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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Proteinkinase CK2

Die Charakterisierung der Proteinkinase CK2 begann bereits im Jahre 1954, als die sogenannten
Protein(phospho)kinase-Aktivitdten von CK1 und CK2 erstmals beschrieben wurden. Zu dieser
Zeit konnte die Phosphorylierung des artifiziellen Substrates Casein durch Leberextrakte
beobachtet werden (Burnett und Kennedy, 1954). Die Entdeckung physiologischer Substrate
verlief zunéchst schleppend, doch im Jahre 2003 waren bereits mehr als 300 identifiziert
(Meggio und Pinna, 2003). CK2 phosphoryliert iiberwiegend Serin- und Threoninreste innerhalb
saurer Aminosduresequenzen, wobei eine negative Ladung an der Position +3 in nahezu 90 %
und an Position +1 in 75 % der Fille vorhanden ist (Pinna, 2002). Die Phosphorylierung kann
aber, beispielsweise durch das Vorhandensein positiver Ladungen in unmittelbarer Néihe,
unterdriickt werden. Besonders kritisch sind dabei die Positionen -1 bis +4 beziiglich der
potentiellen Phosphorylierungsstelle.

Bei einer kiirzlich durchgefiihrten Weblogo Phosphoproteomanalyse wurden 433 {iberpriifte CK2
Phosphorylierungsstellen benutzt, um eine genauere Beschreibung der Konsensussequenz
vorzunehmen (Programm zugénglich unter http://weblogo.berkeley.edu/). Von 10899 bekannten
Phosphorylierungsstellen im menschlichen Phosphoproteom wurden 2275, mit wenigen
moglichen Ausnahmen, als wahrscheinliche CK2 Substrate bestétigt. Die anschlieende
Uberpriifung von acht zufillig ausgewihlten Phosphorylierungsstellen fiihrte ausschlieBlich zu
positiven Ergebnissen (Salvi et al., 2009). Damit liegt der vorhergesagte Anteil von durch CK2
vermittelten Phosphorylierungen des menschlichen Proteoms bei 20,9 %. Eine Besonderheit von
CK2 bei der Phosphorylierung von Substraten ist ihre Fdhigkeit neben ATP auch GTP als
Phosphatgruppendonor benutzen zu kdnnen (Pinna, 1990).

Die Proteinkinase CK2 liegt in der Zelle iiberwiegend als heterotetrameres Holoenzym vor, das
aus zwei katalytischen a- und zwei regulatorischen -Untereinheiten besteht (Abbildung 1). Die
Bildung des Holoenzyms erfolgt durch Dimerisierung der f-Untereinheiten nach Bindung von
jeweils einem Zn**-Ion durch vier Cystein-Reste, die einen Zink-Finger ausbilden. AnschlieBend
konnen die katalytischen Untereinheiten an das CK2[1-Dimer binden (Chantalat et al., 1999).
CK2 ist nachweislich an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse wie Proliferation, Uberleben der Zelle
und Differenzierung beteiligt. In Krebszellen wurden einige Auswirkungen von CK2 beobachtet.
So ist in allen tiberpriiften Tumoren die Expression von CK2 erhoht (Trembley et al., 2009).

Zudem wirkt CK2 einerseits positiv auf das Voranschreiten der einzelnen Zellzyklusphasen und
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andererseits antiapoptotisch (St-Denis & Litchfield, 2009). Am Beispiel der Inhibition der
Apoptose sollen hier einige Mechanismen von CK2 beschrieben werden. Die Konsensussequenz
zur Phosphorylierung durch CK2 #dhnelt der Konsensussequenz zur Spaltung durch Caspasen,
welche Apoptose durch Degradation von Proteinen einleiten. Die Phosphorylierung
verschiedener Proteine fiihrt zu einer verdnderten Ladung, wodurch die Spaltung verhindert wird
(Litchfield, 2003). Zusétzlich verhindert die Phosphorylierung der Caspase 9 durch CK2 deren
Aktivierung durch Caspase 8 (McDonnell et al., 2008). CK2 phophoryliert aulerdem Caspase 2
und verhindert dadurch deren Dimerisierung und Aktivierung (Shin et al., 2005).

In der Zelle kann CK2 sowohl an der Plasmamembran als auch im Cytoplasma, im Zellkern, an
Mitochondrien, dem Endoplasmatischen Reticulum oder mit dem Cytoskelett assoziiert
vorliegen (Faust und Montenarh, 2000). Aufgrund ihrer Lokalisation und der gro3en Diversitit
threr Substrate wird vermutet, dass die grosse Mehrzahl physiologischer Prozesse durch CK2
mitbestimmt wird. Dafiir spricht auch, dass die CK2 Untereinheiten B und o ubiquitir in
eukaryontischen Zellen vorkommen, hoch konserviert und essentiell in beispielsweise
Drosophila melanogaster (CK2B) und Mus musculus (CK2B/CK2a) sind (Jauch et al., 2002;
Buchou et al., 2003; Lin et al., 2002).

Beziiglich ihrer Wirkung innerhalb von Signalwegen nimmt CK2 eine Sonderstellung ein. Die
meisten Proteinkinasen erfiillen ihre Funktion als Teile einer hierarchisch organisierten
Signaliibertragungskaskade. Im Vergleich dazu scheint CK2 eher modulierende Aufgaben zu
iibernehmen (Meggio et al., 2003) und verschiedene Signalwege miteinander zu vernetzen

(Pinna und Allende, 2009).

1.2 Regulation der Proteinkinase CK2

Die funktionelle Vielfalt von CK2 beziiglich zelluldrer Funktionen fiihrt zu der Frage wie diese
Kinase reguliert wird, um in Zellen unterschiedlicher Gewebe und Entwicklungsstadien
spezifische Reaktionen einzuleiten. Sowohl CK2a als auch das CK2 Holoenzym besitzen eine
konstitutive Kinaseaktivitdt (Pinna et al., 2003), die im Gegensatz zu vielen anderen Kinasen
unabhingig von regulatorischen Botenstoffen (,,second messengers®) wie Nucleosid-
monophosphaten oder Ca2+/Calmodulin ist. Das Holoenzym wird dennoch durch eine Vielzahl
von Mechanismen in seiner Kinaseaktivitit reguliert (Litchfield, 2003). Dazu gehoren
Lokalisation, Expressionsstirke, Bildung des Holoenzyms, kovalente Modifikationen der Kinase
sowie deren Interaktion mit Proteinen und anderen Molekiilen. Auch eine indirekte Stimulation

von CK2 durch verschiedene Wachstumsfaktoren konnte gezeigt werden (z.B. Sommercorn et
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al., 1987; Ackerman und Osheroff, 1989). Fiir das Holoenzym wurde auBlerdem die reversible
Bildung von Aggregaten in vitro beschrieben, deren Stabilitdt hauptsdchlich durch ionische
Interaktionen zwischen benachbarten Holoenzymen zustande kommt und Einfluss auf die
Kinaseaktivitdt von CK2 hat (zusammengefasst in Niefind und Issinger, 2005).

Eine bedeutende Rolle bei der Regulation von CK2 spielen deren B-Untereinheiten, welche
abhingig vom Substrat sowohl aktivierend als auch inhibierend auf die Kinaseaktivitit wirken
koénnen (Pinna und Allende, 2009). Eine Modglichkeit zur kontrollierten Substrat-
phosphorylierung liegt in der Lokalisation der Kinase bzw. deren Assoziation mit Substraten. Im
Fall der Assoziation mit den Substratproteinen Topoisomerase Il und p53 konnte gezeigt werden,
dass CK2p fiir die Bildung stabiler Komplexe mit CK2a notwendig ist (Bojanowski et al., 1993;
Filhol et al., 1992). Daneben kann CK2f die Stabilitit von CK2a gegeniiber Hitze und
Proteolyse erhohen (Rodriguez et al., 2008). Eine wichtige Rolle bei der Regulation von CK2
durch CK2p spielt eine saure Schleifen-Region der f-Untereinheit (Abbildungen 1 und 2).

C-Terminus von CK2a —>>

saure Schleife N-Terminus von CK2f3

Abbildung 1) Schleifendiagramm des heterotetrameren CK2 Holoenzyms. CK20-
Untereinheiten (lila); CK2B-Untereinheiten (gelb/ blau); Position der sauren Schleife
(rot); ,,**“: Lage des nicht hydrolysierbaren ATP-Analogs AMPPNP (Adenosin 5'-[f3,y-
imido]triphosphat; (verdndert nach Litchfield et al., 2003).

Strukturell zeichnet sich dieser Bereich durch seine fiir CK2 einzigartig hohe Flexibilitdt aus
(Niefind et al., 2009) und ist wie das ganze CK2pB Protein hoch konserviert (Abbildung 2).

Die saure Schleife besteht iiberwiegend aus sauren Aminosduren, an die positiv geladene
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Polyamine binden kodnnen. Diese Bindung ist abhéngig von pH-Wert und lonenkonzentration,
wie es fiir eine ionische Bindung zu erwarten ist, und konnte auf die Aminosduren 51-80 von
CK2p eingegrenzt werden (Leroy et al., 1997a/b). Die Bindung des ldngsten Polyamins Spermin
verdandert die Konformation des CK2 Holoenzyms und erhoht dessen Kinaseaktivitit beziiglich

des Substrates Casein in vitro um das siebenfache.

saure Schleife

D.m. CK28 MSSSI SWVTWFCGL-’GN FFC! ED,| IQII FNLTGLNI VPNY-’QALII ILIl LioP! P QSID
H.s. CK2B MSSS| SWVTWFCGL-’GN FFCl )H) Y IQWKFNLTGLN! VPHY-‘QALID ILsLINPI PNQS»LII
G I

CK2B MSSS| SWVTWFCGLHGN EFFCIHVIRANYTQRKFNLTGLNI VPHY1QALW ILYLINPI PNQSPHL.T

Q

100 160

D.m. CK28 GLIHA1YILTN1GIAQMII YQ GﬂFGHCP1VYCISQPMLPLGLS IPGI YCPKCIH TPKSSHHHHT AYFG
H.s. CK28 GLIHA YILTN:GIAQMIIZHKYQQGH/FGYCP); QPMLPLGLS]BIPG LYCPKCMpVYTPKSS:HHHTBGAYFG
G.g. CK28 GLIHA‘YILTN IAQMIHKYQQGHFGYCP QPMLPLGLSPYIPG LYCPKCMyVYTPKSS/ HHHTBGAYFG

| [
D.m. CK2B TGFPHMLFMVHPI "lpxl"lp NQFVP"ILYGFKIH LAYQIQLOAAANFK PL{
CK28 TGFPHMLFMVHPIY: PKHPANQFVPqLYGFKIHPMAYQLQLQAASNFKSPVKTIQ
. CK28 TGFPHMLFMVHPRY:PK;PANQFVP;LYGFKIHPMAYQLOLOAASNFKSPVKTI}!

@ =
Q

Abbildung 2) CK2p Aminosiuresequenzen im Vergleich. Drosophila melanogaster
(D.m.), Homo sapiens (H.s.) und Gallus gallus (G.g.); die saure Schleife erstreckt sich
iiber die Aminosduren 51— 80 und enthdlt mehrere saure (in rot) Aspartat- (D) und
Glutamatreste (E).

1.3 Synthese und Funktion von Polyaminen

Polyamine sind aliphatische Polykationen, die ubiquitdr in Prokaryoten und Eukaryoten
vorkommen (zusammengefasst in Gerner und Meyskens, 2004). Ihre Entdeckung geht auf van
Leeuwenhoek zuriick, der 1678 Spermin-Kristalle in Samenfliissigkeit entdeckte. Polyamine
konnen von Organismen iliber die Nahrung aufgenommen werden und vom extrazelluldren
Medium in die Zelle transportiert werden. Man geht aber davon aus, dass der iiberwiegende Teil
der Polyamine in der Zelle synthetisiert wird.

Die Polyaminsynthese ist an den Aminosdurekatabolismus gekoppelt und wird durch eine grof3e
Anzahl beteiligter Enzyme genau reguliert. Die im Harnstoffzyklus entstehende Aminosiure
Ornithin wird in einem ersten Schritt durch das Enzym Ornithin Decarboxylase (ODC) zu dem
Diamin Putrescin umgewandelt (Polyaminstoffwechsel siche Abbildung 3). Spermidin und
Spermin werden anschlieBend schrittweise durch das Anfiigen je einer Aminopropylgruppe

durch Spermidin- bzw. Sperminsynthase (SRM bzw. SMS) synthetisiert. Die dabei verwendete
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Aminopropylgruppe wird von decarboxyliertem S-Adenosylmethionin iibertragen (dcSAM),
welches aus S-Adenosylmethionin (SAM) durch S-Adenosylmethionin Decarboxylase (AMD)
entsteht. Die Acetylierung von Spermidin und Spermin durch Spermidin/Spermin N'-
Acetyltransferase (SSAT) ermoglicht deren Export aus der Zelle durch den Diamin Exporter
(DAX). N',N'"’-Diacetylspermin kann aber auch durch eine Polyamin Oxidase (PAO)
schrittweise in Putrescin umgewandelt werden. Nichtacetyliertes Spermin kann durch das Enzym
Spermin Oxidase (SMO) oxidiert werden. Die physiologische Bedeutung davon ist allerdings
unklar.
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Abbildung 3) Polyaminmetabolismus in der Zelle. Ornithin Decarboxylase (ODC),
Spermidin- bzw. Sperminsynthase (SRM bzw. SMS), S-Adenosylmethionin
Decarboxylase (AMD), decarboxyliertes S-Adenosylmethionin (dcSAM), S-
Adenosylmethionin (SAM), Spermidin/Spermin N'-Acetyltransferase (SSAT), Diamin
Exporter (DAX), Polyamin Oxidase (PAO), Spermin Oxidase (SMO), Beschreibung
siche Text, (verdndert nach: Gerner und Meyskens, 2004).

Das Schliisselenzym der Polyaminsynthese ODC ist essentiell und ihr Verlust fiihrt zu frither
Letalitit bei Mausembryonen (Pendeville et al., 2001). Fiir eine strikte aber adaptive Regulation
des Polyaminstoffwechsels bietet sich die Modulation dieses Enzyms, das die Zufuhr des ersten
Polyamins Putrescin regelt, besonders an. Es konnte gezeigt werden, dass die ODC Menge in
Abhéngigkeit von Wachstumsfaktoren, Oncogenen und Polyaminmengen verdndert werden
kann. Die Menge zelluliren ODC-Proteins wird durch Regulation von Transkription und

Translation sowie durch Degradation des Enzyms reguliert (zusammengetfasst in Pegg, 2006).
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Die Degradation von ODC wird wesentlich durch Antizym beeinflusst, welches damit indirekt
zur Abnahme zelluldrer Polyaminmengen fiihrt. Fiir die Translation funktionellen Antizyms ist
eine Leserasterverschiebung notwendig, die durch hohe Polyamintiter stimuliert wird. Antizym
(AZ) verstirkt die Bindung von ODC-Monomeren an das 26 S Proteasom, wodurch die Bildung
des enzymatisch aktiven Dimers verhindert und ODC abgebaut wird (Abbildung 4). Die durch
ODC eingeleitete Polyaminsynthese fiihrt also bei hohen Titern zu deren eigener Inhibition.
Alternativ kann Antizym-Inhibitor (AZIN) an Antizym binden, wodurch der Abbau von ODC
verhindert wird. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass Antizym die zelluldre Polyamin-
aufnahme durch ein noch nicht vollstindig charakterisiertes Transportsystem (Polyamin

transporter) inhibiert.

AUG AUG UGA
] 4" UAG

AZ ORF1 ( +1\"{ Leserasterverschiebung
| F AZ ORF2

erhoht

+
+

durch Polyamine [ ! ORNITHIN

COO'

Polyamin
transporter

Abbildung 4) Wirkungsweise von Antizym. Hohe Polyamintiter fiihren zur
Expression von Antizym (AZ) durch Ermoglichen der fiir die Translation ndtigen
Leserasterverschiebung; Antizym bindet an ODC Monomere und leitet deren
Degradation durch das 26 S Proteasom ein; Antizym blockiert auch die
Polyaminaufnahme der Zelle durch einen Polyamin Transporter und kann durch einen
Antizym Inhibitor (AZIN) blockiert werden. (verdndert nach Pegg, 2006).
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Polyamine gelten als wichtige Regulatoren der Embryonalentwicklung, Zellproliferation,
Apoptose und anderer zelluldrer Funktionen (zusammengefasst in Thomas und Thomas, 2001).
Polyamintiter werden wéhrend der Embryonalentwicklung und dem Zellzyklus moduliert und
sind in mehreren Krebsarten erhoht (zusammengefasst in Gerner und Meyskens, 2004),
wohingegen ihre Synthese in seneszenten Zellen herunterreguliert wird (Chang und Chen, 1989).
Aufgrund Threr positiven Ladungen bilden Polyamine ionische Wechselwirkungen zu negativ
geladenen Molekiilen aus, und haben eine Vielzahl von Interaktionspartnern. Polyamine liegen in
der Zelle liberwiegend an RNA assoziiert vor, binden aber auch an DNA, Phospholipide und
Nucleosid-Triphosphate, sowie an Proteine mit sauren Ladungen (Igarashi und Kashiwagi,
2000). Durch ihre Bindung an DNA und RNA nehmen sie Einfluss auf Transkription und
Translation.

Fiir das Bakterium Escherichia coli wurde zur Uberpriifung der Auswirkungen von Polyaminen
auf die Genexpression ein Hybridisierungsversuch von zelluldarer RNA mit immobilisierter DNA
durchgefiihrt (Yoshida et al., 2004). Dazu wurde ein Bakterienstamm verwendet, der nicht in der
Lage ist Putrescin zu synthetisieren und dessen Wachstum eingeschrankt ist. Bei einer
Gesamtmenge von 2742 detektierten Genen war die Transkription von 309 Genen nach Zugabe
von Putrescin verstirkt und bei 319 Genen verringert. Die Einteilung der Gene erfolgte in 15
funktionelle Kategorien, die unter anderem eine Beeinflussung einiger Gene fiir Aminoséiure-
metabolismus, Nucleotidmetabolismus, Energiemetabolismus, Replikation, Transkription und
Translation aufdeckte.

Fiir Spermin konnte gezeigt werden, dass es einen terniren Komplex mit ATP und Mg*" bilden
kann, der die Phosphorylierung durch Proteinkinasen moduliert (Meksuriyen et al., 1998).
Dadurch kann beispielsweise die Aktivitit von Protein Kinase A erhoht werden.

Ein Signalweg, der wechselseitig mit Polyaminen verkniipft ist, ist der Mitogen aktivierte
Protein Kinasen (MAPK) Signalweg. Er moduliert einerseits die Expression von ODC (Flamigni
et al., 1999), wihrend andererseits Zellen mit erhohter ODC Menge eine erhdhte Aktivitét dieses

Signalweges aufweisen.

1.4 Mitogen aktivierte Protein Kinasen Signalwege

Zellen miissen in der Lage sein eine grosse Anzahl extrazelluldrer Signale zu erkennen und diese,
in Abhéingigkeit von Zelltyp und Entwicklungszustand, in spezifische intrazelluldre Reaktionen
umzuwandeln. An der Transduktion dieser Signale sind MAPK-Signalwege wesentlich beteiligt.

In Saugetieren sind 5 unterschiedliche, hoch konservierte MAPK-Signalwege bekannt (Roux &
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Blenis, 2004). Sie sind als hierarchische Signaltransduktionswege beschrieben, die extrazelluldre
Signale von der Zelloberfliche iiber die Plasmamembran ins Zellinnere transferieren. Im
Zentrum steht dabei ein Modul von drei Kinasen, die als Reaktion auf extrazelluldre Stimuli
schrittweise phosphoryliert und dadurch aktiviert werden: eine MAPK Kinase Kinase
(MAPKKK), eine MAPK Kinase (MAPKK) und an letzter Stelle eine MAPK. Der wohl
bekannteste dieser Signalwege umfasst die Kinasen Raf (MAPKKK), Mek (MAPKK) und Erk
(extrazelluldre Signal regulierte Kinase; MAPK). Er reguliert Zellproliferation, Apoptose,
Differenzierung, Zellmotilitit und nimmt Einfluss auf den zelluliren Metabolismus
(zusammengefasst in Mc Kay & Morrison, 2007). In vielen Fillen steht am Anfang des
Signalwegs die Aktivierung membranstindiger Rezeptortyrosinkinasen durch Wachstums-
faktoren nach deren Bindung durch den entsprechenden Tyrosinkinase-Rezeptor auf der

extrazelluliaren Seite.

WTF-R

W
o | ¥

3%3?3

%&&

I

Abbildung 5) Vereinfachtes Schema des MAPK-Signalwegs. Nach Bindung von
Wachtumsfaktoren (WTF) dimerisiert der WTF-Rezeptor (WTF-R) und wird auf der
cytoplasmatischen Seite autophosphoryliert. Das Adaptorprotein Grb2 bindet an
phosphorylierte Tyrosinreste des Rezeptors und kolokalisiert den Guaninnucleotid-
austauschfaktor SOS mit der GTPase Ras. SOS vermittelt den Austausch von GDP zu
GTP an Ras, wodurch dieses aktiviert wird. Daraufhin wird Raf aktiviert und leitet die
schrittweise Aktivierung durch Phosphorylierung von Mek und Erk ein. (nach McKay
und Morrison 2007).
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Zu den extrazelluldren Signalen, die diesen Signalweg stimulieren z&hlen verschiedene
Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermaler Wachstumsfaktor), IGF-1 (Insulin-artiger
Wachstumsfaktor 1), PDGF (Blutplattchen-abhiangiger Wachstumsfaktor) und NGF (Nerven
Wachstumsfaktor) (Lemmon & Schlessinger, 2010).

Die meisten Rezeptortyrosinkinasen liegen im inaktiven Zustand als Monomere vor und
dimerisieren als Folge der Bindung ihrer Liganden auf der extrazelluliren Seite, was zu ihrer
Aktivierung flihrt. Tyrosinreste auf der intrazelluldren Seite der Rezeptoren werden im Zuge der
Aktivierung an mehreren Stellen autophosphoryliert und dienen als Andockstellen fiir
Adaptorproteine mit SH2 (Src Homologie 2) Doménen wie Grb2, das konstitutiv mit dem
Guaninnukleotid-Austauschfaktor SOS assoziiert ist (Uberblick sieche Abbildung 5). SOS bindet
an die GTPase Ras an der Zellmembran, was bei dieser zu einer Konformationsdnderung und
dem Austausch von GDP zu GTP fiihrt (Omerovic et al., 2007). Die anschliefende Aktivierung
von Raf ist ein komplexer Prozess, der eine Reihe von Proteininteraktionen, sowie
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsereignisse umfasst (Ramos, 2008; Udell et al.,
2010). In Vertebraten gibt es drei verschiedene Raf-Proteine, C-Raf, A-Raf und B-Raf (Bonner et
al., 1985; Huebner et al., 1986; Ikawa et al., 1988). Im inaktiven Zustand liegen C-Raf und B-Raf
im Cytoplasma in einer geschlossenen Konformation vor, die durch intramolekulare Interaktion
des regulatorischen N-terminalen Bereichs mit der Kinasedomidne im C-terminalen Bereich
zustande kommt, wodurch die Rekrutierung der Raf-Proteine zur Plasmamembran und ihre
Aktivierung inhibiert wird (Cutler et a., 1998; Terai et al., 2005; Tran et al., 2005). Die
geschlossene Konformation wird durch Bindung von dimeren 14-3-3-Proteinen an ein
phosphoryliertes Serin in einer Serin/Threonin-reichen Region im N-terminalen Bereich und an
ein phosphoryliertes Serin am C-Terminus stabilisiert, wobei die Phosphorylierung des C-
terminalen Serinrestes zusdtzlich fir den Aktivierungsprozess von Raf nétig ist, da C-Raf-
Proteine mit Alaninsubstitutionen an dieser Stelle inaktiv sind (Terai et al., 2005; Tzivion et al.,
1998; Mischak et al., 1996). Weiterhin wird durch Phosphorylierung dieses Serinrestes die
Stabilitdt von C-Raf gegentiber proteosomaler Degradation erhoht (Noble et al., 2008). Als Folge
der Stimulation durch Wachstumsfaktoren bindet Raf an aktivertes GTP-gebundenes Ras an der
Plasmamembran. Diese Interaktion wird durch Dephosphorylierung der N-terminalen 14-3-3-
Bindestelle durch die Phosphatasen PP1 und PP2A und der damit verbundenen Dissoziation von
Raf-Proteinen von 14-3-3-Proteinen positiv reguliert (Abraham et al., 2000; Jaumot and
Hancock, 2001; Ory et al., 2003; Rodriguez-Vicinia et al., 2006). Als Folge davon nimmt Raf

eine offene Konformation ein und erfdhrt eine zusitzliche Aktivierung durch eine Reihe von
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Phosphorylierungen durch unterschiedliche Kinasen (zusammengefasst in Ramos et al., 2008).
Auch die Dimerisierung von Raf-Proteinen fiihrt zu deren Aktivierung. Es konnte gezeigt
werden, dass die Heterodimerisierung von B-Raf und C-Raf zu einer Aktivititssteigerung der
Raf-Proteine in trans im Vergleich zu den Monomeren und Homodimeren fiihrt, selbst wenn eine
der Kinasen keine Kinaseaktivitit besitzt (Weber et al., 2001, Wan et al., 2004; Rushworth et al.,
2006). Aktives Raf aktiviert die Kinase Mek durch Phosphorylierung mehrerer Serinreste,
welche ihrerseits Erk durch Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosinresten aktiviert.

