren
wurden entwickelt, um zwei unterschiedliche Bindestellen von CK2a mit einem Molekiil
anzusteuern: Zum einen die ATP/GTP-Bindestelle iiber einen ATP-kompetitiven Teil,
zum anderen die Substratbindestelle liber einen peptidischen Teil, der iiber einen Linker
mit dem ATP-kompetitiven Teil verbunden ist.

NH,
ARC3140 v 7
, \\ o) /lkOH OH O OH O
W\/\)L \)k NH\:/LLNH NH\:)J\N OH
| = =
0O _ OH O <_ _OH
a g i e ol
ARC1502 2 e o
AOH o OH O OH O /5;
oH

YOH 0 OH O WOH

o 0]

N
Br Q\ 0] z
NM : NHMU\ NH\/U\ NH\/{L
NHY - NH : NH : NH
Br I : :
Br \H/
Br o

Abbildung 4.13 | Die Inhibitoren ARC1502 und ARC3140

ARC3140 und ARC1502 sind Bisubstratinhibitoren, zusammengesetzt aus einem ATP-
kompetitiven Teil (TIBI bei ARC3140 und TBI bei ARC1502, in grau), einem aliphatischen
Linker (griin) und einem substratkompetitiven peptidischen Teil (blau).

Bei dem peptidischen Teil dieser Inhibitoren handelt es sich um ein D-Aspartat und flinf
L-Aspartate, abgeschlossen durch ein L-Lysin. Der AT P-kompetitive Teil ist bei beiden
Inhibitoren (iber einen aliphatischen Linker mit dem peptidischen Teil verbunden. Der
Unterschied beider Inhibitoren liegt im ATP-kompetitiven Teil der Inhibitoren: Wahrend
der ATP-kompetitive Teil von ARC1502 von Tetrabromobenzimidazol (TBI) abgeleitet
ist, basiert der ATP-kompetitive Teil von ARC3140 auf Tetraiodobenzimidazol (TIBI).
Sowohl TBI als auch TIBI sind seit langerem bekannte ATP-kompetitive Inhibitoren von
CK2a (Gianoncelli et al. [2009], Zien et al. [2005]).
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Kristallisation ARC3140 und ARC1502 wurden wie viele andere Bisubstratinhibito-
ren kristallisiert. 1 pl einer CK2a-Losung (6-8 mg/ml, 1 mM Inhibitor in 10 % DMSO,
22,5 mM Tris pH 8,5, 450 mM NaCl) wurde in einem Verhaltnis von 1:2,5 mit der
Reservoirlosung (30 % (w/v) PEG4000, 0,2 M Ammoniumacetat, 0,1 M Natriumcitrat
pH 5,6) vermischt und in einer 96-Well-Kristallisationsplatte gegen 100 pl Reservoirlo-
sung aquilibriert. Dabei musste bei ARC1502 nach ein bis zwei Tagen der Aquilibrie-

rung mit 200 nl einer Seedlosung (1:1000) das Kristallwachstum induziert werden, in
dem Ansatz mit ARC3140 wuchsen Kristalle auch ohne Animpfen. Die CK2a-ARC3140
Kristalle waren kleiner als diejenigen von ARC1502, dafiir jedoch dreidimensionaler (vgl.
Abb. 4.14).

Abbildung 4.14 | Kristalle von CK2a
mit ARC3140 oder ARC1502
Sowohl ARC1502 (a) als auch
ARC3140 (b) wurden mit CK2a
kokristallisiert, ARC1502 in breiten
Platten, ARC3140 eher globular. (Die
Bilder wurden unter Verwendung eines
Polarisationsfilters erstellt).

Strukturlosung Beide Kristalle zeigten am Synchrotron ein gutes Streuverhalten. Von
ARC1502 konnte ein Datensatz bis zu einer Auflésung von 2,35 A in der Raumgruppe
P2, gesammelt werden. Nach der Auswertung der Rohdaten mit XDS (Kabsch [2010])
folgte die Strukturlosung durch molekularen Ersatz mit Phaser (McCoy et al. [2007]),
die Struktur 2PVR (Niefind et al. [2007]) wurde als Matrize verwendet.

Von CK2a in Komplex mit ARC3140 konnte ein Datensatz bis zu einer Auflosung von
1,59 A gesammelt werden. Durch die gewihlte Wellenlinge von 1,12713 A konnte ein
starkes anomales Signal gemessen werden. Diese Daten konnten in der Raumgruppe
P2,2;2; mit XDS (Kabsch [2010]) indiziert und integriert werden, sodass eine experi-
mentelle SAD-Phasierung moglich war. Die Verwendung des anomalen Signals der lod-
Atome des Inhibitors (bis zu einer Auflésung von 2,7 A) erméglichte die Bestimmung
der Positionen von 14 lod-Atomen mit Hilfe von phenix.autosol (Terwilliger et al. [2009],
vgl. Abb. 4.15 (a)).
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Abbildung 4.15 | CK2a interagiert mit ARC3140 und ARC1502

(a) Durch Autosol wurden bei der CK2a-ARC3140-Struktur 14 Positionen von anomalen Streu-
ern erkannt, die zur Strukturlosung verwendet wurden (anomale Elektronendichte in orange,
3,5 6). (b) Beide Inhibitoren binden ahnlich in der ATP-Bindetasche, wobei ARC3140 etwas
tiefer in die Tasche hineinragt und ARC1502 ndher an der Gelenkregion positioniert ist. (c) Der
AT P-kompetitive Teil von ARC1502 ist gut durch Elektronendichte definiert (Elektronendichte
in griin auf 1 ¢ Level). (d) ARC3140 bindet dreimal an CK2a, wobei der TIBI-Teil bei allen drei
Untereinheiten von Elektronendichte umgeben ist (1 ¢ Level).

Sowohl der ARC3140- als auch der ARC1502-Datensatz konnten zu akzeptablen R-
Werten verfeinert werden, die Topologie der Inhibitoren wurde mit Prodrg (Schiittelkopf
und van Aalten [2004]) und phenix.elbow (Moriarty et al. [2009]) erstellt. Statistische
Daten zu den Kristallstrukturen kdnnen dem Anhang (Tabelle A.4) entnommen werden.
Von den 14 lokalisierten anomalen Streuern in der ARC3140-hsCK2a-Struktur gehorten
zwolf lod-Atome zu den drei an CK2a gebundenen ARC3140-Molekiilen. Zwei weitere
anomale Streuer stammen anscheinend von Strahlenschaden an gebundenen lod-Atomen
die — zumindest partiell — von den ARC3140-Molekiilen abgespalten wurden. Ein dritter
anomaler Streuer wurde nicht von Autosol fiir die Strukturlosung verwendet und liegt tief
in der ATP-Bindetasche. Bei der ARC1502-Struktur wurde an der gleichen Position ein
Wassermolekiil modelliert (vgl. Abb. 4.15 (b, c), violette Sphare unterhalb von Phel13).
Es ist zu sehen, dass der Inhibitor nicht nur an der ATP-Bindenische bindet, sondern auch
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zweimal an der C-terminalen Domane von CK2a (vgl. 4.15 (d)). Dabei entspricht eine
dieser beiden Bindestellen der CK2a/B-Interaktionsstelle, die zweite Bindestelle scheint

einen Kristallkontakt darzustellen.

ARC3140: Die ATP-kompetitive Bindestelle Der ATP-kompetitive Teil des Inhibi-
tors bindet in der ATP-Bindetasche. Dabei weisen die beiden zentralen lod-Atome in
Richtung der Gelenkregion und bilden mit den Carbonylgruppen der Peptidbindungen
von Glull4 und Vall116 Halogenbindungen aus. Das am weitesten innen liegende lod-
Atom wird durch eine I-;t-Bindung mit Phel13 orientiert. Die Bindungslange zwischen
dem lod-Atom und dem Zentroid der Phel13-Seitenkette betrigt dabei 3,7 A in einem
Winkel von 167,3°. Die vielen hydrophoben Seitenketten (Met163, 11e95+174, Leu45,
Val53+66) auf der oberen und unteren Seite der AT P-Bindetasche stabilisieren ebenfalls

die Lage des Inhibitors. Sowohl der Linker als auch der peptidische Teil des Inhibitors
sind nicht durch Elektronendichte definiert (vgl. Abb. 4.16 (a)).

Abbildung 4.16 | Drei Bindungsstellen von ARC3140

(a) ATP-kompetitive Bindung von ARC3140 an CK2a: Zwei lod-Atome bilden Halogenbindungen
zu Carbonylgruppen der Gelenkregionen aus, ein drittes lod-Atom wird durch eine |-m-Bindung
mit F113 gebunden. (b) Bindung von ARC3140 an der CK2a,/B-Bindestelle: Neben Interaktio-
nen mit der CK2a/B-Bindestelle interagiert dieses ARC3140-Molekiil ebenfalls mit H236 eines
symmetrieaquivalenten CK2a. (c) Bindung am Kristallkontakt: ARC3140 ist auf der Oberflache
von CK2a positioniert und interagiert stark mit der C-terminalen Domane des symmetrieaqui-
valenten CK2a (blau, Residuen sind mit * markiert). Bei allen Inhibitor-Molekiilen ist sowohl der
Linker als auch der peptidische Teil des Inhibitors nur rudimentar von Elektronendichte umgeben
(Elektronendichte: 1 ¢ Level).

ARC3140: Die CK2a/CK2p-Interaktionsstelle ARC3140 bindet an der Position, an
der auch CK2B mit CK2a interagiert (vgl. dazu Abschnitt 1.4.4). Zwei der vier lod-Atome
(vgl. Abb. 4.16 (b)) bilden Halogenbindungen zu Carbonylgruppen der Peptidbindung von
Tyr39 und Thr108. Des Weiteren wird die Position des AT P-kompetitiven Teils des Inhi-
bitors wiederum durch ein Geflecht an hydrophoben Wechselwirkungen sowohl zwischen
den lod-Atomen als auch zwischen dem Benzimidazolrest und hydrophoben Seitenket-
ten von CK2a (Pheb4, Leu40, Val67, 1le69 und Vall01) stabilisiert. Zu beachten ist in

7”7



4. Ergebnisse

diesem Fall, dass die Position des AT P-kompetitiven Teils des Inhibitors ebenfalls durch
eine Ti-1-Stapelung zwischen dem His236 des benachbarten CK2a-Molekiils und dem

Benzimidazolrest fixiert wird.

ARC3140: Die Kristallkontakt vermittelnde Bindestelle Diese Bindestelle liegt an
der Schnittstelle zweier benachbarter CK2a-Molekiile im Kristall. Es ist nicht festzustel-
len ob der ATP-kompetitive Teil des Inhibitors primar an die N-terminale Domane oder
an die C-terminale Domane von CK2a bindet.

Zwei der lod-Atome (vgl. Abb.4.16 (c)) binden iiber Halogenbindungen an die Carboxy-
gruppen zweier Aspartate an der C-terminalen Domane von CK2a. Des Weiteren wird
die Position des ATP-kompetitiven Teils und auch (zumindest teilweise) des Linkers von
ARC3140 durch hydrophobe Seitenketten sowohl der C-terminalen Domane (Tyr239,
Val243, Arg268, 1e272 und Leu273) als auch der N-terminalen Domane (Leu40, Val42
und Phe54) stabilisiert.

ARC3140: CK2p-Kompetition Dass ARC3140 CK2a ATP-kompetitiv inhibiert wur-
de bereits von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uri, Tartu gezeigt. Dabei konnte eine
starke Bindung mit einer Dissoziationskonstante von 0,2 nM bestimmt werden (person-
liche Mitteilung von Prof. Dr. Uri).

Da in der Kristallstruktur jedoch drei verschiedene potenziell physiologische Bindestellen
zu erkennen sind, sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, inwieweit die
Bindung von ARC3140 zu der CK2a/CK2B-Bindestelle auch biologische Relevanz hat
oder lediglich ein Kristallisationsartefakt darstellt. Dabei wurde ein Test verwendet, der
sich der Anderung der Fluoreszenzanisotropie bedient (vgl. Hochscherf et al. [2015]).
CK2a wurde, wie in Abschnitt 2.14 beschrieben, mit einem CK2B-simulierenden fluo-
reszenzmarkierten Peptid beladen, welches mit dem zu untersuchenden Inhibitor um die
Bindungsstelle an CK2a konkurriert. Durch die schlechtere Besetzung von CK2a mit
dem fluoreszenzmarkierten Peptid nimmt die Fluoreszenzanisotropie ab.

In diesem Versuch wurde ARC3140 in Konzentrationen zwischen 3 nM bis 75 pM einge-
setzt, die Konzentrationen von CK2a und fluoreszenzmarkiertem Peptid betrugen 0,1 yM
und 3 uM. Die Ansatze wurden direkt nach dem Ansetzen an einem ELISA-Reader aus-
gelesen. Fir den Versuch wurden zwei verschiedene Margen des Inhibitors verwendet.
Dabei wurde der Inhibitor zunachst in DMSO gelost. Die DMSO-Endkonzentration wur-
de im Versuch konstant bei 1 % (v/v) DMSO gehalten.

Aus der Anisotropieanderung (vgl. Abb. 4.17 (a)) ist zu erkennen, dass ab einer Konzen-
tration von ca. 10 yM ARC3140 eine Inhibition der CK2a/Peptid-Interaktion stattfindet,
es konnte ein ICso-Wert von 89,7 £ 9,3 uM und ein K; (mit Hilfe des Ki-CaIcuIators[S]) von

Blhttp://swi6.im.med.umich.edu/software/calc_ki/
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12,9 £ 2,4 uM ermittelt werden. Bei der Kalkulation wurde die Bindung von ARC3140
an der ATP-Bindestelle mit einbezogen.
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Abbildung 4.17 | Interaktion von ARC3140 mit CK2

(a) Fluoreszenzanisotropie-Assay: Die Interaktion von CK2a und zyklischem Peptid wird von
ARC3140 mit einem Kj von 12,9 puM inhibiert. (b) ITC-Messung: Die Rohdaten (oberer Graph)
wurden mit einem 2-Bindestellen-Modell ausgewertet (unterer Graph), resultierend in zwei Dis-
soziationskonstanten.

ARC3140: ITC Um einen Uberblick iiber die Anzahl der tatsichlich an CK2a bin-
denden ARC3140-Molekiile zu erhalten, wurden ITC-Experimente durchgefiihrt. Dabei
wurden in 18 Injektionen jeweils 2,5 pyl CK2a in einer Konzentration von 175 pM zu dem
in der Zelle vorgelegten ARC3140 in einer Konzentration von 14,36 pM hinzu pipettiert.
Dies geschah in einem Puffer aus 10 % (v/v) DMSO, 500 mM NaCl und 25 mM Tris
pH 8,5.

Bei der ITC-Messung von CK2a mit ARC3140 konnten zwei Messungen durchgefiihrt
werden. Dabei wird deutlich, dass mindestens zwei Bindeereignisse stattfinden, eine star-
ke Bindung (Kga: 3,23 nM) und eine schwache Bindung (Kgp: 185 pM). Weitere sich
tiberlagernde Bindeereignisse konnen allerdings nicht ausgeschlossen werden. Da das mo-
lare Verhaltnis deutlich unter zwei lag, ist es naheliegend, dass die Konzentration von
ARC3140 nicht exakt genug bestimmt wurde, um eine sichere Aussage liber die molaren
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Verhaltnisse zu geben. Aus Ermangelung an Inhibitor-Substanz konnten die Messungen

nicht wiederholt oder die Konkurrenz von ARC3140 zu CK2p gemessen werden.

4.5. Struktur von CK2Andante

Die Mutation im CK2B-Gen, die in Drosophila melanogaster zu dem Andante-Phanotyp
fiihrt, wurde 1991 durch Konopka et al. produziert, indem durch Strahlung Genscha-
den in Drosophila eingebracht wurden. Diese Mutation fiihrt zu der Implementierung
eines Isoleucins anstelle eines Methionins an Position 166 (Konopka et al. [1991], Akten
et al. [2003]). Es konnte bereits gezeigt werden, dass diese Mutation, iibertragen auf
das humane CK2B-Gen, keinen Einfluss auf biochemische Eigenschaften des Proteins
hat. Ebenso hat die Mutation keinen Einfluss auf die Stabilitat des CK2-Holoenzyms,
die CK2B-Untereinheiten bilden weiterhin ein Dimer, an das zwei CK2a-Untereinheiten
gebunden sind (Rasmussen et al. [2005]).

4.5.1. Reinigung des Proteins

Das CK2Anante_Holoenzym wurde in Danemark in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Issin-
ger aufgereinigt. Dabel wurde ausschlielich heterolog in E. coli exprimiertes humanes
Protein verwendet und die Andante-Mutation auf das humane CK2B-Gen lbertragen.
Das erhaltene Protein wurde auf Sauberkeit lberpriift, eine weitere Aufreinigung durch
Gelfiltration erwies sich als unnétig (vgl. Abb. 4.4).

Das aufgereinigte Protein wurde, da es bereits biochemisch charakterisiert wurde (Ras-
mussen et al. [2005]), zur Kristallisation eingesetzt, um einen Einblick in die quartare
Struktur zu erhalten.

Da die Mutation im Bereich der CK2a/B-Interaktionsflache liegt (Niefind et al. [2001])
war es moglich, dass der Effekt dieser Mutation in Drosophila melanogaster auf ein ver-
andertes Interaktionsmuster von CK2a und CK2B hindeutet, ohne dabei einen Einfluss

auf die CK2a,p,-Stochiometrie zu haben.

4.5.2. Kristallisation

Fir die Kristallisation wurde das aufgereinigte Protein mit einer Konzentration von
3 mg/ml eingesetzt, komplementiert mit 0,85 mM AMPPCP oder AMPPNP, 0,17 mM
CK2 Substratpeptid (Aminosauresequenz: RREEETEEE), 1,7 mM MgCl, und 250 mM
Guanidinhydrochlorid. Von dieser Losung wurden je 8,2 pl mit 1,3 pl Reservoirlosung
(18 % (w/v) PEG8000, 0,2 M Calciumacetat und 0,1 M Natriumcacodylat pH 7,0)
vermengt und bei 20 °C gegen 750 pl Reservoirlosung im Sitting-Drop-Verfahren dqui-
libriert. Die Kristalle erschienen nach wenigen Tagen und wurden in Reservoirlosung,
inklusive 20 % (v/v) Glycerol, fiir die 100 K Synchrotron-Messung vorbereitet, indem
die Kristalle mit Hilfe eines Nylonloops aus dem urspriinglichen Tropfen geangelt und fur
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ein bis zwei Minuten in der Reservoirlosung mit Glycerol inkubiert wurden. Im nachsten

Schritt wurde der Kristall mit Hilfe eines Nylonloops geerntet und in fliissigem Stickstoff

vitrifiziert.

Abbildung 4.18 | Kristalle des
CK2Andante_Holoenzyms

CK2Andante vy rde in zwei Raumgrup-
pen kristallisiert: (a) C2 und (b) P2;.

Die Kristalle wurden am Synchrotron vermessen und streuten bis zu einer Auflésung von
5-3,3 A, wobei die Kristalle vornehmlich in zwei Raumgruppen indiziert werden konnten,
C2 und P2;. Es konnte ein Datensatz (kristallisiert mit AMPPCP) in der Raumgruppe C2
bis zu einer Aufldsung von 3,3 A gewonnen werden, ein zweiter Datensatz (kristallisiert
mit AMPPNP) in der Raumgruppe P2; konnte bis zu einer Auflosung von 4,09 Aindiziert
werden. Dabei ist die Kristallpackung der Kristalle sehr ahnlich. Sie unterscheiden sich
im Wesentlichen nur in der Anzahl der Heterotetramere in der asymmetrischen Einheit.
In der Raumgruppe C2 befindet sich ein Heterotetramer in der asymmetrischen Einheit,
in der Raumgruppe P2; sind es derer zwei (vgl. Abb. 4.19 (b)). Statistiken zu den

Datensatze konnen dem Anhang (A.5) entnommen werden.

4.5.3. Auswertung des C2-Datensatzes

Wahrend der P2;-Datensatz mit einer Auflésung von 4,09 A nicht fiir die Strukturldsung
verwendet wurde, konnte der C2-Datensatz bis zu einem Rsee von 25,1 % verfeinert wer-
den, viele wichtige Merkmale konnten dabel mit Elektronendichte dargestellt werden.
Bei beiden CK2a-Untereinheiten im CK2AMdante_Holoenzym (vgl. Abb. 4.19 (a)) gibt es,
auller bei einigen terminalen Residuen, keine Bereiche, die nicht durch Elektronendich-
te definiert sind, die AMPPCP-Molekiile eingeschlossen. Dies gilt mit Einschrankungen
auch fur die CK2B-Untereinheiten. Sowohl die Dimerisierungsflache der beiden CK2B-
Untereinheiten als auch die CK2a/B-Interaktionsflachen konnen gut mit Elektronendich-
te dargestellt werden, ebenso sind die beiden im CK2B-Dimer gebundenen Zink-lonen
eindeutig zu erkennen.

Eine Ausnahme stellen die C-terminalen Residuen (Aminosdauren 206-215) von CK2p
dar: Diese intrinsisch ungeordneten Peptidregionen (intrinsically disordered peptide regi-
ons, IDPs) sind in dieser Kristallpackung nicht zu sehen, des Weiteren ist der N-Terminus
vor Val7 nicht mit Elektronendichte darstellbar.
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Abbildung 4.19 | Das Holoenzym CK2Andante
(a) Das CK2Adante_Holoenzym besteht aus zwei CK2a-Untereinheiten (mit gebundenem AMPP-

CP) und zwei CK2B-Untereinheiten. (b) Die beiden Kristallstrukturen unterscheiden sich nur in
der Anzahl der Molekiile in der asymmetrischen Einheit. C2 (blau): 1 Molekil, P2; (rot): 2
Molekiile. (c) Die Gelenkregion von CK2a, liegt im CK2Andante_Holoenzym in der offenen Kon-
formation vor, die AMPPCP-Molekiile sind durch Elektronendichte definiert. (d) Der CK2a/pB-
Interaktionsraum ist gut mit Elektronendichte definiert und wildtypisch (in grau: Residuen aus
4DGL). (e) Alignment der CK2p-Untereinheiten: Symmetrische Untereinheiten (CK2Adante) jp
rot und orange, asymmetrische Untereinheiten (PDB-ID: 1JWH) in grau und blau. Level der Elek-
tronendichte in Abbildungen: 1 o; Abb. a, ¢, d und e reproduziert und verandert aus Schnitzler

et al. [2014], mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Makro-Features Das CK2Adante_Holoenzym zeigt den gleichen heterotetrameren Auf-
bau (vgl. Abb. 4.19 (a)) wie das wildtypische Holoenzym (PDB-ID: 1JWH (Niefind et al.
[2001]) bzw. 4DGL (Lolli et al. [2012])). Es besteht aus einem zentralen CK2B-Dimer,
an das zwei CK2a-Untereinheiten gebunden sind. Dabei ist in beiden ATP-Bindetaschen
Elektronendichte zu erkennen, in die sowohl AMPPCP als auch zwei Magnesium-lonen
modelliert wurden. Das bei der Kristallisation verwendete Substratpeptid ist nicht zu er-
kennen. Pragnantestes Merkmal der CK2AMante_Holoenzymstruktur, verglichen mit der
Kristallstruktur des wildtypischen Holoenzyms (vgl. Niefind et al. [2001], Lolli et al.
[2012]), ist die deutlich hohere Symmetrie zwischen den jeweiligen Untereinheiten. Zer-
legt man das Holoenzym in zwei Einheiten, bestehend aus einer CK2B-Untereinheit und
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der daran gebundenen CK2a-Untereinheit und tiberlagert sie, so wird dieser Unterschied
in der inneren Symmetrie deutlich (vgl. Abb. 4.19 (e)).

