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Zusammenfassung

Die Proteinkinase CK2 ist fiir die Entwicklung und das Uberleben aller Eukaryoten von groRer
Bedeutung und spielt auRerdem in verschiedenen Krankheitsbildern, insbesondere in
verschiedenen Tumoren, eine entscheidende Rolle. Ein wichtiger Aspekt ihrer Aktivitat ist das
Zusammenspiel ihrer Untereinheiten: Die katalytischen Untereinheiten CK2x und CK2«'
kénnen fir sich oder an die regulative CK2B gebunden vorkommen und verdandern je nach
Bindungszustand ihre Substratspezifizitit und andere Eigenschaften, wie Thermostabilitdt und
die Fahigkeit, Membranen zu penetrieren. CK2B kann dariber hinaus auch an einige andere
Proteinkinasen binden.

Aufgrund ihrer Bedeutung im onkologischen Bereich gibt es reges Interesse an der Entwicklung
von CK2-Hemmstoffen. Dabei ist die Entwicklung von Hemmstoffen fir die CK2o/B-
Interaktion ein vielversprechender Ansatz, da diese Hemmstoffe das Potential haben, sehr
spezifisch CK2 zu hemmen. Dies ist sowohl fiir die Erforschung der CK2x/B-Interaktion von
Vorteil als auch in der klinischen Anwendung, wo solche Hemmstoffe potenziell weniger
unerwiinschte Effekte durch die Hemmung anderer Proteinkinasen entwickeln. Es gibt bereits
eine Reihe CK2wx/B-Interaktionshemmer auf peptidischer Basis, anderseits sind nur wenige
kleine, nichtpeptidische Molekiile bekannt, die diese Interaktion hemmen.

Fiir die Erforschung von Hemmstoffen, also auch CK2«/B-Interaktionsinhibitoren, sind
Hochdurchsatz-Screenings mit vielen tausenden Substanzen von groRer Bedeutung. Um
solche Screenings durchfiihren zu kdnnen, werden geeignete Methoden benoétigt; diese
mussen in Mikrotiterplatten-Formaten durchfiihrbar sein und sind idealerweise weitgehend
automatisierbar. Fir die CK2x/B-Interaktion gibt es bisher nur einen solchen Assay. Dieser
Fluoreszenzanisotropie-basierte Assay bildet jedoch nicht die gesamte CK2x/B-
Bindungsstelle ab und hat daher nur begrenzte Aussagekraft fiir die Aktivitit von
Hemmstoffen in der Praxis.

In dieser Arbeit wurde eine Reihe von Hemmstoffen der CK2a/B-Interaktion auf ihre Aktivitat
untersucht mit der Absicht, diese durch die Feststellung von Struktur-Aktivitatsbeziehungen
zu optimieren. Mittels Microscale Thermophoresis (MST) wurde fiir simtliche Substanzen der
WMS66-Reihe untersucht, inwieweit sie die CK2x/B-Interaktion hemmen. Dazu wurde die
Dissoziationskonstante Kb der CK2o/B-Interaktion in An- und Abwesenheit der Substanzen
ermittelt und bei den Substanzen, in denen diese Werte sich statistisch signifikant
unterschieden, wurde die Inhibitionskonstante ki berechnet. Es ist gelungen, die
Ausgangssubstanz W16 (K = 31 £ 14 uM) beziglich ihrer Hemmung der CK2x/B-Interaktion
zu optimieren, so hat die aktivste dieser Substanzreihe, WMS66-22, einen Kivon 1,9 + 0,8 uM.
Es ist gelungen, einige Strukturmerkmale zu bestimmen, die die Inhibitorwirkung dieser
Substanzreihe beeinflussen; klare globale Struktur-Aktivititsbeziehungen lieRen sich
allerdings nicht feststellen, was moglicherweise auf ein komplexeres Bindungsverhalten dieser
Substanzen hinweist, das sich je nach Verbindung unterscheidet.
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Weiterhin wurde ein hochdurchsatzfihiger Assay zur Messung der CK2o/B-Interaktion
entwickelt, der auf Férster-Resonanz-Energietransfer (FRET) beruht und zur Erforschung von
Hemmstoffen dieser Interaktion geeignet ist. Dazu wurden die fiir diese Methode entworfenen
rekombinanten Fusionsproteine, EGFP-CK2x'-335 und mCherryCK2B'-193 in Escherichia coli
(E. coli) exprimiert und mittels Affinitdtchromatographie aufgereinigt. Zuerst wurde mit nativer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (nPAGE) und MST festgestellt, dass die rekombinanten
Proteine wie die natiirlichen CK2-Untereinheiten miteinander interagieren. Dann wurde FRET
gemessen und mithilfe von Korrekturfaktoren der FRET-Index FRETc berechnet. Hiermit wurde
eine Dissoziationskonstante fiir die Interaktion von EGFP-CK2x'-335 und mCherry-CK2p1-193
von 6,7 + 1,7 nM ermittelt, die gut mit den durch andere Methoden ermittelten Ko-Werten fir
die CK2ox/B-Interaktion libereinstimmt. AuBerdem wurde gezeigt, dass sowohl unmarkierte
CK2B1-193 als auch die bereits bekannten kompetitiven CK2/B-Interaktionshemmer, I-Pc und
ARC-3140, die Interaktion von EGFP-CK2x'-335 und mCherry-CK2B'-193 inhibieren, wobei die
Inhibitionskonstanten fiir die Hemmung mit friiheren Ergebnissen ({ibereinstimmen.
Interessanterweise stellte sich die Inhibitionskurve von ARC-3140 als biphasische Hemmkurve
dar, was moglicherweise die verschiedenen Bindungsmechanismen des Molekiils an seine
Bindungsstellen an CK2x abbildet.
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Abstract

Protein kinase CK2 is essential for the development and survival of all eukaryotes and also
plays a crucial role in various pathologies, especially in various tumors. An important aspect
of its activity is the interplay of its subunits: The catalytic subunits CK2x and CK2«&' can occur
on their own or bound to the regulatory CK2B. Depending on the binding state their substrate
specificity and other properties, such as thermostability and the ability to penetrate
membranes, change. In addition, CK2pB can also bind to other protein kinases.

Because of its importance in the oncology field, there is active interest in the development of
CK2 inhibitors. In this regard, the development of inhibitors for the CK2x/B interaction is a
promising approach, as these inhibitors have the potential to inhibit CK2 with high spectificity.
This is advantageous both for the study of the CK2x/B interaction and in clinical applications,
where such inhibitors potentially develop fewer adverse effects by inhibiting other protein
kinases. A number of peptide-based CK2x/B interaction inhibitors already exist; however,
only a few small, nonpeptide molecules are known to inhibit this interaction.

High-throughput screens involving thousands of compounds are of great importance for the
study of inhibitors, including CK2x/B-interaction inhibitors. Appropriate methods are needed
to perform such screenings; these must be feasible in microplate formats and ideally can be
largely automated. For the CK2w/B interaction, only one such assay exists to date. However,
this fluorescence anisotropy-based assay does not represent the entire CK2x/B binding site
and therefore has limited predictive power for inhibitor activity in the field.

In this work, a series of inhibitors of the CK2x/B interaction were screened for activity with
the intention of optimizing them by establishing structure-activity relationships. Microscale
thermophoresis (MST) was used to investigate the extent to which all compounds in the WMS66
series inhibit the CK2x/B interaction. For this purpose, the dissociation constant Kb of the
CK2o /B interaction was determined in the presence and absence of the substances, and for
the substances for which these values showed a statistically significant difference, the
inhibition constant K was calculated. It was possible to optimize the initial substance W16 (K
=31 + 14 pM) with respect to its inhibition of the CK2x/B interaction, so that the most active
of this series of substances, WMS66-22, has a ki of 1.9 = 0.8 pyM. It was possible to determine
some structural features affecting the inhibitory activity of this series of compounds; however,
clear global structure-activity relationships could not be established, possibly indicating a
more complex binding behavior of these compounds that differs depending on the compound.

Furthermore, a high-throughput assay for measuring the CK2x/B interaction based on Forster
resonance energy transfer (FRET) was developed and is suitable for exploring inhibitors of this
interaction. To this end, the recombinant fusion proteins designed for this method, EGFP-
CK2x'-335 and mCherry-CK2B1-193 were expressed in Escherichia coli (E. coli) and purified by
affinity chromatography. First, native polyacrylamide gel electrophoresis (nPAGE) and MST
were used to confirm that the recombinant proteins interacted like the natural CK2 subunits.
Then FRET was measured and FRET index FRETc was calculated using correction factors. This



resulted in a dissociation constant for the interaction of EGFP-CK2x'-335 and mCherry-
CK2B'-193 of 6.7 = 1.7 nM, which agrees well with Kb values for the CK2x/PB interaction
determined by other methods. In addition, unlabeled CK2B1-193 as well as the previously
reported competitive CK2/p interaction inhibitors, I-Pc and ARC-3140, were shown to inhibit
the interaction between EGFP-CK2x'-335 and mCherry-CK2B'-193, with inhibition constants
consistent with previous results. Interestingly, the inhibition curve of ARC-3140 presented as
a biphasic inhibition curve, possibly mapping the different binding mechanisms of the

molecule to its binding sites on CK2«.
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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung der Proteinkinase CK2

1.1.1 Proteinkinasen regulieren zellulare Ablaufe

Das menschliche Genom enthdlt Gber 500 Gene fiir Proteinkinasen, deren Aufgabe es ist,
Phosphatgruppen auf Proteine zu lbertragen.5 Phosphorylierungen sind die haufigste Art der
posttranlationalen Modifikation von Proteinen und sind von fundamentaler Bedeutung fiir die
Regulierung von Proteinaktivititen.6 Viele Enzyme werden von Kinasen durch
Phosphorylierung aktiviert, wie zum Beispiel die Glykogen-Phosphorylase.” Oft aktivieren
Kinasen durch Phosphorylierung aber auch andere Kinasen, wodurch sich Kaskaden von
Kinasen bilden, die untereinander vernetzt sind und so auf komplexe Weise zentrale zelluladre
Prozesse steuern. Ein klassisches Beispiel hierfir ist die MAPK-Kaskade (Engl.: mitogen-
activated protein kinase): Nach der Bindung extrazellulirer Wachstumsfaktoren werden die
Raf-Kinasen (Engl.: rapidly accelerated fibrosarcoma kinase) aktiviert, die dann MEK Kinasen
(MAPK/ERK Kinase) phosphorylieren.8 MEK phosphorylieren dann die eigentlichen MAP-
kinasen, was im Zellkern durch weitere Phosphorylierung von Transkriptionselementen die
Zellvermehrung antreibt. Die Organisation von Signalwegen in solchen Kaskaden bietet den
Vorteil, dass so schwadchere Signale verstarkt werden, wahrend ,Hintergrundrauschen”
ausgeblendet werden kann.® Allerdings ist die Organisation dieser Signalwege in Wirklichkeit
deutlich komplexer, da die Kaskaden oft Abzweigungen haben und untereinander vernetzt
sind, wodurch redundante und alternative Aktivierungsmechanismen fiir die entsprechenden

Prozesse entstehen.!0

Kinasen konnen andere Proteine durch Phosphorylierungen auch inaktivieren oder ihre
Interaktionen befordern oder verhindern, was bei verschiedenen zelluldaren Prozessen eine
Rolle spielt, zum Beispiel bei der Chromatinorganisation.11-13

Wegen ihrer zentralen Funktion in der Regulierung zellularer Prozesse kdnnen defekte oder
deregulierte Proteinkinasen den Zellhaushalt empfindlich stéren. So werden Mutationen und
Storungen von Proteinkinasen mit verschiedenen Krebsarten, neurodegenerativen
Erkrankungen und Entziindungspathologien in Verbindung gebracht.14-16

Da einige dieser Krankheiten durch zu aktive Kinasen ausgeldst werden, ist die Suche nach
Hemmstoffen fiir Proteinkinasen eine wichtige Strategie, um neue Medikamente zu
entwickeln.'” 2001 wurde der erste Kinase-Hemmer, Imatinib, fiir die Behandlung von
chronischer myeloischer Leukdmie (CML) zugelassen. Diese Krankheit wird fast immer durch
eine Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 verursacht (Philadelphia-
Chromosom), wodurch ein Fusionsgen aus BCR (Breakpoint cluster region) und ABL (Abelson
murine leukemia) entsteht. Das Produkt aus diesem Fusionsgen ist eine dauerhaft aktive
Kinase, die die Krankheit auslost. Seit der Einfihrung der gezielten Hemmstoffe fir diese
Kinase haben sich die Uberlebenschancen von CML-Patienten dramatisch verbessert, sodass



sie jetzt fast eine normale Lebenserwartung haben.'8.19 In den letzten 20 Jahren wurden vor
allem im onkologischen Bereich viele weitere Kinase-Hemmstoffe als Medikamente
zugelassen.20

1.1.2 CK2: Eine auRergewdhnliche Proteinkinase

Die Proteinkinase CK2 wurde 1954 als eine der ersten humanen Kinasen lberhaupt entdeckt
und ist seitdem Gegenstand der Forschung.2! Der Name CK2 steht fiir Casein Kinase 2 und
erklart sich dadurch, dass viele frithe /n vitro Experimente mit CK2 an Casein durchgefiihrt
wurden, auch wenn dieses kein physiologisches Substrat der CK2 ist.22 Eine weitere Kinase,
die Casein phosphorylieren kann, wurde CK1 benannt, wobei diese Kinasenfamilie nicht naher
mit der CK2 verwandt ist.22.23 Obwohl die CK2 schon frih beschrieben wurde, ist ihre
physiologische Rolle bis heute nicht vollstdndig aufgeklart. Denn wahrend in der Anfangszeit
der CK2-Forschung lange kein einziges physiologisches Substrat der CK2 bekannt war, so sind
bis heute UGber 300 solcher Substrate bekannt.2425  Sequenzanalysen von
Phosphorylierungsstellen deuten darauf hin, dass bis zu 20 % der in Datenbanken hinterlegten
Phosphorylierungsstellen von CK2 phosphoryliert werden koénnten, wohingegen andere
Studien nahelegen, dass langst nicht alle Proteine mit der benétigten Erkennungssequenz in
Zellen auch tatsachlich von CK2 phosphoryliert werden.26.27 Dies erschwert es, der CK2 eine
genaue Funktion zuzuweisen, weil die Substrate der CK2 in einer Vielzahl zellularer Prozesse
involviert sind. Ein weiterer Faktor, der es schwer macht, eine genaue Rolle fiir die CK2 zu
finden, ist die Tatsache, dass CK2 stdndig und in allen menschlichen Geweben aktiv ist,
wodurch sie sich von vielen anderen Kinasen unterscheidet und nicht in das gewohnte Schema
der Kinasen-Signalwege fallt.28-30 Dennoch ist klar, dass CK2 essenziell fiir die Physiologie
eukaryotischer Organismen ist.29.31,32

Auf Grund ihrer Verwicklung in diverse zelluldare Prozesse liberrascht es nicht, dass die CK2
auch in mehreren Krankheiten eine Rolle spielt.33 So wird eine Deregulierung der CK2 mit
verschiedenen Stoérungen in Verbindung gebracht, unter anderem mit neurodegenerativen
Erkrankungen, Infektionskrankheiten und vor allem mit verschiedenen Krebsarten.34-39 Da
gerade bei Krebs oft eine erhohte CK2-Aktivitat festgestellt wird, wird seit einigen Jahren aktiv
nach Hemmstoffen fiir diese Kinase gesucht.40.41

Obwohl die Proteinkinase CK2 in Eukaryoten stark konserviert ist, und man davon ausgeht,
dass sie in allen eukaryotischen Organismen vorkommt, befasst sich diese Arbeit
hauptsachlich mit humaner CK2.32.42

1.2 Struktur der CK2

Die CK2 besteht aus verschiedenen Untereinheiten: CK2x oder CK2«‘ sind die katalytisch
aktiven Untereinheiten, wahrend CK2 eine regulierende Funktion einnimmt. Fiir die komplexe
Regulierung der CK2 ist das Zusammenspiel zwischen diesen Untereinheiten von besonderer
Bedeutung.43



1.2.1 CK2w: Die katalytische Untereinheit

CK2u ist die katalytische Untereinheit der CK2 und sie ist in ihrer Aminosdurensequenz und
Struktur mit anderen eukaryotischen Proteinkinasen (EPK) verwandt, einer Superfamilie von
Proteinkinasen die sich durch bestimmte homologe Strukturen auszeichnet.44 So bestehen EPK
typischerweise aus zwei Domadnen, einer von einem B-Faltblatt geprdagten N-terminalen
Domadne und einer C-terminalen, von x-Helices geprdgten, Domane. Dazwischen liegt das
katalytische Zentrum mit Bindungsstelle des Cosubstrats ATP.45 AuRerdem zeichnen sich EPK
durch eine bestimmte raumliche Aneinanderreihung von hydrophoben Aminosduren aus, die
fir ihre katalytische Aktivitat korrekt formiert sein missen. Diese Anordnung in der aktiven
EPK findet in zwei sogenannten ,Spines” statt, der regulativen R-Spine und der katalytischen
C-Spine, die erst mit der Bindung von ATP vervollstandigt wird.45.46

Die N-terminale Domane hat bei der CK2x, wie bei anderen EPKs, zwei zentrale Elemente: ein
B-Faltblatt mit fiinf Strangen und die xC-Helix.47:48 Funktional gesehen ist in dieser Domadne
eine glyzinreiche Schleife von groRer Bedeutung, die zwischen den Strangen B1 und B2 des B-
Faltblatts liegt. Sie ist Teil der ATP-Bindungsstelle und stabilisiert die Bindung zwischen CK2x
und ATP, bzw. GTP, indem sie mit dem Triphosphatrest dieser Bindungspartner interagiert.47.49
Ein weiteres wichtiges Element dieser Domane ist die Bindungsstelle fir CK2B auf der
konkaven AuRenseite des B-Faltblatts (s. 1.2.3).3 Die Innenseite dieses B-Faltblatts ist
dagegen ein weiterer Teil der Bindungstasche fiir ATP, wobei hier sowohl das Triphosphat des
ATP als auch der aromatische Kern von ATP gebunden werden. Diese Interaktion wird von zwei
koordinierenden Magnesiumionen und der o«C-Helix unterstiitzt.47.,50 Einzelne basische
Aminosauren dieser Helix sind auch fiir die Substratbindung wichtig, da sie mit den sauren
Aminosauren rund um die Phosphorylierungsstelle des Substrats interagieren.>'.52 Da CK2 eine
acidophile Kinase ist, ist die Umgebung der Phosophorylierungsstelle am Substrat von negativ
geladenen Aminosauren gepragt; ihre Konsenssequenz ist S/T-x-x-E/D/pS.53
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Abbildung 1: Struktur der CK2x. PDB-ID: 3NSZ!



Die C-terminale Domane besteht vor allem aus a-helikalen Strukturen, was ebenfalls typisch
flr eine EPK ist. Ein wichtiges Element dieser Domane ist die katalytische Schleife, die bei der
Katalyse den Phosphatdonor und -akzeptor koordiniert.47.54 AuRerdem befindet sich hier die
Aktivierungsschleife, die ein besonderes Merkmal der CK2 enthdlt: CK2 hat anstelle des
konservierten DFG-Motivs, das bei anderen Kinasen entweder in aktiver Konformation (DFG-
in) oder in inaktiver Form (DFG-out) vorliegen kann, die Aminosauren DWG. Dieses Motiv ist
eines der strukturellen Merkmale, die zur konstitutiven Aktivitit der CK2x beitragen.48 Ein
weiteres interessantes Element ist die P+1-Schleife, die mit ihren basischen Aminosauren Teil
der Substratbindungsstelle ist.51.52

Die Gelenkregion der CK2x verbindet die zwei Domanen und ist fiir die Funktion der CK2 von
besonderer Bedeutung, weil sie an der Cosubstratbindung beteiligt ist. Interessanterweise
kann sie in der CK2x sowohl eine geschlossene als auch eine offene Form annehmen, wahrend
sie bei anderen EPK nur in geschlossener Form beobachtet wurde. Das kdnnte erklaren, warum
CK2x neben ATP auch GTP als Phosphatdonor verwenden kann, da in der offenen Form auch
GTP in diese Bindungsstelle passt.49

CK2a" ist ein Isoenzym der CK2x, das in einem separaten Gen codiert wird. Sie ist in ihrer
Sequenz und Struktur der CK2x sehr dhnlich.55.56 Strukturell besteht der Hauptunterschied
zwischen den beiden Enzymen im C-Terminus, der bei CK2a* kiirzer ist als bei CK2ox und bei
dem auRerdem einige Phosphorylierungsstellen fehlen.55

1.2.2 CK2pB: Die regulative Untereinheit

Die regulative Untereinheit der CK2, CK2B, wird vom Gen CSNK2B kodiert, welches in
Sadugetieren keine starke Homologie mit anderen Proteinen aufzeigt und daher strukturell ein
einzigartiges Protein ist.57 CK2B wird in einen N-terminalen CK2B-Kérper und einen C-
terminalen Schwanz eingeteilt. Der N-terminale Teil des Kdrpers besteht hauptsachlich aus o-
Helices. Ein wichtiges Element ist die ,saure Schleife”, die von konservierten negativ geladenen
Aminosduren gepragt ist und fir die Bindung einiger Bindungspartner (z.B. Spermin)
verantwortlich ist.58 Die Mutation dieser Aminosduren erhdht insgesamt die CK2-Aktivitdt, was
auf eine hemmende Wirkung dieses Proteinsegments auf die Enzymaktivitit hindeutet,
moglicherweise liber sekundare Interaktionen mit der Substratbindungsstelle der CK2x (siehe
unten).59.60 Der C-terminale Teil der CK2B-Koérpers ist dagegen von B-Faltblattern gepragt und
enthalt ein Zinkfingermotiv. Dieses ist fiir die Dimerisierung von CK2B verantwortlich, die fur
die Stabilitat von CK2B notwendig ist.61.62 Der CK2B-Schwanz ist weniger klar strukturiert und
ist an der Bindung der zweiten CK2B-Untereinheit und der CK2x beteiligt.3 CK2p tritt stets als
Dimer auf und die Bindung der CK2B-Untereinheiten aneinander wird Uber verschiedene
Interaktionen verstdrkt: Zum einen formt das Zinkfingermotiv mit seinem gebundenem Zn2+
einen Teil der Bindungsstelle, zum anderen gibt es eine Reihe von hydrophoben Kontakten
und einige Salzbriicken, die die Bindung verstdrken.3.61

Neben ihrer Funktion als Teil des CK2-Enzyms bindet CK2p auch einige andere Proteine, unter
anderem Chk1 und Mos. Bei einigen dieser Enzyme konnte gezeigt werden, dass CK2pB die
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enzymatische Aktivitat beeinflusst und man geht davon aus, dass CK2B auch physiologisch an
ihrer Regulierung beteiligt sein kdnnte.63-67

1.2.3 Das Holoenzym

Das CK2-Holoenzym besteht aus einem zentralen CK2B-Dimer, an das zwei CK2x-
Untereinheiten gebunden sind, wobei auch CK2x‘ eine oder beide a-Untereinheiten ersetzten
kann. Am Kontakt zwischen den Untereinheiten sind dabei jeweils drei Proteinketten beteiligt,
beide B-Untereinheiten und die CK2x-Untereinheit. Die Bindung wird durch die Interaktion
einer Reihe hydrophober Aminosauren beider Untereinheiten gebildet: Auf der Seite von CK2«x
spielen Leu41, Glu52, Phe54, Val67, Ile69, und Ala110 eine Rolle; von CK2pB sind von der
ersten Untereinheit Leu89, Met166 und Met169 beteiligt (o«/B-body Kontakt), wiahrend die
zweite CK2B Einheit sich mit Leu187, Tyr188, Phe190 und lle192 an der Bindung beteiligt
(ox/B-tail Kontakt).3.68,69

Zwischen CK2x und CK2B besteht eine hohe Affinitit, die je nach Messmethode und
Umgebungsbedingungen mit einer Dissoziationskonstante von 5,4 nM
(Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie, engl. Surface Plasmon Resonance, SPR),70
3,69 nM (Isotherme Titrationskalorimetrie, engl. isothermal titration calorimetry, ITC)7' oder
12 nM (MST) gemessen wird.”2

saure Schleife [—’””/

Abbildung 2: CK2 Holoenzym mit zentralem CK2B-Dimer und zwei
CK2x-Untereinheiten. Erstellt nach der Struktur 1JWH3 mit dem PDB 3D-
Viewer.

Mehrere CK2-Holoenzyme koénnen sich in Losungen mit niedriger Salzkonzentration zu
reversiblen Aggregaten in zusammenfligen, bei denen die saure Schleife der CK2B mit der
Substratbindungsstelle der CK2x interagiert. 59.73-75 Diese Aggregate konnen verschiedene



Formen annehmen, ringformige und lineare Oligomere. Bei der ersten Form filigen sich je drei
Holoenzyme zu einem Ring zusammen.596975 Durch die Interaktion zwischen den
Holoenzymen wird jede zweite Substratbindungsstelle der CK2x-Einheiten blockiert, was zu
einer Reduzierung der CK2-Aktivitat fuhrt.59 Diese Ringe kdonnen weiterhin stapeldhnliche
Filamente bilden, wobei hier die CK2-Aktivitat durch sterische Blockade der Aktivitatszentren
weiter gesenkt wird.69 Alternativ kdénnen sich mehrere Holoenzyme auch zu linearen
Aggregaten zusammenfinden, wobei die sauren Schleifen der CK2B ebenfalls die aktiven
Zentren der CK2«x verdecken.76

Die Bildung von Aggregaten ist unter anderem von Bedeutung, weil sie fir die
Autophosphorylierung von CK2B notwendig ist.77

Die Rolle der verschiedenen Erscheinungsformen der CK2 ist bis heute nicht vollkommen
aufgeklart.43 Wie oben bereits erwdhnt, bewegen sich die Untereinheiten unabhingig
voneinander in der Zelle, was darauf hindeutet, dass sie auch /7 vivo nicht ausschlieRlich als
Holoenzym vorliegen.78-80 AuRerdem dndert die Bindung von CK2p die Substratspezifizitit der
CK2x, daher unterscheidet man zwischen drei Substratklassen der CK2: Substrate der Klasse |
kénnen sowohl vom Holoenzym als auch von der isolierten CK2x phosphoryliert werden (z.B.
Inhibitor-2)81; Klasse Il Substrate (z.B. Calmodulin) werden ausschlieRlich von isolierter CK2x
phosphoryliert, wahrend Klasse lll Substrate (z.B. elF2B)8 nur durch das Holoenzym
phosphoryliert werden.83 Es gibt Hinweise darauf, dass die verschiedenen Substratklassen
auch in lebenden Zellen unterschiedlich phosphoryliert werden, die strukturellen
Mechanismen, die dieses Verhalten erklaren, sind aber kaum aufgeklart.27.43 Neben der
Substratspezifizitit werden durch die Bindung der CK2-Untereinheiten aneinander auch
weitere Eigenschaften der CK2 beeinflusst: So erhéht die Bindung der CK2B die
Thermostabilitit der CK2x4 und auch fir den Membrantransport der CK2 werden beide
Untereinheiten bendtig.84.85

Man nimmt an, dass CK2B fiir viele CK2-Substrate eine Andockstelle ist und so ihre
Phosphorylierung ermdglicht oder vereinfacht und die Bildung des Holoenzyms so die
Substratspezifizitat der CK2 reguliert.57 Die oben beschriebenen Aggregate sind vermutlich
ein weiterer Regulierungsmechanismus der CK2, der die Aktivitat steuert. CK2-Aggregation
wurde sowohl /n vitro als auch in vivo beobachtet.59.76,80.86

1.3 Die Rolle der CK2 in Zelle und Korper

CK2 ist ein Enzym, das in einer Vielzahl von Prozessen und in unterschiedlichen
physiologischen Kontexten eine Rolle spielt. Alle bisher bekannten Prozesse mit Beteiligung
der CK2 aufzuzahlen, wiirde den Rahmen dieser Arbeit iberschreiten, daher folgt hier lediglich
eine kurze Ubersicht tiber ihre wichtigsten Funktionen.