Erk moduliert zahlreiche Substrate in unterschiedlichen zelluldren Kompartimenten. Im Zellkern
werden unter anderem die Transkriptionsfaktoren ELK-1, c-Fos und c-Myc phosphoryliert, an
der Plasmamembran Syk und Calnexin und im Cytoplasma eine Reihe verschiedener Vertreter

von Proteinkinasen der RSK-Familie (ribosomale S6 Kinase; zusammengefasst in Ramos, 2008).

1.5 Regulation des MAPK-Signalwegs durch Geriistproteine

Neben der grossen Anzahl extrazelluldrer Stimuli zur Aktivierung des Signalwegs sind fiir Erk-
Proteine bisher {iber 150 Substrate mit unterschiedlichen Funktionen bekannt (Yoon und Seger,
2006). Es miissen also eine Vielzahl von Stimuli durch den MAPK-Signalweg wie durch einen
Flaschenhals in zelltypspezifische Reaktionen miinden, wéihrend andere Reaktionen nicht
auftreten sollen. Wie das moglich ist, ist bisher nur ansatzweise verstanden.

Generell sind mehrere Regulationsmoglichkeiten des MAPK-Signalwegs denkbar. Modulation
der Dauer und Intensitit des Signals konnen zu unterschiedlichen zelluliren Reaktionen fiihren.
Die Regulation des Signalwegs héngt auch von verschiedenen MAPK-spezifischen Kinasen und
Phosphatasen ab (zusammengefasst in Ramos, 2008). Eine weitere Moglichkeit besteht in der
Verfiigbarkeit der Substrate, das kann sowohl deren Vorhandensein als auch die Blockierung von
Interaktionsdoménen und Phosphorylierungsstellen betreffen. Die subzelluldre Lokalisation von
Effektorkinase und Substrat ist ebenfalls von entscheidender Bedeutung.

Eine wichtige Rolle bei der Lokalisation spielen Geriistproteine. Sie konnen einerseits Dauer,
Intensitdt und Spezifitdt von Signalen beeinflussen, indem sie eine Plattform fiir die Assoziation
von signalrelevanten Molekiilen bilden, und andererseits Einfluss auf die subzelluldre
Lokalisation der Signale nehmen. KSR ("Kinase Suppressor of Ras") ist das wohl am besten
untersuchte Geriistprotein, es ist im aktiven Zustand an der Zellmembran lokalisiert und bindet
Raf, Mek und Erk (Roy et al., 2002; Denouel-Galy et al.,1998; Yu et al., 1998). Zusitzlich
konnte gezeigt werden, dass KSR durch Heterodimerisierung mit BRaf dieses unabhéngig von

Ras aktiviert (Rajakulendran et al., 2009). Bedingung fiir eine maximale Signalverstirkung des
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MAPK-Signalwegs sind ausreichende Mengen an KSR. Allerdings wird das Signal bei zu hohen
Proteinmengen abgeschwicht, da dann die Bindung der verschiedenen MAPK-Proteine an
unterschiedliche Gertistproteine erfolgt, wodurch die Bildung vollstindiger MAPK-Module
verhindert wird (Sacks, 2006; Ritt, Daar und Morrison, 2006). KSR liegt in der Zelle als
Multiproteinkomplex mit Molekulargewichten zwischen 250 und 1000 kDa vor, dessen
Komponenten die Aktivierung und Stabilitit von KSR beeinflussen (Pérez-Rivas et al., 2010).
Beispiele dafiir sind die Serin/Threonin-Kinasen C-TAK1 und CK2, sowie die Phosphatase
PP2A und 14-3-3-Proteine, deren Zusammenwirken die Membranlokalisierung und Aktivierung
von KSR regulieren, wohingegen diverse Hitzeschockproteine die Stabilitdt des Komplexes
erhohen.

Neben KSR gibt es noch eine Reihe anderer Gerlistproteine: MP1 (Mek Partner 1) verstérkt die
Erk-Aktivierung an spiten Endosomen im Komplex mit dem Adaptorprotein pl4 (Schaeffer et
al., 1998; Wunderlich et al., 2001; Teis et al., 2005). Das Transmembranprotein Sef ist am Golgi-
Apparat lokalisiert, wo es aktiviertes Mek bindet und die Aktivierung von Erk vermittelt (Torii et
al., 2004). Aktiviertes Erk bleibt am Komplex und ist dadurch nur noch in der Lage cytosolische
Proteine zu phosphorylieren. Neben der Beeinflussung cytosolischer Signale nimmt so
gleichzeitig die Menge an Erk ab, die im Zellkern Einfluss auf Transkriptionsfaktoren nehmen
kann. Das Gertiistprotein Paxillin ist ein Bestandteil von Focalkontakten. Seine Assoziation mit
aktiven MAPKinasen ist wichtig fiir die Dynamik der Komplexbildung von Fokalkontakten und
damit fiir morphogenetische Veranderungen (Ishibe et al., 2004).

11
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1.6 Ziele dieser Arbeit

Die in der Einleitung genannten Ergebnisse stammen aus Untersuchungen in unterschiedlichen
Tiersystemen, hauptsdchlich dem Maussystem. Die Proteinkinase CK2, die Komponenten des
MAPK-Signalwegs KSR, Ras, Raf, Mek, Erk sowie die Enzyme des Polyaminstoffwechsels sind
auch in Drosophila hoch konserviert. Zudem hatte der Modellorganismus Drosophila speziell an
der Aufklirung des MAPK-Signalwegs wesentlichen Anteil. Durch die Konservierung der
Proteine eignet sich Drosophila als Tiersystem fiir Untersuchungen von CK2, der MAPK-
Kaskade und der Wirkungen von Polyaminen.

Der Modellorganismus Drosophila bietet speziell auf genetischer Ebene einige Vorteile
gegeniiber anderen Organismen. So stehen eine Reihe von Techniken fiir zell- und entwicklungs-
spezifische Expression von Transgenen, sowie fiir die Generierung homozygot mutanter Zellen
in ansonsten heterozygoten Tieren zur Verfligung. Die MARCM-Technik (Lee und Luo, 2001) ist
ein solches System zur Generierung und Visualisierung homozygot mutanter Zellen in einem
beziiglich der Mutation heterozygoten Tier, deren Bildung durch gezielte mitotische
Rekombination eingeleitet wird. Diese Methode hat den Vorteil, dass auch Zellen mit zwei
Kopien eines rezessiv letalen Allels untersucht werden kdnnen.

Wie bereits erwihnt, konnen Polyamine an das regulatorische CK2B-Protein binden, wodurch
sich die Konformation des CK2 Holoenzyms &ndert und seine Kinaseaktivitit moduliert wird
(Leroy et al.,1997b/a). Die MARCM-Technik wurde benutzt um auf der Ebene von Geweben
eine funktionelle Untersuchung zum Funktionsverlust von CK2p durchzufiihren (Thomas Raabe,
nicht veroffentlicht). Dazu wurde das CK2B****?“-Nullallel verwendet, bei dem der
tiberwiegende Anteil der kodierenden Sequenz fehlt. Die Induktion von homozygoten CK2p44%
L_Nullklonen in neuronalen Vorlduferzellen (Neuroblasten) der sich entwickelnden Pilzkorper
von Drosophila melanogaster fiihrt zu einer Verkleinerung der Pilzkorper (Thomas Raabe).
Desweiteren zeigte diese klonale Analyse, dass in CK2B******-Nullklonen Entwicklung und
Uberleben der Neurone (Kenyonzellen) der Pilzkdrper vom ersten Larvenstadium bis zur adulten
Fliege moglich ist, so dass der Grund fiir verkleinerte Pilzkorper wohl in Proliferationsdefekten
zu suchen ist. Die Modulation von Polyamintitern durch Uberexpression von SamDC, eines
wichtigen Enzyms der Polyaminsynthese, fithrt zu einer Abnahme der Spermidinmenge und zu
verkleinerten Pilzkorpern (Eike Jauch, nicht verdffentlicht). Ausreichende Mengen an CK2f3 und
regulierte Polyamintiter sind also fiir die Entwicklung wildtypischer Pilzkorper erforderlich.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte iiberpriift werden, wie die Kinaseaktivitit von CK2 in

Abhidngigkeit von Polyaminen reguliert wird und wie diese Regulation Einfluss auf das
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Verhalten von Zellen und Geweben nehmen kann. Dazu war an erster Stelle die Aufdeckung
eines physiologischen Substrates von CK2, sowie die Entwicklung einer Messmethode zur
Uberpriifung polyaminabhingiger Effekte auf dessen Phosphorylierung nétig. Uberdies sollten
die molekularen Mechanismen aufgekldrt werden, die zur Weiterleitung der Signale fithren und

daraus resultierende physiologische Effekte beschrieben werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden von Roth, Applichem, Invitrogen, Roche und Sigma-Aldrich bezogen.

Radiochemikalien ([y-*P]-Adenosintriphosphat

Amersham (GE Healthcare) geliefert.

2.1.2 Inhibitoren

Protease-, Phosphatase- und Kinaseinhibitoren

und -Guanosintriphosphat) wurden von

Inhibitor Bezugsquelle Inhibition von Arbeitskonzentration
Protease Inhibitor Cocktail Roche Proteasen Ix
B-Glycerophosphat Applichem Serin-/ Threonin- 50 mM
Phophatasen
Natrium-ortho-vanadat Applichem Protein-Tyrosin- 100 uM
Phosphatasen,
Alkalische Phosphatasen
Natriumfluorid SIGMA Saure Phosphatasen, 1 mM
PP-2A,-2B,-2C
TBB SIGMA CK2 10-100 uM
(4’5 56’7'
Tetrabromobenzotriazol)
Heparin SIGMA CK2 0,01 % (w/v)

2.1.3 Puffer und Medien

Zellkulturmedium:

Drosophila Schneider Medium (Biowest), +

FCS
Glutamin
Penicillin
Streptomycin

10 %
2 mM
50 U/ml
50 pg/ml
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PBS (pH 7,4) (10x)
NaCl
Na,HPO,
NaH2P04

Tris-SDS-Sammelgelpuffer (4x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 6,8)
Natriumdodecylsulfat

Tris-SDS-Trenngelpuffer (4x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 8,8)
Natriumdodecylsulfat

Proteinladepuffer (Laemmli) (5x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 6,8)
B-Mercaptoethanol
Glycerin
Natriumdodecylsulfat
Bromphenolblau

Gellaufpuffer (1x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 8,3)
Glycin
Natriumdodecylsulfat

Western Transfer Puffer (1x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 8,3)
Glycin
Methanol

TBST (10x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pHS,0)
NaCl
Tween20

Stripping Puffer fiir Western Blot (1x)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 6,8)
Natriumdodecylsulfat
B-Mercaptoethanol

CK2 Kinasepuffer (4x)
Natriumphophatpuffer (pH 7,0)
MgCl,

Coomassie Firbelosung (Standard)
Brilliant Blue 250
Methanol
Essigsdure

1,39 M
55 mM
11,4 mM

500 mM
0,4 %

500 mM
0,4 %

70 mM
5%
40 %
3%
0,05 %

25 mM
200 mM
0,1 %

25 mM
150 mM
10 %

100 mM
1,5M
0,5 %

60 mM
2%
0,1 %

344,8 mM
656 mM

0,2 %
45 %
10 %
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Coomassie Entfirbelosung (Standard)
Methanol
Essigsédure

Kolloidale Coomassie Firbelosung fiir die Massenspektrometrie

Phosphorsédure
(NH4)2S04
Brilliant Blue 250
Methanol

Coomassie Entfiarbelosung fiir die Massenspektrometrie

dH,O

2.1.3.1 Puffer fiir GST-Proteinaufreinigungen

GST-Lysispuffer (1xXTPE)
Triton X100
Ethylendiamintetraacetat
Protease Inhibitor Cocktail
in 1x PBS (s.0.)

GST-Waschpuffer
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 7.5)
Ethylendiamintetraacetat (pH 7,5)

Tween 20

GST-Elutionspuffer
Glutathion (pH 7)

2.1.3.2 Puffer fiir Antikorperkopplung

Waschpuffer (pH 5)
Zitronensiure
Na,HPO,

Elutionspuffer
Zitronensdure (pH 2-3)

Puffer fiir Quervernetzung
Triethanolamin (pH 8,2)
Dimethylpimelimidat

Puffer zum Abstoppen der Reaktion
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 7,5)

35%
7%

10 %
10 %
0,12 %
16 %

1%
100 mM
1x

50 mM
100 mM
0,1%

100 mM

2,4 mM
5,2 mM

100 mM

200 mM
20 mM

50 mM
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Waschpuffer nach erfolgter Kopplung

NaCl

Na,HPO,
NaH2P04
Tween 20

2.1.3.3 Lysepuffer

Lysepuffer (Standard)

Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 7,5)

NaCl

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
EGTA (Ethylen Glycol-bis(B-Aminoethylether)-
N,N,N’,N’-Tetraessigsdure)

Glycerin
Nonidet-P40

Lysepuffer fiir Inmunprizipitationen/Kinaseassays
1x Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

Lysepuffer +

Lysepuffer zur Detektion von MAPK Signalen in Zellen
1x Protease Inhibitor Cocktail

Lysepuffer  +

+ o+ o+

B-Glycerophosphat
Natrium-ortho-vanadat

Natriumfluorid

139 mM
5,5 mM

1,14 mM
0,1 %

25 mM
150 mM
2 mM

2 mM

10 %
0,1 %

50 mM
100 uM
1 mM

Lysepuffer fiir die Herstellung von Fliegenlysaten (Homogenisierungspuffer)
Tris(hydroxymethylaminomethan) (pH 7,5)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

EGTA (Ethylen Glycol-bis(B-Aminoethylether)-N,N,N",N”

-Tetraessigsdure)
_l’_

+ o+ +

2.1.4 Enzyme

Taq-DNA-Polymerase
Vent-DNA-Polymerase
Phusion-DNA-Polymerase
reverse Transkriptase
Restriktionsenzyme
antarctic Phosphatase
T4-DNA-Ligase

10 mM
2 mM
5 mM

1x Protease Inhibitor Cocktail (Roche)

B-Glycerophosphat
Natrium-ortho-vanadat
Natriumfluorid

50 mM
100 uM
1 mM

NEB

NEB
Finnzymes
Eppendorf
NEB, Roche
NEB

NEB
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2.1.5 Kits

Plasmid Minikit Quiagen

Plasmid Midikit Quiagen

NucleoSpin Extract I1 Macherey Nagel

Quiashredder Quiagen

RNeasy Mini Kit Quiagen

cMaster RT,,,PCR System Eppendorf

jetPEI™ Transfektionsreagenz Polyplus/biomol

ECLPLUS Western Blotting Detection System Amersham™

(GE Healthcare)

2.1.6 Primer

Name Sequenz Zweck
KSR-5A-Smal- TCCCCCGGGTATGAGCAGCAA |[KSR-5'-linker-primer fiir Klonierung
pGEX6P1 CAACAACGCAC aus AT08303 in pGEX6P1
KSR-3A-502aa- GGCGCTCGAGCGGTTAGGCGC [KSR-3’-linker-primer fiir Klonierung
Xhol-pGEX6P1 TAGAGCTGCTGCCCG der ersten 502 Aminosduren aus

AT08303 in pGEX6P1

5A-BamHI-DErk

CGGGATCCATGGAGGAATTTAA
TTCG

DErk, Umklonierung von pTW196
in pGEX6P1

3A-EcoR1-DErk

GGAATTCGCTTACAGCCCATTC
TTAAGGC

DErk, Umklonierung von pTW196
in pGEX6P1

pGEXNT900 CCACGTTTGGTGGTGGCGACC |[5'-Sequenzierprimer fiir pGEX-
Vektor

DRaf469ntsFS CAACAGCGCACTTCAGTGGAG [Sequenzierprimer fiir DRaf
G

DRaf1295ntsFS TGGCGGAGGAGATTTTAATTG |[Sequenzierprimer fiir DRaf
GG

DRaf2108ntsFS TTCATCGCAGTGCCAGTGAAC [Sequenzierprimer fiir DRaf
C

DRafS417DFS TTAAGAGACGCCAAAGATTCC [DRaf-> in vitro-Mutagenese, S417
GAGGAAAACTGG -> D, sense-Strang

DRafS417DSS CCAGTTTTCCTCGGAATCTTTG |DRaf-> in vitro-Mutagenese, S417
GCGTCTCTTAA -> D, antisense-Strang

DRafS5DFS CCATGTCCAGCGAGGACTCCA |DRaf-> in vitro-Mutagenese, S5 ->
CCGAAGGCGAC D, sense-Strang

DRafS5DSS GTCGCCTTCGGTGGAGTCCTC |DRaf-> in vitro-Mutagenese, S5 ->
GCTGGACATGG D, antisense-Strang

DRafT7DFS GTCCAGCGAGTCCTCCGACGA |DRaf-> in vitro-Mutagenese, T7 ->
AGGCGACAGCGATC D, sense-Strang
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CTTCGGTGG

Name Sequenz Zweck

DRafT7DSS GATCGCTGTCGCCTTCGTCGG |DRat-> in vitro-Mutagenese, T7 ->
AGGACTCGCTGGAC D, antisense-Strang

DRafS11DFS CCACCGAAGGCGACGACGATC |DRat-> in vitro-Mutagenese, S11 ->
TATACGATCC D, sense-Strang

DRafS11DSS GGATCGTATAGATCGTCGTCGC |DRaf-> in vitro-Mutagenese, S11 ->
CTTCGGTGG D, antisense-Strang

DRafS11AFS CCACCGAAGGCGACGCCGATC |DRaf-> in vitro-Mutagenese, S11 ->
TATACGATCC A, sense-Strang

DRafS11ASS GGATCGTATAGATCGGCGTCGC |DRat-> in vitro-Mutagenese, S11 ->

A, antisense-Strang

RCKlIlo, M. Jauch

CCGCTCGAGCTTCTTATTGCTG
ATTATTGG

reverse Transkription/PCR von
CK2a aus Schneider S2 Zellen

FCKlIla, M. Jauch

CGGAATTCCATGACACTTCCTA
GTGCG

reverse Transkription/PCR aus von
CK2a Schneider S2 Zellen

FWACS ACACAAAGCCGCTCCATCAG |Sequenzierprimer fiir pAC-Vektoren
BGH-RW TAGAAGGCACAGTCGAGG Sequenzierprimer fiir pAC-Vektoren
2.1.7 Plasmide
Plasmidname| Vektor Insertion Verwendungszweck Referenz
pFLPS 6 pGEX-6P1 [DErk GST-Proteinaufreinigung |diese Arbeit
pFLPS 19 pGEX-6P1 [KSR Nucleotide 1-1506 |GST-Proteinaufreinigung |diese Arbeit
pFLPS 26 pAc5.1-myc | DRaf Uberexpression Zellkultur |diese Arbeit
pFLPS 28 pAc5.1-myc [CK2a Uberexpression Zellkultur [H. Wecklein
pFLPS 31 pGEX-4T3 |DRaf GST-Proteinaufreinigung |diese Arbeit
pFLPS 33 pGEX-4T3 [DRaf S417D GST-Proteinaufreinigung |[diese Arbeit
pFLPS 35 pGEX-4T3 [DRaf S5D GST-Proteinaufreinigung |[diese Arbeit
pFLPS 36 pGEX-4T3 [DRaf GST-Proteinaufreinigung |diese Arbeit
pFLPS 37 pGEX-4T3 [DRaf S11D GST-Proteinaufreinigung |[diese Arbeit
pFLPS 38 pCOHygro [Hygromycinresistenzgen | Generierung stabiler diese Arbeit
Zellen
pFLPS 39 pAc5.1-myc |[DRaf SI1A Uberexpression Zellkultur |diese Arbeit
pFLPS 40 pAc5.1-myc [DRaf S11D Uberexpression Zellkultur |diese Arbeit
DP 22 PGEX-5X-1|CK2a GST-Proteinaufreinigung |D.
Piihringer

19



Material und Methoden

2.1.8 Fliegenstimme

Wildtyp Berlin (WTB)

Transgene Fliegenstimme:

y'w’; P {tub-Gal4} LL7/Tm3, Sb'

w; P {UAS: CK2B-VIIa}"Y/Smé6a, CyO

w; P{UAS:CK28P>A-ES7A ) gmea, CyO

2.1.9 Bakterienstimme

(Bloomington, Linie 5138)
(Jauch et al., 2002)

(E. Jauch, nicht verdffentlicht)

Escherichia coli DH5a Klonierungen
Escherichia coli BL21(DE3) Proteinexpression
2.1.10 Antikorper
priméire Antikorper
Spezifitiat, Klon | Isotyp, Spezies | Verwendungszweck Anwendung Herkunft
pErk, MAPK-YT [IgG1, monoklonal, | Western Blot 1:2000, TBST + 5 |Sigma
Maus % MP
Erk, C-14 polyklonal, Western Blot 1:1000, TBST + 5 |Santa Cruz
Kaninchen % MP
CK2pB polyklonal, Western Blot 1:500 - 1:1000, (Jauch et
Kaninchen TBST al., 2002)
c-Myc, 9E10 IgG1, monoklonal, | Western Blot 1:1000, TBST + 5 |Santa Cruz
Maus % MP
KSR polyklonal Immunprézipitation, |IP: 20-25 pl/mg Eurogentec,
(Aminosduren 1- [(SYCI113), Western Blot Proteinlysat in dieser
502) Meerschweinchen WB: 1:50, TBST |Arbeit
hergestellt
PCNA, PC10 IgG2a, «, Western Blot 1:5000, TBST+ 5 |BD
monoklonal, Maus % MP Biosciences
Aktin, I-19 polyklonal, Western Blot 1:1000, PBST +5 [Santa Cruz
Kaninchen % MP
sekundéire Antikorper
Spezifitit, Klon | Isotyp, Spezies | Verwendungszweck | Anwendung Herkunft
Maus IgG, Schaf Western Blot 1:2500, TBST |GE Healthcare
Kaninchen F(ab").- Western Blot 1:5000, TBST |GE Healthcare
Fragment, Esel
Meerschweinchen |IgG, Schaf Western Blot 1:500, TBST |Dianova
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
Molekularbiologische Standardmethoden wurden wie in Sambrook et al. (1989) beschrieben

durchgefiihrt.

2.2.1.1 Restriktionsverdau von DNS

StandardmifBig wurden 1-2 pg Plasmid-DNS mit Restriktionsenzymen von NEB und Roche
nach den Angaben der Hersteller in einem Volumen von 50 pl verdaut. Die Auftrennung der
DNS-Fragmente erfolgte durch Gelelektrophorese in 0,8-1 % Agarosegelen. Das im Gel
vorhandene Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) interkaliert wihrend der Elektrophorese in die DNS-
Fragmente, und kann durch UV-Licht sichtbar gemacht werden. Dadurch konnten DNS-Banden
lokalisiert und ausgeschnitten werden. Die Reinigung der DNS erfolgte mit dem NucleoSpin

Extract II-Kit (Macherey Nagel).

2.2.1.2 Ligation von DNS
Zur Ligation von DNS wurden standardméBig 50 ng Plasmid-DNS, 250 ng der zu inserierenden
DNS, 0,5 ul T4-DNA-Ligase (NEB) und 1 ul 10x Ligasepuffer in einem Volumen von 10 pl bei
16°C iiber Nacht inkubiert.

2.2.1.3 Transformation von DNS

Von Ligationsreaktionen wurden 2-8 ul, und von Plasmid-DNS wurden 1-5 ng durch
Hitzeschocktransformation in Escherichia coli DHS5a eingebracht. Dabei wurden 100ul
Bakterien, die mit CaCl, vorbehandelt sind, eine halbe Stunde auf Eis mit der zu inserierenden
DNS vorinkubiert. Nach einminiitiger Inkubation bei 42 °C wurden die Bakterien auf Eis
abgekiihlt, eine Stunde lang bei 37 °C in 500u] LB-Medium inkubiert und auf antibiotikahaltigen
LB-Agarplatten ausgestrichen. Durch das in der inserierten DNS enthaltene Antibiotika-
Resistenzgen wachsen Bakterien nur zu sichtbaren Kolonien heran, wenn die Plasmid-DNS
transformiert wurde. Vorbereitend fiir Proteinaufreinigungen wurden Vektoren zur Protein-

expression in Escherichia coli BL21 (DE3) transformiert.
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2.2.1.4 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion wurde fiir folgende Anwendungen benutzt:

1.: Herstellung von kodierenden Sequenzen mit den gewiinschten Restriktionsschnittstellen
(Linker-PCR)

2.: Gezieltes Einfiigen von Mutationen in DNA (in vitro-Mutagenese)

3.: fiir den Nachweis erfolgreicher Klonierungen in Bakterien. (Kolonie-PCR)
Die Reaktionen wurden, mit leichten Abweichungen in speziellen Féllen, nach folgendem

Schema angesetzt:

Reaktionsansatz:
Reagenz Menge
DNA 50 ng
dNTPs 20-30 nMol
Primer 1 10-20 pMol
Primer 2 10-20 pMol
Polymerase 0,5-1 pul
Puffer Ix
H,O auf 50 pl Endvolumen

PCR-Programm fiir Linker-PCR und Kolonie-PCR

Schritt/Zyklen Temperatur Dauer
1./1 96 °C 120 sec.
2./30 96 °C 30 sec.
45-60 °C, je nach Tm der Primer | 30-45 sec.
72°C 60 sec./kb
3.1 72°C 90 sec./kb

PCR-Programm fiir in vitro-Mutagenesen

Schritt/Zyklen Temperatur Dauer
1./1 96 °C 45 sec.
2./16-20 96 °C 30 sec.