ATP-Bindetasche Die ATP-Bindetasche nimmt in der CK2A"ante_Holoenzymstruktur
eine Form ein, wie sie auch im wildtypischen Holoenzym bzw. CK2a vorliegt (vgl. Abb.
4.19 (c)). Dabei ist die Adeningruppe des ATP-Analogons AMPPCP iiber zwei Was-
serstoffbriicken mit der Gelenkregion verbunden. Die Gelenkregion nimmt die in 1.4.2

beschriebene offene Konformation ein (vgl. Abb. 4.19 (c)).

Andante-Mutation in CK2B Die Mutation im CK2B-Gen fiihrte zu einem Austausch
des Methionins 166 gegen ein Isoleucin. Dieser Austausch in der Helix aF von CK2p ist
in der Elektronendichte zu erkennen, allerdings hat dieser recht konservative Austausch
augenscheinlich keinerlei Einfluss auf die direkte Umgebung im Heterotetramer. Sowohl
CK2p als auch CK2a zeigen eine wildtypische Sekundar- und Tertiarstruktur. Dies betrifft
ebenfalls die an der CK2a/B-Interaktion beteiligten Seitenketten wie Phe190 aus CK2p
und Leu51 und Pheb4 aus CK2a (vgl. Abb. 4.19 (d)).

4.6. Die Proteinvarianten der Gelenkregion

Die Gelenkregion von hsCK2a kann sowohl eine offene als auch eine geschlossene Kon-
formation einnehmen (vgl. Abschnitt 1.4.2). Die geschlossene Konformation entspricht
dabei der typischen Konformation anderer ePKs, die offene Konformation wurde bis-
her bei Strukturen von CK2a auch aus anderen Organismen (z. B. Mais (Niefind et al.
[1998]) oder Hefe (Liu et al. [2014])) beobachtet.

Bei dieser Konformationsanderung spielt neben dem Residuum Phel21 (vgl. Abschnitt
1.4.2) ebenfalls die Position Tyr125 eine wichtige Rolle indem die Seitenkette in der
geschlossenen Konformation die Position der Seitenkette von Phel21 in der offenen
Konformation einnimmt. Diese Residuen sind auch innerhalb der CK2a-Proteine konser-
viert (vgl. Abb. A.2, rot umrandet).

Um den Einfluss dieser Residuen auf die Formierung der beiden Konformationen zu un-
tersuchen, wurden vier Proteinvarianten kristallisiert, in denen diese beiden Residuen
ausgetauscht wurden. F121A, F121M und Y125A wurden gewahlt, da die Seitenketten
von Phel21 und Tyr125 die zentrale Rolle in hsCK2a flir die Konformation der Gelenk-
region spielen. Mit dem Austausch des Phel21 zu Methionin sollte eine ePK-typische
geschlossene Formation forciert werden. H115Y war als Proteinvariante geplant, in der
hsCK2a sowohl an zmCK2a als auch an hsCK2a' angeglichen wurde, welche beide ein
Tyrosin an dieser Position tragen und bisher ausschlielich in der offenen Konformation

kristallisiert wurden.
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4.6.1. Kristallisation

Die vier Proteinvarianten wurden in zwel verschiedenen Raumgruppen kristallisiert. Dabei
wurde Emodin als Inhibitor verwendet, da es keine Wasserstoffbriicken zu der Gelenkre-
gion ausbildet (Battistutta et al. [2000]). Es wurde jeweils gezielt in der Raumgruppe
P432,2 geziichtet. Eine frilhere Analyse hatte gezeigt, dass die Konformation der Gelen-
kregion in dieser Kristallpackung weitestgehend unbeeinflusst von Kristallkontakten ist
(Klopffleisch et al. [2012]). Die zusatzliche Kristallisation in der Raumgruppe P2; fiihrt
zu Strukturen mit hoheren Auflosungen, allerdings ist die Gelenkregion starker an der
Ausbildung von Kristallkontakten beteiligt. Trotzdem konnte CK2a in dieser Kristallpa-
ckung unter Niedrigsalz-Kristallisationsbedingungen sowohl mit der Gelenkregion in der
offenen Konformation als auch in der geschlossenen Konformation kristallisiert werden
(vgl. Klopffleisch et al. [2012]).

Alle Proteinvarianten wurden bereits gereinigt zur Verfiigung gestellt (vgl. Abschnitt
4.2.4) und lediglich auf die fiir die Kristallisation notwendige Proteinkonzentration zwi-

schen 6 und 8 mg/ml konzentriert.

Kristallisation in der Raumgruppe P45;2,2 Durch das Austesten und Variieren ver-
schiedener bereits bekannter Kristallisationsbedingungen wurde eine Bedingung (beste-
hend aus 0,1 M Natriumcitrat pH 6, 0,2 M Ammoniumsulfat und 30 % PEGB8000) als
effizienteste Kristallisationsbedingung identifiziert. Die Proteinvarianten F121A, F121M
und Y125A wurden unter identischen Bedingungen kristallisiert, indem die Proteine zu-
nachst mit Emodin (gelost in DMSO, 2 mM Endkonzentration) vorinkubiert wurden.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die Ansatze fiir 15 Minuten bei 4 °C
und 10000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und daraufhin im Verhaltnis 1:1
mit der Reservoirlosung inkubiert. Diese Mischung wurde daraufhin gegen 1 ml Reser-

voirlosung aquilibriert.
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Abbildung 4.20 | Kristalle der CK2a-Varianten
Alle hsCK2a-Varianten konnten in zwei Raumgruppen (P2;: a-d und P432;2: e-h) erfolgreich
kristallisiert werden, a+e: F121A, b+f: F121M, c+g: Y125A, d+h: H115Y).

Die Kiristallisation von H115Y wurde durch den Austausch des Ammoniumsulfats ge-
gen Lithiumsulfat in der Reservoirlosung erreicht. Das Protein wurde in einem Protein-
Reservoir-Verhaltnis von 3:1 eingesetzt. Als Vitrifikationslosung wurde immer die Re-
servoirlosung, versetzt mit 10 % Glycerol, verwendet. Alle Kristalle wurden ein bis zwei

Minuten lang in dieser Losung inkubiert und in flissigem Stickstoff vitrifiziert.

Kristallisation in der Raumgruppe P2; Die Proteinvarianten wurden kristallisiert,
indem die jeweilige Proteinlosung (in Lagerpuffer) mit 10 mM Emodin (in DMSO) ver-
setzt wurde (Endkonzentration: 2 mM). Diese Losung wurde 30 Minuten inkubiert und
in einem Protein-Reservoir-Verhaltnis von 1:2,5 mit der Reservoirlosung (32 % (w/v)
PEG4000, 0,2 M Ammoniumacetat, 0,1 M Natriumcitrat pH 5,6) vermengt. 3,5 pl dieser
Losung wurden gegen 100 pl Reservoirlosung in der Sitting-Drop-Methode aquilibriert.
Nach ein bis zwei Tagen Aquilibrierung wurden diese Tropfen mit 150 nl einer Impflésung
mit Kristallkeimen angeimpft, innerhalb einer Woche waren Kristalle gewachsen.

Diese Kristalle wurden fiir ein bis zwei Minuten in einer Vitrifikationslosung, bestehend
aus der Reservoirldsung mit 5-10 % (v/v) Glycerol, inkubiert und in flissigem Stickstoff

vitrifiziert.
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4.6.2. Daten und Strukturen

Von den Kristallen konnten acht Datensatze gewonnen werden. Diese Datensatze wur-
den mit dem Programm XDS (Kabsch [2010]) prozessiert. Der molekulare Ersatz wurde
mit PHASER (McCoy et al. [2007]) unter der Verwendung von 3NGA (Ferguson et al.
[2011], fiir die Datensatze in der Raumgruppe P432;2) und 2PVR (Niefind et al. [2007],
fir die Datensatze in der Raumgruppe P2;) durchgefiihrt.

Die Kristallstrukturen in der Raumgruppe P432,2 unterscheiden sich dabei durch zentrale
Eigenschaften von denen der Raumgruppe P2;: Wahrend die asymmetrische Einheitszel-
le in der Raumgruppe P452,2 zwei Molekiile CK2a enthalt, beinhaltet die asymmetrische
Einheitszelle der Raumgruppe P2; ein Molekiil CK2a. Des Weiteren ist der Losungsmit-
telgehalt (vgl. Matthews [1968]) unterschiedlich. Die Raumgruppe P432,2 besitzt einen
Losungsmittelgehalt von ca. 61 %, die Raumgruppe P2; einen Losungsmittelgehalt von
ca. 37 %, die CK2a-Molekiile liegen im Kristall deutlich enger aneinander. Statistiken

zu den Kiristallstrukturen konnen dem Anhang (A.6, A.7, A.8, A.9) entnommen werden.

Tabelle 4.1 | Kristallisierte Proteinvarianten
Die vier Proteinvarianten F121A, F121M, Y125A und H115Y wurden jeweils in zwei
Raumgruppen kristallisiert.

Variante Raumgruppe Gelenkregion Auflosung [A]
F121A P432,2 offen 2,199
F121M P432:2 geschlossen 2,698
Y125A P432:2 geschlossen 3,147
H115Y P432,2 geschlossen 2,446
F121A P2; geschlossen 1,745
F121M P24 geschlossen 1,701
Y125A P2, geschlossen 1,622
H115Y P2 geschlossen 1,698

Die erhaltenen Kristallstrukturen unterscheiden sich nicht ausschliellich in der Formati-
on der Gelenkregion (vgl. Abb. 4.21 (b)), auch die f4/B5-Schleife (vgl. Abb. 1.10 (a),
4.21 (a)) liegt in allen P2; und in der P432,2-H115Y-Struktur in der geschlossenen
Konformation vor, in den anderen Strukturen in der Raumgruppe P432:2 in der offenen
Konformation. In allen Kristallstrukturen ist in jeder ATP-Bindetasche ein gebundenes
Emodin-Molekiil zu sehen (vgl. Abb. 4.21 (b)), welches auch durch Elektronendichte
definiert ist.

Die Gelenkregion unterscheidet sich stark zwischen den Varianten: Sowohl die beiden
Proteinketten der P432,2-Kristallstruktur als auch die Proteinkette der P2;-Struktur
von H115Y liegen in einer geschlossenen Konformation vor, die Seitenkette von Tyr125
ist allerdings in beiden Ketten der P432,2-Struktur nicht definiert. Phel21 ist ebenfalls
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nicht komplett durch Elektronendichte definiert (vgl. Abb. 4.21 (c)).

Im Gegensatz dazu sind die beiden Seitenketten Phel21 und Tyr125 von H115Y in der
P2,-Struktur sehr gut durch Elektronendichte dargestellt. In allen drei Proteinketten
(sowohl P2; als auch P432;2) ist der H115Y-Austausch dieser Variante gut erkennbar.
Besonders in der P2; ist gut zu sehen, dass sich an Position 115 anstelle eines Histidins
ein Tyrosin befindet. Da diese Variante keinen Austausch in der Helix aD aufweist, wurde

sie fur die strukturelle Untersuchung der Gelenkregion als wildtypisch angesehen.

H115Y F121M Y125A F121A

Abbildung 4.21 | Kristallstrukturen der Gelenkregion-Varianten

(a) Alle Strukturen der Proteinvarianten zeigen die typische Faltung von CK2a und unterscheiden
sich lediglich in der Konformation der Gelenkregion (roter Kreis) und der p4/p5-Schleife (grii-
ner Kreis). (b) In allen Strukturen ist ein Emodin-Molekiil in der ATP-Bindetasche gebunden
(blauer Kreis). (c-f) die hsCK2a-Varianten in der Raumgruppe P43212 liegen in der geschlosse-
nen Konformation (c-e) und F121A in der offenen Konformation (f) der Gelenkregion vor. Die
Strukturen der Proteinvarianten sind bei (c-f) jeweils tiberlagert mit 2PVR (offene Gelenkregion,
AMPPN, rosa) und 3BQC (geschlossene Gelenkregion, gelb) der Kristallstruktur. Dargestellte
Elektronendichte: 1 o.

Bei der Proteinvariante F121M ist in allen Proteinketten das eingebrachte Methionin

klar von Elektronendichte umgeben, Tyrl125 ist fiir die geschlossene Konformation ty-
pisch positioniert (vgl. Abb. 4.21 (e)). Das Ersetzen des Tyr125 durch Alanin in der
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Proteinvariante Y125A fiihrt dazu, dass Phel21 in der fiir die geschlossene Konformati-
on typischen Position tiefer in das Protein hineinragt, was bei den beiden Proteinketten
der P432,2-Struktur auffallig ist (vgl. Abb. 4.21 (d)). Bei der P2;-Struktur ist dieses
Merkmal nicht so ausgepragt.

Der Austausch des Phel21 durch Alanin fiihrt in der P432,2-Struktur zu einer offenen
Konformation der Gelenkregion, die Seitenkette des Tyrl25 ragt tief dort ein, wo in
der geschlossenen Konformation die Seitenkette des Phel21 im wildtypischen Prote-
in positioniert ist. Die Proteinvariante F121A ist die einzige Proteinvariante, die in den
Gelenkregionen der beiden Proteinmolekiile der Raumgruppe P432:2 klar in einem geoff-
neten Zustand (vgl. Abb. 4.21 (f)) vorliegt, wahrend sie in dem einzelnen CK2a-Molekil
in der Raumgruppe P2; in einer geschlossenen Konformation vorliegt. Es gibt allerdings
ebenfalls Anzeichen fiir einen gewissen Anteil an offen vorliegenden Gelenkregionen im
Kristall, in dieser P2,;-F121A-Strukur ist insgesamt wenig Elektronendichte im Bereich

der Helix aD zu sehen.

4.7. Kokristallisation von CK2a mit Heparin

Heparin ist ein seit langem bekannter Inhibitor von CK2, der zu Beginn der Forschung
an Caseinkinasen (neben der ATP/GTP-Toleranz (vgl. Abschnitt 1.4.2) von CK2a) ein
klassisches biochemisches Unterscheidungsmerkmal zwischen CK2 und anderen Kinasen
war. Ziel war, die Bindungsstelle von Heparin an CK2a zu charakterisieren. Dazu wurde
der binare Komplex aus CK2a und Heparin kristallisiert. Bei dem verwendeten Heparin

handelte es sich um ein kommerziell erhaltliches Decasaccharid (vgl. Tab. 2.1).

4.7.1. Kiristallisation

Es konnten drei Kristallstrukturen gewonnen werden, bei denen sich entweder die Kristal-
lisationslosungen oder die Raumgruppe unterscheiden. Zwei Strukturen (Hepa-1, Hepa-
2) wurden von Kristallen in der Raumgruppe P432;2 gewonnen, eine experimentell mit
SAD-Phasierung geloste Struktur in der Raumgruppe P2; konnte aus drei Datensatzen
(SAD-1, SAD-2, Hepa-3) gewonnen werden.

Kristallisation in der Raumgruppe P432,2 Fiir die Kristalle in der Raumgruppe
P432,2 wurde CK2a zunachst in einer Konzentration von 5 mg/ml mit dem Heparin
Decasaccharid (Endkonzentration 1,5 mM) gemischt und fiir 30 Minuten vorinkubiert.
Manche Ansatze wurden ebenfalls mit 1 mM Emodin inkubiert. Dabei enthielten die
Kristallisationsansatze mit Emodin ca. 240 mM NaCl und 10 % DMSO (aus der Emodin-
Losung), die Kristallisationslosung ohne Emodin ca. 340 mM NaCl. Die Salzkonzentra-
tion wurde mit Hilfe eines Puffers (400 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8,5) eingestellt. Um
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Kristalle zu erhalten, wurden diese Losungen in Verhaltnissen von 2:1 bis 5:1 (Protein-
I6sung zu Reservoir) vermengt und gegen 700 ul Reservoirlosung aquilibriert.

Der erste Datensatz (Hepa-1) wurde von einem Kristall gewonnen, bei dem die Salzkon-
zentration 240 mM in der Proteinlosung betrug. Des Weiteren enthielt die Proteinlosung
1 mM Emodin. Das Protein-Reservoir-Verhaltnis betrug 4:1. Nach dem Kristallwachstum
wurden diese Kristalle fiir drei Tage in einer Vitrifikationslosung ohne Emodin (bestehend
aus 32 % (w/v) PEG4000, 5 % (v/v) Glycerol, 0,1 M Tris, 0,2 M LiSO, und 0,5 mM
Heparin) inkubiert.

Ein zweiter Datensatz (Hepa-2) wurde bei einer Salzkonzentration von 340 mM NaCl in
der Proteinlosung und einem Protein-Reservoir-Verhaltnis von 4:1 kristallisiert. Die Vi-
trifikation der erhaltenen Kristalle fand nach der Inkubation in einer Vitrifikationslosung
(32 % (w/v) PEG4000, 10 % (v/v) Glycerol, 0,1 M Tris pH 7,5, 0,2 M LiSOy,4, 0,5 mM

Heparin) fiir eine Minute in flissigem Stickstoff statt.

Abbildung 4.22 | Kristalle von CK2a
im Komplex mit Heparin

Sowohl die Hepa-1- (a) als auch die
Hepa-2- (b) Kristalle sind stabchenfor-
mig. Die Kristalle, die fiir den Hepa-3-
Datensatz (c) und fiir die SAD-1- und
SAD-2-Datensatze verwendet wurden
(d), sind dreidimensionaler. Teilabbil-
dungen a, c und d wurden von der
Beamline-Kamera erstellt, die Kristalle
sind bereits in der Nylonschlaufe befes-
tigt.

Kristallisation in der Raumgruppe P2; Fiir die Produktion der Kristalle fiir den SAD-
1- und SAD-2-Datensatz wurde eine Proteinlosung, bestehend aus 8 mg/ml CK2a,
2 mM Emodin, 2 mM Heparin, 285,7 mM NaCl und ca. 15 mM Tris pH 8,5, in einem
Protein-Reservoir-Verhaltnis von 1:2,5 gegen 800 pl Reservoir (32 % (w/v) PEG4000,
0,1 M Imidazol, 0,1 M Tris pH 7,5) dquilibriert.

Des Weiteren wurde ein weiterer hochauflosender Datensatz (Hepa-3) von einem Kris-
tall gesammelt, welcher aus der Inkubation einer Proteinlosung (8 mg/ml CK2a, 2 mM
Heparin, 285,7 mM NaCl und ca. 15 mM Tris pH 8,5) gemeinsam mit einer Reser-
voirlosung (32 % (w/v) PEG4000, 0,2 M Malonat und 0,1 M Tris pH 7,5) in einem
Protein-Reservoir-Verhaltnis von 1:2,5 inkubiert und gegen 800 pl Reservoir aquilibriert
wurde.

Fiir die Kristalle in der Raumgruppe P2; gilt, dass nach der Aquilibrierung der Kristalli-

sationsansatze die eigentliche Kristallisation durch die Zugabe von 150 nl Animpflosung
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induziert wurde. Fir diese Kristalle wurde eine Vitrifikationslosung ohne Salz (auRer
Natriumchlorid) verwendet (32 % (w/v) PEG4000, 0,2 M NaCl, 0,5 mM Heparin). Bei
dem fiir die SAD-Datensatze verwendeten Kristall wurde der Vitrifikationslosung 1,2 mM

Emodin (Endkonzentration) hinzugefiigt.

4.7.2. Strukturen

P4;2,2 Die erhaltenen Daten konnten bis zu einer Auflésung von 2,55 A (Hepa-1) bzw.
29A (Hepa-2) aufgelost werden, die Strukturlosung der beiden Datensatze Hepa-1 und
Hepa-2 wurde nach der Prozessierung mit XDS (Kabsch [2010]) durch molekularen Er-
satz (Phaser, McCoy et al. [2007]) mit Hilfe der PDB 3NGA (Ferguson et al. [2011]) als
Startmodell durchgefiihrt. Als Ausgangspunkt fiir die Topologie des Heparins wurden die
Koordinaten von Heparin aus der PDB 1AZX (vgl. Jin et al. [1997], 3-Buchstabencode:
NTP) verwendet und mit elbow (Moriarty et al. [2009]) angepasst. Die Strukturen wur-
den bis zu einem akzeptablen R-Wert verfeinert. Statistiken konnen dem Anhang (A.10)

entnommen werden.

Abbildung 4.23 | Modell der P432;2-Strukturen

Sowohl bei der Kristallstruktur Hepa-1 (gelb) als auch Hepa-2 (griin) ist das Heparinmolekiil
klar durch Elektronendichte erkennbar (links), das Heparinmolekiil bindet in zwei Bereichen: An
dem lysinreichen Cluster der Helix aC (K74-76, K79) und im Bereich um W33, K102 und R107.
Elektronendichte: 1 o.

In den Strukturen von CK2a mit Heparin in der Raumgruppe P432:2 befinden sich zwei
CK2a-Molekiile, an einem dieser beiden Molekiile ist Elektronendichte zu erkennen. Von
dem Heparin-Decasaccharid sind sieben Zuckerreste darstellbar. Allerdings stellt sich
die Elektronendichte nicht klar dar: Zwar ist Elektronendichte vorhanden, allerdings sind
gerade die Sulfogruppen schlecht durch Elektronendichte definiert. Das Heparin-Molekiil
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Ist zum einen an der bereits charakterisierten Bindestelle im Bereich der Helix aF um
den lysinreichen Bereich Lys74-77 (Vaglio et al. [1996]) lokalisiert, zum anderen ist eine
raumliche Nahe zu einem zweiten Bereich (Trp33, Lys102 und Arg107) gegeben.

Die Bindung von Heparin ist dabei nicht spezifisch. Es kann zwar klar eine Bindung
zwischen Heparin und CK2a dargestellt werden, ohne dass jedoch eine exakte Zuordnung
von Atompositionen erfolgen kann. Dies hat zur Folge, dass die Heparinbindung nicht

an konkreten Wechselwirkungen mit Seitenketten von CK2a festgemacht werden kann.