1.3.1 Funktionen der CK2

CK2 ist fir die embryonale Entwicklung von Sdugetieren essenziell.87 So fiihren sowohl CK2x-
als auch CK2B-Knockouts in Mausen zum Tod des Embryos. CK2x‘-Knockout-Mause
Uberleben, bei ihnen ist aber die Spermatogenese gestort.88-92 Wahrend der embryonalen
Entwicklung spielt CK2 in verschiedenen Geweben eine Rolle: CK2 beeinflusst die Entwicklung
von Synapsen9 und die Differenzierung von neuronalen Stammzellen94-96, sie ist notwendig
fir die Entstehung von Adipozyten aus mesenchymalen Stammzellen97.98 und ist an der
Entwicklung von Muskel- und Knochengewebe?.100 sowie der Differenzierung von T- und B-
Zellen des Immunsystems beteiligt.101.102

AuBerdem ist CK2 in verschiedene Prozesse involviert, die den Zellzyklus steuern.33 Wahrend
des Ubergangs von G1- in die S-Phase beeinflusst CK2 die Aktivitit des Tumorsuppressors
p53, der unter anderem fir die Uberwachung der DNA-Integritat verantwortlich ist.103-105 Auch
am G2/M-Ubergang ist CK2 beteiligt, zum Beispiel durch die Interaktion von CK2B mit
Chk1.64106 Insgesamt tragt CK2 zum Uberleben von Zellen und dem Abwenden des Zelltods
durch Apoptose bei und verhindert das Eintreten von Zellen in die Seneszenz.107-111

CK2 ist darlber hinaus an der Steuerung von Angiogenese, der Reparatur von DNA-Schaden
und dem Kohlenhydratstoffwechsel beteiligt.12-114 Sie ist fir die korrekte Funktion von
Neuronen notwendig und hat Einfluss auf den zelluliren lonenhaushalt.34115 Weiterhin
beeinflusst CK2 die circadiane Rhythmik.16 In diesen Prozessen spielt CK2 Uber verschiedene
Mechanismen eine Rolle. So fiihrt die Phosphorylierung durch CK2 in einigen Fallen direkt zu
erhohter Aktivitat eines anderen Enzyms, wie zum Beispiel beim Transporter MRP1.117 In
anderen Prozessen aktiviert CK2 einen Transkriptionsfaktor, z. B. NF-kB, oder sie beeinflusst
die Aktivitit anderer Proteine durch die Bindung der regulatorischen CK2B-
Untereinheit.64118119 Moglicherweise kann CK2 auch die Aggregation bestimmter Proteine

steuern.120

1.3.2 Regulierung von CK2

Die Vielzahl an Funktionen ist eine Besonderheit der CK2 und stellt in der Kombination mit
ihrer allgegenwartigen standigen Aktivitdt ein scheinbares Paradox dar: Wie kann ein Enzym
so viele Prozesse regulieren, wenn es Uberall standig aktiv ist?43 Tatsdchlich ist die Regulierung
der CK2 sehr komplex und noch nicht vollstindig ergriindet. Es sind aber dennoch einige
Mechanismen bekannt, die die Aktivitdit der CK2 lenken: Zum einen wird die Expression der
CK2 Untereinheiten in verschiedenen Zelltypen und bei bestimmten Stimuli erhéht oder
abgesenkt und so die vorhandene Menge an CK2 geregelt. So variiert die CK2-Expression zum
Beispiel wahrend der embryonalen Entwicklung.8? Die CK2-Untereinheiten kénnen sich
innerhalb der Zelle in verschiedenen Kompartimenten bewegen, wodurch ihre Aktivitat
raumlich geregelt wird;?880 auch ein Export aus der Zelle in den extrazelluliren Raum ist
belegt.’2? CK2 wird des Weiteren durch Phosphorylierung kontrolliert: Bei der
Autophosphorylierung, die sowohl an der katalytischen CK2x als auch an der CK2B vorkommt,
wird die Aktivitat und der Abbau des Enzyms beeinflusst.122-124 CK2 wird allerdings auch von
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anderen Kinasen phosphoryliert, zum Beispiel von AKT.125 Ein weiterer Regelmechanismus ist
die Interaktion der Untereinheiten miteinander. Auch wenn CK2x unabhédngig von CK2B aktiv
ist, verandert die Bindung von CK2p die Aktivitdt und die Substratspezifizitit der Kinase.83.126
AuBerdem kann CK2 Oligomere aus mehreren Holoenzymen bilden, was die enzymatische
Aktivitat der CK2 hemmt und so zu ihrer Regulierung beitragen koénnte (s.0.).59.69.73,75,76,127
CK2 interagiert auch mit anderen Proteinen, was sich auf die Enzymaktivitat auswirkt: Zum
Beispiel fuhrt die Bindung von FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2) zu erhohter
Phosphorylierung von Nucleolin durch CK2, wahrend die Bindung von Pin1 (Peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase NIMA-interacting 1) eine hemmende Wirkung auf die Phosphorylierung
von Topoisomerase lloe durch CK2 hat.128129 Zudem koénnen auch andere endogene Molekiile
die CK2-Aktivitat beeinflussen: Polyamine, wie Spermin, stimulieren CK2.130 |n einigen Fallen
wird die CK2-Aktivitdat auch liber das Substrat geregelt. Da CK2 eine acidophile Kinase ist,
braucht sie fir die Phosphorylierung ihrer Substrate einige negativ geladene Aminosduren
rund um die Phosphorylierungsstelle des Substrats. Diese negative Ladung kann allerdings
auch durch Phosphorylierung hergestellt werden. So ist es bei manchen Substraten der CK2
notig, dass sie erst von einer anderen Kinase in der Nahe der CK2-Phosphorylierungsstelle
phosphoryliert werden, damit CK2 sie erkennen kann.!3!

Insgesamt sind sowohl die genauen Funktionen der CK2 als auch ihre
Regulierungsmechanismen noch unvollstindig aufgeklart. Allerdings ist nicht zu bestreiten,
dass CK2 einen wichtigen Platz in der komplexen Regulierung verschiedenster zelluldrer
Funktionen einnimmt.

1.3.3 CK2 in Krankheiten

Da CK2 in so viele zelluldre Prozesse eingebunden ist, ist sie auch in eine Vielzahl von
Krankheiten involviert. Dabei spielt CK2 je nach Kontext sehr unterschiedliche Rollen.132

In den letzten Jahren gibt es mehr und mehr Aufmerksamkeit fiir zwei Syndrome, die mit
verschiedenen CK2-Mutationen in Verbindung gebracht werden. Beides sind seltene
Storungen der neuronalen Entwicklung und wurden erst kiirzlich durch Gensequenzierung
entdeckt.133.134

Beim Okur-Chung Syndrom treten verschiedene Mutationen im Gen CSNK2A1 auf, das CK2x
kodiert. Mittlerweile sind einige Mutation im Zusammenhang mit diesem Syndrom
beschrieben, wobei die Mutationen R47Q in der ATP-Bindungsschleife und K198R im
Aktivierungssegment am haufigsten beobachtet werden.'35 Diese und einige andere
auftretende Mutationen zeichnen sich durch eine geringere enzymatische Aktivitdt aus.!36
Patienten mit dem Okur-Chung Syndrom haben oft neuronale Entwicklungsstérungen,
Krampfanfalle, geistige Behinderungen, eine Autismus-Spektrum-Stoérung,
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstérungen (ADHS), motorische Stérungen,
Verhaltensstorungen sowie Dysmorphien im Gesichtsbereich. Dabei kann die Stirke dieser



Abweichungen sehr unterschiedlich sein; nicht alle Stérungen sind bei allen Patienten
vorhanden.135.,137

Das Poirier-Bienvenu Syndrom ist dagegen mit Mutationen des Gens CSNK2B, das CK2pB
kodiert, assoziiert.134138 Auch hier sind mehrere Mutationen bekannt. Das Syndrom zeichnet
sich unter anderem durch neuronale Entwicklungsstérungen und geistige Behinderung sowie
Sprachstoérungen, epileptische Krampfanfille und Autismus-Spektrum-Stérungen aus, wobei
die Schwere der Symptome zwischen den einzelnen Patienten stark variiert.139

CK2 wird mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht.34 So
phosphoryliert CK2 zum Beispiel @x-Synuclein, ein Protein, dessen Hyperphosphorylierung zur
Entstehung der fiir die Parkinson-Krankheit typischen Proteinaggregate, den Lewy-Bodies,
beitragt.140-143 AuRerdem wird CK2-Aktivitdit mit der Entstehung von Morbus Alzheimer
assoziiert, wobei hier unter anderem der Einfluss von CK2 auf den axonalen Transport eine
Rolle spielt.144.145

Da CK2 stdandig und Uberall aktiv ist, nutzen viele Viren CK2 zur Phosphorylierung ihrer
Proteine oder zur Unterstiitzung ihres Lebenszyklus,33 darunter das Eppstein-Barr Virus
(EBV),35 humane Papillomaviren'4é, Herpes Simplex Typ 1,'47 Hepatitis C'48 und
SARS-Cov-2.149

Sehr viel Aufmerksamkeit in der CK2 Forschung richtet sich auf ihre Rolle in diversen malignen
Neoplasien.39.40.150 CK2 tragt zur malignen Transformation bei, indem sie liber verschiedene
Signalwege die Apoptose hemmt und das Uberleben der Zellen férdert.107.109 Maligne
Transformation bezeichnet den Prozess, bei dem sich aus einer gesunden Zelle eine Krebszelle
entwickelt, die sich unkontrolliert teilen und deren Nachkommen sich im Koérper verteilen und
dort Metastasen bilden kdnnen. Dazu missen in der Zelle eine Reihe von Kontrollmechanismen
auBer Kraft gesetzt werden, die diese Veranderung normalerweise verhindern.1415! Zusatzlich
kann CK2 aber auch die Resistenz von Krebszellen gegen verschiedene Medikamente
erhdhen.152

Es ist schon langer bekannt, dass CK2 in Tumorzellen Giberexprimiert und/oder verstarkt aktiv
ist.153-158 Dabei sind vor allem CK2a- und CK2B-mRNA oft liberexprimiert, wahrend das Bild
bei CK2x‘-mRNA weniger eindeutig ist.3740 Interessanterweise wird in einigen Neoplasien
CK2uP als Genprodukt eines Pseudogens exprimiert, dessen Sequenz der CK2x sehr dhnlich
ist; dieses Protein wird in gesunden Zellen normalerweise nicht exprimiert.40.159,160 CK2 x-
Uberexpression ist in vielen Krebsarten, z. B. beim kolorektalen Karzinom und Brustkrebs, ein
Marker fiir einen schlechteren Krankheitsverlauf, allerdings zeigt sich in einigen Neoplasien
kein oder sogar ein umgekehrter Effekt.37.40.161,162 F{jr verschiedene maligne Zellen konnte
gezeigt werden, dass die Hemmung der CK2 zu einem verringerten Zellwachstum bzw. zum
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Zelltod fuhrt. Da dieser Effekt in gesunden Zellen weit weniger ausgepragt ist, gilt CK2 als ein
vielversprechendes Ziel fiir die Entwicklung von klinisch einsetzbaren Hemmstoffen fiir die
Krebstherapie, wobei die Anwendung von CK2-Hemmstoffen auch in Kombination mit anderen
Wirkstoffen untersucht wird'63-168, Tatsdchlich gab, bzw. gibt es bereits klinische Studien mit
den CK2-Inhibitoren CX-4945 und CIGB-300.169-172 Die Ergebnisse einer Studie in Phase Ib/Il
legen nahe, dass insbesondere die Kombination von CX-4945 mit Gemcitabin und Cisplatin,
einem bereits klinisch verwendetem Zytostatikum, in Patienten mit metastasiertem
Gallengangskarzinom effektiv sein kdonnte.170 Zukiinftig kénnte die Hemmung von CK2 als
Baustein einer personalisierten Medizin in der Krebstherapie angewandt werden.!73-175 Auf die
verschiedenen bisher bekannten Hemmstoffe wird in Kapitel 1.4 ndaher eingegangen.

1.4 CK2-Inhibitoren

Aufgrund der Assoziation von zu hoher CK2-Aktivitit mit onkologischen Erkrankungen
besteht seit langem reges Interesse an der Entdeckung und Entwicklung von CK2-Inhibitoren.
Die inzwischen zahlreichen Hemmstoffe kann man nach der Art ihrer Bindung an die CK2
unterscheiden.41.176

1.4.1 Hemmstoffe an der ATP-Bindungsstelle

Die meisten CK2-Inhibitoren nutzen zur Bindung die ATP-Bindungstasche der CK2x. Diese
Bindungstasche bietet fiir die Entwicklung von Hemmstoffen einige Vorteile: Zum einen ist sie
gut erforscht und kristallographisch abgebildet, auRerdem wurde eine Wirkung von ATP-
kompetitiven Hemmstoffen auf die CK2-Aktivitat vielfach bestatigt.3.177-184 Allerdings haben
diese Inhibitoren auch einige Nachteile, insbesondere wenn sie als Medikament eingesetzt
werden sollen: Da die ATP-Bindungsstellen verschiedener Proteinkinasen untereinander sehr
dhnlich aufgebaut sind, sind solche Hemmstoffe oft nicht selektiv, sondern hemmen weitere
Kinasen. Dies konnte beim Einsatz in Patienten zu geringer Vertraglichkeit aufgrund
vermehrter unerwiinschter Arzneimittelwirkungen fiihren.185.186 Ein weiterer Nachteil dieser
Bindungsstelle ist, dass die Hemmstoffe in der Zelle mit der zellinternen ATP-Konzentration
von 1-10 mM konkurrieren missen.4?

Es sind bereits zahlreiche ATP-kompetitive Hemmstoffe der CK2 beschrieben, die sich in ihren
Strukturen durchaus unterscheiden.!81.187.188 Einige der wichtigsten Substanzgruppen und ihre
Vertreter werden hier beschrieben:

Viele der frih entwickelten CK2-Hemmstoffe zeichnen sich durch ein halogeniertes
Ringsystem aus.188 Beispiel hierfar ist DRB (5,6-Dichloro-1-beta-D-
ribofuranosylbenzimidazol, s. Abbildung 3), ein Nukleosidanalog, dessen biologische Aktivitat
bereits 1954 entdeckt wurde.'8® Die hemmende Wirkung von DRB auf CK2 wurde 1984
beschrieben, allerdings inhibiert DRB auch andere Kinasen.190-192 Dariiber hinaus bindet DRB
an der CK2x/B-Bindungsstelle.193 Die Verbindung 4,5,6,7-Tetrabromo-1A-benzotriazol (TBB,
s. Abbildung 3) ist eine Weiterentwicklung von DRB, dessen Struktur durch das Weglassen des



Ribose-Rests vereinfacht wurde.94 TBB ist aktiver gegen CK2 und hat eine héhere, wenn auch
nicht absolute, Selektivitdat gegeniiber anderen Kinasen.194.195

Polyphenole bilden eine weitere Gruppe CK2-Inhibitoren, von der Emodin ein prominenter
Vertreter ist. Emodin hemmt einige Proteinkinasen, CK2 aber besonders stark.'96 Fiir Emodin
sind neben seiner Aktivitdt als Kinase-Hemmestoff allerdings viele weitere pharmakologische
Effekte bekannt.'97 Ein weiterer Vertreter dieser Gruppe, Chinalizarin, wurde durch ein /in silico
Screening entdeckt und ist ein relativ selektiver ATP-kompetitiver Hemmstoff der CK2.198

Einige andere Inhibitoren wurden durch Struktur-Aktivititsbeziehungen optimiert und
gehoren zu den Pyrazolo-triazinen'99.200 oder den Pyrazolo-pyrimidinen.201-204 Aus der letzten
dieser Gruppen wurde die Substanz SGC-CK2-1 mit bemerkenswerter Selektivitat fur CK2
entwickelt, wobei allerdings Uberraschenderweise fast jegliche Hemmung von
Krebszellenwachstum verloren ging; dies hat zu Zweifeln an der Strategie der CK2-Hemmung
als potentieller Antikrebstherapie gefiihrt.202,205,206

Silmitasertib, oder CX-4945, ist ein ATP-kompetitiver Hemmstoff, der vor allem auf Grund
seiner erfolgversprechenden klinischen Studien (s. Abschnitt Maligne Neoplasien - Krebs) oft
genannt wird.165.169-171,207 Dabei hat Silmitasertib eine hohe Aktivitat (K; = 0.38 nM), ist aber

nicht so selektiv fliir CK2, wie zuerst angenommen wurde, sondern hemmt auch einige andere
Kinasen_165,179,208,209
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Abbildung 3: Strukturen von ATP-kompetitiven CK2-Hemmstoffen. 5,6-Dichloro-1-beta-D-
ribofuranosylbenzimidazol (DRB), 4,5,6,7-Tetrabromo-1H-benzotriazol (TBB), Emodin, SGC-
CK2-1 und Silmitasertib

1.4.2 Hemmstoffe der CK2x/B-Interaktion

Eine weitere Strategie, um die Aktivitdt von CK2 zu modulieren ist die Hemmung der CK2o/B-
Interaktion. Hemmstoffe an dieser Bindungsstelle haben den Vorteil, dass sie vermutlich
spezifischer fiir CK2 sind, da sie nicht an der zwischen verschiedenen Kinasen stark
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konservierten ATP-Bindungsstelle binden. Ein MaR fiir diese Selektivitat ist der Gini-
Koeffizient, der anhand von Inhibitionstests mit einem Panel von Kinasen bestimmt wird.210
Nach diesem MaRstab gehort ein CK2w/B-Interaktionshemmer, compound 1, zu den
selektivsten heute bekannten CK2-Inhibitoren.2!! Allerdings ist es deutlich schwieriger, starke
Hemmstoffe fiir diese Bindungsstelle zu entwickeln, da sie keine tiefe Bindungstasche mit
vielen Kontaktmdoglichkeiten bildet, sondern eher eine Oberflache. Ein weiterer Nachteil dieses
Inhibitionsmechanismus ist, dass die Aktivitat von CK2 nur beziiglich der Klasse IlI-Substrate
gehemmt wird, fur deren Phosphorylierung das Holoenzym notwendig ist.41.176 Dennoch hat
sich gezeigt, dass die Hemmung der CK2o/B-Interaktion zu reduziertem
Krebszellenwachstum flhrt, wodurch diese Strategie fiir die Entwicklung von klinisch
einsetzbaren Wirkstoffen interessant ist.167.211,212

Viele bisher beschriebene Hemmstoffe dieser Protein-Protein-Interaktionen (PPI) sind Peptide:
So entwickelten Laudet et al. das zyklische Peptid Pc, dessen Sequenz auf einem Teil der CK2B
beruht, der an der Bindung an CK2x beteiligt ist und das daher die CK2x/B-Interaktion
hemmt.68 Dieses Peptid wurde spater fur die Verwendung in einem Fluoreszenzanisotropie-
basierten Bindungsassay weiterentwickelt (s.1.5.4).213 AuRerdem wurde die Stabilitat des
Peptids optimiert und es wurden Derivate hergestellt, die Zellen penetrieren kénnen und so
fur die Erforschung der CK2x/B-Interaktion /in cellulo von Bedeutung sind.167.212,214,215

Neben den Peptidinhibitoren gibt es auch einige kleine Molekiile, die die CK2x/B-Interaktion
hemmen. DRB (s. auch 1.4.1) bindet neben der ATP-Bindungsstelle auch die CK2x/B-
Bindungsstelle und hemmt diese Interaktion.’93 Ein weiterer niedermolekularer Hemmstoff
dieser PPl ist W16, das bei einem Screening von Podophyllotoxin-Analoga entdeckt wurde.216
Im Gegensatz zu DRB liegt von dieser Interaktion bisher keine Kristallstruktur vor, daher ist
ihre genaue Bindungsstelle unbekannt. W16 hemmt die CK2x/B-Interaktion mit einem ICso-
Wert von ca. 40 puM ist der Ausgangspunkt fiir Optimierungsansadtze, unter anderem in dieser
Arbeit.216-218 Brear et al. haben ebenfalls einen niedermolekularen Inhibitor der CK2o/B-
Interaktion, CAM187, entdeckt und optimiert.2'® AuRerdem haben Kufareva et al. mit ihrer
Substanzreihe um die oben bereits erwdhnte compound 1 zur Gruppe der CK2x/B-
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Abbildung 4: Hemmstoffe der CK2a/B-Interaktion. Pc, W16 und CAM187.



Interaktionshemmer beigetragen. Daneben blockieren einige Hemmstoffe der ARC-Reihe
(ARC-1502 und ARC-3140) die Bindung zwischen CK2x und CK2p (s. auch 1.4.5 Bisubstrat-
Inhibitoren).72

1.4.3 Hemmstoffe der Substratbindung

Einige Hemmstoffe der CK2 blockieren die acidophile Substratbindestelle der CK2;51:52 hierzu
gehort Heparin, ein negativ geladenes Polysaccharid.220.221 Die meisten Inhibitoren an der
Substratbindestelle sind aber Peptide, z.B. Polyglutamylpeptide wie (Glu)70.222

Einige cyclische Peptide, wie P15 und seine Derivate, hemmen die enzymatische Aktivitat der
CK2, indem sie an die Phosphoakzeptorstelle des Substrats und CK2x binden222,223 P15 wurde
modifiziert, um es zellpermeabel zu machen, und ist unter dem Namen CIGB-325 (auch CIGB-
300) erfolgreich in Zellen, Mausmodellen und ersten klinischen Studien an Krebspatient*innen
(u.a. Gebarmutterhalskrebs) getestet worden.166,172,223-231 AyfRerdem wurde CIGB-325 auch
zur Behandlung von COVID-19 untersucht, wo es mdglicherweise zu einer Verringerung von
Lungenldsionen bei Patient*innen mit Lungenentziindung beitragt.232

1.4.4 Allosterische Hemmstoffe

Es gibt immer wieder Anstrengungen, weitere Bindungsstellen fiir CK2-Hemmstoffe zu finden,
die liber einen allosterischen Mechanismus wirken.233 Die vielversprechendste Bindungsstelle
flir solche Inhibitoren ist die xD-Tasche, die sich in der Ndhe der ATP-Bindungsstelle befindet
und in einigen Kristallstrukturen von Phel121 besetzt ist.234235 Diese Bindungsstelle ist ein
interessanter Ansatzpunkt fir die Inhibitorentwicklung, da sie vermutlich spezifisch fur die
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Abbildung 5: CK2-Inhibitoren mit verschiedenen Wirkungsweisen. Heparin bindet die
Substratbindungsstelle, CAM4066 bindet die aD-Stelle und die ATP-Bindungsstelle, ARC-3140
bindet gleichzeitig die ATP- und Substratbindungsstellen und zusatzlich die CK2a/B-
Interaktionsstelle.



CK2 ist und gleichzeitig eine wohldefinierte Bindungstasche bietet.41.234235 Der erste
Hemmstoff an dieser Bindungsstelle war CAM4066, dessen hemmende Wirkung allerdings auf
der Blockade der ATP-Bindungsstelle beruht, was auch bei weiteren xD-Hemmstoffen der Fall
ist.235.236 Eine direkte Reduktion der Enzymaktivitdt durch die Bindung eines Liganden an der
xD-Tasche ist bisher nicht belegt, auch wenn es Hemmstoffe gibt, fiir die dieser Mechanismus
vermutet wird.41.237 Trotzdem ist diese Bindungsstelle fiir die Hemmstoffentwicklung von
Interesse, weil sie als zusatzliche Bindungsstelle fliir Hemmstoffe an der ATP-Tasche dienen
kann und so ihre Affinitdt und Spezifizitit erhohen kann.219.236 Diese Strategie war auch bei
der Entwicklung von KN2 erfolgreich; diese Substanz bindet sowohl die xD-Stelle als auch die
ATP-Bindungsstelle und zeichnet sich durch hohe Affinitdt und Spezifizitit aus.238 Eine weiter
postulierte allosterische Bindungsstelle fir CK2-Inhibitoren, site A, wurde durch weitere
Experimente ebenfalls in Zweifel gezogen: Die an dieser Stelle bindenden Substanzen wirken
wohl eher duch einen ATP-kompetetiven Mechanismus.177,239,240

1.4.5 Bisubstrat-Inhibitoren

Eine Moglichkeit, die Affinitdt und Spezifizitit von CK2-Hemmstoffen zu steigern, ist die
Entwicklung von Bisubstrat-Inhibitoren, also Hemmstoffen, die an zwei Bindungsstellen
gleichzeitig ansetzen.4! Ein Beispiel hierfur sind die Substanzen ARC-1502 und seine nahen
Verwandten. Bei diesen Stoffen ist ein ATP-kompetitiver Inhibitor, der von TBBi abgeleitet ist,
Uber ein Verbindungsstiick an ein Oligoaspartat gekoppelt, das an die Substratbindungsstelle
bindet. ARC-1502 kommt dabei mit einem K = 0,5 nM auf eine extrem hohe Affinitat fir
CK2x.241 Fr ARC-1502 und ARC-3140 konnte auRerdem gezeigt werden, dass sie zusatzlich
an die CK2x/B-Bindungsstelle binden und so die Bildung des Holoenzyms hemmen. Dabei
wurde je nach Messtechnik ein K von 6,4 + 1,5 yM oder 9,5 + 1,8 pM fiir ARC-1502 und
4,8 + 0,7 puM, bzw. 5,2 + 0,8 pM fiir ARC-3140 gemessen (s. auch Abschnitt 3.3.5).72 Der
gleiche Ansatz wurde fiir den ATP-kompetitiven Inhibitor CX4945 (Similtasertib) erfolgreich
umgesetzt,242 wihrend Cozza et al. ebenfalls einen tetrabromierten Hemmstoff, N1-(4,5,6,7-
tetrabromo-1H-benzimidazol-2-yl)-propan-1,3-diamin (K137) an der ATP-Bindungsstelle
mit Oligoaspartat oder Oligoglutamat zu wirksamen Bisubstrat-Inhibitoren kombinierten.243

1.5 Methoden zur Messung von PPI der CK2

1.5.1 Grundsétzliche Uberlegungen zur PPI-Messung

Es gibt verschiedene Herangehensweisen, um PPl zu erforschen. Die hier besprochenen
Methoden beziehen sich auf die quantitative Messung der Interaktionsstdarke in Form der
Bindungskonstante, bzw. der Dissoziationskonstante Kb. Diese Messungen erfolgen hier
/n vitro an isolierten Proteinen bzw. Liganden, um den Einfluss von schwer kontrollierbaren
Umwelteinfliissen zu verringern, die im lebenden Organismus und auch in Zellsystemen stets
vorhanden sind: So interagieren Proteine in Zellen mit zahlreichen anderen Proteinen und
sonstigen Molekilen, deren Konzentration schwer zu kontrollieren und zu messen sind.