55-60 °C 30-45 sec.

72 °C 60 sec./kb
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Schritt/Zyklen Temperatur Dauer
3./1 72 °C 60 sec./kb

2.2.1.5 Uberpriifung der Genexpression in Schneider S2 Zellen

Die Expression von CK2a in Schneider S2 Zellen wurde durch reverse Transkription der RNS
mit anschliefender PCR iiberpriift. Dazu wurde RNS aus 5x 10° Zellen mit dem RNeasy Kit
(Quiagen) unter Verwendung einer QIAshredder Sdule aufgereinigt, in 35 pul H,O aufgenommen
und mit 0,8 pul eines RNAse-Inhibitor (Invitrogen) versetzt. Als notwendiger zusitzlicher
Reinigungsschritt erfolgte die Prézipitation der RNS durch LiCl. Dazu wurden 30 ul 8 M LiCl zu
90 pl RNS-Losung gegeben und nach Mischen 30 Minuten bei -20 °C inkubiert. Nach
zehnminiitiger Zentrifugation bei 12.000 U/min und 4 °C wurde das entstandene RNS-Pellet mit
100ul 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 30 pl H,O
aufgenommen.

AnschlieBend wurde cDNS, durch reverse Transkription der RNS mit dem cMaster RT,,;PCR
System-Kit (Eppendorf), wie vom Hersteller angegeben, hergestellt. 4 pl der cDNS Losung
wurden in einer PCR als Ausgangs-DNS, wie unter 2.2.1.4 angegeben, eingesetzt. Die
entstandene doppelstrangige DNS wurde durch Elektrophorese in einem Agarosegel aufgetrennt,

ausgeschnitten, aus dem Gel eluiert und sequenziert.

2.2.1.6 DNS-Sequenzierung
DNS-Sequenzen wurden nach den Vorgaben von Seqlab mit Primer und Puffer versetzt und

anschliefend von Seqlab analysiert.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Kultivierung von Schneider S2 Zellen

Fir Experimente zur Wirkung von Polyaminen auf den MAPK Signalweg sowie fiir
Immunprézipitationen wurden Drosophila Schneider S2 Zellen (Schneider, 1972) verwendet
(erhéltlich unter: https://dgrc.cgb.indiana.edu/cells). Diese wurden bei 25 °C ohne CO,-
Begasung in Drosophila Schneider Medium von Biowest kultiviert, und zweimal pro Woche in
einem Verhiltnis von etwa 1:5 in frischem Medium verdiinnt. Dem Medium waren, falls nicht

anders angegeben, 10 % FCS, sowie 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin und 2 mM
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Glutamin zugesetzt.

2.2.2.2 Herstellung stabiler Zelllinien

Die Herstellung stabiler Zellen erfolgte durch Cotransfektion des Plasmids, das fiir das Transgen
kodiert (Expressionsplasmid), und dem Selektionsplasmid pCoHygro, das ein Hygromycin-
resistenzgen beinhaltet. Die Cotransfektion von Expressions — und Selektionsplasmid erfolgte im
Fall der DRaf-Transgene in einem Mengenverhiltnis von circa 7:1, im Fall von CK2a lag das

I™ Transfektions-

Mengenverhéltnis bei circa 14:1. Die Transfektion erfolgte mit dem jetPE
reagenz nach den Angaben des Herstellers. Die transfizierten Transgene exprimieren
Fusionsproteine mit sechsfach aufeinander folgendem Myc-Epitop am N-Terminus. Die
Selektion von Zellen mit Selektionsplasmid erfolgte durch Zugabe von 300 pg Hygromycin B
pro ml Medium und wurde mindestens fiinf Wochen angewandt, bevor die Zellen fiir
Experimente benutzt wurden. Von allen stabilen Zelllinien wurden Aliquots in Medium

aufgenommen, das 10 % DMSO enthélt. Dabei betrug die Dichte 1x 107 Zellen/ml. Nach
dreitdgiger Inkubation bei -80°C wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.2.2.3 Behandlung von Zellen
Schneider S2 Zellen wurden in einer Dichte von 1,5x 10° Zellen/ml in Medium mit 1 % FCS
ausgesdht und 24 Stunden inkubiert. Polyamine wurden dem Medium 6 Stunden vor der

Zellernte, 10 uM TBB (4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazol) wurde 3 Stunden vorher zugegeben.

2.2.2.4 Serum-Stimulation von Zellen

Um Zellen zu aktivieren wurde die Konzentration des Serums und der darin enthaltenen
Wachstumsfaktoren kurzfristig erhoht. Dadurch erfolgt die Aktivierung membranstindiger
Rezeptoren und nachgeschalteter Signalwege. Dazu wurden Schneider S2 Zellen fiir 24 Stunden
in Medium mit 1 % FCS kultiviert und anschlieBfend mit Medium, das 10 % FCS enthilt,
inkubiert. Nach 5 Minuten wurden die Zellen fiir 4 Minuten bei 1200 U/min und 4 °C
sedimentiert und in Lysepuffer mit Protease -und Phosphataseinhibitoren aufgenommen (siche

Punkt 2.2.3.1).
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Fir Immunoblot-Analysen und Immunprézipitationen wurden Drosophila Schneider S2 lysiert.
Dazu wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1200 U/min fiir 4 Minuten sedimentiert, in
Lysepuffer (25 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 2 mM EGTA; 10 % Glycerol; 0,1
% Nonidet-P40; 1x Protease Inhibitor Cocktail (Roche)) aufgenommen und bei 4 °C auf einem
Nutator 1 Stunde lysiert. Da bei Immunoblot-Analysen phosphoryliertes Erk nachgewiesen
werden sollte, wurden hier Phosphataseinhibitoren (50 mM B-Glycerophosphat, 100 pM
Natrium-ortho-vanadat, 1 mM Natriumfluorid) zugegeben, um eine nachtrigliche
Dephosphorylierung von Erk zu verhindern.

Anschliefend wurde 30 Minuten bei 12000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Schlielich erfolgte
eine Proteinkonzentrationsbestimmung des Uberstandes nach Bradford und die Weiter-

verwendung der Lysate fiir Inmunoblot und Immunprézipitation.

2.2.3.2 Proteinaufreinigung

Fiir verschiedene Anwendungen wurden rekombinante Proteine aufgereinigt, die N-terminal mit
dem Protein Glutathion S-Transferase verknilipft waren. Dazu wurden 0,5-2 Liter
antibiotikahaltiges LB-Medium mit 25-100 ml Ubernachkultur des Stammes E. coli BL21
(DE3), die das erwiinschte Expressionsplasmid tragen, angeimpft und bei 37 °C in einem
Bakterieninkubator bis zu einer optischen Dichte (OD 600) von etwa 1,0 wachsen gelassen.
Darauthin erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG. Die
Bakterien wurden abzentrifugiert, in 1x TPE mit Proteaseinhibitoren aufgenommen und durch
Ultraschall (Bandelin Sonopuls HD70) aufgebrochen. Dies erfolgte durch Einbringen einer
Ultraschallsonde in die Bakterienlosung und Verabreichen von Ultraschall unter Kiihlung fiir
dreimal je eine Minute bei maximaler Leistung und einer Impulsdauer von 70 %. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand durch einen Filter mit der PorengroBe 0,25 um gedriickt.
Das Filtrat wurde je nach Expressionsmenge des GST-Proteins mit etwa 100 — 250 pnl
Glutathion-Sepharose pro Liter Bakterienlosung (GE Healthcare) bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.
Nach Auftragen der Sepharose-Kiigelchen auf eine Séule wurde einmal mit 1x TPE und drei- bis
viermal mit je 10 ml GST-Waschpuffer gewaschen. Die Elution von der Sdule geschah durch
Verdringung der Glutathion-Sepharose von den Proteinen nach Inkubation der Sepharose-

Kiigelchen fiir zwei bis vier Stunden mit 100 mM Glutathion (pH 7). Die eluierten GST-Proteine
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wurden dialysiert und anschlieend wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Nach Aliquotieren
der Proteine wurden diese in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert. Um Degradation der Proteine zu minimieren wurden alle Reinigungsschritte bei
4 °C durchgefiihrt. Die verschiedenen Bedingungen fiir Proteinexpression und Aufreinigung sind

in nachfolgender Tabelle zusammengefasst:

Protein Induktionstemperatur | Induktionsmittel| Dialysepuffer (je 48h
und- dauer Dialyse)
GST-CK2a 17 °C 1 mM IPTG, 4h |30 mM TrisCl (pH 8), 100

mM NacCl, 0,5 mM
EDTA, 0,5 mM DTT

GST-DErk 25°C 1 mM IPTG, 3h |20 mM Tris (pH 7,5)
GST-DRaf (und 25°C I mM IPTG, 3h |20 mM Tris (pH 7,5)
Varianten)

GST-KSR (mit den 25°C I mM IPTG, 3h |5 mM Tris (pH 7.5)
Aminoséuren 1-502

von KSR)

2.2.3.3 Antikorperherstellung
Ein Fusionsprotein aus N-terminaler Glutathion S-Transferase und den ersten 502 Aminoséuren
des Drosophila KSR Proteins wurde benutzt, um ein polyklonales Serum aus Meerschweinchen

herzustellen. Dazu wurde das ,,28-day Speedy*-Protokoll von Eurogentec angewandt.

2.2.3.4 Antikorperkopplung

Die kovalente Kopplung von Antikdrpern an Protein-G-Agarose verhindert, dass die
Antikorperketten beim Aufkochen in Laemmli-Puffer in diesem gelost werden und bei SDS-
Gelelektrophorese auf das Gel aufgetragen werden. Das ist nétig, falls die Antikorperketten auf
Immunoblot-Ebene von sekundédren Antikorpern gebunden werden und durch das enstehende
Signal andere Signale iiberdeckt werden.

Nach Zentrifugation von 40 pl der Protein-G-Agarose Losung bei 3500 U/min wurde der
Aufbewahrungspuffer abgenommen und die Agarose-kiigelchen 3x mit je 1 ml Waschpuffer
(Zitratpufter, pH 5,0) gewaschen. Danach wurden 40 pl des KSR-Antikorpers zur Protein-G-
Agarose gegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Nutator inkubiert. Die Protein-
G-Agarose wurde dann nach Zugabe von 40 pl Waschpuffer 40 Minuten auf einem Nutator

inkubiert, und danach dreimal mit 1 ml Waschpuffer und zweimal mit 1 ml 0,2 M Triethanolamin
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(pH 8,2) gewaschen. Die eigentliche Kopplungsreaktion erfolgte anschlieBend durch Inkubation
der Protein-G-Agarose mit 0,5 ml des Kopplungsreagenzes Dimethylpimelimidat (20 mM) in
0,2 M Triethanolamin (pH 8,2) fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Nutator. Nach
Entfernen des Uberstandes wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml 50 mM Tris (pH 7,5) und
Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur abgestoppt.

Die Protein-G-Agarose wurde anschlieBend dreimal mit 0,5 ml PBS + 0,05 % Tween (pH 7,4)
gewaschen, dann dreimal mit 100 pl Elutionspufter (0,1 M Zitratpuffer, pH 3,0) unter Schiitteln
jeweils 2 Minuten inkubiert, um nicht kovalent gekoppelte Antikérper zu entfernen.
AnschlieBend wurde je einmal mit 0,5 ml PBS + 0,05 % Tween (pH 7,4) und dem Puffer fiir die

folgende Immunprézipitation gewaschen.

2.2.3.5 Co-Immunprizipitation

Spezifische Antikorper flir Drosophila sind fiir viele Antigene nicht verfiigbar. Zum Nachweis
von CK2a an immunprézipitiertem KSR wurden deshalb Drosophila Schneider S2 Zellen
verwendet, die stabil Myc-Epitop gekoppeltes CK2a exprimieren. Der Nachweis von CK2a
erfolgte indirekt iiber den Nachweis des Myc-Epitops des Fusionsproteins auf Immunoblot-
Ebene. Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.7 beschrieben in Lysepuffer mit Protease- und
Phosphataseinhibitoren lysiert. Das Lysat wurde dann mit circa 25 ul Protein-G-Agarose pro mg
Proteinlysat fiir eine Stunde bei 4 °C vorinkubiert, um eine unspezifische Bindung von
Lysatkomponenten an Protein-G-Agarose in der Immunprézipitation zu verhindern. Nach
Sedimentation der Protein-G-Agarose bei 3500 U/min fiir 5 Minuten erfolgte die
Immunprizipitation von Proteinen des Uberstands bei 4 °C iiber Nacht. Dabei wurden 25 pl
Protein G Agarose mit kovalent gekoppeltem KSR-Antikodrper pro mg Gesamtprotein des Lysats
verwendet. Anschlieend wurden die Agarosekiigelchen dreimal in Lysepuffer gewaschen.

Fir in vitro Untersuchungen zur Wirkung von Polyaminen wurden Polyamine wihrend der

Inkubation von Antikorper und Antigen sowie bei den nachfolgenden Waschschritten zugegeben.

2.2.3.6 Uberpriifung der Kinaseaktivitiit in vitro

Zur Uberpriifung der Kinaseaktivitit von an KSR assoziierten Proteinen wurde endogenes KSR
unter Verwendung des neu hergestellten anti-KSR Immunserums, nach Kopplung der Antikorper
an Protein-G-Agarose, aus Schneider S2 Zellen immunprézipitiert. Die Immunprézipitate

wurden in Anwesenheit von Polyaminen dreimal in Lysispuffer und zweimal in 1x CK2
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Kinasepuffer (86,2 mM Natriumphosphat, pH 7,0; 164 mM MgCl,) gewaschen. Fiir eine
einzelne Kinasereaktion wurde das Immunprézipitat aus 300 pg zelluliren Gesamtproteins
verwendet. Alternativ wurde 6 pg bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes GST-CK2a als
Kinase eingesetzt. Als Substrate wurden 30 pg GST-DRaf, 3 pg GST-DErk und 15 pg GST als
Kontrolle eingesetzt. Zur Inhibition der CK2 Kinaseaktivitit erfolgte die Reaktion nach Zugabe
von 100 uM TBB. Jeder Ansatz erfolgte in Anwesenheit der jeweils angegebenen Menge
Polyamine in 1x CK2 Kinasepuffer nach Zugabe von 1 pl [y-**P]-ATP oder -GTP (0,37x 10°
Becquerel) in einem Endvolumen von 50 pl. Bei Versuchen zur Uberpriifung der Effekte von
Polyaminen auf die Kinaseaktivitit erfolgte die Inkubation bei 30 °C fiir 7 Minuten, bei anderen
Versuchen wurde die Reaktion 30-40 Minuten inkubiert. Die Kinasereaktion wurde durch
Zugabe von Proteinladepuffer und Erhitzen der Proben auf 96 °C fiir 5 Minuten gestoppt. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 9 %-igen Polyacrylamidgel. Durch Inkubation des
Gels mit Coomassie wurden die Proteine gefdarbt. Die Signaldetektion erfolgte durch

Autoradiographie.

2.2.3.7 Immunoblot

Um Proteine immunologisch nachzuweisen, wurden diese nach Auftrennung durch
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in Western Transfer
Puffer nach dem Semi-Dry Verfahren auf Nitrocellulose-Membranen transferiert. Die Membran
wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver in TBST und anschliefend mit dem
primiren Antikorper bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 15
Minuten erfolgten eine einstiindige Inkubation mit dem sekunddren Antikdrper bei
Raumtemperatur und 3 weitere Waschschritte fiir je 15 Minuten mit TBST. Anschlieend wurde
die Membran mit dem Western Blotting Detektionsreagenz ECLPLUS nach Angaben der
Hersteller inkubiert, ein Rontgenfilm aufgelegt und entwickelt. Fiir den Nachweis von Erk wurde
die Membran nach Detektion des pErk-Signals 30 Minuten bei 60 °C mit Stripping Puffer
inkubiert, um den pErk-Antikorper zu entfernen. Anschlieend erfolgten die gleichen Schritte

wie nach Transfer der Proteine auf die Membran.

2.2.3.8 Massenspektrometrische Untersuchungen
Zur Identifizierung der CK2-spezifischen Phosphoakzeptorstelle in DRaf wurden
Kinasereaktionen mit GST-CK2a, GST-DRaf und 40 nMol ATP, wie unter 2.2.3.6 fiir

Kinasereaktionen unter Verwendung von rekombinantem GST-CK2a beschrieben, angesetzt.
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Nach 20 Minuten Inkubation bei 30 °C wurden den Reaktionen je 1 pl 5 mM -
Glycerophosphat, 5 mM Natrium-ortho-vanadat und 5 mM Natriumfluorid zugegeben, 20
Minuten spéter wurden die Reaktionen abgestoppt. Nach Auftrennung der Proteine in einem
Polyacrylamidgel wurde das Gel mit Coomassie geférbt, die Proteinbanden ausgeschnitten und
mit Trypsin verdaut. Die Analyse der entstandenen Peptide erfolgte durch Elektrospray-
Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) nach Auftrennung durch Chromatographie (Jens
Pfannstiel, Iris Klaiber; Universitdit Hohenheim). Der Nachweis der Phosphorylierung des
Peptids erfolgte durch Messung der Massen des phosphorylierten Peptids, sowie des Peptids
nach Neutralverlust (Massenverlust), der in einem Fall einem Phosphatrest und in einem anderen
Fall einem Verlust eines Phosphatrestes sowie eines Wassermolekiils entsprach. Zur
Identifizierung der Phosphorylierungsstelle wurde das phosphorylierte Peptid fragmentiert.
Dabei entstehen Fragmentionen, bei denen am C- oder N-Terminus Aminosduren fehlen (Ionen
des y- oder b-Typs). Durch Uberpriifung der Aminosiuresequenzen von Fragmenten mit
Phosphatmodifikation war der Nachweis moglich, dass CK2a DRaf in vitro an Serin 11

phosphoryliert.

2.2.4 Fliegenhaltung
Fliegen wurden bei 25 °C auf Standardmedium und in einem 12 Stunden Tag/ Nacht Rhythmus
gehalten.

2.2.4.1 Fiitterungsexperimente

Fir Experimente zur Auswirkung von Polyaminen auf den MAPK Signalweg und auf
Proliferation wurden 3-4 Tage alte jungfrauliche Fliegen 5-6 Stunden gehungert und
anschlieBend mit einer Losung von 10-100 uM Polyaminen in Wasser, oder in PBS mit 15 %
Saccharose gefiittert. Beide Losungen enthielten geringe Mengen Lebensmittelfarbe um
sicherstellen zu konnen, dass die Fliegen Nahrung aufgenommen haben. Da der spezifische CK2
Inhibitor TBB (4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazol), der in einer Konzentration von 20 pM in
einzelnen Ansétzen eines Versuchs verabreicht wurde, in Ethanol geldst vorlag, wurde die
Konzentration von Ethanol in der Nahrlosung auf 4 %o, in jedem Ansatz dieses Versuchs
gebracht. Um Austrocknen des Hungermediums zu verhindern erfolgte die Fiitterung in einer
Feuchtekammer. Je 10-11 Fliegen pro Ansatz wurden nach 13 oder 23 Stunden aufgrund
gefarbter Abdomen selektiert und in Homogenisierungspuffer mit Protease- und

Phosphataseinhibitoren (10 mM Tris, pH 7,5; 2 mM EDTA; 5 mM EGTA; 1x Protease Inhibitor
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Cocktail (Roche); 50 mM B-Glycerophosphat, 100 pM Natrium-ortho-vanadat, 1 mM
Natriumfluorid) homogenisiert. Es folgten zwei Zentrifugationsschritte bei 10.000 U/min fiir 3
und 15 Minuten bei 4 °C. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration des Uberstands nach der

Bradford-Methode bestimmt, und die Lysate fiir Inmunoblot-Analysen weiterverwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 DCK2 ist Teil des DKSR Komplexes und phosphoryliert DRaf

CK2 wird durch Bindung von Polyaminen an CK2B in seiner Konformation und seiner
Kinaseaktivitdt beziiglich des unphysiologischen Substrats Casein beeinflusst (Leroy et al.,
1997a/b). Um mogliche Effekte, die von CK2 durch Bindung von Polyaminen und
anschlieBender Substratphosphorylierung vermittelt werden messbar zu machen, war zuerst die
Aufdeckung eines CK2-Substrates, sowie die Etablierung einer Messmethode notig. Vor diesem

Hintergrund wurden die unter 3.1 dargestellten Versuche durchgefiihrt.

3.1.1 DCK2 interagiert mit DKSR und vermittelt die Phosphorylierung von GST-DRaf

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass Modulation von Polyamintitern in Drosophila
Einfluss auf CK2-abhédngige Phosphorylierungen in vitro hat. Dabei wurde weiblichen Fliegen
durch Fiitterung der ODC-Inhibitor a-DFMO verabreicht und die Kinaseaktivitdt der Lysate nach
Zugabe von [y-**P]-ATP und dem CK2-Inhibitor Heparin als Kontrolle in 1x CK2 Kinasepuffer
durch Autoradiografie iiberpriift. In diesem Versuch konnte eine Vielzahl von Phosphorylierungs-
signalen beobachtet werden, von denen einige durch Heparin unterdriickt wurden, und damit
durch Drosophila-CK2 (DCK2) verursacht werden. Ein Phosphorylierungssignal, dessen
Position im Polyacryl-amidgel auf ein Protein mit etwa 46 kDa schlieen ldsst, war bei DFMO-
behandelten Fliegen abgeschwicht, wihrend die Zugabe von Heparin zum Ersetzen des Signals
durch ein weiteres Signal auf der Hohe von etwa 50 kDa fiihrte. Polyamine sind an
Zellproliferation und Apoptose beteiligt (Thomas und Thomas, 2001), Prozesse an denen auch
CK2 und der MAPK-Signalweg beteiligt sind (St-Denis & Litchfield, 2009; Mc Kay &
Morrison, 2007). Ein Zusammenhang zwischen Polyaminen und dem MAPK-Signalweg konnte
durch verschiedene Zellkulturversuche gezeigt werden. Die Behandlung von embryonalen
Mausfibroblasten und lymphozytischen Leukdmiezellen aus Maus mit DFMO fiihrte zu einer
Reduktion der Phosphorylierung und der dadurch vermittelten Aktivierung der MAP-
Effektorkinase Erk (Stefanelli et al., 2002; Flamigni et al., 1999). In einem weiteren Vorversuch
konnte eine Reduktion der Menge von aktiviertem Drosophila-Erk ( pDErk) nach Verfiitterung
von a-DFMO an Fliegen gezeigt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse schien der MAPK-
Signalweg ein vielversprechender Kandidat fiir die Weiterleitung von polyaminabhéngigen
Signalen iiber DCK2 zu sein.

In einer vorhergehenden Studie konnte zudem gezeigt werden, dass CK2 an das Geriistprotein
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KSR in Maus bindet (Ritt et al., 2007) und KSR sowie humanes B- und C-Raf phosphoryliert. In
einem ersten Schritt sollte tiberpriift werden, ob CK2 in Drosophila an KSR bindet.

