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Zusammenfassung

Die humane Proteinkinase CK2 ist ein heterotetrameres Enzym, welches aus zwei o-
und zwei B-Untereinheiten besteht. In dieser Arbeit wurde jede der beiden Unterein-
heiten als Autodisplay-Passagier an der Zelloberfliche von Escherichia coli
prasentiert. Durch Coexpression der beiden Autotransporter-Fusionsgene in einem
E. coli-Stamm konnte erstmalig das Autodisplay eines heterotetrameren Enzyms
gezeigt werden. Sowohl Stamme, welche nur die a-Untereinheit prasentierten, als
auch Stamme, welche beide CK2-Untereinheiten an der Oberflache trugen, zeigten in
radiometrischen Tests CK2-Aktivitat. Mit diesen Zellen als Quelle des Zielmolekiils
CK2 konnte so der ICso Werte des bekannten CK2-Inhibitors TBB bestimmt werden.
In dem beide Untereinheiten tragenden E. coli BL21(DE3)-Stamm ergab sich fiir TBB
ein 1Cso Wert von 0,295 pM, der gut mit Literaturwerten iibereinstimmte. Bei der
Suche nach neuen Wirkstoffen ist neben der Verfiigbarkeit des Zielmolekiils ein
verlassliches und aussagekraftiges Testsystem von entscheidender Bedeutung. Zur
Entwicklung eines neuen nicht-radiometrischen Testsystems fiir CK2 wurde dessen
Substratpeptid RRRDDDSDDD C-terminal mit EDANS und N-terminal mit DABCYL
konjugiert. Durch die raumliche Nahe entsteht ein FRET-Effekt, bei dem der Quencher
DABCYL die Fluoreszenz von EDANS unterdriickt. In einer gekoppelten Enzym-
reaktion wurde dieses Peptid zunachst durch CK2 am Serylrest phosphoryliert,
wodurch die Erkennungssequenz der anschlieffend eingesetzten pankreatischen
Elastase maskiert wurde. Das Ausmafd der Phosphorylierung dieser Erkennungs-
sequenz durch CK2 war der entscheidende Faktor fiir die Effizienz des darauf-
folgenden proteolytischen Entwicklungsschritts mit Elastase. Das nicht-phospho-
rylierte Peptid wurde mit hoherer Effizienz durch Elastase hydrolysiert, was den
Verlust des FRET-Effekts zur Folge hatte. Der daraus resultierende Anstieg der
Fluoreszenzintensitidt bei 535 nm konnte nach Anregung bei 355 nm quantifiziert
werden und war umgekehrt proportional zur Aktivitdit der CK2. Neben der
qualitativen Erfassung der CK2-Aktivitit ermdglichte dieser Test grundsatzlich die
Identifizierung von Inhibitoren. Aufgrund einer geringen Sensitivitit war mit diesem
FRET-basierten Verfahren aber keine verldssliche Bestimmung von ICso Werten
durchfiithrbar. Um diese verwirklichen zu konnen, wurde ein zweites Testverfahren
entwickelt. Es basiert auf einer durch die Phosphorylierung induzierten Veranderung
der elektrophoretischen Mobilitit eines Substratpeptids der CK2. Dieses Peptid
wurde sowohl in fluorophorkonjugierter Form RRRDDDSDDD-[EDANS], als auch in
unkonjugierter Form RRRDDDSDDD als CK2-Substrat eingesetzt. Die Trennung und

Quantifizierung von Substrat und Produkt wurde durch Etablierung einer kapillar-
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elektrophoretischen Methode unter Benutzung einer ,bare fused silica“ Kapillare und
einer absorptionsspektroskopischen Detektion bei 214 nm moglich. Dieses neue
Testverfahren eignete sich ausgezeichnet zur quantitativen Bewertung von
Inhibitoren der CK2. Die damit bestimmten ICso Werte der Inhibitoren TBB (0,27 uM)
und Emodin (1,33 pM) stimmten gut mit Angaben aus der Literatur liberein. Dieser
kapillarelektrophoretische Inhibitionstest wurde bei einer Durchmusterung einer
Substanzbibliothek eingesetzt und flihrte zur Identifizierung neuer potenter CK2-
Inhibitoren. Die beste Testsubstanz (TF) zeigte einen exzellenten ICso Wert von
0,03 uM.
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Summary

Human Protein kinase CK2 is a heterotetrameric enzyme composed of two o- and two
B-subunits. In this study, each of the two individual subunits was displayed on the cell
surface of Escherichia coli using Autodisplay. For the first time, the coexpression of
two different autotransporter fusion genes in one strain of E.coli enabled the
Autodisplay of a heterotetrameric enzyme. CK2 activity could not only be detected by
a radiometric assay for strains that exclusively displayed the a-subunit but also for
strains that displayed both subunits of CK2. These cells were employed as a source
for the target CK2 in order to determine the ICso value of the known CK2 inhibitor
TBB. The use of host strain E. coli BL21(DE3) that displayed both subunits yielded an
ICso value of 0.295 pM, which is in good agreement with published data. The
screening for active agents requires the availability of the target and a reliable and
distinct assay method. In order to develop a novel non-radiometric assay for CK2, the
N-terminus of the substrate peptide RRRDDDSDDD was labeled with EDANS and its
C-terminus with DABCYL. Their proximity causes a FRET effect; the quencher
DABCYL suppresses the fluorescence characteristics of EDANS. The assay makes use
of a coupled enzyme reaction. At first, serine residue of the substrate peptide is
phoshorylated by CK2 which blocks a recognition sequence of the second enzyme,
pancreatic elastase. The extent of this CK2-driven serine phosphorylation was crucial
for the efficiency of the following proteolytic cleavage step by elastase that produced
the readout-signal. The non-phosphorylated peptide was cleaved by elastase with
higher efficiency compared to the non-phosphorylated peptide and resulted in a loss
of the FRET effect. The resulting increase of fluorescence at 535 nm after excitation at
355 nm could be quantified and was inversely correlated with CK2 activity. It could
be demonstrated that this assay not only enables the quantitative detection of CK2
activity, but also allows the identification of inhibitors. However, the poor selectivity
prevented the reliable determination of ICso values. In order to enable quantitative
evaluation of inhibitors, a second assay was developed. It is based on the change of
electrophoretic mobility that is induced by CK2-catalyzed phosphorylation of a
substrate peptide, which was deployed in either a fluorophore-coupled form
RRRDDDSDDD-[EDANS] or in an unmodified form RRRDDDSDDD. The separation and
quantification of substrate and product was enabled by capillary electrophoresis
using a bare fused silica capillary and UV detection at 214 nm. The novel assay is
suitable to determine the potency CK2 inhibitors. It could be used to determine ICso
values of the known CK2-inthibitors TBB (0.27 uM) and Emodin (1.33 uM). These

values were in excellent agreement with published data. The screening of a
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compound library by this capillary electrophoresis assay revealed novel CK2
inhibitors. The most potent compound (TF) exhibited an excellent ICso value of
0.03 puM.
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I Einleitung

1. Phosphorylierung von Proteinen

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist ein wichtiger biologischer
Regulationsmechanismus, der nahezu jeden Aspekt des Lebens auf zelluldrer Ebene
beeinflusst. Edmond H. Fischer und Edwin G. Krebs erhielten fiir ihre Pionierarbeit,
die wesentlich zu dieser Erkenntnis beigetragen hat, 1992 den Nobelpreis fiir
Medizin (Fischer, 1993; Krebs, 1993). Die Motivation zur Erforschung der Protein-
phosphorylierung entwickelte sich zu Beginn der 50er Jahre aus der Beobachtung,
dass schnell proliferierendes Gewebe und insbesondere bestimmte Tumorzellen
einen hohen Anteil an ,Phosphoprotein“ besafden, welches dariiber hinaus schnell
umgesetzt wurde (Kennedy und Smith, 1954). Nachdem Phosphatasen als
dephosphorylierende Enzyme bereits bekannt waren, suchte man nach Mediatoren
der Proteinphosphorylierung. Die ersten Phosphoproteine, die dabei untersucht
wurden, waren Nahrungseiweifie wie Phosvitin aus Eigelb und Casein aus Milch, da
sie liber Fallungsreaktionen leicht zu isolieren waren. Mit Casein identifizierten
Burnett und Kennedy im Jahr 1954 die ersten ,Protein Phosphokinasen“ (Burnett und
Kennedy, 1954). Hinter diesen ,Caseinkinasen“ verbargen sich nach heutiger
Nomenklatur hochstwahrscheinlich die Proteinkinasen CK1 und CK2 (Pinna, 1994).
Die physiologische Funktion dieser beiden Enzyme blieb aber noch unbekannt,
weshalb dieser Entdeckung zunichst wenig Beachtung geschenkt wurde. Dies
anderte sich bereits ein Jahr spater mit der Entdeckung der Glycogen-Phosphorylase-
b-Kinase (heute ,Phosphorylase-Kinase“ genannt) durch Fischer und Krebs (Krebs
und Fischer, 1956). Die Identifizierung dieses regulatorischen Schliisselenzyms des
Glykogenstoffwechsels fiihrte zu einer Beschleunigung der Proteinkinaseforschung.
Allerdings riickte ihr Fokus von der Krebsforschung weg und wurde zur
Untersuchung der Proteinkinasen im Kontext metabolischer Prozesse verschoben.
Seit dieser Zeit hat die Erforschung von Proteinkinasen kontinuierlich an Bedeutung
gewonnen. Die Entdeckung und Untersuchung der cAMP-abhingigen Proteinkinase
PKA (Walsh et al, 1968), der cyclin-abhdngigen Proteinkinasen, der mitogen-
aktivierten Proteinkinasen und die Entdeckung einiger Rezeptor-Tyrosinkinasen
(Fischer, 1993; Krebs, 1993) zeigte, dass Phosphorylierung ein generelles regula-
torisches Prinzip darstellt. Die Konsequenzen sind dabei vielfiltig. So kann
Phosphorylierung beispielsweise die biologische Aktivitit von Proteinen erhéhen
oder reduzieren, diese fiir den Abbau markieren und ihre Stabilitat beeinflussen.

Dariiber hinaus ermdglichen oder blockieren Phosphorylierungen und Dephosphory-
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lierungen den Transport zwischen Zellkompartimenten oder die Interaktion
zwischen Proteinen (Cohen, 2002a). Die wesentliche Reaktion, die von Protein-
kinasen katalysiert wird, ist der Transfer des Phosphatrestes eines Donors, meist das
y-Phosphat von Adenosintriphosphat (ATP), auf das nukleophile Zentrum
bestimmter proteingebundener Aminosdureseitenketten. In Eukaryoten kommen
hauptsachlich Phosphorylierungen von Serin-, Threonin- und Tyrosinresten
(O-Phosphate) vor (Ubersax und Ferrell, 2007). Dartiber hinaus wurden auch
Phosphate von Lysin-, Arginin- (Yan et al, 1998) und Histidinresten (Klumpp und
Krieglstein, 2005) gefunden (N-Phosphate), iiber deren Funktion zur Zeit aber noch

wenig bekannt ist.

Im humanen Genom wurden 518 homologe Gene identifiziert, die potentiell fiir
Proteinkinasen codieren. Fiir diese hat sich mittlerweile der Begriff humanes ,Kinom*
etabliert. Eine allgemein akzeptierte Einteilung des humanen Kinoms ist in Abbildung
1 dargestellt. Derzeit geht man davon aus, dass etwa ein Drittel aller Proteine der
20.000 bis 25.000 humanen Gene phosphoryliert ist. Die Gesamtheit dieser
phosphorylierten Proteine wird als Phosphoproteom bezeichnet (Manning et al,
2002). Da jedes Protein von verschiedenen Kinasen teilweise mehrfach phospho-
ryliert werden kann, errechnen sich fiir jede Proteinkinase im Durchschnitt etwa 20
Substrate (Cohen, 2002a). Obwohl die Primarstrukturen der Proteinkinasen teilweise
stark differieren, ist der katalytische Kern der Proteinkinasen hochkonserviert und
bildet eine bilobale Tertitarstruktur (Cheek et al, 2002; Cheek et al., 2005). Diese
besteht aus einem N-terminalen Segment mit mehreren B-Faltbliattern, einem
,Gelenkbereich”, der das aktive Zentrum beinhaltet, und einer a-Helix-reichen

C-terminalen Domane.

1.1. Die Proteinkinase CK2

Obwohl sie als eine der ersten Proteinkinasen entdeckt wurde, erregte die CK2
zunichst keine grofde Aufmerksamkeit. Im Nobelvortrag von Fischer und Krebs
wurde sie beispielsweise nur in einem Nebensatz erwdhnt (Fischer, 1993; Krebs,
1993). Folglich fand die Forschung zur bis heute nicht vollstindig aufgeklarten
physiologischen Funktion der Proteinkinase CK2 in eher kleinem Rahmen statt. Dies
mag auch ein Grund sein, warum sie in den iiber 55 Jahren seit ihrer Endeckung

unterschiedlich benannt wurde.
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Abbildung 1: Dendrogramm des humanen Kinoms. Dargestellt sind 491 der 518 Proteinkinasen.
Die restlichen 27 Proteinkinasen werden als ,atypische Kinasen“ zusammengefasst und sind hier nicht
abgebildet. Die beiden Isoformen a und o’ der katalytischen CK2-Untereinheit sind hervorgehoben.
Abkiirzungen: TK: Tyrosinkinasen; TKL: Tyrosinkinasen-ahnliche Kinasen; STE: Kinasen mit
Ahnlichkeit zu Steril-7-, Steril-11-, Steril-20-Kinasen aus Hefe; CMGC: Zusammenfassung von CDK
(Cyclin-abhédngige Kinasen), MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen), GSK3 (Glycogensynthase-
Kinase 3-dhnlichen Kinasen) und CLK (CDK-ahnliche Kinasen); CK1: Caseinkinase 1; AGC:
Zusammenfassung der Proteinkinasen A, G und C; CAMK: Calmodulin-abhingige Proteinkinasen
(Abbildung verdndert nach Manning et al. (2002)).
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Neben dem urspriinglichen Begriff Protein Phosphokinase von Burnett und Kennedy,
wurde das Enzym in der Literatur z. B. als Nukledre Proteinkinase NII (Thornburg
und Lindell, 1977), elF-2§-Kinase (DePaoli-Roach et al., 1981), Troponin-T-Kinase
(Villar-Palasi und Kumon, 1981), Caseinkinase TS (Deana et al, 1978) oder auch
Caseinkinase I (Prowald et al, 1984) bezeichnet. Auf einer Konferenz fithrender CK2-
Forscher im Jahre 1994 wurde schliefilich beschlossen, Proteinkinase CK2 oder das
Akronym CK2 als Bezeichnungen fiir diese Proteinkinase zu verwenden (Ahmed et al.,
1994).

Die humane Serin-/Threonin-Proteinkinase CK2 bildet eine heterotetramere Quartar-
struktur, fiir die sich in der Literatur die Bezeichnung Holoenzym durchgesetzt hat.
Es liegt als Komplex aus katalytischer Untereinheit (CK2a) und nicht-katalytischer
Untereinheit (CK2f) in einer af2-Stochiometrie vor. Neben der am haufigsten
vorkommenden, 44 kDa groflen katalytischen a-Untereinheit gibt es zwei weitere
Isoformen dieser Untereinheit (’, 38 kDa (Lozeman et al.,, 1990) und a”, 44 kDa (Shi
et al, 2001)). Diese Isoformen zeigen ebenfalls katalytische Aktivitdt, sind aber
weniger gut untersucht (Litchfield et al, 2001). Die 26 kDa grofde B-Untereinheit
besitzt eine Zinkfingerdoméne, die eine Dimerisierung zweier (-Monomere
ermoglicht. Das Dimer bildet den Ankerpunkt fiir die Oligomerisierung des Enzyms
(Graham und Litchfield, 2000). An der B-dimeren Kernstruktur binden zwei
a-Monomere in der Weise, dass sie im Komplex keinen direkten Kontakt miteinander
haben (Niefind et al.,, 2001). Diese Oligomerisierung findet spontan statt und ist sehr
stabil. Es gibt aber auch Hinweise, dass die CK2 in vivo nicht ausschlief3lich als
tetrameres Holoenzym vorliegt. Seinen isolierten Untereinheiten kénnte auch eine
physiologische Funktion zukommen (Faust und Montenarh, 2000; Bibby und
Litchfield, 2005). Weiterhin konnten ringférmige oder filamentose Aggregate
mehrerer CK2-Holoenzyme in vitro nachgewiesen werden (Valero et al, 1995;
Niefind und Issinger, 2005).

Die Klassifizierung der CK2 beruht auf der katalytisch aktiven o-Untereinheit.
Aufgrund ihrer Sequenzhomologie wird sie der Familie der CMGC-Proteinkinasen
zugeordnet (siehe Abbildung 1). Diese umfasst die Cyclin-abhiangigen Kinasen (CDK),
die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), die Glycogensynthase-
Kinase 3-dhnlichen Kinasen (GSK3) und CDK-dhnlichen Kinasen (CLK). Die nachsten
Verwandten der CK2 in dieser Familie sind die MAP-Kinasen, die CDKs und die GSK3
(Manning et al., 2002). Die Sequenzidentitat der CK2« zu diesen Enzymen liegt bei bis
zu 35 %.
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Im Gegensatz zu anderen Vertretern der Proteinkinasen weist die CK2 einige
auffillige Besonderheiten auf. In den letzten Jahren ist die Anzahl der experimentell
bestatigten Substrate nahezu exponentiell gestiegen und liegt mittlerweile bei
deutlich iiber 300 (Meggio und Pinna, 2003; Salvi et al., 2009). Diese als ,Pleiotropie”
bezeichnete Eigenschaft ist fiir Proteinkinasen dufierst ungewohnlich und spiegelt
sich in den bereits erwdhnten, multiplen Bezeichnungen fiir dieses Enzym wider.
Die meisten Proteinkinasen zeigen keine oder lediglich eine niedrige basale Aktivitat.
Ihre Aktivierung ist meist streng reguliert und erfolgt durch einen Reiz, einen
Effektor oder einen physiologischen Status (Blume-Jensen und Hunter, 2001). Im
Gegensatz dazu besitzt die CK2 eine hohe zelluldare Aktivitat (Pinna, 1990). Sowohl
die isolierte CK2q, als auch das tetramere Holoenzym sind konstitutiv aktiv. Bislang
ist auf Proteinebene kein fiir Kinasen typischer Mechanismus bekannt, der die CK2-
Aktivitat reguliert. Stattdessen hat sich in den letzten Jahren ein mehrschichtiges
Modell fiir die Regulation der CK2 etabliert, das den Grofsteil der empirischen
Erkenntnisse iiber die komplexe Regulation der CK2 einbezieht und erste
Erklarungsversuche bietet (Filhol und Cochet, 2009). Demnach ist das Niveau der
CK2-Aktivitat einer spatiotemporalen Regulation unterworfen. Beispielsweise kann
sich die Substratspezifitit der CK2a nach Tetramerisierung zum Holoenzym oder in
hoheren Assoziationsformen dndern (Meggio et al, 1992; Valero et al., 1995; Salvi et
al, 2006). Dieser Effekt wurde auch nach intermolekularer Assoziationen mit
diversen Substraten oder Bindepartnern beobachtet (Olsten und Litchfield, 2004;
Olsten et al., 2005). Auf diese Weise konnte die Aktivitit, bezogen auf ein bestimmtes
Substrat, durch allosterische Effektoren moduliert werden. Auf3erdem findet eine
dynamische Lokalisierung der CK2, bzw. ihrer Untereinheiten zwischen verschie-
denen subzelluliren Kompartimenten statt, vorwiegend zwischen Kern und Zyto-
plasma (Faust und Montenarh, 2000). So kann die Aktivitdt der CK2 in bestimmten
Kompartimenten variiert werden, wahrend die Gesamtaktivitit der Zelle konstant
bleibt. Ein weiteres atypische Merkmal der CK2 ist ihre duale Cosubstratspezifitat fiir
ATP und GTP (Niefind et al., 1999). Beide Molekiile konnen nahezu gleichwertig als
Phosphatdonoren genutzt werden. Mit Ausnahme der Src-Kinase (Graziani et al.,
1983) und der EGF-Rezeptorkinase (Carpenter et al, 1979) ist dies keiner anderen
Proteinkinase moglich. Neue Untersuchungen zeigen auféerdem, dass die CK2 unter
gewissen Umstidnden neben Serin- und Threonin- auch Tyrosinreste phosphorylieren
kann. Neben der dualen Cosubstrat- konnte sie also auch eine duale Substratspezifitat
besitzen (Vilk et al., 2008).

Generell ist die CK2a acidophil, d. h. die Sequenzumgebung des Substrats, in der sich

der zu phosphorylierende Rest (n) befindet, muss saure Aminosduren aufweisen.
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Eine minimale Konsensussequenz fiir Substrate lautet (n)-X-X-(D/E/Sp/Tp) (Meggio
und Pinna, 2003). In Position (n+3) scheint eine negativ geladene Aminosaure-
seitenkette essentiell fiir die Substraterkennung zu sein. Diese kann auch durch ein
phosphoryliertes Serin (Sp) oder Threonin (Tp) dargestellt werden. Weitere negative
Ladungen, v. a. in Position (n+1) sind férderlich. Als Modellsubstrat zur Untersuchung
der CK2-Aktivitat hat sich in mehreren Arbeitsgruppen das Peptid mit der Sequenz
RRRDDDSDDD durchgesetzt (Kuenzel et al, 1987; Olsen et al., 2006; Schneider et al,
2010), das auch in dieser Arbeit Verwendung findet.

Zur (B-Untereinheit der CK2 findet sich, ganz im Gegensatz zur a-Untereinheit, kein
Homolog im humanen Proteom. Sie zeigt aber eine extrem hohe Konservierung
zwischen den verschiedenen Spezies (Allende und Allende, 1995), was eine wichtige
funktionelle Rolle fiir dieses Protein impliziert. In der Literatur wird sie bisweilen als
,<regulatorische Untereinheit” beschrieben, da sie die Substratspezifitdt beeinflussen
und so die Aktivitit des CK2-Holoenzyms modulieren kann (Meggio et al., 1992;
Tiganis et al., 1993; Salvi et al., 2006). Andererseits wird aus der Kristallstruktur des
Holoenzyms ersichtlich, dass CK2B vermutlich keinen direkten Einfluss auf die
katalytischen Schliisselstrukturen der CK2a hat (Niefind et al., 2001). Eine Rolle als
,Kontaktvermittler fiir Substrate scheint fiir CK23 denkbar. Unstrittig ist bislang,
dass mit der CK2[3-induzierten Oligomerisierung eine drastisch erhohte Stabilitat und

eine verminderte Proteasesensitivitdt einhergeht (Meggio et al., 1992).

1.2. Die CK2 beeinflusst Biorhythmus, Zellwachstum und Apoptose

Es sprechen mehrere Indizien fiir eine wichtige physiologische Rolle der CK2. Thre
Aminosauresequenz ist iiber Speziesgrenzen hinweg hochkonserviert. Dariiber
hinaus kann CK2-Aktivitit nahezu in allen Geweben, Zelltypen und in vielen
Zellkompartimenten nachgewiesen werden. Auch die grofle Anzahl an Interaktions-
partnern, sowie ihre Kkonstitutive Aktivitit legen eine wichtige Rolle nahe. Im
Folgenden werden kongruente Erkenntnisse auf Schliisselfunktionen der CK2 im
zellularen Kontext hervorgehoben. Auf Wirkungen der CK2 innerhalb verschiedener

Signaltransduktionswege und deren Konsequenzen wird weiter unten eingegangen.

Die CK2 unterscheidet sich funktionell von den meisten anderen Proteinkinasen, die
ihre Aufgabe an einer spezifischen Stelle innerhalb eines streng hierarchisch
gegliederten ,vertikalen“ Signaltransduktionsweges in bindrem Modus ausiiben.
Meggio und Pinna formulierten die Einschitzung, dass die Informationsiibertragung
durch die CK2 vielmehr auf lateraler Ebene stattfindet und mehrere Signalwege

verkniipft (Meggio und Pinna, 2003). Der CK2 koénnte so eine grundlegende
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Bedeutung fiir basale Zellfunktionen zukommen. Ihr ubiquitires Vorkommen, ihre
hohe konstitutive Aktivitdt und ihre tiber 300 Substrate legen die Vermutung nahe,
dass die CK2 mafdgeblich daran beteiligt ist, das Phosphoproteom auf einem
lebenswichtigen Niveau zu halten (Barz et al, 2003). Metaphorisch ausgedriickt
kommt der CK2 damit eher die Rolle des teamorientierten Spielmachers als die des

hochspezialisierten Torjagers zu.

Im Gegensatz zu dieser eher globalen, recht unspezifischen Aufgabe hdufen sich
aktuell Ergebnisse, die der CK2 eine Rolle im Biorhythmus zuweisen. So wurde bei
Drosophila melanogaster eine hohe Expression von CK2a im Zytoplasma von
Neuronen detektiert, die eine Schrittmacherfunktion fiir die innere Uhr besitzen.
Heterozygot CK2a-defiziente Fruchtfliegen haben einen sogenannten ,timekeeper*-
Phanotyp: Sie zeigen eine um ca. 1h verlingerte Rhythmik (Lin et al, 2002).
Ergebnisse dhnlicher in vivo-Studien in Pflanzen (Arabidopsis) (Sugano et al., 1999),
Pilzen (Neurospora) (Yang et al, 2002), Mausen (Tsuchiya et al, 2009) und in
humanen Zellen (Maier et al., 2009) zeigen ebenfalls einen direkten Zusammenhang
von CK2-Aktivitit und Biorhythmus. Die CK2 scheint ein wichtiges, konserviertes
Element zu sein, das die Steuerung des Biorhythmus in diesen drei phylogenetischen

Reiche verbindet.

Die lebenswichtige Bedeutung der CK2 fiir diverse Organismen wurde durch
Stilllegung der Expression der CK2-Gene nachgewiesen. Bei Madusen fiihrte sowohl
ein ,knockout” von CK2f (Buchou et al.,, 2003), als auch von CK2a (Lou et al,, 2008)
zu embryonaler Letalitiat. Im letzten Fall starben die Mause in der Embryogenese mit
Entwicklungsdefekten in Herz und Neuralréhre (Seldin et al., 2008). Die Deletion von
CK2«’ in mannlichen Mausen konnte wahrend der Embryonalentwicklung von CK2a
kompensiert werden, fiihrte spdter aber zu defekter Spermatogenese und
Unfruchtbarkeit (Xu et al, 1999b; Escalier et al, 2003). Deletionsexperimente mit
Saccharomyces cerevisiae (Glover, 1998) und humanen Fibroblasten (Lorenz et al.,
1994) bestatigten die lebenswichtige Funktion der CK2. Abwesenheit der CK2-
Aktivitat filhrte in diesen Experimenten zum Zellzyklusarrest. Kiirzlich wurde gezeigt,
dass die Phosphorylierung von elF5 (,eukaryotic translation initiation factor 5%)
durch CK2 ein essentielles Ereignis fiir das Fortschreiten des Zellzyklus darstellt
(Homma und Homma, 2008). Bei dieser Untersuchung konnte die funktionelle
Aktivierung der CK2 mit einer Translokation vom Zytoplasma in den Zellkern
korreliert werden. Diese Erkenntnisse vermuten, dass der CK2 eine tragende Rolle in

der Regulation des Zellzyklus und der Zellproliferation zukommt.
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Andere Hinweise deuten auf eine Schliisselfunktion der CK2 als negativer Regulator
der Apoptose hin. In der Apoptose spielen spezifische proteolytische Ereignisse eine
zentrale Rolle, die von Caspasen ausgefiihrt werden. Fiir einige Caspase-Substrate
wurde gezeigt, dass deren Empfindlichkeit fiir Caspase-vermittelte Degradation nach
Phosphorylierung durch die CK2 stark herabgesetzt ist (Desagher et al, 2001;
Ruzzene et al., 2002). Verantwortlich dafiir konnte eine dhnliche Konsensussequenz
von Caspase- und CK2-Substraten sein (Litchfield, 2003). Zusatzlich kann die CK2 die
Aktivitat von Caspasen auch direkt hemmen. Eine Phosphorylierung der murinen
Pro-Caspase-9 durch CK2 beispielsweise schiitzt vor deren Abbau durch Caspase-8
(McDonnell et al, 2008). Des Weiteren verhindert eine CK2-vermittelte Phosphory-
lierung der Caspase 2 deren Dimerisierung und verhindert so ihre Aktivierung (Shin
et al, 2005). Die Phosphorylierung von ARC (,apoptose repressor with caspase
recruitment domain®“) durch CK2 ist Voraussetzung fiir seine effektive Hemmung der
Caspase-8 (Li et al, 2002). Die postulierte Korrelation der CK2-Aktivitit und der
Unterdriickung der Apoptose konnte durch Zellkulturexperimente belegt werden, in
denen die Aktivitit der CK2 auf ein leicht erniedrigtes Niveau gebracht wurde (Unger
et al, 2004; Wang et al, 2005). Diese Zellen waren deutlich sensitiver gegentiber
Apoptose-induzierenden Reizen als Zellen mit normalem Niveau an CK2-Aktivitat.
Umgekehrt machte eine Uberexpression der CK2 die Zellen resistenter gegen diese
Reize (Ahmad et al., 2008).

2. Inhibition der Proteinkinase CK2

2.1. Die CK2 als pharmazeutisches Zielmolekiil

Die CK2 wurde mit einer Reihe von Erkrankungen in direkte oder mittelbare
Verbindung gebracht, von denen einige in Tabelle 1 aufgelistet sind. Dabei wurden
verschiedene Arten der Dysregulation essentieller Informationsiibertragung nach-
gewiesen. Im Falle viraler Erkrankungen wird die CK2-Aktivitit teilweise parasitar
von viralen Proteinen genutzt (Filhol und Cochet, 2009). Die enorme Anzahl der
gefundenen Implikationen dieses Enzyms basiert vermutlich auf der erlduterten
Vielzahl an Substraten und den daraus resultierenden pleiotropen Effekten.
Erkenntnisse zu der Rolle der CK2 in diesen und anderen Krankheiten werden in
einem Ubersichtsartikel von Guerra und Issinger (2008) diskutiert. Die meisten und
am besten erforschten Hinweise auf eine pathologische Wirkung dysregulierter CK2
gibt es jedoch im Kontext von Krebserkrankungen. Dieser Zusammenhang wird im
Folgenden aus mehreren Perspektiven beleuchtet, die sowohl rationale als auch

empirische Fakten einbeziehen.
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Tabelle 1: Ubersicht humaner nicht-onkologischer Erkrankungen, bei denen es Hinweise auf

eine Beteiligung der CK2 gibt.

Krankheitsgebiet

Beispiele / Erreger

Referenz

Neurodegeneration

Alzheimer
Parkinson
Spongioforme Enzephalopathie

(Blanquet, 2000)
(Ryu etal., 2008)
(Chen etal, 2008)

Entziindungsprozesse

Autoimmunerkrankungen (z.B. RA)
Glomerulonephritis
Mukoviszidose

(Shimoyama et al., 2001)
(Yamada et al.,, 2005)
(Pagano et al, 2010)

Protozoeninfektionen

Chagas (Trypanosoma cruzi)
Malaria (Plasmodium falciparum)
Toxoplasmose (Toxoplasma gondir)

(Augustine et al, 2006)
(Horaetal, 2009)
(Delorme et al., 2003)

Virale Infektion

EBV
HIV
HPV

(Medina-Palazon et al.,, 2007)
(Caples etal., 2006)
(Chien et al, 2000)

Vaskulédre Erkrankungen

Arteriosklerose

(Harvey etal., 2007)

2.1.1. Erhohte CK2-Aktivitat beeinflusst Hauptmerkmale der Onkogenese

Viele Jahre der Krebsforschung auf medizinisch-anatomischer, zelluldrer, bio-
chemischer und molekulargenetischer Ebene haben eine unermessliche Anhdufung
von Fakten und Einschitzungen zur Entstehung der Krankheit hervorgebracht, die
heutzutage in ihrer Komplexitit nicht mehr vollstindig zu erfassen sind. Folglich
muss versucht werden, die Onkogenese mit einigen Kernprinzipien zu beschreiben,
die den meisten Krebserkrankungen zugrunde liegen. Allgemein wird davon
ausgegangen, dass die Entstehung von Krebs ein mehrstufiger Prozess ist, der zum
Erwerb einiger Defekte und Fahigkeiten fiihrt (,cancer acquired capabilities”), die
zusammen eine onkogene Transformation bewirken. Neben der modifizierten
Reaktion auf dufdere Reize der Mikroumgebung muss es zum Verlust zellautonomer
Kontrollmechanismen kommen. Von Hanahan und Weinberg wurden Anfang des
Jahrtausends sechs Hauptmerkmale (,,hallmarks*) fiir die Manifestation eines Tumors
formuliert: 1) Autarkie beziiglich Wachstumssignalen; 2) Resistenz gegeniiber
wachstumshemmenden Signalen; 3) Unterdriickung von Apoptose; 4) Unbegrenztes
Replikationspotential; 5) Nachhaltige Angiogenese und 6) Invasives Wachstum und
Metastasierung (Hanahan und Weinberg, 2000). Viele dieser Fadhigkeiten werden
durch ein erhohtes CK2-Niveau beglinstigt. Wie bereits erwahnt, stort eine gestei-
gerte CK2-Aktivitiat die Kontrolle des Zellzyklus und des Zellwachstums und hat anti-
apoptotische Wirkungen. In der parasitiren Rindererkrankung Theileriose
(Ostafrika-Fieber) wurde mit diesen Erkenntnissen iibereinstimmend eine erhohte

CK2-Aktivitat festgestellt, die mit einer starken Proliferation von Lymphozyten
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einhergeht (ole-MoiYoi, 1995). Weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen CK2-
Aktivitit und Angiogenese gefunden worden (Mottet et al., 2005; Kramerov et al.,
2008).

Neben diesen direkten Verkniipfungen von Krebsmerkmalen und CK2-Aktivitdt gibt
es weitere Verkntlipfungen, deren kausale Zusammenhinge teilweise indirekt und
weniger eindeutig sind. Beispielsweise wird ein gestorter Biorhythmus, dessen
Regulation die CK2 beeinflussen kann, mit Krebserkrankungen in Verbindung
gebracht (Fu und Lee, 2003). Weiterhin wurde die CK2 kiirzlich als ein wichtiger
Regulator von Entziindungsreaktionen postuliert (Singh und Ramji, 2008), was auf
ihre weiter unten beschriebene Rolle im NF-kB-Weg zuriickzufiihren sein kénnte
(Abbildung 2 C). Die Bedeutung von Entziindungsprozessen in der Onkogenese wird
schon langer diskutiert (Mantovani et al., 2008). Diese Beispiele zeigen, dass viele der
durch CK2-Aktivitit beeinflusste zellulire Merkmale mit Hauptmerkmalen der
Onkogenese libereinstimmen.

2.1.2. CK2-Substrate fordern die Tumorentstehung und -ausbreitung

Mehrere Untersuchungen legen eine direkte Verkniipfung von CK2 und krebs-
relevanten zelluldren Prozessen nahe. So interagiert die CK2 tiber verschiedene
Mechanismen mit mehreren Proteinen und Signaltransduktionswegen, die direkte
Auswirkungen auf die Onkogenese haben. Dadurch lassen sich einige der von CK2
beeinflussten Krebsmerkmale auf molekularer Ebene erklaren.

Der Wnt-Signalweg (Abbildung 2 A) treibt durch Aktivierung von Transkriptions-
faktoren die Embryogenese, die Zelldifferenzierung und die Zellteilung voran.
Zielgene dieses Signalwegs gehéren zu den am haufigsten mutierten Genen in
menschlichen Tumoren. Der klassische Wnt-Signalweg wird durch einen extra-
zellulairen Wnt-Faktor aktiviert, der an einen Transmembranrezeptor der Fizzeld
Familie (Fz) bindet. Danach kommt es zu einer Dimerisierung von Fz mit dem Core-
zeptor LRP und einer Aktivierung des zytoplasmatischen Proteins Dishevelled (Dsh).
Die Phosphorylierung von Dsh wird durch CK2 vermittelt und ist wichtig fiir dessen
Hemmwirkung auf die Glykogensynthase-Kinase3 (GSK3[). Durch eine Hemmung
der GSK3B kann B-Catenin das Wnt-Signal bis in den Zellkern weiterleiten, anstatt
nach GSK3f-Phosphorylierung abgebaut zu werden (Willert et al., 1997). Inzwischen
wird davon ausgegangen, dass -Catenin und sein Rezeptor, der Transkriptionsfaktor
TCF/LEF, selbst Substrate der CK2 sind und CK2-vermittelte Phosphorylierung ihre
Aktivitat fordern (Wang und Jones, 2006). Durch Verstarkung des Wnt-Signals wird

die Expressionsstirke der Wnt-Zielgene gesteigert. Unter diesen Zielgenen befinden
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sich auch mehrere Proto-Onkogene. Eine gesteigerte CK2-Aktivitat konnte tber die
geschilderten lateralen Mechanismen zu einer Verstirkung des Wnt-Signalwegs
fiihren und tliber eine vermehrte Expression von Proto-Onkogenen die Onkogenese
begiinstigen (Seldin et al.,, 2005; Dominguez et al., 2009).

Weitere Substrate der CK2 finden sich im PI3K/Akt-Weg (Abbildung 2 B). Allgemein
hat die Aktivierung dieses Signalwegs eine anti-apoptotische Wirkung (Sale und Sale,
2008; Chalhoub und Baker, 2009). PTEN (,phosphatase and tensin homolog deleted
on chromosome 10“) ist ein Tumorsupressor und eines der CK2-Substrate, die in
diesem hierarchischen Weg auf einer hohen Ebene angesiedelt sind. In aktiver Form
stellt PTEN einen negativen Regulator dieses Wegs da. Phosphorylierung durch die
CK2 hat sowohl negative Auswirkungen auf seine Stabilitdt, als auch auf seine
Phosphataseaktivitidt (Torres und Pulido, 2001). Eine zweite zentrale Komponente
dieses Signalwegs ist Akt, die auch Protein Kinase B genannt wird. Eine CK2-
vermittelte Phosphorylierung potenziert die Aktivitat von Akt (Di Maira et al., 2005).
Sie unterstiitzt vermutlich die Komplexbildung von Akt mit dem Chaperon Hsp90,
was zu einer Stabilisierung des aktiven Status von Akt fiihrt (Sato et al, 2000). Beide
Effekte der CK2, die Abschwachung von PTEN und die Aktivierung von Akt, fithren zu
einer Verstiarkung des PI3K/Akt-Wegs. Zusammen mit der beschriebenen Hemmung
von Caspasen kommt der CK2 so eine globale Rolle als anti-apoptotischem Regulator

zu, dessen dysregulierte Aktivitit onkogenes Potential entwickelt.

Ein weiterer Signaliibertragungsweg, der durch CK2-Aktivitit moduliert werden
kann, ist der NF-kB-Weg (Abbildung 2 C). Neben seiner Hauptaufgabe in Entziin-
dungsprozessen wurde dieser Weg auch mit pro-proliferativer und anti-apopto-
tischer Aktivitit sowie Zelltransformation in Verbindung gebracht. Dadurch
beeinflusst er einige der angesprochenen Hauptkennzeichen der Onkogenese (Ravi
und Bedi, 2004). CK2 verstarkt auch in diesem Fall den Signalweg iiber verschiedene
Mechanismen durch laterale Interaktion mit IKK, IxB und NF-kB (Dominguez et al,
2009).

Im Kontext dieser kaskadischen Signalweiterleitungen zeigt sich abermals, dass CK2
keine eindeutig in eine spezifische physiologische Funktion eingebundene Aufgabe
besitzt. Die beschriebenen Signalwege beeinflussen hauptsachlich Zelldifferen-
zierung, -proliferation und -iiberleben, also genau die zelluldren Eigenschaften, deren
fehlerhafte Auspragungen in der Onkogenese zu beobachten sind. Der Einfluss der
CK2 ist hier lateral, fiihrt also zu einer Modulation des ,vertikalen“ Informations-
flusses und potenziert in allen Fallen den urspriinglichen Reiz (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Laterale Wirkung von CK2 auf (A) Wnt-, (B) Akt-, und (C) NF-kB- Signaltrans-
duktion. Negative Effekte (-) sind durch punktkopfige Pfeile gekennzeichnet und basieren auf
Inhibition bzw. auf verstarktem Abbau. Positive Effekte (+) sind durch normale Pfeile gekennzeichnet

und basieren auf verstarkter Stabilitdt und/oder Aktivitat (verandert nach Ruzzene und Pinna (2010)).

CK2 stellt somit eine Art Hauptregulator und gleichzeitig ein Bindeglied essentieller
Zellfunktionen dar. Es ist deshalb wenig verwunderlich, dass eine Anderung seiner
zellularen Gesamtaktivitat tiefgreifende Auswirkungen hat. Tatsdchlich wurde in
Untersuchungen vieler Krebsarten eine Korrelation zwischen gesteigerter CK2-
Aktivitat und Induktion, bzw. Verstarkung der beschriebenen Signalwege festgestellt
(Seldin et al.,, 2005; Guerra, 2006; Di Maira et al.,, 2009; Dominguez et al., 2009).

Die meisten Substrate der CK2 sind nicht in solche Signalwege eingebunden. Einige
sind aber direkt an der Krebsentstehung beteiligt. Der Transkriptionsfaktor p53 wird
als ,Wachter des Genoms*“ bezeichnet (Lane, 1992). Er vermittelt nach Induktion
durch Zellstress die Biosynthese von Proteinen, die den Zellzyklus stoppen, die
Angiogenese hemmen, die Apoptose induzieren oder zum DNA-Reparatursystem der
Zelle gehoren. Die p53-vermittelten Effekte wirken insgesamt einer Onkogenese
entgegen und p53 wird als eines der wichtigsten Tumorsupressorproteine angesehen
(Brown et al, 2009). Tatsachlich scheint die Inhibition von p53 ein Schliisselfaktor
von Krebs zu sein, da in iiber 50 % der humanen Tumoren eine Veranderung des
p53-Gens vorliegt, die seine Wirkung abschwacht oder ganz unterdriickt (Montenarh,
1997). Neben einer direkten Phosphorylierung von p53 durch CK2 wurden nicht-
enzymatische Interaktionen von CKZa und CK2B mit p53 gefunden, welche die
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Funktion von p53 und der CK2 beeinflussen. Daneben interagiert die CK2 auch mit
p53-regulierenden Enzymen, wie z. B. Mdm2 (Allende-Vega et al, 2005). Alle diese
CK2-vermittelten Effekte hemmen die Aktivitit von p53. Ein weiteres Kkrebs-
relevantes CK2-Substrat ist der Tumorsupressor PML (,promyelocytic leukemia
tumor suppressor“)(Salomoni und Pandolfi, 2002). Ein Ubiquitin-vermittelter Abbau
von PML in Krebszellen ist die direkte Folge einer Phosphorylierung durch
gesteigerte CK2-Aktivitat (Scaglioni et al., 2008).

So unterschiedlich die Mechanismen der Interaktion zwischen der CKZ und ihren
Substraten auch sind, das Resultat ist in den beschriebenen Fallen immer dasselbe: In
gesunden Zellen ist die Aktivitdt der CK2 wichtig fiir die normale Zellfunktion. Thre
Erhohung fiihrt allerdings zu einer Schwachung zellulirer Abwehrmechanismen
gegen die Entstehung von Krebs und beglinstigt Zustinde, die eine Onkogenese

fordern.

2.1.3. Das CK2-Niveau ist in Krebszellen erhoht

Untersuchungen des CK2-Niveaus in Krebszellen liefern die bisher eindeutigsten
Hinweise auf eine Rolle der CK2 im Krebsgeschehen. In jedem Krebsgewebe, das
bislang auf CK2 untersucht wurde, fand man ein verstiarkte Expression der CK2 oder
eine erhohte CK2-Aktivitdt verglichen mit entsprechendem gesundem Gewebe
(Trembley et al., 2009). Zum Beispiel wurde in humanen Mammakarzinomen eine
CK2-Aktivitat festgestellt, die im Durchschnitt um den Faktor 10 héher war als in
gesundem Brustgewebe (Landesman-Bollag et al, 2001a; Landesman-Bollag et al,
2001b). Auch die CK2a-Konzentration in diesen Tumoren war deutlich erhéht. In
einer anderen Studie wurde die Aktivitidt und die Expression von CK2 in histologisch
unterschiedlichen Nierentumoren mit ipsilateralem Normalgewebe verglichen
(Siemer et al,, 1996). Bei der quantitativen Untersuchung der Untereinheiten wurde
in allen Nierentumoren ein Anstieg sowohl der a-, als auch der B-Untereinheit
detektiert. Die Aktivitit der CK2 war in den unterschiedlichen Nierentumoren
durchschnittlich um den Faktor 2 erhoht. Zu der grofdten Aktivititszunahme von
375 % kam es beim malignen Nephroblastom. Beim benignen Onkozytom betrug die
Zunahme dagegen lediglich 59 %. Aufierdem wurden in diesen Tumoren Hinweise
auf eine heterogene Expressionsstiarke der beiden CK2-Untereinheiten im Vergleich
zum Normalgewebe gefunden (Stalter et al, 1994), die auch in anderen Unter-
suchungen nachgewiesen werden konnten (Faust et al, 1999). Ein erhohtes CK2-
Niveau wurde auch in einer Vielzahl weiterer Krebserkrankungen festgestellt (Guerra
und Issinger, 2008), u.a. bei Kolonkarzinomen (Miinstermann et al, 1990), bei
Leukdmie (Roig et al, 1999), in Tumoren der Lunge (Daya-Makin et al, 1994), des
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Endometriums (Llobet et al, 2008; Pallares et al., 2009), sowie der Prostata (Yenice
et al., 1994; Laramas et al, 2007). Verschiedene Studien deuten dariiber hinaus auf
einen direkten Zusammenhang zwischen dem Ausmaf der CK2-Aktivitatssteigerung
und der Malignitat der Krebserkrankung hin (Tawfic et al,, 2001; Unger et al., 2004).
Aufgrund dieser Erkenntnisse wird CKZa als prognostischer Marker fiir diverse
Krebsarten diskutiert (Kim et al., 2007; Laramas et al., 2007).