P2, Fiirdie Losung der Struktur von Hepa-3 wurden die Datensatze SAD-1 und SAD-2
verwendet. Dabei stellte SAD-1 einen hochredundanten Datensatz dar, welcher bei einer
langen Wellenldnge (1,97 A) gemessen wurde, um das anomale Signal der Schwefela-
tome zu maximieren (vgl. 3.4). Der Kristall wurde insgesamt um 2520° gedreht und
Daten gesammelt, nach 360° wurde jeweils durch Veranderung der chi- und psi-Winkel
am Goniometerkopf der Eintrittswinkel der Rontgenstrahlung moduliert. Der Datensatz
SAD-2 wurde bei einer Wellenlange von 1 A von dem gleichen Kristall gesammelt und
wahrend der Strukturlosung als hochauflosender Datensatz verwendet. Fiir die Struktur-
I6sung durch Schwefel-SAD wurden, nach der Prozessierung mit XDS (Kabsch [2010]),
alle Daten des SAD-1-Datensatzes mit Hilfe von XSCALE zusammengefiihrt. Das an-
omale Signal des SAD-1-Datensatzes reichte bis zu einer Auflésung von 3,1 A. Durch
phenix.autosol (Terwilliger et al. [2009]) konnten 18 verschiedene anomale Streuer lo-
kalisiert werden. Ausgehend von diesen Atompositionen konnten erste Sekundarstruktu-
relemente automatisiert lokalisiert werden. Dabel wurden vor allem Teile der a-Helices
der C-terminalen Domane positioniert (vgl. Abb. 4.24 (a)).

Mit Hilfe von phenix.autobuild (Terwilliger et al. [2008]) und intensiver manueller Bear-
beitung mit Coot (Emsley und Cowtan [2004]) konnte ein vollstandiges Modell erhalten
werden. Es zeigte sich, dass zwolf der durch phenix.autosol gefundenen anomalen Streuer
zu den Schwefelatomen der Methionine und der Cysteine von CK2a gehoren (vgl. Abb.
4.24 (b)). Vier weitere anomale Streuer sind den Schwefelatomen der Sulfogruppen des
gebundenen Heparins zuzuordnen, welches an der Substratbindestelle von CK2a bindet
(vgl. Abb. 4.24 (c)). Die zwei iiberzahligen Positionen haben keine Entsprechungen in
der Struktur, allerdings befindet sich einer dieser beiden anomalen Streuer dort, wo in
dem Strukturmodell 2PVR (Niefind et al. [2007]) ein Sulfat-lon gebunden ist.

Das erhaltene Modell wurde als Ausgangspunkt fiir den hochstauflosenden Datensatz
Hepa-3 verwendet, um eine Kristallstruktur bis zu einer Auflésung von 1.34 A zu erhal-
ten. Kristallographische Statistiken der drei Datensatze und der Struktur sind im Anhang
zu finden (A.11).
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(a)

NS

Abbildung 4.24 | Strukturlésung der P2;-Heparinstruktur

(a) Ergebnis der automatisierten Strukturlosung mit phenix.autosol. Teile der Helices der C-
terminalen Domane sind ebenso erkennbar wie Teile der Helix aC, 18 anomale Streuer wurden
identifiziert (gelbe Spharen). (b) Zwolf dieser anomalen Streuer konnten eindeutig den Cystein-
und Methioninresiduen von CK2a zugeordnet werden. (c) Vier dieser anomalen Streuer geho-
ren zu Sulfogruppen des gebundenen Heparin-Molekiils. Elekronendichte: 1 ¢ (grau), anomale
Elektronendichte: 3.5 ¢ (gelb).

Obschon die hochauflosende Struktur Hepa-3 ohne Emodin oder einen anderen ATP-
kompetitiven Inhibitor kristallisiert wurde, ist in der ATP-Bindetasche ein gebundenes
Molekul zu erkennen, bei dem es sich wahrscheinlich um ein Niacin-Molekul handelt und
ein Aufreinigungsartefakt darstellt (Kinoshita et al. [2013]).

In der Kristallstruktur ist klar zu erkennen, dass ein Heparin-Molekiil an CK2a gebunden
ist. Zwar wurde fuir die Kristallisation ein Decasaccharid verwendet, in der Kristallstruktur
sind jedoch nur vier Zuckerreste erkennbar. Diese setzen sich aus zwei polysulfatierten
Glucuronsaureamid- und zwei lduronsaureresten zusammen, entsprechend den Produkt-

spezifikationen des verwendeten Heparins.
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Abbildung 4.25 | Bindung von Heparin an CK2a in der P2;-Raumgruppe

Die vier in der Kristallstruktur definierten Zuckerreste binden direkt vor der ATP-Bindestelle,
beteiligt sind Residuen der P+1-Bindestelle (R191, S194, R195, Y196, K198), der katalytischen
Schleife (K158, H160), der Helix aD (K122) und der glycinreichen Schleife (K49). Goldene
Sphéren: von phenix.autosol verwendete anomale Streuer, rote Spharen: Wassermolekiile. Elek-
tronendichte 1 o.

Heparin wird dabei hauptsachlich durch Interaktionen der Sulfogruppen mit CK2a sta-
bilisiert. Typischerweise besetzt dabei eine Sulfogruppe die als P+1 postulierte (Niefind
et al. [2007]) Position an der Aktivierungsschleife (Arg191 und 195, Lys198, aber auch
Asn238). Des Weiteren sind Seitenketten der Helix aD (Lys122) und der katalytischen
Schleife (Lys158, His160) an der Bindung beteiligt.

Viele weitere Bindungen werden durch (von Wassermolekiilen zur Verfiigung gestellte)
Wasserstoffbriickennetzwerke von Aminogruppen des Proteinrlickgrats und dem Hepa-
rinmolekiil hergestellt. Anders als in den Strukturen Hepa-1 und Hepa-2 sind dabei kon-
krete Bindungen erkennbar, sodass bei der Positionierung des Heparins bei Hepa-3 von

einer starkeren Bindung ausgegangen werden kann.
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5. Diskussion

5.1. PIM3

Teil dieser Arbeit war die Expression und Aufreinigung der humanen ePK PIM3, da PIM-
Kinasen haufig ebenfalls von CK2a-Inhibitoren inhibiert werden (vgl. Lépez-Ramos et al.
[2010], Guerra et al. [2015b] und Guerra et al. [2015¢]). Im Rahmen dieser Arbeit war
diese duale Spezifitat insbesondere bei der Entwicklung des CK2-Inhibitors E9 (Guerra
et al. [2015¢]) aufgefallen.

Die Verwendung der C-terminalen Deletionsvariante PIM3Y317 (inspiriert von Harring-
ton et al. [2013]) erwies sich als sinnvoll, da dadurch PIM3 erfolgreich aufgereinigt und
biochemisch charakterisiert werden konnte. Die Expression in E. coli auch in groleren
Mengen war nach Optimierung problemlos maoglich. Frisch aufgereinigtes Protein wies
ebenfalls eine niedrige Polydispersitat auf, ein Indiz auf eine homogene Proteinlosung.
Die mittlere Schmelztemperatur T, von PIM3-CN lag bei 43 °C und damit in einem ge-
eigneten Bereich fiir eine erfolgreiche Kristallisation. Bei der Gelfiltration eluierte PIM3
als monomeres Protein, ein Teil des Proteins eluierte ebenfalls im Totvolumen der Saule
(vgl. 4.3).

Nachdem sowohl das Protein als auch das Substratprotein P21WAF aufgereinigt werden
konnten, konnte ich qualitativ zeigen, dass die aufgereinigten PIM3-Varianten aktiv sind
(vgl. Abb. 4.6 (a, c)). Die Phosphorylierung von P21WAF ist dabei so stark, dass sie
erheblichen Einfluss auf das Laufverhalten von P21WAF auf dem SDS-Gel hat (vgl. Abb.
4.6 (a)). Dies lasst den Schluss zu, dass (auch falls die PKA-Phosphorylierungsstelle zwi-
schen His-Tag und P21WAF (vgl. 4.2) von PIM3 phosphoryliert werden sollte) P21WAF
ebenfalls von PIM3 phosphoryliert werden muss. Diese Phosphorylierung durch PIM3
wurde bereits vermutet (Zhang et al. [2013]), da die homologe Kinase PIM1 dazu in
der Lage ist (Wang et al. [2002]). Dies ist der erste direkte Nachweis dafiir, dass PIM3
P21WAF tatsachlich phosphoryliert.

Die Phosphorylierung von P21WAF kann von E9 konzentrationsabhangig inhibiert wer-
den. Wie bereits angedeutet war die Eigenschaft von E9, neben CK2 ebenfalls PIM3 zu
inhibieren (Guerra et al. [2015c]), der Anlass um die Kinase PIM3 zu untersuchen. Da
dieser Inhibitor im Rahmen der Arbeit bereits mit CK2a kristallisiert worden war, war es
ebenfalls Ziel eine Kristallstruktur von PIM3 mit E9 zu erhalten. Dies war trotz intensiver
Versuche mit den drel erzeugten Proteinvarianten nicht moglich, es konnten keine Kris-
talle geziichtet werden. Das Scheitern dieser ersten Kristallisationsversuche ist sowohl
auf die Stabilitat der erzeugten PIM3-Varianten als auch auf sequenzielle Eigenschaften
von PIM3 zurtickzufiihren: PIM3-CN zeigte im Thermofluor-Assay eine hohe Fluoreszenz
bei niedrigen Temperaturen, ein Hinweis auf grolke ungefaltete Bereiche, welche bereits
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mit dem Fluoreszenzfarbstoff interagieren, bevor der hydrophobe Kern des Proteins bei
der Temperaturerhchung entfaltet wird (vgl. Abb. 5.1 (a)). Zwar wurde dieses Experi-
ment ohne Pufferkontrolle durchgefiihrt, es gibt allerdings weitere Hinweise auf grole
ungefaltete Bereiche im Bereich des N-Terminus: Mit Hilfe des Online-Tools Xtalpred
(Slabinski et al. [2007]) wurden die ersten 39 Aminosauren von PIM3 als ungeordnet
identifiziert. Uber die Auswertung der Primarstruktur mit Xtalpred, auch in Relation zu
CK2a, wurde ebenfalls die Kristallisierbarkeit von PIM3 ausgewertet und in zwei ver-
schiedenen Bewertungsskalen als besonders niedrig eingestuft (vgl. Abb. 5.1 (b, ¢)).
Sowohl CK2a als auch das bereits kristallisierte homologe Enzym PIM1 (z. B. PDB-ID
IXWS, Bullock et al. [2005], nicht gezeigt) erhalten eine deutlich bessere Bewertung.

b
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Abbildung 5.1 | Kiristallisierbarkeit von PIM3

(a) Thermofluor-Assay: PIM3 zeigt eine hohe Anfangs-Fluoreszenz, ein Indiz auf groe unge-
ordnete Bereiche. (b, c) Vorhersagen der Kristallisierbarkeit sowohl von PIM31-317  pP|M340-317
und CK2a. Daten erstellt mit Xtalpred (Slabinski et al. [2007]).

Eine PIM34%-317_Variante konnte der Schliissel zu der Expression eines kristallisierbaren
PIM3 sein. Diese Variante wiirde ebenfalls eine deutlich bessere Bewertung als PIM31-3%7
bei Xtalpred erhalten (vgl. Abb. 5.1 (b)).

Allerdings wird aus der Struktur von PIM1 ersichtlich, warum E9 ebenfalls PIM1 und
PIM3 inhibieren kann. Die Modellierung von PIM3 mit Hilfe der Kristallstruktur von PIM1
(PDB-ID: 1XWS, vgl. Abb. A.4) macht deutlich, dass die Gelenkregion sowohl von PIM1
als auch von PIM3 durch die Pro126 und Pro128 sehr weit nach aullen zieht und dadurch
die ATP-Bindestelle verbreitert. Proline konnen keine Wasserstoffbriicken ausbilden, so-
dass sie einen grolen Einfluss auf das Wasserstoffbriicken-Bindungspotenzial und damit
auf die Spezifitat der ATP-Bindetasche haben.
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Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass E9 PIM3 ahnlich stark inhibieren kann wie
CK2 (Guerra et al. [2015¢]), ist E9 somit als Grundgerdist fiir die Entwicklung neuartiger
ATP-kompetitiver Inhibitoren, die sowohl CK2 als auch PIM3 adressieren, geeignet. Da
PIM3 wie auch CK2 antiapoptotisch wirkt, aulerdem ein Proto-Onkogen darstellt und
bei Krebs eine Rolle spielt (Brault et al. [2010], Mukaida et al. [2011]), kann eine gleich-
zeitige Inhibition von CK2 und PIM-Kinasen im medizinischen Sinne extrem sinnvoll sein.
Sowohl die Entwicklung von dualen Inhibitoren (z. B. Sarno et al. [2012], Lopez-Ramos
et al. [2010], Cozza et al. [2014]) als auch von PIM-Inhibitoren (z. B. Ekambaram et al.
[2013], Ishchenko et al. [2015]) sind dabei Objekt aktueller Forschung, zu der E9 einen

Beitrag fiir die weitere Entwicklung leistet.

5.2. CK2

CK2 ist eine ePK, die durch ihre Bedeutung in unzahligen zellularen Prozessen aus der
Masse der Proteinkinasen herausragt. Nachdem erste Inhibitoren fiir andere Kinasen
(vgl. 1.1.2) entwickelt und zugelassen wurden, ist CK2 immer weiter in den Vordergrund
geriickt (vgl. Pagano et al. [2006]). Erste Inhibitoren befinden sich bereits in klinischen
Studien (CIGB-300, CX4945, vgl. 1.5.3). Trotzdem ist und bleibt die Entwicklung wei-
terer Inhibitoren ein wichtiger Beitrag zum Verstandnis der Inhibition von CK2a, eine
Entwicklung von neuen Inhibitoren ist fiir die klinische Forschung relevant.

In dieser Arbeit wurden zwei Gruppen ATP-kompetitiver Inhibitoren mit neuen Inhibitor-
Grundstrukturen vorgestellt: die Toberichfuran-Inhibitorfamilie und der Inhibitor E9. Eine
dritte Inhibitorgruppe stellen Bisubstratinhibitoren dar. Entwickelt wurden diese Inhibi-
toren aus bekannten ATP-kompetitiven Inhibitoren (TIBI (Gianoncelli et al. [2009]):
ARC3140, TBI (Andrzejewska et al. [2003]): ARC1502), welche iiber einen aliphati-
schen Linker an einen peptidischen substratkompetitiven Teil, hauptsachlich bestehend
aus Aspartaten, gebunden sind. Die Kristallstruktur von CK2a im Komplex mit ARC3140
tiberraschte dabel mit einer unerwarteten Bindung des ATP-kompetitiven Teils des Inhi-
bitors an die CK2a/p-Interaktionsstelle von CK2a.

Die CK2Andante_Holoenzymstruktur kann nicht abschlieBend kldren, warum der Austausch
des Met166 gegen Isoleucin einen Phanotypen in Drosophila melanogaster zur Folge hat.
Allerdings konnte das Holoenzym in einer Konformation kristallisiert werden, in der die
Positionen der beiden CK2a-Protomere symmetrisch (relativ zur CK2p-Position) zuein-
ander sind. Diese Struktur gibt Ansatze fiir eine lineare Oligomerisation als Regulations-
mechanismus.

Die Kristallisation des substratkompetitiven Inhibitors Heparin zeigt die komplexe In-
teraktion dieses Inhibitors mit CK2a. Die Bindungsstelle an CK2a ist dabei von der
Kristallisation abhangig: In der Raumgruppe P432,2 ist eine Bindung an der Helix aC
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im lysinreichen Bereich der Helix aC Lys74-79 zu erkennen, in der Raumgruppe P2;
bindet es substratkompetitiv in der direkten Umgebung der Phosphorylierungsstelle und
hat dabei auch Einfluss auf die Konformation der Gelenkregion.

Die Konformation dieser Gelenkregion in der Kristallstruktur ist abhangig von vielen Fak-
toren wie pH-Wert der Kristallisation, Raumgruppe oder verwendetem Inhibitor. Da die
Gelenkregion der humanen CK2a sowohl eine offene als auch eine geschlossene Konfor-
mation einnehmen kann, kann ich durch die Kristallisation von Proteinvarianten dieser
Region einen Einblick in diese Flexibilitat geben und dafiir wichtige Aminosauren identi-

fizieren.

5.3. ATP-kompetitive Inhibitoren von CK2

In dieser Arbeit konnte der Bindungsmodus von zwei Gruppen neuartiger AT P-kompeti-
tiver Inhibitoren an CK2a durch Kokristallisation geklart werden, der der Toberichfurane
(TF, TF85 und TF107) und der von E9. Sowohl E9 (Guerra et al. [2015¢]) als auch TF
(vgl. Gotz et al. [2012]) und TF107 (vgl. Guerra et al. [2015c]) haben in ersten in vitro-
und in vivo-Untersuchungen bereits bewiesen, dass sie in der Lage sind, CK2a selektiv
zu inhibieren. Sie erfiillen die Lipinski-Regeln (Lipinski et al. [1997]) und konnen somit

relevant fiir die Entwicklung marktfahiger Inhibitoren werden.

5.3.1. Toberichfurane

Toberichfurane sind spannende Inhibitoren von CK2, da sie in der Lage sind CK2a effi-
zient zu inhibieren (TF: K;: 14,65 nM (Gotz et al. [2012]), TF107: Ki: 5 nM (Guerra
et al. [2015b], in der Veroffentlichung D11 genannt). Diese Inhibitoren sind ebenfalls se-
lektiv und hemmen neben CK2 nur wenige andere Kinasen, wobei TF107 (Guerra et al.
[2015b]) etwas selektiver als TF (Gotz et al. [2012]) ist. Fir TF107 konnte dariiber
hinaus gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von CDC37, einem CK2-spezifischen
Biomarker, in vivo bei der Behandlung mit TF107 stark abgesenkt wird (Guerra et al.
[2015b]).

Bei den meisten halogenierten CK2-Inhibitoren (Ausnahme: FLC26, Guerra et al. [2015a])
weisen die Halogene tief in die ATP-Bindetasche hinein und bilden Halogenbindungen zu
der Hauptkette der Gelenkregion aus (vgl. z. B. die ARC-Inhibitoren, Abschnitt 5.3.3)
Trotz des gleichen Dibenzofuran-Grundgerists unterscheiden sich die Bindungsmodi von
TF und TF85/107: Die gut durch Elektronendichte definierten Chlor-Atome weisen bei
TF aus der ATP-Bindetasche heraus. Die beiden Chlor-Atome konnen somit keine allzu
grole Bedeutung in der Bindung zu CK2a haben. Allerdings konnen sie sterisch wichtig
sein, da sie Einfluss auf die Gelenkregion von CK2a haben konnten.

Bei TF107 und TF85 zeigen die Chlor-Atome in Richtung der Seitenkette des Phell3,
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also tief in die ATP-Bindetasche hinein. Dadurch haben sie eine Funktion in der Bindung
des Inhibitors zu CK2a: Das tiefer liegende Chlor-Atom 1 (vgl. Abb. 5.2) von TF107
interagiert lber eine Cl-mt-Bindung mit dem Phel13 in einem Winkel von 124 ° und einer
Distanz von 3,3 A, wodurch es an der Stabilitit der Inhibitorposition direkt beteiligt ist.
Das Chlor-Atom 2 scheint wiederum keinen grolken Anteil an der Bindung zu haben, es
binden lediglich einige Wassermolekiile.

TF
TF107

Abbildung 5.2 | Bindungsmodi von TF und TF107

Sowohl TF (blau) als auch TF107 (grau) bilden Wasserstoffbriicken zu der Hauptkette von V116,
der Seitenkette von K68 und einem konservierten Wasser aus (TF: orange, TF107: schwarz).
Das Cl1-Atom von TF107 geht eine Cl-t-Bindung mit F113 ein.

Das Verbindende aller drei Toberichfuran-Inhibitoren ist, dass sie sowohl zwei \Wasser-
stoffbriickenbindungen auf der distalen Seite zu der Gelenkregion eingehen (Val116) als
auch auf der proximalen Seite zu Lys68 und einem konservierten Wassermolekiil (vgl.
Abb. 5.2). Da alle Inhibitoren sowohl Wasserstoffbriickenbindungen zu der Aminogruppe
als auch zu der Carbonylgruppe von Vall116 ausbilden, miissen sie eine Hydroxygruppe an
der Position 3 (TF85 und TF107) bzw. 8 (TF) tragen. Bei TF befindet sich an Position
8 eine Hydroxylgruppe, bei TF85 an Position 3 allerdings eine Oxogruppe. Es liegt daher
nahe, dass von TF85 (und auch von TF) Tautomere vorliegen, wodurch an Position 3
eine Hydroxygruppe entsteht (vgl. Abb. 5.3).
TF TF85

CH CH 0—CHs 0—CHz

a s ~N cl NH _N N; H
K o. a4 o | s 3. . o |
cl 7\ 3 OH cl \ o) cl 7\ 3 OH cl \ o)
w’ " i HO wo' (9:| e W'y

Abbildung 5.3 | Tautomerie von TF und TF85
TF und TF85 tautomerisieren an Position 3 des Dibenzofurangeriistes.
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Bei den TF85- und TF107-Strukturen sind die 4-Methoxyphenylgruppen (vgl. Abb. 5.2,
griiner Kreis) daran beteiligt, dass die Gelenkregion von hsCK2a nicht die geschlossene
Konformation einnehmen kann.

Sowohl! die 4-Methylphenyl- (TF) als auch die 4-Methoxyphenylgruppe von TF85 und
TF107 sind in den Kristallstrukturen allerdings nicht gut durch Elektronendichte defi-
niert (vgl. 4.9 (c,d)). Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht durch eine Abspaltung
dieser Gruppen zu erklaren, sondern durch deren Flexibilitdt. Diese Gruppen spielen fiir
die Bindung an CK2a keine Rolle, fiir die Selektivitat konnen sie allerdings trotzdem sehr
wichtig sein. Die Flexibilitat dieser Gruppen bedingt einige Konformere dieser Molekii-
lel®] wodurch es nicht iiberraschend ist, dass nur wenig Elektronendichte zu erkennen
ist.