Um PPI quantitativ untersuchen zu kdénnen, ist eine Methode nétig, die zwischen gebundenem

und ungebundenem Zustand unterscheidet. Bei der Entwicklung und Wahl der richtigen

Messmethode gibt es sowohl theoretische als auch praktische Stirken und Schwachen

verschiedener Methoden, die man beachten muss. Unter anderem:

Beschaffenheit der Proteinkonstrukte: Fir viele Assays werden Proteine entweder
fluoreszenzmarkiert, immobilisiert, oder es wird nur ein Teil des Proteins verwendet.
All diese Modifikationen kénnen mit einer PPl interferieren, was zu ungenauen oder
verfdalschten Messergebnissen fiihren kann. Dies gilt auch flr posttranslationale
Modifikationen, die normalerweise bei der Herstellung des Proteins von der Zelle
hinzugefiigt werden. Wird das Protein rekombinant hergestellt, so konnen diese fehlen
oder verdndert sein. Bei der Etablierung einer neuen Methode fiir die PPI-Messung
muss daher gewdhrleistet werden, dass die genutzten Proteinkonstrukte die PPI
akkurat abbilden kénnen.

Eignung zum Hochdurchsatzscreening (engl. high-throughput screening, kurz HTS):
Wenn eine PPI-Messmethode auch zur Erforschung von Hemmstoffen dieser
Interaktion dienen soll, ist es von Vorteil, wenn sie HTS-geeignet ist. Bei diesen
Screenings werden tausende verschiedene Substanzen auf ihre Wirkung getestet.
Daher muss eine geeignete Messmethode automatisierbar sein, indem sie z. B. in
Mikrotiterplatten oder anderen fiir maschinelles Auslesen standardisierten GefaRen
gemessen wird. AuRerdem sollte auch die Vorbereitung, also das Pipettieren der
Reagenzien, moglichst von einem Roboter ibernommen werden kénnen.

Genauigkeit: Bei jeder Methode ist Genauigkeit, aber auch die Robustheit der
gemessenen Ergebnisse von groRer Bedeutung dafiir, wie aussagekraftig die
gemessenen Werte sind.

Materialverbrauch: Fiir die praktische Arbeit ist oft entscheidend, wie viel Material eine
Methode verbraucht, da damit meist Kosten verbunden sind. Dies beinhaltet die
Proteinkonstrukte, die in der Herstellung aufwandig und in der Beschaffung teuer sind,
aber auch Verbrauchsmaterialien und Reagenzien, die fiir jede Messung bendtigt
werden.

Dies sind nur einige der Eigenschaften von Messmethoden, die fiir die PPI-Messung wichtig

sind. Praktisch gesehen muss oft zwischen verschiedenen Eigenschaften abgewogen

werden: So ist ein kleines Messvolumen fir den Materialverbrauch und auch fur die

Automatisierbarkeit oft ein Vorteil, ist dabei aber schwieriger genau zu pipettieren, was zu

groReren Ungenauigkeiten fiihren kann.244

1.5.2 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Bei der Messung von PPl mittels ITC wird von der Tatsache Gebrauch gemacht, dass bei der

Interaktion von zwei Proteinen Energie in Form von Warme aufgenommen oder abgegeben

wird. Die Messung findet in Losung in einer Zelle des ITC-Geréts statt, deren Temperatur tiber
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eine Kopplung mit einer Referenzzelle konstant gehalten wird. Wahrend der Messung wird
schrittweise der Ligand in die Zelle injiziert, in der sich bereits der andere Bindungspartner
der Interaktion befindet. Wenn eine Bindung stattfindet, muss das Gerdt die resultierende
Temperaturveranderung ausgleichen. Die hierzu benétigte Energie in Form von elektrischem
Strom wird gemessen und stellt das Signal dar. Wenn man die Temperaturverdnderung pro
Mol zugefiigtem Liganden in Abhadngigkeit des Konzentrationsverhdltnisses der beiden
Bindungspartner auftragt, kann man aus dieser Bindungskurve die Dissoziationskonstante Kb,
die Stochiometrie, sowie die Reaktionsenthalpie der Bindung ablesen (s. Abbildung 6).245-247

Die CK2o/B-Interaktion wurde 2008 von Raaf et al. mit ITC vermessen.4 Die Methode wurde
weiter genutzt, um mit Mutationsexperimenten die Bindungsoberfliche zischen CK2x und
CK2B genauer zu untersuchen.”? Auch fir die Charakterisierung des CK2x/B-
Interaktionshemmers, Pc, wurde ITC eingesetzt und hat dabei untereinander vergleichbare
Ergebnisse erzeugt.4.248

ITC hat fur die Erforschung von Proteininteraktionen einige Vorteile: Sie kommt ohne
zusatzliche Markierung der Proteine aus, wodurch ein naturnahes Protein eingesetzt werden
kann. AuRerdem gibt sie nicht nur Auskunft Gber die Dissoziationskonstante der Bindung,
sondern erlaubt zusatzlich die Bestimmung der thermodynamischen Parameter einer
Bindungsreaktion.245.247 Wichtige Nachteile der Technik sind die groRe Menge an Material, also
der zu untersuchenden Molekiile, das fiir die Messung bendtigt wird und ihre geringe Eignung
flr HTS.4.249
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1.5.3 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

Bei der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (Engl.: Surface plasmon resonance,
kurz SPR) wird ein Bindungspartner auf einem diinnen Metallchip immobilisiert. Dann wird der
andere Bindungspartner (Ligand) in Losung Uber diesen Metallchip gespilt. Bindung dieses
Liganden an den immobilisierten Bindungspartner verdndert den Brechungsindex der
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Metallschicht des Chips. Licht, das auf der Riickseite des Sensors reflektiert wird, wird in einem
bestimmten Einfallswinkel absorbiert und I6st Oberflichenplasmonresonanz aus. Dieser
Winkel andert sich durch einen verdnderten Brechungsindex der Metallschicht und diese
Winkelveranderung ist das Signal, was im SPR-Experiment ausgelesen wird.250

In der CK2-Forschung wurde SPR genutzt, um die Bindung von Polylysinen an CK2 zu messen,
aber auch zur Erforschung der CK2x/B-Interaktion und deren Hemmstoffe.68,211,251

Fiir diese Technik miissen Proteine immobilisiert werden. Dies kann auf verschiedene Arten
geschehen und geht manchmal mit Verdnderungen des Ursprungsproteins einher, zum
Beispiel wenn ein Hexahistidin zur Fixierung auf einem Ni-NTA-Chip (Nickel-
Nitrilotriessigsaure) verwendet wird; es gibt aber auch unmarkierte
Fixierungsmoglichkeiten.252 SPR ist eine sehr genaue Technik und ist mit geeignetem
Messgerdt HTS-fahig.'62 Ein groRer Vorteil der Technik liegt in der Moglichkeit, Reaktionen in
Echtzeit zu beobachten, wodurch kinetische Messungen von Bindungen mdglich sind.253 Da
flir SPR-Messungen Goldchips zur Fixierung verwendet werden, ist es eine eher kostspielige
Methode.

1.5.4 Fluoreszenzanisotropie (FA)

Ein weiterer Assay zur Erforschung der CK2-Interaktion basiert auf der Messung von
Fluoreszenzanisotropie: Wird ein Fluorophor mit polarisiertem Licht bestrahlt, dann ist das
emittierte Licht ebenfalls polarisiert. Wenn das Fluorophor sich allerdings in einer Lésung frei
bewegt und dabei rotiert, dann wird das ausgesendete Licht durch diese Bewegung
depolarisiert. Anisotropie ist ein MaR fiir diese Polarisation und man kann sie fiir die Messung
von Bindungen ausnutzen, wenn ein Bindungspartner (hier der Ligand) eine deutlich geringere
Masse hat als der andere Bindungspartner. In diesem Fall kann man den kleineren Liganden
fluoreszenzmarkieren. In Losung wird der Ligand stark rotieren und eine geringe Anisotropie
aufweisen; an ein groReres Molekiil gebunden ist die Anisotropie dagegen groRer, da groRere
Komplexe weniger stark rotieren.254,255

Im Fall von CK2 wurde ein Assay entwickelt, bei dem das zyklische Peptid Pc, welches auf der
CK2x-Bindungsstelle der CK2B beruht, mit 5,6-Carboxyfluorescein fluoreszenzmarkiert wird.
Durch die Messung der Fluoreszenzanisotropie kann man so die Bindung an CK2x
feststellen.213 Dieser Assay ist zuverldssig und hochdurchsatzfahig; er wurde bereits fiir die
Untersuchung von CK2-Hemmstoffen verwendet. Der Materialverbrauch halt sich durch das
Mikrotiterplattenformat in Grenzen, allerdings muss fir die Anwendung Pc hergestellt und
markiert werden. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass das verwendete Peptid nur einen Teil
der CK2o/B-Interaktion abbilden kann.72.167.213

1.5.5 Radiometrischer Assay

Laudet et al. entwickelten 2008 einen radiometrischen Assay fiir die CK2x/B-Interaktion, der
ebenfalls hochdurchsatzgeeignet ist. Hierzu wurde biotinylierte CK2B immobilisiert und dann
mit CK2x inkubiert, die mit 355-Methionin markiert war. Die Bindung der CK2x an CK2pB konnte
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dann durch die von 35S verursachte radioaktive Strahlung gemessen werden.26 Bei diesem
Assay wird nur ein Protein mit einem Radioisotop markiert, was vermutlich keinen Einfluss auf
die Bindungsreaktion hat. Allerdings ist die Verwendung von Radioisotopen mit Aufwand
verbunden und kann so auch als Nachteil gesehen werden. Die Methode ist HTS-fahig, wegen
ihrer seltenen Anwendung lasst sich Uber Zuverldssigkeit und Genauigkeit keine Aussage
treffen.

1.5.6 Microscale Thermophoresis (MST)

Die CK2w/B-Interaktion ldsst sich auch mit MST messen. Hierzu wurde von Dr. Michaela
Steinkriger ein Assay entwickelt, der auch fiir diese Arbeit verwendet wurde.72.217,218

Das Phanomen der Thermophorese wurde schon 1856 beschrieben, als beobachtet wurde,
dass Stoffe in Losung sich entlang eines Temperaturgradienten bewegen.256 Bis heute sind die
genauen physikalischen Grundlagen fiir dieses Verhalten nicht voéllig aufgeklart. Bekannt ist
jedoch, dass die Kontaktoberfliche zwischen gelostem Molekiil, bzw. Partikel, und dem
umgebenden Medium das thermophoretische Verhalten entscheidend pragt.257 Auf die
Eigenschaften dieser Kontaktoberfliche haben verschiedenste Faktoren einen Einfluss, zum
Beispiel der Salzgehalt und der pH der Losung sowie die Ladungen auf der Oberfliche des
Molekils. Auch die Anwesenheit von Detergenzien sowie die absolute Temperatur spielen eine
wichtige Rolle.257.258

Ein weiterer Faktor, der die Eigenschaften der Interaktionsoberfliche zwischen geldstem
Molekil und Lésungsmedium beeinflusst und damit das Thermophoreseverhalten des
Molekiils verdndert ist die Bindung von Liganden. Deshalb kann man sich die Thermophorese
zunutze machen, um diese Bindung von Liganden nachzuweisen und zu quantifizieren.259

Mathematisch lasst sich Thermophorese wie folgt beschreiben:260-262

Der Partikelfluss (j) wird zum einen durch den thermophoretischen Molekdlfluss (jto) und zum
anderen durch die Diffusion (jo) von Molekiilen entlang des durch die Thermophorese
verursachten Konzentrationsgradienten bestimmt.
Gleichung 1
J=Jrp+Jp

Dabei ist der thermophoretische Molekilfluss abhdangig von der Konzentration c, der
thermalen Diffusionskonstante Dr und dem Temperaturgradienten VT.
Gleichung 2

Jjrp = —cDVT
Die Diffusion ist abhdngig von Diffusionskonstante D und dem Konzentrationsgradienten Vc.

Gleichung 3
jD = _DVC



Ist ein Gleichgewichtszustand erreicht, so ist j=0. Daraus ergibt sich flir geringe
Temperaturunterschiede:

Gleichung 4
e _sar
c - T
Wobei St = D/Dr der Soret-Koeffizient ist. Durch Integration kommt man zu folgender
Gleichung:
Gleichung 5
i — g~STAT
Co

Da St durch Molekiileigenschaften wie unter anderem GroRe, Ladung und Hydrophobizitat
abhangt, von denen sich bei Bindungsreaktionen praktisch immer mindestens ein Faktor
verdandert, kann Thermophorese zur Beobachtung von Bindungen verwendet werden.261.262

MST wurde zuerst in Bindungsassays fiir die Bindung von DNA-Aptameren an Proteine
verwendet und dann fir die Interaktion von Proteinen weiterentwickelt.259.262

Der Temperaturgradient wird flr diese Messungen durch einen Infrarot (IR)-Laser erzeugt. Die
Diffusion des zu untersuchenden Molekiils wird tiber Fluoreszenz gemessen, daher ist es meist
notig, dieses Protein mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. So wird mit einem
optischen Aufbau gleichzeitig der Temperaturgradient durch den IR-Laser erzeugt und die
Fluoreszenz, und damit die Anwesenheit, des Proteins gemessen. Da Thermophorese auftritt,
diffundiert das Zielprotein je nach seinen Eigenschaften entweder hin zu oder weg von dem
vom IR-Laser erzeugten Temperaturmaximum, was sich daran zeigt, dass die gemessene
Fluoreszenz entweder steigt oder sinkt, sobald der IR-Laser angeschaltet wird. Weil sich durch
Bindung eines Liganden das Thermophoreseverhalten des Proteins verandert, verdndert sich
auch dieser Unterschied in der gemessenen Fluoreszenz, da diese direkt von der
Konzentration des markierten Proteins abhdngt (s. Abbildung 7).261.262

MST hat fir die Messung von PPl den entscheidenden Vorteil, dass durch das kleine
Reaktionsvolumen (20 pL je Messpunkt) nur geringe Mengen Protein benétigt werden. Die
meist notige Fluoreszenzmarkierung kann auf verschiedene Weise erfolgen, wobei jede
Methode ihre Vor- und Nachteile hat. Nachteilig ist bei der MST, dass sie nicht HTS-fdhig ist.
Die Methode wird in der Literatur als genau und robust gelobt, allerdings treten je nach
Anwendung Schwankungen auf, die sich nicht einfach erkldren lassen (s.u.).263

Fir die Messung mit dem Monolith NT.115 wird eine konstante Menge eines fluoreszenz-
markierten Zielproteins mit 16 aufsteigenden Konzentrationen eines Liganden vermischt und
in Glaskapillaren auf einem Schlitten fixiert, der dann in das Gerat gefahren wird.261.264



Gemessen wird die Fluoreszenzintensitat uber einen Zeitverlauf, wahrend dem der IR-Laser
ein- und wieder ausgeschaltet wird. Die dabei entstehende Fluoreszenzspur (engl. Trace) ist
in Abbildung 7 dargestellt und lasst sich typischerweise in folgende Abschnitte unterteilen:
Zuerst wird die anfdangliche Fluoreszenz gemessen, ohne IR-Laser und Thermophorese. Direkt
nach dem Einschalten des IR-Lasers folgt der T-Jump, dabei verdndert sich die Fluoreszenz
sehr schnell. Diese Verdnderung ldsst sich unter anderem durch die Reaktion des Fluorophors
auf die Temperaturveranderung erklaren. Danach findet die eigentliche Thermophorese statt,
bei der das Zielprotein diffundiert und dann ein Gleichgewicht erreicht. Wenn der IR-Laser
wieder abgeschaltet wird, folgt ein weiterer T-Jump in die andere Richtung und das markierte

Protein diffundiert wieder zuriick.261.264
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Abbildung 7: MST-Datenerhebung. Schematische Darstellung des Aufbaus eines MST-Geréts (links) und
einer typischen MST-Spur (rechts). Abgewandelt aus Jerabek-Willemsen et al.?®* (creative commons-
Lizenz).

Fir die Datenauswertung werden lediglich kleine Bereiche der MST-Spur verwendet
(s. Abschnitt Datenauswertung). Die gesamte Spur wird allerdings fiir die Qualitatskontrolle
benotigt. AuRerdem wird vor und nach jeder Messung ein Kapillarenscan durchgefiihrt
(s. Abbildung 8). Hierzu wird die Fluoreszenz gemessen, wahrend alle Kapillaren unter der
Messoptik hindurchgefahren werden. Dieser Scan dient ebenfalls der Qualitdatskontrolle.

Um eine Affinititsmessung durchzufiihren, wird zum fluoreszenzmarkierten Zielprotein ein
Ligand titriert. Dazu wird eine Verdiinnungsreihe des Liganden hergestellt und die
verschiedenen Konzentrationen werden mit dem Zielprotein vermischt. Fiir 16 verschiedene
Verdiinnungsschritte wird dann eine MST-Messung durchgefiihrt. In der Regel vergleicht man
zur Auswertung die Initialfluoreszenz und die Fluoreszenz nach Thermophorese.261.265,266

Es gibt mehrere Moglichkeiten, vor der Auswertung die Qualitit einer MST-Messung zu
beurteilen. Der Kapillarenscan vor der Messung gibt Aufschluss dariiber, ob das fluoreszenz-
markierte Protein sich an den Wanden der Kapillaren absetzt, was die Messung beeinflussen
wirde. Eine solche Proteinadhdasion ist an der Form der Intensitatskurve des Kapillarenscans
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zu sehen, die im Normalfall mittig einen hdchsten Punkt erreicht (s. Abbildung 8); wenn das
fluoreszenzmarkierte Protein an den Seitenwanden haftet, entstehen zwei Spitzen in der
Kurve.261.265 AuRerdem kann man in diesem Schritt sehen, ob der Ligand einen Einfluss auf die
Fluoreszenz des markierten Zielproteins hat. Ist dies der Fall, kann man dieses Signal direkt
als Bindungsassay auswerten, sofern bestimmte Artefakte (Eigenfluoreszenz des Liganden,
Quenching durch den Liganden, ligandinduzierte Aggregation oder Adsorption an eines der
genutzen GefdlRe) ausgeschlossen werden kdnnen.267.268

Die Form der MST-Spur ist ebenfalls wichtig fur die Qualitdtskontrolle: Vor dem Einschalten
des IR-Lasers nimmt die gemessene Fluoreszenz oft durch Bleichen des Fluorophors ab. Auch
dieses Phanomen kann durch Bindung eines Liganden oder andere Interaktionen mit dem
zugefiigten Liganden (z. B. Oxidationsreaktionen) beeinflusst werden und sollte, wenn es
abhangig von der Ligandenkonzentration auftritt, untersucht werden.267 Weiterhin verdandert
sich der Verlauf der MST-Spur stark, wenn das Zielprotein aggregiert: Dann bekommt die MST-
Spur ungleichmaRige Verformungen, die unterschiedlich stark ausgepragt sein konnen. Diese
Aggregation des Zielproteins kann in manchen Fillen durch eine Verdnderung des Puffers
verhindert werden, kann aber auch durch den Liganden ausgeldst werden.265.266
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Abbildung 8: Typischer Kapillarenscan einer MST-Messung. Der Scan
stammt von drei MST-Messungen der CK2a/B-Interaktion mit 1% DMSO.

Zur Auswertung wird zundchst aus jeder MST-Spur ein Frorm-Wert gebildet. Dazu werden zwei
Zeitraume in der MST-Spur ausgewadhlt: Typischerweise wird die Fluoreszenz vor Einschalten
des IR-Lasers (Fcoid) und die Fluoreszenz nach Thermophorese (Fhot) genutzt. Fcoid und Fhot sind
Mittelwerte der Fluoreszenz liber die ausgewdhlten Zeitrdume. Zum Beispiel kann Fcoid Uber
den Zeitraum von einer Sekunde vor Einschalten des IR-Lasers gemessen werden und Fhot
wahrend einer Sekunde 19 Sekunden nach Einschalten des IR-Lasers.264 Fnorm wird dann
folgendermalen berechnet:
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Gleichung 6

Fhot

Fnorm - F
cold

Die  Fnorm-Werte  der verschiedenen  MST-Spuren werden dann gegen die
Ligandenkonzentration zu einer Dosis-Effekt-Kurve aufgetragen und es wird eine nichtlineare
Regression mit folgender Gleichung durchgefiihrt:269

Gleichung 7

([L]1 + [P]1 + Kp) — /([L] + [P] + Kp)? — 4 [L][P
Foorm = Tfree + (Tbound - rfree) g \/(2 [P] D) [ ][ ]

Dabei stehen rfree Und rbound jeweils fiir den Fnorm—Wert im ungebundenen bzw. gebundenen
Zustand, [P] ist die Konzentration des markierten Zielproteins und [L] steht fir die
Konzentration des unmarkierten Liganden. Kb ist die Dissoziationskonstante der gemessenen
Bindung.

Zur besseren Vergleichbarkeit verschiedener Dosis-Effekt-Kurven koénnen diese auf den
berechneten Fnorm-Wert des ungebundenen Zustands normalisiert werden. Dazu werden die
Frorm—Werte fiir die verschiedenen Ligandenkonzentrationen vom Wert rfee abgezogen. Diese
Werte werden dann als AFnorm bezeichnet.261

1.5.7 FRET

Fluoreszenz ist ein Phanomen, bei dem ein Elektron durch elektromagnetische Strahlung
angeregt wird und sich in einen hdheren energetischen Zustand begibt. Nach wenigen
Nanosekunden fallt das angeregte Elektron zuriick in seinen urspriinglichen Zustand und
sendet dabei ein Photon aus. Diese ausgehende Strahlung hat eine hohere Wellenldnge als die
anregende Strahlung. Ein fluoreszierendes Molekiil oder Fluorophor hat dabei ein spezifisches
Anregungs- und Emissionsspektrum mit jeweils einer optimalen Anregungs- und
Emissionswellenldnge, Aex und Aem. Das heiRt, dass nur Licht innerhalb eines gewissen
Wellenlangenbereichs ein bestimmtes Fluorophor anregen kann, und dass dieses Fluorophor
nur Photonen mit bestimmten Wellenldngen aussendet (s. Abbildung 9).254

Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) tritt zwischen zwei Fluorophoren auf, wenn sie sich
in unmittelbarerer raumlicher Nihe zueinander befinden (etwa bis zu 80 A) und das
Emissionsspektrum des einen Fluorophors mit dem Anregungsspektrum des anderen
Uberlappt i Wenn das Fluorophor mit der geringeren Anregungswellenlinge, das
Donorfluorophor, angeregt wird, wird die Energie des angeregten Elektrons iiber Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen  zwischen den  Fluorophoren auf das zweite  Fluorophor
(Akzeptorfluorophor) libertragen. Dieses zweite Fluorophor gibt diese Energie dann in Form

iIFRET kann auch zwischen nicht-fluoreszenten Stoffen stattfinden, was fiir diese Arbeit aber
nicht weiter von Bedeutung ist. S. 254 Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence
Spectroscopy. 3 edn, (Springer, Boston, MA, 2006).
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von Licht ab, wobei die Wellenldnge des Lichtes der charakteristischen Emissionswellenlange
des Akzeptorfluorophors entspricht. Zwei Fluorophore, deren Anregungs- und
Ausstrahlungsspektren so tiberlappen, dass FRET stattfinden kann, bezeichnet man als FRET-

Paar, wie zum Beispiel EGFP (Engl. enhanced green fluorescent protein) und mCherry
(s. Abbildung 9).254,270

Cy3 EGFP und mCherry
X 100 = 100
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£ 20 £ 20
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450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
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----- Anregung  ——— Emission Anregung EGFP Emission EGFP

Anregung mCherry Emission mCherry

Abbildung 9: Anregungs- und Emissionsspektren verschiedener Fluorophore. Links: Cy3, rechts: EGFP
und mCherry 2

Der Energietransfer bei FRET wird durch die FRET-rate 4t beschrieben:

Gleichung 8

1 (Ro\°

k=)
Wobei 1o die Fluoreszenzlebensdauer des Donorfluorophors ist, Ro ist der Forster-Radius und
r ist der Abstand zwischen Donor- und Akzeptorfluorophor. Der Forster-Radius ist der
Abstand zwischen den Fluorophoren, bei dem 50% der Anregungsenergie des Donor-
Fluorophors durch FRET auf das Akzeptorfluorphor libergeht. Dieser hdangt von verschiedenen
Faktoren ab, der Quantenausbeute des Donorfluorophors in der Abwesenheit des
Akzeptorfluorophors, der rdaumlichen Orientierung der Dipole zueinander, dem

Brechungsindex des Mediums und dem Integral der liberlappenden Fluoreszenzspektren der
beteiligten Fluorophore.254

Praktisch wird FRET meistens als FRET-Effizienz E ausgedriickt, also dem Anteil der
Anregungsenergie des Donors, der durch FRET {ibertragen wird. In Situationen, in denen der
Abstand der Fluorophore zueinander konstant ist, ist die gleich dem Verhdltnis der
Donorfluoreszenz in An- und Abwesenheit des Akzeptorfluorophors:

Gleichung 9

F,
F=1--24
Fp

Foa und Fp sind die Fluoreszenzintensitit des Donorfluorophors, jeweils in An- und
Abwesenheit des Akzeptors.254
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Da FRET nur auftritt, wenn zwei Fluorophore sich sehr nahe sind, kann man dieses Phdnomen
nutzen, um Interaktionen zu messen. Wenn man zwei Bindungspartner mit je einem
kompatiblen Fluorophor koppelt, kann man ihre Bindung durch FRET sichtbar machen und
messen. Durch Titrationsexperimente ist es so moglich, eine Dissoziationskonstante fiir die
Bindung zu bestimmen oder die Hemmung der Interaktion durch Inhibitoren zu messen.271-273

Wahl der Fluorophore

Um eine PPl quantitativ zu analysieren, missen die beiden Proteine jeweils mit einem
Fluorophor eines FRET-Paares konjugiert werden. Es gibt verschiedene Arten fiir Fluorophore,
die je nach Art der Anwendung geeignet sein kdnnen. Bei der Auswahl miissen verschiedene
Faktoren beachtet werden, unter anderem die Folgenden:

Spektrale Eigenschaften

Eine Voraussetzung fiir das Auftreten von FRET ist das Uberlappen des Emissionsspektrums
des FRET-Donors mit dem Anregungsspektrum des FRET-Akzeptors. Gleichzeitig sollten die
Anregungs- und Emissionsmaxima nicht zu nah beieinander liegen, damit sich die
Fluorophore getrennt voneinander anregen lassen und die ausgegebenen Signale der beiden
Fluorophore unterschieden werden kénnen.274