Bislang ist noch unklar, wie und auf welcher Ebene der neoplastischen Trans-
formation die Steigerung der CK2-Aktivitat einsetzt. Sie scheint allerdings keine Folge
der starken Proliferation von Krebszellen zu sein, da bereits in prakanzerdser
Dysplasie erhohte CK2-Aktivitat festgestellt werden konnte (Faust et al, 1999).
Anders als bei krebsrelevanten Onkogenen oder Tumor-Supressorgenen wurde
interessanterweise bislang keine Mutation des CK2-Gens gefunden, die zu einer
Hyperaktivitit des Enzyms fiihrt. Hauptmechanismus der Aktivitdtssteigerung der
CK2 in Tumorzellen scheint demnach die Erh6hung der Enzymmenge aufgrund einer
verstarkten Expression der CK2-Gene zu sein. Daneben konnte auch die bislang
unvollstindig verstandene Regulation der CK2 eine Rolle spielen (Guerra und
Issinger, 1999, 2008).

Neben diesen deskriptiven Studien wurde in komplementiaren Untersuchungen die
Expression der CK2 in Modellsystemen kiinstlich erhéht, um die pathophysio-
logischen Konsequenzen zu beobachten. Transgene Maiuse mit gesteigertem
lymphozytirem CK2-Expressionsniveau zeigten eine deutlich erhdéhte Inzidenz fir
Leukdmie. Sie entwickelten ab dem 6. Lebensmonat Lymphome mit einer Inzidenz
von 6-15 % pro Jahr (Seldin und Leder, 1995; Kelliher et al, 1996). Wenn zusatzlich
zu CK2a ein Onkogen, z. B. c-myc oder TAL-1, iiberexprimiert wird, verstirkte das den
pathogenen Phinotyp verglichen mit der jeweils singuliren Uberexpression
erheblich. Solch ein synergistischer onkogener Effekt lasst sich auch durch Hemmung
des Tumorsupressors p53 in Kombination mit erhohtem CK2-Niveau feststellen.
Mause, die heterozygot fiir p53 sind und eine gesteigerte CK2a-Expression besitzen,
entwickeln T-Zell Lymphome im Durchschnitt doppelt so schnell wie p53-hetero-
zygote Mduse (Landesman-Bollag et al, 1998). Andere transgene Maduse mit einer
verstarkten CK2a-Expression in den Brustdriisen entwickelten in diesem Gewebe
rasch Hyper- und Neoplasien. In den transgenen Mausmodellen mit ausschliefdlich
erhohter CK2a-Expression, war eine Latenz in der Tumorentwicklung festzustellen
(Landesman-Bollag et al, 2001a). Dies deutet darauf hin, dass die erhohte CK2-
Aktivitat fiir die Onkogenese alleine nicht hinreichend ist. Es wird vielmehr
diskutiert, dass die Transformation dieser Mauselymphozyten durch einen mehr-

stufigen Prozess ausgelost wurde (Xu et al, 1999a; Landesman-Bollag et al., 2001b).
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Die beobachtete schnellere Onkogenese nach zusatzlich gesteigerter Onkogen- bzw.
verminderter Tumorsupressorgen-Expression unterstiitzt diese Hypothese. In
Kombination mit den zuvor beschrieben Erkenntnissen kann man annehmen, dass
eine Ubermafdige CK2-Aktivitit ein zellulires Milieu schafft, welches dem
unkontrollierten Wachstum Vorschub leistet und der Apoptose entgegenwirkt. Solche
Zellen sind der meisten natiirlichen Abwehrmechanismen gegen sekundare,
kanzerogene Ereignisse beraubt und erliegen schneller einer neoplastischen
Transformation. Strenggenommen stellt die CK2 selbst demnach kein Onkoprotein
dar (Trembley et al, 2009). Falls nicht schon zu Beginn der Onkogenese die
Abhangigkeit von erhohter CK2-Aktivitat besteht, scheinen viele Tumorzellen diese

mit fortschreitender Progression zu entwickeln (Ruzzene und Pinna, 2010).

2.1.4. Die Hemmung der CK2 fiihrt Krebszellen in die Apoptose

In verschiedenen Studien konnte durch eine Hemmung der CK2 das Wachstum von
Tumorzellen begrenzt oder sogar eine Remission des Tumorphanotyps erreicht
werden. Auswirkungen einer Unterdriickung der CK2-Biosynthese und einer daraus
resultierenden geringen CK2-Menge im Tumorgewebe wurden beispielsweise im
murinen Xenograft-Modell des Prostatakarzinoms untersucht (Slaton et al, 2004).
Dort wurde die CK2-Expression in vivo durch intratumorale Injektion von antisense
RNA gegen CK2a reduziert. Eine einmalige Administration von 5 pg antisense RNA
reduzierte die Tumorgrofde innerhalb von 7 Tagen auf 30-40 %. Eine Dosiserh6hung
auf 20 pg fiihrte nach 7 Tagen zu einer volligen Riickbildung des Tumors. Diese
beeindruckenden Ergebnisse bestdtigten die Abhiangigkeit des Tumors von der CK2a.
Sie klarten aber nicht, ob tatsidchlich deren Kkatalytische Aktivitit oder nicht-
katalytische Wechselwirkungen fiir die tumorférdernde Wirkung verantwortlich
waren. So wertvoll antisense-Oligonukleotide in der Grundlagenforschung sind, so
begrenzt ist noch die Moglichkeit, sie zu therapeutischen Zwecken bei Krebs-
erkrankungen einsetzen zu konnen. Zur klinischen Anwendung werden nach wie vor
bevorzugt niedermolekulare Inhibitoren entwickelt. In einigen Experimenten wurde
dazu der Effekt zellpermeabler, niedermolekularer CK2-Inhibitoren auf kultivierte
Krebszelllinien untersucht. So induzierten DRB (Farah et al, 2003), Emodin (Olsen et
al., 2007), TBB (Sarno et al.,, 2001), TBI (Zien et al., 2005), DMAT (Pagano et al., 2004),
IQA (Sarno et al, 2003) und TBCA (Pagano et al,, 2007) die Apoptose und wirkten
zytotoxisch. Die Effekte dieser ATP-kompetitiven Inhibitoren ergeben sich
hoéchstwahrscheinlich aus der Hemmung der in den Krebszellen erhéhten CK2-

Aktivitat. Fiir einige Inhibitoren wie Emodin, TBCA und TBB wurde dariiber hinaus
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eine Hemmung der Angiogenese nachgewiesen (Kramerov et al.,, 2008). Eine Senkung

der CK2-Aktivitat wirkt demnach einigen Hauptmerkmale der Onkogenese entgegen.

Alle bisherigen Erkenntnisse belegen die Abhdngigkeit der Krebserkrankungen von
erhohter CK2-Aktivitit. Insgesamt untermauern die aufgefiihrten Ergebnisse die
Annahme, dass in erster Linie die katalytische Aktivitat fiir die pathologischen Effekte
des erhohten CK2-Niveaus in Krebserkrankungen verantwortlich ist. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der CK2-Aktivitdt dem Tumor-Phéanotyp
entgegenwirkt. Die CK2 ist demnach ein attraktives Zielmolekiil fiir die Entwicklung

von Wirkstoffen zur therapeutische Intervention bei Krebserkrankungen.

2.2. Inhibition der Proteinkinase CK2

Einer hohen Aktivitit der Proteinkinasen kann auf Proteinebene durch nieder-
molekulare Wirkstoffe begegnet werden. Die ersten Inhibitoren von Proteinkinasen
wurden vor tber 25 Jahren identifiziert und zunachst hauptsachlich zur Aufklarung
der physiologischen Funktion dieser Enzymklasse eingesetzt (Hidaka et al, 1984).
Der tliberwiéltigende Erfolg von Imatinib befliigelte die Hoffnung auf einen breiten
klinischen Einsatz dieser Wirkstoffgruppe gegen onkologische Erkrankungen
(Druker, 2009). Die Entwicklung des Proteinkinase-Inhibitors Imatinib zielte darauf
ab, das Onkoprotein Bcr-Abl zu hemmen. Seit diesen bahnbrechenden Arbeiten hat
die Erforschung und Entwicklung von Proteinkinase-Inhibitoren stark an Bedeutung
gewonnen. Schatzungen zufolge beschaftigen sich zur Zeit tiber 30 % der
industriellen Programme zur Wirkstoffentwicklung mit Inhibitoren von Protein-
kinasen (Cohen, 2002b; Eglen und Reisine, 2009). Diese Wirkstoffklasse ist damit zu
einem der bedeutendsten pharmazeutischen Forschungsschwerpunkte geworden.

2.2.1. Molekulare Testverfahren fiir CK2-Inhibitoren

Um die Potenz eines Inhibitors bestimmen zu konnen, ist ein verlasslicher und
aussagekraftiger Aktivitatstest fiir das Zielenzym unerldsslich. Die z.Zt. meist
genutzte Methode, um die Aktivitit von Proteinkinasen zu bestimmen, ist ein
radiometrischer Test (Hastie et al., 2006). In publizierten Untersuchungen zur CK2-
Aktivitat wird fast ausschlieflich ein radiometrischer Filterbindungstest als
Standardmethode eingesetzt (Bretner et al, 2008; Schneider et al, 2009). Dieser
basiert auf der Quantifizierung des Transfers [32P]-markierten y-Phosphats von ATP
auf eine Serylseitenkette eines Peptid- oder Protein-Substrats durch CK2. Ein Peptid,
das fiir viele CK2-Aktivitatstests eingesetzt wird, hat die AS-Sequenz RRRDDDSDDD
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und kann iliber die N-terminalen Arginine an ein Kationenaustauscher-Filterpapier
gebunden werden. Nicht umgesetztes y-[32P]-ATP bindet nicht und kann abge-
waschen werden. Die verbleibende Radioaktivitit kann quantifiziert werden und ist
proportional zur CK2-Aktivtat (Hastie et al, 2006). Die radiometrische Detektion des
Phosphotransfers ist ein Grundprinzip, das eine Aktivititsbestimmung nahezu aller
Proteinkinasen erlaubt. Zu diesem Zweck muss ein CK2-Substrat verwendet werden,
das man zur Analyse z.B. liber ionische Wechselwirkungen immobilisieren kann.
Weiterhin wird in kurzen Intervallen neues y-[32P]-ATP bendétigt, da die Halbwerts-
zeit des 32P-Isoptops gering ist. Somit fillt stindig radioaktiver Abfall an. Ein
radiometrischer Kinasetest ist daher nur mit grofem Aufwand automatisierbar und

ist besonders bei geringem Probendurchsatz recht aufwendig.

Es gibt mehrere alternative Methoden, die Aktivitit von Proteinkinasen nicht-
radiometrisch zu bestimmen (Jia et al., 2008; Ma et al., 2008). Zur effektiven Messung
der CK2-Aktivitait wurde bislang allerdings nur ein einziges nicht-radiometrisches
Testverfahren in der Literatur beschrieben (Hung et al, 2009). Dieses auch
kommerziell erhiltliche Reagenzienset (,CK2 Kinase Assay/Inhibitor Screening Kit",
CycLex, Nagano, Japan) nutzt einen Peroxidase-gekoppelten anti-phospho-p53-
Antikorper, der an Ser-46 in p53 bindet, sofern diese Seitenkette durch CK2
phosphoryliert wurde. Dieser Antikorper dient als Reporter in einem homogenen
ELISA-Ansatz. Er entwickelt nach Inkubation mit dem chromogenen Substrat
Tetramethylbenzidin ein farbiges Produkt, das spektroskopisch detektiert werden
kann. Durch Absorptionsmessung kann die Menge an umgesetztem CK2-Substrat
quantifiziert werden. Vergleichende Untersuchungen der CK2-Aktivitit mit diesem
Testverfahren stehen allerdings aus. Bislang sind damit nur wenige semi-quantitative
Bestimmungen beschrieben worden (Hung et al.,, 2009). Daneben existieren indirekte
Tests, z.B. eine luminometrische Detektion der Abnahme des Cosubstrats ATP
wahrend der Kinasereaktion mittels Luziferase (,Kinase-Glo assay“, Promega,
Mannheim).

Fiir die Inhibitionsbestimmungen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt werden sollten,
wurde ein Test bendtigt, der mehrere Voraussetzungen erfiillt. Er sollte auf
Radioisotope verzichten sowie moglichst einfach durchzufiihren und dabei
reproduzierbar und robust sein. Dariiber hinaus sollte er sich zur Reihen-
untersuchung von niedermolekularen Verbindungen eignen und im Idealfall die
Bestimmung von ICso Werten ermoglichen. Die Ergebnisse sollten nicht nur
untereinander vergleichbar sein, sondern auch einen Vergleich zu Literaturdaten
ermoglichen. Keiner der verdffentlichten CK2-Inhibitionstests gentigte diesen

Anforderungen.
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2.2.2. Bekannte Inhibitoren der CK2

Bei den bisher potentesten (ICso < 1 uM) und am besten untersuchten Inhibitoren der
CK2 handelt es sich um niedermolekulare Substanzen, welche die Cosubstrat-
bindestelle des aktiven Zentrums adressieren (Abbildung 3). Aktuelle Ubersichten zu
bisher bekannte Inhibitoren der CK2 bieten Publikationen von Bortolato et al. (2008),
Battistutta (2009), Cozza et al. (2010) sowie Prudent und Cochet (2010). Einige
wichtige Verbindungen mit verschiedenen Grundgeriisten werden im Folgenden
exemplarisch vorgestellt .

Viele der heute bekannten CK2-Inhibitoren leiten sich vom Benzimidazol-
Grundgeriist des DRB (5,6-Dichloro-1-f-D-ribofuranosylbenzimidazol) ab. DRB ist ein
Adenosin-Analogon und wurde als einer der ersten CK2-Inhibitoren identifiziert
(Zandomeni et al, 1986). Sein hoher ICso Wert von 13 uM und seine mafiige
Selektivitiat unter verschiedenen Proteinkinasen fithrten jedoch zu seiner heutigen
geringen Relevanz als CK2-Inhibitor. Strukturvariationen von DRB fiihrten hingegen
zu potenteren Verbindungen. Dabei zeigte sich, dass der Zuckerrest fiir die Hemmung
keine Rolle spielt, der Austausch der zwei Chlor- gegen vier Brom-Substituenten am
Benzimidazol-Grundkoérper die inhibitorische Potenz jedoch deutlich steigert (Meggio
et al, 1990). Dies fiihrte zur Entwicklung der zwei halogenierten Benzimidazol-
Derivate TBI (4,5,6,7-Tetrabrombenzimidazol) und TBB (4,5,6,7-Tetrabrombenzo-
triazol, Abbildung 3), welche beide einen ICsp Wert um 1 pM besitzen. Wichtiger als
die Potenz waren allerdings die gute Zellpermeabilitit und die relativ hohe
Selektivitat, die v.a. TBB in Untersuchungen mit 33 anderen Proteinkinasen zeigte
(Sarno et al, 2001). Diese Eigenschaften machten TBB in der Erforschung
biologischer Funktionen von CK2 zum Inhibitor erster Wahl. Durch weitere Variation
des TBI-Grundgeriistes konnte zuletzt der Inhibitor DMAT (2-Dimethylamino-4,5,6,7-
tetrabrombenzimidazol) identifiziert werden, dessen 1Cso Wert im Vergleich zu TBB
um knapp eine Zehnerpotenz auf 0,14 pM gesenkt werden konnte. Er stellt einen der
potentesten Vertreter dieser halogenierten Benzimidazol-Derivate dar (Pagano et al.,
2004). In einer breit angelegten Selektivitdtsuntersuchung fand man allerdings, dass
DMAT auch andere Proteinkinasen, z. B. PIM 1 (,proto-oncogene serine/ threonine-
protein kinase 1“) und DYRK1la (,dual-specificity tyrosine-phosphorylated and -
regulated kinase 1a“), mit dhnlicher Potenz hemmt (Sarno et al, 2003; Pagano et al,
2008), was seine Bedeutung als selektiver CK2-Inhibitor schmalerte. Aus diesem
Grund wird in den letzten Jahren in erster Linie an einer Selektivitatssteigerung der

Benzimidazol-Derivate gearbeitet (Pagano et al., 2008).
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Mehrere polyphenolische CK2-Inhibitoren konnten aus Pflanzenextrakten isoliert
werden. Eine Reihe natiirlicher Flavonoide, wie Apigenin (aus Apium graveolens,
Abbildung 3), Luteolin oder Quercetin zeigen zwar ICso Werte um 1 uM (Li et al,
2009), hemmen aber zugleich mehrere andere Proteinkinasen, teilweise sogar
deutlich starker als die CK2. Deutlich selektiver ist Himatein, das einen ICso Wert von
0,55 uM besitzt (Hung et al, 2009). Auch einige Anthrachinon-Derivate sind CK2-
Inhibitoren. Ein potenter Vertreter dieser Gruppe ist Emodin aus Rheum palmatum
(Abbildung 3), das bei mafdiger Selektivitdt fiir CK2 einen ICso Wert um 1 uM zeigt
(Yim et al, 1999). Sowohl seine Potenz als auch seine Selektivitit konnte durch
Modifikationen verbessert werden. So hat MNX (1,8-Dihydro-4-nitroxanthen-9-on)
beispielsweise einen ICsp Wert von 0,4 uM und Chinalizarin (1,2,5,8-Tetrahydroxy-
anthrachinon) einen ICso Wert von 0,11 uM (Cozza et al,, 2009). Durch Modifikationen
des Grundgeriists zu Cumarin-Derivaten konnten weitere Inhibitoren entwickelt
werden, die einige Nachteile der Anthrachinon-Derivate beseitigten. Ein potenter
Vertreter dieser Cumarin-Derivate ist DBC (3,8-Dibrom-7-hydroxy-4-methyl-
chromen) mit einem ICso Wert von 0,1 pM. Die Ellagsdure (Abbildung 3) wurde als
bisher potentester polyphenolischer CK2-Inhibitor aus dem pflanzlichen Sekundar-
stoffwechsel identifiziert. Sie besitzt einen ICso Wert von 0,04 pM und zeigte im
Vergleich zu 12 anderen Proteinkinasen eine selektive Hemmung der CK2 (Cozza et
al.,, 2006).

In den letzten Jahren haben technische Fortschritte wie computergestiitzte Methoden
oder ,library screening” dazu gefiihrt, dass CK2-Inhibitoren mit bislang unbekannten
Grundstrukturen identifiziert wurden. Beispielsweise wurde die synthetische IQA (5-
0x0-5,6-dihydroindolo[1,2-a]chinazolin-7-yl)essigsdure, Abbildung 3) wie die bereits
erwahnte Ellagsaure durch computergestiitzte ,virtual screening“-Methoden als CK2-
Inhibitor identifiziert (Sarno et al, 2003). Das Indolochinazolin-Derivat IQA
unterscheidet sich strukturell von allen anderen beschriebenen Inhibitoren, hat einen
ICso Wert von 0,39 uM und zeigt selektive CK2-Hemmung unter 44 Proteinkinasen
(Sarno et al, 2003). Es ist damit zwar weniger potent als andere Inhibitoren, zeigt
aber eine grofdere Selektivitat und lasst weitere Strukturmodifikationen zu. Weiterhin
wurde so auch TBCA (Tetrabromzimtsaure) identifiziert, die einen 1Csp Wert von
0,11 uM besitzt und unter 28 gestesteten Proteinkinasen selektiv fiir CK2 war
(Pagano et al, 2007). Kurzlich wurden planare, teilweise makrozyklische Pyrazolo
[1,5-a][1,3,5]triazine beschrieben, die in initialen Zellkulturtests starke inhibitorische
Aktivitat gegenliber CK2 zeigten (Nie et al, 2008) und z.Zt. weiter untersucht
werden. Ebenfalls neueren Datums sind die Hemmdaten substituierter Pyrazin-
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Grundstrukturen. Derivate dieser Substanzklasse zeigten in ersten Hemmversuchen

mit der CK2a IC50 Werte im nanomolaren Bereich (Suzuki et al., 2008).

OH O OH Br
Br N
<6 :
HO Br N
(6] Br
Emodin TBB Apigenin

o N COOH

Ellagsaure IQA CX-4945

Abbildung 3: Vertreter ATP-kompetitiver Inhibitoren mit unterschiedlichen Grundgeriisten,

die bereits in mikromolarer Konzentration eine Wirkung auf die Aktivitit der CK2 zeigen.

Die Cosubstratkavitit ist bislang die Zielstruktur, an der die potentesten Inhibitoren
der CK2 binden. Die ATP-Konzentration in der Zelle liegt zwischen 1 mM und 10 mM
(Cohen, 1999). Mogliche ATP-kompetitive Inhibitoren miissen eine hohe Affinitat
aufweisen, um ATP unter diesen Umstdnden aus seiner Bindetasche zu verdrangen.
Zudem ist genau diese Struktur innerhalb verschiedener Proteinkinasen am
wenigsten variiert. Deshalb ist es schwierig, selektive ATP-kompetitive Inhibitoren
fiir die CK2 zu entwickeln. Eine selektive Adressierung des Zielmolekiils ist allerdings
eine Voraussetzung fiir eine potentielle klinische Anwendung. Dariiber hinaus sollte
ein Arzneistoffkandidat klassische Anforderungen der Medizinischen Chemie, wie
Lipinskis ,rule of five“ erfiillen (Lipinski et al, 2001). Er muss wasserloslich, zell-
permeabel und unter physiologischen Bedingungen stabil sein, um eine ausreichende

Bioverfiigbarkeit zu gewahrleisten.

Ein grofder Nachteil vieler Anthrachinon-Derivate wie Emodin ist deren potentielle
Interkalation in DNA (Wang et al, 2006). Diese Eigenschaft macht die Substanz-
gruppe fiir CK2-spezifische Untersuchungen in zelluldren Systemen und zur gezielten
therapeutischen CK2-Hemmung unbrauchbar. TBB hingegen ist zwar gut fiir in vitro-
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Experimente geeignet, aber aufgrund seiner relativ schlechten Wasserloslichkeit ist
dieser CK2-Inhibitor nicht fiir den klinischen Einsatz geeignet (Battistutta et al,
2000). Auch IQA ist zwar potent und sehr selektiv fiir die CK2, ist aber im wassrigen
Milieu instabil, da sein Lactamring anfallig fiir eine langsame Hydrolyse ist (Sarno et
al., 2003; Sarno et al., 2005a). Wie an diesen Beispielen gezeigt, erfiillen bislang nur
sehr wenige der veroffentlichten ATP-kompetitiven CK2-Inhibitoren grundlegende
Anforderungen an einen Arzneistoffkandidat. Das ist auch ein Grund fiir die Entwick-
lung von Inhibitoren mit alternativen Wirkmechanismen, die zunehmend an
Bedeutung gewinnen. Fiir DRB fiel durch Cokristallisationen mit CK2 eher zufallig auf,
dass diese Verbindung neben einer Affinitat zur Cosubstratkavitit auch eine Affinitat
zu einer hydrophilen Bindetasche an der Kontaktfliche zur $-Untereinheit aufwies.
Diese Bindetasche konnte als allosterisches Ziel neuer selektiver Inhibitoren eine
Tetramerisierung der CK2 verhindern und somit ihre Regulation beeinflussen.
Dartiber hinaus wurden in den letzten drei Jahren diverse Substanzen gefunden, die
effektiv eine Bindung von CK2a und CK2@ verhindern (Prudent et al, 2010). So
konnten von CK2B zyklische 11-mer Peptide abgeleitet werden, die in niedriger
mikromolarer Konzentration eine Bildung des CK2a-CK23 Komplexes blockieren
(Laudet et al, 2007). Basierend auf diesen Ergebnissen ist es derselben Gruppe
gelungen, niedermolekulare Substanzen zu entwickeln, die diese allosterische
Bindetasche adressieren. Dabei handelt es sich um Podophyllotoxin-indolo-Derivate,
die als nicht-kompetitive Inhibitoren ICso Werte bis zu 20 pM zeigen (Laudet et al,
2008). Auch anorganische Substanzen konnen als allosterische Inhibitoren wirken.
Beispielsweise wurden fiir einige Polyoxometallate ICso Werte im einstelligen
nanomolaren Bereich sowohl fiir CK2a als auch fiir das Holoenzym festgestellt
(Prudent et al, 2008). Neben dem CK2a-CK23 Kontakt bietet die acidophile Substrat-
bindestelle der CK2a eine noch wenig adressierte, attraktive Struktur zur
Entwicklung selektiver Inhibitoren. In einer selten zitierten Studie einer kubanischen
Arbeitsgruppe wurde von einem zyklischen Peptid mit Affinitdt zur CK2a berichtet
(AS-Sequenz CWMSPRHLGTC) (Perea et al, 2004). Die Autoren entwickelten das
Fusionspeptid CIGB-300, das aus dieser Sequenz und einem zellpermeablen Peptid
besteht, welches von dem HIV-Tat Protein abgeleitet ist. In vivo Studien zeigten, dass
CIGB-300 pro-apoptotisches Potential besitzt und eine Wachstumshemmung von
Tumorgewebe bewirkt (Perea et al., 2008). In dieser Studie blieb jedoch offen, ob die
pro-apoptotische Aktivitit von CIGB-300 tatsdchlich auf eine Hemmung der CK2
zurlickgefiihrt werden kann. Neuere Untersuchungen berichten nicht mehr von einer
generellen Inhibition der CK2 durch CIGB-300 sondern von einer Interaktion
zwischen CIGB-300 und Nucleophosmin, einem Substrat der CK2 (Perera et al., 2009).
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Es ist anzunehmen, dass neben den publizierten Ergebnissen der Wirkstoffforschung
mehrere industrielle Programme zur Entwicklung von CK2-Inhibitoren betrieben
werden. Beispielsweise wurde erst kiirzlich bekannt, dass mit dem Wirkstoff CX-4945
(Abbildung 3) der erste niedermolekularer CK2-Inhibitor in einer klinischen Phase I-
Studie als orales Krebstherapeutikum untersucht wird (Chua et al, 2008; Pinna und
Allende, 2009). In der praklinischen Untersuchung zeigte CX-4945 eine potente und
selektive Hemmung der CK2, sowie gute anti-tumorale Eigenschaften in Zelllinien
und Xenograft-Krebsmodellen (Dancey, 2009).

Wirkstoffe, welche die Aktivitit der CK2 modulieren, stellen wertvolle Werkzeuge
dar, mit deren Hilfe (patho)physiologische Funktionen dieses Enzyms aufgeklart
werden konnen. Neben der Variation vorhandener CK2-Inhibitoren ist die Erkundung
neuer Leitstrukturen ein wichtiger Beitrag zur Entwicklung potenter und selektiver
Wirkstoffe, die sich auch fiir die klinische Anwendung eignen. Erste Erfolge bestarken
die Hoffnung, dass CK2-Inhibitoren identifiziert werden konnen, die als gezielte
Arzneistoffe in der Tumortherapie eingesetzt werden konnen.

3. Das Autodisplay-System

Als Autotransportermechanismus bezeichnet man den einzig bekannten Ein-
Komponenten-Sekretionsmechanismus in Gram-negativen Bakterien (Jose et al,
1995). Ein Autotransporter-Protein besitzt alle Informationen, die zu seiner
Sekretion aus dem Zytoplasma in den Extrazellularraum benétigt werden. Ein
typisches Autotransporter-Protein lasst sich in 4 Domdanen unterteilen. Am N-
Terminus besitzt es ein ,Signalpeptid” (SP), das die Translokation des Proteins iiber
die innere Membran steuert. Der Export ins Periplasma wird vom Sec-Apparat, einem
bakteriellen Sekretionsmechanismus, vermittelt. Dabei wird das SP abgespalten
(Abbildung 4 B). In der Primarsequenz des Autotransporterproteins folgt C-terminal
zum SP eine Passagier- und eine Verbindungsdomane (,Linker). Den C-Terminus des
Proteins bildet eine Domane, die fiir die Translokation iiber die dufdere bakterielle
Membran verantwortlich ist (Abbildung 4 A). Sie bildet in der dufderen Membran eine
fassartige Tertidrstruktur aus amphipatischen [-Faltbldttern aus, kurz [(-Fass
genannt. Fiir die Translokation liber die dufdere Membran postulierten Maurer et al.
(1997) ein Modell, welches in Abbildung 4 B schematisch dargestellt ist.
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Abbildung 4: (A) Priméarstruktur eines Autotransporter-Fusionsproteins und (B) postuliertes
Modell des Autotransporter-Sektretionsmechanismus in E. coli. Das Signalpeptid (SP) des
Vorlauferproteins wird im Zytoplasma vom Sec-Apparat erkannt, iiber die innere bakterielle Membran
transportiert und prozessiert. Die C-terminale Translokationsdoméane faltet sich in der aufderen
Membran zu einem Porin-artigen 3-Fass, wodurch der bislang ungefaltete Passagier unter Beteiligung
des haarnadelférmigen Linkers zum Extrazellularraum transloziert wird (Abbildung verandert nach
Maurer et al. (1997)).

Demnach wird zunachst der Linker in das Porin-dhnliche B-Fass inkorporiert und
bildet eine haarnadelartige Struktur, welche anschlieRend den Passagier in
ungefaltetem Zustand an die Zelloberfliche transportiert (Abbildung 4 B). Die
Passagierdomdne vermittelt die physiologische Effektorfunktion des Proteins und
wird entweder ins extrazellulire Medium entlassen oder durch die 3-Fass-Domane
an der Zelloberfliche verankert. Linker- und B-Fass-Domane werden gelegentlich
zusammenfassend als ,Autotransporter” bezeichnet. Nach der Translokation befindet
sich lediglich die Passagierdoméne an der Zelloberfladche. Abhidngig vom Vorhanden-
sein eines entsprechenden Erkennungsmotivs in der Proteinsequenz kann der
Passagier von OmpT, einer natiirlichen Auflenmembranprotease von E. coli, in das

extrazellulare Medium entlassen werden.

Im Gegensatz zum Autotransportermechanismus definiert der Begriff ,,Autodisplay”
ein artifizielles System, das sich den natiirlichen Sekretionsmechanismus der
Autotransporter-Proteine zunutze macht, um rekombinante Proteine oder Peptide an
der Oberfliche Gram-negativer Bakterien zu prasentieren (Maurer et al, 1997; Jose
und Meyer, 2007). Dabei wird der fiir den natiirlichen Passagier codierende DNA-
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Abschnitt gegen einen offenen Leserahmen eines anderen Proteins oder Peptids
ausgetauscht. Dieser artifizielle Passagier wird dann iiber den Autotransporter-
mechanismus zum Extrazellularraum transloziert. Autodisplay wurde im Arbeitskreis
von Prof. Jose erfolgreich als Plattformtechnologie fiir verschiedene biotechno-
logische, analytische und pharmazeutische Fragestellungen weiterentwickelt (flr
eine Ubersicht siehe Jose (2006), sowie Jose und Meyer (2007)). Das in diesem
Rahmen optimierte chimare Fusionsprotein setzt sich aus verschiedenen Kompo-
nenten zusammen: Das Signalpeptid stammt von Choleratoxin B (CtxB aus
Vibrio cholerae) und die Translokationsdomane (,,Autotransporter”) stammt aus dem
Protein AIDA-I (,adhesin involved in diffuse adherence®), einem Adharenzfaktor aus
dem enteropathogenen Escherichia coli 2787 (EPEC) (Benz und Schmidt, 1989;
Maurer et al, 1997). Um die Verankerung des Passagiers in der Aufenmembran

aufrechtzuerhalten, werden E. coli-Stamme eingesetzt, die ompT-defizient sind.

Ein Einsatzgebiet dieses Systems sind Bindungsstudien. In Kombination mit
Methoden des ,protein design“ ermoglicht Autodisplay von funktioneller Antikorper-
fragmenten deren Anpassung an beliebige Epitope (Blasshofer, 2008). Die Bindung
von freien Antikérpern durch eine zellverankerte IgG-affine Passagierdoméine als
»Biosensor” fiihrte in Antigennachweisen mit ELISA (Park et al., 2010) und mit Ober-
flaichenplasmonresonanz (Jose et al., 2010) zu einer Signalverstiarkung um den Faktor
30-100 (Jose et al, 2009). Des Weiteren wurde durch Autodisplay peptidischer
Inhibitoren der humanen Proteasen Leukozyten-Elastase (Jose und Zangen, 2005)
und Cathepsin G (Jose et al, 2005) demonstriert, dass die Affinitat zwischen Enzym
und Inhibitor ausgenutzt werden kann, um Inhibitor-prasentierende E. coli-Zellen mit
dem entsprechenden Zielenzym zu markieren. Darauf aufbauend konnte mit
Autodisplay von Peptidbibliotheken und durchflusszytometrischer Affinitatsauslese
ein potenter peptidischer Inhibitor von Cathepsin G mit einem ICso Wert von 11,5 pM
identifiziert werden (Jose et al., 2005).

Weiterhin wurden durch Autodisplay von Sorbit-Dehydrogenase (Jose und von
Schwichow, 2004) oder Adrenodoxin (Jose et al, 2002) Ganzzellbiokatalysatoren
entwickelt. Diese konnten zur Synthese von Zuckern und Steroiden eingesetzt
werden, die durch klassische Synthese nur bedingt zuganglich sind. Dartiber hinaus
macht Autodisplay Enzyme auch fiir analytische Zwecke leicht verfiigbar, wie z.B. zur
Testung von Substraten oder Inhibitoren. Eine aufwendige Proteinisolierung kann
dadurch ebenso vermieden werden, wie die Bildung von ,inclusion bodies“. Dadurch
konnte u.a. erstmals eine funktionelle Hyaluronidase in E.coli rekombinant
exprimiert werden, die iiber klassische Expressionsstrategien ,inclusion bodies”

bildete und inaktiv vorlag (Kaessler et al., 2010) .
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Autodisplay bietet einige Vorteile gegeniiber den wenigen anderen universell
einsetzbaren zelluliren ,surface display“-Systemen (fiir eine Ubersicht siehe
(Wernérus und Stahl, 2004)): 1) Autodisplay erlaubt die nachtragliche Aufnahme
einer prosthetischen Gruppe durch den an der Zelloberfliche prasentierten
Apoenzym-Passagier (Jose et al, 2001). 2) Autodisplay ermoglicht die effektive
Translokation von weit tiber 100.000 Passagieren pro E. coli-Zelle, ohne dabei die
zelluldre Integritit so zu vermindern, dass spontane Zelllyse eintritt oder die
Viabilitat der Zellen deutlich geschwacht wird (Jose und von Schwichow, 2004; Jose
et al, 2005). 3) Durch die -Fass-Domane ist das Autotransporter-Fusionsprotein
beweglich in der bakteriellen Auflenmembran verankert. Dies ermdéglicht mono-
meren Autodisplay-Passagieren, sich spontan zu funktionellen Homodimeren (Jose et
al., 2002; Jose und von Schwichow, 2004) oder zu grofieren Aggregaten zusammen-
zulagern, die vermutlich aus bis zu 14 Untereinheiten bestehen kdnnen (Detzel et al.,
2010). Blasshofer (2008) konnte erstmals die funktionelle Oberflichenprasentation
zweier heteromerer Autodisplaypassagiere, sogenannter ,twin-chain“-Antikérper-
fragmente, in E. coli nachweisen. Autodisplay sollte sich auch fiir oligomere Proteine
mit heterogenen Untereinheiten, wie die CK2 eines darstellt, eignen. Eine funktionelle
Prasentation heteromerer Enzym-Passagiere konnte bislang jedoch noch nicht
gezeigt werden. Auch eine Kinase konnte bislang noch nicht an der Zelloberfliche

prasentiert werden.
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4. Ziele der Arbeit

Die Bewertung des inhibitorischen Potentials von Substanzen am isolierten
Zielenzym stellt einen experimentellen Engpass in der Wirkstoffentwicklung dar. Auf
der Suche nach Inhibitoren der humanen Proteinkinase CK2 gliedert sich dieses
Problem in zwei Teilaspekte: 1) Die Verfligharkeit des Enzyms und 2) Die
Verfiigbarkeit eines verldsslichen Testverfahren. Im Rahmen dieser Dissertation

sollten beide Problemstellungen bearbeitet werden.

Mit der Autodisplay-Technologie sollte die CK2 in aktiver Form auf der Zelloberflache
von E. coli prasentiert werden. Mit solch einem E. coli-Stamm koénnte das Enzym
innerhalb kiirzester Zeit verfiigbar gemacht werden und aufwendige Aufreinigungs-
schritte wiirden vermieden. Da es sich bei der nativen CK2 um ein heterotetrameres
Enzym handelt, sollten beide Untereinheiten separat per Autodisplay an die
bakterielle Zelloberfliche gebracht werden, um dort zu oligomerisieren. Die CK2-
Aktivitdt eines solchen Ganzzellsystems sollte verifiziert und seine Eignung fiir CK2-
Inhibitionstests liberpriift werden.

Das zweite zentrale Element dieser Arbeit sollte die Entwicklung eines neuen
Testverfahrens fiir CK2-Inhibitoren sein. Dieses neue Testverfahren sollte eine
Alternative zu dem z.Zt. gebrauchlichen radiometrischen Test darstellen und eine
verlassliche Identifizierung und Charakterisierung von Inhibitoren erlauben. Ferner
sollte die Nutzung radioaktiver Isotope vermieden werden. Nach seiner Etablierung
sollte dieses Testverfahren mit bekannten CK2-Inhibitoren bewertet werden und
gegebenenfalls zur Durchmusterung einer Substanzbibliothek eingesetzt werden.

Auf der Basis des Autodisplay-Systems sollte ferner eine Affinitatsuntersuchung von
CK2-Substrat-Passagieren mit CK2 etabliert werden. Die Bindung von fluoreszenz-
markierter CK2 an ein oberflachenprasentiertes Peptid sollte mittels durchflusszyto-
metrischer Methoden detektiert werden. Dieses Vorgehen sollte einen Zugang zu
peptidischen Inhibitoren ermdglichen, die aufierhalb der Cosubstratbindestelle der
CK2 binden.
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I1 Material und Methoden

1. Material

1.1. Gerate

Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Gerite

Gerat Bezeichnung Firma

Autoklav 3850 ELV Systec, Wettenberg
Brutschrank P10825028 Memmert, Schwalbach
CE-Kapillare, ,bare-fused” Reorder No 338451 Beckman Coulter, Krefeld
Duchflusszytometer FACSAria Becton Dickinson, Heidelberg
Elektroporationskiivetten 1 mm Kiivetten PeqLab, Erlangen
Elektroporator 2510 Eppendorf, Hamburg
Feinwaage 2001 MP2 Sartorius, Gottingen
Gefriertruhe (-70 °C) HAT2086 Hettich, Tuttlingen
Geldokumentation Gel Jet Imager Intas, Gottingen

Gelkammer (Agarose)
Gelkammern (SDS-PAGE)
Heizblock

Heizriihrgerat
Inkubationsschiittler
Kapillarelektrophoresesystem
Kiihl-/Gefrierkombination
(4°C/-20°C)
Kiihlzentrifuge
Kiihlzentrifuge
Kiihlzentrifuge
Mikrowellengerat
Mikrotiterplatten-Reader
Mikrotiterplatte

Netzteil

Netzteil

pH-Meter / Einstabmesskette
Photometer

Pipetten Pipetman Neo
Reinstwasseranlage
Rotoren (Sorvall)

Rotoren (Tischzentrifuge)
Schiittelinkubator
Spiilmaschine
Szintillationsanalysator
Thermocycler
Thermocycler
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge, kiithlbar

Electrophoresis Sub System 150
Mini Protean I1 / II1 / IV
AccuBlock Digital Dry Bath

RCT IKAMAG

Minitron

ProteomeLab PA800

Fris88f

Universal 32R

Sorvall RC-5C Plus

J2-HS

MW 1000

Mithras LB 940

384 ,well plates” (schwarz)
Standard Power Pack P25
GPS 200/400

pH-Meter766 Calimatic
Genesys 6

P2N, P20N, P200N, P1000N
MilliQ Biocel

SS-34, SLA-1500
1612,1617

Minitron
Compact-Desinfektor G7783CD
TRI-CARB 190S AB7LA
Mastercycler Gradient
Primus 25 advanced
MiniSpin

Mikro 120

Labnet, Edison, NJ, USA
Bio-Rad, Miinchen
Labnet, Edison, NJ, USA
IKA, Staufen

Infors, Einsbach
Beckman Coulter, Krefeld
Thermo Fisher, Dreieich

Hettich, Tuttlingen
Thermo Fisher, Dreieich
Beckman, Miinchen
Alaska, Mannheim
Berthold, Bad Wildbach
Nunc, Langenselbold
Biometra, Gottingen
Pharmacia, Piscataway, NJ, USA
Knick, Berlin

Thermo Fisher, Dreieich
Gilson, Limburg-Offheim
Millipore, Eschborn
Thermo Fisher, Dreieich
Hettich, Tuttlingen
Infors, Einsbach

Miele, Glitersloh
Canberra-Packard, Dreieich
Eppendorf, Hamburg
PeqLab, Erlangen
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
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Gerat Bezeichnung Firma

Trockenschrank ET6130 Heraeus, Hanau

Ultrazentrifuge L-60 Beckman, Miinchen

Vortex Schiittler Reax-Top Heidolph, Schwalbach

Waage 2337 Sartorius, Gottingen
Warme-/Trockenschrank ET 6130 Heraeus, Hanau

Wasserbad

Extratherm U3 electronic

Julabo, Seelbach

1.2. Software

Tabelle 3: In dieser Arbeit eingesetzte Software

Bezeichnung

Bezugsquelle

VectorNTI 10
MikroWin 2000

CFS

32Karat 7.0

Prism 5

FACSDiva 5.02 und 5.03
Flow]o 8.86

GCG

Invitrogen, Karlsruhe
Mikrotek, Overath
PerkinElmer, Walham, MA, USA
Beckman Coulter, Krefeld
GraphPad, La Jolla, CA, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Tree Star, Ashland, OR, USA
Accelrys, San Diego, CA, USA

1.3. Chemikalien und Materialien

Tabelle 4: In dieser Arbeit eingesetzte Chemikalien und Materialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

1,4-Dithiothreitol
2-Mercaptoethanol

2-Propanol

Agar Agar

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Agarose, StarPure High Resolution (3:1)
Ampicillin-Natriumsalz

Aprotinin

APS

ATP

Bromphenolblau

BSA

Casein, human as;
Chloramphenicol

Complete Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie Brilliant Blue R 250
D-Glucose

D-Saccharose

Dialyseschlauch, MWCO: 10-30 kDa
Dialyseschlauch, MWCO: 12-14 kDa
DMSO

AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deishofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Starlab, Ahrensburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fisher Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Deishofen
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Fisher Scientific, Schwerte
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deishofen
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Bezeichnung

Bezugsquelle

DNA-Grofdenmarker
(Jules (500 bp), Felix (100 bp))
DNA-Grofdenmarker 25 bp STEP Ladder

DNA-Grofdenmarker GeneRuler 1 kb
dNTP-Mix

ECL Western Blotting Detection Kit
ECL-Detektionslosung

EDTA

Emodin

Essigsdure

Ethidiumbromid

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

IPTG

Kanamycinsulfat

KCl

Methanol

MgClz * 6 HzO
Mikroreaktionsgefafie (1,5 ml, 2 ml)
N-Laurylsarcosin

Na;HPO4

NaCl

P81 Kationentauscher Filterpapier 3MM
PEG 20.000

Pipettenspitzen (10 pl)
Pipettenspitzen (200 pl, 1000 pl)
PMSF

Proteose Pepton

PVDF-Membran

Rotiphorese Acrylamid Gel 30 (37,5:1)
SDS

SDS-PAGE GrofRenmarker PAGERuler
TBB

TEMED

Tris

Tris/HCl

Triton X-100

Trypton/Pepton aus Casein

Tween 20

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)
ZulkowsKky Starke

v-[32P]-ATP

Qbiogene, Heidelberg

Promega, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
GE Healthcare, Miinchen
Amersham Pharmacia, Freiburg
Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Darmstadt
Riedel-de-Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

VWR Prolabo, Lutterworth, UK
VWR Prolabo, Lutterworth, UK
Sarstedt, Niimbrecht
Sigma-Aldrich, Deishofen
Fisher Scientific, Schwerte
Fisher Scientific, Schwerte
Whatman, Dassel

Roth, Karlsruhe

Gilson, Limburg-Offheim
Starlab, Ahrensburg
Sigma-Aldrich, Deishofen
Becton Dickinson, Heidelberg
Macherey-Nagel, Diiren
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Fermentas, St.Leon-Rot
Calbiochem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht
Merck, Darmstadt

ICH, Eschwege
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1.4. Reagenziensitze (,Kits”)

Tabelle 5: In dieser Arbeit eingesetzte Reagenziensitze (, kits“)

Reagenziensatz

Bezugsquelle

Bio-Rad Protein Assay
Fluorescein Labeling Kit
PCR-Master-Mix S

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick Nucleotide Removal Kit

TOPO-TA Cloning Kit (pCR2.1)

1.5. Antikorper

Bio-Rad, Miinchen
Promega, Mannheim
PeqLab, Erlangen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Antikérper (AK)

Bezeichnung

‘ Eigenschaften

‘ Referenz

Anti-CK2a (1A5)
Anti-HA (12CA5)

Sekundarer Dylight 649-AK

1.6. Enzyme

Monoklonaler muriner CK2a AK

Monoklonaler muriner Himagglu-
tinin AK (#11583816001)
Ziege Anti-Maus IgG AK (#35515)

AG Montenarh, Homburg/Saar
(Faustetal, 2002)
Roche, Mannheim

Thermo Fisher, Dreieich

Tabelle 7: In dieser Arbeit eingesetzte Enzyme

Bezeichnung

Bezugsquelle

Acc651

Antarktische Phosphatase
BsiWI

CK2 Holoenzym (CK2azf32)
Elastase (Schweinepankreas)
Elastase (Schweinepankreas)
Klenow Fragment (3’-5’ exo-)
Kpnl

Lysozym aus Hithnereiweif3
Ndel

Phusion DNA Polymerase
Sacll

Sall

T4 DNA Ligase

Trypsin (Schweinepankreas)
Xhol

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

In dieser Arbeit aufgereinigt (Abschnitt 2.3.1)
Lee Biosolutions, St. Louis, MO, USA
Roche, Mannheim

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

Roth, Karlsruhe

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

NEB, Frankfurt a.M.

Roth, Karlsruhe

NEB, Frankfurt a.M.



Material und Methoden 35

1.7. Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-
Aldrich (Miinchen) synthetisiert und iiber Umkehrphasen-Kartuschen aufgereinigt.
Eine Ausnahme stellt das Oligonukleotid Pr249 dar, das per HPLC aufgereinigt wurde.

