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Zusammenfassung und Abstract

Zusammenfassung

Die Proteinkinase CK2 ist eine hochkonservierte Serin-/Threoninkinase, welche ubiquitar
exprimiert wird und gehort zur CMGC-Familie der eukaryotischen Proteinkinasen (ePKs). Bei
der CK2 handelt es sich um einen heterotetrameren Komplex, welcher aus einem Dimer zweier
regulatorischer Untereinheiten (CK2B) besteht, an welches sich je eine katalytische
Untereinheit (CK2a) anlagert. Die CK2a-Untereinheit ist konstitutiv aktiv, auch ohne die
Assoziation mit CK2 und es sind bis heute keine sekundaren Modifikation flr die in vivo
Regulierung der CK2-Aktivitat bekannt. Die Assoziation mit CK2B sorgt jedoch fiir eine
Veranderung der Substratspezifitat sowie eine Erhdhung der Thermostabilitat und Aktivitat.
Weiterhin ist die CK2 pleiotrop und hat ein breites Substratspektrum mit bis jetzt mehr als 300
bekannten Substraten. Aufgrund der Pleiotropie ist bis heute noch keine genaue Einordnung
der CK2 in die bisher bekannten Signaltransduktionsnetzwerke erfolgt. Bekannt ist jedoch,
dass sie in vielen fundamentalen Zellprozessen involviert ist. Hierzu zéhlen die Regulierung
des Zellzykluses, des zirkadianen Rhythmuses, der Genexpression, des Zellwachstums und
der Zelldifferenzierung, der Embryogenese sowie der Apoptose (wobei CK2 anti-apoptotisch
wirkt). Die CK2 steht im Zusammenhang mit einer Vielzahl von Erkrankungen wie Alzheimer
und Parkinson, entzindlichen und vaskuldren Erkrankungen, sowie Erkrankungen der
Skelettmuskulatur und des Knochengewebes. Vor allem aber steht die Uberexpression in einer
Vielzahl von Tumoren im Fokus, welche die CK2 zu einer wichtigen Zielstruktur fir die

Krebstherapie zur Entwicklung kleiner Molekdle zur Inhibition der Aktivitat macht.

Fur die Entwicklung von Inhibitoren bietet die CK2 mehrere Angriffspunkte, welche zum einen
gegen das Holoenzym und zum anderen gegen die beiden Untereinheiten gerichtet sind. Fur
die CK2a zahlen hierzu Inhibitoren, welche die ATP- oder Substratbindungsstelle angreifen
sowie allosterische Inhibitoren. Die CK2B-Untereinheit ist flir die Rekrutierung von einigen
Substraten notwendig und dies kann als Angriffspunkt fur die Entwicklung von Inhibitoren, die
an der Rekrutierungsstelle binden, genutzt werden. Das CK2-Holoenzym bietet als
Angriffspunkt fur Inhibitoren die CK2a/CK2B-Interaktion. Diese kann durch kleine organische

Molekiile sowie Peptide gestort werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde hauptsachlich nach solchen Molekiilen gesucht, welche die
CK2a/CK2B-Interaktion negativ beeinflussen. Fur die Identifikation von neuen Inhibitoren
wurde ein Fluoreszenz-Anisotropie (FA)-Assay sowie Microscale Thermophorese (MST)-
Messungen herangezogen. Validiert wurden die hier erhobenen Ergebnisse mit bereits
unternommen kalorimetrischen Untersuchungen. Zunachst wurden daflr
Dissoziationskonstanten Kp mit dem jeweiligen Interaktionspartner ermittelt. Im FA-Assay
wurde hierflir das CK2B-nachahmende zyklische Peptid Pc mit einem Fluoreszenzfarbstoff

markiert und als Interaktionspartner fir die CK2a verwendet. Fir das zyklische Peptid Pc
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konnte bereits sowohl mit einem radiometrischen Assay, als auch strukturbiologisch die
Interaktion mit CK2a aufgeklart werden. Fir die MST Messungen wurde die CK2 direkt
fluoreszenzmarkiert. Beide Methoden lieferten dabei ahnliche Ergebnisse wie bereits in der
Literatur beschrieben, auch fir die Interaktion von CK2(3 mit der paralogen CK2a'. Mittels der
beiden Assays konnten neue Derivate des zyklischen Peptids Pc als potente Inhibitoren der
CK2a/CK2B-Interaktion identifiziert werden. Weiterhin konnten durch die MST Messungen die
Werte flir den aus der Literatur bekannten Inhibitor W16 reproduziert und Derivate von diesem
als Inhibitoren identifiziert werden. Eine weitere interessante Beobachtung konnte mit
Substanzen vom Indeno[1,2-b]indol-Typs bei den MST-Messungen gemacht werden. Diese
sind eigentlich als ATP-kompetitive Inhibitoren der CK2a bekannt. Wahrend drei der
Substanzen vom Indeno[1,2-b]indol-Typ einen inhibitorischen Effekt auf die CK2a/CK2[3-
Interaktion hatten, zeigten die restlichen Substanzen eine Verstarkung der Affinitat zwischen
CK2a und CK2p3.

Die vorliegende Arbeit beschreibt weiterhin die Etablierung eines eukaryotisches
Uberexpressionsystems fir die CK2-Untereinheiten, bei welchem die Proteine in den
Zellkulturiberstand sekretiert und mittels eines fusionierten doppel-Streptag-Il gereinigt
werden. Durch die Transfektion von HEK293-EBNA-Zellen konnte eine gesteigerte
Proliferation fur CK2a und fir eine CK2a-Mutante beobachtet werden. Zellen, die mit einer
CK2B-Mutante transfiziert worden waren, zeigten ein gehemmtes Wachstum, ahnlich wie
bereits bei der Hefe S. Pombe und bei der Uberexpression in chinesischen Hamster
Ovarienzellen (CHO-Zellen) und in 3T3 L1 Zellen (Murine Fibroblasten) gezeigt wurde. Es
konnten CK2a, CK2a'3%, CK2a©3%S sowie CK2B"™%® aus dem Zellkulturiberstand der
HEK293-EBNA-Zellen gereinigt und isoliert werden. Fur die katalytischen CK2-Untereinheiten
konnten Bindungsaffinitaten mit hsCK2B"'%3 aus E. coli mit dem neu entwickelten MST-Assay

ermittelt werden.

Abstract

Protein kinase CK2 is a highly conserved serine/threonine-kinase with ubiquitous expression.
This kinase belongs to the family of CMGC kinases of the eukaryotic protein kinases. CK2 is
a heterotetrameric complex, which consists of a dimer of two regulatory subunits (CK2p). Each
of those regulatory subunits has a catalytic subunit (CK2a) attached to it. The CK2a subunit is
constitutively active even without association to the CK23 subunit. To date, there are no
secondary modifications for in vivo regulation of CK2 activity known. However, the association
with CK2[3 induces changes in the substrate specificity as well as enhances the thermostability
and activity. Furthermore, CK2 is a pleiotropic protein kinase with a broad substrate spectrum.
To date, there are more than 300 substrates known. Due to its pleiotropy a possible integration

into cellular signaling pathways and regulatory networks has been difficult. However, it is
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known that CK2 plays a role in a variety of fundamental cellular processes, i.e. the regulation
of the cell cycle, the circadian rhythm, gene expression, cell growth and differentiation,
embryogenesis and apoptosis with anti-apoptotic effects being ascribed to it. CK2 is
associated with a vast amount of human diseases like Alzheimer and Parkinson as well as
vascular diseases and diseases of the skeletal muscles and bone tissue. However, most
attention has been focused on CK2'’s overexpression in a vast variety of human tumors, thus,
making CK2 a relevant target for the development of small molecules for the inhibition if its

activity as anti-cancer agents.

CK2 offers several target sites for the development of new inhibitors. On the one hand,
inhibitors may target the holoenzyme and on the other hand they may be directed against one
of the two subunits. To date, inhibitors interacting with the ATP-binding or the substrate-binding
site of the CK2a subunit are known. However, the possibility of an allosteric inhibition targeting
the CK2a subunit has not been explored extensively. The CK2B subunit is necessary for the
recruitment of several substrates. There is a binding site at the N-terminal domain of CK2[3
which is feasible for the development of new inhibitors. Therefore, targeting the CK2a/CK2[3-
interaction site of the CK2 holoenzyme represents a new approach to inhibition of
CK2Currently, there are some small organic molecules as well as peptides known which

interrupt this interaction.

The presented work focuses mainly on molecules interrupting the CK2a/CK2B-interaction. In
order to identify potential inhibitors, fluorescence anisotropy (FA) assays as well as Microscale
Thermophorese measurements were used as methods of choice. The here ascertained results
of both methods were validated by already performed Isothermal Titration calorimetry
measurements. Initially, the dissociation constants Kp were determined with the respective
interaction partner. A fluorescence labeled version of the CK2B-mimicking cyclic peptide PC
was used for the FA assay. This peptide has already been identified to be CK23 competitive
by a radiometric assay as well as with crystallographic methods. For MST measurements the
CK2B-subunit was labeled directly with a fluorescent dye. The results for the obtained Kp
values were in good agreement with literature data and could also be confirmed for the
paralogous CK2a'. Applying both methods, new derivatives of the cyclic peptide Pc could be
identified as potent inhibitors of the CK2a/CK2B-interaction. Furthermore, literature data for
the chemical inhibitor W16 could be reproduced via MST. Moreover, derivatives of W16 were
identified as new inhibitors. Interestingly, the substances of the indeno[1,2-b]indol-type that
has been identified as an inhibitor of the CK2a/CK2B-interaction by means of MST
measurements is also known to be an ATP-competitive inhibitor. Strikingly, only three
compounds have shown to interfere with the CK2a/CK2B-interaction while the other

substances exhibited an intensification of the affinity of the two subunits.
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Furthermore, the presented work includes the establishment of a eukaryotic overexpression
system for the CK2 subunits. Utilizing this system, the proteins were secreted into the cell
culture supernatant and purified by a fused double Streptag Il. HEK293-EBNA cells transfected
with either CK2a full-length or a C-terminal deletion mutant of CK2a showed an increased
proliferation. In contrast, cells transfected with a C-terminal deletion mutant of CK2 exhibited
a decreased growth. Similar effects were observed for overexpression in yeast (S. Pombe),
Chinese hamster ovary cells (CHO-cells) and 3T3 L1 cells (murine fibroblasts). Successful
purification and isolation from HEK293-EBNA cell supernatant was achieved for the subunits
CK2a'33% CK2aC%3¢S as well as CK2B""%, For the catalytic subunits the determination of

binding affinities with hsCK2B"'%3 from E. coli with the new MST assay was possible.
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1 Einleitung
1.1 Protein-Protein-Interaktionen (PPls)

Protein-Protein-Interaktionen (PPIs), wie die Wechselwirkungen zwischen isolierten Proteinen
bezeichnet werden, spielen eine wichtige Rolle in allen biologischen Prozessen. Hierzu zahlen
Metabolismus, Transportvorgange, strukturelle Organisation, Signaltransduktion, Zellzyklus,
Immunantwort und Gentranskription [1]. Proteine bilden dabei sowohl Hetero- als auch
Homokomplexe aus. Diese werden weiterhin in obligatorische und nicht obligatorische
Komplexe unterschieden, wobei die obligatorischen Komplexe meist permanenter Natur sind
[2]. Die zugrunde liegenden Wechselwirkungen bei PPls sind meist nichtkovalenter Natur. Das
bedeutet, dass es sich um Van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen,

Interaktion von hydrophoben Aminosauren und elektrostatische Wechselwirkungen handelt.

Durch die Zuordnung bzw. Kartierung von Proteinnetzwerken erhofft man sich die
Organisation des Proteoms aufklaren zu kénnen. Daflr erfolgt die systematische Analyse von
PPIs, zum einen durch die Proteomik und zum anderen durch das Erfassen biophysikalischer
Daten [3].

PPIls sind von verschiedenen Faktoren abhangig. Sie lassen sich beispielsweise durch die
lokale Konzentration der Proteine beeinflussen, welche abhangig vom Expressionslevel des
jeweiligen Proteins, der Sekretion, der Degeneration, Diffusion und der Membranverankerung
des Proteins abhangig ist [2]. Die Proteinkonzentration hat somit auch einen Einfluss darauf,
ob es Uberhaupt zu einem Kontakt der Interaktionsflachen der PPl kommt. Dies ahnelt der
Reaktionsgeschwindigkeit chemischer Reaktionen, die umso hoéher ist, je hdher die
Konzentration der Ausgangsstoffe ist. Die Begriindung hierfur liegt darin, dass in diesem Fall
die Wahrscheinlichkeit hoher ist, dass zwei Teilchen zusammenstoen und miteinander
reagieren kdnnen. AuBerdem kdnnen auch sogenannte Effektormolekiile, wie ATP oder Ca?*,
einen Einfluss auf PPIs haben, weiterhin die Anderung physiologischer Bedingungen sowie

kovalente Modifikationen [2].

Ein weiterer wichtiger Faktor bei PPIs ist die Interaktionsflache zwischen den Proteinen. Dabei
spielt nicht nur die Grolke eine Rolle, sondern auch die Komplementaritat der Flachen. Die
geometrischen und physikochemischen Eigenschaften der Interaktionsflache lassen auch
Ruckschlisse auf die Stabilitat des Komplexes zu. Oft ist es aber so, dass die GroRe der

Interaktionsflache mit der Stabilitat bzw. der Starke des Komplexes korreliert [4].

PPIs sind fur die Forschung von Interesse, um zum einen, wie bereits erwahnt, die
Organisation des Proteoms besser zu verstehen. Zum anderen ist es so, dass wenn diese

strengen Regulationsmechanismen in Unordnung geraten, die PPIs meistens fehlerbehaftet
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sind. Deswegen ist es nicht nur von Interesse die Organisation der PPls besser zu verstehen,
sondern auch die Mdglichkeiten kennenzulernen, diese zu stabilisieren, zu verhindern oder
auch aufzubrechen, um letztendlich Arzneimittel zu entwickeln, welche die fehlerhaften PPls
wieder korrigieren [5]. Hierzu wird nicht nur in chemischen Bibliotheken, sondern auch in silico
mittels computergestitzten Methoden nach solchen Substanzen gesucht [6]. In dieser Arbeit
wurde von der Struktur der Interaktionsflache ein kurzes Peptid abgeleitet genutzt, welches
mit dem natirlichen Bindungspartner konkurriert. Dieses wurde durch Laudet et al. identifiziert

[7,8]. Wie diese Interaktionen detektiert werden kénnen, ist unter 3.1 nachzulesen.
1.2 Eukaryotische Proteinkinasen

1.2.1 Eukaryotische Proteinkinasen und deren Regulation

Die Phosphorylierung von Proteinen ist eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen
zur Steuerung nahezu aller fundamentalen zellularen Prozesse. Hierzu zahlen Transkription,
Zellzyklus, Differenzierung, Proliferation, Wahrnehmung und Reaktion auf duflere Reize,
Immunantwort und Apoptose. Enzyme, die diese Reaktion katalysieren, sind unter anderem
die eukaryotischen Proteinkinasen (ePKs). Sie zahlen zu der Gruppe der Transferasen, die
die Ubertragung der y-Phosphatgruppe eines Donorsubstrats, bevorzugt ATP, aber auch GTP,
auf ein Akzeptorsubstrat katalysieren (s. Abb. 1). Hinsichtlich des Akzeptorsubstrats gibt es
die Moglichkeit der Ubertragung auf eine Hydroxylgruppe, d.h. eine O-Phosphorylierung, der
Aminosauren Serin, Threonin oder Tyrosin [9]. Es ist ebenso auch eine O-Phosphorylierung
eines Aspartats maoglich, diese fiihrt jedoch zu einem instabilen Anhydrid. Seltener gibt es auch
den Fall der N-Phosphorylierung der Amidgruppe von Histidin, Arginin oder S-
Phosphorylierung des Cystein [10,11]. Durch den Transfer der Phosphatgruppe kommt es
aufgrund deren polarer Ladung zu einer Ladungsveranderung des Akzeptorsubstrats. Eine
solche Anderung der Ladung kann Konformationsénderungen hin zur aktiven oder inaktiven
Konformation, eine Veranderung der Lokalisation innerhalb der Zelle oder eine Modifikation
der Bindungseigenschaften zur Folge haben. Das Gegenstick zu den ePKs bilden die
Proteinphosphatasen, welche die Ruckreaktion, also die Dephosphorylierung von Substraten,

katalysieren [12].
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Abb. 1 Reaktionsverlauf der Proteinphosphorylierung:
Die Abbildung zeigt die verschiedenen Reaktionsschritte bei der Proteinphosphorylierung.
Zunachst muss ein Phosphatdonor (ATP/GTP) an eine Kinase binden (A/B). Anschliel’end
kommt es zur Substratbindung (C). Im nachsten Schritt erfolgt der Phosphattransfer (D). Dann
wird zunachst das phosphorylierte Substrat wieder freigegeben (D/E) und zuletzt ADP/GDP
(E/A). Die Proteinkinase steht nun fir die nachste Reaktion zur Verfigung. (Abbildung
angelehnt an Ubersax und Ferell 2007 [9])

Insgesamt wurden 518 Gene im humanen Genom nachgewiesen, welche fir Proteinkinasen
codieren, dies entspricht etwa 2 % des gesamten menschlichen Genoms. Dabei codieren 478
Gene fur die Superfamilie der ePKs und 40 Gene fir sogenannte atypische
Proteinkinasen [13]. Im Prinzip gibt es zwei Superfamilien und die atypischen Proteinkinasen,
welche einer eigenen Sequenzfamilie angehdren. Die zwei Superfamilien sind die bereits
erwahnten ePKs und die prokaryotischen Histidin-Kinasen. Insgesamt gesehen sind diese
Termini irreflhrend, da beide Superfamilien in Eukaryoten, Prokaryoten und Archebakterien
zu finden sind [13,14]. Die ePKs kénnen in zwei weitere Gruppen aufgeteilt werden, je

nachdem welche Aminosauren fir die Phosphorylierung bevorzugt werden. Zum einen gibt es
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die Serin/Threonin-Kinasen, zu welchen auch die in dieser Arbeit behandelte Proteinkinase
CK2 zahlt, und zum anderen die Tyrosin-Kinasen [15]. Beide zusammen bilden das
menschliche Kinom (in Anlehnung an das Genom) und sind verantwortlich fir die
Phosphorylierung von ca. 10000 Proteinen. Die grofiten Familien sind dabei in Abb. 2 zu
sehen; hierzu zahlen die AGC (Proteinkinasen A, G und C), CAMK (Calmodulin-abhangige
Proteinkinase), CK1 (Caseinkinase 1), CMGC (CDK (Cyclin-abhangigen Kinasen); MAPK
(MItogen-aktivierte Protein Kinase); GSK3 (Glycogensynthasekinase 3) und CLK (CDC like
Kinase)), STE (MAPK-Kaskade-Kinasen), TK (Tyrosinkinasen) und TKL (Tyrosinkinase-
ahnliche Kinasen) [13,16].

- = Human
. T i =
=\ NI Kinome
SR A S -
b .g-w-:‘n: A 3

Abb. 2 Das humane Kinom:
Dendrogram der wichtigsten ePKs und ihren Familien. Reproduziert nach dem Poster zu
Manning et al. [13] mit freundlicher Genehmigung durch die AAAS.

Die Phosphorylierung durch ePKs ist ein streng regulierter Prozess, bei dem eine
Uberphosporylierung verhindert werden soll. Beziiglich der Regulation gibt es verschiedene
vielschichtige Mechanismen flr die verschiedenen Proteinkinasen. Hierzu zahlt die Aktivierung
durch sekundare Botenstoffe, wie beispielsweise bei der CAMK, die in Abhangigkeit von der
Calmodulinkonzentration innerhalb der Zelle aktiviert wird. Auch die cAMP-abhangige

Proteinkinase (CAPK)wird durch sekundare Botenstoffe, in diesem Fall durch das zyklische
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AMP (cAMP) aktiviert [17]. Andere Proteinkinasen werden durch PPIs reguliert. Dazu zahlt die
Bindung eines anderen Proteins, wie bei den CDKs, was letztendlich zur Aktivierung der
Kinase flhrt [18]. Die Dissoziation von Proteinuntereinheiten aus einem Komplex kann
ebenfalls zur Aktivierung fuhren. Dies trifft u. a. auf die CAPK zu, welche in ihrer inaktiven
Form ein heterotetramerer Komplex aus zwei - und zwei a-Untereinheiten ist. Nach Bindung
von cAMP an die B-Untereinheit der CAPK kommt es zur Dissoziation und so zur Aktivierung.
Nach der Dissoziation liegt die a-Untereinheit als aktives Monomer vor [19]. Proteinkinasen
werden auch selbst durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen reguliert. Beispiele
fur diese Art der Regulation sind zum einen die p38MAP-Kinase, welche durch
Phosphorylierung an zwei Aminosauren in ihre aktive Konformation bergeht [20]. Bei der
GSK3 hingegen fuhrt die Phosphorylierung durch die Proteinkinase B zur Inaktivierung; fir die

Aktivierung muss eine Dephosphorylierung erfolgen [21].

Ist die Regulation der ePKs nicht mehr gegeben aufgrund von Mutationen oder
Deregulationen, so kann dies ernsthafte pathologische Folgen haben. Sie spielen dann eine
Rolle in der Entstehung verschiedener Erkrankungen. Hierzu zahlt im Besonderen die
Entwicklung von Krebs. Solche Deregulationen wurden ebenfalls bei anderen
Krankheitsbildern wie Diabetes, Neurodegeneration, chronischen Entziindungen, Infektionen

oder viralen Erkrankungen beobachtet.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten innerhalb der Familie der ePKs wurde diese lange
nicht als Zielstruktur fir die Entwicklung von Arzneistoffen in Betracht gezogen, da eine
selektive Hemmung als fur sehr schwierig erachtet wurde und Arzneistoffe mit der hohen
intrazellularen Konzentration an ATP (2-10 mM) konkurrieren mussten. [22] Genaueres zur

Inhibition von Proteinkinasen ist in Kapitel 1.3 beschrieben.

1.2.2 Struktureller Aufbau von eukaryotischen Proteinkinasen

Die meisten ePKs sind strukturell sehr ahnlich, sowohl global gesehen als auch in Bezug auf
das aktive Zentrum. Die grundlegende Struktur besteht aus einer C-terminalen Domane,
welche hauptsachlich aus a-Helices aufgebaut ist, und einer N-terminalen Domaéane, die
Uberwiegend aus einem flinfstrangigen B-Faltblatt gebildet wird. Verbunden sind die beiden
Domanen durch eine Gelenkregion, das aktive Zentrum der ePKs enthalt und teilweise fur die
Bindung des Phosphatdonors verantwortlich ist. Das aktive Zentrum kann sich dabei in zwei
Zustande befinden: zum einen der Grundzustand mit minimaler Aktivitdt und zum anderen
dem Zustand maximaler Aktivitat [23]. Aufgrund des gemeinsamen Katalysemechanismus' ist
der aktive Zustand der ePKs sehr ahnlich, was zu Selektionsproblemen fihrt (s. Kapitel 1.3).

Im Grundzustand sind diese Ahnlichkeiten weniger stark ausgepréagt.
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Kommt es zur Aktivierung einer Proteinkinase, so hat dies groRe strukturelle Veranderungen
zur Folge. Dabei werden die Aktivierungsschleife und die Helix-aC, d. h. die einzige a-Helix
innerhalb der N-terminalen Domane, so in Stellung gebracht, dass die katalytisch aktiven
Reste des aktiven Zentrums fur die Katalyse zur Verfigung stehen [23]. Die
Aktivierungsschleife ist in einer gedffneten Konformation, wodurch die Bindung von ATP/GTP
mdoglich ist. Das y-Phosphat wird abgespalten und die durch das Ldsen der Bindung frei
werdende Energie wird fir die Ubertragung der Phosphorylgruppe auf das im zweiten Schritt
gebundene Akzeptorsubstrat verwendet. Nach der Phosphorylierung erfolgt die Freisetzung
des Phosphoproteins (Produkt) und anschlieRend die des ADP/GDP-Molekils [9].

Ein strukturell wichtiges Element fur die Katalyse ist eine kurze Aminosauresequenz aus
Aspartat, Phenylalanin und Glycin (DFG-Motiv), welche sich am Anfang der
Aktivierungsschleife befindet und bei der Aktivierung in das aktive Zentrum gedreht wird. Dies
gibt der Konformation die Bezeichnung ,DFG-in“. Das DFG-Motiv ist fur die Koordination eines
Mg?*-lons verantwortlich, welches fiir die Abschirmung des zu lbertragenden Phosphatrestes
bendtigt wird. Ein zweites Schllisselelement fir die Katalyse ist die in der N-terminalen
Domane liegende Helix-aC. Sie bildet im aktiven Zustand eine Uber einen Glutamatrest
vermittelte Salzbriicke mit einem Lysinrest der Gelenkregion aus. Durch diese Salzbriicke ist
das Lysin so fixiert, dass es die a- und B-Phosphatgruppe des ATP ausrichten kann. Beim
Ubergang zum inaktiven Zustand wird diese Salzbriicke aufgebrochen und die Helix-aC aus
dem aktiven Zentrum rotiert. Dies hat ebenfalls eine Rotation des DFG-Motivs in den
sogenannten ,DFG-out- Zustand zur Folge [23,24]. Hierbei richtet sich das Phenylalanin des
DFG-Motivs aus dem N-Terminus der Aktivierungsschleife in Richtung der ATP-Bindungsstelle
aus (s. Abb. 3) und bewegt sich dabei um 10 A im Vergleich zu seiner Position in der aktiven
Form [25,26]. Die beiden Zustande des DFG-Motivs stellen Angriffspunkte verschiedener
Inhibitoren dar (s. Kapitel 1.3).
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DFG-in

DFG-out

Abb. 3 Nahansicht der Hauptunterschiede zwischen DFG-in und DFG-out
Konformation.
Darstellung des DFG-Motivs in einer aktiven (DFG-in) und einer inaktiven (DFG-out)
Proteinkinase. Abbildung abgewandelt nach Podlipnik et al. [26]. Mit freundlicher Genehmigung
durch Elsevier.

Eine weitere wichtige Theorie bei der Aktivierung der Proteinkinasen ist die Spine-Theorie.
Dabei wird zwischen dem regulatorischen R-Spine und dem katalytische C-Spine
unterschieden, welche beide aus Stapeln hochkonservierter hydrophober Aminosauren
bestehen. Der R-Spine schlie3t das Phenylalanin des DFG-Motivs ein und verbindet den C-
und N-Terminus der Proteinkinase [27]. In der inaktiven Form der Proteinkinase befindet sich
dieser Spine in Unordnung und die Aktivierungsschleife in ihrer geschlossenen Form. Bildet
sich der Spine hingegen aus, so werden auch die fur die Katalyse bendétigten Aminosauren in
ihre aktive Ausrichtung gebracht. Der R-Spine ist dabei insgesamt fir die Regulation der
Ausrichtung in die aktive Form verantwortlich [27]. Der katalytische C-Spine erstreckt sich von
der C-terminalen bis zur N-terminalen Domane. Durch Bindung des ATP-Molekils kommt es
zur SchlieBung einer Licke innerhalb des C-Spines, wodurch die letzte notwendige
Konformationsénderung fir den aktiven Zustand erfolgt. Eine vollstandige Aktivierung der
Proteinkinase und damit die Ubertragung der Phosphorylgruppe auf ein Akzeptorsubstrat

bedarf immer der Ausrichtung des R-Spines gefolgt von der SchlieRung des C-Spines [28].
1.3 Proteinkinase-Inhibitoren

Aufgrund der grof3en Rolle, die Proteinkinasen in vielen zellularen Prozessen spielen, stellt
eine fehlerhafte Regulierung ein enormes Problem dar. Daher werden Proteinkinasen neben
den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) mittlerweile als eine der wichtigsten
medizinischen Zielstrukturen fur die Entwicklung von Arzneistoffen angesehen [22,29]. Zu
diesem Zweck wurde ein Pharmakophor-Modell von Traxler und Furet auf der Grundlage der
ATP-Bindungstasche entwickelt (s. Abb. 4) [30]. Das Hauptmotiv ist hierbei die als ,hinge®
bezeichnete Gelenkregion zwischen C- und N-Terminus der Proteinkinase. Die Gelenkregion
bildet in beide Richtungen, am Ubergang zu C- und N-Terminus, jeweils eine hydrophobe

Region aus, welche die Adenin-bindende Region umgeben.
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Weiterhin gibt es fur die strukturelle Entwicklung von Inhibitoren noch jene Regionen, die die
Ribose und die Phosphatgruppen binden und Ansatzpunkte fir die Optimierung von

Leitstrukturen bieten.
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Abb. 4 Pharmakophor-Modell fiir Proteinkinase-Inhibitoren:
Schematische Abbildung der ATP-Bindungsstelle eines aktiven Zentrums einer ePK.
Pharmakophormodell nach Furet und Traxler [30] und erweitert durch Liu und Gray [31]. B:
Erweiterung des Modells um die allosterische Bindungstasche. Abbildung enthommen aus Liu
und Gray, mit freundlicher Genehmigung durch die Nature Publishing Group.

Bei Proteinkinasen werden im Allgemeinen drei Klassen von Inhibitoren unterschieden. Klasse
I Inhibitoren wirken ATP-kompetitiv und binden an die aktive Form der Proteinkinase. Sie
werden teilweise auch als DFG-in-Inhibitoren bezeichnet, da das DFG-Motiv in der aktiven
Form in das aktive Zentrum gedreht ist. Bei dieser Klasse der Inhibitoren stellt die Selektivitat
das groRte Hindernis dar, da die ATP-Bindungstasche aller Proteinkinasen eine hohe
strukturelle Homologie aufweist und in ihrer aktiven Form stark konserviert ist [30,32].
Fehlende Selektivitdt kann zu unerwlnschten Nebenwirkungen beitragen. ATP-kompetitive
Inhibitoren bilden bei der Bindung ein Netzwerk hydrophober Interaktionen und
Wasserstoffbriickenbindungen mit  der  ATP-Bindungsstelle aus. Neben dem
Selektivitatsproblem kommt noch hinzu, dass diese Inhibitoren mit der hohen Konzentration
an intrazelluldarem ATP konkurrieren mussen. Diese ist meist weitaus hoher als die Michaelis-
Konstante Ku der meisten Proteinkinasen fir ATP [22][33].

Die Klasse ll-Inhibitoren binden ebenfalls an die ATP-Bindungsstelle, allerdings an jene der
inaktiven Form des Enzyms. Sie werden daher auch als DFG-out-Inhibitoren bezeichnet, da
das DFG-Motiv in der inaktiven Form aus dem aktiven Zentrum heraus gedreht ist, wodurch
eine weitere hydrophobe Bindungstasche gebildet wird (s. Abb. 4 B) [31,34]. Vorteil dieser
Inhibitorklasse ist, dass die inaktive Form der Proteinkinasen eine geringe strukturelle

Homologie aufweist. Dies beglinstigt die Entwicklung selektiver Proteinkinaseinhibitoren. Ein
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Beispiel fur einen bereits zugelassenen Inhibitor der Klasse Il ist Imatinib (Gleevec®,
s. Abb. 4 B) der Firma Novartis. Imatinib bindet an die inaktive Form der Bcr-Abl Kinase
(Breakpoint Cluster Region- Abelson murine leukemia Kinase und wird erfolgreich gegen

chronisch myeloische Leukadmie (CML) angewendet [31].

Klasse lll-Inhibitoren binden nicht an das aktive Zentrum, sondern an eine allosterische
Bindungsstelle. Auch dieser Inhibitionsansatz erleichtert es, die Selektivitat von Inhibitoren zu
erhdhen, da die Aminosauresequenz aullerhalb der ATP-Bindungstasche wenig konserviert
ist [33].

Neben der Selektivitat eines Inhibitors stehen auch seine Bindungseigenschaften im Fokus.
Soll die Verbindung als Arzneistoff eingesetzt werden, spielen zudem die Absorption und
Verteilung des Wirkstoffes eine grof3e Rolle. Fir eine bessere Beurteilung von Wirkstoffen

entwickelte Lipinski die nach ihm benannten Lipinski’s ,Rule of five* [35,36].

1. Das Molekulargewicht eines Inhibitors sollte < 500 Da sein.

2. Furdie Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen sollten nicht mehr als 5 Donoren
vorhanden sein.
Ebenso sollten nicht mehr als 10 Wasserstoffbriicken-Akzeptoren vorliegen.
Die Verbindung sollte relativ lipophil sein und einen LogP (Verteilungskoeffizient) < 5
aufweisen.

5. Substrate bzw. Substratderivate von biologischen Transportern bilden dabei eine

Ausnahme von den Regeln 1-4.

Die Lipinski’s ,Rule of five* sind als Anhaltspunkte bei der Entwicklung von Arzneistoffen zu
verstehen und mussen nicht zu 100 % eingehalten werden. Dies lasst sich daran festmachen,
dass ca. 1/7 aller durch die amerikanische Lebensmitteliberwachungs- und
Arzneimittelzulassungsbehdérde (FDA) zugelassenen Arzneistoffe besagten Regeln nicht

entsprechen [37].

1.4 Die Proteinkinase CK2

Im Jahr 1954 entdeckten George Burnett und Eugene Kennedy die Proteinkinase CK2, welche
sie Protein-Phosphokinase nannten [38]. Der Begriff Caseinkinase 2 bzw. CK2 wurde ab den
spaten 19070er Jahren gepragt. [39] CK2 zahlt zur Familie der CMGC-Kinasen, welche auch
die Cyclin-abhangigen Kinasen, die MAP-Kinasen und die Glycogensynthasekinase 3
beinhaltet (s. Abb. 5) [13].



Einleitung

N ~Human
= a Kinome

......
..........

nnnnnnn

........

......

\\\\\

xxxxx

Abb. 5 Die CMGC-Familie:
Dendrogramm der CMGC-Familie und die Lage von CK2a und CK2a‘ innerhalb dieser Familie.
Abbildung verandert nach Manning et al. 2002 und dem zugehdrigen Poster [13]. Mit
freundlicher Genehmigung der AAAS.

CK2 ist eine hochkonservierte Serin/Threonin-Kinase, welche ubiquitar exprimiert wird. Sie
konnte in allen Zelltypen von Eukaryoten, sowie im Nucleus als auch im Cytosol dieser Zellen
nachgewiesen werden [40,41]. Dabei ist sie eine pleiotrope Proteinkinase mit mittlerweile mehr
als 300 bekannten Substraten [42,43].

Aufgrund dieser Pleiotropie ist bis heute noch keine genaue Einordnung der CK2 in die bisher
bekannten Signaltransduktionsnetzwerke erfolgt. Es ist jedoch nachgewiesen, dass
Proteinkinase CK2 aufgrund ihrer ubiquitdren Expression und ihrer Pleiotropie in zahlreiche
fundamentale zellulare Prozesse involviert ist [44]. Hierzu zahlen die Regulierung des
Zellzykluses [45], des zirkadianen Rhythmuses [46], der Genexpression [42], des
Zellwachstums und der Zelldifferenzierung [40,44], der Embryogenese [47] sowie der
Apoptose (wobei CK2 anti-apoptotisch wirkt) [40,44]. Weiterhin wurde der CK2 eine Rolle bei
der Weiterleitung von Signalen, welche der Zelle beim Uberleben bzw. dem Schutz gegen

Stress helfen, zugesprochen [48][49].

Das CK2-Holoenzym besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten, der CK2a und/oder der
CK2a, welche an ein Dimer aus regulatorischen Untereinheiten (CK2B) binden [50-53].
Sowohl CK2a/CK2a' als auch das CK2-Holoenzym sind konstitutiv aktiv und unterliegen
keinerlei Regulationsmechansimen, wie z. B. der Aktivierung durch Second Messenger, der
Phosphorylierung durch andere Proteinkinasen oder der Autophosphorylierung. Dieser Punkt
unterscheidet CK2 von den restlichen Mitgliedern der CMGC-Familie [54,55].

10
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Far die Phosphorylierung von Akzeptorsubstraten nutzt CK2 ATP und GTP als
Phosphorylgruppendonor, was zu einer dualen Co-Substratspezifitat flhrt. Dies macht CK2 zu
einer Besonderheit, da sie die einzige bekannte Serin/Threonin-Kinase ist, fur welche gezeigt
wurde, dass ATP gegenuber GTP nur minimal bevorzugt wird [56,57]. Als Akzeptorsubstrate

dienen saure Peptide/Proteine mit einer relativ kurzen Konsensussequenz (s. Abb. 6) [58].

(s1)—— X —— X —— (D/E/Sp/Tp)

p ——(P+1)—— (p+2)—— (P+3)

Abb. 6 Substraterkennungsmotiv:
Die minimale Konsenssequenz der CK2: in Position 3 zur Phosphorylierungsposition befindet
sich meist ein saurer, negativ geladener Aminosaurerest. Ein negativ geladener Aminosdurerest
in Position 1 zur Phosphorylierungsposition kann die Substratbindung férdern oder das Fehlen
eines sauren Restes in Position 3 ausgleichen.

CK2 wird mit verschiedenen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (siehe vorn), wobei
bis heute keine Mutationen bekannt sind, welche die konstitutive Aktivitat und ihre Beteiligung
an den Erkrankungen erklaren wirden [40][59]. Der Hauptfokus liegt hierbei auf der
Uberexpression der Proteinkinase in einer Vielzahl an Tumoren, z. B. bei der akuten
lymphoblastischen Leukamie. Diese Uberexpression fiihrt zu einer gesteigerten Proliferation
der Tumorzellen, wohingegen eine Inhibition der CK2 zur Apoptose und somit zur
Verkleinerung von Tumoren fuhrt [60,61]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von CK2 in Tumoren die Multi-Drug-Resistenz dieser Tumore starkt [62]. Zu
den soliden Tumoren, in welchen CK2 besonders Uberexprimiert wird, zahlen kolorektale
Karzinome [63,64] sowie Brust- [65—67] und Prostatakarzinome [68—71]. Weiterhin steht CK2
im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer und Parkinson,
entziindlichen und vaskularen Erkrankungen, sowie Erkrankungen der Skelettmuskulatur und
des Knochengewebes. Zudem gibt es auch Zusammenhange bei viralen und parasitaren
Krankheiten [72].

1.4.1 Strukturelle Aspekte der CK2

Die erste Rontgenkristallstruktur des CK2-Holoenzyms wurde 2001 verdffentlicht und zeigt den
schmetterlingsartigen Aufbau des heterotetrameren Komplexes (s. Abb. 7) [51]. Beide CK2[3-
Untereinheiten sind an der Bindung der zwei CK2a(a')-Untereinheiten beteiligt, wobei die
Interaktionsflache ~1000 A? betragt [51,73].Die zwei CK2a(a)-Untereinheiten haben keinen
direkten Kontakt miteinander [74]. Die Interaktion der CK2a-Untereinheit mit dem CK23-Dimer
findet Uber Interaktionen der B-Faltblattstrange 1-3 von CK2a mit Seitenketten der CK2(3

Untereinheit statt. Beide CK2a-Untereinheiten interagieren dabei mit beiden CK2[3-

11
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Untereinheiten. Zum einen wird die Interaktion mit einer CK2a-Untereinheit Gber die C-Termini
vermittelt. Zum anderen gibt es auch eine Interaktion mit der jeweils anderen CK2[3-
Untereinheit Uber deren zentralen Bereich mit der anderen CK2a-Untereinheit. Die p4/p5-
Schleife der CK2a spielt ebenfalls eine besondere Rolle bei der Formierung des CK2-
Holoenzyms. Diese Kontaktstelle zeigt eine geschlossene Konformation, wenn die CK2a als
Monomer vorliegt, und verhindert sterisch eine Bindung an CK2B. Im Holoenzym liegt diese
Schleife hingegen in einer gedffneten Konformation vor, wie sie bisher auch in allen CK2-

Holoenzym-Kristallstrukturen gezeigt werden konnte [75].

CK2ca Kette 1 CK20 Kette 2

Abb. 7 Kristallstruktur des CK2-Holoenzyms:
Das CK2-Holoenzym (PDB: 1JWH) bildet sich aus einem Dimer von regulatorischen CK2[3-
Untereinheiten, an das zwei katalytische CK2a-Untereinheiten binden. Die fir diese Arbeit
wichtige Grenzflache der Untereinheiten ist farblich (hellbraun) hervorgehoben. Abgewandelt
nach Niefind et al. [51] Mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons.

Die katalytische CK2a-Untereinheit weist den prinzipiellen Aufbau aller ePKs auf. Sie hat eine
N-terminale Doméane, welche hauptsachlich aus einem flinfstrangigen antiparallelen [3-
Faltblattbesteht und einer markanten a-Helix besteht. Diese ist tiber eine Gelenkregion mit der
C-terminalen Domane, welche sich vornehmlich aus a-Helices und zwei kleineren
zweistrangigen B-Faltblattern zusammensetzt, verbunden. CK2a zeigt die typische Insertion
der Helices aH, al und aJ, welche auch in anderen Mitgliedern der Superfamilie der CMGC-
Kinasen zu finden ist [565]. Die CK2a-Untereinheit weist jedoch auch einige strukturelle
Besonderheiten gegeniiber anderen Mitgliedern der Superfamilie der CMGC-Kinasen auf.
Dies betrifft insbesondere die Aktivierungsschleife, welche durch den N-Terminus in einer
aktiven Konformation fixiert bzw. stabilisiert wird. Hierdurch ist CK2a konstitutiv aktiv [76]. Sie
besitzt zwar Phosphorylierungsstellen innerhalb der Aktivierungsschleife, aber diese sind fur
die Aktivitat nicht obligatorisch und ebenso fraglich. Dies wurde 1998 mit Hilfe der ersten
Kristallstruktur der CK2a aus Zea mays (im Komplex mit ATP) gezeigt [77]. Zudem wurde
bewiesen, dass die CK2a-Untereinheit im Gegensatz zu anderen ePKs ein DWG-Motiv

anstelle des DFG-Motivs besitzt. Durch den Austausch des Phenylalanins gegen ein
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Tryptophan kann die CK2a nicht wie andere ePKs eine DFG-out-Konformation einnehmen.
Der Tryptophanrest ist dabei fir die Stabilisierung der Aktivierungsschleife in der aktiven

Konformation durch Ausbildung einer Wasserstoffbriicke verantwortlich [76].

Der dualen Cosubstratspezifitat von CK2a liegen ebenfalls verschiedene strukturelle Elemente
zugrunde. So zeigt die CK2a-Untereinheit eine besondere Flexibilitat der Gelenkregion,
welche in einer offenen und einer geschlossenen Konformation vorliegen kann. Die offene
Konformation wurde erstmals 1999 in einer Kristallstruktur der CK2a aus Zea mays im
Komplex mit GMPPNP nachgewiesen und stellt eine Besonderheit der CK2a dar. In der
gedffneten Form kommt es zu einer Positionsveranderung des Phenylalanins 121, welches im
Vergleich zur geschlossenen Konformation der Gelenkregion genau in die entgegengesetzte
Richtung zeigt. Durch die Veradnderung der Position vergroRert sich das Raumangebot,
welches die Bindung des GTP erlaubt. In der geschlossen Konformation besteht hierzu keine
Méoglichkeit, da GTP an der Bindung sterisch gehindert wird [56].

Eine weitere strukturelle Besonderheit des CK2-Holoenzyms besteht in der Ausbildung von
Filamenten durch Oligomerisierung in Abhangigkeit von der Salzkonzentration [78]. Die Rolle
dieser Filamente in vivo ist bis heute noch nicht geklart. Wenn zwei oder mehr CK2-
Holoenzyme in einer Juxtaposition aufeinandertreffen, dann passen sie genau ineinander. Es
kommt zur Interaktion der N-terminalen Phosphorylgruppenakzeptor-Bindungsstelle auf der
CKpB-Untereinheit mit der katalytischen Region der CK2a-Untereinheit eines benachbarten
Moleklls [79]. Dabei spielen elektrostatische Wechselwirkungen eine grofe Rolle, was
wiederum die Abhangigkeit der Oligomerisierung von der Salzkonzentration erklart. Bei der
Oligomerisierung werden sowohl ringférmige als auch filamentése Aggregate in
unterschiedlichen GréRRen postuliert (s. Abb. 8), wobei ringférmige Oligomere eine deutlich
hohere katalytische Aktivitat aufweisen. Insgesamt wird den Filamenten und Oligomeren eine

regulatorische Rolle zugesprochen [80-82].
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Abb. 8 Strukturen der verschiedenen postulierten CK2 Oligomere:
Nachdem Glover 1986 entdeckt hatte, dass CK2 in vitro Filamente ausbildet, konnten Valero et
al. dies 1995 ebenfalls nachweisen. Valero et al. postulierten insgesamt 4 verschiedenen
Strukturen: das Protomer, ringartige Strukturen sowie dicke und diinne Filamente. Abbildung
angelehnt an Valero et al. [81]. Mit freundlicher Genehmigung der American Society for
Biochemisty and Molecular Biology.