GroRe und Markierungsstelle

Wenn Proteine zur Messung von PPl markiert werden, muss sichergestellt werden, dass die
gebundenen Fluorophore nicht mit der zu messenden Interaktion interferieren. Je nach PPI
kann es daher glinstig sein, kleinere Fluorophore zu wahlen. AuRerdem ist entscheidend, an
welcher Stelle des Proteins das Label angebracht ist. Bei einigen Markierungsmethoden, z. B.
der Markierung mit M-Hydroxysuccinimidestern (NHS-Ester) werden primdre Amine markiert,
wovon es in der Regel mehrere in einem Protein gibt.275 Daher ist meist nicht vorherzusagen,
wo das Fluoreszenz-Label angebracht wird. Andere Methoden, z. B. die Verwendung von
fluoreszenten Proteinen, ermdglichen es, die Markierungsstelle zu wahlen. Auch hier muss
darauf geachtet werden, dass das Label die zu messende Interaktion nicht stort; um dies zu
gewahrleisten, sollten geeignete Kontrollexperimente durchgefiihrt werden. Gleichzeitig
mussen die an FRET beteiligten Fluorophore wahrend der PPl in rdumlicher Ndahe zueinander
sein, da sonst kein FRET auftreten kann.254

Markierungsmaoglichkeit

Die Signalstarke bei PPI-Messungen mit FRET hangt von der Anzahl markierter
Bindungspartner ab. Bei chemischen Markierungsverfahren wie der oben genannten NHS-
Ester-Markierung wird meist nur ein Teil der Molekiile auch tatsachlich markiert. Im Gegensatz
dazu werden Proteinlabel iber das genetische Material eingefiigt und sind so bereits bei der
Synthese des Proteins vorhanden. AulBerdem ist es bei der Proteinaufreinigung durch
chromatographische Verfahren ohne groRen Aufwand moglich, unmarkiertes Protein von
markiertem zu trennen.
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In dieser Arbeit wurden zwei fluoreszente Proteine als Fluorophor genutzt: Das von GFP (Engl.
green fluorescent protein) aus der Qualle Aequorea victoria der abgeleitete EGFP und mCherry,
dessen Vorldaufer RFP (Engl. red fluorescent protein) aus einer Scheibenanemone der Gattung
Discosoma isoliert wurde. Theis-Febvre et al. haben bereits 2005 gezeigt, dass eine
N-terminale Markierung der CK2-Untereinheiten mit GFP-Derivaten die CK2x/B-Interaktion
nicht stért und das eine Messung von FRET zwischen so markierten CK2x- und CK2B-
Untereinheiten moglich ist.80

FRET-Messmethoden

Es gibt verschiedene Methoden, wie FRET gemessen werden kann. Die einfachste Art ist die
Messung der Fluoreszenzintensitit, wobei entweder die Fluoreszenz des Donor- oder
Akzeptorfluorophors gemessen werden kann, da beide sich durch FRET verdndern.
Andererseits beeinflusst FRET auch die Fluoreszenzlebensdauer daher kann auch diese als
MalR fiir FRET verwendet werden. Dazu werden oft spezielle Fluorophore mit einer langen
Fluoreszenzhalbwertszeit genutzt z. B. Lanthanide.276

Theoretisch ist es fir die Berechnung der FRET-Effizienz lediglich nétig, die Fluoreszenz des
Donorfluorophors in An- und Abwesenheit des Akzeptorfluorophors zu messen
(s. Gleichung 9). Je nach experimentellem Aufbau ist es aber nicht mdglich, diese
Fluoreszenzintensitdaten direkt zu messen, oder die gemessene Fluoreszenz wird durch andere
Signale verfdlscht. Daher wurden eine Reihe sogenannter FRET-Indizes entwickelt. Diese
kénnen, je nach Index, zwar das Auftreten von FRET abbilden, lassen sich aber in der Regel
nicht in absolute FRET-Effizienz umrechnen und kénnen daher als absolute Werte zwischen
unterschiedlich durchgefiihrten Experimenten nicht verglichen werden.277

Eines der wichtigsten Storsignale in FRET-Experimenten ist das Phdnomen des Bleed-through:
Fluorophore werden zwar nur in ihrem spezifischen Anregungsbereich angeregt und
emittieren nur in ihrem Emissionsbereich, diese Bereiche decken aber oft eine groRere
Bandbreite an Wellenldangen ab (s. Abbildung 9), wodurch zum Beispiel beim Anregen des
Donorfluorophors das Akzeptorfluorophor teilweise ebenfalls angeregt wird und durch seine
direkte Emission das FRET-Signal verfdlscht. Umgekehrt kann auch das Donorfluorophor im
tiblichen Emissionsbereich des Akzeptorfluorophors ein Signal hervorrufen, was ebenfalls das
FRET-Signal verfilscht. Die verschiedenen FRET-Indizes haben unterschiedliche Ansdtze, wie
Bleed-through rechnerisch ausgeglichen werden kann.277

In dieser Arbeit wurde die Dreikanalmethode und der daraus resultierende FRET-Index FRET.
oder Fc genutzt, da bei ihr jede relevante Art des Bleed-through Beachtung findet. Die Methode
ist nach den drei Messkanalen benannt, von denen Gebrauch gemacht wird. Ein Messkanal ist
eine Konfiguration von charakteristischen Anregungs- und Emissionswellenldngen, die fur
eine Messung verwendet werden: Beim Donorkanal D wird mit den Anregungs- und
Emissionswellenlangen des Donors gemessen, im Akzeptorkanal A mit den Anregungs- und
Emissionswellenlangen des Akzeptors und im FRET-Kanal mit der Anregungswellenldnge des
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Donors und der Emissionswellenlange des Akzeptors. Um das Bleed-through zu messen
werden bei jedem Experiment Kontrollen mitgefiihrt, in denen die im Experiment genutzten
Konzentrationen des Donorfluorophors und des Akzeptorfluorophors separat voneinander
vorhanden sind. Anhand dieser Kontrollen wird gemessen, wie stark die Fluorophore durch
die Anregungswellenlinge des jeweils anderen Fluorophors angeregt werden und wie stark
das Emissionssignal im Emissionsbereich des jeweils anderen Fluorophors ist. Dabei hdangt es
sehr von der genutzten technischen Ausstattung ab, wie genau eine bestimmte Wellenldnge
beim Anregen und Aufnehmen gefiltert werden kann. Daher ist es unerldsslich, diese
Kontrollen bei jedem Experiment aufs Neue zu messen.278,279

Berechnung von FRET:

Zuerst wird von allen gemessenen Signalen in der Regel eine ,Pufferkontrolle”, also eine
Kontrollmessung des genutzten Puffers, als Hintergrundsignal abgezogen. Durch diesen
Schritt koénnen bei geringen Signalen durch zufdlliges Grundrauschen negative Werte
entstehen, die in den folgenden Schritten durch Multiplikation zu unsinnigen Ergebnissen
flihren kdonnen. Daher werden negative Werte bei dieser Methode durch 0 ersetzt, sofern sie
im Bereich des Grundrauschens einer Messung liegen.278,279

Wie oben beschrieben miissen zur Berechnung von FRETc auRerdem Kontrollen mit den im
Experiment genutzten Konzentrationen der jeweiligen Fluorophore mitgemessen werden. Aus
diesen Kontrollen werden dann die Korrekturfaktoren S1-S4 berechnet. Hierbei stehen Dg, F4d
und Ad jeweils fiir die Donor-, FRET- und Akzeptorkanalsignale fiir die Donorkontrolle; Da, Fa
und Aa die jeweiligen Signale der Akzeptorkontrolle.

Gleichung 10
F,
s1=-2
Dq4
Gleichung 11
F,
$2=-"2
Aq
Gleichung 12
A
s3=-4
Dq4
Gleichung 13
D
S4=-2
Aq

Faktoren S1 und S3 stellen dar, wie viel Signal das Donorfluophor in den ,fremden” Kanalen,
also den FRET- und Akzeptorkandlen, verursacht, jeweils im Verhaltnis zum ,eigenen” Kanal,
dem Donorkanal, in dem das starkste Donorsignal zu erwarten ist. Die Faktoren S2 und S4 tun
das gleiche fiir das Akzeptorfluorophor.

Mithilfe der Mittelwerte dieser Korrekturfaktoren werden dann nach Gleichung 14 und
Gleichung 15 das Donor- und Akzeptorsignal der Messungen korrigiert. Dabei stehen D<a und
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Acqa jeweils flir das korrigierte Donor- und Akzeptorsignal der Proben und Dda und Ada je fir
die entsprechenden unkorrigierten Signale.

Gleichung 14

D¢ = (Dda — 54 Ada)
da (1 — 853 * S4)

Gleichung 15

c :(Ada_S?’*Dda)
da ™ (1 —S3+%54)

Aus diesen korrigierten Werten und den gemessenen FRET-Signalen (Fda) wir dann mit
Gleichung 16 FRETc (Fc) berechnet:

Gleichung 16
F,=Fy, —D§, *S1 — A§, = S2
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2 Zielsetzung
Diese Arbeit befasst sich mit der Interaktion der Proteine CK2x und CK2B, den beiden
Untereinheiten der Proteinkinase CK2. Dabei werden zwei Ziele verfolgt:

1.

Optimierung von CK2x/B-Interaktionshemmern:

Eine Reihe von Substanzen, deren Struktur auf dem CK2x/B-Interaktionshemmer W16
basiert, wird auf ihre Fihigkeit untersucht, die CK2x/B-Interaktion zu inhibieren. Dazu
wird die Substanzreihe ausgehend von W16 erweitert: es werden verschiedene
Strukturelemente der Verbindungen variiert und miteinander kombiniert (die Synthese
erfolgt durch Dr. Lukas Kroger im Rahmen seiner Promotion). Die Substanzen werden
mittels MST auf ihre Aktivitat als CK2/B-Interaktionshemmstoff untersucht. Ziel ist
es, auf Basis dieser Daten Struktur-Wirkungsbeiziehungen zu untersuchen, die zum
einen zu einer Optimierung der Substanzreihe als CK2w/p-Interaktionshemmer
genutzt werden. Zum anderen sollen Struktur-Wirkungsbeziehungen Aufschluss tiber
die Natur der CK2«/B-Interaktionsflaiche und deren Interaktion mit Hemmstoffen
geben.

Es wird eine neue Methode entwickelt, um die Interaktion zwischen CK2o und CK2p zu
messen:

Die neue Methode nutzt das Prinzip des FRET (Forster-Resonanzenergietransfer), bei
dem die rdumliche Ndhe zweier Fluorophore ein FRET-Signal erzeugt. Dazu werden die
CK2-Untereinheiten mit geeigneten fluoreszenten Proteinen als Fusionsproteine
exprimiert und aufgereinigt. Die neue Methode ist darauf ausgelegt, im
Mikrotiterplattenformat ausgefiihrt zu werden und soll dazu geeignet sein, CK2x/B-
Interaktionshemmer zu detektieren und ihre Hemmwirkung zu quantifizieren. Um dies
sicherzustellen, wird zuerst die CK2x/B-Interaktion ohne Hemmstoffe quantifiziert
und mit anderen Methoden verglichen. AuRerdem werden bereits bekannte
Hemmstoffe dieser Interaktion genutzt, um die Methode zu validieren. Ziel ist eine
Methode, die im Hochdurchsatz-Screening eingesetzt werden kann, um Hemmstoffe
fir die CK2o/B-Interaktion zu entdecken.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung der Proteine

3.1.1 CK2x'-335und CK2p1-193

Die in dieser Arbeit verwendeten Protein wurden in £ coli exprimiert, Uber verschiedene
Chromatografieverfahren gereinigt und auf SDS-PAGE (Sodium dodecylsulfate Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) analysiert, um die Reinheit der Proteine sicherzustellen (Abbildung 10).

Fiir beide CK2-Untereinheiten ist je eine Bande mit dem zu erwartenden Molekulargewicht zu
sehen: Die Bande fiir CK2x'-335 liegt etwas oberhalb des 35 kDa Markers, die der CK2B1-193 ist
zwischen der 15 kDa und 25 kDa Marierung zu sehen. Bei CK2B1-193 ist zusatzlich eine Bande
von etwa 40 kDa zu sehen, was ungefihr dem Molekulargewicht eines CK2B-Dimers

entspricht.
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Abbildung 10: Coomassiegefarbte SDS-PAGE der aufgereinigten Proteine. Links:
CK2al33% (40,0 kDa). Mitte: CK2B¥1*3 (22,5 kDa). Rechts: EGFP (27,1 kDa), EGPF-
CK2a'3%> (67,7 kDa), mCherry (26,8 kDa) und mCherry-CK2p*1%3 (49,9 kDa). Die
Molekulargewichte wurden auf Basis der Aminosdurensequenzen der Proteine
berechnet.

3.1.2 Fluoreszenzmarkierte Proteine fur den FRET-Assay

Die Expression der fluoreszierenden Produkte (EGFP, EGFP-CK2x'-335, mCherry und mCherry-
CK2B1-193) unter Standardbedingungen in kleinem MaRstab verlief erfolgreich, was bereits bei
der Betrachtung der Kulturen sichtbar war und durch SDS-PAGE und Western-Blot bestatigt
wurde (s. Abbildung 11). Interessanterweise wurden die Proteine hier bereits vor der Induktion
mit IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) von den Bakterien hergestellt, was allerdings
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bei einigen Proteinen bei der Kultur in groRerem MaRstab in geringerem Umfang zu
beobachten war (vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 11: Herstellung der fluoreszenten Proteine. Links: Coomassie gefarbte SDS-PAGE (oben)
und a-Strep Westen Blot (unten) der Testkulturen fiir die Expression der fluoreszenten FRET-
Konstrukte vor (-) und nach (+) der Zugabe von IPTG zur Induktion der Proteinexpression. Die
Molekulargewichte sind 68 kDa fiir EGFP-CK2a'33>, 27 kDa fiir EGFP, 50 kDa fiir mCherry-CK2p1%3
und 27 kDa fir mCherry. Rechts: Testkultur flr die Expression von mCherry. Durch die starke Farbe
des exprimierten Proteins verfarbt sich die Bakterienkultur, was die erfolgreiche Expression bestatigt.

Aufreinigung von mCherry

Die Aufreinigung von mCherry Uber die Strep-Tactin-Affinititschromatographie war
insgesamt erfolgreich. Das gewiinschte Protein konnte von der Saule eluiert werden
(s. Abbildung 12), auch wenn auf der SDS-PAGE zusatzlich zur erwarteten mCherry-Bande bei
27 kDa weitere Proteinbanden mit geringerem Molekulargewicht zu sehen sind
(s. Abbildung 13). Da diese auch im Western-Blot, der mit Strep-tag IlI-spezifischem
Antikorper inkubiert wurde, visualisiert werden, handelt es sich vermutlich um Abbauprodukte
von mCherry.
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Um dieses Abbauprodukt zu entfernen, wurde eine Gelfiltration durchgefiihrt. Diese fiihrte
aber nicht zu dem gewiinschten Ergebnis, da das Protein in einem Peak von der Sdule eluiert
wurde, in dem sich sowohl mCherry als auch das Abbauprodukt befanden (s. Abbildung 14).
Es zeigte sich aber, dass die Nebenbande durch ein Abbauprodukt von mCherry verursacht
wurde, da sie auf dem Western Blot auch ohne Verwendung eines Antikorpers in der
charakteristischen Farbe von mCherry zu sehen ist (s. Abbildung 14).

— 1 — Cond — Pressue

MPa Fliow
10—

g . - /’ K
8 i II-'r ;'« il L;}ﬁL L\“\ If_
L f I |

. |

5] |
a-] 1

|

|
g _ i

A,
-—
-,

I e e R e !
0 10 20 30 40 S0 60 70 &) 100 110 120

L w E

Abbildung 12: Chromatogramm der Aufreinigung von mCherry mit Strep-Tactin-
Affinitatschromatographie. Es sind UV-Absorbanz bei 280 nm (blau), Konduktivitat
(braun), Druck in MPa (grin) und Durchflussrate (orange) liber das durchgeflossene
Volumen in mL angegeben. L ist die Ladephase, in der das geklarte Bakterienlysat auf
die Saule aufgetragen wird, W ist der Waschschritt, in dem Uberschissiges Protein von
der Saule entfernt wird und E bezeichnet die Elutionsphase, in der das aufgereinigte
Protein von der Saule gespilt wird. Die roten Striche bezeichnen hier die Fraktionen, in
denen das eluierte Protein aufgefangen wurde.

kba M . Lys 0 P L w E
250 kDa
130 130
100 100
70
70

55 55

35 35

25 25

15 15

10 10

Abbildung 13: Aufreinigung von mCherry. Coomassie-gefarbte SDS-PAGE (links) und a-Strep Western
Blot (rechts) der verschiedenen Schritte der Aufreinigung von mCherry (27 kDa) mit Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie. Von links nach rechts sind Marker (M), Lysat vor der Induktion mit IPTG (-1),
Lysat (Lys), Uberstand nach Zentrifugation des Lysats (U), Pellet nach Zentrifugation (P), Durchfluss des
Ladeschritts (L), Durchfluss des Waschschritts (W) und das aufkonzentrierte eluierte Protein (E)
aufgetragen.
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Abbildung 14: Gelfiltration von mCherry. Oben: Coomassie-gefdarbte SDS-PAGE
(links) und Western Blot, ohne Antikorper visualisiert bei 600 nm (rechts) mit
Marker (M) und den Fraktionen der Gelfiltration. Unten: Chromatogramm der
Gelfiltation. Die Fraktionen sind in rot angegeben, die UV-Absorption bei 280 nm
in blau, die Konduktivitdt in braun. Die X-Achse gibt das durchgeflossene Volumen
in mL an.

Da mCherry nicht zur Quantifizierung von Proteininteraktionen verwendet werden sollte,
sondern nur als qualitative Kontrolle diente, wurde dieses Abbauprodukt bei den weiteren
Experimenten in Kauf genommen.

Bei der Aufreinigung ging ein Teil des exprimierten Proteins im unldslichen Teil der
Bakterienlysats, im Durchfluss beim Laden der Sdule und beim Waschschritt verloren
(s. Abbildung 13)

Die Aufreinigung von mCherry-CK2B1-193 (iber Strep-Tactin Affinitatschromatografie war
zundchst nicht ausreichend, auf der entsprechenden SDS-PAGE sind noch mehrere Banden zu
sehen, die auf Verunreinigungen schlieRen lassen. Daher wurde als zweiter Reinigungsschritt
eine lonenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose eingesetzt. Danach findet man noch
stets einige Banden auf der SDS-PAGE. Der Western-Blot mit CK2B-spezifischem Antikorper
zeigt dabei, dass es sich vermutlich um Abbauprodukte des Proteins handelt (s.Abbildung 15).
Spater stellte sich heraus, dass zumindest das niedermolekulare Nebenprodukt mindestens
teilweise bei der Probenvorbereitung zur SDS-PAGE entsteht: Bei einer schonenden
Aufbereitung der Proben (Inkubation der Proben bei Raumtemperatur anstelle von 95 °C) fir
das Gel in Abbildung 10 und bei der nativen PAGE (Abbildung 22) tritt mCherry-CK2B'-193 zwar
als Doppelbande auf, das niedermolekulare Produkt ist dort aber kaum zu erkennen. Bei
beiden Aufreinigungsmethoden konnte jeweils nicht das gesamte Protein auf der Saule
gebunden werden, im Durchfluss des Ladeschritts ging jeweils Protein verloren.
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Abbildung 15: Aufreinigung von mCherry-CK2B193 (50 kDa). Links: SDS-PAGE (oben) und a-Strep Western
Blot (unten) der Aufreinigungsschritte fur die Aufreinigung mit Strep-Tactin Affinitaitshromatografie.
Marker (M), Uberstand der Zentrifugation (U), Pellet der Zentrifugation (P), Durchfluss des Ladeschritts
(L) und des Waschschrittes (W5 und W10) und aufkonzentriertes Protein (E). Rechts: SDS-PAGE (oben)
und a-CK2p Western Blot (unten) der Aufreinigungsschritte fir die Aufreinigung mit Q-Sepharose. Marker
(M), Material nach Strep-Tactin Chromatographie (Strep) Durchfluss des Ladeschritts (L) und des
Waschschrittes (W), Fraktionen der Elution (F6, F8 und F20) und aufkonzentriertes Protein (E).

Auch bei der Aufreinigung von EGFP ging ein Teil des Proteins im Pellet mit den unléslichen
Teilen des Lysats verloren. Trotzdem konnte das Protein mit nur wenigen Verunreinigungen
aufgereinigt werden (s. Abbildung 16).

EGFP-CK2x'-335 wurde zundchst Uber Strep-Tactin Affinititschromatogafie aufgereinigt,
wobei allerdings nicht alle Unreinheiten beseitigt werden konnten. Auch hier ging ein Teil des
Proteins in der unldslichen Fraktion des Lysats verloren. Um das Protein weiter aufzureinigen
wurde eine Affinititschromatographie an Heparin-Sepharose angeschlossen. Hierdurch
konnten die ungewiinschten Unreinheiten entfernt werden (s. Abbildung 17).
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Abbildung 16: Aufreinigung von EGFP (27 kDa) mit Strep-Tactin-Affinitatschromatographie. SDS-PAGE
(links) und a-Strep Western Blot (rechts) der Aufreinigungsschritte von EGFP: Von links nach rechts sind
Marker (M), Lysat vor der Induktion mit IPTG (-1), Lysat (Lys), Uberstand (U) und Pellet (P) nach
Zentrifugation des Lysats, Durchfluss des Ladeschritts (L), Durchfluss des Waschschritts (W) und das
aufkonzentrierte eluierte Protein (E) aufgetragen.
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Abbildung 17: Aufreinigung von EGFP-CK2a!3%> (68 kDa). Oben: Coomassie-gefiarbte SDS-
PAGE(links) und a-Strep Western Blot (rechts) mit den verschiedenen Schritten der Strep-
Tactin Chromatografie. Von links nach rechts sind Marker (M), Lysat (Lys), Pellet (P) und
Uberstand (U) nach Zentrifugation des Lysats, Durchfluss des Ladeschritts und dem ersten
Teil des Waschschritts (LW), restlicher Durchfluss des Waschschritts (W) und das
aufkonzentrierte eluierte Protein (E) aufgetragen. Unten: Coomassie-gefirbte SDS-
PAGE(links) und a-CK2a Western Blot (rechts) mit den verschiedenen Schritten der
Aufreinigung lber Heparin-Sepharose. Marker (M), Produkt der Strep-Tactin-Aufreinigung
(Strep), Durchfluss des Ladeschritts (L) und des Waschschritts (W) und aufkonzentriertes
eluiertes Protein (E).

34



3.2  Struktur-Wirkungsbeziehungen der Podophyllotoxin-Indol-
Analoga

Die Ergebnisse der Inhibitionsstudien fiir die CK2x/B-Interaktion mit den Substanzen der
WMS66-Reihe sind Tabelle 1 zusammengefasst. Dazu wurde der Kpb-Wert fiir die CK2x/B-
Interaktion in An- und Abwesenheit des Inhibitors gemessen (s. z.B. Abbildung 18). Bei den
Messungen ohne Inhibitor war zur besseren Vergleichbarkeit DMSO zugesetzt, sodass in allen
Experimenten eine finale DMSO-Konzentration von 1 % vorlag. Fir die Substanzen, bei denen
sich die Dissoziationskonstante Kb zwischen diesen Messungen mit und ohne Inhibitor
signifikant voneinander unteschied, wurden dann mit einem ,Global Fit* die
Inhibitionskonstanten K fir diese Substanzen bestimmt. Der ,Global Fit* ist eine Methode, bei
der fiir eine Reihe von Messungen in einem Schritt ein Curve Fit durchgefiihrt wird. Dabei
werden die Gleichungen, die die Beziehung zwischen den mit MST bestimmten AFnorm-Werten,
Kb, und K ausdriicken (Gleichung 19 und Gleichung 20) fiir jeden Inhibitor angepasst; das
besondere gegeniiber der Ausgleichung einzelner Messungen ist aber, dass bestimmte
Parameter fur alle Gleichungen gleichgesetzt werden kénnen. In diesem Fall war das die
Dissoziationskonstante in Abwesenheit der Hemmstoffe (s. 6.5.4).

® ohne Inhibitor
e \WMS66-12 50 uM
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Abbildung 18: MST-Messung der CK2a/B Interaktion ohne (schwarz) und mit
(rot) dem Hemmstoff WMS66-12 (50 uM). Ohne Inhibitor betragt der
Ko =107 nM (Mittelwert + SEM, n = 4), gemessen von Dr. Michaela
Steinkriiger, mit Inhibitor ist Ko = 127 + 48 nM (Mittelwert £ SEM, n = 3)

Die Kurven und Dissoziationskonstanten in Anwesenheit der Inhibitoren sind im Anhang (8.3
und 8.4) aufgelistet. Signifikante Hemmung der CK2o/B-Interaktion konnte nur bei
Inhibitorkonzentrationen von mindestens 50 uM erzielt werden, die zweite Messreihe bei
Konzentrationen von 10-20 pM zeigte keine statistisch signifikante Hemmung. Gleichzeitig
traten bei einigen Verbindungen Loslichkeitsprobleme auf, sodass die Substanzen bei
Verdinnung in Puffer prazipitierten (in Tabelle 1 mit prdz. bezeichnet). Einige dieser
Ergebnisse wurden bereits publiziert;217.280 da fiir diese Arbeit Messungen von weiteren
Substanzen im ,Global Fit“ (vgl. 6.5.4) beriicksichtigt werden, weichen die aufgelisteten
Ki -Werte leicht von den publizierten Werten ab. Das erklart sich dadurch, dass im ,Global Fit®
alle einflieRenden Messungen die Ausgleichung gegenseitig beeinflussen, da bestimmte
Parameter auf alle Messungen angepasst werden. Dadurch unterscheiden sich auch die aus
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dem ,Global Fit“ entnommenen Parameter, zum Beispiel der K der getesteten Substanzen. Aus
dem gleichen Grund stimmt der Kb-Wert aus der in Abbildung 18 gezeigten Bindungskurve
von CK2o1-335 und CK2B'-193 ohne zugefiigten Inhibitor auch nicht mit dem in Tabelle 1
aufgefiihrten Wert tiberein: Die Kurven in Abbildung 18 wurden individuell angeglichen.
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Abbildung 19: Strukturen der Podophyllotoxin-Indol-Analoga WMS66-08, WMS66-10 bis -20, -36,
-37, -40 und -41. * WMS66-08 entspricht der Ursprungssubstanz der Reihe, W16.
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Einige Messungen wurden von Dr. Michaela Steinkriiger durchgefiihrt und sind in Tabelle 1

blau hinterlegt.