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide?

Bezeichnung | Funktion Sequenz

Pr004 DNA-Sequenzanalyse CACCACCAGACGGTCCGTAAGTG

Pr009 DNA-Sequenzanalyse CAGCATATGCACATGGAACACC

Pr099 Sensestrang fiir ORF des | TCGAGGACGACGACGCTGACGACGACTACCCGTACGACGTT
Peptids DDDADDD CCGGACTACGCTGGTAC

Pr100 Antisensestrang fiir ORF | CAGCGTAGTCCGGAACGTCGTACGGGTAGTCGTCGTCAGC
des Peptids DDDADDD GTCGTCGTCC

Pr101 Sensestrang fiir ORF des | TCGAGGACGACGACTCCGACGACGACTACCCGTACGACGTT
Peptids DDDSDDD CCGGACTACGCTGGTAC

Pr102 Antisensestrang fiir ORF | CAGCGTAGTCCGGAACGTCGTACGGGTAGTCGTCGTCGGA
des Peptids DDDSDDD GTCGTCGTCC

Pr199 Amplifikation CK2a-ORF | CCAGTCGACTCGGGACCCGTGCCAAGCAGGGCCAGAGTTTA
upstream

Pr200 Amplifikation CK2a-ORF | AAGGTACCCTGCTGAGCGCCAGCGG CAGCTGGAACA
downstream

Pr201 Amplifikation CK2B-ORF | AACTCGAGAGCAGCTCAGAGGAGGT GTC
upstream

Pr202 Amplifikation CK2B-ORF | AAGGTACCGCGAATCGTCTTGACTGG GCT
downstream

Pr248 Bibliothekserstellung CAATGCGTCACATATGCACATGG
(Primer)

Pr249 Bibliothekserstellung GAAGCTGCGTAGCGTAGACCTGAACGT
(enthélt Zufallsbasen) CGTACGGGTANTCNTCvNNVNNrTAvNNVNNGGTACCATG

TGCATATGTGACGCATTG?2
T711 DNA-Sequenzanalyse TAATACGACTCACTATAGG

1 Die unterstrichenen Nukleotide kennzeichnen in den Experimenten verwendete
Restriktionsschnittstellen.
2 Abkiirzungen fiir nicht standardkonforme Nukleinsduren siehe Anhang

1.8. Peptide

Die Peptidsynthese wurde im analytischen Zentrallabor des Biologisch-Medizinischen
Forschungsinstituts (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf durchgefiihrt.
Als Methode wurde die Festphasensynthese nach Merrifield (Merrifield, 1963) mit
FMOC als N-terminaler Schutzgruppe (Chang und Meienhofer, 1978) eingesetzt. Nach
der Synthese wurden die Peptide mittels praparativer HPLC aufgereinigt. Der
Reinheitsgrad wurde massenspektrometrisch bestimmt. Insgesamt wurden auf
diesem Weg folgende Derivate synthetisiert (AS-Sequenz jeweils vom N- zum C-

Terminus):
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1) RRRDDDSDDD
2) RRRDDDSDDD-[EDANS] (im Text auch ,E-Peptid“ bezeichnet)
3) [DABCYL]-RRRDDDSDDD-[EDANS] (im Text auch als ,D/E-Peptid“ bezeichnet)

Die in eckigen Klammern stehenden Molekiile bezeichnen den Fluorophor EDANS
(5-[(2-Aminoethyl)amino]naphthalin-1-sulfonsdure) und den Quencher DABCYL
(4-[[4-(Dimethylamino)-phenyl]azo]-benzoesdure), mit denen das Peptid fiir FRET-

Untersuchungen markiert wurde.

1.9. Bakterienstimme

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme

Bezeichnung Genomische Determinanten Referenz

E. coli BL21(DE3) B, F7, dcm, ompT, hsdS(rg” mg’), gal, A(DE3) (Studier und Moffatt, 1986)

E. coli DH5«a F7, endA1, hsdR17, (rk mg*), supE44, thi-1, (Bethesda Research Labs, 1986)

E. coli One Shot TOP10

E. coli UT5600(DE3)

A-, recAl, gyrA96, relAl, 80dlacZAM15,

F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
©80lacZAM15, AlacX74, recAl, araD139,
A(ara- leu)7697, galU, galK, rpsL, (StrR),
endA1, nupG, A-

F, ara-14, leuB6, secA6, lacY1, proC14, tsx-
67, AlompT-fepC)266, entA403, trpE38,
rfbD1, rpsL109(Str"), xyl-5, mtl-1, thi-1,
A(DE3)

1.10. Plasmide

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Invitrogen, Karlsruhe

(Jose und Handel, 2003)

Bezeichnung | Determinanten Referenz

pAGO008 aph, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir Diese Arbeit,
Peptid DDDSDDD+HA-Epitop codierender Sequenz als siehe Anhang
Passagier, lacl, ColA origin

pAG009 aph, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir Diese Arbeit,
Peptid DDDADDD+HA-Epitop codierender Sequenz als siehe Anhang
Passagier, lacl, ColA origin

pAGO11 aph, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit Diese Arbeit,
1.000 bp unterbrechender DNA-Sequenz, lacl, ColA origin | siehe Anhang

pBL002 aph, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit AKJose
NADH-Oxidase-I-ORF als Passagier, lacl, ColA origin

pET-Adx04 bla, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir (Jose etal., 2002)
Adrenodoxin codierender Sequenz als Passagier, lacl,
ColE1 origint?




Material und Methoden 37
Bezeichnung | Determinanten Referenz
pET-Afaec bla, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit AKJose

Nitrilase (4. faecalis)-ORF als Passagier, lacl, ColE1 origin?
pET-RAA bla, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit AK Jose

hasi Casein-ORF als Passagier, lacl, ColE1 origin?
pGEX-CK2a bla, tac Promotor, CK2a (cDNA nt 1-1178)-0RF, lacl, GST, AG Montenarh,

ColE1 origint? Homburg/Saar
pGEX-CK2p bla, tac Promotor, CK2[3 (cDNA nt 1-648)-0RF, lac], GST, AG Montenarh,

ColE1 origint? Homburg/Saar
pKP003 bla, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir AKJose

verkiirztes Casein (KP3) codierender Sequenz als

Passagier, lacl, ColE1 origin?
pKPO007 bla, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir AKJose

verkirztes Casein (KP7) codierender Sequenz als

Passagier, lacl, ColE1 origin?
pSS001 aph, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir Diese Arbeit,

CK2a codierender Sequenz als Passagier, lacl, ColA origin siehe Anhang
pSS002 bla, T7 Promotor (pET-System), AT-Fusionsgen mit fiir Diese Arbeit,

CK2p codierender Sequenz als Passagier, lacl, ColE1 siehe Anhang

origin!
pT7-7-CK2a bla, T7 Promotor, CK2a-ORF, ColE1 origin! (Grankowski et al., 1991)
pT7-7-CK2p bla, T7 Promotor, CK23-ORF, ColE1 origin? (Grankowski et al., 1991)

lAnmerkung: Die Bezeichnungen pMB1-, pBR322- und ColE1-origin werden in der

Literatur synonym verwendet.

1.11. Nidhrmedien

Die Nahrmedien wurden im Anschluss an ihre Herstellung bei 121 °C und einem
Druck von 1,1kg/cm? fiir 20 min im Autoklav sterilisiert. Nicht autoklavierbare
Zusitze wie Glucose und Antibiotika wurden sterilfiltriert (0,22 pm Porengrofie),
bevor sie den abgekiihlten Medien zugegeben wurden.

1.11.1. LB-Medium

10 g/l Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/1 NaCl,
16 g/1 Agar (nur bei Festmedien)

1.11.2. PPM-Medium

15 g/1 Proteose Pepton, 5 g/l NaCl, 1 g/1 Zulkowsky Starke, 1 g/1 KH2POy4,
0,8 g/1 K2HPO4, 20 % (v/v) Glycerol
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1.11.3. SOC Medium

20 g/1 Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/1 NaCl, 2,5 g/1 KCl,
20 mM D-Glucose (sterilfiltriert), 10 mM MgCl; (autoklaviert)

1.11.4. 2xYT Medium (pH 7,0)

16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/1 NaCl

1.12. Losungen und Puffer

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Losungen und Puffer mit Reinstwasser

angesetzt.

1.12.1. Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

0,8 % (w/v) Agarose in 1XTAE-Puffer (Losen durch Aufkochen)

5 % High Resolution (3:1) Agarose in 1xTAE-Puffer (Losen auf Heizmixer)

TAE-Puffer (50x%, pH 8,0):
2 M Tris, 0,1 M Essigsdure, 50 mM EDTA (pH 8,0)

DNA-Probenpuffer (10x):
0,42 % (w/v) Bromphenolblau, 50 % (v/v) Glycerol, 10 mM EDTA (pH 8,0)

DNA-Farbebad:
1 mg Ethidiumbromid in 1 1 1XTAE-Puffer

1.12.2. Losungen fiir die SDS-PAGE

Trenngel-Puffer (4x):
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 0,4 % (w/v) SDS, 0,4 % (v/v) TEMED

Sammelgel-Puffer (4x):
1,25 M Tris/HCI (pH 6,8), 0,4 % (w/v) SDS, 0,4 % (w/v) TEMED

Polyacrylamidtrenngel (12,5 %):

41,6 % (v/v) Rotiphorese Acylamid Gel 30, 25 % (v/v) Trenngel-Puffer (4x),
0,1 % (w/v) APS
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Polyacrylamidsammelgel (4 %):

13,1 % (v/v) Rotiphorese Acylamid Gel 30, 25 % (v/v) Sammelgel-Puffer (4x),
0,1 % (w/v) APS

Tris-Glycin Elektrodenpuffer (5x):
125 mM Tris, 1,25 M Glycin, 0,5 % (w/v) SDS

Protein-Probenpuffer (2x):
100 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4 % (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau,
20 % (v/v) Glycerol, 200 mM Dithiothreitol

Protein-Probenpuffer, nicht-reduzierend (2x):

100 mM Tris/HCI (pH 6,8), 4 % (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau,
20 % (v/v) Glycerol

Coomassie Brilliant Blue Farbel6sung:

2,5 g/1 Coomassie Brilliant Blue R250, 10 % (v/v) Essigsaure,
45 % (v/v) Methanol

1.12.3. Losungen fiir die Isolierung von Proteinen der duféeren Bakterienmembran

Tris/HCl-Puffer: 0,2 M Tris/HCI (pH 8,0)

Saccharoseldsung: 1,0 M D-Saccharose

EDTA-L6sung: 10,0 mM  NazEDTA

Lysozym: 10,0 mg/ml Lysozym

PMSF: 100,0 mM  PMSF in 2-Propanol

Aprotinin: 10,0 mg/ml Aprotinin in 10 mM HEPES (pH 8,0)

N-Laurylsarcosin: 1,0 mg/ml N-Laurylsarcosin in PBS

DNase I: 1,0 mg/ml DNase |

Trypsin: 25 % Trypsin in NaCl (0,9 % (w/v))
Extraktionspuffer:

50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 10 mM MgClz, 2 % (v/v) Triton X-100

PBS:
137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH2PO4
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1.12.4. Loésungen fiir die CK2-Aufreinigung und den CK2-Aktivitatstest

P100:

100 mM NacCl, 25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol, 0,2 mM
PMSF
P300:

300 mM NacCl, 25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol, 0,2 mM
PMSF
P1000:

1 M NacCl, 25 mM Tris/HCl (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol, 0,2 mM PMSF

P1500:
1,5 M NacCl, 25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol, 0,2 mM PMSF

Kinasepuffer:
100 mM NacCl, 50 mM Tris/HCI (pH 7,5), 10 mM MgClz, 1 mM DTT

Assaypuffer (radioaktiv):
150 mM NacCl, 25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol,
5 mM MgClz, 0,19 mM Substratpeptid, 0,6 nCi y-[32P]ATP, 100 uM ATP

Assaypuffer:
150 mM Nac(l, 25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol,
5 mM MgCly, 0,19 mM Substratpeptid, 100 uM ATP

Assaypuffer (flir einen Gesamtumsatz des Substrats und zur Bestimmung der Kinetik):
150 mM NacCl, 25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 7 mM 2-Mercaptoethanol,
5 mM MgCly, 0,19 mM Substratpeptid, 200 uM ATP

Substratpeptide waren Peptid RRRDDDSDDD oder folgende Derivate:
RRRDDDSDDD-[EDANS] oder [DABCYL]-RRRDDDSDDD-[EDANS].

1.12.5. Losungen fiir die Plasmidisolierung nach Birnboim und Doly

Losung 1: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 10 mM Naz;EDTA; 100 pg/ml RNase
Losung 2: 0,2M NaOH; 1 % (w/v) SDS
Losung 3: 2,55 M Kaliumacetat (pH 4,8 mit Eisessig eingestellt)
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2. Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle molekularbiologischen Methoden

basierend auf Vorschriften von Sambrook et al. (2001) durchgefiihrt.

2.1. Arbeiten mit E. coli

2.1.1. Kultivierung

In dieser Arbeit wurden verschiedene Stamme von E.coli entweder auf LB-
Agarplatten oder in LB-Flissigmedium kultiviert. LB-Agarplatten wurden mit einem
Kiigelchen aus einem Kryordhrchen der Stammhaltung (siehe 2.1.2) oder mit einer
Einzelkolonie einer anderen LB-Agarplatte beimpft und tber Nacht bei 37 °C
bebriitet. Den Medien wurde Antibiotikum zugegeben (15 pg/ml bis 30 pg/ml
Kanamycin oder 50 ug/ml bis 100 pg/ml Ampicillin), sofern die Stimme die jeweilige
Resistenzdeterminante exprimierten. Das LB-Fliissigmedium wurde genauso beimpft
und im Schiittelinkubator tiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.

2.1.2. Stammbhaltung

Bakterienstimme wurden zur kurzfristigen Lagerung (1-4 Wochen) auf bebriiteten
Agarplatten (mit zur Resistenz des Stamms passendem Antibiotikum) im
Kiihlschrank aufbewahrt. Zur langfristigen Lagerung wurden sie bei -70 °C in PPM-
Medium aufbewahrt. Dazu wurde zunachst eine LB-Agarplatte (mit zur Resistenz des
Stamms passendem Antibiotikum) mit dem entsprechenden Stamm beimpft und liber
Nacht bei 37 °C bebriitet. Die Kultur wurde mit einem sterilen Wattestdbchen von der
Agarplatte in ein mit 1 ml PPM-Medium gefiilltes Mikroreaktionsgefaf3 tiberfiihrt und
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei sterile, mit Glaskiigelchen gefiillte
Kryorohrchen verteilt und abschliefdend in einem Ethanol/Trockeneisbad schock-

gefroren.

2.1.3. Herstellung elektrokompetenter Stimme

Eine Flissigkultur von frisch aus der Stammsammlung entnommenen Zellen wurde
tiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Mit 1 % (v/v) dieser Vorkultur wurden
200 ml 2xYT-Medium beimpft und bis zu einer ODs78nm von 0,5 kultiviert. Nach 30-
miniitiger Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension bei 4 °C und 2.500x g fir

5 min zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Die Zellen wurden
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zunachst zweimal mit eiskaltem, sterilem Reinstwasser und dann einmal mit
eiskaltem 10 %igen Glycerol gewaschen (je 1.000x g, 4 °C, 15 min). Das Sediment
wurde in 1ml 10 %igem (v/v) Glycerol resuspendiert, in Aliquots von 50 pl
schockgefroren (Ethanol/Trockeneisbad) und bei -70 °C gelagert.

2.1.4. Transformation durch Elektroporation

Ein 50 pl-Aliquot elektrokompetenter E. coli Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit
einem kleinen Volumen (1-10 pl) Plasmid-DNA oder Ligationsansatz versetzt und in
eine eiskalte Elektroporationskiivette (Schichtdicke: 1 mm) iberfiihrt. Der Ansatz
wurde im Elektroporator 22510 (Eppendorf, Hamburg) fiir 5 ms einer Spannung von
1.800 V ausgesetzt. Unverziiglich wurde 1 ml eines auf 37 °C vorgewarmten SOC-
Mediums hinzu pipettiert und der Ansatz in ein steriles 2 ml Mikroreaktionsgefaf3
tiberfiihrt. Unter leichtem Schiitteln wurde der Transformationsansatz fiir 60 min bei
37 °C inkubiert. Anschliefend wurden verschiedene Volumina der Zellsuspension
(z.B. 20 ul und 100 pl) auf LB-Agarplatten ausgestrichen, die solche Selektions-
antibiotika enthielten, gegen die erfolgreich transformierten Bakterienstimme
resistent, Zellen ohne entsprechend neu aufgenommenes Plasmid jedoch sensitiv

waren.

2.1.5. Expression der Autotransporter-Fusionsgene in E. coli

Zunichst wurde eine ,Starterkultur” mit einer Kolonie des auf einer LB-Agarplatte
gewachsenen Stammes angeimpft. Sofern die E. coli-Stimme Resistenzdeterminanten
exprimierten, enthielt das LB-Medium der ,Starterkultur® das entsprechende
Antibiotikum (50-100 pg/ml Ampicillin und/oder 15-30 pug/ml Kanamycin). LB-
Medium mit passendem Selektionsantibiotikum wurde mit 1/1.000 des Volumens
der bis zur stationdren Phase kultivierten ,Starterkultur” inokuliert (,Hauptkultur®).
Neben LB-Medium und Selektionsmedium enthielt die ,Hauptkultur” in der Regel
10 uM EDTA und 15 mM 2-Mercaptoethanol. Diese Hauptkultur wurde bei 37 °C und
200 rpm bis zu einer ODs7g8nm von 0,6-0,7 bebriitet. Die Expression eines unter der
Kontrolle des T7-Promotor stehenden Gens wurde durch Zugabe von IPTG (1 mM)
und Inkubation fiir 1 h induziert. Danach wurde die Kultur 15 min bei 4 °C gelagert.
Anschlieféend wurde die Zellsuspension bei 3.850 x g (4 °C, 4 min) zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Sediment in Kinasepuffer aufgenommen. Nach
erneuter Zentrifugation (3.850 x g, 4 °C, 4 min) wurde das Sediment noch zweimal
mit Kinasepuffer gewaschen und im letzten Schritt eine ODs78nm von 1 eingestellt. So
praparierte Zellen wurden nach Moéglichkeit sofort weiterverwendet oder maximal 2
Tage bei 4 °C gelagert.
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2.1.6. Nachweis der Orientierung von Autodisplay-Passagieren durch Antikérper

Wenn moglich, wurde die Orientierung von Autodisplay-Passagieren iiber die
Zuganglichkeit eines enthaltenen Hamagglutinin-Epitopes (HA-Epitop) nach-
gewiesen. Dazu wurden IgG-Antikorper (AK) eingesetzt, welche zu grofs fiir eine
Passage liber die dufdere Membran von E. coli sind. Anti-HA AK koénnen also lediglich
dem Extrazellularraum zugewandte HA-Epitope binden. Eine spezifische Bindung
eines Anti-HA AK an eine Zelle weist damit die Existenz des HA-Epitopes an der
Zelloberflache nach. Uber einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper, der den
Anti-HA AK spezifisch bindet, kann diese Zelle fluoreszenzmarkiert werden.

Der gewiinschte Stamm wurde kultiviert und die Expression des Autotransporter-
Fusionsgens induziert (Abschnitt 2.1.6). 250 pl der gewaschenen Bakteriensuspen-
sion wurde bei 11.500 x g (RT, 30 s) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Sediment in 25 pl Kinasepuffer aufgenommen. Dazu wurden 2 pul Anti-HA AK
(0,4 mg/ml Losung) gegeben, leicht geschiittelt, 20 min auf Eis und danach 10 min bei
RT inkubiert. Das Volumen wurde mit Kinasepuffer auf 500 pl vergrofiert und die
Zellen sedimentiert (11.500 x g, RT, 30 s). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen
in 25 pl Kinasepuffer aufgenommen, 1 pl Dylight 649-konjugierter Anti-Maus AK
(1 mg/ml Losung) zugegeben und nach vorsichtigem Mischen 30 min lichtgeschiitzt
auf Eis inkubiert. Die Probe wurde mit Kinasepuffer auf 500 ul aufgefiillt,
zentrifugiert (11.500xg, RT, 30s) und das Sediment in 500 pl Kinasepuffer
aufgenommen. Die Fluoreszenz so behandelter E. coli wurde anschliefiend
durchflusszytometrisch analysiert.

2.1.7. Fluoreszenzmarkierung von Zellen basierend auf Affinitat zur CK2

Die Affinitdt zwischen Autodisplay-Passagierdomdne und der Proteinkinase CK2
wurde liber die Detektion der Bindung von CK2 zu Autodisplay-Zellen nachgewiesen.
Zur Markierung wurde eine Suspension von Bakterienzellen mit Fluorescein-
konjugierte CK2 (Abschnitt 2.3.2) inkubiert. Die Zellen wurden, wie in Abschnitt 2.1.5
beschrieben, kultiviert und prapariert. Die Zellsuspension wurde sedimentiert
(11.500x g, RT, 30 s) und in Kinasepuffer mit 200 pM ATP zu einer ODs78nm von 1
resuspendiert. Zu 20 pl dieser Suspension wurden 10 pl Fluorescein-konjugierte CK2
(Stammlosung ca. 1 mg/ml) gegeben und 30 min bei 37 °C unter Lichtausschluss
inkubiert. AnschliefSend wurde mit Kinasepuffer (mit 200 uM ATP) auf ein Volumen
von 500 pl aufgefiillt und weitere 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem Zentrifu-
gationsschritt bei 11.500xg (RT, 30s) wurde der Uberstand verworfen und das
Zellsediment vorsichtig in 200 ul Kinasepuffer resuspendiert. Die Fluoreszenz-
intensitat so behandelter Zellen wurde durchflusszytometrisch untersucht.
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2.1.8. Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Analysen (Herzenberg und Sweet, 1976) von E. coli wurden
mit Hilfe eines FACSAria-Systems der Firma Becton-Dickinson (Heidelberg) und der
Analyse- und Steuersoftware FACSDiva (Vers. 5.0.3) durchgefiihrt. Dieses Gerat
besitzt zwei Anregungslaser (Argonlaser, 488 nm und Helium-Neon-Laser, 633 nm).
In den Experimenten wurden optische Bandpassfilter der Wellenldnge 530 nm
(grine Fluoreszenz, Bandbreite: 30 nm, fiir FITC und Fluorescein) und der Wellen-
lange 660 nm (rote Fluoreszenz, Bandbreite: 20 nm, fiir Dylight 649) zur Fluores-
zenzdetektion eingesetzt. Zur Auswertung der Fluoreszenzintensitit wurde in jedem
Kanal die Signalhohe herangezogen. Als Maf des Fluoreszenzmittelwertes wurde in
allen Messungen der durch die Software ermittelte ,mean“-Wert aller jeweils
untersuchten Zellen angegeben. Die Grundeinstellungen zur Detektion und
Darstellung der E. coli-Zellen sind in Tabelle 11 angegeben. Diese wurden fiir jede
Messung neu tiberpriift und eventuell angepasst, da mit diesen Parametern nicht alle
die Messung betreffenden Faktoren vollstindig erfasst und kontrolliert werden
konnten. Alle in durchflusszytometrischen Experimenten verwendeten Losungen

wurden zeitnah vor der Analyse sterilfiltriert.

Tabelle 11: Geridteparameter fiir eine typische durchflusszytometrische Analyse von E. coli.

Parameter | Darstellung | Verstirkung | ,Threshold”
,Forwardscatter” (FSC) log 200 300
»Sidescatter” (SSC) log 450 200
Detektion bei 530 nm log 600

Detektion bei 660 nm log 1000

2.2. Arbeiten mit Nukleinsauren

2.2.1. Plasmidisolierung

In der Regel wurde fiir analytische Anwendungen Plasmid-DNA aus E. coli mit der
Methode der alkalischen Lyse ohne Phenol/Chloroform-Extraktion gewonnen
(Birnboim und Doly, 1979). Fiir praparative Anwendungen wurde Plasmid-DNA mit
Hilfe des ,QIAprep Miniprep Kits“ (Qiagen, Hilden) isoliert. Die DNA-Aufreinigung
nach der Zelllyse beruht bei dieser Methode auf einer Festphasenextration mit
Silikapartikeln als fester Phase, an die DNA in Anwesenheit chaotroper Salze bindet .
Man erhilt so im Vergleich zur Methode nach Birnboim und Doly Plasmid-DNA, die

weniger Verunreinigungen wie Salze und Proteine enthalt. Nachfolgende Arbeits-
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schritte, wie z.B. eine DNA-Sequenzanalyse oder Klonierungen werden so weniger
beeintrachtigt. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Vervielfiltigung der offenen Leserahmen, die CK2a und CK2[3 codierten, erfolgte
durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al, 1988). Dabei wurden die
Plasmide pGEX-CK2a und pGEX-CK2f als jeweilige Matrizen zur Amplifikation
eingesetzt. Als ,primer” dienten zu den Enden des jeweiligen offenen Leserahmens
(a-Untereinheit: CSNK2A1, [(-Untereinheit: CSNK2B) partiell komplementire
Oligonukleotide. Diese wurden so konstruiert, dass die entstehenden dsDNA-
Abschnitte flankierende Erkennungssequenzen fiir Restriktionsschnittstellen
enthielten, liber die das Fragment in einen passenden Vektor ligiert werden konnte.
Da Restriktionsenzyme am dufderen Ende eines dsDNA-Abschnitts nur mit geringer
Effizienz hydrolysieren, wurden je nach Enzym weitere Nukleotide zusatzlich
angefiigt, um die Restriktionseffizienz zu erhohen.

Die PCR wurde jeweils mit dem ,PCR-Master-Mix S“ (PeqlLab, Erlangen) in einem
Gesamtvolumen von 20 pl mit folgender Zusammensetzung durchgefiihrt:

PCR-Master-Mix S 10 ul
Jforward primer” (10 uM) 1 pl
Jreverse primer” (10 uM) 1l
Plasmid-DNA (Matrize) 0,5 pl (ca. 500 ng)

Reinstwasser 7,5 ul

PCR-Programme zur Amplifikation von CSNK2A1 und CSNK2B:
1) Initiale Denaturierung: 96 °C 4 min 96 °C 4 min
2) Denaturierung: 94°C 20s 94°C 20s
3) ,Annealing” der ,primer*: 60°C 30s 50°C 60s
4) Elongation 72°C 60s 72°C 60s
5) Terminale Elongation 72°C 5min 72°C 5min

Die Sequenz der Schritte 2-4 wurde pro PCR 29 x wiederholt.

2.2.3. Hybridisierung von Oligonukleotiden

Kurze Sequenzen doppelstrangiger DNA wurden durch Hybridisierung zweier
synthetisch hergestellter, komplementarer Oligonukleotide erzeugt. Dazu wurde eine
Losung von zwei komplementdren Oligonukleotiden (je 50 pmol) in 10 pl Reinst-
wasser hergestellt. Die DNA wurde 5 min bei 95 °C denaturiert und durch Abkiihlen
auf 4 °C hybridisiert.
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2.2.4. DNA-Zweitstrangsynthese

Die DNA-Doppelstrangsynthese des Bibliotheksinserts erfolgte enzymatisch. Ein
85 bp langes Oligonukleotid (Pr249) enthielt eine eingeschrankt zuféllige DNA-
Sequenz, die von konstanten DNA-Abschnitten flankiert war. Zusatzlich wurde ein
23 bp langes Oligonukleotid (Pr248) konstruiert, das komplementar zum konstanten
3’-Abschnitt von Pr249 war. Pr248 diente als Primer fiir das Klenow(exo-)-Fragment
der DNA-Polymerase I, die den Zweitstrang auffiillte.

Schritt 1: Hybridisierung der Oligonukleotide:

2ul Pr248 (100 uM)

2ul Pr249 (100 uM)

4 ul Puffer 2 (NEB, Frankfurt a.M.)
28 ul Reinstwasser

Diese Komponenten wurden auf Eis pipettiert und im Thermocycler bei 95 °C fiir
5 min denaturiert. Anschlief3end wurde die Temperatur in Schritten von 0,1 °C/min
bis auf 36 °C abgesenkt.

Schritt 2: Polymerase-Reaktion:

Zu dem Produkt aus Schritt 1 wurden folgende Reagenzien zugegeben:

0,6 ul Puffer 2 (NEB, Frankfurt a.M.)
5ul  dNTPs (10 mM pro dNTP)
3ul  Klenow(exo-) (NEB, Frankfurt a.M.)

Im Thermocycler wurde anschlief3end folgende Sequenz durchlaufen:

Polymerasereaktion: 35°C 1h

Stopp der Reaktion: 75°C 20 min

Renaturieren der dsDNA: 75 °C — 35 °Cmit 0,1 °C/min
Aquilibrierung: 35°C 5min

2.2.5. Enzymatische Spaltung von DNA-Fragmenten

Die hydrolytische Spaltung von DNA-Molekiilen durch Restriktionsendonukleasen
wurde sowohl analytisch als auch praparativ eingesetzt. Verwendet wurden
Restriktionsenzyme des Herstellers NEB (Frankfurt a.M.). Ein typischer Ansatz
enthielt dabei neben DNA noch 5-20 units Restriktionsenzym, den passenden
vorgemischten Reaktionspuffer (NEB, Frankfurt a.M.) und Reinstwasser. Dieser
wurde 2-3h oder tlber Nacht bei der vom Hersteller vorgegebenen enzym-
spezifischen Optimumstemperatur (meist 37 °C) inkubiert.
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2.2.6. Agarosegelelektrophorese

Die aufzutrennenden DNA-Losungen wurden mit Probenpuffer versetzt, um ihre
spezifische Dichte zu erhohen und die Beladung des horizontalen ,submarine“-Gels
zu erleichtern. Um den Fortschritt der Elektrophorese verfolgen zu konnen, enthielt
der Probenpuffer auflerdem Bromphenolblau als Farbmarker. Standardmafiig
wurden 0,8 %ige (w/v) Agarosegele zur Auftrennung von Vektorfragmenten genutzt.
Diese wurden mit einer Spannung von 8-12 V/cm in 1x TAE-Laufpuffer getrennt. Zur
Trennung kleiner Oligonukleotide (<150 bp) wurden Gele mit bis zu 5% High
Resolution Agarose (Starlab, Ahrensburg) mit einer Spannung von 4-6V/cm

eingesetzt.

Nachdem die DNA fiir ca. 20 min im Ethidiumbromidbad (1 mg in 11 TAE-Puffer)
(Ethidiumbromid=3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid) angefarbt
wurde, konnten entsprechende Banden durch Anregung mit UV-Licht (312 nm)
sichtbar gemacht werden. Die Dokumentation erfolgte durch digitale Fotografie
mittels CCD-Kamera.

2.2.7. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegel

Um DNA-Fragmente aus einem priparativen Agarosegel zu isolieren, wurde die
gewiinschte Bande unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und mit
Hilfe des ,QIAquick Gel Extraction Kits“ (Qiagen, Hilden) aus der Gelmatrix gelost. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

2.2.8. Ligation

DNA-Fragmente mit kompatiblen, tiberhdngenden Enden wurden durch T4-DNA-
Ligase enzymatisch verkniipft. Eine Berechnung der Reaktionsvolumina erfolgte
mittels einer selbst verfassten Excel-Vorlage. Diese berticksichtigt fiir die Berechnung
der Zusammensetzung von Ligationsansatzen die Gréfie und Konzentration der DNA-
Fragmente (Formel nach Cranenburgh (2004)). Ein typischer Ligationsansatz enthielt
DNA-Ligase-Puffer (1x) und T4-DNA-Ligase (NEB, Frankfurt a.M.) in wassriger
Losung. Die Ligation wurde im Thermocycler bei 16 °C durchgefiihrt und nach 16 h
durch Hitzedenaturierung des Enzyms (10 min bei 65 °C) gestoppt. Das Produkt der
Ligation wurde durch Dialyse entsalzt und zur Transformation von kompetenten
E. coli Stammen eingesetzt.
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2.2.9. Entsalzen von DNA-L6sungen mittels Dialyse

Eine hohe Salzkonzentration im Ligationsprodukt setzt die Effizienz einer Elektro-
poration herabsetzt. Zur Verringerung der Salzkonzentration wurden Ligations-
produkte standardmafdig dialysiert (MF Membranfilter VSWP02500, Porenweite:
0,025 pm). Dazu wurde eine Petrischale mit Reinstwasser befiillt, ein Viertel der
Membran auf die Wasseroberfldache gelegt und max. 20 pl der zu dialysierenden DNA-
Losung auf die Membran pipettiert. Nach ca. 30 min wurde der Tropfen vorsichtig in
ein Mikroreaktionsgefaf$ tiberfiihrt.

2.2.10. DNA Sequenzanalyse

Die Analyse von DNA-Sequenzen erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger
et al, 1977) und wurde vom Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ)
der Heinrich-Heine-Universitit oder von GATC Biotech (Konstanz) durchgefiihrt.

2.3. Arbeiten mit Proteinen

2.3.1. Rekombinante Expression und Reinigung der humanen CK2

Die Aufreinigung der Proteinkinase CK2 erfolgte nach einem leicht modifizierten
Protokoll von Grankowski et al. (Grankowski et al., 1991). Die a- (CSNK2A1) und die
B-Untereinheit (CSNK2B) der CK2 wurden, basierend auf einem pT7-7 Vektorsystem,
getrennt voneinander in separaten E.coli BL21(DE3) Stdammen exprimiert. Dazu
wurden E. coli BL21(DE3) Zellen frisch mit dem jeweiligen Expressionsvektor (fiir die
a-Untereinheit: pT7-7-CK2q, fiir die B-Untereinheit: pT7-7-CK2B) transformiert.
Ausgehend von einer Kolonie wurde zuerst eine Vorkultur (300 ml LBamp1o0-Medium)
beimpft und tiber Nacht kultiviert. Am nachsten Tag wurden je 3 1 LBampioo-Medium
mit jeweils 300 ml der Vorkultur inokuliert und bis zu einer ODeoonm von 0,6
kultiviert, bevor die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (1 mM) induziert
wurde. Nach vierstiindiger Expression wurden die Stimme durch Zentrifugation bei
6.000xg (10 min, 4 °C) geerntet und das Sediment iiber Nacht bei -80 °C gelagert.
Alle folgenden Reinigungsschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt, um eine
Denaturierung und eine Degradation der CK2 zu minimieren. Die Bakterienzellen
wurden in sterilem, mit 7 mM 2-Mercaptoethanol und ,Complete Protease Inhibitor
Cocktail“ (Roche, Mannheim) supplementiertem Reinstwasser resuspendiert
(100 ml/10 g Bakterien). Der Zellaufschluss erfolgte mit Ultraschall (3 x30s mit
Ultraschallsonde, unterbrochen durch je 30 s Kiihlung auf Eis). Das Lysat wurde bei
30.000 rpm (Rotor: 4ITi, 30 min, 4°C) zentrifugiert und der Uberstand als
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Wasserextrakt aufbewahrt. Das Sediment wurde in P1500 aufgenommen
(100 ml/10 g) und bei 4 °C tiber Nacht unter Riithren weiter extrahiert. Nach erneuter
Ultrazentrifugation (Rotor: 41Ti, 30 min, 4 °C) wurde der Uberstand (P1500-Extrakt)
abgenommen und mit dem Wasserextrakt vereinigt. Das Sediment wurde verworfen.
Die Extrakte mit den beiden Untereinheiten wurden vereinigt und gegen P300
dialysiert (Ausschlussgrenze 10-20 kDa). Parallel wurde eine Chromatographiesaule
mit 150 ml gequollener Phosphozellulose (Kationentauscher P11 (Whatman,
Maidstone, UK)) gepackt und mit P300 dquilibriert. Das filtrierte Dialysat (ca. 450 ml)
wurde mit einer Flussrate von 1,5 ml/min auf die Sdule geladen (Econo-System (Bio-
Rad, Miinchen)). Die Sdule wurde so lange mit P300 gespiilt, bis kein Protein mehr
eluiert wurde. Dies wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm durch einen an
der Saule angeschlossenen UV-Detektor kontrolliert. Die nun an der stationdren
Phase adsorbierten Proteine wurden durch einen linearen Salzgradienten von
300 mM bis 1.500 mM NaCl (Flussrate: 1 ml/min, 600 ml Gesamtvolumen) eluiert
und fraktioniert (80 Fraktionen a 7,5 ml). Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE
(siehe Abschnitt 2.3.5) und mittels eines radiometrischen Aktivitatstests (siehe
Abschnitt 2.3.6) untersucht. CK2-haltige Fraktionen wurden anschlief3end vereinigt
(ca. 400 ml) und iiber Nacht gegen P300 dialysiert (Ausschlussgrenze 10-20 kDa). Die
CK2 wurde ab einer Salzkonzentration von etwa 600-700 mM NaCl von der Saule
eluiert. Zur weiteren Aufkonzentrierung wurde eine kleine P11-Saule (ca. 15 ml in
mit P300 gequollener Phosphozellulose) mit dem Dialysat beladen. Die CK2-Fraktion
wurde durch sofortigen Wechsel des Puffers auf P1.000 eluiert und fraktioniert.
Durch Messung der Absorption bei 280 nm wurden die proteinhaltigen Fraktionen
identifiziert. Anschlieffend wurden diese Fraktionen vereinigt (ca. 48 ml) und in
einem Dialyseschlauch (Ausschlussgrenze 3 kDa) gegen Polyethylenglycol 20.000 auf
ca. 5ml eingeengt. Die anschliefdende Gelfiltration erfolgte mit einer Superose-6-
Matrix (2,6 x90 cm (Pharmacia, Stockholm, Schweden)) und P1000 mit einer
Flussrate von 1 ml/min. Proteinhaltiges Eluat wurde durch Messung der Absorption
bei 280 nm detektiert. Dieses Eluat wurde fraktioniert und mittels SDS-PAGE und
radiometrischem CK2-Aktivitdtstest analysiert. CK2-haltige Proben wurden vereinigt,
gegen P100 dialysiert, in Portionen von je 1 ml in Mikroreaktionsgefdfien durch
fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

2.3.2. Konjugation der CK2 mit Fluorescein

Isolierte Proteinkinase CK2 wurde mit dem ,Fluorescein Labeling Kit“ (Roche,
Mannheim) markiert. Dabei wurde 5(6)-Carboxyfluorescein-N-succinimidylester
(FLUOS) als Markierungsreagenz eingesetzt. Die freien Amingruppen der CK2
reagierten dabei mit der Esterfunktionalitit des FLUOS zu entsprechenden
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Carbonsaureamid-Derivaten. Die Reaktion wurde durchgefiihrt wie im Protokoll des

Herstellers angegeben.

2.3.3. Proteasesensitivitit von Autotransporter-Fusionsproteinen

Nach der Konstruktion neuer Autotransporter-Fusionsproteine sollte {iberpriift
werden, ob die Passagierdoméne in den Extrazellularraum orientiert ist. Neben der in
Abschnitt 2.1.6 beschriebenen Methode stellt die Proteasesensitivitat ganzer E. coli-
Zellen durch Trypsin ein iibliches Mittel zur Bestimmung der Lokalisierung eines
Proteins dar. Zu Autotransporter-Fusionsproteinen ist nur dann Zugang zu erwarten,
wenn diese auf der Aufienseite der Bakterienzelle prasentiert werden oder wenn die
Auflenmembran der Bakterienzelle fiir Proteasen durchldssig wird. Um letzteres
auszuschliefden, kann man OmpA als Marker benutzen, dessen C-terminale Doméane
natiirlicherweise im Periplasma vorliegt. Nur wenn diese Domane nicht von der
eingesetzten Protease angegriffen wird und OmpA in voller Grofie erhalten bleibt, ist
die Integritat der Aufenmembran gewahrleistet.

Der zu untersuchende E. coli-Stamm wurde kultiviert und geerntet wie in Abschnitt
2.1.5 beschrieben. Das Zellsediment einer 40 ml Hauptkultur wurde zweimal mit 5 ml
0,2M Tris/HCl (pH 8) gewaschen und in 1 ml dieses Puffers resuspendiert. Nach
Zugabe von 100 pl einer 2,5 %igen Trypsinlosung wurde der Ansatz 60 min bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 ml Tris/HCl + 10 % FCS gestoppt
und die Zellen zweimal mit diesem FCS-haltigen Puffer gewaschen. Daran schloss sich
die Isolierung der Aufdenmembranproteinfraktion an (Abschnitt 2.3.4).

2.3.4. Isolierung von Proteinen der duferen Bakterienmembran

Zur Kontrolle der Expression neu konstruierter Autotransporter-Fusionsgene wurde
untersucht, ob das entsprechende Fusionsprotein in der Fraktion der Aufden-
membranproteine identifiziert werden konnte. Die Auféenmembranproteinisolierung
wurde nach einem von Hantke (1981) beschriebenen Protokoll in leicht modifizierter
Form durchgefiihrt. Der zu untersuchende E. coli-Stamm wurde vorbereitet wie in
Abschnitt 2.1.5 beschrieben. Abweichend davon wurde allerdings das gesamte
Sediment einer 20 ml Hauptkultur fiir die folgenden Schritte verwendet. Fiir die
Untersuchung der Proteasesensitivitiat des Fusionsproteins wurden die Zellen vorbe-
handelt wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben.

Das Bakteriensediment wurde zweimal mit 0,2 M Tris/HCl-Puffer (pH 8) gewaschen
und anschlief3end in 1,5 ml dieser Losung resuspendiert. Durch Zugabe von 100 pl
Saccharose (1 M), 100 pl EDTA (10 mM), 100 pl Lysozym (10 mg/ml) und 3,2 ml
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Reinstwasser wurde die Zellwand hydrolysiert. Nach 10 min Inkubation bei RT
wurden so Spharoplasten erzeugt. Diese wurden durch Zugabe von 5 ml Extraktions-
puffer aufgeschlossen und mogliche Proteasen durch Zugabe von 50 pul PMSF
(100 mM) und 10 pl Aprotinin (10 mg/ml) inhibiert. Aufderdem wurde 100 pl DNase [
(1 mg/ml) zugegeben, um freiwerdende DNA innerhalb der 25-miniitigen Inkubation
(bei 4 °C) abzubauen. Zelltrimmer wurden bei 2.400 xg (5 min, 4 °C) sedimentiert.
Der Uberstand wurde in ein frisches Gefif {iberfiihrt und bei 38.500 xg (10 min,
4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand dieses Zentrifugationsschritts wurde verworfen,
das Sediment vorsichtig mit 2 ml N-Laurylsarcosin gewaschen und erneut bei
38.500xg (10 min, 4 °C) zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml Reinstwasser
aufgenommen, in ein Mikroreaktionsgefaf? tiberfiihrt und bei 15.000 x g sedimentiert
(10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in einem Volumen
Reinstwasser aufgenommen, das dem Volumen des Sediments entsprach. Diese
Proteinlosung wurde mit 1,5-fachem Volumen SDS-Probenpuffer versetzt. Vor
Trennung und Analyse durch SDS-PAGE wurde die Proteinprobe fiir 5-10 min bei
95 °C denaturiert. So prdparierte Proben wurden anschliefend mittels SDS-PAGE
getrennt oder bei -20 °C gelagert.

2.3.5. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht auftrennen und analysieren zu koénnen,
wurde die Methode der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese mit
dem Puffersystem nach Laemmli angewendet (Laemmli, 1970). Dazu wurden
standardmaflig 12,5 %ige Gele (8 cm) gegossen, die aus einem ca. 1 cm hohen
Sammelgel und einem ca. 7 cm hohen Trenngel bestanden (Mini Protean System, Bio-
Rad, Miinchen). Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V gestartet,
bis die durch Bromphenolblau sichtbare Lauffront das Sammelgel durchlaufen hatte.
Das Netzteil wurde im ,current-Modus“ betrieben. Wenn die Gelkammer ein Gel
enthielt wurden 25mA angelegt, wenn Sie zwei Gele enthielt 50 mA. Die
Elektrophorese wurde durchgefiihrt, bis die durch Bromphenolblau sichtbare
gemachte Lauffront das Trenngel verlassen hatte. Zum Gréfienvergleich wurde ein
Proteingemisch definierter Grofde eingesetzt (,PAGE Ruler unstained®, Fermentas, St.
Leon-Rot). Nach der SDS-PAGE wurde das Gel fiir 15-30 min in Coomassie Brilliant
Blue-Losung gefarbt und anschlief3end iiber mehrere Stunden in Essigsaure (10 % in
Reinstwasser) soweit entfarbt, bis die unspezifische Hintergrundfarbung verschwand

und nur noch die gefarbten Proteinbanden zu sehen waren.
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2.3.6. Radiometrischer CK2 Aktivitatstest

Die Aktivitit der CK2 wurde iiber die Phosphorylierung des CK2-spezifischen
Substratpeptids RRRDDDSDDD (Kuenzel et al., 1987) mit y-[32P]-ATP als Cosubstrat
bestimmt. Die Reaktion wurde gestartet, indem 0,25 pg heterotetramere CK2 in 20 pl
Kinasepuffer zu 30 pl Assaypuffer (radioaktiv) gegeben wurde. Die Probe wurde
5 min bei 37 °C inkubiert und dann zum Abstoppen der Reaktion auf Eis gestellt. Je
30 pl wurden auf ein ca. 1 x 1 cm grofRes P81 Kationenaustauscher-Filterpapier (P81
Phosphozellulose, Whatman, Maidstone, UK) tberfiihrt und anschlieffend dreimal
5 min mit 85 mM Phosphorsaure und einmal mit purem Ethanol gewaschen. Die
Filterblattchen wurden getrocknet, in Szintillationsgefiafde iiberfiihrt und im
Szintillationsanalysator (TRI-CARB, Canberra-Packard, Dreieich) gemessen. In der
einminiitigen Messung wurde die von den Filterblittchen ausgehende Cerenkov-

Strahlung als ,counts per minute“ (cpm) gemessen.