1.4.2 Die katalytische Untereinheit CK2a und ihr Paralogon CK2a'

Die zwei Untereinheiten CK2a und CK2a' sind paraloge Enzyme, welche auf unterschiedlichen
Chromosomen codiert werden [83,84]. Paraloge Proteine entstehen, wenn es zu einer
Genverdopplung kommt und die homologen Gene anschlief’end im Genom durch Inversion,
Translokation und Transposition verteilt werden. Eines der beiden Paralogen kann nun durch
Mutation die bisherige Funktion in einer spezialisierten und leicht veranderten Form ausfihren.
Kommt es nicht zu einer spezialisierten Funktion bzw. hat das paraloge Protein fiir den
Organismus keinen Nutzen, so kommt es zur Ausbildung von Pseudogenen, welche keine

Funktion mehr ausweisen [85].

pa/ps

ATP-binding loop

{ghycine-rich loop)

AMPPNP
+ 2 Mg?*

| —— N-terminal domain ——|

C-terminus

C-terminal domain

Abb. 9 Struktur der CK2a:
Struktur der CK2a aus Zea Mays in Komplex mit AMPPNP. Die Abbildung zeigt einige wichtige
strukturelle Elementen der CK2a. Entnommen aus Niefind et al. [86] Mit freundlicher
Genehmigung von Springer.
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CK2a und CK2a“ sind sich sowohl in ihrer Primarsequenz als auch in ihrer Struktur sehr
ahnlich.[87]. Die Struktur der CK2a ist in Abb. 9 zu sehen. Die Homologie zwischen den ersten
330 Aminosauren betragt dabei 85 %. Betrachtet man den C-Terminus beider Proteine, so
lassen sich hier die gréRten Unterschiede finden. CK2a hat einen um 41 Aminosauren
langeren C-Terminus als CK2a‘ [83]. Hieraus ergeben sich flir CK2a‘ vier Phosphorylierungs-
und eine Glykolisierungsstelle weniger, was wiederum Unterschiede in der Interaktion mit
einigen Substraten zur Folge hat [88,89]. Die genaue Rolle des C-Terminus der CK2a ist bis
heute jedoch noch unklar. Insgesamt ist die Rolle von CK2a' weniger erforscht als die der
paralogen CK2a. Wahrscheinlich wird CK2a' hauptsachlich im Gehirn und in den Testikeln
exprimiert und nicht ubiquitar wie CK2a [90]. Der Knockout von CK2a in Mausen ist aufgrund
ihrer Bedeutung in der Embryogenese letal; bei Saccharomyces cerevisiae flhrt er ebenfalls
zum Absterben der Zellen [47,91]. Ein Knockout von CK2a‘ in Mausen ist hingegen nicht letal,
sondern wird anscheinend durch eine gesteigerte CK2a-Expression ausgeglichen. Lediglich
die mannlichen Tiere leiden unter Infertilitdt aufgrund einer unvollstadndigen

Spermatogenese [92].

Strukturell ergeben sich ebenfalls kleinere Unterschiede zwischen den beiden Isoenzymen.
CK2a' bindet um etwa den Faktor 10 schwacher an die regulatorische Untereinheit CK2[3; die
CK2B-vermittelte Thermostabilitat, die flir CK2a beobachtet wurde, konnte fir CK2a' nicht
nachgewiesen werden [93]. Die schwachere Bindung von CK2a' an CK2B wird auch in dieser
Arbeit gezeigt und diskutiert. Durch kleinere Unterschiede in der ATP-Bindungstasche binden
zudem die fur CK2a entwickelten ATP-kompetitiven Inhibitoren nicht mit der gleichen Affinitat
an CK2a' [87,94]. Das CK2-Holoenzym kann neben der aaBp-Form in einer aa’f- sowie
o’'a’Bp-Form vorliegen. Bei letzterer Form ist dabei die Mdglichkeit der Autophosphorylierung
nicht gegeben. Auch zeigen die Holoenzyme, die CK2a‘ enthalten, nicht dasselbe

Aggregationsverhalten bei niedrigen Salzkonzentrationen wie das aaf33-Holoenzym [93].

1.4.3 Die CK2B-Untereinheit

Bei der CK2B-Untereinheit der CK2 handelt es sich strukturell gesehen um ein besonderes
Protein. Derzeit gibt es bis auf das Stellat-Protein aus Drosophila melanogaster [95] keine
weiteren Proteine, welche eine hohere Sequenzahnlichkeit aufweisen. Dagegen sind Proteine
mit einer ahnlichen Sekundarstruktur bereits bekannt [50]. Die Struktur der CK2p ist in Abb. 10
zu sehen. Die CK2B-Untereinheit liegt aufgrund der hohen Effektivitat der
Dimerisierungsflache permanent als Dimer vor [50]. Die Dimerisierung erfolgt durch ein
Zinkfingermotiv, durch die Interaktion hydrophober Reste und die Uberkreuzung der C-
Termini. Das Zinkfingermotiv ist dabei atypisch. Es wird durch dreistrangige B-Faltblatter (B4,
B2, B3) gebildet, welche ein Zn#*-lon in einer tetraedrischen Geometrie koordinieren. Dabei fehlt

aber bei CK2B die sonst Ubliche Helix innerhalb des Zinkfingermotivs [50]. Eine ahnliche
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Anordnung findet sich beim Transkriptionselongationsfaktor (TFIIS) und der RNA-
Polymeraseuntereinheit 9 (RPB9) [72].

zinc binding domain :
N-terminal domain (dimerization domain) H

CK2p body | b CK2p tail

Abb. 10 Struktur CK2p:
Die Abbildung zeigt zum einen die Struktur der CK2B3 aus der Kristallstruktur des CK2-
Holoenzyms extrahiert (A). Zum anderen wird hier die Struktur des Dimers der hsCK2[3 gezeigt
(B). hs steht fur Homo Sapiens. Die Abbildung wurde von Niefind et al. abgewandelt [86]. Mit
freundlicher Genehmigung von Springer.

Die CK2p stellt keinen Schalter fir die Kinaseaktivitat der CK2a dar; letztere ist auch ohne die
Bindung an CK2[3 konstitutiv aktiv. Die Bindung an CK2B hat jedoch einen Einfluss auf die
Stimulation der Kinaseaktivitat [96,97]. Weiterhin fuhrt die CK2a/CK2B-Interaktion zu einer
Steigerung der Thermostabilitdt des Holoenzyms und hat einen Einfluss auf das Substratprofil
des Enzyms [98]. Es gibt Substrate, welche lediglich von CK2a-Monomeren, nicht aber vom
Holoenzym phosphoryliert werden, wie Calmodulin [99]. Auf andere Protein hat CK2[3 einen
hemmenden Einfluss bei der Bindung, hierzu zahlt c-Mos [100]. Bei weiteren wie A-Raf [101]
oder Chk1 [102] sorgt sie fir eine gesteigerte Aktivitdt. Es wurde mittlerweile gezeigt, dass
CK2pB mit vielen Proteinen in Abwesenheit von CK2a interagiert. Bei einem Screening auf PPIs
mit einem Yeast-Two-Hybrid-System (Y2H) wurden 40 Proteine gefunden, die an CK2[3
binden. Hierzu zahlen z. B. die bereits erwahnten Kinasen c-Mos, A-Raf und Chk1, aber auch
Proteinkinase C ¢ (PKCg). Nicht nur diese Interaktionen lassen vermuten, dass CK2B eine
CK2a-unabhangige Rolle in Zellen hat. Auch die Tatsache, dass CK2[3 Knock-out Mause letal
sind, weist darauf hin, dass es eine eigene Rolle neben dem CK2 Holoenzym Komplex haben
muss [103].
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Die CK2B-Untereinheit tritt mit Ausnahme einiger einzelliger Protozoen in allen Eukaryoten auf

und hat dabei ein Molekulargewicht von 26-42 kDa.

Saccharomyces cerevisiae exprimiert insgesamt zwei CK23-Proteine, in Arabidopsis thaliana
finden sich gar drei Homologe. Alle héheren Tiere exprimieren dagegen lediglich ein CK2[3-
Protein. Dessen Primarsequenz zeigt eine Verteilung von basischen und sauren Resten
innerhalb der C- und N-terminalen Doméanen. Beiden Termini kommen dabei bestimmte
Aufgaben zu, welche durch strukturbiologische Methoden aufgeklart werden konnten. Eine
saure Region innerhalb des N-Terminus ist fur die negative Regulation der CK2
zustandig [104,105]. Diese Region kann teilweise durch die Bindung polybasischer Peptide
(z. B. Histon H4) oder Polyamine entfernt werden. Weiterhin ist im N-Terminus eine
Autophosphorylierungsstelle mit der Sequenz MSSSEE enthalten, wobei der zweite Serinrest
die préaferierte Stelle fir eine Phosphorylierung darstellt [104]. Der C-Terminus der CK2f ist
verantwortlich fir die Interaktion mit CK2a und ist an deren Regulation beteiligt. Die
Dimerisierung der CK2B erfolgt Uber das Zink-bindende Motiv und schitzt das Protein vor

Proteolyse und Denaturierung [106].
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1.5 CK2-Inhibitoren

In diesem Kapitel sollen verschiedene Angriffspunkte flr mdgliche Inhibitoren der CK2
besprochen werden (s. Abb. 11). Dabei gibt es Molekiile, welche jeweils an einer der beiden

Untereinheiten oder am Holoenzym binden [107].

Abb. 11 Schematische Darstellung verschiedener Angriffspunkte von CK2-Inhibiotoren:
Sowohl die katalytische als auch die regulatorische Untereinheit der CK2 bieten
Interaktionspunkte fir die Inhibition durch kleine Molekiile. Ebenso ist die Stérung der
Wechselwirkung der beiden Untereinheiten als mdglicher Inhibitionsansatz anzusehen. Die
Hemmung der Oligomerisierung zu ringartigen Strukturen, die eine gesteigerte katalytische
Aktivitat aufweisen, ist ein weiteres Prinzip fur die Entwicklung von Inhibitoren. Entnommen
aus Prudent und Cochet 2009 [107], mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

1.5.1 ATP-kompetitive Inhibitoren

Die ATP-kompetitive Hemmung stellt bei Proteinkinasen das hauptsachliche Wirkprinzip
niedermolekularer Inhibitoren dar. Aufgrund der grolRen Homologie der ATP-Bindungstasche
verschiedener Proteinkinasen ist die Selektivitat der Inhibitoren hierbei das gréfite Problem.
Dies trifft ebenso auf ATP-kompetitive Inhibitoren der CK2 zu, einige Beispiele sind Abb. 12
zu sehen. Der erste auf diese Weise wirkende CK2-Inhibitor, das 5,6-Dichlor-13-D-
ribosylbenzimidazol (DRB), wurde 1986 beschrieben (s. Abb. 12) [108]. Ausgehend von DRB
wurden bis heute weitere potente Verbindungen, wie das 4,5,6,7-Tetrabrombenzimidazol
(TBB) [109] oder das 4,5,6,7-Tetraiodobenzimidazol (TIBI) [110], entwickelt. Zu den ATP-
kompetitiven Hemmstoffen der CK2 zahlen verschiedene Naturstoffe wie Apigenin [111],
Emodin [112], Hematein [113] und Ellagsaure [114]. Ausgehend von Apigenin wurden weitere

synthetische Flavonderivate als potente Inhibitoren identifiziert. In den meisten Fallen handelt
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es sich dabei um halogenierte Derivate. Ein Beispiel fiir einen solchen Inhibitor ist FLC26.
Dieser wurde mit Hilfe der Kombination aus kombinatorischer organischer Chemie,
molekularen Modeling Techniken und biochemischen Tests entwickelt. Grundlage fir die
Entwicklung waren die Strukturwirkungsbeziehungen einer Bibliothek von 3-Hydroxy-4‘-

Carboxyflavonen [115].

Eine weitere wichtige Verbindungsklasse stellen kondensierte polyphenolische Derivate auf
Basis des Indol-Chinozolin dar [116]. Die bekannteste Substanz aus dieser Inhibitorklasse ist
das bereits in klinischen Studien verwendete CX-4945 (Silmitasertib), welches CK2a im niedrig
nanomolaren Bereich ATP-kompetitiv hemmt, oral verflgbar ist und eine antiproliferative

Wirkung in verschiedenen Tumoren zeigt [117,118].
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Abb. 12 ATP-kompetitive CK2 Inhibitoren
In dieser Abbildung sind einige bekannte CK2-Inhibitoren zu sehen. Zum einen der zuerst
entdeckte DRB (A; ICs0 = 13 uM). Dann TBB (I; ICs0 = 1 pM) und sein Derivat TIBI (B; ICso =
0,5 uM). AuRRerdem die zwei synthetischen Inhibitoren FLC26 (D; ICso =9 nM) und CX4945 (G;
ICs0= 1 nM). Des Weiteren gibt es Naturstoffe wie Apigenin (H; ICso = 0,8 uM) Ellagsaure (C;
ICs0= 0,05 uM), Emodin (E; ICs0= 0,89 uM) und Hematein (F; ICs0= 0,55 yM) zu sehen, welche
in der Lage sind CK2 ATP-kompetitiv zu hemmen.
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1.5.2 CK2-Inhibitoren, die nicht ATP-kompetitiv wirken

Es sind mehrere Angriffspunkte fiir nicht ATP-kompetitive Inhibitoren der CK2 bekannt. Zum
einen ware da die acidophile Substratspezifitat der CK2. Aufgrund der Acidophilie der CK2 hat
diese viele basische Reste, an welche negativ geladene Molekile binden kénnen. Es ist eine
Vielzahl negativ geladener Kohlenhydrate bekannt, die in der Lage sind mit CK2 zu
interagieren [119,120]. Hierzu zahlt auch Heparin, welches die CK2a kompetitiv hemmt
[121,122]. Heparin steht jedoch aufgrund seiner negativen Ladung nicht im Fokus als Inhibitor,

da hierdurch eine Aufnahme in die Zelle verhindert wird.

Eine Sonderform der Substratinhibitoren stellen Peptide dar, welche mutmalilich an Substrate
binden und so vor dem sauren Phosphoakzeptor abschirmen. Durch diese Bindung wird eine
Phosphorylierung der Substrate durch CK2 verhindert. Hierzu zahlt z. B. das Peptid P15 (vgl.
Abb. 13) [123]. Gekoppelt an das zellpenetrierende Peptid Tat zeigte es in vivo ein
proapoptotisches und antitumorales Verhalten [124]. In der Kombination mit dem Tat-Peptid
ist dieser Inhibitor als CIGB-300 bekannt und hatte in ersten Studien das Vermdgen Tumore
innerhalb eines Jahres schrumpfen zu lassen [125]. Ahnlich wie fiir CX-4945 (s. q 1.5.1) gibt
es erste Untersuchungen in vorklinischen Studien zu einer Kombinationstherapie mit
Zytostatika [126]. Als wesentliches Target wurde das multifunktionelle Onkoprotein
Nucleophosmin/B23 identifiziert, das durch CIGB-300 vor einer Phosphorylierung durch CK2
geschutzt wird [127].

H—C—W—-M—S—P—R—H—L—G—T——C—OH

Abb. 13 Peptid P15:
Sequenz des Peptids P15, welches an die saure Akzeptorsubstratbindungsstelle der CK2
bindet.

Weiterhin kann eine zweite Bindungsstelle abseits der ATP-Bindungsstelle und der CK2a/
CK2B-Grenzflache anvisiert werden. Zu Inhibitoren dieser Bindungsstelle zahlen die
Polyoxometallate (POM, s. Abb. 14), eine Klasse anorganischer Substanzen, welche aus
Ubergangsmetall-Oxyanionen bestehen und (iber Sauerstoffatome miteinander verbunden
sind. POMs sind Aggregate von Ubergangsmetallen Oxoliganden und werden in Lésung durch

Kondensation von beispielweise MOs™gebildet.
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Abb. 14 Struktur von Polyoxometallate:
Zwei mogliche dreidimensionale Strukturen der POMs. Enthommen aus Prudent und Cochet
2009 [107] mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

POMs binden an das Aktivierungssegment der CK2 und weisen gegeniber dem Enzym eine
gemischte Hemmung auf. Die gemischte Hemmung wird auch als nicht-kompetitive Hemmung
bezeichnet, da der Inhibitor nicht an die Substratbindungsstelle bindet und nicht mit diesem
konkurriert. Der Inhibitor sorgt fir eine Konformationsanderung und er wird nicht durch das
Vorhandensein des Substrats beeinflusst. Wahrscheinlich stéren sie die sonst konstitutive

Aktivitdt der CK2a und Uberfiihren sie in eine inaktive Form [128].

1.5.3 CK2B-Untereinheit

Die Bindung der CK2B-Untereinheit ist zur Rekrutierung und Bindung einiger Substrate
notwendig. Zudem moduliert sie die Substratspezifitdt und die katalytische Aktivitat der CK2a.
Die CK2B-Untereinheit kann auf zwei Arten Angriffspunkt fir Inhibitoren sein. Ein Ansatz
besteht in der Hemmung der CK2B-abhangigen Rekrutierung von Substraten durch Bindung
eines Inhibitors verhindert werden. Ein Beispiel hierfir ist das Peptid P1 (s. Abb. 15), welches
an den N-Terminus der CK2[3 bindet, ohne dabei die Formierung des CK2-Holoenzyms in

irgendeiner Form zu stéren [129].
H—G—K—M—N—G—V—L—P—L—A——W—P—S—L—Y—R—L—O0H

Abb. 15 Struktur des Peptids P1:
Sequenz des Peptids P1 (Aminosauren im Einbuchstaben-Code), welches mit hoher Affinitat
an den N-Terminus der CK2[3 bindet und auf diese Weise mit endogenen Bindungspartner
konkurriert.

Ein weiteres Konzept, welches sich in dieser Arbeit hauptsachlich gewidmet wird, ist die
Stérung der CK2a/CK23-Interaktion. Es wurde bereits gezeigt, dass die beiden Untereinheiten
CK2a und CK2B nebeneinander koexistieren koénnen, ohne das Holoenzym zu
formen [51,130]. Hierzu wurde ein strukturbasierter Ansatz verwendet, flir den ein Abschnitt
der CK2B genauer analysiert wurde. Ein Teil des C-Terminus der CK2@ zeigt weg vom
Proteinkern und formt dabei eine B-Haarnadel-Schleife, welche an eine oberflachliche
hydrophobe Tasche der CK2a bindet. Diese Bindung wurde mittels Mutationsstudien genauer
analysiert und es stellte sich heraus, dass ein Teil dieser hydrophoben Reste die Bindung der
CK2pB an die a-Untereinheit vermittelt. Basierend auf dieser Studie wurde durch Laudet et al.

[8] das zyklische Peptid Pc entwickelt, welches den C-terminalen Abschnitt der CK2[ imitiert
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und so eine Bindung der CK2f antagonisiert. Pc und einige seiner Derivate werden in dieser
Arbeit ndher behandelt. Die Sequenz des zyklischen Peptids Pc und die Kristallstruktur der
CK2a im Komplex mit Pc sind in Abb. 16 zu sehen [7,8,131].

cyclic peptide (Pc)

| | —~
HoN-GCRLYGFKIHGCG-OH CK2a.

Abb. 16 Sequenz des zyklischen Peptids Pc:
Aminosauresequenz (links) und Struktur des Peptids Pc gebunden an die CK2(-
Bindungsstelle in der B4/B5-Schleife der CK2a-Untereinheit (PDB: 4IB5). Kristallstruktur
entnommen aus Raaf et al. 2013. [131] Mit freundlicher Genehmigung der American Society
for Biochemisty and Molecular Biology.

Mit Hilfe der Kristallstruktur von CK2a im Komplex mit DRB (PDB: 3H30) wurde diese
Bindungsstelle nahe der CK2a/CK2B-Grenzflache, genauer an der Oberflache des N-
terminalen B-Faltblattes der CK2a, ebenfalls nachgewiesen. DRB ist somit ein dualer Inhibitor,
welcher sowohl im aktiven Zentrum (ATP-Bindungsstelle) als auch an einer allosterischen
Bindungsstelle der CK2a bindet, jedoch eine zu geringe Affinitat zu letzterer Bindungsstelle
aufweiset, um die Interaktion von CK2a und CK2B zu stéren [132]. Mit den Podophyllotoxin
Indol-Analoga wurde jedoch eine weitere Substanzklasse identifiziert, welche ebenfalls an die
allosterische Bindungsstelle der CK2a bindet [133]. Aus dieser Substanzklasse wurden
insgesamt drei Molekdle identifiziert, die eine héhere Affinitat als DRB zeigen und die CK2a
ATP-nichtkompetitiv. hemmen. Der potenteste Inhibitor war hierbei Verbindung W16
(s. Abb. 17). Laudet et al. [133] zeigten, dass die Bindung von CK23 und dem zyklischen
Peptid Pc an CK2a durch die drei Substanzen geschwacht wird. Aufgrund der Hemmung der
Aktivitat von CK2a wird eine allosterische initiierte Veranderung der Struktur von CK2a

vermutet.
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W16

Abb. 17 Struktur des Inhibitors W16:
Strukturformel des Inhibitors W16, welcher an die allosterische Bindungsstelle der CK2a
bindet und so die Formation des CK2-Holoenzyms unterdriickt [133].
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2 Zielsetzungen

Die CK2 wird mit einer Vielzahl an Erkrankungen zusammengebracht. Hierzu zahlt
insbesondere die Uberexpression der CK2 in einer Fiille von Tumoren. Dies ist ein Grund
weshalb es so wichtig ist selektive Inhibitoren fiir diese Proteinkinase zu finden. Da die ATP-
Bindungsstelle ein weit verbreitetes Target fur die Entwicklung von Proteinkinase-Inhibitoren
ist, diese jedoch hochkonserviert zwischen den einzelnen Proteinkinasen ist, wird nach
moglichen neuen Interaktionsstellen mit Proteinkinasen gesucht. Fir die CK2 sind einige
weitere Angriffspunkte zur Entwicklung von Inhibitoren bekannt, wie allosterische,
substratkompetitive, CK2B-bindende oder CK23-kompetitive Inhibitoren [107]. Letztere sollten
in dieser Arbeit genauer untersucht bzw. identifiziert werden. CK2B-kompetitive Inhibitoren
sollen zu selektiveren Inhibitoren fiihren, da die Interaktion der beiden CK2-Untereinheiten an
der CK2a/CKB-Grenzflache hochkonserviert firr diese Proteinkinase ist. Eine Inhibition der
CK2a/CKp-Interaktion soll zur Dissoziation des Holoenzyms flhren und damit zu einer
fehlenden Phosphorylierung von Substraten flihren, welche das CK2-Holoenzym zur

Phosphorylierung benétigen (Klasse IlI-Substrate).

Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit ein FA-Assay, dessen Entwicklung bereits
vor dem Start dieser Arbeit begonnen wurde, zur weiteren Testung optimiert. Dieser sollte
Substanzen identifizieren, welche mit einem fluoreszenzmarkierten CK2B-nachahmenden
Peptid (CF-Ahx-Pc) um die Bindung an CK2a konkurrieren kdnnen. Hierzu sollten zum einen
Derivate des literaturbekannten zyklischen Peptids Pc [8], zum anderen Derivate der in der
Literatur ausflihrlich beschriebenen Substanz W16 [133] untersucht werden. Ebenfalls sollte
ein Screening einer Substanzbibliothek bekannter ATP-kompetitiver CK2-Inhibitoren
[107,134-136] in Hinsicht auf ihr CK23-kompetitives Verhalten erfolgen. Ebenfalls sollte eine
weitere Messmethode flir CK23-kompetitive Substanzen etabliert werden, hierbei fiel Wahl auf

die Thermophorese, da hier nur geringe Probenmengen bendtigt werden.

Da die im FA-Assay verwendeten CK2-Untereinheiten in E. coli exprimiert werden sollte in
dieser Arbeit ein eukaryotisches Uberexpressionssystem mit HEK293-EBNA-Zellen entwickelt
werden, um eventuelle posttranslationale Modifikationen zu ermdglichen. Diese sollten dann

ebenfalls im FA-Assay sowie MST getestet werden.
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3 Theoretische Grundlagen
3.1 Detektion von Protein-Protein-Interaktionen

Die Wichtigkeit bzw. Bedeutung von PPIls wurde bereits in Kapitel 1.1 erlautert; hier soll kurz
auf die verschiedenen Moéglichkeiten zur Detektion von PPls eingegangen werden und die in

dieser Arbeit genutzten Messmethoden genauer vorgestellt werden.

Zur Bestimmung von Protein-Protein-Interaktionen konnen heutzutage zahlreiche
Messverfahren herangezogen werden. Diese werden in biophysikalische, biochemische und
genetische Verfahren unterschieden. Zu den biophysikalischen Methoden zahlen u. a.
Fluoreszenz-Anisotropie- (FA) bzw. Fluoreszenz-Polarisationassays (FP), Surface Plasmon
Resonance Spectroscopy (SPR-Spektroskopie), Kernspinresonanzspektroskopie (NMR),
Circulardichroismus (CD), statische und dynamische Lichtstreuung (SLS/DLS), Isotherme
Titrationskalorimetrie (ITC) und Microscale-Thermophorese (MST). Die biochemischen
Methoden umfassen u.a. Fluoreszenz- und Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer
(FRET/BRET), AlphaScreen, Proteinfragment-Komplementierungsassay (PcA), Affinitats-
chromatographie und Crosslinking. dient dazu, ein oder mehrere Proteine Uber kovalente
Bindungen mittels eines Crosslinkers zu vernetzen. Diese Technik kann flr die
Charakterisierung von PPls mit geringer Affinitat oder zur Stabilisierung dynamischer PPIs
genutzt werden. Crosslinking ist immer mit einer weiteren nachgeschalteten Methode
verknupft, wie SDS-PAGE, Immunoaffinitdts-Chromatographie oder MS-Techniken. Zu den
genetischen Verfahren zahlen der Phagen-Display, das Yeast-Two-Hybrid-System und
Protein-Microarrays. All diese Methoden haben ihre Vor- und Nachteile in Bezug auf Aufwand,
Probenverbrauch und Kosten. In Tab. 1 sind einige Vor- und Nachteile ausgewanhlter

biophysikalischer Methoden, die in dieser Arbeit angewendet wurden, aufgelistet [137]-

25



Theoretische Grundlagen

Tab. 1 Biophysikalische Messmethoden zur Analyse von PPI:
Uberblick ber die Vor- und Nachteile, den Affinitatsbereich sowie den Verbrauch an
Probenmaterial verschiedener in dieser Arbeit angewendeter biophysikalischer Methoden.
Angelehnt an Zhou et al. (2016) [137]

Methode | Vorteile Nachteile Affinitatsbereich | Verbrauch
o Beruht auf einer groRen
Automatisierte . . Dutzende pl
) Grolenanderung, '
High-Throughput, . mit nM-
Probleme mit
FA ,Mixen und Messen nM — mM Konzentration
o Autofluoreszenz,
Format®, niedrige ] pro
Quenching und
Kosten . Datenpunkt
Lichtstreuung
o Niedriger Durchsatz und
Labelfrei, liefert o Mehrere
] Sensitivitat, lange
ITC thermodynamische . . nM — unterer mM hundert ug
Vorbereitungszeit,
Parameter o pro Assay
Pufferlimitierung
Schnelle Messzeit, | Fluoreszenzmarkierung Mehrere pl mit
MST niedriger wird fiir typische MST pM —mM nM-
Probenverbrauch bendtigt Konzentration

In dieser Arbeit wurden insbesondere die Methoden FA und MST angewendet; daher werden
die theoretischen Grundlagen dieser beiden Methoden in den folgenden zwei Kapiteln naher
vorgestellt [137]. Diese beiden Methoden werden mit ITC-Messungen verglichen, welche im
Institut fir Biochemie der Universitat Koln durchgeflihrt wurden. Bei der ITC werden ebenfalls
biophysikalische Daten zu Bindungsprozessen gewonnen. Hierbei kénnen Uber die
Bindungswarme zweier Bindungspartner Aussagen Uber die Bindungskonstante und die

Stéchiometrie der Reaktion getroffen werden.
3.2 Theoretischer Hintergrund der Fluoreszenz-Anisotropie

Bei der Fluoreszenz-Polarisation handelt es sich, wie bereits oben beschrieben, um eine
weitere Methode zur Quantifizierung von PPls. Diese Messmethode nutzt polarisiertes Licht
zur Anregung von Fluoreszenzmolekiilen und die anschliefende Quantifizierung [138,139].
Mit Hilfe eines Polarisationsfilters kann ein Vektor des natirlichen Lichtes isoliert werden und
so polarisiertes Licht erzeugt werden. Die Kennzeichnung von polarisiertem Licht ist, dass sein

elektrischer Vektor nur genau eine Richtung hat [140,141].
Polarisation ist definiert als Funktion der parallelen und perpendikularen Intensitaten.

I - L.

Gl. 1
P =
I|| + 1.
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P ist dabei die Polarisation, Iy die parallele und I die perpendikulare Intensitat. Durch
polarisiertes Licht kénnen nur Molekile angeregt werden, deren Absorptionsdipole genau
richtig zu dem einen Vektor orientiert sind. Tritt dieser Fall ein, wird das mesomere
delokalisierte -Elektronensystem des Molekiils auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Je
nach der Fluoreszenzlebensdauer verbleiben die Elektronen dort fir wenige Nanosekunden
bis zu einigen 10 Nanosekunden. AnschlieRend kehren sie wieder in ihren Grundzustand
zurtick und emittieren dabei Licht. Die Grenzen der Polarisation sind, wenn das emittierte Licht
vollstandig in der Richtung des anregenden elektrischen Vektors verbleibt, also in der
parallelen Richtung [140-143].

1-0 Gl. 2
P=——=1
1+0

Ist genau das Gegenteil der Fall, ist die Emission vollstandig in der perpendikularen Richtung.

0-1 Gl. 3

T0+1
Die Grenzen der Polarisation liegen also zwischen 1 und -1. Diese Grenzen werden
beispielsweise in Kristallen erreicht. Ein weiterer Begriff im Zusammenhang mit Polarisation

ist die Anisotropie, A oder auch r genannt. [142,144] Diese ist folgendermalien definiert:

. L — L Gl. 4
I + 2L

Die Grenzen der Anisotropie liegen demnach zwischen 1 und -0,5. In Lésungen kdnnen die

Grenzen der Polarisation und Anisotropie niemals erreicht werden. Polarisation und

Anisotropie lassen sich auch miteinander in einen Zusammenhang bringen:

r=sls—3

3\Pp 3
Daraus resultiert letztendlich folgender Zusammenhang von Polarisation und Anisotropie:

2 (1 1)‘1 Gl 5

Lo 2P Gl. 6
~ 3-P

Die wahrend eines Experiments gemessene Fluoreszenz-Polarisation ist abhangig von der
Rotationsdiffusionsrate bzw.-konstante eines Molekils [140,145]. Sie hangt also von der
Beweglichkeit des Fluoreszenzmolekils ab. Wird ein Fluoreszenzmolekil in einem starren
Raum angeregt, in dem es sich nicht bewegen kann, andert sich die Polarisation von
anregendem und emittiertem Licht nicht. Ist es hingegen so, dass das Molekll in seiner
Beweglichkeit nicht eingeschrankt ist, wird die Polarisation davon beeinflusst. Das Ausmaf}
der bei der Anregung stattfindenden Rotation hangt davon ab, wie schnell das Molekdl in der
Lage ist, zu rotieren. Diese ist umso langsamer, je grofier ein Moleklil ist und je viskoser das
umgebende Losemittel ist. Sie verkleinert sich auch durch Bindung an ein Makromolekdil
[143,146].
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Dabei ist nur das Zeitintervall von Interesse, in dem es zu einer solchen Rotation kommen
kann. Es ist abhangig von der Fluoreszenzlebensdauer des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffes.
Je geringer die Fluoreszenzlebensdauer ist, desto geringer ist auch die Wahrscheinlichkeit,

dass das Molekiil in der Lage ist, die Polarisation durch Rotation stark zu beeinflussen.

Findet keine Rotation statt. spricht man auch von intrinsischer Polarisation Po. Anhand von

Gleichung 7 lasst sich feststellen, dass diese von der Anregungswellenlange abhangt.

P, 3 3

@ ist dabei als Winkel zwischen Absorptions- und Emissionsdipolen definiert. Diese Formel

1 1 5 ( 2 ) Gl 7
3cos2d —1

lasst sich auch fur die quantitative Auswertung der Polarisation in leicht umgewandelter Form
verwenden. In diesem Fall wird statt ® als Winkel w als Winkel, in dem das Fluorophor

zwischen Extinktion und Emission rotiert, bezeichnet [147].

1 1_(1 1)( 2 ) Gl. 8
P 3 \P, 3/\3cos2w-—1

P steht dabei fur die beobachtete Polarisation wahrend einer Messung. Perrin entwickelte
diese Formel weiter, indem er eine Relation zwischen Fluoreszenzlebensdauer und der
Rotationsdiffusion eines Fluoreszenzmolekdls herstellte.

1 1 1 1 RT

ﬁ‘§=(p—o‘§)(”n—vf) ok
Die neu hinzugekommen Variablen R, T, n, V und 1 stehen dabei fur die universelle
Gaskonstante, die absolute Temperatur, die Viskositat, das effektive molare Volumen des
Fluoreszenzmolekils und die Fluoreszenzlebensdauer. Diese Gleichung lasst sich mit Hilfe
der Debye-Rotationsrelaxtionszeit (p) noch weiter vereinfachen.

1 1 1 1 3t

F‘§=(p—o‘§)(”;) oL
Diese steht fir die Zeit, welche dazu benétigt wird, fir eine bestimmte Orientierung durch einen
Winkel von arccosinus e zu rotieren. Dieser Winkel betragt 68,42 °. Fir spharische Molekiile

ergibt sich deswegen:

_ 3V Gl 11
Po = RT
po ist die Rotationskorrelation; diese ist fir spharische Proteine folgendermallen definiert:

_ 3nM(u+h) Gl. 12
Po = — RrT
M ist dabei die molekulare Masse des Proteins, u das partielle spezifische Volumen des

Proteins und h der Grad der Hydration.
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3.2.1 Versuchsaufbau der Fluoreszenz-Anisotropie

Der Versuchsaufbau fir die Messung der Fluoreszenz-Anisotropie oder Fluoreszenz-

Polarisation ist in Abb. 18 zu sehen.

Detektor

PMT

Emissions Polarisator A Emissions Filter

d

Light source

- B
Dichrotischer
- T Spiegel

Extinktions Filter

- Probe

Extinktions
Polarisator

Abb. 18 Schematischer Versuchsaufbau fiir die Fluoreszenz-Anisotropie-Messung:
Monochromatisches Licht passiert einen vertikalen Polarisator und wird anschlieRend auf die
Probe gelenkt, um dort Fluoreszenzmolekiile anzuregen. Nur Molekile mit der richtigen
Orientierung werden angeregt und emittieren Licht, das sowohl in der horizontalen als auch
vertikalen Ebene gemessen wird. Abbildung verandert nach Jameson et al. 2003 mit
freundlicher Genehmigung der American Chemical Society [143].

Hierbei wird durch eine Lichtquelle monochromatisches Licht ausgestrahlt. Dieses wird dann
mit Hilfe eines Polarisationsfilters linear polarisiert. Mit dem polarisierten Licht wird im
Anschluss die Probe bestrahlt und regt dort Fluoreszenzmolekule an. Dabei ist das polarisierte
Licht nur in der Lage Moleklle anzuregen, welche genau passend zur Ausrichtung des
elektrischen Vektors orientiert sind. Am Ende wird die Polarisation des emittierten Lichtes
bestimmt. Dies geschieht durch Messung der parallelen und perpendikularen Intensitaten des
emittierten Lichtes. Bleiben Temperatur und Viskositat der Probe gleich, so ist die Polarisation
nur abhangig von der GréRRe des Fluoreszenzmolekils [143,146]. Ist dieses relativ klein, so
wird es durch Absorption des polarisierten Lichtes in eine schnelle Rotation gebracht und das
emittierte Licht wird depolarisiert. Bindet das Fluoreszenzmolekil aber beispielsweise an ein
Protein, so vergroRert sich das molekulare Volumen stark. Wird das Fluoreszenzmolekil nun
angeregt, ist die darauffolgende Rotation weitaus langsamer und das emittierte Licht verbleibt
mehr polarisiert [143,146]. Siehe hierzu Abb. 19 [148].
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Kein Inhibitor
Fluoreszenzmolekiil bleibt gro? und
emittiertes Licht bleibt polarisiert

Kleines Fluoreszenzmolekil =  GroRes Fluoreszenzmolekil =
schnelle Rotation langsame Rotation
Emittiertes Licht ist depolarisiert Emittiertes Licht bleibt polarisiert

Inhibitor
Fluoreszenzmolekil wird klein und
emittiertes Lichtwird depolarisiert

Abb. 19 Schematische Darstellung der Reaktion bei der Fluoreszenz-Anisotropie:
Ein kleines Fluoreszenzmolekil kann schnell rotieren, wenn es ungebunden vorliegt, wobei
das emittierte Licht depolarisiert ist. Bindet dieses Molekll nun an einen Bindungspartner,
verandert sich die GroRRe des Fluoreszenzmolekiils; es rotiert langsamer und mehr emittiertes
Licht verbleibt polarisiert. Das Fluoreszenzmolekull kann nun verdrangt werden, was wiederum
zu einer Veranderung der Polarisation des emittierten Lichts fiihrt. Angelehnt an Bachovchin
et al. 2002 [148] und mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group.

Es kénnen nun auch Kompetitionsexperimente durchgefihrt werden, um Substanzen zu
finden, welche in der Lage sind, das Fluoreszenzmolekll vom Protein zu verdrangen. Ist eine
Substanz in der Lage, dies zu tun, wird das molekulare Volumen des Fluoreszenzmolekiils
wieder kleiner, und das Licht wird wieder depolarisiert. Ist dies nicht der Fall, verbleibt das
Licht polarisiert (s. Abb. 19)

3.3 Theoretischer Hintergrund zur Microscale Thermophorese

Im Jahr 1856 beschrieb Carl Ludwig als Erster einen Vorgang, welcher als Thermophorese
bezeichnet wird. Bei diesem bewegen sich Molekiile innerhalb eines Temperaturgradienten.
Der Temperaturgradient sorgt in einer wassrigen Losung nicht nur daflir, dass die Warme
verteilt wird, sondern auch fiir eine gerichtete Bewegung der Molekile [149,150]. Der genaue
Mechanismus hinter der Thermophorese in Lésungen konnte bis heute nicht vollig geklart
werden [151-154]. Auch die Richtung der Thermophorese lasst sich nicht genau vorhersagen.
Es gibt so genannte thermophobe Stoffe, welche aus dem Temperaturgradienten weg zu den
kéalteren Zonen wandern, und thermophile Stoffe, welche in Richtung des warmen Punktes

wandern [155]. Bislang gibt es zur Thermophorese verschiedene Erklarungsansatze. Die

30



Theoretische Grundlagen

ersten systematischen Studien zu diesem Effekt wurden im 19. Jahrhundert in Salzldsungen
durchgeflihrt. Die Thermophorese, auch Soret-Effekt genannt, wird oft damit erklart, dass es
sich um einen lokalen Nichtgleichgewichtseffekt handelt, welcher von Fluiddynamik,
Kraftfeldern und Teilchen-Lésemittel-Potentialen abhangig ist. Ein weiterer Erklarungsversuch
ist, dass es sich doch um einen lokalen thermodynamischen Gleichgewichtseffekt handelt.
Dieser ist wahrscheinlich aber nur bei kleinen Temperaturdnderungen der Fall. Allen
Erklarungsversuche ist gemeinsam, dass die Grenzflache zwischen Lésemittel und Molekil
und damit auch die Ladung der Teilchen von grof3er Bedeutung fiir den thermophoretischen
Effekt sind. Verandern sich bei einem Molekul durch Bindung bereits in geringer Weise die
Konformation, die Ladung oder die MolekllgréRe, andert sich auch das thermophoretische
Verhalten. Genau dies macht sich die Microscale-Thermophorese (MST) zu Nutze und erlaubt

somit die Quantifizierung der Interaktion von Biomolekulen [155—-158].

3.3.1 Grundlagen zur Thermophorese

Thermophorese ist, wie bereits erwahnt, ein Prozess, bei dem ein gerichteter Fluss von
Molekdlen innerhalb eines Temperaturgradienten stattfindet. Dieser Temperaturgradient ist
dabei proportional zur Thermophorese. Dies kann durch die folgende Formel ausgedrickt
werden:

j= —cDrgradT Gl. 13

Dabei ist j der thermale Diffusionskoeffizient und D+ die Proportionalitadtskonstante. Geht man
nun von Gleichgewichtsbedingungen aus, sind Thermophorese und Massenstrom
ausgeglichen, und es ergibt sich folgende Formel mit dem Diffusionskoeffizienten D und der

Konzentration c:

j= —Dgradc Gl. 14

Das Verhaltnis von Diffusionskoeffizient D und Proportionalitdtskonstante Dr gibt die durch die

Thermophorese verursachte Konzentrationsanderung wieder:

D Gl. 15
St ist der Soret-Koeffizient, der ein Mal} dafir darstellt, wie sich die Stofftrennung im
stationaren Zustand in einem Temperaturgradienten verhalt.

Betrachtet man nun einen gegebenen rdumlichen Temperaturgradienten, dann Iasst sich fur

die Gleichgewichtskonzentration folgende Formel aufstellen:

Chot _ oo(_ 5. AT) Gl. 16

Ccold
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Die Quantifizierung von Affinitdten fur die Interaktion von Biomolekilen kann mit Hilfe der
Thermophorese erfolgen, da durch Bindungsreaktionen mindestens einer der folgenden
Parameter verandert wird: MolekllgréRe, Molekilladung, die Ldsungsenthalpie und die
Konformation der Molekile. Unter konstanten Pufferbedingungen ist die Thermophorese in

der Lage, diese Parameter zu untersuchen [155,158].

3.3.2 Versuchsaufbau zur MST

Bei der MST erfolgt die Detektion der Thermophorese mittels Fluoreszenzmessung. Dazu wird
sichtbares Licht flir die Anregung oder, bei einem Label-free-Ansatz, die Autofluoreszenz von
Proteinen bei Ex = 280 nm und Em = 360 nm genutzt. Fir Fluoreszenz-gelabelte Molekile

gibt es drei mogliche Filtereinrichtungen:

1. Blau (Ex = 460—480 nm; Em = 515-530 nm)
2. Griun (Ex =515-525 nm; Em = 560-585 nm)
3. Rot (Ex = 605-645 nm; Em = 680-685 nm)

Zur Auslésung der Thermophorese wird ein IR-Laser mit einer Wellenlange von 1480 nm in
den Weg der Fluoreszenzextinktion und -emission geschaltet. Dabei fokussiert der IR-Laser
durch die gleichen optischen Einrichtungen, die auch zur Fluoreszenzdetektion genutzt
werden (s. Abb. 20) [157].

Fluorescanss
Detection

IR-Lagar
1 hlirros

Oplics

. 9%
” ( Z,

Vi, @

Abb. 20 Experimenteller Aufbau der MST-Messung:
Die serielle Verdiinnungsreihe der Proben wird in Kapillaren gefillt, die anschlieRend eine
nach der anderen vermessen. Dazu wird mittels eines IR-Lasers lokal die Probe erhitzt und
durch das gleiche optische Element die Anderung der Fluoreszenz gemessen. Mit freundlicher
Genehmigung von NanoTemper Technologies.