Ziel der Experimente mit dieser Substanzreihe war es, einen Zusammenhang zwischen

bestimmten Strukturelementen und der Aktivitat der Substanzen als Interaktionshemmstoff

der CK2x/B zu erkennen. Dazu wurden verschiedene Strukturelemente der Ausgangssubstanz
W16 bzw. WMS66-08 variiert (s. Abbildung 19, Abbildung 20 und Abbildung 21).
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Abbildung 21: Strukturen der Podophyllotoxin-Indol-Analoga WMS66-21 bis -33.
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Abbildung 20: Strukturen der Podophyllotoxin-Indol-Analoga WMS66-34, -35, -38, -39 und

-42
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Tabelle 1: Inhibitionsmessungen der Podophyllotoxin-Indol-Analoga der
WMS-Reihe. Zur Bestimmung des Ki-Werts wurden MST-Messungen in An-
und Abwesenheit der Hemmstoffe durchgefiihrt und Kp-Werte bestimmt.
Unterschieden sich die Kb-Werte in An- und Abwesenheit einer Substanz
signifikant, so wurde der Ki-Wert mittels global fit bestimmt. Die In blau
hinterlegten Messungen wurden von Dr. Michaela Steinkriiger durchgefiihrt.
Substanzen, die mit prdz. Bezeichnet sind, prazipitierten wahrend der
Messung, n.s. = nicht signifikant.

Kp * SEM
Ohne Inhibitor n (nM)
4 117
Substanz Messreihe 1 Messreihe 2
[Substanz] Ki * SEM [Substanz] Ki * SEM

(uM) n (uM) (uM) n (uM)
WMS66-08 100 3 3114
WMS66-10 praz. n.s.
WMS66-11 100 3 43+ 6
WMS66-12 50 4 49+1,8 20 3 n.s.
WMS66-13 100 4 8,629 préz.
WMS66-14 100 4 72+1,5 20 5 n.s.
WMS66-15 100 3 3,6+0,6
WMS66-16 100 4 49+0,8 20 3 n.s.
WMS66-17 100 4 28+0,9 20 3 n.s.
WMS66-18 100 3 3,8+0,7 20 3 n.s.
WMS66-19 50 5 n.s. 10-20 4 n.s.
WMS66-20 100 3 4,4+0,3 20 4 n.s.
WMS66-21 100 2 3217 20 2 n.s.
WMS66-22 100 2 1,9+0,8 20 3 n.s.
WMS66-23 50 3 145 10 3 n.s.
WMS66-24 50 3 6,0+2,2 20 3 n.s.
WMS66-25 50 2 n.s. 10-20 4 n.s.
WMS66-26 50 2 38104 20 3 n.s.
WMS66-27 50 3 74+12 20 3 n.s.
WMS66-28 50 3 9,7+1,6 10 3 n.s.
WMS66-29 50 2 6,1+0,2 10 3 n.s.
WMS66-30 50 3 7,1+13 20 3 n.s.
WMS66-31 50 3 9,1+0,4 20 3 n.s.
WMS66-32 50 3 7,7+1.8 20 3 n.s.
WMS66-33 20 4 n.s.
WMS66-34 20 3 n.s.
WMS66-35 20 3 n.s.
WMS66-36 20 4 n.s.
WMS66-37 préaz.
WMS66-38 20 3 n.s.
WMS66-39 20 3 n.s.
WMS66-40 20 3 n.s.
WMS66-41 préz.
WMS66-42 20 3 n.s.

Zum einen wurde die Sdureanhydridgruppe von WMS66-08 mit einer Imidgruppe ersetzt, der

entweder eine Methylgruppe oder ein Wasserstoff angehdngt wurde (Abbildung 19). Im

direkten Vergleich von Verbindungen, die sich nur in dieser Struktur unterscheiden, ldsst sich
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kein eindeutiger Vorteil einer dieser Gruppen feststellen: Wahrend WMS66-08 die CK2x/B-
Interaktion zwar starker hemmt als WMS66-19, aber etwa elfmal schwacher als WMS66-17,
sind die Unterschiede in der Wirkung zwischen WMS66-12, WMS66-15 und WMS66-13 eher
gering. Die wirksamste Substanz dieser Reihe, WMS66-22 hat an dieser Stelle die NH-Gruppe.
Ein weiteres interessantes Strukturelement ist die Konfiguration Tetracyclus und seiner
Substituenten (Abbildung 19 und Abbildung 21). Hier sieht man fir die Substanzen mit einer
Saureanhydridgruppe, dass bei WMS66-12 eine spiegelbildliche Konfiguration dieser
Bindungen verglichen mit seinem Enantiomer WMS66-08 zu einer besseren Hemmung fihrt.
Interessanterweise ist das fur das fir das Diastereomer, WMS66-11, nicht der Fall. Fir die
Imide ist dieser Effekt nicht klar zu sehen, so haben die Imidverbindungen mit Methylgruppe
(WMS66-13, -14,-17 und -18) alle Ki-Werteim einstelligen mikromolaren Bereich unabhdngig
von der Konfiguration der zentralen Bindungen. Bei den Imiden ohne Methylgruppe ist diese
Konfiguration dagegen méglicherweise entscheidend, denn wahrend WMS66-15 und -16 die
CK2o/B-Interaktion effizient hemmen, ist das fiir WMS66-40 und -41 nicht der Fall.

Das letzte untersuchte Strukturelement ist der Substituent an Position 4 des Tetrazyklus
(s. Abbildung 20). Hier ist auffdllig, dass einige der stiarksten Hemmstoffe sehr
unterschiedliche Substituenten besitzen. So besteht diese bei WMS66-22 nur aus einer
Hydroxygruppe, wdhrend Substanzen mit dhnlichem Ki-Wert weitaus komplexere
Substituenten haben, wie z.B. der Tryptaminrest von WMS66-26.
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3.3 Entwicklung eines FRET-Assays fir die CK2x/B Interaktion

3.3.1 Bindung zwischen mCherry-CK2B1-193 und EGFP-CK2x1-335 auf nativer
PAGE
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Abbildung 22: Darstellung von Proteininteraktionen mittels coomassie-gefarbter nativer

PAGE. Die Proteine wurden einzeln (Spalten 1-5) oder in verschiedenen Kombinationen

(Spalten 6-10) in einem molaren Verhiltnis von 1:1 auf native Gele geladen. Wenn zwei

kombinierte Proteine einander binden, entsteht eine Bande, die hdoher erscheint als die

Banden der individuellen Proteine. Dies ist zu sehen fiir die Kombination von sowoh| CK2a1-33>

als auch EGFP-CK2a'335 mit CK2B%1%3 und mCherry-CK2BY1°3, Fiir die anderen Kombinationen

sieht man lediglich die Banden der einzelnen Proteine und keinen Komplex.
Um sicherzugehen, dass die fluoreszenzmarkierten Fusionsproteine wie ihre unmarkierten
Gegenstiicke miteinander agieren, wurde ihre Bindung zuerst auf nativer PAGE visualisiert.
Einen Proteinkomplex kann man in der nativen PAGE daran erkennen, dass er als Bande mit
geringerer relativer Laufweite auftritt als die beiden beteiligten Proteine einzeln. In Abbildung
22 ist zu sehen, dass sowohl EGFP-CK2x'-335 als auch CK2x'-335 jeweils mit mCherry-
CK2B1-193 und CK2B'-193 einen Komplex bilden, wodurch eine hoéhere Bande erscheint.
Dagegen sind weder EGFP noch mCherry fahig, eines der anderen Proteine zu binden, bei ihren
Kombinationen erscheinen lediglich die Banden der einzelnen Proteine. Bei den Kombinationen
CK2x1-335 + mCherry-CK2B'-193 und EGFP-CK2x'-335 + CK2B'-193 ist zusatzlich eine etwas
weiter laufende Bande erkennbar, die in ihrer Laufhohe mit mCherry-CK2B'-193 bzw. EGFP-
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CK2x1-335 {ibereinstimmt. Dies deutet darauf hin, dass ein Teil des geladenen Proteins nicht
im gebundenen Komplex vorliegt.

In Abbildung 23 ist die Bindung von mCherry-CK2p1-193 mit CK2x'-335 und EGFP-CK2x'-335
quantitativ dargestellt. Hierzu wurde das Fluoreszenzsignal von mCherry-CK2B1-193 im
Komplex mit der jeweiligen CK2x-Einheit (jeweils die hochsten Banden auf dem Gel) bei
ansteigender Konzentration von CK2o'-335 bzw. EGFP- CK2x1-335 gemessen. Flir CK2x1-335 ist
zu sehen, dass bei hoheren Konzentrationen mCherry-CK2B'-193 vollstandig gebunden wird
und nur noch als Komplex vorliegt. Bei EGFP-CK2x'-335 bleibt dagegen eine schwichere Bande
des ungebundenen mCherry-CK2B1-193 sichtbar. Hier erscheint auch eine niedrigere Bande,
die auf ungebundene EGFP-CK2wx'-335 zurlickzufiihren ist. Obwohl EGFP nicht primar bei
600 nm fluoresziert, ist es bei hoheren Konzentrationen sichtbar. Die Quantifizierung des
Signals zeigt, dass fur beide CK2x-Untereinheiten die Komplexbildung bei einer
Konzentration von mehr als 100 nM stark zunimmt. Bei CK2x'-335 wird bei Konzentration von
1000 nM und mehr ein Plateau erreicht, wahrend das Signal von EGFP- CK2x'-335 weiter

ansteigt.
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Abbildung 23: Quantifizierung der Bindung zwischen EGFP-CK2a'33% und bzw. CK2a'-33> mit mCherry-
CK2B* %3 mittels nativer PAGE. Links: Repridsentative native Gele fiir die Darstellung der
Proteininteraktionen von CK2a!33> (oben) und EGFP-CK2a'-33% (unten). Eine 1:1 Verdiinnungsreihe der
a-Untereinheit wurde hergestellt und jeweils mit mCherry-CK2BY1°®* vermischt. Die finalen
Konzentrationen betrugen 5000-9,7 nM fiir die CK2a-Untereinheiten (von links nach rechts auf dem
Gel) und 400 nM fiir mCherry-CK2B*1%3, Die Proben wurden mit nativem Probenpuffer versehen und
auf 10 % native PAGE-Gele aufgetragen. Die Gele wurden ungefdrbt bei 600 nm aufgenommen und
das Signal mit der Software Image Studio (LI-COR, USA) Software quantifiziert. Rechts: Nach Abzug des
Hintergrundsignals (gleichgroBe Flache im Gel, in dem kein Signal zu sehen ist) wurde die
Signalintensitdt (Mittelwert + SEM, n = 3) gegen die Konzentration von CK2a'33% (oben) und EGFP-
CK2a!33% (unten) aufgetragen.
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3.3.2 Bindung zwischen CK2R1-193 und EGFP-CK2x'-335in der MST

Die Bindung von fluoreszenzmarkierter CK2B1-193 mit EGFP-CK2x'-335 und EGFP wurde mit
MST untersucht (s. Abbildung 24). Dabei wurde fiir die Bindung von CK2B'-193 mit EGFP-
CK2x'-335 ein Kb von 41 + 7 nM (Mittelwert + SEM; n = 3) bestimmt. Flir EGFP lieR sich keine
Bindung an CK2B1-193 feststellen.
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Abbildung 24: Messung der Interaktion von EGFP-CK2a'33> und EGFP mit CK2B%% mittels MST.
CK2B*1%3 wurde hierzu mit NT NHS-red fluoreszenzmarkiert. Links: EGFP-CK2a!33> (griin) bindet
CK2BY1% mit Kp=42+7nM (Mittelwert £+ SEM; n = 3), fir CK2a'33® ist der Ko =105+ 15nM
(Mittelwert + SEM; n = 3). Rechts: EGFP bindet nicht and CK2BY1%3. Gezeigt sind Fnorm-Werte bei
steigenden EGFP-CK2a!33>-Konzentrationen (Mittelwert + SEM; n = 3).

3.3.3 Messung von Fluoreszenzspektren

Um die Bedingungen fiir den geplanten FRET-Assay zu optimieren, wurden zundchst
Fluoreszenzspektren bei einer EGFP-CK2x'-335-Konzentration von 20 nM und ansteigenden
mCherry-CK2p1-193-Konzentrationen aufgenommen (s. Abbildung 25). Die Proteine wurden
entweder bei 487 nm, der optimalen Anregungswellenlange von EGFP, oder bei 442 nm
angeregt. In beiden Spektren sind zwei Emissionspeaks zu sehen, einmal bei 507 nm, der
maximalen Emissionswellenlange von EGFP, und bei 607 nm, was dem Emissionsmaximum
von mCherry entspricht. Dabei schwankt in den gemessenen Spektren die Emission bei
507 nm, ohne dass man einen klaren Zusammenhang zur mCherry-CK2B'-193-Konzentration
erkennen kann. Die Emission bei 607 nm steigt dagegen klar mit der Konzentration von
mCherry-CK2p1-193, Bei FRET tritt sowohl eine Abnahme der Donor-Fluoreszenz, hier also der
EGFP-Emission, als auch eine Zunahme der Akzeptor-Fluoreszenz ein, was hier der Emission
von mCherry bei 607 nm entspricht. Da bei den gemessenen Spektren die Zunahme der
Akzeptor-Fluoreszenz weitaus groRer ist als die Abnahme der Donor-Fluoreszenz, handelt es
sich vermutlich um Bleed-through, also Fluoreszenz des Akzeptor-Fluorophors, das von der
urspriinglichen Anregungsbestrahlung verursacht wird, d.h. bei Wellenlangen von 487 nm
bzw. 442 nm. In den folgenden Experimenten wurden daher Korrekturfaktoren genutzt, um
das FRET-Signal ohne Bleed-through zu errechnen.
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Abbildung 25: Fluoreszenzspektren von 20 nM EGFP-CK2a'33% mit steigenden Konzentrationen von
mCherry-CK2B1%3. Die Anregung erfolgte bei 487 nm (links) und 442 nm (rechts). Bei steigender [Cherry-
CK2BY1°3-Konzentration erkennt man eine Zunahme der Emission beim Emissionsmaximum von mCherry
(607 nm), aber keine konzentrationsabhdngige Abnahme der Emission im Emissionsmaximum von EGFP
(507 nm). Das weist darauf hin, dass mCherry direkt angeregt wird (Bleed-through) und die mCherry-
Emission nicht (nur) auf FRET zuriickzufihren ist.

3.3.4 Kp—-Wert der Interaktion von EGFP-CK2x1-335 mit mCherry-CK2[1-193

Um den Ap-Wert fiir die Interaktion von EGFP-CK2x'-335 und mCherry-CK2B1-193 zu
bestimmen, wurde die Fluoreszenz in drei Kandlen gemessen (Donor- FRET- und
Akzeptorkanal) und aus diesen Werten wurde FRETc berechnet (s. 6.6.3). Dazu wurde eine
feste Konzentration an EGFP-CK2wx'-335 (30 nM) und steigende mCherry-CK2p1-193-
Konzentrationen (2,3-300 nM) eingesetzt. Die FRETc-Werte fiir die verschiedenen mCherry-
CK2B'-193-Konzentrationen wurden mit einer nichtlinearen Regression ausgewertet, die einen
Ko-Wert von 6,7 nM ergibt (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Bestimmung des Kp-WertesBestimmung fiir die
Interaktion von EGFP-CK2a'33> und mCherry-CK2B*1%% mit dem
FRET-Assay. Kb = 6,7 £ 1,7 nM (Mittelwert £ SEM, n = 3); [EGFP-
CK2a'33%] =30 nM.

3.3.5 Validierung des FRET-Assays mit Referenzinhibitoren

Um zu untersuchen, ob der FRET Assay geeignet ist Hemmstoffe der CK2x/B-Interaktion zu
charakterisieren, wurde zundchst gezeigt, dass die Bindung von EGFP-CK2x'-335 und
mCherry-CK2B1-193 durch unmarkierte CK2B'-193 gehemmt wird (Abbildung 27). Dazu wurden
zu 30 nM EGFP-CK2x'-335 und 50 nM mCherry-CK2B'-193 steigende Konzentrationen an
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CK2B1-193 hinzugefiigt und wie oben beschrieben aus den gemessenen Fluoreszenzwerten der
Parameter FRETc berechnet. Aus der resultierenden Konzentrations-Wirkungskurve wurde ein
ICso-Wert von 25,3 nM ermittelt, was einem Ki-Wert von 1,23 nM entspricht.

Ein vergleichbares Experiment wurde mit I-Pc, einem literaturbekannten, peptidischen
Inhibitor der CK2o/B-Interaktion, durchgefiihrt (s. Abbildung 27). Hier wurde ein ICso-Wert
von 1627 nM errechnet, was einem Ki-Wert von 212 nM entspricht.
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Abbildung 27: 1Cso Bestimmung fiir die Hemmung der Interaktion zwischen EGFP-CK2a!33% und
mCherry-CK2BY1°3 durch unmarkierte CK2B*1%3 (links) und den Peptidinhibitor I-Pc (rechts), analysiert
mit dem FRET-Assay. Die ICso-Werte betragen von 25,3 + 0,3 nM fiir (CK2B*1°%) bzw. 1627 + 436 nM
(I-Pc), was einem Ki -Wert von 1,23 + 0,04 nM nM fiir CK2B**%3 entspricht, und einem Kivon 212 + 7 nM
fur I-Pc. (jeweils Mittelwert £ SEM, n = 3).
Um zu bestdtigen, dass der FRET-Assay auch fir die Charakterisierung von kleineren
Molekilen als CK2-Interaktionshemmer geeignet ist, wurde das Inhibitionsexperiment mit
ARC-3140 durchgefiihrt (s. Abbildung 28). Hier zeigte sich ein Kurvenverlauf, der nicht einer
klassischen sigmoidalen Hemmkurve entspricht, sondern eher einer biphasischen Hemmung.
Da ARC-3140 an zwei Stellen an CK2x bindet?2, ist ein biphasischer Effekt auf die PPI moglich.
Da der niedrigere ICso-Wert, ICso_1, sehr niedrig ist, wurde fiir die nichtlineare Regression ein
Messpunkt ohne Inhibitor (linker Punkt vor der Achsenteilung in Abbildung 28) einbezogen,
um das Plateau am unteren Konzentrationsbereich des Inhibitors abzubilden. Dieses Plateau
ist flr eine akkurate Regression notwendig. Aus dem biphasischen Fit ergeben sich
ICs0_.1 = 0,7 nM und ICso_2 = 7300 nM.
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Abbildung 28: I1Cso Bestimmung fiir die Hemmung der Interaktion zwischen
EGFP-CK2a' 33> und mCherry-CK2B**°3 durch ARC3140 mit dem FRET-Assay. Da
ARC3140 an zwei unterschiedlichen Stellen an CKa bindet, wurde ein
biphasischer Fit ausgefihrt. Dazu wurde der Messpunkt ohne Zugabe des
Inhibitors mit einbezogen (im Graphen links). [1Cs0.1=0,7%1,3nM,
ICs0_2 = 7300 £ 4400 nM (Mittelwert £ SEM, n = 3)

3.3.6 Fluoreszenzintensitatsassay

Dain den zuerst aufgenommenen Fluoreszenzspektren in den Versuchen zum FRET-Assay mit
EGFP-CK2x'-335 und mCherry-CK2B'-193 (Abbildung 25) ein starker Bleed-through zu
erkennen war, wurde nach einer Mdglichkeit gesucht, dieses Problem durch die Wahl eines
anderen Akzeptorfluorophors zu umgehen. Hierzu wurde Cyanin3 ausgewdhlt und wie in 6.7.1
beschrieben an CK2B1-193 gekoppelt. Bei ersten Messungen fiel allerdings auf, dass sich die
Cyanin3-Fluoreszenz in Anwesenheit von unmarkierter CK2x'-335 erhéhte (Abbildung 29).
Aufgetragen gegen die CK2a'-335-Konzentration gleicht dieses Signal optisch einer
Bindungskurve und die daraus resultierende Dissoziationskonstante hat einen Wert von
Ko =12,6 nM. Um zu untersuchen, ob diese Intensititszunahme eine Bindungsreaktion
darstellt, und damit als Bindungsassay genutzt werden kann, wurden mehrere
Folgeexperimente durchgefiihrt. Zum einen wurde untersucht, ob andere Farbstoffe (NHS-
Fluorescein, Nanotemper NHS Red), die auf dieselbe Art mit CK2B'-193 verbunden werden,
dieses Verhalten ebenfalls an den Tag legen. Es wurde auch untersucht, ob der CK2x/B-
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Abbildung 29: Cyanin3-CK2B¥1%-Fluoreszenz bei
Zugabe von CK2a!335, Ergebnisse aus drei Messungen
im Triplikat. Kp=12,6 £+ 4,1 nM (Mittelwert £ SEM).
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Interaktionshemmstoff Pc durch das Hemmen der Bindung auch das Fluoreszenzsignal wieder
zu seinem niedrigen Wert zurlickbringt.

o]
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Abbildung 30: Strukturformeln der Fluoreszenten Farbstoffe NHS-Fluorescein

(5/6-Carboxyfluorescein-Succinimidylester) und Cyanin3 als NHS-Ester.

Zuerst wurde untersucht, ob bei Markierung der CK2B'-193 mit Fluorescein ein dhnlicher Effekt
auftrat. Fluorescein wird, genau wie Cyanin3, liber einen NHS-Ester an CK2B'-193 gekoppelt,
hat aber verglichen mit Cyanin3 einen kiirzeren Linker, der das Fluorophor mit dem Protein
verbindet (s. Abbildung 30). Mittels MST wurde festgestellt, dass Fluorescein-CK2p'-193 an
CK2x1-335 bindet, wenn auch mit einem fir die CK2x/B-Interaktion hohen Ao von 178 = 17 nM
(Mittelwert + SEM, n = 3). Die Fluoreszenzintensitdt, gemessen im Nanotemper Monolith als
initiale Fluoreszenz, zeigt aber keine deutliche Zunahme bei Bindung (s. Abbildung 31).

Um festzustellen, ob die Cyanin3-CK2B'-193 Intensitat als MaR fiir die CK2x/B-Interaktion
nutzbar ist, wurde versucht, die Interaktion durch die Zugabe von unmarkierter CK2B1-193 bzw.
von Pc zu hemmen (Abbildung 32). Wenn die Intensitatszunahme bei Zugabe von CK2x'-335
tatsachlich durch eine Bindungsreaktion hervorgerufen wurde, misste sich die
Fluoreszenzintensitat durch die Zugabe eines kompetitiven Hemmstoffes wieder absenken
lassen. Bei der Zugabe von unmarkierter CK2f1-193 lieR sich auch tatsachlich eine Absenkung
der Intensitdt beobachten, allerdings erreichte diese auch bei sehr hohen CK2B!-193-
Konzentrationen kein stabiles Plateau und die Regression ergab einen ICso-Wert von
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Abbildung 31: MST- und Fluoreszenzmessungen mit Fluorescein-Markierter CK2B*1%3 mit CK2a!-33%,
Links: MST-Messung (n =3) mit CK2a'33% Kp=178 + 17 nM (Mittelwert + SEM). Rechts:
Fluoreszenzintensitat vor der MST-Messung. Mittelwert + SEM (n = 3).
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413 = 147 nM (Mittelwert + SEM, n = 3), was mit dem Ki-Calculator einem K =79 = 31 nM
entsprach. Mit der Zugabe von Pc sah man dagegen keine Abnahme der Fluoreszenzintensitat.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Veranderung der Fluoreszenzintensitit von
Cyanin3-CK2B'-193 bei Zugabe von CK2x'-335 nicht einfach die Bindung der Proteine abbildet
und diese Messung daher als PPI-Assay ungeeignet ist.
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Abbildung 32: Messung der Fluoreszenzintensitat von 20 nM Cyanin3-CK2B*1°® mit 50 nM CK2a?335
bei der Zugabe von unmarkierter CK2B**°3 (links, n=3) und Pc (rechts, n=1). Fiir die Hemmung durch
CK2B¥1%3 wurde ein ICso Wert von 413 + 147 nM (Mittelwert + SEM) berechnet.
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4 Diskussion

4.1 Proteinherstellung

Um zuverldssige Ergebnisse in jn vitro-Experimenten mit isolierten Proteinen zu garantieren,
ist es notwendig, die Proteine in hoher Reinheit herzustellen. Fir die in dieser Arbeit
verwendeten Proteine ist das insbesondere fiir CK2x'-335 und CK2pB1-193 gelungen; auf der SDS-
PAGE sind keine unerwarteten Banden zu sehen (Abbildung 10). Zwar sieht man im Gel mit
CK2B'-193 eine zweite Bande, allerdings entspricht deren Molekulargewicht demjenigen des
CK2B-Dimers (45 kDa). Zudem wurde eine solche Bande auch bei fritheren Aufreinigungen in
unserem Labor beobachtet.

Bei EGFP und EGFP-CK2x'-335 sind nur sehr leichte Verunreinigungen zu sehen. Solche
Verunreinigungen koénnen entweder durch unzureichende Aufreinigung entstehen oder
bestehen aus Abbauprodukten des aufgereinigten Proteins. Solche Abbauprodukte entstehen
oft durch Proteasen, die im Zelllysat enthalten sind, daher werden bei der Aufreinigung
Protease-Inhibitoren zugefiigt (s. 6.3.1). Falls es sich hier um Abbauprodukte handeln sollte,
wdre eine Optimierung des Protease-Inhibitor-Cocktails eine Madoglichkeit, diese zu
minimieren.28" Die verbleibenden Unreinheiten wurden fiir diese Arbeit als unproblematisch

eingeschatzt.

Fir mCherry und mCherry-CK2B'-193 sind mehrere Banden zu sehen. Diese bestehen aus
Abbauprodukten der Proteine, was an der stark pinken Farbe der Banden im ungefarbten Gel
zu sehen war und sich auch zum Beispiel in Abbildung 23 erkennen ldasst, wo mCherry-
CK2B'-193 bei Messung des fiur mCherry charakteristischen Farbsignals bei 600 nm als
Doppelbande zu sehen ist. Das niedermolekulare Abbauprodukt ist interessanterweise in der
nativen PAGE nicht zu sehen (Abbildung 22, Abbildung 23). Ein moglicher Grund ist, dass
dieses Fragment nicht negativ geladen ist, wodurch es in nativer PAGE nicht in das Gel migriert.
Andererseits kann es auch vorkommen, dass bei der Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE
diese Proteinfragmente entstehen, bei Vorbereitung fiir die native PAGE aber nicht. Die beiden
Methoden unterscheiden sich in der Probenpuffer-Zusammenstellung (s. Tabelle 3), aber auch
in der Inkubationszeit vor dem Laden auf das Gel; vor SDS-PAGE werden Proteine oft fur funf
Minuten bei 95 °C erhitzt, was aber gelegentlich zu Proteolyse fiihren kann.282 Insgesamt ware
es wiinschenswert, die Proteine in einer Form aufzureinigen, in der nur das volle Protein
vorliegt. Allerdings war dies mit den zur Verfligung stehenden Techniken nicht moglich. Da
es sich bei den Verunreinigungen hoéchstwahrscheinlich um Abbauprodukte und nicht um
fremde Proteine handelt, ist es unwahrscheinlich, dass die Ergebnisse im PPI-Assay zu stark
beeinflusst werden. Es ist moglich, dass durch eine geringere Bindungsfihigkeit der
abgebauten mCherry-CK2p'-193 geringere Affinititen im Assay gemessen werden. Da die
gemessene Dissoziationskonstante gut mit den Literaturwerten lbereinstimmt, scheint hier
aber keine schwere Beeintrachtigung des Assays vorzuliegen (s. 4.3.2). Da mCherry nur als
qualitative Kontrolle benotigt wurde, um zu bestatigen, dass es nicht an EGFP, CK2x'-335 oder
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EGFP-CK2x'-335 bindet (s. Abbildung 22), ist eine geringe Verunreinigung in diesem Fall
unproblematisch.

