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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das Hormon Insulin, welches in den p-Zellen des Pankreas gebildet wird, spielt eine
essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung des Blutglucosespiegels. Dementsprechend
wichtig ist die Regulation der Insulinbiosynthese und -sekretion fiir eine schnelle Anpassung
an den aktuellen Bedarf. Bisherige Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die hochkonservierte,
ubiquitar vorkommende Serin-/Threoninkinase CK2 einen negativen Effekt auf diese
Regulation austibt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bringen neue Erkenntnisse Uber
die Rolle der CK2 in der pankreatischen Ratten-p-Zelllinie INS-1 832/13. Ich konnte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verifizieren, dass die Insulinsekretion in INS-1 832/13 Zellen
durch eine CK2-Hemmung gesteigert wird und weiterhin zeigen, dass diese Steigerung durch
eine Erhohung der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration {ber einen Influx von
extrazellularem Ca?" bedingt ist. Der Anstieg der Insulinsekretion konnte auch in
pankreatischen murinen Inseln beobachtet werden. Erstmals konnte in dieser Dissertation der
spannungsabhangige Calciumkanal Ca,2.1 als ein Zielmolekul fir eine Phosphorylierung
durch die CK2 identifiziert werden, wobei in vitro die Serine an Position 1677, 2362 und 2364
als CK2-Phosphorylierungsstellen identifiziert wurden. Weiterhin konnte ich den Ca,2.1
Calciumkanal in vitro und in vivo als einen Interaktionspartner der CK2 bestatigen und
demonstrieren, dass die Interaktion mit beiden Untereinheiten der CK2 erfolgt. Eine Hemmung
der CK2 tragt aulferdem zur Destabilisierung des Ca,2.1 Proteins bei. Durch einen
.knockdown® des Ca,2.1 Kanals konnte ich in der der vorliegenden Dissertation zum ersten
Mal zeigen, dass der stimulierende Effekt einer CK2-Inhibition auf die intrazellulare
Ca?*-lonenkonzentration zum Teil auf einen Influx Gber den Ca,2.1 zuriick zu fiihren ist.
Letztendlich konnte ich mit den vorliegenden Ergebnissen erstmals auf eine Regulation der
Insulinsekretion durch eine CK2-Phosphorylierung des Ca,2.1 Calciumkanals hinweisen. Eine
CK2-Hemmung stellt damit ein interessantes Target zur Stimulation der Insulinbiosynthese
und -sekretion dar und kénnte damit dazu beitragen, der Entstehung von Diabetes mellitus

entgegenzuwirken und neue Therapiemethoden zu entwickeln.
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Summary

2. Summary

Insulin, a peptide hormone which is synthesized in pancreatic B-cells, plays an essential role
in maintaining blood glucose levels. Accordingly, the regulation of biosynthesis and secretion
of insulin is key to quick adjustments to current needs. Previous findings pointed to the highly
conserved, ubiquitously serine-/threonine kinase CK2 for having a negative effect on this
regulation. The results of the present work show new insight into the role of CK2 in the cell
culture model of the rat pancreatic p-cells INS-1 832/13. As part of my thesis | could verify that
insulin secretion in INS-1 832/13 cells increases after CK2 inhibition and that this increase is
due to a rise of intracellular Ca?* ion concentration by an influx of extracellular Ca?*. This
increase in insulin secretion was also observed in pancreatic mouse islets. For the first time
the voltage-dependent calcium channel Ca,2.1 was identified as a target for CK2 with serine
1677, 2362 and 2364 as in vitro phosphorylation sites for CK2. Furthermore, | demonstrated
that Ca,2.1 is interacting with CK2 in vitro and in vivo and that the interaction is with both
subunits of CK2. Moreover, the inhibition of CK2 contributes to the destabilization of Ca,2.1
protein. In my dissertation | could show for the first time via Ca,2.1 knockdown that the
stimulating effect of a CK2 inhibition on intracellular Ca2* ion concentration is due to an influx
via Ca,2.1. In summary, for the first time, the findings described in this thesis point to a
regulation of insulin secretion through CK2 phosphorylation of the Ca,2.1 calcium channel.
Therefore, a CK2 inhibition represents an interesting target for stimulation of insulin

biosynthesis and secretion and could be meaningful for the treatment of diabetes.
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Einleitung

3. Einleitung

3.1 Die Glucose-stimulierte Insulinsekretion, Cav2.1 und die CK2

Das Pankreas ist eine lebenswichtige Drise, welche sowohl exokrine als auch endokrine
Funktionen wahrnimmt [1]. Zu den exokrinen Funktionen des Pankreas zahlt die Sekretion von
Verdauungsenzymen (z. B. Amylase, Lipase, Trypsinogen), sowie die Regulation des
Elektrolythaushaltes [2]. Im endokrinen Teil befinden sich die Langerhans-Inseln, welche nur
1-2% der Masse des Pankreas ausmachen [2], aber eine Schlusselrolle bei der
Aufrechterhaltung des Blutglucosespiegels spielen [3]. Die Langerhans-Inseln setzen sich
zusammen aus funf verschiedenen Zelltypen, die unterschiedliche Hormone produzieren:
Insulin-sezernierende B-Zellen (60-90%), Glukagon produzierende o-Zellen (15-20%),
Somatostatin produzierende 6-Zellen (3-10%), PP-Zellen welche das pankreatische
Polypeptid sezernieren (3-5%) und Ghrelin produzierende e-Zellen (1%) [2, 4]. Durch die
Abgabe dieser Hormone, wobei Glucagon und Insulin als Gegenspieler die Hauptrollen
spielen, wird der Blutglucosespiegel reguliert und bei < 6,1 mmol/l gehalten [5]. Ist der
Blutglucosespiegel zu niedrig, so sezernieren die «a-Zellen Glukagon, welches die
Glykogenolyse und die Gluconeogenese stimuliert [6]. Pankreatische B-Zellen agieren als
Glucosesensoren und sorgen dafur, dass bei einem zu hohen Blutglucosespiegel Insulin
synthetisiert und sezerniert wird. Insulin wiederum stimuliert die Glucoseaufnahme aus dem
Blut in Fettgewebe und Muskeln und inhibiert die Gluconeogenese und Glykogenolyse [7]. Der

Ablauf der Glucose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS) ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS) in einer 3-Zelle
(https:/islideplayer.com/slide/9237934/). Ein Anstieg des Blutzuckerspiegels fihrt zu einer Aufnahme von
Glucose uber den GLUT2 Transporter in die B-Zelle. Dort wird Glucose durch die Glucokinase zu
Glucose-6-phosphat phosphoryliert was zu der Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) in der Atmungskette fiihrt.
Durch den ATP Anstieg schlieBen ATP-sensitive Kaliumkanale und es kommt zu einer Depolarisation der
Plasmamembran. Dies fiihnrt zu einem Offnen von spannungsabhangigen Calciumkanalen. Durch den
darauffolgenden Einstrom von Ca?*-lonen in die B-Zelle kommt es zu einem Transport von Insulinvesikeln zur

Membran und schlief3lich zur Exozytose von Insulin.

Steigt die Konzentration von Glucose im Blut Uber 7 mM so wird Glucose Uber einen
Glucose-Transporter (GLUTZ2 in Nagetieren, GLUT1 im Menschen) [3, 8, 9] in die p-Zelle

aufgenommen und dort durch das Enzym Glucokinase zu Glucose-6-phosphat umgewandelt,

Rebecca Scheuer Seite | 4


https://slideplayer.com/slide/9237934/

Einleitung

womit ein essentieller Schritt der Glykolyse erfolgt. Die Expression von Insulin, GLUT2 und
auch die Expression der Glucokinase werden durch den Transkriptionsfaktor PDX-1 reguliert
[10]. Die phosphorylierte Glucose wird im Citratzyklus und in der mitochondrialen
Atmungskette weiter verstoffwechselt was letztendlich zu einem Anstieg des intrazellularen
ATP/ADP-Verhaltnisses fuhrt [11, 12]. Durch das veranderte Verhaltnis kommt es zu einer
SchlieBung von ATP-sensitiven K*-Kanalen (Kare) [2, 13]. Dadurch entsteht ein
Membranpotential [9], welches zum Offnen von spannungsabhangigen Calciumkanalen
(VDCCs) fuhrt, wodurch Calcium in die Zelle einstromt. Der Anstieg der intrazellularen
Ca?*-lonenkonzentration stimuliert die Freisetzung von Insulin aus Vesikeln iber Exozytose
[11-14]. Die Exozytose selbst wird unter anderem vermittelt durch SNARE-Proteine
(engl. Abkiurzung: soluble N-ethylmaleimide-sensible factor attachment protein receptors)
welche an der Zellmembran lokalisiert sind [9]. Die Interaktion von SNARE-Proteinen mit
anderen regulatorischen Proteinen (z.B.: Synaptotagmin, Rab3A) ermdglicht schliellich die
Fusion von Insulinhaltigen Vesikeln und der Membran [2]. Durch den initialen Glucosestimulus
wird nicht nur die Insulinsekretion induziert, es erfolgt auch eine Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, die unter anderem die Transkription des Insulins initiieren [15]. Kommt
es zu Fehlfunktionen der GSIS, so kann dies zum Krankheitsbild des Diabetes mellitus flhren.
Dabei ist der Blutzuckerspiegel des Betroffenen chronisch erhéht [16]. Unbehandelt kann die
Krankheit unter anderem zu Blindheit, Neuropathien, Dysfunktion der Nieren, Verlust der
GliedmalRen und generell zu einer verminderten Lebenserwartung fihren [16]. Als
Hauptformen werden Diabetes mellitus Typ 1 (10 — 15% der Betroffenen) und Typ 2 (90% der
Betroffenen) unterschieden, es gibt allerdings noch weitere Unterformen. Bei Typ 1 werden
die B-Zellen durch eine Autoimmunreaktion zerstort, wodurch ein absoluter Insulinmangel folgt.
Typ 2 Diabetes mellitus ist charakterisiert durch unterschiedlich stark ausgepragte
Insulinresistenzen und einen Verlust der -Zell Funktion was schlieRlich zur Hyperglykdmie
fuhrt bedingt ist [16—-18].

Spannungsabhéangige Calciumkanéale (VDCCs) vermitteln den Ca?*-lonen Einstrom in die
Zelle. Dort dient Ca** als second messenger und initiiert zelltypabhangig unterschiedliche
zellulare Ereignisse wie zum Beispiel die Sekretion von Hormonen oder Neurotransmittern,
Zellmigration, Gentranskription und Muskelkontraktion [19, 20]. Die VDCCs spielen auch in
den B-Zellen eine zentrale Rolle und sind dabei nicht nur von grof3er Bedeutung fir die
Insulinsekretion [14, 21], sondern auch fir die Entwicklung, die Reifung, das Uberleben, das
Wachstum und den Tod der B-Zelle [12, 22—24]. Die Weiterleitung des elektrischen Signals in
unterschiedlichen Zelltypen in Form von Ca?*-lonen erfordert unterschiedliche Subtypen
spannungsabhangiger Calciumkanale. Aufgrund der Spannungssensitivitat unterscheidet man
zunachst zwischen zwei Typen: LVA-Kanale (low voltage-activated) und HVA-Kanale

(high voltage-activated). Diese werden weiter unterschieden aufgrund lhrer Untereinheiten
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und lhrer biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften [25]. Der L-Typ (Ca,1.1,
Cav1.2, Cay1.3und Ca\1.4), der P/Q-Typ (Cav2.1), der N-Typ (Ca,2.2) und der R-Typ (Ca,2.3),
gehoren alle zu den HVA-Kanalen. Ca,3.1, Ca,3.2 und Ca,3.3 bilden den T-Typ und gehoren
zu den LVA-Kanalen [26-28]. VDCCs sind aus verschiedenen Untereinheiten aufgebaut, die
zusammen einen funktionellen Kanal bilden (Abbildung 2 A). Die a4-Untereinheit bildet den
Spannungssensor und die lonen-Pore und ist hauptsachlich verantworlich fir die
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften der Kanale [19]. Sie ist aufgebaut
aus vier homologen Abschnitten mit je sechs Transmembransegmenten (S1 - S6) und einem
p-loop zwischen S5 und S6 (Abbildung 2 B). Die Segmente S5 und S6 bilden zusammen mit
dem p-loop den lonenkanal, die S4 Segmente sind positiv geladen und bilden den
Spannungssensor [19]. Die Ca,p-, Cavo6- und die Cayy-Untereinheit spielen unter anderem
eine Rolle beim Transport, der Expression und der Steuerung des Kanals [27-29]. In
Saugetieren wurden zehn Gene flir die as-Untereinheit identifiziert, fur die B- und die
axd-Untereinheit jeweils 4 und fir die y-Untereinheit 8 Gene (Abbildung 2 C) [30]. Die fur die
as-Untereinheit codierenden Gene umfassen eine Lange von mindestens 250 kb und besitzen
bis zu 50 Exon-Intron Grenzen [30, 31]. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass jedes
Cava1-Gen zumindest 10 Stellen fUr alternatives Splicing besitzt, was zu einer riesigen Anzahl

an Proteinen durch unterschiedliche Splicevarianten fihren wirde [32].
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Abbildung 2 verindert nach Yang und Berggren [33]: Ubersicht iiber den Aufbau spannungsabhingiger
Calciumkanadle. A: Schematische Darstellung der Anordnung der Untereinheiten von spannungsabhangigen
Calciumkanalen in der Plasmamembran. B: Prognostizierte a1-Untereinheit

Topologie der von

spannungsabhangigen Calciumkanalen. C: Nomenklatur der as-Untereinheit von spannungsabhangigen

Calciumkanélen.

Wie zuvor erwahnt spielen spannungsabhangige Calciumkanale (VDCCs) eine zentrale Rolle
bei der Insulinsekretion [14, 21, 34]. Die B-Zellen von unterschiedlichen Spezies und Zelllinien
exprimieren unterschiedliche Kombinationen an VDCCs (Tabelle 1) [33-35]. Der L-Typ-Kanal
(Cav1.2 und Cay1.3) und der P/Q-Typ-Kanal (Ca,2.1) sind dabei in allen Spezies vorhanden

Rebecca Scheuer Seite | 7



Einleitung

[12, 23, 34-36] und nehmen die Hauptrollen bei der Insulinsekretion ein [34—37], wobei der
L-Typ bei der Generierung des Aktionspotentials eine Rolle spielt und der Ca?* Influx tber den
Ca2.1 (P/Q-Typ) wichtig fur die Exozytose der Insulinhaltigen Vesikel ist [34]. Der Ca,2.1
wurde in unterschiedlichen Zelllinien [33, 38—41], unter anderem in den INS-1 Zellen,
identifiziert [42]. Der Ca,2.1 stellt nach einer Stimulation mit Glucose den zweitwichtigsten Weg
fir den Influx von Ca?*-lonen dar. Seine Relevanz wird auch durch die kurze
Uberlebensfahigkeit von Ca,2.1 ,knockout* Mausen verdeutlicht [43]. In humanen B-Zellen ist
er fir 45% des gesamten Ca?* Stroms verantwortlich und seine Inhibition hat eine Reduktion
der GSIS um 60-70% zur Folge [34]. Daher ist es auch nicht Uberraschend, dass bei Ca,2.1
Genmutationen eine hohe Haufigkeit von Typ 2 Diabetes mellitus beobachtet wird [44].
Jegliche Veranderung von VDCCs (Mutationen, Expression, Aktivitdt oder der Anzahl in der
Membran) kann zu einer Dysfunktion von B-Zellen fuhren [30, 45, 46], wobei eine
Hochregulation der Aktivitdt oder Anzahl von spannungsabhangigen Calciumkanalen der
B-Zelle auch in einer erhohten Exozytose von Insulin resultieren kann [30, 47, 48]. Die
Hochregulation von VDCCs stellt damit einen potentiellen Weg zur Behandlung von Diabetes
mellitus dar. Allerdings fuhrt eine Hyperaktivierung von Ca, Kanalen auch zum Tod der
B-Zellen [49, 50]. Die Identifikation von Faktoren, welche die Aktivitdt und Expression von
VDCCs beeinflussen, ist somit wichtig flir ein besseres Verstandnis der
Regulationsmechanismen der Insulinsekretion und kdnnte auch bei der Entwicklung neuer

Therapien fir Diabetes mellitus von Nutzen sein.

Tabelle 1 [33]: Spannungsabhéngige Calciumkanale in pankreatischen p-Zellen und Inselzellen.

Cay Channel mRNA Protein Current
Origin Cavl.2 Cavl.3 Cav2.l Cav22 Cav23 Cav3.l Cavl.2 Cavl3 Cav2.l Cav22 Cav23 Cavi.l L PQ N R T
Human B3-cell + + + + + + + - +
or islet
Rat (3-cell or + + + + + + + + + 9 +
islet
Mouse 3-cell + + + - + + 4+ - 4+ -
or islet
Hamster HIT- + + + + + 92 9
15T
Rat INS-1 ? + + + + + - + + + + + ? + +
Rat RINmSF + + + + + + + + 2 +
Mouse MIN6 + + +
Mouse BTC- + + + + + +
3
Ca, channel, voltage-gated Ca>* channel; +, positive; —, negative; ?, controversial.

Posttranslationale Modifikationen stellen einen essenziellen Mechanismus zur Kontrolle und

Expression der Funktion von lonenkanalen dar [51]. Dazu gehdren Phosphorylierungen, die
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zu den wichtigsten Regulationsmechanismen in der Zelle gehéren. Die Reaktion, bei der eine
Phosphorylgruppe reversibel an ein Protein angehangt wird, wird durch entsprechende
Proteinkinasen katalysiert. Die pankreatische B-Zelle enthalt eine Vielfalt an Proteinkinasen
und Phosphatasen [30], welche einen groRen Einfluss auf die Insulinsekretion nehmen. Das
Ausmald und die Richtung der Einflussnahme von Phosphorylierungen auf die Exozytose
scheint dabei stark von dem Stimulus der Sekretion und auch von der Spezies bzw. Zelllinie
abzuhangen [52, 53]. Zielmoleklle fur Phosphorylierungen stellen unter anderem die
spannungsabhangigen Calciumkanale dar. Bei diesen besitzt die Cava1-Untereinheit mehrere
potentielle Phosphorylierungsstellen [30], was sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden
konnte [19, 54, 55]. Mehrere Studien haben zu der Hypothese gefiihrt, dass die
Wahrscheinlichkeit des Offnens von Calciumkanalen von ihrem Phosphorylierungsstatus
abhangig ist [56-58]. Der L-Typ Calciumkanal ist ein Beispiel fur die Regulation von VDCCs
durch Proteinphosphorylierung. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der Kanal durch
Proteinkinasen wie Proteinkinase A [47, 55, 59, 60], Proteinkinase C [61-64], oder CK2 [62,
65—67] phosphoryliert und beeinflusst werden kann. Allerdings sind nur wenige Aminosauren
in den Kanalen identifiziert worden, welche durch diese Kinasen phosphoryliert werden [54,
60, 65, 66].

Die Proteinkinase CK2, die erstmals 1954 beschrieben (damals Casein Kinase 2) wurde [68],
ist eine hoch Kkonservierte, ubiquitdre Serin-/Threoninkinase mit der minimalen
Konsensussequenz S/TxxD/E. Neben den Aminosauren Serin und Threonin ist sie ebenfalls
in der Lage Tyrosin zu phosphorylieren [69]. Das phosphorylierte Aminosaure liegt dabei
bevorzugt in einer sauren Umgebung [70]. Anstelle des Aspartats oder des Glutamats in
Position n+3 kann auch ein Phosphoserin bzw. Phosphothreonin stehen, was zu einer
hierarchischen Phosphorylierung des Substrats durch die CK2 flihrt. Das bedeutet, dass die
Phosphorylierung der zweiten AS erst nach der Phosphorylierung der ersten AS mdglich ist
[71]. Das CK2-Holoenzym ist aus zwei katalytischen Untereinheiten (42 kDa CK2a oder 38
kDa CK2a.") und zwei nicht-katalytischen Untereinheiten (26 kDa CK2p) in unterschiedlichen
Kombinationen als Heterotetramer aufgebaut [72, 73]. Die B-Untereinheit ist sowohl in vitro als
auch in vivo autophosphoryliert [74]. Die beiden katalytischen Untereinheiten werden durch
die B-Untereinheiten verbunden (Abbildung 3) [75, 76], wobei die Untereinheiten auch
unabhangig voneinander vorkommen und individuelle Funktionen ausuben [77-86]. Pinna et
al. [87] unterteilte die Substrate der CK2 Proteinkinase in drei verschiedene Klassen. Klasse |
sind Substrate, die sowohl durch die CK2o- oder CK2a.-Untereinheiten als auch durch das
Holoenzym phosphoryliert werden. Die Substrate der Klasse Il werden nur durch die freien
CK2a- oder CK2a'-Untereinheiten phosphoryliert und die Klasse Il Substrate werden nur

durch das CK2-Holoenzym phosphoryliert. Die CK2 gilt als konstitutiv aktiv und hat die
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charakteristische Eigenschaft, dass sie ATP ebenso effektiv wie GTP als Phosphatdonor

verwenden kann (duale Cosubstratspezifitat) [73, 88—91].

C-terminus of CK2a >

C-terminus of
CK2p

AMPPNP

b

N-terminus of CK2f

Abbildung 3: [72] Struktur der Proteinkinase CK2. Die katalytischen a-Untereinheiten sind in lila dargestelit.
Die B-Untereinheiten sind in gelb und blau gezeigt. Die N- und C-Termini der CK2a und CK2p sind exemplarisch

an einer Untereinheit durch Pfeile gezeigt.