Die Erzeugung des Temperaturgradienten mittels eines IR-Lasers hat einige Vorteile
gegenuber einem Kontaktverfahren zur Erwarmung. Die Wassermolekile im Puffer
absorbieren die IR-Strahlung, und die Lésung erwarmt sich. Im Falle des IR-Lasers ist dieser
Vorgang sehr prazise und reproduzierbar, da es sich um einen lokalen Temperaturanstieg

handelt. Im Fall der MST wird so ein Temperaturanstieg von 1-6 K erreicht. Gemessen wird
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die Thermophorese in Glaskapillaren. Um reproduzierbare Temperaturgradienten zu erhalten,
haben diese einen genau definierten inneren und aufleren Radius und sind aus reinstem Glas
gefertigt. Diese Vorrausetzungen sorgen fiir eine nahezu konstante Absorption der IR-Laser-
Energie. Die inneren Oberflachen der Kapillaren haben ebenfalls einen Einfluss auf die
Qualitdt der Messungen. Standard ist dabei eine Behandlung der Kapillare, so dass eine
mdoglichst homogene Oberflache entsteht. Diese kann, um die Qualitdt der Messung zu

verbessern, auch mit hydrophoben und hydrophilen Polymeren behandelt werden [156,157].

Da der eigentliche Vorgang der Thermophorese durch Fluoreszenzmessung detektiert wird,
muss einer der Bindungspartner dafiir entweder mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert
werden, oder es wird die Autofluoreszenz der Proteine gemessen. Fur die Markierung der
Proteine wird meistens eine Crosslinking-Reaktion mit einem N-Hydroxysuccinimid-(NHS)-
Farbstoff genutzt. Dieser formt mit primaren Aminogruppen, in diesem Fall mit den
Seitenketten der Lysine innerhalb des Proteins, kovalente Bindungen. Eine weitere Moglichkeit
zur Markierung sind Maleimid-Farbstoffe. Diese reagieren mit den Thiolgruppen der Cysteine
eines Proteins. Diese Markierungsart ist in der Regel nicht so effektiv wie die des Crosslinking
Uber NHS-Farbstoffe, da die meisten Proteine nur einen geringen Anteil an Cysteinen
vorweisen. Bei beiden Crosslinking-Varianten kommt es zur randomisierten Markierung der
Proteine. Die genaue Position der Fluoreszenzmolekiile ist somit nicht bekannt. Dies spielt fir
die MST-Messung keine Rolle und stellt sogar eher einen Vorteil dar. Durch die randomisierte
Markierung der Molekile kénnen Effekte, die eventuell eine lokalisierte Markierung haben,

minimiert werden [157].

Weitere Markierungsmaoglichkeiten sind eine Verlinkung von Puromycinderivaten mit einem
Fluorophor [159], die EinfUhrung nicht natdrlicher Aminosauren, entweder direkt mit einem
Farbstoff versehen [160] oder mit der Moglichkeit der nachfolgenden chemischen
Veranderung [161], Fusionsproteine (z. B. grinfluoreszierendes Protein, gelbfluoreszierendes

Protein) oder auch die Einfihrung spezifischer Peptidsequenzen fir eine Markierung.

3.3.3 Phasen der MST-Messung

Der Kp-Wert ist die Dissoziationskonstante und gibt Auskunft Gber die Affinitdt zwischen
Molekulen. Je kleiner der Wert des Kp-Wertes ist, umso starker ist die Affinitat. Dazu darf der
fur die Thermophorese induzierte Temperaturanstieg nicht zu hoch ausfallen, da es sonst laut
chemischem Gleichgewicht zu einer Erhéhung der Bindungswahrscheinlichkeit kommen
wurde [156].

Eine typische MST-Messung setzt sich aus funf Phasen zusammen, die in Abb. 21 dargestellt

sind:
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Abb. 21 Typisches MST-Signal:

Hier ist das typische Signal einer MST-Messung zu sehen. Zu Beginn wird die initiale
Fluoreszenz der Probe gemessen, bevor der IR-Laser eingeschaltet wird. Sobald dieser
eingeschaltet wird, kommt es zu einem Temperatursprung (T-Jump) und damit zu einer
Absenkung der Fluoreszenz. Gleich darauf folgt die eigentliche Thermophorese. Insgesamt
wird das Absinken der Fluoreszenz Uber ca. 30 s gemessen und anschlieRend der IR-Laser
wieder abgeschaltet. Darauf folgt ein inverser T-Jump und anschlieRend die Rickdiffusion der
Molekdle, was beides wiederum einen Anstieg der Fluoreszenz zur Folge hat. Mit freundlicher
Genehmigung von NanoTemper Technologies.

Zu Beginn einer jeden Messung wird zunachst die initiale Fluoreszenz gemessen. Diese sollte
zwischen allen Proben maximal um die 10 % schwanken. Sind groBe Anderungen zu
beobachten, kann dies bereits ein Hinweis auf den Bindungsstatus des fluoreszenzmarkierten
Molekils sein bzw. auf eine Aggregation der Molekule hindeuten. In einem solchen Fall muss
ein zusatzlicher SDS-Denaturierungs-Test (SD-Test) durchgefihrt werden. Dieser gibt
Aufschluss dartber, ob ein Verlust an Fluoreszenzsignal durch ein Bindungsereignis
verursacht wurde. In diesem Fall wirde man nach dem SD-Test wieder ein konstantes
Fluoreszenzsignal erhalten, da aufgrund von Denaturierungsbedingungen diese Bindung
wieder aufgebrochen wird. Lasst sich dies nicht zeigen, ist die Verminderung des
Fluoreszenzsignals nur durch Aggregation oder Absorption der Proteine an die Wande der

ReaktionsgefalRe erklarbar [156,157].

Nach der Messung der initialen Fluoreszenz wird der IR-Laser eingeschaltet, und es kommt
zur Ausbildung des Temperaturgradienten von 1-6 K. Quasi gleichzeitig mit dem Einschalten
des Lasers kommt es zum sogenannten T-Jump. Dieser hat eine Zeitdauer von wenigen
100 ms und gibt die durch den Temperaturgradienten verursachte drastische Veranderung der
gemessenen Fluoreszenz wieder. Er erfolgt dabei genauso schnell wie der
Temperaturanstieg. Der T-Jump kann bereits Auskunft Uber die Interaktion geben, da eine

Bindung in der Nahe eines der Fluoreszenzmolekiile bereits zu einer Anderung der
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Konformation des fluoreszenzmarkierten Molekdls fahrt, welche wiederum

temperaturabhangig ist. [156,157].

Der T-Jump lasst sich durch die Wahl des Fluoreszenzfarbstoffes beeinflussen, da jeder dieser
Stoffe eine andere Temperaturabhangigkeit aufweist und so ein unterschiedliches
Fluoreszenzverhalten zeigt. Ebenfalls kann der T-Jump eine Aussage Uber die Rigiditat eines
Molekulgerustes aufgrund von ausgebildeten Dipolen geben. Auch diese werden durch eine
Bindung verandert, was dann durch die gemessene Fluoreszenz detektiert werden kann
[156,157].

Die dritte Phase der MST-Messung ist die Thermophorese selbst. Sie benétigt einen Zeitraum
von mehreren Sekunden und lasst sich somit leicht vom T-Jump unterscheiden. Eine
Signifikanz fur das Signal der Thermophorese zeigt sich in etwas mehr als einer Sekunde nach
Einschalten des IR-Lasers. Da die Thermophorese nicht nur allein von der Anderung der
MolekiilgréRe abhangt, konnen in diesem Fall auch kleinere Bindungspartner bis hin zu lonen
detektiert werden. Weiterhin stellt sie im Vergleich zum zuvor stattgefunden T-Jump keinen
lokalen Effekt dar. Sie gibt wieder, wie sich Anderungen auf den Diffusionskoeffizienten D und
die Proportionalitatskonstante Dr auswirken. Dies lasst sich wiederum aus der Anderung der

Fluoreszenzintensitat ermitteln [156,157].

Nach Abschalten des IR-Lasers kommt es dann zum inversen T-Jump. Da es nun nicht weiter
zur Erwarmung der Probe kommt und der Temperaturgradient schnell wieder verschwindet,
kann die Fluoreszenzintensitat zu Beginn der Messung nahezu wieder hergestellt werden. Der
inverse T-Jump umfasst, ahnlich wie der T-Jump, zu Beginn der Messung nur eine sehr kurze
Zeitspanne. AnschlieBend kommt es zur Rickdiffusion der Moleklle aufgrund eines
inhomogen Konzentrationsgefédlles innerhalb der Probe. Die hierbei zu messende
Fluoreszenzanderung kommt deswegen nur durch Massenstrémung zustande. Aber auch hier
kann eine Aussage Uber die Qualitat der Messung getroffen werden. Die Anderungen in der
MolekiilgréRe nach Bindung haben zur Folge, dass die Massenstrémung langsamer ist, als
wenn das fluoreszenzmarkierte Molekiil ungebunden vorlage. Ist jedoch keine Anderung der
MolekiilgréRe wahrend des gesamten Experiments zu sehen und erfolgt die Rickdiffusion
langsamer, weist dies wiederum auf eine Aggregation oder Oligomerisation der Molekiile hin
[157].

3.3.4 Evaluierung der MST-Signale

MST-Messungen sind Gleichgewichtsexperimente. Hierbei wird der unmarkierte
Bindungspartner titriert und das fluoreszenzmarkierte Molekll konstant gehalten. Die

Konzentration des fluoreszenzmarkierten Moleklls sollte dabei optimalerweise ca. 10-fach
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Uber dem erwarteten Kp liegen [157]. Die relative Fluoreszenz wird dabei aufgetragen, sie

betragt:

Frot Gl. 17
Fcold

FNorm -

Fhot ist dabei die Fluoreszenz, welche kurz nach Einschalten des IR-Lasers gemessen wird,
sobald gebundene und ungebundene fluoreszenzmarkierte Molekiile voneinander
unterschieden werden konnen. Fur Feoq kann die initiale Fluoreszenz genutzt werden, wenn
diese noch keinen Hinweis auf die Bindungssituation des fluoreszenzmarkierten Molekdls
zulasst, also keine grofkeren Schwankungen zeigt. Oder der haufigere Fall ist aber, dass

hierfir die Fluoreszenz kurz nach dem T-Jump eingesetzt wird.

Die Formel zur grundlegenden Berechnung lautet:

Cc
RO _ n(—S,AT) Gl. 18
Ceold

Sie kann in folgender Form linearisiert werden:

C
ROt _ exp(=SyAT) ~ 1 — SyAT Gl. 19
Ccold

Eine Linearisierung in dieser Form ist legitim, da die wahrend der Messung verbrauchte
Konzentration und der Temperaturgradient von 1-6 K vernachlassigbar klein sind. Daraus

ergibt sich nachfolgend:

Gl. 20

oF
FNorm = 1 + (ﬁ_ ST) AT

OF/8T gibt dabei die Fluoreszenzanderung aufgrund der Temperaturabhangigkeit des
Fluorophors wieder. Um nun Affinitdten berechnen zu kénnen, wird die Anderung von Fom in
Bezug auf die Fluoreszenzanderung betrachtet. Dies geschieht als Funktion des titrierten
Bindungspartners, wobei sich die Zustdnde des ungebundenen und gebundenen Titranten
linear Uberlagern. Der Anteil der teilweise gebunden ist (FB), wird dabei durch folgende Formel

beschrieben:

FNorm = (1 - FB)FNorm,ungebunde + (FB)FNorm,gebunden GI- 21

Mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes lassen sich die meisten simplen Bindungsvorgange
noch einfacher beschreiben. Dabei wird der Titrant als A beschrieben und das
fluoreszenzmarkierte Molekul als B. Die Reaktionsgleichung in diesem Fall ist simpel und

lautet:

A+B 2 AB Gl. 22
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Nach dem Massenwirkungsgesetz lasst sich der Kp nun folgendermalien berechnen:

[A]frei ’ [B]frei Gl. 23
[AB]

Zur weiteren Berechnung miussen jedoch die absoluten Konzentrationen [A] und [B]

KD=

herangezogen werden, da die freien Konzentrationen [Aliei und [B]wei nicht bekannt sind.

Das bedeutet flir beide Reaktionspartner, dass die Differenz aus der absoluten Konzentration
und der Konzentration des Reaktionskomplexes eingesetzt werden muss. Dadurch ergibt sich
fur Kpo:

[Alrei " [Blrrei  ([A] = [AB]) - ([B] — [AB]) Gl. 24
[AB] B [AB]

Um nun mit Hilfe der gemessenen Fnom-Werte den Kp zu berechnen, wird FB vom

KD=

fluoreszenzmarkierten Reaktionspartner B genutzt, da so der Ko der einzige unbekannte
Parameter ist. Fnorm Und FB von B sind dabei in den Experimenten linear, und Fnorm kann somit

direkt fur FB eingesetzt werden. Die Formel zur letztendlichen Berechnung lautet:

[AB] _ [A] + [B] + Kp — /([A] + [B] + Kp)? — 4[AB] Gl. 25
[B] 2[B]

Um eine sigmoidale Kurve zu erhalten, welche das Bindungsverhalten direkt wiedergibt, wird

FB = Fnorm =

Fnorm auf der y-Achse in %o gegen die Konzentration des Titranten in logarithmischer Form auf
der x-Achse aufgetragen. Es besteht die Moglichkeit, auch AFnom-Werte auf der y-Achse

aufzutragen, indem von Fnorm der Wert flr den ungebundenen Zustand subtrahiert wird.

3.3.5 Gite von MST-Messungen

Aus den Rohdaten jeder Messung lassen sich bereits einige Informationen Gber die Gute der
Messung ablesen. Dies kann durch blof3e Betrachtung der Peaks flr die initiale Fluoreszenz

sowie der MST-Kurven geschehen.

Zeigen die Peaks der Kapillarscans-Messung Schultern, Doppelpeaks, starke Schwankungen
oder sind unsymmetrisch, deutet dies auf eine Adsorption an eine Oberflache hin, welche eine
Anderung der Fluoreszenz verursacht (s. Abb. 22). Die Adsorption kann sowohl in den

Reaktionsgefalien und Pipettenspitzen als auch in den Glaskapillaren stattfinden.

Es kann zu einem konzentrationsabhangigen Verlust der Fluoreszenz kommen. In diesem Fall
muss mittels eines SD-Tests geklart werden, ob er auf Bindung oder Adsorption
zurtickzufiuhren ist. Lasst sich die Fluoreszenzintensitat mittels SD-Test wieder herstellen, ist
der Fluoreszenzverlust durch Bindung des fluoreszenzmarkierten Bindungspartners zu
erklaren, und die MST-Daten konnen verwendet werden. Ist dies nicht der Fall, missen die

Assaykonditionen fir diese Messung optimiert werden [156].
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Abb. 22 Verlust des Fluoreszenzsignals:
Beispielhafter Kapillarscan zur Verdeutlichung des konzentrationsabhangigen Verlustes an
Fluoreszenzsignal bzw. der Veranderung Uber die einzelnen Kapillaren. Werden solche
Signale in einem Kapillarscan erhalten, muss ein SD-Test durchgefiihrt werden. Dieser kann
Aufschluss Uber die Grinde des Fluoreszenzverlustes geben. Mit freundlicher Genehmigung
von NanoTemper Technologies.

Gibt es beim Kapillarscan nur ein geringes Signal-Rausch-Verhaltnis, so deutet dies auf eine
zu geringe Konzentration des fluoreszenzmarkierten Bindungspartners hin. Dies kann
ebenfalls aufgrund von Adsorptionsreaktionen passieren oder auf Probleme beim
Markierungsprozess des Proteins hinweisen. Zunachst kann die LED-Power, welche zur
Anregung des Fluoreszenzmolekils dient, auf bis zu 95 % hochgestellt werden. Sollte die
Fluoreszenzintensitat nun zwischen 200 und 1500 Counts liegen, kann mit der MST-Messung
fortgefahren werden. Ist dies nicht der Fall, muss auch hier eine Optimierung der
Assaykonditionen oder des Markierungsprozesses erfolgen, z. B. Veranderungen der
Pufferzusammensetzungen oder Markierungsmethode. Liegen die Counts hingegen Uber
1500 oder sind die Peaks sogar abgeschnitten (> 2500 Counts), sollte auf freien

Fluoreszenzfarbstoff in der Probe getestet werden.

In den Rohdaten lassen sich sowohl Aggregation als auch Denaturierung der MST-Messung
erkennen. In diesem Fall zeigen die MST-Kurven Beulen und Wellen oder variieren sehr stark
untereinander (s. Abb. 23) [156].
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Abb. 23 Aggreation in MST-Kurven:
Beispielhafte Darstellung der MST-Kurven mit Beulen und Wellen, welche auf eine
Aggregation der Probe hindeuten oder auf eine Denaturierung der Proteine. Solche Kurven
kénnen nicht fir die Auswertung herangezogen werden, sondern miissen aus den Messungen
entfernt werden, wenn es vereinzelte Punkte betrifft. Mit freundlicher Genehmigung von
NanoTemper Technologies.

Um dieses Problem zu beseitigen, kdnnen Detergenzien wie Tween20 oder Proteine wie BSA
im Assay eingesetzt werden. In einigen Fallen reicht es aus, den Puffer zu optimieren, z. B.
indem der pH-Wert oder die Zusammensetzung verandert wird, oder die Proben bei ca.

15000 x g fur 5 Minuten zu zentrifugieren [156].
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4 Material und Methoden

4.1 Verwendete Materialien, Gerdate und EDV-Systeme

4.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in hdchster Reinheit bei folgenden
Herstellern erworben: Sigma-Aldrich, Merck, Carl Roth, GE Healthcare, Fermentas, NEB,
Fluka.

Tab. 2 Enzyme und Kits

Bezeichnung Hersteller

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Bam HI (10 U/ul) mit Tango Puffer verwendet
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Nhe I (10 U/ul) Tango Puffer verwendet

Deutschland
Phusion DNA Polymerase mit 5x Phusion HF Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Puffer verwendet Deutschland

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Pst 1 (10 U/ul) mit Puffer O verwendet

Deutschland
T4 DNA Ligase (5 U/ul) mit T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Puffer verwendet Deutschland

. . . New England Biolabs GmbH, Frankfurt am

Gibson Assembly® Cloning Kit

Main, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
GeneJET PCR Purification Kit #0702
Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, Diren,

Midiprep NucleoBond XTra Midi
Deutschland
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Tab. 3 Zellkulturmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Gibco, life technologies, Dreireich,
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Deutschland; Pan Biotech, Aidenback,
Deutschland
Gibco, life technologies, Dreireich,
Fetal calf serum (FCS) Deutschland; Pan Biotech, Aidenback,
Deutschland
_ _ _ Invitrogen, life technologies, Dreireich,
Lipofectamine® 2000 Transfektionsreagenz
Deutschland
Gibco, life  technologies, Dreireich,
DPBS
Deutschland
100 IU/ml Penicillin 100 pug/ml - Gibco, life technologies, Dreireich,
Streptomycin(PenStrep) Deutschland; Pan Biotech, Aidenback,

Puromycin-dihydrochloride

Trypsin-EDTA 0,05%

Deutschland
Gold Biotechnology, St. Louis, MO, USA
Gibco, life

Deutschland

technologies, Dreireich,

Tab. 4 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Mouse anti-Strep-tag Il antibody
Polyclonal rabbit anti-mouse IgG antibody

coupled to horseradish peroxidase

Casein Kinase lla (1AD9): sc-12738

Casein Kinase IIf (6D5): sc-12739

Iba, Géttingen, Deutschland
Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX,
USA
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX,
USA
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Tab. 5 Sonstige Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Super Signal West Dura Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Deutschland

SOC Outgrowth Media #B90209 New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

4x Laemmli Probenpuffer Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

4.2 Materialien, Gerate und EDV-Systeme

Tab. 6 Verwendete Gerate

Bezeichnung Hersteller

Zentrifugen

5415 D Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

5430R

5424

RC 3B Plus und RC 5B Plus Sorvall, Newton, CT, US

Autoklaven

Variklav Typ 400, Dampfsterilisator H+P Labortechnik GmbH, Oberschleillheim,
Deutschland

Waagen

SC 2 Feinwaage

KERN 770 Analysenwaage
Chromatographie

AKTA Explorer

Assay

Synergy™ 2 multimode microplate reader
Nanotemper Monolith NT.115
Sonstige Gerite

BIO-RAD Mini Trans-Blot Cell

HydroFlex microplate washer
Inkubationsschittler

Mastercycler personal

T100 ThermoCycler

NanoDrop 2000c spectrophotometer

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland

GE Healthcare Europe, Freiburg,
Deutschland

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland
Nanotemper, Minchen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Tecan Group Ltd. , Mannedorf, Schweiz

Infors HT, Einsbach, Deutschland

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

ThermoMixer

Metrohm 827 pH lab pH-Meter
Methrom 6.0258.600 pH-Elektrode
Eppendorf Pipetten “References” and
“‘Research plus”

Distriman Stepper

membraPure, distillery

Sterilbanke

Sterilbank Lamin Air HB2448

Steril Werkbank Gelaire Flow Laboratories
BSB 4A

UV-Tische

3UV-Transilluminator mit ProAlpha Digi Doc
und Power Shot A640

UVlvue Transilluminator BTS-26-LM
Schttler HT Infors TypAll70

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland
Metrohm, Herisau, Schweiz

Metrohm, Herisau, Schweiz

Eppendorf, Hamburg Deutschland

Gilson Inc., Middleton, UK

membraPure ,Bodenheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,

Deutschland
Gelaire, Sydney, Australien

Genetic Technologies, Inc., Miami, FL, USA

UViltec Limited, Cambridge, UK

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Tab. 7 Verwendete Materialien

Name

Hersteller

Zelllkultur

175 cm?BD Falcon Zellkulturflasche
175 cm? Nunclon Delta Surface
Triplezellkulturflasche

75 cm?BD Falcon Zellkulturflasche
Chromatographie

1 + 5 mL Hi-Trap Heparin
Affinitatschromatographie Saule
P11 Cellulose Saule

HisTrap HP Saule

Strep-Tactin® Superflow® 50% suspension
Assay

Nunc-Immuno MicroWell 96 well solid plate
(F96 MaxiSorp)

BD Biosciences, Bedford, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, St. Leon Rot,
Deutschland

BD Biosciences, Bedford, MA, USA

GE Healthcare Europe, Freiburg,
Deutschland

Whatmann, Kent, UK

GE Healthcare Europe, Freiburg,
Deutschland
Iba, Géttingen, Germany

Nunc A/S, Roskilde, Danemark
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Name

Hersteller

Schwarze BRANDplates®, 96-well Platten
mit F-Boden

Monolith™ NT.115 Standard Treated
Capillaries

Monolith™ Protein Labeling Kit RED-NHS
(Amine Reactive)

Sonstige Materialien

Hybond-C Extra

Kodak Biomax X-ray film

Amicon Ultra, Zentrifugenfilter, Ultracel-30K,
regenerierte Zellulose 30.000
0,22 uM Sterilfilter (Typ GPWP)

Brand, Wertheim, Deutschland

Nanotemper, Minchen, Deutschland

Nanotemper, Minchen, Deutschland

Amersham, GE Healthcare Europe,
Freiburg, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Millipore, Carrightwohill Co. Cork, Irland

Merck Millipore,Darmstadt, Deutschland

4.2.1 Verwendete EDV-Systeme

Tab. 8 Verwendete EDV-Gerate

Programm

Entwickler, Referenz

Microscoft Office 2013
GraphPad Prism 7

Gen5 Microplate Reader and Imager

Microsoft Corporation, Redmond, USA
GraphPad Software Inc. La Jolla, USA

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland

Software

MO.Control Nanotemper, Minchen, Deutschland
MO .Affinity Analysis Nanotemper, Munchen, Deutschland
Programm Entwickler, Referenz

Alpha Pro View

Adobe Photoshop 7.0

Unicorn 5.3.1

Genetic Technologies, Inc., Miami, FL, USA
Adobe Systems Incorporated, San José,
CA, USA

GE Healthcare Europe, Freiburg,

Deutschland
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4.3 Verwendete Puffer und Lésungen

Tab. 9 Verwendete Puffer und Zusammensetzung

Bezeichnung Zusammensetzung

10x TBS 500 mM Tris, 1,5 M NaCl, pH 7,4

Boratpuffer Borat, 5x Borat 250 mM, pH 8,5

10x PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO,
* 2 H20, 2 mM KH;HPO,, pH 7,2-7,8

5x SDS-Laufpuffer Tris 30 g/L, Glycin 150 g/L, SDS 20% 5 g/L

oder 50 ml 10%-ige SDS-Lésung, pH 8,3
Peptidfarbeldsung fur SDS-PAGE-Gele 0,02% (w/v). Coomassie blue G [Serva Blau

Gl,

5% (w/v). Aluminiumsulfat-(14-18)-hydrat,

10% (v/v) Ethanol 96%,

2% (v/v) Phosphorsaure 100%

10x TBE 1 M Tris, 1 M Borsaure, 0,02 M EDTA
LB-Medium (Platten) 5 g Trypton oder Pepton
2,5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
(+7,5 g Agar)
TE Puffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA
Puffer A (Aufreinigung) 300 mM NaCl, 25 mM Tris, pH 8,5
Puffer B (Aufreinigung) 1 M NaCl, 25 mM Tris, pH 8,5
ITC-Puffer 500 mM NacCl, 25 mM Tris, pH 8,5
P1 (Plasmidpraparation) 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA,
100 pg/ml RNAse, pH 8,0
P2 (Plasmidpraparation) 200 mM NaOH,1% SDS
P3 (Plasmidpraparation) 3 M Kaliumacetat, pH 5,5
50x TAE 2 M Tris Acetat,0,05 M EDTA, pH 8,2 - 8,4
Waschpuffer- Affiinitatschromatographie 100 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
mit EDTA pH 8,0
Destain-Ldsung 10% (v/v) Ethanol 96%

2% (v/v) Phosphorsaure 100%
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4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Bezugsquelle

E.coliBL21 (DE3) F- endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rK- Amersham Pharmacia,
,mK+) supE44 relA1 (80D lacZAM15) Uppsala, Schweden [162]
A(lacZYA argF)u169

E. coli DH5a F- endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK- Invitrogen, Carlsbad, USA

,mK+) supE44 relA1 (80D lacZAM15) [163]
A(lacZYA-argF)U169

E. coliNEBS5a fhuA2 (argF-lacZ)U169 phoA ginV44 80 New England Biolabs GmbH,
(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 Frankfurt am Main,
thi-1 hsdR17 Deutschland [164]

4.4.2 Oligonucleotide

Die fur die molekularbiologischen Arbeiten verwendeten Oligonucleotide sind in Tab. 10 (PCR

zur Klonierung) und Tab. 11 (Sequenzierung) mit den jeweiligen Sequenzen aufgeflihrt

Tab. 10 Oligonucleotide und ihre Sequenzen fiir die Klonierung.

Primer Sequenz

p53 fwd CK2a AAAGCTAGCATCGGGACCCGTGCCAAGCAG

p54 rev CK2a fl AAAGGATCCTCGCTGAGCGCCAGCGGC

p55 rev CK2a s AAAGGATCCACCCATTCGAGCCTGGTCCTTC

p56 fwd CK23 AAAGCTAGCAAGCAGCTCAGAGGAGGTGTC

p57 rev CK2p fl AAACTCGAGGCGAATCGTCTTGACTGGGCTCTTG

p58 rev CK2B s AAACTCGAGATGGATCTTGAAACCGTAG

p67 fwd CK2a Gibson AGGGCTCTGGCAGCCCCGCTAGCATCGGGACCCGT
GCCAAG

p68 rev CK2a s Gibson GAGCCGCGAGGAACCAGGGATCCACCCATTCGAGC
CTGGTC

p76 rev CK2a fl Gibson GAGCCGCGAGGAACCAGGGATCCCTGCTGAGCGCC
A

p88 fwd CK2f Gibson AGGGCTCTGGCAGCCCCGCTAGCAAGCAGCTCAGA
GGAGGTG

p84 rev CKp s Gibson GAGCCGCGAGGAACCAGGGATCCATGGATCTTGAA
ACCGTAGAGC
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Primer Sequenz

p85 rev CKp fl Gibson GAGCCGCGAGGAACCAGGGATCCGCGAATCGTCTT
GACTGG

fwd CK2a’C336S Gibson GGAGGGCTCTGGCAGCCCCGCTAGCcACCCGGCCC
GGCCGCGGG

rev CK2a’ C336S Gibson CAGAGCCGCGAGGAACCAGGGATCCTCGTGCTGCC

GTGAGACCACTGGAAAGCACAGC

Tab. 11 Oligonucleotide und ihre Sequenzen fiir die Sequenzierung.

Primer Sequenz

pCEP AGCTCGTTTAGTGAACCGTCAG

pCEP rev TCATCAATGTATCTTATCATGTCT

p59 CK2B 1 AGCAGGTCCCTCACTACCG

p60 CK2B 2 AGACATCCCAGGTGAAGCCA

p61 CK2B 3 CAGTTCGAGAAAGGTGGAGG

p62 CK2a 1 GTTCGAAAATTAGGCCGAGGT

p63 CK2a 2 ATTATTGTCACAGCATGGGAA

p64 CK2a 3 TCAGTTGGTGAGGATAGCCAA
443 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur
Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen in vitro. Die Kettenreaktion beruht darauf, dass in jedem
Zyklus die Produkte der vorherigen Reaktion wieder als Ausgangsmaterial dienen. Die
Vervielfaltigung der DNA-Sequenz steigt somit mit jedem Zyklus exponentiell an. Ausgehend
von zwei Oligonucleotiden (Primern), welche die zu amplifizierende Sequenz von beiden
Seiten begrenzen, kann mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase die gewilnschte
Nucleotidsequenz kopiert werden. Dabei findet zunachst in jedem Zyklus eine
Hitzedenaturierung zur Bildung von einzelstrangiger DNA statt. Darauf folgt das Binden der
Primer (Primer-Annealing). Zur Verdopplung der DNA-Sequenz wird nun durch die
Polymerase wieder ein Doppelstrang zwischen den beiden Primern aufgebaut (Primer
Extension) [165].
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Die PCR-Ansatze setzen sich folgendermallen zusammen:
10 yI 5 x Phusion HF buffer

1ul  forward Primer (25 uM)

1ul  reverse Primer (25 uM)

1yl dNTPs (10 mM)

5yl DMSO (10 %)

0,5 yl Phusion DNA-polymerase

0,5 ul DNA-Template (10 ng)

31yl HO

Bei dem verwendeten PCR-Programm handelt es sich um ein 2-Step-Protokoll, das heil3t, die
Annealings- und Extensionsschritte sind miteinander kombiniert. Der gesamte Zyklus,
bestehend aus den Schritten Denaturierung, Annealing und Extension, wurde insgesamt 32

Mal durchgefiihrt. Zuletzt erfolgt eine 10-min(tige(s. Tab. 12).

Tab. 12 PCR-Programm fiir die Amplifikation von DNA.

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 30s
Denaturierung 98 °C 30s
_ _ 20 s (CK2B-Konstrukte) 32 Zyklen
Annealing und Extension 72 °C
30 s (CK2a-Konstrukte)
Finale Verlangerung 72 °C 10 min

4.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese beruht auf dem Prinzip, geladene Molekile mit Hilfe eines
elektrischen Feldes nach ihrer GroRe zu trennen. Hierzu wird eine Gelmatrix elektrisch
aufgeladen, und die Molekile werden wahrend der Migration zur Anode aufgrund ihrer
unterschiedlichen Ladung und Grofie voneinander separiert [166]. DNA-Fragmente besitzen
ein negativ geladenes Zucker-Phosphatgerist und stellen deswegen Polyanionen dar. Das
Verhaltnis zwischen Grée und Ladung der DNA-Fragmente ist dabei konstant. Dadurch ergibt
sich auch Uber einen weiten GroéRenbereich ein linearer Zusammenhang zwischen der
Fragmentlange (in Basenpaaren) und der Wanderungsdistanz (in cm, bezogen auf die
Gesamtstrecke). Diese Methode wurde wahrend der molekularbiologischen Arbeiten sowohl

als praparatives Mittel nach der PCR als auch fir analytische Zwecke nach dem
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Restriktionsverdau der Plasmidpraparation genutzt. Fir beide Varianten wurden Agarosegele
mit 1 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer hergestellt. Daftr wurden 0,7 g Agarose eingewogen, in
70 ml TBE-Puffer gelést und in der Mikrowelle bis zum vollstandigen Lésen der Agarose
aufgekocht. Der TBE-Puffer wurde ebenfalls als Laufpuffer fir die Gelelektrophorese
verwendet. Um eine Naherungsquantifizierung der aufgetragenen Proben zu garantieren,
wurde die GeneRuler-1-kb-DNA-Leiter (4 pl) jedem Gel hinzugefligt. Den Proben wurde je ein
Sechstel ihres Gesamtvolumens 6x DNA Loading Dye hinzugefligt. Dieses enthalt neben
Glycerin, welches ein Absinken der Proben in die Probentaschen sicherstellt, die Farbstoffe
Bromphenolblau und Xylencyanol FF. Diese dienten der zweifarbigen Visualisierung der DNA-
Migration wahrend der Gelelektrophorese. Fir die Durchfiihrung wurde eine Spannung von
100 V an die Laufkammer angeschlossen und so lange beibehalten, bis eine ausreichende
Migration und damit Auftrennung der DNA sichergestellt war. AnschlieBend wurden die Gele
in 0,1 % Ethidiumbromid in TBE-Puffer fir 30 min bei 60 °C inkubiert. Ethidiumbromid ist ein
roter Phenanthridin-Farbstoff, welcher zwischen einzelne Basen der DNA interkaliert.
Hierdurch verandert sich das Anregungsspektrum, und die Fluoreszenz in UV-B-Licht wird
verstarkt, so dass mit Hilfe eines UV-Transilluminators die Proben sichtbar gemacht werden
kénnen [167]. Bei praparativen Gelen wurden die entsprechenden Banden mit Hilfe eines
Skalpells herausgeschnitten und mit dem Genedet Gel Extraction Kit von Thermo Fisher
Scientific nach Anleitung des Herstellers aufgearbeitet. Analytische Gele wurden

photographisch dokumentiert.

4.4.5 Restriktionsverdau nach PCR

Zur Klonierung der Konstrukte von CK2p"'%® und CK2B wurden die gereinigten PCR-Produkte
zunachst mit den Restriktionsenzymen Nhel und Xhol geschnitten, um im nachfolgenden
Schritt in den Zielvektor ligiert zu werden. Der Reaktionsansatz des Restriktionsverdaus lautet

wie folgt:

10 pl PCR-Produkt (400 ng Template)

4 ul Tango 10 x Puffer gelb

1 ul Nhel

25 ul H0

Der Reaktionsansatz wurde fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert, und anschlief3end erfolgte die

Zugabe von:

6 ul Tango 10x Puffer gelb

1 ul Xhol

3 pl H0

Daraufhin wurde erneut fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert und der Reaktionsansatz

anschlieflend mit dem Kit der Firma Fermentas nach Anleitung aufgearbeitet. Dazu wurde der
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Restriktionsansatz 1:1 mit Binding Buffer versetzt und auf eine DNA Purification Micro Column
aus dem Kit gegeben. Das Ganze wurde fir 1 min bei 13000 rpm (5415 D, Eppendorf)
zentrifugiert und der Durchfluss anschlieBend verworfen. Darauffolgend wurden 700 pl
Waschpuffer auf die Micro Column gegeben und erneut fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
Die Micro Column wurde dann in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal} tberfihrt, und 30 ul Elution
Buffer wurden in die Mitte der Saule pipettiert. Diese wurde flr 1 min bei Raumtemperatur
belassen und anschlieltend erneut fir 1 min bei 13000 rpm (5415 D, Eppendorf) zentrifugiert.
Zum Schluss wurde die Konzentration der Elution fiir die darauffolgende Ligation am Nanodrop

bestimmt.

4.4.6 Restriktionsverdau des Vektors pV152 zur Ligation

Zur Klonierung von CK2a'23%® CK2a und CK2a'°*%¢S wurde der Vektor pV152 mit den
Restriktionsenzymen Nhel und BamHI verdaut. Zur Klonierung von CK2B"%3 und CK2B wurde
der Vektor pV152 mit den Restriktionsenzymen Nhel und Xhol geschnitten. Dazu wurden die

folgenden Reaktionsansatze verwendet:

6 ul Vektor

3 pl Tango 10x Puffer gelb

2 ul Nhel

19 ul H20

Dieser wurde zunachst fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde dem

Reaktionsansatz folgendes hinzugefugt:

5 ul Tange 10x Puffer gelb

2 ul BamHI/Xhol

3 pl H0

Der Reaktionsansatz wurde erneut fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlieend mit
dem GeneJET PCR Purification Kit aufgearbeitet.

Der Reaktionsansatz wurde weiter ebenso, wie unter 3.3.4 beschrieben, behandelt.
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4.4.7 Ligation

Zur Bestimmung der fir die Ligation bendtigten Konzentrationen des Vektors und der

dazugehdrigen PCR-Produkte wurde folgende Formel verwendet

Si -t Gl. 26

= —
(riv t s

i = Menge Insert

si = GroBe Insert (bp)

t = Menge Gesamt (200 ng)
sv = GrélRe Vektor (bp)

riv = Ratio Insert/Vektor (5)

Der Ligationsansatz enthielt zudem 1 pl Ligase-T4 und 1 pl 10x Ligase-Puffer. Das
Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug immer 10 pl, fehlende Volumina nach
entsprechendem Einsatz von Vektor und Insert wurden mit Aqua dest. aufgefillt. Die
Ligationsansatze wurden fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die
Ligase bei 65 °C fur 10 min inaktiviert, und der Ansatz konnte zur Transformation (s. Kapitel

4.4.9 und 4.4.10) weiterverwendet werden.

4.4.8 Gibson Assembly Reaktion

Das Gibson Assembly Kit beruht auf einer Einzelreaktion zur Zusammenfuhrung von
Uberlappenden DNA-Stlcken, bei welcher simultan drei Enzyme arbeiten. Dieses Kit vereinigt
die Aktivitat einer 5-Exonuklease, einer Polymerase und einer Ligase. Dabei sorgt die 5'-
Exonuklease fir einen Abbau am 5-Ende der Sequenzen, so dass die komplementaren
Sequenzen zur Anlagerung aneinander zur Verfigung stehen. Die Polymerase sorgt dann
daflr, dass die Licken in den angelagerten Regionen wieder aufgefiillt werden. Abschliel3end
wird durch die Aktivitat der Ligase die DNA wieder kovalent miteinander verknipft. Das
Reaktionsschema ist in Abb. 24 zu sehen [168,169].
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Abb. 24 Schematische Darstellung der Reaktionen des Gibson Assembly Kits:
Die Abbildung zeigt die einzelnen Reaktionen der drei simultan arbeitenden Enzyme.
Entnommen aus Gibson et al. [169] Mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing
Group.

Fir diese Methode der Klonierung werden nur fir die PCR-Reaktion, welche zuvor
durchgefiihrt werden muss, spezielle Primer benétigt. Diese Primer besitzen sowohl mit dem
Vektor-Backbone als auch mit dem DNA-Insert mindestens 18 Uberlappende Basenpaare. Der
Vektor muss vor der Nutzung des Kits zunachst mit Hilfe von Restriktionsenzymen linearisiert
werden. Auflerdem muss eine PCR-Reaktion mit den designten Primern und dem Insert, wie

unter 3.3.2 beschrieben, durchgeflihrt werden.

Durchgefiihrt wurde die Gibson-Assembly-Reaktion nach Anleitung des Herstellers. Hierzu
wurden 25-100 ng des Vektors und ein mindestens 2-facher Uberschuss an Insert eingesetzt.
Pro Reaktion wurde ein Gesamtvolumen von 20 ul verwendet. Dabei werden 10 ul des Gibson-
Assembly-Master-Mixes (2x) und sowohl 2-10 yl an PCR-Fragmenten als auch an
linearisiertem Vektor bendtigt. Um in jedem Fall auf 20 ul Gesamtvolumen zu kommen, wurde
fehlendes Restvolumen mit Aqua dest. aufgefillt. Der gesamte Ansatz wurde flr 15 min bei

50 °C inkubiert und anschlie®end auf Eis oder bei —20 °C gelagert.

4.4.9 Transformation von elektrokompetenten E. coli-Zellen

Es wurden 50 ul Aliquots der elektrokompetenten E. coli DH10B auf Eis aufgetaut. Zu den
aufgetauten Bakterien wurden je 2 ul des Ligationsansatzes gegeben und das Ganze fir 1
Minute auf Eis stehen gelassen. Anschlie®end wurde der gesamte Ansatz in eine
Elektroporationskuvette gegeben. Diese wurde in den Elektroporator platziert und der Ansatz
einem Strompuls (250 Q, 25 pyFD, 1,6 V) ausgesetzt. Nach einem Signalton wurde die Kivette

entnommen, 1 ml SOC-Medium in die Klivette gegeben, alles mit einer Pipette gemischt und
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danach in ein steriles Reagenzglas uberflihrt. Die Reagenzglaser wurden fur 1 h bei 37 °C und
200 rpm (Inkubationsschdttler, Infors HT) inkubiert. Schlief3lich wurden die Bakterienkulturen
bei 13000 rpm (5415 D, Eppendorf) fir 1 min zentrifugiert und 700 pl des Uberstandes
entfernt. Die Pellets wurden im restlichen Medium resuspendiert und je 150 ul auf LB-Platten,
die 100 pg/ml Ampicillin enthielten, mit Hilfe eines Drigalski-Spatels ausgestrichen und Utber
Nacht bei 37 °C inkubiert [163].

4.4.10 Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen

Ein Aliquot der kompetenten E. coli NEB5alpha aus dem Gibson Assembly Cloning Kit wurde
auf Eis aufgetaut. Anschlieliend wurden 2 pl des Produktes aus der vorherigen Gibson—
Assembly-Reaktion hinzugegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die Mischung
wurde fir 30 min auf Eis gestellt. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fir 30 s, und das
Reaktionsgefald wurde erneut fir 2 min auf Eis gestellt. In das Reaktionsgefal® wurden
daraufhin 950 pl auf Raumtemperatur gebrachtes SOC-Medium gegeben und der Ansatz fir
1 h bei 37°C und 200 rpm (Inkubationsschittler, Infors HT) inkubiert. 100 ul der
Bakterienkultur wurden auf eine LB-Platte mit 100 ug/ml Ampicillin ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert [163].

4.4.11 Plasmidpraparation im 1,5-mi-MaRstab

In der Regel wurden 8 Kolonien der transformierten E. coli DH10B oder NEB5alpha gepickt,
wobei etwas von der Bakterienkultur auf eine neue LB-Platte mit 100 ug/ml Ampicillin
aufgetragen und der Rest jeweils in ein steriles Reagenzglas mit 2 ml LB-Medium und
100 pg/ml Ampicillin Gberflhrt wurde. Die Kulturen im Reagenzglas und die neu bestrichene
LB-Platte (Sicherheitsplatte) wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert, wobei die Inkubation der
Bakterienkulturen im Reagenzglas unter Schitteln bei 200 rpm (Inkubationsschiittler,
Infors HT) stattfand. Am darauffolgenden Tag wurden 1,5ml der Kulturen in 1,5-ml-
ReaktionsgefalRe uberfihrt, fir 1 min bei 13000 rpm (5415 D, Eppendorf) zentrifugiert und der
Uberstand anschlieend verworfen. Zu den Pellets wurden 200 pl des Puffers P1 gegeben
und diese darin resuspendiert. AnschlieRend wurden 200 pl des Puffers P2 hinzugefigt, der
Ansatz mit Hilfe einer Pipette gemischt und fir 2 min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden 200 pl des Puffers P3 hinzugegeben und die Ansatze fir 3 min bei
13000 rpm (5415 D, Eppendorf) zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen, in frische 1,5-ml-Reaktionsgefalte Uberfihrt und die DNA mit 350 pl
100 % Isopropanol geféllt. Die ReaktionsgefalRe wurden 20 min bei 4 °C bei 13000 rpm
(5415 D, Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das so erhaltene DNA-Pellet
wurde mit 200 pL 70%-Ethanol gewaschen und bei 65 °C im Thermoblock getrocknet. Zum
Schluss wurde das Pellet in 30 ul Aqua Dest. gelést und die DNA-Konzentration am Nanodrop

bestimmt.
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Um nach der Plasmidpraparation eine Aussage uber den Erfolg der zuvor erfolgten Ligation
bzw. der Gibson-Assembly Reaktion treffen zu kdénnen, wurde eine Restriktionsanalyse
durchgefihrt. Fir die Restriktionsanalyse wurden je nach Insert unterschiedliche
Restriktionsenzyme (Pstl fur CK2B"™% und CK2a'®*3¢S; EcoRV fiur CK2a'3%, CK2a)
verwendet, welche die Anforderung erfillten, im jeweiligen Insert zu schneiden. So konnten
religierte und positive Plasmide durch eine anschlieRende Kontrolle mittels eines Agarosegels

unterschieden werden.