Den zentralen Unterschied zwischen der Bindung von TF und TF85/107 stellt somit
die Cl-gt-Interaktion zwischen dem Cl1-Atom und der Seitenkette von Phell3 dar (vgl.
5.2). Mit einem Abstand von 3,3 A zwischen CI1 und dem Zentroid des Phenylrings bzw.
5,6 A zwischen diesem Zentroid und dem Schwerpunkt des Rings des Dibenzofuran-
Grundgerists von TF107 handelt es sich bei dieser Bindung um eine Interaktion, vergli-
chen zu ahnlichen Bindungsmotiven, mit recht kurzen Bindungslangen und somit star-
ker Bindung (vgl. Matter et al. [2009]). Die entscheidende Eigenschaft der Inhibitoren
fur die Bindung an CK2a ist die Chlor-Substitution an Position 9 des Dibenzofuran-
Grundgeriists bei TF85/107: Mit groker Wahrscheinlichkeit ist die Bindung dieses Chlor-
Atoms mit Phell3 dafiir verantwortlich, dass TF107 starker an CK2a bindet als TF.
Interessant ist, dass trotz der dhnlichen Struktur der drei Inhibitoren die Position die-
ses Chlor-Atoms dafiir sorgt, dass die Inhibitoren spiegelsymmetrisch zueinander binden,
gleichzeitig aber die ausgebildeten Wasserstoffbriickenbindungen identisch sind.

5.3.2. E9

E9 ist der erste CK2a-spezifische ATP-kompetitive Inhibitor, der besonders die hydro-
phobe Region Il adressiert (nach Traxler und Furet [1999], vgl. Abb. 1.3). Durch die
Carboxygruppe bildet E9 eine Interaktion sowohl zu Lys68 als auch zu einem Cluster von
Wassermolekiilen aus, welche ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken bis hin zu Ser51 der
glycinreichen Schleife formen.

Die lonenbindung der Carboxygruppe von E9 mit Lys68 scheint dabei ein wichtiger Be-
standteil der Bindung von E9 an CK2a zu sein und ist ein sich wiederholendes Motiv
bei der Bindung vieler Inhibitoren an CK2a: Sowohl CX4945 (Ferguson et al. [2011])
als auch andere ATP-kompetitive Inhibitoren (FLC26 (Guerra et al. [2015a]), Niacin
(Kinoshita et al. [2013]), Thiadizol 3b (Hou et al. [2012])) binden an dieser Stelle. Die

[®lygl. dazu z. B. fiir TF107: National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Da-
tabase; CID=5385060, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5385060 (aufgerufen am 19.
August 2015).
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hydrophobe Interaktion zwischen dem Phenylring von E9 mit Phell3 ist ebenfalls ein
Bindungsmodus, der bei vielen Inhibitoren zu finden ist.

Zudem bildet die Aminogruppe des Val116 von CK2a tiber ein Wassermolekiil eine Was-
serstoffbriicke zu E9 aus. Beachtenswert ist des Weiteren, dass die Fluorenylgruppe des
Inhibitors eine ungewohnliche Adressierung der hydrophoben Region Il (vgl. Abb. 5.4)
darstellt: Durch die Grole dieser Gruppe liegt sie auf der Gelenkregion auf, wodurch diese
in die offene Konformation gezwungen wird. Die Gelenkregion der E9-hsCK2a-Struktur
liegt somit in der offenen Konformation vor, ebenso diejenige der zmCK2a-Struktur.
Eine besondere Rolle scheint dabei Asn118 einzunehmen: Die Fluorenylgruppe liegt auf
der Seitenkette von Asn118 auf.

Abbildung 5.4 | E9-Bindung im
Pharmakophor-Modell
o Die Fluorenylgruppe von E9

F]';i:]\-;s;imphobe besetzt die hydrophobe Region

Region | [l des Pharmakophor-Modells

E9( = V = (Traxler und Furet [1999]), EOQ ist

h __ - dargestellt in braun, iberlagert

N118 o 1 i mit AMPPN aus 3NSZ in grau,

3 - ‘ die verschiedenen Binderegionen
Hydrog zai e 2N Phosphat- | 9

Regitn II : i nderepian des Pharmacophor-Modells

J M163 \Zuckerregion aereg _ .
; N sind schematisch  dargestellt.
\ s Abb. reproduziert und verandert

aus Guerra et al. [2015c], mit
freundlicher Genehmigung von
Elsevier.

Da CK2a lediglich mit einem 1Csq von 9,5 pM von E9 in vitro gehemmt wird, ist man
recht weit von einem klinischen Einsatz oder von vorklinischen Studien entfernt. Es
konnte allerdings gezeigt werden, dass hohe Dosen E9 in der Lage sind, sowohl in der
humanen Zellkultur antiapoptotisch zu wirken als auch im Xenograft-Mausmodell die
GroRe von Tumoren deutlich zu verringern (Guerra et al. [2015¢]).

Des Weiteren konnte durch Experimente mit E9 gezeigt werden, dass durch die Inhibi-
tion von CK2a die Degradation von HIF1-a, einem Protein, welches fiir die Steuerung
der Sauerstoffversorgung von Zellen zustandig ist, induziert werden kann (Guerra et al.
[2015c]). Diese Degradation ist wahrscheinlich auf eine bereits frither vermutete (Miyata
und Nishida [2004]) relevante Phosphorylierung von CDC37 zurlickzufiihren, welche die
Interaktion von CDC37 mit dem Chaperon HSP90 stort. Diese Induktion der Degrada-
tion von HIF1-a wurde bereits in einer vorangegangenen Arbeit mit dem CK2-Inhibitor
Apigenin in Verbindung gebracht, allerdings nicht mit CK2 als zentralem Protein (Mir-
zoeva et al. [2008]). Auch andere Inhibitoren beeinflussen diese Phosphorylierung von
CDC37 (z.B. TF107, vgl. Abschnitt 5.3.1, Guerra et al. [2015b]).
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5.3.3. Bisubstratinhibitoren

Sowohl ARC3140 als auch ARC1502 wurden als Bisubstratinhibitoren entwickelt, um
zum einen das Potenzial von Bisubstratinhibitoren bei CK2 aufzuzeigen, zum anderen
um sie als Werkzeug fiir die weitere Erforschung von CK2 und insbesondere der Sub-
stratbindung verwenden zu konnen (Enkvist et al. [2012]).

Dabei konnte bereits gezeigt werden, dass ein fluoreszenzmarkierter Bisubstratinhibitor
(ARC1504, ein ARC1502-Derivat) zur Charakterisierung von anderen ATP-kompetitiven
Inhibitoren in Fluoreszenzanisotropie-Experimenten verwendbar ist (Enkvist et al. [2012]).
Aulerdem bestand die Hoffnung, durch die Kokristallisation des peptidischen Teils dieser
Inhibitoren mit CK2a einen tieferen Einblick in die Peptidsubstratbindung zu erhalten.
Fir andere Kinasen sind die Bindungsmodi durch Kristallstrukturen der Kinasen mit
peptidischen Substraten oder Inhibitoren (vgl. Zheng et al. [1993]: PKA, Brown et al.
[1999]: CDK, Bullock et al. [2005]: PIM1) bereits bekannt, bei CK2 sind die Kenntnisse
groBtenteils auf Mutagenese- und Kinetik-Studien aufgebaut. Erste strukturelle Indizien
beziehen sich auf die Positionierung negativ geladener Molekiile wie Sulfat- (2PVR, Nie-
find et al. [2007]) oder Chlorid-lonen (3H30, Raaf et al. [2008a]) aus dem Losungsmittel
(vgl. auch Abschnitt 1.4.3).

ARC3140 und ARC1502 Die beiden Inhibitoren ARC3140 und ARC1502 unterschei-
den sich strukturell nur in der Halogenierung: Der ATP-kompetitive Teil von ARC3140
ist tetraiodiert, bei ARC1502 tetrabromiert.

Aus den Erfahrungen der Kristallisation eines dhnlichen Bisubstratinhibitors (ARC1154,
Enkvist et al. [2012]) wurden bereits erste Riickschliisse gezogen und eine Kristallisa-
tionsbedingung optimiert, in der keine hohen Salzkonzentrationen vorliegen. Eine hohe
lonenstarke im Losungsmittel kann zum einen die Bindung des substratkompetitiven
Teils behindern, zum anderen kann eine hohe Salzkonzentration Einfluss auf die Bin-
dung des ATP-kompetitiven Teils haben (vgl. Guerra et al. [2015a]). Bei allen mit CK2a
kristallisierten Bisubstratinhibitoren konnte keine Bindung des substratkompetitiven Teils
gezeigt werden, sodass keine Aussage liber die Substratbindung bei CK2a getroffen wer-
den kann.

Die beiden Inhibitoren ARC3140 und ARC1502 binden in einem ahnlichen Bindungs-
modus an die ATP-Bindestelle von CK2a (vgl. Abschnitt 4.4.3). Allerdings sind weder
die Linkerregion noch der substratkompetitive Teil durch Elektronendichte definiert. Die
Linkerregion zum substratkompetitiven Teil scheint jedoch eine Rolle bei der Orientie-
rung zu spielen, ahnlich zu anderen tetrahalogenierten Inhibitoren.

Sowohl TBI, TBB (Battistutta et al. [2001]) als auch TIBI (Sarno et al. [2011]) bzw.
Derivate derselben (Sarno et al. [2011], Battistutta et al. [2005], Battistutta et al.
[2007], Bischoff et al. [2011a], Cozza et al. [2014], Swider et al. [2015]) wurden bereits
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mit zmCK2a oder hsCK2a kokristallisiert, wobei die Orientierung des tetrahalogenier-
ten Benzimidazol/Benzotriazol-Grundgeriistes nicht immer identisch ist, im Gegenteil
unterscheiden sich die Bindungsmodi erheblich: Wahrend bei TBB (als einzigem Inhibi-
tor) die Triazol-Gruppe in Richtung Lys68 zeigt (vgl. Abb. 5.5), sind viele derivatisierte
TBB-, TBI-, TIB- und auch TIBI-Inhibitoren in dhnlicher Orientierung an zm/hsCK2a
gebunden wie ARC3140 und ARC1502. Die Derivatisierung an der Imidazol- bzw. Tria-
zolgruppe hat somit einen direkten Einfluss auf den Bindungsmodus an CK2a (vgl. Abb.
5.5). Dies bestatigt die Arbeit von Sarno et al., die 2011 zeigen konnten, dass sich ein
tetrahalogenierter Inhibitor, der randstandig an der Imidazol- bzw. Triazolgruppe substi-
tuiert ist, wie ARC3140 und ARC1502 positioniert.

TIBI
ARC3140

TBB
ARC1502
Compound-14

Abbildung 5.5 | Position von TBB- und TIBI-Derivaten

(a) Orientierung von ARC3140 in Relation zu TIBI (PDB-ID: 3KXN). TIBI bindet in zwei
verschiedenen Positionen an CK2a. (b) ARC1502 in Relation zu TBB (PDB-ID: 1J91) und
einem TBB-Derivat (PDB-ID: 5CQW).

Ahnlich der Positionsbestimmung der Toberichfurane konnte bei ARC3140 durch das
anomale Signal der lod-Atome die Position des Inhibitors unzweifelhaft bestimmt werden
(vgl. Abb. 4.15).

ARC3140 Das AuBergewohnliche des Inhibitors ARC3140 ist unzweifelhaft seine Fa-
higkeit, nicht nur AT P-kompetitivan CK2a zu binden. In der Kristallstruktur wurden zwei
weitere ARC3140-Molekiile sichtbar, die zum einen mit der N-terminalen Domane von
CK2a interagieren, zum anderen eine Rolle bei der Kristallisation gespielt haben konnen
(vgl. Abb. 4.16). ARC3140 wurde unter den gleichen Konditionen wie ARC1502 kristalli-
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siert, allerdings wurde ausschlielich bei ARC3140 eine Kristallisation in der Raumgruppe

P2,2:2; mit einzigartigen Zellkonstanten beobachtet.

Der Kristallkontakt Das ARC3140-Molekiil, welches hauptsachlich fiir einen Kristall-
kontakt verantwortlich ist, bindet an der N-terminalen Domane von CK2a und an der
C-terminalen Domane des Symmetrieaquivalents. Dies wird ebenfalls deutlich an der Be-
teiligung dieses Molekiils an der Flache des Kristallkontakts: Wahrend ARC3140 in der
ATP-Bindetasche nicht an der Interaktion mit Symmetrieaquivalenten beteiligt ist und
ARC3140 in der CK2a./B-Interaktionsstelle lediglich mit dem Histidin 236 des symmetrie-
dquivalenten CK2a-Molekiils interagiert (vgl. Abb. 4.16 (b), Interaktionsfliche: 66,9 A2,
berechnet mit Arealmol, CCP4-Suite), interagiert das Kristallkontakt-ARC3140-Molekiil
(vgl. Abb. 4.16 (c)) iiber eine Fliche von 315,3 A2 (berechnet mit Arealmol) mit dem
symmetriedquivalenten CK2a-Molekiil. Auffallig ist dabei, dass dieser Kristallkontakt
Auswirkungen auf die Konformation der C-terminalen Domane hat: Der Kristallkontakt
fiihrt zu einer Verformung der Helix al, wodurch diese Helix um bis zu 3 A verschoben
wird (vgl. Abb. 5.6).

a) b) B4/B5-Schleife
offen:
Pc-Peptid
\ geschlossen: AR2C3 i
- CK2a,,
o™ /N ORE 4 e
o s
1502 Pc-Peptid

ARC3140_1--<&¢

Abbildung 5.6 | Einfluss von ARC3140 auf die Konformation von CK2a

(a) ARC3140-1 bindet sowohl an CK2a (griin) als auch an das symmetriedquivalente CK2a*
(blau). Dadurch wird die Helix al des Symmetriesquivalents um bis zu 3 A verschoben. In
grau: CK2a (ARC1502). (b) Die p4/B5-Schleife von CK2a befindet sich bei Bindung von CK28
(orange, PDB-ID: 4DGL) in der offenen Konformation, ebenso bei der Bindung des Pc-Peptids
(blau, PDB-ID: 4IB5) und ARC3140 (griin). Bei der Bindung von DRB (grau, PDB-ID: 3H30)
liegt die p4/B5-Schleife in der geschlossenen Konformation vor.

ARC3140: Die CK2a/B-Interaktionsstelle Die Bindung von ARC3140 an der a/B-
Interaktionsstelle von CK2a wird zusatzlich durch die Interaktion mit dem symmetrie-
aquivalenten CK2a-~Molekiil stabilisiert, die Bindung in der CK2a./B-Bindestelle tragt den
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deutlich groleren Anteil. Die Bindung an dieser Stelle entspricht der Bindungsstelle der
CK2B-Untereinheit (Niefind et al. [2001]), des CK2B-kompetitiven zyklischen Pc-Peptids
(Raaf et al. [2013]) und des AT P-kompetitiven Inhibitors DRB (Raaf et al. [2008a], vgl.
Abb. 5.6 (b)). Im Unterschied zu der Bindung von DRB ist ARC3140 allerdings in der
Lage, die p4/B5-Schleife in der offenen Konformation zu stabilisieren, die diese Schlei-
fe ebenfalls bei der Bindung von CK23 und Pc-Peptid einnimmt. Diese Eigenschaft ist
ein zentraler Unterscheidungspunkt von DRB und ARC3140: Wahrend DRB anschei-
nend in einer Nische bindet, in der auch Glycerol binden kann (Raaf et al. [2008a]),
besitzt ARC3140 die Eigenschaft, die f4/B5-Schleife in der offenen Konformation zu
stabilisieren, ebenso wie CK2p und das Pc-Peptid.

Charakterisierung der Bindung von ARC3140 an der CK2a,/B-Bindestelle Die Be-
setzung der CK2a/B-Bindestelle durch ARC3140 in der Komplexstruktur von CK2a
resultierte zwangslaufig in der Hypothese, dass ARC3140 ein CK2B-kompetitiver In-
hibitor der CK2a/CK2B-Interaktionsstelle sein konnte. Um dem nachzugehen, wurde
untersucht, ob ARC3140 ein Pc-Peptid aus der CK2a,/CK2B-Interaktionsstelle verdran-
gen kann (vgl. Hochscherf et al. [2015]). Dieses Experiment hat den Vorteil, dass die
ATP-kompetitive Bindung ausgeblendet wird, da ausschliellich die Konkurrenz mit dem
CK2p-kompetitiven Pc-Peptid betrachtet werden kann (Hochscherf et al. [2015]). Dieser
Test ist eine noch recht junge Methode, um die Starke solcher Interaktionen zu beob-
achten und konnte eine CK2p-kompetitive Bindung bestatigen. Mit einem gemessenen
Ki-Wert von 118 pM ist diese Inhibition definitiv vorhanden.

Um die Bindung weiter zu charakterisieren, wurden erste I'TC-Messungen durchgefiihrt.
Bei ITC-Messungen werden alle Interaktionen von ARC3140 und CK2a erfasst, sowohl
mit der ATP-Bindestelle als auch mit der CK2a/B-Bindestelle und einer eventuellen
dritten Bindungsstelle. Dabei konnte klar festgestellt werden, dass mindestens zwei Bin-
dungsereignisse von ARC3140 an CK2a stattfinden, die erhaltenen Daten sind mit ei-
nem einzelnen Bindeereignis nicht auswertbar. Allerdings bergen diese Messungen einige
Krahenfiile: Bei zwei Bindungsereignissen wiirde man, da CK2a zu ARC3140 hinzu ti-
triert wurde, ein molares Verhaltnis von 0,5 erwarten, da zwei ARC3140-Molekiile an
ein CK2a-Molekiil binden. Gemessen wurde ein Verhaltnis von 1, was einer einzigen
Bindungsstelle entspricht. Des Weiteren scheint das zweite Bindungsereignis mit einer
niedrigeren Dissoziationskonstante stattzufinden, was auf eine Kooperativitat zwischen
der ATP-Bindestelle und der CK2p-kompetitiven Bindestelle hindeuten kann.

Unter der Pramisse, dass die Bestimmung der Inhibitorkonzentration nicht prazise durch-
gefiihrt werden kann (es wurde eine Absorptionskoeffizienz 300nm: 10000 Mtxcm™ auch
in wassriger Losung (pH 8,5) angenommen, vgl. Gianoncelli et al. [2009]), ist zwar keine
absolute Aussage lber die Anzahl von Bindungsereignissen zu treffen, es findet allerdings
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definitiv mehr als ein Bindungsereignis statt. Die ermittelten Dissoziationskonstanten
Kga = 3,23 nM und Ky, = 185 pM liegen in einer ahnlichen GroBenordnung wie der
fir die ATP-Bindetasche bestimmte Ky-Wert (ca. 0,2 nM, unveroffentlichte Daten un-
seres Kooperationspartners Prof. Uri) und dem bestimmten Ki-Wert der Inhibition der
CK2a/Pc-Peptid-Interaktion (118 pM, vgl. Abb. 4.17 (a, b)).

Aus dem Konvolut der Ergebnisse ist zu schlieBen, dass die Bindung von ARC3140 an
CK2a eine komplexe Interaktion darstellt. Sowohl Strukturdaten als auch ITC-Daten
weisen auf mehrere Bindungsereignisse, auch in wassriger Losung, hin. Die Ergebnisse
der Pc-Peptid-Kompetition zeigen, dass ARC3140 an der CK2a/B-Bindestelle bindet.
Offen bleibt zu diesem Zeitpunkt, ob das dritte in der Kristallstruktur an CK2a bindende
ARC3140-Molekdl ebenfalls in vitro bindet oder lediglich einen Kristallkontakt darstellt.
Die ITC-Daten (vgl. Abb. 4.17) wiirden ebenfalls eine dritte Bindestelle zulassen.
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5.4. CK2Andante

Durch die Kristallisation und Strukturlosung konnte eine Kristallstruktur des CK2 Ho-
loenzyms gewonnen werden, in dem die beiden CK2a-Untereinheiten in gleicher Weise
an das CK2B-Dimer binden (vgl. Abb. 4.19 (a)). Das CK2Andante_Holoenzym ist da-
durch charakterisiert, dass die CK2B-Untereinheiten einen Aminosaureaustausch an der
Position 166 tragen; das im Wildtyp vorhandene Methionin wurde durch ein Isoleucin
ersetzt (Akten et al. [2003]). Dieser Austausch fiihrt bei Drosophila melanogaster zu
einer Verlangerung des Tagesrhythmus auf 25,5 Stunden (Konopka et al. [1991]). Auf
intrazellularer Ebene wird die Lokalisation von Proteinen, die an der Zeitwahrnehmung
beteiligt sind, in den Zellkern beeinflusst (Akten et al. [2003], vgl. Abschnitt 1.3.2).
Allerdings konnte ich nicht ermitteln, dass der Austausch des Met166 gegen Isoleucin
(ibertragen auf hsCK2, vgl. dazu A.1) einen strukturellen Einfluss auf den Bindungs-
modus zwischen CK2f und CK2a hat (vgl. Abb. 4.19 (d)) hat. Rasmussen et al. [2005]
konnten ebenfalls keinen Einfluss auf die Aktivitat und den heterotetrameren Aufbau des
Holoenzyms zeigen. Auf Proteinlevel kann somit kein Argument fiir die Auswirkung der
Mutation im CK2p-Gen auf Drosophila melanogaster gefunden werden.

Allerdings kann die Codon-Nutzung von Drosophila melanogaster einen Hinwelis liefern:
Wahrend das Basentriplett ATG als einziges Triplett fiir Methionin kodiert und die ent-
sprechende tRNA in ausreichender Menge vorhanden ist, ist das Basentriplett ATA,
welches die Mutation in CK2pAMdante qusmacht (Akten et al. [2003]), kein in Drosophila
melanogaster vorrangig verwendetes Triplett fiir Isoleucin. Im Gegenteil werden weniger
als 20 % aller Isoleucine durch das Basentriplett ATA kodiert!”). Zwar konnten Akten
et al. [2003] zeigen, dass sowohl die Expression von wildtypischem CK2p als auch von
CKZBA”da”te im Tagesablauf ,relatively constant” war, allerdings ist ein Unterschied des
Expressionslevel zu erkennen: CK2pAnante wird schlechter exprimiert als wildtypisches
CK2B, ein Einfluss der Mutation auf das Expressionsniveau scheint moglich (vgl. Abb.
5.7).

[Myww . genscript . com/cgi-bin/tools/codon_freq_table; abgerufen am 24. August 2015
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Wildtyp Andante
ZT(h) 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 24 4
CKllo 42 kDa
CKIp & == - o & = « = « = = 26 kDa
MAPK = - m— e S W 45 kKDa

Abbildung 5.7 | Expression von wildtypischem und Andante-CK2

Die Expression von CK2pAndante st im gesamten Tagesablauf geringer als bei wildtypischem
CK2B. Abbildung des Western Blots reproduziert und verandert aus Akten et al. [2003] mit
freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group.

Eine allosterische Auswirkung des M166l-Austauschs auf die Aktivitat des CK2Andante_
Holoenzyms kann nicht ausgeschlossen werden. Die vergleichsweise einfache Kristallisa-
tion des CK2Andante_Holoenzyms als symmetrisches Heterotetramer (verglichen mit dem
wildtypischen Protein) ist allerdings der einzige experimentelle Hinweis auf eine Verhal-
tensanderung des Produktes selbst. Da CK2p ebenfalls mit anderen Proteinen inter-
agiert, ist auch eine Bedeutung dieses Austausches tiber CK2 hinaus durchaus moglich
(vgl. z. B. Boldyreff und Issinger [1997]; Korn et al. [1999]).