Die CK2-Untereinheiten sind fir die Embryonalentwicklung essentiell, was durch CK2a
~knockout* Versuche bei Mausen gezeigt werden konnte [81, 92]. Es sind Uber 400 Substrate
und Interaktionspartner flr die CK2 bekannt, dazu gehdren unter anderem
Transkriptionsfaktoren, DNA/RNA Struktur beeinflussende Proteine, Signalproteine (z. B.:
Calcium-bindende Proteine), Proteinkinasen und Phosphatasen [73, 86, 88]. Dadurch ist CK2
in die Zellproliferation, Apoptose, DNA Reparatur, Zellentwicklung und -differenzierung,
Genexpression, Angiogenese, den Zellzyklus, und in die Regulation des Metabolismus [93—
102] involviert. Weiterhin ist die CK2 am Transport von Metallionen [103, 104] beteiligt. Zu
Ihren Substraten gehdren unter anderem das Zink Transporter Protein [105], der epitheliale
Natriumkanal (ENaC) [106] und der spannungsabhangige Calciumkanal Ca,1.2 [66]. In
Tumorzellen spielt die CK2 als anti-apoptotische Kinase eine wichtige Rolle und wird als
potentielles Target in der Tumortherapie untersucht [107-110]. Die Kinase ist sowohl nuklear
als auch cytoplasmatisch lokalisiert und wurde auch als Ektokinase beschrieben [111-114].
Die Ektophosphorylierung ist eine reversible Phosphorylierung extrazellularer Domanen, wie

sie zum Beispiel lonenkanale besitzen.
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Es gibt Anhaltspunkte fiir eine Rolle der CK2 beim Kohlenhydratstoffwechsel bzw. in der
pankreatischen B-Zelle, wobei bisher nur wenige konkrete Substrate identifiziert wurden [97,
100, 115, 116]. Beispielsweise phosphoryliert sie die Glykogensynthase und die
Phosphoglucose-lsomerase, was zu einer verminderten Aktivitat dieser Enzyme fuhrt [117,
118]. Auch der Insulinrezeptor und das Insulinrezeptor-Zielprotein Insulinrezeptorsubstrat 1
(Irs1) stellen Substrate fur die CK2 dar [115, 116]. In der B-Zelle selbst wird PDX-1, der
Haupttranskriptionsfaktor des Insulins durch CK2 phosphoryliert, was zum einen zu einer
Reduktion seiner Aktivitat [97] und zum anderen zu seiner Destabilisierung und seinem
proteasomalen Abbaus flhrt [119]. Durch die PDX-1 Phosphorylierung nimmt die CK2 auch
Einfluss auf die Insulintranskription und Ihre Hemmung hat deren Steigerung zur Folge. Rui,
Go6tz und Montenarh [120] konnten weiterhin zeigen, dass die Insulinsekretion durch eine
Inhibition der CK2 in pankreatischen p-Zellen (MING) gesteigert ist. Dartber hinaus kommt es
nach einer Insulinbehandlung von B-Zellen zu einer erhdhten CK2-Aktivitat [120]. Nach einer
Zugabe von Glucose findet eine Translokation der CK2-Untereinheiten in den Zellkern der
B-Zelle statt [121]. Das Gen fur Insulin wird, abhangig von der PDX-1 Phosphorylierung, durch
die CK2 reguliert [120]. Rossi et al. [122] postulieren, dass eine Inhibition der CK2 eine erhdhte
Insulinsekretion zur Folge hat, die durch den muskarinischen Ms-Acetylcholinrezeptor (M3R)
vermittelt wird. Acetylcholin fordert die Insulinsekretion teilweise Uber Aktivierung von M3R
[123, 124], der ein Substrat fir die CK2 darstellt [125]. Aufgrund dieser Beobachtungen scheint
die CK2 einen negativen regulatorischen Effekt auf die Glucose-stimulierte Insulinbiosynthese
und -sekretion zu haben, womit sie ein interessantes Zielmolekiil fir neue Therapieansatze in
der Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 darstellen wirde. Einen madglichen
Regulationsmechanismus stellt die CK2-vermittelte Phosphorylierung eines
spannungsabhangigen Calciumkanals dar. Die Phosphorylierung kdnnte einen veranderten
Ca?*-lonen Influx zur Folge haben, was wiederum die Insulinsekretion beeinflussen wiirde.
Somit wirde die CK2 Uber die Regulation eines Calciumkanals indirekt auch die

Insulinsekretion steuern.
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3.2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die Rolle der Proteinkinase CK2 bei der
Glucose-stimulierten Insulinsekretion in B-Zellen des Pankreas naher zu untersuchen. Dazu
soll zunachst mittels eines ELISA Uberpruft werden ob auch in der B-Zelllinie INS-1 832/13 die
Insulinsekretion nach CK2-Inhibition gesteigert wird. Im Anschluss daran soll mit Hilfe von
Fluoreszenzmessungen untersucht werden, ob die gemachte Beobachtung durch eine
Veranderung der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration bedingt ist und ob die mdgliche
Veranderung auf intra- oder extrazellulares Ca?* zurlickzuflhren ist. Im nachsten Schritt, soll
mit Hilfe von Phosphorylierungsassays und Phosphorylierungsmutanten festgestellt werden,
ob der spannungsabhangige Calciumkanal Ca,2.1 ein mogliches Zielmolekll fir die CK2
darstellt und die konkreten CK2-Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Zur
Untersuchung des Ca,2.1 Kanals als potentieller Interaktionspartner der CK2 sollen
GST pull-down Analysen durchgeflhrt werden. Durch immunologische Proteinnachweise soll
ebenfalls Uberprift werden, ob und inwiefern eine CK2-Phosphorylierung beziehungsweise
eine Hemmung der CK2 den Proteingehalt, die Stabilitdt und den Abbau von Ca,2.1
beeinflusst. Schliellich soll mit Hilfe von siRNA-Experimenten und Fluoreszenzmessungen
eine  Verbindung zwischen der potentiellen Verdnderung der intrazelluléren
Ca?*-lonenkonzentration nach CK2-Hemmung und dem Ca,2.1 Kanal nachgewiesen werden.
Zusammenfassend sollen die beschriebenen Experimente helfen, den Wissensstand
bezlglich der Rolle der CK2 bei der Glucose-stimulierten Insulinsekretion zu erweitern und
damit zu einer moglichen Therapie von Diabetes mellitus durch CK2-Hemmung beitragen zu

konnen.
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4. Materialien

4.1 Gerate, Chemikalien und Enzyme
4.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2 ml/5 ml/10 ml Einmalspritze Injekt® Solo
1.5 ml/2 ml/ 5 ml Reaktionsgefalle

15 ml/50 ml Réhrchen mit Schraubverschluss
6-well-Zellkulturplatte

96-Loch Platten weifls Nunc®
100-mm/60-mm Kulturschalen

Amersham™ Hybond™ PVDF-Membran
Autoklav Varioklav® 400

Beckman J2-HS Kuhlzentrifuge

Beckman L-60 Ultrazentrifuge

Western Blot Inkubationsboxen

Brutschrank Heraeus 6000 mit CO»-Begasung
charge-couple device (CCD) Kamera
CoolCell LX

Corex®-Rohrchen

Deckglaschen rund, (25 mm)
Elektrophoresekammer SE250 Mighty Small
Eppendorf Kihlzentrifuge 5415R
Eppendorf Zentrifuge 5415C
Geltrockner

Glasplatten fur Elektrophorese
Feinwaage Kern 770

Filterpapier 3MM
Halbmikrokuvetten

Hamilton MICROLITER Spritze
Heizblock Thermostat 5320
Infinite M200 Pro TECAN Reader
Inkubator

Kihlzentrifuge Sigma 4K10

Labor-Glasware

Rebecca Scheuer

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
GE Healthcare GmbH, Solingen

H+P Labortechnik, Oberschleilfheim
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Heraeus Inc., Hanau

TILL Photonics, Kaufbeuren

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Hoefer Inc., Holliston

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Frobel Labortechnik, Lindau

Hoefer Inc., Holliston

Kern & Sohn GmbH, Balingen
Whatman, Kent

Sarstedt, NUmbrecht

Hamilton, Bonaduz

Eppendorf AG, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miinchen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Schott, Mainz
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Magnetrihrer MR3000, MR3002

Milli-Q Plus Wasserfiltrations-Reinigungssystem

Nucleobond® AX 100-Saulen

P81 lonenaustausch-Filterpapier

Parafiim M

PCR Thermal Cycler MJ Mini

Petrischalen 94 mm

pH-Meter, pH537

Pipetten (1000 ul, 200 pl, 20 yl, 10 pl, 2.5 pl)
Pipettenspitzen

Pipette Pipetus®

Powergerate

Rontgenfilm (AGFA Cronex 5)
Roéntgenfilmentwicklermaschine
Sterilbank LaminAir® HBB 2448
Semi-dry Elektro-Blotter Maxi 20 x 20cm
Szintillationsanalysator 190S AB/LA
Thermomixer 5436

Thermomixer comfort
Thermoschuttler Certomat® H
Ultraschallbad Transonic 460
Branson Sonifier Cell Disruptor B15
Universal Hood II-System
UV-Quarzkivette 10 mm
UV-Transilluminator 302 nm
UV-visible Spektrophotometer
Ultrospec 2100 pro

Vortex Genie 2™

Waage Sartorius MC1 Laboratory
Wasserbad

Zeiss Mikroskop Axiovert 100

Rebecca Scheuer

Heidolph, Schwabach

Merck Millipore, Darmstadt
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Whatman, Kent

Pechiney, Plastic Packaging, Chicago
BioRad, Minchen

Greiner, Nartingen

WTW, Weilheim

Eppendorf AG, Hamburg

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Pharmacia Biotech Inc., Piscataway
AGFA-Gevaert, Belgien
AGFA-Gevaert, Belgien

Heraeus Holding GmbH, Hanau
STARLAB GmbH, Hamburg
Canberra-Packard GmbH, Dreieich
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Elma Schmidbauer GmbH, Singen

G. Heinemann, Schwabisch Gm{ind
BioRad, Munchen

Hellma, Mullheim

Bachofer GmbH, Reutlingen

Amersham Bioscience, Miinchen

Bender & Hobein AG, Zirich
Sartorius AG, Goéttingen

GFL Laborgerate, Burgwedel
Carl Zeiss AG, Oberkochen

Seite | 14



Materialien

4.1.2 Chemikalien

6x DNA Loading Dye
10x Tango Puffer

Acrylamid-Stammldsung Rotiphorese® Gel30

Agar-Agar, Kobe |

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Ampicillin

APS

Protein Assay Dye Reagent Concentrate
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail,
EDTA-frei

Coomassie Brilliant Blue G250 und R250
CX-4945 (Silmitasertib)

Cycloheximid
Desoxyribonucleosidtriphosphat (ANTP) Mix
DharmaFECT1

DMSO

DTT

EDTA

Ethidiumbromid

FCS

Fura 2-AM

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

GeneRuler 50 bp DNA Ladder
Glutathion

Glutathion-Sepharose

Glycerin

LB-Medium

MG132

Natriumpyruvat

Nonidet® P-40 (NP-40)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
PhosSTOP™ Phosphataseinhibitor Cocktail

Prestained Protein Molecular Weight Marker

Rebecca Scheuer

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Minchen

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Boehringer, Ingelheim
Selleckchem, Houston

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Dharmacon, Colorado

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Pharmacia Biotech, Schweden
Sigma-Aldrich, Minchen
Biochrom GmbH, Berlin

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Sigma-Aldrich, Minchen

GE Healthcare GmbH, Solingen
Zentrales Chemikalienlager, Saarbriicken
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
ENZO life sciences, Lorrach
Sigma-Aldrich, Minchen

Fluka BioChemika, Schweiz
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham
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Protein G-Sepharose

Quinalizarin

Rinderserumalbumin (BSA)

RPMI 1640-Medium

RPMI 1640-Medium ohne Glucose
Sepharose CL-4B

SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate

TEMED

Tetracyclin

Triton® X-100

TurboFect™ Transfektionsreagenz
Tween® 20

Unstained Protein Molecular Weight Marker

Verschiedene gewdhnliche Laborchemikalien

4.1.3 Radiochemikalien
[*?P]-y-ATP (10 uCi/ul)

[2P]--GTP (10 pCi/ul)
[*°S]-Methionin (10 pCi/ul)

4.1.4 Enzyme

BamHI
CK2-Holoenzym

CK2a

EcoRI

Rebecca Scheuer

Amersham Biosciences AB, Uppsala
Labotest OHG, Niederschona
Sigma-Aldrich, Minchen

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

GE Healthcare, Freiburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

MP Biomedicals, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Merck KGaA, Darmstadt; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen; Carl Roth

GmbH, Karlsruhe; Fischer, Saarbriicken

Hartmann Analytic, Braunschweig
Hartmann Analytic, Braunschweig

Hartmann Analytic, Braunschweig

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Montenarh,
Universitat des Saarlandes

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Montenarh,
Universitat des Saarlandes

Thermo Fisher Scientific, Waltham
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Phusion HF DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham
T4 DNA-Ligase Thermo Fisher Scientific, Waltham
Trypsin Biochrom, Berlin

Xhol Thermo Fisher Scientific, Waltham

4.1.5 Experimentelle Kits

GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham
Insulin Rat ELISA Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham
NucleoBond® Plasmid DNA Purification Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dlren
Q5 Site-directed Mutagenesis Kit New England Biolabs, Frankfurt/Main
TnT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems Promega, Mannheim
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4.2 Molekulargewichtsmarker
4.2.1 DNA-Molekulargewichtsmarker

Zur GroRenbestimmung von doppelstrangigen DNA-Fragmenten auf Agarosegelen wurde in
der vorliegenden Dissertation der GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(50-1000 bp, Abbildung 4, links) und der  GeneRuler 1 kb DNA  Ladder
(250-10000 bp, Abbildung 4, rechts) der Firma Thermo Fisher verwendet. Fir die Analyse

wurden 8 pl des jeweiligen Markers mit einer Konzentration von 0.5 ug/ul eingesetzt.

1% agarose

Abbildung 4: In der Arbeit verwendete DNA-Molekulargewichtsmarker. Links: GeneRuler 50 bp DNA Ladder,
50—1000 bp, Thermo Fisher. Rechts: GeneRuler 1 kb DNA Ladder, 250-10000 bp, Thermo Fisher.

4.2.2 Protein-Molekulargewichtsmarker

Zur Uberprifung und Darstellung der Proteinauftrennung wahrend der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese und zur Verifizierung des Transfers der Proteine auf eine
PVDF-Membran wurde in der vorliegenden Arbeit der Pierce™ Prestained Protein MW Marker
(20-120 kDa) von Thermo Fisher, der PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10-250
kDa) von Thermo Fisher und der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-180 kDa)
verwendet. Die Proteine des Markers sind kovalent an einen blauen Chromophor gekoppelt.
Wurde das SDS-Polyacrylamidgel im Anschluss an die Proteinauftrennung mit Coomassie-
Blau gefarbt wurde der Pierce™ Unstained Protein MW Marker (14.4-116 kDa) der Firma
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Thermo Fisher eingesetzt (Abbildung 5, von links nach rechts), der durch die Farbung sichtbar

gemacht werden muss.

kDa kDa kDa kDa
120 ~250 —~180 -116.0
el ]

- ~ 85 130 >
- _ Jane ~ 66.2

~100 oo
_ 50 70 ' ~ 450

55 — ~55
— ~40 - 35.0

~ ~35 %8 g
B o5 | e | -25 _ g5 | we—— 250
~15 B — ~15 —— 18.4
_— - ~20 p—— 14,4

Abbildung 5: In der Arbeit verwendete Protein-Molekulargewichtsmarker. Von links nach rechts: Pierce™
Prestained Protein MW Marker (20-120 kDa), PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10-250 kDa),
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-180 kDa), Pierce™ Unstained Protein MW Marker (14.4-116 kDa), alle

Marker von Thermo Fisher.

4.3 Antikorper
4.3.1 Primarantikorper
Tabelle 2: Verwendete Primarantikdper

Antigen Details

o-Tubulin Monoklonaler Mausantikdrper (clone DM1A, Sigma-Aldrich,
Munchen), Detektion bei ca. 55 kDa
Verdunnung: 1:1000 (Western Blot),
in PBS mit 0.1% Tween 20, mit 1% (w/v) Magermilchpulver

Inkubation fir 1 h bei RT (Raumtemperatur)

CACNA1A (Cav2.101a) Monoklonaler Kaninchenantikoérper (ab181371, Abcam,
Cambridge), Detektion bei ca. 282 kDa
Verdiinnung 1:1000 (Western Blot),
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in TBS mit 0.05% Tween 20, mit 5% (w/v) Magermilchpulver
Inkubation Uber Nacht bei 4°C

CK2a

Monoklonaler Mausantikérper 1A5 [126], Detektion bei ca.
42 kDa

Verdiinnung 1:500 (Western Blot),

in PBS mit 0.1% Tween 20, mit 1% (w/v) Magermilchpulver
Inkubation Uber Nacht bei 4°C

CK2a'

Polyklonales Kaninchenantiserum #30 [127], Detektion bei
ca. 38 kDa

Verdinnung 1:1000 (Western Blot),

in PBS mit 0.1% Tween 20, mit 1% (w/v) Magermilchpulver
Inkubation fur 3 h bei RT

CK2pB

Polyklonales Kaninchenantiserum #32 [127], Detektion bei
ca. 28 kDa

Verdiunnung 1:1000 (Western Blot),

in PBS mit 0.1% Tween 20, mit 1% (w/v) Magermilchpulver
Inkubation fur 1 h bei RT

CK2-Phospho-Substratmotiv
[(pS/pT)DXE]

Monoklonaler Kaninchenantikoérper (#8738, Cell Signaling
Technology, Frankfurt am Main) Detektion von CK2-
phosphorylierten Proteinen

Verdiinnung 1:1000 (Western Blot),

in TBS mit 0.05% Tween 20 mit 5% (w/v) BSA

Inkubation Uber Nacht bei 4°C

FLAG

Rebecca Scheuer

Monoklonaler Mausantikérper (Anti-FLAG M2, Sigma-
Aldrich, Munchen) Detektion des FLAG-Tags

Verdiinnung 1:1000 (Western Blot),

in PBS mit 0.1% Tween 20, mit 1% (w/v) Magermilchpulver,
Inkubation fur 1 h bei RT
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HSP70

Materialien

Polyklonales Kaninchenantiserum (AG von Prof. Dr.
Zimmermann, Homburg), Detektion bei ca. 70 kDa
Verdiinnung 1:500 (Western Blot),

in PBS mit 0.1% Tween 20, mit 1% (w/v) Magermilchpulver
Inkubation fur 1 h bei RT

PARP

Polyklonaler Kaninchenantikorper (#9542, Cell Signaling
Technology, Frankfurt am Main), Detektion bei ca. 89 kDa
(cleaved PARP) und 116 kDa (PARP)

Verdinnung 1:1000 (Western Blot),

in TBS mit 0.05% Tween 20, mit 5% (w/v) Magermilchpulver
Inkubation Uber Nacht bei 4°C

4.3.2 Sekundarantikorper

Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikérper

Antigen

Details

Kaninchen IgG

Peroxidase-konjugierter Antikdrper (aus Ziege, ab205718,
Abcam, Cambridge)

Verdunnung 1:30000 (CK2a', CK2B3, PARP, HSP70) bzw.
1:2000 (CK2-Phospho-Substratmotiv, CACNA1A) (Western Blot)
Inkubation fur 1 h bei RT

Maus IgG

Rebecca Scheuer

Peroxidase-konjugierter Antikdrper (aus Ziege, 115-035146,
Dianova, Hamburg)

Verdinnung 1:10000 (1A5, a-Tubulin, FLAG) (Western Blot)
Inkubation fir 1 h bei RT

Seite | 21



Materialien

4.4 Bakterienstamme

Escherichia coli XL1 blue: Der Bakterienstamm besitzt eine Tetracyclinresistenz und wird zur

Plasmidamplifikation verwendet.

Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proAB lacl®ZAM15 Tn10
(Tet)]

Quelle: Stratagene, Waldbronn

4.5 Nahrmedien fiir Bakterien

Zur Herstellung des Mediums fur die Bakterienanzucht wird 2.5% (w/v) LB-Medium
(1% Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 1% NaCl) in H2Ogeion. geldst und autoklaviert. Zur Herstellung
von Selektionsplatten wird 1.5% Agar-Agar Kobe | hinzugefugt. Die LB-Agar-Lésung wird mit
dem entsprechenden sterilen Antibiotikum versetzt und in Petrischalen gegossen. Die

Aufbewahrung der Selektionsplatten erfolgt bei 4°C flir bis zu zwei Wochen.

4.6 Zellsystem
INS-1 832/13: Ratten-Insulinoma-B-Zelllinie, Glucose-responsiv Passagen <45 [128].

Quelle: Prof. Dr. G. Thiel, Homburg

4.7 Primer

Tabelle 4: Verwendete Primer

Primer Sequenz 5° - 3 Orientierung | Schnittstelle Tm

[°C]
Klonierprimer Cay, | AGA GAG CTC GAG GGC 5 Xho1 70°C
1666-1738 Fw AAC ATC GGC
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Klonierprimer Cay, | TCT CTC CTC GAG TTA 3 Xhot 68°C
1666-1738 Rv CGC GAACTC GTT
Mutageneseprimer | AGA CGA GGA CGC CGA 5 - 71°C
S1677A Fw CGAGGATGAATTC
Mutageneseprimer | TCC CCG TCA ATG CCG 3 - 62°C
S1677A Rv ATG
Klonierprimer Cay, | AGA GAG GGA TCC GAC 5 BamHI 71°C
2177-2369 Fw CGG GAT CGC
Klonierprimer Ca, | TCT CTC GAATTC TTA 3 EcoRI 66°C
2177-2369 Rv GCA CCAGTCGTC
Mutageneseprimer | CGA CGC GTA CGG CGA 5 - 75°C
S2362G Fw GAG CGA GGA CG
Mutageneseprimer | TGCGCGCCCCTGCGGGCT 3 - 76°C
S2362G Rv
Mutageneseprimer | GTA CAG CGA GGC CGA 5 - 76°C
S2364A Fw GGA CGACTG GTG CTA
AGA TGG

Mutageneseprimer | GCG TCG TGC GCG CCC 3 - 71°C
S2364A Rv CTG
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4.8 Plasmide

Tabelle 5: Verwendete Plasmide

Materialien

Plasmid Resistenz | Details Hersteller
p3XFLAG-CMV-7.1 Amp’ Eukaryonter Expressionsvektor | Sigma Aldrich
fur FLAG getaggte
Fusionsproteine unter der
Kontrolle eines CMV-Promotors
3xFLAG-CMV-CK2a Amp' cDNA der humanen CK2a.- Prof. Dr. Claudia Go6tz
Untereinheit
pcDNAG-Cay2.1 Amp’ cDNA des murinen Ca,2.1au1a Addgene #26578
pGEX-4T-1 Amp’ bakterieller Expressionsvektor Amersham Pharmacia
fur GST getaggte Biotech, Miinchen
Fusionsproteine unter der
Kontrolle eines tac-Promotors
pGEX-4T-1 Ca,2.1 Amp' cDNA des murinen Ca,2.1a1a R. Scheuer
(1666 — 1719) von AS 1666 — 1719
pGEX-4T-1 Ca,2.1 Amp’ cDNA des murinen Ca,2.101a R. Scheuer
(1666 — 1719) von AS 1666 — 1719 mit S1677
S1677A zu A mutiert
pGEX-4T-1 Ca,2.1 Amp’ cDNA des murinen Ca,2.10u1a Prof. Dr. Claudia Go6tz
(2177 — 2369) von AS 2177 — 2369
pGEX-4T-1 Ca,2.1 Amp’ cDNA des murinen Ca,2.10u1a R. Scheuer
(2177 — 2369) von AS 2177 — 2369 mit S2362
S2362G zu G mutiert
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pGEX-4T-1 Ca,2.1 Amp’ cDNA des murinen Ca.2.1a1a R. Scheuer

(2177 — 2369) von AS 2177 — 2369 mit S2364

S2364A zu A mutiert

pGEX-4T-1 Ca,2.1 Amp’ cDNA des murinen Ca.2.1au1a R. Scheuer

(2177 — 2369) von AS 2177 — 2369 mit S2362

S2362A/S2364A und S2364 zu A mutiert

18AC70ZC Seq 1_ Kana" | cDNA des murinen Ca,2.1au1a Invitrogen

pMK-RQ von AS 2177 — 2369 mit S2362
und S2364 zu A mutiert

pRSET-A-CK2a Amp’ cDNA der humanen CK2a- Prof. Dr. Claudia G6tz
Untereinheit

pRSET-A-CK2p3 Amp’ cDNA der humanen CK2p- Prof. Dr. Claudia Gétz
Untereinheit

4.9 Gereinigte, rekombinante Proteine

Tabelle 6: Verwendete gereinigte, rekombinante Proteine

Name

Details

CK2-Holoenzym

AG Prof. Dr. M. Montenarh

CK2a

AG Prof. Dr. M. Montenarh

GST-Ca,2.1 (1666-1738)

Maus Ca.2.1 (AS 1666-1738), R. Scheuer

GST-Ca,2.1 (1666-1738) S1677A

Rebecca Scheuer

Maus Ca2.1 (AS 1666-1738) mit S1677 zu A

mutiert, R. Scheuer
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GST-Cav2.1 (2177-2369)

Materialien

Maus Ca,2.1 (AS 2177-2369), R. Scheuer

GST-Cav2.1 (2177-2369) S2362G

Maus Ca,2.1 (AS 2177-2369) mit S2362 zu G

mutiert, R. Scheuer

GST-Ca2.1 (2177-2369) S2364A

Maus Ca2.1 (AS 2177-2369) mit S2364 zu A

mutiert, R. Scheuer

GST-Ca,2.1 (2177-2369)
S2362A/S2364A

4.10 Puffer und Losungen

Maus Ca\2.1 (AS 2177-2369) mit S2362 und
S2364 zu A mutiert, R. Scheuer

Tabelle 7: Puffer fir die Agarosegelelektrophorese

DNA-Probenpuffer (6x)

80% 2x TAE-Puffer

20% Glycerol

0.25% (w/v) Bromphenolblau
0.25% (w/v) Xylene cyanol FF
Lagerung bei RT

Ethidiumbromid

10 mg/ml geldst in HoOgeion.
Lagerung bei 4°C

TAE-Puffer (10x), pH 7.4

Rebecca Scheuer

400 mM Tris-Acetat

200 mM Na-Acetat

10 mM Nas-EDTA

geldst in H2Ogeion., autoklaviert

Lagerung bei RT
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Tabelle 8: Antibiotika und Puffer fir die Bakterienkultur

Ampicillin

50 mg/ml
50% (v/v) Ethanol
gelost in H2Ogeion., sterilfiltriert

Lagerung bei -20°C

LB-Agarplatten, pH 7.5

1.5% (w/v) Agar-Agar
1% (w/v) Trypton

1% (w/v) NaCl

0.5% (w/v) Hefeextrakt

geldst in H2Ogeion., autoklaviert

entsprechende Antibiotika zusetzen

Lagerung bei 4°C fur 14 Tage

(50 pg/ml Ampicillin, 12.5 pg/ml Tetracyclin)

LB-Medium, pH 7.5

1% (w/v) Trypton

1% (w/v) NaCl

0.5% (w/v) Hefeextrakt
gelost in H2Ogeion., autoklaviert

Lagerung bei RT

Tetracyclin

6.25 mg/ml
geldst in Ethanol absolut,

Lagerung bei -20°C

TfBI (Transformationspuffer fur E. coli)

100 mM KClI

50 mM MnCl;

30 mM K-Acetat
10 mM CaCl:
15% (v/v) Glycerin

Lagerung bei 4°C

geldst in H2Ogeion., autoklaviert

TfBII (Transformationspuffer fir E. coll)

Rebecca Scheuer

10 mM Na-MOPS, pH 7.0
75 mM CacCl;
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10 mM KCI
15% (v/v) Glycerin

geldst in H2Ogeion., autoklaviert

TYM-Medium 20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

2 g MgSO4-7H0

gelost in 1 1 H2Ogeion., autoklaviert

Lagerung bei RT

Tabelle 9: Stockldésungen fir den Gebrauch in der Zellkultur

Glucose-Stocklésung 2 M D (+)-Glucose
gelost in H2Ogeion., sterilfiltriert

Lagerung bei 4°C

Natriumpyruvat 1 M Natriumpyruvat
geldst in H2Ogeion., sterilfiltriert

Lagerung bei 4°C

Trypsin/EDTA-Lésung, pH 7.1 | 0.25% (w/v) Trypsin
0.1% (w/v) EDTA

geldst in PBS, sterilfiltriert
Lagerung bei 4°C

Tabelle 10: Puffer und Stocklésungen fir die zellulare Proteinextraktion

Complete™ Proteaseinhibitor (25x) 1 Tablette
ge|OSt |n 2 ml HZOdeion,

Lagerung, aliquotiert bei -20°C
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PBS (1x), pH 7.4

Materialien

137 mM NaCl

8 mM NaxHPO4-2H,0
2.7 mM KCI

1.5 mM KH2PO4
geldst in H2Odgeion.