2.3.7. FRET-gestitzter Aktivititstest

Im Falle der Inhibitionstests wurde die Testsubstanz initial in einer Konzentration
von 10 mM in DMSO geldst. Um die gewiinschte Konzentration der Testsubstanz zu
erreichen wurde diese Losung mit Kinasepuffer verdiinnt. Die Endkonzentration an
DMSO im Reaktionsansatz war dabei < 1%. In einem Gesamtvolumen von 4 pl
Kinasepuffer waren 5 pg heterotetramere CK2 enthalten, sowie fiir einen Inhibitons-
test 10 uM Testsubstanz. Dieser Ansatz wurde 10 min bei 37 °C vorinkubiert. Die
CK2-Reaktion wurde durch Zugabe von 6 pl Assaypuffer (mit D/E-Peptid) gestartet.
Der Reaktionsansatz mit einem Volumen von 10 ul wurde 60 min bei 37 °C und hoher
Luftfeuchtigkeit in einer 384 well Platte inkubiert. Anschlieffend wurden pro Ansatz
10 mU Schweinepankreaselastase in Tris-Puffer (1 mM Tris/HCI, pH 8,5) zugegeben,
sodass ein Endvolumen von 40 ul pro well erhalten wurde. Die entstehende
Fluoreszenz wurde mit einem Mikrotiterplattenleser (Mitras LB 940, Berthold, Bad
Wildbad) und der Software MikroWin 2000 bei einer Anregungswellenldnge von
355 nm (Bandbreite: 40 nm) und einer Emissionswellenldnge von 535 nm (Band-
breite: 25 nm) detektiert. Die erhaltenen Fluoreszenzwerte sind als Mittelwerte aus
n=3 Messungen mit Standardabweichung angegeben. Die statistische Analyse wurde
mit einem ungepaarten Student’s t-Test durchgefithrt und Werte von p < 0,05 als
statistisch signifikant angesehen.
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2.3.8. Fluoreszenzspektrum

Das Fluoreszenzspektrum des EDANS-markierten Peptids wurde bei einer Peptid-
konzentration von 10 pM mit dem ,LS-5B luminescence spectrometer” und der ,CFS
control software” (PerkinElmer, Walham, MA, USA) aufgenommen.

2.3.9. Kapillarelektrophoretische Analyse von Peptiden

CK2 Substratpeptide wurden kapillarelektrophoretisch untersucht. Dazu wurde das
,ProteomeLab PA 800 Protein Characterization System“ der Firma Beckman Coulter
(Krefeld) eingesetzt. Zur Trennung wurden ,bare fused silica“ Kapillaren mit 20 cm
oder 50 cm effektiver Lange und 50 pum Innendurchmesser (375 pm Aufdendurch-
messer) benutzt. Hintergrundelektrolyt war 2 M wdssrige Essigsdure. Ein Dioden-
arraydetektor wurde bei einer Wellenldnge von 214 nm zur Aufzeichnung der
Absorption eingesetzt. Die Software ,32Karat Version 7.0 (Beckman Coulter,
Krefeld) diente zur Programmierung des Gerats und zur Auswertung des Elektro-
pherogramms. Vor der erstmaligen Benutzung der Kapillare wurde diese mit 0,1 M
NaOH konditioniert, mit Reinstwasser gespiilt und danach mit 2M wassriger

Essigsdure dquilibriert. Diese Prozedur wurde vor jeder Messung wiederholt.

2.3.10. Kapillarelektrophoretische CK2-Aktivititsbestimmung

Heterotetrameres CK2-Enzym (0,25 pg) wurde in einem Gesamtvolumen von 80 pl
Kinasepuffer aufgenommen und auf 37 °C temperiert. Die Kinasereaktion wurde
durch die Zugabe von 120 pl Assaypuffer (mit 200 uM ATP, auf 37 °C vorgewarmt)
gestartet. Fiir standardmafdige Aktivitdtstests wurde die Reaktion nach 15 min bei
37 °C durch die Zugabe von 2 umol EDTA gestoppt. Die Probe wurde anschlieféend bei
4 °C gelagert, bis sie in die Kapillare injiziert wurde. Fiir die Untersuchung der
vollstindig phosphorylierten Peptidfraktion wurde eine Kinasereaktion 209 min bei
37 °C inkubiert. In kinetischen Untersuchungen wurde der Probenraum des Kapillar-
elektrophorese-Systems auf 37 °C temperiert und die Probe direkt nach Reaktions-
start dort gelagert. Die Einzelproben wurden nach den im Ergebnisteil angegebenen
Zeitintervallen durch den Autosampler direkt aus dem Reaktionsansatz entnommen.
Nach der Injektion wurde der Ansatz zuriick in den Probenraum gefahren und bei
37 °C weiter inkubiert.
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2.3.11. Kapillarelektrophoretische Inhibitionstestung der CK2

Im Gegensatz zum Aktivititstest wurden im Inhibitionstest die Bedingungen so
angepasst, wie sie im radiometrischen Testverfahren (vgl. Abschnitt 2.3.6) standard-
mafdig eingesetzt wurden. Unter diesen Bedingungen sollten die Ergebnisse besser
mit Literaturwerten verglichen werden kénnen. Heterotetrameres CK2-Enzym (1 pg)
wurde dafiir in 80 pl Kinasepuffer aufgenommen und auf 37 °C temperiert. Zu diesem
Ansatz wurden 2 pl Testsubstanz gegeben, die zuvor in purem DMSO geldst wurde.
Als Kontrolle fiir die ungehemmte CK2-Reaktion (=100 % Aktivitiat) wurde ein Ansatz
mit 2 ul DMSO inkubiert. Nach einer Inkubationsdauer von 10 min bei 37 °C wurden
120 pl Assaypuffer zugegeben, der auf 37 °C vorgewdarmt worden war. Die CK2-
Reaktion wurde nach 15 min bei 37 °C durch Zugabe von 2 pmol EDTA gestoppt und
die Probe bis zur Injektion in die Kapillare bei 4 °C gelagert. Die Parameter fiir die
Trennung von unphosphoryliertem Peptid und phosphoryliertem Peptid variierten
und sind im Ergebnisteil (Abschnitt 2.2) jeweils genannt. Die statistische Analyse
wurde mit einem ungepaarten Student’s t-Test durchgefiihrt und Werte von p < 0,05
als statistisch signifikant angesehen. Bei einer Bestimmung des I1Cso Wertes wurden
die relative Inhibition der CK2 bei verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz
bestimmt und in ein semilogarithmisches Diagramm gegen die jeweilige Konzentra-
tion der Testsubstanz aufgetragen. An diese Werte wurde eine vierparametrische
sigmoidale Ausgleichsfunktion angepasst, mit deren Hilfe der 1Cso Wert der Substanz
bestimmt werden konnte. Die Berechnung dieser Ausgleichfunktion erfolgte mit dem
Programm ,Prism“ (GraphPad, Lajolla, CA, USA).

2.3.12. Selektivitdtsuntersuchung der Hemmung von , TF“ auf Proteinkinasen

Zum Zweck einer Selektivitatsbestimmung wurde die Inhibition von TF gegeniiber 63
isolierten humanen Proteinkinasen getestet. Diese Experimente wurden von Reaction
Biology (Malvern, PA, USA) durchgefiihrt. TF wurde in einer Konzentration von
10 pM eingesetzt. Pro Proteinkinase wurde in Doppelbestimmungen die relative
Aktivitat im Vergleich zu einer Probe ohne TF bestimmt. Die ATP-Konzentration
betrug in allen Kinasereaktionen 10 pM.
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III Experimente und Ergebnisse

1. Autodisplay der Untereinheiten der humanen CK2 in E. coli

Im ersten Teil der Untersuchungen sollten die katalytisch aktive a-Untereinheit und
die katalytisch inaktive (-Untereinheit der humanen CK2 mittels Autodisplay an der
Zelloberflache von Escherichia coli prasentiert werden. Dazu sollten zunichst zwei
Expressionsplasmide mit entsprechenden Autotransporter-Fusionsgenen konstruiert
werden. Anschliefdend sollte die Kinaseaktivitit dieses Ganzzellsystems und sein
moglicher Einsatz in einem CK2-Inhibitionstest verifiziert werden. Die cDNA der
humanen CK2a und CK2B wurden vom Arbeitskreis Montenarh (Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie, Universitdtskliniken des Saarlandes, Homburg/

Saar) zur Verfiigung gestellt.

1.1. Konstruktion der Autotransporter-CK2-Fusionsgene

1.1.1. Konstruktion des Plasmids pSS001 zum Autodisplay der CK2a

Die fiir die humane CK2a codierende Sequenz wurde ohne Start- und Stoppcodon von
der Matrize pGEX-CK2a mit den beiden Oligonukleotiden Pr199 und Pr200
amplifiziert. Durch die verwendeten Primer wurde das Amplikon mit Erkennungs-
sequenzen fiir die Restriktionsendonukleasen Sall am 5’-Ende und Acc651 am 3’-Ende
versehen. Das Produkt der PCR sollte eine Grofie von 1.187 bp besitzen, was durch
Agarosegelelektrophorese bestatigt wurde. Dieses DNA-Fragment wurde aus dem Gel
extrahiert, mit den Enzymen Sall und Acc65] geschnitten und erneut iiber ein
Agarosegel mit anschliefender Extraktion aufgereinigt. Um dieses Fragment in den
Vektor pBL002 einzubringen, wurde dieser mit Xhol und Acc65] geschnitten.
Dadurch wurde die in pBL002 vorhandene Passagiersequenz dieses Autotransporter-
Fusionsgenes entfernt und es wurden kompatible Enden fiir das zuvor praparierte
Fragment geschaffen. Durch Agarosegelelektrophorese wurde die codierende
Sequenz des alten Passagiers (1.353 bp) vom Vektorriickgrat (4.832 bp) getrennt und
letzteres nach Aufreinigung mit dem CK2a-codierenden Fragment ligiert (Abbildung
5). Es entstand ein neues Fusionsgen mit einer Grofde von 2.610 bp. E. coli
UT5600(DE3) Zellen wurden per Elektroporation mit diesem Ligationsansatz
transformiert und auf kanamycinhaltigem Selektionsmedium ausplattiert. Die
Plasmide mehrerer Kolonien wurden isoliert und mittels Restriktionsanalyse
kontrolliert. Ein Klon, dessen Plasmid ein korrektes Restriktionsmuster zeigte, wurde

ausgewahlt. Die DNA-Sequenzanalyse dieses Plasmids ergab eine vollstindige
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Ubereinstimmung mit der fiir CK2a codierenden Sequenz CSNK2A1 (UniProt
Accession Number: P68400). Dieses Autodisplayplasmid wurde im Weiteren als

pSS001 bezeichnet. Eine Karte des Plasmids ist im Anhang abgebildet.

Xhol/Sall

pSS001 5' ACT GAT TTG CTC GAC TCG 3'
T D L L D 8

’/ inker
e o

' CGA GTC GTC CCA TGG GAA 5'

CK2a-Fusionsprotein (CK2x-FP)

Abbildung 5: Schematische Darstellung des CK2a-Fusionsproteins (CK2a-FP). Es besteht aus dem
Signalpeptid (SP), der a-Untereinheit der humanen CK2 als Passagier, der Linker- sowie der 3-Fass-
Domane. Die zur Konstruktion des CK2a-FP-Autodisplayplasmids pSS001 verwendeten Restriktions-
schnittstellen sind hervorgehoben und die codierte Proteinsequenz ist an diesen Stellen angegeben.

1.1.2. Konstruktion des Plasmids pSS002 zum Autodisplay der CK23

Die Konstruktion des CK2(-Autodisplayplasmids wurde weitgehend analog zur
Konstruktion von pSS001 durchgefiihrt. In einer PCR wurde das Gen fiir CK2f3 aus
Plasmid pGEX-CK2f mit den Oligonukleotiden Pr201 und Pr202 amplifiziert. Das
Produkt der PCR enthielt den offenen Leserahmen der (-Untereinheit ohne Start- und
Stoppcodon und war flankiert von den Erkennungssequenzen fiir Xhol am 5’-Ende
und Kpnl am 3’-Ende. Das PCR-Produkt wurde mithilfe des , TOPO TA Cloning Kits“ in
den Vektor pCR2.1 ligiert und in E. coli Top1l0 Zellen eingebracht. Nach Plasmid-
isolierung und Restriktionskontrolle wurde ein korrektes Plasmid mit den Enzymen
Xhol und Kpnl geschnitten und das 648 bp grofde Insert wurde mittels Gelextraktion
isoliert. Dieses Insert wurde mit dem ebenfalls Xhol/Kpnl geschnittenen
Autodisplayplasmid pET-Adx04 ligiert (Abbildung 6) und in E.coli DH5a Zellen
eingebracht. Die DNA-Sequenzanalyse dieses Plasmids ergab, dass die CK2(3
codierende Sequenz vollstindig mit der bei UniProt hinterlegten Sequenz (CSNK2B,
Accession Number: P67870) iibereinstimmte. Das konstruierte Plasmid enthielt ein
Autotransporter-CK23 Fusionsgen der Grofde 2.082 bp und wurde im Folgenden als
pSS002 bezeichnet. Eine Karte des Plasmids ist im Anhang abgebildet.
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pSS002 5' ACT GAT TTG CTC GAG AGC 3'
T D L L E S

T I R G T L

3' ACG ATT CGC GGT ACC CTT 5'
Kpn

CK2B-Fusionsprotein (CK2B-FP)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des CK23-Fusionsproteins (CK2B-FP). Es besteht aus dem
Signalpeptid (SP), der B-Untereinheit der humanen CK2 als Passagier, der Linker- und der B-Fass-
Domane. Die zur Konstruktion des CK2(-FP-Autodisplayplasmids pSS002 verwendeten Restriktions-

schnittstellen sind hervorgehoben und die codierte Proteinsequenz ist an diesen Stellen angegeben.

1.2. Autodisplay und Aktivitat der CK2 in E. coli UT5600(DE3)

1.2.1. Autodisplay der CK2-Untereinheiten in E. coli UT5600(DE3)

E. coli UT5600(DE3) pSS001 wurde kultiviert und die Expression des CKZa-
Fusionsproteins (CK2a-FP) induziert. Die Proteine der dufderen Zellmembran wurden
durch differentielle Zellfraktionierung isoliert und nach Auftrennung durch SDS-
PAGE analysiert (Abbildung 7). Als Vergleich dienten Aufienmembranproteine des
Wirtsstamms E. coli UT5600(DE3). Die Proteinbande bei einem apparenten
Molekulargewicht von 95 kDa entsprach der errechneten Grofie fiir das CK2a-FP und
lief} folgende Schliisse zu: 1) Das Fusionsgen wurde korrekt exprimiert, 2) der
Transport iiber die innere Membran war erfolgreich und 3) das Fusionsprotein war
in der dufleren Membran verankert. Bei den beiden Banden, die in Abbildung 7
(Spuren 1 bis 3) ein niedrigeres apparentes Molekulargewicht zeigten, handelte es
sich die prozessierten E. coli-Auflenmembranproteine OmpF (37 kDa, UniProt Code:
P02931), OmpC (38 kDa, UniProt Code: P06996) und OmpA (35 kDa, UniProt Code:
P0A910). Mit einer konstanten Anzahl von 2x10> Molekiilen pro Zelle (Cole et al,
1982) eignet sich OmpA als interner Standard fiir die Quantifizierung der
Autotransporter-Fusionsproteine in der dufderen Zellmembran.



Experimente und Ergebnisse 58

M 1 2 3
w ‘T
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50 kDa— . -
o~ :
40 kDa — ~¢—— OmpF/OmpC
< OmpA
30 kDa —

Abbildung 7: Nachweis der Expression und der Oberflichenstiandigkeit von CK2«a-FP in E. coli
UT5600(DE3) pSS001. Aufienmembranproteine wurden mittels differentieller Zellfraktionierung
isoliert, durch SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt.
Spur 1 zeigt Auflenmembranproteine des Wirtsstamms E. coli UT5600(DE3). In Spur 2 sind
Auflenmembranproteine von E. coli UT5600(DE3) pSS001 abgebildet. Spur 3 zeigt eine Probe dieser
Stamms, die vor der differentiellen Zellfraktionierung mit Trypsin behandelt wurde (M= Protein-

groflenstandard).

Das SDS-PAGE-Gel, das in Abbildung 7 dargestellt ist, wurde einer densitometrischen
Analyse unterzogen. Dabei wurde festgestellt, dass die Bande des CK2a-FP dreifach
intensiver war als die Bande von OmpA. Beriicksichtigt man das um den Faktor 3
grofiere Molekulargewicht des Fusionsproteins, so befinden sich ca. 2x10> CK2a-FP
in der aufderen Membran von E. coli UT5600(DE3) pSS001. Die Zuganglichkeit von
Aufienmembranproteinen kann durch eine Behandlung ganzer Bakterienzellen mit
Trypsin nachgewiesen werden. OmpA besitzt eine C-terminale Doméane, welche die
membranstindige N-terminale Domédne mit der Peptidoglykanschicht der Bakterien-
zellwand verbindet. Ist die Integritat der dufiere Membran von E. coli gestort, so wird
die C-terminale Domane bei einer Trypsinbehandlung ganzer Zellen proteolytisch
angegriffen und die OmpA-Bande bei 35 kDa verschwindet. Ist die dufiere Membran
hingegen unversehrt, so kann Trypsin diese aufgrund seiner Gréfe nicht iiberwinden
und OmpA bleibt vollstandig erhalten. Falls die dufdere Membran intakt ist, kann auch
die Orientierung des Autotransporter-Passagier durch Trypsinbehandlung ganzer
Zellen untersucht werden. Ist die Passagierdoméne zum Periplasma hin orientiert, so
ist sie flir Trypsin nicht zuganglich und das Autotransporter-Fusionsprotein ist nach
Proteasebehandlung ganzer Zellen in unveranderter Grofee und Intensitit auf dem
SDS-PAGE-Gel zu sehen. Ist der Passagier zum Extrazellularraum gerichtet, kann er
von Trypsin abgebaut werden und die Bande des Fusionsproteins ist auf dem Gel nur

noch schwach oder gar nicht mehr zu sehen. Nach der Ganzzell-Trypsinbehandlung
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(Abbildung 7, Spur 3) konnte OmpA mit einer Grofie von 35 kDa in einem SDS-PAGE
Gel nachgewiesen werden. Dies zeigte, dass die Integritit der dufleren Membran
unversehrt blieb. Anders als OmpA war CK2a-FP fiir Trypsin zugdnglich und wurde
proteolytisch abgebaut. Es konnte nur noch eine dufierst schwache Bande bei 95 kDa
detektiert werden. Dieses Experiment belegte, dass die a-Untereinheit der CK2 als
Autodisplay-Passagier an der Oberflache von E. coli UT5600(DE3) pSS001 présentiert

wurde.

Die Oberflachenstiandigkeit der [3-Untereinheit als Passagier im Autodisplaysystem
wurde analog nachgewiesen. Dazu wurde zundchst E. coli UT5600(DE3) mit dem
Plasmid pSS002 transformiert. Nach Kontrolle der Aufnahme des korrekten Plasmids
und Expression von CK2(-FP wurde auch hier eine differentielle Zellfraktionierung
mit und ohne vorherige Ganzzell-Trypsinbehandlung durchgefiihrt. In Abbildung 8,
Spur 1 ist eine deutliche Bande zwischen 70 und 85 kDa zu erkennen, die mit dem
errechneten Gewicht von 74 kDa fiir CK2B3-FP iibereinstimmt. Die vierfache Intensitat
der Fusionsproteinbande im Vergleich zu OmpA lief3, unter Beriicksichtigung der
Molekulargewichte, auf eine ungefahre Anzahl von ca. 3x105 CK2p-FP-Molekiilen in

der dufleren Membran einer Bakterienzelle schlief3en.

M 1 2

85 kDa —

- e <¢— CK2B-FP
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50 kDa— ...

L
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Abbildung 8: Nachweis der Expression und der Oberflaichenstindigkeit von CK2B-FP in E. coli
UT5600(DE3) pSS002. Auflenmembranproteine dieses Stamms (Spur 1) wurden mittels
differentieller Zellfraktionierung isoliert, durch SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) aufgetrennt und mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Spur 2 zeigt eine Probe dieser Stamms, die vor der differentiellen

Zellfraktionierung mit Trypsin behandelt wurde (M= Proteingréfienstandard).

Nach einer Trypsinbehandlung der CK23-tragender Zellen konnte nur wenig Aufien-
membranprotein gewonnen werden. In Abbildung 8, Spur 2 ist deshalb eine im

Vergleich zu Spur 1 geringere Proteinmenge aufgetragen. Der Erhalt von OmpA
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deutet auch hier darauf hin, dass die aufiere Membran unversehrt blieb. Die
insgesamt geringere Proteinmenge in Spur 2 macht einen direkten Vergleich
schwierig. Dennoch ldsst sich durch Vergleich mit den Banden von OmpA, OmpF und
OmpC als internen Standards erkennen, dass die Menge von CK2B-FP nach Trypsin-
behandlung abnahm, jedoch nicht so stark wie zuvor im Falle des CK2a-FP. Dieses

Ergebnis wurde als Hinweis auf eine Oberflachenstandigkeit von CK2f3 gewertet.

Neben Stdmmen, die jeweils eine der beiden CK2-Untereinheiten an der Zellober-
flache prasentieren, wurde ein E. coli-Stamm hergestellt, der simultan beide Unter-
einheiten prasentierte. Dazu wurden elektrokompetente E. coli UT5600(DE3) pSS001
hergestellt und mit pSS002 transformiert. Die Plasmide pSS001 und pSS002 besitzen
Gene flr unterschiedliche Antibiotikaresistenzen und ihre Replikationsurspriinge
stammen aus unterschiedlichen Kompatibilititsgruppen. Sie koénnen somit
problemlos parallel in einem Stamm gehalten werden. Dieser Stamm wurde zur
gleichzeitigen Expression beider CK2-Untereinheiten genutzt. Durch differentielle
Zellfraktionierung wurden die Proteine der E. coli-Auflenmembran isoliert und
mittels SDS-PAGE analysiert. Zur Identifizierung eventueller Oligomere der CK2-
Untereinheiten wurden zuséatzlich Proben derselben Aufienmembranprotein-
isolierung mit nichtreduzierendem SDS-Probenpuffer prapariert. Durch die in diesen
Proben milderen Bedingungen koénnen Oligomere im Gel detektiert werden. In

Abbildung 9 sind Isolate von verschieden behandelten Auflenmembranproteinen des

M 1 2 3

200 kDa —

vy

120 kDa—

85 kDa - i - — ~¢— CK2a-FP

70 kDa — -- W < CK2B-FP

50 kDa — %

Sl s s <= OmpF/OmpC

Abbildung 9: Nachweis der Oberflichenstindigkeit und der Oligomerisierung der beiden CK2-
Fusionsproteine in E. coli UT5600(DE3) pSS001+pSS002. Aufenmembranproteine dieses Stamms
wurden mittels differentieller Zellfraktionierung isoliert, durch SDS-PAGE (7,5% Acrylamid)
aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Spur 2 zeigt eine Probe dieser Proteine mit einer
Zugabe von DTT. Wird auf die Zugabe von DTT verzichtet (Spur 1) treten zusatzliche Banden auf, die
durch Pfeile gekennzeichnet sind. Spur 3 zeigte den Einfluss einer Trypsinbehandlung vor der

differentiellen Zellfraktionierung (mit Zugabe von DTT) (M= Proteingréfdenstandard).
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E. coli-Stamms gezeigt, der beide Untereinheiten der CK2 coexprimierte. In Spur 2 ist
die Probe der standardmafiig praparierten Probe der Aufenmembranproteine von
E. coli UT5600(DE3) pSS001+pSS002 abgebildet. Die beiden erwarteten Banden bei
74 kDa (CK2B-FP) und bei 95 kDa (CK2a-FP) sind hier eindeutig zu erkennen, wobei
CK2B-FP in hoherer Konzentration in der Auffenmembran vorlag. In Spur 1 ist die
Auftrennung der Aufenmembranproteinpraparation ohne zusatzliche Zugabe von
DTT zu sehen. Ohne dieses reduzierende Agens konnte ein leicht verdndertes
Laufverhalten beider CK2-FP festgestellt werden. Im Vergleich zu Spur 2 zeigte die
Bande des CK2a-FP eine weitere Laufstrecke. Dies trifft bedingt auch fiir CK2(3-FP zu.
Eine mogliche Erklarung wire eine unvollstindige Denaturierung der beiden
Proteine. Dariiber hinaus waren in der Probe ohne DTT im Gegensatz zu der Probe,
die DTT enthielt, zusatzliche, durch Pfeile gekennzeichnete Banden im grofien
Molekulargewichtsbereich zu erkennen. In Spur 1 konnte eine Bande etwa auf Hohe
des doppelten Molekulargewichtes von CK2B-FP (bei knapp unter 150 kDa)
detektiert werden, wahrend die Bande bei >200kDa dem Heterotetramer
(CK2a-FP)2(CK2B-FP)2; mit einem Molekulargewicht von 336 kDa entsprechen
konnte. Bei der dritten zusatzlichen Bande zwischen 150 und 200 kDa konnte es sich
um ein (CK2a-FP)(CK2B-FP) Dimer handeln (168 kDa). Zu beachten ist hierbei, dass
es sich gerade bei der Grofienzuordnung der Banden der nicht vollstindig
denaturierten Probe ohne DTT um apparente Molekulargewichte handelte. Deshalb
war eine eindeutige Zuordnung aufgrund der Laufhéhen nicht méglich. Die drei durch
Pfeile markierten Banden deuteten jedoch stark auf eine Oligomerisierung der CK2-
Fusionsproteine hin. In Abbildung 9 konnte dartliber hinaus die Oberfldchen-
standigkeit von CK2a-FP und CK2B-FP durch eine Verringerung der Banden-
intensititen nach Trypsinbehandlung dieser Zellen (Spur 3) bestitigt werden.
Insbesondere die in Abbildung 8 nur unvollstandig belegte Trypsinzuganglichkeit von
CK2B-FP konnte hier deutlicher gezeigt werden. Damit ist seine Oberflichen-
standigkeit von CK23 nachgewiesen.

1.2.2. Untersuchung der Aktivitit CK2-prasentierender E. coli UT5600(DE3)

Die Stimme, die CK2-Fusionsproteine auf der Oberflache prisentierten, wurden mit
dem radiometrischen Filterbindungstest auf CK2-Aktivitdt untersucht. Als Substrat
diente das CK2-Standardsubstratpeptid mit der Aminosduresequenz RRRDDDSDDD.
Vor der Aktivitdtsmessung wurden die E. coli UT5600(DE)-Stamme kultiviert und die
Expression der Autotransporter-Fusionsgene fiir die Dauer von einer Stunde mit
1 mM IPTG induziert. Von einem Teil der jeweiligen Kultur wurden die Proteine der
dufderen Bakterienmembran isoliert und per SDS-PAGE analysiert, um das Ausmaf3

der Expression des rekombinanten Fusionsproteins zu kontrollieren. Abbildung 10
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zeigt die Auflenmembranproteinpriaparationen der Kulturen, welche dem

nachfolgend beschriebenen radiometrischen Aktivititstest unterzogen wurden.

M 1 2 3 4
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Abbildung 10: Auflenmembranproteine der im CK2-Aktivititstest eingesetzten E. coli
UT5600(DE3) Kulturen. Diese wurden mittels SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) getrennt und mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Dargestellt sind Auflenmembranproteine von E. coli UT5600(DE3)
pSS001 (Spur 2), E. coli UT5600(DE3) pSS002 (Spur 4) und E. coli UT5600(DE3) pSS001+pSS002
(Spur 3). Zum Vergleich ist in Spur 1 die Praparation der Auflenmembranproteine des Wirtsstamms
E. coli UT5600(DE3) abgebildet (M= Proteingréfdenstandard).

In allen Proben war die bereits beschriebene Expression des jeweiligen CK2-
Fusionsproteins bzw. der Kombination beider Fusionsproteine nachweisbar. Auch in
diesen Proben war, wie schon zuvor beobachtet, eine starkere Expression des CK2f3-
FP im Vergleich zum CK2a-FP feststellbar. Die in Spur 2 zu erkennende Bande bei ca.
70 kDa kénnte von einem minimalen Ubertritt der Probe, die in die Tasche von Spur 3
aufgetragen wurde, stammen. Als Vergleich diente der in Spur 1 abgebildete reine
Wirtsstamm E. coli UT5600(DE3).

Der jeweils andere Teil der geernteten Zellen wurde in einer Zellkonzentration von
ODs78=1 (entspricht ca. 8,6x107 Zellen pro Milliliter) im radiometrischen Filter-
bindungstest auf CK2-Aktivitat untersucht. Zusitzlich wurden in diesem Test zwei
Vergleichsproben getestet. Zum einen eine Probe mit Puffer ohne Zellen, um das
inharente Rauschen des Testsystems festzustellen. Zum anderen eine Probe, die den
reinen Wirtsstamms FE. coli UT5600(DE3) enthielt. Diese gab Aufschluss iiber
eventuelle Storfaktoren durch die Wirtszellen. Die Ergebnisse des CK2-Aktivitatstests
aller untersuchten E. coli UT5600(DE3)-Stimme sind in Abbildung 11 zusammen-
gefasst.
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Abbildung 11: Radiometrischer Aktivitiatstest mit CK2-exprimierenden E. coli UT5600(DE3).
Gemessen wurde die Menge des durch CK2 katalysierten Phosphotransfers von y-[32P]-ATP auf das
synthetische CK2-Substratpeptid RRRDDDSDDD durch Inkubation mit Zellen, die CK2(3-FP (E. coli
UT5600(DE3) pSS002), CK2a-FP (E.coli UT5600(DE3) pSS001), oder beide CK2-Fusionsproteine
(E. coli UT5600(DE3) pSS001+pSS002) an der Oberflache prasentierten. Zum Vergleich dienten der
Wirtsstamm E. coli UT5600(DE3) und eine Probe ohne Zellen (,Puffer”). Dargestellt sind die
Mittelwerte aus n=3 Messungen mit Standardabweichung (*p < 0,05; **p < 0,0005).

Die Umsatze des reinen Wirtsstamms E. coli UT5600(DE3) (857 cpm) und des
Stamms E. coli UT5600(DE3) pSS002, der die katalytisch inaktive $-Untereinheit als
Autodisplay-Passagier enthielt (1.155 cpm), unterschieden sich nicht signifikant von
der Probe ohne CK2-Aktivitit (,Puffer”, 827 cpm). Der Stamm E. coli UT5600(DE3)
pSS001, der CK2a auf der Zelloberfliche prasentierte, zeigte mit 3.190 cpm eine
signifikant erhohte CK2-Aktivitat (p <0,05), die vom Stamm E. coli UT5600(DE3)
pSS001+pSS002 noch iibertroffen wurde. Dieser Stamm, der beide CK2-Unterein-
heiten co-prasentierte, zeigte mit 4.802 cpm einen hochsignifikanten Aktivitatsunter-
schied zum reinen Wirtsstamm (p < 0,0005).

Grundsatzlich konnte nach Expression von CK2a-FP, ob alleine oder in Kombination
mit CK2[3-FP, eine CK2-Aktivitdt der Bakterienzellen nachgewiesen werden. Bertick-
sichtigt man, dass die CK2a-FP in der Aufenmembran von E.coli UT5600(DE3)
pSS001+pSS002 in geringerer Konzentration vorliegt als in E. coli UT5600(DE3)
pSS001 (Abbildung 10), so wird die in Abbildung 11 erkennbare Tendenz des
positiven Einflusses der Coexpression beider Autotransporter-Fusionsproteine
weiter verstirkt. Auch das Auftreten der Oligomerbanden (Abbildung 9, Spur 1) legt

eine  Wechselwirkung zwischen den beiden CK2-Fusionsproteinen nahe. Der
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positiven Einfluss der Coexpression auf die CK2-Aktivitit war im Vergleich zur

alleinigen Expression von CK2a-FP jedoch nicht signifikant.

1.3. Autodisplay und Aktivitidt der CK2 in E. coli BL21(DE3)

1.3.1. Autodisplay der CK2-Untereinheiten in E. coli BL21(DE3)

In fritheren Arbeiten wurde zum Autodisplay neben dem Stamm E. coli UT5600(DE3)
auch der Stamm E. coli BL21(DE3) eingesetzt (Jose und von Schwichow, 2004;
Schultheiss et al., 2008). Um den optimalen Wirtsstamm fiir eine moglichst hohe CK2-
Aktivitat zu ermitteln, wurde neben dem Stamm E. coli UT5600(DE3) auch der Stamm
E. coli BL21(DE3) mit den Plasmiden pSS001 und pSS002 transformiert. So konnten
vergleichende Aktivititsbestimmungen durchgefiihrt werden. Die zum Autodisplay
der CK2a und CK2f3 konstruierten Plasmide wurden in E. coli BL21(DE3) eingebracht
und durch Restriktionsanalyse kontrolliert. So entstanden Stamme, die jeweils eins
der beiden CK2-Fusionsgene enthielten (E.coli BL21(DE3) pSS001 bzw. E. coli
BL21(DE3) pSS002) und ein Stamm, der beide CK2-Fusionsgene enthielt (E. coli
BL21(DE3) pSS001+pSS002). Von letzterem wurde zur Kontrolle der Oberflachen-
standigkeit der beiden CK2-Untereinheiten eine Isolierung der Aufienmembran-
proteine jeweils mit und ohne vorherige Trypsinbehandlung durchgefiihrt. Das
Ergebnis der Auftrennung dieser Auflenmembranproteine mittels SDS-PAGE ist in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Nachweis der Expression und der Oberflichenstindigkeit der Fusionsproteine
CK2a-FP und CK2B-FP in E.coli BL21(DE3) pSS001+pSS002. Aufienmembranproteine dieses
Stamms Spur 1 wurden mittels differentieller Zellfraktionierung isoliert, durch SDS-PAGE (12,5 %
Acrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Spur 2 zeigt eine Probe dieses

Stamms, der vor der Zellfraktionierung mit Trypsin behandelt wurde (M= ProteingréfRenstandard).
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Die fiir Stamm E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 erwarteten Banden von 95 kDa fiir
CK2a-FP und 75kDa fir CK2B-FP sind in Spur 1 deutlich zu erkennen. Nach
Trypsinbehandlung ganzer Zellen nahmen die Intensititen dieser beider Banden
deutlich ab, was auf die Zuganglichkeit der Passagiere fiir Trypsin zuriickzufiithren
war (Spur 2). Analog zu den Experimenten mit E. coli UT5600(DE3) pSS001+pSS002
konnte so auch fiir E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 die Orientierung der beiden
CK2-Untereinheiten zum Extrazellularraum nachgewiesen werden.

1.3.2. Untersuchung der Aktivitat CK2-prasentierender E. coli BL21(DE3)

Neben den UT5600(DE3)-Stammen wurden auch die BL21(DE3)-Stdmme von E. coli,
die CK2-Untereinheiten als Autodisplay-Passagiere enthielten, auf CK2-Aktivitdt hin
untersucht. Diese Stamme wurden kultiviert und anschlief3end wurde die Expression
der Fusionsgene in der exponentiellen Wachstumsphase induziert. In Abbildung 13
sind die isolierten und aufgetrennten Aufenmembranproteine der im spiteren CK2-
Test untersuchten Kulturen dargestellt, um die Expressionsstirke der CK2-
Fusionsgene vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 13: Auflenmembranproteinisolate der im CK2-Aktivititstest eingesetzten E. coli
BL21(DE3) Kulturen. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) getrennt und mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Dargestellt sind Aufenmembranproteine von E. coli
BL21(DE3) pSS001 (Spur3), E.coli BL21(DE3) pSS002 (Spur4) und von E.coli BL21(DE3)

pSS001+pSS002 (Spur 2). Zum Vergleich sind in Spur 1 die AufRenmembranproteine des Wirtsstamms
E. coli BL21(DE3) gezeigt (M= Proteingrofienstandard).

In allen Proben war eine Expression des jeweilig erwarteten CK2-Fusionsproteins,
bzw. im Stamm E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 beider Fusionsproteine, zu
beobachten. Als Kontrolle diente der reine Wirtsstamm E. coli BL21(DE3), der in
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Abbildung 13, Spur 1 dargestellt ist. Die in dieser Spur erkennbare Bande bei ca.
70kDa war vermutlich auf ein minimales Ubertreten der Probe aus Spur 2
zuriickzufiihren. Im Vergleich zur Expression im Stamm E. coli UT5600(DE3) konnte
hier eine generell leicht verstirkte Expression der CK2-Fusionsproteine festgestellt
werden, wenn man das Protein OmpA als internen Standard zur Quantifizierung
zugrunde legte. Im Gegensatz zur Prdparation der Aufienmembranproteine des
Stamms E. coli UT5600(DE3) pSS001 in Abbildung 10, Spur 2 fiel aufderdem die
verstarkte Expression von CK2a-FP im Stamm E. coli BL21(DE3) pSS001 auf.

Analog zum Vorgehen mit E.coli UT5600(DE3) wurden auch in den folgenden
radiometrischen Aktivitdtstests E.coli BL21(DE3)-Zellsuspensionen mit einer
optischen Dichte von ODs7g=1 (ca. 8,6x107 Zellen pro Milliliter) eingesetzt. Das
Ausmafd der Peptidphosphorylierung durch die CK2-Aktivitit der beschriebenen
Stamme ist in Abbildung 14 zusammengefasst.
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Abbildung 14: Radiometrischer Aktivititstest mit CK2-exprimierenden E. coli BL21(DE3).
Gemessen wurde die Menge des durch CK2 katalysierten Phosphotransfers von y-[32P]-ATP auf das
synthetische CK2-Substratpeptid RRRDDDSDDD durch Inkubation mit Zellen, die CK2(3-FP (E. coli
BL21(DE3) pSS002), CK2a-FP (E.coli BL21(DE3) pSS001), oder beide CK2-FP (E.coli BL21(DE3)
pSS001+pSS002) an der Oberflaiche prasentierten. Zum Vergleich wurde der Wirtsstamm E. coli
BL21(DE3) und eine Probe ohne Zellen (,,Puffer”) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n=3
Messungen mit Standardabweichung (* p < 0,005).

Der Stamm E. coli BL21(DE3) pSS002, der ausschliefRlich die enzymatisch inaktive

B-Untereinheit als Autodisplay-Passagier enthielt, zeigte einen Messwert von
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1.264 cpm. Er befand sich damit auf dem Niveau des reinen Wirtsstamms
(1.211 cpm) und der Pufferkontrolle ohne Zellen (827 cpm). Diese drei Proben hatten
keine CK2-Aktivitdit und zeigten folglich das Hintergrundrauschen des Testver-
fahrens. Fiir die CK2a-FP-enthaltenden Stimme E. coli BL21(DE3) pSS001 und E. coli
BL21(DE3) pSS001+pSS002 war eine, im Vergleich zu der des reinen Wirtsstammes,
signifikant erhohte CK2-Aktivitat feststellbar. Dies bestdtigte, dass CK2a sowohl
einzeln als auch in Kombination mit CK2[3 mittels Autodisplay in aktiver Form auf der
Oberflache von E. coli BL21(DE3) prasentiert werden konnte. Im Vergleich zu den
entsprechenden UT5600(DE3)-Stimmen war die CK2-Aktivitit von E. coli
BL21(DE3) pSS001 mit 7.638 cpm um den Faktor 2,4 und die Aktivitit von E. coli
BL21(DE3) pSS001+pSS002 mit 9.802 cpm um den Faktor 2,0 grofier. Auffallig war,
dass der E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 eine um den Faktor 1,2 hohere CK2-
Aktivitat aufwies als E. coli BL21(DE3) pSS001, obwohl im letzteren Stamm das
CKZa-FP im Vergleich in 4 bis 8-facher Menge in der Aufenmembran vorkam. Wenn
man diese stiarke Expression des katalytisch aktiven CK2a-FP im Stamms E. coli
BL21(DE3) pSS001 mit einbezieht, kann von einer 5- bis 10-fach héheren CK2-
Aktivitdt des Stamms E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 ausgegangen werden. Auch
hier kann lediglich von einer Tendenz gesprochen werden. Die CK2-Aktivitdten dieser
beiden Stamme (Abbildung 14) unterschieden sich nicht signifikant.

Insgesamt bestitigen die Ergebnisse des Autodisplays der CK2-Untereinheiten in
E. coli BL21(DE3) die Erkenntnisse der Ganzzellaktivititsbestimmung mit E. coli
UT5600(DE3). In beiden Fallen ist das Autodisplay von CK2a hinreichend, um
Kinaseaktivitit mit dem CK2-spezifischen Substrat RRRDDDSDDD radiometrisch
nachweisen zu konnen. Daneben konnte jeweils durch zusatzliches Autodisplay von
CK2B die Aktivitit weiter gesteigert werden. Die CK2-Aktivitit der oberflichen-
exponierten Passagiere war in E.coli BL21(DE3) unter gleichen Versuchs-
bedingungen etwa doppelt so grofd wie in E. coli UT5600(DE3). Fiir entsprechende
CK2-Aktivitatstest im Ganzzellsystem ist demnach E.coli BL21(DE3) am besten

geeignet.

Die CK2-prasentierenden Stamme wurden mit dem Ziel konstruiert eine einfache
CK2-Enzymquelle zur Inhibitionstestung bereitzustellen und die aufwendige
[solierung der sonst intrazellular in E. coli produzierten CK2 zu ersetzen. Durch eine
Kultivierung und Induktion der hier beschriebenen Stimme war die fiir diesen Zweck

benoétigte CK2-Aktivitat innerhalb eines Tages verfiigbar.
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1.4. CK2-Inhibitionstest im Ganzzellsystem

1.4.1. Modulation der Aktivitit oberflichenprisentierter CK2 durch TBB

Die Moglichkeit der Anwendung CK2-tragender E. coli-Zellen in einem Inhibitionstest
wurde im Arbeitskreis von Prof. Montenarh (Medizinische Biochemie und Molekular-
biologie, Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg/Saar) {iiberprift. Dazu
wurden E. coli BL21(DE3) pSS002 und E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 kultiviert
und die Expression der Fusionsgene induziert. Im radiometrischen CK2-Test wurde
statt des normalerweise eingesetzten isolierten CK2-Enzyms eine Zellsuspension mit
einer Endkonzentration ODs78=1 (ca. 8,6x107 Zellen pro Milliliter) eingesetzt. Jeder
Stamm wurde 10 min mit je 5 verschiedenen Konzentrationen des CK2-Inhibitors
TBB (Abbildung 3) zwischen 0,1 und 50 pM oder ohne TBB inkubiert. Allen Proben
wurde das gleiche Volumen DMSO zugegeben, das als Losungsmittel von TBB diente.
Die Phosphotransferaseaktivitit der CK2 wurde mithilfe des synthetischen Substrat-
peptid RRRDDDSDDD radiometrisch bestimmt und ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Dosisabhingige Hemmung der CK2-Aktivitit von E. coli BL21(DE3) pSS001+
pSS002 durch Inkubation mit TBB (A). Zellsuspensionen einer ODs7g=1 wurden mit den ange-
gebenen Konzentrationen an TBB fiir 10 min inkubiert. Anschlieffend wurde im radiometrischen CK2-
Test das Ausmafd des Phosphotransfers von y-[32P]-ATP auf das synthetische CK2-Substratpeptid
RRRDDDSDDD detektiert. (B) E. coli BL21(DE3) pSS002 dienten als Kontrolle (keine CK2-Aktivitat)

und wurden ebenso behandelt.

E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 ohne TBB zeigte einen Messwert von 9.524 cpm
(Abbildung 15 A), welcher die CK2-Aktivitit dieses Stamms im vorherigen Aktivitats-
tests widerspiegelte (9.802 cpm, Abbildung 14). Verglichen damit konnte eine
Reduktion der CK2-Aktivitit mit zunehmender TBB-Konzentration verzeichnet

werden. Nach Inkubation des Stamms mit 0,1 pM TBB war mit 6.517 cpm bereits eine
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deutliche Inhibition der CK2-Aktivitit feststellbar. Ab einer TBB-Konzentration von
1 uM wurde ein Messwert von ca. 2.000 cpm erreicht, der auch durch hdhere
Konzentrationen nicht weiter unterschritten wurde. Die Ergebnisse der Inhibitions-
tests mit E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002 belegen eine dosisabhidngige Hemmung
der CK2-Aktivitat durch TBB. Da TBB als spezifischer Inhibitor der CK2 beschrieben
wurde (Sarno et al, 2001), bestatige dieses Ergebnis, dass in diesem Testverfahren
mit Bakterien tatsidchlich die CK2-Aktivitdt detektiert wurde. Das Experiment wurde
mit E.coli BL21(DE3) pSS002 wiederholt (Abbildung 15B). Dieser Stamm
prasentierte die katalytisch inaktive $-Untereinheit der CK2 an der Zelloberflache. So
konnten eventuelle storende Einfliisse variierender TBB-Konzentrationen auf die
Bakterienzellen und das Testverfahren untersucht werden. Die Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen an TBB hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die
erzielten Messwerte dieser Proben. Der durchschnittliche Messwert von ca.
1.800 cpm lag nur marginal iber dem Messwert, der in Abbildung 14 fiir den reinen
Wirtsstamm vermerkt wurde. CK2-unabhangige, falsch-positive Messwerte konnten
so ausgeschlossen werden. Das Autodisplay von CK2B, bzw. die durch die
Uberexpression induzierten Verdnderungen auf zelluldrer Ebene hatten ebenfalls
keinen merklichen Einfluss auf den Basalwert der CK2-Aktivititsmessung. Ein Wert
um 2.000 cpm konnte demnach als Hintergrundrauschen des Testverfahrens
festgestellt werden. Demnach konnte die CK2-Aktivitit von E.coli BL21(DE3)
pSS001+pSS002 bei einer TBB-Konzentration von 0,1 pM um ca. 40 % gehemmt
werden. Eine Inkubation dieser Zellen mit einer TBB-Konzentration von 1 uM oder
hoher fiihrte zu einer vollstindigen Hemmung der CK2-Aktivitat.