5.4.1. Die Oligomerisation als regulatorischer Mechanismus

Nachdem Glover 1986 und Valero et al. 1995 aufzeigen konnten, dass CK2-Oligomere
in vitro existieren, entwickelten sich in den Folgejahren verschiedenste Theorien der Re-
gulation von CK2 durch Oligomerisation und Trans-Phosphorylierung:

In einem ersten Modell postulierten Rekha und Srinivasan [2003], dass die beobachtete
Trans-Autophosphorylierung des CK2B-N-Terminus durch eine CK2a-Untereinheit eines
anderen Holoenzym-Molekiils zu einer Inaktivierung fuhrt. Pagano et al. konnten 2005
zeigen, dass nicht nur die Trans-Autophosphorylierung eine Rolle spielt, sondern auch
eine mogliche elektrostatische Interaktion der negativ geladenen sauren Schleife einer
CK2B-Untereinheit des Holoenzyms mit der lberwiegend positiv geladenen Substrat-
Binderegion einer CK2a-Untereinheit (vgl. Abschnitt 1.4.4) eines benachbarten CK2
Holoenzym-Molekiils interagieren kann. Diese saure Schleife stellt eine flexible Region
von CK2pB dar, welche in der ersten CK2B-Struktur (Chantalat et al. [1999]) ungeord-
net vorlag. Pagano et al. banden 2005 zum ersten Mal auch Daten von CK2B-Varianten
(Boldyreff et al. [1993]) mit ein. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ein Entfer-
nen der negativen Ladungen in der sauren Schleife von CK2B zu einer Hyperaktivierung
von CK2 fiihrt. Eine weiterfilhrende Studie von Poole et al. [2005] griff wiederum die
Ergebnisse von Glover auf, um eine erste Moglichkeit fiir eine Bildung von linearen Fila-
menten aufzuzeigen (Abb. 5.8 (a)), indem zwei Holoenzyme iiber die sauren Schleifen

eines dritten Holoenzyms miteinander verbunden werden und dadurch ein lineares Fila-
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ment entstehen kann, ahnlich der von Valero et al. charakterisierten dinnen Filamente
(vgl. 1.4.5). Dabei wurde auch erstmals eine Verkniipfung einer moglichen Filamentbil-
dung zu der Regulation von PKA dargestellt (Abb. 5.8 (b)), in der die De-Oligomerisation
der Holoenzymfilamente das eigentliche regulatorische Moment darstellt. Anzumerken
ist dabei, dass bei diesem Modell jede Substratbindestelle von CK2a durch eine saure
Schleife einer CK2B-Untereinheit eines anderen Holoenzym inhibiert wird, die Filament-

bildung somit zu einer Inaktivierung fiihrt.

(a) 1

(b)

PKA RC

(c)

sekundare , o
CK20/CK2B- 43
Interaktion
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TN gé “einheit

Abbildung 5.8 | Oligomerisierungs- und Aktivierungsmechanismen des Holoenzyms

(a) Potenzielle Oligomerisation durch die Formierung eines linearen Filaments aus CK2-
Holoenzym nach Poole et al. [2005], reproduziert aus Poole et al. [2005], mit freundlicher Geneh-
migung von Springer. (b) Ein moglicher Mechanismus der Aktivierung durch De-Oligomerisation
in Analogie zu der Aktivierung von PKA, angelehnt an Poole et al. [2005] und ebenfalls reprodu-
ziert und verandert aus Poole et al. [2005], mit freundlicher Genehmigung von Springer. (c) Drei
CK2-Holoenzyme bilden ein Trimer aus Tetrameren, einen trimeren Ring in der hexagonalen Kris-
tallpackung der Kristallstruktur (PDB-ID: 1JWH). Die saure Schleife einer CK2B-Untereinheit
interagiert mit der Substratbinderegion einer CK2a-Untereinheit eines anderen Tetramers, re-
produziert aus Niefind und Issinger [2005] mit freundlicher Genehmigung von Springer. (d) Ge-
stapelte trimere Ringe bilden ein dickes Filament, mit freundlicher Genehmigung reproduziert aus
Lolli et al. [2012], © 2012 American Chemical Society. Diese Stapel bilden sich in der hexago-
nalen Kristallstruktur (PDB-ID: 4DGL) aus. Der C-Terminus von CK2B (vgl. 1.4.4) interagiert
mit der nachsten Trimer-Schicht und bildet ein dickes Filament aus.
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Nachdem Niefind und Issinger [2005] eine erste mogliche Trimerisierung und somit
Ringstrukturbildung (ahnlich der Ringstruktur von Valero et al. [1995], vgl. Abb. 5.8
(c)) anhand von Kristallkontakten postulierten, publizierten Lolli et al. 2012 erstmals
ein Modell fiir eine mogliche dreidimensionale Oligomerisation: Dabei wird eine mogli-
che Inhibition von CK2a im Holoenzym (nach der bereits beschriebenen ringformigen
Trimerisierung) durch die C-terminale Helix einer CK2B-Untereinheit (vgl. 1.4.4) des
benachbarten Holoenzym-Molekiils und somit eine Moglichkeit fiir die Bildung dreidi-
mensionaler Filamente beschrieben. Durch die Stapelung der Trimere aufeinander ist
eine Bildung von inaktiven Filamenten mdglich (vgl. Abb. 5.8 (d)). Diese Form von Fi-
lamenten ist ein erster Ansatz, um die von Valero et al. [1995] beschriebenen dicken
Filamente zu erklaren.

Lolli et al. fiihrten 2014 diese Theorien weiter aus, nachdem sie symmetrische CK2-
Holoenzym-Kristallstrukturen dhnlich der CK2AMdante_Ho|oenzymstruktur gewinnen konn-
ten. Nach Lolli et al. [2014] liegen die inaktiven dicken Filamente in einem Gleichgewicht
mit inaktiven Trimeren, welche sich unter Niedrigsalz-Bedingungen aus symmetrischen,
aktiven Heterotetrameren bilden. Diese Trimere aus asymmetrischen CK2-Holoenzym-
Molekilen wiederum konnen durch Hochsalzbedingungen und Polyaminen in Heterote-

tramere zerfallen (vgl. Abb. 5.9).

aktives a

symmetrische Tetramere
Polyamine,

Niedrigsalz 1IHochsaIz
=y Anderes?

symmetrische
etramere

=

asymmetrische
Tetramere

Inaktive Filamente
(azB2), Inaktive Trimer (0,8,);

Abbildung 5.9 | Symmetrie des Holoenzyms als zentrales Element der Oligomerisierung
Das symmetrische und das asymmetrische Heterotetramer: Nach Lolli et al. [2014] liegt das
Holoenzym als symmetrisches Tetramer vor. Durch dulere Einfliisse bildet sich ein Trimer aus
Tetrameren aus asymmetrischen Holoenzymen, die sich zu inaktiven Filamenten zusammenla-
gern. Abbildung reproduziert und verandert mit freundlicher Genehmigung von Lolli et al. [2014],
(© 2014 American Chemical Society.
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Problematisch an dieser Hypothese ist allerdings, dass sie einigen gut dokumentierten
Eigenschaften von CK2 widerspricht. Zum einen wurden ringformige Filamente bisher
nicht als inaktiv charakterisiert (Valero et al. [1995]), zum anderen fiihrt Niedrigsalz
nicht zu einer Inaktivierung von CK2 (vgl. z. B. Valero et al. [1995] und Rasmussen
et al. [2005]).

Lolli et al. [2014] betonen allerdings in ihrer Arbeit einen weiteren Punkt, der auch in
dieser Arbeit an der CK2AMante_Kristallstruktur festgestellt werden konnte: Die primare
Interaktionsstelle zwischen CK2a und CK2pB besitzt eine gewisse Rotationsfreiheit. In
der CK2Andante_Stryktur ist die CK2a2p-Bindung an beiden Bindestellen identisch, in
asymmetrischen Kristallstrukturen (vgl. Abb. 4.19 (e), Niefind et al. [2001] und Lolli
et al. [2014]) allerdings nicht. Diese Flexibilitat des Holoenzyms, trotz der starken Bin-
dung (K4: 4 nM, Raaf et al. [2011]), ware fiir die Ausbildung zweier unterschiedlicher
Filamente (ringformige Strukturen und langliche Filamente (vgl. Abb. 1.11)) in vivo

notwendig.

5.4.2. Trans-Interaktionen des CK2A"a"te_Hgloenzyms

Das CK2Andante_Holoenzym zeichnet sich, wie beschrieben, nicht dadurch aus, dass der
Austausch des Met166 zu Isoleucin zu einer Modulation der Aktivitat oder der Konfor-
mation des Holoenzyms fiihrt. Allerdings bietet die in dieser Arbeit diskutierte Struktur
neben den vorangegangen vorgestellten Modellen einen tieferen Einblick in eine mogliche
Oligomerisation des Heterotetramers, dhnlich der Beschreibung von Glover [1986] und
Poole et al. [2005]: In der Kristallstruktur von CK2Aante in der Raumgruppe C2 ist
eine deutliche Affinitat der sauren Schleife (vgl. Abb. 5.10) der CK2B-Untereinheiten
zu der basischen ATP-Bindestelle der CK2a-Untereinheiten eines symmetrieaquivalen-
ten CK2-Holoenzyms zu erkennen. Diese Interaktion wurde bereits friiher beschrieben
(vgl. Abb. 1.10), allerdings kann mit der CK2Adante_Stryktur diese Interaktion zum ers-
ten Mal bei intermolekularen Kontakten von Symmetriedquivalenten des symmetrischen
CK2-Holoenzyms gezeigt werden.

Saure Schleife von CK2p in der
sekundiren CK2a/CK2B-Interaktion

_Abbildung 5.10 | Sekundire CK2a/p-
By 4 _ Interaktion im symmetrischen Holoenzym
’V\/\: Die saure Sch.leife von CK2a im 'C.KQA”da”te—

- Holoenzym zeigt eine starke Affinitat zu po-
S sitiv geladenen Resten der Substratbindestelle
“von CK2a des benachbarten Holoenzyms, die
v : .,!dargestellte Elektronendichte stellt eine NCS-

Lys72 : g ) gemittelte Elektronendichte dar, hergestellt mit
/\-k Coot (Emsley und Cowtan [2004]), Abbildung
reproduziert und verandert aus Schnitzler et al.
L > \\‘/’ ' 7 - [2014] mit freundlicher Genehmigung von Else-
—a WG "W e
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Diese Interaktion betrifft nicht wie im asymmetrischen Holoenzym (Lolli et al. [2012],
Lolli et al. [2014]) jeweils ein CK2a-Protomer, sondern beide CK2a-Untereinheiten zei-
gen eine Affinitat zu den sauren Schleifen der CK2B-Untereinheiten unterschiedlicher
CK2-Holoenzyme im Kristall.

Somit konnte in zwei unabhangigen Kristallpackungen eine inhibitorische Nahe der sau-
ren Schleife von CK2p mit der basischen Substratbindestelle von CK2a gezeigt werden
(vgl. Abb. 5.10). Dies sind weitere experimentelle Indizien fiir eine Interaktion, welche
in vivo regulatorische Bedeutung haben konnte: Ein Austausch der Reste der sauren
Schleife zu Alanin (CK2p%557A) fiihrt zu einer Hyperaktivierung von CK2 (Boldyreff
et al. [1993]). AuBerdem konnen polybasische Molekiile CK2 aber nicht CK2a aktivieren
(vgl. Abschnitt 1.6). Erklarbar ist dies durch die Bindung dieser polybasischen Molekiile
an die saure Schleife von CK2p: Calmodulin, ein Substrat von monomerem CK2a, wird
nur von dem Holoenzym phosphoryliert, wenn polybasische Molekiile CK2 aktivieren oder
die saure Schleife mutiert wurde (Holoenzym mit CK2%5-57A, vgl. Meggio et al. [1994]).
Diese Wechselwirkungen zwischen der Substratbindestelle von CK2a und der sauren
Schleife von CK2B sind in der CK2Andante_Kristallstruktur nicht (wie bei Poole et al.
[2005] postuliert) komplett linear. Sie sind gegeneinander versetzt, sodass neben der
Moglichkeit einer linearen Filamentbildung ebenfalls ein zweidimensionales, flachiges Fi-
lament moglich scheint (vgl. Abb. 5.11). AuBerdem wiirde diese Art der Interaktion
erklaren, warum die von Valero et al. [1995] identifizierten Filamente aktiv sind, da die

auleren Substrat-Bindestellen von hsCK2a unbesetzt bleiben wiirden.

AMPPCP

Abbildung 5.11 | Mogliche Filamentbildung des symmetrischen Holoenzyms

Durch die Interaktion der Substratbindestelle von CK2a und der sauren Schleife von CK2p in der
CK2Andante_Kristallstruktur kann sowohl ein lineares als auch ein flichiges Filament abgeleitet
werden. An der ATP-Bindetasche von CK2a ist immer ein AMPPCP-Molekiil gebunden.
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5.5. Die Gelenkregion von CK2a

Die Gelenkregion von CK2a ist das verbindende Element von N-terminaler und C-
terminaler Domane an der ATP-Bindetasche. In hsCK2a hat die Konformation der
Gelenkregion in Kristallstrukturen einen nicht unerheblichen Einfluss auf Bindungen in
der ATP-Bindetasche (vgl. Abschnitt 1.4.2). Die vier hsCK2a!3'"-Varianten F121A,
F121M, Y125A und H115Y konnten sowohl in der Raumgruppe P2; als auch in der

Raumgruppe P432,2 unter unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen kristallisiert wer

den. Dabei unterscheiden sich die Kristallisationsbedingungen nicht wesentlich, aus-
schlaggebend fiir die unterschiedliche Kristallisation ist das Verhaltnis von Proteinlosung
zu Reservoirlosung.

Durch die Kristallstrukturen dieser Proteinvarianten konnte ich bestatigen, dass unter-
schiedliche Kristallpackungen eine zentrale Rolle fiir die Untersuchung der Gelenkregion
spielen konnen (vgl. Klopffleisch et al. [2012]): Wahrend in den Kristallstrukturen in der
P45;2,2-Raumgruppe die Gelenkregion kaum durch intermolekulare Interaktionen beein-
flusst wird (Interaktionsflache ca. 22,1 A2 in der geschlossenen Konformation, 37,9 A2
in der offenen Konformation), ist in der Raumgruppe P2; eine Beeinflussung der Kon-
formation der Gelenkregion durch Kristallkontakte starker gegeben (Interaktionsflache
ca. 157,2 A? in der geschlossenen Konformation, 254 A2 in der offenen Konformati-
on) (vgl. Klopffleisch et al. [2012]). Das benachbarte Symmetriedaquivalent kann dabei
durchaus Einfluss auf die Konformation der Gelenkregion nehmen, wobei die Bindung
von Inhibitoren erheblichen Einfluss haben kann, auch in der Raumgruppe P2; (vgl. z. B.
die Struktur von ARC1502 im Komplex mit CK2a, Abb. 4.13).

H115Y Der Austausch dieser Proteinvariante liegt nicht in der Helix aD wie bei den an-
deren Varianten, sondern direkt an der ATP-Bindetasche. Andere CK2a-Proteine (z. B.
von Mais oder hsCK2a') tragen an dieser Position einen Tyrosinrest und wurden bisher
ausschlielich in der offenen Konformation kristallisiert (Niefind et al. [1998]; Nakaniwa
et al. [2009]).

F121A Die einzige Kristallstruktur der Proteinvarianten in der offenen Konformation
ist P432,2-F121A. Bei P2;-F121A ist ebenfalls eine Tendenz zur offenen Konformation
erkennbar, die Gelenkregion liegt im Kristall anscheinend sowohl in der geschlossenen
als auch in der offenen Konformation vor. Die Kristallstruktur gibt dabei immer das
Mittel aller Molekiile im Kristall wieder. Die Konformation der Gelenkregionen aller an-
deren Proteinvarianten war in den Kristallstrukturen geschlossen. Da die Proteinvariante
F121A nicht in der Lage ist, die offene Konformation in der Raumgruppe P2; auszubil-
den, kann davon ausgegangen werden, dass bereits der Einfluss der Kristallkontakte auf
die Gelenkregion ausreicht, um die geschlossene Konformation zu favorisieren.
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F121M und Y125A Diese beiden Proteinvarianten wurden ausschlieBlich in der ge-
schlossenen Konformation kristallisiert. Dies entspricht den Erwartungen, da durch den
Austausch von Phel21 gegen Methionin die geschlossene Konformation (angelehnt an
PKA) stabilisiert werden sollte. In der Proteinvariante Y125A fehlt mit dem Tyrosinrest
125 genau die Seitenkette, die mit Phel21 um den gleichen hydrophoben Raum konkur-
riert und in der offenen Konformation diesen Raum besetzt (vgl. Abschnitt 1.4.2). Auch
dort entspricht die Struktur den Erwartungen: Die Seitenkette von Phel21 besetzt den
hydrophoben Raum.

5.5.1. Kinetische Daten

Die Austausche der Proteinvarianten haben Auswirkungen auf die Verwendung von ATP
und GTP als Kosubstrat. Wie bereits erortert (vgl. Abschnitt 1.4.2), ist die Eigenschaft
beide Kosubstrate verwenden zu konnen innerhalb der Serin/Threonin-ePKs sehr cha-
rakteristisch fir CK2a und unterscheidet sie von anderen ePKs wie PKA. Da GTP in der
geschlossenen Konformation nicht an die ATP/GTP-Bindestelle binden kann, wurden im
Rahmen eines Praktikums von Dirk Lindenblatt kinetische Messungen mit den in dieser
Arbeit vorgestellten Proteinvarianten sowohl mit ATP als auch mit GTP durchgefiihrt
(Lindenblatt [2013]).

Dabei wurde deutlich, dass bei den beiden Proteinvarianten, bei denen die geschlossene
Konformation stabilisiert wurde (F121M und Y125A), die Praferenz deutlich in Richtung
von ATP verschoben ist (vgl. Lindenblatt [2013]). Dies gilt ebenfalls fiir F121A, welche
in der Kristallstruktur P432,2-F121A allerdings eindeutig geoffnet ist.

14

OATP EGTP Abbildung 5.12 | Bindung von ATP und

12 GTP an Proteinvarianten
AuBer H115Y weisen alle weiteren
10 Einzelaustausch-Varianten eine deutliche
3 Praferenz zu ATP auf. Die Messungen

] von Lindenblatt [2013] wurden mit ei-
6 nem Substratpeptid durchgefiihrt. Die
beiden Doppelaustausch-Varianten zeigen
ebenfalls eine Praferenz fiir ATP, beide
2 Varianten binden auch ATP deutlich

I N N schlechter als der Wildtyp. Die Messungen
wurden von Klein [2014] durchgefiihrt, es
wurde die ATP/GTP-Hydrolyse gemessen.
Km-Werte  wurden mit  wildtypischen
Werten normalisiert.

normalisierter K, -Wert

F121A
F121M
Y125A

F121AY125A
F121MY125A

Aktivitatsbestimmung mit Substrat- ATP/GTP-Hydrolyse
peptid (Lindenblatt [2013]) (Klein [2014])
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Diese Daten konnten mit der Strukturlosung und kinetischen Untersuchung zweier Dop-
pelmutanten, F121AY125A und F121MY125A, weiter bestatigt werden. Beide Protein-
varianten wurden in der Raumgruppe P2; in der geschlossenen Konformation der Gelen-
kregion kristallisiert (Klein [2014]). Beide Doppelvarianten zeigten eine klare Praferenz
fur ATP, wobei sowohl ATP als auch GTP deutlich schlechtere Substrate fiir diese Va-
rianten als flir den Wildtyp waren.

Auffallig war bei allen getesteten Varianten, dass erste Messungen mit Holoenzym-
Protein bei allen Varianten darauf hinweisen, dass die Formierung des Holoenzyms die
Praferenz fiir ATP oder GTP annahernd auf Wildtyp-Niveau stabilisieren kann (Klein
[2014], Lindenblatt [2013]). Andere Varianten der Gelenkregion oder der ATP/GTP-
Bindetasche von CK2a wurden ebenfalls auf ihre Rolle bei der Diskriminierung von ATP
oder GTP untersucht, woraus eine Verschlechterung der GTP-Nutzbarkeit (Jacob et al.
[2000]: N118E, D120N; Yde et al. [2005]: V66A/M163L) oder keine substanzielle Ver-
anderung der Aktivitat (Diese Arbeit, Lindenblatt [2013]: H115Y) resultierte.

Die Flexibilitat der Gelenkregion im Kristall Die tatsachliche Rolle der Helix aD der
Gelenkregion fiir die Kosubstratspezifitat von CK2a und die Diskriminierung zwischen
ATP und GTP bleibt in Teilen unklar. Zwar wird aus den Strukturdaten deutlich, dass
Phel21 und Tyrl25 um denselben hydrophoben Raum konkurrieren und ein Wegfall
jeweils einer dieser Seitenketten dazu fiihrt, dass die andere Seitenkette diese Position
einnimmt. In den Varianten Y125A, F121M und F121MY125A kann womoglich die deut-
lich geringere Flexibilitat der Gelenkregion die geschlossene Konformation stabilisieren,
da in dieser Konformation GTP nicht binden kann (vgl. Niefind et al. [1999]).

Bei den Varianten F121A und F121AY125A ist vorstellbar, dass durch den Wegfall der
groBen hydrophoben Seitenkette Phel21 die Gelenkregion so stark destabilisiert wird,
dass die hohe Flexibilitat eine Bindung von GTP (welches nicht so tief wie ATP in der
Bindetasche bindet) deutlich erschwert. Die verdanderte Flexibilitat der Helix aD spiegelt
sich ebenfalls in der Verteilung der Temperaturfaktoren (als MaR der Positionstreue der
Atome in Kristallstrukturen) der einzelnen Varianten wider: Wahrend die fiir die Helix
aD wildtypische Variante H115Y in der geschlossenen Konformation relativ hohe Tem-
peraturfaktoren im Bereich der Helix aD aufweist, zeigen die beiden Varianten F121M
und Y125A eine geringere Flexibilitat. Die Variante F121A in der offenen Konformation
der Gelenkregion zeigt hohe Temperaturfaktoren in der Helix aD. Dies ist konsistent mit
der Hypothese, dass diese hohe Flexibilitat eine Rolle bei der Diskriminierung von GTP
spielen kann (vgl. Abb. 5.13).

Vergleicht man allerdings die Temperaturfaktoren der Helix aD der Varianten mit denen
anderer Kinasen wie PKA oder PIM-1, so fallt auf, dass bei diesen Kinasen die Helix
aD sehr unflexibel ist. Auch wenn einige der hsCK2a!33°-Varianten eine stabilisierte
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Helix aD haben, ist der Unterschied zu den Gelenkregionen anderer Kinasen immer noch
eklatant (vgl. Abb. 5.13).