4.4.12 Plasmidpraparation im 200-mi-MaRstab

Fir die Plasmidpraparation im 200-ml-Mal3stab wurde eine Kolonie ausgewahlt, welche bei
der Restriktionsanalyse ein positives Ergebnis flir die Ligation von Insert und Vektor gezeigt
hat. Mit Hilfe einer Impfése wurde etwas von der jeweiligen Kolonie von der Sicherheitsplatte
aufgenommen und 200 ml LB-Medium, welches 100 pg/ml Ampicillin enthielt, mit der
ausgewahlten Kolonie angeimpft. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 37 °C unter Schutteln bei
200 rpm (Inkubationsschuttler, Infors HT) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die
gesamte Kultur in einen 500-ml-Zentrifugenbecher tberfihrt und bei 7000 rpm (RC 3B Plus,
Sorvall) fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und die Plasmidpraparation
erfolgte mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit von Macherey-Nagel. Dabei wurde eine alkalische
Lyse nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt und die DNA mit Hilfe der mitgelieferten
Séaulen gereinigt. Die DNA wurde nach der Elution mit 100 % Isopropanol gefallt, mit 70%-

Ethanol gewaschen und zuletzt in 150 ul TE-Puffer gelost.

4.4.13 Sequenzierung

Fir eine Sequenzierung im Cologne Center for Genomics (CCG) musste zunachst eine PCR
durchgefihrt werden, um die zu analysierende DNA zu vervielfaltigen und einen
Fluoreszenzfarbstoff einzubauen. Hierfur wurden je Konstrukt verschiedene Primer eingesetzt,
da mit nur einem nicht das vollstandige Insert tUberprift werden konnte. Der Grund dafur ist,
dass das Insert zu lang ist und in der Regel nur 400-500 Basen je Primer sequenziert werden

kénnen. Das Pipettierschema fiir je einen Primer ist in Tab. 13 zu finden.
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Tab. 13 Pipettierschema fiir die PCR zur Sequenzierung.

Komponente Menge (ul)
H.O 4,9

5x Puffer 25

DNA 1,0

Primer (2 uM) 1,25

Big Dye 1.1 (1:5 verdinnt) 1,25

Zu beachten war, das Big Dye erst nach einer initialen Denaturierung flr 5 min bei 94 °C dem
Reaktionsansatz zuzugeben. Danach wurde das folgende PCR-Programm fir 32 Zyklen
durchgeflhrt:

Tab. 14 PCR-Programm zur PCR fiir die Sequenzierung.

Funktion Zeit Temperatur
Denaturierung 10s 96 °C
Annealing 5s 55°C
Synthese 4 min 60 °C

Die Proben wurden nach der PCR im CCG abgeben und dort sequenziert. Andere Proben
konnten ohne vorherige PCR bei der Firma GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland)
abgegeben werden. Dazu wurden 20 ul der Plasmid-DNA mit einer Konzentration von 30—
100 ng/pl sowie 20 ul der Primer mit einer Konzentration von 10 pmol/pl bendtigt. Die Firma

GATC Biotech AG fuhrte dann eine Sanger-Sequenzierung der Proben durch [170].

4.4.14 Transfektion mit Turbofect von CK2a'33%, CK2a und CK2a’¢336S

Zur Transfektion von HEK293-EBNA-Zellen mit Turbofect wurden diese am Vortag 1:3 auf 75-
cm?2-Zellkulturflaschen gesplittet, damit diese am nachsten Tag zu 5070 % konfluent waren.
Am darauffolgenden Tag wurde zunachst der Transfektionskomplex angesetzt. Dieser
bestand aus 1200 ul serumfreiem DMEM, welchem 12 ug der DNA und 24 ul der Turbofect-
Reagenzlésung hinzupipettiert wurden. Das Ganze wurde fir 15 min bei Raumtemperatur
belassen, um eine optimale Ausbildung des Transfektionskomplexes zu ermoglichen. In der
Zwischenzeit wurde den Zellen 12 ml frisches DMEM-Medium mit 10 % FCS, 100 1U/mi
Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin gegeben. Nach Ablauf der 15 min wurde der
Transfektionskomplex vorsichtig und tropfenweise zu den Zellen hinzugegeben und das
Ganze fir 24 h bei 37 °C und 5 % COz inkubiert. Nach den 24 h wurde das Nahrmedium gegen

das Selektionsmedium getauscht, welches zusatzlich 3 pg/ml Puromycin enthielt. Am
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nachsten Tag erfolgte erneut ein Wechsel des Mediums, um durch die Selektion abgestorbene

Zellen zu entfernen.

Wenn die Zellen ca. 100 % Konfluenz erreicht hatten, wurden sie auf vier 175-cm?-
Zellkulturflaschen gesplittet. Wenn diese Flaschen wiederum ungefahr 100 % Konfluenz
erreicht hatten, wurden sie auf vier Tripleflaschen gesplittet. Von diesen wurde dann taglich
das Medium gesammelt und gegen das neue Medium ausgetauscht. Dabei wurde der Gehalt
an Serum von 10 % auf 2 % reduziert, sobald alle drei Béden der Tripleflaschen zu 100 %
konfluent bewachsen waren. Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und
anschlielend bei 4 °C und 7000 rpm (RC 3B Plus, Sorvall) fir 7 min zentrifugiert. Das Medium

wurde Uber zwei Wochen gesammelt.

4.4.15 Transfektion mit Lipofectamine® 2000 von CK2p''*3 und CK2p

Auch zur Transfektion von HEK293-EBNA-Zellen mit Lipofectamine® 2000 wurden diese am
Vortag 1:3 auf 75-cm?-Zellkulturflaschen gesplittet. Am nachsten Tag wurden zunachst ca.
20 yg der Plasmid-DNA in 1500 ul serumfreien DMEM-Medium verdiinnt. Anschlielend
wurden ebenfalls 50 yl Lipofectamine®-2000-Reagenz in 1500 pl serumfreiem DMEM-
Medium fir 5 min inkubiert. Nach Ablauf der 5 min wurden beide Verdinnungen miteinander
vereinigt, vorsichtig gemischt und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der
Inkubationszeit wurde das Medium der Zellen gegen 12 ml frisches Medium mit 10 % FCS
sowie 100 IU/mL Penicillin und 100 ug/mL Streptomycin ausgetauscht. Nach Ende der
Inkubationszeit wurde der Transfektionskomplex vorsichtig zu den Zellen pipettiert und durch
leichtes Schwenken der Zellkulturflasche mit dem Medium gemischt. Die Zellen wurden flr
24 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen 1:10 gesplittet und sowohl
die zur Transfektion genutzte Zellkulturflasche als auch die 1:10 gesplittete Zellkulturflasche
erneut fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Das Medium der Zellen wurde nach der
weiteren Inkubation gegen das Selektionsmedium, welches zusatzlich 3 ug/ml Puromycin
enthielt, ausgetauscht. Am nachsten Tag erfolgte erneut ein Wechsel des Mediums, um durch

die Selektion abgestorbene Zellen zu entfernen.

Anschlieend wurde mit den Zellen, ahnlich wie unter 3.3.13 beschrieben, verfahren. Es wurde
lediglich bei 100 % Konfluenz zunachst eine 75-cm?-Flasche auf eine 175-cm?-Flasche
gesplittet. Die 175-cm?-Flasche wurde bei 100 % Konfluenz dann auf drei weitere 175-cm?-
Flaschen gesplittet, bis letztendlich neun 175-cm?-Flaschen bei 100 % Konfluenz auf je eine
Tripleflasche gesplittet wurden. Das Sammeln des Mediums erfolgte, wie unter 4.4.14

beschrieben.
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4.5 Proteinbiochemische Methoden

4.51 Affinititschromatographie mit Streptactin-Sepharose

Die mit Hilfe des Vektors in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten Proteine wurden aufgrund des
starken Signalpeptids in das Zellkulturmedium sekretiert. Das Uber einen Zeitraum von zwei
Wochen gesammelte Medium wurde ber eine selbstgebaute Saule mit einem Saulenvolumen
von etwa 0,5 ml Streptactin Superflow High Capicity Sepharose gegeben. Das Medium wurde
mit Hilfe einer Peristaltikpumpe mit einer Flussrate von ca. 0,25 ml/min auf die Saule
aufgetragen. Wenn etwa 500-1000 ml des Mediums uber die Saule gelaufen waren, wurde
diese zunachst so lange mit Affinitatswaschpuffer gewaschen, bis die Saule wieder komplett
farblos war. AnschlieBend wurde mit 8-10 ml Affinitatswaschpuffer, welcher 5 mM
Desthiobiotin enthielt, eluiert. Um die Saule erneut zur Aufreinigung von Medium verwenden
zu kdénnen, wurde sie nach der Elution mit Affinitdtswaschpuffer, welches 1 mM 2-(4'-
Hydroxyphenylazo)-Benzoesaure (HABA) enthielt, gewaschen. Dies geschah so lange, bis
das Saulenmaterial eine orangene Farbe annahm. AnschlieBend wurde die Saule mit
Affinitatswaschpuffer wieder ausgewaschen. Das Proteineluat wurde mit Hilfe eines
Amicon® Ultra 15 ml gepoolt und umgepuffert (ITC-Puffer). Zuletzt wurde die Konzentration am

Nanodrop bestimmt und das geléste Protein bei -80 °C im Kihlschrank eingefroren.

4.5.2 Rekombinante Expression von CK2a'335, CK2a’¢33¢S und CK2B''%3 im 5-I-
MaRstab in E. coli

Fur die Expression im 5-I-Malistab wurden mit Hilfe von Glycerolstocks von bereits
transformierten E. coli BL21 (DE3) zwei Ubernachtkulturen mit 50 ml LB-Amp-Medium (LB-
Medium mit 100 pug/ml Ampicillin) angeimpft. Diese wurden bei 37 °C und 200 rpm
(Inkubationsschiittler, Infors HT) inkubiert. Am nachsten Tag wurden je 10 ml dieser
Ubernachtkulturen zu 8 Erlenmeyerkolben mit je 600 ml LB-Medium mit 100 pug/ml Ampicillin
gegeben und erneut bei 37 °C und 200 rpm (Inkubationsschittler, Infors HT) inkubiert. Die
Bakterien wuchsen so lange, bis sie eine ODgyo von 0,6-0,8 erreichten. Daraufhin wurde die
Proteinexpression induziert. Hierzu wurde IPTG in einer finalen Konzentration von 0,5 mM zu
jeder Kultur pipettiert. Die Kulturen wurden fir weitere 3 h bei 37 °C im Schuttler bei 200 rpm
(Inkubationsschiittler, Infors HT) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, das
heif3t, sie wurden fir 10 min bei 7000 rpm (RC 3B Plus, Sorvall) und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Bakterienpellets wurden mit 200 ml eiskalter Waschlésung mit 0,9 %
NaCl und 0,2 mM PMSF gewaschen, resuspendiert und erneut fir 10 min bei 7000 rpm (RC
3B Plus, Sorvall) und 4 °C zentrifugiert. Zuletzt wurden die Bakterienpellets so vereinigt, dass
3 Stuck Ubrig blieben. Diese wurden erneut zentrifugiert und zum Schluss bei —80 °C

eingefroren.
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4.5.3 Rekombinante Expression von CK2p"1%® mit N-terminalem Doppel-Streptag-Il im
2-I-MafRstab

Fir die Expression im 2-I-MaRstab wurden zwei Ubernachtkulturen mit 50 ml LB-Amp-Medium
mit Hilfe eines Glycerolstocks transformierter E. coli BL21 (DE3), welche den
Expressionsvektor enthalten, angeimpft. Die Ubernachtkulturen wurden bei 37 °C und
200 rpm (Inkubationsschuttler, Infors HT) bis zum nachsten Morgen inkubiert. Mit Hilfe der
beiden Ubernachtkulturen wurden am darauffolgenden Tag zwei 1-I-Kulturen angeimpft und
diese erneut bei 37 °C und 200 rpm (Inkubationsschittler, Infors HT) inkubiert. Das Wachstum
der Bakterienkulturen wurde beobachtet, bis diese eine ODsyp von 0,6-0,8 erreichten.
Daraufhin wurde mittels der Zugabe von IPTG mit einer finalen Konzentration von 0,5 mM die
Proteinexpression induziert und die Bakterien flr weitere 3 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Bakterienkulturen fir 10 min bei 7000 rpm (RC 3B
Plus, Sorvall) und 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen. Die Pellets
wurden mit je 150 ml eiskalter Waschlésung (0,9 % NaCl; 0,2 mM PMSF) gewaschen,
resuspendiert und erneut fir 10 min bei 7000 rpm (RC 3B Plus, Sorvall) und 4 °C zentrifugiert.

Zuletzt wurden beide Pellets vereinigt und bei —80 °C weggefroren.

4.5.4 Lyse von Bakterien der rekombinanten Expression im 5-I-MaRstab

Fur die Lyse wurden 2 Pellets auf Eis aufgetaut. Nachdem die Pellets aufgetaut waren, wurden
sie in 40 ml Lyse-Puffer (25 mM Tris, 300 mM NacCl, pH 8,5) geldst. Dem Lyse-Puffer wurden
zuvor 1 ml 40 mg/ml Lysozyme und 40 yl DNAse mit einer Konzentration von 10 mg/mi
zugefiigt. Die Resuspension erfolgte mit Hilfe eines Enzymspatels sowie eines
Vortexmischers. Sobald die Pellets vollstandig resuspendiert waren, wurden sie fir 30 min auf
Eis belassen. Anschlieend wurden die Zellen per Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurde
insgesamt 1 min sonifiziert bei einer Amplitude von 40 % mit einem sich abwechselnden
Intervall von 2 s Sonifikation und 2 s Kihlen. Um Zelltrtimmer nach dem Zellaufschluss zu
entfernen, wurde die Zelllésung fir 30 min bei 20000 rpm (RC 5B Plus, Sorvall) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abschlieBend noch einmal zusatzlich (iber ein Filterpapier gegeben, um
auch letzte Reste der Zelltrummer fur die weitere Reinigung zu entfernen. Der so gefilterte

Uberstand wurde sofort fiir weitere Reinigungsschritte verwendet.

4.5.5 Lyse von Bakterien der rekombinanten Expression im 2-I-MaRstab

Fir die Lyse nach der Expression im 2-I-Mal3stab wurde das Bakterienpellet auf Eis aufgetaut.
Nachdem das Pellet aufgetaut war, wurde es in 15 ml Lyse-Puffer (25 mM Tris, 300 mM NacCl,
pH 8,5) resuspendiert. Dem Ansatz wurde 1 ml Lysozym mit einer Konzentration von 2 mg/ml
hinzugeflgt sowie 26 pul DNAse mit einer Konzentration von 1 mg/ml. AnschlieRend wurde der

Ansatz fur 30 min auf Eis belassen. Darauf folgte ein Aufschluss per Ultraschall. Dazu wurde
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insgesamt 5 min sonifiziert mit einer Amplitude von 80 % und einem sich abwechselnden
Intervall von 2 s Sonifikation und 2 s Kihlen. Nach dem Aufschluss wurden die Zelltrimmer
abgetrennt. Dazu wurde 45 min bei 7830 rpom zentrifugiert (RC 5B Plus, Sorvall T) und
anschlieflend noch einmal zusatzlich Uber einen Faltenfilter filtriert. Der Durchfluss wurde fur

die weitere Reinigung verwendet.

4.5.6 Kationenaustausch-/Affinititschromatographie mit P11-Cellulose im Batch-
Verfahren

Diese Aufreinigung im Batch-Verfahren wurde fiir CK2a'-33%, welche in E. coli exprimiert wurde,
sowie CK2a und CK2a'3* die in HEK293-EBNA-Zellen exprimiert wurden, verwendet. Bei
dem  Phospho-Cellulose-Material handelt es sich um einen bifunktionellen
Kationenaustauscher. Dieser besitzt schwache und starke Sauregruppen, welche uber
funktionelle Ortho-Phosphoester verknlpft sind. Diese Methode wird zur Separierung von
Biopolymeren sowie Enzymen genutzt, welche ATP-abhangige Wechselwirkungen
katalysieren, z. B. Proteinkinasen, Restriktionsenzyme, Nucleasen und Polymerasen. Im Fall

der CK2a-Konstrukte handelt es sich deswegen um eine Affinitadtschromatographie.

Zu Beginn jeder Aufreinigung wurde das Saulenmaterial zunachst je zweimal mit Wasser
sowie Puffer B (1 M NaCl, 25 mM Tris, pH 8,5) und anschlief3end dreimal mit Puffer A (300 mM
NaCl, 25 mM Tris, pH 8,5) aquilibriert. Diese drei Schritte wurden in einem 50-ml-Falcon
durchgeflihrt, welches immer komplett mit Puffer aufgefiillt wurde. Anschlieend wurde das
Saulenmaterial entweder mit dem Uberstand der Lyse der Bakterien oder dem gesammelten
Medium der HEK293-EBNA-Zellen fir mindestens 1 h bei 4 °C auf dem Rotator inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde der Uberstand bei 4 °C und 5000 rpm (5430R, Eppendorf) fir
30 min zentrifugiert und abdekantiert. Darauf folgten drei Waschschritte, bei denen die Falcons
jeweils mit 50 ml Puffer A aufgeflllt wurden und jedes Mal bei 4 °C und 5000 rpm fir 15 min
abzentrifugiert wurde. Zur Elution des Proteins wurden 15 ml Puffer B zur P11-Cellulose
gegeben und fir 30 min bei 4 °C auf dem Rotator inkubiert. Das Eluat wurde bei 5000 rpm und
4 °C fur 15 min abzentrifugiert, anschlieRend aufkonzentriert und in ITC-Puffer (500 mM NacCl,
25 mM Tris, pH 8,5) umgepuffert. Es erfolgte eine zweite Elution Uber Nacht bei 4 °C auf dem
Rotator. Auch diese wurde mit einem Amicon® Ultra 15 ml aufkonzentriert und in ITC-Puffer

umgepuffert.

4.5.7 Affinitatschromatographie mit Heparin

Fir die weitere Aufreinigung nach der Chromatographie mit P11-Cellulose bzw. teilweise nach
der Affinitdtschromatographie mit Streptactin wurde eine Affinitdtschromatographie mit
Heparin durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Heparinsaule (HiTrap Heparin HP, 1 ml oder 5 ml)
verwendet, welche mit Puffer A (300 mM NaCl, 25 mM Tris, pH 8,5) aquilibriert wurde. Die
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Proteinproben des ersten Reinigungsschrittes (P11 oder Streptactin) wurden mittels eines
Amicon® Ultra 15 auf ein Volumen von ca. 1 ml eingeengt und dabei gleichzeitig die
Pufferkomposition so geandert, dass die NaCl-Konzentration unter 300 mM lag. Die Probe
wurde mittels des AKTA-Chromatographiesystems (iber einen 1-ml-Loop und eine Flussrate
von 0,3 ml/min auf die Saule aufgetragen, bzw. das Bakterienlysat wurde direkt mit einem
Supperloop aufgetragen. Mittels eines linearen Salzgradienten, ansteigend von 300 mM NacCl
bis zu einer Endkonzentration von 1 M NaCl, wurden die Proteine eluiert, die Proteinpeaks

gesammelt und vereinigt. AbschlieRend wurden die Proben in ITC-Puffer umgepuffert.

4.5.8 NiNTA-Affinitaitschromatographie

Die in E. coli mit einem Polyhistidin-Tag (His-tag) exprimierte hsCK2a’®3%S interagiert
spezifisch mit dem Saulenmaterial der NiNTA-Saule (HisTrap, 5ml) und kann so
beispielsweise aus einer komplexen Lésung, wie dem Zelllysat von Bakterien, isoliert werden.
Bevor das Bakterienlysat aufgetragen wurde, wurde die Saule zunachst mit Niedrig-
Imidazolpuffer (50 mM Hepes, pH 7,5, 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol, 5 % (v/v) Glycerol,
0,5 mM TCEP) aquilibriert. Anschliel’iend wurde mittels eines Superloops das Bakterienlysat
auf die Saule aufgetragen. Bis zu einer gleichbleibenden Absorption bei 280 nM wurde die
Saule zunachst weiter mit Niedrig-Imidazolpuffer gewaschen. Darauf folgte die Elution des
Proteins. Hierflr wurde, ahnlich wie bei der Affinitdtschromatographie mit Heparin, ein linearer
Gradient von 10 mM Imidazol bis zum Erreichen der Imidazolkonzentration des Hoch-
Imidazolpuffers (50 mM Hepes, pH 7,5, 300 mM NacCl; 250 mM Imidazol, 5 % (v/v) Glycerol,
0,5 mM TCEP) von 250 mM Imidazol verwendet. Er wurde Uber 10 Saulenvolumen mit einer
Flussrate von 1 ml/min gefahren. Die Fraktionen mit Protein wurden vereinigt und mit Hilfe

eines Amicon® Ultra 15 in ITC-Puffer umgepuffert und aufkonzentriert.

4.6 Proteinanalytische Methoden

4.6.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Konzentration der Proteinproben wurde die direkte Absorption bei 280 nm
mit dem NanoDrop 2000 UV-VIS Spectrophotometer gemessen. Dazu wurde die molare
Masse in kDa sowie der Extinktionskoeffizient des jeweiligen Proteins bendtigt. Mittels der
Aminosauresequenz des jeweiligen Proteins wurden diese Parameter mit Hilfe der

Internetseite ExXPASyY und dem dort vorhanden Tool ProtParam berechnet. [171]

4.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Analyse von Proteinen im
elektrischen Feld. Hierbei werden die Proteine nach ihrer Molekiilmasse aufgetrennt. Fir die
SDS-PAGE wurde ein 10 % Acrylamid/Bisacrylamid Trenngel (s. Tab. 15) und ein
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4 % Acrylamid/Bisacrylamid Sammelgel (s. Tab. 16) gegossen. Die Zusammensetzung flr

zwei Gele war dabei folgendermalien:

Tab. 15 Zusammensetzung Trenngel

Substanz Volumen
Acrylamid 2,5ml
Tris/HCI 3 M 2,5ml

10 % SDS 100 pl
Wasser 4.9 ml
APS 100 pl
TEMED 10 pl

Tab. 16 Zusammensetzung Sammelgel

Substanz Volumen
Acrylamid 0,4 ml
Tris/HCI 0,5 M 1,04 ml
10 % SDS 40 pl
Wasser 2,52 ml
APS 100 pl
TEMED 10 pl

Die zu analysierenden Proteine wurden mit ITC-Puffer auf eine Konzentration von 100 uM
gebracht. 12 ul der Proteinprobe wurden mit 4 ul des Probenpuffers versetzt und fir 5 min bei
95 °C im Thermomix inkubiert. Die Proben wurden vollstandig auf das SDS-Gel aufgetragen,
und zusatzlich wurde als GroRRenstandard 4 ul einer Prestained Protein Ladder aufgetragen.
Die Elektrophoresekammer wurde bis zur Markierung mit Laufpuffer gefillt. Die Trennung
folgte anschlieflend flir 1,5 h bei 120 V. Zur Detektion wurden die Gele mit Coomassie-Ldsung

Uber Nacht eingefarbt und anschlieRend mit Destain-Lésung entfarbt.
4.6.3 Western-Blot

Bei der Western-Blot-Analyse wurden die zu analysieren Proteine von der SDS-Page auf eine
Nitrocellulose-Membran per Elektrophorese Ubertragen, um sie mittels Immundetektion
nachzuweisen. Dazu wurde ein Sandwich-Verfahren im Tank genutzt. Die Nitrocellulose-
Membran wurde zunachst fir 10 s in Methanol, 5 min in Wasser und 10 min in Transferpuffer
(20 % Methanol, Boratpuffer) behandelt.

Anschlielend konnte das Sandwich fiir den Transfer wie folgt gebaut werden:
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Kathode
Schwamm

2-3 Filterpapiere
SDS-Gel
Membran

2-3 Filterpapiere
Schwamm
Anode

Die Elektrophoresekammer wurde auf einem Magnetrihrer platziert und mit einem
Magnetrihrfisch sowie einem Kiihlakku versehen. Anschlieliend wurde die Blotting-Kammer
eingesetzt und die Elektrophoresekammer bis zur Markierung mit Transferpuffer gefllt. Die
Elektrophorese erfolgte flir 1 h bei Raumtemperatur bei 300 mA. Nach dem Transfer der
Proteine wurde die Membran markiert, um zu wissen, auf welcher Seite sich die geblotteten
Proteine befinden. Anschlie3end folgte ein Blockierungsschritt der freien Bindungsstellen der
Membran mit 5 % Magermilchpulver in 1x TBS, welcher entweder Uber Nacht bei 4 °C oder
fur 1 h bei Raumtemperatur erfolgte. Nach der Blockierung wurde die Membran dreimal mit
TBS-T fir je 5 min gewaschen. Darauf folgte die Inkubation der Membran mit dem jeweiligen
Primar-Antikdrper (Anti-hsCk2a, Anti-hsCK2p3, Anti-Strep-Tag). Dieser wurde 1:500 in TBS
verdinnt und die Membran damit fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut
je dreimal fur 5min mit TBS-T gewaschen. Zuletzt wurde die Membran fir 1 h bei
Raumtemperatur mit 1:1000 Sekundar-Antikérper (Rabbit-anti-mouse) in TBS-T inkubiert.
Nach einer h Inkubation erfolgte ein letzter Waschschritt mit je dreimal TBS-T fur 5 min. Die
Detektion erfolgte mittels des Sekundar-Antikérpers, welcher mit Meerrettichperoxidase
(Horseradisch  Peroxidase, HRP) konjugiert ist. Die Detektionsldsung enthalt
chemilumineszente Substrate der HRP. Daflir wird eine Zwei-Komponenten-Detektionslésung
verwendet, welche kurz vor der Detektion im Verhaltnis 1:1 gemischt und anschliefend auf
die Membran gegeben wird. Die Inkubationszeit der Detektionslésung betrug 5 min.

Anschlielend wurden die nachzuweisenden Proteine mit Hilfe von Fotoplatten detektiert.

4.6.4 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Um die Proteine nachzuweisen, wurde die Methode des ELISA sowohl fir die hsCK2aex,
hsCK2a'335 ¢ und hsCK2a'©338S, ¢ als auch fiir hsCK2B''%ex aus HEK293-EBNA-Zellen fiir
den Nachweis der Proteine eingesetzt. Hierzu wurden die Bindungseigenschaften von

polyklonalem Maus-Anti-CK2a- und -CK2B-Antikdrpern gegen das jeweilige Protein und
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polyklonalem Maus-Anti-Strep-Tag-Antikdrper gegen beide Proteine untersucht. Welche
Konzentrationen und Positivkontrollen genau eingesetzt wurden, kann Tab. 17 und Tab. 18

entnommen werden.

Tab. 17 Proteine und ihre Konzentration im ELISA

Protein Konzentration Antikorper
hsCK2B" 193k 50 ug/ml Anti-CK2B
CK2B™ %3 (E. coli) 50 ug/ml Anti-CK2B (Positivkontrolle)
hsCK2B" 13k 10 pg/mi Anti-Strep-Tag
mCEase (HEK) 50 pg/ml Anti-Strep-Tag (Positivkontrolle)

Tab. 18 Proteine und ihre Konzentration im ELISA

Protein Konzentration Antikorper
hsCK2anek 65 ug/ml Anti-CK2a
hsCK2a-335ek 50,6 pg/mi Anti-CK2a
hsCK2a'C336S g« 51,1 ug/mi Anti-CK2a
CK2a'-33 (E. coli) 51,9 ug/ml Anti-CK2a (Positivkontrolle)
hsCK2amex 65 pg/ml Anti-Strep-Tag
hsCK2a'33% ek 50,6 pg/ml Anti-Strep-Tag
hsCK20a®3368 g 51,1 ug/ml Anti-Strep-Tag
mCEase (HEK) 50 pg/ml Anti-Strep-Tag (Positivkontrolle)

Nunclmmuno-MicroWell-96-Well-Platten aus Polystyren wurden Uber Nacht bei
Raumtemperatur mit den Proteinen beschichtet. Nach der Beschichtung erfolgten drei
Waschschritte mit 0,05 % Tween 20 in TBS mit Hilfe eines HydroFlex-Mikroplatten-Washer.
Im zweiten Reaktionsschritt wurden freie Bindungsstellen mit Hilfe von
1 % bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS fur 1,5 h bei Raumtemperatur blockiert.
AnschlieBend wurde erneut dreimal mit Hilfe des HydroFlex-Mikroplatten-Washers. und
0,05 % Tween 20 in TBS gewaschen. Darauf folgte die Inkubation mit dem jeweils ersten
Antikorper Anti-CK2a, Anti-CK23 oder Anti-Strep-Tag. Es wurde fir 1,5 h bei Raumtemperatur
inkubiert und danach erneut dreimal mit 0,05 % Tween 20 in TBS gewaschen. Im letzten
Inkubationsschritt wurde ein Anti-Maus-IgG-Antikérper, welcher mit Meerrettichperoxidase
(Horseradisch Peroxidase, HRP) konjugiert war, verwendet. Nach 1,5 h Inkubationszeit und
einem Waschschritt mit 0,05 % Tween 20 in TBS und zwei weiteren mit destilliertem Wasser
konnte die Detektion der Peroxidaseaktivitdt erfolgen. Diese wurde mit Hilfe einer
Substratlésung mit Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidinen durchgefiihrt. Nach

Zugabe der Substratldsung verfarbt sich der Ansatz im Well blau. Nach 15 Minuten wird die
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Reaktion durch Zugabe von 10%iger Schwefelsaure gestoppt, und der Ansatz verfarbt sich
gelb. Die Absorption aller Wells wurde spektrophotometrisch bei 450 nM mit Hilfe eines
Mikroplattenreader (Synergy™ 2, BioTek) ermittelt. Die weitere Auswertung erfolgte mittels
Excel 2010 (Microsoft Corporation) und GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software). Es

erfolgte je eine Messung in Triplikaten.

4.7 Peptidsynthese

4.71 Automatisierte Festphasensynthese von Peptiden mittels Roboter

Die Peptidsynthese von Pc sowie Ahx-Pc erfolgte mittels eines Syntheseroboters am Wang-
Harz. Dazu wurde je Ansatz 50 mg des zuvor beladenen Gly-Wang-Harzes eingesetzt, aus
welchem sich eine Beladungsdichte von 33 pmol ergab. In einem ersten Schritt wurde das
Harz fir 10 min in 800 pl DMF vorgequollen. Als Nachstes wurde die Fmoc-Schutzgruppen
mittels 30 % Piperidin in DMF entfernt. Diese Mischung wurde dann zweimal fur 10 min auf
dem Harz belassen. Anschliefend wurden durch viermaliges Waschen mit 600 yl DMF das
Piperidin und die Fmoc-Molekiile von dem Harz entfernt. Danach erfolgte der nachste
Kopplungsschritt. Flr diesen Schritt wurden alle benétigten Aminosauren in DMF gelést, so
dass sie eine finale Konzentration von 0,4 M hatten. Eine Ausnahme bildete dabei
Phenylalanin, welches in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) geldst wurde. Fir die Kupplung wurde
ein 4-facher Uberschuss gegeniiber dem Wang-Harz eingesetzt (4 Aquivalente). Die
Kupplungsreagenzien DIC und Oxyma wurden jeweils zu 2,4 M in DMF gel6st. Beide wurden
im siebenfachen Uberschuss eingesetzt (7 Aquivalente). Fir die Kupplung wurden vom
Roboter 300 pl der entsprechenden Aminosaure sowie 50 pyl Oxyma zum Harz pipettiert und
flr 2 min inkubiert, bevor die Zugabe von 50 pl DIC erfolgte. Im Anschluss an die Zugabe folgte
eine 40-minutige Reaktionszeit, nach welcher das Harz mit 800 yl DMF gewaschen wurde und
die Kupplung erneut wiederholt wurde. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe sowie die
Aminosaurekupplung wurden so lange wiederholt, bis das gewlinschte Peptid erhalten wurde.

Zum Schluss wurde das Harz noch zweimal mit je 800 ul DMF gewaschen.

4.7.2 Kupplung von Sarcosin

Fir die Kupplung von Sarcosin wurde das Harz nach der Robotersynthese flir 15 min mit 1 ml
DMF vorgequollen. Das Fmoc-geschiitzte Sarcosin (66 umol, 2 Aquivalente), HATU (66 pymol,
2 Aquivalente) und 5,7 pl DIPEA (33 umol, 1 Aquivalent) wurden in der Zwischenzeit in 300 pl
DMF gel6st und anschlieRend zu dem vorgequollenen Harz pipettiert. Der Ansatz wurde bei
Raumtemperatur fur 2 h geschittelt. AnschlieRend wurde das Harz je funfmal mit den
Lésemitteln DMF, Dichlormethan, Methanol und Ethanol gewaschen. Zur Uberpriifung der

Vollstandigkeit der Kupplung wurde ein Kaisertest (s. Kapitel 4.8.1) durchgeflihrt. Fiel dieser
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positiv aus, so wurde die Kupplung wiederholt. Fiel er hingegen negativ aus, wurde eine

Probeabspaltung durchgefuhrt.

4.7.3 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe per Hand wurde das Harz fir 15 min in DMF
vorgequollen. Fir die eigentliche Abspaltung wurde zweimal 500 pl einer 30%igen
Piperidinldsung in DMF zum Harz pipettiert und dieses flir 20 min bei Raumtemperatur auf

dem Schdttler belassen. AnschlielRend wurde das Harz finfmal mit DMF gewaschen.

4.7.4 Markierung mit Carboxyfluorescin

Zur Markierung mit 5(6)-Carboxyfluorescein (CF) wurde das Harz 15 min in DMF vorgequollen.
AnschlieRend wurden HATU und CF (49,5 umol, 1,5 Aquivalente) zusammen mit 8,5 ul DIPEA
(49,5 ymol, 1,5 Aquivalente) in 300 ul DMF geldst. Das Gemisch wurde dann vollstandig zum
vorgequollenen Harz gegeben und fir 2 h bei Raumtemperatur geschittelt. Dabei wurde der
Ansatz aufgrund des Fluoreszenzmolekils vor Licht geschitzt. AnschlieBend wurde das Harz
je finfmal mit den folgenden Ldsemitteln gewaschen: DMF, Dichlormethan, Methanol und
Ethanol. Nach dem Waschen wurde der gesamte Ansatz flir 10 min in der SpeedVac
getrocknet. Um eine Vollstandigkeit der CF-Markierung zu gewahrleisten, wurde ein Kaisertest
(s. Kapitel 4.8.1) zur Uberpriifung durchgefiihrt. War die Markierung vollstandig, wurde eine
Polymerabspaltung durchgefihrt, um CF-Polymere zu vermeiden. Dazu wurde das Harz
erneut 15 min mit DMF vorgequollen. AnschlieRend wurde 1 ml einer 20%igen Piperidinlésung
in DMF zugegeben und der Ansatz fiir 45 min bei Raumtemperatur geschittelt. Abschlieliend
wurde erneut fiinfmal mit DMF, Dichlormethan, Methanol und Ethanol gewaschen und das

Harz fur 10 min in der SpeedVac getrocknet.

4.7.5 Markierung mit Rhodamin B

Zur Markierung mit Rhodamin B wurde das Harz 15 min mit 1 ml DMF vorgequollen.
Gleichzeitig wurden Rhodamin (66 umol, 2 Aquivalente) in 400 yl DMF geldst und DIPEA
(122 umol, 4 Aquivalente) und HATU (66 ymol, 2 Aquivalente) hinzugegeben und das
Gemisch fir 15 min bei Raumtemperatur voraktiviert. Das Gemisch aus Rhodamin B, DIPEA
und HATU wurde anschlieend zum vorgequollenen Harz pipettiert und 5h bei
Raumtemperatur geschittelt. Der Ansatz wurde dabei vor Licht geschitzt. AnschlieRend
wurde der Ansatz je funfmal mit DMF, Dichlormethan, Methanol und Ethanol gewaschen und
das Harz fir 10 min in der SpeedVac getrocknet. Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit der

Kupplung wurde ein Kaisertest (s. Kapitel 4.8.1.) durchgeftihrt.
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4.7.6 Probeabspaltung

Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit der Peptidsynthese wurde eine Probeabspaltung
durchgeflihrt. Dazu wurden einige Harzklgelchen des jeweiligen Ansatzes entnommen und in
ein 1,5-ml-Reagiergefall gegeben. Zu diesen wurden 10 pl eines Scavengergemisches
pipettiert. Die Scavengermischung bestand aus 7 pl Thioanisol und 3 pl 1,2-Ethandithiol.
Zuletzt wurden 90 pl TFA zu dem Ansatz gegeben, und der Reaktionsansatz wurde fir 3 h bei
Raumtemperatur geschattelt. Nach der 3-stlindigen Inkubationszeit wurde das Peptid mittels
1 ml eiskaltem Diethylether gefallt und fur 30—-60 min bei —20 °C in den Gefrierschrank gestellt.
Darauf wurde fiir 4 min bei 10000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand danach
verworfen. Das Peptid wurde in 1 ml eiskaltem Diethylether resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Der ganze Waschvorgang wurde insgesamt finfmal wiederholt und der
Niederschlag fur 10 min in der SpeedVac getrocknet. Der getrocknete Niederschlag wurde in
100 pl eines Wasser-t-BuOH-Gemisches (3:1) geldst. Fur die HPLC-ESI-MS wurde eine Probe
vorbereitet. Dazu wurde 1 pl des geldsten Peptids zu 49 ul einer 10 % Acetonitril mit 0,1 %

TFA gegeben.

4.7.7 Vollabspaltung

Far die Vollabspaltung wurden 100 ul einer Scavengermischung zu dem Harz gegeben.
Dieses Gemisch bestand aus 70 ul Thioanisol und 30 ul 1,2-Ethandithiol. Darauf wurden
900 ul TFA zu dem Harz pipettiert. Der Ansatz wurde fir 3 h bei Raumtemperatur auf dem
Schittler belassen. Das Peptid wurde daraufhin mit 10 ml eiskaltem Diethylether ausgefallt
und das Harz nochmals mit 200 yl TFA gewaschen. Die 200 ul TFA, welche zum Waschen
verwendet wurden, wurden ebenfalls zu dem Diethylether gegeben. Der gesamte Ansatz
wurde flr 30 min bei —20 °C im Gefrierschrank gelagert. Anschlieiend wurde fiir 5 min bei
4 °C mit 5000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Niederschlag wurde in 10 ml
eiskaltem Diethylether resuspendiert und erneut fir 5 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde insgesamt flinfmal wiederholt. Daraufhin wurde der Niederschlag
fur 10 min in der SpeedVac getrocknet und danach in 3 ml eines Wasser-t-BuOH-Gemisches
(3:1) geldst. Davon wurde 1 pl als Probe fir die HPLC-ESI-MS mit 49 pl 10 % Acetonitril mit

0,1 % TFA gemischt. Der restliche Ansatz wurde in einem tarierten Pillenglaschen lyophilisiert.

4.7.8 Zyklisierung der Peptide mittels Wasserstoffperoxid

Fur die Zyklisierung Uber die beiden im Endbereich befindlichen Cysteine wurden 5 mg des
gereinigten Peptides in 10 mM Ammoniumbicarbonat-Puffer (pH 8,0) geldst, so dass eine
Endkonzentration von 50 pM vorlag. Dem Ansatz wurde so viel 30%iges H>O. hinzugeflgt,
dass die Endkonzentration hiervon 3 % betrug. Anschliel’end wurde der Ansatz ohne Deckel

fir genau 45 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Zuletzt wurde der Reaktionsansatz mit Hilfe
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von TFA angesauert, um eine Uberoxidierung zu vermeiden. Der Ansatz wurde per

Festphasenextraktion gereinigt.
4.7.9 Festphasenextraktion

Fir die Festphasenextraktion zur Reinigung der zyklisierten Peptide wurde eine Chromafix-
SPE-Kartusche der Firma Macherey-Nagel verwendet. Der erste Schritt der Reinigung
bestand darin, die Sdule mit 10 ml Acetonitril mit 0,1 % TFA zu konditionieren. Danach wurde
mit 10 ml Wasser mit 0,1 % TFA &quilibriert. Nach der Aquilibirierung konnte die Peptidiésung
der Zyklisierungsreaktion auf die Saule aufgetragen werden. AnschlieRend folgte ein
Waschschritt mit 10 ml 10%-Acetonitril mit 0,1 % TFA. Danach wurde das Peptid mit 5 ml 60%-
Acetonitril mit 0, 1% TFA und zuséatzlich 5 ml Acetonitril mit 0,1 % TFA eluiert. Das Eluat wurde
zunachst mit Hilfe des Xcel-Vap-Verdampfers eingeengt und anschliel3end in einem tarierten

Pillenglaschen lyophilisiert.

4.7.10 Reinigung der Peptide durch RP-HPLC

Zur Reinigung der zyklisierten Peptide wurde eine praparative RP-HPLC (C18-Saule)
durchgefuhrt. Dazu wurden die Laufmittel A (H2.O mit 0,1 % TFA) und B (Acetonitril mit
0,1% TFA) verwendet. Es wurden zwei unterschiedliche lineare Gradienten mit einer

FlieBgeschwindigkeit von 6 ml/min verwendet.

1. 10-60 % B in Ain 4 min
2. 1040 % B in Ain 45 min

Zur Detektion der einzelnen Peaks wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 220 nm
gemessen, und die verschiedenen Peaks wurden in Fraktionen aufgefangen. Die Eluate
wurden anschliefend mit Hilfe des Xcel-Vap-Verdampfers eingeengt und je 30 ul flir die
weitere Analytik mittels HPLC-ESI-MS entnommen. Alle Fraktionen, welche das Peptid in einer
ausreichenden Reinheit enthielten, wurden vereinigt und in einem tarierten Pillenglaschen

lyophilisiert.

4.8 Peptidanalytik

4.8.1 Kaisertest

Zur Prifung der Vollstandigkeit einer Aminosaurekupplung bzw. einer Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoff wurde der Kaisertest verwendet. Dieser wurde von Emil Kaiser eingefuhrt
und kann qualitativ die An- und Abwesenheit freier primarer Aminogruppen nachweisen [172].

Er beruht, chemisch gesehen, auf der Ninhydrin-Probe und besteht aus drei Losungen:
Losung 1: 1,0 g Ninhydrin in 10 ml Ethanol
Lésung 2: 80g Phenol in 20 ml Ethanol
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Lésung 3: 0,4 ml wassrige Kaliumcyanid-Lésung (1 mM) in 20 ml Pyridin

Wenn noch freie primare Aminogruppen vorliegen, gehen diese eine Reaktion ein, welche am
Ende Uber einen Farbumschlag nachgewiesen wird. Der Reaktionsmechanismus der
Ninhydrin Probe ist in Abb. 25 dargestellit.
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Abb. 25 Reaktionsschema Kaisertest:
Reaktionsgleichungen fur die Reaktion von freien primaren Aminogruppen mit Ninhydrin zum
Ruhemanns-Violett. Mit der Reaktion soll Uberprift werden, ob die Aminosaurekupplung
vollstandig ist.