Nachdem ein spezifischer Antikorper gegen Drosophila-KSR (DKSR) nicht zur Verfiigung
stand, musste dieser erst hergestellt werden. Dazu wurde ein DNS-Konstrukt, dass fiir ein
Fusionsprotein aus N-terminaler Glutathion S-Transferase und den ersten 502 Aminosduren von
DKSR kodiert, durch Polymerasekettenreaktion und anschlieBende Klonierung in ein

bakterielles Expressionsplasmid hergestellt.
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Abbildung 6) Aufreinigung des GST-DKSR Proteins und Uberpriifung der
Spezifitit des generierten Immunserums. Fiir die Herstellung eines Antiserums
gegen Drosophila-KSR (DKSR) wurde ein GST-DKSR Fusionsprotein, das die ersten
502 Aminosduren von DKSR beinhaltet, in E.coli tiberexprimiert und aufgereinigt.
Dargestellt ist ein mit Coomassie gefirbtes Acrylamidgel, iiber das Proteinproben der
gesammelten Fraktionen 1 und 2 (F1/2), sowie von Fraktion 3 (F3) aufgetrennt
wurden. Dabei entsprechen die Fraktionen den jeweiligen Elutionsschritten von der
GSH-Sepharose (A). Zur Uberpriifung der Spezifitit des generierten anti-DKSR
Serums wurden Immunprézipitationen von endogenem DKSR aus Schneider S2
Zellen mit dem Serum, sowie mit Serum vor Immunsierung durchgefiihrt. Nach
Auftrennung der Proteine iiber ein Polyacryamidgel und anschlieBendem Immunoblot,
wurde der Immunoblot mit dem Serum inkubiert. Bei Verwendung des Serums in der
Immunprézipitation wird auf Immunoblotebene ein Signal erkannt, dessen
Molekulargewicht DKSR entspricht (B).
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Nach Expression des Proteins wurde dieses an GSH-Sepharose gebunden und nach vier
Waschschritten in 3 Fraktionen von der Sepharose eluiert. Zur Uberpriifung der Qualitit des
aufgereinigten Proteins wurden ein Aliquot der vereinigten Fraktionen 1 und 2 sowie ein Aliquot
von Fraktion 3 nach Dialyse in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine mit
Coomassie angefarbt (Abbildung 6A). Die Position der Hauptbande im Gel entspricht etwa der
Erwartungshaltung fiir das Protein, das ein Molekulargewicht von etwa 82 kDa hat.

Nach je dreimaliger Injektion von Proteinen der vereinigten Fraktionen 1 und 2 in zwei
Meerschweinchen wurden Immunseren gewonnen (SYC112, SYC113; Eurogentec). Um die
Spezifitit des Immunserums zu liberpriifen wurden verschiedene Versuche durchgefiihrt. Nur die
Immunseren, die nach erfolgter Injektion des GST-Fusionsproteins hergestellt wurden, nicht aber
die Praimmunseren, detektieren auf Immunoblotebene das GST-DKSR Fusionsprotein, sowie ein
Protein aus Schneider S2 Zellen, dessen Molekulargewicht dem von DKSR entspricht (nicht
gezeigt). Um die Eignung des Immunserums SYC 113 fiir Immunprézipitationen zu iiberpriifen,
wurde versucht endogenes DKSR aus Lysaten von Schneider S2 Zellen mit dem Immunserum
und dem Praimmunserum zu prézipitieren. Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE
wurde auf Immunoblot-Ebene das Vorhandensein von Proteinen, die mit dem Immunserum
interagieren, iiberpriift (Abbildung 6B). Dabei konnte ein Signal, das der Position im Gel nach
DKSR entspricht, nur im Fall der Verwendung des Serums, nicht aber im Fall der Verwendung
des Priimmunserums wéhrend der Immunprézipitation, detektiert werden.

Nachdem auch kein spezifischer Antikorper fiir die Detektion von Drosophila-CK2a (DCK2a)
vorlag, wurden polyklonale Seren durch Injektion von GST-DCK2a und durch Injektion von
synthetisch generierten DCK2a Peptiden in Meerschweinchen hergestellt. In beiden Féllen
wurden, nach Auftrennung von Lysaten aus Schneider S2 Zellen durch SDS-PAGE, auf
Immunoblot-Ebene eine Vielzahl von Signalen mit unterschiedlichem Molekulargewicht
detektiert, die eine sichere Identifizierung von DCK2a nicht zulieBen. Auch Uberexpression von
DCK20 in Zellen fiihrte zu keiner deutlichen Anderung von Signalen der Lysate auf
Immunoblot-Ebene. Eine eindeutige Identifizierung von DCK2a durch die generierten Seren war
damit unmdglich. Um DCK2a detektieren zu konnen, sollte deshalb ein DCK2a-Fusionsprotein
in Zellen iiberexprimiert werden, das ein Epitop besitzt, gegen das spezifische Antikorper
verfiigbar sind. Zu diesem Zweck wurde das offene Leseraster von DCK2a in das Plasmid
pAcS5.Imyc kloniert (H. Wecklein), so dass ein Fusionsprotein aus sechsfach aufeinander
folgendem N-terminalem Myc-Epitop und DCK2a in Zellen exprimiert werden konnte. Durch

Transfektion dieses Plasmids in Kombination mit einem Selektionsplasmid, das ein
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Hygromycinresistenzgen besitzt, in Schneider S2 Zellen wurden Zellen hergestellt, die das
Fusionsprotein (Myc-DCK2a) stabil exprimieren. Nach 5 Wochen Selektion von Zellen in
Hygromycinhaltigem Medium, wurde die Expression von Myc-DCK2a von diesen Zellen, von
transient mit Myc-DCK2a transfizierten Zellen, und nicht transfizierten Zellen als
Negativkontrolle auf Immunoblot-Ebene miteinander verglichen (Abbildung 7). Die Signal-
starken zeigen, dass bei gleichen aufgetragenen Gesamtproteinmengen die Myc-DCK2a
Proteinmenge in stabilen Zellen deutlich hoher als bei transienter Transfektion ist. Das ldsst sich

vermutlich darauf zuriickfiihren, dass der grofte Teil der Zellen, die ein Selektionsplasmid tragen

auch Myc-DCK2a exprimieren.

Abbildung 7) Uberpriifung der Expression von Myc-DCK20 in Schneider S2
Zellen. Die Myc-DCK2a Proteinmenge von transient und stabil transfizierten
Schneider S2 Zellen wurde auf Immunoblot-Ebene miteinander und mit nicht
tranfizierten Zellen verglichen. Die Myc-DCK2a Proteinmenge in stabil transfizierten
Zellen ist deutlich hoher als in transient transfizierten Zellen, was auf die negative
Selektion der Mehrzahl von nicht transfizierten Zellen hinweist.

Nach diesen Vorarbeiten sollte iiberpriift werden, ob CK2 mit KSR in Drosophila interagiert.
Dazu wurde der polyklonale anti-DKSR Antikorper nach kovalenter Kopplung an Protein-G-
Agarose fiir Immunprézipitationen benutzt. Endogenes DKSR wurde dabei aus Schneider S2
Zellen, die stabil Myc-DCK2a exprimieren, immunprézipitiert. Nach Auftrennung der Proben
durch SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblot wurde die Blotmembran mit Antikdrpern
gegen DKSR, das Myc-Epitop und DCK2B (Jauch et al., 2002) inkubiert. Signale sind fiir
DKSR, Myc und DCK2P sichtbar (Abbildung 9, unten), was darauf hindeutet, dass das

Drosophila CK2 Holoenzym an DKSR assoziiert vorliegt. Um {iberpriifen zu konnen, ob
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Drosophila Raf (DRaf) durch an DKSR gebundenes DCK2 phosphoryliert wird, sollte DRaf in
Bakterien iiberexprimiert und aufgereinigt werden. Dazu wurde das offene Leseraster, das fiir
DRaf kodiert, durch Polymerasekettenreaktion mit Restriktionsschnittstellen versehen und in
ein bakterielles Expressionsplasmid kloniert. Nach Expression des GST-DRaf Fusionsproteins
wurde dieses aufgereinigt und dialysiert. Proteinproben der Elutionsfraktionen 1-3 (FI1-3)
wurden iiber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (Abbildung 8). Die
Bande mit dem grofften Molekulargewicht entspricht GST-DRaf, wie durch
Massenspektrometrische Analyse bestdtigt werden konnte (Abschnitt 3.4.1). Neben dieser
Bande ist aber eine grosse Anzahl an Proteinen mit unterschiedlichen Molekulargewichten
aufgereinigt worden, bei denen es sich vermutlich um Abbauprodukte von GST-DRaf oder um

bakterielle Proteine handelt.

kDa M F1 F2 F3
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Abbildung 8) Aufreinigung des GST-DRaf Proteins. Ein rekombinantes
Fusionsprotein, dass aus N-terminaler Glutathion-S-Transferase und Drosophila-Raf
(DRaf) besteht, wurde durch Expression in E. coli hergestellt. Nach Aufreinigung und
Dialyse des Proteins wurden Proteinproben der Elutionsfraktionen 1-3 (F1-3) {iber ein
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt (Beschreibung siehe Text).
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Durch die Aufreinigung des GST-DRaf Proteins stand ein Protein zur Verfiigung, dessen
Vertebraten-Homolog durch CK2a phosphoryliert wird (Ritt et al., 2007). Parallel zur
beschriebenen Immunprézipitation von endogenem DKSR aus Schneider S2 Zellen wurden Teile
des Immunprézipitats entnommen und wie angegeben mit rekombinantem GST-DRaf und dem

CK2-Inhibitor TBB zur Uberpriifung der Kinaseaktivitit mit [y-*P]-ATP in 1x CK2

Kinasepuffer inkubiert. TBB ist mit einem IC,,-Wert (halbmaximale Hemmung des Enzyms)

von 0.9 uM in Rattenleber und 1.6 uM bei Verwendung von humanem rekombinantem CK2 ein
effektiver, und mit einem Ki-Wert (Dissoziationskonstante des Enzym/Inhibitor-Komplexes) von
0,4 uM beziiglich CK2 im Vergleich zu 47 uM beziiglich CK1 spezifischer Inhibitor (Sarno et
al., 2001). Die Zugabe von GST-DRaf resultiert in dem Auftauchen eines
Phosphorylierungssignals auf Hohe des GST-DRaf-Proteins (Abbildung 9, oben links, Spur 2),
das durch Zugabe von TBB (Spur 3) unterdriickt werden kann. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass GST-DRaf in Abhéngigkeit von DCK2, das an DKSR assoziiert vorliegt, in vitro
phosphoryliert wird.

-+ 4 - + +  GST-DRaf
- - + TBB

- - +
KSR s ¥
Autoradiografie: Coomassie:
GST-DRaf s S e —e== GST-DRaf

e W
IB: KSR
IP: KSR
PGSR - ———

IP: KSR
IB: CK2B

Abbildung 9) DCK2 interagiert mit DKSR und vermittelt die Phosphorylierung
von DRaf. Durch Immunprizipitationen (IP) von DKSR aus stabil mit Myc-DCK2a
transfizierten Schneider S2 Zellen wurde die Interaktion mit Myc-DCK2a und
DCK2p auf Ebene eines Immunoblot (IB) bestétigt (unten). Parallel dazu wurden
Immunprézipitate in in vitro-Reaktionen zur Bestimmung der Kinaseaktivitidt wie
angegeben mit GST-DRaf und dem CK2-Inhibitor TBB inkubiert und das Signal
durch Autoradiografie nachgewiesen (links oben). Dabei wird GST-DRaf in
Abhingigkeit von DCK2 phosphoryliert (Spur 2), wie durch Abnahme der
Phosphorylierung durch Inhibition von DCK2 mit dem spezifischen Inhibitor TBB zu
sehen ist (Spur 3). Zum Vergleich eingesetzter GST-DRaf Mengen wurde das
Polyacrylamidgel nachtraglich mit Coomassie gefarbt (rechts).
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Ein zusétzliches Phosphorylierungssignal, dass dem Molekulargewicht im Gel nach zu urteilen
DKSR entspricht, wurde in allen Kinasereaktionen, bei denen DKSR-Immunkomplexe
verwendet wurden, detektiert und wird ebenfalls durch TBB unterdriickt. Ob KSR tatsdchlich in
Drosophila durch CK2 phosphoryliert wird, oder ob es sich um ein anderes mit DKSR

assoziiertes Protein handelt, kann durch diesen Versuch aber nicht beantwortet werden.

3.1.2 DCK2 phosphoryliert DRaf, aber nicht DErk

Die im Abschnitt 3.1.1 beschriebene Phosphorylierung von GST-DRaf durch immunprizipitierte
DKSR-Komplexe ist abhingig von DCK2, wie durch deren Inhibition nach Zugabe von TBB
gezeigt werden konnte. KSR liegt in der Zelle aber als Multiproteinkomplex mit Molekular-
gewichten bis zu 1000 kD vor (Pérez-Rivas et al., 2010), in dem neben CK2 die Kinasen Raf,
Mek und Erk sowie C-TAK1 nachweisbar sind. Nachdem der vorhergesagte Anteil von durch
CK2 vermittelten Phosphorylierungen des menschlichen Proteoms bei 20,9 % liegt (Salvi et al.,
2009), und CK2 zwischen Mensch und Drosophila hoch konserviert ist, besteht eine gewisse
Wahrscheinlichkeit, dass die CK2-abhdngige Phosphorylierung von DRaf indirekt durch
Aktivierung einer weiteren Kinase stattfindet. Um dies zu iiberpriifen sollte GST-DRaf parallel
zu der Inkubation mit immunprizipitiertem DKSR (unter 3.1.1 beschrieben), in einem zweiten
Ansatz mit aufgereinigtem bakteriellem Drosophila CK20 (DCK2a) inkubiert werden.
Zusitzlich sollte in der gleichen Weise untersucht werden, ob rekombinantes Drosophila Erk
(DErk) durch DCK2 phosphoryliert wird. Im Sdugersystem konnte ndmlich gezeigt werden, dass
Erk C-Raf phosphorylieren kann (Anderson et al., 1991; Ueki et al., 1994), wodurch DErk nach
einer moglichen Aktivierung durch DCK2 in dem hier verwendeten Drosophila-System
seinerseits DRaf phosphorylieren konnte.

Um diese Versuche durchfiihren zu konnen sollten DCK2a und DErk als GST-Fusionsproteine in
Bakterien {iiberexprimiert und aufgereinigt werden. Fiir DCK2a konnte gezeigt werden, dass sie
im Gegensatz zu den meisten anderen Kinasen als rekombinantes Protein aktiv ist (D. Piihringer,
Diplomarbeit). DErk wurde in einen bakteriellen Expressionsvektor kloniert und wie auch ein
Expressionsvektor zur Herstellung von rekombinantem DCK2a (D. Piihringer) in Bakterien
transformiert. Nach Expression und Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden diese
dialysiert. Aliquots der Proteine der gesammelten Elutionsfraktionen 1 und 2 von GST-DCK2a
(Abbildung 10 A) und GST-DErk (Abbildung 10 B), die fiir weitere Versuche verwendet wurden,

wurden in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt.
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Abbildung 10) Aufreinigung der GST-DCK2a und GST-DErk Proteine. Um die
Phosphorylierung von DErk und DRaf durch DCK2a {iberpriifen zu kénnen wurden
Fusionsproteine, die aus N-terminaler Glutathion-S-Transferase und Drosophila-Erk
(DErk), beziehungsweise Drosophila-CK2a (DCK2a) bestehen, durch Expression in
E. coli hergestellt. Nach Aufreinigung und Dialyse der Proteine wurden Proteinproben
der kombinierten Elutionsfraktionen 1 und 2 (F1/2) von GST-DCK2a (A) und GST-
DErk (B) iiber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie angeférbt.

Nach Aufreinigung von GST-DCK2a und GST-DErk konnte {iberpriift werden, ob
rekombinantes DCK2a DRaf und DErk phosphoryliert. Die Kinasereaktion von GST-DRaf mit
GST-DCK2a fiihrt zur Phosphorylierung von GST-DRaf (Abbildung 11, Spur 2), aber nicht des
GST-Proteins. Dadurch konnte gezeigt werden, dass DCK2a GST-DRaf in vitro direkt
phosphoryliert, wobei die Phosphorylierungsstelle nicht innerhalb der GST-Sequenz, sondern
innerhalb der DRaf-Sequenz liegt. Dagegen ist GST-DErk kein in vitro-Substrat von DCK2a, da
es nicht durch rekombinantes DCK2a phosphoryliert wird (Spur 6). Bei Inkubation von GST-
DErk mit immunprézipitiertem DKSR ist ein Signal zu beobachten, dass moglicherweise durch

an DKSR gebundenes DMek zustande kommt.
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Abbildung 11) DCK2 phosphoryliert DRaf direkt, aber nicht DErk. GST-DRaf
und GST-DErk wurden in in vitro-Kinasereaktionen mit immunpréazipitiertem DKSR,
TBB und rekombinantem GST-DCK2a inkubiert (oben). GST-DRaf wird direkt durch
GST-DCK2a (Spur 2), sowie durch Proteine des DKSR-Immunprézipitats (Spur 3)
phosphoryliert. TBB inhibiert die DRaf-Phosphorylierung durch Inhibition von DCK2
(Spur 4). Dagegen wird GST-DErk nicht direkt durch DCK2a phosphoryliert (Spur 6),
wihrend ein Signal bei Inkubation von DKSR-Immunpréizipitat mit GST-DErk
moglicherweise durch an DKSR gebundenes DMek verursacht wird. Zum Vergleich
der eingesetzten Proteinmengen wurde eine Coomassie-Farbung des Polyacryl-
amidgels durchgefiihrt (unten).

3.2 Polyaminabhiingige Phosphorylierung von DRaf durch DCK2

KSR ist ein Gertistprotein, das an der Plasmamembran als Plattform fiir die Interaktion der
Kinasen Raf, Mek und Erk dient und aktivierend auf den MAPK-Signalweg wirkt (Roy et al.,
2002). Die Interaktion von CK2 und KSR in Sdugetieren ist als ubiquitir beschrieben und wirkt
nach Raf-Phosphorylierung aktivierend auf den MAPK-Signalweg (Ritt et al., 2007). Im
Abschnitt 3.1 konnte gezeigt werden, dass CK2 in Drosophila an DKSR assoziiert vorliegt und
dabei DRaf phosphoryliert. Nachdem CK2 als Modulator von Signalwegen betrachtet wird
(Meggio et al., 2003), stellt sich die Frage nach Regulationsmoglichkeiten der Phosphorylierung
von DRaf durch DCK2. In diesem Zusammenhang sollte iiberpriift werden, ob sich die
Phosphorylierungsaktivitit von an DKSR assoziiertem DCK2 beziiglich DRaf in Anwesenheit

von Polyaminen dndert.

3.2.1 Spermin inhibiert die Phosphorylierung von DRaf durch DCK2
Bei der Durchfiihrung von Kinasereaktionen ist davon auszugehen, dass die Reaktion sich nach
einiger Zeit einer Plateauphase anndhert und sich das Signal somit einem Endpunkt annihert,

sofern keine Dephosphorylierung stattfindet. Um Unterschiede in der Phophorylierungsstirke zu
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detektieren, muss die Reaktion deshalb vor Erreichen der Plateauphase beendet werden.

Bei den eingesetzten Mengen von DKSR-Immunprézipitat und GST-DRaf-Protein (beschrieben
unter 2.2.3.6) konnte in einem Vorversuch gezeigt werden, dass bis zu einer Inkubationszeit der
Kinasereaktion von 16 Minuten der Endpunkt der Phosphorylierung nicht erreicht wird. Die
folgenden Kinasereaktionen wurden 7 Minuten inkubiert.

In diesem Versuch sollte herausgefunden werden, ob Spermin einen Einfluss auf die
Phosphorylierung von DRaf durch DCK2 hat, und welche minimale Polyaminkonzentration
eingesetzt werden muss, um mogliche Effekte detektieren zu konnen. Dazu wurden DKSR-
Immunprézipitate wie bereits im Abschnitt 3.1.1 beschrieben mit GST-DRaf und wo angegeben
mit TBB und Spermin in einer Kinasereaktion inkubiert. Die Immunprézipitation von
endogenem DKSR-Protein aus Schneider S2 Zellen, die stabil mit Myc-DCK2a transfiziert
waren, sowie die anschlieBenden Waschschritte und die Kinasereaktionen wurden in
Anwesenheit der angegebenen Spermin-Konzentrationen durchgefiihrt, um die Bindung der
Polyamine an DCK2 zu ermdglichen. Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE erfolgte
der Phosphorylierungsnachweis durch Autoradiografie (Abbildung 12). Das verwendete
Acrylamidgel wurde anschliefend mit Coomassie gefarbt um die Mengen eingesetzter GST und

GST-DRaf Proteine miteinander vergleichen zu kénnen.

1yM SPM  10uM SPM  100uM SPM

- + + + + + + + + GST-DRaf

- = 4+ = 4+ = 4+ = 4+ TBB
ot 55
Autoradiografie: GST-DRaf
IP: DKSR '
Autoradiografie: GST
Coomassie-Farbung: GST-DRaf S e e . e & o=

Coomassie-Farbung: GST m

Abbildung 12) Spermin inhibiert die Phosphorylierung von DRaf durch DCK2.
Immunprézipitiertes DKSR aus Schneider S2 Zellen wurde mit unterschiedlichen
Spermin-Konzentrationen, GST-DRaf und dem CK2-Inhibitor TBB in einer
Kinasereaktion inkubiert (oben). Je hoher die Konzentration an Spermin, desto
geringer die DRaf-Phosphorylierung (vergleiche Spuren 2, 4, 6 und 8). Die Reduktion
der Signale nach TBB-Zugabe bestitigt die Abhidngigkeit der Phosphorylierung von
DCK2 (Spuren 3, 5, 7 und 9). Die Coomassie-Farbung des Polyacrylamidgels zeigt,
dass die eingesetzten Proteinmengen vergleichbar sind (unten).
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Mit steigender Sperminkonzentration wird die Phosphorylierung von GST-DRaf zunehmend
unterdriickt (vergleiche Spuren 2, 4, 6 und 8). Es konnte also gezeigt werden, dass Spermin
konzentrationsabhidngig die Phosphorylierung von GST-DRaf durch DCK2 inhibiert, wobei der
Effekt bereits bei Inkubation mit einer relativ geringen Menge von 10 uM Spermin deutlich ist.
Die Reduktion der Phosphorylierung nach TBB-Zugabe bestdtigt die CK2-Abhdngigkeit der
Reaktionen (Spuren 3, 5, 7 und 9), wihrend die Coomassie-Farbung des Gels die Aussage

zuldsst, dass die eingesetzten GST-Proteinmengen vergleichbar sind.

3.2.2 Putrescin und Spermidin wirken nicht inhibitorisch auf die Phosphorylierung von
DRaf durch DCK2

In in vitro-Kinasereaktionen wurde gezeigt, dass sowohl Putrescin, als auch Spermidin und
Spermin konzentrationsabhéngig die Kinaseaktivitit von CK2 gegeniiber Casein erhohen (Leroy
et al., 1997a). Dabei ist die Aktivierung von CK2 stdrker, je hoher die Affinitdt des Polyamins zu
CK2 ist, welche von der Menge der positiven Ladungen abhdngt. Spermin mit 4 positiven
Ladungen erhoht die Kinaseaktivitdt von CK2 beziiglich Casein bei einer Konzentration von 1
mM um das siebenfache, wohingegen die Kinaseaktivitdt durch ImM Putrescin mit 2 positiven
Ladungen um weniger als das dreifache gesteigert wird.

Nachdem im Abschnitt 3.2.1 die Inhibition der Phosphorylierung von DRaf durch DCK2 in
Anwesenheit von Spermin gezeigt werden konnte, sollte im néchsten Versuch tiberpriift werden,
ob Putrescin und Spermidin ebenfalls eine inhibitorische Wirkung auf die DRaf-
Phosphorylierung haben. Dabei erfolgten die KSR-Immunprizipitationen (wie bereits im
Abschnitt 3.2.1 beschrieben), die anschlieBenden Waschschritte, sowie die folgenden
Kinasereaktionen in Anwesenheit von 100 uM Putrescin, Spermidin oder Spermin. Nach
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE erfolgte der Phosphorylierungsnachweis durch
Autoradiografie. AnschlieBend wurde das Polyacrylamidgel mit Coomassie angefdarbt, um die
eingesetzten GST-Proteinmengen miteinander vergleichen zu konnen. Jeweils der gleiche Anteil
aus den einzelnen Immunprizipitaten wurde in einem zweiten Ansatz auf Immunoblot-Ebene
hinsichtlich der Mengen von DKSR, Myc-DCK2a und DCK2p iiberpriift.

Wie schon in Versuch 3.2.1 gezeigt, wird die Phosphorylierung von GST-DRaf bei Zugabe von
Spermin (Abbildung 13, Spur 8), im Vergleich zur Kontrolle ohne Zugabe von Polyaminen,
inhibiert, wohingegen das Vorhandensein von Putrescin und Spermidin die Phosphorylierung
(Spuren 4 und 6) nicht signifikant inhibiert. Die Analyse der Immunpréizipitationen zeigt, dass

die in die Kinasereaktionen eingesetzten Mengen an DKSR, Myc-DCK2a und DCK2p
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vergleichbar sind, und die eingesetzten Polyamine die Bindung von DCK2 an DKSR nicht
wesentlich beeinflussen. Unterschiede in der Menge phosphorylierten DRaf-Proteins sind also
nicht auf unterschiedliche DCK2-Proteinmengen, sondern auf Unterschiede in der
Phosphorylierungsaktivitit von DCK2 zurlickzufiihren. Auch Unterschiede in der Menge
eingesetzter GST-Proteinmengen sind nicht festzustellen und kommen als Erkldrung der

unterschiedlichen Signalstirken nicht in Frage.