Lagerung bei 4°C

PhosSTOP™ Phosphataseinhibitor (10x) 1 Tablette

geldst in 1 ml H2Ogeion.

Lagerung aliquotiert bei -20°C

Lysepuffer, pH 7.4

50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% (v/v) Triton X-100
1% NP-40

geldst in H2Ogeion.

Lagerung bei -20°C

Tabelle 11: Puffer fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

APS

10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

gelost in H2Ogeion.
Lagerung bei -20°C bzw. 4°C

Coomassie-Blau Farbelésung

0.2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
0.01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250

50% (v/v) Methanol
10% (v/v) Eisessig
ad 100% H20dqeion.
Lagerung bei RT

Elektrophoresepuffer (10x)

Rebecca Scheuer

250 mM Tris-HCI, pH 8.8
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1.92 M Glycin
35 mM SDS
gelost in H2Ogeion.

Lagerung bei RT

Entfarbelésung flir Coomassie-Blau

20% (v/v) Methanol
10% (v/v) Eisessig
70% H2Ogeion.
Lagerung bei RT

Gellésung A, Acrylamid-Stammldsung

(gebrauchsfertig)

30% (w/v) Acrylamid

0.8% (w/v) N,N'-Methylenbisacrylamid

Lagerung bei 4°C

Gellésung B, Trenngel

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
14 mM SDS
gelost in H2Ogeion.

Lagerung bei 4°C

Gellésung C, Sammelgel

495 mM Tris-HCI, pH 6.8
14 mM SDS
gelost in H2Ogeion.

Lagerung bei 4°C

SDS-Probenpuffer nach Lammli (3x)

Rebecca Scheuer

65 mM Tris-HCI, pH 8.8

10% (v/v) Glycerin

5% (v/v) B-Mercaptoethanol
2% (w/v) SDS

0.01% (w/v) Bromphenolblau
Lagerung bei 4°C bzw. RT
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Tabelle 12: Puffer fir den Western Blot und die nachfolgende Proteindetektion

Blockpuffer, pH 7.4

5% (w/v) Milchpulver oder 5% (w/v) BSA
0.1% (v/v) oder 0.05% Tween 20

geldst in PBS oder TBS (Antikorper (AK)
abhangig)

Lagerung bei 4°C oder -20°C

Inkubationspuffer, pH 7.4

1% bzw. 5% (w/v) Milchpulver oder 5% (w/v) BSA
0.1% (v/v) oder 0.05% Tween 20

geldst in PBS oder TBS (AK abhangig)

Lagerung bei 4°C oder -20°C

PBS (1x)

137 mM NaCl
2.7 mM KCI

8 mM NaxHPO4
1.5 mM KH2PO4
pH 7.4

TBS (1x)

25 mM Tris-HCI
150 mM NaCl
geldst in H2Ogeion.

Lagerung bei 4°C

Transferpuffer (10x)

200 mM Tris-HCI, pH 8.3
1.5 M Glycin

geldst in H2Ogeion.
Lagerung bei 4°C

Waschpuffer |, pH 7.4

0.1% (v/v) Tween 20
geldst in PBS
Lagerung bei 4°C

Waschpuffer Il, pH 7.4

Rebecca Scheuer

0.05% (v/v) Tween 20
gelést in TBS
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Lagerung bei 4°C

Tabelle 13: Puffer fur den in vitro CK2-Kinaseaktivitatsassay

CK2-Kinasepuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7.5
150 mM NaCl

5 mM MgCl; - 6 H.0
1mMDTT

geldst in H2Ogeion.

Lagerung bei -20°C

CK2 Reaktionsmix, pH 8.5 41.6 mM Tris-HCI

250 mM NaCl

8.4 mM MgCl,

2mMDTT

84 mM ATP

geldst in H204geion.

Lagerung, aliquotiert bei -20°C

frisch dazu: 0.32 mM synthetisches Peptid fur CK2

Synthetisches Peptid fiir CK2 12 mM synthetisches Peptid flir CK2
(Stocklésung) geldst in H2Ogeion.

Sequenz: RRRDDDSDDD,
Lagerung, aliquotiert bei -20°C

Tabelle 14: Stocklésungen fir CK2 Inhibitoren

CX-4945 Stocklésung 10 mM CX-4945 gelést in DMSO,
Lagerung bei -20°C
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Quinalizarin Stocklésung 10 mM Quinalizarin gelést in DMSO,

Lagerung bei -20°C

Tabelle 15: Puffer fur die Proteinreinigung

Triton X-100

Stock: 20% v/v in PBS

Elutionspuffer |

10 mM Gilutathion (red.)
50 mM Tris-HCI, pH 8.0
Lagerung kurzzeitig bei -20°C

Elutionspuffer Il

10 pug/ml Leupeptin
10 mM Gilutathion (red.)
100 mM Tris-HCI, pH 8.0

Lysepuffer

1 mM MgClz

5 pg/ml DNAse

10 ug/ml RNAse
10 ug/ml Leupeptin
10 ug/ PMSF

1% Triton X-100
geldst in PBS

Waschpuffer Il

1% Triton X-100
geldst in PBS

Tabelle 16: Puffer fur die Insulin- und Calciummessung

Krebs-Ringerlésung Bicarbonat-HEPES Puffer | 135 mM NacCl

(KRBH)

Rebecca Scheuer

3.6 mM KCI
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5 mM NaHCOs3
0.5 mM NaH2PO4
0.5 mM MgCl;
1.5 mM CaCl;

10 mM HEPES
pH 7.4

0.1% BSA

Krebs-Ringerlosung Bicarbonat Puffer (KRB)

4.11 Computerprogramme

115 mM NaCl
4.7 mM KCI
1.28 mM CaCl,
1.2 mM MgSO;4
pH 7.0

0.1% BSA

Tabelle 17: Verwendete Computerprogramme und Websites

Typ

Name

Quelle

Programm zur Detektion
und Quantifizierung von
Nucleinsduren und

Proteinen

Bio-Rad Quantity One® 1-D

Analysis Software 4.6.5

Bio-Rad, Munchen

DNA- und Protein

Informationen

http://www.ncbi.nim.nih.

http://uniprot.org/

gov/ National Center for
Biotechnology Information

Uniprot

https://prosite.expasy.org/

ExPASy Bioinformatics

Resource Portal

Primerdesign

Rebecca Scheuer

https://www.bioinformatics.org/sms2/

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/

Sequence Manipulation Suite
EMBOSS Needle Thermo
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Tm Calculator

http://nebasechanger.neb.com/

Fisher Scientific, Waltham

New England Biolabs,

Frankfurt/Main
Statistische Auswertung Microsoft Office Excel Microsoft
und Erstellung der
Balkendiagramme
Bibliographieprogramm Mendeley Reference Management Mendeley

Software 1.19.3

Software fur die
Calciummessung und

-auswertung

Rebecca Scheuer

TILLvisION

TILL Photonics, Kaufbeuren
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5. Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden
5.1.1 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Methode zur Amplifikation
doppelstrangiger DNA-Sequenzen [129]. Zundchst werden dabei zwei Oligonukleotid-Primer
gewahlt, die gegenlaufig an komplementare DNA-Sequenzen binden und die gewunschte
Sequenz somit einschlielen. Weiterhin wird eine thermostabile DNA-Polymerase,
Desoxyribonukleotide (dNTPs: dATP, dGTP, dCTP, dTTP), und in PCR-Puffer geldste
Mg?*-lonen benoétigt. Die enzymatisch-katalysierte, temperaturgesteuerte Kettenreaktion
verlauft in drei Schritten, die sich in 20-40 Zyklen wiederholen. Im ersten Schritt erfolgt die
Denaturierung. Dabei wird die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf 98°C in Einzelstrange
aufgetrennt. Dadurch kénnen sich die Primer beim anschlieRenden Annealing-Schritt an |hre
entsprechende komplementare Sequenz anlagern. Die Temperatur wird dazu auf 50-65°C
gesenkt, je nach verwendeten Primern (2-3°C unter dem Schmelzpunkt). SchlieBlich erfolgt
der Elongationsschritt bei 72°C. Ausgehend von den Primern wird der neue DNA-Strang
komplementar zum Matrizen-Strang durch die thermostabile DNA-Polymerase verlangert
(Abbildung 6). Dauer und Temperatur der einzelnen Schritte sind abhangig von der
DNA-Probe und der Schmelztemperatur des Primers und sind daher fiir jede PCR variabel. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Phusion™ HF DNA-Polymerase zur Amplifikation der
PCR-Fragmente verwendet. Diese setzt sich aus eine Pyrococcus-ahnlichen Polymerase und
einer eingefugten dsDNA-bindenden Proteindomane zusammen (https://www.neb-
online.de/pcr-dna-amplifikation/high-fidelity-pcr/phusionhigh-fidelity-dna-polymerase/,
12.08.2019) und zeichnet sich durch eine hohe Genauigkeit und Geschwindigkeit aus. Mit
jedem Zyklus steigen die neu synthetisierten DNA-Sequenzen exponentiell an. Im Anschluss
an die PCR kann das amplifizierte PCR-Fragment mittels Agarosegelelektrophorese uberpruft
bzw. reisoliert werden. Die Tabelle 18 und 19 zeigen die Komponenten und das Programm fur
eine Standard PCR-Reaktion.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(www.goldbio.com/goldbios-pcr-overview#PCR). Dargestellt ist ein PCR-Zyklus mit der Denaturation der
Doppelstrange, der Anlagerung (Annealing) der Primer und der Elongation durch eine DNA-Polymerase.
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Tabelle 18: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes der Phusion HF DNA Polymerase

Komponenten 50 ul Reaktionsvolumen Endkonzentration

Nuklease-freies Wasser ad 50 pl /

Phusion® GC oder HF 5x Reaction Buffer 10 1x

10 mM dNTPs 1l 200 uM

10 yM 3’ Primer 1ul 0.2 uM

10 yM 5’ Primer 1ul 0.2 uM

DNA variabel <1ug

Phusion Polymerase (2 U/pl) 0.5yl 1 Unit
Tabelle 19: Standard PCR-Bedingungen

Reihenfolge Temperatur Zeit

1. Initiale Denaturierung 98°C 30s

2. Denaturierung 98°C 10s

3. Annealing Tm Primer (°C) 20s

4. Elongation 72°C 15s

5. Finale Elongation 72°C 5 min

Schritt 2. -4. wird in 30 Zyklen wiederholt.

5.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Trennung geladener Molekule im elektrischen Feld

und stellt eine Methode zur Auftrennung von DNA-Molekiilen dar [130]. Das Phosphatrickgrat

der DNA ist negativ geladen, weswegen die DNA-Molekiile im elektrischen Feld zur Anode

wandern. Die Laufgeschwindigkeit der Molekiile wird durch die Porengréf3e des Agarosegels

bestimmt. Kleinere DNA-Fragmente wandern schneller durch die Poren als grof3e Fragmente.

Je nach GroRRe der Fragmente werden 1-2%-ige Agarosegele verwendet. Zur Herstellung der
Gele wird die Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.571% Eisessig)
gekocht und geldst. Nach dem Abkulhlen auf ca. 50°C wird Ethidiumbromid (0.5 pg/ml) zur

Anfarbung der DNA-Fragmente hinzugefiigt. Direkt im Anschluss wird die Losung unter dem

Rebecca Scheuer
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Abzug in eine vorbereitete Gelkammer gefiillt, damit sie polymerisieren kann. Die DNA-Proben
werden mit DNA-Probenpuffer (80% 2 x TAE-Puffer, 20% Glycerol, 0.25% (w/v)
Bromphenolblau, 0.25% (w/v) Xylene cyanol FF) versetzt, in die Taschen des Gels geladen
und bei einer konstanten Spannung von 80-100 V in TAE-Laufpuffer aufgetrennt. Der
Ladepuffer erhdht die Dichte der Proben und zeigt die zurlickgelegte Laufstrecke an. Durch
die Interkalation von Ethidiumbromid zwischen den Basenpaaren der doppelstrangigen
DNA-Molekule werden die Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die
GrolRenbestimmung der DNA-Fragmente erfolgt durch den Vergleich der Banden eines

mitgefliihrten DNA-Molekulargewichtsmarkers mit den Probenbanden.

5.1.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Reisolation und Reinigung der PCR-Fragmente aus dem Agarosegel erfolgt mittels des
GeneJET Gel Extraction Kit der Firma Thermo Fisher Scientific nach Herstellerangaben. Das
Prinzip der Reinigung beruht auf der reversiblen Adsorption der DNA an eine Saulenmatrix.
Die gewinschte DNA-Bande wird dazu aus dem Agarosegel ausgeschnitten, in ein
Eppendorfgefald tberflhrt und in Bindepuffer bei 56°C aufgeldst. Anschlieend wird die Probe
auf eine Saule gegeben und bei 13000 rpm fir eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wird
verworfen und die Saule mit 700 ul Waschpuffer gewaschen. Der Zentrifugationsschritt wird
wiederholt und der Durchfluss abermals verworfen. Durch eine erneute Zentrifugation wird die
Saule von dem restlichen Waschpuffer befreit. Die Saule wird danach in ein neues 1.5 ml
Reaktionsgefal’ gestellt und die DNA mit 50 ul H2O eluiert. Nach der erneuten Zentrifugation
wird die Saule entsorgt und die DNA bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.

5.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgt Uber die Messung der optischen
Dichte (OD) durch ein Spektrometer. Die Nukleinsdurekonzentration errechnet sich aus der
OD bei 260 nm (Absorptionsmaximum Pyrimidine und Purine), dem Verdinnungsfaktor und
einem fur DNA bzw. RNA spezifischen Multiplikationsfaktor. Zur Bestimmung der Reinheit der
Lésung zu treffen erfolgt eine Messung bei 280 nm (Detektion von Proteinen). Der Quotient
OD260nm/OD2sonm sOllte bei ausreichender Reinheit der DNA bei 1.8 — 2.0 liegen und bei RNA

bei 1.9. Zur Berechnung der Konzentration wird folgende Formel verwendet:

Cssona [NG/Pl] = OD2eonm X 33 [ng/ul] x Verdlinnungsfaktor
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Caspna [NG/HI] = OD2sonm X 50 [ng/pl] x Verdiinnungsfaktor
crna [NG/ul] = OD2eonm X 40 [ng/ul] x Verdlinnungsfaktor

5.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die doppelstrangige DNA an einer flr sie
spezifischen Sequenz aus vier bis acht Basenpaaren schneiden kénnen. Dabei entstehen
abhangig von der Endonuklease gerade Enden (blunt ends) oder versetzte Enden (sticky
ends). Die Restriktionsendonukleasen finden unter anderem Anwendung bei der Klonierung
und dienen zum Einbringen eines Gens in die Multiple Cloning Site des Plasmids. Durch die
Verwendung von zwei unterschiedlichen Schnittstellen am 5 und 3° Ende des
DNA-Fragmentes kann das Gen sofort in der richtigen Orientierung eingefiigt werden. Der
anschlielende Verdau wird mit den fur die Enzyme empfohlenen Pufferbedingungen
durchgefuhrt. Dabei werden 5 ug des Vektorplasmids bzw. der komplette PCR-Ansatz mit je
2-3 U der Restriktionsenzyme pro 1 ug DNA fiir zwei bis drei Stunden oder Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Anschliefend werden die Enzyme flir 20 Minuten bei 80°C inaktiviert. Die
Kontrolle und Aufreinigung der geschnittenen DNA erfolgt mit Hilfe einer
Agarosegelelektrophorese. In der vorliegenden Arbeit wird zur Klonierung von Ca,2.1
(1666 - 1738) in den Vektor pGEX-4T-1 das Restriktionsenzym Xhol verwendet. Fur die
Klonierung von Ca.2.1 (2177 — 2369) in den Vektor pGEX-4T-1 wurden die beiden

Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI verwendet.

5.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation der DNA-Fragmente mit dem Vektor im Anschluss an einen Restriktionsverdau
erfolgt mit Hilfe des Enzyms T4 DNA-Ligase. Sie katalysiert, mit ATP als Cofaktor, die Bildung
einer Esterbindung freier 3‘ Hydroxylgruppen und freier 5° Phosphatgruppen der
doppelstrangigen DNA-Molekile. In der Tabelle 20 ist ein Standard-Ligationsansatz

beschrieben:
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Tabelle 20: Zusammensetzung eines Standard Ligationsansatzes.

Komponente 20 pl Reaktionsvolumen
10x T4-Ligasepuffer 2 ul

Vektor 25ng

Insert 25-100 ng
T4-DNA-Ligase (2 U/ul) 1l

H2Oreinst ad 20 pl

Die Ligation erfolgt tiber eine Stunde bei 22°C oder tber Nacht bei 8°C mit anschlieRender
Inaktivierung der Ligase fir zehn Minuten bei 65°C. Die Halfte des Ligationsansatzes wird zur
Transformation kompetenter E. coli Bakterien eingesetzt. Zur Kontrolle der Selbstligationsrate

des Vektors wird ein Kontrollansatz, der lediglich den geschnittenen Vektor enthalt, mitgefihrt.

5.1.7 DNA-Mutagenese

Die in dieser Arbeit beschriebenen Phosphorylierungsmutanten von Ca,2.1 wurden mit Hilfe
des Q5® site-directed mutagenesis Kits von NEB hergestellt. Die Methode erlaubt die
spezifische Mutation eines DNA-Abschnittes in Doppelstrang-Plasmiden. Zunachst werden
daflr Primer mit Hilfe des NEBase Changer Tools (http://nebasechanger.neb.com/) generiert.
Anschliel3end wird die DNA in einer PCR-Reaktion (Tabelle 21 und 22) amplifiziert.

Tabelle 21: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes Q5® site-directed mutagenesis Kits

Komponenten 25 pl Reaktionsvolumen Endkonzentration
Q5 Hot Start High-Fidelity 2X 12.5 pl 1x

Master Mix

DNA variabel 1-25 ng

10 uM 3' Primer 1.25 pl 0.5 uyM

10 uM 5' Primer 1.25 pl 0.5 uyM
Nuklease-freies Wasser ad 25 ul -
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Tabelle 22: Standard PCR-Bedingungen fiir die Q5® site-directed Mutagenese

Reihenfolge Temperatur Zeit

1. Initiale Denaturierung 98°C 30s

2. Denaturierung 98°C 10s

3. Annealing 50-72°C 10-30 s
4. Elongation 72°C 20-30 s/kb
5. Finale Elongation 72°C 2 min

Die Schritte 2.-4. wird 25-mal wiederholt. Im Anschluss an die PCR erfolgt eine Ligase, Kinase

und Dpnl Behandlung (Tabelle 23) fur funf Minuten bei Raumtemperatur.

Tabelle 23: Standard PCR-Bedingungen fir die Q5® site-directed Mutagenese

Komponenten Volumen Endkonzentration
PCR-Produkt 1 ul -
2x KLD Reaktionspuffer 5ul 1x
10x KLD Enzym-Mix 1ul 1x
Nuklease-freies Wasser 3 ul -

Von der KLD-Reaktion werden 5 ul fir die Transformation von 50 pyl kompetenten Bakterien
eingesetzt. Der Transformationsansatz wird auf Selektionsplatten ausplattiert und die
Plasmid-DNA aus den entstandenen Klonen isoliert. Das hergestellte Plasmid wird dann

mittels Sequenzierung Uberpruft.

5.1.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung, der in dieser Arbeit hergestellten Plasmide, erfolgte durch die Firma

Eurofins Genomics.
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5.1.9 Erzeugung chemisch kompetenter E. coli Bakterien

Die transformationskompetenten E. coli (XL1 blue) Bakterien wurden nach der Methode von
Hanahan [131] hergestellt. Dazu werden 50 pl der Bakterien zu 20 ml TYM-Medium gegeben
und unter Schatteln bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag werden 4.5 ml dieser
Kultur mit 450 ml TYM-Medium unter Schutteln bei 37°C inkubiert bis eine ODgoonm Von 0.4 - 0.6
erreicht ist. Die Bakterienkultur wird dann fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschliel3end
fir zehn Minuten bei 4000xg und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet
in 100 ml eiskaltem TfBI-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 4000xg, 4°C).
Das erhaltene Bakterienpellet wird dann in 20 ml eiskaltem TfBIll-Puffer geldst und die
kompetenten Bakterien aliquotiert. Die Bakterien werden unverziglich in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert.

5.1.10 Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Die Transformation ist die Aufnahme freier DNA durch Bakterienzellen und dient der
Uberprifung einer Ligation bzw. der Vermehrung von Plasmid-DNA. Dazu werden 60 pl
kompetente E. coli XL1 blue Bakterien mit 200-500 ng Plasmid-DNA oder 2-10 pl des
Ligationsansatz gemischt und fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgt ein
Hitzeschock bei 42°C fir zwei Minuten und eine finfminUtige Inkubation auf Eis. Dem Ansatz
werden 300 pl vorgewarmtes LB-Medium zugefligt und die Proben flr eine Stunde bei 37°C
und 700 rpm geschittelt. Nach der Inkubation werden die Bakterien pelletiert und der
Uberstand bis auf einen Rest von 100 ul abgenommen. In den restlichen 100 ul werden die
Bakterien resuspendiert und anschliel3end auf Selektionsplatten (mit Antibiotikum) ausplattiert
bzw. direkt in LB-Medium (mit Antibiotikum) gegeben. Die Selektionsplatten mit den Klonen
kdnnen bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. Die Flussigkultur kann zur

Uberprifung der Expression oder fiir die Plasmidisolierung verwendet werden.