Fur die Durchfiihrung wurden wenige Harzkugeln dem jeweiligen Ansatz entnommen und in
ein 1,5-ml-Reaktionsgefal gegeben. Zu den Harzkigelchen wurden dann je zwei Tropfen der
drei Reaktionslésungen gegeben und das Reaktionsgefalt fir 5 min bei 95 °C in den
Thermomixer gestellt. Als Negativkontrolle wurden die drei Reaktionslosungen in ein leeres
Reaktionsgefald gegeben. Zur Positivkontrolle wurde eine an der Seitenkette Z-geschitzte
Aminosaure gewahlt. Positiv- sowie Negativkontrolle wurden ebenfalls fur 5 min bei 95 °C in
den Thermomixer gestellt. Zeigte die Probe die gleiche Gelbfarbung wie die Negativkontrolle,
konnte die Kupplung als vollstdndig angesehen werden. Kam es jedoch zu einer violetten bis
blauen Farbung der Losung, die auf der Bildung des Ruhemanns-Purpur beruht, lagen

weiterhin freie Aminogruppen vor, und die Kupplung musste wiederholt werden.
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4.8.2 RP-HPLC gekoppelt mit ESI-MS

Die Detektion bei der HPLC-ESI-MS (High-Performance Liquid Chromatography-Electrospray
lonisation Massspectroscopie) erfolgt gekoppelt tber einen UV-Detektor und ein ESI-MS. So
ist es mdglich, die nach der HPLC erhaltenen Peaks einer entsprechenden molaren Masse
zuzuordnen. Mit Hilfe der HPLC und einer C-18-Saule, die als stationdre Phase dient, kann
die Reinheit und Retentionszeit der Peptide ermittelt werden. Hierbei werden, wie bereits, bei
der praparativen RP-HPLC die Laufmittel A (H.O mit 0,1 % TFA) und B (Acetonitril mit
0,08 % TFA) verwendet. Dabei wurde mit einem linearen Gradienten von 10-60 % B in A in
15 min und einer Flussrate von 0,6 ml/min gearbeitet. Das am Ende erhaltene Eluat wurde im
Verhéaltnis 1:9 gesplittet. 8 Teile wurden dabei zur Messung am UV-Detektor bei 220 nm
verwendet und 1 Teil fur die Detektion durch die ESI-MS. Bei der Methode der ESI-MS wird
die Probe durch eine feine Metallkapillare geleitet, bei welcher an der Spitze eine Spannung
angelegt ist. Durch die angelegte Spannung entsteht ein elektrisches Feld, welches die
Peptide in der Probe ionisiert. In diesem Fall war eine positive Spannung angelegt, welche
daflr sorgt, dass positiv geladene lonen entstehen. Diese sind je nach Menge der
angelagerten Protonen einfach oder mehrfach positiv geladen. Bei der ESI-MS wird zunachst
immer ein Scan Uber den gesamten Massenbereich von 100—-2000 m/z durchgefihrt. Darauf

folgt ein Scan des intensivsten Peaks zur genaueren Aufklarung.

4.9 Fluoreszenz-Anisotropie-Assay

Fir das Screening nach neuen Substanzen, welche die Bindung der CK2-Untereinheiten
CK2a und CK2pB inhibieren und somit die Formation des CK2-Holoenzyms stdéren kdénnte,
wurde ein Fluoreszenz-Anisotropie (FA)-Assay entwickelt. Hierzu wurde das Pc-Peptid,
welches in der Literatur bereits als Inhibitor der CK2a/CK2B-Bindung beschrieben wurde, mit
CF Uber 6-Aminohexansaure als Linker fluoreszenzmarkiert. Die Messungen wurden alle mit
einem Mikroplattenreader (Synergy™ 2, BioTek) durchgefiihrt und BRANDplates-pureGrade-
96-Well-Mikrotiterplatten mit F-Boden (Brand, Wertheim, Deutschland) verwendet. Alle
Messungen wurden mit einem Gesamtvolumen von 200 pl und bei 37 °C durchgefliihrt, wobei
der DMSO-Gehalt maximal 2 % (v/v) betrug. Der verwendete Assaypuffer enthalt 500 mM
NaCl und 25 mM Tris mit einem pH-Wert von 8,5. Gemessen wurden die parallele (l;) und
perpendikulare (I1) Fluoreszenzintensitat bei einer Extinktionswellenlange von Aex = 485 nm
und einer Emissionswellenlange von Aem = 528 nm. Zur Korrektur der perpendikularen
Fluoreszenzintensitat wurde ein von der Software Gen 5 voreingestellter G-Faktor von 0,87
verwendet. Zu Beginn der Assayentwicklung wurde eine Messung ohne Inkubationszeit und
eine nach 50 min Inkubationszeit durchgefihrt. Alle Messungen wurden jeweils in An- und
Abwesenheit von CF-Ahx-Pc dreimal in Duplikaten bzw. Triplikaten vorgenommen. Die

verwendete CK2a'3% wurde in E. coli exprimiert und vor der Messung eine 30-uM-
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Stammldésung in Assaypuffer hergestellt. Alle anderen Verdiunnungen (CF-AHX-Pc,
Inhibitoren) wurden ebenfalls in Assaypuffer vorgenommen. Die Messungen wurden durch
Zugabe von CK2a'35 gestartet. Die Auswertung aller Messungen erfolgte mit
Excel 2010 (Microsoft Corporation) und GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software).

491 Kp-Wert Bestimmung

Im ersten Schritt wurde der Kp-Wert des fluoreszenzmarkierten Peptids CF-Ahx-Pc bestimmt.
Dazu wurde die Konzentration von CF-Ahx-Pc konstant bei 100 nM gehalten und 9
verschiedene Konzentrationen der CK2a'*%® verwendet. Die verschiedenen CK2q'-3%-
Konzentrationen wurden jeweils in An- und Abwesenheit von CF-Ahx-Pc gemessen. Es wurde
zudem ein Maximalwert (CF-Ahx-Pc ohne CK2a'-3%) und ein Nullwert (Assaypuffer) bestimmt.
Der Kp-Wert fiir CF-Ahx-Pc wurde ebenfalls fiir das paraloge Protein CK2a©3%S ermittelt.
Tab. 19 sind die Pipettierschemata und die zugehoérigen Konzentrationsbereiche zu

entnehmen.

Tab. 19 Pipettierschema fiir die Kp-Wert Bestimmung von CF-Ahx-Pc

Stock- Finale Konzentration
Komponente Volumen

Konzentration im Well
Assaypuffer 170-200 pl - -
CK2q'-33% 20 ul variabel 0,003-100 uM
CK2q'©3368 20 pl variabel 0,003-100 uM
CF-Ahx-Pc 10 ul 1TmM - 100 nM

Die Anisotropie r wurde mit Hilfe von Formel 27 ausgewertet.

. L =G - L) Gl. 27
Uy +26 - L)

Far die Auswertung der Kp-Werte wurde anschlie3end folgende Formel herangezogen:

(rbound - rfree)([E] + [L] + KD - \/([E] + [L] + KD)Z -4 [E] [L] Gl. 28
2[L]

r ist dabei die gemessene Anisotropie, riee die Anisotropie des freien CF-Ahx-Pc und rpoung die

Anisotropie des CF-Ahx-Pc im Komplex mit CK2a'%° bzw. CK2a¢%¢S, [E] steht fur die

Konzentration von CK2a'33% bzw. CK2a'°3%6S und [L] ist die Konzentration des CF-Ahx-Pc.

T = Tfree T

4.9.2 Inhibitor-Screening

Um die neuen Inhibitoren zu testen, wurde zunachst ein Screening durchgeflihrt. Hierflr
wurden 10 mM Stocks der Inhibitoren eingewogen. Pc-Derivate wurden direkt in Assaypuffer

geldst, andere Inhibitoren in DMSO. Die Inhibitoren wurden in je drei Verdinnungsstufen im
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Bereich von 1-100 uM vermessen. Die CK2a'-33°-Konzentration im Well betrug 3 uM, und alle
Inhibitoren wurden mit und ohne 100 nm CF-Ahx-Pc getestet. Ausgewertet wurde das
Screening, indem der Wert in Abwesenheit eines Inhibitors auf 100 % normalisiert wurde und,
davon ausgehend, die prozentuale Hemmung flir die drei Inhibitorkonzentrationen berechnet

wurde. Das Pipettierschema hierzu ist in Tab. 20 aufgefihrt.

Tab. 20 Pipettierschema fiir das Inhibitor-Screening.

Stock- Finale Konzentration
Komponente Volumen
Konzentration im Well
Assaypuffer 150-200 pl - -
CK2a'-33% 20 pl 30 uM 3 uM
CF-Ahx-Pc 10 2 UM 100 nM
Inhibitor 20 ul 10 mM 1-100 uM

4.9.3 ICs-Bestimmung

Far die Bestimmung der ICso-Werte wurden von denjenigen Inhibitoren, die im Screening eine
Hemmung zeigten, 10 Konzentrationen und ein Nullwert ohne Inhibitor getestet. Zusatzlich
wurde je Messung ein Maximalwert nur mit 100 nM CF-Ahx-Pc gemessen. Die Konzentration
von CK2a'3% betrug 3 uM im Well. Alle Inhibitorkonzentrationen wurden im Triplikat und in An-
und Abwesenheit von 100 nM CF-Ahx-Pc getestet. Alle Messungen wurden mindestens
dreimal durchgeflihrt. Das dazugehdrende Pipettierschema ist in Tab. 21 dargestellt. Der 1Cso-
Wert fir Pc wurde ebenfalls mit der paralogen Form CK2a°33¢S ermittelt. Das zugehorige

Pipettierschema dieser Messung ist in Tab. 22 aufgefuhrt.

Tab. 21 Pipettierschema ICsp-Bestimmung mit CK2a'-33%,

Stock- Finale Konzentration
Komponente Volumen
Konzentration im Well
Assaypuffer 150-200 pl - -
CK2q'33% 20 ul 30 uM 3 uM
CF-Ahx-Pc 10 ul 2 UM 100 nM
Inhibitor 20 ul 1-10 mM variierend

Tab. 22 Pipettierschema ICsp-Bestimmung mit CK2a'¢336S,

Stock- Finale Konzentration
Komponente Volumen
Konzentration im Well

Assaypuffer 150-200 pl - -
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CK2q'©33%68 20 pl 300 uM 30 uM
CF-Ahx-Pc 10 2 UM 100 nM
Pc 20 pl 10 mM 3-30 uM

Die ICso-Werte wurden anschlieRend mit Hilfe von Formel 29 kalkuliert:

_ ("houna — Tfree)[l]h Gl. 29
GRS
Die meisten Variablen sind die gleichen wie in Gleichung 28. [I] steht in diesem Fall fiir die
Inhibitorkonzentration, und der ICso-Wert ist die Konzentration, bei welcher 50 % des CF-Ahx-
Pc verdrangt wurden. h gibt die Steilheit der Kurve wieder. Anschlielfend wurde nach
Nikolovska-Coleska et al. der K-Wert mit Hilfe der gemessenen ICso-Werte berechnet. [173]
Nikolovska-Coleska et al. entwickelten eine neue Formel zur Berechnung der Ki-Werte,

ausgehend von der von Cheng und Prusoff entwickelten folgenden Gleichung:

i — 1G5 Gl. 30
i = (1+ [L])
Kp
K, = D Gl. 31

([L]so/Kp + [Plo/Kp + 1)

4.9.4 Bestimmung des Z‘-Faktors

Mit Hilfe des Z'-Faktor kann eine Aussage Uber die Qualitat eines Assays in Hinsicht darauf
getroffen werden, ob dieser fir ein High Throughput Screening (HTS) geeignet ist. Hierzu
wurden 3 yM CK2a'33%® und 100 nM CF-Ahx-Pc in An- und Abwesenheit von 30 uM Pc
getestet. Dies diente dazu, die Fluoreszenz-Anisotropie von freiem und vollstandig
gebundenem CF-Ahx-Pc zu testen. Es wurden je dreimal 48 Wells mit und ohne 30 uM Pc

getestet.
Die Auswertung erfolgte mittels folgender Formel:

3 30, + 60,_ Gl. 32
lue + pe-|
ocund o.. stehen dabei fir die Standardabweichung der positiven und negativen Kontrolle. ¢

Z'=1

und pc- sind die Mittelwerte der positiven und negativen Kontrolle.

4.10 Mircoscale Thermophorese (MST)

Die Microscale-Thermophorese sollte als weitere Messmethode validiert und eingefihrt

werden, um zum einen Kp-Werte der in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten Proteine zu
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bestimmen und weitere CK2B-kompetitive Substanzen zu finden, welche nicht direkt an die
gleiche Bindungsstelle wie Pc binden. Alle Messungen wurden an einem Monolith™ NT.115
Series Instrument (Nanotemper, Minchen) durchgeflihrt mit Monolith™ NT.115 Standard
Treated Capillaries. Fur diese Zwecke wurde CK2B''% in E. coli exprimiert und mittels des
Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED-NHS der Firma Nanotemper fir die MST-Messungen
gelabelt. CK2B wurde in allen Experimenten in einer Konzentration von 20 nM eingesetzt. Alle
Lésungen wurden in 250-ul-Reaktionsgefallen angesetzt, um moglichst wenig Oberflache zur
Adsorption zu bieten. Die Einstellungen fir die Messungen wurden mit Hilfe der
MO.Control Software (Nanotemper, Minchen) vorgenommen. Die verwendete MST-Power,
die Leistung des IR-Lasers, betrug in allen Experimenten 40 % und die LED-Power, die
Leistung der LED zu Anregung des Fluoreszenzmolekils, 95 %. Die Auswertung der
Experimente erfolgte mittels MO.Affinity Analysis Software (Nanotemper, Minchen),
Excel 2010 (Microsoft Corporation) und GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software).

4.10.1 Labeling mit NT™ Protein Labeling Kit RED-NHS

Das Labeling wurde gemal der Angabe im Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Hierzu
wurde zunachst der Assaypuffer gegen Labeling-Puffer ausgetauscht, da das im
Assaypuffer (500 mM NaCl, 25 mM Tris, pH 8,5) enthaltene Tris als primares Amin die
Reaktion stéren kann. Dazu wurde eine Zentrifugensaule dreimal mit Labelingpuffer fur je
1 min bei 1500 x g in die Zentrifuge gestellt. AnschlieBend wurden 100 pl einer 20-uM-CK2p"

19 in die Mitte der Saule gegeben und erneut bei 1500 x g fiir 2 min zentrifugiert.

Anschlie3end konnte die eigentliche Labelingreaktion durchgefiihrt werden. Dafir wurde der
Fluoreszenzfarbstoff in 30 ul DMSO gel6st, was einer Konzentration von 470 uM entspricht.
100 pl der 20-uM-CK2B'"93-Lgsung wurden mit 100 pl des Fluoreszenzfarbstoffes mit einer

Konzentration von 60 yM gemischt und fir 30 min im Dunklen bei RT gelagert.

Im letzten Schritt erfolgte eine GréRenausschluss-Chromatographie mittels Schwerkraft, um
den freien Fluoreszenzfarbstoff vom gelabelten Protein zu trennen. Hierzu wurde die dem Kit
beigelegte Saule mit dem Assaypuffer je dreimal gewaschen. Dann wurde das Protein
aufgetragen, und nachdem es vollstandig eingesickert war, wurden 300 ul Assaypuffer
hinzugegeben. Zuletzt wurde mit 600 ul des Assaypuffers das markierte Protein eluiert. Hierbei
war es wichtig, dass bereits eine visuelle Trennung von freiem und gebundenem

Fluoreszenzfarbstoff moglich war.

Die Konzentration des eluierten Proteins wurde am Nanodrop bei 280 nm mit einem
Korrekturfaktor von 0,028 ermittelt. Die markierte CK2B''% wurde in 10 yl Aliquots in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.
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4.10.2 Kp-Wert Bestimmung

Es wurden zunachst die Kp-Werte fur CK2a'%® und CK2a'®3%S aus E. coli sowie fir
hsCK2anek, hsCK2a'33% gk und hsCK2a'©3%6S, ¢ aus HEK293-EBNA-Zellen bestimmt. Hierzu
wurde 40 nM der markierten CK2B''% mit 0,1 % Tween 20 mit einem Volumen von 200 ul
angesetzt. Die markierte CK2B''% wurde fir 5 min bei voller Zentrifugalkraft mit einer
Zentrifuge zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde eine serielle Verdinnungsreihe der CK20-
Varianten hergestellt. Dazu wurden in fliinfzehn 250-pl-Reaktionsgefallen 10 yl des
Assaypuffers vorgelegt. In einem 16. Reaktionsgefal wurde die Verdiinnung mit der doppelten
maximal eingesetzten Konzentration fiir die Messung am Ende der jeweiligen CK20-Variante
hergestellt. Die Endkonzentrationen kénnen Tab. 23 enthommen werden. Es wurde eine 1:2
serielle Verdlinnungsreihe hergestellt, indem je 10 pl der vorausgegangenen Verdunnung ins
nachste Reaktionsgefal® gegeben wurden. Dem letzten Reaktionsgefal® wurden 10 pl

entnommen, die dann verworfen wurden.

Tab. 23 Konzentrationsbereiche der im MST getesten katalytischen CK2-Untereinheiten.

Protein Maximalkonzentration Minimalkonzentration
CK2qa'-33° 5000 nM 0,1526 nM
CK2q'©3368 10000 nM 0,3052 nM
hsCK2ahek 10000 nM 0,1526 nM

hsCK2a'-335 e« 4000 nM 0,122 nM
hsCK2a'©336S g 63500 nM 1,9379 nM

Nach 5 min wurden zu jedem Reaktionsansatz mit CK2a je 10 ul der markierten CK2p"1%3
hinzupipettiert, so dass die Endkonzentration der CK2B''% 20 nM betrug und der gesamte
Reaktionsansatz 0,05 % Tween 20 enthielt. AnschlieRend wurde je Reaktionsansatz eine
Kapillare durch Kapillarkrafte beladen und in den Probenhalter eingelegt. Anschlie3end konnte

die Messung inklusive CapScan mit der MO.Control Software gestartet werden.

Fur die weiteren Inhibitormessungen wurde auch ein Kp-Wert fiir CK2a'-33 aus E. coli und der
markierten CK2B'"'% in Anwesenheit von 1 % DMSO bestimmt. Die Messung erfolgte

genauso, wie bereits oben beschrieben.
Alle Experimente wurden mindesten dreimal als Einzelmessung wiederholt.

4.10.3 Kompetitionsexperimente

Um festzustellen, ob eine Substanz CK2B-kompetitiv wirkt, wurden die Substanzen mittels
MST getestet. Hierzu wurde zunachst ein Reaktionsansatz aus 40 nM markierter CK2p"193

und 0,1 % Tween 20 hergestellt. Dazu wurden Pc und seine Derivaten mit einer Konzentration
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von 40 uyM hinzugefligt, andere Substanzklassen mit einer Konzentration von 200 uM. Die
Endkonzentrationen waren somit 20 uM bzw. 100 uM. Danach wurde mit der Lésung, welche
die markierte CK2B'-'% enthielt so verfahren, wie unter 3.9.2 beschrieben. Wahrenddessen
wurde, ebenso wie unter 3.9.2 beschrieben, eine serielle Verdliinnung der CK2a'-3% aus E. coli
hergestellt. Der Konzentrationsbereich lag hierbei zwischen 5000 und 0,1526 nM. Der weitere
Verlauf der Messung wurde ebenfalls so, wie unter 4.10.2 beschrieben, durchgefihrt. Die

Berechnung des Ki-Wertes erfolgte mit der folgenden Formel:

[Inhibitor] Gl. 33

K, =
' ( Ky, (mit Inhibitor) ) .
Kp (ohne Inhibitor)
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5 Ergebnisse

5.1 Transfektion, Expression und Reinigung

5.1.1 Expression und Reinigung von hsCK2a'3%* aus E. coli

Das Plasmid zur Expression von hsCK2a'-35 (in pT7-7) wurde bereits in Vorarbeiten kloniert.
Dieses Konstrukt wurde gewahlt, da die Volllangen-hsCK2a Stabilitatsprobleme aufweisen
[174]. Die Expression im Grolimalfistab sowie die Aufreinigung wurden, wie in den Kapiteln
4.5.2-4.5.7 beschrieben, durchgefihrt. Das Protein konnte so in guter Reinheit und Ausbeute
gewonnen werden. Eine Uberpriifung des Proteins mittels SDS-Gelelektrophorese zeigte eine
deutliche Bande um die 35000 Da (s. Abb. 26). Diese war bereits im Lysat nach dem

Zellaufschluss deutlich zu erkennen.
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Abb. 26 SDS-PAGE einer hsCK2a'-3% -Reinigung:
Aufgetragen wurden die verschiedenen Reinigungsschritte einer hsCK2a'-33%-Reinigung.
Dazu z&hlen das Bakterienlysat, die drei Waschschritte der P11-Reinigung, das Eluat der P11-
Reinigung sowie das Eluat der Affinitdtschromatographie an Heparin. Die Proteine wurden
mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

5.1.2 Expression von hsCK2a°3%*Sin E. coli

Das Plasmid fir die Expression von hsCK2a©3%S (in pET-Duet-1) wurde ebenfalls in
Vorarbeiten gentechnisch hergestellt. In der Literatur wird beschrieben, dass dieses Konstrukt
trotz der Punktmutation die gleichen Eigenschaften wie hsCK2a‘ zeigt [87]. Auch diese
Expression wurde im GroBmalfistab, wie unter 4.5.2 beschrieben, durchgefiihrt. Die Zelllyse
wird unter 4.5.4, die Aufreinigung mit Affinitdtschromatographie mit einer Ni-NTA-Saule in
Kapitel 4.5.8 beschrieben. Das Protein wurde dabei mittels eines Imidazolgradienten eluiert
und konnte in groRBer Reinheit und Ausbeute gewonnen werden. Eine Uberpriifung mittels
SDS-PAGE zeigte eine deutliche Bande um die 40000 Da (Abb. 27).
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Abb. 27 SDS-PAGE einer hsCK2a 3¢S -Reinigung:
Aufgetragen wurden die verschiedenen Reinigungsschritte einer hsCK2a'©336S-Reinigung.
Dazu zahlen das Bakterienlysat, der Durchfluss der Ni-NTA-Saule sowie das Eluat der NiNTA-
Saule. Die Proteine wurden mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.

5.1.3 Expression von hsCK2B''% in E. coli

Dieses Plasmid (in pT7-7) wurde, so wie auch die beiden anderen Konstrukte, zur Expression
in E. coli, bereits in Vorarbeiten gentechnisch hergestellt. Es wurde die hsCK2B"*3-Variante
verwendet, da die Wildtyp-hsCK2, ahnlich wie die hsCK2a, keine gute Stabilitat zeigt [104].
Es konnte aber bereits gezeigt werden, dass diese Variante genauso mit der hsCK2a
wechselwirkt wie der Wildtyp [104]. Die Expression im GroRmalfstab wurde so, wie fur alle
Expressionen in E. coli unter 4.5.2 beschrieben, durchgefihrt. Anschliefend erfolgte eine
dreistufige Aufreinigung. Der erste Reinigungsschritt war die unter 4.5.3 beschriebene
Affinitatschromatographie mit P11-Phophocellulose. Darauf folgte eine Kationenaustausch-
Chromatographie mit einer HiTrap-Sepharose-Q-Saule (GE Healthcare Europe) und zuletzt
eine Gelpermeations-Chromatographie. Nach der Aufreinigung war nach SDS-PAGE und
Anfarbung mit Coomassie eine deutliche Bande bei ca. 25000 Da im Gel zu sehen
(vgl. Abb. 32).

5.1.4 Entwicklung eines eukaryotischen Uberexpressionssystems fiir hsCK2aex,
CK201'335HEK, CK2a ' ©336S ynd hSCKZB1'193HEK

Fur die rekombinante Expression von hsCK2auex, CK2a"335yex, CK2a ©33¢S und hsCK2B ™13 ek
wurde ein eukaryotisches Uberexpressionssystem gewahlt, um mogliche posttranslationale
Modifikationen (O-/N-Glykolisierung oder Phosphorylierungen) zu erméglichen. Die drei CK2a-
Konstrukte wurden erfolgreich mit Hilfe des Gibson Assembly Kit kloniert. Die hsCK2B""%3ex
wurde auf klassischem Wege kloniert. Nach der Sequenzierung konnte die Richtigkeit aller

Konstrukte bestatigt werden und mit der Expression begonnen werden. Alle Konstrukte sind
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mit einem C-terminalen Doppel-Strep-Tag-Il fir die Aufreinigung versehen. Die Expression
erfolgte semistabil in HEK293-EBNA-Zellen, welche konstitutiv das Epstein-Barr-Virus (EBV)-
Kernantigen 1 (EBNA-1) exprimieren. Bei einer stabilen Transfektion wird das Plasmid
dauerhaft in das Genom der Wirtszelle eingebaut. Bei einer semistabilen Transfektion, wie in
dieser Arbeit durchgefihrt, erfolgt der Einbau nicht in das Genom, sondern episomal. Das
bedeutet, dass das Plasmid extrachromosomal mittels viraler DNA, die ebenfalls im Vektor
enthalten ist, neben dem Genom im Zellkern vorliegt. In der vorliegenden Arbeit stammt die
virale DNA vom EBV, genauer wurde das EBNA-1 daflr verwendet [175,176]. Fir die
Expression wurde der Vektor pV152 verwendet, welcher neben dem CMV-Promoter, flir eine
effiziente Expression, ein Signalpeptid enthalt, welches flir die Sekretion des exprimierten

Proteins in den Zellkulturiiberstand sorgt.

Die Transfektion erfolgte wie unter 4.4.13 beschrieben. Die Transfektion der beiden CK2a-
Konstrukte konnte sehr gut durchgefiihrt werden. Die Zellen zeigten kaum Reaktion auf die
Zugabe von Selektionsmedium und ein gesteigertes Wachstum im Vergleich zu den Wildtyp-
Zellen. Einige der Zellen reagierten mit Apoptose auf das Selektionsmedium, waren aber vor
der Zugabe konfluent gewachsen. Die Transfektion der hsCK2B""%3.« stellte sich als
problematisch heraus. Bereits nach der Transfektion waren viele der Zellen abgestorben, und
nach Zugabe des Selektionsmediums gab es kaum noch Uberlebende Zellen. In Tab. 24 sind
die Wildtyp (WT)-HEK293-EBNA-Zellen zu sehen. ,Vor der Transfektion“ steht dabei fur die
Konfluenz aller Zellen vor der Transfektion. Weiterhin wurde auch bei den Wildtyp-Zellen das

Wachstum in den gleichen Zeitabstanden beobachtet.
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Tab. 24 Mikroskopiebilder von HEK293-EBNA-WT-Zellen (untransfiziert):
Untransfizierte und transfizierte HEK293-EBNA-WT-Zellen wurden gleich behandelt. Das
Wachstum der HEK293-EBNA-Zellen wurde Uber einen Zeitraum von 72 h beobachtet, um
einen Vergleich zwischen der Proliferation der WT-Zellen und jener der transfizierten Zellen

ziehen zu kdénnen.

WT-Zellen

Vor der Transfektion

24 h nach der

Transfektion

48 h nach der

Transfektion

72 h nach der

Transfektion
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In Tab. 25 sind Mikroskopierbilder fir alle vier in HEK-293-EBNA-Zellen exprimierten
Konstrukte dargestellt. Hierzu wurden drei Zeitraume gewahlt, um das unterschiedliche
Wachstum der transfizierten Zellen zu zeigen: 24 h nach der Transfektion, um einen mdglichen
Einfluss auf die Zellen durch die Transfektion selber zu beurteilen, 48 und 72 h nach

Transfektion.
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Tab. 25 Mikroskopiebilder der transfizierten HEK293-EBNA-Zellen:
Das Wachstum der transfizierten HEK293-EBNA-Zellen wurde liber einen Zeitraum von 72 h
beobachtet. Dabei war der Ausgangspunkt derselbe wie der der HEK293-EBNA-WT-Zellen.
Das Wachstum wurde fir alle vier in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten Proteine (hsCK2arek,
CK2a'-335yek, hsCK2aC336Suek und hsCK2B''%8yex beobachtet. Dies sollte dazu dienen,
Ruckschlisse auf den Einfluss der Transfektion auf die Proliferation zu ziehen.

Konstrukt

hSCKZGHEK

hSCK201'335HEK

hSCK20YC33GSHEK

hSCKZBM%HEK

24 h nach 48 h nach 72 h nach
Transfektion (ohne Transfektion Transfektion
Selektion) (24 h Selektion) (48 h Selektion)

Wie bereits erwahnt, ist anhand der Bilder deutlich zu erkennen, dass die Zellen, die mit den

beiden CK2a-Konstrukten transfiziert wurden, eine gesteigerte Proliferation im Vergleich zu
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den Wildtyp-Zellen zeigen. Nach 48-stiindiger Selektion waren bei den mit hsCK2p""93e«
transfizierten Zellen beinahe nur abgestorbene Zellen bzw. welche mit einer kugeligen Zellform

zu sehen.

5.1.5 Reinigung der hsCK2aex, hsCK2a'-**yex mittels P11-Phosphocellulose und
Heparin

Nach der Transfektion der HEK293-EBNA-Zellen und Expression des Proteins wurde das
Kulturmedium alle zwei Tage gesammelt und mit Hilfe von P11-Phosphocellulose, wie unter
3.4.4 beschrieben, im Batchverfahren gereinigt. Die Konzentrationen der aufkonzentrierten
Eluate wurden mit Hilfe des NanoDrop sowie des berechneten Molekulargewichts inklusive
Doppel-Strep-Tag-Il (M(hsCK2anek) = 48,69 kDa; M(hsCK2a'-335e«) = 43,55 kDa) und des von
ProtParam berechneten Extinktionskoeffizienten (¢ = 72770 M-"'cm™") bestimmt. Die Ausbeuten
fur beide Konstrukte waren eher gering und lagen unter 1 mg/ml. In Abb. 28 und Abb. 30 ist
die Proteinauftrennung beider Konstrukte mittels SDS-PAGE zu sehen. Es erfolgte zudem eine
Prifung auf Identitat mittels Western Blot. Dabei wurden die Proteine sowohl mit einem anti-
CK2a-Antikorper als auch mit einem anti-Strep-Tag-Antikdrper nachgewiesen. Die Ergebnisse
fur den Blot der hsCK2aek sind in Abb. 29 zu finden.
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Abb. 28 SDS-PAGE der hsCK2aek nach Heparin und P11-Phosphocellulose:
In der SDS-PAGE nach Heparin- und P11-Phosphocellulose-Aufreinigung ist fur die
hsCK2arek eine klare Bande um 70 kDa zu sehen. Ebenso ist zu sehen, dass nach dem
zweiten Reinigungsschritt mit Heparin zuvor vorhandene minimale Verunreinigungen entfernt
werden konnten.
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Abb. 29 Western Blot der hsCK2auek nach Heparin:
Western Blots behandelt mit anti-Caseinkinase-lla-Antikérper (links) und anti-Strep-Tag-
Antikodrper (rechts). Beide Blots zeigen die hsCK2axek auf gleicher Héhe und mit einer
Doppelbande. Eine solche war bei Expressionen in unserer Arbeitsgruppe mit HEK293-EBNA-
Zellen 6fter zu beobachten. Weiterhin bestatigten sie das Ergebnis der SDS-PAGE in Abb. 28.
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Abb. 30 SDS-Page der CK2a'-*3%,ex nach P11-Phosphocellulose und Heparin:
Die SDS-PAGE nach P11-Phosphocellulose- und Heparin-Aufreinigung zeigt fir hsCK2a'
33%5pex eine Bande bei ca. 55-60 kDa. Nach dem zweiten Aufreinigungsschritt mit Heparin
wurden zuvor vorhandene minimale Verunreinigungen weiter entfernt.

5.1.6 Reinigung von hsCK2auek, hsCK2a'335,ek, CK2a ©33¢S und hsCK2B"1%3uex mittels
Streptactin-Sepharose

Alle in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten Proteine trugen einen Doppel-Strep-Tag-Il. Diesen
kann man sich fur die Aufreinigung der Proteine zu Nutze machen. Hierzu wurden selbst
beflllte 0,5-ml-Saulen mit Streptactin, einem weiterentwickelten Streptavidin-Material,
verwendet. Durch die hohe Affinitat (Ko = 1 uM) des Doppel-Strep-Tag-Il gegenulber diesem
Saulenmaterial werden die Proteine in hoher Reinheit erhalten [177]. In der vorliegenden
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Arbeit konnten alle vier Konstrukte durch Reinigung der Zellkulturiberstdnde gewonnen
werden, allerdings mit dem Nachteil von sehr geringen Ausbeuten: aus 1| Kulturmedium
wurde weniger als 1 mg Protein erhalten. Als besonders problematisch stellte sich dabei immer
wieder ausfallendes Protein heraus, welches zum Verstopfen der Pumpen und Saulen flhrte.
Die Zugabe von PMSF, einem Serinprotease-Inhibitor, hatte keinen Einfluss auf die
Ausbeuten. Nach der Reinigung wurden alle Ausbeuten mit Hilfe des NanoDrop und der
berechneten Molekulargewichte (M(hsCK2awex) = 48,69 kDa; M(hsCK2a'-33%ex) = 43,55 kDa;
M(hsCK2aC336Syek) = 44,715 kDa; M(hsCK2B™"%%ex) = 26,39 kDa) und des von ProtParam
berechneten Extinktionskoeffizienten (Fir a/a: E = 72770 M'em™, fir B: E = 39880 M-'cm’)
bestimmt. Die Reinheit der Proteine wurde mit Hilfe der SDS-PAGE bestimmt, die
resultierenden Gele sind in Abb. 31 und Abb. 32 dargestellt. Der Nachweis der Identitat
erfolgte auch in diesem Fall mit Western Blots, bei denen spezifische Antikbrper sowohl gegen
die Proteine als auch gegen den Doppel-Strep-Tag-Il eingesetzt wurden. Das Ergebnis der
Blots wird in Abb. 33 und 34 gezeigt. Die Reinheit und Identitdt der einzelnen in HEK293-
EBNA-Zellen exprimierten Proteine konnte somit verifiziert werden. Die in Abb. 35 und 36
gezeigten ELISA-Experimente, die zur Absicherung der Western-Blot-Experimente
durchgeflihrt wurden, belegen, dass die Expression der Proteine in HEK293-EBNA-Zellen

funktioniert und alle Proteine den Doppel-Strep-Tag-II tragen.

Abb. 31 SDS-Page der in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten katalytischen CK2-

Untereinheiten:

In dieser Abbildung ist die SDS-Page der in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten katalytischen
CK2-Untereinheiten hsCK2anek, hsCK2a'-33%ex und hsCK2a'©336Spek, nach Reinigung mittels
Streptactin, zu sehen. Die hsCK2awek zeigt eine deutliche Bande bzw. Doppelbande bei etwa
70 kDa, die anderen beiden Proteine zeigen jeweils eine Doppelbande (CK2a'-33%,ek) und eine
Trippelbande (hsCK2a'C3365, k) bei etwa 55 kDa. Die zugehorigen Western Blots sind in Abb.
33 zu sehen.
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Abb. 32 SDS-Page der hsCK2p"'3ex aus HEK293-EBNA-Zellen im Vergleich zur
hsCK2p""%3 aus E. coli:
Die Abbildung zeigt die SDS-Page von in HEK293-EBNA-Zellen exprimierter hsCK2p1-193ek
im Vergleich zu in E. coli exprimierter hsCK2p'-193, Beide Proteine sind als Bande bei ca.
25 kDa sichtbar. Dies entspricht etwa der Masse des CK2B-Monomers. Weiterhin ist zu
erkennen, dass die mittels Streptactin gereinigte hsCK2p1-193,ek sauber ist. Der zugehorige
Western Blot fur die hsCK2p1193ex ist in Abb. 34 dargestellt.
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Abb. 33 Western Blot der hsCK2anek, CK2a'-33%,gx, CK20 ©336S:

Diese Abbildung zeigt den spezifischen Nachweis von hsCK2anek, CK2a'335ex und
CK2a €336 jm Vergleich zu den in E. coli exprimierten Varianten mittels anti-Caseinkinase-Ilo-
Antikérper. Im Falle der CK2a-Varianten lasst sich ein deutlicher Unterschied zwischen den in
HEK293-EBNA-Zellen und den in E. coli exprimierten Varianten detektieren. Die CK2a'-
Varianten sind beide auf etwa derselben Hohe detektiert worden. Alle in HEK293-EBNA-Zellen
exprimierten Varianten zeigen fir die Expression Doppelbanden. Das Ergebnis des SDS-Gels
konnte bestatigt werden.
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Abb. 34 Western Blot der hsCK2p"1%3ex:
Western Blots der CK2B aus HEK293-EBNAZellen. Das Protein wurden mit anti-
Caseinkinase-lIB-Antikdrper (links) und anti-Strep-Tag-Antikorper (rechts) identifiziert. Beide
Blots zeigen Banden auf etwa der gleichen Hohe, namlich bei ca. 25 kDa, welche denen des
CK2B-Monomers entsprechen und das Ergebnis des SDS-Gels widerspiegeln.
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Abb. 35 ELISA zum Nachweis mit spezifischen Antikorpern gegen das jeweilige Protein:
Der ELISA dient als zusatzlicher Nachweis der in HEK-Zellen exprimierten Proteine. Alle
Proteine zeigen einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle und kdnnen somit
als nachgewiesen angesehen werden (**** = p < 0,001; *** = p < 0,004). Gezeigt wird das
Ergebnis einer Messung im Triplikat als Mittelwert mit Standardabweichung (SD).
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Abb. 36 ELISA zum Nachweis des Doppel-Strep-Tag-Il:
Dieses ELISA-Experiment dient dazu, den C-terminal fusionierten Doppel-Strep-Tag-I
nachzuweisen. Alle Proteine zeigen einen signifikanten Unterscheid zur Kontrolle
(**** = p <0,001; *** =p <0002; * = p <0,04). Cholesterolesterase (CEase), ein ebenfalls mit
Doppel-Strep-Tag-Il exprimiertes Protein, dient als Positivkontrolle. Gezeigt wird das Ergebnis
einer Messung im Triplikat als Mittelwert mit der Standardabweichung (SD).

5.1.7 Expression einer hsCK2p''%-Variante mit C-terminalem Doppel-Streptag-ll in
E. coli

Fir die Expression in E. coli wurde mit Hilfe des Gibson Assembly Kit eine hsCK2p"193-
Variante mit N-terminalem Doppel-Strep-Tag-Il kloniert. Dieses Protein sollte fiir ELISA-
Experimente genutzt werden, um eine gerichtete Bindung an mit Streptactin beschichtete
ELISA-Platten zu erreichen. Das Konstrukt konnte mittels Sequenzierung verifiziert werden.
Die Expression und Lyse erfolgten so, wie in den Kapiteln 4.5.3 und 4.5.5 beschrieben.
Gereinigt wurde das Protein mittels Affinitdtschromatographie an Streptactin-Sepharose, wie
unter 4.5.1 beschrieben. Durch Aufreinigung einer 2-Liter-Bakterienkultur wurde 1 ml
Proteinlésung mit einer Konzentration von 9,46 mg/ml erhalten. Wie in Abb. 37 dargestellt,
wurde die hsCK2B"™% durch eine Bande bei knapp unter 25kDa in der SDS-PAGE
nachgewiesen. In Abb. 38 ist die Identitatsprifung per Western Blot sowohl mit einem CK2f3-

spezifischen als auch einem fiir den Doppel-Strep-Tag-Il spezifischen Antikérper zu sehen.
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Die Banden passen zu denen, welche im SDS-Gel zu sehen sind. Die Identitat des Proteins

und seine Reinheit konnten somit zweifelsohne nachgewiesen werden.

Abb. 37 SDS-Page der hsCK2p''% aus E. coli mit und ohne N-terminalen Doppel-
Strep-Tag-ll:
Die Abbildung zeigt eine SDS-Page von hsCK2B'19 exprimiert in E. coli. Die eine Mutante
tragt dabei einen N-terminal fusionierten Doppel-Strep-Tag-Il (links). Dieser sollte fiir die
gerichtete Bindung an mit Streptavidin beschichteten ELISA-Platten genutzt werden. Beide
Proteine konnten mit den unter 4.5.3 beschriecbenen Methoden in reiner Form gewonnen
werden.
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Abb. 38 Western Blot der hsCK2p''*3 aus E. coli mit und ohne N-terminalem Doppel-
Strep-Tag-ll:
Darstellung der zur SDS-PAGE in Abb. 37 gehdrenden Western Blots. Hierbei wurde das
Protein mit anti-Caseinkinase-lIB-Antikdrper (links) und anti-Strep-Tag-Antikdrper (rechts)
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identifiziert. Beide Blots zeigen Banden auf etwa der gleichen Hohe bei ca. 25 kDa, welche
denen des CK2[3 Monomers entsprechen und das Ergebnis des SDS-Gels widerspiegeln.

5.2 Peptidsynthese

5.2.1 Synthese von Pc

Die Synthese des zyklischen Peptids Pc wurde so, wie in der Diplomarbeit von Eungyoung
Yoo beschrieben, durchgefuhrt und fihrte zu dhnlichen Ergebnissen hinsichtlich der Ausbeute
[131]. Die Ausbeute in dieser Arbeit betrug 2,8 mg; Eungyoung Yoo erzielte 3,0 mg. Dies
entspricht jeweils 63,5 % und 68 % Ausbeute in Bezug auf die theoretische Ausbeute. In
Tab. 26 sind die Analyseergebnisse aufgelistet, und Abb. 39 zeigt das zugehérige RP-HPLC-
Chromatogramm sowie das ESI-Massenspektrum von Pc.

Tab. 26 Charakterisierung des zyklischen Peptids PC nach der Zyklisierung:

Die Tabelle enthalt das Analyseergebnis fir Pc nach Zyklisierung. Der verwendete Gradient
zur Bestimmung der Retentionszeit betrug 10 % auf 60 % Acetonitril in Wasser in 15 min.

Peptld MWberechnet Mwbeobachtet (m/z) tr (mln)
[M+H]* 1409,85
| | +
H2N-GCRLYGFKIHGCG-OH 1408,68 [M+2H]?* 705,22 7,47

[M+3H]** 470,78
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Abb. 39 RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-Massenspektrum des zyklischen Peptids
Pc:
Die Abbildung zeigt das HPLC-Chromatogramm (links) und das ESI-Massenspektrum (rechts)
des zyklischen Peptids Pc. Die dazugehdrigen Werte sind in Tab. 26 aufgefiihrt.
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5.2.2 Synthese von CF-Ahx-Pc

Die Synthese des fluoreszenzmarkierten Pc wurde ebenfalls in der Diplomarbeit von
Eungyoung Yoo durchgefiihrt. Auch hier wurden bei der Resynthese ahnliche Ergebnisse
bezliglich der Ausbeute erzielt. In der vorliegenden Arbeit wurden 0,7 mg CF-Ahx-Pc
synthetisiert; dies entspricht einer prozentualen Ausbeute von 16 %; in der Diplomarbeit von
Eungyoung Yoo waren es 0,6 mg und 14 % Ausbeute. Bei der anschlielienden Verwendung
im FA-Assay wurden ahnliche Werte fir CF-Ahx-Pc erhalten [7]. In Tab. 27 sind die
Analyseergebnisse von CF-Ahx-Pc aufgelistet, und Abb. 40 stellt das zugehérige RP-HPLC-
Chromatogramm sowie das ESI-Massenspektrum dar.