1.4.2. Bestimmung des IC5o Wertes von TBB mit oberflachenprasentierter CK2

Zur Bestimmung des ICso Werts von TBB mit E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002
wurde der Inhibitionstest wegen starker Schwankungen in den vorangegangenen
radiometrischen Bestimmungen mit einer Dreifachbestimmung pro Inhibitorkonzen-
tration wiederholt. Die Ermittlung des ICso Wertes erfolgte mit den Mittelwerten der
Messergebnisse flir die einzelnen TBB-Konzentrationen. Dazu wurde die Aktivitit der
Probe ohne Zugabe von TBB gleich 100 % gesetzt und aus den mit TBB behandelten
Proben relative Aktivititen berechnet. Fiir die Inhibition galt dann: 100 % minus
relative Aktivitat. Die Inhibition wurde in einem semilogarithmischen Dosis-
Effektdiagramm gegen die TBB-Konzentration dargestellt (Abbildung 16). An die
einzelnen Werte wurde eine sigmoidale Ausgleichskurve angepasst. Diese wurde
mittels einer vierparametrischen Ausgleichsfunktion mit dem Programm ,Prism“
(GraphPad, La Jolla, CA, USA) berechnet. Daraus lief3 sich ein IC5o Wert von 0,295 uM

bestimmen.
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Abbildung 16: Bestimmung des ICso Wertes von TBB mittels oberflichenexprimierter CK2 in
E. coli BL21(DE3) pSS001+pSS002. Eine Zellsuspension einer ODs7s=1 wurde jeweils mit den
angegebenen Konzentrationen an TBB fiir 10 min inkubiert. Die Proben wurde einem radiometrischen
CK2-Test unterzogen und relative Inhibitionen bezogen auf die unbehandelte Probe berechnet (n=3;
gezeigt sind MW+SD). Der [Cso Wert wurden durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet.

Wie schon in den zuvor beschriebenen radiometrischen CK2-Tests mit Zellsus-
pensionen zeigten die Messwerte der mit TBB behandelten Proben teilweise hohe
Standardabweichungen. Dennoch hatte die Ausgleichsfunktion ein Bestimmtheits-
maf$ (R2) von 0,989. Trotz der fiir eine Standardanalytik nicht zufriedenstellenden
Schwankung konnte mit diesem Experiment die Eignung des CK2-Autodisplays fiir
einen quantitativen CK2-Inhibitionstest nachgewiesen werden. Auch mit aufge-
reinigtem CK2-Enzym zeigte der radiometrische Kinasetest teilweise starke
Schwankungen, sodass die Grofle der Standardabweichungen nur zum Teil auf die
Verwendung der Zellsuspension mit oberflichenprasentierter CK2 zuriickzufiihren
war. Einen weiteren Grund fiir die Schwankungen im radiometrischen Test kénnte
die aus mehreren Schritten bestehende manuelle Probenaufbereitung darstellen. Um
die Probleme des radiometrischen Tests zu umgehen und weil in der Arbeitsgruppe
kein Isotopenlabor zur Verfiigung stand, wurden alternative Testverfahren bendétigt.
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2.  Entwicklung neuer Testverfahren fiir CK2-Inhibitoren

Nachfolgend wird die Entwicklung zweier Aktivitdtstests fiir die Proteinkinase CK2
beschrieben, die dazu dienen sollten, den radiometrischen Standardtest zu erganzen
und gegebenenfalls zu ersetzen. Beide Tests basieren auf dem Nachweis eines
synthetischen Substratpeptids mit der Sequenz RRRDDDSDDD (Kuenzel et al., 1987),
bzw. dessen Derivaten. Fiir die folgenden Studien wurde die humane Proteinkinase

CK2 rekombinant in E. coli exprimiert und aufgereinigt.

2.1. FRET-gestiitzter CK2-Aktivititstest

2.1.1. Theoretischer Ansatz

Die Entwicklung des ersten Testverfahrens stiitzte sich auf die Uberlegung, die
Phosphorylierung eines Substratpeptids dadurch nachzuweisen, dass Substrat und
Produkt der CK2 von einer Protease mit unterschiedlicher Umsatzgeschwindigkeit
gespalten werden. Das grundsatzliche Prinzip dieses Testverfahrens wurde bereits
publiziert und diente als Basis dieser Experimente (Rodems et al, 2002).
Urspriinglich wurde es allerdings fiir anderen Proteinkinasen beschrieben und sollte
in diesen Experimenten analog mit der CK2 durchgefiihrt werden. Voraussetzung fiir
das Gelingen dieses Prinzips war die Verfiigbarkeit eines passenden CK2-Substrats.
Bei der Suche nach moglichen Proteaseschnittstellen im Peptid RRRDDDSDDD wurde
mit Hilfe der Sequenzanalysesoftware GCG (Accelrys, San Diego, CA, USA) die
Peptidbindung zwischen Serin und Aspartat als Schnittstelle der Schweinepankreas-
Elastase vorausgesagt. Die Substratspezifitit von Schweinepankreas-Elastase war
auch im Datenblatt der Firma Roche (Mannheim) angegeben. Sie spaltet die Peptid-
bindung zwischen einer ungeladenen, nicht-aromatischen Aminosiure und einer
beliebig folgenden Aminosdure. Humane CK2 phosphoryliert das Substrat
RRRDDDSDDD am Serylrest, wodurch dieser negativ geladen wird (Kuenzel et al,
1987). Der Phosphatrest wiirde also die Erkennungssequenz der Elastase maskieren.
Diese Stelle entsprache dann nicht mehr der Anforderung einer ungeladenen, nicht-
aromatischen Aminosaure im Erkennungsmotiv der Elastase. Wie in Abbildung 17
dargestellt, sollte die Phosphorylierung des Peptids durch CK2 dessen Spaltung
verhindern. Die Analytik der Peptidspaltung sollte durch terminale Modifizierung des
Peptids RRRDDDSDDD mit einem Fluorophor und einem Quencher mdoglich gemacht
werden. Am N-Terminus wurde das Peptid mit dem Quencher DABCYL (4-[[4-
(Dimethylamino)phenyl]azo]benzoesdure) und am C-Terminus mit dem Fluorophor
EDANS (5-[(2-Aminoethyl)amino]naphthalin-1-sulfonsdure) konjugiert. Das Peptid
[DABCYL]-RRRDDDSDDD-[EDANS] wird nachfolgend als D/E-Peptid bezeichnet.
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Die Kombination der Molekiile DABCYL und EDANS wird haufig in Untersuchungen
molekularer Wechselwirkungen eingesetzt (Beythien und White, 2005; Weimer et al.,
2006). Hier macht man sich ein Phdnomen zunutze, das als Fluoreszenz-(oder
Forster-)Energie-Resonanz-Transfer (FRET) bezeichnet wird (Forster, 1948). Dabei
kommt es zu einem Energieaustausch zweier raumlich naher Molekiile. Ein FRET-
Donor ist dabei ein Fluorophor (hier: EDANS), der durch UV-Licht (336 nm) angeregt
werden kann. Das Anregungsspektrum des FRET-Akzeptors (hier: DABCYL,
Absorptionsmaximum bei 472 nm) liberlagert sich mit dem Emissionsspektrum des
Donors (Emissionsmaximum bei 490 nm) und kann dessen Energie durch weit-
reichende Dipol-Dipol-Wechselwirkungen aufnehmen, falls er sich in rdumlicher
Nédhe befindet. Unter dieser Voraussetzung entwickelt der FRET-Donor keine

Fluoreszenz.
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Abbildung 17: Konzept des FRET-basierten CK2-Testverfahrens. Die unterschiedliche Zuganglich-
keit einer Proteaseschnittstelle innerhalb eines CK2-Substrats ist dabei abhdngig von seinem
Phosphorylierungsstatus (P=Phosphatgruppe). (A) Das nicht phosphorylierte Peptid kann von der
pankreatischen Elastase gespalten werden. Die FRET-Partner EDANS und DABCYL verlieren daraufhin
ihre rdumliche Ndhe und Fluoreszenz kann angeregt werden. (B) Eine CK2-vermittelte Phosphory-
lierung des Peptids verhindert seine Spaltung durch die Elastase, die FRET-Partner EDNAS und
DABCYL bleiben in raumlicher Nahe und der FRET-Effekt unterdriickt die Fluoreszenz.



Experimente und Ergebnisse 73

Werden die FRET-Partner getrennt, z.B. durch Spaltung des Peptids [DABCYL]-
RRRDDDSDDD-[EDANS], so geht der FRET-Effekt verloren und DABCYL kann die
Fluoreszenz des EDANS-Molekiils nach entsprechender Anregung nicht mehr
unterdriicken (Abbildung 17). Der Verlust des FRET-Effekts dient im hier
beschriebenen Verfahren als Hilfsmittel zur Detektion der Peptidspaltung. Eine hohe
CK2-Aktivitat fithrt somit nach Zugabe von Elastase zu einem Erhalt des FRET-Effekts
und hat eine geringe Fluoreszenzintensitat zur Folge. Im Gegensatz dazu fiihrt eine
schwache CK2-Aktivitét zu einer grofieren Fluoreszenzintensitdt, da ein grofder Anteil
des Peptids durch die Elastase gespalten wird und der FRET-Effekt nachlasst.

2.1.2. Etablierung der FRET-basierten Analytik

Nach der Synthese des D/E-Peptids wurde iiberpriift, ob die spektroskopischen
Eigenschaften des FRET-Paares DABCYL und EDANS durch die Konjugation an das
Substratpeptid RRRDDDSDDD verdndert wurden. Ein Nebenprodukt der Peptid-
synthese war das ausschliefdlich mit dem Fluorophor EDANS markierte Peptid. Von
diesem Peptid RRRDDDSDDD-[EDANS], das nachfolgend als E-Peptid bezeichnet
wird, wurde ein Anregungs- (Abbildung 18 A) und ein Emissionsspektrum

(Abbildung 18 B) aufgenommen.
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Abbildung 18: Anregungs- und Emissionsspektrum des EDANS-konjugierten Peptids. Die
spektroskopischen Eigenschaften des E-Peptids (abgebildete Struktur, R= RRRDDDSDDD) wurden mit
den zwei abgebildeten Spektren ermittelt. Das Anregungsspektrum A wurde bei einer Emissions-
wellenldnge von 487 nm aufgenommen und hatte ein Maximum bei 341 nm. Das Emissionsspektrum B
wurde bei einer Anregungswellenldnge von 342 nm aufgenommen und zeigte ein breites Signal mit

einem Maximum bei 494 nm.
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Sowohl das beobachtete Anregungsmaximum bei 341 nm, als auch das beobachtete
Emissionsmaximum bei 494 nm lag nahe bei dem jeweils beschriebenen Wert fiir das
freie EDANS-Molekiil (Beythien und White, 2005). Das D/E-Peptid zeigte nach
Anregung bei 355 nm praktisch keine Emission, was den erwarteten FRET-Effekt
bestatigte. Um sicherzustellen, dass das Peptid auch nach der Kopplung mit DABCYL
und EDANS noch von CK2 als Substrat akzeptiert wird, wurden alle drei
Peptidformen dem radiometrischen Aktivitdtstest unterzogen. In diesem wurde
untersucht, ob CK2 ein radioaktiv markiertes Phosphat von y-[32P]-ATP auf das
E-Peptid und D/E-Peptid ebenso gut iibertragt, wie auf das nicht modifizierte Peptid.
Wie in Abbildung 19 dargestellt, konnte fiir alle Derivate des Substratpeptids eine
Radioaktivitat gleicher Starke detektiert werden, die dariiber hinaus deutlich iiber
dem Niveau der Negativkontrolle ohne Zugabe von CK2 lag. Diese Ergebnisse legten
nahe, dass sich die terminalen Modifikationen des Peptids nicht auf seine Eignung als

CK2-Substrat auswirken.

20000

15000 —

10000 —1

counts per minute

5000 —1

01 T L T T T
ohne CK2 Peptid E-Peptid D/E-Peptid

Abbildung 19: Effekt von terminalen Modifikationen des Substratpeptids auf die CK2-Aktivitit.
Das E-Peptid und das D/E-Peptid wurden jeweils als Substrat in einem radiometrischen CK2-
Aktivitatstest eingesetzt. Als Kontrollen dienten eine Probe mit dem unmodifizierten Substratpeptid
RRRDDDSDDD (,Peptid“, Positivkontrolle) und eine Probe mit Peptid RRRDDDSDDD ohne CK2
(Negativkontrolle).

Ein grundlegender Schritt im Konzept dieses Aktivitatstests ist die Spaltung des D/E-
Peptids durch Schweinepankreas-Elastase. Um diese Reaktion zu untersuchen, wurde
zunichst die optimale Elastasemenge fiir die Peptidhydrolyse ermittelt. Diese sollte
moglichst zu einem starken Fluoreszenzsignal und gleichzeitig zu einem grofit-
moglichen Unterschied der Fluoreszenzintensitaten zwischen dem nicht-phosphory-

lierten und dem phosphorylieren D/E-Peptid fiihren. Dadurch sollte die maximal
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maogliche Sensitivitit der Methode erreicht werden. Fiir einen Phosphorylierungs-
ansatz mit CK2 wurden pro ,well“ 1,14 nmol D/E-Peptid benétigt. Diese Menge
wurde mit unterschiedlichen Elastasekonzentrationen (10-8bis 10-! units/Ansatz)
inkubiert. Die aus der proteolytischen Spaltung resultierende Fluoreszenz wurde im
Endpunkt bestimmt (Anregungsfilter 355 nm, Emissionsfilter 535 nm). Abbildung 20
zeigt die gemessene Fluoreszenzintensitidt in Abhangigkeit der eingesetzten Aktivitat
an Elastase pro Ansatz in einem semilogarithmischen Diagramm. Es ist zu erkennen,
dass der FRET-Effekt bei Inkubation mit geringer Elastasekonzentration (10-8 bis 10-¢
units pro well) vollstindig erhalten blieb. Das Peptid wurde unter diesen
Bedingungen demnach nicht in detektierbarem Ausmafd gespalten. Mit Elastase-
konzentrationen zwischen 10> und 10-3 units pro well war eine dosisabhdngige

Steigerung der Fluoreszenzintensitit zu verzeichnen.
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Abbildung 20: Auswirkung der Elastaseaktivitit auf den FRET-Effekt im D/E-Peptid.
Verschiedene Aktivititen an Schweinepankreas-Elastase wurden jeweils einem well einer 384 well
Platte mit konstanter D/E-Peptid-Stoffmenge (1,14 nmol) zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug
50 pl. Nach 50 min wurde die jeweilige Fluoreszenzintensitit (Anregung bei 355 nm/ Emission bei

535 nm) gemessen.

Der graduelle Verlust des FRET-Effekts mit steigender proteolytischen Aktivitdt der
Elastase verursachte eine proportional erhdhte Konzentration an ungequenchtem
EDANS. Diese Steigerung der Fluoreszenzentwicklung in Bereich von 10-> bis
10-3 units Elastase pro well war auf die erwartete zunehmende Peptidspaltung
zuriickzufiithren. Ab einer Elastasemenge von ca. 10-2 units pro well konnte diese
Fluoreszenzentwicklung nicht weiter gesteigert werden, was die Vermutung nahe

legte, dass die im Testsystem bendtigte Stoffmenge an D/E-Peptid unter diesen
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Bedingungen vollstindig umgesetzt wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in
nachfolgenden Experimenten eine Elastaseaktivitdt von 10-2 units pro well eingesetzt.
So sollte sichergestellt werden, dass die maximal mogliche Menge an Peptid gespalten

wird.

2.1.3. Messung der CK2-Aktivitidt und der CK2-Inhibition

Der entscheidende Faktor dieses Aktivitdtstests war der Einfluss der CK2-
vermittelten Phosphorylierung des Peptids auf die Fluoreszenzentwicklung nach
Zugabe der Elastase. Dieser Einfluss wurde nachfolgend in einem CK2-Aktivititstest
untersucht, dessen Parameter weitgehend auf den Standardbedingungen eines
radiometrischen CK2-Aktivititstests (ohne y-[32P]ATP) beruhten. Im Anschluss an die
CK2-Reaktion wurde der Ansatz mit Elastase inkubiert.

Die Kinasereaktion wurde in einem Volumen von 10 pl angesetzt. Nach der Reaktion
wurden 40 pl Elastase in Elastasepuffer (insgesamt 10-2 units) zugegeben. Diese 50 pl
wurden 50 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine
Probe ohne das Cosubstrat ATP. Nach der Inkubation mit Elastase wurden die Proben
in eine 384 ,well“ Platte iiberfiihrt und die Fluoreszenzintensitit bei einer
Anregungswellenldnge von 355 nm und einer Emissionswellenldnge von 535 nm
gemessen. Wie in Abbildung 21 A dargestellt, ergab sich im Mittel fiir drei Proben mit
aktiver CK2 (CK2+ATP) eine Fluoreszenzintensitit von 51.820 und fiir drei Proben
mit inaktiver CK2 (CK2-ATP) ein Mittelwert der Fluoreszenzintensitit von 60.180. Es
war eindeutig feststellbar, dass in der Probe, in der das D/E-Peptid phosphoryliert
wurde, der FRET-Effekt deutlich starker erhalten blieb als in der Probe ohne ATP.
Daraus liefs sich schlussfolgern, dass die CK2-Aktivitit eine Elastase-katalysierte
Spaltung des Peptids hemmt. Im Vergleich der Proben mit und ohne ATP ergab sich
ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) in der Fluoreszenzintensitit. Dieses Ergebnis
verdeutlichte, dass die Bestimmung der CK2-Aktivitit mit diesem Testverfahren

moglich war.

Die Motivation zur Entwicklung dieses Tests bestand in einer Identifizierung von
CK2-Inhibitoren. Dazu wurde der oben beschriebene Test in Anwesenheit von ATP
und bekannten CK2-Inhibitoren durchgefiihrt. Daneben sollte so bestatigt werden,
dass tatsdchlich die CK2-Aktivitit zu der in Abbildung 21 A dargestellten
Fluoreszenzintensitat gefiihrt hat. Durch Hemmung der CK2-Aktivitat miisste sich
wie in der Negativkontrolle (CK2-ATP) auch hier eine erhohte Fluoreszenzintensitit

messen lassen.
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Abbildung 21: Bestimmung der CK2-Aktivitit mit Hilfe des FRET-Testverfahrens. (A) Eine
Kinasereaktion wurde mit (CK2+ATP) und ohne ATP (CK2-ATP) durchgefiihrt. Den Ansitzen wurden
jeweils 10-2 units Elastase zugegeben und die Fluoreszenzintensitat nach Anregung (355 nm) bei einer
Emissionswellenldnge von 535 nm gemessen (*p < 0,05). (B) CK2 wurde 10 min mit 10 pM Emodin
bzw. TBB (Abbildung 3) inkubiert. Anschlieflend wurde Assaypuffer mit ATP zugegeben und die
Fluoreszenz wie in (A) bestimmt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwerte aus n=3 Messungen mit

Standardabweichung.

Als CK2-Inhibitoren wurden Emodin und TBB (Abbildung 3) eingesetzt. Beide
besitzen einen ICso Wert um 1uM, miissten also in der hier eingesetzten
Konzentration von 10 uM die CK2 deutlich hemmen. Diese Konzentration wurde
gewahlt, da sie auch in fritheren CK2-Inhibitionsuntersuchungen standardmafig
eingesetzt wurde (Olgen et al, 2007). Mit Inhibitor jeweils in Dreifachbestimmungen
behandelte Proben wurden fluorimetrisch vermessen (355nm/535nm). Dabei
zeigten Emodin und TBB Fluoreszenzintensititen von durchschnittlich 60.129 und
58.886, die dem Niveau der Probe ohne CK2-Aktivitit entsprachen (60.180,
Abbildung 21). Dies lief? den Schluss zu, dass beide Inhibitoren die CK2-Aktivitat
nahezu vollstidndig hemmten und dadurch die Phosphorylierung des D/E-Peptids
vermindert wurde. Folglich blieb die Proteaseschnittstelle fiir die Elastase zugénglich,
was zu einer erhdhten Fluoreszenz fiihrte. Dieses Ergebnis bestatigte, dass tatsachlich
die CK2-Aktivitat fiir die Unterdriickung der Fluoreszenz (Abbildung 21 A)
verantwortlich war. Damit war sowohl die grundsatzliche Brauchbarkeit des
Verfahrens zur Aktivititsmessung der CK2, als auch dessen Eignung zur Testung von
Inhibitoren der CK2 nachgewiesen. Allerdings fiihrte die geringe Sensitivitit des Test
dazu, dass keine verladsslichen quantitativen Bewertungen von Inhibitoren maoglich
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waren. Aus diesem Grund wurde ein weiteres CK2-Testverfahren entwickelt, das auf

einem anderen Prinzip basierte und im Folgenden beschrieben wird.

2.2. Kapillarelektrophoretischer CK2-Aktivititstest

2.2.1. Theoretischer Ansatz

Eine alternative Moglichkeit der CK2-Aktivitadtsmessung basiert darauf, dass sich
einige physikochemische Eigenschaften eines Substrats durch seine Phosphory-
lierung dndern, beispielsweise sein isoelektrischer Punkt. Unter identischen dufieren
Bedingungen besitzen Substrat und Produkt folglich unterschiedliche Ladungen und
sollten sich elektrophoretisch trennen lassen. Durch die CK2-katalysierte Ubertra-
gung einer Phosphatgruppe vom Cosubstrat ATP auf das Peptid RRRDDDSDDD ist das
Substrat dieser Reaktion positiver geladen als das Produkt. Dieser Ladungs-
unterschied fiihrt zu einer unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilitit der

beiden Peptide.
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Abbildung 22: Konzept des kapillarelektrophoretischen CK2-Testverfahrens. Das insgesamt
positiv geladene CK2-Substrat RRRDDDSDDD-[EDANS] wandert im elektrischen Feld zur Kathode (-).
Nach Umsetzung durch die CK2 ist es am Serylrest (S) phosphoryliert (P). Die Nettoladung des Peptids

nimmt durch die Phosphorylierung ab geringer. Substrat und Produkt einer CK2-Reaktion lassen sich
durch die unterschiedliche elektrophoretische Mobilitdt trennen und durch einen geeigneten Detektor
quantifizieren. Dargestellt sind die Ladung der Seitenketten von CK2-Substrat und CK2-Produkt bei

einem pH-Wert von 2,2.

Als Methode der Wahl fiir die elektrophoretische Trennung kleinvolumiger Proben
bietet sich die Kapillarelektrophorese (CE) an. Das Konzept dieses kapillarelektro-
phoretischen Aktivitatstests fiir die CK2 ist in Abbildung 22 dargestellt. Als Elektrolyt
wurde 2 M Essigsdure gewahlt, die einen pH Wert von ca. 2,2 besaf3. Bei diesem pH

Wert liegt Aspartat undissoziiert vor und ist damit ungeladen. Er lag aufderdem unter
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dem ersten pKa Wert fiir proteingebundenes Phosphoserin von ca. 5,6 (Jaquet et al,
1993). Nach Phosphorylierung des Peptids trdgt Phosphoserin eine negative Ladung
zum durch die Arginine und den N-Terminus insgesamt positiv geladenen Peptid bei.
Eine Phosphorylierung macht also einen Ladungsunterschied von -1 aus. Substrat-
sowie Produktpeptid migrieren wegen ihrer positiven Gesamtladung im elektrischen
Feld Richtung Kathode. Da das Produktpeptid aber eine geringere positive Netto-
ladung aufweist, migriert es langsamer und passiert den Detektor erst nach dem
Substratpeptid. Bei einem pH Wert von ca. 2,2 diirfte aufserdem der fiir die Kapillar-
elektrophorese typische elektroosmotische Fluss zum Erliegen kommen. Die Tren-
nung kommt somit einer klassischen Elektrophorese mit dem Vorteil des Einsatzes

kleiner Volumina gleich.

Das Substrat RRRDDDSDDD sollte so verandert werden, dass es fluorimetrisch
detektiert werden kann. Dies sollte die Detektion kleiner Mengen des Peptids
ermoglichen. Bei der Entwicklung des FRET-basierten CK2-Tests wurde bereits nach-
gewiesen, dass die C-terminale EDANS-Modifikation des Peptids RRRDDDSDDD sich
nicht nachteilig auf dessen Akzeptanz als Substrat der CK2 auswirkt. Deshalb bot sich
das E-Peptid als CK2-Substrat fiir dieses kapillarelektrophoretische Experiment an.
Um die Anfangsgeschwindigkeit vo der CK2-Reaktion zu erfassen, muss die Reaktion
in einem Flief3gleichgewicht (,steady state“) stattfinden. Zum Zeitpunkt der
Quantifizierung sind folglich sowohl nicht-phosphoryliertes Substrat, als auch phos-
phoryliertes Produkt der CK2 im Reaktionsansatz enthalten. Nach Zugabe eines
Inhibitors wird vo erniedrigt. Nach identischer Reaktionszeit wird also eine geringere
Menge Substrat zu Produkt umgesetzt. Ein quantitativer Vergleich einer solchen
Reaktion ohne und mit Testsubstanz ermoéglicht die Berechnung der relativen
Aktivitat des gehemmten Enzyms, welche Aussagen liber die inhibitorische Potenz

der Testsubstanz zulasst.

2.2.2. Etablierung der kapillarelektrophoretischen Peptidanalytik

Grundvoraussetzung fiir diesen Test ist die Trennung von unphosphoryliertem
Substrat und phosphoryliertem Produkt der CK2-Reaktion. Es wurden zwei
Reaktionsansdtze untersucht, die sich nur durch die Zugabe des Cosubstrats ATP
unterschieden. Ohne ATP ist die CK2 inaktiv und das Substratpeptid liegt in seiner
nicht-phosphorylierten Form vor. Der Kinasereaktion wurde im Assaypuffer 200 uM
ATP zugesetzt, sodass es in dieser Probe zu einer vollstindigen Phosphorylierung der
Peptidfraktion kommen sollte. AnschliefRend wurden beide Reaktionsansitze mit
Hilfe der Kapillarzonenelektrophorese und einer ,bare fused silica“ Kapillare unter-

sucht. Mit den in Tabelle 12 aufgefiihrten Methodenparametern konnte eine



Experimente und Ergebnisse 80

Trennung erzielt und die in Abbildung 23 dargestellten Elektropherogramme
erhalten werden.

Tabelle 12: Analytische Parameter der kapillarelektrophoretischen Methode.

Parameter Wert
Konditionierung: 0,1 N NaOH, H>0, Elektrolyt
Injektion: 0,5 psi, 20 s (ca. 20 nl)
Effektive Kapillarlange: 50 cm
Innendurchmesser Kapillare: 50 um
Elektrolyt: 2 M Essigsaure
Spannung / Stromstarke: 30 kV / Stromstdrke dynamisch
Detektion: Absorption, 214 nm
4
3 -
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N
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Abbildung 23: Elektrophoretische Mobilititsverschiebung eines CK2 Substratpeptids nach
Phosphorylierung. Dargestellt ist eine Uberlagerung zweier kapillarelektrophoretischer Elektro-
pherogramme. Elektropherogramm A zeigt eine Untersuchung des Reaktionsansatzes mit
unphosphoryliertem Substratpeptid RRRDDDSDDD-[EDANS] und Elektropherogramm B eine Analyse
des entsprechenden Peptids, das durch CK2 phosphoryliert worden war.

Das nicht-phosphorylierte E-Peptid wurde nach einer Migrationszeit von 270 s
detektiert (Abbildung 23 A). Die Phosphorylierung durch CK2 verursachte eine
Verlangerung der Migrationszeit auf 330 s (Abbildung 23 B). Uberraschenderweise
konnte unter den gewdahlten Bedingungen die Absorption der Peptidbindungen zur
spektroskopischen Detektion des Peptids ausgenutzt werden. Bei 214 nm wurde fiir
das Peptid ein gutes Signal-/Rauschverhaltnis festgestellt. Dadurch wurde zwar nicht
das Absorptionsmaximum der Peptidbindung erfasst, das bei 192 nm liegt, aber es

wurde ein optimaler Kompromiss zwischen einer noch hohen Absorption der
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Peptidbindung und der Hintergrundabsorption des Elektrolyts Essigsdure gefunden.
Die Sensitivitdt und die Genauigkeit des Detektors fiihrten zu einer reproduzierbaren
Detektion bei 214 nm. Vermutlich absorbiert bei dieser Wellenldnge auch das an das
Peptid gekoppelten EDANS-Molekiils und verstarkt so die Gesamtabsorption. Die fest-
gestellte selektive UV-Detektion des Peptids bei 214 nm machte die urspriinglich
geplante Benutzung eines Fluoreszenzdetektors tliberfliissig.

Nach der erfolgreichen Trennung von Substrat und Produkt der CK2-Reaktion konnte
im nachsten Schritt untersucht werden, ob sich diese Reaktion auch kinetisch
verfolgen ldsst. Dazu wurde CK2 unter den beschriebenen Bedingungen mit E-Peptid
gemischt und im Probenraum der Kapillarelektrophoreseapparatur bei 37 °C
inkubiert. Anschlieflend an die Konditionierung der Kapillare wurde 6 min nach
Beginn der Reaktion die erste Probe in die Kapillare injiziert, getrennt und analysiert.
Das Reaktionsgefiafd wurde unmittelbar nach Injektion wieder in den auf 37 °C
temperierten Probenraum befordert. Weitere 14 Proben wurden automatisiert im
Abstand von 14,5 min untersucht. In Abbildung 24 A wurden exemplarisch drei
Elektropherogramme von Proben aufgetragen, die 6 min, 20 min und 209 min nach

Beginn der Kinasereaktion injiziert wurden.
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Abbildung 24: Kinetische Untersuchung der Peptidphosphorylierung durch CK2. Zu den
angegebenen Zeitpunkten nach dem Start der CK2-Reaktion wurden Proben entnommen und
kapillarelektrophoretisch analysiert. (A) Exemplarisch sind Elektropherogramme dreier Proben
gezeigt, welche nach 6, 20 und 209 min entnommen wurden. (B) Von allen Elektropherogrammen
wurden jeweils Substrat-(e) sowie Produktsignal (m) integriert und deren jeweilige Signalflache gegen

die Reaktionszeit dargestellt.

In allen Elektropherogrammen konnte das Signal des Substrats vollstindig von dem
des Produkts getrennt werden, was eine Quantifizierung iiber die jeweiligen Flachen
der Signale ermoglichte. Getrennt nach Substrat- und Produktsignal sind diese

Flachen in Abbildung 24 B gegen die Reaktionszeit der Proben aufgetragen. Zu Beginn
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der Reaktion stieg die Flache des Produktsignals rasch an, wahrend die Flache des
Substratsignals in gleichem Ausmafd abnahm. Der Verlauf beider Parameter
beschreibt eine fiir eine Enzymkinetik typische Sattigungskurve. Trotz der groben
zeitlichen Auflésung der kinetischen Analyse kann man erkennen, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit wahrend der ersten 25 min nahezu linear verlauft. Inner-
halb dieser Zeit kann demnach die Anfangsgeschwindigkeit vo der CK2-Reaktion
ermittelt werden. In Abbildung 23 und Abbildung 24 A ist zu erkennen, dass sich das
Signal flir das Substratpeptid in ein Cluster von mindestens zwei unvollstindig
getrennten Einzelsignalen aufspaltet, das einen Bereich von 260s bis 290s
Migrationszeit umfasst. Wahrscheinlich handelte es sich dabei um Peptidderivate, die
andere Mobilitaten besitzen und das Resultat einer unvollstindigen HPLC-
Aufreinigung nach der Peptidsynthese sind. Da die Signale dieser Derivate in spater
entnommenen Proben (z. B. nach 207 min) in deutlich schwicherer Form auftreten,
ist anzunehmen, dass sie auch phosphoryliert werden und im Signal des phosphory-
lierten Produkts aufgehen. Deshalb wurde in folgenden Experimenten die Flache des
Produktsignals als Maf$ zur Quantifizierung herangezogen. Eine Kalibriergerade
bestatigte, dass dieser Parameter im Messbereich des Tests von 20 uM bis 114 uM
direkt proportional zur Konzentration des Produktpeptids war (Abbildung 25).

Signalflache

0 20 40 60 80 100 120
Phosphoryliertes Produkt [uM]

Abbildung 25: Zusammenhang zwischen der Konzentration des phosphorylierten Produkts und
der Fliche des detektierten Absorptionssignals. Proben mit phosphoryliertem Produkt in sechs
Konzentrationen zwischen 20 pM und 114 pM wurde kapillarelektrophoretisch getrennt und bei einer
Wellenldnge von 214 nm absorptionsspektroskopisch detektiert. Die Flache des Produktsignals konnte

als lineare Funktion gegen die Konzentration des phosphorylierten Peptids dargestellt werden.
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In mehreren unabhidngigen Messungen wurde die Reproduzierbarkeit der
Quantifizierung des Produktsignals festgestellt. Dabei konnte eine relative Standard-
abweichung von < 1% festgestellt werden. Da es sich bei dem hier eingesetzten
Peptid um ein durch EDANS markiertes Derivat des beschriebenen CK2-Substrats
RRRDDDSDDD handelte, wurde neben der in Abbildung 19 grundsatzlich nach-
gewiesenen Akzeptanz des E-Peptids als CK2-Substrat auch dessen Michaelis-
konstante Km bestimmt. Die Bestimmung wurde mit fiinf Substratkonzentrationen
von 5 pM bis 200 uM und zwei Enzymkonzentrationen (5 pg/ml und 10 pg/ml) unter
Anwendung des beschriebenen kapillarelektrophoretischen Tests durchgefiihrt. Bei
der Bestimmung des Ku-Wertes wurden die beiden Substratkonzentrationen 5 pM
und 10 uM jedoch nicht beriicksichtigt, da der Umsatz bei diesen Peptid-
konzentrationen >80 % betrug und damit kein Flief3gleichgewicht wahrend der
Messung vorlag (Copeland, 2005). Aus den Ergebnissen der Versuchsreihe mit einer
Enzymkonzentration von 5 pg/ml errechnete sich ein Ku-Wert von 68 uM und fiir
eine Enzymkonzentration von 10 pug/ml konnte ein Ky-Wert von 72 uM berechnet
werden (Abbildung 26). Der Mittelwert beider Bestimmungen von 70 uM liegt nahe
dem Km-Wert des unmarkierten Peptids RRRDDDSDDD, der in der Literatur mit
60 uM angegeben wird (Kuenzel et al., 1987).

Flache des Produktsignals

0 50 100 150 200
Konzentration E-Peptid [uM]

Abbildung 26: Bestimmung des Kw-Wertes fiir das E-Peptid. Zwei Konzentrationen der
rekombinanten CK2 (5 pg/ml (e) und 10 pg/ml (m)) wurden mit je fiinf Konzentrationen an E-Peptid
(von 5 puM bis 200 uM) unter CK2-Reaktionsbedingungen inkubiert und die Aktivitit mit Hilfe des
kapillarelektrophoretischen Testverfahren im Endpunkt bestimmt. An die Messwerte der drei
Konzentrationen, bei denen jeweils ein Fliefigleichgewicht vorlag, wurde die Funktion

Y = Vmax*X / (Km+x) angepasst.
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2.2.3. Messung der Inhibition der CK2-Aktivitit

Die Ergebnisse der Arbeit belegen, dass die CK2-Aktivitit mit der kapillarelektro-
phoretischen Methode bestimmt werden kann. Auch die anfingliche Reaktions-
geschwindigkeit vo kann so gemessen werden. Alternativ zu der kinetischen Bestim-
mung kann die Messung von vo innerhalb des linearen Bereichs auch tber eine
Endpunktbestimmung erfolgen. In diesem Fall ist vo der Quotient der Menge des
Produktpeptids und der Dauer der Reaktion. Die Flache des Produktsignals, das im
Endpunkt detektiert werden kann, reicht fiir eine Berechnung des Umsatzes aus. Fiir
die Bestimmung der relativen Aktivititen wurde in den nachfolgend beschriebenen
Experimenten jeweils zusitzlich eine Probe ohne Inhibitor (Positivkontrolle)
angesetzt und vermessen, deren Produktsignalfliche in den einzelnen Experimenten
100 % Aktivitat definierte. Die relative Aktivitat der einzelnen Proben ergibt sich aus
dem Quotient der Fliche des Produktsignals einer Probe und der Fliche des
Produktsignals der Positivkontrolle. Fiir die quantitative Beschreibung der Inhibition
dieser Probe gilt dann: 1 minus relative Aktivitit. Zusammengenommen lasst sich die

Inhibition folgendermafien aus den Flachen der Produktsignale berechnen:

Inhibition[%] = (1 _( Proc?uktsig"nalﬂéche. .Probe )J < 100%
Produktsignalflache Positivkontrolle
Um den neu entwickelten kapillarelektrophoretischen CK2-Inhibitionstest mit
Standardverfahren zur Bestimmung der CK2-Inhibition vergleichen zu konnen,
wurden fiir die Kinasereaktion Testparameter gewahlt, die moglichst nah an denen
des meistgenutzten radiometrischen Testverfahrens lagen. Basierend auf dem
kapillarelektrophoretischen CK2-Aktivititstest und den theoretischen Voriber-
legungen zur Bestimmung der Inhibition wurde eine Bestimmung von ICso Werten
der beiden CK2-Inhibitoren TBB und Emodin durchgefiihrt. Die Inhibitoren wurden
initial in reinem DMSO zu 10 mM gelost. Die DMSO-Konzentration im Reaktions-
ansatz aller Proben (auch der Positivkontrolle ohne Inhibitor) betrug 1 %. In dieser
Konzentration hatte DMSO weder einen messbaren Einfluss auf die CK2-Aktivitat,
noch auf den Verlauf des Elektropherogramms. Fiir die Messung der Inhibition wurde
die in Kinasepuffer vorliegende CK2 fiir 10 min mit je sieben Konzentrationen von
TBB oder Emodin (je zwischen 0,01-100 pM) vorinkubiert. Nach Zugabe von
Assaypuffer und 15-miniitiger Inkubation bei 37 °C wurde die CK2-Reaktion durch
Lagerung bei 4 °C und Zugabe von EDTA gestoppt. Die einzelnen Reaktionsansatze
wurden nacheinander kapillarelektrophoretisch mit den in Tabelle 12 angegebenen
Parametern analysiert. Die Inhibition wurde wie zuvor angegeben berechnet und
gegen die eingesetzte Konzentration der jeweiligen Substanz in einem semilogarith-

mischen Dosis-Effekt-Diagramm aufgetragen (Abbildung 27). Mit Hilfe einer
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sigmoidalen Ausgleichsfunktion konnte der ICso Wert von TBB (0,27 uM) und der ICso
Wert von Emodin (1,33 puM) berechnet werden. Das Bestimmtheitsmafd (R%) der Aus-
gleichsfunktionen lag in beiden Fallen iiber 0,99. Diese Ergebnisse bestdtigten die
Anwendbarkeit dieses neuen CK2-Tests. Er kann sowohl als qualitativer Vortest, als
auch zur quantitativen Bewertung der inhibitorischen Potenz von Substanzen
eingesetzt werden.

100+

50

Inhibition [%]

0

102 E 100 10" 102
Inhibitorkonzentration [uM]

Abbildung 27: Mit dem kapillarelektrophoretischen Test ermitteltes Dosis-Effekt-Diagramm fiir
zwei CK2 Inhibitoren in semilogarithmischer Darstellung. Die Inhibition der CK2 wurde nach
zehnminiitiger Prainkubation mit TBB (e) oder Emodin (m) in je sieben Konzentrationen zwischen
0,01 pM und 100 pM bestimmt. Die Analyse erfolgte kapillarelektrophoretisch mit dem E-Peptid als
Substrat der CK2-Reaktion und den in Tabelle 12 angegebenen analytischen Parametern.

2.2.4. Anpassung der Testparameter an das Substratpeptid RRRDDDSDDD

Der vorgestellte Test wurde weiter optimiert, um ihn als Standardverfahren
anwenden zu konnen. Ziel der Optimierung war ein moglichst schneller, einfacher,
verlasslicher und kosteneffektiver Inhibitionstest. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde
zundchst das Substrat verdndert. Statt des E-Peptids, dessen Fluoreszenzeigen-
schaften nicht benoétigt wurden, wurde das Peptid RRRDDDSDDD ohne Fluorophor-
konjugation synthetisiert. Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die EDANS-
Konjugation einen Einfluss auf die Mobilitdt hatte. Dartiber hinaus trug EDANS
vermutlich zur Absorption des Peptids bei und verbesserte das Detektionslimit des
E-Peptids. In einem ersten Ansatz wurde das neu synthetisierte Peptid RRRDDDSDDD
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statt des E-Peptids in dem sonst unverdnderten beschriebenen CK2-Aktivitatstest
eingesetzt und kapillarelektrophoretisch untersucht. Die Ergebnisse bestatigten
bereits, dass der kapillarelektrophoretische CK2-Aktivitatstest grundsatzlich mit dem
Peptid RRRDDDSDDD durchgefiihrt werden kann. Die Verschlechterung des Signal-
/Rauschverhiltnisses aufgrund der wie erwartet geringeren Absorption dieses
Peptids bei 214 nm (nicht gezeigt) machte aber eine Optimierung des Analyse-
protokolls notig. Dazu wurde statt einer Kapillare mit 50 cm effektiver Linge eine
Kapillare mit 20 cm effektiver Lange eingesetzt. Das Injektionsvolumen wurde auf
80 nl gesteigert, um eine grofiere Menge Analyt und folglich stirkere Absorptions-
signale zu erhalten. Zusatzlich wurde festgestellt, dass die dynamische Regelung der
Spannung liber eine feste Einstellung des Stromflusses eine stabilere Basislinie zur
Folge hatte, was die Integration der Messsignale erleichterte. Ein Konditionierungs-
schritt mit NaOH ist vor allem bei der Kapillarelektrophorese mit pH-neutralem
Elektrolyt wichtig, um den elektroosmotischen Fluss (EOF) in unterschiedlichen
Messungen konstant zu halten. Da unter den in Tabelle 12 beschriebenen
Bedingungen kein erkennbarer EOF zustande kam, konnte auf den Konditionierungs-
schritt vor jeder Einzelmessung verzichtet werden, ohne dass die Trennung negativ
beeinflusst wurde. Um Ablagerungen in der Kapillare zu vermeiden, wurde lediglich
vor der Messung einer Serie von Proben konditioniert und zwischen den Einzel-
proben mit dem vierfachen Innenvolumen an Elektrolyt gespiilt. Diese neuen
Parameter sind in Tabelle 13 zusammengefasst und wurden auf die Analytik eines

CK2-Reaktionsansatzes angewendet.

Tabelle 13: Analytische Parameter der optimierten kapillarelektrophoretischen Methode.

Parameter Wert

Konditionierung: Spiilen mit Elektrolyt
Injektion 1 psi, 20 s (ca. 80 nl)

Effektive Kapillarldange: 20 cm

Innendurchmesser Kapillare: 50 pm

Elektrolyt: 2 M Essigsdure

Spannung / Stromstarke: Spannung dynamisch / 30 mA
Detektion: Absorption, 214 nm

Eine CK2-Reaktion wurde mit dem Peptid RRRDDDSDDD als Substrat durchgefiihrt.
Zur Kontrolle wurde eine CK2-Reaktion ohne ATP untersucht, um die Migrationszeit
des nicht phosphorylierten Substrats zu identifizieren und so das entsprechende
Absorptionssignal zuordnen zu koénnen. In Abbildung 28 A ist das Elektro-
pherogramm der CK2-Reaktion ohne Zugabe von ATP abgebildet. Man erkennt ein
deutliches und scharfes Signal bei einer Migrationszeit von 153 s. Aufierdem war

dhnlich zu den Untersuchungen des E-Peptids ein kleines Signal bei einer leicht
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erhohten Migrationszeit zu sehen. Wie im Fall des E-Peptids lasst sich dieses Signal
wohl auf eine unvollstindige HPLC-Aufreinigung nach der Peptidsynthese
zuriickfiithren. Nach einer 15-miniitigen CK2-Reaktion (Abbildung 28 B) konnten zwei
klar voneinander getrennte Signale detektiert werden. Bei dem zusatzlichen Signal
mit einer Migrationszeit von 155 s muss es sich um das Produkt der CK2-Reaktion,
das phosphorylierte Peptid (RRRDDDSpDDD), handeln (Sp=Phosphoserin).
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Abbildung 28: Trennung von phosphoryliertem und unphosphoryliertem Peptid RRRDDDSDDD
mit optimierten Testparametern. Ausschnitt zweier Elektropherogramme von Reaktionsansatzen
mit dem CK2-Substratpeptid RRRDDDSDDD. In Elektropherogramm A wurde ein Reaktionsansatz
ohne CK2-Aktivitdt kapillarelektrophoretisch getrennt. Elektropherogramm B zeigt die Trennung

einer Probe, die fiir 15 min bei 37 °C mit CK2 unter Reaktionsbedingungen inkubiert wurde.

Beide Signale besaflen eine deutlich stirkere Absorption als die Signale der
Elektropherogramme einer entsprechenden Messung, die bis dahin mit dem E-Peptid
und den Analyseparametern aus Tabelle 12 aufgenommen wurden (vergleiche
Abbildung 23). In Kombination mit der Stabilisierung der Basislinie flihrte dies zu
einem deutlich besseren Signal-/Rauschverhdltnis. Diese Bestimmung wurde in
einem dreifachen Ansatz durchgefiihrt und ergab bei der Quantifizierung der
Produktsignalflache einer Probe eine relative Standardabweichung von < 1,5 %.
Durch die Verwendung der in Tabelle 13 zusammengefassten Parameter konnte die
Gesamtdauer eines Trennungsvorgangs von 19 min auf 6 min verkiirzt werden. Mit
diesen neuen Parametern wurde erneut der ICso Wert von Emodin bestimmt. Dazu
wurde CK2 mit jeweils acht Konzentrationen (von 0,0001 uM bis 31,6 uM) Emodin
inkubiert (10 min, 37°C). Die Reaktion wurde durch Zugabe von Assaypuffer (mit
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Peptid RRRDDDSDDD) gestartet und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde sie
durch Zugabe von EDTA gestoppt und die Proben wurden bis zur kapillarelektro-
phoretischen Trennung bei 4°C aufbewahrt. Abbildung 29 zeigt die Auswertung der
prozentualen Hemmungen der CK2 durch die verschiedenen Emodin-Konzentra-
tionen. Wie in Abbildung 27 ist auch hier eine konzentrationsabhdngige Zunahme der
Hemmung festzustellen. Die Anpassung einer sigmoidalen Ausgleichsfunktion an die
Einzelergebnisse hatte ein Bestimmtheitsmafd (R?) von 0,999. Mit dieser Auswertung
konnte fiir Emodin ein ICso Wert von 0,49 pM bestimmt werden. Damit konnte gezeigt
werden, dass auch mit den optimierten Testparametern und dem unmodifizierten
Substratpeptid RRRDDDSDDD die quantitative Bewertung eines CK2-Inhibitors
moglich ist.
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Abbildung 29: Bestimmung des ICso Werts von Emodin mit dem Substratpeptid RRRDDDSDDD.
Die Inhibition von CK2 wurde nach zehnminiitiger Prainkubation mit Emodin bestimmt. Dabei wurden
acht Konzentrationen zwischen 0,0001 uM und 31,6 pM untersucht. Die Messung erfolgte kapillar-
elektrophoretisch mit dem E-Peptid als Substrat der CK2.