5.1.11 Herstellung von Agar-Selektionsplatten

Zur Herstellung von Selektionsplatten werden 400 ml LB-Medium mit 6 g Agar-Agar gemischt
und die Lésung autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf ca. 50°C wird die jeweilige sterile
Antibiotikumslésung (50 ug/ml Ampicillin, 12.5 pg/ml Tetracyclin) hinzugefligt und die Lésung
in Petrischalen gefiillt. Die Aufbewahrung der Selektionsplatten erfolgt bei 4°C flr bis zu zwei

Wochen.
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5.1.12 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolation gréRerer Mengen an Plasmid-DNA aus Bakterien werden 200 ml LB-Medium (mit
Antibiotikum) mit einem Klon oder einem Teil des Transformationsansatzes angeimpft. Die
Flassigkultur wird tGber Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag werden die
Bakterien fir 15 Minuten bei 4°C und 6000xg abzentrifugiert und die Plasmid-DNA mit Hilfe
des NucleoBond® Plasmid DNA Purification Kits der Firma Macherey-Nagel isoliert. Dazu wird
das Pellet in 4 ml S1 Puffer resuspendiert und anschlielliend werden 4 ml S2 Puffer dazu
gegeben. Die Lésung wird sechsmal vorsichtig invertiert und fanf Minuten bei Raumtemperatur
zur Lyse inkubiert. Durch eine Zugabe von 4 ml S3 Puffer und erneutem Invertieren flockt die
genomische DNA aus. Die Suspension wird danach fur funf Minuten auf Eis inkubiert und
schliellich Uber eine Nucleobond-Saule filtriert, um sie von genomischer DNA und
Zelltrimmern zu befreien. Die Saule wurde zuvor mit 2.5 ml N2 Puffer aquilibriert. Nach der
Filtration erfolgt ein zweimaliges Waschen der Saule mit je 10 ml N3 Puffer und im Anschluss
wird die Plasmid-DNA mit 5 ml N5 Puffer in ein silanisiertes Corexréhrchen eluiert. Die Fallung
der DNA geschieht durch Zugabe von 3.5 ml Isopropanol und anschlieBender Zentrifugation
fir 30 Minuten bei 4°C und 16000xg. Nach vorsichtiger Abnahme des Uberstandes wird die
gefallte DNA in 50 pl H2Oqeion. aufgenommen.

5.1.13 Induktion der Proteinexpression in E. coli Bakterien

E. coli Bakterien werden verwendet, um grof3e Proteinmengen zu produzieren. Dazu werden
die Bakterien mit einem bakteriellen Expressionsplasmid, welches das Gen - codierend fiir das
Protein von Interesse - enthalt, transformiert. Fir die in dieser Arbeit beschriebenen
Experimente werden E. coli XL1 blue Bakterien mit dem pGEX-4T-1 Vektor, in den zuvor die
zu untersuchenden Sequenzen kloniert wurden, transformiert. Dieser enthalt ein regulierbares
Promotor/Operator-Element, welches sich aus einem tac-Promotor und einem /ac-Operator
zusammensetzt. Hinter diesem Element liegt die Sequenz fir die Glutathion-S-Transferase
(26 kDa). Dadurch kdnnen GST-Fusionsproteine gebildet werden.
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird als ein kinstlicher Induktor des lac-Operons
verwendet. IPTG bindet an der /ac-Repressor und fiihrt zu dessen Konformationsanderung,
wodurch die Inhibition des /lac-Operons aufgehoben wird und die Transkription stattfindet. Im
Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Konditionen zur Induktion der
Proteinexpression beschrieben. Die zuvor transformierten E. coli XL1 blue Bakterien werden
in LB-Medium mit Antibiotika (Ampicilin 1:1000, Tetracyclin 1:500) und Glucose (2%) uUber
Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Am nachsten Tag wird die Bakterienkultur 1:10 mit

LB-Medium (mit Antibiotika und Glucose) verdinnt und erneut bei 37°C unter Schitteln
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inkubiert bis eine ODgoonm von 0.5 — 0.6 erreicht wurde. AnschlielRend erfolgt die Induktion der
Expression durch die Zugabe von IPTG (1 mM). Als Negativkontrolle dient dabei eine
Bakterienkultur, bei der die Expression nicht induziert wurde. Zur Expression der Proteine
werden die Bakterien fur weitere zwei Stunden bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Im
Anschluss wird je 1 ml der Proben zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
100 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proteine werden bei 95°C flr finf Minuten
denaturiert, auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteinexpression mittels

Coomassie-Blau Farbung Uberpruft.

5.1.14 Reinigung von rekombinanten GST-Fusionsproteinen

Durch Affinitatschromatographie mittels Glutathion (GSH)-Sepharose kénnen GST-getaggte
Proteine nach der Proteinexpression in Bakterien gereinigt werden. Im Folgenden wird das
Protokoll fiir die Reinigung von GST-Ca,2.1 (1666-1738) (Wildtyp und Mutante) erlautert. Dazu
werden E. coli XL1 blue Bakterien wie zuvor beschrieben transformiert und die
Proteinexpression induziert. Anschliefiend wird die Bakterienkultur fir 10 min bei 7700xg und
4°C abzentrifugiert und das Bakterienpellet in PBS (50 pl/ml Kultur; 137 mM NaCl, 2.7 mM
KCI, 8 mM NaxHPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) resuspendiert. Im Anschluss erfolgt der
Aufschluss auf Eis mit Hilfe von Ultraschall (50%, Stufe 5. pulsierend) flr dreimal 30 Sekunden
mit je 30 Sekunden Pause dazwischen. Zur Suspension wird Triton X-100 (1%) gegeben und
die Probe fur 30 Minuten unter Rollen bei 4°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird die
GSH-Sepharose (600 ul) dreimal mit PBS gewaschen. Nach der 30-minltigen Inkubation wird
die Suspension fir zehn Minuten bei 12000xg und 4°C zentrifugiert, der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefald gegeben und die GSH-Sepharose hinzugefligt. Danach wird die Probe
uber Nacht unter Rollen bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wird die Suspension fur funf
Minuten bei 10xg und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Sepharose mehrmals
mit PBS gewaschen. Nach dem Waschen wird das Protein mit 300 ul Elutionspuffer | (10 mM
Glutathion (red.), 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) uber Nacht bei 4°C unter Rollen eluiert und der
Elutionsschritt am nachsten Tag zweimal fur eine Stunde wiederholt. Fir die Reinigung von
GST-Ca2.1 (2177-2369) (Wildtyp und Mutanten) wurde das folgende Protokoll durchgefuhrt.
Das Bakterienpellet wird in Lysepuffer (1.5 ml/ 50 ml Bakterienkultur; 1 mM MgClz, 5 pg/ml
DNAse, 10 uyg/ml RNAse, 10 ug/ml Leupeptin, 10 ug/ml PMSF, 1% Triton X-100 in PBS)
resuspendiert und fur dreimal 30 Sekunden mit je 30 Sekunden Pause dazwischen sonifiziert.
Die Suspension wird fur zehn Minuten bei 14000xg und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss erfolgt
die Bindung an zuvor mit PBS gewaschene GSH-Sepharose fiir zwei Stunden bei 4°C unter

Rollen. Danach wird die Sepharose mehrmals mit PBS gewaschen. Die Proteinreinigung wird
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mit Hilfe von SDS-PAGE und Coomassie-Blau Farbung Uberprft und Aliquots der gereinigten
Proteine bei -20°C oder -80°C gelagert.

5.2 Zellkulturtechniken
5.2.1 Kultivieren der Zellen

Die Kultivierung der verwendeten adharenten pankreatischen p-Zelllinie INS-1 832/13 findet
in 100 mm Zellkulturschalen statt. Die Zellen werden bei einer konstanten Temperatur von
37°C, sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit (rH) und einem CO,-Gehalt von 5% gehalten. Als
Nahrmedium wird das RPMI 1640 Medium (Roswell Park Memorial Institute medium) der
Firma Life Technologies (11 mM Glucose) mit 10% FCS, 1 mM Natriumpyruvat und 50 yM
B-Mercaptoethanol verwendet. Da die Glucoseresponsivitat der Zellen mit der Zeit verloren
geht wurden fir Experimente eine Passagenzahl von <45 benutzt. Zur Vermeidung von
mikrobiellen Kontaminationen werden die Zellkulturarbeiten unter sterilen Bedingungen
durchgeflhrt.

5.2.2 Passagieren der Zellen

Zum Passagieren der INS-1 832/13 Zellen wird zunachst das Medium abgesaugt. Danach wird
1 ml Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und diese fur kurze Zeit bei Raumtemperatur
inkubiert. EDTA (Ca?*-Chelator) komplexiert die fiir die Zell-Zell-Bindung wichtigen Ca?*-lonen
und die Protease Trypsin spaltet die Proteinverbindungen zwischen den Zellen und zum
GefalRboden, was zu einem Ablosen der Zellen fihrt. Nach der Inkubation wird die
Trypsin/EDTA Lésung wieder abgesaugt und durch leichtes Klopfen der Schale werden die
Zellen endgultig geldst. AnschlieRend wird die Zellsuspension in frischem RPMI 1640 Medium
aufgenommen, durch vorsichtiges Resuspendieren gemischt und in neue Zellkulturschalen

gegeben. Die INS-1 832/13 Zellen werden dabei in Verdinnungen von 1:3 bis 1:10 ausgesat.

5.2.3 Einfrieren der Zellen

Durch das Einfrieren von Saugerzellen in flissigem Stickstoff kdbnnen diese Uber einen

langeren Zeitraum gelagert werden. Dazu wird im Vorfeld Einfriermedium angesetzt
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(70% Medium, 10% DMSO, 20% FCS) und die Zellen abtrypsiniert. AnschlieRend wird die
Zellsuspension fiir sieben Minuten bei 253xg und 4°C zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, das Zellpellet vorsichtig in 1.5 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und in
ein kaltes Kryoréhrchen Uberfihrt. Diese werden Uber Nacht bei -80°C in einem
CoolCell®-Gefrierbehalter gelagert. Der Metallring im Inneren des Gefalles sorgt dabei fir ein
schonendes, gleichmafiges Herunterkiihlen der Zellen um 1°C pro Minute. Am nachsten Tag
werden die Zellen in einen Kryotank uUberfuhrt, wo sie bis zu lhrem Gebrauch bei -196°C uber

langere Zeit gelagert werden kénnen.

5.2.4 Auftauen der Zellen

Das Auftauen der gefrorenen Zellen erfolgt moéglichst schnell in einem 37°C warmen
Wasserbad. Die Zellen werden anschlieRend in ein steriles 50 ml Réhrchen Uberfuhrt. Danach
wird langsam und tropfenweise 10 ml kaltes Kulturmedium ohne Zusatze hinzugefiligt, sodass
das im Einfriermedium enthaltene DMSO stufenweise verdinnt wird. Die Zellsuspension wird
fir sieben Minuten bei 253xg und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in
6 ml Kulturmedium mit Zusatzen resuspendiert und in eine 100 mm Zellkulturschale Gberfihrt.
Am néachsten Tag wird ein Medienwechsel zur Entfernung von toten Zellen und Zelltrimmern
durchgefuhrt.

5.2.5 Behandlung der Zellen mit CK2-Inhibitoren

Die INS-1 832/13 Zellen werden einen Tag vor der Behandlung ausgesat, sodass die
Konfluenz am Behandlungstag 60-70% entspricht. Die CK2-Hemmstoffe CX-4945 (Stock:
10 mM in DMSO) und Quinalizarin (Stock: 10 mM in DMSO) werden in der gewlnschten
Konzentration (CX-4945: 10 yM, Quinalizarin: 50 pM) in Kulturmedium gel6ést. Das Medium
der zu behandelten Zellen wird abgesaugt und durch das Kulturmedium mit dem CK2-Inhibitor
ersetzt. Als Negativkontrolle werden bei allen Experimenten Zellen mit einer aquivalenten
Menge an DMSO behandelt.
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5.2.6 Behandlung der Zellen mit Cycloheximid

Cycloheximid (CHX) kann die Proteinsynthese in eukaryotischen Zellen hemmen und wird in
der Molekularbiologie verwendet, um Halbwertszeiten von Proteinen zu bestimmen. Zur
Stabilitatsbestimmung von Ca,2.1 werden die INS-1 832/13 Zellen einen Tag zuvor ausgesat,
sodass die Konfluenz etwa 60-70% betrug. Am Folgetag wird das Medium abgenommen und
durch Kulturmedium mit Cycloheximid (100 pg/ml) ersetzt. In einem parallelen Ansatz werden
Zellen gleichzeitig mit dem CK2-Inhibitor CX-4945 (10 uM) zur Uberpriifung des Einflusses
einer CK2-Phosphorylierung auf die Stabilitat des Ca,2.1 behandelt. AnschlieRend werden die

Zellen fur verschiedene Zeitraume kultiviert.

5.2.7 Behandlung der Zellen mit MG132

MG132 ist ein Proteasom-Inhibitor, der die Degradation von Ubiquitin-konjugierten Proteinen
reduziert. Zur Uberprifung des Abbaus von Ca,2.1 werden die INS-1 832/13 Zellen einen Tag
zuvor ausgesat, sodass die Konfluenz etwa 60-70% betragt. Das Medium wird abgenommen
und durch Kulturmedium mit MG132 (5 pM) ersetzt. Auch hier wird in einem parallelen Ansatz
gleichzeitig die CK2 mit CX-4945 gehemmt, um den Einfluss einer CK2-Phosphorylierung auf
den Abbau des Proteins zu untersuchen. Die Zellen werden flur unterschiedliche Zeitraume

kultiviert.

5.2.8 Ernten der Zellen

Zum Ernten der Zellen wird das Medium abgenommen, PBS (137 mM NaCl, 8 mM NazHPOa,
2.7 mM KCI, 1.5 mM KH2POs, pH 7.4) auf die Zellen gegeben und diese mit Hilfe eines
Zellschabers von der Zellkulturschale abgeldst. AnschlieRend werden die Zellen in ein
Reaktionsgefald tberfihrt und flr sieben Minuten bei 4°C und 253xg zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wird
entweder sofort fur weitere Analysen verwendet oder in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert.
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5.2.9 Transiente Transfektion von Zellen

Die Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. Dies
geschieht unter anderem durch spezielle Expressionsvektoren. Dabei passiert die DNA die
Zellmembran, ihre Information wird in mRNA transkribiert und die im Vektor codierten Gene
werden exprimiert. Man unterscheidet zwischen der transienten Transfektion, bei der das
Einbringen der DNA nur vorribergehend stattfindet, und der stabilen Transfektion, bei der die
Fremd-DNA in die genomische DNA integriert wird. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Experimente mit dem Transfektionsreagenz TurboFect durchgefiihrt. Am Vortag werden die
Zellen so ausgesat, dass sie am nachsten Tag eine Konfluenz von 70-90% besitzen. Fir die
Transfektion wird die Plasmid-DNA in Medium ohne Zusatze verdinnt und anschlie®end mit
TurboFect gemischt. Die Losung wird 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieend
tropfenweise in das Zellmedium gegeben und die Zellen fir 48 Stunden inkubiert. Tabelle 24

gibt einen Uberblick tber die Zusammensetzung der Transfektionsansatze.

Tabelle 24: Transfektionsansatze

ZellkulturgefdB | Reagenz DNA Kulturmedium | Kultivierungsmedium
[mi] [ng] ohne Zusitze [ml]
[mi]
6-well Platte 6 4 2 0.4
60 mm Schale 12 6 3 0.6

5.3 Proteinchemische und immunologische Arbeitsmethoden

5.3.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten zur Proteinanalyse

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten werden die INS-1 832/13 Zellen, wie zuvor
beschrieben geerntet und das Zellpellet in doppeltem bis dreifachem Volumen Lysepuffer
(50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100) mit einem
Protease- (1:25) und einem Phosphatase-Inhibitor Cocktail (1:10) resuspendiert. Da es sich in
dieser Arbeit um Membranproteine handelt wird dem Lysepuffer zusatzlich Nonidet P-40 (1%)
zugefigt. Das Detergenz denaturiert die Proteine nicht, sondern sorgt dafir, dass die Proteine

in ihrer natiirlichen Konformation aus der Membran geldst werden. Die Suspension wird fur 20
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Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend dreimal 30 Sekunden (mit je 30 s Pause) in einem
eiskalten Ultraschallbad bei 35 kHz vollstandig aufgeschlossen. Im Anschluss wurden die
Proben fir 30 Minuten bei 16100xg und 4°C zentrifugiert. Die pelletierten Zelltrimmer werden
verworfen und der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. AnschlieRend erfolgt
eine Proteinbestimmung nach Bradford. Die Zellextrakte werden kurzfristig bei -20°C und

l&ngerfristig bei -80°C gelagert.

5.3.2 Quantifizierung von Proteinen nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford basiert auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie Berilliant blau G250 von 465 nm zu 595 nm
nach Komplexbildung mit Proteinen in einem sauren Milieu. Der Farbstoff bindet an
kationische/unpolare Aminosauren und wird dadurch in seiner anionischen Form stabilisiert.
Die Verschiebung kann photometrisch gemessen werden, wobei die Intensitat der Absorption
direkt proportional zur Proteinkonzentration ist. Fur die Bestimmung des Proteingehaltes wird
der Proteinassay-Kit der Firma BioRad verwendet. Dazu werden 800 pl H2Ogeion. mMit 200 ul
Bradfordreagenz in einer Halbmikrokivette gemischt und 1 pl des zu bestimmenden
Zellextraktes hinzugefigt. Nach kurzem Vortexen und einer finfminltigen Inkubation bei
Raumtemperatur wird die Extinktion bei 595 nm gegen einen Leerwert mit HoOgeion. gemessen.
Die Proteinquantifizierung erfolgt durch eine Doppelbestimmung. Der Proteingehalt kann an

Hand einer BSA-Eichkurve berechnet werden.

5.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese handelt es sich um eine elektrophoretische
Methode zur Auftrennung von Proteinen anhand Ihrer GréRe [132]. Das anionische Detergenz
SDS (Natriumdodecylsulfat) das im Probenpuffer enthalten ist, Gberdeckt die Eigenladung der
Proteine und verleint ihnen durch Mizellenbildung eine negative Nettoladung. Der
Probenpuffer enthalt auBerdem B-Mercaptoethanol zur Reduktion der Disulfidbriicken und
durch eine Denaturierung bei 95°C fur finf Minuten werden die Sekundar- und
Tertiarstrukturen der Proteine aufgeldst und es kommt zur Entfaltung der Proteinkette. Nach
Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die negativ geladenen Proteine zur Anode.
Dabei wandern kleinere Proteine schneller durch die Poren der Gelmatrix als grof3e Proteine.
Die Polyacrylamidgele werden durch radikalische Polymerisation von Acrylamid und die
Quervernetzung durch N,N‘-Methylenbisacrylamid hergestellt. Als Starter der Reaktion dient
Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) fungiert als Katalysator.
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Die PorengréRe der Gelmatrix wird durch die Konzentration an Acrylamid und Bisacrylamid
bestimmt und richtet sich nach der Gré3e der zu untersuchenden Proteine. Vor der Benutzung
der Gielapparatur werden alle Bestandteile sorgfaltig mit Ethanol gereinigt. Zum Giel3en der
Gele wird die Kammer zusammengebaut, zunachst zu ca. 75% mit Trenngel gefullt und dieses
mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wird das Isopropanol
entfernt, das Sammelgel in die Kammer gefiillt und zur Bildung von Geltaschen Kdmme in das
Sammelgel gesteckt. Nach dem Ausharten des Sammelgels kénnen die Gele feucht und kuhl
bei 4°C gelagert werden. Sammel- und Trenngel unterscheiden sich durch Porengrdle,
lonenstarke und Ihren pH-Wert. Als Elektrolyt wird ein Tris-Glycin-Puffer eingesetzt. Durch den
pH-Gradienten zwischen den Gelen ergibt sich ein Stapelungseffekt, da das Glycin durch den
héheren pH-Wert seine positive Ladung verliert und die Proteine beim Wandern Uberholt. Zur
Herstellung der Gele wurde eine gebrauchsfertige Acrylamid-Stammlésung (Losung A:
30% (w/v) Acrylamid, 0.8% (w/v) N,N'-Methylenbisacrylamid), flir das Trenngel die
Pufferlésung B (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 14 mM SDS) und flr das Sammelgel die Pufferlésung
C (495 mM Tris-HCI, pH 6.8, 14 mM SDS) verwendet. Die Zusammensetzung der Gele ist in
der Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Zusammensetzung der Trenngele und des Sammelgels

Trenngel (%) 75 | 10 | 125 | 15 20 | Sammelgel (%) 4.3
Losung A (ml) 9 12 15 18 24 | Losung A (ml) 2.2
Lésung B (ml) 9 9 9 9 9 Loésung C (ml) 3.8
Wasser (ml) 18 15 12 9 3 | Wasser (ml) 9

APS () 200 | 200 | 200 | 200 | 200 | APS (ul) 100
TEMED (ul) 20 | 20 | 20 20 20 | TEMED (pl) 10

Zur Durchfiihrung der SDS-PAGE wird die Konzentration der Proteine mittels Bradford-Assay
bestimmt, gleiche Proteinmengen mit SDS-Probenpuffer (65 mM Tris-HCI, pH 8.8,
10% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol, 2% (w/iv) SDS, 0.01% (wlv)
Bromphenolblau) versetzt und die Proben fur 5 min bei 95°C denaturiert. Das
SDS-Polyacrylamidgel wird in eine Elektrophoresekammer eingespannt und diese mit
Elektrophoresepuffer (250 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1.92 M Glycin, 35 mM SDS) befillt.
AnschlieBend werden die vorbereiteten Proben, sowie ein Proteingroenstandard in die

Taschen des Gels pipettiert und die Proteine bei 35 mA aufgetrennt.
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5.3.4 Proteinfarbung mit Coomassie-Blau

Im Anschluss an eine SDS-PAGE konnen die aufgetrennten Proteine durch eine Farbung mit
Coomassie-Blau sichtbar gemacht werden. Die Gele werden dazu fur 20 Minuten in der
Coomassie-Blau-Farbeldésung (0.2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 0.01% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue G250, 50% Methanol, 10% Essigsaure) unter Schutteln fixiert und
anschlieflend in einer Entfarbelésung (10% Eisessig, 20% Methanol, 70% H2Ogeion.) unter

Schitteln inkubiert bis die Proteinbanden deutlich sichtbar werden.

5.3.5 Western Blot Analyse

Die durch eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kénnen in einem Tank-Blot-System, mit
angelegter elektrischer Spannung, auf eine Tragermembran (z.B.: PVDF) Uibertragen werden
(Western Blot). Der Aufbau der Blotapparatur fir den Proteintransfer verlauft nach folgendem

Schema:

Kathode

Schwamm

3 Blatt Whatman Papier
SDS-Polyacrylamidgel
PVDF-Membran

3 Blatt Whatman Papier
Schwamm

Anode

Die Schwamme und die Whatman Papiere werden mit Transferpuffer (20 mM Tris-HCI, pH
8.0, 150 mM Gilycin) angefeuchtet und die PVDF-Membran in Methanol aktiviert. Der Transfer
findet entweder bei 350 mA fur zwei Stunden oder bei 100 mA Uber Nacht statt. Durch das
Anlegen des elektrischen Feldes wandern die negativ geladenen Proteine aus dem
SDS-Polyacrylamidgel in Richtung Anode und werden so auf die PVDF-Membran transferiert

und immobilisiert.