Tab. 27 Charakterisierung des zyklischen CF-Ahx-Pc

Die Tabelle enthalt das Analyseergebnis fur CF-Ahx-Pc nach Zyklisierung. Der verwendete
Gradient zur Bestimmung der Retentionszeit betrug 10 % auf 60 % Acetonitril in Wasser in

15 min.
Peptid MWoerechnet MWo,eobachtet (M/2) tr (Min)
[M+H]* 1883,15
CF-ANX-GCRLYGFKIHGCG-OH  1880,15 [M+2H]*" 628,62 9.87

[M+3H]** 471,73
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Abb. 40 RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-Massenspektrum des zyklischen CF-Ahx-
Pc:
Die Abbildung zeigt das HPLC-Chromatogramm (links) und das ESI-Massenspektrum (rechts)
des zyklischen CF-Ahx-Pc. Die dazugehdrigen Werte sind in Tab. 27 aufgefhrt.
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5.2.3 Synthese eines Rhodamin-B-markierten Pc-Derivats

Bei Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen konnen die zu untersuchenden Inhibitoren
Autofluoreszenz zeigen. Dies ist ein Problem fir die Gute der FA-Messungen und kann durch
die Verwendung eines Fluoreszenzfarbstoffs, dessen Anregungs- und Emissionswellenlangen
im langwelligen Bereich des elektromagnetischen Spektrums liegen, behoben werden. Hierzu
wurde versucht, ein Pc-Derivat zu synthetisieren, welches einen Rhodaminrest tragt. Besagtes
Derivat konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich synthetisiert werden. Das lineare
Rhodamin-B-markierte Peptid mit Sarcosin (Sar) und Aminohexansaure (Ahx) als Linker
wurde synthetisiert und mittels ESI-MS eindeutig identifiziert. Die zugehdérigen Werte sind in
Tab. 28 aufgelistet und das Chromatogramm sowie das ESI-MS-Massenspektrum in Abb. 41
dargestellt. Das RP-HPLC-Chromatogramm zeigt jedoch deutliche Verunreinigungen. Nach
der Zyklisierung dieses Peptids wurde eine Ausbeute von 102,7 mg aus zwei Synthesen
erhalten, dies entspricht einer prozentualen Ausbeute von 56 %. Es konnte ebenfalls
einwandfrei mittels RP-HPLC und ESI-MS identifiziert werden; die zugehoérigen Werte sind in
Tab. 28 aufgeflihrt. Da das Produkt jedoch ebenfalls verunreinigt war (Abb. 42), wurde
versucht, es mittels RP-HPLC zu reinigen. Nach dieser Reinigung konnte allerdings kein
Produkt mehr isoliert werden.
Tab. 28 Charakterisierung des linearen und zyklischen Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc:

Die Tabelle enthalt die Analyseergebnisse flir Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc vor und nach der

Zyklisierung. Der verwendete Gradient zur Bestimmung der Retentionszeit betrug 10 % auf
60 % Acetonitril in Wasser in 15 min.

Peptld MWoperechnet MWopeobachtet (m/z) tr (m|n)
[M+2H]F 1010,99
Rhodamin B-Sar-Ahx-GCRLYGFKIHGCG-OH 2020,55 [|\/|'|‘3H]3+ 674,61 10,80

[M+4H]** 506,09
[M+2H]** 1009,69

| | .
Rhodamin B-Sar-Ahx-GCRLYGFKIHGCG-OH 2018,53 [M+3H]** 673,84 10,60
[M+4H]* 505,69
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Abb. 41 RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-Massenspektrum des linearen Peptids
Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc:
Die Abbildung zeigt das HPLC-Chromatogramm (links) und das ESI-Massenspektrum (rechts)
des linearen Peptids Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc. Die zugehoérigen Werte sind in Tab. 28
aufgefihrt.
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Abb. 42 RP-HPLC-Chromatogramm und ESI-Massenspektrum des zyklischen Peptids
Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc:
Die Abbildung zeigt das HPLC-Chromatogramm (links) und das ESI-Massenspektrum (rechts)
des zyklischen Peptids Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc. Die zugehdérigen Werte sind in Tab. 28
aufgefihrt.
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5.3 Fluoreszenz-Anisotropie-Assay

5.3.1 Bestimmung des Kp-Wertes von CF-Ahx-Pc

Fur den Fluoreszenz-Anisotropie-Assay wurden bereits Vorarbeiten in der Diplomarbeit von
Eungyoung Yoo geleistet. In der hier vorgelegten Arbeit wurden alle Messungen mit einer im
Verhaltnis zum Kp-Wert geringeren Konzentration (100 nM), an fluoreszenzmarkiertem Pc
durchgefthrt. Fir die Auswahl dieser Konzentration wurde zunachst der Kp-Wert des
fluoreszenzmarkierten CF-Ahx-Pc an zwei Zeitpunkten bestimmt, zum Zeitpunkt 0 min direkt
nach Zugabe des CF-Ahx-Pc und mit der gleichen Probe nach 50 min Inkubationszeit. Wie
spater (s. Kapitel 5.3.2) gezeigt werden wird, reicht eine Messung ohne Inkubation aus, da
nach 50 min. Inkubationszeit ein Verlust des FA-Signals im Vergleich zu den Werten fir die
FA ohne Inkubationszeit zu beobachten war [7]. Der Kp-Wert fir das paraloge Protein
hsCK2a©33¢S wurde ebenso bestimmt, in diesem Fall aber ausschlielich ohne Inkubation. Die
Werte fur die Messungen mit hsCK2a'33% und hsCK2a'©%¢S sind in Tab. 29 aufgelistet. Die

zugehdrigen Graphen ohne Inkubation sind in Abb. 43 dargestellt.
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Tab. 29 Kp-Werte fiir die Interaktion von CF-Ahx-Pc und CK2a'-335/CK2qa ¢336S:
Kp-Werte ermittelt mit 9 Konzentrationen CK2a'-33% oder CK2a'©336S (0,003-100 uM) und CF-
Ahx-Pc (100 nM) mit und ohne 50-mindtiger Inkubation fir CK2a'-33%5 und ohne Inkubation fiir
CK2a'C336S_ Es sind Mittelwerte + SEM angegeben.

Kb, FAq min (M) Kb, FAso min (HM) Ko, ITC (M)
3,36 + 1,30 1,75+ 0,16

Protein
CK2a'-33%5 0,518 + 0,091
CK2q'C336S 5,27 + 0,60 -
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Abb. 43 FA-Messungen zur Interaktion von CF-Ahx- Pc mit CK2a'3% und CK2a'©336S —

Bestimmung des Kp-Werts:

Bestimmung des Kp-Werts fiir die Interaktion von CF-Ahx-Pc mit CK2a'33 (schwarz) und
CK2a'C338S (rot) ohne Inkubation. Die schwachere Affinitat von CK2a'¢336S zy CF-Ahx-Pc zeigt
sich in einer Rechtsverschiebung der sigmoidalen Kurve.

Dabei zeigt sich, dass CF-Ahx-Pc eine etwa zehnfach hohere Affinitat zu hsCK2a'3% besitzt
als zur paralogen hsCK2a'®3%S, Fir hsCK2a'%® wurde nach 50 min Inkubation ein deutlich
erhdhter Kp-Wert im Vergleich zur Dissoziationskonstante ohne Inkubation gefunden. Der
Grund dieser Erhdéhung wurde aufgeklart, wie im Folgenden beschrieben. Daher wurde auf die

Bestimmung des entsprechenden Kp-Werts fiir hsCK2a©335S verzichtet.
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5.3.2 Bestimmung von ICs-Werten und Berechnung der entsprechenden K;-Werte
von Pc und seinen Derivaten an CK2q'-33%

Nach der Bestimmung des Kp-Wertes von CF-Ahx-Pc wurden in Verdrangungsexperimenten

die ICso-Werte von Pc und zwei davon abgeleiteten Derivaten (Abb. 44) bestimmt.

[ |
HoN-GCRLYGXKIHGCG-OH

Pc: X=Phe
I-Pc: X = 3-I-Phe
Cl-Pc: X = 3-Cl-Phe

Abb. 44 Strukturformeln des zyklischen Peptids Pc und seiner Derivate.

Diese Derivate, I-Pc und CI-Pc, wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Dirk Lindenblatt in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ines Neundorf (Institut fir Biochemie, Department fir Chemie,
Universitat zu Koln) synthetisiert und ihre Interaktion mit CK2a'3% mit Hilfe der ITC
(Durchfuihrung bei 30 °C) getestet. Da alle Bestimmungen in dieser Arbeit bei 37 °C erfolgten,
wurden die ITC-Messungen von Dr. Jennifer Hochscherf (Institut fir Biochemie, Department
fur Chemie, Universitadt zu Koéln) noch einmal wiederholt (Ergebnisse siehe Tab. 31 und
Abb. 46). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten 1Cso-Werte der 3 Verbindungen
fur die (halbmaximale) Verdrangung von CF-Ahx-Pc von CK2a'3% sind in Tab. 30
zusammengefasst.
Tab. 30 ICso-Werte des zyklischen Peptids Pc und seiner Derivate:

ICso-Werte und Hill-Koeffizienten (h) der zyklischen Peptide PC, I-Pc und CI-Pc fur die

Verdrangung von CF-Ahx-Pc (100 nM) von CK2a'-33% (3 yM). Die Messungen wurden ohne
Inkubation und mit 50-minGtiger Inkubation durchgefuhrt. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM.

Substanz IC50 FAq min (M) h, FAo min ICs0, FAsg min (MM)  h, FAso min
Pe 6.6 £ 0.71 22,71 £027 630+ 086  -2,07 0,04
Pc 8.07 + 1.40 ~2,81+0,28 6704075  -25240,34
ClLPc 761081 ~2,21+0,07 6,98+078  -175%0,03

Dabei ergaben sich fiir I-Pc ICso-Werte von 8,27 yM (0 min) und 6,70 uM (50 min) und fir CI-
PC von 7,61 uM (0 min) und 6,98 uM (50 min). Die ICso-Werte fir beide Messzeitpunkte
zeigten bei beiden Peptiden mit einem gepaarten t-test keinen signifikanten Unterschied
(P > 0,05). Auch aus den ICso-Werten der beiden Peptide wurden, wie zuvor bei Pc, die
jeweiligen Ki-Werte berechnet. Diese betrugen fir I-Pc 0,845 uM (0 min) und 2,50 (50 min)
und fur CI-Pc 0,747 uM (0 min) und 2,65 uM (50 min). Auch diese Werte wurden auf dieselbe
Weise wie zuvor die Ki-Werte von Pc statistisch miteinander verglichen und zeigten dabei fir
I-Pc keine signifikante Abweichung (P > 0,05), jedoch flir CI-Pc (P < 0,05) [7]. Die ICso-Werte
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aller drei Substanzen sind sowohl fir die Messungen ohne Inkubationszeit als auch fur die

Messungen nach 50-mindtiger Inkubation jeweils sehr ahnlich. Die zu den Messungen

gehorenden Graphen sind in Abb. 45 dargestellit.
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Abb. 45 Bestimmung des ICs-Werts der zyklischen Peptide Pc, I-Pc und Cl-Pc:
ICs0-Kurven der zyklischen Peptide Pc (schwarz), I-Pc (rot) und CI-Pc (blau) fir Messungen

ohne Inkubation (A) und nach 50-mindtiger Inkubation (B).

Mit Gl. 31 (s. Kapitel 4.9.3) wurden, ausgehend von den bestimmten ICs-Werten, die K--Werte

der drei zyklischen Peptide Pc, I-Pc und CI-Pc berechnet. Zudem wurde der internetbasierte

Ki-Rechner auf http://sw16.im.med.umich.edu/software/calc_ki/ verwendet. Die Ki-Werte sind

fur beide Messzeitpunkte in Tab. 31aufgelistet.
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46 ITC-Graphen und daraus ermittelte Kp-Graphen der zyklischen Peptide Pc, I-

In dieser Abbildung sind die ITC-Messkurven zur Kp-Wert Bestimmung der zyklischen Peptide
mit hsCK2a'33% zu sehen. Die Messkurven wurden bestimmt, um die Ergebnisse des FA-
Assays zu validieren. Die Messungen wurden von Dr. J. Hochscherf am Institut fir Biochemie

der Universitat zu KoIn durchgefiihrt.
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Tab. 31 Berechnete Ki-Werte der zyklischen Peptide:

Substanz Ki FAo min (UM) Ki, FAso min (HM) Kp, ITC
Pc 0,641+ 0,142 2,29 £ 0,62 0,560 + 0,128
I-Pc 0,845 + 0,243 2,50 + 0,61 0,239 £ 0,010
Cl-Pc 0,747 + 0,164 2,64 + 0,64 1,06 + 0,07

Die Ergebnisse zeigen, dass alle drei Inhibitoren mit einander dhnlichen Kp-Werten im hoch-
nanomolaren bzw. niedrig-mikromolaren Bereich an hsCK2a'*® binden, wobei die 50-
minUtige Inkubation einen etwa dreifachen Anstieg der Dissoziationskonstanten zur Folge hat.
Weiterhin zeigen die Messwerte nach 50 min einen signifikanten Unterschied zu den in ITC-
Experimenten bestimmten Kp-Werten (P < 0,05, one-way ANOVA mit Dunett's multiplem

Vergleichstest).
5.3.3 Bestimmung des ICso-Werts und Berechnung des Ki-Werts fiir Pc an
hsCKza!C?:?:GS

Der ICso-Wert in Anwesenheit von Pc fir die Verdrangung von CF-Ahx-Pc wurde fir
hsCK2a’¢33¢S wurde ebenso wie bei hsCK2a'33® bestimmt. Da der Kp-Wert von CF-Ahx-Pc an
hsCK2a’c33¢S deutlich hoher als der entsprechende Kp-Wert an hsCK2a'33® ist (s. Tab. 29),
wurde das Verdrangungsexperiment mit 30 uM hsCK2a’©3%¢S anstelle der 3 uM hsCK2a™
33durchgefiihrt. Pc zeigte einen ICso-Wert von 50,06 + 3,09 uM. In Abb. 47 ist der zugehdrige
Graph dargestellt.
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Abb. 47 Bestimung des ICsp-Werts des zyklischen Peptids Pc an hsCK2a’C33%6S;
ICso-Kurve fiir die Verdrangung von CF-Ahx-Pc (100 nM) von hsCK2a’©336S (30 uM) durch das
zyklische Peptid Pc. Abgebildet sind Mittelwerte + SEM aus drei Messungen.

Mit Hilfe von GI. 31 (s. Kapitel 4.9.3) wurde der Ki-Wert fiir Pc an hsCK2a’©3%S perechnet. Es
ergab sich ein Wert von 3,50 + 0,58 uM, d. h. eine etwa 6-fach héhere Dissoziationskonstante
als an hsCK2a'"%3%, die mit dem entsprechenden Wert von CF-Ahx-Pc an hsCK2a’®3%6S nahezu

Ubereinstimmt.
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5.3.4 Einfluss von gegen das aktive Zentrum von an hsCK2a'-33 gerichtete
Substanzen auf die Bindung von CF-Ahx-Pc

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des ATP-kompetitiven Inhibitors CX-4945
(s. Kapitel 1.5.1) und des Substratpeptids RRRDDDSDDD auf die Interaktion von CF-Ahx-Pc
und hsCK2a'33% untersucht. CX-4945 hat einen Ki-Wert von 0,38 nM und das Substratpeptid
einen Ku-Wert von 240 uM gegen humane CK2a [178,179]. Die Abbildungen 48 und 49 zeigen
die Graphen fir die FA-Messungen in Anwesenheit von CX-4945 und des Substratpeptids.
Bei beiden Substanzen konnte keine Veranderung der FA in Abhangigkeit von der
Substanzkonzentration beobachtet werden, d. h., beide Substanzen haben keinen Einfluss auf
die Interaktion von hsCK2a'%% und CF-Ahx-Pc. Dies bedeutet zudem, dass CF-Ahx-Pc
ungehindert an der CK2B-Bindungsstelle der hsCK2a'3% binden kann, wenn die ATP- oder

die Substratbindungsstelle besetzt ist.
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Abb. 48 FA-Messungen in Anwesenheit des ATP-kompetitiven Inhibitors CX-4945:
Graphen fir FA-Messungen ohne Inkubation (schwarz) und mit 50-minutiger Inkubation (rot)
in Anwesenheit von 3 pM hsCK2a'-33%, 100 nM CF-Ahx-Pc sowie des ATP-kompetitiven
Inhibitors CX-4945. Die Graphen zeigen Mittelwerte + SEM von zwei Messungen im Triplikat.
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Abb. 49 FA-Messungen in Anwesenheit des Substratpeptids RRRDDDSDDD:
Graphen fir FA-Messungen ohne Inkubation (schwarz) und mit 50-minutiger Inkubation (rot)
in Anwesenheit von 3 uM hsCK2a'-335, 100 nM CF-Ahx-Pc sowie des Substratpeptids. Die

Graphen zeigen Mittelwerte £+ SEM von zwei Messungen im Triplikat.
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5.3.5 Bestimmung des Z‘-Faktors

Der Z*-Faktor stellt ein Mal3 dar, um die Eignung eines Assays flr ein Hochdurchsatzscreening
zu beurteilen. Es handelt sich um einen dimensionslosen Koeffizienten dar, welcher Auskunft
Uber das Screening-Fenster des Assays gibt. Dabei reflektiert er zum einen den Signal-
Wertebereich und ob das Signal eine ausreichende GréRRe hat. Zum anderen kann mit ihm
eine Aussage uber die Varianz der Daten aus den Messungen getroffen werden, welche nicht
zu grof} sein sollte. Deswegen wurde der Z‘-Faktor auch fir den in dieser Arbeit verwendeten
Assay bestimmt, um eine Aussage Uber die Gute treffen zu kdnnen. Um einen exzellenten
Assay fur Hochdurchsatzscreenings zu gewahrleisten, sollte der Z'-Faktor zwischen 0,5 und 1
liegen [180]. Der Z'-Faktor ohne Inkubation betrug 0,716 + 0,014; nach 50-minutiger
Inkubation wurde ein Z‘-Faktor von 0,694 £ 0,008 erhalten. In Abb. 50 sind die zugehdrigen

Graphen fir beide Messungen dargestellt.

Auch hier zeigt sich nach 50 Minuten Inkubationszeit ein Verlust des FA-Signals im Vergleich

zu den Werten fur die FA ohne Inkubationszeit.
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Abb. 50 Bestimmung des Z‘-Faktors:
Fluoreszenz-Anisotropie von an hsCK2a'-33% gebundenem (rot) und ungebundenem CF-Ahx-
Pc (schwarz) ohne Inkubation (A) und nach 50-minutiger Inkubation (B). Die Graphen zeigen
die Mittelwerte + SEM aus drei Messungen.
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5.3.6 Screening von Podophyllotoxin-Indolo-Analoga auf ihre Fahigkeit, CF-Ahx-Pc
von hsCK2a'*3% zu verdrangen

Wie in Kapitel 1.5.3 beschrieben, gibt es mit den Podophyllotoxin-Indolo-Analoga eine weitere
Substanzklasse, welche in der Lage ist, an der CK2a/B-Interaktionsflache zu binden und somit
zum Zerfall des CK2-Holoenzyms zu flihren. Das bisher wirksamste Analogon W16 (Abb. 51)

wurde von Laudet et al. beschrieben und ausfihrlich als CK2-Inhibitor charakterisiert [133].

66-01

66-04

0
N o
NH g
HsC
66-05 66-06 66-07 HsC

W16 (66-08) 66-09 66-10 66-11

Abb. 51 Strukturformeln der Substanz W16 und ihrer Derivate.

Die Substanz W16 und neue W16-Derivate wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. Bernhard
Wiunsch (Institut fur Pharmazeutische und Medizinische Chemie, Universitat Minster)
synthetisiert. In Tab. 32 ist die prozentuale FA des Systems hsCK2a'33%/CF-Ahx-Pc in
Anwesenheit drei verschiedener Konzentrationen der Verbindungen (1, 10, 100 uM)

aufgefihrt.

101



Ergebnisse

Tab. 32 Prozentuale FA des Systems hsCK2a'*3°/CF-Ahx-Pc in Anwesenheit von W16

und seiner Derivate:

Prozentuale FA des Systems hsCK2a'-335 (3 uM)/CF-Ahx-Pc (0,1 uM) in Anwesenheit von
W16 und seiner Derivate. Die Interaktion von hsCK2a'-335/CF-Ahx-Pc ohne W16(-Derivat)
wurde dabei zu 100 % gesetzt. Die FA wurde fiir jeden Inhibitor bei drei Konzentrationen
bestimmt, jede davon im Duplikat. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus zwei Messungen.

Inhibitor TuM 10 uM 100 uM
W16 (WMS 66-08) 96,07 94,80 96,64
WMS 66-01 100,80 113,92 107,40
WMS 66-02 104,99 102,53 110,74
WMS 66-03 102,67 93,61 81,08
WMS 66-04 102,94 110,64 105,38
WMS 66-05 102,94 110,64 105,38
WMS 66-06 123,61 98,54 85,11
WMS 66-07 88,80 92,92 108,88
WMS 66-09 105,00 89,45 93,72
WMS 66-10 105,00 89,45 93,72
WMS 66-11 116,81 104,99 119,41

Keine der getesteten Substanzen war in der Lage, CF-Ahx-Pc von hsCK2a'-3% zu verdrangen.

Das bedeutet aber nicht, dass die Verbindungen nicht in der Lage waren, die Bindung von

CK2a und CK2pB zu beeinflussen. Daher wurden sie weiteren Untersuchungen unterzogen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind unter 5.4.4 zu finden.

5.3.7 Screening von Indeno[1,2-b]indol-Derivaten auf ihre Fahigkeit, CF-Ahx-Pc von

hsCK2a'335 zu verdriangen

Durch den Arbeitskreis von Prof. Dr. Joachim Jose (Institut fir Pharmazeutische und

Medizinische Chemie, Universitat Minster) wurden ebenfalls Substanzen fiir ein Screening

zur Verfligung gestellt (Abb. 52). Die Ergebnisse der prozentualen FA des Systems hsCK2a'™

33%/CF-Ahx-Pc in Anwesenheit drei verschiedener Konzentrationen der Verbindungen (1, 10,
100 pM) sind in Tab. 33 aufgefuhrt.

102



Ergebnisse

ee
< ~ 9 —~ —

4b 5b

NH, NH, NH
Lot &l
N N N
AF10 MF1 CM3041A CM3094A

Abb. 52 Strukturformeln der Substanzen vom Indeno[1,2-b]indol-Typ.

Tab. 33 Prozentuale FA des Systems hsCK2a'33%/CF-Ahx-Pc in Anwesenheit der
Indeno[1,2-b]indole:
Prozentuale FA des Systems hsCK2a'-33% (3 uM)/CF-Ahx-Pc (0,1 uM) in Anwesenheit von
Substanzen vom Indeno[1,2-blJindol-Typ. Die Interaktion von hsCK2a'-335/CF-Ahx-Pc in
Abwesenheit der Indeno[1,2-blindole wurde zu 100 % gesetzt. Die FA wurde fiur jeden
Inhibitor bei drei Konzentrationen bestimmt. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus zwei
Messungen im Duplikat.

Inhibitor 1uM 10 uM 100 uM
4b 97,17 86,14 74,03

5b 96,07 75,64 56,24

6b 105,27 86,44 75,66
AF8 97,05 78,79 64,81
AF9 104,10 98,92 90,97
AF10 100,17 103,58 97,39
MF1 91,66 77,12 73,29
CM3041A 91,40 49,56 35,81
CM3094A 93,64 60,96 44,26

Es zeigte sich, dass die Substanzen CM3041A und CM3094A die Interaktion von CK2a'-3%
und CF-Ahx-Pc inhibieren. Daher wurden fiir diese Substanzen ICso-Werte bestimmt und

daraus Ki-Werte berechnet.

5.3.8 ICso-Bestimmung fiir CM3041A und CM3094A

Da die Substanzen CM3041A und CM3094A die Interaktion von CK2a'3*® und CF-Ahx-Pc
inhibieren, wurden sie mit Hilfe des FA-Assays weiter charakterisiert (Bestimmung des ICso-
Werts). Da, basierend auf dem vorausgegangenen Screening (s. Kapitel 5.3.7), ein ICso-Wert

im dreistellig mikromolaren Bereich erwartet wurde, erfolgte die Testung mit einer geringeren
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Menge an hsCK2a'%°, Die Konzentration an hsCK2a'3% |lag bei diesen Tests bei 1 uM statt
der Ublichen 3 uM. In Tab. 34 sind die Ergebnisse fur beide Substanzen aufgefuhrt.
Tab. 34 ICso-Werte der Substanzen CM3041A und CM3094A:

ICso-Werte der Substanzen CM3041A und CM3094A fir die Hemmung der Interaktion von
hsCK2a'-335 (1 yM) mit CF-Ahx-Pc (100 nM).

Substanz ICs0, FAo min (IJM) h, FA¢ min
CM3041A 233 £ 54 -0,502 + 0,051
CM3094A 330+ 43 -0,737 £ 0,097

In Abb. 53 sind die Graphen flr die ICso-Bestimmung der beiden Inhibitoren dargestellit.
Aufgrund von Léslichkeitsproblemen konnten keine Konzentrationen von mehr als 300 pM fir

die Messungen verwendet werden, weshalb keine Sattigung erreicht wurde.

10° 102 10" 10° 10" 102 103
(11 (uMm)

Abb. 53 ICs-Bestimmung fiir die Substanzen CM3041A (rot) und CM3094A (schwarz):
Aufgetragen wurde hier AFA, bezogen auf die FA in Abwesenheit von Protein; gegen die
Inhibitorkonzentration.

5.4 Microscale Thermophorese

Als eine zweite Analysenmethode wurde in dieser Arbeit die Microscale-Thermophorese
(MST) verwendet, fir welche die hsCK2B™% erfolgreich mittels eines roten NHS-
Fluoreszenzfarbstoffes (NT-647-NHS) markiert wurde. Dieser stammte von der Firma

NanoTemper Technologies GmbH und wurde speziell flr die MST entwickelt.
5.4.1 Bestimmung der Kpo-Werte fiir die Bindung von hsCK2p''* an hsCK2a'*3**und
hsCK2a'°33%S qus E. coli

Mit Hilfe der fluoreszenzmarkierten hsCK2B''%3wurden zunachst die Kpo-Werte fiir die Bindung
der B-Untereinheit an hsCK2a'3% und hsCK2a©3%S pestimmt, um die MST-Messungen zu
validieren. Fir diese beiden Proteine, exprimiert in E. coli, liegen ausreichend Vergleichswerte

in der Literatur vor, so dass die Richtigkeit die Richtigkeit der MST-Messungen garantiert
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werden kann. Der Literaturwert fiir die Bindung von hsCK2p"'% an hsCK2a'-**® ist 3,7 nM und
der entsprechende Wert fir die Bindung an hsCK2a'©3%6S 45,5 nM. Beide Werte wurden per
ITC ermittelt. [87] In Tab. 35 sind die in dieser Arbeit mittels MST bestimmten Kp-Werte
aufgeflhrt und in Abb. 54 die der Ermittlung zugrunde liegenden Kurven abgebildet.

Tab. 35 Kp-Werte fiir die Bindung von fluoreszenzmarkierter hsCK2p"%® an hsCK2q'-33%
und hsCK2q'¢33¢s;
Die bei der MST-Messung unter Verwendung fluoreszenzmarkierter hsCK2p31-193 (20 nM) und
hsCK2a'-33%5  bzw. hsCK2a'C336S erhaltenen Kp-Werte. Beide Werte sind in guter
Ubereinstimmung mit den durch ITC bestimmten Ko-Werten aus der Literatur.

Protein Ko-Wert (nM) Kp-Wert (nM) Literatur
CK2a'335 3,73+0,65 3,7
CK2q'©33%68 42,4 + 20,4 45,5

Die mit Hilfe der MST-Messungen ermittelten Kp-Werte zeigen in Ubereinstimmung mit
Literaturdaten eine um eine GréRenordnung geringere Affinitat der hsCK2p'1%3 zu CK2a'©336S,
Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen aus den FA-Messungen mit hsCK2p'193
und hsCK2a'-33% bzw. hsCK2a'©336S (s. Tab. 29).
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Abb. 54 Kp-Kurven der Interaktionen von hsCK2B'9 mit hsCK2a'3%* (schwarz) und
hsCK2a'©336S (rot):

Auftragung von Mittelwerten aus drei Einzelmessungen + SEM.

5.4.2 Bestimmung der Kp-Werte fiir die Bindung von hsCK2p"'% (E. coli) an
hsCK2anek, hsCK2a'33uex und hsCK2a'©33S,.« aus HEK293-EBNA-Zellen

Da die Ausbeuten der in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten Proteine hsCK2awex, hsCK2a™
3354ex und hsCK2a'©338S,g¢ fiir Untersuchungen mit Hilfe des FA-Assays nicht ausreichten,
musste hierfur eine alternative Messmethode angewendet werden. Nachdem mit Hilfe der in
E. coli exprimierten Proteine hsCK2a'3%* und hsCK2a’©3%S die MST als Alternativmethode mit

geringem Probenverbrauch validiert worden war, wurde sie fur die Charakterisierung der in
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HEK293-EBNA-Zellen exprimierten Proteine eingesetzt. Die ermittelten Kp-Werte fir die
Bindung von fluoreszenzmarkierter hsCK2B"%® an hsCK2awek, hsCK2a'3%uex und
hsCK2a'©338S,,e sind in Tab. 36 aufgefiihrt.

Tab. 36 Kp-Werte fiir die Bindung von fluoreszenzmarkierter hsCK2p''*® an die in
HEK293-EBNA-Zellen exprimierten CK2a-Varianten.
Aufgefihrt sind hier die Mittelwerte + SEM aus drei Messungen.

Protein Kp-Wert (nM)
hsCK2a'-335 ek 454 + 16
hsCK2anek 299 + 49
hsCK2a'©336S,g¢ 959 + 105

Die Kp-Werte aller drei Proteine liegen deutlich hoher als jene der in E. coli exprimierten
Analoga. Das CK2a-Volllangenprotein zeigt die hochste Affinitat zu hsCK2B'™'%. In Abb. 55

sind die zugehdrigen Graphen zu den Messungen dargestellt.
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Abb. 55 Kp-Kurven der Interaktion von hsCK2p''%* (20 nM) mit hsCK2auex (schwarz),
CK2€(1'335|-|EK (I'Ot) (A) und hSCqu’CSSBSHEK (B):
Gezeigt werden hier die Mittelwerte + SEM von je drei Messungen.

5.4.3 Bestimmung der Ko-Werte fiir die Bindung von hsCK2B''*3an hsCK2a'3%* in
Anwesenheit von Pc und seinen Derivaten

Nachdem mit Hilfe der in E. coli exprimierten Proteine hsCK2B"'®3 und hsCK2a'-3* ein valider
MST-Assay etabliert worden war, wurde ein Kompetitionsassay entwickelt, der die
Verdrangung der fluoreszenzmarkierten hsCK2B"%% (20 nM) von hsCK2a'*® quantifiziert.
Hierbei wurde die Dissoziationskonstante beider Proteine in Anwesenheit von 20 uM Inhibitor
bestimmt. Diese Konzentration wurde in Anlehnung an die bei Raaf et al. beschriebenen ITC-
Messungen gewahlt, die ein vergleichbares Assaydesign aufwiesen [131]. Die Ergebnisse der
MST-Messungen, d. h. der Ko-Wert der hsCK2B'-19/hsCK2a'-3%-Interaktion sowie der mit Hilfe
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von Gl. 33 (s. Kapitel 4.10.3) kalkulierte K-Wert, fur das zyklische Peptid Pc und die am
Phenylalaninrest substituierten Derivate I-Pc und Br-Pc sind in Tab. 37 aufgefuhrt.

Tab. 37 Kp-Werte der hsCK2B"193/hsCK2a'-33%-Interaktion in Anwesenheit der zyklischen

Peptide und daraus berechneten Ki-Werte.
Aufgefihrt sind hier die Mittelwerte + SEM aus drei Messungen.

Substanz Kp-Wert (nM) Ki-Wert (uM)
79,5 + 26,2 0,985

Pc
85,0 £ 83,7 0,878

I-Pc

Br-Pc 48,7 + 57,7 1,66

Die drei Substanzen zeigen bei den MST-Messungen &hnliche Ki-Werte im Bereich zwischen
1 und 2 uM; im FA-Assay wird ein vergleichbares Verhalten mit K-Werten im Bereich 0,6—
0,8 uM beobachtet (s. Tab. 31). Die Verbindung Br-Pc wurde in der Masterarbeit von Dirk
Lindenblatt synthetisiert und mit Hilfe des FA-Assay charakterisiert (ICso = 5,21 uM + 0,30;
Ki= 0,380 uM £ 0,062). In Abb. 56 sind die Graphen der MST-Messungen fir die drei

Substanzen dargestellt.
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Abb. 56 Kp-Kurve der hsCK2a'3%*5/hsCK2p"'-'%3-Interaktion in Anwesenheit der zyklischen
Peptide:
Die Abbildung zeigt die Graphen fir Pc (schwarz), I-Pc (blau) und Br-Pc (rot). Die
Interaktionen wurden mit einer Konzentration von 20 uyM des jeweiligen Peptids gemessen.
Die Graphen zeigen die Mittelwerte aus drei Einzelmessungen + SEM.

5.4.4 Bestimmung der Kp-Werte fiir die Bindung von hsCK2p"'% an hsCK2a'3% in

Anwesenheit von W16 und seiner Derivate

Fir die Bestimmung der Ki-Werte der Substanzen aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Wiinsch
(vgl. Kapitel 5.3.6) mit Hilfe des MST-Assays wurde zunachst der Kp-Wert der Interaktion von
hsCK2a'335und hsCK2B""%3 in Anwesenheit von 1 % DMSO bestimmt (Abb. 57). Der Kp-Wert
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lag mit 12,1 nM etwas hoéher als ohne DMSO (3,73 nM) und wurde fur die Berechnung der Ki-
Werte von W16 und seiner Derivate genutzt (Tab. 38).

AF norm (%o)

10 10° 10" 102 10®  10¢
[CK2a'33% (1% DMSO)] (nM)

Abb. 57 Bestimmung des Kp-Werts der Interaktion von hsCK2a'3%* und hsCK2p''% in
Anwesenheit von 1 % DMSO:
Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + Sem aus drei Messungen. Der hier ermittelte Ko-Wert
betrug 12,1 nM.

Nachdem der Kp-Wert mit 1 % DMSO bestimmt worden war, konnten die Kp-Werte in
Anwesenheit der Substanzen genauso bestimmt werden wie zuvor die in Anwesenheit von Pc
und seinen Derivaten. Einziger Unterschied war, dass diese Substanzen im FA-Assay keinerlei
Aktivitat zeigten. Weswegen mit einer finalen Inhibitorkonzentration von 100 uM pro
Messpunkt gearbeitet wurde statt mit einer von 20 uM, wie sie bei den zyklischen Peptiden
verwendet wurde. Die Ergebnisse der einzelnen Messungen sowie fiir die Berechnungen der
jeweiligen Ki-Werte sind in Tab. 38 aufgelistet.
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Tab. 38 Kp-Werte in Anwesenheit von W16 und seiner Derivate:
Die hier aufgefiihrten Substanzen zeigten alle eine Verschiebung des Kb-Wertes. Die
Anwesenheit der Verbindungen flihrte zu einer geringeren Affinitdt von hsCK2a'-33%5 und
hsCK2p"-193, Die einzelnen Kp-Werte (Mittelwerte + SEM aus drei Messungen) und die daraus
resultierenden Ki-Werte sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt.

Substanz Kp-Wert (nM) Ki-Wert (uM)
W16 (WMS 66-08) 58,5 £ 27,0 26,1

WMS 66-02 20,4 + 9,59 146

WMS 66-04 30,8 £ 10,7 64,7

WMS 66-05 25,2+ 15,1 92,4

WMS 66-06 20,7 £ 19,4 141

WMS 66-07 24,3 +9,38 92,4

WMS 66-11 63,1+ 47,6 23,7

Einige der Substanzen, welche im FA-Assay getestet wurden, lieferten bei den MST-
Messungen keine auswertbaren Ergebnisse, da die Inhibitoren aggregierten und daher zu
wenige Messpunkte fur die Bestimmung der Kp-Werte zur Verfliigung standen. Der potenteste
Inhibitor dieser Substanzreihe ist W16, eine Verbindung, deren Vermoégen, die CK2a/CK2[3-
Interaktion zu stdren, bereits literaturbekannt ist. Abb. 58 zeigt die Graphen fir die drei
potentesten Substanzen dieser Substanzbibliothek (W16 (WMS66-08), WMS 66-04 und
WMS66-11).

10+

AF norm (%0)

20 100 101 102 103 104

[CK2a.'3%5] (nMm)

Abb. 58 Kp-Kurven der potentesten Inhibitoren der W16 Analoga:
In dieser Abbildung sind die Ko-Graphen der Substanzen WMS66-04 (schwarz), W16 (rot) und
WMS 66-11 (blau) aus der Reihe der W16-Analoga zu sehen. Diese drei hemmen am
starksten kompetitiv die Bindung von hsCK2B'19 an hsCK2a'33% Zu sehen sind die
Mittelwerte £+ SEM aus drei Einzelmessungen.
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5.4.5 Bestimmung der Kp-Werte fiir die Bindung von hsCK2B"%3 an hsCK2a'3% in
Anwesenheit von Indeno[1,2-blindol-Derivaten

Annlich wie fiir die Substanzen von Prof. Dr. Wiinsch wurden auch fiir die von Prof. Dr. Jose
zur Verfligung gestellten Substanzen (vgl. Kapitel 5.3.7) die Kp-Werte fur die Bindung von
hsCK2p"1%3 an hsCK2a'3% in Anwesenheit von 1 % DMSO und einer Inhibitorkonzentration
von 100 uM bestimmt. Die in MST-Experimenten ermittelten Kp-Werte sowie die daraus
kalkulierten Ki-Werte sind in Tab. 39 aufgeflhrt.

Tab. 39 Kp-Werte in Anwesenheit von Indeno[1,2-b]indol-Derivaten:
Die hier aufgefiihrten Substanzen zeigten alle eine Anderung des Kpo-Wertes. Die
Anwesenheit der Verbindungen flhrte zu einer geringeren oder aber auch zu einer
gesteigerten Affinitdt von hsCK2a'33% und hsCK2B'9. Die einzelnen Kp-Werte und die
daraus resultierenden Ki-Werte sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefuhrt. Fir Substanzen,
die den Kp-Wert herabsenkten, wurde kein Ki-Wert berechnet.

Substanz Kp-Wert (nM) Ki-Wert (uM)
4b 6,10 + 4,21 -
5b 7,62+ 3,70 -
6b 1,79 £ 1,08 -
AF8 8,89 £ 6,85 -
AF10 55,6 + 30,6 29,9
MF1 4,93 + 4,97 -
CM3041A 40,9 £ 24,0 44,9
CM3094A 24,9+ 26,7 99,7

Auch bei dieser Substanzbibliothek zeigte eine Substanz (AF9) bei den Messungen eine
starke Aggregation und lieferte daher keine Ergebnisse. Wie bereits im FA-Assay zeigten die
Substanzen CM3041A und CM3094A das Vermdgen, die Interaktion zwischen hsCK2a'-33%
und der fluoreszenzmarkierten hsCK2B'%3 zu stéren. Mit Ki-Werten von 44,9 uM bzw. 99,7 uM
(Abb. 59) sind sie in den MST-Messungen sogar wirksamer als im FA-Assay. Der potenteste
Inhibitor aus dieser Substanzbibliothek war die Substanz AF10 mit einem Ki-Wert von 29,9 uM
(Abb. 59).
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Abb. 59 Kp-Kurven der potentesten Inhibitoren vom Indeno[1,2-b]indol-Typ :
In dieser Abbildung sind die Ko-Kurven der drei Substanzen zu sehen, welche die Bindung
von hsCK2a'-335 und hsCK2p1-193 kompetitiv hemmen. Die beiden Substanzen CM3041A (rot)
und CM3094A (blau) zeigten bereits im FA-Assay eine kompetitive Hemmung. AF10

(schwarz) hingegen hatte dort keine Aktivitdt. Zu sehen sind hier die Mittelwerte + SEM aus
drei Einzelmessungen.

Fur funf weitere Substanzen (4b, 5b, 6b, AF8 und MF1) konnte kein Ki-Wert berechnet werden,
da diese Verbindungen in der Lage waren den Kp-Wert der CK2a/CK2p3-Interaktion zu
verringern. Insbesondere hervorzuheben ist hierbei Substanz 6b, bei welcher die sigmoidale
Kurve sich umkehrt. Abb. 60 zeigt die Kp-Kurve der Substanz 6b.

60

10 10° 101 102 103 104
[CK2a"-33%] (nM)

Abb. 60 Kp-Kurve der Substanz 6b:

Der Kp-Graph von Substanz 6b zeigt neben der Steigerung der Affinitat von hsCK23'-193 zu
hsCK2a'-335 einen veranderten Kurvenverlauf im Vergleich zu den anderen MST-
Messungen.
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6 Diskussion
6.1 Expression und Reinigung der verschiedenen CK2-Untereinheiten

Die Expression und Reinigung der bereits in Vorarbeiten gentechnisch hergestellten CK2-
Untereinheiten wurde problemlos nach den dafiir vorgesehenen Protokollen durchgefuhrt. Als
Erstes ist hier die Expression von hsCK2a'3%* zu nennen, welche nach dem abgewandelten
Protokoll von Ermakova et al. [174] durchgeflihrt wurde. Diese CK2a-Variante wurde um 55
Aminosauren am C-Terminus verkirzt, da die CK2a-Volllange bei der Expression in E. coli
Stabilitatsprobleme im Bereich des C-Terminus aufweist. Hierbei wurde eine spontane
Degradation des C-Terminus beobachtet [181]. Mit der Verkirzung wurden die
Stabilitatsprobleme umgangen und die hsCK2a'-3% stabil exprimiert. Ermakova et al. zeigten,
dass diese Mutante katalytisch genauso aktiv wie die CK2a-Volllange ist. Im Verlauf der
Proteinreinigung stellte sich heraus, dass eine Aufreinigung mit Phosphocellulose P11 im
Batchverfahren genauso effektiv ist wie eine Sdulenchromatographie mit P11-Material. Sie hat
den Vorteil, dass flr diesen Reinigungsschritt kein teures Chromatographiesystem bendétigt
wird. Ebenso konnte, nach der zweiten Reinigung mit Heparin, auf einen dritten
Reinigungsschritt mittels Gelpermeationschromatographie verzichtet werden, da die hsCK2a"

3% hereits eine fiir Experimente ausreichende Reinheit aufwies (s. Abb. 26 im Kapitel 5.1.1).

Eine weitere in Vorarbeiten hergestellte Untereinheit, welche in dieser Arbeit verwendet wurde,
war die hsCK2B''93, Dass sich diese verkiirzte Variante der CK2B-Variante ahnlich wie die
Volllangen-CK2[3 verhalt, wurde bereits 1992 von Boldyreff et al. [104] gezeigt. In jener Arbeit
wurde der Einfluss der Mutation auf die Wiederherstellung, die Thermostabilitat, und die
katalytische Aktivitdt des CK2-Holoenzyms sowie auf sein Verhalten in Anwesenheit von
Kochsalz und Heparin untersucht. Die Mutante hsCK2B™'%® wurde so wie hsCK2a'3%
ausgewahlt, da sie weniger Stabilitdtsprobleme bei der Expression als das entsprechende
Volllangenprotein  aufwies. Die  Aufreinigung der Mutante erfolgte  mittels
Affinitdtschromatographie  mit  Phosphocellulose 11, einer  Anionenaustauscher-
Chromatographie mit Sepharose Q und einer anschlielRenden
Gelpermeationschromatographie. Dabei wurde das Protein in guter Reinheit gewonnen
(s Abb. 32 Kapitel 5.1.6). Eine weitere Variante der hsCK2B''%, welche N-terminal einen
Doppel-Strep-Tag-Il aufwies, wurde ebenfalls in hoher Reinheit isoliert (s. Abb. 37 und 38,
Kapitel 5.1.7). Diese CK2B-Variante wurde fir eine gerichtete Bindung des Proteins an eine
mit Streptavidin beschichtete ELISA-Platte exprimiert. Die ELISA-Experimente konnten in der

vorliegenden Arbeit nicht erfolgreich abgeschlossen werden.