3.  Untersuchung neuer Inhibitoren fiir die CK2

3.1. Indolcarboxamidderivate als potentielle CK2-Inhibitoren

Von Prof. Siireyya Olgen (Universitit Ankara, Tiirkei) wurden Indol-2- und Indol-3-
carboxamidderivate synthetisiert (Kaessler et al, 2008) und zur Testung auf CK2-
Hemmung zur Verfiigung gestellt. Der beschriebene Kkapillarelektrophoretische

Aktivitatstest mit dem E-Peptid als Substrat wurde in einer Doppelbestimmung mit
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einer Substanzkonzentration von 10 pM durchgefiihrt. Die Ergebnisse der

Inhibitionstests sind in Tabelle 14 und Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 14: Untersuchung unterschiedlich substituierter Indol-2-carboxamidderivate auf CK2-

Hemmung im kapillarelektrophoretischen Aktivititstest.

o]
CIH
N HN R,

X Rq
Substanzbezeichnung X R; R, le)ze-iAll:)tl:l:;at
PE248 H H H 33 %
PE285 H cl H 95 9
PE286 H F H 97 04
PE287 H cl cl 70 %
PE290 H F F 1149%
PE262 F H H 101 %
PE269 F cl H 101 %
PE267 F F H 101 %
PE270 F cl Cl 102 %
PE275 F F F 112 %

Tabelle 15: Untersuchung unterschiedlich substituierter Indol-3-carboxamidderivate auf ihre
CK2-Hemmung im kapillarelektrophoretischen Aktivititstest.

Substanzbezeichnung X Ry R> Cl;i-iAllBu:;;at
PE291 H H H 102 %
PE297 H F H 102 %
PE298 H Cl Cl 101 %
PE299 H F F 98 %
PE272 F H 95 %
PE274 F Cl H 88 %
PE276 F F H 94 %
PE277 F Cl Cl 93 %
PE278 F F F 97 %
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Wie in Tabelle 14 und Tabelle 15 dargestellt, lief} sich die Aktivitat der CK2 durch
keines der getesteten Indolcarboxamidderivate effektiv hemmen. Substanz PE287
wies mit einer Restaktivitdt der CK2 von 70 % die grofdte Hemmung auf. Fiir diese
aktivste Verbindung PE287 wurde der ICso Wert durch Messung der Inhibition bei
acht verschiedenen Konzentrationen (von 0,01 uM bis 100 uM) bestimmt. Mit Hilfe
einer sigmoidalen Ausgleichsfunktion konnte eine halbmaximale Hemmung der CK2
bei einer Konzentration von 14,6 uM PE287 ermittelt werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Bestimmung des ICso Wertes von PE287 mit Hilfe des kapillarelektrophore-
tischen CK2-Aktivitatstests. Als CK2-Substrat wurde das E-Peptid eingesetzt. Die Inhibition von CK2
wurde nach zehnminiitiger Prainkubation mit PE287 gemessen. Dabei wurden acht Konzentrationen
zwischen 0,01 uM und 100 pM untersucht.

3.2. Durchmusterung einer Substanzbibliothek

Von der Arbeitsgruppe von Prof. Kuckldnder (Institut fiir Pharmazeutische und
Medizinische Chemie, HHU Diisseldorf) wurde eine Substanzbibliothek zur Verfiigung
gestellt (siehe Tabelle 16). Diese Substanzen wurden hinsichtlich ihrer Hemm-
wirkung auf das CK2 untersucht. Dabei wurden zundchst nur relative Hemmungen
bei einer Substanzkonzentration von 10 uM ermittelt, um moglicherweise wirksame
Strukturen als Ansatzpunkte fiir weitergehende Untersuchungen zu identifizieren.
Auch hier wurde das kapillarelektrophoretische CK2-Testverfahren mit E-Peptid als

Substrat eingesetzt. Die Ergebnisse der Inhibitionsuntersuchung sind in Tabelle 16
zusammengefasst.
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Tabelle 16: Untersuchung einer Substanzbibliothek auf Hemmung der CK2 im kapillarelektro-
phoretischen Aktivititstest.

Substanzbezeichnung Strukturformel CK2-Aktivitat

bei 10 uM
Cl
o o 0
Ric152 M 7 \— 7%
cN  NH:

Q|
Jon
HB191 K@L 37 %
© Cl
HO_~_N
jeu
HB198 o)\©\ 42 %
OCH,

|
N
r |
(0] N‘N
HB221 i 44 %
O

HN
Kuck19d =N k@ 51 %

OH o
SB1 @d”@ 51 %
oH ©

~o

o\
OH O

N 52%

Ric170

HO N N
HB199 O)\©\ 56 %
cl
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Substanzbezeichnung

Strukturformel

CK2-Aktivitit

bei 10 pM
o
Q0™
HB133 K@ 60 %
© Cl
(0]
=
Kuck46 07 N 63 %
H o
N
r |
O N‘N
HB222 OJ\CL 65 %
OCH,
Q /
N\
N
HB072 y 68 %
(@]
N
r |
(0] N‘N
HB223 J\Q 70 %
O
Cl
o
"
HB192 K@ 71 %
© NOz
o
Cl N\NI
HB205 ol 71 %
(o]
RicR1 76 %
HB144 79 %
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Substanzbezeichnung

Strukturformel

CK2-Aktivitit

bei 10 uM
PT140 (G17) 79 %
Rictetraon 79 %
HB164 80 %
20d 82 %
20g 83 %
HB131 84 %
HB136 85 %
HB189 85 %

0

Kuck45d ~N 85 %
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Substanzbezeichnung

Strukturformel

CK2-Aktivitit

bei 10 uM
Kuck141 86 %
Kuck17 86 %
Kuck45 87 %
Kuck48d 87 %
PT39 87 %
HB174 90 %
SB2 90 %
Kuck106 98 %
O N o]
/\o (o] o
Kuck50g J 98 %
N
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. CK2-Aktivitit
Substanzbezeichnung Strukturformel bei 10 uM
|
HO Noy
HB219 J\©\ 100 %
o]
OCHj3
o N_O
/\O (o] o
Kuck50b 4 101 %
N
@ HO och,
y O
N>:>L
Kuck41a @[N 102 %
H

Die meisten Substanzen zeigten keine oder nur eine maf3ige Wirkung auf die CK2-
Aktivitat (Restaktivitat > 50 %). Lediglich die vier Substanzen HB221, HB198, HB191
und Ric152 zeigten in einer Konzentration von 10 uM eine Inhibition der CK2, die zu
einer Restaktivitit <50 % fithrte. Den starksten inhibitorischen Effekt wies das
Benzofuranderivat Ric152 mit einer CK2-Restaktivitit von 7 % auf. Derivate dieser
Grundstruktur konnten vielversprechende Verbindungen fiir potente CK2-
Inhibitoren darstellen und wurden im Folgenden getestet.

3.3. Benzofuranderivate als CK2-Inhibitoren

Nach der Identifizierung von Ric152 als potentem CK2-Inhibitor wurden weitere
Benzofuranderivate von Prof. Kuckldnder zur Verfligung gestellt (Kuckldander und
Toberich, 1982; Bollig, 2007). Die Wirkung dieser Substanzen auf die CK2-Aktivitat
wurde zunachst wieder bei einer Konzentration von 10 uM untersucht. Bei einer
Hemmung der CK2-Aktivitdt von > 50 % wurde zusatzlich der 1Cso Wert der Substanz
bestimmt, um die inhibitorische Potenz genauer zu quantifizieren. Die mit dem
kapillarelektrophoretischen Testverfahren erhaltenen Ergebnisse der untersuchten
Substanzen sind in Tabelle 17 zusammengefasst.
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Tabelle 17: Untersuchung verschiedener Benzofuranderivate auf Hemmung der CK2 im
kapillarelektrophoretischen Aktivitatstest.

Substanz Strukturformel CKZ-_Akt1v1tat ICso Wert
bei 10 uM
¢l H Q
TF Cl o NH <4 %1 0,03 uM
74
Y
HO 0
Cl
cl o 0O
Ric151 Y/ <4 %l 0,2 uM
HO —
cN NHy
Cl
o o 0O
Ric152 / 7 % 0,2 uM
)J\O —
cN NH;
Cl
o o 0O
Ric138 31 % 2,4 uM
)ko 7 O_\ 0 u
cN NH;
0
’ /
Ric149 © 61 % -
o\
_/
o 6]
)J\O 7 (@)
RicFur NH 110 % -
HN \\(
Ko ©
(0]

1Werte unter 4 % konnten nicht mehr verlésslich quantifiziert werden.

Die untersuchten Benzofuranderivate wiesen deutliche Unterschiede in der CK2-
Hemmung auf. Ric149 und RicFur zeigten eine geringe, bzw. keine inhibitorische
Wirkung auf die CK2-Aktivitat. Im Gegensatz dazu fiihrte die Hemmwirkung von TF,
Ric151, Ric152, Ric138 zu einer CK2-Restaktivitit von unter 50 %. Fir diese
Substanzen wurde zusatzlich ICso Werte bestimmt. Bei ndherer Betrachtung ldsst sich
fiir die Substanzen Ric138 und Ric152 eine interessante Struktur-Wirkungsbeziehung
aufzeigen. Sie unterscheiden sich lediglich durch die Seitenkette an Position 2 des
Benzofuranrings. Dieser strukturelle Unterschied spiegelte sich in einem 10-fachen
Unterschied des ICso Wertes wider, der fiir Ric138 2,4 uM und fiir Ric152 0,2 uM
betrug. Der Austausch der Ethylesterfunktionalitit von Ric138 durch das o,f-
ungesattigte Carbonylsystem (3-Methylbutenon) von Ric152 wirkte sich demnach
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deutlich positiv auf die inhibitorische Potenz aus. Die Acetylierung der phenolischen
Hydroxylgruppe in Position 5 des Benzofuranrings scheint fiir die Wirkung von
Ric152 nicht essentiell zu sein, da das entsprechend deacetylierte Derivat Ric151 mit
0,2 uM den identischen ICso Wert aufwies. Den besten ICso Wert zeigte die als
»Toberichfuran“ oder kurz TF bezeichnete Verbindung (Z)-6,7-Dichlor-1,4-dihydro-8-
hydroxy-4-[(4-methylphenylamino)methylen]dibenzo[b,d]furan-3(2H)-on
(Kucklander und Toéberich, 1982). Diese lag mit 0,03 uM noch um knapp eine Zehner-
potenz unter dem ICso Wert von Ric151 und Ric152 (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Bestimmung des IC5o Wertes von TF. Dazu wurde der kapillarelektrophoretische
CK2-Inhibitionstest mit E-Peptid als Substrat eingesetzt. Die Inhibition von CK2 wurde nach
zehnminiitiger Prdinkubation mit TF gemessen. Dabei wurden zehn Konzentrationen zwischen
0,0001 uM und 10 pM untersucht.

3.3.1. Untersuchung zur Wirkung von TF in Krebszellen

TF wurde als duflerst potenter CK2-Inhibitor identifiziert und wurde auf seine
Membrangangigkeit, wachstumshemmenden Eigenschaften und Hemmung der
nativen CK2 in der humanen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP (Horoszewicz et al,
1980) untersucht. Alle Zellkulturexperimente wurden von Claudia Go6tz in der
Arbeitsgruppe von Prof. Montenarh (Medizinische Biochemie und Molekularbiologie,
Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg/Saar) durchgefiihrt.

3.3.1.1 Wirkung auf die Viabilitat

Mit einem MTT-Test wurde die Wirkung von TF auf die Viabilitdt von LNCaP-Zellen
bestimmt. Dazu wurde diese Zelllinien mit drei TF-Konzentrationen (25 pM, 50 pM,
75 uM) behandelt. Der Effekt wurde nach 24 h, 48 h und 72 h als relative Viabilitat im

Vergleich zu unbehandelten Zellen bestimmt. Analog dazu wurden LNCaP-Zellen mit
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denselben Konzentrationen des Inhibitors TBB inkubiert, um vergleichende Aussagen
unter gleichen experimentellen Bedingungen treffen zu konnen. Nach Behandlung
der LNCaP-Zellen mit TF waren sowohl Effekte durch Steigerung der Konzentration,
als auch durch Verlangerung der Inkubationsdauer zu verzeichnen. Nach 24-
stiindiger Inkubation mit 25 uM TF ging die Viabilitdt bereits auf 45 % zuriick und
konnte nach derselben Inkubationsdauer mit 50 uM TF noch weiter auf 30 % gesenkt
werden. Die Inkubation mit 75 uM TF hatte jedoch keine weitere Reduktion zur Folge
(31 % Viabilitdt). Die Effekte nach 24h konnten durch Verlingerung der
Inkubationsdauer jeweils verstiarkt werden. So war nach 48-stiindiger Inkubation mit
25uM, 50 uM und 75uM TF noch eine Viabilitit von 37 %, 15 %, bzw. 12 %
feststellbar. Nach 72-stlindiger Inkubation mit einer TF-Konzentration von 25 pM
war nur noch eine Viabilitdit von 14 % detektierbar, die durch die héheren TF-
Konzentrationen von 50 uM und 75 pM noch auf 5%, bzw. 3 % gesenkt wurde
(Abbildung 32 A). Die Behandlung von LNCaP-Zellen mit TBB hatte einen dhnlichen
Effekt, der jedoch erst bei hoheren Konzentrationen, bzw. ldngerer Inkubationsdauer
einsetzte. So hatte eine Inkubationsdauer von 24 h nur geringe Auswirkungen. Mit
der maximalen TBB-Konzentration von 75 pM wurde nach 24 h noch 90 % Viabilitat
gemessen. Auch nach 72 h waren bei der niedrigsten TBB-Konzentration von 25 pM
keine Effekte zu sehen. Erst bei der hochsten Konzentration von 75 uM war nach 48 h
eine Reduktion auf 45 % und nach 72 h noch eine Viabilitdat von 17 % zu verzeichnen
(Abbildung 32 B). Unter Beriicksichtigung der jeweiligen Inkubationsdauer wurden
die Effekte der hochsten untersuchten TBB-Konzentration (75 uM) bereits von der
Kleinsten untersuchten TF-Konzentration (25 uM) iibertroffen. Zusammenfassend
konnte festgestellt werden, dass die Viabilitit von LNCaP-Zellen durch beide
Substanzen herabgesetzt wurde. Der neu identifizierte CK2-Inhibitor TF wirkte
jedoch deutlich potenter als der schon bekannte Inhibitor TBB.
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Abbildung 32: Effekt von TF (A) und TBB (B) auf die Viabilitit von LNCaP-Zellen. Die Viabilitat
wurde mithilfe des MTT-Tests bestimmt. In jedem Diagramm ist der konzentrationsabhangige Effekt

nach einer Inkubationsdauer von 24 h (@), 48 h (m) und 72 h (A) aufgetragen.
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3.3.1.2 Wirkung auf die Induktion von Apoptose

Anschlieflend wurde untersucht, ob die TF-vermittelte Reduktion der Zellviabilitat
auf apoptotische Ereignisse zuriickgefiihrt werden konnte. Zu diesem Zweck wurde
die Spaltung von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) in den Zellen nachgewiesen.
Caspase 3 spaltet die 115 kDa grofde PARP in zwei stabile Fragmente: die 24 kDa
grofle, DNA-bindende, N-terminale Domane und das 89 kDa grofie, C-terminale
Fragment. Diese spezifische Proteolyse von PARP kennzeichnet den irreversiblen
Punkt der Einleitung der Apoptose und kann im Western Blot von Zelllysaten mit
einem spezifischen PARP-Antikérper nachgewiesen werden. LNCaP-Zellen wurden
auf PARP-Spaltung nach 24- und 48-stiindiger Inkubation mit 25 pM, 50 uM und
75 uM TF untersucht und mit dem Effekt von TBB gleicher Konzentration verglichen.
Nach einer Inkubation mit TF war ab 50 uM zu sehen, dass die Bande des 89 kDa
PARP-Fragments konzentrationsabhingig an Intensitdt zunahm. Dieser Effekt war
sowohl nach einer Inkubationsdauer von 24 h, als auch, in verstiarkter Form, nach
48 h zu erkennen. Eine Behandlung der LNCaP-Zellen mit TBB fiihrte in diesen
Experimenten zu nahezu identischen Ergebnissen (Abbildung 33). Hier war auch
schon bei einer Konzentration von 25 uM eine leichte Bande bei 89 kDa zu erkennen.
LNCaP-Zellen, die mit 75 uM TBB inkubiert wurden, konnten aufgrund technischer
Schwierigkeiten nicht ausgewertet werden. Als Ergebnis bleibt festzustellen, dass
sowohl TF als auch TBB in LNCaP-Zellen im untersuchten Konzentrationsbereich

ahnlich starke pro-apoptotische Wirkung zeigen.
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Abbildung 33: Effekt von TF und TBB auf die PARP-Spaltung in LNCaP-Zellen. Die Zellen wurden
24 h oder 48 h mit 25 uM, 50 pM und 75 uM TF oder mit 25 pM, 50 uM TBB inkubiert. Als Kontrolle
dienten Zellen, die nur mit DMSO behandelt wurden (0 uM). Nach SDS-PAGE und Western Blotting
wurden vollstandiges PARP (115 kDa) und das durch Caspasespaltung entstehende 89 kDa grofde
Fragment mit Hilfe eines Anti-PARP Antikérper markiert.
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3.3.1.3 Hemmung der endogenen CK2-Aktivitat durch TF

LNCaP-Zellen wurden analog zu den oben beschriebenen Experimenten mit TF
inkubiert. Nach 24 h oder 48 h wurde die CK2-Aktivitit von Lysaten mit Hilfe des
radiometrischen CK2-Tests gemessen. Diese Untersuchung gab Aufschluss dariiber,
ob die am isolierten Enzym gefundene Hemmung von TF im zelluldren System
bestatigt werden konnte. Als Vergleich diente der Einfluss der jeweils gleichen
Konzentration von TBB auf die Hemmung der zelluldren CK2-Aktivitat. Zellen wurden
mit 25 pM, 50 uM oder 75 uM TF fiir 24 h oder 48 h inkubiert, danach gewaschen und
lysiert. Von diesen Zelllysaten wurde die relative CK2-Aktivitat berechnet. Als Bezug
diente die CK2-Aktivitit der Zelllysate von unbehandelten und entsprechende lange
inkubierten Zellen. Um eventuell auftretende Schwankungen im radiometrischen Test
auszugleichen, wurden im Falle von TF je zwei Proben pro Parameter gemessen. Die
TBB-Proben wurden als qualitative Kontrolle jeweils einzeln angesetzt und
gemessen. Beide Substanzen fiihrten ab einer Konzentration von 25 uM zu einer
Reduktion der endogenen CK2-Aktivitit von LNCaP-Zellen auf 50 %. Durch eine
Steigerung der Konzentration konnte in keinem Fall eine weitere Verminderung der
CK2-Aktivitat verzeichnet werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34: CK2-Aktivitit in Lysaten von LNCaP-Zellen, die zuvor mit TF (A) oder TBB (B)
inkubiert wurden. Die CK2-Aktivitdit wurde mit dem radiometrischen Testverfahren ermittelt. Die
relativen Aktivititen der Proben wurden jeweils auf unbehandelte Zellen bezogen. Weifie Balken
geben die CK2-Aktivitdt nach 24 h, graue Balken die CK2-Aktivitit nach 48 h Inkubation mit dem
jeweiligen Inhibitor an. Fiir mit TF behandelte Proben (A) wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt

(angegeben ist dort jeweils der MW).

Im Gegensatz zum MTT-Test war in keiner Versuchsreihe ein Zusammenhang
zwischen verlangerter Inkubationsdauer mit der jeweiligen Substanz und einer
verstirkten Hemmung der endogenen CK2-Aktivitit zu erkennen. Parallel zum

Aktivitatstest wurde durch Western Blots nachgewiesen, dass die exprimierte Menge
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an endogener CK2a in keinem der Zelllysate reduziert war. Die beobachtete Abnahme
der CK2-Aktivitit ist demnach auf die Modulation der CK2-Enzymaktivitit
zuriickzufithren. Wegen der Schwankungen des radiometrischen Tests und der
geringen Anzahl an gleichen Ansitzen sollten diese Ergebnisse jedoch in erster Linie
als qualitative Untersuchung gewertet werden. So stellte z. B. die Probe der 24 h mit
75 uM TBB inkubierten LNCaP-Zellen mit einer CK2-Aktivitit von 90 % hdchst-
wahrscheinlich einen Ausreifder dar. Zusammengenommen konnte gezeigt werden,
dass TF die endogene CK2-Aktivitit in LNCaP-Zellen senkt. Die Wirkstarke von TF lag
in etwa auf dem Niveau von TBB. Der Nachweis der Hemmung intrazellularer CK2

belegt dartiber hinaus die Fahigkeit von TF zur Zellpermeation.

3.3.1.4 Selektivititsuntersuchung von TF

Nachdem die inhibitorische Potenz von TF in LNCaP-Zellen bestatigt werden konnte,
sollte untersucht werden, ob TF einen selektiven CK2-Inhibitor darstellt. Dazu wurde
von dem Unternehmen ,Reaction Biology“ (Malvern, PA, USA) die Hemmwirkung von
TF auf 63 isolierte humane Proteinkinasen (PK) untersucht. Darunter waren PK aus
allen Hauptgruppen des humanen Kinoms (Manning et al, 2002, Abbildung 1)
vertreten. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 35, geordnet nach
den Hauptgruppen humaner PK, dargestellt. In dieser Testreihe wurden alle PK mit je
10 uM ATP und 10 uM TF inkubiert. In einem anschlieffenden radiometrischen Test
wurde die jeweilige Kinaseaktivitdt in Bezug auf eine Probe ohne TF bestimmt. Da
sich die Ku-Werte der PK bzgl. ATP teilweise deutlich unterscheiden (Knight und
Shokat, 2005), ermoglichen die Ergebnisse lediglich einen semi-quantitativen
Vergleich der Inhibition durch TF. Definiert man Hemmung in diesem Test als eine
Aktivitidtsminderung > 50 %, so wurden neben CK2a und CK2a’ zwolf der 63 PK von
TF gehemmt und 49 der 63 PK reagierten schwach, tiberhaupt nicht oder zeigten im
Fall von IRAK4, MAPK14, PAK4 oder LBK1 eine deutliche Steigerung der Aktivitat.
CK2a (von ,Reaction Biology“ als ,CK2a“ bezeichnet) und CK2a' (von ,Reaction
Biology“ als ,CK2a2“ bezeichnet) wurde in diesem Test mit knapp 24 %, bzw. 35 %
Restaktivitiat (Abbildung 35) schwacher inhibiert, als dies in der kapillarelektro-
phoretischen Inhibitionsuntersuchung mit dem aufgereinigten CK2-Holoenzym
(< 4 % Restaktivitat, Tabelle 17) festgestellt wurde. Dabei miissen jedoch auch die
unterschiedlichen Testparameter, wie Substrat- und ATP-Konzentrationen, Puffer,
etc. beriicksichtigt werden, sodass ein direkter Vergleich prozentualer Hemmdaten
an dieser Stelle nicht moglich ist. Die sieben PK, die am stdrksten (> 70 %) gehemmt
wurden, sind in Tabelle 18 separat aufgelistet. Obwohl diese Ergebnisse lediglich
einen groben Uberblick iiber das quantitative inhibitorische Potential von TF gaben,

deuteten sie darauf hin, dass TF ein multiselektiver Proteinkinaseinhibitor ist.
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Abbildung 35: Selektivitidtsprofil von TF mit einer Auswahl von 63 humanen Proteinkinasen.
Die aufgelisteten PK wurden mit 10 uM TF und 10 pM ATP inkubiert. AnschliefRend wurde die relative

prozentuale Kinaseaktivitit bestimmt (Mittelwert aus n=2). 100 % Aktivitit wurde als Aktivitat der

jeweiligen Kinase in Abwesenheit von TF definiert. Die Gruppierung der PK erfolgte nach Manning et
al. (2002). (Abkiirzungen der PK-Gruppen: siehe Abbildung 1).
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Tabelle 18: Humane Proteinkinasen, die von TF zu mindestens 30 % gehemmt wurden.

Proteinkinase Aktivitat UniProt Accession # | Physiologische Funktion

Aurora A 11,00 % 014965 Zellzyklusregulation

KDR/VEGFR2 13,05 % P35968 Gefafentwicklung,
Angiogenese

SGK1 (d1-59, S422D) 14,16 % 000141 Stressantwort,
Zelliiberleben

FLT4/VEGFR3 19,68 % P35916 Zellproliferation

PIM1 19,90 % P11309 Zellproliferation,
Zelluberleben

PKD2/PRKD2 20,90 % Q9BZL6 Resistenz gegen
oxidativen Stress

LCK 29,20 % P06239 T-Zell-Differenzierung

4. Zugang zu neuen Inhibitoren der CK2-Substratbindestelle

Die iiberwiegende Mehrheit niedermolekularer Verbindungen mit CK2-
inhibitorischer Aktivitit tiben ihre Wirkung durch eine kompetitive Affinitat zur
Cosubstrat-Bindetasche aus. Die Konformation dieser Struktur ist im Kinom hoch
konserviert und stellt damit eine suboptimale Struktur zur spezifischen Hemmung
dar. Ein Alleinstellungsmerkmal der CK2 unter den humanen Proteinkinasen ist ihre
ungewohnliche Substratkonsensussequenz (Kuenzel et al., 1987; Meggio et al., 1994).
Die acidophile Substratbindedoméane der CK2 stellt deshalb eine vielversprechende
Zielstruktur zur Entwicklung von selektiven Inhibitoren dar. Bis zum Beginn dieser
Arbeit war noch kein Inhibitor veroffentlicht, der an diese Domane bindet. Einzig
CK2-Substrate boten potentielle Startpunkte fiir die Entwicklung neuer CK2-
Inhibitoren auf der Basis einer peptidischen Leitstruktur.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Substrat als Passagier mittels Autodisplay an der
Oberflache von E. coli prasentiert werden und iiber eine eventuelle Affinitdt CK2 an
die Zelloberflache binden. Wird die CK2 vorher mit einem Fluorophor konjugiert, so
lasst sich der Phanotyp ,Affinitditsbindung zur CK2“ iiber dessen Fluoreszenz-
intensitat detektieren: Weist ein Autodisplay-Passagier eine hohe Affinitat zur CK2
auf, so hat diese Zelle mehr fluoreszierende CK2 gebunden als ein Bakterienstamm,
der einen Passagier mit einer niedrigeren Affinitdt zur CK2 tragt. Das Mafd der
Fluoreszenzintensitit einer Zelle nimmt demnach graduell mit der Affinitdt seines
oberflachenprasentierten Autodisplay-Passagiers zur CK2 zu. Die Fluoreszenz
einzelner Zellen lasst sich mittels Durchflusszytometrie quantifizieren.
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4.1. Affinitatsuntersuchung mit Casein als Autodisplaypassagier

Casein wurde als erstes Substrat der CK2 beschrieben (Burnett und Kennedy, 1954).
Casein stellt einen Uberbegriff fiir eine Gruppe verschiedener Proteine dar, die in der
Literatur haufig nicht differenziert werden. Wegen dieser eher diffusen Literatur-
angaben wurde mit aufgereinigtem, rekombinant erzeugtem humanem asi-Casein
(Merck, Darmstadt) zundchst bestitigt, dass dieses Enzym tatsdchlich ein Substrat
der CK2 darstellt (Ergebnisse nicht gezeigt). Von diesen Erkenntnissen ausgehend
wurde humanes asi-Casein als Autodisplay-Passagier fiir Affinitdtsuntersuchungen
mit der CK2 eingesetzt. Im Arbeitskreis Jose war bereits ein entsprechendes Auto-
displaykonstrukt vorhanden, das humanes asi-Casein als Passagier trug. Die
Expression des entsprechenden asi-Casein-Fusionsgens, sowie die Orientierung des
Passagiers zum Extrazellularraum, war bereits durch zuvor durchgefiihrte Studien
bestatigt worden (personliche Mitteilung K. Petermann, R. Maas). Das asi-Casein-
Autotransporter-Fusionsprotein wurde von dem Plasmid pET-RAA codiert. Das in
diesem Experiment eingesetzte CK2-Holoenzym wurde zundchst mit Fluorescein
konjugiert, um die Bindung der CK2 an Casein-tragende Zellen fluorimetrisch
detektieren zu konnen. Daraufhin wurde eine Kultur von E. coli UT5600(DE3)
pET-RAA kultiviert und anschlief}end die Expression des Autotransporter-
Fusionsgens induziert. Diese Bakteriensuspension wurde mit Fluorescein-konju-
gierter CK2 (CK2r) inkubiert. In einer durchflusszytometrischen Analyse wurde die
Fluoreszenz dieser Zellen bei einer Emissionswellenldnge von 530 nm analysiert.
Diese Probe wurde mit zwei unterschiedlichen Gerateparametern (,threshold)
untersucht. Die Ergebnisse dieser zwei separaten Analysen von E. coli UT5600(DE3)
pET-RAA sind in Abbildung 36 dargestellt. Beide Histogramme verdeutlichen, dass
dieser Stamm eine deutlich hohere mittlere Fluoreszenz aufweist als der ebenso
behandelte Wirtsstamm E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid (Negativkontrolle). In
Abbildung 36 A sind zwei Populationen des Stamms E. coli UT5600(DE3) pET-RAA zu
erkennen, die unterschiedlich stark fluoreszieren. Das lokale Maximum bei einer
Fluoreszenzintensitit von ca. 100 liegt auf dem Niveau der Negativkontrolle, deren
Fluoreszenzmittelwert bei 221 liegt. Dieses grundsatzliche Phdnomen ist im
Arbeitskreis flr derartige durchflusszytometrische Messungen bekannt. Es ist darauf
zurlickzufithren, dass sich Bakterien und partikuldre Verunreinigungen des
Hullstroms, welche eine ahnliche Gestalt besitzen, nur unzureichend durch die

Parameter FSC und SSC differenzieren lassen.
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Abbildung 36: Affinititsuntersuchung von E. coliUT5600(DE3) pET-RAA (grau) mit
Fluorescein-konjugierter CK2 (CK2f) und verschiedenen Geriteparametern. Als Negativ-
kontrolle diente E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid (transparent). Die Stimme wurden jeweils mit
CK2f inkubiert und anschlieffend wurden die Proben durchflusszytometrisch untersucht. (A)
ythreshold“: FCS=200, SSC=200, Messung von 30.000 Zellen pro Probe. (B) ,threshold“: FCS=400,
SSC=400, Messung von 1.000 Zellen pro Probe.

Der ,threshold” fiir FSC und SSC definiert wahrend der Messung den Wert, ab dem ein
detektiertes ,Ereignis“ liberhaupt als Bakterienzelle in die Messung aufgenommen
wird. Abhdngig von der Einstellung des ,thresholds“ und von der Variabilitit der
Bakteriengestalt variiert der prozentuale Anteil der negativen Teilpopulation.
Abbildung 36 B verdeutlicht dies. Dort ist der ,threshold” von FSC und SSC von je 200
auf je 400 erhoht worden. Mit dem erhohten ,threshold” zeigen dieselben Proben ein
eindeutigeres Bild. Hier erkennt man fiir E.coli UT5600(DE3) pET-RAA eine
homogene Population mit einem Fluoreszenzmittelwert von 2.133. Fiir die
Population von E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid konnte einen Wert von 215
bestimmt werden. Der qualitative Vergleich der erhaltenen Daten mit unterschied-
lichen ,thresholds” zeigt, dass die mittlere Fluoreszenzintensitit der negativen Zellen
(E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid) von dieser Anderung unberiihrt bleibt, die Probe
(E. coli UT5600(DE3) pET-RAA) aber eindeutig homogener dargestellt wird. Ein
deutlicher Nachteil der Erhéhung des ,thresholds* ist die Nicht-Erfassung eines Teils
der Bakterienzellen (je nach Probe zwischen 60-90%). Um in zukiinftigen
Experimenten ein Abbild aller Zellen in der Probe zu erhalten und keine Artefakte zu
messen, wurde weiterhin mit dem niedrigeren ,threshold“ (FSC=200 und SSC=200)
gearbeitet. Deshalb wurde allein das Auftreten einer Population bei hohen Fluores-
zenzwerten als positive Affinitditsmarkierung gewertet. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse, dass das in der Autotransporter-Passagierdoméane prasentierte humane
asi-Casein in der Lage ist an die CK2 zu binden. Daneben konnte der Nachweis
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erbracht werden, dass eine Affinitatsuntersuchung der CK2 mittels Autodisplay eines

Substrates und durchflusszytometrischer Analytik grundsatzlich durchfiihrbar ist.

4.1.1. Affinitdtsuntersuchung von N-terminal verkiirztem as;-Casein

Der untersuchte osi-Casein-Passagier war mit einer Lange von 170 AS als
Ausgangspunkt fiir die Entwicklung eines Inhibitors zu grofd. Von Interesse waren
allerdings die Bereiche des Proteins, welche fiir die Affinitdit an die CK2 von
Bedeutung sind. Diese wurde mit Teilen der asi-Casein-Sequenz in , Epitop-Mapping"“-
dhnlichen Bindungsstudien genauer untersucht. Im Arbeitskreis Jose wurden zwei
Fusionsgene konstruiert, die N-terminal verkiirzte Proteinsequenzen des asi-Casein
als Autodisplay-Passagiere codierten (KP3: 66 AS; KP7: 16 AS. Proteinsequenzen der
Passagiere im Anhang). Bei beiden Verkiirzungen war der N-terminal lokalisierte
Bereich der bekannten physiologischen Hauptphosphorylierungsstellen des asi-
Caseins nicht mehr vorhanden. Die Expression sowie die extrazelluldre Orientierung
der Fusionsproteine KP3-FP (Stamm E. coli UT5600(DE3) pKP003) und KP7-FP
(Stamm E. coli UT5600(DE) pKP007) wurden bereits nachgewiesen (personliche
Mitteilung K. Petermann). Die beiden Stimme wurden nach Kultivierung und
Induktion der Proteinexpression dem Markierungsprotokoll mit CK2r unterzogen.
Daneben wurde E. coli UT5600(DE3) pET-RAA zum Vergleich herangezogen. E. coli
UT5600(DE3) ohne Plasmid wurde als Negativkontrolle eingesetzt und demselben
Markierungsprotokoll unterworfen. In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der durch-
flusszytometrischen Analyse als Fluoreszenzhistogramm fiir jeden der untersuchten
Stdamme dargestellt. Der asi-Casein-prdsentierende Stamm (E. coli UT5600(DE3) pET-
RAA) zeigte, wie schon in Abbildung 36, eine deutlich starkere Fluoreszenzintensitat
im Vergleich zur Negativkontrolle (E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid) (Abbildung 37
A und B). Auch der Stamm E. coli UT5600(DE3) pKP003 konnte eindeutig mit CK2r
markiert werden, was sich an einer homogenen, stark fluoreszierenden Population
mit einem Fluoreszenzmittelwert von 1.792 feststellen lief3. In dieser durchfluss-
zytometrischen Auswertung war interessanterweise nur eine dufderst schwach
ausgepragte negative Population zu erkennen. Eine Erklarung hierfiir konnte bislang
aber nicht gefunden werden. E. coli UT5600(DE3) pKP007 zeigte im Fluoreszenz-
histogramm zwei Populationen mit lokalen Maxima bei ca. 100 und ca. 1.000, die
nahezu vollstindig mit dem Histogramm des Casein-prasentierenden Stamms
iibereinstimmte (Abbildung 37 D). Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern,
dass beide N-terminal verkiirzten asi-Casein-Sequenzen, wie asi-Casein selbst, eine

Affinitat zur CK2 aufweisen.
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Abbildung 37: Affinititsuntersuchung von CK2y mit vollstindigem as;-Casein (B) und den
N-terminal verkiirzten as;-Casein Sequenzen KP3 (C) bzw. KP7 (D). Die untersuchten asi-Casein-
Fragmente wurden jeweils an der Zelloberfliche von E. coli prasentiert. Die zugehdrigen Stamm-
bezeichnungen sind an dem jeweiligen Fluoreszenzhistogramm angegeben. Als Negativkontrolle
diente der Stamm E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid (A). Alle Stdimme wurden jeweils mit CK2g

inkubiert und 10.000 Zellen pro Probe durchflusszytometrisch auf Fluoreszenz untersucht.

4.1.2. Untersuchung einer Peptidsequenz aus asi-Casein als Inhibitor der CK2

Die auf 16 AS verkiirzte asi-Casein-Sequenz des Autodisplay-Passagiers KP7 lautete:
PTAHENYEKNNVMLQW. Dieses Peptid beinhaltet kein klassisches CK2-Phosphory-
lierungsmotiv. Die starke Affinitat zur CK2 in Kombination mit der Tatsache, dass das
Peptid vermutlich nicht als Substrat umgesetzt wird, begriindete die Vermutung, dass
dieses Peptid die Aktivitit der CK2 modulieren kann. Um einen mdglichen Effekt
dieses Peptids auf die CK2-Aktivitdt zu untersuchen, wurden ein von KP7 abgeleitetes
Peptid synthetisch hergestellt (JPT, Berlin) und als Inhibitor im kapillarelektro-
phoretischen CK2-Aktivititstest eingesetzt. Das Peptid mit der Sequenz
PTAHENYEKNNVMLQW wurde im kapillarelektrophoretischen CK2-Inhibitionstest in
Konzentrationen von 10pM und 100 pM eingesetzt. In keiner der beiden
Konzentrationen konnte allerdings eine Hemmwirkung auf die Aktivitit der CK2
festgestellt werden. Im Falle von KP7 lasst sich demnach aus der starken Affinitat zur

CK2 keine inhibitorische Wirkung ableiten.



Experimente und Ergebnisse 108

4.2. CK2-Pseudosubstrat als Autodisplaypassagier

Einen weiteren Ansatzpunkt zur Zellaffinitdtsmarkierung mittels Autodisplay boten
artifizielle Substrate der CK2, die durch rationale Modifikation zu Pseudosubstraten
werden sollten. Das Peptid RRRDDDSDDD wurde schon frith als Substrat der CK2
identifiziert (Kuenzel et al, 1987). Die drei N-terminalen Arginine stellen in der
Sequenz lediglich einen ,tag” zur Bindung an Phosphozellulosefilter im konventio-
nellen radiometrischen CK2-Assay dar. Als substratbestimmende Determinanten
wurden die sauren Aspartatreste diskutiert, die den zu phosphorylierenden Serinrest
flankieren (Kuenzel et al, 1987). Bei der Konstruktion des Autodisplay-Passagiers
wurde deshalb auf die N-terminalen Arginine verzichtet. Zusatzlich sollte das Peptid
von der CK2 nicht umgesetzt werden kénnen und so zum Pseudosubstrat werden. Zu
diesem Zweck wurde der Serinrest durch einen Alaninrest ersetzt. Um dieses Peptid
(DDDADDD) an der Oberflache von E. coli zu prasentieren, musste ein Fusionsgen
konstruiert werden, das fiir ein Autotransporter-Fusionsprotein, bestehend aus
Signalpeptid, Passagier (=Peptid), Linker und -Fass Domane, codiert.

4.2.1. Konstruktion von Expressionsplasmiden zum Peptid-Autodisplay

Das im Arbeitskreis vorhandene Plasmid pBL002 codierte alle zum Autodisplay
benotigten Domédnen und wurde bereits als Vektor zur Klonierung von der CK2«a
eingesetzt. Die Sequenz des darin enthaltenen Passagiers wird von den beiden
Restriktionsschnittstellen Xhol (am 5’-Ende) und Kpnl (am 3’-Ende) flankiert. Mittels
Kassettenmutagenese konnte dieses 1.357 bp grofde Fragment durch eine DNA-
Sequenz ausgetauscht werden, die das Peptid DDDADDD und das Hamagglutinin-
Epitop mit der AS-Sequenz YPYDVPDYA (HA-Epitop) codiert. Das HA-Epitop wurde
eingeflihrt, um die spatere Analytik der subzelluldren Lokalisation und Orientierung
der Passagierdomane zu erleichtern. Die Klonierung erforderte eine doppelstriangige
(ds) DNA-Sequenz, die aus zwei komplementiren synthetischen Oligonukleotiden
hergestellt wurde (Abbildung 38 B). Die Hybridisierung der Oligonukleotide Pr99
und Pr100 ergab ein dsDNA-Fragment, welches das Peptid DDDADDD + HA-Epitop
codierte und kohésive, zu Xhol (5’-Ende) und Kpnl (3’-Ende) kompatible Enden hatte.
Als Vektor diente das Xhol/Kpnl geschnittene, 4.828 bp grofde Riickgrat von pBL002.
Nach Ligation mit dem Pr099/Pr100-Hybrid entstand so das Plasmid pAG009
(Abbildung 38 B). Fiir vergleichende Untersuchungen wurde, basierend auf dieser
Strategie, ein weiteres Fusionsgen kloniert, welches das CK2-Substratpeptid
DDDSDDD+HA-Epitop als Passagier codierte (Abbildung 38 A). Dazu wurde das
dsDNA-Hybrid der Oligonukleotide Pr101 und Pr102 mit dem Riickgrat aus pBL002
ligiert. Das entstehende Plasmid wurde pAGO08 genannt. Die von pAGO09 und
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pAGO008 codierten Autotransporter-Fusionsproteine unterschieden sich in genau
einer Aminosdure, die an der Stelle des Phosphatakzeptors liegt und im Falle des
Pseudosubstrat-Passagiers ein Alanin aufwies (pAG009) und im Falle des Substrat-
Passagiers ein Serin (pAG008). Nach der Transformation von E. coli UT5600(DE3) mit
pAGO009 oder pAG008 wurde von Transformanden beider entstandenen Stimme eine
Plasmidisolierung durchgefiihrt. Durch eine anschlieRende DNA-Sequenzanalyse
wurde sichergestellt, dass das jeweilige Fusionsgen die korrekte DNA-Sequenz

aufwies.

E D DD S D DD Y P Y DV P D Y A G

A Prl0l TCGAGGACGACGACTCCGACGACGACTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGTAC

Prilo2 CCTGCTGCTGAGGCTGCTGCTGATGGGCATGCTGCAAGGCCTGATGCGAC ergibt pAG008

E DD DAD DD Y P Y DV P D Y A G

B Pr099 TCGAGGACGACGACGCTGACGACGACTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGTAC ergi bt pAGOOQ
Prl00 CCTGCTGCTGCGACTGCTGCTGATGGGCATGCTGCAAGGCCTGATGCGAC

Schnittstelle
Signalpeptidase

+H G T P Q N I T D L L T L N P T K E S.

CATGGAACACCTCAAAATATTACTGATTTGC CCTTAATCCTACAAAAGAAAG...
..CTCCACAAGGTACTTTTATAATGACTAAACGAGCT CATGGGAATTAGGATGTTTTCTTTC..

SP Linker mit 163 AS B-Fass Doméne

Plasmidriickgrad von pBL002 |

& &

Abbildung 38: Konstruktion von pAG008 und pAG009. Nach Hybridisierung von Pr099 und Pr100
(B), bzw. Pr101 und 102 (A) bildete sich jeweils ein dsDNA-Fragment, das die jeweils dariiber-
stehende AS-Sequenz codierte. Sie besafien iiberhdngende Enden, die kompatibel zu den Enden des
Riickgrats von Plasmid pBL002 waren, der mit Xhol und Kpnl geschnitten wurde. Die Klonierung des
jeweiligen dsDNA-Fragments in pBL002 ergab Plasmid pAGO008 (A), bzw. Plasmid pAG009 (B). Die
Autotransporterdoménen, die von Plasmid pBL002 codiert werden sind gekennzeichnet (SP=Signal-
peptid).

4.2.2. Affinititsuntersuchung eines CK2-Pseudosubstrats als Autodisplaypassagier

Die subzelluldre Lokalisation und die Uberpriifung der Orientierung der Passagier-
domadne zum Extrazellularraum wurde fiir Stamm E. coli UT5600(DE3) pAG009
gezeigt. E. coli UT5600(DE3) pAGO09 wurde kultiviert und die Expression des
Autotransporter-Fusionsgens induziert. Daraufhin wurde dieser Stamm neben E. coli
UT5600(DE3) (Negativkontrolle) erst mit murinem Anti-HA-AK und danach mit
Dylight 649-gekoppeltem Anti-Maus AK inkubiert. Die durchflusszytometrische
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Analyse dieser beiden Proben ist in einer Uberlagerung beider Fluoreszenzhisto-
gramme in Abbildung 39 dargestellt. E.coli UT5600(DE3) pAGO09 zeigte einen
Fluoreszenzmittelwert von 1.947 (graues Histogramm), der deutlich iiber dem Mittel-
wert der Negativkontrolle (E. coli UT5600(DE3), transparentes Histogramm) von 195
lag. Im Falle der peptidtragender Zellen konnte durch den erwdhnten niedrigen
ythreshold“ (FSC=200 und SSC=200) auch hier eine kleine Schulter im Histogramm
festgestellt werden, die der Fluoreszenzintensitit der Negativkontrolle entsprach.
Durch die spezifische Markierung der Zellen iiber das in der Passagierdomane
vorkommende HA-Epitop konnte dessen Orientierung in den Extrazellularraum
belegt werden. Da sich die Fusionsproteine der Plasmide pAGO08 und pAGO09 nur in
einer Aminosdure unterscheiden, konnte fiir beide ein gleiches Verhalten ange-

nommen werden.
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Abbildung 39: Durchflusszytometrischer Nachweis der extrazelluliren Orientierung der
Passagierdomidne durch Antikérperzuginglichkeit des HA-Epitopes in E. coli UT5600(DE3)
pPAGO009. Der Stamm wurde zundchst mit murinem Anti-HA Antikdrper, dann mit Dylight 649-
gekoppeltem Anti-Maus Antikérper markiert. Die Zellen wurden durchflusszytometrisch auf
Fluoreszenz untersucht. Fluoreszenzintensititen von E. coli UT5600(DE3) (transparent, Analyse von
30.000 Zellen) sind als Negativkontrolle iiber das Histogramm von E. coli UT5600(DE3) pAG009 gelegt
(grau, Analyse von 50.000 Zellen).