5.3.6 Immunologischer Proteinnachweis

Zum Nachweis der auf die PVDF-Membran transferierten Proteine kdnnen spezifische
Antikérper verwendet werden. Dazu werden zunachst die unspezifischen Bindungsstellen

durch Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schitteln in einem Blockpuffer
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blockiert. Anschliefend wird die Membran mit dem Primarantikérper unter Schitteln
behandelt. Die Inkubationszeit und -temperatur sowie die Verdinnung sind dabei von dem
verwendeten Antikérper abhangig. Zur Entfernung von nicht gebundenem Primarantikérper
wird die Membran dreimal fiir je finf Minuten mit einem Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss
erfolgt eine einstliindige Inkubation mit einem Sekundarantikérper bei Raumtemperatur und
unter Schitteln. Die Auswahl und Verdinnung des Sekundarantikorpers ist dabei abhangig
von dem verwendeten Primarantikbrper. Nach erneutem Waschen der Membran in
Waschpuffer (3x, 5 min) wird der Blot entwickelt. Der Sekundarantikorper ist mit dem Enzym
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Dieses katalysiert die Oxidation von Luminol mit Hilfe von
Wasserstoffperoxid (H202) wodurch ein Chemilumineszenz-Signal entsteht, das detektiert
werden kann. Zum Nachweis wird das SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate oder das SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate der Firma
Thermo Fisher Scientific verwendet. Fur die Detektion der Chemilumineszenz und die
Quantifizierung der Proteinbanden wird die Software Quantity One 4.6.5 (Bio-Rad) benutzt.
Die Membran wird nach der Detektion getrocknet und zwischen Filterpapieren bei 4°C

aufbewahrt.

5.3.7 Coimmunprazipitation

Mit der Immunprazipitation kdbnnen Proteine mit Hilfe eines Antikdrpers aus einem Zellextrakt
isoliert werden. Es ist ebenfalls moglich unter physiologischen Pufferbedingungen an das zu
isolierende Protein gebundene Proteine zu prazipitieren (Coimmunprazipitation). Die
prazipitierten Proteine werden durch SDS-PAGE und anschlieRenden Western Blot mit
Immundetektion identifiziert. Die Fc-Domane des Antikdrpers bindet dabei reversibel an
Protein-G-Sepharose. Die einzelnen Schritte der Immunprazipitation werden bei 4°C
durchgefihrt und die verwendeten Puffer und Losungen werden ebenfalls auf 4°C vorgekdihilt.
INS-1 832/13 Zellen werden vor der Immunprazipitation fur zwei Stunden in Glucose-freiem
RPMI Medium 1640 bei 37°C und 5% CO./95% rH gehungert. Anschliefend wird das Medium
zu Glucose-freiem RPMI Medium oder RPMI Medium mit 10 mM Glucose gewechselt und die
Zellen fur weitere drei Stunden bei 37°C und 5% CO2/95% rH inkubiert. Die Zellen werden
geerntet, aufgeschlossen und eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuhrt. Fur jede
Prazipitation werden 60 pl eines 50%-Sepharosegemischs aus Protein-G-Sepharose und
CL-4B-Sepharose eingesetzt (1:2) und zuvor dreimal mit PBS (pH 7.4) gewaschen. Die
CL-4B-Sepharose dient dabei lediglich der VolumenvergroRerung. Es werden zwei
Vorprazipitationsschritte mit dem Sepharosegemisch und dem Zellextrakt (5 mg) fir je eine

Stunde bei 4°C unter Rollen durchgefihrt, um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen
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und als Kontrolle der Bindung des zu isolierenden Proteins an den Antikdrper. Wahrend dieser
Zeit werden 10 ul des Ca,2.1 Antikdrpers (abcam ab181371) mit einem weiteren
Sepharosegemisch bei 4°C unter Rollen inkubiert. Im Anschluss wird der Uberstand des
Vorprazipitats zu der Antikorper-gekoppelten Sepharose gegeben und Uber Nacht bei 4°C
unter Rollen inkubiert. Am nachsten Tag wird das Vorprazipitat und das Immunprazipitat
dreimal mit PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4)
gewaschen, mit 50 pyl SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95°C fur funf Minuten denaturiert und
die Proteine auf einem SDS-Polyacrylamidgel getrennt. Folgende Kontrollen werden
mitgefiihrt: ein Aliquot des Uberstandes nach Prézipitation, ein Aliquot des Zellextraktes, ein
Aliquot der Sepharose, sowie 3 ul des Antikdrpers mit dem prazipitiert wurde. Danach werden
die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert und die coprazipitierten Proteine mit

spezifischen Antikorpern gegen Ca,2.1 (abcam ab181371) und CK2a (1A5) nachgewiesen.

5.3.8 In vitro CK2-Kinaseaktivitatsassay

Die CK2-Kinaseaktivitat kann in vitro im Zellextrakt Gber den Einbau von radioaktiv markiertem
Phosphat (32PO.%) in ein synthetisches Substratpeptid (RRRDDDSDDD) bestimmt werden.
Das Serin der Sequenz kann dabei durch die CK2 phosphoryliert werden [133]. Dazu werden
10 pg Gesamtzellextrakt in 20 pl CK2-Kinasepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NacCl,
10 mM MgCl, 1 mM DTT) aufgenommen. Nach Zugabe von 30 pl des radioaktiven
CK2-Reaktionsmixes (41.6 mM Tris-HCI, pH 8.5, 250 mM NaCl, 8.4 mM MgCl,, 2 mM DTT,
84 uM ATP, 0.32 mM synthetisches Peptid, 10 uCi [*?P]-y-ATP/0.5 ml) werden die Proben fiir
funf Minuten bei 37°C inkubiert und zum Abstoppen der Reaktion fiir finf Minuten auf Eis
gelagert. Anschliefend werden 40 ul der Probe auf ein Whatman P81 lonenaustausch-
Filterpapier pipettiert, das das Peptidsubstrat bindet. Das Filterpapier wird dreimal mit 85 mM
Phosphorsaure und einmal mit Ethanol fir je funf Minuten gewaschen, um Uberschussiges
Phosphat zu entfernen. Nach dem Waschen wird das Filterpapier unter Rotlicht getrocknet
und danach in Szintillationsréhrchen Gberfihrt. Im Szintillationszahler wird die von der Probe
abgegebene Cerenkov-Strahlung gemessen und somit die CK2-Aktivitat bestimmt. Zur
Erfassung der Hintergrundstrahlung wird eine Probe mit dem CK2-Kinasepuffer ohne Protein
mitgefuhrt. Diese wird spater von dem cpm-Messwerten abgezogen. Fir jede Probe wird eine
Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Messung der CK2-Aktivitat wurde von Prof. Dr. Claudia
Go6tz ausgeflhrt.
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5.3.9 Apoptosenachweis durch Spaltung der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)

Der proteolytische Abbau der Poly-ADP-Ribosepolymerase (PARP) durch eine Caspase ist
ein Zwischenschritt bei der Apoptose [134]. Die Spaltprodukte von PARP (89 kDa und 24 kDa)
kénnen daher als Marker fiir die Apoptose dienen. Der Nachweis wird mit einem spezifischen

Antikérper gegen PARP durchgefiihrt.

5.3.10 Bestimmung von Phosphorylierungsstellen mit Peptidfiltern

Zur Eingrenzung von putativen CK2-Phosphorylierungsstellen kénnen neben der in vitro
Phosphorylierung von rekombinanten Proteinen auch Peptidfilter verwendet werden. Dazu
werden die mdglichen Stellen fir eine CK2-Phosphorylierung als Peptide (15 Aminosauren)
auf eine Zellulosemembran gespottet. Dies wurde durch die AG von Prof. Dr. Jung in Homburg
durchgefuhrt. Der Filter wird fUr fiunf Minuten in Ethanol bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielend Uber Nacht in CK2-Kinasepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM
MgClz, 1 mM DTT) mit 1% BSA uberfuhrt. Am nachsten Tag wird der Filter in Kinasepuffer
ohne BSA dreimal fur funf Minuten gewaschen. Die Phosphorylierung erfolgt in 1 ml
CK2-Kinasepuffer mit 4 ug CK2-Holoenzym bzw. 16 ug CK2a-Enzym und 10 pCi [*?P]-y-ATP
fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln. Im Anschluss wird der Filter dreimal in
CK2-Kinasepuffer mit 1 M NaCl gewaschen. Als Negativkontrolle dient ein Filter ohne
CK2-Holoenzym bzw. CK2a-Enzym. Die Detektion der Radioaktivitat erfolgt mittels
Autoradiographie.

5.3.11 In vitro Phosphorylierung

Durch die in vitro Phosphorylierung von rekombinanten Proteinen kdnnen diese als Substrate
einer Proteinkinase identifiziert werden. Dies kann sowohl unter nicht radioaktiven
Bedingungen als auch unter radioaktiven Bedingungen ablaufen. Dazu werden gleiche
Mengen von GST-Fusionsproteinen mit 0.8 yg CK2-Holoenzym bzw. 4 ug CK2a-Enzym
gemischt und mit Kinasepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 1 mM
DTT) auf ein Volumen von 20 ul aufgefillt. In einem parallelen Experiment wird den Ansatzen
1 ul ATP (20 mM) oder 2-3 uCi [*?P]-y-ATP zugefiigt. Im Anschluss werden die Ansatze fiir
eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch die Zugabe von 10 ul
SDS-Probenpuffer (65 mM Tris-HCI, pH 8.8, 10% (v/v) Glycerin, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
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2% (w/v) SDS, 0.01% (w/v) Bromphenolblau) gestoppt, die Proteine fur finf Minuten bei 95°C
denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im Fall eines nicht radioaktiven
Phosphorylierungsassays wird anschlieRend eine Western Blot Analyse durchgeflihrt und die
Phosphorylierung der Proteine mit Hilfe eines CK2-Phospho-Substratmotiv-Antikdrpers
[(pS/pT)DXE] (#8738, Cell Signaling Technology) untersucht. Bei einem radioaktiven
Phosphorylierungsassay wird das Gel mit Coomassie-Blau gefarbt, getrocknet und
autoradiographisch analysiert. Bei der in vitro Phosphorylierung von Gesamtzellextrakten
werden INS-1 832/13 Zellen mit CX-4945 (10 uM) oder mit DMSO als Kontrolle behandelt,
geerntet und aufgeschlossen. Nach einer Proteinbestimmung nach Bradford werden 80 ug
Gesamtzellextrakt fir das radioaktive Phosphorylierungsassay mit 2-3 uCi [*2P]-o-GTP

eingesetzt.

5.3.12 In vitro GST pull-down Assay

Ein in vitro GST pull-down Assay dient dem Nachweis der physikalischen Interaktion zwischen
Proteinen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion zwischen dem Ca,2.1 Protein und
den CK2-Untereinheiten CK2a und CK2B untersucht. Dazu werden zunachst
GST-Fusionsproteine an GSH-Sepharose immobilisiert. Des Weiteren werden nach dem
Protokoll des TnT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems die CK2a und die CK2p in vitro
translatiert und dabei mit [**S]-Methionin radioaktiv markiert. Die GST-Fusionsproteine werden
mit 15 pl des in vitro Translationsansatzes gemischt und mit PBST (137 mM NaCl, 8 mM
Naz;HPO4, 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4, 0.1% Tween 20) auf 200 pl aufgefillt. Die
Proben werden Uber Nacht bei 4°C unter Rollen inkubiert. Am nachsten Tag werden die
Ansatze dreimal mit PBST und einmal mit PBS (137 mM NacCl, 8 mM Na;HPOQOs, 2.7 mM KCI,
1.5 mM KH2PO,, pH 7.4) gewaschen, mit 30 ul Probenpuffer versetzt und fur finf Minuten bei
95°C denaturiert. Im Anschluss werden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel
wie in Abschnitt 5.3.4 beschrieben mit Coomassie-Blau gefarbt, fixiert und in einer
Entfarbeldsung inkubiert. AnschlieBend wird das Gel fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit
einer Verstarkerlésung (1 M Natriumsalicylat) behandelt, getrocknet und autoradiographisch
untersucht. Zur weiteren Verstarkung des radioaktiven Signals werden die getrockneten Gele
mit dem aufgelegten Autoradiographiefilm bei -80°C gelagert. Kommt es zu einer Bindung der

CK2-Untereinheiten an die GST-Fusionsproteine so kann ein Signal detektiert werden.
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5.3.13 Autoradiographie

Radioaktiv markierte Proteine werden durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel
anschliel3end fur zweieinhalb Stunden bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Das getrocknete
Gel wird durch Auflegen eines Rontgenfilmes fur unterschiedliche Zeitrdume exponiert und der

Film anschliellend entwickelt und die entstandenen Banden analysiert.

5.3.14 Peptid-Kompetitionsassay

Der Peptid-Kompetitionsassay dient der Bestatigung einer spezifischen Antigen-Antikorper
Bindung. Dazu werden Zellextrakte auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und die
Proteine aufgetrennt. AnschlieRend erfolgt ein Western Blot und die Immundetektion. Vor der
Immundetektion wird der Ca,2.1 Antikérper (ab181371, Abcam) mit einem Peptid
(ab205923, Abcam), das dem Epitop entspricht, welches durch den Antikbper erkannt wird,
neutralisiert (1:20). Der Antikorper ist damit an das Peptid gebunden und nicht mehr in der
Lage an das Epitop des Proteins zu binden. Als Positivkontrolle wird der unbehandelte
Antikérper verwendet. Beide Antikdrperlésungen werden fir 30 Minuten bei 4°C unter Rollen

inkubiert. AnschlieRend wird die Immundetektion wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.

5.3.15 ,,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ (ELISA)

Die Detektion des Insulingehaltes im Medienuberstand von INS-1 832/13 Zellen und von
murinen pankreatischen Inseln erfolgt mit dem Rat Insulin ELISA Kit von Thermo Fisher. Die
Inseln wurden uns dabei freundlicherweise vom Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie
in Homburg zur Verfugung gestellt. Die Detektion des Insulingehaltes im Medienuberstand der
INS-1 832/13 Zellen wurde nach dem Protokoll von Merglen et al. [135] durchgeflihrt. Die
Zellen werden einen Tag zuvor in 6-well Zellkulturschalen ausgesat, sodass die Konfluenz am
Tag des Experimentes ca. 60-70% betragt. Am nachsten Tag werden die Zellen fir zwei
Stunden in Glucose-freiem RPMI Medium 1640 bei 37°C und 5% CO2/95% rH gehungert.
AnschlielRend wird das Medium durch einen Glucose-freien Krebs-Ringer Bicarbonat-HEPES
Puffer (KRBH-Puffer: 135 mM NaCl, 3.6 mM KCI, 5 mM NaHCOs, 0.5 mM NaH:PO.,
0.5 mM MgCl, 1.5 mM CaCl,, 10 mM HEPES, pH 7.4) ausgetauscht und fir weitere 30 min
bei 37°C und 5% CO./95% rH inkubiert, sodass die Zellen sich an das Puffersystem gewdhnen
kénnen. BSA (0.1%) wird als ein Insulin ,carrier” hinzugefugt. Nach der Inkubation werden die

Zellen mit Glucose-freiem KRBH-Puffer gewaschen und uber 30 Minuten in einem
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KRBH-Puffer mit 10 mM Glucose und CX-4945 (10 uM) bzw. die gleiche Menge an DMSO als
Kontrolle inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wird der Medienlberstand der Zellen
abgenommen und 1:4 bzw. 1:10 mit Assay Diluent C verdinnt. Da die murinen pankreatischen
Inseln eine andere Glucoseresponsivitat als die INS-1 832/13 Zellen besitzen, wurde die
Detektion des Insulingehaltes im Medienlberstand von pankreatischen Inseln nach dem
Protokoll von Kelly et al. [136] durchgefiihrt. Dazu werden die Inseln Uber Nacht in
Glucose-freiem RPMI Medium 1640 inkubiert und am nachsten Tag in einem Krebs-Ringer
Puffer (115 mM NaCl, 4.7 mM KClI, 1.28 mM CaClz, 1.2 mM MgSQs, pH 7.4, 0.1% BSA) mit
1.1 mM Glucose fir 40 Minuten bei 37°C und 5% CO2/95% rH inkubiert. Gleichzeitig werden
die Zellen mit CX-4945 (10 yM) bzw. der gleichen Menge an DMSO als Kontrolle behandelt.
Der Puffer wird gegen einen KRB-Puffer mit 5.6 mM Glucose mit CX-4945 (10 uM) bzw. der
gleichen Menge an DMSO ausgetauscht. Nach einer 20-minltigen Inkubation bei 37°C und
5% CO2/95% rH wird der Medienuberstand abgenommen und mit Assay Diluent C verdunnt.
Neben den Proben wird ein entsprechender Insulinstandard, der in dem Kit vorhanden ist,
mitgefihrt. 100 pl der verdinnten Proben und des Standards werden jeweils als
Doppelbestimmung in die Kavitaten der Platte pipettiert und flr zweieinhalb Stunden bei
Raumtemperatur auf einem Mikrotiter-Platten-Schdttler inkubiert (450 rpm). Die Lésung wird
verworfen und nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer wird zu jeder Kavitat 100 pl
biotinylierter Antikorper hinzugefugt und erneut eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Mikrotiter-Platten-Schuttler inkubiert (450 rpm). Die Lésung wird ebenfalls verworfen und die
Kavitaten erneut viermal mit Waschpuffer gewaschen. Danach wird zu jeder Kavitat 100 pl
einer Streptavidin-HRP Ldsung hinzugefugt und fur weitere 45 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Mikrotiter-Platten-Schattler inkubiert (450 rpm). Nach der Inkubation wird die Lésung
erneut verworfen und der Waschschritt wiederholt. Danach werden 100 pl Substratlésung in
jede Kavitat gegeben, die Proben abgedunkelt und fir weitere 30 Minuten auf einem
Mikrotiter-Platten-Schiittler inkubiert (450 rpm). Danach wird die Reaktion durch Zugabe einer
Stopplésung abgebrochen. Anschliefend wird die Absorption im Infinite M200 Pro TECAN
Reader bei 450 nm und 550 nm gemessen. Zur optischen Korrektur wird der 550 nm Wert von
dem 450 nm Wert subtrahiert. Im Anschluss wird die Insulinkonzentration der Proben im

Vergleich zu den Insulinstandards ermittelt.

5.3.16 Messung der intrazelluldaren Ca?*-lonenkonzentration

Die Detektion der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration von INS-1 832/13 Zellen erfolgt mit
Hilfe des Ca?*-Indikators Fura 2-AM. Fura 2 ist ein Fluoreszenzfarbstoff der Chelatkomplexe

mit Ca?*-lonen bildet. Durch die Bindung an Acetoxymethylester (AM) kann er die Membran
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passieren. Innerhalb der Zelle wird AM dann durch endogene Esterasen abgespalten, Fura 2
dadurch aktiviert und ein Austreten des Fluoreszenzfarbstoffs verhindert. Die Ca?*-induzierten
Fluoreszenzanderung wird bei 340 nm (Ca?*-Fura 2-Komplex) und 380 nm (freies Fura 2)
gemessen. Die intrazellulare Ca?'-lonenkonzentration wird durch das Verhaltnis der
Fluoreszenz bei 340/380 nm ermittelt. Die INS-1 832/13 Zellen werden einen Tag vor dem
Experiment auf Deckglaschen ausplattiert, sodass die Konfluenz am néchsten Tag ca. 60-70%
betragt. Die Zellen werden dann wie auch flr die Messung des Insulingehaltes flr zwei
Stunden in Glucose-freiem RPMI Medium 1640 bei 37°C und 5% CO2/95% rH gehungert.
AnschlieBend werden die Zellen mit 5 pM Fura-2 -Acetoxy-Methylester gelost in
Glucose-freiem KRBH-Puffer (135 mM NaCl, 3.6 mM KCI, 5 mM NaHCO3, 0.5 mM NaH.POy,,
0.5 mM MgCly, 1.5 mM CaCl,, 10 mM HEPES, pH 7.4) im Dunkeln beladen und fir 30 Minuten
bei 37°C und 5% CO2/95% rH inkubiert. Danach werden die Zellen mit Glucose-freiem
KRBH-Puffer gewaschen und die Messung der intrazellularen Ca?*lonenkonzentration wird in
einer offenen Kammer mit 300 ul Glucose-freiem KRBH-Puffer gestartet. Die Beladung der
Zellen und die Messung fand bei Raumtemperatur statt. Nach funf Minuten werden 300 pl
KRBH-Puffer mit 20 mM Glucose und CX-4945 (20 uM) bzw. die gleiche Menge an DMSO
manuell zu der Lésung in der Kammer hinzugefiigt, sodass die Endkonzentration flr Glucose
10 mM und fir CX-4945 10 uM betragt. Die Messung wird mittels eines inversen Mikroskops
(Axiovert S100, Zeiss) ausgestattet mit einem Monochromator (Polychrome V,
TILL-Photonics) durchgefuhrt. Alle zwei Sekunden wird Fura-2 abwechselnd bei 340 nm und
380 nm fur 20 Millisekunden angeregt und die emittierte Fluoreszenz (F340 and F380,
>510 nm) wird mit einer charge-coupled device (CCD) Kamera (TILL Imago, TILL-Photonics)
aufgenommen. Einzelne Zellen werden als Region von Interesse markiert und ein Zell-freier
Bereich fur die Hintergrund-Korrektur gewahlt. Die Messung und die Analyse wird mit Hilfe der
TILLviSION  software  (TILL-Photonics)  durchgefuhrt.  Zur  Durchfuhrung des
,readdition“-Experiments wird die Messung in Ca?* -freiem KRBH-Puffer gestartet, nach 5 min
wird Glucose (Endkonz.: 10 mM) und CX-4945 (Endkonz.: 10 uM) bzw. die gleiche Menge an
DMSO zugefiigt und nach 15 Minuten wird eine CaCl>-Lésung (Endkonz.: 1.5 mM) dazu

gegeben.

5.3.17 RNA-Interferenz

Bei der RNA-Interferenz interagieren kurze RNA-Stiicke mit der mRNA. Unter Beteiligung von
Enzymkomplexen wird die mRNA gespalten und die Translation verhindert. Dadurch kann ein
.knockdown® eines Gens erzielt werden. INS-1 832/13 Zellen werden einen Tag vor dem

Experiment in 6-well Kulturschalen ausgesat, sodass die Konfluenz 60-70% betragt. Die
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Experimente werden mit einem gegen Ca,2.1 gerichteten siRNA pool (Dharmacon
L-090177-02-0005) wund als Kontrolle mit einem scramble siRNA  pool
(Dharmacon D-001810-10-05)  durchgefihrt. Bei  Messungen der intrazellularen
Ca?"-lonenkonzentration wird gleichzeitig ein Indikator fiur die Transfektionseffizienz (siGLO
Green Transfection Indicator, Dharmacon D-001630-01-05) (1:1) transfiziert. Fur die
Transfektion wird die siRNA (200 nM) in Medium ohne Zusatze (Gesamtvolumen 200 pl)
zusammen mit dem Transfektionsindikator (1:1) verdunnt. Parallel dazu wird das
Transfektionsreagenz DharmaFECT 1 von Dharmacon (10 pl) in einem zweiten
Eppendorfgefal® mit Medium ohne Zusatze (Gesamtvolumen 200 pul) verdinnt. Die Ansatze
werden fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend werden sie
zusammengefugt und fur weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wird
danach tropfenweise in das Zellmedium gegeben, die Zellen fur 48 Stunden inkubiert und im

Anschluss geerntet oder fur ein Calciumexperiment verwendet.