100pM PUT 100uM SPD 100uM SPM
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Abbildung 13) Putrescin und Spermidin wirken nicht inhibitorisch auf die
Phosphorylierung von DRaf durch DCK2. Die Phosphorylierung von GST-DRaf
wird durch Spermin (Spur 8, oben) unterdriickt, wohingegen Putrescin und Spermidin
nicht zu einer deutlichen Abnahme des Signals fiihren (Spuren 4 und 6, oben). Zum
Vergleich der eingesetzten GST-Proteinmengen wurde eine Coomassie-Farbung des
Polyacrylamidgels durchgefiihrt. Die Analyse von Aliquots der fiir den Kinaseassay
eingesetzten Immunprézipitate auf Immunoblot-Ebene bestitigt, dass die eingesetzten
Mengen von DKSR, DCK2a und DCK2p vergleichbar sind (unten).
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3.2.3 Der Einfluss von Polyaminen auf die DRaf-Phosphorylierung ist unabhéingig vom
Phosphatgruppendonor.
CK2 kann sowohl ATP als auch GTP mit hoher Effizienz als Phosphatgruppendonor benutzen
(Gatica et al., 1993), wobei die Kinaseaktivitdt durch mehrere weitere Faktoren beeinflusst wird.
So ist die Verwendung von GTP in Anwesenheit des Cofaktors Mn*" effizienter, wihrend in
Anwesenheit von Mg, das in diesem Versuch verwendet wurde, die Verwendung von ATP
effizienter ist. Hier sollte iiberpriift werden, ob der Phosphatgruppendonor eine Auswirkung auf
die unterschiedliche Phophorylierungsaktivitit von DCK2 in Abhéngigkeit von Polyaminen
beziiglich DRaf hat. Dazu wurden die gleichen Kinasereaktionen wie in Abschnitt 3.2.2 unter
Verwendung von [y-*P]-GTP durchgefiihrt und die Phosphorylierung von GST-DRaf nach
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE {iber Autoradiografie nachgewiesen (Abbildung 14).
Auch bei Verwendung von GTP als Phosphatgruppendonor fiithrt Spermin (Spur 8) zu einer
Inhibition der GST-DRaf Phosphorylierung durch DCK2, wahrend keine deutliche Inhibition in

Anwesenheit von Putrescin oder Spermidin (Spuren 4 und 6) festzustellen ist.

100uM PUT 100uM SPD 100uM SPM

- + + + + + + + + GST-DKSR

- = + = 4+ = 4+ = 4+ TBB
IP: DKSR
Autoradiografie: GST-DRaf
IP: DKSR .
Autoradiografie: GST
Coomassie-Farbung: GST-DRaf T S S e e e - -

Coomassie-Farbung: GST j m

Abbildung 14) Der Einfluss von Polyaminen auf die DRaf Phosphorylierung ist
unabhingig vom Phosphatgruppendonor. Die Phosphorylierung von GST-DRaf
wird wie im Falle der Verwendung von ATP (vgl. Abbildung 13) auch bei der
Verwendung von [y-**P]-GTP durch Spermin (Spur 8, oben) unterdriickt, wohingegen
Putrescin und Spermidin (Spuren 4 und 6, oben) nicht zu einer deutlichen Inhibition
des Signals filhren. Wie aus der Coomassie-Farbung des Polyacrylamidgels
hervorgeht (unten), sind die eingesetzten Proteinmengen vergleichbar.
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3.3 Wirkungen von Polyaminen in Zellen

Das Kernmodul des MAPK-Signalwegs besteht aus den Kinasen Raf, Mek und Erk, die
schrittweise durch Phosphorylierung aktiviert werden und dadurch verschiedene physiologische
Vorginge in Zellen einleiten (Mc Kay & Morrison, 2007).

In den vorangegangenen Versuchen wurde die Beeinflussung der Kinaseaktivitit von CK2 durch
Polyamine beziiglich der Phosphorylierung von DRaf in vitro gezeigt. Wenn die
Phosphorylierung von DRaf durch DCK2 einen aktivierenden Effekt aut den MAPK-Signalweg
hat, sollte die Menge von aktiviertem pDErk in Zellen abhidngig von dieser Phosphorylierung
sein. In diesem Fall ist zu erwarten, dass eine Inhibition der DRaf-Phosphorylierung durch

Spermin zu einer Reduktion der DErk-Aktivierung fiihrt.

3.3.1 Spermin wirkt inhibitorisch auf den MAPK-Signalweg

Die in den Abschnitten 3.1 und 3.2 dargestellten Experimente zur Uberpriifung der Auswirkung
von Polyaminen wurden in vitro auf der Ebene von DRaf durchgefiihrt. In dem hier dargestellten
Versuch sollte liberpriift werden, ob Polyamine in Abhédngigkeit von DCK2 einen spezifischen
Einfluss auf die Aktivierung der Effektorkinase DErk haben. Um moglichst nahe an der in vivo-
Situation zu bleiben, wurden fiir die folgenden Versuche Schneider S2 Zellen verwendet. Um
sicherzustellen, dass diese Zellen DCK2a exprimieren wurde ein Vorversuch durchgefiihrt, in
dem die Expression von DCK2a in Schneider S2 Zellen durch reverse Transkription,
Polymerasekettenreaktion und anschlieBende Sequenzierung des DNS-Fragments nachgewiesen
werden konnte. Schneider S2 Zellen wurden in einer Dichte von 1,5x 10° Zellen/ml in Medium
mit 1 % FCS ausgesidht. Wo angegeben wurden dem Medium 6 Stunden vor der Ernte der Zellen
je 100 uM der angegebenen Polyamine (siehe Abbildung 15) sowie 3 Stunden vor der Ernte 10
uM des CK2-Inhibitors TBB zugesetzt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 5 Minuten in
Medium mit 10 % FCS stimuliert, sedimentiert und in Lysepuffer mit Protease- und
Phosphataseinhibitoren aufgenommen. Zur Analyse der DErk-Aktivierung wurde die Menge an
aktivem diphosphoryliertem DErk in den Lysaten auf Immunoblot-Ebene iiberpriift. Der
verwendete Antikorper erkennt nur Erk, das durch Phosphorylierung eines Threonin- sowie eines
Tyrosinrestes innerhalb des regulatorischen Bereichs aktiviert wurde (entspricht Thr 183 und Tyr
185 in Erk-2 von Maus, bzw. Thr 197 und Tyr 199 in DErk). Als Ladekontrolle wurde die
Gesamtmenge an DErk tiberpriift. Die Inkubation mit dem anti-Erk Antikorper erfolgte nach
Entfernen des anti-pErk Antikorpers durch Inkubation der Membran mit Stripping Puffer fiir 30
Minuten bei 60 °C.
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Spermin inhibiert die Aktivierung von DErk deutlich (Spur 7, oben), wihrend die Auswirkungen
von Putrescin und Spermidin (Spuren 3 und 5) im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Spur 1)
deutlich geringer ausfallen. Die Abnahme der DErk-Aktivierung bei Zugabe von TBB zu den
jeweiligen Ansétzen bestétigt die Abhidngigkeit der Reaktionen von DCK2.

pDErk

DErk

Abbildung 15) Spermin wirkt inhibitorisch auf den MAPK-Signalweg. Schneider
S2 Zellen wurden 6 Stunden mit 100 pM Polyaminen und 3 Stunden mit 10 uM TBB
behandelt. Die Immunoblot-Analyse der Lysate zeigt nur im Fall der Behandlung mit
Spermin (Spur 7) eine signifikante Reduktion der Aktivierung von DErk. Die
Reduktion der Signale durch TBB-Zugabe zeigt die Abhéngigkeit der DErk-
Aktivierung von der DCK2 Kinaseaktivitt.

3.3.2 Die Relation der Polyamine zueinander ist ausschlaggebend fiir die Signalstirke des
MAPK-Signalwegs

Das Ergebnis des in Abschnitt 3.3.1 dargestellten Versuchs zeigt eine unterschiedliche Stirke der
Erk-Aktivierung bei Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Polyaminen. Polyamine
unterscheiden sich aufgrund ihrer Kettenldnge und der Anzahl der Ladungen. Dementsprechend
ist auch die Affinitdit von Polyaminen zu CK2P unterschiedlich, wie durch Verdrangungs-
experimente von an CK2 gebundenem Spermin durch verschiedene Polyamine gezeigt werden
konnte (Leroy et al., 1997a). Bei diesen Versuchen war im Vergleich zur Verdringung von
Spermin durch Spermin in etwa die 5-fache Menge an Spermidin, beziehungsweise die 10-fache
Menge an Putrescin fiir die halbmaximale Verdringung von Spermin notig.

Wenn die unterschiedlichen Polyamine spezifische Wirkungen auf die DErk-Aktivierung haben,

sollte die Zugabe von Putrescin oder Spermidin die inhibitorische Wirkung von Spermin durch
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dessen Verdringung abschwichen. Um dies zu iiberpriifen wurden Zellen in einer Dichte von
1,5x 10° Zellen/ml in Medium mit 1 % FCS ausgesiiht, 6 Stunden mit 100 uM Spermin und, wo
angegeben, zusitzlich mit 100 uM Putrescin oder Spermidin inkubiert (Abbildung 16). Zur
Uberpriifung der DCK2-Abhéngigkeit der DErk-Aktivierung wurden Zellen parallel dazu
zusiétzlich 3 Stunden lang mit 10 uM TBB behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 5
Minuten in Medium mit 10 % FCS stimuliert, sedimentiert und in Lysepuffer aufgenommen. Zur
Analyse der Erk-Aktivierung wurde die Menge an aktivem phosphoryliertem DErk der Lysate
auf Immunoblot-Ebene iiberpriift. Als Ladekontrolle wurde die Gesamtmenge an DErk
iiberpriift. Die Inkubation mit dem anti-Erk Antikorper erfolgte nach Entfernen des anti-pErk
Antikdrpers durch Inkubation der Membran mit Stripping Puffer fiir 30 Minuten bei 60°C.

SPM+ SPM+
SPM PUT SPD

pDERK

DERK

Abbildung 16) Die Relation der Polyamine zueinander ist ausschlaggebend fiir
die Signalstirke des MAPK-Signalwegs. Schneider S2 Zellen wurden 6 Stunden mit
je 100 uM der angegebenen Polyamine und 3 Stunden mit 10 uM TBB behandelt. Die
Immunoblot-Analyse der Lysate zeigt ein niedriges Niveau von aktiviertem pDErk
nach Behandlung der Zellen mit Spermin, sowie eine Zunahme des Signals bei
gleichzeitiger Behandlung mit Putrescin oder Spermidin. Eine Reduktion der Signale
durch TBB-Zugabe zeigt die Abhdngigkeit der Erk-Aktivierung von der DCK2
Kinaseaktivitét.

Das Niveau der DErk-Aktivierung bei Inkubation mit Spermin ist niedrig (Spur 1), wéihrend das
zusitzliche Verabreichen von Putrescin oder Spermidin im Vergleich dazu zu einer Verstirkung
des Signals flihrt (Spuren 3 und 5). Dadurch konnte gezeigt werden, dass Putrescin und
Spermidin, im Vergleich zu Zellen die nur mit Spermin behandelt wurden, einen aktivierenden

Effekt ausiiben. Damit ist das Verhéltnis der Polyamine zueinander wesentlich fiir die Stirke der
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Aktivierung von DErk.

3.4 Identifizierung der DCK2 Phosphorylierungsstelle in DRaf

In Vertebraten existieren drei verschiedene Raf-Proteine. Die humanen B-Raf und C-Raf
Proteine werden an Serin 446 bzw. Serin 338 durch CK2 phosphoryliert (Ritt et al., 2007).
Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen A-Raf und C-Raf wird aulerdem davon
ausgegangen, dass A-Raf ebenfalls von CK2 phosphoryliert wird. DRaf ist das einzige Raf-
Protein in Drosophila und weist mit Serin 417 ein Serin mit hoher Homologie zu der CK2-
Phosphorylierungsstelle in B-Raf beziiglich dessen Sequenzumgebung und der Lage innerhalb

von humanen Raf Proteinen auf (zusammengefasst in Abbildung 17).

CR crz DSCYYWE Ry

A-Raf | ————— L e—— 05

N

CR crz DSSPPWE s

B-Raf 1 e ——— 766
CRH crz DSSYYWE s

C-Raf | e —— 645
CR1 cra KSSEENW g

DRaf 1 r——.—\ﬁ_— 739

MSSESSTEGDSDLYDP

Abbildung 17) Vergleich der Lage funktioneller Bereiche von humanem A-, B-
und C-Raf sowie Drosophila DRaf. Raf-Proteine besitzen 3 konservierte Regionen
(CR1, CR2 und CR3). CR1 beinhaltet die Ras Bindungsdomine und eine Cystein-
reiche Region, CR2 ist durch eine hohe Anzahl an Serin- und Threoninresten
gekennzeichnet und CR3 beinhaltet die Kinasedomédne. Durch CK2 phosphorylierte
Serinreste (rot) und die potentielle CK2-Phosphorylierungsstelle in DRaf (griin) sind
mit der sie umgebenden Sequenz dargestellt.
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3.4.1 Massenspektrometrische Untersuchung moglicher Phosphorylierungsstellen in DRaf

Um CK2-Phosphorylierungsstellen in DRaf zu identifizieren wurden Massenspektrometrische
Untersuchungen von phosphoryliertem GST-DRaf durchgefiihrt. Dazu wurde eine
Kinasereaktion mit rekombinantem GST-DRaf und GST-DCK2a wie bereits im Abschnitt 3.1.2
beschrieben, unter der Verwendung von 40 nMol nicht radioaktiv markiertem ATP durchgefiihrt.
Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wurde das Gel mit Coomassie gefarbt und die
Bande, die der Position im Gel nach GST-DRaf entspricht, ausgeschnitten. Nach Trypsinverdau
des Proteins im Gel erfolgte eine Analyse mittels nano-LC-ESI-MS/MS (Jens Pfannstiel, Iris
Klaiber; Universitdt Hohenheim). Dabei werden die nach Trypsinverdau enstandenen Peptide
chromatographisch (LC: liquid chromatography) aufgetrennt und nach der Elektrospray-
Ionisationsmethode (ESI) ionisiert. AnschlieBend erfolgte die Identifizierung von Peptiden durch

MS-Analyse (MS: Massenspektrometrie), sowie die anschlieBende MS/MS-Analyse der 5

abundantesten Peptide nach deren Fragmentierung.

MSPILGYWKI
EFPNLPYYID
DIRYGVSRIA
PDFMLYDALD
WPLQGWQATF
HNVQLVKHVT
ELMERLNSQD
DSLGSQPGSQ
KLRQLTPDMC
KHQIIRKTFF
PMDSYYQLLL
PPSSSSGNHR
PPLPHPCTDH
WNILAEEILI
NEVAMLKKTR
LNTLIDIGRQ
AKTRWSGEKQ
LAECLPYGHI
TPKDRPLFRP
KTPVNENNFQ

KGLVQPTRLL
GDVKLTQSMA
YSKDFETLKV
VVLYMDPMCL
GGGDHPPKSD
RENIDALNAK
QQEDSSLVER
CGTLTRQPKI
EVSTTHSGRH
SLVFCEGCRR
AENPDNGVGF
QGRPPRISQD
SNSTQASPTS
GPRIGSGSFG
HCNILLFMGC
VAQGMDYLHA
ANQPTGSILW
SNKDQILFMV
LLNMLENMLR
FFGSAGNI

LEYLEEKYEE
IIRYIADKHN
DFLSKLPEML
DAFPKLVCFK
LVPRGSPNSH
FANLQEPPAM
FKEQPHYQNQ
LLRAHLPNQQ
IIPWHTDIGT
LLFTGFYCSQ
PGRGTAVRFN
DRSNSAPNVC
TLKHNRPRAR
TVYRAHWHGP
VSKPSLAIVT
KNIIHRDLKS
MAPEVIRMQE
GRGLLRPDMS
TLPKIHRSAS

HLYERDEGDK
MLGGCPKERA
KMFEDRLCHK
KRIEAIPQID
SSESSTEGDS
YLIEYQELTS
TQILQOQORQL
RTSVEVISGV
LHVEEIFVRL
CNFRFHQRCA
MSSRSRSRRC
INNIRSVTSE
SADESNKNLL
VAVKTLNVKT
QWCEGSSLYK
NNIFLHEDLS
LNPYSFQSDV
QVRSDAPQAL
EPNLTQSQLQ

WRNKKFELGL
EISMLEGAVL
TYLNGDHVTH
KYLKSSKYIA
DLYDPLAEEL
KLHELEAKEQ
ARVHHGNDLT
RLCDALMKAL
LDKFPIRTHI
NRVPMLCQPF
SSSGSSSSSK
VORSLIMQAR
LRDAKEISEEN
PSPAQLQAFK
HVHVSETKFK
VKIGDFGLAT
YAFGIVMYEL
KRLAEDCIKY
NDEFLYLPSP

Abbildung 18) Sequenzabdeckung der Massenspektrometrischen Analyse.
Dargestellt ist die Aminosduresequenz von GST-DRaf mit den identifizierten Peptiden
(rot). Das Start-Methionin der DRaf-Sequenz (blau hinterlegt) sowie das zu B-Raf
homologe Serin 417, dass in B-Raf von CK2 phosphoryliert wird (griin hinterlegt)
sind angegeben. Die identifizierte Phosphorylierungsstelle Serin 11 ist rot
unterstrichen.
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Bei einer Sequenzabdeckung von 61 % beziiglich der GST-DRaf Aminosduresequenz wéhrend
der MS-Analyse konnte nur ein phosphoryliertes Peptid identifiziert werden, dass die
Aminosduren 1-28 von DRaf beinhaltet. In der Negativkontrolle ohne Zugabe von GST-DCK2a
konnte dagegen nur die nicht-phosphorylierte Form des Peptids identifiziert werden. Ein
weiteres Peptid, dass das zu Serin 446 in B-Raf homologe Serin 417 umfasst, lag dagegen in
beiden Ansédtzen in nicht-phosphorylierter Form vor und scheidet damit als in vitro-
Phosphorylierungsstelle aus (Abbildung 18, griin hervorgehoben, vergleiche mit Abbildung 17).
Der Nachweis des Phosphopeptids war durch dessen Detektion im Vergleich mit dem gleichen
Peptidtyp nach Neutralverlust (Massenverlust) eines Phosphatrestes, und eines Phosphatrestes
sowie eines Molekiils Wasser moglich (Abbildung 19). Das Verhiltnis von Masse zu Ladung
(m/z; z=3) betrdgt fiir das phosphorylierte Peptid 1205,86, fiir das Peptid nach Verlust des
Phosphatrestes 1173,4, sowie 1158,1 nach Verlust des Phosphatrestes sowie eines Molekiils
Wasser.

Die anschlieBende Fragmentierung des phosphorylierten Peptids fithrt zur Abspaltung von
Aminosduren am N- oder C-Terminus (Ionen des b- und y-Typs), wodurch verschiedene
Fragmentionen unterschiedlicher Ladnge und Zusammensetzung entstehen. Das Fragmentierungs-
spektrum des phosphorylierten Peptids (Abbildung 19) zeigt die relative Haufigkeit detektierter
Peptidfragmente in Abhéngigkeit von Masse pro Ladung (m/z). Durch Messung der
Peptidmassen kann auf die Sequenzen der phosphorylierten Peptidfragmente geschlossen
werden. Bei der Analyse der Peptidfragmente konnte herausgefunden werden, dass nur
Peptidfragmente, die Serin 11 beinhalten, auch eine Phosphatmodfikation besitzen. DRaf wird
also durch DCK2a an Serin 11 in vitro phosphoryliert.
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Abbildung 19) Fragmentierungsspektrum des phosphorylierten Peptids. Das
Fragmentierungsspektrums des phosphorylierten Peptids ist im Diagramm als
Haufigkeit (abundance) gegen Masse pro Ladung (m/z; z=3) aufgetragen. Das
gesamte Phosphopeptid besitzt einen m/z-Wert von 1205,86, wéihrend der Wert fiir das
Peptid nach Verlust (Neutralverlust) eines Phosphatrestes 1173,4, und nach Verlust
eines Phosphatrestes und eines Wassermolekiils 1158,1 betrégt. Weitere Signale
zeigen die relative Haufigkeit der entstandenen Peptidfragmente, wobei hauptsédchlich
Fragmente mit Aminosdureverlust am C-Terminus (Ionen des y-Typs) gekennzeichnet
sind. Die Analyse der Fragmente zeigte, dass nur solche, die Serin 11 beinhalten in
phosphorylierter Form vorliegen. (Abbildung: Jens Pfannstiel).

3.4.2 Serin 11 von DRaf wird durch DCK2 phosphoryliert

Die im Abschnitt 3.4.1 beschriebene Massenspektrometrische Analyse ldsst mit grosser
Wahrscheinlichkeit darauf schlieBen, dass DCK2 DRaf an Serin 11 phosphoryliert, wohingegen
Serin 417 nicht phosphoryliert wird. Eine zusitzliche Uberpriifung der Aminoséuren 1 bis 28 des
in Abschnitt 3.4.1 dargestellten phosphorylierten Peptids von DRaf in Bezug auf potentielle
CK2-Phosphorylierungsstellen unter Verwendung des NetPhos K1.0 Vorhersageprogramms
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) fiihrte zu dem Ergebnis, dass Serin 5 und Serin 11
mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit von CK2 phosphoryliert werden. Dabei ist die

Wahrscheinlichkeit im Falle von Serin 11 geringfiigig hoher. In in vifro-Kinasereaktionen sollte
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tiberpriift werden, welche der genannten Stellen phosphoryliert wird. Dazu wurden Aspartat-
Austauschmutanten von Serin 5, 11 und 417 durch in vitro-Mutagenese der kodierenden Sequenz
und Expression der Proteine in E. coli hergestellt. An den mutierten Stellen sollte eine
Ubertragung von Phosphatresten nicht mehr moglich sein.

GST-DRaf sowie die Aspartat-Austauschmutanten DRaf%*"’?, DRaf*"'® und DRaf*® wurden mit
GST-DCK2a unter Verwendung von [y-*P]-ATP in 1x CK2 Kinasepuffer inkubiert. Der
Nachweis der Phosphorylierung erfolgte nach Auftrennung der Proteine in einem Acrylamidgel
durch Autoradiografie (Abbildung 20). Um die eingesetzten DRaf-Proteinmengen vergleichen zu

konnen, wurde das Gel anschlieBend mit Coomassie gefarbt.

- + - + - + - + GST-CK2a
DRaf DRaf-S417D DRaf-S11D  DRaf-S5D

AUtoradiograﬂe: SeToRdt _

B

relative Bandenintensitat

Abbildung 20) Serin 11 in DRaf wird durch DCK2 phosphoryliert. DRaf sowie
die Aspartataustauschmutanten flir die Serinreste 417, 11 und 5 wurden mit
rekombinantem GST-DCK2a zur Uberpriifung der Phosphorylierung durch DCK2
mit [y-*P]-ATP in 1x CK2 Kinasepuffer inkubiert (A). Nach Autrennung der Protein
durch SDS-PAGE erfolgte die Auswertung durch Autoradiografie. Nur das Ersetzen
von Serin 11 durch Aspartat filhrt zu einem sichtbaren Verlust der
Phosphorylierbarkeit von DRaf. Dadurch wurde bestitigt, dass DCK2 DRaf an Serin
11 phosphoryliert. Die Intensitdten der Phosphorylierungssignale sind im Mittel nach
Abzug des Hintergrunds angegeben (B). Nachdem die Signalintensitit bei
Verwendung von DRaf’''® etwa um die Hilfte reduziert ist, wird DRaf von DCK2
wahrscheinlich an 2 Stellen phosphoryliert.
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Im Falle der S417D- und S5D-Austauschmutanten ist keine Abnahme des Phosphorylierungs-
signals auszumachen. Dagegen ist bei Verwendung von DRaf®''® eine deutliche Abnahme des
Signals zu erkennen, was filir die Entfernung einer DCK2-Phosphorylierungsstelle durch
Mutation von Serin 11 zu nicht phosphorylierbarem Aspartat spricht. Nachdem aber ein
Restsignal vorhanden ist, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei Serin 11 von DRaf
um eine von mehreren DCK2-Phosphorylierungsstellen handelt. Die Auswertung der
Signalintensititen der Phosphorylierungsssignale im Mittel nach Abzug des Hintergrundsignals
ist angegeben. Nachdem die Intensitit im Falle der Verwendung von DRaf*"'® im Vergleich zur
Kontrolle etwa um die Halfte reduziert ist, kann davon ausgegangen werden, dass DRaf an zwei

Stellen von DCK2 phosphoryliert wird.