Um die Affinitit des Autodisplay-Passagiers zur CK2 zu untersuchen, wurde der
Stamm E. coli UT5600(DE3) pAGO09 zunéachst einer Markierungsprozedur mit CK2
unterzogen. Als Kontrollen dienten der reine Stamm E. coli UT5600(DE3) und E. coli
UT5600(DE3) pAGO008. AnschlieRend wurde die Fluoreszenzintensitit der so
behandelten Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Ergebnisse dieser
Analyse sind in Abbildung 40 dargestellt. Der Stamm, der das Pseudosubstrat
DDDADDD an der Oberflache trug, zeigte einen Fluoreszenzmittelwert von 554
(Abbildung 40 C) und lag damit leicht iiber dem Mittelwert der Negativkontrolle
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E. coli UT5600(DE3) (Abbildung 40 A) von 246. Der Stamm E. coli UT5600(DE3)
pAGO008, der das Substrat DDDSDDD trug (Abbildung 40 B), wies hingegen mit einem
Mittelwert von 215 keinen Unterschied zur Negativkontrolle auf.

E. coli UT5600(DE3) E. coli UT5600(DE3) pAG008 E. coli UT5600(DE3) pAG009
301 A 301B 301C

g E E

S 520 7201

5 5 5

< = =

<10 <10 <10

0 \1 T \2 T \3 T \4 [0 R a nas e e L S ) e e L AL B Q M= e

10" 102 10° 10 10" 102 10® 10t 10" 102 10° 10
Fluoreszenzintensitét (530/30 nm) Fluoreszenzintensitat (530/30 nm) Fluoreszenzintensitat (530/30 nm)

Abbildung 40: Affinititsuntersuchung peptidtragender E. coli-Zellen mit CK2r. Als Kontrolle
diente der reine Wirtsstamm (A; E. coli UT5600(DE3) ohne Plasmid). Die Stimme wurden jeweils mit
Fluorescein-konjugierter CK2 inkubiert und 1.000 Zellen pro Probe durchflusszytometrisch auf
Fluoreszenz untersucht. (B) E. coli UT5600(DE3) pAG008 tragt das Substrat DDDSDDD an der Ober-
flache, (C) E. coli UT5600(DE3) pAGO009 tragt das Pseudosubstrat DDDADDD an der Oberflache.

Uber das Pseudosubstrat DDDADDD konnten die Zellen nur unwesentlich stirker mit
CK2r markiert werden als die Negativkontrolle und Zellen, die das Substrat
prasentierten. Dieser Unterschied von Faktor 2 ldsst, verglichen mit den Unter-
schieden in den Fluoreszenzmittelwerten der vorangegangenen Affinititsunter-
suchungen, auf eine dufderst schwache Affinitit zwischen Pseudosubstrat und CK2
schlief3en. Andererseits bekraftigt dieses Ergebnis jedoch die Erkenntnis aus den
Experimenten mit den verkiirzten asi-Casein Sequenzen als Autodisplay-Passagier.
Die Anzahl der Aminosduren in der Passagierdoméne und die Sequenz von Signal-
peptid, Linker- und B-Fass-Domédne, sowie das Markierungsprotokoll mit CK2r
stimmten in beiden Experimenten iiberein. Alleine die Sequenz des Passagiers asi-
Casein-Peptid KP7 unterschied sich von derjenigen des (Pseudo)Substrats. Somit
kann fiir die Affinitit des Stamms E. coli UT5600(DE3) pKP007 zur CK2 nur die

Peptidsequenz von KP7 verantwortlich sein.
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4.3. Erstellung einer Autodisplay-Peptidbibliothek

Da das rational entworfene Pseudosubstrat DDDADDD eine zu schwache Affinitat zur
CK2 aufwies, wurde eine andere Vorgehensweise entwickelt, um moglichst affine
peptidische CK2-Liganden/Bindungspartner zu erhalten. In Anlehnung an ,phage
display“-Experimente (Noren und Noren, 2001) und Experimente im Arbeitskreis
Jose (Jose et al, 2005) sollte iiber eine bedingt zuféllige Variation verschiedener
Positionen innerhalb eines Autodisplay-Peptid-Passagiers eine Bibliothek erstellt
werden. Autodisplay bietet dabei den Vorteil, dass pro Bakterienzelle der Genotyp
(die genetische Information des zufélligen Peptids) und der Phanotyp (die Affinitat
zur CK2) physikalisch gekoppelt sind. In einer solchen Bibliothek von Autotrans-
porter-Fusionsproteinen prasentiert jede Zelle nur eine Peptidpassagiervariante in
hoher Kopienzahl. Nach Inkubation mit fluoreszenzkonjugierter CK2 werden Zellen
mit CK2-affinem Peptid an der Oberflache mehr CK2 binden, als Zellen, die ein Peptid
tragen, das schwach an die CK2 bindet. Unter optimalen Bedingungen sollte man mit
Durchflusszytometrie-gekoppelter Zellsortierung (,FACS“) stark fluoreszierende
Zellen aussortieren konnen. Diese sollten hochaffine Peptide tragen, deren Sequenz
iiber DNA-Sequenzierung der codierenden Plasmide zuganglich ist. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte die Methode zur Erstellung einer Bibliothek etabliert und verifiziert

werden.

4.3.1. Konstruktion des Vektors zur Klonierung der DNA-Bibliothek

Zur Klonierung des DNA-Bibliothekinserts sollte ein Vektor benutzt werden, der
moglichst einfach und in reiner Form prédpariert werden kann. Aufderdem sollte ein
moglichst kleines Bibliothekplasmid entstehen, weil so eine grofiere Effizienz bei der
Transformation der Zellen zu erwarten war. Das Plasmid pAG009, das alle zum
Autodisplay erforderlichen genetischen Informationen enthielt, stellte den Ausgangs-
punkt fiir die folgenden Experimenten dar. Das enthaltene DNA-Fragment fiir die
Passagierdomdne, das hier von Xhol- und Kpnl-Erkennungssequenzen flankiert
wurde, war allerdings nur 58 bp grof3. Dies erschwerte die Analytik der Entfernung
dieses Passagierfragments nach Restriktionsverdau mit Xhol/Kpnl erheblich, da das
entstehende 58 bp grofde Fragment auf einem Agarosegel nicht ohne weiteres
identifiziert werden konnte. Damit lief3 sich auch das Gelingen des Restriktions-
verdaus nicht eindeutig verifizieren. Dies war jedoch notwendig, um eine moglichst
hohe Effizienz der nachfolgenden Klonierung des Bibliothekinserts sicherzustellen.
Als Ausweg bot es sich an, ein 1.000 bp langes ,nonsense“-Fragment in den Passagier-
bereich einzufiigen, dessen Entfernung besser kontrolliert werden konnte. An diesem

Punkt wurde ein weiterer Faktor beriicksichtigt: Alle bisher im Arbeitskreis
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benutzten Autodisplaykonstrukte besitzen nach Prozessierung durch die Signal-
peptidase neun Aminosduren N-terminal vor dem Beginn der Passagiersequenz. Die
zu untersuchenden Peptide in der Passagierdomdne werden so immer N-terminal um
ein festes Sequenzmotiv erweitert (siehe Abbildung 38). Dieses Motiv konnte zu einer
Beeinflussung der Affinitit des relativ kurzen Passagierbibliothekpeptids in
nachfolgenden Experimenten fiihren. Deshalb wurde zundchst das in Plasmid
pAGO009 vorhandene Konstrukt so modifiziert, dass im prozessierten Autotrans-
porter-Fusionsprotein lediglich eine Aminosdure (Threonin) N-terminal vom
Bibliothekspeptid vorhanden sein sollte. Diese eine Aminosdure ist weiterhin
notwendig, damit die Schnittstelle der Signalpeptidase erhalten bleibt und das
Fusionsprotein dem Sec-Translokationsmechanismus zugefiihrt wird. Der entsprech-
ende Teil der DNA-Sequenz war nur iiber die Ndel-Schnittstelle zugingig, die
allerdings in der fiir das Signalpeptid codierenden Sequenz vorlag. Der weiter 3’
liegende Teil der DNA, der durch einen Restriktionsverdau mit Ndel entfernt wird,
muss daher spater durch das Bibliothekinsert wiederhergestellt werden. Die beiden
genannten Anspriiche an einen zu konstruierenden Vektor wurden erfiillt, indem
durch einen gleichzeitigen Ndel/Xhol-Restriktionsverdau zunachst ein 37 bp grofies
DNA-Fragment aus pAGO009 entfernt wurde. Dieses enthielt die genetische
Informationen liber den C-terminalen Teil des Signalpeptids und codierte fiir acht der
neun iberfliissigen Aminosauren, die N-terminal zum Passagier lagen. Dieser DNA-
Abschnitt wurde durch ein 998 bp grofdes DNA-Fragment ersetzt, das laterale, zu
Ndel (5’-Ende), bzw. Xhol (3’-Ende) kompatible Uberhiinge besaf. Es diente lediglich
als ,Fillsequenz“ und trug keine fiir die Experimente relevante genetische
Information. Dieses Plasmid wurde pAGO11 genannt. Aufgrund eines Stoppcodons
fiihrte eine Induktion der Proteinexpression in Stdmmen mit diesem Plasmid zu
einem Polypeptid von 40 AS, dem die Transportdomine des Autotransporter-
Fusionsproteins fehlt. Sollte es also trotz der durch das eingefiigte 998 bp grofde
Fragment prinzipiell verbesserten Aufreinigungsbedingungen zu einer Verschlep-
pung des Plasmids pAGO11 wahrend der Konstruktion der Plasmidbibliothek
kommen, konnte kein funktionelles Autotransporter-Fusionsprotein exprimiert

werden.

4.3.2. Erstellung eines DNA-Bibliothekinserts

Wie in der Einleitung beschrieben, wurden in mehreren Studien synthetische Peptide
und natiirliche Substrate der CK2 eingesetzt, um die grundlegenden Eigenschaften
eines effektiven CK2-Substrats zu untersuchen. Daraus ergab sich die Konsensus-
sequenz: (E/D/x)-(S/T1/v)-(D/E/X)-(E/D/x)-(E/D)-(E/D/X) (Pinna, 2002). Die
Symbole fiir die Aminoséduren sind dabei umso deutlicher hervorgehoben, je haufiger
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sie in Erkennungsmotiven von CK2-Substraten gefunden wurden (X= beliebige AS,
X’= beliebige AS, mit Ausnahme von Prolin oder einer basischen AS). Als essentiell fiir
die Erkennung des Substrats durch die CK2 haben sich saure Reste im Abstand von
drei und vier Aminosduren C-terminal des Phosphatakzeptors erwiesen. Daran
angelehnt wurde auf DNA-Ebene eine eingeschrankt zufillige Bibliothek konstruiert,
dessen Peptidprodukte diesen Anforderungen an ein CK2-,Modellsubstrat“ Rechnung
tragen. Zusatzlich wurde der am haufigsten vorkommende Phosphatakzeptor Serin
durch Tyrosin ersetzt. Tyrosin kann als Phosphatakzeptor fiir die CK2 dienen,
allerdings mit einer niedrigeren Umsatzgeschwindigkeit als Serin oder Threonin
(Marin et al, 1999). Deshalb konnte davon ausgegangen werden, dass der Einsatz
dieser Aminosdure an der ,Phosphatakzeptorposition“ die Bindung des Peptids
erlauben sollte, ohne als typisches Substrat schnell umgesetzt zu werden. Die Codons
fiir die zweite und dritte Aminosdure C-terminal des Phosphatakzeptors wurden so
gewahlt, dass in der resultierenden Peptidposition eine saure Aminosaure (Aspartat
oder Glutamat) vorkommt. Die Codons fiir die zwei Aminosauren N- sowie C-terminal
des Phosphatakzeptors sollten rein zufillig variiert werden. In den Codons des
codierenden Strangs wurde Adenosin als drittes Nukleotid ausgeschlossen, um die
Entstehung der Stoppcodons UAA und UGA an diesen Stellen zu verhindern. Die
folgende AS-Sequenz sollte von dem konstruierten Oligonukleotid codiert werden:

-N-N-Y-N-N - (D/E) - (D/E)-

Zusatzlich zu der DNA-Sequenz, die dieses variable Peptid codiert, musste der in
Plasmid pAGO11 entfernte Bereich, der fiir den C-terminalen Teil des Signalpeptids
codiert, durch das zu konstruierende Oligonukleotid wiederhergestellt werden. Die
Klonierung des fertigen DNA-Fragments sollte liber die Restriktionsschnittstellen
Ndel (5’-Ende) und BsiWI (3’-Ende) in den Vektor pAG011 erfolgen (siehe Abbildung
41). Die entsprechenden DNA-Erkennungssequenzen fiir beide Restriktionsendo-
nukleasen mussten ebenfalls bei der Konstruktion des Oligonukleotids beriicksichtigt
werden. Zusatzlich wurden die zu den beiden Schnittstellen flankierenden Sequenzen
soweit verlangert, dass der Erfolg eines Ndel/BsiWI Doppelverdaus durch drei
entstehende Fragmente in einem hochauflésenden Agarosegel nachgewiesen und das
bibliothektragende Fragment isoliert werden konnte. Dieses Fragment konnte in das
Ndel/BsiWI geschnittene Plasmid pAGO11 so ligiert werden, dass das Leseraster des
Autodisplaykonstruktes erhalten wurde und entsprechende Fusionsproteine
produziert werden kénnen. Da sich pro Bakterienzelle nur eine Plasmidvariante einer
Kompatibilitatsgruppe (in mehreren Kopien) halten kann, wird auch nur eine
Passagierpeptidvariante pro Bakterienzelle produziert und prasentiert. Im Laufe des
Experiments zeigte sich, dass die Sequenz der Oligonukleotidtermini, vor allem die

des langen Oligonukleotids (Pr249), entscheidend zum Erfolg bzw. zur Effizienz der
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Zweitstrangsynthese und der Restriktion beitrugen. Pr248 und Pr249 stellten das
Oligonukleotidpaar dar, das am besten zur effektiven Konstruktion des bibliothek-
codierenden DNA-Abschnitts geeignet war. Die Konstruktion der Bibliothek wurde
folgendermafien durchgefiihrt: Die Oligonukleotide Pr248 und Pr249 wurden
vereinigt, denaturiert und hybridisiert. Zu dem entstehenden partiellen Doppelstrang
(Abbildung 41, grau hinterlegt) wurde Klenow(exo-) DNA-Polymerase und dNTPs
gegeben, um Pr248 zu verlangern und dsDNA zu erhalten.

Ndel BsiWI
Pr248 5° —CAATGCGTCACWGCACATGGTACCNNBNNBTAYNNBNNBGANGANTACC TACGACGTTCAGGTCTACGCTACGCAGCTTC-3
4!

[LVTEEITTT CECEEECTECEETEEE T T RN RN ARy

Pr249 3'-GTTACGCAGTGTATACGTGTACCATGGNNVNNVATRNNVNNVCTNCTNATGGGCATGCTGCAAGTCCAGATGCGATGCGTCGAAG-5"

‘Y A‘H G|T N N |Y N NDEDE‘Y P Y’D...

1

Abbildung 41: Konstruktion des dsDNA Bibliothekfragments. Die Oligonukleotide Pr248 und
Pr249 wurden hybridisiert (grau hinterlegte DNA-Sequenzen) und der Zweitstrang mit Klenow(exo-)
DNA-Polymerase synthetisiert. Das entstandene dsDNA Molekiil konnte nach einem Restriktions-
verdau mit Ndel und BsiWI in den ebenso geschnittenen Vektor pAGO11 kloniert werden. Die unter
der DNA-Sequenz fett gedruckte AS-Sequenz stellt die codierte Bibliotheksequenz dar, die an vier
Stellen zufallige (N) und an zwei Stellen saure AS (DE= D oder E) enthailt. Mit dem Pfeil ist die wieder-

hergestellte Signalpeptidaseschnittstelle gekennzeichnet.

In einem Ansatz mit zwei Restriktionsendonukleasen wurde das 5’-Ende des
doppelstrangigen Fragments mit Ndel, das 3’-Ende (jeweils bezogen auf den
codierenden Strang im spiteren Fusionsgen) mit BsiWI geschnitten. Nach der
Reaktion wurde diese Probe in einem hochauflésenden 5 %igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Wie auf dem Agarosegel in Abbildung 42 zu erkennen
ist, gelang vor allem die Restriktion durch Ndel nicht vollstiandig. Die Effizienz dieser
Spaltung konnte im Vergleich zu vorhergehenden Ansatzen (nicht gezeigt) gesteigert
werden. Flir eine optimale, hochvariable Bibliothek sollte diese Effizienz in zukiinftig
aber noch weiter verbessert werden. Das Ndel/BsiWI-geschnittene dsDNA-Fragment
von 41 bp enthielt die variable Bibliotheksequenz und wurde aus dem Agarosegel

isoliert.
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M RE- Verdau

85 kDa —
~¢— ungeschnittenes Fragment
75bp —
<€ BsiWI einfach geschnittenes Fragment
50bp —
~g— Ndel/BsiWI geschnittenes Fragment
~¢— BsiWI Endstiick
25bp —

¢ Ndel Endstiick

Abbildung 42: Auftrennung des priparierten Bibliothekfragments durch ein 5 %iges
Agarosegel. Das in Abbildung 41 dargestellte dsDNA Molekiil wurde durch die Restriktionsendo-
nukleasen (RE) Ndel und BsiWI fragmentiert, sodass DNA-Fragmente entstanden, die mit Pfeilen
annotiert sind (M= DNA-Gréf3enstandard).

4.3.3. Analyse der Plasmidbibliothek

Dieses, die Zufallsbibliothek enthaltende DNA-Fragment mit lateralen kohasiven
Enden wurde mit dem 4.818 bp grofien Riickgrat des Ndel/BsiWI-geschnittenen
Vektors pAGO11 ligiert. Durch Elektroporation wurden hochkompetente E. coli DH5a
Zellen mit der so konstruierten Plasmidbibliothek transformiert. Diese Zellen waren
nicht zur Expression des jeweils enthaltenen Autotransporter-Fusionsgens fahig,
sondern dienten der Untersuchung der mit dieser Strategie hergestellten Bibliothek
auf DNA-Ebene. Dazu wurde ein Teil der Bibliothek auf kanamycinhaltigen
Agarplatten ausgestrichen, Einzelmutanten kultiviert und von 11 so vereinzelten
Mutanten die Plasmid-DNA zur DNA-Sequenzanalyse isoliert. Die jeweils variablen
Sequenzen des fiir den Peptidpassagier codierenden DNA-Abschnitts sind in
Abbildung 43 zusammengefasst. Alle ermittelten DNA-Sequenzen waren unterschied-
lich. Daraus konnten 11 unterschiedliche Peptidvarianten abgeleitet werden.
Sequenzen 9 und 10 zeigten an Nukleotidposition 18 ein Guanosin, was im Kontext
der beiden vorherigen Nukleotide zum Stoppcodon und damit zu einem vorzeitigen
Abbruch der Proteinbiosynthese fiihrt. Im Oligonukleotid war an dieser Position der
Einbau einer Pyrimidinbase (Cytosin oder Thymin) vorgegeben, was genau dieses
Stoppcodon vermeiden sollte. Eine weitere Abweichung von der vorgegebenen DNA-
Sequenz war in Sequenz 3 zu verzeichnen. An den Positionen 25 und 28 war statt
eines durch das Oligonukleotid vorgegebenen Guanosins ein Cytidin zu finden, was in

beiden Fillen zur Aminosdure Glutamin statt des geplanten Glutamats fiihrte. Die
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genannten Sequenzfehler konnen entweder durch fehlerhafte Synthese der Oligo-

nukleotide oder einen Fehler bei der Zweitstrangsynthese erklart werden.

1 10 20 30 40 50 60

CATGGTACCNNBNNBTAYNNBNNBGANGANTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T ? ? Y ? ? ? ? Y P Y D V P D Y A G

10

11

12

CATGGTACCTCTTCTTATGCTTGCGAGGACTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T S S Y A (& E D Y P Y D \Y P D Y A G
CATGGTACCGCCGAGTACATGCACCAACAATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T A E Y M H Q Q Y P Y D \Y P D Y A G
CATGGTACCCCTCCCTATCTCACGGATGATTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T P P Y L T D D Y P Y D \Y P D Y A G

CATGGTACCCCGACTTATAAGAGGGACGAATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T P T Y K R D E Y P Y D \Y P D Y A G

CATGGTACCCGGCGCTACCTTAACGACGAATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T R R Y L N D E Y P Y D \Y% P D Y A G

CATGGTACCGATGTGTATATCCCGGAAGACTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T D v Y I P E D Y P Y D A% P D Y A G

CATGGTACCCCCAATTACCCCAACGAAGATTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T P N Y P N E D Y P Y D A% P D Y A G

CATGGTACCAAGCAGTAGAACTATGAGGAATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T K Q & N Y E E Y P Y D \Y% P D Y A G

CATGGTACCCCCATTTAGCCCGACGACGAATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T P I i P D D E Y P Y D v P D Y A G

CATGGTACCACCCACTACCGTCGGGACGACTACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T T H Y R R D D Y P Y D \Y P D Y A G
CATGGTACCACCCCCTATAACCGCGACGAATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTGGT
H G T T P Y N R D E Y P Y D \Y P D Y A G

Abbildung 43: ,Alignment“ der DNA-Sequenzen, die das Bibliothekfragment der einzelnen

Mutanten abdecken. Zum Vergleich ist als Sequenz 1 die in Abbildung 41 vorgegebene virtuelle

Konsensussequenz des idealen Bibliothekfragments gezeigt. Unter den DNA-Sequenzen ist die sich

jeweils ergebende Aminosduresequenz angegeben. Mit der Referenzsequenz (1) iibereinstimmende

Nukleotide bzw. Aminosiuren sind zur besseren Ubersicht hellgrau gedruckt.

Insgesamt konnte aus der Analyse dieser 11 Sequenzen abgeleitet werden, dass die

angewandte Strategie die Erzeugung einer grofden Varianz im Bibliothekfragment

ermoglichte. Die bedingt zuféllige Variation der Oligonukleotide mit anschlief3ender

Klonierung fiihrte in 9 der 11 analysierten Félle zu einem vollstandigen offenen

Leserahmen. Darunter wurden keine identischen Sequenzen gefunden. Bezogen auf

das zentrale Tyrosin konnte eine zufédllige Verteilung der Aminosduren an Position -2,

-1, +1 und +2 festgestellt werden. In 8 der 9 Félle wurden die beiden Aminosauren an

den Positionen +3 und +4 C-terminal vom Tyrosin mit einer der beiden vorgegebenen

sauren Aminosduren Aspartat oder Glutamat besetzt, die als essentiell fiir die

Affinitdt zur CK2-Substratbindestelle angesehen werden. Eine Hiirde fiir die

Anwendung stellt momentan noch die geringe Effizienz der Methode dar.

Abschliefend ldsst sich feststellen, dass sich die vorgestellte Strategie der

Bibliothekserstellung eignet, um eine Vielzahl von E. coli Stammen herzustellen, die

jeweils Varianten fiir potentielle peptidische CK2-Inhibitoren an der Oberfliche

prasentieren.



Diskussion 118

IV Diskussion

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe stellen haufig zwei Faktoren eine Flaschenhals
fiir die effiziente Testung neuer Substanzen dar. Zum einen ist die ausreichende
Verfiigbarkeit des Zielenzyms ein limitierender Faktor. Eine quantitative Isolierung
aus Gewebe ist meist nicht moglich und falls eine rekombinante Expression
funktionellen Enzyms iiberhaupt erfolgreich ist, gestaltet sich die Aufreinigung oft
aufwendig. Um die heterotetramere humane Proteinkinase CK2 fiir Inhibitionstests in
ausreichender Menge verfligbar zu machen, wurde die CK2 in dieser Arbeit mit Hilfe
des Autodisplay-System rekombinant in Escherichia coli produziert. Dadurch stand
das Enzym an der bakteriellen Oberfliche ohne weitere Aufreinigung fiir Inhibitions-
tests zur Verfligung. Die zweite entscheidende Komponente der Wirkstoff-
entwicklung ist ein passender und verlasslicher Test zur quantitativen Bewertung
eines potentiellen Inhibitors. Im Rahmen dieser Arbeit ist die Entwicklung zweier
Verfahren zur Inhibitionstestung gelungen. Da unserer Arbeitsgruppe kein Isotopen-
labor zu Verfiigung stand, lag ein Schwerpunkt auf der Entwicklung nicht-
radiometrischer Testverfahren. Im Falle der Entwicklung von Proteinkinase-
Inhibitoren kommt noch eine weitere Schwierigkeit hinzu. Der GrofSteil der
momentan betriebenen Wirkstoffentwicklung fiir diese Klasse von Enzymen
konzentriert sich auf die Cosubstratbindetasche als Zielstruktur fiir niedermolekulare
Verbindungen. Dadurch konnten bereits potente Inhibitoren identifiziert werden. Sie
zeigen jedoch hdaufig eine geringe Selektivitit, da diese Zielstruktur unter den
Proteinkinasen stark konserviert ist. Die Substratbindestelle der CK2 hingegen
unterscheidet sich deutlich von der anderer Proteinkinasen. In dieser Arbeit wurde
eine Verfahren zur Adressierung der Substratbindedomine gezeigt, die als
Zielstruktur fiir Inhibitoren bislang wenig diskutierte wurde. Dadurch sollte es

maoglich werden, selektive Inhibitoren fiir die CK2 zu entwickeln.

1. Autodisplay humaner CK2

In dieser Arbeit wurde ein neuer Ansatz verfolgt, um die Phosphotransferaseaktivitat
der humanen Proteinkinase CK2 fiir Inhibitionstests einfach zugdnglich zu machen.
Thre a- sowie ihre B-Untereinheit konnten mittels Autodisplay in den Escherichia coli
Stammen UT5600(DE3) und BL21(DE3) exprimiert werden. Die Inkubation dieser
CK2-tragenden Stamme mit der Protease Trypsin zeigte, dass die Autodisplay-
Fusionsproteine beider Untereinheiten sensitiv fiir proteolytischen Abbau waren.

Dies bestatigte die Orientierung von CK2a, bzw. CK2f3 zum Extrazellularraum. In
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E. coli UT5600(DE3) als auch in E. coli BL21(DE3) wurde die Proteasezuganglichkeit
auch nach einer Coexpression beider Passagiere gezeigt. In E. coli UT5600(DE3)
fiihrte Autodisplay der Kkatalytisch aktiven CKZ2a zu einer deutlich messbaren
Phosphotransferaseaktivitit von Bakteriensuspensionen mit diesem Stamm. Die CK2-
Aktivitait war in den beiden CKZ2a-tragenden E. coli UT5600(DE3)-Stimmen
signifikant hoher als in dem reinen Wirtsstamm. Der Stamm, der ausschlief3lich die
katalytisch inaktive CK2f trug, zeigte wie erwartet keine CK2-Aktivitat. Gleichzeitiges
Autodisplay beider CK2-Untereinheiten in einem Stamm fiihrte tendenziell zu einer
Steigerung der CK2-Aktivitit im Vergleich zum alleinigen Autodisplay der CKZa.
Dariiber hinaus konnte nach Coexpression von CK2a-FP und CK23-FP eine partielle
Komplexbildung von Aufienmembranproteinen festgestellt werden, die auf eine
Oligomerisierung der beiden Untereinheiten hindeuten konnte. Die nativ als
Monomere vorliegenden Autotransporter-Proteine sind durch die [-Fass-Domaéane
beweglich in der dufleren Bakterienmembran verankert (Miiller et al, 2005).
Dadurch ist eine Passagier-vermittelte Komplexbildung von Autotransporter-
Fusionsproteinen prinzipiell méglich. Eine solche Oligomerisierung wurde schon fiir
homomere Enzym-Passagiere, z.B. fiir Adrenodoxin (Jose et al, 2002), Sorbit-
Dehydrogenase (Jose und von Schwichow, 2004) und Nitrilase (Detzel et al, 2010)
nachgewiesen. Die in dieser Arbeit zusammengetragenen Erkenntnisse deuten darauf
hin, dass auch eine Oligomerisierung der heteromeren CK2-Untereinheiten an der
bakteriellen Zelloberflache wahrscheinlich ist. Zur Bestatigung dieser These und zur
Aufklarung von Stochiometrie und Struktur dieser Oligomere sind allerdings weitere

Untersuchungen, wie z.B. ,crosslinking“-Studien notwendig.

Fiir verlassliche Aktivitdts- oder gar Inhibitionsbestimmungen war die absolute
Aktivitat der CK2a-tragenden E. coli UT5600(DE3) auf einem zu niedrigen Niveau.
Grundsatzlich bestlinde die Moglichkeit, durch Vergrofierung der Zellmenge in der
Reaktion die CK2-Aktivitat zu steigern. Dies wurde jedoch vermieden, da hoch
konzentrierte Zellsuspensionen eine hohen Viskositat besitzen und es so zu Einsatz
schlecht reproduzierbarer Zellmengen kommt. Diese schwierige Handhabung kénnte
zu einer weiteren Erhohung der Schwankungsbreite fiihren. Stattdessen wurde der
schon in anderen Arbeiten erfolgreich zum Autodisplay eingesetzt alternative E. coli-
Wirtsstamm BL21(DE3) zur Expression benutzt (Schultheiss et al, 2008).
Autodisplay von CK2a in E. coli BL21(DE3) fiihrte zu einer 2,4-fach gesteigerten
Aktivitat, gleichzeitige Autodisplay von CK2a und CK2f zu einer 2-fach hoheren CK2-
Aktivitat, jeweils verglichen mit den Aktivititen der entsprechenden E. coli
UT5600(DE3)-Stdmme. Gleichzeitiges Autodisplay von CKZa und CK2f im Stamm
E. coli BL21(DE3) steigerte die auf die Proteinmenge der CK2a normierte CK2-

Aktivitdit um einen Faktor zwischen 5 und 10, verglichen mit dem alleinigen
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Autodisplay der CKZ2a in diesem Wirtsstamm. Dies beruht anscheinend auf einer
Stabilisierung der katalytisch aktiven a-Untereinheit durch die strukturell wichtige 3-
Untereinheit. Solche Phianomene wurden fiir die CK2 bereits in der Literatur
beschrieben. Wird CK2a beispielsweise rekombinant produziert und aufgereinigt,
verliert sie sehr schnell an Aktivitit und ist degradationsanfillig (Hathaway und
Traugh, 1982; Guerra et al, 2001). Wenn hingegen CK2a und CK2[ separat
produziert und in vereinigter Form als Holoenzym gelagert werden, ist dieser
Komplex deutlich stabiler und linger aktiv (Meggio et al., 1992). Ahnliches konnte in
dieser Arbeit auch fiir Zellen festgestellt werden, die nur die CK2a an der Oberflache
trugen. Nach kurzer Lagerung bei 4°C verloren sie schneller an CK2-Aktivitit als
E. coli-Zellen, die CK2a und CK2@ gleichzeitig prasentierten (Ergebnisse nicht
dargestellt). In der Literatur findet man auféerdem einen Vergleich der spezifischen
Aktivititen rekombinanter CK2a und rekombinantem Holoenzym, die mit dem
auch in den hier beschriebenen Experimenten eingesetzten Substratpeptid
RRRRDDDSDDD bestimmt wurden. Guerra et al (2001) berichten, dass das
Holoenzym eine 5,6-fach hohere Aktivitit aufweist als die isolierte a-Untereinheit.
Dieser Wert korreliert mit der in dieser Arbeit ermittelten Tendenz, dass die
Aktivitaten rein CK2a-tragender E. coli-Stimme niedriger ist, als die Aktivitat der
Stdamme, die beide Untereinheiten der CK2 trugen.

Die CK2-Aktivitdt von E. coli BL21(DE3)-Zellen, die beide CK2-Untereinheiten prasen-
tierten, konnte durch Zugabe des selektiven CK2-Inhibitors TBB gehemmt werden. Ab
einer Konzentration von 1 pM fiihrte TBB zu einer vollstiandigen Inhibition der CK2-
Aktivitit. Die durch TBB verursachte Hemmung der Peptidphosphorylierung
bestatigte, dass tatsachlich die Aktivitat der CK2 detektiert wurde. Sie zeigte dartiber
hinaus, dass diese Zellen, die beide CK2 Untereinheiten tragenden, grundsatzlich fiir
Inhibitionsbestimmungen geeignet sind. Die hohen Schwankungen der Aktivitats-
daten ganzer Bakterienzellen basieren wohl zumindest zum Teil auf der Verwendung
des eingesetzte radiometrischen Testverfahrens, das nicht fiir eine solche Messung
konzipiert wurde. Vor dem routineméfigen analytischen Einsatz der CK2-tragenden
Zellen als Ersatz fiir das aufgereinigte Enzym miisste das Protokoll des
radiometrischen Tests entsprechend optimiert werden. Ein Storfaktor in dieser
Messung konnten beispielsweise die Arginine des Substratpeptids RRRDDDSDDD
sein. Bei neutralem pH-Wert konnten sie durch ionische Wechselwirkungen mit der
negativ geladenen bakteriellen Oberfliche interagieren. So wiirde einen Teil des
Peptidpools an die Zellen binden und ihn erstens schlechter fiir CK2 zuganglich
machen und zweitens die Quantifizierung der inhdarenten Radioaktivitat ungilinstig
beeinflussen. Dies wire eine potentielle Quelle fiir verstiarktes Rauschen, konnte aber

durch Austausch der Arginine gegen ein anderes Affinitdts-,tag” vermieden werden.
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Zum Beispiel konnte das zu analysierende Peptid mittels eines Biotin-,tags“ tiber eine
Affinitdt zu immobilisiertem Streptavidin von den restlichen Testkomponenten
getrennt werden. Abgesehen von der Schwankung der Messwerte war die
Bestimmung von ICso Werten grundsatzlich moglich. So wurde mit den E. coli
BL21(DE3)-Zellen, die beide CK2-Untereinheiten prasentierten, fiir TBB ein ICso Wert
von 0,3 uM ermittelt. Der Wert liegt auf dem Niveau der fiir TBB publizierten ICso
Werte (Sarno et al, 2001; Sarno et al, 2005a; Pagano et al, 2008). Es ist jedoch
anzumerken, dass die zitierten Werte von 0,15 uM bis 1,6 uM variieren (vergleiche
Tabelle 19). Bei diesem direkten Vergleich mit ICso Werten aus der Literatur ist
aufderdem zu bertcksichtigen, dass die Zugabe der Bakterienzellen die Bedingungen
wahrend der Kinasereaktion in unbekanntem Ausmafd beeinflusst. So zeigte sich
beispielsweise, dass die Bakterienzellen die ATP-Konzentration im Testansatz
herabsetzen (Ergebnisse nicht dargestellt). Mit dem spéiter diskutierten kapillar-
elektrophoretischen Inhibitionstest mit aufgereinigter CK2 wurde fiir TBB ein nahezu
identischer 1Cso Wert von 0,27 uM bestimmt (Tabelle 19). Diese bemerkenswerte
Ubereinstimmung wurde trotz der nur eingeschrinkt vergleichbaren Testverfahren
erzielt und belegt die prinzipielle Anwendbarkeit der oberflichenpréasentierten CK2
in Inhibitionsstudien.

Das Autodisplay der CK2 fiir Aktivitatsuntersuchungen kombiniert Vorteile eines
zelluldren Systems, wie schnelle und autonome Vervielfiltigung, mit Vorteilen der
Untersuchung des isolierten Enzyms. Es vermeidet gleichzeitig deren wesentlichen
Nachteile. Durch die Lokalisation der CK2 an der bakteriellen Zelloberflache ist sie
effektiv vor vielen storenden Einfliissen zellulirer Komponenten geschiitzt. So
konnen zytoplasmatische Faktoren, wie z.B. Proteasen die Zytoplasmamembran
nicht passieren und gelangen nicht zur CK2. Der Einfluss der sekretierten Protease
OmpT, welche die Aktivitit der CK2 stéren kénnten, wurde durch Verwendung der
ompT-defizienten E. coli-Stdamme UT5600(DE3) und BL21(DE3) ausgeschlossen. Ein
weiterer Vorteil der Prasentation an der Zelloberfliche ist der uneingeschrankte
Zugang vom Extrazellularraum zur CK2. So muss das zum Aktivititstest zu
verwendende Substrat keine Membran liberwinden. Zu einer passiven Membran-
passage waren die meisten Substrate der CK2 auch nicht in der Lage. Nach geltender
Meinung ist die dufdere Membran von E. coli nur fiir Peptide < 600-650 Da permeabel
(Alves et al, 1985; Klebba, 2005). Das in den Experimenten eingesetzte Substrat-
peptid RRRDDDSDDD ist mit einem Molekulargewicht von iiber 1.200 Da jedoch
deutlich grofder. Dadurch bleibt auch das CK2-Substrat sowohl von zytoplasma-
tischen, als auch von periplasmatischen Einfliissen unberiihrt. Insgesamt kénnen
durch Autodisplay viele metabolische Storeinfliisse auf die CK2-Reaktion verhindert

werden. Die in dieser Arbeit detektierte Phosphorylierung des Substratpeptids
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RRRDDDSDDD durch eine Suspension von CK2-prasentierenden E. coli-Zellen konnte
in Ubereinstimmung mit diesen Uberlegungen auf die CK2-Aktivitit des Autodisplay-
Passagiers zuriickgefiihrt werden.

In dieser Arbeit wurde erstmals die Prasentation eines funktionell aktiven hetero-
meren Enzyms an der Zelloberfliche von E.coli. Ferner wurde erstmals das
Autodisplay einer Proteinkinase erfolgreich durchgefiihrt und entsprechende CK2-
prasentierende E. coli-Zellen konnten dariiber hinaus zur Bestimmung der
quantitativen Inhibition einer Testsubstanz eingesetzt werden. In Zukunft kénnte
Autodisplay die Untersuchung und Inhibitionstestung vieler anderer pharmazeutisch
interessanter und ansonsten schwer zugdnglicher Zielenzyme erleichtern. Neuere
Studien unseres Arbeitskreises, wie das Autodisplay von Hyaluronidasen (Kaessler et
al, 2010) und deren erfolgreiche Inhibitionstestung, bestitigten das breite
Anwendungsspektrum von Autodisplay als Plattformtechnologie in der Wirkstoff-
entwicklung.

2. Entwicklung neuer Testverfahren fiir CK2-Inhibitoren

Fiir Proteinkinasen existieren nur wenige molekulare Testverfahren, die in veroffent-
lichten Inhibitorstudien Anwendung gefunden haben. In vielen Laboren ist die
Methode der Wahl nach wie vor ein radiometrischer Test, der auf der Quantifizierung
des Phosphotransfer von y-[32P]-ATP auf ein Substrat basiert. In dieser Arbeit
konnten zwei alternative Tests fiir die humane Proteinkinase CK2 entwickelt werden.
Mit diesen Verfahren ist es moglich, die Aktivitdt der CK2 quantitativ zu erfassen und
potentielle CK2-Inhibitoren zu bewerten.

2.1. FRET-gestiitzter CK2-Aktivitatstest

Das Funktionsprinzip der ersten Testmethode ist von einer Veroffentlichung von
Rodems et al. abgeleitet (Rodems et al, 2002). Diese Arbeitsgruppe entwickelte ein
Testverfahren fiir zwei Tyrosinkinasen (PKA und v-abl). Dabei wurde eine vom
Phosphorylierungsstatus abhdngige, differentielle proteolytische Sensitivitat
entsprechender Peptidsubstrate ausgenutzt, um den Umsatz der jeweiligen Kinase zu
quantifizieren. Dort wurde Chymotrypsin als Protease und das FRET-Paar
Fluorescein / Cumarin als Reporter fiir eine Detektion der Substratpeptidspaltung
eingesetzt. Dieses Prinzip wurde in dieser Arbeit erfolgreich auf eine Bestimmung der
Aktivitit der Serin-/Threoninkinase CK2 tubertragen. Die CK2-katalysierte
Phosphorylierung verlangsamte die Spaltung D/E-Peptids verglichen mit der
Spaltung des nicht-phosphorylierten D/E-Peptids. Eine vollige Unterdriickung der
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Proteolyse konnte durch die Phosphorylierung nicht erreicht werden. Dies wurde
auch im Verfahren von Rodems et al. (2002) mit PKA- und v-abl-Substratpeptiden
und Chymotrypsin festgestellt. Dafiir gibt es in dem hier beschriebenen FRET-
basierten CK2-Test zwei mogliche Erklarungen: 1) Die Elastase spaltet entgegen-
gesetzt zu den publizierten Daten auch an einer anderen Stelle des Peptids und 2) Die
Elastase akzeptiert auch das phosphorylierte Peptid als Substrat. Nach Inkubation mit
Elastase war sowohl in Proben des nicht-phosphorylierten sowie des
phosphorylierten Substratpeptids der CK2 eine deutliche Steigerung der
Fluoreszenzintensitat des EDANS zu verzeichnen, die auf eine proteolytische Spaltung
des Peptids zurtlckzufiihren ist. Dabei unterschieden sich die Fluoreszenzintensititen
des nicht-phosphorylierten Peptids und des phosphorylierten Peptids (Substrat und
Produkt der CK2-Reaktion) signifikant. Mit diesem FRET-basierten Verfahren kann
demnach die Phosphotransferaseaktivitit der CK2 eindeutig nachgewiesen werden.
Die Spezifitat dieses Aktivitatstests wurde durch Inhibitionsuntersuchungen mit den
CK2-Inhibitoren TBB und Emodin bestitigt. Die Zugabe jeder der beiden Inhibitoren
in einer Konzentration von 10 pM fiihrte zu einer messbaren Unterdriickung der CK2-
Reaktion auf den Nullwert des Tests. Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden,
dass neben der Aktivitit der CK2 auch deren Hemmung durch niedermolekulare
Substanzen detektiert werden kann. Die Differenz zwischen der Fluoreszenz-
intensitat der Negativprobe und der Probe mit maximaler CK2-Aktivitit war zwar
signifikant, zeigte jedoch eine mafdige Sensitivitit und starke Schwankungen der
Messwerte. Deshalb war eine verlassliche Quantifizierung der CK2-Aktivitat und die
Bestimmung von ICso Werten mit diesem Test nicht moglich. Ein Grund fiir die
niedrige Sensitivitit war v. a. die schon angesprochene hohe Fluoreszenzintensitit
nach Inkubation des phosphorylierten Peptids mit Elastase. Diese kleine Differenz
zwischen dem minimalen und dem maximalen Fluoreszenzwert des Tests flihrte zu
einem relativ kleinen ,Messfenster”. Dieses Problem konnte durch den Austausch des
CK2-Substratpeptids in Kombination mit einer passenden, phosphatselektiven
Protease vermindert werden. Mit dem in der Literatur beschriebenen Testverfahren
von Rodems et al (2002) lieflen sich die Aktivititen, bzw. Inhibitionen der
untersuchten Kinasen mit deutlich besserer Sensitivitit bestimmen. Dort wurden
allerdings Fluorescein und Cumarin als FRET-Paar eingesetzt und als Maf} fiir die
Peptidspaltung der Quotient der Einzelfluoreszenzen dieser beiden Fluorophore nach
der proteolytischen Spaltung herangezogen (Rodems et al., 2002). Dies macht einen
Vergleich mit den in den hier beschriebenen Experimenten bestimmten absoluten
Fluoreszenzintensitiaten schwierig. Auf Cumarin als FRET-Partner wurde im CK2-Test
bewusst verzichtet, da Cumarin-Derivate selbst CK2-Inhibitoren darstellen (Chilin et
al, 2008). Neben diesen individuellen Probleme besitzt das Verfahren einen

grundsatzlichen Schwachpunkt. Da es sich um einen gekoppelten Enzymtest handelt,
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konnen die Testsubstanzen nicht nur die Aktivitit der CK2 modulieren, sondern
potentiell auch die der Elastase. Eine Testsubstanz, die beide Enzyme dieses Tests
hemmt, wiirde zu einem falsch-negativen Ergebnis fiihren. Diese Verbindung wiirde
demnach nicht als Inhibitor identifiziert. Dies ist jedoch wenig wahrscheinlich, da
beide Enzyme mechanistisch und strukturell sehr unterschiedlich sind.

Fiir einen Vortest wire das FRET-Testverfahren dennoch geeignet. Es bietet die
Moglichkeit, pro Messung bis zu 384 Proben parallel auf ihre CK2-Hemmung zu
untersuchen. Nach weiteren Anpassungen konnte das Verfahren ggf. noch weiter
miniaturisiert und automatisiert werden, um ,high-throughput Analysen durchzu-
fiilhren. In nachfolgenden sensitiveren Testverfahren, wie dem kapillarelektro-
phoretischen CK2-Test konnen die mit dem FRET-Verfahren identifizierte aktive

Verbindungen dann verifiziert und quantifiziert werden.

2.2. Kapillarelektrophoretischer CK2-Aktivititstest

Die quantitative Bestimmung der CK2-Aktivitit war mit dem zweiten etablierten
Testverfahren deutlich besser moglich. Dieses Verfahren basiert auf dem direkten
Nachweis eines durch die CK2 phosphorylierten Peptids. Als CK2-Substrat diente das
Peptid RRRDDDSDDD und dessen EDANS-konjugiertes Derivat. Es konnte nach-
gewiesen werden, dass das phosphorylierte Peptid, also das Produkt der CK2-
Reaktion, im Vergleich zum nicht-phosphorylierten Substrat eine deutlich veranderte
Mobilitdt aufweist. Diese reichte aus, um beide Zustdnde mit einer kapillarelektro-
phoretischen Methode zu differenzieren. Entgegen ersten Erwartungen konnte die
kapillarelektrophoretische Methode mit absorptionsspektroskopischer Detektion des
Substrat-Peptids erfolgreich durchgefiihrt werden. Trotz der geringen Schichtdicke
der Kapillare (50 pm) und des kleinen injizierten Volumens des Reaktionsansatzes
(ca. 20 nl) konnten Substrat-Peptid und Produkt-Peptid bei einer Wellenldnge von
214 nm mit gutem Signal/Rauschverhaltnis detektiert werden. Dies ermoglichte eine
quantitative Bestimmung der Signale. Der Verlauf einer CK2-Reaktion liefs sich
sowohl durch Abnahme des Substratsignals, wie auch durch Zunahme des Produkt-
signals kinetisch verfolgen. Die zu analysierende Probe muss vor der Messung nicht
aufbereitet werden, sondern kann direkt in die Kapillare injiziert werden. Mit einem
Autosampler und einem temperierbaren Probenraum lief3 sich die kinetische Analyse
der CK2-Reaktion automatisieren. Die anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit vo

konnte auch iiber eine Endpunktbestimmung ermittelt werden.