Abbildung 5.13 | Die B-Faktoren der Gelenkregionen
Darstellung der Temperaturfaktoren in den CK2a-Varianten und zwei Vergleichsproteinen, PIM1
(PDB-ID: 1XWS) und PKA (PDB-ID: 1J3H). Die Helices aD sind grau hervorgehoben.

5.5.2. Die Spine-Theorie als Erklarungsansatz

Da GTP bei hsCK2a nicht so tief in der Bindetasche wie ATP bindet, wird die Bindung
womoglich durch die geringere Hydrophobizitat beeinflusst. Ein Einfluss dieser geringe-
ren Hydrophobizitat kann ebenfalls mit der Spine-Theorie nach Kornev et al. [2008] in
Einklang gebracht werden, die einen Stapel aus hydrophoben Aminosauren als notwendig
fur Aktivitat ansieht.

In der offenen bzw. der geschlossenen Konformation besetzen zwei verschiedene hydro-
phobe Seitenketten der Helix aD den gleichen Raum (in der gedffneten Konformation
Tyrl25, in der geschlossenen Konformation Phel21), der bei PKA und vielen anderen
Kinasen von einem Methionin besetzt wird und Teil des sogenannten katalytischen Spines
(Kornev et al. [2008]) ist. Dieser c-Spine (vgl. Abb. 5.14) besteht sowohl aus hydropho-
ben Aminosauren der ATP-Bindetasche als auch der Helix aD und wird von der Base des
ATP/GTP komplettiert. Diese Spines sind von zentraler Bedeutung fiir die Aktivitat von
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Proteinkinasen und setzen sich aus Aminosauren sowohl der C-terminalen als auch der
N-terminalen Domane zusammen. Ausgehend von der Helix aF der deutlich rigideren C-
terminalen Domane (Taylor und Kornev [2011]) verlaufen beide Spines gen N-terminaler
Domane. Der regulatorische Spine spielt bei der Stabilisierung der Aktivierungsschleife
eine wichtige Rolle: In inaktiven Zustanden von ePKs sind diese Aminosauren nicht zu
einem Stapel assembliert (Taylor et al. [2012b]).

N-terminal N-terminal
(a) A ) (b)

K7Z - E91
Salzbriicke

Aktivierungs- Aktivierungs-
{ fe schleife

C-terminal

Abbildung 5.14 | Das Spine-Konzept nach Taylor und Kornev

Der regulatorische r-Spine (dargestellt in rot) stellt einen Stapel aus hydrophoben Aminosau-
ren dar, an dem sowohl Aminosduren der C- als auch der N-terminalen Domane beteiligt sind
und damit die ganze Kinase stabilisiert. Der katalytische c-Spine wird erst durch die Bindung
des NTPs vervollstandigt. Bei PKA vervollstandigt der Purin-Teil des NTPs den hydrophoben
Stapel, wodurch eine Salzbriicke zwischen K72 und E91 ausgebildet wird und eine geschlossene
Konformation einnimmt. Geschlossene und offene Konformation bezieht sich in diesem Kontext
nicht auf die Helix aD, sondern auf die Ausbildung der Salzbriicke und die Bindung von ATP.
Abb. reproduziert und verandert aus Kornev und Taylor [2010], mit freundlicher Genehmigung
von Elsevier.

Bei PKA ist die Aminosaure Met128 der Helix aD am c-Spine beteiligt. In der geschlos-
senen Konformation der Gelenkregion von CK2a besetzt Phel21 diese Position. Bei der
offenen Konformation ist diese Position allerdings nicht adaquat besetzt, da sich statt
des Phel21 die Seitenkette von Tyr125 an dieser Position befindet (vgl. Abb. 1.7). So-
mit ist zwar ebenfalls eine hydrophobe Seitenkette an dieser Position (vgl. Abb. 1.7),
allerdings zeigt die Hydroxygruppe des Tyr125 an die Stelle, an der sich in der geschlosse-
nen Konformation der Phenylring des Phel21 befindet. Daher wurde von Bischoff et al.
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[2011b] postuliert, dass CK2 (in der offenen Konformation der Gelenkregion) trotz eines
unvollstandigen c-Spines aktiv ist. Die Struktur- und Kinetikdaten der Proteinvariante
F121A weisen allerdings darauf hin, dass der c-Spine fiir die Bindung von GTP bei CK2a
weiter gefasst werden sollte: Auch in der gedffneten Konformation dieser Variante bin-
det GTP schlechter. Der einzige Unterschied zum Wildtyp ist eine erhohte Flexibilitat
der Helix aD und eine verringerte Hydrophobizitat. Es erscheint daher vorstellbar, dass
bei CK2a sowohl Phel21 als auch Tyrl25 entscheidende Seitenketten sind, um in der
offenen Konformation GTP zu binden. Fiir die Bindung von ATP sind sie von geringerer

Bedeutung.

5.5.3. Die Gelenkregion — offen oder geschlossen?

Da (trotz der offenen Konformation der Gelenkregion in der Kristallstruktur von F121A)
GTP in den drei Varianten F121A, F121M und Y125A schlechter bindet als ATP kann
davon ausgegangen werden, dass nicht allein eine geschlossene Konformation die Bin-
dung von GTP erschwert, sondern ebenfalls andere Faktoren wie z. B. die Hydrophobi-
zitat der Helix aD. Aulserdem gilt zu beachten, dass die Bindung eines ATP-Analogons
an der ATP-Bindestelle bisher nicht in einer Kristallstruktur von wildtypischem CK2a
gefunden wurde, sondern lediglich bei einer Variante (V66A, M163L, vgl. Niefind et al.
[2009]), welche zusatzlich in einer Hochsalz-Kristallisationsbedingung kristallisiert wurde
von der bekannt ist, dass sie einen Einfluss sowohl auf Interaktionen im Protein (Guerra
et al. [2015a]) als auch auf die Konformation der Gelenkregion haben kann (Bischoff
[2013]). Dagegen stehen zwei hsCK2a-Strukturen in Komplex mit einem ATP-Analogon
in der offenen Konformation der Gelenkregion (vgl. Niefind et al. [2007], Ferguson et al.
[2011]), die in Niedrigsalz-Kristallisationsbedingungen kristallisiert wurden. Somit meh-
ren sich die Hinweise darauf, dass die Gelenkregion in vivo bei gebundenem NTP in der
offenen Konformation vorliegt. Ein weiteres Indiz dafiir ist, dass in der geschlossenen
Konformation die Seitenkette von Phel21 in eine untypische Konformation gezwungen
wird.

Allerdings ist es vorstellbar, dass die geschlossene Konformation durch die Bindung von
Substraten oder Inhibitoren induziert werden kann, wodurch Substrate kosubstratabhan-

gig phosphoryliert werden konnten.

5.5.4. Einfluss der Bindung der CK23-Untereinheit auf die

Gelenkregion von CK2a

Die Affinitat fir ATP oder GTP ist in den Gelenkregion-Varianten stark durch die
Formierung des Holoenzyms beeinflussbar. Erste Experimente weisen darauf hin, dass
die Bindung von CK2p an CK2a in allen Varianten eine Verschiebung hin zu wildtypi-
schen Verhaltnissen induziert (Klein [2014], Lindenblatt [2013]). Da die Gelenkregion im
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Holoenzym (mit Ausnahme von Proteinvarianten der Gelenkregion) bei Bindung eines
ATP-Analogons immer in der offenen Konformation vorliegt (vgl. Niefind et al. [2001],
Schnitzler et al. [2014]), ist es durchaus maoglich, dass die Bindung von CK2p einen
allosterischen Effekt auf die ATP/GTP-Bindung hat und sowohl ATP als auch GTP
gleichermaBen stabilisiert. Bei Tyrosinkinasen konnte bereits gezeigt werden, dass durch
einen Aminosaureaustausch am r-Spine (Thr zu lle) die Aktivitat einer Kinase massiv
gesteigert werden kann (Azam et al. [2008]), Ahnliches scheint durch die Interaktion
von CK2p oder ARC3140 mit CK2a am c-Spine ebenfalls induzierbar.

Einen weiteren Hinweis auf einen allosterischen Effekt der Besetzung der CK2a/p-
Bindestelle auf die Gelenkregion wies die Konformation der Gelenkregion in der ARC3140-
Struktur und der CK2AMante_Holoenzymstruktur auf: Die Gelenkregion dieser Strukturen
liegt in der offenen Konformation vor, allerdings sind Unterschiede zu offenen Konforma-
tionen anderer Kristallstrukturen erkennbar: Der Abstand der Helix aD zu der katalyti-
schen Schleife ist deutlich groBer als bei vergleichbaren Strukturen (vgl. Abb. 5.15). Dies
gilt auch fiir einige, jedoch nicht alle, Gelenkregionen in Holoenzym-Kristallstrukturen.

Im symmetrischen CK2AMante_Holoenzym ist dies allerdings der Fall.

Abbildung 5.15 | Variabilitit der Ge-
lenkregion in der offenen Konforma-
tion

Der Abstand der offenen Ge-
lenkregion von der katalytischen
Schleife ist abhangig von dem Bin-
dungspartner: Bei ARC3140 und
dem CK2Andante_Holoenzym ist die
CK2a/CK2B-Interaktionsstelle  durch
starke hydrophobe Interaktion besetzt,
in den anderen Fallen nicht. TIBI ist
in Komplex mit zmCK2a (Sarno et al.
CK2a (Andante-CK2) [2011]).

TIBI (3KXN)

AMPPN (2PVR)

ARC1502

Bei anderen Interaktoren der CK2a/B-Bindestelle ist dies hingegen nicht der Fall (vgl.
Raaf et al. [2008a], Raaf et al. [2013]), moglicherweise bedingt durch eine zu geringe
Hydrophobizitat von DRB und Pc-Peptid, verglichen mit ARC3140 und CK2p.

5.5.5. Einschrankungen der Rontgenstrukturanalyse

Die Kristallstrukturen der Proteinvarianten machen ein typisches Problem der Rontgen-
kristallographie deutlich: Bei der Kristallisation konnen zum einen viele Faktoren (z. B.
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pH-Wert oder Salzkonzentration) einen Einfluss auf die Kristallstruktur nehmen, zum
anderen konnen Kristallkontakte erhebliche Auswirkungen haben. Um diese Auswirkun-
gen auszuschlieBen, wurden die Proteinvarianten (unter anderem) in der Raumgruppe
P432,2 kristallisiert (vgl. Klopffleisch et al. [2012]).

Gerade der pH-Wert scheint bei der Kristallisation von hsCK2a im Komplex mit Emodin
eine Rolle zu spielen: Je niedriger der pH-Wert, desto groler ist die Wahrscheinlichkeit
einer geschlossenen Gelenkregion (vgl. Papinutto et al. [2012]). Des Weiteren ist eine
Kristallstruktur immer eine Mittelung aus vielen einzelnen Molekiilen, sodass flexible Re-
gionen zwar durch einen hohen Temperaturfaktor identifiziert werden konnen, es aber
nicht ohne weiteres moglich ist die Mobilitat einer Region, die mehrere Konformationen
adaptiert, wiederzugeben. Daraus ergibt sich, dass die Konformationen der Gelenkregion
der vier Proteinvarianten eher als Tendenz zu verstehen sind. Eine geschlossene Gelenk-
region im Kristall kann in Losung durchaus zum grolen Teil in der offenen Konformation

vorliegen. Dies spiegeln auch die Aktivitatsmessungen wider.

5.6. CK2-Inhibition durch Heparin

5.6.1. Interaktion mit polyanionischen Molekiilen

Wie bereits beschrieben ist CK2 eine ePK mit einer acidophilen Substratspezifitat (vgl.
Abschnitt 1.4.3). Heparin (ahnlich wie viele andere polyanionische Zuckermolekiile) ist
ein Inhibitor von CK2a. Auch DNA als negativ geladenes Polymer ist in der Lage mit
CK?2 zu interagieren und das Enzym zu inhibieren. Nachdem man zunachst von einer spe-
zifischen Interaktion mit der 3'UTR des CK2B-Gens ausgegangen war (Robitzki et al.
[1993]), konnte spater gezeigt werden, dass es sich um eine unspezifische Interakti-
on handelt, wobei die Inhibition durch DNA in dem Male reduziert wird wie sich das
CK2-Holoenzym formiert (Gatica et al. [1995]). Allerdings wird davon ausgegangen,
dass CK2 trotz dieser Interaktion in vivo keine Transkriptionsfaktor-Funktion einnimmt
(Ackermann und Pyerin [1999]).

5.6.2. Heparin und Heparansulfat

Heparin ist ein Polysaccharid, das hauptsachlich aus sich wiederholenden 1-4-glykosidisch
verbundenen a-L-lduronsdure (IdoA)- und a-D-Glucosamin(GluNS)-Disacchariden be-
steht (vgl. Abb. 5.16 (b)), zu geringem Umfang auch aus B-D-Glucuronsaure und a-
D-Glucosamin (vgl. Abb. 5.16 (c)). Heparin ist ein stark sulfoniertes Molekiil, typi-
scherweise ist die lduronsaure 2-O-sulfoniert und das Glucosamin sowohl 6-O- als auch
2-N-sulfoniert (Rabenstein [2002]). Sowohl durch die starke Sulfonierung, dem Aufbau
aus hauptsachlich Iduronsaure und Glucosamin als auch das typische Molekulargewicht-
Fenster (zwischen 5000 und 25000 g/mol, Rabenstein [2002]) unterscheidet sich He-
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parin von Heparansulfat. Dieses ist zum einen deutlich groker (60000-100000 g/mol,
Rabenstein [2002]) und besitzt Abschnitte geringer Sulfonierung, zum anderen besteht
die Grundeinheit in erster Linie aus einem 1-4-glykosidisch verbundenen Disaccharid aus
B-D-Glucuronsaure und a-D-Glucosamin (Rabenstein [2002], vgl. Abb. 5.16 (a)).
Dadurch ist Heparansulfat langer und deutlich flexibler. Es muss allerdings darauf hinge-
wiesen werden, dass es keine starre Abgrenzung geben kann, da auch viele Heparansulfate
mit Heparin-ahnlichen Eigenschaften bekannt sind und haufig Abschnitte hoher Sulfonie-
rung enthalten konnen (vgl. Abb. 5.16 (a), NS-Domane von Heparansulfat). Man kann
Heparin somit auch als gewebespezifisches Heparansulfat betrachten (Meneghetti et al.
[2015]).

NS-Domane NS/NA-Doméne NA-Domane

| | | |
oFomememeoN ol ole oBolo00m0T0m00000CILOMOR

0S03”

Co,”
OH
0S05” NHSO5™ NHCOCH3
65
40 IdoA(2S)-(1,4)-GIcNS(6S) Ol GlcA-(1,4)-GlcNAG

Abbildung 5.16 | Aufbau von Heparansulfat und Heparin

Aufbau von Heparansulfat und Heparin. (a) Heparansulfat besteht sowohl aus unsulfatierten
Bereichen (NA-Domane) und stark sulfatierten Bereichen (NS-Domane). (b) Grundbausteine
von Heparin bzw. der NS-Domane. (c) Grundbausteine der NA-Domane. Abb. reproduziert und
verandert aus Rabenstein [2002] mit freundlicher Genehmigung der Royal Society of Chemistry.

5.6.3. CK2a im Komplex mit Heparin

In dieser Arbeit kann ich zeigen, dass Heparin sowohl hochspezifisch an die Substratbin-
destelle von CK2a bindet als auch eine deutliche Affinitat zu dem basischen Bereich,
der die Aminosauren Lys74-79 einschlielt, zeigt.

In dieser Arbeit wurde CK2a mit einem Heparin-Decasaccharid kristallisiert. Es soll an-
gemerkt sein, dass die Sulfonierung von Heparin im Ausgangsprodukt lediglich ca. 75
% betragt, die Produzenten gehen bei ihren Berechnungen der Molekiilmasse von 2,5
Sulfogruppen pro Disaccharid aus (personliche Mitteilung von DextraUK).
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P2; Inder P2;-Struktur von CK2a und Heparin ist ein Teil des Heparinmolekiils klar de-
finiert, die vier Zucker-Einheiten konnten als eine heparintypische Abfolge aus IdoA(2S)-
GIcNS(6S)-1doA(2S)-GIcNS(6S) modelliert werden. Auf diese vier Zucker-Einheiten ver-
teilen sich sechs Sulfogruppen. Durch die Losung dieser Struktur mittels der SAD-
Technik war es moglich, neben allen Schwefelatomen der Methionine und Cysteine von
CK2a (ausgenommen Metl, bekannt aus Raaf [2009]) insgesamt vier Schwefelatome

des Heparinmolekiils durch anomale Daten exakt zu positionieren.
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Abbildung 5.17 | Bindung von Heparin an der Substratbindestelle

Heparin bindet im Bereich von P-3 und P+1 der Substratbindestelle. Dabei werden P-2 und
P+1 an den gleichen Positionen besetzt wie durch die Chlor-Atome (PDB-ID: 3H30) und (an
P+1) auch durch ein Sulfat-lon (PDB-ID: 2PVR). An der Position P+3 des modellierten Sub-

stratpeptids (vgl. Niefind et al. [2007]) binden auch in der P2;-Heparinstruktur zwei anomale
Streuer.

In dieser Kristallstruktur liegt die Gelenkregion in der geschlossenen Konformation vor,
sodass Lys122 an der Bindung sowohl der Sulfogruppe an der P-3-Position als auch an
der P-2-Position beteiligt ist. Diese Sulfogruppe in der P-2-Position wird des Weiteren
ebenfalls von His160 stabilisiert. Lys158 spielt keine Rolle in der Bindung an einer Sul-
fogruppe, allerdings bildet sie eine Wasserstoffbriickenbindung zu dem Sauerstoffatom
des Zucker-Rings der linken GIuNS-Gruppe und zu der Carboxygruppe der rechten IdoA-
Gruppe aus.

An der Bindung der Sulfogruppe an der P+1-Position sind die typischen Residuen be-
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teiligt, sowohl Lys198 als auch Arg195. Des Weiteren wird diese Sulfogruppe von einer
Wasserstoffbriicke von Asn238 gebunden. Zwar reicht das in der Struktur sichtbare He-
parinmolekil nicht hin bis zu der P+3-Bindestelle, allerdings sind auch dort, ahnlich
wie bereits in anderen Strukturen (Raaf et al. [2008a], Niefind et al. [2007]), anomale
Streuer identifizierbar. Es gilt zu beachten, dass eine weitere Bindung von Heparin an
der P+3-Position durch die Kristallpackung nicht moglich ist, es wiirde mit dem sym-

metrieaquivalenten Heparinmolekiil kollidieren.

P452,2 Die Bindung des Heparins in der Raumgruppe P432;2 ist nicht so spezifisch
durch Elektronendichte definiert wie bei dem Heparin-Molekiil in der P2;-Raumgruppe.
Es wurden allerdings insgesamt sieben Zuckergruppen in die Elektronendichte modelliert
(vgl. Abb. 4.23). Die Lage des Heparinmolekiils wird maRgeblich von den beiden in der
asymmetrischen Einheit vorliegenden CK2a-Molekiilen beeinflusst, beide Proteinketten
binden mit der gleichen positiv geladenen Region an Heparin (vgl. Abb. 5.18 (a)). Da
keine distinkten Bindungen zwischen Protein und Heparin definierbar sind, ist eine Be-
wertung der beteiligten Residuen von CK2a komplex: Sowohl Proteinkette A als auch
Proteinkette B binden von beiden Seiten an dem Heparinmolekiil. Dabei liegt das Lysin-
cluster 74-79 der Kette A gegeniiber der Region um Arg107, Lys102 und Trp33 der Kette
B (und vice versa, vgl. Abb. 5.18 (b)), der Abstand zu der Heparin-Elektronendichte ist
in beiden Fallen relativ konstant. Dies hat zur Folge, dass die Verifizierung der tatsach-

lichen Binderegion schwierig ist.
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Abbildung 5.18 | Bindung von Heparin an CK2

(a) Heparin bindet sowohl an Kette A als auch Kette B in der Kristallstruktur von Hepa-1 und
Hepa-2 an den gleichen positiv geladenen Regionen. Abbildung erstellt mit Pymol, Einfarbung
nach qualitativem elektrostatischen Potenzial. (b) Die an der Bindung beteiligten Regionen der
beiden Proteinketten liegen sich gegeniiber.

Allerdings ist dieser Bindungsmodus nicht unbekannt fiir Heparin: Eine unspezifische
elektrostatische Interaktion zwischen negativ geladenem Heparin und positiv gelade-
nem Protein konnte anhand von kinetischen Daten bereits fiir Thrombin gezeigt werden
(Olson et al. [1991]). Eine Kristallstruktur von Thrombin komplexiert mit Heparin (Car-
ter et al. [2005], PDB-ID: 1XMN) bestatigte auch dort in ahnlicher Weise wie in den
P432,2-Strukturen diese unspezifische Bindung: Es ist deutlich Elektronendichte entlang
der putativen Bindestelle von Heparin bei Thrombin zu erkennen, eine exakte Modellie-
rung eines Heparinmolekiils mit den Positionen der Sulfogruppen ist allerdings nicht ohne
Weiteres moglich.

Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass die Zusammensetzung der Kristalli-
sationslosung ausschlaggebend fiir den Kokristallisationserfolg war: Bei einer zu hohen
Salzkonzentration war es schwierig, an CK2a gebundenes Heparin zu erkennen. Auch
die Dauer von Kiristallisation und Soaking in der Vitrifikationslosung hatten direkten
Einfluss auf die Bindung von Heparin an der C-terminalen Domane. Offenbar konkur-
rierte das durch elektrostatische Interaktionen stabilisierte Heparin mit lonen aus der

Kristallisationslosung.
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Inhibition von CK2 durch Heparin Dass in den beiden verschiedenen Raumgruppen
Jeweils nur eine der beiden Bindestellen mit Heparin besetzt ist, ist der Kristallisation ge-
schuldet: Durch Kristallkontakte ist in der P2;-Kristallstruktur eine Bindung von Heparin
an die Helix aC nicht moglich, ebenso ist eine Bindung an der Substratbindeschleife und
an der P+1-Schleife in der P432,2-Struktur nicht moglich. Diese Separierung der beiden
Bindungsstellen ermdglicht einen neuen Blick auf CK2a:

Heparin bindet an der ATP-Bindetasche spezifisch, die Interaktion sowohl der Sulfo-
gruppen als auch der Carboxygruppe der |duronsaure sind ausgepragt. Die Interaktion
an der Helix aC hingegen ist, ahnlich der Bindung von Heparin an Thrombin (Olson
et al. [1991], Carter et al. [2005]), wahrscheinlich in erster Linie durch unspezifische
elektrostatische Interaktionen charakterisiert.