4.2 Wirkung der Podophyllotoxin-Indol-Analoga

Ziel dieser Experimente war es, den bereits beschriebenen Hemmstoff der CK2x/B-
Interaktion, W16 (WMS66-08)216 weiterzuentwickeln und dabei Struktur-Wirkungs-
beziehungen fir die verschiedenen Strukturelemente der Substanzen zu erkennen. Tatsachlich
ist es gelungen, Hemmstoffe zu identifzieren, die diese Bindung etwa 10-fach starker
inhibieren als die Ausgangssubstanz. Bei den Struktur-Wirkungsbeziehungen fallt allerdings
auf, dass es nicht moglich ist, einzelnen Strukturelementen eine eindeutige Verbesserung oder
Verschlechterung der Hemmung zuzuschreiben. So ist die Konfiguration des Tetrazyklus nur
fur die Substanzen mit Saureanhydrid-Gruppe im 5-Ring entscheidend, die chemischen
Eigenschaften des Substituenten an Position 4 des Tetrazyklus spielt bei den meisten Stoffen
keine Rolle, dagegen hat die Orientierung der Benzengruppe dieses Substituenten bei einigen
Substanzen einen wichtigen Einfluss auf deren Hemmwirkung. Das alles deutet darauf hin,
dass die Substanzen dieser Gruppe wahrscheinlich nicht alle auf die exakt gleiche Weise an
der CK2x/B-Interaktionsflache binden.

Bei der urspriinglichen Auswahl von W16 und einigen verwandten Substanzen fiir die Testung
als CK2«x/B-Interaktionshemmer wurden Stoffe mit einem Tetrahydrocarbazol-Kern,
gewadhlt.2'6 Diese Auswahl wurde getroffen, weil man aus der Erfahrung mit der CK2x/B-
Interaktion und der Interaktion von Peptiden mit CK2x weil, dass einige aromatische
Aminosduren der CK2B, i. e. Y188 und F190, essenziell fiir die Bindung an CK2x sind. Es
bestand die Hoffnung, dass die aromatischen Reste der kleinen Molekiile diese Reste von CK2f
bei der Bindung an CK2x imitieren wiirden, dhnlich wie es beim bereits bestehenden
peptidischen Inhibitor Pc geschieht.68 Pc wurde so entwickelt, dass es den Kontakt zwischen
CK2x und CK2B am C-terminalen Kontaktpunkt (o/B-tail Kontakt) der CK2B stort (ox/B-tail
Kontakt), indem es eben diesen Bereich der CK2B nachbildet.68

Es ist aber auch madglich, die CK2a/B-Interaktion an anderer Stelle zu stéren: ARC-3140, ein
nicht-peptidischer Hemmstoff der CK2o/B-Interaktion, deckt in der Kristallstruktur im
Komplex mit CK2x (PDB: 6SPW) nicht nur diesen «/B-tail Kontakt ab, sondern ist auch an der
Stelle an CK2x gebunden, wo diese normalerweise mit dem ,Korper* der zweiten CK2B-
Untereinheit interagiert (o/B-body Kontakt). Hier spielen auf der Seite der CK2B zwei
Methionine, M166 und M169, eine Rolle.372 Die Interaktionsflache der CK2-Untereinheiten
bietet also genligend Raum fiir verschiedene Bindungsflachen, an denen die W16-Derivate
andocken koénnten.

Um Sicherheit iber die Natur der Interaktion der Podophyllotoxin-Indol-Analoga mit der CK2x
zu erlangen, ware es notig, Kristallstrukturen im Komplex anzufertigen, was allerdings bisher
nicht erfolgreich geschehen ist.

AuRer durch eine klassische Hemmung durch das Blockieren der Bindungsstelle wire es auch
denkbar, dass die festgestellte Hemmung durch Aggregation des Inhibitors verursacht wird.
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Das ist ein Verhalten einiger Substanzen, die kleine Aggregate formen, welche dann relativ
unspezifisch an Proteine binden und so auch Interaktionen hemmen kdnnen.28 Allerdings
wurde bei allen Messungen der Substanzen 0,05% Tween-20, welches als Tensid der sowohl
der Aggregatbildung als auch der Interaktion zwischen Inhibitoraggregaten und Proteinen
entgegenwirkt.284-286 Wahrend der Experimente bildeten einige Podophyllotoxin-Indol-
Analoga Aggregate, prazipitierten (s. Tabelle 1) und wurden daher nicht vermessen. Bei den
Ubrigen Substanzen wurde vor und nach den Experimenten darauf geachtet, dass keine
Tribung der Substanzlésung auftrat; die Substanzen wurden schrittweise im Puffer verdiinnt
und zwischenzeitlich mit Ultraschall behandelt. Vor den Messungen wurde das CK2B-
Inhibitor- Gemisch zentrifugiert und optisch kontrolliert, ob sich Aggregate absetzten.
AuBRerdem fallen groRere Aggregate, die auch das markierte Protein beinhalten, bei der MST-
Messung auf, da sie dort oft einen unregelmaRigen Kurvenverlauf verursachen.287 Diese
Messungen werden nicht fir die Auswertung verwendet.

Wahrend in dieser Arbeit lediglich die hemmende Wirkung der Podophyllotoxin-Indol-Analoga
auf die CK2o/B-Interaktion untersucht wurde, wurden an einige Substanzen auch ihre
aktivitatshemmende Wirkung auf das CK2-Holenzym und auf CK2x untersucht. Diese Daten
stimmen nur begrenzt mit den gemessenen bindungshemmenden Aktivititen liberein und
einige Substanzen inhibieren die CK2x-Aktivitdt in Abwesenheit von CK2B, wobei hier ein
Klasse | Substrat untersucht wurde.2'7 Es ist auch von W16 eine Hemmung der CKx-Aktivitat
unabhdngig von CK2B bekannt.2'6 All dies weist auf einen komplexen Bindungs- und
Hemmmechanismus, der mit den bisherigen Experimenten nicht aufgeklart werden kann.217

Die Berechnung der Dissoziationskonstanten in diesem Abschnitt erfolgten (iber einen
sogenannten ,Global Fit“, bei dem die Dissoziationskonstante der CK2c/B-Interaktion ohne
Inhibitor, kb, sowie alle Dissoziationskonstanten der CK2x/B-Interaktion in Anwesenheit der
Hemmstoffe, Kb, einbezogen wurden. Dieses Verfahren wurde auch bei der erstmaligen
Publikation eines Teils der Daten im Jahr 2020 verwendet.217.280 Da damals allerdings nicht alle
hier eingeschlossenen Daten genutzt wurden, wurde der Fit in dieser Arbeit erneut
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Ki—-Werte fiir diejenigen Substanzen, die bereits 2020
untersucht wurden, in dieser Arbeit kaum von den damals publizierten Werten abweichen, was
fur die Verlasslichkeit der Berechnungsmethode spricht. Ein Vergleich der Werte ist im Anhang
unter 8.4 zu finden.

Insgesamt ist es gelungen, die WMS-Inhibitorreihe zu erweitern und einige Hemmstoffe zu
entwickeln, die die CK2o/B-PPI effektiv hemmen. Damit sind die Podophyllotoxin-Indol-
Analoga eine der wenigen Klassen kleiner Molekiile, die als CK2x/B-Interaktionshemmer

fungieren.
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4.3 Entwicklung eines FRET-Assays

4.3.1 Bindungsfahigkeit der genutzten Proteine

Um sicherzugehen, dass der Assay die CK2x/B-Interaktion zuverldssig abbildet, wurde zuerst
gezeigt, dass die genutzten Proteinkonstrukte sich in ihrem Bindungsverhalten wie der Wildtyp
verhalten. Fir FRET werden fluoreszenzmarkierte Proteine benétigt. Wahrend die hier
genutzten Proteinfluorophore den Vorteil bieten, dass sie bereits bei der Proteinherstellung
an ihren Zielproteinen gebunden sind, haben sie den Nachteil, dass sie durch ihre GroRe ein
sterisches Hindernis fiir die Bindung darstellen kdnnen. AuRerdem konnten die Proteinlabel
auch miteinander oder mit dem jeweils anderen Protein interagieren, was einen
Interaktionsassay ebenfalls stéren wiirde. Es musste also zuerst sichergestellt werden, dass
CK2ox und CK2B auch gekoppelt mit den fluoreszierenden Proteinen noch wie gewohnt
interagieren. Da bereits rekombinante CK2-Untereinheiten gekoppelt mit GFP-Derivaten
beschrieben sind, bei denen die CK2u/B-Interaktion weiterhin stattfindet, wurde
angenommen, dass die N-terminale Markierung der CK2-Untereinheiten mit dem GFP
verwandten EGFP die Interaktion nicht stort.80 Da mCherry etwa gleich groR ist wie EGFP, ist
auch hier keine Stoérung zu erwarten. Dies wurde mittels nativer PAGE bestdtigt
(s. Abbildung 22).288 Hier wurde gezeigt, dass EGFP-CK2x'-335> und mCherry-CK2p3'-193
einander binden. Dass diese Bindung auf der CK2x/B-Interaktion beruht ist daran zu sehen,
dass weder EGFP-CK2x'-335 an mCherry, mCherry-CK2B'-193 an EGFP noch EGFP an mCherry
bindet. Auch sonst traten keine unerwarteten Bindungen zwischen den verschiedenen
Proteinen auf.

Die geringen Riickstinde an ungebundenem Protein bei den Kombinationen CK2x'-335 +
mCherry-CK2B1-193 und EGFP-CK2x1-335 4+ CK2B1-193 kdnnten auf unvollstindige Bindung
dieser Proteinkombinationen hindeuten; allerdings ist in beiden Fallen nur eine Bande fiir eines
der beiden Proteine im ungebundenem Zustand zu sehen. AuRerdem binden alle beteiligten
Proteine in anderer Kombination ohne sichtbare Riickstande. Das Experiment war allerdings
auch nicht auf eine quantitative Untersuchung der Bindung ausgelegt, sondern sollte nur
qualitativ zeigen, welche Proteinkonstrukte aneinander binden.

Weiterhin konnte mit nativer PAGE gezeigt werden, dass sich CK2x'-335 und EGFP-CK2x'-335
in ihrem Bindungsverhalten an mCherry-CK2B1-193 dhnlich verhalten (s. Abbildung 23): Die
Intensitit der Bande, die den Proteinkomplex abbildet, nimmt im selben
Konzentrationsbereich von CK2x'-335 und EGFP-CK2x'-335 zu. Der einzige Unterschied
zwischen den Intensitdtssignalen ist, dass bei EGFP-CK2x'-335 die Intensitdt der oberen Bande
bei hohen EGFP-CK2x'-335-Konzentrationen nicht abflacht, wie man es bei einer gesattigten
Bindung erwarten wiirde, sondern weiter steigt. Dies ist vermutlich auf das Fluoreszenzsignal
von EGFP zuriickzufiihren, das zwar normalerweise bei der Anregungswellenlange von 600 hm
nicht ins Gewicht fallt, bei hohen Konzentrationen tritt allerdings genug Bleed-through auf,
um das Protein im Gel sichtbar zu machen. Es gibt Versuche, in quantitativer nativer PAGE
Dissoziationskonstanten zu berechnen.289 Hier wurde davon abgesehen, weil die Situation im

51



Gel sich in der Pufferzusammenstellung und auch anderen Faktoren, wie beispielsweise der
Temperatur, stark von andere experimentellen Situationen unterscheidet, und ein so
ermitteltes Ergebnis nicht mit anderen Methoden vergleichbar ware. AuRerdem sollte fir die
Bestimmung eines Kb-Wertes durch einen Curve fit die Konzentration des Bindungspartners,
der in konstanter Konzentration vorliegt (hier mCherry-CK2B1-193) im gleichen Bereich wie der
zu erwartende Kp-Wert der Interaktion (hier: etwa 5 nM, s. 4.3.2). Da mCherry-CK2B1-193 mit
einer Konzentration von 400 nM weit dariiber lag, war hier keine Bestimmung der
Dissoziationskonstante moglich.290

Um quantitativ zu belegen, dass die genutzten Proteinkonstrukte die CK2x/B-Interaktion so
gut wie moglich abbilden, wurden MST-Messungen mit EGFP-CK2x'-335 und CK2!-335
durchgefiihrt (s. Abbildung 24). Hier war der gemessene Kb-Wert fiir CK2x-335 deutlich erhoht
zu den (blichen Werten; solche Schwankungen treten bei MST-Messungen gelegentlich auf,
zum Beispiel bei der Verwendung von unterschiedlichen Proteinchargen oder durch
Unterschiede in der Proteinmarkierung. Daher sollten nur Kp-Werte einer markierten
Proteincharge miteinander verglichen werden. Hier lag der kb-Wert fiir EGFP-CK2x'-335 sogar
noch unter dem von CK2x'-335, wahrend bei EGFP keinerlei Bindung an die markierte CK2B1-193
zu erkennen war. Hieraus folgt, dass zumindest EGFP-CK2x1-335 ungestort an CK2B'-193 binden
kann, und bestatigt daher die mit nativer PAGE erreichten Ergebnisse.

4.3.2 Entwicklung des Bindungsassays

Um einen Uberblick iiber die FRET-Signale zu bekommen, wurden zunichst Emissionsspektren
des FRET-Paares bei der Anregungswellenlange des Donorfluorophors EGFP-CK2x!-335
gemessen, wobei das Donorfluorophor in konstanter Konzentration vorlag und das
Akzeptorfluorophor mCherry-CK2B'-193 in verschiedenen Konzentrationen hinzugefiigt wurde
(s. Abbildung 25). Hier fallt auf, dass jegliches FRET-Signal im Bleed-through von mCherry-
CK2B1-193 Emissionen untergeht: Zwar steigt die Emission des Akzeptorfluorophors bei
hoheren Konzentrationen an, allerdings geht dies nicht mit einer Reduktion der
Donoremission einher, was fiir FRET notig ware. Dieses Phdnomen trat auch bei Messungen
mit geringerer Anregungswellenlange (442 nm) auf. Bleed-through entsteht, weil Fluorophore
auch abseits ihrer typischen Anregungswellenlange mit geringerer Effizienz angeregt werden
und kann auf verschiedene Weisen rechnerisch korrigiert werden (s. in 1.5.7 Auswertung von
FRET-Signalen). Hier wurde FRETc gewahlt, ein FRET-Index bei dem Bleed-through in
verschiedene Richtungen korrigiert wird. Diese Methode wurde urspriinglich fur die
Anwendung in der Mikroskopie entwickelt.279

Mit dieser Methode konnte bei Bindungsexperimenten mit konstanter EGFP-CK2x'-335-
Konzentration und ansteigenden mCherry-CK2B'-193-Konzentrationen ein ansteigender FRETc
beobachtet werden. Der Kurvenverlauf (s. Abbildung 26) entspricht dem charakteristischen
sigmoidalen Verlauf einer Bindungskurve und auch der daraus bestimmte Kb-Wert von
6,7 = 1,7 nM (Mittelwert + SEM, n = 3) liegt nahe den durch MST gemessenen Werten
von 10 + 7 nM und 11 £ 7 nM (aus Abbildung 18 und Tabelle 1, jeweils Mittelwert + SEM,
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n = 3-4), den mit ITC ermittelten Wert von 3,69 +1,65 nM (Mittelwert = SD)7! und 12,6 nM
(Mittelwert, n = 3)4 sowie dem Wert von 5,4 nM aus SPR-Experimenten.?0

Um sicherzugehen, dass die Bindungskurve und der berechnete Kb-Wert auch wirklich die
CK2o/B-Interaktion abbilden, wurden Messungen mit drei verschiedenen kompetitiven
Inhibitoren der Interaktion durchgefiihrt. Zuerst wurde festgestellt, das unmarkierte CK2p1-193
die mit FRET gemessene Interaktion hemmen kann, wobei der Ki-Wert von 1,23 = 0,04 nM wie
erwartet im gleichen Bereich wie der kb-Wert der CK2/B-Interaktion liegt. Dies ist ein klarer
Hinweis, dass die mit FRET gemessene Interaktion sich durch CK2B'-193 hemmen ldsst und
dass das FRET-Signal diese Interaktion zuverldssig abbildet.

Beim zweiten getesteten Inhibitor, dem zyklischen Peptid I-Pc, wurde ein Ki-Wert von
212 + 7 nM gemessen, was mit Werten aus fritheren FA-basierten Studien Ubereinstimmt
(Ki=0,158 + 0,051 pM).167

Zuletzt wurde der CK2o/B-Interaktionshemmer ARC-3140 (Stuktur: s. Abbildung 5) getestet
(Abbildung 28). Hier zeigte sich liberraschenderweise in der Bindungskurve eine Hemmung
der Interaktion in zwei Phasen, was vermutlich auf verschiedene Bindungsarten von ARC-3140
zurickzufiihren ist. Dieser Hemmstoff wurde als Bisubstratinhibitor entwickelt, der sowohl an
die ATP-Bindungsstelle als auch an die Substratbindungsstelle von CK2x binden sollte.
Zusatzlich wurde allerdings festgestellt, dass ARC-3140 auch an der CK2x/B-
Interaktionsflache bindet und diese PPl hemmt.?2 Tatsdchlich stimmen die aus der im FRET-
Assay gemessenen [Cso-Werte von 1Cso.1=0,7+1,3nM und ICso2=7,3 = 4,4 uM
(Mittelwert = SEM, n = 3) ungefdahr mit den Ki-Werten aus fritheren Studien {iberein: Mit einem
FA-Assay fiir die ATP-Bindungsstelle wurde ein Kivon 0,73 + 0,14 nM gemessen, wahrend
mit MST ein K von 4.8 + 0.7 pM fir die Hemmung der CK2x/B-Interaktion gemessen wurde.72
Ein direkter Vergleich von ICso und K ist zwar nicht korrekt, da der ICso von der
Proteinkonzentration abhangt und generell etwas hoher ist, als ein Ki; allerdings liegen die
Werte fir die zwei Bindungsstellen in einem dhnlichen Verhiltnis zueinander:
ICs0_1/1Cs02 = 9,6%10-5 und Ki1/K2 = 15,2*10-5. In diesem Fall war es auf Grund des geringen
ICso_1 nicht moglich, Ki-Werte fiir dieses Experiment zu ermitteln.291 Da dieses Experiment auf
die Messung der Wirkung von ARC-3140 auf die CK2x/B-Interaktion ausgelegt war, ist die
gewahlte Konzentrationsspanne von ARC-3140 nicht optimal auf die Messung des sehr
niedrigen ICso_1 zugeschnitten; um ICso_1 abzubilden waren mehr Messpunkte bei niedrigeren
Inhibitorkonzentrationen wiinschenswert. Eine Wiederholung des Experiments war aus
logistischen Griinden nicht moglich, da dazu neuer Inhibitor notig gewesen ware. Daher wurde
der Messpunkt ohne Inhibitor fir die Hemmkurve und die 1Cso-Bestimmung herangezogen:
Ohne diesen Messpunkt erreicht die Hemmkurve nicht ihr oberes Plateau im vollstandig
ungehemmten Zustand. Es bleibt allerdings die Frage, warum die Bindung von ARC-3140 an
der ATP-Bindungsstelle eine Veranderung der CK2o/B-Interaktion zur Folge hat. Ein
moglicher Erklarungsansatz ist, dass eine Bindung an der ATP-Bindungsstelle eine subtile
Veranderung im Protein CK2x ausloést, wodurch das Bindungsverhalten an CK2fB verandert

53



wird. Daflir finden sich in der Co-Kristallstruktur von CK2x und ARC-3140 (PDB: 6SPW)
allerdings keine klaren Hinweise.”2

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der entwickelte FRET-Assay fiir die Messung der
CK2o/B-Interaktion Ergebnisse liefert, die mit anderen Methoden vergleichbar sind. Damit
fillt dieser Assay eine Licke in den bisher genutzten Methoden zur Untersuchung der
CK2ot/B-PPI: Er ist hochdurchsatzfahig und kann mit relativ weit verbreiteter Laborausstattung
(Mikrotiterplatten-Lesegerdte mit 50/50-Spiegel zur Fluoreszenzmessung) gemessen werden,
was fiir MST, SPR und der ITC nicht der Fall ist. Im Gegensatz zum radiometrischen
Hochdurchsatzassay fiir diese Interaktion wird auch kein radioaktives Material benétigt, was
das Handling im Labor erleichtert.216 Ein weiterer Hochdurchsatzassay fiir die Erforschung von
CK2o/B-Interaktionsinhibitoren beruht auf der Fluoreszenzanisotropie, deckt aber anders als
die hier entwickelte Methode nicht die gesamte CK2x/B-Interaktionsfliche ab, da sie als
Ligand an der CK2x ein fluoreszenzmarkiertes Peptid (CF-Ahx-Pc) nutzt, das auf der CK2x-
Bindungsstelle von CK2B beruht.2!3 Fiir den FRET-Assay sind keine besonderen Materialien
oder aufwdndige Markierungsschritte notwendig: Die Herstellung und Aufreinigung der
rekombinanten fluoreszierenden Proteinkonstrukte aus £. co/iist effizient und kann mit relativ
einfachen Mitteln erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Vorbereitungsschritte fiir die Messung
sind simpel und kdnnen mit passendem Gerdt durchaus automatisiert werden.

All dies macht den neu entwickelten FRET-Assay zu einem nutzlichen Werkzeug in der
Erforschung von CK2x/B-Interaktionshemmern.

4.3.3 Fluoreszenzintensitdatsassay

Eine weitere Strategie, um Bleed-through wie in Abbildung 25 zu vermeiden, ist die Wahl eines
anderen Fluorophors. Daher wurden Experimente mit Cyanin3-markierter CK2p1-193 gemacht.
Allerdings fiel auf, dass Cyanin3-markierte CK2B'-193 ihre Fluoreszenzintensitit bei Zugabe
von unmarkierter CK2x'-335 verdnderte (s. Abbildung 29). Da diese Verdnderung in der
Fluoreszenzintensitit den Verlauf einer Bindungskurve annahm, wurde eine nichtlineare
Regression durchgefiihrt und ein kb von 12,6 = 4,1 nM ermittelt, was in etwa mit der
Dissoziationskonstante fiir die CK2x/B-Interaktion tbereinstimmt (vgl. 4.3.2). Deshalb wurde
untersucht, ob diese Methode ebenfalls als CK2x/B-Interaktionsassay genutzt werden kann.

Eine mogliche Erkldarung fiir die Fluoreszenzintensitdtsveranderung bei der Bindung von
CK2x1-335 an Cyanin3-CK2B'-193 liegt in der Art der Markierung: Cyanin3 wird liber eine NHS-
Ester-Markierung an CK2pB'-193 gekoppelt. Bei dieser Art der Markierung werden primare
Amine markiert, die im Protein in der Aminosdure Lysin und als terminale Aminogruppe
vorliegen.292 In der Aminosdurensequenz von CK2p kommen mehrere Lysine vor; eines davon
(Lys191) liegt dabei sehr nah an der Interaktionsstelle mit CK2x.3 Es ist darum durchaus
denkbar, dass ein an dieses Lysin gebundenes Fluorophor durch die Bindung an CK2x in seiner
Fluoreszenz beeinflusst wird. Fluorophore sind oft anfallig fiir lokale Verianderung, daher
scheint es plausibel, dass eine PPl in der unmittelbaren Niahe des Cyanin3 einen Einfluss auf
seine Fluoreszenz nehmen konnte.254
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Um zu untersuchen, ob sich Cyanin3-markierte CK2B'-193 zur Erforschung der CK2ux/B-
Interaktion eignet, wurde CK2B'-193 mit Fluorescein markiert. Diese Markierung erfolgte
ebenfalls lGber die NHS-Ester Methode; der Unterschied zu Cyanin3 liegt einerseits in der
Struktur des Fluorophors, aber auch in der Lange des Verbindungsstiicks zwischen Fluorophor
und der reaktiven Gruppe, die an das Protein gekoppelt wird (s. Abbildung 30). Das hier
genutzte Fluorescein hat ein deutlich kirzeres Verbindungsstiick, daher kdénnten lokale
Effekte im Protein moglicherweise starkere Auswirkungen auf das Fluorophor haben. Diese
Hypothese bestatigte sich allerdings nicht: Obwohl Fluorescein-CK2B1-193 an CK2x'-335 bindet,
beeinflusst diese Bindung die Fluoreszenzintensitdt nicht (s. Abbildung 31). Auch der in den
MST-Messungen genutzte Farbstoff der Firma Nanotemper wird (ber eine NHS-Ester
Markierung an CK2B1-193 gekoppelt; auch hier sieht man keinen Einfluss von CK2x'-335 auf die
Fluoreszenzintensitdit, was bei jeder Messung im Kapillarenscan festgestellt wird
(s. Abbildung 8).

Da eine Liganden-induzierte Fluoreszenzveranderung auch durch unspezifische Effekte (z.B.
Ligand-induzierte Aggregation, Bindung am Fluorophor)293 verursacht werden kann, wurde
durch Experimente mit Inhibitoren der CK2x/B-Interaktion untersucht, ob diese durch die
Hemmung der Bindung auch die Anderung in der Fluoreszenz inhibieren. Bei der Zugabe von
unmarkierter CK2B1-193 zeigte sich auch tatsachlich eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat,
allerdings lag der K bei 79 nM deutlich iber dem erwarteten Wert von etwa 13 nM, dem
gemessenen Kp der CK2o/B-Interaktion. Auch bei sehr hohen CK2B'-193-Konzentrationen
Uber 1000 nM sinkt die Fluoreszenzintensitit nicht auf ihr unteres Plateau ab
(s. Abbildung 32), wie man es bei einem Interaktionsassay erwarten wiirde (vgl. Abbildung 27).
Bei einer Messung mit dem peptidischen Inhibitor Pc war dagegen keine Veranderung der
Fluoreszenzintensitdt zu beobachten (s. Abbildung 32). Dies deutet darauf hin, dass es sich
bei der Veranderung der Fluoreszenzintensitdat bei der Zugabe von CK2x'-335 zu Cyanin3-
CK2B1-193 nicht um eine Messung der Bindung zwischen den beiden Proteinen handelt. Griinde
fur die Fluoreszenzintensitiatsanderung kénnen vielfdltig sein, da die Fluoreszenzintensitit
eines Fluorophors durch Interaktionen mit Reaktionsgefifen oder anderen Molekiilen in
Losung verdndert werden kann. Da diese Interaktion sich durch die Zugabe von CK2x/B-
Interaktionshemmern nicht bzw. nur eingeschrdinkt hemmen ldsst, st die
Fluoreszenzintensitat allerdings keine Messmethode fiir die CK2o/B-Interaktion.