Die Anwendbarkeit fiir quantitative Inhibitionsstudien wurde nachgewiesen, indem
die ICso Werte der zwei bekannten CK2-Inhibitoren TBB und Emodin mit dem
kapillarelektrophoretischen Testverfahren bestimmt wurden. Im Allgemeinen ist es
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schwierig, ICso Werte direkt miteinander zu vergleichen, da sie stark von
Testparametern beeinflusst werden. Deshalb wurden die Reaktionsbedingungen
bestmoglich an die des in der Literatur beschriebenen radiometrischen Filter-
bindungstests fiir die CK2 angepasst. Die moglichen Schwankungen von ICso Werten
spiegeln sich auch in der Literatur wider (Tabelle 19). Fiir TBB werden in der
Literatur Werte von 0,15 uM bis 1,6 pM angegeben und fiir Emodin findet man ICso
Werte von 0,89 uM bis 2 uM.

Tabelle 19: Vergleich von IC5o Werten, die mit dem kapillarelektrophoretischen Test bestimmt

wurden, mit publizierten Werten.

1Cso Wert TBB ICs50 Wert Emodin
Kapillarelektrophoretischer Test | 0,27 uM 1,33 uM
Radiometrischer Test! 0,15uM /0,5uM / 1,6 uyM 0,89 uM /1,4 uM / 2 uM
Referenzen (Pagano et al, 2008) / (Sarno et al., 2003) /

(Sarno et al., 2005a) / (Sarno etal., 2002) /

(Sarno etal., 2001) (Yim et al,, 1999)

1Dje radiometrischen ICso Werte wurden der angegebenen Literatur entnommen.

Die in dieser Arbeit fiir die zwei Inhibitoren ermittelten ICso Werte zeigen beide eine
gute Ubereinstimmung mit den jeweils publizierten Werten. Allerdings muss beachtet
werden, dass das im kapillarelektrophoretischen Test eingesetzte Substratpeptid im
Gegensatz zu dem in der Literatur benutzten Peptid mit EDANS konjugiert war. Fir
das EDANS-konjugierte Substratpeptid wurde eine Michaeliskonstante von
Km =70 uM bestimmt, die nahezu identisch mit dem publizierten Wert fiir das
unmodifizierte Peptid mit Km = 60 uM war (Kuenzel et al, 1987). Eine Beeinflussung
der ICso Werte durch die EDANS-Modifikation des Substratpeptides kann dennoch
nicht ausgeschlossen werden. Nach Optimierung der Kkapillarelektrophoretischen
Methode wurde die Bestimmung des ICso Wertes von Emodin mit dem
unmodifizierten CK2-Substratpeptid RRRDDDSDDD durchgefiihrt. Er lag in diesem
Fall mit 0,49 uM etwas unter dem zuvor mit dem modifizierten Substratpeptid
bestimmten [Cso Wert. Neben der EDANS-Modifikation konnte auch eine Anpassung
der Auswertemethode zu dieser kleinen Abweichung des 1Cso Werts gefiihrt haben.
So wurde im Falle der letzten Auswertung ein deutlich grof3erer Konzentrations-
bereich mit in die Auswertung einbezogen (10-4 pM bis 3,16x101 uM) als in der ersten
Bestimmung (10-2 uM bis 102 uM). Der ICso Wert eines ATP-kompetitiven Inhibitors
hdngt u. a. stark von der im Testverfahren eingesetzten ATP-Konzentration ab. Ein
verlasslicher Vergleich von quantitativen Inhibitionsdaten iiber verschiedene

Testverfahren und iiber Laborgrenzen hinaus ist deshalb mit Hilfe des ICso Wertes
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nur eingeschrankt moglich. Die im Vergleich zum ICso Wert verlasslichere Angabe fir
die inhibitorische Potenz einer Verbindung ist seine Inhibitionskonstante K. Diese ist
jedoch experimentell aufwendig zu bestimmen (Burlingham und Widlanski, 2003).
Dariiber hinaus wird die Angabe des ICso Wertes oft damit begriindet, dass dieser die
realen Bedingungen des Experimentes besser widerspiegelt als die eher theoretische
Inhibitionskonstante (Sarno et al, 2005b). So werden in der Literatur fiir die
Mehrzahl der CK2-Inhibitoren primar ICso Werte angegeben, z. B. bei Pagano et al
(2008). Fiir die vergleichenden Untersuchungen wurden in dieser Arbeit deshalb ICso
Werte bestimmt. Falls dennoch ein Vergleich mit Ki Werten nétig sein sollte, besteht
die Moglichkeit, ICso Werte mit Hilfe der Gleichung von Cheng und Prusoff (1973) in
Ki Werte umzurechnen. Prinzipiell konnen mit dem kapillarelektrophoretischen Test

aber auch K; Werte und Kv Werte (s.0.) experimentell bestimmt werden.

Das grundsatzliche Verfahren, Substrat und Produkt einer Reaktion kapillarelektro-
phoretisch zu trennen und iiber deren Quantifizierung den enzymatischen Umsatz zu
bestimmen, wurde schon haufiger in der Literatur beschrieben (Glatz, 2006). Auch
ein Inhibitionstest flir die Proteinkinase A konnte mit einer solchen Methode bereits
erfolgreich durchgefiihrt werden (He und Yeung, 2003). Fiir die CK2 jedoch wurde
ein kapillarelektrophoretischer Inhibitionstest in dieser Arbeit zum ersten Mal
beschrieben. Seit kurzem bietet die Firma ,Caliper LS“ ein integriertes Mikrofluidik-
system an (,LabChip EZ Reader“), das die Aktivititsbestimmung vieler Kinasen
ermoglicht (Perrin et al, 2010). Das Prinzip ist dem in dieser Arbeit beschriebenen
Verfahren sehr dhnlich. Die Trennung von Kinase-Substrat und phosphoryliertem
Produkt erfolgt dabei auf einem Chip mit einer Kombination aus Druckfluss und
Elektrophorese. Dieses Testverfahren hat sich fiir die bereits untersuchten Kinasen
als qualitativ gleichwertig zum radiometrischen Messprinzip erwiesen (Card et al,
2009). Aufgrund der deutlich kleineren Trennstrecke auf dem Chip ist die Auflésung
aber geringer als in der Kapillarelektrophorese. Ein Nachteil des ,EZ Reader-Prinzips
im Vergleich zu dem in dieser Arbeit vorgestellten kapillarelektrophoretischen
Testverfahren ist die Notwendigkeit der Fluorophorkonjugation des Kinase-
Substrats. Da die Detektion auf dem Chip ausschliefdlich fluorimetrisch erfolgt, kann
kein unmodifiziertes Substrat eingesetzt werden. Aufierdem eignet sich das ,EZ-
Reader“-Verfahren wegen der sehr hohen Kosten nur fiir grof; angelegte Reihen-
untersuchungen. Fiir die Aktivititsbestimmung der CK2 bietet der Hersteller dieses
Mikrofluidiksystems kein passendes Reagenzienset an. Auch in der Fachliteratur
wurde bislang keine CK2-Aktivitiatsbestimmung mit diesem Verfahren beschrieben.
In diesem kommerziellen System konnte vermutlich der Einsatz des EDANS-
markierten Substratpeptid eine Testung der CK2-Aktivitiat ermdoglichen.
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Der einzige bislang kommerziell erhiltliche, nicht-radiometrische CK2-Inhibitonstest
ist das ,CK2 Kinase Assay/Inhibitor Screening Kit“ (CycLex, Nagano, Japan). Im
Vergleich zu dem in dieser Arbeit entwickelten Kkapillarelektrophoretischen
Verfahren hat es jedoch mehrere Nachteile. Zum einen ist es ein homogener Test, d.h.
alle Reaktionsbestandteile und alle zur Analyse bendtigten Komponenten befinden
sich in einem Gefafs und konnen sich gegenseitig beeinflussen. So kénnen z. B. farbige
Verbindungen, die als potentielle Inhibitoren eingesetzt werden, die Detektion durch
Eigenabsorption verfialschen. Zum anderen konnten Testsubstanzen die Reaktion der
Meerrettichperoxidase beeinflussen, die fiir die Entwicklung des Detektionssignals
verantwortlich ist. Diese Effekte werden zwar durch Waschschritte minimiert, die
aber auch gleichzeitig den Aufwand in der Handhabung erhoéhen. Ein weiteres
Problem dieses Testverfahrens ist die Verwendung einer rekombinant produzierten
p53-Domine (N-Terminus von AS 1-99) als Substrat der CK2-Reaktion. Es ist zwar
nachgewiesen, dass p53 von der CK2 phosphoryliert wird, es kann aber auch selbst
die CK2-Aktivitdt hemmen (Schuster et al, 2001). Fir die CK2 zeigt p53 aufderdem
eine deutlich andere Michaeliskonstante (Km= 0,9 uM (Keller und Lu, 2002)) als das
in Aktivitdtstests standardmafiig eingesetzte Substratpeptid RRRDDDSDDD (Km=
60 uM (Kuenzel et al, 1987)). Da sich nicht nur die instrumentelle Analytik, sondern
auch die Reaktionsbedingungen inklusive Substrat von dem gingigen radio-
metrischen CK2-Test unterscheiden, wird ein aussagekraftiger Vergleich der mit
diesem Verfahren ermittelten ICso Werten nahezu unmoglich. Im Handbuch dieses
Testverfahrens ist die Bestimmung mehrerer ICso Werte beispielhaft gezeigt (URL:
https://ruo.mbl.co.jp/gtf/1/1/CY-1170.pdf [Stand: 26.04.2010]). Fir TBB wurde
dort ein ICsp Wert von 20 uM angegeben. Dieser Wert liegt um den Faktor 12,5 hoher
als der hochste in der wissenschaftlichen Literatur fiir TBB beschriebenen ICso Wert
(vgl. Tabelle 19). Im Gegensatz dazu bieten die Ergebnisse des kapillarelektro-
phoretischen CK2-Inhibitionstests gute Ubereinstimmungen mit radiometrisch
ermittelten ICso Werten aus der Literatur. Die ICso Werte von TBB und Emodin sind
zwar nicht exakt identisch mit den publizierten Werten, geben jedoch deren
Groflenordnung korrekt wieder und ermoéglichen somit einen quantitativen Vergleich

neuer und bereits veroffentlichter CK2-Inhibitoren.

Das Hauptziel dieses Teils der Arbeit, ndmlich die Entwicklung einer gleichwertigen
Alternative zu dem in vielen Laboren eingesetzten radiometrischen CK2-Inhibitions-
test, wurde damit erreicht. Verglichen mit dem radiometrischen Filterbindungstest
bietet das neu entwickelte Verfahren deutliche Vorteile. Neben dem Verzicht auf
radioaktive Isotope gestattet es den direkten parallelen Nachweis von Substrat und
Produkt der CK2 ohne die Notwenigkeit der vorherigen Aufarbeitung des Reaktions-

ansatzes. In dieser Arbeit wurde fiir eine Kinasereaktion ein Volumen von 200 pl
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eingesetzt, zur eigentlichen Analyse werden allerdings maximal 80 nl bendétigt. D. h.
das Reaktionsvolumen kann ggf. deutlich reduziert und der Verbrauch von Substrat-
peptid und rekombinant produzierter CK2 so deutlich minimiert werden. Aufderdem
werden keine speziellen kostenintensiven Reagenzien bendtigt. Wird ein ,Multiplex“-
Kapillarelektrophorese-Gerat eingesetzt, kann das Verfahren sogar als ,medium-
throughput“-Methode mit kleinstmdglichem manuellem Aufwand durchgefiihrt
werden. Weiterhin besteht ein methodischer Vorteil gegeniiber anderen Testver-
fahren, wie z. B. dem luminometrischen Nachweis des ATP-Verbrauchs durch den
kommerziell erhaltlichen ,Kinase-Glo Assay” (Promega, Mannheim). Diese indirekte
Methode zeigte in Vorversuchen zu hohe Schwankungen, um fiir einen CK2-
Inhibitionstest eingesetzt zu werden (nicht gezeigt). Dariiber hinaus kénnen lediglich
ATP-Konzentrationen von maximal 100 uM verlasslich quantifiziert werden. Auch
radiometrische CK2-Testverfahren werden bei diesen relativ niedrigen ATP-
Konzentrationen durchgefiihrt. Die physiologische ATP-Konzentration liegt hingegen
bei ca. 1-10 mM und somit 10-100-fach hoher als in diesen Testverfahren (Cohen,
1999; Battistutta, 2009). Der hier beschriebene kapillarelektrophoretische Test ist
auflerst flexibel und ermdglicht auch den Einsatz grofierer ATP-Konzentrationen.

Die kombinierte Anwendung des CK2-Autodisplays im kapillarelektrophoretischen
Testverfahren wurde in ersten Versuchen dieser Arbeit liberpriift. Dabei ist es nicht
gelungen, die aufgereinigte CK2 durch das bakterielle CK2-Ganzzellsystem im
kapillarelektrophoretischen Testverfahren zu ersetzen. Das Hauptproblem stellt
dabei die Sekretion bakterieller Stoffwechselprodukte dar. Diese konnen nicht, wie
die CK2-tragenden E. coli Zellen selbst, durch Zentrifugation aus dem CK2-Reaktions-
ansatz entfernt werden. Durch die relativ unspezifische absorptionsspektroskopische
Detektion bei 214 nm in der Kapillarelektrophorese werden viele dieser Stoff-
wechselprodukte mit erfasst. Darliber hinaus kénnen diese mit den Standard-
parametern der elektrophoretischen Trennung nicht vollstindig vom CK2-Substrat-
bzw. Produktpeptid getrennt werden. Eine Verbesserung der Trennung durch den
Einsatz einer lingeren Kapillare mit grofierem Innendurchmesser konnte in
zukiinftigen Exprimenten eine vollstindige Trennung des Substrat-, bzw. Produkt-
peptid von sekretierten bakteriellen Stoffwechselprodukten erméglichen. Sollte dies
nicht gelingen, konnte die Anschaffung eines Fluorezenzdetektors in Kombination mit
dem Einsatz eines fluoreszierenden CK2-Substratpeptids (z.B. RRRDDDSDDD-
[EDANS]) eine spezifische Detektion von Substrat- und Produktpeptid ermdéglichen.
Erst durch isolierte Signale von Substrat- oder Produktpeptid in der kapillar-
elektrophoretischen Analyse konnte so eine quantitative Auswertung der CK2-
Aktivitidt und ein Ersatz der aufgereinigten CK2 durch CK2-prasentierende Zellen im

Inhibitionstest ermoglicht werden.
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3. ldentifizierung einer neuen Leitstruktur zur Hemmung der CK2

Mit dem kapillarelektrophoretischen Testverfahren konnte eine Reihe von Verbin-
dungen untersucht werden, die am Institut fiir Pharmazeutische und Medizinische
Chemie der Heinrich-Heine-Universitat synthetisiert worden waren und die in einer
zentralen Substanzbibliothek zur Verfligung standen. Von den 41 getesteten Verbin-
dungen zeigten vier eine CK2-Hemmung > 50 %. Wahrend HB221, HB198 und HB191
die CK2-Aktivitit um jeweils 60 % hemmten, konnte fiir das Benzofuranderivat
Ric152 eine Hemmung von 93 % festgestellt werden. Dessen inhibitorische Potenz
spiegelte sich in einem ICso Wert von 0,2 pM wider und liegt damit auf dem Niveau
von TBB (vgl. Tabelle 19). Im Rahmen der Dissertation von R. Bollig (2007) wurde die
biologische Wirkung von Ric152 auf die murine Lymphomzelllinie L5178Y unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen 72 Stunden mit 27 uM Ric152 inkubiert.
Unter diesen Bedingungen fithrte Ric152 zu einem fast vollstindigen Absterben der
L5178Y-Zellen. Ein kausaler Zusammenhang mit der in dieser Arbeit nachgewiesenen
potenten Hemmung der isolierten CK2 ist vorstellbar, bedarf jedoch weiterer
Untersuchungen. Von Ric152 standen einige Strukturmodifikationen zur Verfligung,
deren Wirkung auf die CK2-Aktivitdt ebenfalls bestimmt wurde. Dabei konnte die
Verbindung TF als potentestes Benzofuranderivat identifiziert werden. Mit einem ICsg
Wert von 0,03 uM wies es einen um nahezu eine Zehnerpotenz geringeren ICso Wert
auf als Ric152. Bei dieser erstmaligen Durchmusterung der hausinternen Substanz-
bibliothek nach CK2-Inhibitoren konnte somit eine Verbindung identifiziert werden,
die potenter ist als Emodin und TBB. Der ICso Wert von TF liegt auf dem Niveau der
potentesten bislang publizierten CK2-Inhibitoren.

Ein Inhibitionstest am isolierten Enzym kann nicht alle relevanten Parameter fiir die
Wirksamkeit eines potentiellen Arzneistoffs in der Zelle erfassen. Deshalb wurde
auch die Wirkung von TF auf eine humane Krebszelllinie untersucht. Wie in der Ein-
leitung ausgefiihrt, fiihrt eine Hyperaktivitit der CK2 in Krebszellen u. a. zu einer
iibermafdigen Proliferation und zu einer Unterdriickung der Apoptose. Ein in Zellen
wirksamer CK2-Inhibitor miisste durch eine Hemmung endogener CK2 diesen beiden
Merkmalen entgegenwirken. Dies wurde fiir TF mit der humanen Zelllinie LNCaP
untersucht, die als Modellsystem fiir Prostatakarzinome gilt (Horoszewicz et al,
1980). Mit einem MTT-Test (Mosmann, 1983) konnte gezeigt werden, dass TF die
Lebensfdhigkeit von LNCaP-Zellen bereits in der niedrigsten untersuchten Konzen-
tration von 25 uM um nahezu die Halfte herabsetzt. TF war damit wirksamer als das
dquimolar eingesetzte TBB. Erst durch Applikation der dreifachen Konzentration an
TBB konnte der durch TF erzielte Effekt erreicht werden. In dieser Zelllinie hatte TF

zudem eine mit TBB vergleichbar starke pro-apoptotische Wirkung. Sowohl TF, als
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auch TBB reduzierten dariiber hinaus die endogene CK2-Aktivitit schon in der
kleinsten untersuchten Konzentration von 25 pM um die Halfte. Dies bestatigte die
inhibitorische Wirkung von TF auf die CK2-Aktivitat in dieser Krebszelllinie. Der
kausale Zusammenhang zwischen Hemmung der CK2-Aktivitit und Einleitung der
Apoptose ist u. a. fiir LNCaP-Zellen in publizierten Experimenten bereits beschrieben
und diskutiert (Ruzzene et al., 2002; Schneider et al., 2010). Somit darf auch in dieser
Arbeit davon ausgegangen werden, dass die Hemmung der CK2-Aktivitdt durch TF
ein wahrscheinlicher Ausloser fiir die beobachtete Apoptose in LNCaP-Zellen war. Die
Induktion der Apoptose war sicher ein Faktor, der die starke Reduktion der Viabilitat
verursachte. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass auch Wirkungen von TF
auf andere zelluldre Signalwege eine Rolle bei der Reduktion der Viabilitdt spielen.
Dies ist auch deshalb vorstellbar, weil TF zwar eine dhnliche starke Wirkung auf CK2-
Aktivitdt und Induktion der Apoptose zeigte wie TBB, TF die Viabilitit der LNCaP-
Zellen aber deutlich starker reduzierte. Wie in vielen vergleichbaren Untersuchungen
wurde fiir eine effektive Wirkung des Inhibitors auf die CK2-Aktivitit eine deutlich
hohere Konzentration bendtigt, als es der im zellfreien System ermittelte 1Cso Wert
vermuten lief3e (Copeland, 2005; Sarno et al., 2005b). Dies kann mehrere Griinde
haben, u.a. die hohe zellulire ATP-Konzentration, mit der ein ATP-kompetitiver
Inhibitor konkurriert. AufRerdem konnte es in diesen Zellen zu einem aktiven Export
(Efflux) des Inhibitors kommen, welcher die intrazelluldre Konzentration von TF

reduzieren wiirde (van Brussel et al., 1999).

Um mogliche andere Zielmolekiile von TF zu identifizieren, wurde seine Hemm-
wirkung auf eine Auswahl anderer humaner Proteinkinasen untersucht. Fiir quanti-
tative Vergleiche miissten strenggenommen die einzelnen Inhibitionskonstanten K;
des Inhibitors zu der zu vergleichenden Proteinkinase herangezogen werden, da jede
Kinase unterschiedliche Michaeliskonstanten Ku in Bezug auf ATP und auf das jeweils
eingesetzte Substrat besitzt. Diese aufwendige und kostenintensive Prozedur wird fiir
erste Untersuchungen jedoch in der Regel durch eine deutlich glinstigere
standardisierte Reihenuntersuchung ersetzt. Dabei werden die relativen Inhibitionen
verschiedener Proteinkinasen bei konstanter ATP- und Inhibitorkonzentration
bestimmt. Diese Werte konnen zwar nicht direkt miteinander verglichen werden,
ermoglichen aber eine grobe Einschatzung der Selektivitdt. In einer solchen Unter-
suchung wurde die Hemmwirkung von 10 uM TF auf 63 isolierte humane Protein-
kinasen untersucht. Es wurden zwolf Proteinkinasen gefunden, die eine Hemmung
> 50 % zeigten, darunter wurden sieben mindestens ebenso stark gehemmt wie CK2«a
oder CK2a'. Es ist generell schwierig, monoselektive Inhibitoren fiir Proteinkinasen
zu finden. Selbst Imatinib, der Prototyp eines erfolgreichen, zugelassenen Inhibitors,

hemmt neben seinem eigentlichen Zielenzym, der Proteinkinase BCR-ABL, auch
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andere Proteinkinasen wie LCK, c-KIT und PDGF-R (Buchdunger et al., 2000). Mono-
selektivitat ist flir einen Inhibitor also nicht die oberste Pramisse der Wirkstoft-
findung. In der einschldgigen Fachliteratur wird noch dariiber diskutiert, inwieweit
sich ein multiselektiver Proteinkinase-Inhibitor als Arzneistoff eignet. Auf der einen
Seite konnten sich synergistische Effekte durch die gleichzeitige Hemmung mehrerer
krebsrelevanter Proteinkinasen, z.B. PIM und CK2, ergeben (Ldépez-Ramos et al.,
2010). Auf der anderen Seite steigert die Suche nach Verbindungen, die gezielt und
potent mehrere Proteinkinasen hemmen, die Anforderungen an die Wirkstoff-
entwicklung enorm (Smyth und Collins, 2009; Knight et al, 2010). Auf3erdem steigt
das Risiko, durch die Applikation eines multiselektiven Inhibitors unerwiinschte
Wirkungen zu erzielen. Beispielsweise hemmte TF neben der CK2 auch die
Proteinkinasen Aurora A, VEGFR2, VEGFR3, die einen Einfluss auf das Fortschreiten
des Zellzyklus und der Zellproliferation ausiiben. Dies konnte die wachstums-
hemmende Wirkung von TF in Krebszellen unterstiitzen, aber auch stdrkere
Nebenwirkungen in gesunden Zellen hervorrufen. In den mit TF behandelten LNCaP-
Zellen konnte die kombinierte Hemmung der genannten Proteinkinasen und der CK2
zu der verglichen mit TBB iiberproportionalen Reduktion der Viabilitit gefiihrt
haben.

Bei den Ergebnissen der Selektivitatsuntersuchung fiel auf, dass TF die CK2a nur zu
76 % inhibiert. Im kapillarelektrophoretischen Test konnte zuvor festgestellt werden,
dass TF in derselben Konzentration die Aktivitat des CK2 Holoenzym fast vollstandig
hemmte (>96 % Inhibition). Ein direkter Vergleich mit der TF-vermittelten
Inhibition des CK2 Holoenzyms war nicht moglich, da es fiir diesen Selektivitdtstest
nicht zur Verfiigung stand. Diese Diskrepanz konnte auf andere Reaktions-
bedingungen, wie ATP-Konzentration oder das jeweils eingesetzte Puffersystem,
zurlickzufithren sein. Es wurde beispielsweise beschrieben, dass die Salzkonzen-
tration im Reaktionsansatz einen grofien Einfluss auf die CK2-Aktivitat hat
(Grankowski et al, 1991). Die Wirkung von TF konnte aber auch von der
Quartéarstruktur der CK2 (isolierte a-Untereinheit gegeniiber Holoenzym) abhangig
sein. Es wird diskutiert, dass verschiedene Assoziationsformen der CK2 unter-
schiedliche Effekte auf zellularer Ebene haben konnten (Filhol und Cochet, 2009;
Niefind et al, 2009). Wenn sich die unterschiedliche Potenz von TF auf CK2a und auf
das CK2 Holoenzym unter identischen Reaktionsbedingungen bestdtigen lief3e,
konnten mit TF gezielt entsprechende zellulire CK2-Subpopulationen adressiert
werden. Zusammengefasst lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass TF ein potenter
und zellpermeabler CK2-Inhibitor ist. Weiterhin zeigten sie, dass TF in Prostata-
karzinomzellen die Apoptose einleiten kann und zu einer deutlich verminderten
Proliferation fiihrt. Analog zu TBB oder DMAT, die neben der CK2 auch wenige
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andere Proteinkinasen hemmen (Pagano et al, 2008; Cozza et al, 2010), kann auch
TF vorerst als selektiver Inhibitor der CK2 bezeichnet werden. Das in dieser Arbeit
entwickelte kapillarelektrophoretische CK2 Testverfahren hat sich zur Bewertung
des inhibitorischen Potentials einzelner Verbindungen bewahrt. Es ermdéglichte die
Identifizierung des neuartigen, hochpotenten und selektiven CK2 Inhibitors TF. Zur
Zeit wird TF genauer charakterisiert, um seine Wirkung besser zu verstehen.
Aufierdem werden TF-Derivate synthetisiert, die zeigen werden, ob eine weitere
Steigerung der Potenz oder der Selektivitat moglich ist.

4. Identifizierung peptidischer Liganden der CK2

Der Grofdteil der potenten niedermolekularen CK2-Inhibitoren bindet in der ATP-
Bindetasche des Enzyms, die unter den humanen Proteinkinasen stark konserviert
ist. Die Identifizierung von affinen Molekiilen, die andere Bindedoménen der CK2
adressieren, gewinnt in letzter Zeit zunehmend an Bedeutung (Laudet et al., 2008;
Prudent und Cochet, 2009). Solch ein Molekiil kdnnte als Ausgangsstruktur fiir die
Entwicklung neuartiger CK2-Inhibitoren dienen und so die chemische Diversitat der
bereits vorhandenen Inhibitoren erweitern. Um Molekiile mit alternativem Bindungs-
modus zu finden, kann neben der Hemmung der Enzymaktivitat auch die Affinitat
eines potentiellen Inhibitors zum Zielenzym untersucht werden. Fiir kompetitive
Inhibitoren gilt dabei: Je stirker die Affinitit, desto stirker ist auch die Inhibition

bzw. je weniger Inhibitor wird benétigt, um eine Hemmung zu erreichen.

In vorherigen Arbeiten wurde Autodisplay erfolgreich eingesetzt, um Affinititen
zwischen Biomolekiilen zu detektieren. In diesen Experimenten gelang es, ein
Zielenzym an einen peptidischen Inhibitor zu binden, der auf der Oberfliche von
E. coli Zellen prasentiert wurde (Jose und Zangen, 2005). Dieses Konzept wurde
erweitert, um mittels evolutiver Methoden hergestellte Varianten dieses peptidischen
Inhibitors auf Affinitdit zum Zielenzym Cathepsin G zu untersuchen. Dazu wurde
Cathepsin G fluoreszenzmarkiert, sodass E. coli Zellen, welche ein zu diesem Enzym
affines Peptid prasentierten, eine hohe Fluoreszenzintensitit zeigten. Die Selektion
und Vereinzelung der fluoreszierenden Zellen erfolgte dabei mittels Durchflusszyto-
metrie. Die Peptidsequenz der affinen Peptide war durch DNA-Sequenzanalyse der
aussortierten Zellen problemlos zuginglich. So wurde eine neue peptidische Leit-
struktur fiir Cathepsin G identifiziert (Jose et al, 2005).

Analog zu dieser Vorgehensweise sollten in der vorliegenden Arbeit Peptide
identifiziert werden, die eine Affinitdit zu CK2 aufweisen. Eine anschlief3ende
Inhibitionsuntersuchung sollte zeigen, ob diese Peptide die CK2-Aktivitit hemmen.

Im Vergleich zu Cathepsin G lief die Kristallstruktur von CK2 eine tiefere Substrat-
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bindetasche erkennen. Aus diesem Grund wurde ein anderes Autodisplay-Plasmid
eingesetzt als in der Studie mit Cathepsin G. Anstelle des urspriinglich von Plasmid
pJM942 codierten Autotransporter-Fusionsproteins mit einer Linkerldnge von 48 AS
basierte das hier eingesetzte Autotransporter-Fusionsprotein mit einem 163 AS
langen Linker urspriinglich auf dem Plasmid pJM7 (Maurer et al, 1999). Dadurch
sollte die Passagierdoméne weiter in den Extrazellularraum exponiert werden, um so
Wechselwirkungen in tieferen Kavitdaten der CK2 zu ermoglichen. Aufderdem bestand
ein weitaus gravierender Unterschied zu dhnlichen Studien. Als vielversprechender
Ausgangspunkt fiir derartige Untersuchungen wurden bislang, wie im Falle von
Cathepsin G, peptidische Inhibitoren eingesetzt. Fiir die CK2 war kein potenter
peptidischer Inhibitor bekannt. Meggio et al. (1984) berichteten zwar von Polygluta-
maten als relativ unspezifische CK2-Inhibitoren, diese schienen aber als Ausgangs-
punkt fiir Peptidinhibitoren ungeeignet. Auch auf die Verwendung des Peptids CIGB-
300 musste verzichtet werden, da die publizierten Daten seine CK2-Inhibition nicht
zweifelsfrei belegten (Perea et al., 2008). Um Affinitdtsuntersuchungen iiberhaupt zu
ermoglichen, musste statt eines peptidischen CK2-Inhibitiors ein Substrat der CK2 als
Startpunkt eingesetzt werden. Dieses sollten als Autodisplay-Passagier auf der
Oberflaiche von E.coli prasentiert werden. Nach Inkubation mit Fluorescein-
konjugiertem CK2 Holoenzym (CKZ2f) sollte sich eine mogliche Affinitit zwischen
Substrat und CK2r in einer Fluoreszenz der Bakterienzellen widerspiegeln. Eine
Identifizierung von Bindedoménen des Substrates konnten zu einem affinen Peptid

fithren, das moglicherweise die Aktivitat der CK2 moduliert.

Durch die Fluoreszenzmarkierung der asi-Casein-tragenden Zellen mit CK2r konnte
eine Affinitat zwischen dem asi-Casein-Passagier und der CK2 nachgewiesen werden.
Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass ein solcher Affinititsnachweis zwischen
einem Enzym und seinem per Autodisplay prasentierten Substrat iiberhaupt méglich
ist. Weiterhin konnten mit diesem Experiment ein Markierungsprotokoll sowie
geeignete Parameter zur durchflusszytometrischen Analyse CK2r -markierter Zellen
etabliert werden. Eine Domidne von asi-Casein, die fiir eine Bindung an die CK2
verantwortlich ist, konnte auf diese Weise ebenfalls identifiziert werden. Die erste
verkirzte Sequenz (KP3) bestand aus den C-terminalen 66 AS, die zweite Sequenz
(KP7) aus den C-terminalen 16 AS des asi-Caseins. E. coli Zellen liefden sich tiber
beide Passagiere mit CK2r markieren. KP7 hat die Aminosdauresequenz
PTAHENYEKNNVMLQW und wurde als kirzeste zu CK2 affine AS-Sequenz
identifiziert. Diese fiir ein CK2-Substrat untypische Sequenz und die Abwesenheit des
fiir CK2 typischen Phosphatakzeptors Serin spricht fiir eine Bindung von KP7
aufderhalb der acidophilen Substratbindestelle. Moglicherweise besteht eine Affinitat

zu Domédnen des Holoenzyms, die fiir nicht-katalytische Interaktionen der CK2
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diskutiert werden (Bibby und Litchfield, 2005). Diese Vermutung wird durch
publizierte Plasmonresonanzuntersuchungen mit CK2 und Casein unterstiitzt
(Benitez et al., 2001). Hierbei wurden Interaktionen von nicht naher spezifiziertem
»Casein“ mit dem CK2-Holoenzym, aber auch mit den einzelnen Untereinheiten (CK2«a
und CK2B) gefunden. Die physiologischen Hauptphosphorylierungsstellen von asi-
Casein befinden sich im N-terminalen Bereich des Proteins (Sgrensen et al, 2003;
Kjeldsen et al., 2007; Poth et al., 2008). Hier wird auch ein Phosphatakzeptor (Ser-89)
fiir eine CK2-vermittelte Phosphorylierung vermutet (Merck, Darmstadt, Datenblatt
a-Casein #218683). Es ist anzunehmen, dass mehrere Domadnen des asi-Caseins
Affinitdt zu verschiedenen Domanen der CK2 zeigen. So konnte der N-terminale Teil
des asi-Caseins direkten Kontakt mit dem aktiven Zentrum der CK2 haben und der
untersuchte C-terminale Teil, v.a. die mit KP7 ilibereinstimmende Sequenz, eine
Affinitdt zu einer Domane der CK2, die aufderhalb der Substratbindestelle liegt.

Synthetisches KP7 wurde im kapillarelektrophoretischen Verfahren auf mogliche
CK2-Inhibition untersucht, bewirkte jedoch auch in einer Konzentration von 100 pM
keine Modulation der CK2-Aktivitat. Offensichtlich bindet KP7 an eine Stelle der CK2,
die keinen direkten Einfluss auf das aktive Zentrum und die Aktivitiat der CK2 hat. Fiir
einen kompetitiven Inhibitor hdngt seine Hemmwirkung mit der Affinitdt zusammen.
Der umgekehrte Fall kann aber anhand dieses Experiments fiir die CK2 ausge-
schlossen werden: Nicht jedes Molekiil, das mittels Affinititsuntersuchung identif-

iziert wird muss einen direkten Einfluss auf das Zielenzym haben.

Da KP7 keine inhibitorische Aktivitdt zeigte, wurde ein anderes Vorgehen gewahlt,
um mittels Autodisplay peptidische CK2-Inhibitoren zu identifizieren. Als Ausgangs-
punkt fiir weitere Affinitdtsuntersuchungen wurde das kurze Substratpeptid
DDDSDDD gewadhlt. Im Gegensatz zum asi-Casein ist wegen seiner geringen Grofie
lediglich eine Interaktion mit der Substratbindestelle der CK2 zu erwarten. Das
Substratpeptid wurde so modifiziert, dass es nicht mehr durch die CK2 umgesetzt
wird, aber seine grundsatzliche Affinitat zur CK2 moglichst beibehalt. Zu diesem
Zweck wurde der Phosphatakzeptor Serin gegen Alanin ausgetauscht, sodass aus dem
Substrat DDDSDDD das Pseudosubstrat DDDADDD entstand. Beide Peptidsequenzen
wurden als Autodisplay-Passagiere untersucht. Eine Markierung entsprechender
E. coli-Zellen mit CK2r war jedoch weder iiber das Pseudosubstrat DDDADDD, noch
iiber das Substrat DDDSDDD mdglich. Bis auf die untersuchte Passagierdoméine
stimmten die eingesetzten Autotransporter-Fusionsproteine mit den Konstrukten
iiberein, die fiir die Oberflachenprasentation von asi-Casein bzw. der Casein-
Verkiirzungen eingesetzt wurden. Die Lange des Peptids KP7 stimmte dariiber hinaus
mit der Lange des Passagiers iiberein, der fiir die Peptide DDDADDD und DDDSDDD

konstruiert wurde. Auch das Markierungsprotokoll war in den Experimenten
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identisch. Der erfolglose CK2p-Markierungsversuch von Zellen, die das Substrat, bzw.
das Pseudosubstrat prasentieren, muss also auf die Passagierdomine zurtickgefiihrt
werden. Die Affinitit der beiden Peptide war offensichtlich zu gering, um eine
Bindung unter den Versuchsbedingungen nachweisen zu kénnen. Als Maf$ fiir die
Affinitat des Substratpeptids DDDSDDD kann ndherungsweise die Michaeliskonstante
des Peptids RRRDDDSDDD von ca. 60 uM herangezogen werden. Ein Vergleich zu
entsprechenden Daten des asi-Caseins ist aufgrund fehlender Literaturdaten ohne
weitere Experimente nicht moglich und wegen des offensichtlich anderen Bindungs-
modus nur begrenzt sinnvoll. Durch die artifizielle Sequenzumgebung innerhalb des
Autotransporter-Fusionsproteins konnte sich zudem fiir das (Pseudo)Substratpeptid
eine Sekundarstruktur ergeben, die inkompatibel mit einer affinen Bindung der CK2
ist. In der Literatur wird eine ,[B-turn“-artige Struktur als Voraussetzung fiir die
effektive Bindung mancher Substratpeptide diskutiert (Pinna, 1990). Diese storenden
Einflisse konnten den Km Wert noch weiter vergrofiern. Zum Vergleich: Der
peptidische Cathepsin G-Inhibitor P15, der per Autodisplay prasentiert und erfolg-
reich mit Cathepsin G markiert wurde (Zangen, 2002; Betscheider, 2008), besaf3 eine
Dissoziationskonstante von 0,25 uM (Yavin und Fridkin, 1998).

Obwohl keine peptidische Leitstruktur identifiziert wurde, konnten in dieser Arbeit
wertvolle Erkenntnisse fiir weitere Affinitdtsuntersuchungen von potentiellen CK2-
Inhibitoren mittels Autodisplay gesammelt werden. So wurde gezeigt, dass es grund-
satzlich moglich ist, die Affinitdit der CK2 zu einem auf E.coli prasentierten
Autodisplay-Passagier nach Fluoreszenzkonjugation der CK2 durchflusszytometrisch
zu bestimmen. Mit asi-Casein, bzw. der Teilsequenz KP7 steht nun erstmals eine
essentiell bendtigte Positivkontrolle fiir entsprechende Experimente zur Verfiigung.
Auf den gesammelten Erkenntnissen aufbauend wird eine neue Strategie zur
Generierung peptidischer Inhibitoren vorgeschlagen: Statt eines fixen Startpunktes
konnte eine eingeschrankt zuféllige Peptidbibliothek nach CK2-affinen Varianten
durchsucht werden. Diese sollte auf der bekannten Konsensussequenz fiir CK2-
Substratpeptide basieren. Dafiir bote sich das Autodisplay mit dem etablierten
Markierungs- und Analyseverfahren an. E.coli-Zellen, die affine CK2-bindende
Peptide tragen, konnten wahrend der durchflusszytometrischen Analyse aussortiert
werden. Die Peptidsequenz der aussortierten Variante wiare dann iiber DNA-
Sequenzanalyse des Autotransporter-Fusionsgens einfach zuginglich. Eine erfolg-
reiche Strategie zur Generierung einer solchen eingeschrankten Zufallsbibliothek

konnte demonstriert werden.
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5. Ausblick

Diese Arbeit legt den Grundstein fiir eine Entwicklung potenter und selektiver CK2-
Inhibitoren. Es konnten Losungen fiir alle wesentlichen Engpasse der frithen Wirk-
stoffentwicklung aufgezeigt werden. Durch Autodisplay peptidischer Liganden in
Kombination mit einer schnellen durchflusszytometrischen Durchmusterung werden
CK2-affine Peptide identifiziert, die im nachsten Schritt auf Inhibition der CK2
untersucht werden konnen. Eine verlidssliche quantitative Bewertung potentieller
Inhibitoren wird durch das kapillarelektrophoretische Verfahren ermdéglicht. Beim
Einsatz dieses Inhibitionstests wurde der neue CK2-Inhibitor TF identifiziert, der in
der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP zur Hemmung der endogenen CK2 und zur
Induktion von Apoptose fiihrte. Der dritte Engpass, die Verfligbarkeit des Zielenzyms,
wurde durch Autodisplay des humanen CK2 Holoenzyms in E. coli gelost. Durch eine
Prasentation an der bakteriellen Oberflache ist die CK2 einfach zuganglich und steht
schnell und in nahezu unbegrenztem Ausmaf? fiir Inhibitionstests zur Verfiigung. Eine
Kombination dieser drei Ansidtze wird zukiinftig eine effektive Entwicklung

selektiver, substratkompetitiver Inhibitoren der CK2 erméglichen.
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VI Anhang

1.  Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 20: Abkiirzungsverzeichnis

(v/v) ,Volume per volume“ (Volumenanteil)

(w/v) »Weight per volume“ (Massenanteil)

AmpR Ampicillinresistenz

aph Gen fiir Aminoglycosidphosphotransferase (Kanamycinresistenz)

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

AT Autotransporter

ATP Adenosintriphosphat

bla Gen fiir B-Lactamase (Ampicillinresistenz)

BSA ,Bovine serum albumin“ (Rinderserum Albumin)

cDNA ,Copy“-DNA

CE ,Capillary electrophoresis“ (Kapillarelektrophorese)

CK2f Fluorescein-konjugiertes aufgereinigtes CK2-Holoenzym

CK2a-FP Fusionsprotein aus Autotransporter und CK2a als Passagier

CK2B-FP Fusionsprotein aus Autotransporter und CK2( als Passagier

cpm ,Counts per minute“ (Ereignisse pro Minute)

CSNK2A1 Gen fiir CK2«

CSNK2B Gen fiir CK2(3

DABCYL (4-[[4-(Dimethylamino)-phenyl] azo]-benzoesdure)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA ,Deoxyribonucleic acid“ (Desoxyribonukleinsdure)

dNTPs Nukleosidtriphosphate

dsDNA Doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure

EDANS (5-[(2-Aminoethyl)amino]naphthalin-1-sulfonsédure)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA ,Enzyme-linked immunosorbent assay*“
(Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest)

FACS ,Fluorescence activated cell sorting”
(fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie und -sortierung)

FP Fusionsprotein

FRET Fluoreszenzresonanzenergietransfer

FSC ,Forwardscatter”

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiaure

HPLC »High performance liquid chromatograhy*
(Hochleistungsfliissigchromatographie)

IPTG [sopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

KmR Kanamycinresistenz

lacl Gen fiir lac-Repressor

LB ,Lysogeny broth“

MW Mittelwert

MWCO Molecular weight cut-off (Ausschlussgrenze)

Omp ,Outer membrane protein“ (Aufdenmembranprotein)

ORF »Open reading frame* (offener Leserahmen)
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p.a. Pro analysi (fir die Analyse)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PARP Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

PBS »Phosphate buffered saline“ (Phosphatgepufferte Salzlosung)

PCR ,Polymerase chain reaction“ (Polymerasekettenreaktion)

PEG Polyethylenglykol

PK Proteinkinase

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RA Rheumatoide Arthritis

Rpm ,Revolutions per minute“ (Umdrehungen pro Minute)

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SDS Sodiumdodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)

SOB »Super optimal broth” (Optimalmedium)

SocC »Super optimal broth with catabolite repression” (Optimalmedium mit
Katabolitrepression)

SP Signalpeptid

SSC ,Sidescatter”

TAE Tris-Acetat-Elektrophoresepuffer

Taq Thermus aquaticus

TBB 4,5,6,7-Tetrabrombenzotriazol

TBS ,Tris-buffered saline” (Trisgepufferte Salzlosung)

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UN Uber Nacht

Nicht standardkonforme Abkiirzungen fiir Nukleinsauren:

R - A oder G (Purin)

Y - C oder T (Pyrimidin)
B-C,GoderT

V-A Coder G

N - beliebige Base
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2. Sequenzen

Die Passagiersequenzen der in pET-RAA und pKP003, sowie pKP007 codierten

Autotransporter-Fusionsproteine sind im folgenden aufgefiihrt:
1) as1-Casein (UniProt: P47710, prozessiertes Protein, 170 AS):

RPKLPLRYPERLQNPSESSEPIPLESREEYMNGMNRQRNILREKQTDEIKDTRNEST
QNCVVAEPEKMESSISSSSEEMSLSKCAEQFCRLNEYNQLQLQAAHAQEQIRRMNE
NSHVQVPFQQLNQLAAYPYAVWYYPQIMQYVPFPPFSDISNPTAHENYEKNNVML
QW

2) KP3 (N-terminal verkiirztes asi-Casein, 66 AS):

QEQIRRMNENSHVQVPFQQLNQLAAYPYAVWYYPQIMQYVPFPPFSDISNPTAHE
NYEKNNVMLQW

3) KP7 (N-terminal verkiirztes asi-Casein, 16 AS):

PTAHENYEKNNVMLQW

4) Nitrilase aus Alcaligenes faecalis (UniProt: P20960, 358 AS)

EQTRKIVRAAAVQAASPNYDLATGVDKTIELARQARDEGCDLIVFGETWLPGYPFH
VWLGAPAWSLKYSARYYANSLSLDSAEFQRIAQAARTLGIFIALGYSERSGGSLYLGQ
CLIDDKGQMLWSRRKLKPTHVERTVFGEGYARDLIVSDTELGRVGALCCWEHLSPL
SKYALYSQHEAIHIAAWPSFSLYSEQAHALSAKVNMAASQIYSVEGQCFTIAASSVVT
QETLDMLEVGEHNASLLKVGGGSSMIFAPDGRTLAPYLPHDAEGLIIADLNMEEIAF
AKAINDPVGHYSKPEATRLVLDLGHREPMTRVHSKSVIQEEAPEPHVQSTAAPVAV
SQTQDSDTLLVQEPS
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3. Plasmidkarten

Fusionierte Xhol / Sall Schnittstelle (89)

/ '
T7-Promotor
pSS001

6008 bp

Kpnl (147)
Xnol (83)

S|
T7-Promotor
DDDSDDD+HA

pAG008

Xhol (89)

T7 Promotor

T7 Terminator —_ &

Kpnl (147)
Xholl (89)

,x»-»

T7- Prcmo OI'
DDDADDD+HA

pPAG009

4886 bp 4886 bp

T7-Terminator T7-Terminator
N\ N

12

Ndel (52)

T7-Promotor 1
Teil des SP

'~ BsiWI (1,081)

’ pAGO11
\ 5847 bp
N,
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