Bereits 1980 konnten Hathaway et al. zeigen, dass die Inhibition durch langkettiges He-
parin kompetitiv zum Substrat p-Casein ist. Durch die Verwendung verschieden langer
Heparin-Fragmente und Peptid- und Proteinsubstrate konnten O'Farrell et al. [1999]
zeigen, dass die Phosphorylierung eines peptidischen Substrats (RRRADDSDDDDD)
nicht ausschliellich kompetitiv durch Heparin inhibiert wird, sondern dass ein produk-
tiver CK2-Substrat-Heparin-Komplex existieren kann. Vor dem Hintergrund, dass das
verwendete Substratpeptid lediglich fiinf negative Ladungen hinter dem zu phosphory-
lierenden Serin tragt, ist es durchaus vorstellbar, dass die Bindung von Heparin an der
C-terminalen Domane von CK2a auch dann moglich ist, wenn dieses Substratpeptid
gebunden hat. Vaglio et al. zeigten 1996 durch Mutagenese-Studien, dass die Inhibition
von CK2a durch Heparin und andere polyanionische Molekiile sowohl durch das Entfer-
nen der positiven Ladung von Lys74-77 (K74-77A-Variante) als auch dem Austausch
von Argl191, Arg195 und Lys198 (R191R195K198A-Variante) zu einer Abschwachung
(R191R195K198A: 100 x insensitiver) bzw. Aufhebung (K74-77: Aktivierung) der In-
hibition fiihrt. Allerdings weisen die Autoren auch auf die Schwache ihrer Experimente
hin: Die Inhibition ist stark abhangig von der Sequenz des Substratpeptids. AuRerdem
wurde ein sehr langes Heparin-Molekiil (MW: 14000, ca. 40-Saccharid) verwendet, wel-
ches mit hoher Wahrscheinlichkeit eine grole Interaktionsflache zur Stabilisierung der
Position und damit zur Inhibition benotigt. Des Weiteren muss beachtet werden, dass
all diese genannten Experimente mit CK2-Holoenzym und nicht, wie in den vorgestellten
Kristallstrukturen, mit CK2a durchgefiihrt wurden. Es ist allerdings bekannt, dass das
Holoenzym deutlich weniger anféllig fiir Heparin-Inhibition ist als CK2a (Sarno et al.
[1997b]).

Modell: Heparin inaktiviert CK2a Die beiden unabhangig voneinander beobachteten
Bindeereignisse von Heparin erganzen sich mit bereits durchgefiihrten kinetischen Mes-
sungen an CK2 mit Heparin: 1999 konnten O'Farrell et al. zeigen, dass die Starke der
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Inhibition von CK2 durch Heparin langenabhangig ist. Allerdings ist diese Langenabhan-
gigkeit nicht linear, kiirzere Heparin-Fragmente inhibieren deutlich schlechter als lange
Fragmente (starke Inhibition ca. ab Dodecasaccharid, vgl. O'Farrell et al. [1999]). Dar-
aus wurde bereits friih vermutet, dass die Bindung von Heparin an CK2 komplexer ist als
eine einfache unspezifische elektrostatische Interaktion. Das von mir postulierte Modell
der Inhibition von CK2a durch Heparin sieht vor, dass es zwei unabhangige Bindestellen
flr Heparin gibt (vgl. Abb. 5.19):

Die Substratbindestelle von P-3 bis P+1 (oder eventuell P+3, da Kristallkontakte eine
Bindung von Heparin an dieser Position verhindern), bei der Heparin durch Wasser-
stoffbriicken in einer definierten Position stabilisiert wird und eine zweite N-terminale
Bindestelle, an der Heparin hauptsachlich liber eine nichtspezifische elektrostatische In-
teraktion stabilisiert wird. Ab einer Lange von zwolf Zuckerresiduen (vgl. O'Farrell et al.

[1999]) kann das Heparin-Molekiil lang genug sein, um an beide Bindestellen zu binden.

Abbildung 5.19 | Modell der Heparinbindung

Ein Heparin-Molekiil kann zwei unabhangige Bindungen mit CK2a eingehen, eine substratkom-
petitive Bindung im Bereich P-3 bis P+3 (ca. 7 Zuckerreste, cyanfarbener Bereich) und eine
elektrostatische Interaktion entlang der N-terminalen Domane (griiner Bereich).
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Bedeutung von Heparin fiir CK2 in der Zelle Heparin wird in erster Linie in Mast-
zellen gelagert und ist dort essentiell fliir die Einlagerung von spezifischen Mastzell-
Proteasen (Rabenstein [2002]). Des Weiteren spielt es als Gegenion zu Histamin in den
sekretorischen Granula von Mastzellen eine wichtige Rolle: Ohne Heparin sind hohe Hi-
staminkonzentrationen von 0,4 M in Mastzellen nicht moglich (Rabenstein [2002]). Die
Rolle von Heparin in der Medizin als Antikoagulant ist indes ein nicht-natirlicher Ver-
wendungszweck, normalerweise tibernehmen Heparansulfate diese Rolle.

Fir die Inhibition von CK2 durch polyanionische Zuckeroligomere bedeutet dies, dass
CK2 lediglich in den Mastzellen selbst oder bei der Ausschiittung der sekretorischen
Granula von Heparin inaktiviert werden kann. Da Heparansulfat jedoch ebenfalls in der
Lage ist CK2 zu inhibieren (Hathaway et al. [1980]), ist es durchaus moglich, dass He-
paransulfate eine zentrale Rolle bei der CK2-Inhibition in vivo spielen. Da Heparansulfat
allerdings im Golgi-Apparat produziert und durch Exozytose an der Zellmembran posi-
tioniert wird (Kreuger und Kjellén [2012]) ist es unwahrscheinlich, dass die Inhibition
von CK2 intrazelluldr (auBer im Golgi-Apparat) eine grole Rolle spielt.

Des Weiteren ist zu beachten, dass Heparansulfate eine sehr heterogene Molekilfamilie
in Bezug auf Lange, Sulfonierung und Zuckerbausteine darstellen, sodass man von einem
Heparanom sprechen kann (Turnbull et al. [2001]). Dies spiegelt ebenfalls das Interaktom
von Heparansulfaten wider: Bei der Untersuchung 22 bekannter interagierender Proteine
(HSBPs, Heparansulfate Binding Proteins), exklusive CK2, konnten groe Unterschie-
de in Bindungsmodus, Interaktionsflache, Heparansulfat-Lange und Affinitat dargestellt
werden (Xu und Esko [2014]).

Inhibition von CK2 - klinische Relevanz? Es scheint mdglich, dass die Gabe von
Heparin bei Krankenhausaufenthalten zur Vermeidung von Thrombosen ebenfalls durch
die Inhibition von CK2 Folgen haben kann: Bei Cisplatin-resistenten Tumoren konnte
eine positive Wirkung durch Heparingabe beobachtet werden, sie wurde allerdings nicht
in Verbindung zu CK2 gesetzt (Pfankuchen et al. [2015]). Es bleibt zu klaren, ob die
Inhibition von CK2 ursachlich ist, da auch viele andere Proteine mit Heparin interagieren.
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5.7. Fazit und Ausblick

5.7.1. Die ATP-Bindetasche

Die Aufklarung des Bindungsmodus der ATP-kompetitiven Inhibitoren E9 und der To-
berichfurane zeigt neue Moglichkeiten der selektiven CK2a-Inhibition auf. Gerade die
Kristallisation der unterschiedlichen Toberichfurane macht deutlich, dass bereits kleine
strukturelle Unterschiede im Inhibitor zu unterschiedlichen Bindungsmodi fiihren konnen
und wie wichtig die Kokristallisation von Inhibitoren fiir das Verstandnis und die Opti-
mierung solcher Molekiile ist.

E9 stellt den ersten Inhibitor von CK2a dar, der massiv eine hydrophobe Region der
ATP-Bindetasche adressiert und konnte eine Leitstruktur fir hochselektive duale CK2-
PIM-Inhibitoren darstellen.

Die Besetzung der ATP-Bindetasche von CK2a durch ARC3140 zeigt ebenfalls die Be-
deutung dieser Methode auf: Die Orientierung von ARC3140 konnte zweifelsfrei geklart
werden.

Sowohl die Strukturen im Komplex mit den Toberichfuranen als auch mit den Bisubstrat-
inhibitoren machen eindrucksvoll deutlich, dass gerade die gezielte Halogenierung von

Inhibitoren zu effizienten und selektiven ATP-kompetitiven Inhibitoren fiihren kann.

5.7.2. CK2a/B-Interaktionen
ARC3140 In der Kiristallstruktur von CK2a im Komplex mit ARC3140 konnte eine

zweite, in Losung relevante, Bindungsstelle von ARC3140 an CK2a identifiziert werden.
ARC3140 bindet neben der ATP-Bindetasche ebenfalls an die CK2a/B-Bindestelle. Die-
se Interaktion konnte weiter charakterisiert werden. Um einen bimodalen Inhibitor zu
entwickeln, ist jedoch eine weitere Charakterisierung dieser Bindung notwendig: Kann
dieser Inhibitor ebenfalls die Interaktion zwischen CK2a und CK2B in vitro storen? Wie
kann man diesen Inhibitor verandern, um die Interaktion zu stabilisieren und zu verstarken

ohne die ATP-kompetitive Inhibition einzubiiBen?

CK2Andante | der Kristallstruktur des CK2AMate_Holoenzyms hatte der Austausch von
Met166 zu Isoleucin keinerlei Einfluss auf den Bindungsmodus der CK2p-Untereinheit an
CK2a, ermoglichte allerdings einen Einblick in die regulatorischen Mechanismen durch
sekunddre CK2a/B-Interaktionen. Das symmetrische Holoenzym von CK2Andante gibt
dabei erste strukturelle Hinweise auf die Formierung eines linearen Holoenzym-Oligomers,
wie es bereits zuvor in vitro gefunden (Valero et al. [1995]) und als Modell postuliert
(Poole et al. [2005]) wurde.

Die Oligomerisation erweitert die komplexe Regulation von CK2 (vgl. Abschnitt 1.4.5)
um eine weitere Ebene. Da es bereits ausreichende Indizien fiir eine Oligomerisation in

vitro gibt, ist es an der Zeit dieser Oligomerisation durch den Nachweis in vivo auch
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eine physiologische Relevanz zu geben, der Nachweis einer CK2-Oligomerisation in der
Zelle steht bisher noch aus. Erste spezifische Methoden befinden sich derweil in der
Anwendung (Hiibner et al. [2014]).

5.7.3. Die Gelenkregion — Einfluss auf die ATP/GTP-Bindung

Die Gelenkregion konnte anhand von Proteinvarianten charakterisiert werden, wobei die
Gelenkregion der Proteinvariante F121A als einzige Kristallstruktur in der offenen Kon-
formation vorlag. Die kinetischen Messungen (vgl. Lindenblatt [2013], Klein [2014])
zeigten auf, dass alle Varianten der Helix aD ATP gegeniiber GTP bevorzugen, auch
F121A.

Wie wichtig ist die Konformation der Gelenkregion? Alle bisherigen Daten weisen
darauf hin, dass Molekiile, die Wasserstoffbriicken zu der Gelenkregion ausbilden, eine of-
fene Konformation der Gelenkregion induzieren, ohne dass geklart ist, wie diese Vorgange
zusammenhangen (vgl. Klopffleisch et al. [2012]). Die abschlieBende Bewertung der Be-
deutung der Gelenkregion fiir die Bindung von ATP, GTP und natirlich auch Inhibitoren
bleibt schwierig. Die Eigenschaft eine offene oder geschlossene Konformation einzuneh-
men wurde bisher ausschliellich in Kristallstrukturen von hsCK2a beobachtet. Durch
die Proteinvarianten konnte bestatigt werden, dass die Residuen Phel21 und Tyrl25
definitiv einen Einfluss sowohl auf die Konformation der Gelenkregion als auch auf die
ATP/GTP-Praferenz haben. Die ATP-Praferenz der Proteinvarianten kann allerdings
nicht mit der geschlossenen Gelenkregion in Verbindung gebracht werden, da F121A
bei offener Gelenkregion ebenfalls ATP starker bindet. Da Heparin eine geschlossene
Konformation induziert, weil Lys122 an der Bindung beteiligt ist (vgl. Abschnitt 4.25)
liegt es nahe, dass die Konformation der Gelenkregion durch Bindungspartner (Substrate
oder Inhibitoren) beeinflusst wird. Eine Kristallisation von zmCK2a mit Heparin kdnnte
Aufschluss dariiber geben, ob auch dort die geschlossene Konformation induziert werden
kann. Aulerdem konnten Kinetiken mit verschiedenen Substratpeptiden und ATP oder
GTP als Kosubstrat einen Einblick dariiber geben, ob es es eine Interdependenz zwischen

Substratsequenz und Kosubstratnutzung gibt.

5.7.4. Substratkompetitive Bindung

Durch die Kokristallisation von CK2a mit dem substratkompetitiven Inhibitor Heparin
wurde ein erster struktureller Einblick in die Substratbindung gewonnen. Heparin bindet
dabei sowohl an die direkte Substratbindestelle im P-3 bis P+1-Bereich als auch in einem
zweiten Bereich, der Helix aC. Diese Bindung wird dabei durch elektrostatische Interakti-
on stabilisiert, ohne dass in der Kristallstruktur konkrete Wasserstoffbriicken identifiziert
werden konnten. Die Kristallstruktur von CK2a im Komplex mit Heparin in der Raum-
gruppe P2; ist die erste Struktur, bei der ein Molekiil an die CK2a-Substratbindestelle
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gebunden hat. Zielfiihrend fiir die erfolgreiche Kokristallisation war zum einen, dass die
Salzkonzentration in der Kristallisationslosung so weit wie moglich gesenkt wurde und
zum anderen, dass besonders lonen, von denen eine Interaktion mit CK2a bekannt ist
(vgl. Niefind et al. [2007]), nach Mdglichkeit vermieden wurden.

Diese Vorgehensweise kann wegweisend fur die Kristallisation von CK2 mit einem Sub-
stratpeptid sein, um zu dem lange erwarteten ternaren Komplex aus CK2a, Kosubstrat
und Substratpeptid zu gelangen.
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A. Appendix
A.1. Alignments

hsCK2p (P67870) MSSSEEVSWISWECGLRGNEFFCEVDEDY IQDKENLTGLNEQVPHYROALDMILDLEPDE 60
dmCK2p (P08182) MSSSEEVSWVTWECGLRGNEFEFCEVDEDYIQDKENLTGLNEQVPNYRQALDMILDLEPED 60

Kokkkhkhkhkhh o o hkkdkbhbhbhbhbhhbhhhhhhhkhhkhbhbbbbbhbhbhbhh hhkhhkdhkhkbbbhh. .

hsCK2p (P67870) ELEDNPNQSDLIEQAAEMLYGLIHARYILTNRGIAQMLEKYQOGDFGYCPRVYCENQPML 120
dmCK2p (P08182) ELEDNPLOSDMTEQAAEMLYGLIHARYTILTNRGIAQMIEKYQTGDFGHCPRVYCESQPML 120

Kkkkkk hokk o kkkkkkkkkkkhkhkhkkhhhkkkkkkkk o kkkk kkhkk « kkkkkkk Kkkkx

hsCK2p (P67870) PIGLSDIPGEAMVKLYCPKCMDVYTPKSSRHHHTDGAYFGTGFPHMLEMVHPEYRPKRPA 180

dmCK2p (P08182) PLGLSDIPGEAMVKTYCPKCIDVYTPKSSRHHHTDGAYFGTGFPHEMLFMVHPEYRPKRPT 180
Koakkkkkkdkrkkkhkok hokkkk e kkokkhkkkdkkkkkkhhkkhkkkkkkhhhkhkkkkkkhkkkk .

hsCK2p (P67870) NQFVPRLYGFKIHPMAYQLQOLOAASNFKSPVKTIR—~==—=—————————————— 215

dmCK2p (P08182) NQEFVPRLYGFKIHSLAYQIQLOAAANFKMPLRAQRGQPPKDEEPENNADTVPKRL 235
hkkkkkkkkhhkk kA kkkkhkkokkk koo K

Abbildung A.1 | Alignment von CK2p

Humanes und Drosophila melanogaster CK2B sind sequenziell sehr dhnliche Proteine. Der Aus-
tausch von M166 (rot) in CK2Andante gegen Isoleucin sollte bei beiden Proteinen dhnliche Aus-
wirkungen haben. In Klammern hinter der Bezeichnung ist die Uniprot-ID aufgefiihrt.

zzscme: (P68400) MSGP-VPSRARVYTDVNTHRPREYWDYESHVVENGNQDDYQLVRKLGRGKYSEVFEATNT

hsCK2a' (P19784) MPGPAAGSRARVYAEVNSLRSREYWDYEAHVPSWGNQDDY(QLVRKLGRGKYSEVFEAINT

1—:*1—**::** * :*1‘****: ' -t*:‘k‘k*‘k::**t:**t**‘l“k*:\'*'**:

hsCK2cl (P68400) TNNEKVVVKILKPVKKKKIKREIKILENLRGGPNIITLADIVKDPVSRTPALVFEHVNNT 119
hsCK2o' (P19784) TNNERVVVKILKPVKKKKIKREVKILENLRGGTNIIKLIDTVKDPVSKTPALVFEYINNT 120

"k')r*: ::**************:***:*# & **:-‘k * ‘k:* ﬁ':**:*:**::***

hSCK20 (P68400) DFKQLYQTLTDYDIRFYMYETLKALDYCHSMGIMHRDVKPHNVMIDHEHRKLRLIDKGLA 179
hsCK2a' (P19784) DFEQLYRQILTDFDIRFYMYELLEALDYCHSKGIMHRDVEPHNVMIDHQOKKLRLIDWGLA 180

TEXT XX 1‘11’:*1*:*:*1:1’**1’1‘**1’* *Tttk‘k‘kt‘k‘k‘kt‘k*'}f‘x: :t‘}“k‘k‘k*‘k‘k**

hSCKZG(P684DU) .EFYHEGQEYNVRVQSRYFKGPELLVDYQMYDYSLDMWSLGCMLASMIFRKEPFFHGHDNY 239
hsCK2a' (P19784) EFYHPAQEYNVRVASRYFEKGPELLVDYQMYDYSLDMWSLGCMLASMIFRREPFFHGQDNY 240

FEFTF 1 FEXXXFFXFAAFEAXNEFTFLE & FAXXXFFALRRFTA o0 F FAXF o dFX XK+ H K

hsCK2u (P68400) DQLVRIAKVLGTEDLYDYIDKYNIELDPRFNDILGRHSRKRWERFVESENQHLVSPEALD 299
hsCK2w' (P12784) DOLVREIARVLGTEELYGY LKKYHIDLDPHFNDILGQHSEEKRWENFIHSENRHLVSPEALD 300
*t'}r*:'}c*****t: x 'k: _'k')r.'k:*'k*::: ::*:'k'kt'k * _1—: o :*:***1***:*

hsCK20t(P6B400) FLDKLLRYDHQSRLTAREAMEHPYFYTVVKDQARMGSSSMPGGSTPVSSANMMSGISSVE 359
hsCK2u' (P19784) LLDKLLRYDHQQRLTAKEAMEHPYFYPWKEQSQPCADNAV —————————— LSSGLTAAR 350

*****‘k‘k*:\"k *EkEx EFExE ETEE L *

hsCK2a (P68400) TPSPLGPLAGSPVIAAANPT.GMPVPRRAGAQQ 391
RSCK2a' (P19784) ————————m e 350

Abbildung A.2 | Alignment von CK2a
CK2a-Proteine zeigen eine hohe Sequenzdhnlichkeit. Rot umrandet sind die Residuen der Gelen-
kregion (inklusive Helix aD). In Klammern hinter der Bezeichnung ist die Uniprot-ID aufgefiihrt.
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hsPIM3 (Q86VE6)
hsPIM1(P11309)

hsPIM3 (QB6VEE)
hsPIM1 (P11309)

hsPIM3 (Q86VE6)
hsPIM1 (P11309)

hsPIM3 (Q86VEE)
hsPIM1 (P11309)

hsPIM3 (Q86VEE)
hsPIM1 (P11309)

hsPIM3 (QB86VEG)
hsPIMI1 (P11309)

hsPIM3 (Q86VEBE)
hsPIM1 (P11309)

MPHEPHEPLTPPFSALPDPAGAPSRRQSRQRPQLSSDSPSAFRASRSHSENATRSHSHSH

7777777777777777777777777777777 MLLSKFGSLAHLCGPGGVDHLPVKILQPA
SPRHSLRHSPGSGSCGSSSGHRPCADT LEVGMLLSKINSLAHLRAAPCNDLH-ATKLAP—

e B H * *

KADKESFEKAYQVGAVLGSGGEGTVYAGCSRIADGLPVAVKHVVKERVTIEWGSLG-GATVP
GKEKEPLESQYQVGPLLGSGGFGSVYSGIRVSDNLPVAIKHVEKDRISDWGELPNGTRVE

:** :*_ * & k& :******i:**:* ‘k::* ‘k***:*** *:*:::**.* *: * %

LEVVLLRKVGAAGGARGVIRLLDWFERPDGFLLVLERPEPAQDLFDFITERGALDEPLAR
MEVVLLKKVS--SGFSGVIRLLDWFERPDSEVLILERPEPVQDLFDFITERGALQEELAR

:***ii:**. .* ****ii**t****.*:‘k:******.***tk****i***:* * k&
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Abbildung A.3 | Alignment von PIM-Kinasen
PIM1 und PIM3 zeigen eine hohe Sequenzahlichkeit. Rot umrandet sind die fiir die Konformation
der Gelenkregion herausragenden Reste. In Klammern hinter der Bezeichnung ist die Uniprot-1D

aufgefiihrt.
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A.2. PIM3-Modell

zmCKa - E9 (offen)
3BQC (geschlossen)
PIM3

Abbildung A.4 | Modell von PIM3

Das Strukturmodell von PIM3 wurde mit Hilfe von SWISS-MODEL (Guex et al. [2009]) und
PIM1 als Matrize (PDB-ID: 1XWS, Bullock et al. [2005]) erstellt. E9 kann durch die Proline in
der Gelenkregion P126 und P128 &hnlich binden wie bei zmCK2a, (braun) wahrend die Bindung
von E9 an CK2a mit der geschlossenen Gelenkregion (3BQC, cyan) sterisch nicht mdoglich ist.
Die Position von E9 ist aus der E9-zmCK2a-Struktur aus dieser Arbeit entnommen.
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A.3. Tabellen

Tabelle A.1 | Statistiken der TF-Kristalldaten

Datensammlungsstatistiken fiir hsCK2a-TF bei Wellenlangen von 1 A und 2 A. Eingeklammer-
te Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandran-Statistiken wurden mit

Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK20-TF 1A CK2a-TF 2 A
Rontgenquelle PX-III, SLS PX-III, SLS
Wellenlinge (A) 1.0 2.0
Raumgruppe P24 P24
a,b,c (A) 57.435, 45.707, 63.19 57.43, 45.38, 63.33
a, B,y (°) 90, 110.94, 90 90, 110.863, 90
Auflosung (A) 36.14 - 1.79 (1.853 - 36.01-2.9 (3-2.9)
1.79)
Rmerge 0.054 (0.512) 0.033 (0.061)
Rmeas 0.0632 (0.615) 0.036 (0.0665)
CCy)2 0.998 (0.821) 0.999 (0.998)
1/o(1) 12.86 (1.74) 43.5 (26.8)
Einzigartige Reflexe 27738 (2266) 6609 (610)
Volistindigkeit (%) 05.21 (78.35) 95.3 (88.2)
Multiplizitat 3.5(3.1) 6.5 (6.8)
B-Faktor (Wilson-Plot, A2) 26.69 29.55

Verfeinerung

Anzahl Reflexe in Work / Test-Set 26341 / 1389

Ruwork / Réree 16.33 / 21.25
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)
Protein 2801 / 34.40
Liganden 30 /41.20
Wasser 177 / 38.90
RMS-Abweichungen
Bindungslingen (A) 0.005
Bindungswinkel (°) 0.91
Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen
favorisierte Regionen 90.6 / 270
zusatzlich erlaubte Regionen 8.7/ 26
generell erlaubte Regionen 03/1
verbotene Regionen 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 328 /1
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Tabelle A.2 | Statistiken der TF85- und TF107-Kristalldaten

Datensammlungsstatistiken fiir hsCK2a-~-TF85 und hsCK2a-TF107. Von hsCK2a-~-TF85 wurden
ebenfalls Daten bei einer Wellenlznge von 2 A gesammelt. Eingeklammerte Werte entsprechen der
hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken wurden mit Procheck ermittelt (Laskowski
et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a- CK2a- CK2a-TF107
TF85 1A TF85 2A
Rontgenquelle PX-IIl, SLS PX-II1, SLS PX-III, SLS
Wellenlinge (A) 1.0 2.0 1.0
Raumgruppe P24 P24 P24
a,b,c (A) 57.477, 45.505, 57.67, 45.50, 57.876, 45.67,
63.489 63.32 63.753
a, B,y (°) 90, 110.97, 90 90, 110.806, 90 90, 111.14, 90
Auflésung (A) 34.17 - 1.84 36.1 - 2.993 36.22 - 1.643
(1.906 - 1.84) (3.1 -2.993) (1.702 - 1.643)
Rimerge 0.055 (0.709)  0.092 (0.286)  0.035 (0.615)
Rmeas 0.034 (0.85) 0.1 (0.312) 0.041 (0.745)
CCy)» 0.999 (0.704)  0.996 (0.958)  0.999 (0.738)
1/6(1) 14.02 (1.53) 16 (5.2) 18.7 (1.7)

Einzigartige Reflexe 25781 (2367) 6058 (525) 37643 (3505)

Volistandigkeit (%) 95.93 (88.29)  94.4 (84.2) 98.9 (93.4)
Multiplizitat 3.5 (3.2) 6.5 (6.1) 3.3 (3.0)
B-Faktor (Wilson-Plot, A2) 29.47 48.50 24.82

Verfeinerung

Anzahl Reflexe in Work / Test-Set

24458 / 1317

35807 / 1825

Rwork / Riree 18.92 / 21.86 16.66 / 19.55
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)
Protein 2830 / 25.60 2782 / 32.50
Liganden 31/ 62.60 31/ 44.80
Wasser 171 / 55.20 198 / 38.30
RMS-Abweichungen
Bindungslingen (A) 0.005 0.005
Bindungswinkel (°) 0.89 0.85
Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen
favorisierte Regionen 89.3 / 266 91.3 /273
zusatzlich erlaubte Regionen 10.1 / 26 8/ 24
generell erlaubte Regionen 03/1 03/1
verbotene Regionen 03/1 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 328 /1 320 /1
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Tabelle A.3 | Statistiken der E9-Kristalldaten

Datensammlungsstatistiken fiir hsCK20-E9 und zmCK2a-E9. Eingeklammerte Werte entspre-
chen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken wurden mit Procheck ermittelt
(Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

hsCK2a-E9 zmCK2a-E9
Rontgenquelle PX-IIl, SLS PX-IIl, SLS
Wellenlinge (A) 1.0 1.0
Raumgruppe P2, C2
a,b,c (A) 58.49, 45.45, 64.01 142.748, 59.683, 44.884
a, B,y (°) 90, 111.39, 90 90, 102.96, 90
Auflésung (A) 36.14 - 1.85 (1.916 - 1.85) 43.74 - 1.24 (1.284 - 1.24)
Rmerge 0.0707 (0.7793) 0.01738 (0.5602)
Rineas 0.079 (0.806) 0.02 (0.614)
CCypo 0.999 (0.722) 1 (0.863)
1/6(1) 15.94 (2.07) 27.03 (2.01)

Einzigartige Reflexe
Vollstindigkeit (%)
Multiplizitat

B-Faktor (Wilson-Plot, A2)

26410 (2584)
97.84 (96.82)
5.1 (5.4)
25.03

103023 (9872)
99.09 (95.18)
3.2 (2.8)
16.08

Verfeinerung

Reflexe in Work / Test-Set

25064 / 1345

97806 / 5140

Rwork / Riree 16.97 / 21.33 14.33 / 17.53
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)
Protein 2833 / 31.50 2853 / 26.80
Liganden 31/ 43.2 55 / 34.9
Wasser 216 / 34.5 328 / 37.3
RMS-Abweichungen
Bindungslingen (A) 0.004 0.014
Bindungswinkel (°) 0.79 1.47
Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen
favorisierte Regionen 90.3 / 270 90.9 / 269
zusatzlich erlaubte Regionen 9.4 / 28 8.8 /26
generell erlaubte Regionen 0 0
verbotene Regionen 03/1 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 320 /1 327 /1
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Tabelle A.4 | Statistiken der ARC3140- und ARC1502-Kristalldaten
Datensammlungsstatistiken fiir CK2a-ARC3140 und CK2a-ARC1502. Eingeklammerte Werte
entsprechen der hochsten Auflésungsschale. Ramachandranstatistiken wurden mit Procheck er-
mittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten
CK2a-ARC3140

CK2a-ARC1502

Rontgenquelle ID29, ESRF PX-II1, SLS
Wellenlinge (A) 1.12713 1.0

Raumgruppe P21 21 24 P24

a,b,c (A) 47.504, 85.174, 90.435 58.02, 46.01, 64.15
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 110.7, 90

Auflésung (A)

342.59 - 1.59 (1.646 -
1.59)

36.51 - 2.35 (2.434 - 2.35)

Rimerge 0.102 (0.835) 0.095 (0.346)
Rimeas 0.111 (0.912) 0.107 (0.403)
CCy)2 0.998 (0.643) 0.995 (0.896)
1/6(1) 11.5 (1.4) 10.3 (3.6)
Einzigartige Reflexe 50071 (4869) 13067 (1177)
Vollstindigkeit (%) 99.7 (98.2) 97.4 (88.4)
Multiplizitit 6.1 (6.1) 4.5 (3.5)
B-Faktor (Wilson-Plot, Az) 16.69 36.76
Verfeinerung

Reflexe in Work / Test-Set 47291 / 1965 12406 / 652
Rwork / Riree 18.71 / 20.72 17.75 / 22.25
Anzahl Atome / B-Faktoren (A2)

Protein 2803 / 21.30 2785 / 42.50

Liganden 79 / 38.80 20 / 56.30

Wasser 263 / 32.30 72/ 37.9
RMS-Abweichungen

Bindungsliangen (A) 0.004 0.014

Bindungswinkel (°) 0.79 1.47
Ramachandran-Plot (%)/ Anzahl Residuen

favorisierte Regionen 91.3 /272 91.3 /272

zusatzlich erlaubte Regionen 8.4 / 25 8.4 /25

generell erlaubte Regionen 0 03/1

verbotene Regionen 03/1 0
Residuen/Proteinmolekiile 327 /1 328 /1
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Tabelle A.5 | Statistiken der CK2Adante_Kristalldaten

Datensammlungsstatistiken fiir hsCK2Andante in den Raumgruppen C2 und P2;. Eingeklam-
merte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken wurden mit

Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CKzAndante_Cz

(:KzAndante_Pz1

Rontgenquelle
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
a,b,c (A)

a B, v (°)
Auflésung (A)

Rmerge

Rmeas

CCypo

1/6(1)

Einzigartige Reflexe
Vollstindigkeit (%)
Multiplizitat

B-Faktor (Wilson-Plot, A2)

PX-Ill, SLS

1.0

C2

210.537, 57.441, 139.394
90.0, 118.54, 90.0

46.24 - 3.3 (3.418 - 3.3)

0.0502 (0.4373)
0.0631 (0.559)
0.999 (0.797)
13.85 (1.82)
21878 (2169)
97.24 (97.26)
2.4 (2.3)
106.73

BL14.1, BESSY
0.918410

P2,

140.869, 57.417, 188.228
90, 102.74, 90

46.94 - 4.092 (4.238 -
4.092)

0.1228 (0.5545)
0.145 (0.593)

0.996 (0.713)

8.03 (2.19)

22027 (4497)

97.76 (95.90)

3.4 (3.4)

128.81

Verfeinerung

Reflexe in Work / Test-Set
Rwork / Rfree

20456/1117
21.3/25.1

Anzahl Atome / B-Faktoren (A2)

Protein

Liganden

Wasser
RMS-Abweichungen

Bindungsliangen (A)

Bindungswinkel (°)

8876 / 130.90
74 / 133.00
20 / 79.30

0.003
0.632

Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen

favorisierte Regionen

zusatzlich erlaubte Regionen

generell erlaubte Regionen
verbotene Regionen
Residuen/Proteinmolekiile

85.2 / 805
14.4 / 136
1/0.1
03/1
1064 / 4
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Tabelle A.6 | Statistiken der F121A- und F121M-Kiristalldaten in der Raumgruppe P2;
Datensammlungsstatistiken fiir die Proteinvarianten F121A und F121M in der Raumgruppe P2;.
Eingeklammerte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken
wurden mit Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a-F121A P2;

CK2a-F121M P2,

Rontgenquelle
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
a,b,c (A)

a B, v (°)
Auflésung (A)

Rmerge

Rmeas

CCy)2

1/a(l)

Einzigartige Reflexe
Vollstindigkeit (%)
Multiplizitat

B-Faktor (Wilson-Plot, A2)

PX-Ill, SLS

0.977940

P2,

58.106, 45.427, 63.323
90, 111.11, 90

36.01 - 1.746 (1.808 -
1.746)

0.054 (0.688)

0.063 (0.804)

0.999 (0.698)

14.8 (1.7)

31293 (2999)

99.1 (95)

3.7 (3.6)

24.38

PX-Ill, SLS
0.977940

P2,

58.177, 45.376, 63.061
90, 111.46, 90

35.9 - 1.701 (1.762 -
1.701)

0.052 (0.599)

0.064 (0.726)

0.999 (0.726)

15.1 (1.9)

32247 (3191)

95.2 (94.7)

2.9 (2.9)

20.88

Verfeinerung

Anzahl Reflexe in Work / Test-Set

Rwork / Rfree

Anzahl Atome / B-Faktoren (A2)

Protein

Liganden

Wasser
RMS-Abweichungen

Bindungsliangen (A)

Bindungswinkel (°)

29694 / 1595
17.43 / 22.40

2803 / 33.20
26 / 43.90
242 / 38.10

0.007
1.00

Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen

favorisierte Regionen
zusdtzlich erlaubte Regionen
generell erlaubte Regionen

verbotene Regionen

Residuen/Proteinmolekiile

89.6 / 267
10.1 /30
0

03/1
328 /1

30579 / 1638
/ 20.84 / 24.19

2803 / 30.7
26 / 33.4
196 /31.5

0.006
0.93

89.3 / 266
10.4 / 31
0

03/1
328 /1
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Tabelle A.7 | Statistiken der Y125A- und H115Y-Kristalldaten in der Raumgruppe P2,

Datensammlungsstatistiken fiir Die ProteinvariantenY125A und H115Y in der Raumgruppe P2;.
Eingeklammerte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken
wurden mit Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a-Y125A P2,

CK2a-H115Y P2;

Rontgenquelle
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
a,b,c (A)

a B, v (°)
Auflésung (A)

Rmerge

Rmeas

CCy)2

1/a(l)

Einzigartige Reflexe
Volistindigkeit (%)
Multiplizitat

B-Faktor (Wilson-Plot, A2)

PX-Ill, SLS
0.977940

P2,

58.106, 45.932, 63.476
90, 111.38, 90
34.18 - 1.622 (1.68 -
1.622)

0.04 (0.556)

0.037 (0.652)

0.999 (0.776)

17.3 (2.0)

39082 (3593)

98.4 (91.4)

3.7 (3.5)

22.77

PX-Ill, SLS

0.977940

P2,

58.103, 45.474, 63.362
90, 111.19, 90

34.24 - 1.698 (1.758 -
1.698)

0.043 (0.641)

0.051 (0.748)

0.999 (0.693)

16.4 (1.8)

34115 (3275)

99.28 (94.93)

3.7 (3.7)

25.26

Verfeinerung

Anzahl Reflexe in Work / Test-Set

Rwork / Rfree

Anzahl Atome / B-Faktoren (A2)

Protein

Liganden

Wasser
RMS-Abweichungen

Bindungsliangen (A)

Bindungswinkel (°)

37134 / 1944
16.75 / 19.71

2776 / 27.80
26 / 31.30
221 / 33.70

0.008
1.15

Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen

favorisierte Regionen 88.9 / 265
zusatzlich erlaubte Regionen 10.7 / 32
generell erlaubte Regionen 0
verbotene Regionen 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 328 /1

32387 / 1722
17.26 / 20.11

2811 / 34.70
20 / 36.10
151 / 35.00

0.007
1.02

89.3 / 266
10.4 / 31
0

03/1
328 /1
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Tabelle A.8 | Statistiken der F121A- und F121M-Kristalldaten in der Raumgruppe P432,2
Datensammlungsstatistiken flir die Proteinvarianten F121A und F121M in der Raumgruppe
P432:2. Eingeklammerte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandran-

statistiken wurden mit Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a-F121A P432,2

CK2a-F121M P432;2

Rontgenquelle BL14-1, BESSY
Wellenliange (A) 0.918410
Raumgruppe P432:2
a,b,c (A) 126.601, 126.601,
126.934
a B,y (°) 90, 90, 90
Auflosung (A) 40.13 - 2.199 (2.278 -
2.199)
Rmerge 0.066 (0.783)
Rmeas 0.072 (0.852)
CCy)2 0.999 (0.820)
1/6(1) 19 (2.6)
Einzigartige Reflexe 52839 (5168)
Volistandigkeit (%) 99.8 (99.6)
Multiplizitat 6.3 (6.4)
B-Faktor (Wilson-Plot, A2) 40.47

BL14-1, BESSY
0.918410

P432:2

126.94, 126.94, 126.966

90, 90, 90
44.88 - 2.698 (2.795 -
2.698)

0.129 (0.787)

0.137 ( 0.839)

0.998 (0.827)

17.2 (3.2)

28822 (2797)

98.8 (97.7)

8.2 (8.3)

42.64

Verfeinerung

Anzahl Reflexe in Work / Test-Set 50168 / 2638

Rwork / Riree 19.77 /22.30
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)
Protein 5601 / 51.00
Liganden 92 / 79.20
Wasser 240 / 42.5
RMS-Abweichungen
Bindungsliangen (A) 0.003
Bindungswinkel (°) 0.69
Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen
favorisierte Regionen 90.7 / 547
zusatzlich erlaubte Regionen 9.0 /54
generell erlaubte Regionen 0
verbotene Regionen 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 663 / 2

27352 / 1444
20.12 / 23.57

5576 / 46.90
75 / 69.20
165 / 37.60

0.003
0.81

90.9 / 547
8.6 / 52

0

03/ 1
662 / 2
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Tabelle A.9 | Statistiken der Y125A- und H115Y-Kristalldaten in der Raumgruppe P432,2
Datensammlungsstatistiken fiir die Proteinvarianten hsCK2a'Y125A und H115Y in der Raum-
gruppe P432:2. Eingeklammerte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Rama-
chandranstatistiken wurden mit Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a-Y125A P452,2

CK2a-H115Y P432,2

Rontgenquelle

BL14-1, BESSY

PX-IIl, SLS

Wellenlinge (A) 0.918410 1

Raumgruppe P432:2 P432:2

a,b,c (A) 127.046, 127.046, 127.741, 127.741,
127.313 126.935

a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90

Auflosung (A) 44.96 - 3.146 (3.259 - 45.16 - 2.446 (2.533 -
3.147) 2.446)

Rmerge 0.179 (0.766) 0.079 (0.834)

Rmeas 0.197 (0.842) 0.085 (0.893)

CCy)2 0.994 (0.765) 0.999 (0.885)

1/o(1) 10.2 (2.5) 18.1 (2.5)

Einzigartige Reflexe 18616 (1813) 39267 (3769)

Volistindigkeit (%) 99.8 (99.1) 99.7 (97.5)

Multiplizitat 5.7 (5.8) 7.5 (7.7)

B-Faktor (Wilson-Plot, A2) 52.88 51.23

Verfeinerung

Anzahl Reflexe in Work / Test-Set 17644 / 951 39218 / 1943
Ruwork / Réree 23.52 / 27.32 20.45 / 24.12
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)

Protein 5588 / 43.70 5673 / 57.50

Liganden 65 / 51.70 85/ 76.30

Wasser 8 /3170 42 / 45.40
RMS-Abweichungen

Bindungsliangen (A) 0.005 0.004

Bindungswinkel (°) 0.61 0.79
Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen

favorisierte Regionen 88.4 / 532 91.2 / 550

zusatzlich erlaubte Regionen 11.1 /67 8.0 / 48

generell erlaubte Regionen 0 0

verbotene Regionen 03/1 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 663 / 2 662 / 2
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Tabelle A.10 | Statistiken der Heparin-Kristalldaten in der Raumgruppe P432,2
Datensammlungsstatistiken fiir hsCK2 in Komplex mit Heparin in der Raumgruppe P432{2.
Eingeklammerte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken
wurden mit Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a-Hepa-2 CK2a-Hepa-1
Rontgenquelle ID29, ESRF PX-II1, SLS
Wellenliange (A) 0.976250 0.977950
Raumgruppe P432,2 P432,2
a,b,c (A) 128.655, 128.655, 124.338  128.401, 128.401, 124.154
a, B,y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90
Auflosung (A) 4549 -2.9 (3.004-29) 454 - 255 (2.642 - 2.55)
Rmerge 0.098 (0.629) 0.085 (0.723)
Rmeas 0.104 (0.668) 0.093 (0.788)
CCypo 0.999 (0.89) 0.999 (0.802)
1/a(1) 16.6 (3.4) 16.2 (2.6)
Einzigartige Reflexe 23707 (2312) 33917 (3259)
Volistindigkeit (%) 99.9 (100) 98.5 (96.2)
Multiplizitat 9.2 (8.8) 6.7 (6.4)
B-Faktor (Wilson-Plot, A2) 61.40 48.47

Verfeinerung

Reflexe in Work / Test-Set

22500 / 1185

Rwork/Rfree 21.28 / 26
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)
Protein 5607 / 52.20
Liganden 137 / 131.90
Wasser 10 / 83.60
RMS-Abweichungen
Bindungslingen (A) 0.004
Bindungswinkel (°) 0.792
Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen
favorisierte Regionen 90.2 / 545
zusatzlich erlaubte Regionen 9.4 / 57
generell erlaubte Regionen 02/1
verbotene Regionen 02/1
Residuen/Proteinmolekiile 664 / 2

32194 / 1695
19.46 / 24.87

5607 / 54.20
137 / 135.80
57 / 43.70

0.004
0.97

90.9 / 549
8.6 / 52
02/ 1
03/2
664 / 2
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Tabelle A.11 | Statistiken der Heparin-Kristalldaten in der Raumgruppe P2;

Datensammlungsstatistiken fiir hsCK2 in Komplex mit Heparin in der Raumgruppe P2;. Einge-
klammerte Werte entsprechen der hochsten Auflosungsschale. Ramachandranstatistiken wurden
mit Procheck ermittelt (Laskowski et al. [1993]).

Diffraktionsdaten

CK2a-Hepa-3 CK2a-SAD- CK2a-SAD-
lowres native

Rontgenquelle PX-Ill, SLS PX-Il, SLS PX-Il, SLS
Wellenlinge (A) 0.8 1.968 0.8
Raumgruppe P24 P24 P24
a,b,c (A) 58.76, 45.19, 58.73, 45.39, 58.73, 45.55,

63.46 63.45 63.67
a B,y (°) 90, 111.94, 90 90, 111.99, 90 90, 112.002, 90
Auflosung (A) 34.79 - 1.34 35.94 - 2.99 36.07 — 1.53

(1.388 - 1.34) (3.097 - 2.99) (1.59 - 1.53)
Rmerge 0.039 (0.738) 0.045 (0.063)Y 0.048 (0.702)
Rmeas 0.042 (0.799) 0.044 (0.061)Y 0.055 (0.802)
CCy)» 1.0 (0.779) 1.0 (0.999)Y 0.999 (0.680)
1/6(1) 21.2 (2.6) 67.5 (44.0)Y 18.4 (1.8)
Einzigartige Reflexe 68561 (6740) 12215(1165)Y 46335 (3993)
Volistandigkeit (%) 98.6 (97.4) 99.6 (95.7)Y 98.4 (85)
Multiplizitat 6.8 (6.7) 23.1 (20.1)Y 45 (4.1)
B-Faktor (Wilson-Plot, A2) 16.83 23.82 18.55

Verfeinerung

Reflexe in Work / Test-Set 65230 / 3431
Rwork / Rfree 15.96 / 18.55
Anzahl Atome / B-Faktoren (A?)

Protein 2887 / 26.40

Liganden 93 / 62.90

Wasser 247 / 31.30
RMS-Abweichungen

Bindungslingen (A) 0.014

Bindungswinkel (°) 1.58

Ramachandran-Plot (%) / Anzahl Residuen
favorisierte Regionen 89.3 / 266
zusatzlich erlaubte Regionen 10.4 / 31

generell erlaubte Regionen 0
verbotene Regionen 03/1
Residuen/Proteinmolekiile 328 /1

143



A. Appendix

> 1hi(hkl) — 1(hkD)]

Rumerge=—— , Weiss und Hilgenfeld [1997]
’ thIZi /l(hk/)

Nh
SRS

Rineas= - , mit = n—hz I5.;, Diederichs und Karplus [1997]

D2

h i
CCy/2: Karplus und Diederichs [2012]
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