Die  Moglichkeit zur  Entwicklung eines  CK2«/B-Interaktionsassays der auf
Fluoreszenzintensitdt basiert, ist aus verschiedenen Griinden interessant: Ein solcher Assay
ware sehr einfach durchzufiihren und mit relativ einfachen Mitteln messbar. Er wére leicht
automatisierbar und konnte damit, wie in 4.3.2 fiir den FRET-Assay besprochen, eine Liicke
im Angebot der CK2a/B-Interaktionsassays fillen. Daher wurde nach der ersten Beobachtung
der Intensitatsveranderung untersucht, ob diese als Assay nutzbar ist, was sich nicht bestatigt
hat. Erstaunlich ist, dass die erste erstellte ,Bindungskurve” (s. Abbildung 29) von einer echten
Bindungskurve optisch nicht zu unterscheiden ist und dass der daraus berechnete AKp-Wert
dem der echten CK2ut/B-Interaktion sehr nahe ist; sie kann als Erinnerung dienen, dass auch
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vielversprechende Ergebnisse mit Skepsis zu betrachten sind und durch andere Experimente
bestdtigt werden miissen.
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5 Ausblick

Im Hinblick auf die Weiterentwicklung der WMS-Substanzreihe ist es gelungen, Substanzen zu
entwickeln, die die CK2w/B-Interaktion effektiv hemmen. Dabei wurde die Bedeutung
einzelner Strukturelemente herausgestellt, es konnten aber keine globalen Struktur-
Wirkungsbeziehungen festgestellt werden, die fiir alle Substanzen der Reihe gelten. Ein
mogliches Anwendungsgebiet fiir diese Inhibitorreihe liegt in der /in vitro CK2-Forschung, wo
sie noch stets eine der wenigen Klassen niedermolekularer Hemmstoffe der CK2o/B-
Interaktion bildet. Da diese Substanzreihe fiir die Untersuchung der CK2x/B-Interaktion
entwickelt wurde, ist sie an die Anwendung in Modellorganismen oder als Medikament
angepasst: Sie Giberschreiten zum Beispiel Lipinskis Regel, die unter anderem besagt, dass ein
Wirkstoff ein Molekulargewicht unter 500 Da haben sollte.294 AuRerdem neigen sie in wassriger
Losung zur Prazipitation. Eine weitere Erforschung der Substanzreihe ist vor allem zum
besseren Verstandnis der CK2/B-Bindungsstelle und ihrer Bindungsmaoglichkeiten fiir kleine
Molekiile interessant. Hier waren insbesondere Kristallstrukturen der CK2-Untereinheiten mit
gebundenem Inhibitor aufschlussreich.

Bei der Entwicklung des FRET-Assays ist es gelungen, eine Messmethode zu entwickeln, die
die CK2«/B-Interaktion zuverldassig abbildet und geeignet ist, Hemmstoffe fiir diese
Interaktion zu identifizieren und zu untersuchen. Als hochdurchsatzfihige Methode, die ohne
aufwendige Technik auskommt, und die sich auRerdem automatisieren lasst, fiillt dieser Assay
eine Licke in den bisher bestehenden Methoden zur CK2w/B-Interaktionsmessung. Im
Rahmen der Masterarbeit von Esra Seymen (Identification and Characterization of novel
Ligands of Protein Kinase CK2 Interfering with the CK2x/B Subunit Interaction) wurde bereits
gezeigt, dass dieser Assay sich fiir die Anwendung im 384-Well Format eignet: In dieser Arbeit
wurde der Assay an dieses Format angepasst fiir die Untersuchung von 11 CK2x/B-
Interaktionshemmern verwendet, wobei erfolgreich einige neue Hemmstoffe der CK2ox/B-
Interaktion identifiziert wurden. Eine weitere denkbare Anwendungsmaoglichkeit fiir diesen
Assay ist die Anpassung auf ein /n cellulo System, bei dem die fluoreszierenden Proteine in
Zellen rekombinant hergestellt werden kdénnten, um dort zur Untersuchung von Hemmstoffen
eingesetzt zu werden. Einen Mikroskopie-basierten FRET-Assay fiir die Beobachtung der
CK2o/B-Interaktion existiert bereits, allerdings erleichtert die Anwendung im
Mikrotiterplattenformat die Anwendung im Hochdurchsatzscreening.80.295 Der FRET-Assay
kann so in Zukunft sicher einen Beitrag zur Erforschung von CK2x/B-Interaktionshemmern
liefern.
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6 Material und Methoden

6.1

6.1.1 Chemikalien

Verwendete Materialien

Die verwendeten Chemikalien wurden bei den Herstellern Abcam, Applichem, Carl Roth,

Honeywell Fluka und Merck in hochster Reinheit gekauft.

6.1.2 Testsubstanzen

Tabelle 2: Verwendete Testsubstanzen

Substanzname oder Reihenname

Hersteller

WMS-66 Substanzen
Pc und I-Pc
ARC-3140

Synthese durch Lukas Kroger 2728

Synthese durch Dirk Lindenblatt *7-213
Synthese durch Kaido Viht et al.”

6.1.3 Verwendete Puffer und Losungen

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Lésungen.

Bezeichnung

Zusammensetzung/ Hersteller

LB-Agar
LB-Medium
SOC-Medium

LB-Miller GM

T300
Puffer W
T1000

TO

T400

T150

T500

BXT
SDS-Puffer

AxLaemmli

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer
SDS-Laufpuffer

Coomassie-Farbeldsung

Entfarbeldsung
TBS

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, 15 g/L Agar
10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl

2 % (m/V) Trypton, 0,5 % (m/V) Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl,
10 mM MgCl,, 10 mM MgSQg4, 20 mM Glukose; pH = 7,0

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, 4 g/L Glukose, 0,5 g/L
MgSOs, 5,4 g/L KH2PO4, 10,5 g/L K2HPO; pH = 7,0

25 mM Tris, 300 mM NaCl; pH = 8,5

100 mM Tris, 150 mM NaCl; pH = 8,0

25 mM Tris, 1000 mM NaCl; pH = 8,5

25 mM Tris; pH = 8,5

25 mM Tris, 400 mM NaCl; pH = 8,5

25 mM Tris, 150 mM NaCl; pH = 8,5

25 mM Tris, 500 mM NaCl; pH = 8,5

Iba lifesciences

50 mM Tris, 2 mM EDTA; 150 mM Nacl, 0,5 % (m/V) SDS

40 % (V/V) Glycerol, 8 % (m/V) SDS, 1,24 M Tris, 0,08 % (m/V)
Bromphenolblau, 2 % 2-Mercaptoethanol (V/V); pH = 6,8

3 M Tris; pH=8,8
0,5 M Tris; pH=16,8
25 mM Tris, 0,2 M Glycin, 0,5 % (m/V) SDS; pH = 8,3

0,2 g/L Coomassie G250, 50 g/L Alx(SO4)s, 10 % (V/V) EtOH, 2,04 % (V/V)
H3PO4

9,6 % EtOH (V/V), 2 % (V/V) H3PO4
100 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, pH =7,5
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Bezeichnung

Zusammensetzung/ Hersteller

Nativer Probenpuffer
pH=6,8

Nativer Laufpuffer
NT Labeling buffer
T500-Tween
Phosphatpuffer

Nanotemper

6.1.4 Verwendete Gerate
Tabelle 4: Verwendete Geréate

Bezeichnung

62,5 mM Tris, 25 % (V/V) Glycerol, 0,01 % (m/V) Bromphenolblau;

25 mM Tris, 0,2 M Glycin; pH = 8,3

25 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,1 % (V/V) Tween-20; pH = 8,5
100 mM K;HPQ4, 500 mM NaCl; pH = 8,0

Hersteller

AKTA Purifier
Distriman Stepper

Elektrophoresekammer und Blotting Modul

Mini-PROTEAN Tetra
Eppendorf Pipetten “Research plus”
Metrohm 827 pH lab pH-Meter

NanoDrop 2000c spectrophotometer

Nanotemper Monolith NT.115
Odyssey Imager FC Model 2800
Platereader Synergy H4/HT
Rollenmischgerat RM5

SC 2 Feinwaage
KERN 770 Analysenwaage

Schittelinkubator MaxQ 6000

Synergy 2 multimode microplate reader
Thermomixer comfort

Ultra-Pure Water System Milli-Q Plus

Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner USC-T
Variklav Typ 400, Dampfsterilisator

Zentrifuge 5424
Zentrifuge 5430R
Zentrifuge Mini Star
Zentrifuge RC 5B Plus

6.1.5 Verwendete Software
Tabelle 5: Verwendete Software

Software | Hersteller

GE Healthcare Europe, Freiburg, Deutschland
Gilson Inc., Middleton, UK
BIO RAD, USA

Eppendorf, Hamburg Deutschland
Metrohm, Herisau, Schweiz
Scientific, St.

Thermo Fisher Leon

Deutschland

Nanotemper, Miinchen, Deutschland
LI-COR, USA

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland
Hecht Assistent, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
Kern & Sohn, Balingen, Deutschland

Thermo Scientific, USA
BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland
Eppendorf, Deutschland

Rot,

Merck, Deutschland

VWR, USA

H+P Labortechnik GmbH, OberschleiRheim,
Deutschland

Eppendorf, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
VWR, USA

Sorvall, Newton, CT, USA

Chemdraw?20.1.1

| PerkinElmer, Inc., USA
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ExPASy ProtParam online
tool

Gen5 Microplate Reader and
Imager Software

GraphPad Prism 6 for
Windows

Image Studio
MO.Affinity Analysis
MO.Control

MS Office 2016
Unicorn 5.31

SIB, Schweiz

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland

GraphPad Software Inc. La Jolla, USA

LI-COR, USA

Nanotemper, Miinchen, Deutschland
Nanotemper, Miinchen, Deutschland
Microsoft, USA

GE Healthcare Europe, Freiburg, Deutschland

6.2 Proteinexpression

6.2.1 Verwendete Plasmide

Tabelle 6: Verwendete Plasmide zur Proteinexpression. Alle genutzten Plasmide sind zur Selektion mit

einer Ampicillin-Resistenz ausgestattet. Die Sequenzen der Inserts sind im Anhang unter 8.2 gegeben.

Protein Plasmid Insert

CK2a 3% pET-22b(+) CK20133

CK2p¥1%3 PT7-7 CK2p¥1%3

EGFP pPSG-iba-105 Strep-EGFP

EGFP- CK2a3% pPSG-iba-105 Strep-EGFP-CK2a'3%°
mCherry pPSG-iba-105 Strep-mCherry
mCherry- CK2p11%3 pPSG-iba-105 Strep-mCherry-CK2p%193

6.2.2 Herstellung von chemisch kompetenten £. coli

E. coliBL21(De3) wurden auf LB-Agar Platten ausgestrichen und liber Nacht bei 37 °C inkubiert
(Schittelinkubator MaxQ 6000). Eine Kolonie wurde in einen Schikanekolben mit 250 mL LB-
Medium Ubertragen und tiber Nacht 37 °C bei geschiittelt (Schittelinkubator MaxQ 6000). Der
Kolben wurde dann 10 Minuten auf Eis gekiihlt bevor die Bakterien durch Zentrifugieren

(5 Min, 6000 revolutions per minute (rpm), Zentrifuge 5430R) geerntet und mit 10 mL

eiskaltem 0,1 M CacCl resuspendiert wurden. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen

wie oben beschrieben zentrifugiert und das Zellpellet mit 5 mL eiskaltem 0,1 M CaCl mit 15 %

(V/V) Glycerol resuspendiert. Die Bakterien wurden mit fliissigem Stickstoff eingefroren und

bei -80 °C gelagert.
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6.2.3 Transformation von E. coli

Frisch aufgetaute kompetente £. co/iBL21(DE3) wurden mit 100 ng des gewlinschten Plasmids
versehen und 30 min auf Eis inkubiert, danach fiir 90 s bei 42 °C erhitzt (Thermomixer comfort)
und 2 min auf Eis abgekiihlt. 250 pL SOC-Medium wurde zugefiigt und die Zellen wurden fir
1 h bei 37 °C geschiittelt (Thermomixer comfort). Danach wurden 100 pL der Kultur auf LB-
Agar mit 100 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert
(Schittelinkubator MaxQ 6000).

6.2.4 Proteinexpression in £. coli

Bakterien wurden mit dem entsprechenden Plasmid transformiert. Eine Kolonie wurde in
200 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin tGber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubiert
(Schittelinkubator MaxQ 6000). Die Kultur wurde 1:50 in 4x1 L LB-Miller GM (bzw. fur die
Testkultur in 200 ml LB-Medium) verdiinnt und bei gleichen Bedingungen bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm (bestimmt mit dem NanoDrop 2000c spectrophotometer) von
0,4-0,8 wachsen gelassen. Dann wurde die Proteinexpression mithilfe von 0,5 mM IPTG
induziert und die Temperatur auf 20 °C reduziert. Die Kultur wurde Uber Nacht inkubiert
(Schittelinkubator MaxQ 6000), dann durch Zentrifugieren (5 Min, 6000 revolutions per
minute (rpm), Zentrifuge 5430R) geerntet und das Bakterienpellet bei -80 °C eingefroren.

6.3 Proteinaufreinigung und Analyse

6.3.1 Lyse von Bakterien zur Aufreinigung von Proteinen

Gefrorene Zellpellets wurden bei 4 °C aufgetaut und in Puffer T300 (fir CK2x'-335 und
CK2B1-193) oder Puffer W (fiir mCherry, mCherry- CK2B'-193, EGFP und EGFP- CK2x1-335)
resuspendiert. Die Lyse wurde liber mindestens 1 h mit 1 mg/mL Lysozym, 0,174 mg/mL
PMSF, 0,1 mg/mL DNasel und 25 mg/mL MgSOs durchgefiihrt. Bei der Expression der
mCherry- und EGFP-markierten Proteine wurde zusatzlich Protease-Inhibitor-Cocktail (EDTA-
frei) zugefliigt. Wahrend der Lyse wurden die Zellen auf dem Rollenmischgerat bei 4 °C
inkubiert und danach bei -80 °C eingefroren.

6.3.2 Aufreinigung von CK2x1-335 mittels Affinitdtschromatografie

Das Bakterienlysat wurde auf Eis aufgetaut und durch Zentrifugation (15 000 rpm, 30 min,
Zentrifuge RC 5B Plus) von unldslichen Zellbestandteilen getrennt. Das geklarte Lysat wurde
mit etwa 20 mL aktivierter P11-Phosphocelluloseii fiir eine Stunde inkubiert, danach im Batch-
Verfahren 3x mit Puffer T300 gewaschen und mit Puffer T1000 eluiert. Beim Batch-Verfahren

i P11-Phosphocellulose wird fiir die Aufreinigung von CK2x als affinitdtschromatografisches
Material genutzt, wahrend es bei der CK2B-Aufreinigung als Kationenaustauscher wirkt. S. 59
Niefind, K. & Issinger, O. G. Primary and secondary interactions between CK2alpha and
CK2beta lead to ring-like structures in the crystals of the CK2 holoenzyme. Molecular and

cellular biochemistry 274, 3-14 (2005).
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wird das P11-Puffer-Gemisch 30 min bei 4 °C ruhen gelassen, wobei das P11-Material absinkt.
Dann wurde der Uberstand abgegossen.

Das P11-Eluat wurde mit TO-Puffer auf eine NaCl-Konzentration von 400 mM verdiinnt und
weiter mit dem FPLC-System Akta Purifier UPC-10 aufgereinigt (Fast Protein Liquid
Chromatography). Die Proteinlésung wurde auf die mit dem Puffer T400 equilibrierte Heparin-
Sepharose-Saule (Cytvia HiTrap Heparin HP, 1 mL) geladen, mit demselben Puffer gewaschen
und dann mit einem Salzgradienten zu Puffer T1000 eluiert. Das aufgereinigte Protein wurde
mit 30 kDa MW-Filtern (Molekulargewicht-Filter, Merck Amicon Ultra-15) in Puffer T500
umgepuffert und aufkonzentriert, anschlieRend wurde es in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80 °C gelagert.

6.3.3 Aufreinigung von CK2B1-193 mittels lonenaustauschchromatografie

Das Bakterienlysat wurde wie in 6.3.2 beschrieben gekldart und mit P11-Phosphozellulose
aufgereinigt. Das Eluat wurde dann mit Puffer TO auf eine NaCl-Konzentration von 150 mM
verdiinnt und mittels FPLC-System Akta Purifier UPC-10 auf eine Q-Sepharose Siule (Cytvia
HiTrap Q FF, 1 mL) geladen, mit dem Puffer T150 gewaschen und mit einem Salzgradienten
zum Puffer T1000 eluiert. Alternativ wurde das geklarte Lysat direkt auf die oben genannte
Q-Sepharose Sdule geladen und ein zweiter Aufreinigungsschritt mit einer weiteren Q-
Sepharosesdule (Cytvia HiTrap Q XL TmL) mit den gleichen Puffern und Arbeitsschritten
angeschlossen. Das aufgereinigte Protein wurde wie in 6.3.2 beschrieben umgepuffert,
aufkonzentriertii und gelagert.

6.3.4 Aufreinigung von mCherry, mCherry-CK2p1-193, EGFP und EGFP-
CK2x1-335 mittels Affinitatschromatografie

Das Bakterienlysat wurde wie in 6.3.2 geklart und Uber das Akta FPLC-System Akta Purifier
UPC-10 auf eine Strep-Tactin Sdule (iba lifesciences Strep-Tactin XT Superflow, 5 mL)
aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit Puffer W wurde das Protein mit BXT-Puffer eluiert,
wobei die Elution mehrmals unterbrochen wurde, um den Elutionspuffer einwirken zu lassen.
Das Produkt wurde in Fraktionen aufgefangen und wie in 6.3.2 aufkonzentriert und gelagert
mit dem einzigen Unterschied, dass fir das Aufkonzentrieren von mCherry und EGFP 15 kDa
MW Filter von Merck Amicon genutzt wurden.

6.3.5 Aufreinigung vom mCherry mittels Gelfiltration

Die Superdex 200 Increase 10/300 GL-Saule (GE Healthcare, Schweden) wurde im FPLC-
System Akta Purifier UPC-10 zunichst mit 50 mL entgastem Reinstwasser und dann mit 50 mL
Phosphatpuffer (s. Tabelle 3) equilibriert. Die mCherry-enthaltende Proteinlésung wurde in
einem Volumen von 500 pL auf die Saule aufgetragen und mit 32 mL Phosphatpuffer eluiert
und in Fraktionen von 250 pL aufgefangen. Dies wurde dreimal wiederholt, bis die gesamte

it CK2B1-193 kann man trotz seines Molekulargewichts von 22,5 kDa mit 30 kDa MW Filtern
aufkonzentrieren, da dieses Protein als Dimer vorliegt.
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Menge an mCherry aus der vorhergegangenen Aufreinigung verbraucht war. Die Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

6.3.6 Aufreinigung von mCherry-CK2p1-193 mittels
lonenaustauschchromatografie

Der zweite Reinigungsschritt fir mCherry-CK2B'-193 verlief analog zur Aufreinigung von
CK2pB1-193: Das Protein wurde mit 30 kDa MW-Filtern (Molekulargewicht-Filter, Merck Amicon
Ultra-15) in Puffer T150 umgepuffert und wie in 6.3.3 beschrieben aufgereinigt.

6.3.7 Aufreinigung von EGFP-CK2x1-335 mittels Affinitatschromatografie

Der zweite Reinigungsschritt fiir EGFP-CK2x1-335 verlieft analog zur CK2x'-335-Aufreinigung:
Das Protein wurde mit 30 kDa MW-Filtern (Molekulargewicht-Filter, Merck Amicon Ultra-15)
in Puffer T400 umgepuffert und dann wie in 6.3.2 beschrieben {liber Heparin-Sepharose
aufgereinigt.

6.3.8 Proteinanalyse mittels SDS-PAGE

Zur Expressionskontrolle und zur Analyse der Reinheit von aufgereinigten Proteinen wurden
Proben mit SDS-Puffer und 4x Laemmli verdiinnt, 5 Minuten bei Raumtemperatur oder 95 °C
inkubiert und auf 10% oder 15% SDS-Gele (s. Tabelle 7) geladen. Die Gele wurden bei 120 V
etwa 1 h 20 min laufen gelassen und anschlieBRend mit Coomassie-Farbelésung tber Nacht
gefarbt. Danach wurden die Gele mit Wasser gewaschen und dann mit Entfarbelésung
inkubiert, bis der Hintergrund ausreichend entfarbt war, und mithilfe des Odyssey Imager FC
Model 2800 eingescannt.

Tabelle 7: Rezept zur Herstellung von SDS-Acrylamid Gelen. Das Rezept ist fiir je zwei Gele.

Komponente 4 % Sammelgel 10 % Trenngel 15 % Trenngel
dH,0 2,05 mL 4,9 mL 3,65 mL
40 % Acrylamid 325 pL 2,5mL 3,75 mL
(Rotiphorese Gel 40)

Trenngelpuffer - 2,5mL 2,5mL
Sammelgelpuffer 850 plL - -

10 % SDS 32,5uL 100 pL 100 pL
TEMED 3,25 uL 10 L 10 pL

10 % APS 32,5uL 100 pL

6.3.9 Proteinanalyse via Western Blot

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine vom Gel auf eine PVDF-Membran
(Polyvinylidenfluorid-Membran, Amersham Hybond) geblottet (bei 300 mA fiir 1 Stunde oder
100 mA fiir 5 Stunden bei 4 ° C). Die Membran drei Mal wurde mit TBS (Tris buffered Saline,
s. Tabelle 3) gewaschen undin 5 % Magermilchpulver in TBS geblockt (1 h bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht bei 4 °C), wieder drei Mal mit TBS gewaschen und mit primdarem Antikorper
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(s. Tabelle 8) fiir 1 Stunde behandelt. Nach einem weiteren Waschschritt (drei Mal Waschen mit
TBS) wurde der sekundare Antikérper 1 Stunde aufgetragen. Der Blot wurde wieder drei Mal
mit TBS gewaschen, mit Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, USA)
versehen und im Odyssey Imager FC Model 2800 aufgenommen.

Tabelle 8: Antikorper, verwendet die flr die Visualisierung von Western Blots.

Antikorper Hersteller

Casein Kinase llx (1AD9): sc-12738 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
Casein Kinase IIB (6D5): sc-12739 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA
Mouse anti-Strep-tag Il antibody Iba Lifesciences, Deutschland
Polyclonal rabbit ant?—mouse I.gG antibody Dako Denmark A/S, Denmark
coupled to horseradish peroxidase

6.3.10 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden fir alle Proteine mit dem Nanodrop Spektrophotometer
gemessen. Hierzu wurde das Programm zur Absorptionsmessung bei A = 280 nm genutzt und
die mit dem Expasy ProtParam-Werkzeug (https://web.expasy.org/protparam/) berechneten
Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten verwendet (s. Tabelle 9).

Tabelle 9: Parameter zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen tber die A280-Funktion des Nanodrop-

Spektrophotometers. Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten wurden mit Expasy ProtParam
berechnet.

Protein Molekulargewicht Extinktionskoeffizient
(kDa) (1000*M*cm™)
CK2a133> 40,0 61,8
CK2p*1%3 22,5 28,9
EGFP 27,1 21,9
EGFP-CK2a13%° 67,7 83,7
mCherry 26,8 34,4
mCherry-CK2p11%3 49,9 63,3

6.4 Visualisierung von PPl auf nativer PAGE

6.4.1 Native PAGE

Zur Analyse von Proteininteraktionen mit Hilfe der nativen PAGE wurden 10% native Gele
hergestellt (s. Tabelle 10). Die Proben wurden 1:3 mit nativem Probenpuffer versehen und
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben auf die Gele geladen und
mit nativem Laufpuffer bei 80 V, 30 mA fiir etwa 3 h laufen gelassen. SchlieRlich wurden sie
entweder wie in 6.3.8 beschrieben gefarbt und analysiert oder ohne weitere Behandlung mit
dem Imager bei A = 600 nm analysiert.
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Tabelle 10: Rezept zur Herstellung von nativen Acrylamid-Gelen. Das Rezept ist fiir 2 Gele.

Komponente 4 % Sammelgel 10 % Trenngel
dH,0 1950 pL 7,5 mL

40 % Acrylamid 300 plL 3mL
(Rotiphorese Gel 40)

Trenngelpuffer - 1,5mL
Sammelgelpuffer 750 uL -
TEMED 3uL 12 pL

10 % APS 30 uL 120 uL

6.4.2 Qualitative Visualisierung von PPI

Die Proteine wurden so in T500 mit 1:3 nativem Probenpuffer verdiinnt, dass sie in einer
finalen Konzentration von 20 uM je Protein vorlagen. Davon wurden 5 pL Probe pro Tasche auf
dem Gel verwendet. Pro Gel wurden die Proteine jeweils einzeln und in den zu untersuchenden
Kombinationen aufgetragen.

6.4.3 Quantitative Analyse von PPI

Eine 1:1 Verdlinnungsreihe von CK2x'-335 oder EGFP-CK2x'-335 wurde hergestellt und jeweils
mit mCherry-CK2B1-193 vermischt. Die finalen Konzentrationen betrugen 5000-9,7 nM fiir die
CK2ux-Untereinheiten und 400 nM fir mCherry-CK2B'-193, Die Proben wurden wie in 6.4.1
beschrieben behandelt und die Gele wurden ungefarbt bei 600 nm aufgenommen. Das Signal
wurde mit der Image Studio Software quantifiziert, indem um jede Bande und um eine leere
Stelle auf dem Gel ein Kastchen mit jeweils gleicher Fliche gezogen wurde. Dann wurde in MS
Excel das Signal des leeren Kastchens als Hintergrund abgezogen und der Mittelwert der
korrigierten Signale von jeweils drei gleich geladenen Gelen gebildet.

6.5 Microscale Thermophoresis

6.5.1 Markierung von CK2B1-193 mit dem NT RED-NHS Kit

CK2B1-193 wurde nach dem Herstellerprotokoll der Firma Nanotemper mit dem Monolith NT
Protein Labeling Kit RED-NHS markiert. Dazu wurde das Protein zuerst in einen Tris—freien
NT Labeling buffer umgepuffert, auf eine Konzentration von 20 pM verdiinnt und mit 70,5 pM
nach Herstellerangaben in DMSO geldsten Farbstoff NT-647-NHS 30 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde Uberschiissiger Farbstoff mithilfe der im Kit
enthaltenen Entsalzungssaule entfernt und das Protein in T500-Puffer umgepuffert. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde durch Photospektrometrie die Absorption bei A=280 nm
und A=650 nm gemessen (NanoDrop 2000c spectrophotometer) und mit Gleichung 17 die
Proteinkonzentration berechnet. Dabei sind A280 und A650 die bei den jeweiligen
Wellenldngen gemessenen Absorptionen und € der Extinktionskoeffizient von CK2B'-193
(s. Tabelle 9).
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Gleichung 17:

A280 — 0,028 « A650
CcC =

&
Das markierte Protein wurde in Aliquots von 5-10 pL in fllissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80 °C gelagert.

6.5.2 Messung von PPIs via MST

Die fluoreszenzmarkierte CK2B'-'93 wurde in T500-Tween Puffer mit 2 % DMSO
(Dimethylsulfoxid) oder mit in 2 % DMSO gel6sten Inhibitor zu einer Konzentration von 40 nM
in 200 pL verdiinnt. Um das Ausfallen der Testsubstanzen zu vermeiden, wurden diese erst in
100 % DMSO geldst und dann schrittweise mit T500-Tween verdiinnt, bis die DMSO-
Konzentration bei 2 % lag. Zwischen den Verdiinnungsschritten wurden die Substanzen je
5 min im Ultraschallbad behandelt. Die Mischung aus Inhibitor und markierter CK2B'-193 wurde
dann 5 min in einer Mini-Zentrifuge (VWR) zentrifugiert.