Die Abschnitte Materialien und Methoden wurden mit Hilfe des Methodenbuchs der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Montenarh der Medizinischen Biochemie und Molekularbiologie
der Universitat des Saarlandes und mit in der Arbeitsgruppe angefertigten Arbeiten erstellt
[137-140].
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6. Ergebnisse

In bisherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe Montenarh wurden molekulare Mechanismen in
pankreatischen B-Zelllinien identifiziert, in welchen die Proteinkinase CK2 Auswirkungen auf
die Glucose-stimulierte Insulinregulation hat [138, 140, 141]. Die Proteinkinase CK2
phosphoryliert Proteine und kann damit deren Aktivitat aktivieren oder inhibieren. Die
Beobachtungen weisen darauf hin, dass die CK2 einen negativen regulatorischen Effekt auf
den Insulinsignalweg ausubt. In der hier vorliegenden Dissertation wurde die Bedeutung der
CK2 fur die Glucose-stimulierte Insulinsekretion (GSIS) in pankreatischen f-Zellen
(INS-1 832/13) untersucht. Signal flr den Transport von Insulinvesikeln zur Membran ist ein
Anstieg der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration. Deshalb wurden auch mdgliche
Veranderungen der intrazellularen Ca?"-lonenkonzentration untersucht. Der
spannungsabhangige Calciumkanal Ca,2.1 wurde dabei als moégliches Zielmolekil fir die CK2

naher untersucht.

6.1 Untersuchungen der INS-1 832/13 Zelllinie als Zellkulturmodell zur Analyse

der Glucose-stimulierten Insulinsekretion

Zur Analyse der Auswirkung einer CK2-Phosphorylierung auf die GSIS wurde die
INS-1 832/13 Zelllinie in der vorliegenden Arbeit verwendet. Dabei handelt es sich um einen
Subklon der INS-1 Zelllinie (Insulinoma1-Zelllinie), welche mit einem Plasmid transfiziert
wurde, das das humane Proinsulin Gen enthalt [128]. INS-1 Zellen sind endokrine Zellen der
Langerhans-Inseln eines Ratten-Pankreas. Aufgrund einer Behandlung mit Réntgenstrahlen
entwickelten diese ein Insulinom (gutartiger neuroendokriner Tumor) mit einer Uberproduktion
an Insulin [142]. Stimuliert man die Zellen mit Glucose setzen sie vermehrt in Vesikeln
gespeichertes Insulin frei. Die GSIS der INS-1 832/13 ist um ein funffaches geringer als in
primaren pankreatischen Ratteninseln. Die parentale INS-1 Zelllinie weist hingegen eine um

das 11-fache geringere Insulinsekretion auf [128].

Zur Untersuchung der Glucoseresponsivitat der INS-1 832/13 Zellen wurden diese zunachst
uber Nacht in Glucose-freiem Medium inkubiert. Am nachsten Tag sollten die Glucosereserven
der Zellen soweit erschopft sein, dass sie somit auf einen Glucosestimulus hin Insulin
freisetzen. Dazu wurden die Zellen Gber 30 Minuten in Medium mit 0 mM Glucose oder 10 mM
Glucose gehalten. Das freigesetzte Insulin in den Medientberstanden wurde mittels eines
spezifischen ,Enzyme-linked Immunosorbent Assays” (ELISA-Test) nachgewiesen. Dabei war

nach einem Glucose-Stimulus (10 mM) die Insulinkonzentration in den Medienuberstanden
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um das 1.3-fache erhdht (Abbildung 7). Dies zeigte, dass die INS-1 832/13 Glucose-responsiv

sind und die Zelllinie fur weitere Experimente zur Untersuchung der GSIS geeignet ist.
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Abbildung 7: Insulinsekretion in Medieniiberstanden von INS-1 832/13 Zellen nach einer Stimulation mit 10
mM Glucose liber 30 min. INS-1 832/13 Zellen wurden lber Nacht bei 0 mM Glucose gehalten und am nachsten
Tag fir 30 min mit 0 mM Glucose oder 10 mM Glucose weiter inkubiert. Die Insulinsekretion des
Medieniberstandes wurde mittels eines ELISA-Kits ermittelt. Daten sind dargestellt als Mittelwert aus

Doppelwerten eines Experimentes.

Nachdem die Funktionalitdt der Zellen bestatigt werden konnte, wurde anschliel3end
untersucht, welchen Effekt eine CK2-Hemmung in INS-1 832/13 Zellen auf die Menge der
CK2-Untereinheiten, die CK2-Aktivitdt und die Zellviabilitdt hat. Zur Hemmung der
CK2-Kinaseaktivitdt wurden ATP-kompetitive Inhibitoren, welche die Kinasefunktion der CK2
in der Zelle einschranken, verwendet. Quinalizarin (Q) und Silmitasertib (CX-4945) sind als
spezifische Inhibitoren der CK2 beschrieben [143, 144], und wurden in der vorliegenden Arbeit
zur Hemmung der CK2 eingesetzt. Inhibitoren sollten zunachst in jeder Zelllinie getestet
werden, da sich die Zelllinien unter anderem hinsichtlich der Aufnahme von Stoffen
(z.B. Inhibitoren) oder des intrazellularen Transports unterscheiden kdnnen. Zur Analyse der
Auswirkungen einer Inhibition der Proteinkinase CK2 mit diesen Hemmstoffen in den INS-1
832/13 Zellen wurde deshalb zunachst die Kinaseaktivitat der CK2 mittels eines spezifischen

CK2-in vitro-Kinaseassays gemessen. Aufgrund vorheriger CK2-Inhibitionsexperimenten der
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Arbeitsgruppe Montenarh in pankreatischen Zelllinien wurden die Konzentrationen der
CK2-Hemmstoffe wie folgt gewahlt: 50 yM Quinalizarin und CX-4945 10 yM CX-4945. Die
INS-1 832/13 Zellen wurden dabei jeweils flir 30 Minuten und 24 Stunden mit den jeweiligen
Inhibitoren behandelt. Bei einer Inhibition mit CX-4945 ist die Aktivitdt der Kinase nach 30
Minuten um ca. 45% signifikant herabgesetzt, bei einer Behandlung mit Quinalizarin um
ca. 10%. Nach 24 Stunden ist die Aktivitat bei beiden Hemmstoffen um weitere ~10%
verringert (Abbildung 8 B). Um zu zeigen, dass die veranderte Kinaseaktivitat nicht durch eine
verringerte Proteinexpression bedingt ist, wurden die Untereinheiten der CK2 (o, o’ und ) auf
Proteinebene mittels Western Blot untersucht. In Abbildung 8 A ist zu sehen, dass die
Proteinexpressionen von CK2a, CK2a' und CK2B durch die Inhibition mit Quinalizarin und
CX-4945 nicht beeinflusst werden. Die verringerte Kinaseaktivitat ist somit nicht die Folge einer
verminderten Proteinexpression der CK2. Die CK2 ist in vielen Tumorzellen Uberexprimiert
und schutzt die Zellen vor Apoptose. Durch eine Hemmung kommt es deshalb in vielen
Tumorzellen zur Apoptose [93, 110, 145, 146]. Folglich wurde die Zellviabilitdt nach
CK2-Inhibition untersucht, indem die  Zellen auf  eine Spaltung  von
Poly-(ADP-Ribose) - Polymerase mit Hilfe eines Antikérpers getestet wurden. Die 24 Stunden
Probe diente dabei als Positivkontrolle fir die Apoptose. Eine PARP-Spaltung in den Zellen
war, wie erwartet, bei beiden Inhibitoren nach 24 Stunden zu sehen (Abbildung 8 C), d.h. in
diesen Zellen findet Apoptose statt. Bei 30 Minuten hingegen war keine PARP-Spaltung zu

detektieren und die Zellen sind entsprechend vital.
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Abbildung 8: Auswirkungen einer CK2-Hemmung auf die CK2-Untereinheiten, die CK2-Aktivitat und die
Zellviabilitat. INS-1 832/13 Zellen wurden fir 30 min bzw. 24 h mit CX-4945 (10 uM), oder Quinalizarin (50 uM)
behandelt. Die Experimente A-C wurden mit den gleichen Extrakten durchgefiihrt. Als Losemittelkontrolle diente
DMSO A: Western Blot Analyse der CK2-Untereinheiten a (42 kDa), o’ (38 kDa) und B (26 kDa). a-Tubulin diente
als Ladekontrolle (50 kDa). B: In vitro-Kinaseassay zur Ermittlung der rel. CK2-Kinaseaktivitat. Daten sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten, **P <= 0.01. C: Western Blot Analyse der
PARP-Spaltung (PARP: 116 kDA, Spaltprodukt: 89 kDa) zur Uberpriifung der Zellviabilitit. a-Tubulin diente als
Ladekontrolle (50 kDa).

Da nach einer 24-stindigen Behandlung keine deutlich gréRere Reduktion der Kinaseaktivitat
erreicht werden konnte (Abbildung 8 B) und bei einer langeren Behandlung Apoptose in den
Zellen stattfindet (Abbildung 8 C), wurde die kurzere Behandlungszeit von 30 Minuten flr
darauffolgende Experimente gewahlt. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die INS-1 832/13
Zellen fur die Analysen der vorliegenden Dissertation geeignet sind, wurde anschlieRend die
Auswirkungen einer Inhibition der CK2 auf die Insulinsekretion und die intrazellulare

Calciumkonzentration untersucht.

6.2 Auswirkungen einer CK2-Inhibition auf die Insulinsekretion

Um die Auswirkungen einer Inhibition der CK2 auf die Insulinsekretion in INS-1 832/13 Zellen
zu untersuchen, wurden die Zellen zunachst in Glucose-freiem Medium gehungert und
anschlieend in Glucose-freiem Krebs-Ringer Bicarbonat-HEPES Puffer (KRBH) inkubiert, um

Rebecca Scheuer Seite | 64



Ergebnisse

die Zellen mit dem Puffersystem vertraut zu machen. Danach wurde der Glucose-freie Puffer
zur Stimulation der Insulinsekretion durch KRBH mit 10 mM Glucose ausgetauscht.
Gleichzeitig mit dem Austausch des Puffersystems erfolgte eine Zugabe von CX-4945 (10 uM)
oder Quinalizarin (50 uM). Nach verschiedenen Zeitpunkten (0 min, 10 min, 15 min, 20 min,
30 min) wurden Medienliberstande abgenommen und das freigesetzte Insulin mittels eines
ELISA nachgewiesen. Die Abbildungen 9 A und 9 B zeigen ein reprasentatives Experiment
einer Messung des Verlaufs der Insulinsekretion nach einer CK2-Hemmung. Nach einem
Glucose-Stimulus steigt die Insulinsekretion stetig an. Wird gleichzeitig die CK2 mit
Quinalizarin (Q) inhibiert ist die Insulinsekretion nach 20 Minuten um das ca. 1.5-fache erhéht
und nach weiteren 10 Minuten noch um das ca. 1.2-fache (Abbildung 9 A). Bei einer Inhibition
mit CX-4945 ist die Insulinsekretion schon nach 10 Minuten um das ca. 1.7-fache erhéht. Der
Wert steigt weiter an bis sie nach 30 Minuten um das ca. 2.6-fache im Vergleich zur Kontrolle
(DMSO) erhoht ist (Abbildung 9 B).

In Abbildung 9 C sind die Zeitpunkte von drei unabhangigen Experimenten nach der Inhibition
der CK2 dargestellt, zu welchen die héchste Insulinsekretion gemessen wurde (Quinalizarin:
20 min; CX-4945: 30 min). Nach einer Inhibition der CK2 mit Quinalizarin (Q) ist die
Insulinsekretion um ca. 60% signifikant erhdht und nach einer Inhibition der CK2 mit CX-4945

findet eine signifikante Erhéhung der Insulinsekretion um ca. 150% statt.
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Abbildung 9: Insulinsekretion in Medieniiberstanden von INS-1 832/13 Zellen nach einer Inhibition der CK2
mit Q und CX-4945. INS-1 832/13 Zellen wurden fir 2 h gehungert (RPMI — Glu), fir 30 min inkubiert (KRBH -Glu)
und fiir 30 min mit DMSO, CX-4945 (10 uM), oder Quinalizarin (50 uM) behandelt bei gleichzeitiger Stimulation mit
Glucose (10 mM). Die Insulinkonzentration der Medieniiberstande wurde mittels eines ELISA-Kits ermittelt. DMSO
diente dabei als Losemittelkontrolle. A: Insulinsekretion (ng/ml) nach Behandlung mit Quinalizarin (Q, 50 pM) zu
den Zeitpunkten 0, 10, 15, 20, und 30 min. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte von Doppelwerten eines
reprasentativen Experiments. B: Insulinsekretion (ng/ml) nach Behandlung mit CX-4945 (10 pM) zu den
Zeitpunkten 0, 10, 15, 20, und 30 min. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte von Doppelwerten eines
reprasentativen Experiments. C: Insulinsekretion (%) nach Behandlung mit Quinalizarin (Q, 50 pM, 20 min) und
CX-4945 (10 uM, 30 min). Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten mit

jeweils Doppelwerten, **P < 0.01.

Im Anschluss wurden die aus den INS-1 832/13 Zellen erhaltenen Ergebnisse in
pankreatischen Inseln der Maus (C57B/6) verifiziert. Die murinen pankreatischen Inseln
wurden uns dabei freundlicherweise vom Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie in
Homburg zur Verfligung gestellt. Das Experiment wurde nur mit CX-4945 als Inhibitor der CK2
durchgefuhrt, um die Versuchstierzahl mdglichst gering zu halten. Da die Langerhans-Inseln
eine andere Glucoseresponsivitat als die INS-1 Zellen besitzen, erfolgte die Bestimmung des
freigesetzten Insulins nach dem Protokoll von Kelly et al. [136]. Die Abbildung 10 zeigt, dass

eine Behandlung mit CX-4945 (10 uM) die Insulinsekretion in den murinen pankreatischen
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Inseln um ca. 112% signifikant steigert. Somit wird die GSIS sowohl in INS-1 832/13 Zellen als
auch in murinen Langerhans-Inseln durch eine CK2-Hemmung signifikant um das 1.5-fache

bzw. 1.12-fache gesteigert.
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Abbildung 10: Insulinsekretion in Medieniiberstdnden von murinen Langerhans-Inseln (C57B/6) nach einer
Inhibition der CK2 mit CX-4945 [147]. Langerhans-Inseln der Maus (C57B/6) wurden uber Nacht gehungert
(RPMI -Glu), fiir 40 min in KRB (1,1 mM Glucose) inkubiert und fir 20 min mit DMSO oder CX-4945 (10 puM)
behandelt bei gleichzeitiger Stimulation mit Glucose (5,6 mM). Der Insulingehalt der Medieniiberstdnde wurde
mittels eines ELISA-Kits ermittelt. Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM von drei unabhangigen
Experimenten mit jeweils Doppelwerten, **P < 0.01.

Nach den Untersuchungen der GSIS wurden anschlieRend auch die mdglichen Folgen einer
CK2-Inhibition auf die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration untersucht. Aufgrund der
schlechteren Inhibition der CK2-Aktivitdt (Abbildung 8 B) sowie der deutlich geringeren
Erhéhung der Insulinsekretion (Abbildung 9 C) durch Quinalizarin wurden weitere Experimente
nur mit dem Inhibitor CX-4945 durchgefuhrt. AuRerdem wird CX-4945 bereits in klinischen
Studien eingesetzt [148], weshalb dieser Inhibitor fir Untersuchungen in der vorliegenden

Arbeit interessanter ist.

Rebecca Scheuer Seite | 67



Ergebnisse

6.3 Auswirkungen einer CK2-Inhibition auf die intrazellulare

Ca%*-lonenkonzentration

Nach einer Stimulation mit Glucose wird in den pankreatischen B-Zellen eine Signalkaskade
ausgeldst, welche letztendlich zu einem Offnen von spannungsabhangigen Calciumkanalen
und dadurch zu einem Einstrom von Ca?*-lonen fiihrt. Diese vermitteln in der pankreatischen
B-Zelle den Transport von insulinhaltigen Vesikeln zur Membran, wo schliellich deren

Exozytose stattfindet.

Die gesteigerte Insulinsekretion nach CK2-Hemmung konnte also durch eine veranderte
Ca?"-lonenkonzentration bedingt sein. Um diese vermutete Kausalitat zu Uberprifen, wurde
im nachsten Schritt die Auswirkungen einer CK2-Inhibition auf die intrazellulare
Ca?"-lonenkonzentration untersucht. Dabei wurde mit Hilfe von Fura 2-AM (Ca?*-Indikator) die
Fluoreszenzanderungen gemessen und das intrazellulare Calcium anhand des
Verhaltnisses 340/380 nm bestimmt. Abbildung 11 A zeigt die Gesamtheit der
Fluoreszenzsignale nach einer Behandlung mit CX-4945 (10 uM, Abb. 11 A unten) bzw. die
Kontrollbehandlung (Abb. 11 A oben) mit der jeweiligen Mittelwertskurve. Nach der Stimulation
mit Glucose (10 mM) ist ein Anstieg der Fluoreszenzsignale zu erkennen. Die Abbildung 11 B
zeigt die Mittelwertskurven ohne die Gesamtheit der Fluoreszenzsignale. Es zeigt sich, dass
eine Inhibition der CK2 mit CX-4945 (10 uM, Abb. 11 B, graue Kurve) eine deutliche Steigerung
der Fluoreszenzsignale und damit der intrazellularen Calciumionenkonzentration zur Folge
hat. Der Vergleich der Flachen unter den Kurven (area under the curve = AUC) verdeutlicht,
dass nach einer Behandlung mit CX-4945 (10 uM) die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration
signifikant um das ca. 1.2-fache erhoht ist (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Intrazelluldre Ca?*-lonenkonzentration in INS-1 832/13 Zellen nach einer Inhibition der CK2
mit CX-4945. INS-1 832/13 Zellen wurden fir 2 h gehungert (RPMI, -Glu), fir 30 min (KRBH -Glu) bei
gleichzeitiger Beladung mit Fura 2-AM (Endkonz.: 5 ng/pl) inkubiert. Die Messung wurde in KRBH -Glu gestartet.
Nach 5 min wurden die Zellen mit CX-4945 (10 puM), bei gleichzeitiger Stimulation mit Glucose (10 mM),
behandelt. DMSO diente als Losemittelkontrolle. A: Gesamtheit der Fluoreszenzsignale nach Behandlung mit
CX-4945 (10 uM, unten) und die dazugehérigen Mittelwertskurven (schwarze Linie) mit insgesamt 480 Zellen aus
3 unabhéangigen Experimenten (n=3/480). Kontrolle: oben, mit insgesamt 514 Zellen aus 3 unabhangigen
Experimenten (n=3/514). Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM von drei unabhangigen Experimenten. B:
Verlauf der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration nach Behandlung mit CX-4945 (10 uM, graue Linie, n=3/480)
und Stimulation mit Glucose (10 mM) als Mittelwertskurve. Kontrolle: schwarze Linie, n=3/514. Daten sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten. C: Area under the curve (AUC, ab Minute
5, Vgl. B) nach Behandlung der INS-1 Zellen mit CX-4945 (10 uM, grau, n=3/480). Kontrolle: schwarz, n=3/514.
Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten, *P = 0.05.

Die Erh6hung der intrazellularen Calciumkonzentration nach Inhibition der CK2 kann sowohl
durch einen Einstrom von extrazellularem Ca?* als auch durch eine Freisetzung aus
intrazellularen Calcium Speichern bedingt sein. Um die Frage zu klaren wodurch die
Erhéhung bedingt ist, wurde ein ,readdition“-Experiment durchgefihrt. Dabei wurde erst im
Verlauf der Messung Calcium hinzugefligt und zuvor in einem Calcium-freien Puffer

gearbeitet und die intrazellulare Ca?'-lonenkonzentration nach Stimulation mit

Rebecca Scheuer Seite | 69



Ergebnisse

Glucose (10 mM) und CK2-Hemmung (CX-4945, 10 yM) bestimmt.
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Abbildung 12: ,,readdition“-Experiment nach Stimulation mit Glucose und Inhibition der CK2 mit CX-4945.
INS-1 832/13 Zellen wurden fir 2 h gehungert (RPMI -Glu), fir 30 min in KRBH (-Glu, -Ca?*) inkubiert und
gleichzeitig mit Fura 2-AM (5 ng/ul) beladen. Die Messung wurde in KRBH (-Glu, -Ca?*) gestartet. Nach 5 min
wurden die Zellen mit CX-4945 (10 uM) bei gleichzeitiger Stimulation mit Glucose (10 mM) behandelt. Nach
weiteren 10 min wurde CaClz (Endkonz.: 1,5 mM in KRBH) hinzugefigt und fiir weitere 15 min gemessen. Als
Losemittelkontrolle diente DMSO. Gezeigt ist der Verlauf der intrazelluldren Ca?*-lonenkonzentration als
Mittelwertskurve. Schwarze Linie: DMSO, mit insgesamt 535 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten (n=3/535),
graue Linie: CX-4945, mitinsgesamt 424 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten (n=424). Daten sind dargestellt
als Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten.

Abbildung 12 zeigt, dass erst nach einer Zugabe von Ca?*-lonen (Endkonz.: 1.5 mM in KRBH)
zur LOsung eine deutliche Oszillation der Zellen stattfindet. Die alleinige Stimulation mit
Glucose (10 mM) und gleichzeitiger Behandlung mit CX-4945 (10 pM) ist daflr nicht
ausreichend. Auch ein Unterschied der Fluoreszenzintensitaten ist erst nach der Zugabe von
extrazellularem Ca?* (Endkonz.: 1.5 mM) zu sehen. Wie auch schon in der Abbildung 11 B zu
sehen, ist die Intensitat der Fluoreszenzsignale nach einer Behandlung mit CX-4945 (10 yM)
deutlich erhoht. Die Erhohung der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration nach einer

Behandlung von CX-4945 (10 pyM) ist somit durch einen Einstrom von extrazellularem Calcium
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bedingt und nicht durch eine Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Speichern.

6.4 Untersuchungen des spannungsabhangigen Calciumkanals Cav2.1 als

mogliches Zielmolekiil fir die Proteinkinase CK2

Eine Inhibition der CK2 hat sowohl einen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration als
auch eine Steigerung der Insulinsekretion in pankreatischen p-Zellen zur Folge. Daher liegt
die Vermutung nahe, dass das Zielmolekil der Proteinkinase CK2 ein spannungsabhangiger
Calciumkanal sein konnte. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Insulinsekretion. In dem
von uns verwendeten Zellkultursystem, den INS-1 Zellen, sind mehrere Typen von
Calciumkanalen exprimiert: Ca,1.3, Ca,2.1 und Ca,2.3 (Tabelle 26) [33].

Tabelle 26 [33]: Spannungsabhéngige Calciumkandle in pankreatischen 3-Zellen und Inselzellen.

Cay Channel mRNA Protein Current
Origin Cavl.2 Cavl3 Cav2.l Cav22 Cav23 Cav3.l Cavl2 Cavl3 Cav2l Cav22 Cav23 Cavdl L PQ N R T
Human (3-cell + + + + + + 4+ - +
or islet
Rat 3-cell or + + + + + + + + + 9 +
islet
Mouse (-cell + + + + + + + - 4+ —
or islet
Hamster HIT-  + + + - + ? 2
15T
Rat INS-1 ? - - - - - - + + + + + 2+ +
Rat RINmSF + + + - + + + + 92 +
Mouse MIN6 + + +
Mouse BTC- + + + + + +
3
Ca, channel, voltage-gated Ca®>* channel; +, positive; —, negative; ?, controversial.