Eine letzte Mutante, deren Plasmid bereits gentechnisch in Vorarbeiten hergestellt worden
war, ist die hsCK2a'®*3¢S, Diese, mit einem HisTag gekoppelte, Mutante wurde mittels Ni-NTA-

Chromatographie gereinigt. Das Verhalten von hsCK2a°33%S wurde bereits von Bischoff et al.
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untersucht. Die C336S-Mutation wurde eingefiihrt, da bei Studien mit einer Chimare von
hsCK2a'3%6 und hsCK2a3?-3%0 eine Tendenz zur Dimerisierung an Cys336 Uber eine
Disulfidbriicke festgestellt wurde. Die Bestimmung von Kn und keat fir hsCK2a'©33¢S [ieferte
ahnliche Werte wie fir hsCK2a'3%, Die Mutation scheint somit keinerlei Beeintrachtigung in
Bezug auf die katalytische Aktivitat mit sich zu bringen [87]. Auch dieses Protein wurde in einer
fur die Folgeexperimente geeigneten Reinheit erhalten (s. Abb. 27 Kapitel 5.1.2). Seine

Expression wird jedoch gesondert betrachtet.

Bisher wurden die drei Mutanten hsCK2a'3%, hsCK2a'®*%S und hsCK2B''®® in E. coli
exprimiert. In dieser Arbeit erfolgte die Expression jedoch berdies in HEK293-EBNA-Zellen.
Zuséatzlich zu den beiden C-terminalen Deletionsvarianten hsCK2a'33%,ex und hsCK2B""93e¢
sollten weiterhin auch die beiden entsprechenden Volllangen-Konstrukte exprimiert werden.
Die Expression in HEK293-EBNA-Zellen wurde gewahlt, um posttranslationale
Veranderungen, vor allem Phosphorylierungen und Glykolisierungen, zu ermoglichen. Die
beiden paralogen Proteine CK2a und CK2a' unterscheiden sich in vier Phosphorylierungs- und
einer Glykolisierungsstelle. [88,89] Weiterhin kénnen mit Hilfe des hier verwendeten
Uberexpressionssystems Proteine aus Eukaryoten einfach aus dem Zellkulturiiberstand
gewonnen werden, da bei dieser Methode die Proteine aufgrund eines Signalpeptids in den
Zellkulturiberstand abgegeben werden. Danach kdnnen sie mittels Affinitatschromatographie
Uber den C-terminal fusionierten Doppel-Strep-Tag-Il gereinigt werden. Zu diesem Zweck
musste zunachst eine Klonierung der fir die Transfektion bendtigten Plasmide erfolgen. Die
Klonierung der vier CK2a- und CK2B-Untereinheiten stellte bereits eine erste Hirde dar. Durch
klassische Klonierung mittels PCR, Restriktion, Ligation und anschlieRender Transformation
wurde lediglich hsCKB™%,ex erfolgreich gentechnisch hergestellt. Bei den anderen
Untereinheiten wurden auch nach mehrmaligen Versuchen nach der Transformation keine
Kolonien erhalten, aus denen das gewunschte Plasmid hatte isoliert werden konnen.
Verwendet wurden hierbei sowohl verschiedene Mengen des Transformationsansatzes beim
Ausplattieren der Kulturen als auch verschiedene Plasmidkonzentrationen bei der zuvor
durchgefiihrten Transformation. Ebenso wurden die Konzentrationen der Einsatzstoffe bei der
Restriktion und Ligation verandert. Bei der Restriktion wurden die Menge an PCR-Produkt
(800-100 ng) und die Konzentration der Restriktionsenzyme (10—20 U) variiert; bei der
Ligation waren es die Verhaltnisse von Restriktionsprodukt und Vektor (Verhaltnisse zwischen
1:3 und 1:5) sowie die Menge an Ligase (5 - 10 U). Schlie3lich wurde das Gibson Assembly
Kit verwendet, welches die Aktivitat einer 5-Exonuklease, einer Polymerase und einer Ligase
in einer Reaktion vereinigt [169]. Mit diesem Kit wurden fiir hsCK2anex und fur hsCK2a'335 e«
Kolonien sowie Plasmide, erhalten. Durch eine anschliefende Sanger-Sequenzierung wurde

nachgewiesen, dass diese auch die jeweils korrekte Sequenz flir das jeweilige Protein
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enthielten. Die CK2Bnexk wurde in einem Projektmodul von Dirk Lindenblatt erfolgreich

rekombinant hergestellt.

Nach der erfolgreichen Herstellung der verschiedenen Plasmide wurden diese fir die
Transfektion von HEK293-EBNA-Zellen verwendet. Die so gewonnenen Zellen zeigten keine
Reaktion auf die Selektion mittels Puromycin, was bedeutet, dass alle Zellen das transfizierte
Plasmid aufgenommen hatten. Weiterhin zeigte sich, dass die mit CK2anex und CK2a'3%5gx
transfizierten Zellen bei der Expression ein verandertes Wachstumsverhalten aufwiesen
(s. Tab. 24 und 25, Kapitel 5.1.4). Im Vergleich zu Wildtyp-HEK293-EBNA-Zellen scheint es
durch die Uberexpression der katalytischen CK2-Untereinheit zu einer verstérkten Proliferation
der Zellen zu kommen. Dies steht im Einklang mit bereits postulierten Annahmen, welche die
katalytische Untereinheit der CK2 mit verstarkter Proliferation in Verbindung bringen und ihr

ein anti-apoptotisches Verhalten nachsagen.

Auch Saccharomyces cerevisiae exprimiert endogen zwei CK2a-Untereinheiten, CK2a und
CK2a' [182]. Padmanabha et al. erzeugten ein Knockout der CK2a sowie einen Doppel-
Knockout beider katalytischer Untereinheiten in Saccharomyces cerevisiae [91]. Zellen mit
einem Knockout der CK2a' waren nicht durch einen veranderten Phanotyp gekennzeichnet.
Ein Knockout fir beide CK2a-Untereinheiten hatte jedoch letale Auswirkungen. Zellen, bei
welchen die CK2a-Aktivitat vermindert wurde, zeigten eine veranderte Grof3e, ahnlich der
VergroRerung, welche dem Wachstumsstopp vorrausgeht. Weiterhin bildeten sie eine
Pseudomycel-Morphologie aus, und der Doppel-Knockout flihrte zur Flokkulation [91].
Uberdies zeigten Padmanabha et al., dass diese Zellen durch CK2a aus Drosophila gerettet
werden konnten. Das indiziert, dass CK2a eine Rolle im Zellzyklus von Saccharomyces
cerevisiae und dem damit verbundenen Zellwachstum spielt [183]. In Experimenten mit
transgenen Mausen, welche die CK2a-Untereinheit in Lymphozyten Gberexprimierten, flhrte
diese zu einer gesteigerten Wahrscheinlichkeit fur Tumorwachstum [60]. Andere Experimente
mit zwei Fibroblast-Zelllinien (NIH3T3 und CCL39) zeigten einen inhibitorischen Effekt auf die
Proliferation, wenn diese eine inaktive CK2a-Mutante Uberexprimierten [184]. Ebenso war es
in weiteren humanen Tumorzelllinien der Fall, dass eine gesteigerte CK2-Aktivitat essentiell
fir das Uberleben der Zellen war und dass durch die Behandlung mit CK2-Inhibitoren
Apoptose herbeigeflinrt werden konnte [185]. Diese Ergebnisse in ihrer Gesamtheit
unterstiitzen die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen, dass eine Uberexpression der
katalytischen CK2-Untereinheit einen Einfluss auf den Zellzyklus haben kann. Ahnlich wie in
den Tumorzelllinien kommt es auch hier zu einer gesteigerten Proliferation der transfizierten

Zellen.

Das exprimierte Protein konnte durch die Behandlung sowohl mit Phosphocellulose P11 als

auch mit Streptactin Sepharose gereinigt werden (s. Abb. 28 und Abb. 30, Kapitel 5.1.5, und
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Abb. 31 Kapitel 5.1.6) Des Weiteren konnte mit einer Western-Blot-Analyse gezeigt werden,
dass der C-Terminus der hsCK2awek auch nach der Reinigung noch vorhanden war und somit
nicht die gleichen Stabilitatsprobleme wie bei der Expression in E. coli vorlagen (s. Abb. 29,
Kapitel 5.1.5, und Abb. 33, Kapitel 5.1.6). Auch mit Hilfe eines ELISA-Experiments konnte der
Doppel-Strep-Tag-ll am C-Terminus der Proteine nachgewiesen werden (s. Abb. 35 und
Abb. 36, Kapitel 5.1.6). Der C-Terminus wurde hierbei ausgewahlt, da bereits in friheren
Studien mit U2-OS-Zellen (Humane Osteosarkom-Zellen) gezeigt wurde, dass ein Tag am N-
Terminus des Proteins zu einer geringeren CK2-Expression flihrt, als wenn er am C-Terminus
fusioniert wird [186]. Allerdings konnte hierfiir keine direkte Erklarung gefunden werden. Beide
genutzten Reinigungsmethoden fiihrten nur zu geringen Proteinausbeuten. Aus einem Liter
Zellkulturmedium konnten lediglich ca. 0,3-0,5 mg reines Protein gewonnen werden. Im
Vergleich zu anderen Proteinen, welche auf dieselbe Art exprimiert und gereinigt worden
waren, ist dies eine sehr geringe Ausbeute. Ein Beispiel hierfur sind sowohl humane als auch
murine Cholesterolesterase, welche beide ebenfalls in der Arbeitsgruppe von Dr. Markus
Pietsch im Zentrum fur Pharmakologie der Universitatsklinik Kéln exprimiert wurden. Diese
beiden Proteine lieferten Ausbeuten von ca. 6 mg Protein aus einem Liter Zellkulturmedium
[187]. Eine mdgliche Erklarung hierfur ware, dass die Zellen durch die gesteigerte Proliferation
nicht in der Lage sind, groBe Mengen CK2a zu produzieren. Zwar sind in Zellen, die sich
schneller teilen, auch mehr RNA-Polymerasen vorhanden, welche fir die Transkription von
Genen verantwortlich sind, doch bleibt durch die vermehrte Zellteilung nicht die Zeit, die
Proteine in der Zelle bzw., wie in der vorliegenden Arbeit, im Zellkulturmedium anzureichern.
Die Veroffentlichung von Klumpp et al., in der gezeigt wird, dass bei Bakterien, die eine
gesteigerte Wachstumsrate haben, die Proteinkonzentration abnimmt, unterstitzt diese
Theorie [188,189]. Eine zweite Mdglichkeit kdnnte die geringere Thermostabilitat der CK2a
sein, wenn sie nicht mit CK2p assoziiert ist. So konnte bereits mittels Differential-Scanning-
Kalorimetrie gezeigt werden, dass die katalytische CK2-Untereinheit bereits bei 37 °C zu
denaturieren beginnt [52,132]. Dies entspricht genau jener Temperatur, bei der die HEK293-
EBNA-Zellen inkubiert werden. Es kann also sein, dass selbst bei taglichem Wechsel des
Kulturmediums ein Grof3teil der exprimierten CK2a-Untereinheiten bereits denaturiert ist und
es aufgrund dessen zu Problemen bei der Reinigung kommt. In unserem FA-Assay konnte
schon nach 50 min eine Abnahme der CK2a-Konzentration beobachtet werden (s. Kapitel
5.3.2 und 6.4) [7].

Weiterhin ist im SDS-Gel sowie im Western Blot zu sehen, dass die Bande fir hsCK2auek bei
ca. 60-70 kDa liegt, statt, wie zu erwarten, bei den durch ProtParam berechneten 48 kDa.
Ahnlich, aber nicht so ausgepragt, verhalt es sich mit der CK2a'%%,e, deren Bande bei ca.
45-55 kDa liegt. Zu erwarten ware nach der Berechnung des Molekulargewichtes eine Bande

um 43 kDa. Vergleicht man die Banden von von hsCK2a'3%e« und der in E. coli exprimierten
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hsCK2a'3%, so sollten sie sich nur um die Molekularmasse des Doppel-Strep-Tag-Il
unterscheiden, welche ca. 3 kDa betragt. Der Unterschied zur ausgepragteren Bande der
hsCK2a'3%ek ist jedoch hoher. Mogliche Erklarungen fiir die jeweiligen Gewichtsunterschiede
kénnten posttranslationale Modifikationen sein, welche durch die Expression in den
eukaryotischen HEK293-EBNA-Zellen zustande gekommen sind. Die Kkatalytische
Untereinheit der CK2 besitzt Phosphorylierungsstellen, die mdglicherweise durch andere in
der Zelle vorhandene Proteinkinasen phosphoryliert worden sein kénnten. Weiterhin enthalt
der C-Terminus auch Glykolisierungsstellen. Glykolisierungen kénnen nur in eukaryotischen
Zellen stattfinden [88,89]. Die Glykolisierung der Proteine kénnte auch eine Erklarung fur die
in der SDS-PAGE zu sehenden Doppelbanden sein [190].

In Tab. 25 im Kapitel 5.1.4 sind ebenfalls die Ergebnisse fur Zellen, welche mit dem Plasmid
fur CK2ps transfiziert wurden, aufgefuhrt. Diese Zellen zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Zellen
ein eingeschranktes Wachstum mit einer verdnderten kugeligen Zellmorphologie. Die so
transfizierten Zellen bewuchsen die Zellkulturflaschen nur sehr schwer bis zu einer Konfluenz
von 100 %. Diese ist jedoch fir eine optimale Proteinproduktion notwendig. Bereits vor der
Selektion war ein Grofdteil der Zellen abgestorben oder zeigte eine abgerundete Zellform.
Somit liegt es nahe, dass bereits die Transfektion mit diesem Plasmid zellularen Stress
auslost. Nach der Selektion mit Puromycin gab es kaum nicht-apoptotische Zellen, und es
dauerte Wochen, bis eine ausreichende Konfluenz von 80-100 % erreicht wurde. Auch
wahrend des Projektmoduls von Dirk Lindenblatt wurde bei der Expression der hsCK2BHex ein
gehemmtes Wachstum und eine veranderte Zellmorphologie beobachtet. Daher konnte
hsCK2Bnex mithilfe dieses Expressionssystems nicht erfolgreich isoliert werden. Ahnliche
Beobachtungen wurden bereits 1993 von Roussou und Draetta in der Hefe S. Pombe
gemacht. Dort hatte die Uberexpression von CK2B eine Inhibition des Zellwachstums sowie
die Cytokinese und eine kugelférmige Zellform zur Folge. Roussou und Draetta erklarten ihre
Beobachtungen mit einer mdglichen Kompetition der CK2B und dem Holoenzym um
Substratinteraktionen oder mit der mdglichen Interaktion mit noch nicht identifizierten
regulatorischen zellularen Komponenten. Die veranderte Zellform fuhrten sie auf mdgliche
Interaktionen mit Proteinen oder deren Substraten, welche mit cytoskeletalen Strukturen
assoziiert sind, oder auf die direkte Interaktion mit der Zellwand zurlick [191]. Die
Arbeitsgruppe um Li et al. konnte bei der Uberexpression der CK2p in chinesischen Hamster-
Ovarienzellen (CHO-Zellen) und in 3T3-L1-Zellen (Mausfibroblasten) Ahnliches beobachten.
Bei der Uberexpression in CHO-Zellen zeigten die transfizierten Zellen eine verminderte
Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle. Weiterhin zeigten auch diese Zellen eine
veranderte morphologische Zellform. Diese gleicht der Zellform, welche Zellen annehmen,
wenn sie sich im Wachstumsarrest befinden. Die Uberexpression der CK2B in 3T3 L1-Zellen

hatte eine verlangerte G1-Zellzyklusphase zur Folge und eine negative Regulation der Cyclin-
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D1-Expression, einem Schlisselregulator der G1-Phase [192]. Weiterhin konnte in anderen
Studien beobachtet werden, dass CK2pB bei der Schadigung von DNA beteiligt sein kann und
mit Schlisselproteinen des Zellzyklus interagiert [193,194]. Die Ergebnisse der beiden Studien
stitzen die hier gemachten Beobachtungen, dass die Uberexpression von CK2B einen
negativen Einfluss auf das Zellwachstum sowie die Form einiger Zelltypen haben kann. Die
Gruppe um Lebrin et al. konnte diese Beobachtungen in Fibroblasten-Zellen (NIH3T3 und
CCL39) nicht machen. Sie suggerierten als Erklarung, dass der Grund daflir die in diesen
Studien verwendeten Zelltypen sein kénnten, welche anders auf die Uberexpression

reagieren [184].

Die Untereinheit hsCK2B""%%ex wurde aus HEK293-EBNA-Zellen in kleinsten Mengen,
weniger als 0,1 mg aus einem Liter Zellkulturmedium, gewonnen. Eine mogliche Erklarung
hierfir kdnnte sein, dass die Zellen Uber die lange Zeit, die sie bis zur Konfluenz bendétigen,
Mechanismen entwickeln, die die Expression der CK2B inhibieren. Zellen besitzen die
Méoglichkeit, unbrauchbare Proteine im Proteasom mit Ubiquitin zu markieren oder zum
Lysosom zu transportieren und so fir den Abbau der fir sie Uberschissigen Proteine zu
sorgen. Dieser Vorgang wird auch als Autophagie bezeichnet [195]. Eine zweite
wahrscheinliche Erklarung konnte sein, dass EBNA-1 mit CK2B interagiert, wie es von
Sivachandran et al. [196,197] bereits gezeigt werden konnte. EBNA-1 wird in HEK293-EBNA-
Zellen exprimiert, um eine episomale Replikation von oriP-Plasmiden zu erméglichen und
somit eine semistabile Transfektion zu erreichen. Es kann also sein, dass die exprimierte CK23
durch dieses Protein sofort gebunden wird bzw. dass diese mdgliche Interaktion auch einen
Einfluss auf das Zellwachstum hat [196,197]. In Kapitel 5.1.6 in Abb. 32 ist ein SDS-Gel der
gereinigten hsCK2B''%,ex zu sehen, welches klar zeigt, dass das Protein in hoher Reinheit
gewonnen werden konnte. Ein Western Blot (s. Abb. 34, Kapitel 5.1.6) und ein ELISA-
Experiment konnte die Identitat des im SDS-Gel zu sehenden Proteins eindeutig nachweisen
(s. Abb. 35 und 36, Kapitel 5.1.6). Das SDS-Gel zeigt auch das in E. coli exprimierte Protein.
Beide Proteine zeigen eine Bande, die bei etwa 25 kDa liegt, welche dem CK2B-Monomer
entspricht. Im Western Blot der hsCK2B'"%3ek ist eine zusatzliche Bande bei ca. 15 kDa zu

sehen, welche einem méglichen Degradationsprodukt entsprechen kénnte.

Die Uberexpression von CK2a®%%S in HEK293-EBNA-Zellen zeigte nur einen geringen
Einfluss auf das Zellwachstum im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Ein vermindertes
Wachstum bei induzierter Expression von CK2a' konnte von Vilk et al. beobachtet werden
[186]. Im Gegensatz dazu wurde bei der Expression der CK2a in NIH 3T3- und CCI39-
Fibroblasten kein Einfluss durch CK2a' auf die Proliferation festgestellt [184]. Auch bei der
Expression der CK2a %Sz« konnten nur geringe Proteinausbeuten erzielt werden. Diese
lagen im gleichen Rahmen wie bei hsCK2anex und hsCK2a'3*gx. Das aufgearbeitete Protein

zeigte eine hohe Reinheit (s. Abb. 31, Kapitel 5.1.6) und konnte ebenfalls mittels Western Blot
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(s. Abb. 33, Kapitel 5.1.6) und ELISA (s. Abb. 35 und 36, Kapitel 5.1.6) eindeutig identifiziert
werden. Die CK2a°33%S,ex aus HEK293-EBNA-Zellen zeigt im Vergleich zu ihrem in E. coli
exprimierten Pendant mehrere Banden im SDS-Gel. Das Molekulargewicht der in E. coli und
in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten CK2a' sollte sich theoretisch um 2 kDa unterscheiden.
Die in E. coli exprimierte Variante tragt einen 6x HisTag, welcher das Molekulargewicht des
Proteins um etwa 1 kDa erhéht, im Vergleich zu 3 kDa fir den Doppel-Strep-Tag-Il der
CK2a°36S k. Allerdings zeigt die in HEK293-EBNA-Zellen exprimierte Mutante weitere
Banden mit einem Molekulargewicht um die 50 kDa. Es ist fraglich, ob die Veranderung in

diesem Fall durch posttranslationale Modifikationen verursacht wurde.

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass bis auf hsCK2Brex und hsCK2B"%3e« eine
Expression in HEK293-EBNA-Zellen grundsatzlich mdglich ist. Allerdings konnten fir die drei
exprimierten Proteine nur geringe Ausbeuten erhalten werden; hier misste nach weiteren
moglichen Ursachen gesucht bzw. die hier exprimierten Proteine weiteren Untersuchungen
unterzogen werden. Diese miussten der Aufklarung von méglichen posttranslationalen
Veranderungen dienen bzw. der Frage nachgehen, ob es eventuell zu einer teilweisen
Denaturierung der Proteine im Zellkulturmedium kommt. Auch das beobachtete veranderte
Zellwachstum der HEK293-EBNA-Zellen nach der Transfektion sollte weiter untersucht

werden.

6.2 Synthese der zyklischen Peptide

Die bereits in der Diplomarbeit von Eungyoung Yoo synthetisierten Peptide Pc und CF-Ahx-
Pc wurden in der vorliegenden Arbeit ohne Problem nachsynthetisiert. Der Versuch, das
zyklische Peptid Pc mit einer Rhodamin-B-Markierung Uber einen Sarcosin-Linker zu
synthetisieren, konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht erfolgreich abgeschlossen
werden. Zwar lie} sich eine lineare und eine zyklische Form des Rhodamin B-Sar-Ahx-Pc
synthetisieren, aber das zyklische Peptid konnte — nach dem Versuch, es mittels RP-HPLC zu
reinigen — nicht mehr isoliert werden (s. Abb. 41 und Abb. 42, Kapitel 5.2.3).

Die Synthese erfolgte dabei angelehnt an eine Arbeit von Hauser et al. [198]. Hier wurde
ebenfalls Sarcosin als Linker zur Kupplung von Rhodamin B verwendet. Der Ahx-Linker wurde
beibehalten, da er sich als vorteilhaft fir die Interaktion zwischen CF-markiertem Peptid und
CK2a herausgestellt hatte. Zuvor hatte sich durch ITC-Studien mit CK2a und einem direkt CF-
markierten Pc-Derivat bzw. einem mit zwei Glycinresten als Linker gezeigt, dass diese
Derivate nicht mit CK2a interagieren. Dies kann durch das CF-Molekil bedingt sein, welches
maoglicherweise die Interaktion von CK2a und Pc sterisch hindert, wenn es zu nah an Pc
gekoppelt wird [7]. In der Arbeit von Hauser et al. wurde mit einem Ansatz von 1 mmol des zu
markierenden Peptids gestartet und lediglich eine Ausbeute von 0,11 mmol erhalten. Dies

entspricht einer Ausbeute von 23 % [198]. In dieser Arbeit wurde lediglich mit einem Ansatz
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von 66 pmol gestartet. Bei ahnlichen Ausbeuten wirden ca. 7 ymol Protein resultieren. Da
aber bei der Reinigung nach der Zyklisierung ein grofRer Verlust an Peptid zu beobachten war
und auch die darauffolgenden Reinigung mittels RP-HPLC Verluste mit sich brachte, konnte
zum Ende der Aufarbeitung kein Protein isoliert werden. Es misste erneut ein deutlich
grolierer Ansatz erfolgen, was aufgrund der automatisierten Festphasensynthese und der
damit verbundenen Limitierung der Ansatzgréf3en nicht mdglich war, so dass eine Synthese

dieses Peptids in der vorliegenden Arbeit nicht erfolgte.

6.3 Assayentwicklung

6.3.1 Fluoreszenz-Anisotropie-Assay

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Fluoreszenz-Anisotropie (FA)-Assay sollte dazu
genutzt werden CK2B-kompetitive Substanzen zu finden, welche die Interaktion von CK2a und
CK2p storen. Dies soll letztendlich dazu fuhren, dass das CK2-Holoenzym dissoziiert und die
beiden CK2-Untereinheiten getrennt voreinander vorliegen. So kénnen bestimmte Substrate,
sogenannte Klasse llI-Substrate, die das CK2-Holoenzym zur Phosphorylierung benétigen,
nicht mehr modifiziert werden. Dieser Ansatz konnte zu selektiveren Inhibitoren, als bspw. den
ATP-kompetitiven Inhibitoren flihren, da die CK2a/CK2- Interaktionsstelle hochspezifisch flr
das CK2-Holoenzym ist. Dazu muss nicht ein alleiniger CK2p3-kompetitiver Inhibitor eingesetzt
werden, sondern auch die Entwicklung von Bisubstrat-Inhibitoren, welche zusatzlich die ATP-
oder Substratbindungsstelle angreifen, ist vorstellbar [107]. Hierzu wurde als ein Substrat, das
CK2B nachahmende zyklische Peptid Pc genutzt und mittels eines Linkers (Ahx) mit CF
gekoppelt [7].

Zum Start der Entwicklung wurde der Kp-Wert der Interaktion von CF-Ahx-Pc mit hsCK2a'-33°
Uber die Zeit betrachtet. Diese Vorexperimente wurden von Dr. J. Hochscherf durchgefihrt.
Es konnte ein Anstieg des Kp-Wertes Uber einen Zeitraum von 30 min beobachtet werden,
bevor ein Plateau erreicht wurde. Aufgrund dessen wurden fir die Messungen zwei

Zeitpunkte, ohne Inkubation und nach 50 min Prainkubation, ausgewahlt [7].

Der nachste Schritt flir die Assayentwicklung war die Bestimmung des Kp-Wertes der
Interaktion von CF-Ahx-Pc mit hsCK2a'3%. In dieser Arbeit wurde dieser Wert erneut
bestimmt. Dieser war zuvor in der Diplomarbeit von Eungyoung Yoo bereits ermittelt worden.
Allerdings wurde in der Arbeit von Eungyoung Yoo mit einer CF-Ahx-Pc-Konzentration von 1
MM gearbeitet; in der vorliegenden Arbeit wurden alle Messungen mit einer Konzentration von
100 nM durchgefiihrt. Fir hsCK2a'23® wurde der Kp-Wert mit und ohne 50 min Inkubation

bestimmt.

Die 50-minutige Inkubation wurde gewahlt, um ein Gleichgewicht zwischen den einzelnen

Bindungspartnern herzustellen. Bei Kompetitionsexperimenten mit CF-Ahx-Pc und Derivaten
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des zyklischen Peptids PC und Pc selber (Kapitel 5.3.2) stellte sich jedoch ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Messzeitpunkten heraus [7]. Dieser Sachverhalt wird im Kapitel

6.4 genauer erlautert.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Kp-Werte mit hsCK2a'335 zeigten keine signifikanten
Unterschiede zueinander (gepaarter T-test, P > 0,05). Zur Validierung des FA-Assays wurden
durch ITC ermittelte Werte zum Vergleich eingesetzt (s. Abb. 61) [7].
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Abb. 61 Kp-Kurven der hsCK2a'**® und CF-Ahx-Pc mit und ohne Prainkubation im FA-
Assay (A) und ITC-Messung der hsCK2a'-*3* und CF-Ahx-Pc (B):
A) Ko-Kurven fiir die Interaktion von hsCK2a'-33% und CF-Ahx-Pc im FA-Assay ohne (rot) und
mit 50 min Prainkubation (schwarz). Die Kurve fir die FA-Messung ohne Prainkubation wurde
bereits in Abb. 43 (Kapitel 5.3.1) gezeigt. B) ITC-Messung fir die Interaktion von hsCK2a'-335
mit CF-Ahx-Pc.

Mittels ITC konnte ein Kp-Wert von 1,75 uM ermittelt werden. Dieser unterscheidet sich nicht
signifikant von den beiden per FA-Assay ermittelten Kp-Werten (One-way ANOVA mit Dunetts’
multiplem Vergleichstest, P > 0,05) [7].

Unter 5.3.1 in Abb. 43 ist der Graph fir hsCK2a°*% ohne Inkubationszeit zu sehen.
hsCK2a'©33¢S zeigt hier eine etwa 10-fach geringere Affinitat zu CF-Ahx-Pc als zu hsCK2a'-3%.
Eine ahnliche Beobachtung wurde bereits in ITC-Experimenten zur Interaktion der beiden
Proteine mit hsCK2B""% gemacht. Es ergaben sich dabei Kp-Werte von 45,5nM fir
hsCK2a®33¢S" und 3,7 nM fiir hsCK2a'-33% (Faktor 12). Die im FA-Assay gezeigte geringere
Affinitat der hsCK2a'®3%S gegeniiber CF-Ahx-Pc, welches die CK2B nachahmt, ist somit
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vergleichbar mit dem bereits in der Literatur beschriebenen Verhalten der CK2a-Paralogen
gegenuber CK23 [87].

Es wurden ebenso Messungen durchgefiihrt, bei denen sowohl der Einfluss eines ATP-
kompetitiven Inhibitors (CX-4945) [178] als auch eines Substratpeptids (RRRDDDSDDD) [199]
auf die Bindung von CF-Ahx-Pc an hsCK2a'3% untersucht wurde. In Anwesenheit beider
Substanzen kam es zu keiner Veranderung der FA Uber den kompletten
Konzentrationsbereich. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Interaktion von CF-Ahx-Pc

und hsCK2a'-33% durch beide Substanzen nicht gestort wird.

Vor der Verwendung des FA-Assays flr Kompetitionsexperimente und der damit
einhergehenden Bindungsstudien mit Inhibitoren wurde der Z'-Faktor bestimmt. Dieser gibt
Auskunft UGber die Eignung des von uns entwickelten FA-Assay flr ein
Hochdurchsatzscreening. Der Z‘-Faktor ist dabei ein Mal} der statistischen Effektgrofie und
gibt an, ob das in einem Assay gemessene Signal-Rausch-Verhaltnis ausreichend ist. Hierzu
werden, wie in Gl. 32 (s. Kapitel 4.9.4) dargestellt, als Parameter die Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen der Positiv- und Negativkontrolle herangezogen. In der vorliegenden
Arbeit dienten als Positivkontrolle Messungen in Anwesenheit von 3 uM hsCK2a'3% und von
100 nM CF-Ahx-Pc. Fir die Negativkontrolle wurde das unmarkierte zyklische Peptid Pc in
einer Konzentration von 30 M zugesetzt, um sicherzustellen, dass CF-Ahx-Pc vollstandig von
hsCK2a'-3% verdrangt wurde. Der Z'-Faktor wurde mit und ohne 50-miniitige Prainkubation
bestimmt. Die berechneten Z*-Faktoren betrugen 0,716 (50 min) und 0,694 (0 min) und zeigten
keine statistische Abweichung voneinander (p > 0,05). Der Assay ware damit grundsatzlich an
beiden Messzeitpunkten fur ein Hochdurchsatzscreening geeignet. Als optimal gelten Z'-
Faktoren von 0,5—-1. Die hier bestimmten Z'-Faktoren von etwa 0,7 stimmen in etwa mit den in
anderen Kinaseassays vorgefundenen Z‘-Faktoren Uberein [7]. Die Durchflihrung des in der
vorliegenden Arbeit genutzten Assays mit 96-well-Platten und einem Assayvolumen von
200 pl ist selber jedoch nicht fur ein HTS geeignet, denn durch das gréRRere Testvolumen
werden zu grof3e Mengen an Protein und Testsubstanzen verbraucht. Fir ein HTS ist es von
Vorteil, die genutzten Volumina zu verringern und das Verfahren zu automatisieren, um
mehrere Substanzen parallel testen zu kénnen. Zusatzlich wirde sich so auch der
Substanzverbrauch verringern. Mit dem in dieser Arbeit ermittelten Wert sollte lediglich die
grundsatzliche Eignung festgestellt werden. Bestimmt wurde der Z‘-Faktor hinsichtlich eines
geplanten Screenings in der Screening-Unit des Leibniz-Instituts flr Molekulare

Pharmakologie in Berlin.

6.3.2 MST-Assay

Bei der Microscale-Thermophorese (MST) handelt es sich noch um eine relativ neue

gerategestitzte Messmethode zur Untersuchung von PPIs [156,157,200]. Sie beruht auf der
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Thermophorese von Substanzen innerhalb eines Temperaturgradienten [158,201]. Genaueres
zu den theoretischen Grundlagen dieser Methode ist in Kapitel 3.3 zu finden. Die MST wurde
gewahlt, da sie nur einen sehr geringen Probenverbrauch hat — die Kapillaren weisen ein
Probenvolumen von weniger als 4 ul auf — und eine Untersuchung der Interaktion von CK2a
mit CK2[3 erlaubt [156]. Im Falle des FA-Assays wird dagegen nur die Beeinflussung eines
Teils der CK2a-CK2B-Interaktionsflache mittels eines CK2B-nachahmenden Peptids
untersucht [7]. Dies hat den Nachteil, dass Inhibitoren, die nicht genau mit diesem kleinen Teil
der Interaktionsflache interagieren, aber dennoch ein CK2B-kompetitives Verhalten zeigen,
nicht als Inhibitoren der CK2a/CK2B-Interaktion identifiziert werden kénnen. Aufgrund des
geringen Probenvolumens war die MTS auch dazu geeignet, die Kp-Werte der in HEK293-
EBNA-Zellen exprimierten katalytischen CK2-Untereinheiten mit CK23 zu bestimmen, da die
geringen Ausbeuten nach Expression und Aufarbeitung nicht fir eine Messung im FA-Assay
ausreichten. Fur die MST-Messungen wurden pro Messung lediglich 20 yl der jeweils
héchsten Konzentration der CK2a-Untereinheiten bendtigt. Dies entspricht bei den CK2a-
Untereinheiten etwa 4—10 ug pro Messung. Im Vergleich hierzu werden flr eine Messung im

FA-Assay etwa 1,4 mg Protein bendétigt.

Um feststellen zu kénnen, ob die MST valide Ergebnisse liefert, wurden zuerst jeweils die
bereits literaturbekannten Kp-Werte der hsCK2a'33® und hsCK2a'®®3¢S mit hsCK2p'™1%
bestimmt. Hierzu wurden die Proteine genutzt, welche in E. coli exprimiert wurden. Fir die
Messungen wurde die hsCK2B""%® mit Hilfe des NT™-Protein-Labeling-Kit RED-NHS der
Firma Nanotemper mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die Markierung erfolgt dabei
randomisiert Uber eine Reaktion primarer Amine (Lysin-Seitenketten) mit dem NHS-
Fluoreszenzfarbstoff. Dies hat zur Folge, dass Effekte, welche durch eine lokalisierte

Markierung entstehen kénnen, vermieden werden [157].

Die Kp-Graphen flr beide Proteine sind in Abb. 54 in Kapitel 5.4.1 dargestellt. Die Kpo-Werte
fur beide CK2a-Untereinheiten sind in Tab. 35 in Kapitel 5.4.1 aufgefiihrt. Die Affinitat der
hsCK2a'®33¢S zu hsCK2B"93 ist dabei um den Faktor 11 schwéacher als die der hsCK2a'-3% zu
hsCK2B™%3, In Kapitel 5.3.1 wurden bereits die Kp-Werte der hsCK2a'-3% und hsCK2a'©336S
mit dem CK2B-nachahmenden Peptid CF-Ahx-Pc im FA-Assay im Vergleich zu den Kp-Werten
der beiden Proteine mit hsCK2B''%® aus ITC-Messungen diskutiert. Auch bei diesen beiden
Methoden ergab sich eine um den Faktor 10-12 schwéchere Affinitat der hsCK2a'©33¢S zu
hsCK2B™%3, Im Falle der MST-Messungen zeigte die hsCK2a©%%S aus E. coli ebenfalls eine
um den Faktor 11 schwachere Affinitat zur CK2pB als die hsCK2a'3%. Dies wurde bereits bei
ITC-Messungen von Bischoff et al. [87] und ebenfalls in einer Arbeit von Olsen et al. [202]
beobachtet. Eine genauere Erklarung hierfur fehlt aber noch. Die hier mittels MST-Assay

gefundenen Kp-Werte zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur
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angegebenen Werten fir diese Interaktion, welche bei 3,7 nM fir hsCK2a'**® und 45,5 nM fiir
hsCK2a'©%3¢ liegen [7,87].

Mit Hilfe der Kpo-Wert-Bestimmung der Interaktion von hsCK2a'3% oder hsCK2a©33¢S mit
hsCK2B'%3 konnte gezeigt werden, dass die MST als Messmethode zur Untersuchung dieser

Interaktion geeignet ist.

6.4 Bindungsstudien mit dem zyklischen Peptid Pc und seiner

Derivate

Nach der Etablierung beider Assays konnte mit der Durchfiihrung von
Kompetitionsexperimenten begonnen werden. Die Kompetitionsexperimente wurden genutzt,
um Inhibitoren zu suchen, welche die Interaktion der beiden katalytischen CK2-Untereinheiten
(MST) und die Interaktion von hsCK2a'3% mit CF-Ahx-Pc (FA) verhindern. Hierzu wurde
zunachst mit dem zyklischen Peptid Pc selber begonnen, dessen CK2B-kompetitives
Verhalten bereits in der Literatur beschrieben wurde [8]. Dieses wurde im FA-Assay auch
hinsichtlich seiner CK2B-kompetitiven Wirkung bei der Interaktion der paralogen hsCK2a'©336S
und CF-Ahx-Pc untersucht. Die Synthese des zyklischen Peptids Pc wurde in der Diplomarbeit
von Eungyoung Yoo durchgefiihrt.

Die zugehdrigen Graphen fir die Messungen im FA-Assay fir beide Messzeitpunkte mit 3 yM
hsCK2a'-3% sowie 100 nM CF-Ahx-Pc und titrierten Konzentrationen an Pc sind unter Abb. 45
in Kapitel 5.3.2 zu finden. Die ermittelten ICso-Werte zu beiden Messzeitpunkten zeigten keinen
signifikanten Unterschied ebenso wie die daraus berechneten Ki-Werte. Die Werte hierzu sind
in Tab. 30 in Kapitel 5.3.2 aufgeflhrt. Der Ki-Wert nach 50 min zeigte einen signifikanten
Unterschied zu einem von Dr. J. Hochscherfin ITC-Experimenten ermittelten Kp-Wert (Abb. 46
und Tab. 31 in Kapitel 5.3.2). Eine mégliche Erklarung fir diesen Unterschied wird spater in

diesem Kapitel erlautert.

Fur die paraloge hsCK2a°%*¢S wurde ebenfalls der ICso-Wert mit Pc ohne Prainkubation
bestimmt. Aufgrund der geringeren Affinitdt zum Substratpeptid des Assays (s. Kapitel 5.3.1)
wurde mit einer Konzentration von 30 yM hsCK2a°3%¢S gemessen. Die Messkurve fiir die
Bestimmung des ICso-Wertes ist in Abb. 47 im Kapitel 5.3.3 zu sehen. Der berechnete Ki-Wert
fur die Interaktion mit hsCK2a'©3%6S |ag in diesem Fall bei 3,50 uM und dabei etwa um Faktor
6 hoher als der von hsCK2a'-23° berechnete Ki-Wert. Zusammengefasst zeigt hsCK2a©336S im
Vergleich zu hsCK2a'-33 nicht nur eine geringere Affinitat gegentiber CK2B [87], sondern auch

gegenuber den CK2B-nachahmenden Peptiden Pc und CF-Ahx-Pc.

Das MST-Experiment fir Pc wurden in Anlehnung an ein Experiment von Raaf et al. [131]

durchgeflhrt. Hierbei wurden ITC-Messungen zur CK2a/CK2B-Interaktion in Anwesenheit von
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20 uM Pc durchgefiihrt. Diese Konzentration wurde ebenfalls fir die MST-Messungen
verwendet. Fir die beiden CK2-Untereinheiten wurden die gleichen Konzentrationen wie zur
Bestimmung des Kp-Wertes der CK2a/CK2B-Interaktion eingesetzt. Die Ergebnisse fir den
bestimmten Kp-Wert der CK2a/CK2B-Interaktion in Anwesenheit von Pc und der daraus mit
Gl. 33 (s. Kapitel 4.10.3) berechnete Ki-Wert sind in Tab. 37 in Kapitel 5.4.3 aufgefiihrt. Es
konnte ein ahnlicher Ki-Wert im niedrigen mikromolaren Bereich wie im FA-Assay bestimmt

werden.

Im nachsten Schritt sollten nun neue Derivate des zyklischen Peptids Pc entwickelt werden.
Als Basis diente hier die Arbeit von Laudet et al., welche zeigt, dass das Phenylalanin 190 der
CK2p wichtig fur die Interaktion der CK2-Untereinheiten ist. [8] Dies wurde durch eine erste
Kristallstruktur von CK2a mit dem zyklischen Peptid Pc gestiitzt [131]. Weiterhin wurde in
dieser Arbeit dargelegt, dass die Interaktion von CK2a und Pc auf einem Netzwerk von
Wasserstoffbriickenbindungen beruht. Diese Wasserstoffbriickenbindungen sind sowohl
direkter als auch durch Wasser vermittelter Natur. Mit Hilfe der Kristallstruktur konnte
insbesondere die Interaktion eines Wassermolekils mit dem flr die CK2a/CK2B-Interaktion
essentiellen Phenylalanin 190 bzw. dessen Meta-Position am Benzylring belegt werden
(s. Abb. 62) [7,131].

open [4/p5
loop

N-terminal region of CK2« chain A

Abb. 62 Interaktion des Phe 190 von Pc mit CK2a mittels eines Wassermolekiils:
VergroRerte Darstellung der Kristallstruktur der CK2a im Komplex mit dem zyklischen Peptid
Pc: Interaktion des Phe 190 (meta-Position des Benzylrings) von Pc und der CK2a lber eine
durch ein Wassermolekiil (W554) vermittelte Wasserstoffbriickenbindung [7]. Mit freundlicher
Genehmigung der American Society for Biochemistry and Molecular Biology.

Diese Interaktion wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Neundorf als Ausgangspunkt flr
die Entwicklung neuer zyklischer Peptide zugrunde gelegt. Die Synthese der Derivate von Pc
erfolgte im Rahmen der Bachelor- und Masterarbeit von Dirk Lindenblatt. Hierzu wurden vor
der Synthese molekulare Dockingexperimente neuer Derivate, mit in meta-Position

derivatisierten Phenylalaninen, im Arbeitskreis von Prof. Dr. Helms in Saarbriicken
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durchgefuihrt. Die in der vorliegenden Arbeit getesteten Pc-Derivate CI-Pc und |-Pc zeigten

dabei eine negativere vorhergesagte Bindungsenergie als Pc selber.

Die Untersuchung der synthetisierten Pc-Derivate erfolgte dabei in Anwesenheit von 1 uM CF-
Ahx-PC. Daher wurden diese Messungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit und ohne
Prainkubation in Anwesenheit von 3 yM hsCK2a'3% und 100 nM CF-Ahx-Pc wiederholt [7].
Die ICso-Werte (mit Ausnahme des CI-Pc) sowie daraus berechneten Ki-Werte zeigten dabei
keine signifikanten Unterschiede zu beiden Messzeitpunkten und sind in Tab. 31 in
Kapitel 5.3.2 aufgefihrt.