CK2x1-335, EGFP-CK2x'-335 oder EGFP wurde in je 10 pL als 1:1 Verdiinnungsreihe mit einer
Hochstkonzentration von 10 uM in 16 Schritten in T500-Puffer verdinnt. 10 pL der
Verdinnungsreihe wurden dann mit jeweils 10 pL der verdiinnten CK2B1-193 (40 uM) gemischt,
sodass bei der Messung CK2B'-193 in einer Konzentration von 20 uM vorlag. Diese Ldsung
wurde in MST-Kapillaren (Nanotemper Monolith NT.155 Capillaries) aufgezogen und mithilfe
des Nanotemper Monolith NT.115 wurden, bei automatisch eingestellter MST-Power und
Infrarot-Laser, MST Traces aufgenommen.

6.5.3 Berechnung der Dissoziationskonstante Kp

Die MST-Kurven wurden zuerst optisch auf Aggregatbildung untersucht (s. Qualitatskontrolle
der MST-Daten in Kapitel 1) und die entsprechenden Messpunkte wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Zur Auswertung wurde die initiale Fluoreszenz und die Fluoreszenz nach 20 s
genutzt. Der AFnorm-Wert wurde dafiir in MO.Affinity Analysis gebildet und fiir die weitere
Bearbeitung als Tabelle exportiert.

In GraphPad Prism wurden die AFnorm-Werte gegen die verschiedenen Konzentrationen an
CK2x1-335, EGFP-CK2x'-335 oder EGFP aufgetragen und eine nichtlineare Regression mit
Gleichung 18 wurde durchgefiihrt. Dabei steht r fiir den gemessenen AFnorm-Wert, rfree und
rbound Stehen jeweils flir den AFnorm-Wert bei ungebundener bzw. maximal gebundener
markierter CK2B1-193, [E] steht fiir die Konzentration an CK2x'-335, EGFP-CK2x'-335 oder EGFP
und [L] ist die Konzentration an markierter CK2p1-193,

Gleichung 18

([E] + [L] + Kp) — J/(ET + [LT+ Kp)? — 4 [EIIL
r= rfree + (rbound - rfree) D \/(2 [L] D) [ ][ ]
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6.5.4 Berechnung der Inhibitionskonstante K fiir die Podophyllotoxin-Indol-
Analoga

Nachdem die Kp‘-Werte fiir die CK2c/B-Interaktion in Anwesenheit der Substanzen berechnet
wurden, wurde in GraphPad Prism ein t-test durchgefiihrt, um zu bestimmen, ob sich der Apb'-
Wert in Anwesenheit der jeweiligen Substanz signifikant von dem Ab-Wert der ungehemmten
CK2ou/B-Interaktion unterscheidet. Fir diejenigen Substanzen, fiir die ein signifikant erhohter
Ko'-Wert festgestellt wurde, wurde ein ,Global Fit" durchgefiihrt. Dazu wurden die AFnorm—
Werte der ungehemmten CK2wx/B-Interaktion und aller signifikant hemmenden Substanzen
gemeinsam mit Gleichung 19 und Gleichung 20 beschrieben. Dabei steht Ab‘ fir die
Dissiziationskonstante der CK2wx/p-Interaktion in Answesenheit des Inhibitors, Kb ist die
Dissoziationskonstante der CK2«/B-Interaktion ohne Inhibitor, [I] steht fur die
Inhibitorkonzentration und K ist die Dissoziationskonstante des Inhibitors. Die anderen
Variablen sind wie in Gleichung 18. Kb wurde dabei als gemeinsame Konstante fiir alle
Inhibitoren genutzt.

Gleichung 19
I
Kp' = Kp (1 + %)
Gleichung 20
([E]1+[L]1+ Kp') — J([E]+ [L] + Kp')? — 4 [E][L]
T = Tfree T (rbound - rfree) \/ 2[L]

6.6 FRET Assay

6.6.1 Messung von Fluoreszenzspektren

Fir die Messung der Fluoreszenzspektren wurde eine 1:9-Verdiinnungsreihe von
mCherry-CK2B'-193 mit einer konstanten Konzentration von EGFP-CK2x'-335 in T500-Puffer
vermischt mit finalen Konzentrationen von 1-10000 nM fiir mCherry-CK2B'-193 und 20 nM fir
EGFP-CK2x'-335. Die Proben wurden in schwarzen BRANDplates-pureGrade-96-Well-
Mikrotiterplatten mit F-Boden im Synergy H4/HT Platereader mit einem Monochromator bei
A =487 nm oder A = 442 nm angeregt und ein Emissionsspektrum bis A = 700 nm wurde
aufgenommen. Die Spektren wurden mit GraphPad Prism visualisiert.

6.6.2 FRET-Punktmessungen

Tabelle 11: Kandle und Wellenldangen der FRET-Punktmessungen.

Kanal Anregungswellenlinge Aex (nm) | Emissionswellenlange Aem (Nm)
Donor (D) 485/25 528/20
FRET (F) 485/25 620/40
Akzeptor (A) 540/25 620/40
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Die FRET-Punktmessungen fiir die Ab-Bestimmung und die Inhibitortestung wurden im
Synergy 2 Platereader mit dem 50% Spiegel durchgefiihrt. Dazu wurden die Anregungsfilter
485/25 nm und 540/25 nm und die Emissionsfiltern 528/20 nm und 620/40 nm genutzt. Die
Proben wurden jeweils im Duplikat oder Triplikat in 96-Well Platten pipettiert und es wurden
je drei Messungen durchgefiihrt, die in dieser Arbeit auch als Kandle bezeichnet werden. Die
Anregungs- und Emissionswellenlaingen dazu sind in Tabelle 11 aufgelistet. Das
Assayvolumen betrug 100 pL.

6.6.3 Berechnung von FRETc

Als erster Schritt wurde von allen Messungen das Hintergrundsignal der Pufferkontrollen bzw.
der Kontrollen mit der entsprechenden Konzentration an CK2B'-193 oder I-Pc abgezogen.
Hierzu wurde der Mittelwert der Kontrollen genutzt. Wo immer im Laufe der FRETc-Berechnung
negative Signale errechnet wurden, wurden diese durch den Wert ,0“ ersetzt.

Um das Bleed-through der Fluorophore rechnerisch zu korrigieren, wurden auf jeder
gemessenen Platte Kontrollen mit jeweils nur einem der Fluorophore mitgefiihrt und
gemessen. Daraus wurden wie in Auswertung von FRET-Signalen im Kaptiel FRET beschrieben
mit den Gleichungen Gleichung 10 - Gleichung 20 die Korrekturfaktoren S1-S4 berechnet.
Dabei bestand die Donorkontrolle aus Proben, in denen nur das Donorfluorophor EGFP-
CK2x1-335 enthalten war und die Akzeptorkontrolle aus Proben mit dem Aktzeptorfluorophor
mCherry-CK2p1-193,

Aus den Korrekturfaktoren wurden Mittelwerte gebildet mit denen dann nach Gleichung 14
und Gleichung 15 Donor- und Akzeptorsignale der librigen Messungen korrigiert wurden. Mit
Gleichung 16 wurde dann FRETc berechnet.

6.6.4 Bestimmung des Kp-Werts der CK2x/B-Interaktion mit dem FRET Assay

Es wurde eine 1:1 Verdiinnungsreihe von mCherry-CK2B'-193 mit einer konstanten
Konzentration EGFP-CK2x'-335 vermischt, wobei von der gleichen mCherry-CK2p1-193
Verdiinnungsreihe ebenfalls Kontrollen ohne EGFP-CK2x'-335 hergestellt wurden. Die Messung
wurde im Triplikat durchgefiihrt und die finalen Konzentrationen waren 2,3-300 nM fir
mCherry-CK2p1-193 und 30 nM fiir EGFP-CK2x-335. Wie in Kapitel 1.5.7 beschrieben wurde die
Fluoreszenz in drei Kandlen gemessen und daraus FRETc berechnet (s. 6.6.3). FRETc von drei
Experimenten wurde gegen die mCherry-CK2B1-193 Konzentration aufgetragen und eine
nichtlineare Regression wurde mit Gleichung 18 wie in 6.5.3 beschrieben in GraphPad Prism
durchgefiihrt. Der Parameter r steht hierbei fiir den FRETc-Wert, rfree und rbound stehen jeweils
fur den FRETc-Wert bei ungebundener bzw. maximal gebundener markierter EGFP-CK2x1-335,
[E] steht fiir die Konzentration an mCherry-CK2B'-193 und [L] ist die Konzentration an EGFP-
CK2x1-335,

Der Curve-Fit wurde fiir jede der drei Messungen separat durchgefiihrt. Aus den sich
ergebenden Kb-Werten wurde dann der Mittelwert gebildet.
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6.6.5 Inhibitortestung zur Validierung des FRET Assays

Um zu zeigen, dass es sich bei der gemessenen Interaktion zwischen EGFP-CKwx'-335 und
mCherry-CK2pB1-193 um eine CK2w/B-Interaktion handelt, wurde unmarkierte CK2B'-193 als
kompetitiver Hemmstoff dieser Interaktion eingesetzt. Dazu wurde eine 1:1 Verdlinnungsreihe
von CK2pB1-193 hergestellt und T500-Puffer vermischt, sodass die finalen Konzentrationen fir
EGFP-CKx'-335 30 nM und fir mCherry-CK2B1-193 50 nM mCherry-CK2B'-193 betrugen.
Dieselbe Verdiinnungsreihe wurde zusdatzlich auch als Kontrolle ohne die fluoreszierenden
Konstrukte in die Platte gegeben, um die Eigenfluoreszenz der CK2B'-193 zu bestimmen und
diese als Hintergrund von den FRET-Messungen abzuziehen. Die finalen Konzentrationen von
unmarkierter CK2B1-193 lagen zwischen 2,4 und 1250 nM. Die Messungen wurden im Triplikat
durchgefiihrt und FRETc wurde berechnet (s. 6.6.3). Dann wurde FRETc gegen die CK2p1-193-
Konzentration aufgetragen und eine nichtlineare Regression nach Gleichung 21 (angepasst
von Referenz 296) durchgefiihrt, um den ICso-Wert zu bestimmen. Dabei steht Fc fir das
gemessene FRETc-Signal, Foound Und Ffree je fiir den FRETc-Wert bei vollstandig gebundenen
oder ungebundenen Bindungspartnern, was in einer sigmoidalen Bindungskurve mit dem
oberen und unteren Plateau der Kurve Ubereinstimmt, [I] steht fur die Inhibitorkonzentration,
ICso ist die Inhibitorkonzentration, bei der die Bindung um 50 % gehemmt ist und n steht fir
den Hill-Koeffizienten.

Gleichung 21

_ Fbound - Ffree

F = o + Frree
1+ (1650)

Um den K zu bestimmen wurden das Programm Ki-calculator 297 verwendet
(http://www.umich.edu/~shaomengwanglab/software/calc_ki/calc_ki.xIsx).

Das Experiment wurde wie flir CK2B1-193 beschrieben in Form von drei separaten Messungen
im Duplikat durchgefiihrt. Die I-Pc-Konzentrationen variierte dabei im Bereich 1,8-60000 nM.

Fir die Messung wurde eine 1:2 Verdiinnungsreihe von ARC-3140 mit finalen Konzentrationen
von 2,5-50000 nM verwendet. Da ARC-3140, anders als das Protein CK2B'-193 und das Peptid
I-Pc keine Eigenfluoreszenz aufweist, wurde auf die Kontrollreihe verzichtet. Allerdings wurde
eine Positivkontrolle mitgefiihrt, die eine vollstaindige Hemmung der Interaktion darstellt; dazu
wurde CK2B'-193 in einer finalen Konzentration von 500 nM (mit der entsprechenden
Hintergrundkontrolle) genutzt. Die Messung wurde mit 30 nM EGFP-CK2x'-335 und 50 nM
mCherry-CK2B1-193 in T500-Puffer im Duplikat durchgefiihrt.
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Beim Auftragen der FRETc-Werte gegen die Inhibitorkonzentration zeigte sich ein
Kurvenverlauf, der zu einer biphasischen Hemmung passt; daher wurde hier die Gleichung 22
(angepasst von Referenz 297) angewandt. Diese Gleichung beschreibt die Hemmkurve in zwei
aufeinander folgenden Segmenten. Fc steht fiir den gemessenen Wert an FRETC, Fbound ist der
FRETc-Wert ohne Inhibitor, Fi ist der FRETc-Wert am Plateau der Hemmkurve zwischen dem
ersten und dem zweiten Inhibitionsschritt, Frree der FRETc-Wert bei vollstandiger Hemmung
der PPIl, welcher in diesem Fall anhand der Positivkontrolle (Hemmung der Interaktion durch
500 nM CK2B1-193) bestimmt wurde, [I] ist die Inhibitorkonzentration, ICso_1 und ICso_2 sind die
ICso-Werte und n1 und n: die Hill-Koeffizienten der beiden Inhibitionsschritte .

Gleichung 22
Fbound_Fi Fi_Ffree
- ni n2 free
1+([1]) 1+([1])
ICs0 4 ICsp >

6.7 Fluoreszenzintensitatsassay

6.7.1 Markierung von CK2B1-193 mit Cyanin3

Etwa 0,1 mg Cyanin 3 (Lumiprobe GmbH, DE) wurde in DMSO geldst und mit 0,4 mg CK2p1-193
in Phosphatpuffer (mit 10% DMSO im finalen Gemisch bei einem Volumen von 100 L) liber
Nacht bei 4 °C inkubiert und am folgenden Tag mithilfe einer Cytavia PD-10 Gravity-flow
Chromatografiesaule gereinigt und mit T500-Puffer eluiert. Proteinkonzentrationen wurden
mithilfe des Nanodrop-Spektrophotometers gemessen, wobei fiir die Berechnung der
Proteinkonzentration die folgende Gleichung 23 verwendet wurde:

Gleichung 23

_ A280—10,09 x A555
€

Cc

Dabei steht c fiir die Proteinkonzentration, A280 und A555 stehen fiir die Absorption bei einer
Wellenldnge von 280 nm bzw. 555 nm und € ist der Extinktionskoeffizient des markierten

Proteins.292

6.7.2 Messung der Fluoreszenzintensitat im 96-Well Format

Es wurde eine 1:4 Verdiinnungsreihe mit CK2x'-335 in T500-Puffer hergestellt und mit
Cyanin3-CK2B1-193 vermischt, sodass die finalen Konzentrationen von CK2x'-335 bei
0,32-5000 nM und die von Cyanin3-CK2B'-193 bei 20 nM lagen. Die Messung wurde im
Triplikat in einem Volumen von 200 pL in schwarzen BRANDplates-pureGrade-96-Well-
Mikrotiterplatten mit F-Boden im Synergy 2 Platereader mit einer Anregungswellenlange von
528 nm und einer Emissionswellenldnge von 620 nm durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde eine
Pufferkontrolle und eine Kontrolle ohne CK2x'-335 mitgefiihrt, sowie die gleiche
Verdinnungsreihe wie oben ohne Cyanin3-CK2p1-193, alle jeweils im Triplikat. Das Experiment
wurde drei Mal durchgefiihrt.
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Zur Auswertung wurde von allen Kontrollen der Mittelwert gebildet und dann von den
Messpunkten mit der jeweils gleichen CK2x1-335-Konzentration abgezogen. Die resultierenden
Intensitiaten wurden in GraphPad Prism gegen die CK2x'-335-Konzentration aufgetragen und
mit Gleichung 18 wurde eine nichtlineare Regression durchgefiihrt. Dabei ist r die
Fluoreszenzintensitdt, rfree und roound Stehen jeweils flr die Fluoreszenzintensitdt bei
ungebundener bzw. maximal gebundener markierter CK2B1-193, [E] steht fiir die Konzentration
an CK2x'-335 und [L] ist die Konzentration an markierter CK2p1-193,

6.7.3 Markierung von CK2B1-193 mit NHS-Fluorescein

Eine Menge von 0,175 mg NHS-Fluorescein (5/6-Carboxyfluoresceinsuccinimidylester,
Thermo Fisher Scientific, USA) wurde in 17,49 pyL DMSO geldst und mit 160 pyL 154 uM
CK2B1-193 in Phosphatpuffer vermischt. Nach Inkubation iber Nacht bei 4 °C wurde das Protein
auf einer Cytavia PD-10 Gravity-flow Chromatografiesdule gereinigt und mit T500-Puffer
eluiert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem Nanodrop-Spektrophotometer (liber die
Absorption mit Hilfe der folgenden Gleichung 24 bestimmt:

Gleichung 24

A280 — 0,3 * A493
Cc =

&€
Dabei steht c fiir die Proteinkonzentration, A280 und A493 stehen fiir die Absorption bei einer
Wellenldnge von 280 nm bzw. 493 nm und € ist der Extinktionskoeffizient des markierten
Proteins.

6.7.4 MST-Messungen mit Fluorescein-CK2p1-193

Die MST-Messungen wurden wie in 6.5 beschrieben durchgefiihrt und ausgewertet. Fiir die
Auswertung der Fluoreszenzintensitit wurde das Signal der initialen Fluoreszenz der
Messungen genutzt und gegen die CK2x'-335-Konzentration aufgetragen.

6.7.5 Inhibitortestung mit Cyanin3-CK2B1-193 Fluoreszenzintensitat

Um festzustellen, ob die gemessene Cyanin3-CK2B1-193-Intensitdtsverdnderung ein MaR fiir
die CK2o/B-Interaktion ist, wurde eine 1:1 Verdinnungsreihe von CK2B'-193 bzw. Pc
hergestellt, sodass die finalen Konzentrationsspannen im Assay 0,98-2000 nM, bzw.
6-100000 nM waren. Die Verdiinnungsreihe wurde einmal (im Triplikat) als Kontrolle
gemessen, einmal wurden dazu Cyanin3-CK2B'-193 und CK2x'-335 gegeben mit finalen
Konzentrationen von 20 und 50 nM, ebenfalls im Triplikat. Die Messungen erfolgten in T500
Puffer bei einem Gesamtvolumen von 200 pL, wie in 6.7.2 beschrieben durchgefiihrt.

Nach Abzug der Kontrollen wurde die Fluoreszenzintensitdat gegen die Inhibitorkonzentration
aufgetragen und eine nichtlineare Regression nach Gleichung 25 (angepasst von 29%)
durchgefiihrt, um den ICso-Wert zu bestimmen. Dabei steht Fc flr die Fluoreszenzintensitat,
Fbound und Frree flir die Intensitdt bei vollstindig gebundenen bzw. ungebundenen
Bindungspartnern, [I] steht fiir die Inhibitorkonzentration, ICso ist die Inhibitorkonzentration,
bei der die Bindung zu 50% gehemmt ist und n steht fiir den Hill-Koeffizienten.
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Gleichung 25

Um den K zu bestimmen wurden das Werkzeug Ki-calculator 297 verwendet
(http://www.umich.edu/~shaomengwanglab/software/calc_ki/calc_ki.xIsx).
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8.2 Nucleotidsequenzen der exprimierten Proteine

8.2.1 CK2p1-193

[Fett: Startcodon, unterstrichen: Stopcodon]

ATGAGCAGCTCAGAGGAGGTGTCCTGGATTTCCTGGTTCTGTGGGCTCCGTGGCAATGAATTCTTC
TGTGAAGTGGATGAAGACTACATCCAGGACAAATTTAATCTTACTGGACTCAATGAGCAGGTCCCT
CACTACCGACAAGCTCTAGACATGATCTTGGACCTGGAGCCTGATGAAGAACTGGAAGACAACCC
CAACCAGAGTGACCTGATTGAGCAGGCAGCCGAGATGCTTTATGGATTGATCCACGCCCGCTACAT
CCTTACCAACCGTGGCATCGCCCAGATGTTGGAAAAGTACCAGCAAGGAGACTTTGGTTACTGTCC
TCGTGTGTACTGTGAGAACCAGCCAATGCTTCCCATTGGCCTTTCAGACATCCCAGGTGAAGCCAT
GGTGAAGCTCTACTGCCCCAAGTGCATGGATGTGTACACACCCAAGTCATCAAGACACCATCACAC
GGATGGCGCCTACTTCGGCACTGGTTTCCCTCACATGCTCTTCATGGTGCATCCCGAGTACCGGCC
CAAGAGACCTGCCAACCAGTTTGTGCCCAGGCTCTACGGTTTCAAGATCCATTIGA

8.2.2 CK2x1-33>

[Fett: Startcodon, unterstrichen: Stopcodon]

ATGTCGGGACCCGTGCCAAGCAGGGCCAGAGTTTACACAGATGTTAATACACACAGACCTCGAGA
ATACTGGGATTACGAGTCACATGTGGTGGAATGGGGAAATCAAGATGACTACCAGCTGGTTCGAAA
ATTAGGCCGAGGTAAATACAGTGAAGTATTTGAAGCCATCAACATCACAAATAATGAAAAAGTTGT
TGTTAAAATTCTCAAGCCAGTAAAAAAGAAGAAAATTAAGCGTGAAATAAAGATTTTGGAGAATTT
GAGAGGAGGTCCCAACATCATCACACTGGCAGACATTGTAAAAGACCCTGTGTCACGAACCCCCG
CCTTGGTTTTTGAACACGTAAACAACACAGACTTCAAGCAATTGTACCAGACGTTAACAGACTATG
ATATTCGATTTTACATGTATGAGATTCTGAAGGCCCTGGATTATTGTCACAGCATGGGAATTATGC
ACAGACGATGTCAAGCCCCATAATGTCATGATTGATCATGAGCACAGAAAGCTACGACTAATAGACT
GGGGTTTGGCTGAGTTTTATCATCCTGGCCAAGAATATAATGTCCGAGTTGCTTCCCGATACTTCA
AAGGTCCTGAGCTACTTGTAGACTATCAGATGTACGATTATAGTTTGGATATGTGGAGTTTGGGTT
GTATGCTGGCAAGTATGATCTTTCGGAAGCGAGCCATTTTTCCATGGACATGACAATTATGATCAGT
TGGTGAGGATAGCCAAGGTTCTGGGGACAGAAGATTTATATGACTATATTGACAAATACAACATTG
AATTAGATCCACGTTTCAATGATATCTTGGGCAGACACTCTCGAAAGCGATGGGAACGCTTTGTCC
ACAGTGAAAATCAGCACCTTGTCAGCCCTGAGGCCTTGGATTTCCTGGACAAACTGCTGCGATATG
ACCACCAGTCACGGCTTACTGCAAGAGAGGCAATGGAGCACCCCTATTTCTACACTGTTGTGAAGG
ACCAGGCTCGAATGGGTTGA

8.2.3 EGFP
Blau hinterlegt: Vektorexpressionskassette iba-pPSG-105 (inkl. Strep-11-Tag)
Grun hinterlegt: EGFP

ATGGCTAGCGCATGGAGTCATCCTCAATTCGAGAAAGGTGGAGGTTCTGGCGGTGGATCGGG
AGGTTCAGCGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATCCGGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

TGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCA
GCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCA
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8.2.4 EGFP-CK2x1-33>
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8.4

Inhibitionskonstanten der

Vergleich mit Kroger et al.

Podophyllotoxin-Indol-Analoga:

Tabelle 12: Dissoziationskonstanten Kp, Ko* und Kifiir die Podophyllotoxin-Indol-Analoga. Auflistung der
Dissoziationskonstanten Kp‘ aus den MST-Messungen in Anwesenheit der Podophyllotoxin-Indol-Analoga
und den daraus errechneten Ki-Werten aus dieser Arbeit (neue Auswertung) und der vorherigen
Publikation.?”:280 Mit prdz. sind Messungen gekennzeichnet, in der die Substanz prazipitiert ist. In blau
hinterlegte Messungen wurden von Dr. Michaela Steinkriiger durchgefiihrt.

neue

Auswertung Kroger et al.

(Mittelwert * (Mittelwert

SEM), n [nM] SEM), n [nM]
Kb ohne
Inhibitor 1+7 1146

Ki neue Ki Kroger et
Bezeichnung Kp' Messreihe 1 Auswertung al. Kp' Messreihe 2 (Mittelwert £ SEM),
in Kroger et (Mittelwert * SEM), (Mittelwert* (Mittelwert £ n [nM]
Substanz al. n [nM] SEM), n [uM] SEM), n [uM]
WMS66-08 31414
(W16) (+)-3a 61+17n=3 31+14 -
WMS66-11  (+)-3d 38 +4n=3 43+6 42+6
WMS66-12  (-)-3a 174 £ 51 n=4 49+18 4918 17 £ 11 n=3
WMS66-13  (-)-10a 171 £ 47 n=3 8,629 85+29 praz.
WMS66-14  (+)-10b 186 + 36 n=4 72£15 7.2£15 72 +29n=5
WMS66-15 (-)-9a 332+ 52n=3 3,6+0,6 3.6+0.6
WMS66-16  (+)-9b 248 + 30 n=4 49108 49+08 46 £21n=3
WMS66-17 (+)-10a 524 + 132 n=4 2,8 20,9 28+0.9 47 £3,0n=3
WMS66-18  (-)-10b 328 + 63 n=3 3,8 +0,7 3.7+£07 62 + 22 n=3
26 =17 n=2 flir 20 19 £ 12 n=2 fir
WMS66-19  (+)-9a 8,0 £2,0 n=5 uM [10 uM]
WMS66-20 (-)-9b 261+ 15n=3 44 £0,3 44+03 9,4 £3,1 n=4
WMS66-21  (+-)-11 59 + 25 n=2 32 £17 3217 7,3+1,0n=2
WMS66-22  (+)-12 758 + 338 n=2 1,9 +0,8 1.8+0.8 58 + 21 n=3
WMS66-23 62 +19n=3 14 +5 23 +10n=3
WMS66-24 132 £43 n=3 6,0 2,2 24 +9n=3
13 £ 1 n=2 fir 20 16 = 2 n=2 fir flr

WMS66-25 17 £3 n=2 uM [10 uM]
WMS66-26 158 + 17 n=2 3,8 +04 25+15n=3
WMS66-27 89 +13n=3 74 £12 31+10n=3
WMS66-28 72 +12n=3 9,7 +1,6 45+ 17 n=3
WMS66-29 101 £4 n=2 6,1 £0,3 28 +5n=3
WMS66-30 93 + 13 n=3 71 1.2 27 £7n=3
WMS66-31 72 £2n=3 9,1 £0,4 28 £4n=3
WMS66-32 94 + 24 n=3 7.7 +1,8 29 +9n=3
WMS66-33 14 £ 6 n=4
WMS66-34 (-)-14d 9,2+27n=3
WMS66-35 (+)-14c 20 +3n=3
WMS66-36  (-)-9d 16 £ 3 n=4
WMS66-37 (+)-9c praz.
WMS66-38  (+)-14d 26 + 8 n=3
WMS66-39  (-)-14c 23 £+3n=3
WMS66-40  (+)-9d 25+13n=3
WMS66-41  (-)-9c praz.
WMS66-42 29 +7n=3
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Abbildung 6
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