3.4.3 Bedeutung von Serin 11 in DRaf fiir den MAPK-Signalweg

Nach Identifizierung von Serin 11 in DRaf als in vitro DCK2-Phosphorylierungsstelle stellte sich
die Frage, welche Auswirkung diese Phosphorylierung in der Zelle im Hinblick auf den MAPK-
Signalweg hat. Um dies zu beantworten wurden Zellkulturkonstrukte zur Uberexpression von
DRaf-, DRaf*"'*- und DRaf*'"’-Fusionsproteinen mit N-terminalem Myc-Epitop in Schneider S2
Zellen durch Klonierung in den pAc5.1 Vektor und in vitro-Mutagenese hergestellt. Durch
Transfektion der Konstrukte in Kombination mit einem Selektionsplasmid mit
Hygromycinresistenzgen und mindestens 5 Wochen Selektion in Hygromycin B-haltigem
Medium wurden stabile Zelllinien etabliert. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1,5x 10°/ml
in Medium mit 1 % FCS ausgesdht und nach 24 Stunden erfolgte die Serumstimulation der
Zellen mit 10 % FCS-haltigem Medium fiir 5 Minuten. AnschlieBend wurden die Proteine des
Uberstands der Zelllysate durch SDS-PAGE aufgetrennt, und die Mengen an exprimiertem
Transgen sowie die Mengen an pDErk und DErk auf Immunoblot-Ebene tiberpriift (Abbildung
21). Die Expression von DRaf und DRaf*''’ fiihrt zu einer Zunahme der DErk-Aktivierung
(Spuren 2 und 4, Mitte), wohingegen diese bei Expression von DRaf*"'* (Spur 3) im Vergleich zu
nicht transfizierten Zellen (Spur 1) abnimmt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
Vorstellung, dass die Phosphorylierung von Serin 11 in DRaf durch DCK2 zu einer Verstirkung
der DRaf-Kinaseaktivitdt fiihrt. Als Folge davon wird die Phosphorylierung und Aktivierung von
DErk durch DMek verstirkt. Die Abnahme der DErk-Aktivierung bei Expression von DRaf%'#
im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen bedeutet, dass die Phosphorylierung von DRaf an
Serin 11 in dem benutzten Zellsystem eine Vorraussetzung fiir die vollstdndige Aktivierung des

Signalwegs ist.
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Abbildung 21) Eine positive Ladung an Position 11 in DRaf ist essentiell fiir
maximale DErk-Aktivierung. Schneider S2 Zellen wurden stabil mit Plasmiden fiir
die Expression von DRaf, DRaf’"* und DRaf*''"® mit N-terminalem Myc-Epitop
transfiziert. Nach 24 Stunden in Medium mit 1 % FCS wurden die Zellen fiir 5
Minuten mit 10 % FCS-haltigem Medium stimuliert. Die Zelllysate wurden auf
Immunoblot-Ebene auf die Menge exprimierten DRaf-Proteins sowie pDErk und
DErk hin untersucht. Die Expression von DRaf und DRaf*''® fiihrt zu einer erhdhten
DErk-Aktivierung wohingegen die Expression von DRaf*"'* die DErk-Aktivierung im
Vergleich zu nicht transfizierten S2 Zellen unterdriickt. Eine positive Ladung an
Position 11 in DRaf ist also essentiell fiir die vollstdndige Aktivierung des Signalweg
in diesem Zellsystem.

3.5 Wirkungen von Polyaminen in Drosophila
In den Abschnitten 3.2 und 3.3 wurden die Wirkungen von Polyaminen in in vitro-
Kinasereaktionen und Zellen dargestellt. In dem folgenden Abschnitt sollten die Auswirkungen

von Polyaminen in vivo in Drosophila untersucht werden.

3.5.1 Polyamine sind spezifische Regulatoren des MAPK-Signalwegs in vivo

Im ersten Versuchsansatz sollte liberpriift werden, ob Polyamine in Drosophila den MAPK-
Signalweg beeinflussen. Dazu wurden weibliche Fliegen der Linie Wildtyp Berlin (WTB) nach
Schliipfen aus der Puppe 3-4 Tage auf Standardmedium gehalten. AnschlieBend wurde den
Fliegen 6 Stunden Nahrung und Fliissigkeit entzogen. SchlieSlich wurde Standardmedium oder
eine 15 % Saccharose-Losung in PBS, mit je 10 uM verschiedener Polyamine verfiittert. Um ein
Austrocknen der Losungen zu verhindern erfolgte dieser Schritt in einer Feuchtekammer. Durch
Anfirben der Losungen und Uberpriifung des Abdomens nach entsprechender Firbung wurde
die Aufnahme der jeweiligen Losung sichergestellt. Pro Ansatz wurden 11 Fliegen abgesammelt

und die Lysate auf Immunoblot-Ebene beziiglich pDErk und DErk tiberpriift (Abbildung 22).
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Abbildung 22) Polyamine sind in vivo Regulatoren des MAPK Signalwegs. 3-4
Tag alte weibliche Fliegen der Linie Wildtyp Berlin wurden nach einer 6-stiindigen
Hungerphase 13 Stunden mit Vollmedium (VM) oder einer 15 % Saccharose-Losung
in PBS mit je 10 uM der angegebenen Polyamine gefiittert. Die Auswirkung der
Polyamine wurde auf Immunoblot-Ebene iiberpriift. Das Verabreichen polyaminfreier
Saccharose-Losung reduziert die Menge aktiven pDErk-Proteins im Vergleich zur
Kontrolle (vgl. Spur 2 mit 1). Putrescin und Spermidin (Spuren 3 und 6) erhdhen das
pDErk-Signal, Spermin reduziert das Signal (Spur 5). Bei Verfiitterung von Putrescin
in Kombination mit Spermin (Spur 4) wird deutlich, dass der inhibitorische Effekt von
Spermin durch Putrescin abgemildert werden kann.

Bei Verfiitterung von Saccharose in PBS (Spur 2) nimmt die Menge von aktiviertem pDErk im
Vergleich zur Kontrolle (Spur 1) ab. Dieser Effekt wird durch das Verabreichen von Putrescin
und Spermidin (Spuren 3, 6) riickgingig gemacht, was dafiir spricht, dass die Abnahme im Falle
des Verabreichens polyaminfreier Saccharose-Losung durch einen Mangel an Polyaminen
zustande kommt. Desweiteren kann beobachtet werden, dass Spermin (Spur 5) das pDErk-Signal
unter den Kontrollwert reduziert. Die Verfiitterung von Spermin und Putrescin (Spur 4) fiihrt zu
einem pDErk-Signal, dessen Intensitdt zwischen den Signalen bei Verfiitterung der einzelnen
Polyamine liegt. Bei diesem Versuchsaufbau haben Putrescin und Spermidin in Drosophila also
einen aktivierenden Effekt auf den MAPK-Signalweg, wihrend Spermin einen inhibitorischen
Effekt hat. Dieser kann durch zusétzliches Verabreichen vom Putrescin abgemildert werden, wie

es auch schon im Abschnitt 3.3.2 fiir das verwendete Zellkultursystem gezeigt wurde.
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3.5.2 Die Uberexpression eines DCK2p-Proteins mit mutierter saurer Schleife
interferiert mit der polyaminabhiingigen Regulation des MAPK-Signalwegs

Im Abschnitt 3.5.1 konnte gezeigt werden, dass Polyamine auf Ebene des gesamten Organismus
spezifisch auf den MAPK-Signalweg wirken. Damit konnte aber nicht gezeigt werden, dass
dieser Effekt auf eine Beeinflussung von DCK2 zuriickzufiihren ist. Die Abhéngigkeit der
Wirkung von Polyaminen auf den MAPK-Signalweg von deren Bindung an DCK2 sollte durch
das Verhalten des MAPK-Signalwegs bei Expression von wildtypischem DCK2B und
DCK2pP#A4E7 mit Mutationen in der sauren Schleife tiberpriift werden. In friiheren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass Mutationen an diesen Stellen die Phosphorylierungsaktivitit des
CK2-Holoenzyms beeinflussen (Meggio et al., 1994). Die Phosphorylierungsaktivitit von CK2a
beziiglich Calmodulin wird durch wildtypisches CK2p zu 91 % inhibiert, wohingegen CK2f mit
Alaninsubstitutionen an den Positionen 55 und 57 diese Phosphorylierung nur um 30 %
reduziert. Desweiteren zeigte diese Studie, dass durch Zugabe von Polylysin die erwéhnte
Phosphorylierungsaktivitit im Falle von wildtypischem CK2 um das 12-fache gesteigert werden
kann, wéahrend die Aktivitdt von CK2 mit mutiertem CK2 nur um das 1,2-fache gesteigert wird.
Nachdem Polylysin ein polybasisches Molekiil ist und wie Polyamine die Phosphorylierungs-
aktivitit von CK2 erhoht (Leroy et al., 1997a), kann davon ausgegangen werden, dass
Mutationen an den Positionen 55 und 57 auch mit der Bindung von Polyaminen an CK2
interferieren. Fiir beide Transgene, die unter UAS-Kontrolle stehen, konnte gezeigt werden, dass
sie in der Lage sind den homozygot lethalen Phinotyp des X-chromosomalen DCK2p4426-2k-
Nullallels riickgidngig zu machen, wenn sie mit Hilfe des ubiquitéren Tubulin-Gal 4 Promotors in
Fliegen tiiberexprimiert werden (E. Jauch, nicht verdffentlicht). Allerdings entstanden bei
Kreuzungen deutlich weniger weibliche Fliegen, die homozygot fiir das DCK2B*4??*-Nullallel
sind, als bei einer zufdlligen Chromosomenverteilung in den Gameten zu erwarten wére, so dass
Kreuzungen in einem sehr grossen Massstab notig gewesen wiren, um die erforderliche Anzahl
an Fliegen zu erhalten.

Deshalb wurden Versuche mit DCK2B-Transgenen durchgefiihrt, die mit Hilfe des ubiquitiren
Tubulin-Gal 4 Promotors vor einem wildtypischen Hintergrund {iberexprimiert wurden. 3-4 Tage
alte weibliche Fliegen, die wildtypisches DCK2B oder DCK2BP****™* mit dem Tubulin-Promotor
iiberexprimieren, wurden 5 Stunden ohne Nahrung und anschlieBend 23 Stunden mit
Vollmedium, Saccharose in PBS oder Saccharose-Losung mit 10 uM Putrescin gehalten. Durch
Anfirben der Losungen und Uberpriifung des Abdomens nach entsprechender Firbung wurde

die Aufnahme der jeweiligen Losung sichergestellt. Die Mengen von aktiviertem pDErk, DErk,
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Drosophila-PCNA (DPCNA) und DCK2f in den Lysaten von jeweils 11 Fliegen wurden auf
Immunoblot-Ebene untersucht (Abbildung 23). PCNA (Proliferierende Zellen nukleédres Antigen)
ist ein Cofaktor der DNA-Polymerase 0, der in der S-Phase des Zellzyklus akkumuliert (Kurki et
al., 1987). Dadurch ist PCNA als vergleichender Marker fiir proliferierende Zellen geeignet.

Im Falle der Uberexpression von wildtypischem DCK2p ist eine Abnahme des pDErk-Signals
bei Verfiitterung der Saccharose-Losung (Spur 2) gegeniiber der Kontrolle (Spur 1), sowie eine
Zunahme von phosphoryliertem DErk bei Aufnahme von Putrescin (Spur 3), wie auch in
Abschnitt 3.5.1, zu beobachten. Dagegen ist im Fall der Uberexpression von DCK2BP¥AE7A
(Spuren 4-6) das Grundniveau des pDErk-Signals relativ niedrig, und es ist keine deutliche
Anderung des pDErk-Signals als Reaktion auf Verfiitterung von Saccharose-Losung oder

Saccharose-Losung in Kombination mit Putrescin festzustellen.

- . s . . + PUT
¥ - - + - - Vollmedium
- + + - + + Saccharose/PBS
Woowoowt g G g DOK2B
PDErk | - — ~— —
DErk
DPCNA
DCK2p

Abbildung 23) Die Uberexpression von DCK2p mit Mutationen in der sauren
Schleife interferiert mit der polyaminabhingigen Regulation des MAPK-
Signalwegs. Wildtypisches DCK2f (wt) und DCK2BP>*#74 bei der Aspartat 55 und
Glutamat 57 innerhalb der sauren Schleife durch Alanin ersetzt wurden (D55A,E57A),
wurden mit dem Tubulin-Promotor iiberexprimiert. 3-4 Tage alte weibliche Fliegen
wurden nach 5 Stunden ohne Nahrung 23 Stunden mit Vollmedium, 15 % Saccharose
in PBS oder 10 uM Putrescin in Saccharose-Losung gefiittert. Die anschlieBende
Immunoblot-Analyse der Lysate zeigt im Falle von wildtypischem DCK2B eine
Abnahme des pDErk-Signals bei Verwendung von 15 % Saccharose in PBS und eine
Zunahme bei gleichzeitiger Verabreichung von Putrescin. Bei Uberexpression von
DCK2BP>4E74 gind die pDErk- und DPCNA-Mengen (Proliferationsmarker)
erniedrigt und die polyaminabhidngige Regulation des MAPK-Signalwegs und der
Proliferation aufgehoben.
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Auch das DPCNA-Signal ist bei Expression von wildtypischem DCK2B bei Aufnahme einer
Saccharose/PBS-Losung im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt (vgl. Spur 2 mit Spur 1), wihrend
die Aufnahme von Putrescin zum Anstieg des Signals (Spur 3) auf Kontrollniveau fiihrt. Die
Proliferation wird also in Drosophila von Polyaminen beeinflusst. Bei Uberexpression von
DCK2BP>AE7 ist die Menge an DPCNA stark reduziert, und keine Reaktion auf Verfiitterung
von Polyaminen feststellbar. Die Expression eines DCK2B-Transgens, dessen Polyamin-
bindungsstelle mutiert ist, interferiert also mit der polyaminabhéngigen Modulation des MAPK-
Signalwegs sowie mit der Modulation der Proliferation, wobei nicht abschlieBend geklért werden
konnte, ob der weitgehende Verlust der Beeinflussbarkeit der DpERK- und DPCNA-Signale auf
Mutationen in der sauren Schleife oder auf unterschiedlich starke Expression der Transgene

zurickzufiihren ist.

3.5.3 Die polyaminabhingige Steuerung des MAPK-Signalwegs ist abhingig von der
DCK?2 Kinaseaktivitit
In dem hier dargestellten Versuch sollte iiberpriift werden, ob die Polyamin-abhingige
Regulation des MAPK-Signalwegs von der DCK2-Kinaseaktivitdt abhdngt. Zur Reduktion der
Polyaminmenge wurden weibliche 3-4 Tage alte Fliegen der Linie Wildtyp Berlin 6 Stunden
ohne Verfiigbarkeit von Nahrung und Fliissigkeit, und anschliefend 24 Stunden in PBS mit 15 %
Saccharose gehalten. AnschlieBend wurden Fliegenlysate unter Verwendung von
Homogenisierungspuffer (10 mM Tris, pH 7,5; 2 mM EDTA; 5 mM EGTA) ohne
Phosphataseinhibitoren hergestellt. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation der Lysate unter
Zugabe von 1 mM GTP, 0,01 % des CK2-Inhibitors Heparin und 10 pM Putrescin (wo
angegeben) in 1x CK2 Kinasepuffer fiir 20 Minuten bei 30 °C. Die Analyse der DErk- und
pDErk-Signale auf Immunoblot-Ebene ist in Abbildung 24 dargestellt. Putrescin fiihrt zu einer
Zunahme des pDErk-Signals gegeniiber der Kontrolle (vgl. Spur 3 mit 1), wodurch die
Polyaminabhéngigkeit des MAPK-Signalwegs gezeigt werden konnte. Die Zugabe von Heparin
fithrt zu einer Reduktion des Signals, wodurch die Abhéngigkeit des Signals von DCK2 gezeigt

werden konnte.
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Abbildung 24) Die polyaminabhiingige Steuerung des MAPK-Signalwegs ist
abhingig von der DCK2-Kinaseaktivitit. 3-4 Tage alte Fliegen des Stammes
Wildtyp Berlin wurden 6 Stunden gehungert und anschlieBend 24 Stunden in PBS mit
15 % Saccharose gehalten. Lysate der Fliegen wurden nach Zugabe von 1 mM GTP,
0,01 % des CK2 Inhibitors Heparin und 10 pM Putrescin fiir 20 Minuten bei 30 °C in
1x CK2 Kinasepuffer inkubiert. Gegeniiber der Kontrolle (Spur 1) nimmt die Menge
an pDErk nach Putrescin-Zugabe zu (Spur 3). Der CK2 Inhibitor Heparin reduziert
das pDErk-Signal und zeigt die Abhéngigkeit der Reaktion von DCK2 (Spuren 2, 4).

Nachdem die Ergebnisse unter Verwendung des vorhergegangenen Versuchsautbaus im Falle von
Spermidin und Spermin im Vergleich zu anderen durchgefiihrten Versuchen widerspriichlich
waren (nicht gezeigt), wurde zur Aufklarung der spezifischen Wirkung von Polyaminen auf den
MAPK-Signalweg in Abhdngigkeit von DCK2 ein anderer Ansatz gewihlt. Hierzu wurden 3
Tage alte weibliche Fliegen der Linie Wildtyp Berlin 6 Stunden ohne Zugang zu Nahrung oder
Fliissigkeit und anschlieBend 24 Stunden unter Verfligbarkeit von filtriertem Leitungswasser
gehalten. Dem Wasser waren Farbe und wo angegeben 100 uM Polyamine und 20 uM TBB
beigefiigt (Abbildung 25). Fiir Ansdtze ohne TBB wurde stattdessen das TBB-Losungsmittel
Ethanol zugegeben, so dass die Ethanol-Konzentration in jedem Ansatz 4 %o betrug. Die
Auswabhl der Fliegen erfolgte durch positive Selektion von Fliegen mit gefirbtem Abdomen. Je
15 Fliegen wurden in Homogenisierungspuffer, der Protease- und Phosphataseinhibitoren
enthielt, lysiert. Die Lysate wurden nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE auf
Immunoblot-Ebene beziiglich der Mengen von aktiviertem pDErk und DErk {iberpriift
(Abbildung 25).

Das Verfiittern von Putrescin fiihrt zu einer deutlichen Steigerung des pDErk-Niveaus (Spur 4),

wiahrend Spermidin zu einer geringeren und Spermin zur geringsten Aktivitit des MAPK-
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Signalwegs flihrt (Spuren 6, 8). Die Zugabe des CK2-Inhibitors TBB fiihrt jeweils im Vergleich
zur Aufnahme von Wasser, Putrescin- und Spermidin-Losung zu einer Erniedrigung des Signals
(Spuren 3, 5, 7), wihrend im Falle von Spermin eine unerwartete Erhohung des pDErk-Signals
beobachtet werden kann (Spur 9). Wie schon unter 3.3.1 fiir Schneider S2 Zellen gezeigt, haben
Polyamine auch auf Ebene des gesamten Organismus spezifische DCK2-abhingige

Auswirkungen auf den MAPK-Signalweg.

- - + - 4+ - + - + TBB

Abbildung 25) Die spezifische Regulation des MAPK-Signalwegs ist abhiingig
von der DCK2 Kinaseaktivitiat. 3 Tage alte weibliche Fliegen der Linie Wildtyp
Berlin wurden 6 Stunden gehungert und anschlieend 24 Stunden unter Verfligbarkeit
von filtriertem Leitungswasser gehalten. Dem Wasser waren wo angegeben 100 uM
Polyamine und 20 uM TBB beigefiigt. Nach Lyse der Fliegen in Homogenisierungs-
puffer unter Verwendung von Protease- und Phosphataseinhibitoren wurden die Lysate
durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf Immunoblot-Ebene auf die Mengen von
aktiviertem pDErk und DErk hin iiberpriift. Wahrend Putrescin zu einer deutlichen
Verstarkung des pDErk-Niveaus flihrt, ist der Effekt bei Spermidin weniger
ausgepragt, wahrend das Verfiittern von Spermin zu einer deutlichen Abnahme von
aktiviertem pDErk flihrt. TBB zeigt durch seine Beeinflussung der Signale die DCK2
Abhéngigkeit der Reaktion.
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4. Diskussion

4.1 DCK?2 ist Teil des DKSR-Komplexes und phosphoryliert DRaf an Serin 11

Die ubiquitére Proteinkinase CK2 liegt iberwiegend als heterotetrameres Holoenzym in Zellen
vor und phosphoryliert Serin- und Throeninreste in unmittelbarer Umgebung saurer
Aminosdurereste (Chantalat et al., 1999). Dabei ist eine negative Ladung an der Position +3 in
nahezu 90 % und an Position +1 in 75 % der Félle vorhanden (Pinna, 2002). Das Ergebnis einer
weblogo-Proteomanalyse legt nahe, dass mehr als 20% der im menschlichen Phosphoproteom
vorhandenen Phosphorylierungsstellen durch CK2 verursacht werden (Salvi et al., 2009).
Aufgrund der grossen Anzahl und Diversitidt von CK2-Substraten, sowie der Tatsache, dass CK2
in nahezu jedem zelluliren Kompartiment vorliegt (Faust und Montenarh, 2000), wird davon
ausgegangen, dass alle oder zumindest die meisten physiologischen Vorginge von CK2 abhéngig
sind. Die CK2-abhéngige Phosphorylierung kann durch Lokalisation, Assoziation von Kinase
und Substrat, sowie durch Bindung von Polyaminen an CK2f reguliert werden (Litchfield,
2003).

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass der Verlust der regulatorischen DCK2[-
Untereinheit in Vorlduferzellen (Neuroblasten) der Pilzkorper zu verkleinerten Pilzkorpern fiihrt
(Thomas Raabe, nicht verdffentlicht). Aus DCK2f defizienten Neuroblasten generierte Neurone
sind in der Lage zu differenzieren und zu tliberleben, weshalb der Phénotyp vermutlich durch
Proliferationsdefekte zustande kommt. Ein &hnlicher Phénotyp kann bei Modulation von
Polyamintitern beobachtet werden (Eike Jauch, nicht verdffentlicht), weshalb vermutet werden
kann, dass in beiden Féllen eine Deregulation von DCK2 der Grund fiir verkleinerte Pilzkorper
ist. In weiteren Vorversuchen zeigte sich, dass die Modulation von Polyamintitern Auswirkungen
auf den MAPK-Signalweg hat (Ergebnisse nicht gezeigt).

Der MAPK-Signalweg ist ein klassischer Signaltransduktionsweg, durch den extrazelluldre
Signale iiber die Zellmembran transferiert und schrittweise iiber die Kinasen Raf, Mek und Erk
weitergeleitet werden. Er reguliert Differenzierung, Proliferation, Apoptose und nimmt Einfluss
auf den zelluldren Metabolismus (Mc Kay & Morrison, 2007). Vor kurzem konnte gezeigt
werden, dass CK2 an das Geriistprotein KSR in Maus bindet (Ritt et al., 2007) und KSR sowie
humanes B- und C-Raf phosphoryliert. In dieser Arbeit sollte zunéchst iiberpriift werden, ob das
auch in Drosophila der Fall ist.

Im Abschnitt 3.1.1 konnte durch Immunprézipitationen aus Schneider S2 Zellen gezeigt werden,

dass tiberexprimiertes DCK2a und endogenes DCK2B in Drosophila an endogenem DKSR
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assoziiert sind. Durch diesen Versuch konnte aber nicht beantwortet werden, ob DCK2 als
funktionelles heterotetrameres Holoenzym vorliegt. Ritt et al. (2007) konnten zusétzlich zur
Bindung des Holoenzyms an KSR in Pulldown-Versuchen zeigen, dass auch CK20 und CK2p als
einzelne rekombinante Proteine mit KSR assoziieren. Deshalb und aufgrund der hohen
Homologie von Sduger- und Drosophila-CK2-Proteinen ist die Bildung des Holoenzyms
moglicherweise auch in Drosophila keine notwendige Vorraussetzung fiir die Interaktion von
DCK2a und DCK2B mit DKSR. Andererseits konnte in der hier vorliegenden Arbeit im
Abschnitt 3.2 gezeigt werden, dass die Kinaseaktivitit von an DKSR assoziiertem DCK2a durch
Polyamine beeinflusst wird. Nachdem die Beeinflussung der DCK2-Kinaseaktivitidt durch
Bindung von Polyaminen an DCK2f und unter Strukturdnderung des Holoenzyms stattfindet
(Leroy et al., 1997a/b), kann davon ausgegangen werden, dass in Drosophila das funktionelle
DCK2-Holoenzym an DKSR assoziiert.

Rekombinantes DRaf wird durch DCK2 in vitro phosphoryliert, wie durch die Abnahme der
Phosphorylierung nach Zugabe des spezifischen CK2-Inhibitors TBB zu Kinasereaktionen mit
KSR-Immunpréazipitaten, sowie durch Inkubation von DRaf mit GST-DCK2a (3.1.2) gezeigt
werden konnte. Die Phosphorylierung von DRaf durch GST-DCK2a ldsst ausserdem den Schluss
zu, dass die DRaf-Phosphorylierung direkt und nicht durch Aktivierung einer weiteren DKSR-
assoziierten Kinase stattfindet. Zusétzlich konnte in allen Kinasereaktionen, bei denen
immunprazipitiertes DKSR eingesetzt wurde ein Phosphorylierungssignal beobachtet werden,
das durch Inhibition von DCK2 abgeschwicht wird. Die Position dieses Signals im Acrylamidgel
lasst die Vermutung zu, dass es sich um DKSR (exemplarisch unter 3.1.1 gezeigt) handelt. Ob es
sich bei diesem Signal tatsdchlich um DKSR handelt, wurde nicht abschliessend untersucht,
allerdings fiihrte eine Suche nach potentiellen Phosphorylierungsstellen unter Verwendung des
NetPhos K1.0  Vorhersageprogramms  (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/)  zur
Identifizierung einer Reihe moglicher DCK2-Phosphorylierungsstellen in DKSR. Durch in vitro-
Mutagenesen der potentiellen Phosphorylierungsstellen und Inkubation in Kinasereaktionen mit
DCK2a oder Massenspektrometrische Untersuchungen des phosphorylierten Proteins konnte die
Frage, ob DKSR durch DCK2 phosphoryliert wird, beantwortet werden.