Wie schon die mit CF-Ahx-Pc ermittelten Kp-Werte von hsCK2a'33° und hsCK2a'®3%6S wurden
auch die hier bestimmten Werte mit ITC-Experimenten verglichen, welche von
Dr. J. Hochscherf durchgefihrt wurden. Die Graphen der ITC-Messungen mit den zyklischen
Peptiden sowie die daraus ermittelten Kp-Werte sind in Abb. 46 und in Tab. 31 in Kapitel 5.3.2
aufgeflihrt. Wie bereits unter 5.3.2 erwahnt, kam es hierbei zu einem signifikanten Unterschied
der Werte aus dem FA-Assay und der in ITC-Experimenten bestimmten Kp-Werte (P < 0,05,
one-way ANOVA mit Dunett’'s multiplem Vergleichstest). Deshalb kam die Vermutung auf,
dass der FA-Assay Uber die Inkubationszeit nicht thermostabil ist. Die Prainkubation wird
normalerweise genutzt, um die Einstellung eines Gleichgewichts zwischen Target-Protein,
Kompetitor und der Fluoreszenzprobe zu erméglichen [203]. In Vorexperimenten von Dr. J.
Hochscherf wurde ein Anstieg des Kp-Wertes von CK2a und CF-Ahx-Pc beobachtet, der nach
30 min ein Plateau erreichte. Aus diesem Grund wurde zunachst die Inkubationszeit von
50 min gewahlt. Der signifikante Unterschied der K-Werte des FA-Assay und der in ITC-
Experimenten bestimmten Ko-Werte fihrte jedoch zu dem Schluss, dass die Prainkubation
doch einen Einfluss auf die Ergebnisse des FA-Assay hat. Wahrend sich das Gleichgewicht
zwischen CK2a, Pc oder eines seiner Derivate sowie CF-Ahx-Pc schnell einstellt, scheint der
FA-Assay nicht thermostabil zu sein. Die Thermoinstabilitdt ist wahrscheinlich auf die
Verminderung der CK2a-Konzentration zuriickzufihren. Hierfir gibt es drei Indikatoren: zum
einen den erhdhten Kp-Wert von CK2a und CF-Ahx-Pc (s. Tab. 29 Kapitel 5.3.1), zum anderen
die Reduzierung der ICsp-Werte von Pc und seiner Derivate nach 50 min Inkubation und zuletzt
die verringerten FA-Werte nach 50 min (nicht gezeigt) [7]. Zur Erklarung der wahrscheinlich
verminderten CK2a-Konzentration kdnnen Ergebnisse aus der Kristallstruktur der CK2a im
Komplex mit Pc sowie aus mehreren ungebundenen CK2a- und CK2a'-3%-Kristallstrukturen
herangezogen werden [52,131,174]. Die Kristallstruktur der CK2a im Komplex mit Pc zeigte,
dass ein flexibles Element (B4/B5-Schleife) der CK2-Bindungsstelle eine &hnliche
Konformation wie im CK2-Holoenzym einnimmt [131]. Die Betrachtung der Kristallstrukturen
von ungebundener CK2a und CK2a'-3% zeigt, dass die B4/B5-Schleife eine Art geschlossene
Konformation einnimmt, die nicht mit der Bindung von CK2p kompatibel ist [52,174]. Aufgrund

der hohen Plastizitat der B4/B5-Schleife kénnten schon kleinste strukturelle Anderungen durch
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eine beginnende Denaturierung der CK2a zu der geschlossenen Konformation fiihren.
Hierdurch wirde die Konzentration an CK2a, welche fiir die Bindung von CF-Ahx-Pc und Pc
oder eines seiner Derivate tatsachlich zur Verfligung steht, verringert. Bei Experimenten mit
Differential-Scanning-Kalorimetrie konnte gezeigt werden, dass bei 37 °C bereits die thermale
Denaturierung der CK2a einsetzt [52,132]. Dies entspricht genau der im Assay verwendeten
Temperatur. Die somit wahrscheinliche Denaturierung der CK2a wahrend der 50-minttigen
Prainkubation kénnte deswegen zu einer niedrigeren Konzentration von aktiv am Assay

beteiligtem Protein flhren. [7].

In MST-Experimenten wurden ebenfalls die Ki-Werte zweier Derivate des zyklischen Peptids
Pc bestimmt (s. Kapitel 5.4.3). Anstelle des CI-Pc wurde in diesen Studien der Ki-Wert des Br-
Pc bestimmt. Entsprechende Bestimmungen im FA-Assay fur dieses Peptid wurden in der
Masterarbeit von Dirk Lindenblatt durchgefuhrt. Die MST-Experimente erfolgten, wie zuvor fur
das zyklische Peptid Pc, ebenfalls in Anlehnung an ein Experiment von Raaf et al [131]. Der
Ko-Wert der CK2a/CK2B-Interaktion wurde in Anwesenheit einer konstanten Konzentration
von 20 uM des jeweiligen Derivates ermittelt. Die Ergebnisse dazu sind in Tab. 37 in
Kapitel 5.4.3 zu finden. Mit Hilfe des Kpo-Werts der Interaktion von hsCK2a'-33® und hsCK2B"
9 in Abwesenheit der zyklischen Peptide (3,28 nM) wurden daraus mit Hilfe von GI. 33
(s. Kapitel 4.10.3) die jeweiligen Ki-Werte berechnet. Die berechneten Werte sind ebenfalls in
Tab. 37 aufgefihrt. Die mit der MST ermittelten Ki-Werte liegen etwas héher als die im FA-
Assay bestimmten. Im FA-Assay interagierten die zyklischen Peptide jedoch auch nicht mit
der gesamten CK2B-Untereinheit, sondern nur mit dem fluoreszenzmarkierten CK2[3-
nachahmenden CF-Ahx-Pc. Der Kp-Wert fur die Interaktion von CK2a und CK2p liegt deutlich
niedriger als der von CK2a und CF-Ahx-Pc. Die Affinitat der Bindung, welche gestort werden
soll, ist somit bereits viel hdher. Dies kdnnte erklaren, warum die Ki-Werte fur die zyklischen
Peptide hoher liegen als im FA-Assay. Weiterhin hat das CK2-Holoenzym eine relativ lange
Halbwertszeit von 38 min [8]. Deswegen waren die MST-Experimente auch so konzipiert, dass
nicht die Dissoziation des bereits bestehenden CK2-Holoenzyms, sondern die
Zusammenlagerung der beiden  CK2-Untereinheiten = gemessen  wurde.  Fur
Dissoziationsexperimente mussten die zyklischen Peptide Uber einen langeren Zeitraum mit
dem CK2-Holoenzym prainkubiert werden, damit eine mdgliche Dissoziation bestimmt werden

konnte.

Zusammenfassend konnte mit beiden Messmethoden das CK2B-kompetitive Verhalten des
zyklischen Peptids reproduziert werden. Weiterhin konnten neue CK2f-kompetitive Derivate
des Pc sowohl im FA-Assay als auch in der MST identifiziert werden. Eine Weiterentwicklung
hinsichtlich ihrer inhibitorischen Potenz ware von groRem Interesse, gerade im Hinblick auf
mogliche Studien in einem zelluldren Assay. Die Zyklisierung der in dieser Arbeit

synthetisierten Proteine erfolgte Giber die Oxidation zweier Cysteine (Disulfidbriicke). Fur einen
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Einsatz bei intrazellularen Untersuchungen musste die Zyklisierung tber eine andere Methode
erfolgen, da die Disulfidbricke mit hoher Wahrscheinlichkeit in Zellen reduktiv aufgel6st

werden wurde.

6.5 Bindungsstudien mit Inhibitoren des Podophyllotoxin Indolo-

Analoga Typs

Die Gruppe von Dr. Claude Cochet (Institut de Biosciences et Biotechnologies de Grenoble)
hat, neben den CK2B-nachahmenden Peptiden, mittels Screening einer Substanzbibliothek
weitere Inhibitoren der CK2a/CK2B-Interaktion gefunden, welche auf dem Naturstoff
Podophyllotoxin (s. Abb. 63) beruhen [133].
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Abb. 63 Struktur des Naturstoffs Podophyllotoxin

Podophyllotoxin selbst ist bekannt fur seine antimitotische Wirkung. Es ist ein starkes
Spindelgift, welches die Bildung von Mikrotubuli durch die Bindung an Tubulin verhindert. Dies
hat letztendlich eine Blockierung der Zellteilung zur Folge. Die identifizierten Inhibitoren der
CK2a/CK2B-Interaktion sind Indol-Analoga dieses Naturstoffes, wobei die Verbindung
W16 (s. Abb. 51 Kapitel 5.3.6) mit einem ICso-Wert von 30-40 uM der potenteste Inhibitor der
Serie war. W16 hemmt ebenfalls die Kinaseaktivitat der CK2a mit einem ICso von 20 M. Mit
steigender Konzentration von CK2f3 konnte die Inhibition der Kinaseaktivitat wieder umgekehrt
werden. Ebenso war eine Verminderung der Inhibition mit steigender Pc-Konzentration zu
beobachten. Laudet et al. [133] postulierten daher, dass W16 in oder nahe der hydrophoben
Bindungstasche der CK2a, welche auch zum Interaktionsinterface der CK2a/CK2[ Interaktion
zahlt, bindet. Weiterhin folgerten sie daraus, dass W16 dort wahrscheinlich als allosterischer
Inhibitor fungiert. Eine genauere Aussage uber den Bindungsmodus des W16 wurde jedoch
nicht getroffen [133]. In dieser Arbeit wurden W16 und W16-Analoga mit Hilfe beider Assays
untersucht. Die Ergebnisse des Screening mit dem FA-Assay sind in Tab. 32 in Kapitel 5.3.6
aufgeflihrt. Es zeigte sich, dass keine der getesteten Substanzen bei Konzentrationen von 1-
100 uM in der Lage war, die Interaktion von hsCK2a'-*** und CF-Ahx-PC deutlich zu hemmen.
Lediglich die Substanzen  WMS66-03 und WMS66-06  zeigten einen

konzentrationsabhangigen Abfall der Fluoreszenz-Anisotropie.
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Parallel zur Testung der Substanzen im FA-Assay erfolgten auch Messungen mit Hilfe der
MST, um das CK2B-kompetitives Verhalten der Podophyllotoxin-Indolo-Analoga zu
untersuchen. Da die Substanzen im FA-Assay keine Hemmung der Interaktion von hsCK2a"
35 und CF-Ahx-Pc zeigten (s. Tab. 32, Kapitel 5.3.6), lag die Vermutung nahe, dass diese
Substanzen nicht mit der gleichen Bindungstasche wie CF-Ahx-Pc interagieren. In Anlehnung
an die Arbeit von Laudet et al. [133] wurde in den MST-Messungen eine
Substanzkonzentration von 100 uM eingesetzt. Zur Verbesserung der Ldslichkeit von W16
und seiner Derivate wurden diese in Anwesenheit von 1 % DMSO getestet. Flur die sich
anschlielende Berechnung der Ki-Werte aus den so bestimmten Kp-Werten wurde der Kp-
Wert fiir die Interaktion der hsCK2a'3% mit fluoreszenzmarkierter hsCK2B'-1% in Abwesenheit
des Kompetitors unter den gleichen Bedingungen bestimmt. Dieser lag mit 12,1 nM etwas
hoéher als der ohne DMSO bestimmte Kp-Wert (3,23 nM). Es scheint, dass DMSO einen
Einfluss auf die CK2a/ CK2B-Interaktion hat. Wie sich DMSO genau auf die Proteine auswirkt,
wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Jedoch wurde in einer Studie gezeigt, dass
bereits geringe Mengen an DMSO einen Einfluss auf die Denaturierung, die Aggregation, den

Abbau und das Bindungsverhalten von Proteinen haben [204].

Es war geplant, alle elf Substanzen aus der Gruppe der Podophyllotoxin-Indol-Analoga mit
Hilfe der MST zu untersuchen. FUr vier dieser Substanzen konnte kein Kp-Wert der
CK2a/CK2B-Interaktion in Anwesenheit der Substanz bestimmt werden. Grund hierfir war ein
zu starkes Aggregations- bzw. eventuell auch Denaturierungsverhalten der Proteine, welches
in den MST-Messungen sofort zu beobachten ist. Aggregierte Molekiile oder Proteine werden
durch den konvektiven Fluss in und aus dem punktuell erwarmten Bereich transportiert.
Hierdurch kommt es zu Schwankungen im MST-Signal, welche sich als Wdélbungen zeigen.
[157] Vier weitere Substanzen zeigten lediglich geringe Veranderungen des Kp-Werts der
CK2a/CK2B-Interaktion, welche in Ki-Werten von dber 100 uM resultierten (s. Tab. 38,
Kapitel 5.4.4). W16 zeigte einen Ki-Wert von 26,1 uM, der vergleichbar mit dem von Laudet et
al. [133] ermittelten ICso-Wert ist. Eine weitere Substanz, WMS 66-11, bei der es sich um ein
Konfigurationsisomer der Substanz W16 handelt, zeigte einen Ki-Wert von 23,7 uM und die im
FA-Assay potenteste Substanz, WMS 66-04, einen K--Wert von 64,7 uM. Interessanterweise
konnte fir ein weiteres Konfigurationsisomer der Substanz W16 kein Kp-Wert bestimmt
werden, da ein zu starkes Aggregationsverhalten wahrend der MST-Messungen zu
beobachten war. Dies machte eine Auswertung der Messungen unmaglich [133]. Alle anderen
Veranderungen am Grundgerist der Podopyhllotoxin-Indolo-Analoga zeigten keine
Verbesserung in der Inhibition der CK2a/CK2B-Interaktion. Es scheint so, dass fir diese
Substanzklasse mit der Grundstruktur des W16 bis jetzt der potenteste Inhibitor gefunden
werden konnte, da sein Konfigurationsisomer einen ahnlichen Ki-Wert zeigt. Flr weitere

Struktur-Wirkungs-Analysen sollte also direkt an W16 weitergearbeitet werden.
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Zusammenfassend lassen die Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass die Substanzen wohl
eher nahe der hydrophoben Bindungstasche der CK2a, welche auch zum Interaktionsinterface
der CK2a/CK2B-Interaktion zahlt, binden und nicht direkt in dieser. Andernfalls sollten die
Substanzen ebenfalls im FA-Assay in der Lage sein, CF-Ahx-PC kompetitiv zu
verdrangen [133]. Der FA-Assay scheint fur diese Substanzen nicht die geeignete
Messmethode zu sein. Mit Hilfe der MST lasst sich das CK2p-kompetitive Verhalten dieser

Substanzgruppe jedoch nachweisen.
6.6 Bindungsstudien mit Inhibitoren des Indeno[1,2-b]indol-Typs

Die Substanzklasse der Indeno[1,2-b]indole wurde bereits als neuartige Klasse von ATP-
kompetitiven Inhibitoren der Kinaseaktivitat des CK2-Holoenzyms identifiziert [134—136]. Die
Strukturen der getesteten Inhibitoren sind in Abb. 51 in Kapitel 5.3.7 zu sehen. Ahnlich wie bei

den Podophyllotoxin-Indol-Analoga wurden diese Substanzen mit beiden Assays untersucht.

Bei einem ersten Screening im FA-Assay zeigten die meisten der Substanzen zumindest eine
leichte konzentrationsabhangige Inhibition der CK2a/CF-Ahx-Pc-Interaktion. Ermittelt wurde
hier die prozentuale Restaktivitat der Interaktion von CK2a und CF-Ahx-Pc in Anwesenheit der
Substanzen. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tab. 33 in Kapitel 5.3.7 aufgefthrt. Finf
der getesteten Substanzen waren bei einer Konzentration von 100 uM in der Lage, mit CF-
Ahx-Pc um die Bindung an hsCK2a'%%*® zu konkurrieren. Zwei Substanzen zeigten kaum bis
keine Inhibition der CK2a/CF-Ahx-Pc-Interaktion. Die Restaktivitat der Interaktion lag bei

beiden Substanzen tber 90 %.

Zwei weitere Substanzen hingegen flhrten zu einer wesentlich geringeren Restaktivitat von
35-45 % der Interaktion von hsCK2a'3% und CF-Ahx-Pc. Diese beiden wurden fir
weiterflihrende Untersuchungen ausgewahlt. Es handelte sich hierbei um die Substanzen
CM3041A und CM3094A. Die Strukturen der beiden Substanzen sind in Abb. 52 in
Kapitel 5.3.7 zu finden. Die Ergebnisse der ICso-Bestimmung sowie die daraus berechneten
Ki-Werte sind in Tab. 34 in Kapitel 5.3.8 aufgeflihrt. Aufgrund von Ldslichkeitsproblemen
konnte im FA-Assay jedoch keine Sattigung der Kurven erreicht werden. Die Potenz, die
CK2a/CF-Ahx-Pc-Interaktion zu stéren, war bei beiden Inhibitoren mit ICso-Werten im hohen
mikromolaren Bereich nicht sehr ausgepragt. Beide Substanzen zeigten auch bei den MST-
Messungen ein CK2B-kompetitives Verhalten mit K-Werten von 44,9 uyM (CM3041A) und
99,7 uM (CM3094A) und somit einer starkeren Inhibition als in den FA-Experimenten. Im
Vergleich zu den zyklischen Peptiden mit Ki-Werten im niedrig-mikromolaren Bereich (s.
Kapitel 5.3.2 und 5.4.3) und den Podophyllotoxin-Indol-Analoga mit K-Werten im mittleren
mikromolaren Bereich (s. Kapitel 5.4.4) liegen die hier ermittelten K-Werte etwas hoher.
Neben den Substanzen CM3041A und CM3094 lie3 auch die Substanz AF10 ein CK2[3-

kompetitives Verhalten in den MST-Messungen erkennen. AF10 erhéhte dabei den Kp-Wert
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der CK2a-CK2B-Interaktion am starksten, namlich von 12,1 nM auf 55,6 nM. Daraus resultierte
ein K-Wert von 29,9 uM. Fir alle drei Substanzen ware eine Weiterentwicklung und
Optimierung der inhibitorischen Wirkung mittels Struktur-Wirkungs-Analysen von Interesse, da
sie, wie bereits erwahnt, ebenfalls an der ATP-Bindungsstelle der CK2a angreifen [134-136].
Sind die Substanzen in der Lage, sowohl ATP an der Bindung zu hemmen als auch die
Interaktion der CK2a und CK2[3, kénnte man von sogenannten dualen Inhibitoren sprechen.
Solche dualen Inhibitoren beginstigen die Entwicklung selektiverer Proteinkinaseinhibitoren
im Vergleich zu rein ATP-kompetitiven Inhibitoren. Bei ATP-kompetitiven Inhibitoren stellt die
Selektivitdt das gréte Hindernis dar, da die ATP-Bindungstasche aller Proteinkinasen eine
hohe strukturelle Homologie aufweist und in ihrer aktiven Form stark konserviert ist [30,32].

Ein Beispiel fur solch einen dualen Inhibitor ist DRB (s. Kapitel 1.5.3).

Die restlichen Indeno[1,2-b]indole zeigten im FA-Assay keinerlei Vermdgen, die CK2a/CF-
Ahx-Pc-Interaktion zu stéren. Bei den MST-Messungen kam es hingegen zu einer
interessanten Beobachtung: Bis auf Substanz AF9, flr welche aufgrund von zu starkem
Aggregationsverhalten kein Kp-Wert bestimmt werden konnte, kam es bei allen weiteren
Substanzen zu einer Verringerung des Kp-Wertes der CK2a/CK2B-Interaktion. Diese
Beobachtung flhrte zu der Hypothese, dass diese Substanzen mdglicherweise die Interaktion
zwischen den beiden CK2-Untereinheiten verstarken, obwohl sie gleichzeitig in der Lage sind,
die enzymatische Aktivitat der CK2a zu hemmen [134—-136]. Das Indeno[1,2-b]indol, welches
den Kp-Wert der CK2a/CK2B-Interaktion am starksten verringerte (von 12,1 nM auf 1,79 nM)
ist die Substanz 6b. Der zugehdrige Graph ist in Abb. 60 in Kapitel 5.4.5 zu sehen. Dabei fallt

auf, dass sich der Verlauf der Kp-Kurve im Vergleich zu allen anderen Messungen verandert.

In der Literatur sind bereits Substanzen bekannt, welche in der Lage sind, die isolierte CK2a
zu inhibieren, jedoch in Anwesenheit von CK2[ fur eine Stimulation der Aktivitat sorgen, so
dass die beobachte Phosphorylierung gesteigert ist. Hierzu zahlt beispielswiese Polylysin
(s. Abb. 64).
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NH,

Abb. 64 Strukturformel des Polylysins

In der Arbeit von Romero-Oliva et al. [205] zeigte Polylysin an isolierter CK2a bis zu 80 %
Inhibition fur die Phosphorylierung von Casein. Dieser Effekt war bei niedrigen Casein-
Konzentrationen von 166 pmol zu beobachten. Bei hoéheren Casein-Konzentrationen
verschwindet der inhibierende Effekt wieder. Bei den Untersuchungen in Anwesenheit von
CK2pB konnte allerdings demonstriert werden, dass Polylysin in diesem Fall fiir eine Stimulation
der Phosphorylierung sorgt. Bei der Phosphorylierung von Casein in Anwesenheit von CK2f3
ohne Polylysin wurde bereits eine 5,7-fache Steigerung der Aktivitat gemessen. Wird Polylysin
hinzugegeben, ist der beobachtete Effekt noch ausgepragter (242-fache Steigerung der
Phosphorylierung von Casein). Der beobachtete Effekt bezieht sich allerdings auf die
katalytische Aktivitat der CK2a [205]. Ahnliches wurde von Bidwai et al. [99] bei der CK2-
abhangigen Phosphorylierung von Calmodulin beobachtet. Calmodulin  wird nur in
Anwesenheit von Polylysin durch das Holoenzym phosphoryliert. Dieser Effekt kann durch
Spermin wieder aufgehoben werden [206,207]. Fir Spermin und Spermidine wurde bereits
1977 von Méenpé&a et al. [208] festgestellt, dass sie ebenfalls die CK2 aktiviert. Dieser Effekt
wurde von Cochet et al. [209] bestatigt, die zeigten, dass durch Spermin, bei niedrigen
Heparinkonzentrationen, die Inhibition von Heparin aufgehoben werden kann. In Abb. 65 ist
ein moglicher Mechanismus fiir diese Interaktion zu sehen, welcher von Leroy et al. [210]
postuliert wird. Das Holoenzym wird durch vier elektrostatische Interaktionen stabilisiert. Diese
kommen zwischen einer positiv geladenen Region der CK2a und der negativ geladenen
Region der Polyamin-Bindungsstelle der CK2B zustande. Hierdurch kommt es zu einer
sterischen Hinderung, welche eine limitierte Bindung von einigen Substraten zur Folge hat.
Wird das Holoenzym einer erhéhten Spermin- oder Magnesiumkonzentration ausgesetzt, wird

die Polyamin-Bindungsstelle freigegeben und die sterische Hinderung aufgehoben. Dadurch
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wird die Kinaseaktivitdt stimuliert, und das Proteinsubstrat kann leichter binden. Kleine

Peptidsubstrate kbnnen nun mit der Polyamin-Bindungsstelle der CK2f3 interagieren.
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Abb. 65 Mechanismus fiir die Stimulation von CK2 durch Polyamine:
Postulierter Mechanismus fir eine mogliche Interaktion von Polyaminen mit dem CK2-
Postulierter Mechanismus fir eine mogliche Interaktion von Polyaminen mit dem CK2-
Holoenzym Uber die regulatorische Untereinheit CK2f3. Die Bindung der Polyamine an die
CK2B fuhrt zu einer Konformationsdnderung, welche das katalytische Zentrum zugéanglich
macht. Mit freundlicher Genehmigung der American Society for Biochemistry and Molecular
Biology [50,210].

Es gibt bis jetzt keinen genauen Hinweis, wieso ein Grofiteil der hier untersuchten Substanzen
die CK2a/CK2B-Interaktion auf eine gewisse Weise aktivieren. Hierzu missten weitere
Untersuchungen unternommen werden. Die hier untersuchten Indeno[1,2-b]indole wurden in
Hinsicht auf ihre Inhibition jedoch bereits am CK2-Holoenzym sowie an Tumorzelllinien
getestet und zeigten dort, wie bereits erwahnt, eine potente Inhibition [210]. Fur eine
Weiterentwicklung der Inhibitoren ware es von Interesse zu klaren, ob diese im Komplex mit

dem CK2-Holoenzym eine weitere Bindungsstelle, neben der ATP-Bindungsstelle, besetzen.

Waren die Substanzen in der Lage, sowohl ATP an der Bindung zu hemmen als auch die
Interaktion von CK2a mit CK2[3, kénnte von sogenannten dualen Inhibitoren gesprochen

werden. Ein Beispiel fur solch einen dualen Inhibitor ist DRB (s. Kapitel 1.5.3).

132



Diskussion

6.7 Bestimmung der Kp-Werte der Interaktion von hsCK2B'1% mit in
HEK293-EBNA-Zellen exprimierten katalytischen CK2-

Untereinheiten

In HEK293-EBNA-Zellen wurden sowohl die Volllange der hsCK2auex, als auch eine C-
terminales Deletionsmutante (hsCK2a'33%.e«) exprimiert. Ebenso wurde mit Hilfe dieses
eukaryotischen Uberexpressionssystems die paraloge CK2a'°%¢S exprimiert. Alle drei Proteine
wurden mit Hilfe einer Affinitdtschromatographie aus dem Zellkulturmedium in sauberer Form
isoliert (s. Abb. 31, Kapitel 5.1.6, sowie Abb. 33). Die Proteine konnten allerdings nur in

geringen Mengen gewonnen werden, so dass Messungen im FA-Assay nicht mdglich waren.

Bisher wurde ITC zur Validierung der Messergebnisse des FA-Assays herangezogen.
Allerdings werden auch hierflir relativ hohe Proteinmengen benétigt. Mit der MST war es
jedoch mdglich, einen Assay durchzuflihren, da nur geringe Proteinmengen verwendet werden
missen. Auch kann bei der MST die Bindung mit der hsCK2B'-'% direkt untersucht werden
statt nur jene mit dem CK2B-nachahmenden Peptid CF-Ahx-Pc. So wurden fir alle drei
Proteine mit Hilfe der MST Kp-Werte ermittelt. Die Graphen zu diesen Messungen sind in
Abb. 55 in Kapitel 5.4.2 zu sehen, und die zugehdrigen Kp-Werte sind in Tab. 36 im selben
Kapitel aufgelistet. Der mit ITC-Experimenten ermittelte Kpo-Wert fir die Interaktion von
hsCK2B'™ 1% mit hsCK2a'%*® liegt bei 3,7 nM und fir die paraloge hsCK2a®%*¢S bei 45,5
nM [87]. Die mit der MST ermittelten Kp-Werte fir die in HEK293-EBNA-Zellen exprimierten
Proteine liegen deutlich hoher als die literaturbekannten Werte fir in E. coli produzierte
Proteine: fUr die beiden CK2a-Varianten ca. um den Faktor 100 und fir die Paraloge CK2a
um den Faktor 21. Fir die in HEK293-EBNA-Zellen exprimierte hsCK2a'-**°,gx konnte zudem
eine Messung mit dem FA-Assay durchgefiihrt werden (s. Abb. 66). Auch hier war zu
erkennen, dass die hsCK2a'*%,g« eine deutlich geringere Affinitat zu CF-Ahx-Pc zeigt als das
in E. coli exprimierte Protein. Diese Experimente wurden jedoch nicht weiterverfolgt, da die

gewonnenen Proteinmengen flr sie nicht ausreichten.
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Abb. 66 Kp-Wert Bestimmung fiir die Interaktion von CF-Ahx-PC mit CK2a'19 (E. coli)
bzw. CK2a'*%ex (HEK293-EBNA-Zellen):
FA-Messungen zur Ermittlung des Ko-Wertes der Interaktion von CF-Ahx-Pc mit hsCK2a'-193
aus E. coli (schwarz) sowie hsCK2a'-335e (rot) aus HEK293-EBNA-Zellen (rot). Aufgrund
der geringen Proteinausbeuten und einer Verschiebung der Ko-Kurve konnte mit hsCK2a'™
33%,ex keine Sattigung erreicht werden. Die Graphen zeigen die Mittelwerte + SEM aus vier
(hsCK2a'-193) bzw. zwei (hsCK2a'33%,ex) Messungen im Triplikat.

Literaturrecherchen dahingehend, ob zu anderen CK2-Untereinheiten, die aus einem
eukaryotischen Uberexpressionssystem mit einer humanen Zelllinie isoliert wurden, flihrten zu
keinem Ergebnis. In den meisten Fallen werden diese in E. coli exprimiert. Es gibt auch
Systeme, welche Hefezellen, wie Saccharomyces cerevisiae oder Candida albicans,
verwenden [91,211,212]. In den betreffenden Arbeiten wurde zum einen allein die CK2a-
Aktivitdt und zum anderen im Holoenzym bezliglich der Phosphorylierung ausgewahlter
Substrate betrachtet. Ebenso wurde die Inhibition dieser Reaktion untersucht. Es wurden
jedoch keine Bindungsaffinitaten der CK2-Untereinheiten untereinander bestimmt. Auch gibt
es eukaryotische Uberexpressionssysteme, bei denen die Effekte der Uberexpression
betrachtet wurden bzw. die Aktivitat der CK2. In diesen Arbeiten wurden die CK2-
Untereinheiten jedoch nicht isoliert, um sie in einem biochemischen Assay zur Ermittlung von
Bindungskonstanten zu verwenden. Es gibt somit keine direkten Vergleichswerte zu den in der
vorliegenden Arbeit bestimmten Kp-Werten, die mit den aus HEK293-EBNA-Zellen

exprimierten Proteinen ermittelt wurden.

Es gibt mehrere Hypothesen fir den Anstieg des Kp-Wertes der CK2a/CK2[3-Interaktion bei
eukaryotischer Expression der CK2a. Zum einen kann, wie bereits unter 5.1 beschrieben, die
eukaryotische Expression zu posttranslationalen Veranderungen fihren. Fir die katalytische
CK2-Untereinheit sind C-terminal Phosphorylierungs- sowie Glykolisierungsstellen bekannt.
Die paraloge CK2a©%¢S hat hier vier Phosphorylierungsstellen sowie eine

Glykolisierungsstelle weniger als die CK2a (beide Proteine unterscheiden sich vor allem im
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Bereich des C-Terminus) [88,89]. Mdglicherweise flihren solche posttranslationalen
Modifikationen zu einer veranderten Affinitat der CK2-Untereinheiten. Hierzu musste zunachst
geklart werden, ob die vorliegenden Veranderungen der Molekllmasse, die in der SDS-Page
beobachtet wurden, von solchen posttranslationalen Veranderungen herriihren oder ob es

hierflr andere Griinde gibt.

Ein zweiter Erklarungsansatz ware, dass die katalytischen CK2-Untereinheiten isoliert eine
geringere Thermostabilitat aufweisen als im CK2-Holoenzym. Hierzu wurden Studien mittels
Differential-Scanning-Kalorimetrie durchgefiihrt, welche ergaben, dass bei 37 °C bereits die
thermale Denaturierung der CK2a einsetzt [52,132]. Die HEK293-EBNA-Zellen werden bei
37,5 °C kultiviert, wobei das Zellkulturmedium, in welches die Proteine sekretiert werden, flr
mindestens 24 h auf den Zellen verbleibt. Nimmt man nun die Beobachtungen aus dem FA-
Assay, dass dort bereits nach 50 min eine Denaturierung der CK2a einzusetzen scheint, hinzu,
so ist davon auszugehen, dass dieser Effekt nach 24 h noch ausgepragter ist. Wie bereits in
Kapitel 6.1 erwahnt wurde, kdnnte dies ebenfalls ein Grund fir die geringe Proteinausbeute
sein und ware nun zusatzlich ein Indikator flr die geringere Affinitat gegentiber der hsCK2p"™
193 Durch die mogliche Denaturierung bzw. die thermisch bedingten Veranderungen in der
Struktur der CK2a-Untereinheiten wirde es ebenfalls zu einer veranderten Interaktion mit der
hsCK2B™% kommen. Da bislang keine Kristallstruktur der in HEK293-EBNA-Zellen
exprimierten katalytischen CK2-Untereinheiten vorliegt, kann auch hier keine abschlieRende
Aussage getroffen werden. Die in diesem Kapitel aufgestellten Hypothesen kénnen lediglich

als Arbeitshypothesen dienen und bediirfen einer weiteren Uberpriifung.
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7 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse liefern eine Vielzahl weiterer

Fragestellungen und somit Ausgangspunkte flr weiterfihrende Arbeiten.

Der in dieser Arbeit optimierte FA-Assay liefert eine Grundlage zur Identifizierung neuer CK23-
kompetitiver Substanzen. Mit den Derivaten des zyklischen Peptids Pc konnten bereits einige
neue CK2B-kompetitive Inhibitoren identifiziert werden, welche einer Weiterentwicklung
bedirfen. Dabei sollte versucht werden, die Potenz der Peptidderivate weiter zu erhéhen. Die
Zyklisierung der Pc-Derivate erfolgte bisher Uber die Oxidation zweier Cysteine
(Disulfidbriicke), die gegenliber reduktiven Einflissen nicht stabil sind. Die Wahrscheinlichkeit,
dass die Disulfidbricke bei intrazellularen Untersuchungen reduktiv aufgeldst wird, ist sehr
hoch. Daher missten weitere Zyklisierungsmethoden erforscht werden, um die Stabilitat der
Peptide flr intrazellulare Testungen zu verbessern. Dies wurde bereits in der Masterarbeit von

Dirk Lindenblatt in Angriff genommen, bedarf aber noch weiterer Optimierung.

Fur die Nutzung des FA-Assay im HTS wird noch ein Substrat bendtigt, welches mit einem
roten Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich
umgesetzt werden. Zur Umgehung der Autofluoreszenz von mdglichen Inhibitoren, die in
falsch positiven Ergebnissen resultieren kdnnten, wird ein solches Substrat bendtigt. Ein
weiteres Ziel war die Etablierung einer weiteren Messmethode neben der FA und der ITC,
welche fur die Identifizierung von CK2B-kompetitiven Substanzen eingesetzt werden kann.
Hierfir wurde die MST ausgewahlt. Diese Methode lieferte Ergebnisse, die mit denen
vergleichbar sind, welche in ITC-Messungen fur die Affinitat der CK2a/CK2B-Interaktion
erhalten wurden. Auch hier sollten weitere Untersuchungen beziglich der Dissoziation des
CK2-Holoenzyms angestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich versucht, die
Assoziation des CK2-Holoenzyms mit CK2B-kompetitiven Substanzen zu verhindern. Dies
bedeutet, dass fir weitere Messungen zunachst das CK2-Holoenzym hergestellt wird und

anschlieltend die Substanzen hinzugegeben werden.

Zudem sollten weitere Untersuchungen bezliglich der Substanzen vom Indeno[1,2-b]indol-Typ
angestellt werden, welche fir eine Herabsetzung des Kp-Wertes der CK2a/CK2B-Interaktion
sorgen. Fur genauere Aussagen waren Kristallstrukturen mit diesen Substanzen von
Interesse. Diese kdonnten Aufschluss dariber geben, ob diese Substanzen neben der ATP-

Bindungsstelle eine weitere Bindungsstelle einnehmen.

Mittels eines eukaryotischen Uberexpressionsystems konnten die katalytischen
Untereinheiten erfolgreich exprimiert werden. Die hier erhaltenen Proteine bedirfen aber einer

weiteren Charakterisierung. Zum einen sollte mit Hilfe der Massenspektrometrie geklart
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werden, woher die Veranderungen der molekularen Massen der CK2a-Proteine herriihren.
Dies konnte Aufschluss dariiber geben, ob es durch die Expression in Eukaryoten zu
posttranslationalen Veranderungen gekommen ist. Weiterhin konnte bei der Expression der
CK2a eine gesteigerte Proliferation der transfizierten HEK293-EBNA-Zellen bzw. bei den mit
CK2B-transfizierten Zellen ein gehemmtes Wachstum beobachtet werden. Um diese
Ergebnisse besser abzuklaren, sollten ebenfalls weitere Versuche durchgeflihrt werden.
Hierfir gibt es verschiedene Ansatze. Fiur die mit CK2B-transfizierten Zellen sollten
Untersuchungen zum einen hinsichtlich der Zellviabilitdt und zum anderen in Richtung des
gehemmten Wachstums durchgefiihrt werden. Fir die Zellen, welche mit katalytischen CK2-
Untereinheiten transfiziert wurden, sollte die gesteigerte Proliferation im Vergleich zu den
Wildtyp-Zellen gemessen werden. Fur beide Ansatze sollte die gesamte metabolische Aktivitat
gemessen werden. Hierzu kann mit Tetrazoliumsalzen, welche in metabolisch aktiven Zellen
zu Formazan reduziert werden, gearbeitet werden. Dies ist eine spektrometrisch messbare
Reaktion, die zum einen Auskunft Gber die Viabilitdt gibt und zum anderen auch im
Zusammenhang mit der Proliferation der Zellen steht. Eine weitere Mdglichkeit ist der Einsatz
des Fluoreszenzfarbstoffes Resazurin. Fur die Proliferation kénnte auch mit einem BrdU-
Assay gearbeitet werden. Hierbei handelt es sich um ein Thymidin-Analogon, welches bei der
DNA-Synthese von den Zellen eingebaut wird. Eine hohe Inkorporation deutet dabei auf eine

gesteigerte Proliferation hin.
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9 Anhang

9.1 Expressionsvektoren

911 pT7-7

Zur Expression der Proteine hsCK2a'-33% und hsCK2B"%3 in E. coli wurde der Vektor pT7-7
verwendet (Abb. 67). Dieser beinhaltet einen T7-RNA-Polymerase-Promotor, ein
Ampicillinresistenzgen, den ColE1 Replikationsursprung, eine Ribosomenbindungsstelle (rbs)

und ein Startkodon (ATG) vor der Polylinker-Sequenz.

Clal
Hindlll
Pstl
Sall
Xbal
BamHI
Smal
EcoRI
Ndel

Hincll

Abb. 67 Aufbau des Expressionsvektors pT7-7

9.1.2 pETDuet-1

Zur Expression der hsCK2a'®3%S in E. coli wurde der Vektor pETDuet-1 verwendet (Abb. 68).
Dieser beinhaltet zwei T7-RNA-Polymerase-Promotor fir zwei Polylinker-Sequenzen (MCS),

ein Ampicillinresistenzgen, den lac Operator, eine Ribosomenbindungsstelle (rbs) und zwei
Startkodons (ATG) vor den Polylinker-Sequenzen (MCS).
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Abb. 68 Aufbau des Expressionsvektors pETDuet-1
9.1.3 pV152

Der Expressionsvektor pV152 (pCEP-Pu/BM40SP/C-Strep) wurde im Institut fir Biochemie Il
der Universitatsklinik KéIn ausgehen vom pCEP4 (Invitrogen, Abb. 69) modifiziert. Es wurde
ein Puromycinresistenzgen gegen ein Hygromycinresistenzgen ausgetauscht sowie eine

Sequenz, die flir einen C-terminalen Doppel-Streptag-1l codiert, eingefihrt [213].

Zur Expression der Proteine in HEK293-EBNA-Zellen wurde der Vektor pV152 verwendet.
CMV-Promotor
Puromycinresistenzgen, das Epstein-Barr Virus Replikationsursprung (oriP) und ein nukleares
Antigen (codiert durch das EBNA-1 Gen).

Dieser beinhaltet einen ein Ampicillinresistenzgen, ein
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Abb. 69 Aufbau des pCEP4

9.2 Analytische Agarosegele nach Restriktionsverdau der
Plasmidpraparation

9.2.1 Restriktionsverdau zur Kontrolle des hsCK2an.k-Konstrukts

In Abb. 70 ist das Agarosegel des Restriktionsverdaus mit EcCoRV der Plasmidpraparation fur
das hsCK2anek-Konstrukt zu sehen. Auf der rechten Seite ist ein theoretische Verdau des
Konstrukts mit dem NEBcutter V2.0 der Firma New England Biolabs, USA zu sehen. Mit
diesem wurde EcoRV fir einen theoretischen Restriktionsverdau ausgewahlt und dabei
wurden die theoretischen Banden fir das hsCK2awe-Konstrukt berechnet. (s. Tab. 40)
Plasmidpraparationen, welche mit dem theoretischen Restriktionsverdau Ubereinstimmten
wurden flr eine weitere Sequenzierung ausgewahlt. Mindestens einer dieser Plasmide zeigte

nach erfolgreicher Sequenzierung die richtige Sequenz flir hsCK2anex in pV152.
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Abb. 70 Restriktionsverdau der Plasmidpraparation des hsCK2aunek-Konstrukts.
Die Abbildung zeigt ein analytisches Agarosegel nach Restriktionsverdau mit EcoRV
der Plasmidpraparation von hsCK2awek. Rechts ist das theoretische Gel nach Verdau
zu sehen.

Tab. 40 Berechnete GroRBen der Banden des hsCK2anek-Konstrukts nach
Restriktionsverdau mit EcoRV

Basenpaare (bp)

1 9380

2 1373

9.2.2 Restriktionsverdau zur Kontrolle des hsCK2a'335,.-Konstrukts

In Abb. 71 ist das Agarosegel des Restriktionsverdaus mit EcoRV der Plasmidpraparation fir
das hsCK2a'33%, -Konstrukt zu sehen. Rechts vom Agarosegel ist ein theoretische Verdau
des Konstrukts mit dem NEBcutter V2.0 der Firma New England Biolabs, USA zu sehen. Mit
Hilfe dieses Programms wurde EcoRV als Restriktionsenzym fiir das hsCK2a'-33% -Konstrukt
ausgewahlt und so die theoretischen Banden (s. Tab. 41) fur das Agarosegel berechnet.
Plasmidpraparationen, welche mit dem theoretischen Restriktionsverdau Ubereinstimmten
wurden flr eine weitere Sequenzierung ausgewahlt. Mindestens einer dieser Plasmide zeigte

nach erfolgreicher Sequenzierung die richtige Sequenz fir hsCK2a'-33%¢ in pV152.
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Abb. 71 Restriktionsverdau der Plasmidpréparation des hsCK2a'3%%,.c-Konstrukts.
Die Abbildung zeigt ein analytisches Agarosegel nach Restriktionsverdau mit ECORV
der Plasmidpraparation von hsCK2a'3*%.. Rechts ist das theoretische Gel nach
Verdau zu sehen.

Tab. 41 Berechnete GroRen der Banden des hsCK2a'35%;-Konstrukts nach
Restriktionsverdau mit EcoRv

Basenpaare (bp)

1 9380

2 1205

9.2.3 Restriktionsverdau zur Kontrolle des hsCK2B'"'%-Konstrukts

In Abb. 72 ist ein Agarosegel des Restriktionsverdaus mit Pstl der Plasmidpraparation fur das
hsCK2B 193 -Konstrukt zu sehen. Auf der rechten Seite ist ein theoretische Verdau mit Pstl
des Konstrukts mit Hilfe des NEBcutter V2.0 der Firma New England Biolabs, USA zu sehen.
Dieses Programm hat die theoretischen Banden fur einen Restriktionsverdau mit Pstl
berechnet (s. Tab. 42). Plasmidpraparationen, welche mit dem theoretischen
Restriktionsverdau Ubereinstimmten wurden flr eine weitere Sequenzierung ausgewahlt.
Mindestens einer dieser Plasmide zeigte nach erfolgreicher Sequenzierung die richtige
Sequenz fiir hsCK2B 1Bk in pV152.
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Abb. 72 Restriktionsverdau der Plasmidpréaparation des hsCK2p"%3.« -Konstrukts.
Die Abbildung zeigt ein analytisches Agarosegel nach Restriktionsverdau mit Pstl der
Plasmidpraparation von hsCK2B'%%,.. Rechts ist das theoretische Gel nach Verdau
zu sehen.

Tab. 42 Berechnete GroBRen der Banden des hsCK2p"'%3,-Konstrukts nach
Restriktionsverdau mit Pstl

Basenpaare (bp)

1 7588

2 2583

9.2.4 Restriktionsverdau zur Kontrolle des hsCK2a’¢3%S,,..-Konstrukts

In Abb. 73 ist das Agarosegel des Restriktionsverdaus mit Pstl der Plasmidpraparation fir das
hsCK2a’c336S,, -Konstrukt zu sehen. Auf der rechten Seite ist ein Gel eines theoretischen
Verdau des Konstrukts mit Pstl, berechnet mit dem NEBcutter V2.0 der Firma New England
Biolabs, USA, zu sehen. Plasmidpraparationen, welche mit dem theoretischen
Restriktionsverdau Ubereinstimmten wurden flr eine weitere Sequenzierung ausgewahlt.
Mindestens einer dieser Plasmide zeigte nach erfolgreicher Sequenzierung die richtige
Sequenz fir hsCK2a'®3%6S,., in pV152.
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Abb. 73 Restriktionsverdau der Plasmidpréaparation des hsCK2a’¢336S,-Konstrukts.
Die Abbildung zeigt ein analytisches Agarosegel nach Restriktionsverdau mit Pstl der
Plasmidpraparation von hsCK2a'®3%S,,,. Rechts ist das theoretische Gel nach
Verdau zu sehen.

Tab. 43 Berechnete GroRen der Banden des hsCK2a’c33S,,-Konstrukts nach
Restriktionsverdau mit Pstl

Basenpaare (bp)

1 6111
2 2583
3 1936
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