Fir die Analysen in der vorliegenden Arbeit wurde der Ca,2.1 Subtyp als mogliches
Zielmolekul fur die CK2 ausgewahlt. Zum einen ist dieser sowohl in pankreatischen Inselzellen
der Ratte als auch in humanen pankreatischen Inselzellen exprimiert und konnte im Gegensatz
zu Ca,1.3 als Protein nachgewiesen werden (Tabelle 26). Des Weiteren ist der Ca,2.1 Kanal
in humanen Inselzellen fir ca. 45% der Calciumstréme verantwortlich und spielt somit eine
zentrale Rolle bei der GSIS [34]. Eine Hemmung des Kanals hat eine Reduktion der GSIS um
60-70% zur Folge [34]. AuRerdem wurde bereits durch Kahle et al. [149] in einem
Hefe-Zwei-Hybrid-System gezeigt, dass die CK2B-Untereinheit mit dem Ca,2.1 interagiert.
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6.4.1 Untersuchung der Phosphorylierung des endogenen Ca,2.1 durch die CK2

Als erster Schritt zur Evaluation des Ca,2.1 Kanals als potentielles Zielmolekul fir die CK2
wurde die Phosphorylierung des endogenen Volllangen Ca,2.1 Kanals untersucht. Dabei
wurde die as-Untereinheit des Kanals untersucht, da diese die lonen-Pore bildet und fur die
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des Kanals verantwortlich ist [27].
Zudem konnte bereits sowohl eine in vitro als auch eine in vivo Phosphorylierung der
Cavai-Untereinheit verschiedener Subtypen nachgewiesen werden [19, 54, 150, 151]. Im
weiteren Verlauf wird die a+-Untereinheit von Ca,2.1 (Cayaia) als Ca,2.1 bezeichnet. Fur die
Untersuchung wurden INS-1 832/13 Zellen zur Hemmung der CK2 mit CX-4945 (10 pM)
behandelt. Die Proteine aus Gesamtzellextrakten wurden dann zunachst auf eine
PVDF-Membran geblottet und anschlieRend hinsichtlich einer Phosphorylierung durch die
CK2 mit Hilfe eines in vitro Phosphorylierungsassays mit radioaktivem [*?P]-Phosphat
untersucht. Dabei wurde die Eigenschaft der CK2, als Phosphatdonor GTP verwenden zu
kénnen, genutzt [73, 89] und der Phosphorylierungsassay mit [*2P]-a-GTP durchgefiihrt. Um
eine Phosphorylierung dem Ca,2.1 Kanalprotein zuordnen zu koénnen, wurde eine
Immundetektion mit der zuvor verwendeten PVDF-Membran durchgefihrt. Abbildung 13 A
zeigt die Autoradiographie (links) und die Western Blot Analyse (rechts). Der
Autoradiographiefilm zeigt im Gesamten eine deutlich schwachere Phosphorylierung nach
einer Behandlung der INS-1832/13 Zellen mit CX-4945. Bei der Kontrolle ist eine
Proteinbande bei ca. 280 kDa zu sehen, welche dem Ca,2.1 Protein entsprechen kénnte. Im
Anschluss an die Western Blot Analyse wurde der Film passgenau auf die entwickelte
Blotmembran gelegt. Die detektierte Ca,2.1 Proteinbande des Western Blots entsprach dabei
der moglichen Ca,2.1 Phosphorylierungsbande. Zum Vergleich ist in der Abbildung 13 B eine
Linie auf H6he der mdglichen Bande zwischen dem Autoradiographiefilm und dem Western

Blot gezogen worden.
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Abbildung 13: CK2-Phosphorylierung des endogenen Cav2.1-Kanals. INS-1 832/13 Zellen wurden fur 2 h in
RPMI -Glu gehungert, fiir 30 min inkubiert in KRBH -Glu inkubiert und fiir 30 min mit CX-4945 (10 uM) behandelt
bei gleichzeitiger Stimulation mit Glucose (10 mM). Die Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und mit
Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Bradford-Assay ermittelt. AnschlieRend
erfolgte ein CK2 Phosphorylierungsassay mit den Extrakten (80 pg) und gereinigtem CK2-Holoenzym. Nach
Zugabe von [*?P]-a-GTP (2 uCi) wurden die Proben inkubiert (30 min, 37°C). Die Auftrennung der phosphorylierten
Extrakte erfolgte auf einem SDS-Polyacrylamidgel mit anschlieBendem Western Blot. Die Blotmembran wurde
getrocknet, autoradiographisch analysiert und eine Immundetektion mit einem spezifischen Antikérper gegen
Cav2.1 (abcam ab181371) wurde durchgefiihrt. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus
Prestained 10-250 kDa. A: Links: Autoradiographiefilm der behandelten Extrakte. Rechts: Western Blot zu der
Autoradiographie Analyse. Immundetektion mit Cav2.1 Antikdrper (abcam ab181371, ~280 kDa). Als Ladekontrolle
diente HSP70. B: Vergleich (durchgezogene Linie) der Banden von Cav2.1 des Western Blots (rechts) mit der
moglichen Phosphorylierungsbande fiir Cav2.1 (links).
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Da es sich um Gesamtzellextrakt bei der Probe handelt kann die Phosphorylierungsbande
nicht eindeutig dem Ca,2.1 Protein zugewiesen werden. Die erhaltenen Ergebnisse des
Western Blot legen jedoch die Vermutung einer Phosphorylierung des endogenen Ca,2.1
Proteins durch die CK2 nahe.

6.4.2 In silico Suche moéglicher CK2-Phosphorylierungsstellen im Ca,2.1

Der néchste Schritt war deshalb die Identifizierung konkreter CK2-Phosphorylierungsstellen in
Ca,2.1. Die minimale Konsensussequenz fur Substrate der CK2 lautet S/TxxD/E [70]. Ca,2.1
besitzt mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen fir die CK2. Um die Untersuchungen auf
die wichtigsten Stellen zu begrenzen, wurden die in vitro Analysen hauptsachlich auf den
C-Terminus beschrankt, da dort bereits eine Interaktion der CK2B-Untereinheit beschrieben
wurde [149]. Fur die spateren in vitro Analysen wurde der Ca,2.1 aus der Maus
(Mus musculus, CACNA1A, GenBank: AY714490.1) verwendet. Die Sequenz besitzt 99%
Ubereinstimmung mit der Ca,2.1 Sequenz der Ratte (Rattus norvegicus, GenBank
XP_017456671.1) und 87% Ubereinstimmung mit der humanen Ca,2.1 Sequenz
(Homo sapiens, GenBank AAB64179.1). Eine in silico Analyse (www.prosite.expasy.org und
http://www.cbs.dtu.dk) der Aminosauresequenz des C-Terminus von Ca,2.1 ermittelte zehn
potenzielle Stellen fur eine CK2-Phosphorylierung (Abbildung 14). Davon sind acht Stellen

zwischen Maus, Ratte und Mensch konserviert.

Rebecca Scheuer Seite | 74


http://www.prosite.expasy.org/
http://www.cbs.dtu.dk/

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Homo sapiens

Ergebnisse

NFEYLTRDSSILGPHHLDEYVRVWAEYDPAACGRIHYKDMYSLLR
NFEYLTRDSSILGPHHLDEYVRVWAEYDPAACGRIHYKDMYSLLR
NFEYLTRDSSILGPHHLDEYVRVWAEYDPAAWGRMPYLDMYQMLR

VISPPLGLGKKCPHRVACKRLLRMDLPVADDNTVHFNSTLMALIRTALDIKIAKGGADKQ
VISPPLGLGKKCPHRVACKRLLRMDLPVADDNTVHFNSTLMALIRTALDIKIAKGGADKQ
HMSPPLGLGKKCPARVAYKRLLRMDLPVADDNTVHFNSTLMALIRTALDIKIAKGGADKQ

OMDAELRKEMMAIWPNLSQKTLDLLVTPHKSTDLTVGKIYAAMMIMEYYRQSKAKKLQAM
OMDAELRKEMMAIWPNLSQKTLDLLVTPHKSTDLTVGKIYAAMMIMEYYRQSKAKKLQAM
OMDAELRKEMMAIWPNLSQKTLDLLVTPHKSTDLTVGKIYAAMMIMEYYRQSKAKKLQAM

REEQNRTPLMFQRMEPPSPTQEGGPSQNALPS TQLDPGGGLMAHEGGMKESPSWVTQRAQ
REEQNRTPLMFQRMEPPSPTQEGGPSQNALPS TQLDPGGGLMAQESSMKESPSWVTQRAQ
REEQDRTPLMFQRMEPPSPTQEGGPGQONALPS TQLDPGGALMAHESGLKESPSWVTQRAQ

EMFQKTGTWSPERGPPIDMPNSQPNSQSVEMREMGTDGY SDSEHYLPMEGQTRAASMPRL
EMFQKTGTWSPERGPPIDMPNSQPNSQSVEMREMGTDGY SDSEHYLPMEGQTRAASMPRL
EMFQKTGTWSPEQGPPTDMPNSQPNSQSVEMREMGRDGY SDSEHYLPMEGQGRAASMPRL

PAENQRRRGRPRGNDLS T ISDTSPMKRSASVLGPKARRLDDYSLERVPPEENQRYHQRRR
PAENQRRRGRPRGNNLS T ISDTSPMKRSASVLGPKARRLDDYSLERVPPEENQRYHQRRR
PAENQRRRGRPRGNNLS T ISDTSPMKRSASVLGPKARRLDDYSLERVPPEENQRHHQRRR

DRGHRTSERSLGRYTDVDTGLGTDLSMTTQSGDLPSKDRDQDRGRPKDRKHRPHHHHHHH
DRGHRTSERSLGRY TDVDTGLGTDLSMTTQSGDLPSKDRDQDRGRPKDRKHRPHH-HHHH
DRSHRASERSLGRYTDVDTGLGTDLSMTTQSGDLPSKERDQERGRPKDRKHRQH-HHHHH

HHHHPPAPDRDRYAQERPDTGRARAREQRWSRS PSEGREHTTHRQGSSSVSGSPAPSTSG
HHHHPPAPDRERYAQERPDTGRARAREQRWSRS PSEGREHATHRQGSSSVSGSPAPSTSG
HHHHPPPPDKDRYAQERPDHGRARARDQRWSRS PSEGREHMAHRQGSSSVSGSPAPSTSG

TSTPRRGRRQLPQTPCTPRPLVSYSPAPRRPAA---————-————————————————————
TSTPRRGRRQLPQTPCTPRPLVSYSPAPRRPAA---————————————————————————
TSTPRRGRRQLPQTPSTPRPHVSYSPVIRKAGGSGPPQQQOQOQOQOQQQQQQOAVARPGRAAT

---RRMAGP-------- AAPPG-——————=—==—————————— GSPRGCRR-APRWPAHAP
---RRMAGP-------- PAPPG-—--——=--——=-————————- GSPRGCRR-APRWPAHAP

E------ GPRP----RGADYTEPDSPRE---—==-—===———————~ PPGGAHDPAPRSP
E---——- GPRP----RGADYTEPDSPRE-~-—=--———————————— PPGGAHEPAPRSP
HVSEGPPGPRHHGYYRGSDYDEADGPGSGGGEEAMAGAYDAPPPVRHASSGATGRSPRTP

RTPRAAGCASPRHGRRLPNGYYAGHGAPRPRT--ARRGAHDAY SESEDDWC
RTPRAAGCASPRHGRRLPNGYYAGHGAPRPRT--ARRGAHDAY SESEDDWC
RASGPACASPSRHGRRLPNGYYPAHGLARPRGPGSRKGLHEPYSESDDDWC

1808
1808
1856

1868
1868
1916

1928
1928
1976

1988
1988
2036

2048
2048
2096

2108
2108
2156

2168
2167
2215

2228
2227
2275

2261
2260
2335

2289
2288
2395

2320
2319
2455

2369
2368
2506

Abbildung 14: Vergleich der Aminosduresequenzen des Cav2.1 C-Terminus unterschiedlicher Spezies mit

potenziellen CK2-Phosphorylierungsstellen. Vergleich der Aminosauresequenzen des C-Terminus von Cav2.1
der Maus (AS 1764-2369, Mus musculus, GenBank AY714490.1), der Ratte (AS 1764-2368, Rattus norvegicus,
GenBank XP_017456671.1) und des Menschen (AS 1812-2506, Homo sapiens, GenBank AAB64179.1). Rot

markiert sind die Serine und Threonine welche potenzielle Phosphorylierungsstellen fiir die CK2 darstellen.

Die zehn potentiellen CK2-Phosphorylierungsstellen wurden in in vitro Analysen naher

untersucht. Um die Méglichkeit der CK2 als Ektokinase in Betracht zu ziehen wurde ein Serin
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einer extrazellularen Domane an Position 1677 flr weitere Analysen ebenfalls naher
untersucht (Abbildung 15). Dieses wurde zu Beginn der Arbeit durch ein weiteres Programm
(https://scansite4.mit.edu/4.0/#thome) ermittelt und ist ebenfalls zwischen Maus, Ratte und
Mensch konserviert. Das Serin an Position 1677 war dabei die einzige extrazellulare

CK2-Phosphorylierungsstelle, welche auch bei Hochstringenz noch angezeigt wurde.

Mus musculus GNIGIDGEDEDSDEDEFQITEHN 1688
Rattus norvegicus GNIGIDGEDEDSDEDEFQITEHN 1688
Homo sapiens GNIGIDVEDEDSDEDEFQITEHN 1736
Mus musculus NFRTFFQALMLLFRSATGEAWHNIMLSCLSGKPCDKNSGILTADCGNEF 1737
Rattus norvegicus NFRTFFQALMLLFRSATGEAWHNIMLSCLSGKPCDKNSGIQKPECGNEF 1737
Homo sapiens NFRTFFQALMLLFRSATGEAWHNIMLSCLSGKPCDKNSGILTRECGNEF 1784

Abbildung 15: Vergleich der Aminosauresequenzen unterschiedlicher Spezies mit der potenziellen CK2-
Phosphorylierungsstelle in der extrazelluliren Doméne. Vergleich der Aminosauresequenzen des C-Terminus
von Cav2.1 der Maus (AS 1764-2369, Mus musculus, GenBank AY714490.1), der Ratte (AS 1764-2368, Rattus
norvegicus, GenBank XP_017456671.1) und des Menschen (AS 1812-2506, Homo sapiens, GenBank
AAB64179.1). Rot markiert sind die Serine und Threonine welche potenzielle Phosphorylierungsstellen fir die CK2

darstellen.

6.4.3 Untersuchungen der in vitro Phosphorylierung von Ca,2.1 durch die Proteinkinase
CK2

Fir eine schnelle Eingrenzung der CK2-Phosphorylierungsstelle wurden Peptidfilteranalysen
[152, 153] mit den ermittelten Phosphorylierungsstellen durchgefiuihrt. Dabei wurden Peptide
mit je 15 Aminosauren, welche die zu untersuchenden Serine und ihre jeweiligen Alanin
Mutanten umfassten, auf eine Zellulosemembran gespottet (AG Prof. Dr. Martin Jung). Die
Membran wurde mit CK2-Holoenzym und [*2P]-y-ATP oder als Kontrolle nur mit [*2P]-y-ATP
inkubiert und autoradiographisch analysiert. Die Abbildung 16 zeigt die Peptidfilter fir die
potentiellen Phosphorylierungsstellen der CK2 im C-Terminus von Ca,2.1.
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Abbildung 16: Untersuchung der potenziellen CK2-Phosphorylierungsstellen im C-Terminus von Cav2.1
mittels Peptidfiltern. Peptidfiterassay fir die in Abbildung 15 dargestellten potenziellen CK2-
Phosphorylierungsstellen des Cav2.1 C-Terminus und ihre entsprechenden Mutanten. Peptide mit den potentiellen
Phosphorylierungsstellen und Phosphorylierungsmutanten wurden auf Zellulosemembranen gespottet. Die Filter
wurden mit EtOH aktiviert, Gber Nacht in Kinasepuffer (1% BSA) inkubiert und nach mehrmaligem Waschen
(Kinasepuffer) am nachsten Tag mit Kinasepuffer und CK2-Holoenzym [*2P]-y-ATP (10 uCi) inkubiert (1 h, RT).
AnschlieBend wurden die Membranen getrocknet und autoradiographisch untersucht. Als Kontrolle diente ein
Peptid mit der Substratsequenz fiir die CK2 (RRRDDDSDDD). Rechts: Wildtyp und Phosphorylierungsmutante fiir
S2201, T2300, S2304, S2362, S2364. Links: Wildtyp und Phosphorylierungsmutante fir T1854, T1961, S2028,
T2066, T2123, S2362, S2364.

Bei den potentiellen Phosphorylierungsstellen S2201 (Abbildung 16, links) und T1854
(Abbildung 16, rechts) zeigten sich schwache Signale. Diese konnten allerdings auch in den
jeweiligen Phosphorylierungsmutanten bzw. in der Kontrollbehandlung ohne CK2 beobachtet
werden. Es handelte sich dabei sehr wahrscheinlich um eine unspezifische Bindung von [*?P]y-
ATP. Die Serine an den Positionen S2362 und S2364 und ihre jeweiligen
Phosphorylierungsmutanten zeigten ein starkes Signal (Abbildung 16, links). Bei einer
gleichzeitigen Mutation beider Serine konnte kein Signal mehr detektiert werden, folglich
werden beide Serine von der Proteinkinase CK2 phosphoryliert. Fir die restlichen
Phosphorylierungsstellen konnten keine Signale detektiert werden. Als Positivkontrolle diente
ein  synthetisches  Substratpeptid (RRRDDDSDDD) bzw. die entsprechende
Phosphorylierungsmutante (RRRDDDADDD) fir die CK2. Wie erwartet, zeigte nur das
Substratpeptid, nicht aber die Mutante ein Signal. In der Abbildung 17 ist der Peptidfilter fir
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die potentielle extrazellulare CK2-Phosphorylierungsstelle (S1677) gezeigt. Die Serine an den

Positionen 2362 und 2364 dienten als eine weitere Positivkontrolle.

CK2 + -

RGAHDAYS2%62ES23¢4EDDWC
RGAHDAYAZ2362ES2384EDDWC
RGAHDAYS262EA2384EDDWC

RGAHDAYAZ262EA2364EDDWC
Leer
_._ IDGEDEDS'¢77DEDEFQI

IDGEDEDA77DEDEFQI
Leer
® RRRDDDSDDD

= RRRDDDADDD

Abbildung 17: Untersuchung der potenziellen CK2-Phosphorylierungsstellen in einer extrazelluldren
Doméne von Cav2.1 mittels Peptidfiltern. Peptidfilterassay fir Cav2.1 S1677, S2362 und S2364 und ihre
entsprechenden Mutanten. Peptide mit den potenziellen Phosphorylierungsstellen und Phosphorylierungsmutanten
wurden auf eine Zellulosemembran gespottet. Die Membran wurde mit EtOH aktiviert, Gber Nacht in Kinasepuffer
(1% BSA) inkubiert und nach mehrmaligem Waschen (Kinasepuffer) am nachsten Tag mit Kinasepuffer und CK2-
Holoenzym sowie [32P]-y-ATP (10 uCi) inkubiert (1 h, RT). AnschlieRend wurde die Membran autoradiographisch
untersucht. Als Kontrolle diente ein Peptid mit der Substratsequenz fir die CK2 (RRRDDDSDDD). Wildtyp und
Phosphorylierungsmutante fiir S2362, S2364, und S1677.

Die Abbildung 17 zeigt, dass bei einer Mutation von S1677 zu Alanin das entsprechende
Peptid nicht mehr phosphoryliert wird. Das Serin an Position 1677 stellt somit ebenfalls ein
Substrat fur die CK2 in vitro dar. In einem weiteren Peptidfilter wurde Uberpruft, ob eine
Phosphorylierung der zuvor detektierten Stellen (S1677, S2362, und S2364) auch durch die
CK2a-Untereinheit alleine gegeben ist, da es — wie bereits erwahnt - CK2-Substrate gibt, die
nur durch das CK2-Holoenzym, nicht aber durch die katalytischen Untereinheiten
phosphoryliert werden [87]. Auch hier zeigte sich eine Phosphorylierung fur alle drei
potentiellen CK2-Phosphorylierungsstellen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Untersuchung der Phosphorylierung von Cav2.1 $1677, S2362 und S2364 durch die CK2a
mittels Peptidfiltern. Peptidfilterassay fur Cav2.1 S1677, S2362 und S2364 und ihre entsprechenden Mutanten.
Peptide mit den potenziellen Phosphorylierungsstellen und Phosphorylierungsmutanten wurden auf eine
Zellulosemembran gespottet. Die Membran wurde mit EtOH aktiviert, Gber Nacht in Kinasepuffer (1% BSA) inkubiert
und nach mehrmaligem Waschen (Kinasepuffer) am nachsten Tag mit Kinasepuffer und CK2a, sowie [*2P]-y-ATP
(10 uCi) inkubiert (1 h, RT). Anschlieend wurde die Membran autoradiographisch untersucht. Als Kontrolle diente
ein Peptid mit der Substratsequenz fiir die CK2 (RRRDDDSDDD). Wildtyp und Phosphorylierungsmutante fiir
S2362, S2364, und S1677.

Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurden DNA-Fragmente, welche die gewahlten Serine
(Position: 1677, 2362, 2364) (Abbildung 19 A) enthielten zunachst mittels PCR
(Polymerase-Kettenreaktion) amplifiziert. Als Vorlage diente dabei der pcDNA6-Ca,2.1 Vektor
von Addgene (#26578). Zum einen wurde ein PCR-Fragment hergestellt, welches die
Aminosauren 1666-1738 umfasst, und somit das Serin an Position 1677 enthalt
(Molekulargewicht 219 bp, Abbildung 19 B links). Zum anderen wurde ein PCR-Fragment,
welches die Aminosauren 2177-2369, also nur einen Teil des C-Terminus, umfasst und die
beiden Serine an den Positionen 2362 und 2364 enthielt (Molekulargewicht 576 bp)
(Abbildung 19 B rechts), hergestellt.
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Abbildung 19: Volllangen Cav2.1 und die amplifizierte PCR-Fragmente von Cav2.1 (bp 4996-5214) und Cav2.1
(bp 6529-7107). A: Schema des Volllangen Cav2.1 mit den potenziellen CK2-Phosphorylierungsstellen (oben) und
der hergestellten DNA-Fragmente von AS 1666-1738 mit Serin 1677 und AS 2177-2369 mit Serin 2362 und 2364
(unten). B: Agarose-Gel (1%) der amplifizierten Cav2.1 PCR-Fragmente. Links: PCR-Fragment Cav2.1 mit den bp
4996 bis 5214. GréRe 219 bp (Bande durch Pfeil gekennzeichnet). Das Fragment umfasst die AS 1666-1738 und
enthélt das Serin 1677. Molekulargewichtsmarker: GeneRuler™ 50bp DNA Ladder (ThermoFisher). Rechts: PCR-
Fragment Cav2.1 mit den bp 6529 bis 7107. Grofie 576 bp (Bande durch Pfeil gekennzeichnet). Das Fragment
umfasst die AS 2177-2369 und enthalt die Serine 2362 und 2364. Molekulargewichtsmarker: GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder (ThermoFisher).