Die Aktivierung von Raf ist ein komplexer Prozess, an dem eine Reihe von Phosphorylierungen,
Dephosphorylierungen, Proteininteraktionen, Konformationsinderungen und Anderungen der
Lokalisation beteiligt sind (zusammengefasst in Udell et al., 2010). In diesem Zusammenhang
sind auch die in Vertebraten Raf-Proteinen und Drosophila DRaf konservierten Regionen CR1-

CR3 von Bedeutung (vergleiche Abbildung 17). CR1 beinhaltet eine Cystein-reiche Doméne
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(CRD) sowie eine Ras bindende Doméne, die an der Membranassoziation sowie an der Bindung
von Ras beteiligt sind, was zur Aktivierung von Raf fiihrt. CR2 ist eine Serin-/Threonin-reiche
Region. Es konnte gezeigt werden, dass die Kinasen PKA und Akt Serin 259 innerhalb der CR2-
Domine von C-Raf phosphorylieren konnen, was zur Inaktivierung von C-Raf durch
Stabilisierung der geschlossenen Konformation nach Bindung von 14-3-3-Proteinen fiihrt. Die
geschlossene Konformation zeichnet sich durch intramolekulare Interaktion des regulatorischen
Bereichs, der CR1 und CR2 beinhaltet, mit der Kinasedoméine innerhalb von CR3 aus.
Unmittelbar N-terminal zu CR3 befindet sich in den Vertebraten Raf-Proteinen und in DRaf die
N-Region (“negative charge regulatory region”), von der man annimmt, dass sie die
Konformation der Kinasedomine und deren Interaktion mit dem regulatorischen Bereich
moduliert (Udell et al., 2010). Die humanen Raf-Proteine werden an Serin 446 (B-Raf ) bzw.
Serin 338 (C-Raf) in der N-Region von CK2 phosphoryliert (Ritt et al., 2007). DRaf ist das
einzige Raf-Protein in Drosophila und besitzt eine hohe Homologie zum humanen B-Raf-Protein
beziiglich der Lage funktioneller Doménen und seiner Aminosduresequenz. Auch in DRaf ist mit
Serin 417 ein Serin vorhanden, dessen Position und Sequenzumgebung Serin 446 von B-Raf
dhnelt (zusammengefasst in Abbildung 17).

Um die DCK2-Phosphorylierungsstelle in DRaf zu identifizieren, wurden Kinasereaktionen mit
rekombinantem GST-DRaf und GST-DCK2a, sowie Massenspektrometrische Untersuchungen
(Jens Pfannstiel, Iris Klaiber; Universitit Hohenheim) durchgefiihrt. Bei einer
Sequenzabdeckung von 61 % beziiglich der GST-DRaf-Sequenz (Abbildung 18) konnte nach
Verdau des Proteins mit Trypsin nur ein phosphoryliertes Peptid identifiziert werden, dass die
Aminoséduren 1-28 von DRaf umfasst, wéhrend ein Peptid, dass Serin 417 beinhaltet nur in nicht-
phosphorylierter Form vorliegt, in vitro also nicht phosphoryliert wird. Die Auswertung der
MS/MS-Daten des fragmentierten phosphorylierten Peptids (Punkt 3.4.1) lie3 darauf schliefen,
dass Serin 11 in DRaf von DCK2 phosphoryliert wird. Nach Uberpriifung potentieller
Phosphorylierungsstellen unter Verwendung des NetPhos K1.0 Programms sollten Serin 5 und
Serin 11 neben Serin 417 beziiglich einer Phosphorylierung durch DCK2 untersucht werden. Im
Vergleich zu nicht mutiertem GST-DRaf nimmt die Phosphorylierung nur im Falle von GST-
DRaf*''® ab, was bestitigt, dass Serin 11 in vitro von DCK2a. phosphoryliert wird (Abbildung
20), wihrend Serin 5 und Serin 417 nicht phosphoryliert werden. Nachdem das
Phosphorylierungssignal bei Verwendung von GST-DRaf’!"'® im Vergleich zu GST-DRaf etwa
um die Hélfte reduziert ist, handelt es sich bei Serin 11 vermutlich um eine von zwei

Phosphorylierungsstellen. Eine weitere Phosphorylierungsstelle konnte durch Massen-
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spektrometrische Untersuchungen identifiziert werden, wenn eine Protease benutzt werden kann,
die zur Entstehung anderer Peptide fiihrt, als es bei der Verwendung von Trypsin zur
Identifzierung von Serin 11 in DRaf der Fall war. Weiterhin konnte die Uberpriifung
unterschiedlicher DRaf-Proteinfragmente, in Kombination mit in vitro-Mutagenesen potentieller
Phosphorylierungsstellen, durch Kinasereaktionen mit DCK2a zu einer schrittweisen
Einschrankung und Identifizierung einer weiteren Phosphorylierungsstelle fiihren. Die
Durchfiihrung von in vitro-Kinasereaktionen geschieht normalerweise unter optimalen
Bedingungen fiir die Kinase und wird mit in Bakterien exprimierten und aufgereinigten
Proteinen durchgefiihrt, deren Faltung sich von Proteinen, die in eukaryotischen Zellen
exprimiert wurden unterscheiden kann. Dadurch kann sich die Oberflichenexposition von
Aminosduren im Protein von Proteinen in vivo unterscheiden. Weiterhin fehlen in diesen
Ansidtzen moglicherweise Faktoren, die die Phosphorylierung beeinflussen, wodurch in vitro-
Phosphorylierungsstellen nicht notwendigerweise auch in vivo vorhanden sein miissen.

Um die Funktionalitdt der Phosphorylierung zu iberpriifen wurden nach Klonierung und in
vitro-Mutagenese von Zellkulturkonstrukten DRaf-, DRaf*"'4- und DRaf*""P-Fusionsproteine in
Schneider S2 Zellen iiberexprimiert (Abschnitt 3.4.3). Dabei wird die Phosphorylierung von
Serin 11 durch den Austausch von Serin mit Aspartat bzw. die nicht-phosphorylierte Form durch
den Austausch mit Alanin imitiert. In diesem Experiment konnte beobachtet werden, dass die
Uberexpression von DRaf zu einer verstirkten DErk-Aktivierung fiihrt. Ebenfalls verstirkend
wirkt die Uberexpression von DRafS''®, wihrend DRaf*''“ bereits in relativ geringen Mengen die
Aktivierung von Erk im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen unterdriickt. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die Phosphorylierung an Serin 11 einen aktivierenden Effekt auf den MAPK-
Signalweg in vivo hat, wahrend die Unterdriickung der Phosphorylierung zu einer Inhibition der
Erk-Aktivierung flihrt. Die Phosphorylierung an Serin 11 ist also eine Vorraussetzung fiir
maximale Signalstirken des MAPK-Signalwegs in dem untersuchten Zellkultursystem. Dieses
Ergebnis steht auch im Einklang mit der Beobachtung, dass das Verhindern der Bindung von
CK2 an KSR in Vertebraten zu einer Inhibition der Raf- und Erk-Phosphorylierung fiihrt (Ritt et
al., 2007), wobei die Phosphorylierung von KSR durch CK2 die Aktivierung von Erk nicht
beeinflusst. Beziiglich der Phosphorylierung von C-Raf wurde dariiber spekuliert, ob die
Phosphorylierung an Serin 338 in vivo durch PAK-Proteine (p21-aktivierte Kinasen) stattfindet
(Wellbrock et al., 2004). Im Fall von PAKI1 spricht dagegen, dass Reduktion der PAKI-
Proteinmenge durch siRNA die Rezeptortyrosinkinase-abhingige Phosphorylierung von Serin

338 nicht hemmt (Zang et al., 2008). Eine Reihe verschiedener Beobachtungen ldsst aulerdem
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die Vermutung zu, dass auch PAK3 unter physiologischen Bedingungen nicht fiir die
Phosphorylierung von Serin 338 verantwortlich ist. PAK3 wird unter Bedingungen, welche die
Phosphorylierung von Serin 338 stimulieren, nicht aktiviert (Chiloeches et al., 2001). Die
Uberexpression von aktiviertem Cdc42, das aktivierend auf PAK3 wirkt, fiihrt nur in
Kombination mit der Uberexpression von PAK3 zu einer Verstirkung der Phosphorylierung von
Serin 338. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Aktivititszustand von PAK3 keinen
Einfluss auf die Hohe der C-Raf Kinaseaktivitit hat. In Sdugerzellen ist die KSR-1 vermittelte
Rekrutierung von CK2 eine Vorraussetzung fiir die Phosphorylierung von Ser 338 (Ritt et al.,
2007). Fiir die Phosphorylierung von DRaf durch DCK2 in vivo sprechen weiterhin die
Ergebnisse unter 3.3, bei denen gezeigt werden konnte, dass die Inhibition der DCK2-
Kinaseaktivitét in Drosophila Zellen zu einer deutlichen Abnahme der DErk-Aktivierung fiihrt.
CK2 phosphoryliert Serin- und Threoninreste in unmittelbarer Umgebung saurer
Aminosdurereste, wobei ein saurer Aminosdurerest an Position +3 beziiglich der
Phosphorylierungsstelle besonders kritisch ist (Pinna, 2002). Die Sequenzumgebung der CK2-
Phosphorylierungsstellen von Vertebraten Raf-Proteinen und DRaf unterscheiden sich
(vergleiche Abbildung 17). In A-Raf und C-Raf liegen an den Positionen +2 und +3 beziiglich
der CK2-Phosphorylierungsstelle Tyrosinreste vor, deren Phosphorylierung durch Src-Kinasen
eine Vorraussetzung fiir die Phosphorylierung und Aktivierung durch CK2 ist (zusammengefasst
in Udell et al.,, 2010). Dagegen liegen an den Positionen +2 und +3 von B-Raf saure
Aspartatreste vor, was vermutlich der Grund fiir die konstitutive Phosphorylierung von Serin 446
durch CK2 (Tran et al., 2005; Ritt et al., 2007) und die im Vergleich zu C-Raf erhdhte
Grundaktivitit von B-Raf ist (Udell et al., 2010). An den Positionen +2 und +3 beziiglich Serin
417 in der N-Region von DRaf liegen saure Glutamatreste vor, so dass eine Phosphorylierung
durch Src-Kinasen hier nicht mdglich ist. Interessanterweise liegt aber an Position +3 beziiglich
Serin 11 in DRaf ein Tyrosinrest vor, so dass eine Beeinflussung der DCK2-vermittelten
Phosphorylierung von Serin 11 durch Phosphorylierung von Tyrosin 14 durch Src-Kinasen
vorstellbar ist. Die Analyse von Tyrosin 14 unter Verwendung des NetPhos K 1.0-
Vorhersageprogramms fithrte zu dem Ergebnis, dass dieser Tyrosinrest mit einer
Wahrscheinlichkeit von 0,47 durch Src-Kinasen phosphoryliert wird. Ob Src-Kinasen tatsdchlich
Tyrosin 14 phosphorylieren und ob die Phosphorylierung von Serin 11 durch DCK2 dadurch
moduliert wird, kénnte durch Uberpriifung der Phosphorylierung von Tyrosin 14 durch Src-
Kinasen in Kinasereaktionen und Uberpriifen der Auswirkung der Reduktion der Src-

Kinaseaktivitit in Zellen nach RNAi-Behandlung oder nach Behandlung mit Src-spezifischen
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Inhibitoren auf die Phosphorylierung von Serin 11 herausgefunden werden.

Mechanistisch ldsst sich der Unterschied der CK2-Phosphorylierungsstellen in Raf-Proteinen
von Mensch und Drosophila durch die unmittelbare Sequenzumgebung klaren. Wéhrend in
humanen Raf-Proteinen an Position -1 beziiglich der Phosphorylierungsstelle eine saure
Aminosdure auftritt, liegt an dieser Stelle in D. melanogaster ein basischer Lysinrest vor
(vergleiche Abbildung 17). Es konnte gezeigt werden, dass basische Aminosduren an den
Positionen -1 bis +4 die Phosphorylierung durch CK2 unterdriicken konnen (Pinna, 2002). Die
Phosphorylierungsstellen unterscheiden sich also, wihrend die Phosphorylierung von Raf
sowohl in Mensch als auch in Drosophila einen aktivierenden Effekt auf den MAPK-Signalweg
ausiibt. Nachdem davon ausgegangen wird, dass die N-Region die Konformation der
Kinasedomine und deren Interaktion mit dem regulatorischen Bereich moduliert (Udell et al.,
2010) und die Phosphorylierung durch CK2 in dieser Region einen aktivierenden Effekt auf die
Kinaseaktivitdt von B- und C-Raf hat (Ritt et al., 2007), ist es wahrscheinlich, dass CK2 in
Vertebraten die Aktivitdt von Raf-Proteinen durch deren Phosphorylierung und der dadurch
vermittelten Einnahme einer offenen Konformation reguliert. Die Phosphorylierung von Serin 11
in DRaf weist auf einen anderen Mechanismus der CK2-abhingigen Raf-Aktivierung hin.
Nachdem angenommen wird, dass die N-Termini in B-Raf und DRaf die Interaktion mit Ras
verstirken (Udell et al., 2010), konnte DCK2 die Ras-abhédngige DRaf-Aktivierung durch
Beeinflussung der Interaktion von DRas und DRaf regulieren. Um dies zu tiberpriifen konnten
beispielsweise Koimmunprizipitationen von DRaf, DRaf*"'* und DRaf*"'® durchgefiihrt werden
und die Menge von daran gebundenem DRas iiberpriift werden.

Beim Vergleich potentieller CK2-Phosphorylierungsstellen unterschiedlicher Spezies zeigt sich
anhand des hohen Grads der Konservierung der Sequenzumgebung der zu Serin 446
dquivalenten Aminoséduren, dass in Vertebraten (H. sapiens, M. musculus, G. gallus, X. laevis
und D. rerio) die CK2-Phosphorylierungsstelle mit grosser Wahrscheinlichkeit in der N-Region
vorliegt, wihrend die Sequenzkonservierung in Drosophiliden der melanogaster-Untergruppe
(D. simulans, D. sechellia, D. yakuba, D. erecta) auf eine Phosphorylierung von Serin 11
hinweist. In anderen entfernter verwandten Drosophiliden und Anopheles sind potentielle CK2-
Phosphorylierungsstellen mit hoher Wahrscheinlichkeit an Position 9 oder 11 vorhanden (nach
NetPhos K1.0, vgl. Abbildung 26). Diese Vermutung wird durch die grosse Ahnlichkeit der
Sequenzumgebung gestiitzt. Dagegen ist die Sequenzumgebung zum Aquivalent von Serin 417
der iiberpriiften Insekten durch einen basischen Aminosdurerest an Position -1 gekennzeichnet,

und wird deshalb vermutlich nicht von CK2 phosphoryliert. Zusitzlich ist in einigen Féllen das
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Serin durch eine nicht-phosphorylierbare Aminosdure ausgetauscht. Bei D. pseudoobscura
enthélt das Raf-Protein im Vergleich zu Drosophila melanogaster zusitzliche Aminosduren am
N-Terminus, die moglicherweise durch intrachromosomale Rekombination eingefiigt wurden, so
dass der Serinrest an Position 99 dem Serinrest an Position 11 der anderen angegebenen
Drosophiliden entspricht. Der Nachweis der Phosphorylierung und Aktivierung von Raf-
Proteinen durch CK2 in unterschiedlichen Spezies wiirde die organismeniibergreifende
Bedeutung dieser Signalweiterleitung unterstreichen.

Die Phosphorylierung von Serin 417 und Serin 418 von DRaf findet zumindest in vitro nicht
durch DCK2 statt, wie die Massenspektrometrische Analyse zeigte (Abschnitt 3.4.1). Dennoch
konnten diese Serine durch andere Kinasen phosphoryliert werden.

Um die Funktionalitdt der verschiedenen Serinreste zu iiberpriifen konnten durch Klonierung und
in vitro-Mutagenese Mutanten mit Alanin und Aspartat an den entsprechenden Stellen hergestellt
werden und deren Auswirkung auf den MAPK-Signalweg nach Uberexpression in Schneider S2

Zellen oder Drosophila melanogaster Giberpriift werden.

Organismus potentielle CK2- Sequenzumgebung zum
Phosphorylierungsstelle Aquivalent von Serin 417
(Wahrscheinlichkeit)
D. melanogaster Serin 11: GDSDLYDPL AKSSEENWN
(0,60)
D. pseudoobscura Serin 97; 99: TESDSELYD DKSSEENWN
(0,69; 0,61)
D. virilis Serin 9: PDSEGELYD AKNSEENWN
(0,66)
D. grimshawi Serin 9; 11: TESDSELYD AKNSEENWN
(0,68; 0,60)
A. gambiae Threonin 9: EDTDEELDA SKQSDENWN
(0,72)

Abbildung  26)  Vergleich  potentieller = CK2-Phosphorylierungsstellen
verschiedener Insektenspezies. Angegeben sind die Sequenzumgebungen zum
Aquivalent von Serin 417 (griin), sowie potenticlle CK2-Phosphorylierungsstellen
(rot). Die hohe Wahrscheinlichkeit der Phosphorylierung durch CK2 (nach NetPhos
K1.0) wird durch die Position und Anzahl saurer Aminosduren (D, E), sowie durch die
Ahnlichkeit der Sequenzumgebungen gestiitzt (Sequenzen aus der UniProt-Datenbank;
http://www.uniprot.org/).
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4.2 Polyaminabhiingige Steuerung von DCK2 und deren physiologische Bedeutung

Die meisten Proteinkinasen erfiillen ihre Funktion als Teile einer hierarchisch organisierten
Signaliibertragungskaskade. Im Vergleich dazu scheint CK2 eher modulierende Aufgaben zu
iibernehmen (Meggio et al., 2003) und verschiedene Signalwege miteinander zu vernetzen
(Pinna und Allende, 2009). In den Abschnitten 3.1 und 3.4 konnte gezeigt werden, dass DCK2 an
DKSR bindet, DRaf an Serin 11 phosphoryliert und dass die Signalstirke des MAPK-
Signalwegs abhingig von der Ladung an der Aminosdureposition 11 ist. Der MAPK-Signalweg
wird durch eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen reguliert. Dazu gehort die Bindung der
Kinasen Raf, Mek und Erk an Geriistproteine wie KSR, wodurch es zu einer Kolokalisation
signalrelevanter Komponenten und Signalverstirkung kommt (Roy et al., 2002; Denouel-Galy et
al., 1998; Yu et al., 1998;). Die Signalstirke des MAPK-Signalwegs wird zusétzlich durch eine
Reihe verschiedener Kinasen und Phosphatasen, sowie durch eine Reihe von
Riickkopplungsschleifen beeinflusst (zusammengefasst in Ramos et al., 2008). Neben der
Beeinflussung der Signalstirke besteht eine weitere Mdoglichkeit zur Regulation in der
Beeinflussung der Dauer von Signalen, wodurch das Entwicklungsschicksal von Zellen
beeinflusst werden kann. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass nur eine anhaltende Erk-
Aktivierung durch den Wachstumsfaktor NGF, nicht aber eine transiente Aktivierung durch EGF
zu Differenzierung und Neuritenwachstum von Pheochromocytoma-Zellen fiihrt.

Die Bindung von CK2 an KSR ist als konstitutiv beschrieben (Ritt et al., 2007), was gegen eine
Regulation DCK2-abhingiger DRaf-Phosphorylierung durch Interaktion von Kinase und
Substrat spricht. Eine weitere Mdoglichkeit die Phosphorylierung durch CK2 zu regulieren
besteht in der Bindung von Polyaminen an CK23 und der davon abhingigen Beeinflussung der
CK2-Kinaseaktivitdt (Leroy et al.,1997a/b). In der hier vorliegenden Arbeit sollte iiberpriift
werden, ob dies auch fiir die Phosphorylierung von DRaf gilt, und ob auf diese Weise der
Polyaminmetabolismus durch DCK2 mit dem MAPK-Signalweg verkniipft ist. Dazu wurden in
einem ersten Schritt DKSR-Immunprézipitate in in vitro-Kinasereaktionen mit rekombinantem
GST-DRaf und Polyaminen inkubiert. Im Abschnitt 3.2.1 konnte mit diesem Ansatz gezeigt
werden, dass die Phosphorylierung von DRaf durch DCK2 konzentrationsabhéngig von Spermin
inhibiert wird (Abbildung 12), wobei die Inhibition bereits bei einer Konzentration von 10 uM
Spermin deutlich ist. Bei Kinasereaktionen in Gegenwart von 100uM Polyaminen (3.2.2) zeigte
sich, dass nur Spermin inhibierend auf die Phosphorylierung von DRaf wirkt, wihrend Putrescin
und Spermidin diese im Vergleich zur Kontrollreaktion nicht inhibieren (Abbildung 13).

Es wurde beschrieben, dass Spermin die Bildung von Strukturen hoherer Ordnung des CK2-
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Holoenzyms, wie eine ringartige Struktur mit der Formel (CK2af,)s und hoher molekulare
filamentose Aggregate, einleiten kann (Valero et al., 1995). Dabei unterscheiden sich auch die
katalytischen Aktivitdten, wobei die ringartige Struktur die hochste katalytische Aktivitét besitzt.
Aufgrund dieser Beobachtungen sollte liberpriift werden, ob die Inkubation mit Polyaminen die
Menge von an DKSR assoziiertem DCK2 beeinflusst und eine Anderung der
Phosphorylierungsstirke nach sich zieht. Durch Vergleich der eingesetzten immunprézipitierten
Mengen an DKSR, DCK2a und DCK2p konnte aber gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Polyaminen die Menge von Ko-immunprizipitiertem DCK2 nicht wesentlich beeinflusst und die
in die Kinasereaktion eingesetzten Proteinmengen vergleichbar sind (Abbildung 13). Dieses
Ergebnis bestitigt eine regulatorische Wirkung von Polyaminen auf die DCK2-Kinaseaktivitit,
die zumindest weitgehend unabhingig von der Bildung von Strukturen héherer Ordnung ist.
Nachdem CK2 sowohl ATP als auch GTP als Phosphatgruppendonor benutzen kann (Pinna,
1990), wurde der gleiche Versuch wie im Abschnitt 3.2.2 beschrieben in Anwesenheit von GTP
durchgefiihrt (3.2.3). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Spermin-spezifische Inhibition der
DCK2-Kinaseaktivitit in vitro unabhdngig vom Phosphatgruppendonor ist, wihrend Putrescin
und Spermidin in beiden Féllen keine signifikante Auswirkung auf die Phosphorylierung von
DRaf haben (Abbildung 14).

In Lymphozyten von Rindern und in Rattenleber liegen Spermidin und Spermin in einer
Konzentration zwischen 0,88 und 1,58 mM vor (Igarashi und Kashiwagi, 2000). Messungen der
Polyaminmengen in adulten Fliegen ergaben ungefiahr 15 nmol/mg (= mmol/kg; Feuchtgewicht)
fiir Putrescin, 80 nmol/mg Spermidin und 2 nmol/mg Spermin (Eike Jauch, nicht veroffentlicht).
Bei einer relativen Dichte (kg/l) von Fliegen im einstelligen Bereich liegt die
Polyaminkonzentration in Fliegen also im millimolaren Bereich.

Bei Behandlung verschiedener Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Polyaminkonzentrationen
im millimolaren Bereich toxisch fiir Zellen sein konnen (Schipper et al., 2000). Fiir die Toxizitét
kommen sowohl die Polyamine selbst, sowie Abbauprodukte wie H,O, in Betracht, deren
Synthese auch von der Art des verwendeten Serums im Zellmedium und darin vorhandenen
Enzymen wie Aminoxidasen abhingt. Bei Inkubation von Drosophila S2 Zellen mit Polyaminen
konnte in Vorversuchen eine konzentrationsabhingige Hypertrophie der Zellen sowie das
Auftreten kleiner extrazelluldirer Membranvesikel beobachtet werden. Diese beginnen je nach Art
des Polyamins bei Konzentrationen von 100 uM bis 500 uM deutlich zu werden. Aullerdem
konnte vereinzelt eine Beeinflussung apoptotischer Vorgidnge durch Aktivierung von Caspase 3

bei Inkubation von Zellen mit Polyaminen ab einer Konzentration von 0,5 mM beobachtet
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werden (nicht gezeigt).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass DCK2 in polyaminabhédngiger Weise DRaf phosphoryliert
sollte als nichstes liberpriift werden, ob Polyamine in Abhdngigkeit von DCK2 die Aktivierung
der Effektorkinase DErk durch deren Phosphorylierung beeinflussen. Um einerseits toxische
Effekte zu verhindern und andererseits fiir eine Beeinflussung des MAPK-Signalwegs
ausreichende Polyaminmengen einzusetzen, wurden Schneider S2 Zellen mit 100uM
Polyaminen und 10uM TBB behandelt. Dabei stellte sich heraus, dass Spermin einen stark
inhibierenden Effekt auf die Phosphorylierung von DErk ausiibt, wihrend die Auswirkungen von
Putrescin und Spermidin im Vergleich zur Kontrolle gering ausfallen (Abbildung 15). Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit der Beobachtung, dass L1210-DR Zellen nach Inkubation mit
DFMO eine Reduktion von Putrescin und Spermidin, eine Zunahme von Spermin sowie eine
reduzierte Menge aktivierten pErk-Proteins aufweisen (Flamigni et al., 1999). Zusitzlich zur
Beeinflussung des MAPK-Signalwegs durch Polyamine bestitigt die Reduktion der DErk
Phosphorylierung nach TBB Zugabe, dass die DErk-Aktivierung in Zellen von DCK2 abhingig
ist. Weiterhin unterstiitzt die Tatsache, dass die Auswirkungen von Polyaminen auf die DCK2-
abhingige DRaf-Phosphorylierung und auf die Aktivierung von DErk qualitativ vergleichbar
sind die Annahme, dass die beschriebene Phosphorylierung von DRaf dieses aktiviert und zu
einer Signalweiterleitung tiber den MAPK-Signalweg und der damit verbundenen Aktivierung
von DErk fiihrt. Polyamine unterscheiden sich aufgrund ihrer Kettenldnge und der Anzahl ihrer
Ladungen. Je groBer die Anzahl der positiven Ladungen, desto stabiler ist auch die Bindung von
Polyaminen an CK2B (Leroy et al., 1997a). Deshalb konnte argumentiert werden, dass die
inhibitorische Wirkung von Spermin, das 4 positive Ladungen besitzt, aufgrund der starken
Bindung zu DCK2p zustande kommt, wogegen die Bindung von Putrescin und Spermidin mit 2
und 3 positiven Ladungen nicht stabil genug ist um einen inhibitorischen Effekt deutlich werden
zu lassen. Um dies zu iiberpriifen wurden Zellen mit Kombinationen von Spermin und Putrescin
oder Spermin und Spermidin behandelt (3.3.2). Durch Putrescin und Spermidin wird die
Aktivierung von DErk im Vergleich zu nur mit Spermin behandelten Zellen erhoht (Abbildung
16). Dieses Ergebnis bestitigt, dass Polyamine spezifische Wirkungen in Zellen haben und dass
die Regulation von DCK2 vom Verhiltnis unterschiedlicher Polyamine zueinander abhéngt.
Durch diesen Versuch kann aber vorerst nicht beantwortet werden, ob ein aktivierender Effekt
von Putrescin und Spermidin wéhrend deren Bindung und unter einer moglichen fiir Putrescin
und Spermidin spezifischen Strukturdnderung des Holoenzyms beziehungsweise der Bildung

von DCK2-Aggregaten stattfindet, oder ob dieser Effekt priméir durch Reduktion der Menge von
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an DCK2B gebundenem Spermin durch Kompetition um die Bindungsstelle zustande kommt.
Eine, sehr arbeitsaufwidndige und methodisch anspruchsvolle, Moglichkeit den Effekt der
unterschiedlichen Polyamine auf die Struktur und Aktivitdt von CK2 zu {iberpriifen wére es die
Strukturen des CK2 Holoenzyms vor und nach Bindung verschiedener Polyamine, sowie die
entsprechenden Kinaseaktivititen zu vergleichen.

Die Zellkultur ist ein etabliertes System, das zur Uberpriifung zellulirer Reaktionen eingesetzt
werden kann, sie ist aber nicht mit einem in vivo System zu vergleichen. Deshalb wurden weitere
Versuche nach Verfiitterung von polyaminhaltigen Losungen in adulten weiblichen Fliegen
durchgefiihrt. Dabei konnte beobachtet werden, dass Spermin auch in vivo einen inhibitorischen
Effekt auf die Aktivierung von DErk hat, der durch gleichzeitige Verfiitterung von Putrescin
abgemildert werden kann (Abbildung 22). Die Abnahme des pDErk-Signals bei Aufnahme
Polyamin- und Aminosdure-freier Losung, sowie die Signalzunahme bei gleichzeitiger
Verflitterung von Putrescin und Spermidin unterstiitzt die Hypothese, dass ein Mangel an
Aminoséduren die zelluldren Polyaminkonzentrationen verdndert und der MAPK-Signalweg als
Reaktion darauf inhibiert wird.

Um die Frage zu beantworten, ob diese Effekte in vivo von DCK2 abhingig sind, wurden
verschiedene Versuche durchgefiihrt. Die Verfiitterung von Polyaminen und Polyaminen in
Kombination mit dem CK2-Inhibitor TBB zeigte neben der DCK2-Abhéngigkeit der DErk-
Aktivierung, dass nur Spermin, nicht aber Putrescin und Spermidin einen inhibitorischen Effekt
auf den MAPK-Signalweg hat, wie es im Abschnitt 3.3.1 bereits fiir Zellen gezeigt werden
konnte. Ein weiterer Versuch wurde in Fliegen durchgefiihrt, die wildtypisches DCK2f und
DCK2B mit Mutationen im Bereich der Polyaminbindestelle mit dem ubiquitéren Tubulin-Gal4
Promotor iiberexprimieren (3.5.2). Bei Aufnahme Polyamin- und Aminosédure-freier Losung
durch Fliegen, die wildtypisches DCK2B {iberexprimieren, nimmt die Menge an
phosphoryliertem DErk im Vergleich zur Kontrolle ab, bei Aufnahme von Putrescin nimmt die
Menge an pDErk wieder zu. Die Uberexpression von DCK2B mit Mutationen in der
Polyaminbindestelle fiihrt dagegen dazu, dass die Menge phosphorylierten DErk-Proteins nicht
wesentlich durch polyaminfreie Nahrlosung oder Putrescin beeinflusst wird (Abbildung 23). Die
gleichen Effekte wie fiir den MAPK-Signalweg konnen in diesem Versuch fiir die Menge des
Proliferationsmarkers DPCNA beobachtet werden. Allerdings ist anhand dieses Versuchs die
Aussage, dass polyaminabhingige Effekte auf die Proliferation durch Bindung an DCK2
zustande kommen nicht fundiert, da sich nicht nur die Art der exprimierten Transgene, sondern

auch deren Mengen unterscheiden. Interessant ist in diesem Zusammenhang aber, dass diese
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polyaminabhéngigen Effekte nur in jungen weiblichen Fliegen beobachtet werden konnten, was
moglicherweise von der in diesen stattfindenen Oogenese und der damit verbundenen Menge
proliferierender Zellen abhéngt. Mehrere Beobachtungen deuten darauf hin, dass Polyamine an
Zellproliferation beteiligt sind. So sind die Polyamintiter in mehreren Krebsarten erhoht
(zusammengefasst in Gerner und Meyskens, 2004), wihrend ihre Synthese in seneszenten Zellen
herunterreguliert wird (Chang und Chen, 1989). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Inhibition von Enzymen der Polyaminsynthese das Zellwachtum reduzieren (Thomas & Thomas,
2001). Der ODC-Inhibitor a-DFMO hemmt die Proliferation von neuronalen Vorlduferzellen
(Neuroblasten) in Acheta domesticus, wihrend speziell Putrescin diesen Effekt riickgédngig
macht (Cayre et al., 1997). Interessanterweise nimmt nach a-DFMO Behandlung nicht nur die
Proliferation, sondern auch die Menge von Spermidin ab, wéhrend die Menge an Spermin
zunimmt. Damit zeigt Spermin nicht nur in Versuchen in der hier vorliegenden Arbeit einen
inhibitorischen Effekt auf den MAPK-Signalweg, sondern tritt auch in Neuroblasten, deren
Proliferation gehemmt ist in erhdhter Konzentration auf. In einigen Zellzahlungsversuchen von
Schneider S2 Zellen und bei Uberpriifen der DPCNA-Mengen in Fliegen des Stammes Wildtyp
Berlin (WTB) nach Verabreichen von Polyaminen (nicht gezeigt), konnten Auswirkungen von
Polyaminen in Abhdngigkeit von DCK2 auf Proliferation beobachtet werden. Allerdings wurden
in Schneider S2 Zellen auch Anderungen der Zellmorphologie und Anderungen der Anzahl toter
Zellen beobachtet. Die Variationen der Proliferationsmessungen waren zudem zu hoch um eine
fundierte Aussage treffen zu konnen. Die Vielfiltigkeit beobachteter zelluldrer Reaktionen deutet
darauf hin, dass die Proteinkinase DCK2 die Signalstirke des MAPK-Signalweg zwar in
Abhidngigkeit von Polyaminen moduliert, physiologische Reaktionen aber von der zelluldren
Gesamtsituation abhéngen. Dadurch, dass Zellen in der Lage sind Polyamine aufzunehmen und
ins extrazellulire Medium abzugeben existiert eine zusidtzliche Moglichkeit einer Gewebe-
spezifischen Regulation der Polyamintiter und davon abhéngiger zelluldrer Reaktionen. Dass
dies tatsdchlich in vivo stattfindet wird durch Versuche gestiitzt bei denen Milch-produzierenden
Ratten 24 Stunden lang Nahrung entzogen wurde (Brosnan et al., 1983). Dabei geht die
Spermidinmenge in der Leber auf das 0,84-fache des Kontrollwertes zuriick, wihrend die
Sperminmenge auf das 1,07-fache ansteigt. Dagegen steigt die Spermidinmenge in der
Brustdriise um das 1,19-fache und die Sperminmenge um das 1,6-fache an. Interessanterweise
geht auch die RNS-Menge auf das 0,81-fache des Kontrollwertes zuriick. In diesem Fall kann
spekuliert werden, dass eine Anderung der Polyaminmengen in der Brustdriise erforderlich ist

um trotz eines Aminosduremangels die Versorgung des Nachwuchses sicherzustellen. Um
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spezifische Effekte auf Proliferation, Apoptose oder Differenzierung fiir die unterschiedlichen
Polyamine zu iiberpriifen ist ein einheitliches und stabiles System noétig. Statt Schneider S2
Zellen zu verwenden, bei denen es sich um eine nicht klonale Zelllinie aus Drosophila
Embryonen handelt (Schneider, 1972), wire es moglicherweise hilfreich Versuche mit einer
monoklonalen Zelllinie durchzufilhren. Weiterhin wire es interessant CK2-vermittelte
polyaminspezifische Effekte auf die Differenzierung von Zellen und auf morphogenetische
Vorginge in Drosophila zu untersuchen. Dazu wire die Entwicklung von Pilzkorper-Neuronen
aus Neuroblasten in Drosophila ein System in dem sowohl Proliferation als auch Differenzierung
stattfindet und fiir das vielfdltige genetische Methoden zur Verfiigung stehen. So konnten
zelluldre Reaktionen auf die verschiedenen Polyamine in Abhéngigkeit unterschiedlicher
DCK2pB-Proteine oder zellulire Reaktionen nach Verlust von DCK2p in vivo untersucht werden.
Die Konzentration intrazelluldrer Polyamine ist durch eine Vielzahl beteiligter Enzyme,
miteinander verkniipfter Signalwege sowie durch die Moglichkeit zur Aufhahme extrazelluldrer
Polyamine und Abgabe von intrazelluldren Polyaminen in das extrazelluldire Medium komplex
reguliert. Um zwischen verschiedenen Versuchen vergleichbare Polyamintiter oder iiber lingere
Zeit stabile Polyamintiter zu gewéhrleisten, wére es deshalb notig, Polyaminmessungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durchzufiihren oder Gewebe (isolierte Gehirne) bzw. Zellen in
einer polyaminhaltigen Néhrlosung zu inkubieren. Durch Kultivierung von Neuroblasten von
Acheta domesticus in polyaminhaltiger Nidhrlosung konnte gezeigt werden, dass Putrescin die
Proliferation von Neuroblasten erhoht, wiahrend Spermidin und Spermin die Differenzierung von
Neuronen stimulieren (Cayre et al., 2001). Die Frage, ob diese zelluldren Reaktionen von CK2
abhingig sind, konnte durch analoge Versuche mit kultivierten Neuroblasten in Kombination mit
der Inhibition der CK2-Aktivitit durch RNAi oder durch einen CK2 spezifischen Inhibitor
beantwortet werden.

Organismen konnen als selektiv offene Systeme beschrieben werden, die mit der Umwelt einen
stetigen Stoff-, Energie- und Informationsaustausch betreiben und sich an Anderungen der
Umweltbedingungen anpassen. Im Laufe der Evolution haben sich mehrfach unterschiedliche
Mechanismen herausgebildet, die die Adaption des Stoffwechsels von Organismen und Zellen
auf dulere Bedingungen ermoglichen. Bei mehrzelligen Organismen ist zusétzlich der Stoff-,
Energie- und Informationsaustausch zwischen den Untereinheiten des lebenden Systems, also
zwischen Organen und Zellen, notig fiir das Uberleben des Gesamtsystems. Neben der
Regulierung von Signalwegen durch extrazellulire Stimuli haben auch Stoffwechsel-

zwischenprodukte innerhalb von Zellen Auswirkungen auf deren Verhalten. Um komplexe und
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ressourcenintensive Prozesse einzuleiten muss zuerst sichergestellt werden, dass die Zelle den
Prozess erfolgreich abschlieBen kann. Im Zellzyklus wird beispielsweise an Kontrollpunkten
iberpriift, ob die vorhergehende Phase erfolgreich abgeschlossen wurde und die
Vorraussetzungen zur Einleitung der nidchsten Phase gegeben sind. Eine einzelne Zelle muss also
in der Lage sein Informationen beziiglich ihres Zustandes zu detektieren und leitet darauthin
innerhalb ihrer Moglichkeiten eine zellulire Reaktion ein, die dem Uberleben des Organismus
dienlich ist.

In Bezug auf die hier vorliegende Arbeit ldsst sich ein Modell postulieren, in dem der
Polyaminspiegel iiber CK2 mit dem MAPK-Signalweg verkniipft ist und verschiedene
physiologische Auswirkungen zur Folge hat, die von der zelluliren Gesamtsituation abhangen.
Dabei sind die Polyaminkonzentrationen und die Relation der Polyamine zueinander das Signal,
das die Verfligbarkeit von Aminoséduren représentiert. Dieses Signal wird durch Bindung an den
Sensor CK2B und unter Strukturinderung des Holoenzyms an den Effektor CK2a
weitergegeben. Der Effekt ist die Modulation der Phosphorylierung von Raf und der davon
abhingigen Phosphorylierung der Effektorkinase Erk (Abbildung 27). Auf diese Weise konnten
physiologische Vorgdnge wie Proliferation, fiir die Aminosduren benétigt werden, in
Abhéngigkeit der Verfligbarkeit von Aminosduren adaptiv reguliert werden. Wenn ein
Organismus beispielsweise einer Hungersituation ausgesetzt ist, konnten durch Inhibition von
Proliferation und anderer Prozesse Ressourcen eingespart werden. Dieses Modell wird durch die
erwihnten Versuche gestiitzt, bei denen Nahrungsentzug bei Ratten zu einem relativen Anstieg
des Polyamins Spermin im Vergleich zu Spermidin fiihrt (Brosnan et al., 1983), wihrend der
inhibitorische Effekt von Spermin auf den MAPK-Signalweg in der hier vorliegenden Arbeit

beschrieben wurde.
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Abbildung 27) Modell eines Signalwegs zwischen Polyaminen, CK2, dem MAPK-
Signalweg und der Beeinflussung von Aminosidure-abhingigen Prozessen. Durch
den Abbau von Aminosduren im Harnstoffzyklus und die Polyaminsynthese entstehen
Polyamine, deren Menge und Relation zueinander als Signal auf den
Aminosédureabbau und damit auf die Verfligbarkeit zelluldrer Aminoséuren schlieen
lasst. Je nach Art des Polyamins (bzw. deren Relation zueinander) wird ein Signal
durch den Sensor CK2f erkannt und unter Strukturdnderung des CK2 Holoenzyms an
den Effektor CK2a weitergegeben. Bei Bindung von Putrescin (und Spermidin) ist der
Effekt eine relativ starke Phosphorylierung von Raf und Aktivierung von Erk, die
Aminosdure bendtigende Prozesse aktiviert (links). Dagegen fiihrt die Bindung von
Spermin an CK2 zu einer Inhibition von CK2, einem geringfiigig aktiven Zustand von
Rafund Erk und der Inhibition von Aminoséure benotigenden Prozessen.
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Zusammenfassung

Die heterotetramere Proteinkinase CK2 nimmt aufgrund der groBen Anzahl und Diversitét ihrer
Substrate, sowie aufgrund ihrer Eigenschaft Signalwege miteinander zu vernetzen eine
Sonderstellung innerhalb der Kinasen ein. CK2 beeinflusst Proliferation, Differenzierung und
Apoptose, Prozesse an denen auch Polyamine und der MAPK-Signalweg beteiligt sind.

Eine vor kurzem durchgefiihrte Arbeit beschreibt die Bindung von CK2 an das Geriistprotein
KSR und die Verstirkung des MAPK-Signalwegs durch Phosphorylierung von Raf-Proteinen in
Vertebraten.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CK2 auch in Drosophila mit KSR interagiert und
das einzige in Drosophila vorhandene Raf-Potein (DRaf) in vitro phosphoryliert. Im Gegensatz
zur Phosphorylierung der humanen B-Raf und C-Raf Proteine an Serin 446 bzw. Serin 338
innerhalb der ,negative charge regulatory region“ (N-Region), fithrten Kinasereaktionen und
Massenspektrometrische Untersuchungen zur Identifizierung von Serin 11 als CK2
Phosphorylierungsstelle in DRaf, wihrend ein zu Serin 446 in B-Raf dquivalentes Serin in der N-
Region in Drosophila nicht durch CK2 phosphoryliert wird. Durch Uberexpression von DRaf
sowie von zwei DRaf-Varianten bei denen Serin 11 durch Alanin oder Aspartat substituiert
wurde (DRaf*"* und DRaf*''®) konnte in Zellkulturexperimenten gezeigt werden, dass die
Ladung an der Aminosdureposition 11 die Funktion von DRaf beeinflusst, wobei eine negative
Ladung an dieser Stelle zur Phosphorylierung und Aktivierung der Effektorkinase Erk fiihrt.

Die Phosphorylierung durch CK2 ist unabhingig von regulatorischen Botenstoffen ("second
messengers"), wird aber durch Bindung von Polyaminen moduliert. Intrazelluldre Polyamine
entstammen zum grossen Teil dem zelluliren Aminosdurekatabolismus und beeinflussen die
Phosphorylierung von DRaf durch CK2 in vitro, wobei Spermin ein effizienter Inhibitor der
Reaktion ist, wihrend die Effekte von Putrescin und Spermidin gering sind. Auch in Drosophila
Schneider S2 Zellen und in adulten weiblichen Fliegen hat Spermin einen inhibitorischen, CK2-
abhédngigen Effekt auf die Aktivierung von Erk. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass
Putrescin und Spermidin in der Lage sind die Aktivierung von Erk, im Vergleich zu Zellen die
nur mit Spermin behandelt wurden, zu erhohen. Das spricht dafiir, dass die Phosphorylierung
von DRaf und die davon abhingige Aktivierung von Erk durch CK2 von der Menge und
Relation der verschiedenen Polyamine zueinander abhéngt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass der Polyaminmetabolismus tiber CK2

mit dem MAPK-Signalweg verkniipft ist. Nachdem Polyamine durch Aminosdurekatabolismus
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enstehen, kann auf diese Weise der MAPK-Signalweg in Abhéngigkeit der Verfiigbarkeit
zelluldarer Aminosduren reguliert werden. Vorversuche zeigten eine Beeinflussung von
Proliferation und Apoptose durch CK2 und Polyamine. Weitere Untersuchungen sind aber nétig
um spezifische Einfliisse von Polyaminen und CK2 auf zelluldre Prozesse wie Proliferation,

Differenzierung und Apoptose aufzudecken.
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Summary

Because of its high number and diversity of substrates, as well as its ability to cross-link
signalling pathways, the heterotetrameric protein kinase CK2 has an exceptional position within
kinases. CK2 influences proliferation, differentiation and apoptosis, processes in which also
polyamines and the MAPK-signalling pathway are involved.

A recent publication delineates binding of CK2 to the scaffold protein KSR and the enhancement
of the MAPK-signalling pathway by phosphorylation of Raf-proteins in vertebrates.

In my thesis I could show that CK2 also interacts with KSR in Drosophila and phosphorylates
the only existing Raf protein in Drosophila (DRaf) in vitro. In contrast to the phosphorylation of
human B-Raf- and C-Raf-proteins on serine 446 respectively serine 338 within the "negative
charge regulatory region" (N-region), kinase reactions and mass spectrometric analyses led to the
identification of serine 11 as phosphorylation site in DRaf, whereas a serine in the N-region,
which corresponds to serine 446 of B-Raf, is not phosphorylated by CK2 in Drosophila. In cell
culture experiments overexpression of DRaf and two DRaf-variants, in which serine 11 was
substituted by alanine or aspartate (DRaf*"'* and DRaf®''), revealed the charge at amino acid
position 11 to affect the function of DRaf, with a negative charge leading to phosphorylation and
activation of the effector kinase Erk. Phosphorylation by CK2 is independent of second
messengers, whereas it is modified by binding of polyamines. Intracellular polyamines mainly
derive from cellular amino acid catabolism and modulate the phosphorylation of DRaf by CK2
in vitro with spermine being an efficient inhibitor of the reaction, whereas the effects of
putrescine and spermidine are minor. In Drosophila Schneider S2 cells and adult flies spermine
inhibits the activation of Erk in a CK2-dependent way. Furthermore administration of putrescine
and spermidine in combination with spermine leads to enhanced Erk activation in cells compared
to cells that are treated with spermine. These results suggest that phosphorylation of DRaf and
the subsequent activation of Erk by CK2 are dependent on the amount and relative
concentrations of polyamines.

Altogether the results of this work demonstrate a role for CK2 in linking polyamine metabolism
to the MAPK-signalling pathway. Since polyamines derive from amino acid catabolism, the
MAPK-signalling pathway can be regulated dependent on the availability of cellular amino
acids. Preliminary experiments point to CK2- and polyamine-dependent effects on proliferation
and apoptosis. Further investigations are necessary to reveal specific effects of polyamines and

CK2 on cellular processes like proliferation, differentiation and apoptosis.
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11. Abkiirzungsverzeichnis

AMD: S-Adenosylmethionin Decarboxylase
ATP: Adenosintriphosphat

AZ:Antizym

AZIN: Antizym Inhibitor

CK2: Casein Kinase 2, (Ser-/Thr-Kinase)
CR1-3: Conserved Region 1-3

DAX: Diamin Exporter

DFMO: Difluoromethylornithin

DNS: Desoxyribonukleinsiure

EGF: Epidermal Growth Factor

Erk: Extracellular signal-regulated kinase, (Ser-/Thr-Kinase)

GDP: Guanosindiphosphat

GEF: Guaninnucleotid Exchange Factor

Grb2: Growth factor receptor binding protein 2
GST: Glutathion-S-Transferase

GTP: Guanosintriphosphat

IGF: Insulin-like Growth Factor

KSR: Kinase Suppressor of Ras

MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MARCM: Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker
mbu: mushroom body undersized

Mek: MAPKK/ Erk-Kinase, (Ser-/Thr-und Tyr-Kinase)
NGF: Nerve Growth Factor

N-Region: Negative charge regulatory region
ODC: Ornithin Decarboxylase

ORF: Open Reading Frame

PAK: p21-aktivierte Kinase

PAO: Polyamin Oxidase

PAGE: Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen
PCR: Polymerase Chain Reaction

PDGF: Platelet Derived Growth Factor
PP1/2A: Protein Phosphatase 1/2A
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Raf: Rat fibrosarcoma, (Ser-/Thr-Kinase)
Ras: Rat sarcoma, (GTPase)

RNS: Ribonukleinsiiure

SAM: S-Adenosylmethionin

SAMDC: S-Adenosylmethionin Decarboxylase
SDS: Sodiumdodecylsulfate

SH2: Src Homologie 2

SMO: Spermin Oxidase

SMS: Spermin Synthase

SOS: Son Of Sevenless, (Ras-GEF)

Src: Sarcoma, (Tyrosinkinase)

SRM: Spermidin Synthase

SSAT: Spermidin/Spermin Acetyltransferase
TBB: 4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazol
UAS: Upstream Activating Sequence

WTB: Wildtyp Berlin

WTF: Wachstumsfaktor
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