Die DNA-Fragmente wurden jeweils in den pGEX-4T-1 Vektor kloniert, wodurch das spater
entstehende Protein mit einem GST-Tag versehen ist. Die entstandenen pGEX-4T-1 Plasmide
(pGEX-4T-1_Ca,2.1 (1666-1738) und pGEX-4T-1_Ca,2.1 (2177-2369)) wurden durch eine

Sequenzierung (Firma: Eurofins Genomics) verifiziert, anschlieRend in E. coli XL-1 blue
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Bakterien transformiert und mittels Induktion durch IPTG als GST-Fusionsproteine exprimiert.
Zur Bestatigung der Expression wurden die Bakterien abzentrifugiert und die Proben mittels
SDS-PAGE und anschlieRender Coomassie-Blau Farbung analysiert. Die Abbildung 20 zeigt,
dass in der Probe welche mit IPTG induziert wurde (n.l.) eine zusatzliche Bande mit dem
erwarteten Molekulargewicht (links: GST-Ca,2.1 (1666-1738) ~8 kDa + GST 26 kDa; rechts:
GST-Ca,2.1 (2177-2369) ~21 kDa + GST 26 kDa) detektiert werden konnte. Die Expression

der Fusionsproteine konnte somit nachgewiesen werden.

kDa kDa
120—
85— 120—
85—
50—
50— GST-Ca,2.1
35— GST-Cay2.1 (2177-2369)
(1666-1738)
25— 35—

Abbildung 20: Expressionskontrolle der GST-Cav2.1 Fusionsproteine. E. coli XL-1 Blue Bakterien wurden
getrennt mit den Plasmiden pGEX-4T-1_Cav2.1 (1666-1738) und pGEX-4T-1_Cav2.1 (2177-2369) transformiert
und anschliefend induziert. Induktionsbedingungen: 37°C, 1 mM IPTG, 2 h. Die Bakteriensuspension (1 ml) wurde
abzentrifugiert, das Pellet resuspendiert (30 pl 3x SDS-Probenpuffer) und die Proben (30 pl) mittels SDS-PAGE
und Coomassie-Blau Farbung analysiert. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Prestained
Protein Molecular Weight Marker 20-120 kDa. Links: Transformation mit pGEX-4T-1_Cav2.1 (1666-1738), v.l.:
Probe vor Induktion, n.l.: Probe nach Induktion. Pfeil: GST-Cav2.1 (1666-1738), ~37 kDa. Rechts: Transformation
mit pGEX-4T-1_Cav2.1 (2177-2369), v.l.: Probe vor Induktion, n.l.: Probe nach Induktion. Pfeil: GST-Cav2.1
(2177-2369), ~47 kDa.

Daraufhin wurden die Proteine Uber Affinitdtschromatographie an GSH-Sepharose gereinigt
und zum Schluss wieder von der GSH-Sepharose eluiert. Abbildung 21 zeigt die
unterschiedlichen Reinigungsschritte. Bei der Reinigung von GST-Ca,2.1 (1666-1738) zeigt
sich in den Elutionsfraktionen (Abbildung 21, links Spur Elu 1-3) eine prominente Bande mit

dem erwarteten Molekulargewicht von ~34 kDa. Allerdings konnte auch nach mehrmaliger
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Elution das Protein nicht komplett von der GSH-Sepharose entfernt werden (Abbildung 21,
links Spur Saule n. Elu). Nach einer Dialyse der Elutionsfraktionen konnte jedoch eine
ausreichende Menge und Konzentration an Protein erzielt werden (Abbildung 21,
Spur n. Dialyse). GST-Ca,2.1 (2177-2369) lie sich ebenfalls gut an die GSH-Sepharose
binden (Abbildung 21, rechts Spur Saule v. Elu, Molekulargewicht 47 kDa), konnte aber nicht
in einer solch groRen Menge eluiert werden wie GST-Ca,2.1 (1666-1738) (Vgl.: Abbildung 21,
rechts Spur Elu 1-2 mit Abbildung 21, links Spur Elu 1-3). Fir weitere in vitro Analysen wurde
daher das an GSH-Sepharose gebundene GST-Ca,2.1 (2177-2369) verwendet.
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Abbildung 21: Reinigung der GST-Cav2.1 Fusionsproteine. GST-Ca,2.1 Fusionsproteine wurden in E. coli XL-
1 Blue Bakterien exprimiert und anschlieBend mittels GSH-Sepharose Affinitdtschromatographie gereinigt.
Probenbezeichnung: Saule v. Elu: an GSH-Sepharose gebundenes Protein vor Elution (15 pl), Elu 1: erste
Elutionsfraktion (15 pl), Elu 2: zweite Elutionsfraktion (15 pl), Elu 3: dritte Elutionsfraktion (15 pl), Saule n. Elu: an
GSH-Sepharose gebundenes Protein nach Elution (15 pl), n. Dialyse: gereinigtes und dialysiertes Protein (15 pl).
Links: SDS-Polyacrylamidgel der GST_Caw2.1 (1666-1738) Reinigungsschritte. Molekulargewichtsmarker:
Thermo Scientific™ Pierce™ Prestained Protein Molecular Weight Marker 20-120 kDa. Rechts: SDS-
Polyacrylamidgel der GST-Cav2.1 (2177-2369) Reinigungsschritte. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™
Pierce™ Unstained Protein Molecular Weight Marker 14.4-116 kDa.

Zur Untersuchung der Serine an Position 1677, 2362 und 2364 hinsichtlich lhrer
Phosphorylierung durch die CK2 in vitro wurden auch hier Phosphorylierungsmutanten
hergestellt. Dazu wurden die Serine mit Hilfe des Q5® Site-directed Mutagenesis Kits (NEB)
zu nicht phosphorylierbaren Aminosauren ausgetauscht. Das Serin an Position 1677 wurde
gegen ein Alanin ausgetauscht (pGEX-4T-1_Ca,2.1 (1666-1738) S1677A), das Serin an
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Position 2362 gegen ein Glycin (pGEX-4T-1_Ca,2.1 (2177-2369) S2362G) und das Serin an
Position 2364 ebenfalls gegen ein Alanin (pGEX-4T-1_Ca,2.1 (2177-2369) S2364A).
Aulerdem wurde eine Doppelmutante erzeugt, wobei die beiden Serine 2362 und 2364 gegen
Alanine ausgetauscht wurden (pGEX-4T-1_Ca,2.1 (2177-2369) S2362A/S2364A)
(Abbildung 22).

S2364
S1677 S2364

1 ] 2369
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B g1677 A1677
| I

1666 * 1738 — 1666 —1738

C G2362
S2364

52362 / g2362
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A2364
\ |
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Abbildung 22: Schematische Darstellung von Cav2.1 und den hergestellten Phosphorylierungsmutanten
fiir GST-Cav2.1 (1666-1738) und GST-Cav2.1 (2177-2369). Schematisch dargestellt sind die mit Hilfe des Q5®
Site-directed Mutagenesis Kits (NEB) hergestellten Phosphorylierungsmutanten. Die Doppelmutante (C,
S2362A/S2364A) wurde von der Firma Thermo Fisher de novo synthetisiert und anschliefend in den pGEX-4T-1
Vektor kloniert. A: Volllangen Cav2.1 mit den potentiellen CK2 Phosphorylierungsstellen. B:
Phosphorylierungsmutante fiir GST-Cav2.1 (1666-1738). Das Serin an Position 1677 wurde gegen ein Alanin
ausgetauscht. B: Phosphorylierungsmutanten fir GST-Cav2.1 (2177-2369). Das Serin an Position 2362 (oben)
wurde gegen ein Glycin ausgetauscht. Das Serin an Position 2364 (mitte) wurde gegen ein Alanin ausgetauscht.
An den Positionen 2362 und 2364 wurden statt Serinen (Wildtyp) Alanine synthetisiert.
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Die Expression und Reinigung erfolgte wie zuvor fir die GST-getaggten Wildtyp Proteine
GST-Ca,2.1 (1666-1738) und GST-Ca,2.1 (2177-2369) beschrieben (Abbildung 21). Durch ein
in vitro CK2-Phosphorylierungsassay wurden die GST-Fusionsproteine anschlie®end auf eine
Phosphorylierung durch die CK2 untersucht. Die Abbildung 23 zeigt die Autoradiographien
(oben) mit zugehoérigen SDS-Polyacrylamidgelen (unten) fir GST-Ca,2.1 (1666-1738) Wildtyp
und S1677A Mutante. Bei einer Zugabe von rekombinanter CK2 ist im Vergleich zur Probe
ohne CK2 eine Bande bei ca. 37 kDa zu sehen (Abbildung 23, links, oben). GST-Ca,2.1
(1666-1738) wird somit durch die CK2 in vitro phosphoryliert. Abbildung 23 (rechts, oben) zeigt
den direkten Vergleich von GST-Ca,2.1 (1666-1738) Wildtyp und der S1677A Mutante. Bei
dem Wildtyp ist wie zuvor eine Bande bei ca. 37 kDa zu sehen, diese erscheint bei der Mutante
allerdings nicht. Das Serin an Position 1677 stellt somit in vitro eine Stelle fir eine
CK2-Phosphorylierung in GST-Ca,2.1 (1666-1738) dar. Die Autophosphorylierung der CK2f3

diente hierbei als interne Kontrolle.
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Abbildung 23: Nachweis der CK2-Phosphorylierung von GST-Cav2.1 (1666-1738) an Position S1677. In vitro
CK2-Phosphorylierungsassay mit gereinigtem GST-Cav2.1 (1666-1738) (1 pg) und gereinigtem CK2-Holoenzym.
Nach Zugabe von [*?P]-y-ATP (2 uCi) wurden die Proben inkubiert (30 min, 37°C). Die Auftrennung der
phosphorylierten Proteine erfolgte auf einem SDS-Polyacrylamidgel mit anschlieRender Analyse durch
Autoradiographie. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Prestained Protein Molecular Weight
Marker 20-120 kDa. Links oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (1666-1738) Wildtyp ohne CK2-Holoenzym (Spur
2) und mit CK2-Holoenzym (Spur 3). NK (Spur 1): Negativkontrolle (Probe ohne Zugabe von GST-Fusionsprotein).
Rechts oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (1666-1738) Wildtyp (Spur 4) und GST-Cav2.1 (1666-1738) S1677A
Mutante (Spur 5) mit CK2-Holoenzym. Unten: Coomassie-Blau Farbung der zugehérigen SDS-Polyacrylamidgele.

Nachdem die Phosphorylierung von GST-Ca,2.1 (1666-1738) an der Position 1677 durch das
CK2-Holoenzym in vitro gezeigt werden konnte (Abbildung 23), wurde die zuvor durch
Peptidfilteranalysen evaluierte Phosphorylierung durch die CK2a-Untereinheit alleine
verifiziert (Abbildung 18). In der Abbildung 24 ist der direkte Vergleich zwischen einer
Phosphorylierung mit dem CK2-Holoenzym (Abbildung 24, Spur 4) und der CK2a-Untereinheit
(Abbildung 24, Spur 5) zu sehen. Bei einer Zugabe von CK2a ist eine Bande mit demselben

Molekulargewicht zu sehen wie auch bei einer Zugabe von CK2-Holoenzym. Die Bande ist
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ohne Zugabe von CK2a (Abbildung 24, Spur 6) oder CK2-Holoenzym (Abbildung 24, Spur 3)
nicht zu sehen. Dies zeigt, dass GST-Ca,2.1 (1666-1738) in vitro an der Position 1677 auch
von der CK2a-Untereinheit alleine phosphoryliert wird. Die Autophosphorylierung der CK2p3
diente hierbei wieder als interne Kontrolle. Bei einer Zugabe von CK2a statt des CK2-
Holoenzyms ist die Bande fur CK2p erwartungsgemaf nicht zu sehen. In der Abbildung 24

(unten) ist das zugehdrige Coomassie-Blau gefarbte SDS-Polyacrylamidgel zu sehen.
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Abbildung 24: Nachweis der Phosphorylierung von GST-Ca2.1 (1666-1738) an Position S1677 durch die
CK2a-Untereinheit. In vitro CK2-Phosphorylierungsassay mit gereinigtem GST-Cav2.1 (1666-1738) (1 pg) und
gereinigtem CK2-Holoenzym bzw. gereinigter CK2o.. Nach Zugabe von [*P]-y-ATP (2 uCi) wurden die Proben
inkubiert (30 min, 37°C). Die Auftrennung der phosphorylierten Proteine erfolgte auf einem SDS-Polyacrylamidgel
mit anschlieRender Autoradiographie. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Prestained Protein
Molecular Weight Marker 20-120 kDa. Oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (1666-1738) Wildtyp, Spur 3: ohne
CK2-Holoenzym, Spur 4: mit CK2-Holoenzym, Spur 5: mit CK2a, Spur 6: ohne CK2a,, NK (Spur 1): Negativkontrolle
(Probe ohne Zugabe von GST-Fusionsprotein), PK (Spur 2): Nucleolin mit CK2-Holoenzym. Unten: Coomassie-
Blau Farbung des zugehdérigen SDS-Polyacrylamidgels.
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Der in vitro CK2-Phosphorylierungsassay flir GST-Ca,2.1 (2177-2369) Wildtyp und die
jeweiligen Mutanten (S2362G, S2364A, S2362A/S2364A) ist in der Abbildung 25 dargestellt.
Bei einer Zugabe von rekombinanter CK2 ist im Vergleich zur Probe ohne CK2 (Abbildung 25,
Spur 8) sowohl beim Wildtyp (Abbildung 25, Spur 4) als auch bei den Einzelmutanten S2362G
(Abbildung 25, Spur 6) und S2364A (Abbildung 25, Spur 7) eine Bande bei ca. 47 kDa zu
sehen. Bei der Doppelmutante S2363A/S2364A ist diese Bande deutlich schwacher
ausgepragt (Abbildung 25, Spur 5). Dies deutet darauf hin, dass sowohl das Serin an Position
2362 als auch an Position 2364 CK2-Phosphorylierungsstellen in GST-Ca,2.1 (2177-2369)
darstellen. Als Kontrolle diente unter anderem auch an GSH-Sepharose gebundenes GST
(Abbildung 25, Spur 3). In der Abbildung 25 (unten) zu sehen ist das zugehdrige
Coomassie-Blau gefarbte SDS-Polyacrylamidgel.
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Abbildung 25: Nachweis der CK2-Phosphorylierung von GST-Cav2.1 (2177-2369) an den Positionen $2362
und S2364. In vitro CK2-Phosphorylierungsassay mit an GSH-Sepharose gebundenem GST-Ca.2.1 (2177-2369)
(10 ul) und gereinigtem CK2-Holoenzym. Nach Zugabe von [*?P]-y-ATP (2 uCi) wurden die Proben inkubiert (30
min, 37°C). Auftrennung der phosphorylierten Proteine erfolgte auf einem SDS-Polyacrylamidgel mit
anschlieRender Autoradiographie. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Prestained Protein
Molecular Weight Marker 10-180 kDa. Oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (2177-2369), Spur 4: Wildtyp mit CK2-
Holoenzym, Spur 5: Doppelmutante S2362A/S2364A mit CK2-Holoenzym, Spur 6: S2362G mit CK2-Holoenzym,
Spur 7: S2364A mit CK2-Holoenzym, Spur 8: Wildtyp ohne CK2-Holoenzym, NK (Spur 1): Negativkontrolle (Probe
ohne Zugabe von GST-Fusionsprotein), PK (Spur 2): Nucleolin, GST-Sep. (Spur 3): GSH-Sep. mit gebundenem
GST mit CK2-Holoenzym. Unten: Coomassie-Blau Farbung des zugehérigen SDS-Polyacrylamidgels.

Auch hier wurde Uberpruft, ob eine Phosphorylierung von GST-Ca,2.1 (2177-2369) allein
durch die CK2a-Untereinheit gegeben ist. Abbildung 26 zeigt, dass auch bei einer Zugabe von
CK2a beim Wildtyp (Abbildung 26, Spur 4) und den Einzelmutanten S2362G (Abbildung 26,
Spur 6) und S2364A (Abbildung 26, Spur 7) eine Bande bei ca. 47 kDa zu sehen ist. Bei der
Doppelmutante S2362A/S2364A ist diese auch hier deutlich schwacher ausgepragt
(Abbildung 26, Spur 5). GST-Ca,2.1 (2177-2369) wird somit an den Positionen S2362 und
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S2364 in vitro auch von der CK2a-Untereinheit alleine phosphoryliert. In der Abbildung 26

(unten) ist das zugehdrige Coomassie-Blau gefarbte SDS-Polyacrylamidgel zu sehen.

GST-Cay2.1(2177-2369)

CKa + + + + + + + -
1 2 3 4 5 6 7 8
< <
& ¥ & ¥
& K% ;,l;' AN ‘c"‘? f'? ‘,s,o A
F & & %9 ¢ & S
kDa
e . <— Nucleolin
o GST-Ca,2.1
s -Ca,2.
Rt - - “ (2177-2369)
45— s
35— -
Autoradiographie 25— ‘
Coomassie
116 —
66.2—
— GST-Ca,2.1
R ‘/ v
45— oo - T (2177-2369)
2 s
- “‘“-'(
- <«— GST
25—

Abbildung 26: Nachweis der Phosphorylierung von GST-Cav2.1 (2177-2369) an den Positionen $2362 und
$2364 durch die CK2a. In vitro CK2-Phosphorylierungsassay mit an GSH-Sepharose gebundenem GST-Cay2.1
(2177-2369) (10 ul) und gereinigter CK2a.. Nach Zugabe von [*2P]-y-ATP (2 uCi) wurden die Proben inkubiert (30
min, 37°C). Die Auftrennung der phosphorylierten Proteine erfolgte auf einem SDS-Polyacrylamidgel mit
anschlieBender Autoradiographie. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Unstained Protein
Molecular Weight Marker 14.4-116 kDa. Oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (2177-2369), Spur 4: Wildtyp mit
CK2a, Spur 5: Doppelmutante S2362A/S2364A mit CK2a, Spur 6: S2362G mit CK2a, Spur 7: S2364A mit CK2aq,
Spur 8: Wildtyp ohne CK2a., NK (Spur 1): Negativkontrolle (Probe ohne Zugabe von GST-Fusionsprotein), PK (Spur
2): Nucleolin, GST-Sep. (Spur 3): GSH-Sep. mit gebundenem GST mit CK2a. Unten: Coomassie-Blau Farbung
des zugehérigen SDS-Polyacrylamidgels.

Die Ergebnisse der Peptidfilterassays (Abbildung 16-18) konnten hiermit bestatigt werden. Bei

einer Mutation von S1677 zu Alanin wird das entsprechende Peptid nicht mehr phosphoryliert
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(Abbildung 17). Bei den Einzelmutationen S2362A und S2364A findet noch eine
Phosphorylierung statt, werden aber beide Stellen mutiert so wird das Peptid nicht mehr
phosphoryliert (Abbildung 16 und 17). Das gleiche Bild zeigt sich fir die Phosphorylierung
durch die CK2a-Untereinheit. Auch hier konnten die Ergebnisse flr S1677 und S2362 bzw.
S2364 (Abbildung 18) bestatigt werden. Zusammenfassend konnte verifiziert werden, dass
Cav2.1 in vitro ein Substrat fur die CK2 darstellt. Sowohl S1677 als auch S2362 und S2364
sind als Phosphorylierungsstellen fur die CK2 ermittelt worden. Diese werden auch von der

CK2a-Untereinheit allein phosphoryliert.

6.4.4 Untersuchungen der Interaktion der CK2 mit Ca,2.1

Die Proteinkinase CK2 bindet an ihre Substrate mit ihrer katalytischen o-Untereinheit,
allerdings werden manche Substrate auch von der B-Untereinheit gebunden [77, 80]. Dies
wurde in GST pull-down Assays mit den Fusionsproteinen GST-Ca,2.1 (1666-1738) und
GST-Ca,2.1  (2177-2369) mit Hilfe von [*®*S]-Methionin-markierten CK2a- und
CK2B-Untereinheiten untersucht. Als Input Kontrolle diente ein Flinftel des eingesetzten in vitro
Translationsansatzes. Die Abbildung 27 zeigt das Experiment fur GST-Ca,2.1 (1666-1738).
Sowohl die CK2a-Untereinheit (Abbildung 27, oben, Spur 1) als auch die CK2p-Untereinheit
(Abbildung 27, oben, Spur 2) binden an GST-Ca,2.1 (1666-1738).
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Abbildung 27: Interaktion der CK2-Untereinheiten mit GST-Cav2.1 (1666-1738). Die CK2a- und CK2j-
Untereinheiten wurden mit Hilfe des TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems Kit (Promega) mit [*3S]-Methionin
markiert. Als Template dienten die Plasmide pRSET-A-CK2a und pRSET-A-CK2B. Fiir den GST pull-down wurden
die radioaktiv markierten CK2-Untereinheiten mit an GSH-Sepharose gebundenem GST-Cav2.1 (1666-1738) (10
pl) in PBST (1% Tween 20) gemischt. Nach einer Inkubation iber Nacht wurden die Proben mehrmals mit PBST
und PBS gewaschen, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographisch
analysiert. Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Unstained Protein Molecular Weight Marker
14.4-116 kDa. Oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (1666-1738). Spur 1: mit CK2a, Spur 2: mit CK2p, Spur 3:
GSH-Sepharose mit gebundenem GST mit CK2a, Spur 4: GSH-Sepharose mit gebundenem GST mit CK2p3, Spur
5: Input in vitro Translationsansatz (3 pl) mit CK2a, Spur 6: Input in vitro Translationsansatz (3 pl) mit CK2p.
Unten: Coomassie-Blau Farbung des zugehdrigen SDS-Polyacrylamidgels.

Das Serin an Position 1677 befindet sich in einer extrazellularen Domane des Ca,2.1 Proteins.
In vitro stellt es eine Phosphorylierungsstelle fir die CK2 dar und auch die beiden
Untereinheiten CK2a und CK2p binden in vitro. Die Abbildung 28 zeigt den GST pull-down mit
GST-Ca,2.1 (2177-2369) Wildtyp und der GST-Ca.2.1 (2177-2369) S2362A/S2364A
Doppelmutante. Beide Untereinheiten der CK2 (CK2a und CK2B) binden sowohl an den
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Wildtyp (Abbildung 28, oben, Spur 1 und Spur 2) als auch an die Doppelmutante (Abbildung
28, oben, Spur 3 und Spur 4) und auch in der Bandenstarke ist zwischen Wildtyp und
Doppelmutante kein Unterschied zu sehen. Die Bindung hangt demnach nicht von den Serinen

an diesen Positionen ab.

GST-Cay2.1(2177-2369)

CK2 a B a

kDa

116—

66.2—
<+— CK2a
45—

35— <«— CK2p

25—

Autoradiographie

Coomassie

GST-Ca,2.1

“ (2177-2369)

| «—GsT

Abbildung 28: Interaktion der CK2-Untereinheiten mit GST-Cav2.1 (2177-2369) Wildtyp und Doppelmutante
(S2362A/S2364A). Die CK20- und CK2B-Untereinheiten wurden mit Hilfe des TNT® Coupled Reticulocyte Lysate
Systems Kit (Promega) mit [3°S]-Methionin markiert und fir den GST pull-down mit an GSH-Sepharose
gebundenem GST-Cav2.1 (2177-2369) (10 pl) bzw. GST-Cav2.1( 2177-2369) S2362A/S2364A (10 pl) in PBST
(1% Tween 20) gemischt. Nach einer Inkubation ber Nacht wurden die Proben mehrmals mit PBST und PBS
gewaschen, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographisch analysiert.
Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Unstained Protein Molecular Weight Marker 14.4-116 kDa.
Oben: Autoradiographie GST-Cav2.1 (2177-2369). Spur 1: GST-Cav2.1 (2177-2369) Wildtyp mit CK2a, Spur 2:
GST-Cav2.1 (2177-2369) Wildtyp mit CK2p, Spur 3: GST-Cav2.1 (2177-2369) S2362A/S2364A mit CK2a, Spur 4:
GST-Cav2.1 (2177-2369) S2362A/S2364A mit CK2B, Spur 5: GSH-Sepharose mit gebundenem GST mit CK2a,
Spur 6: GSH-Sepharose mit gebundenem GST mit CK2, Spur 7: Input in vitro Translationsansatz (3 pl) mit CK2a,,
Spur 8: Input in vitro Translationsansatz (3 pyl) mit CK2p. Unten: Coomassie-Blau Farbung des zugehdrigen SDS-

Polyacrylamidgels.
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Der GST pull-down wurde auch mit den GST-Ca,2.1 (2177-2369) Einzelmutanten S2362G
und S2364A durchgeflihrt (Abbildung 29). Auch hier binden beiden Untereinheiten der CK2
(CK2a und CK2[) sowohl an die S2362G Mutante (Abbildung 29, oben, Spuren 1 und 2) als
auch an die S2364A Mutante (Abbildung 29, oben, Spuren 3 und 4).

GST-Cay2.1(2177-2369)
CK2 a B a B a B a B

<+— CK2a

«— CK2p

Autoradiographie

Coomassie

16—
66.2—

GST-Ca,2.1

45— “ (2177-2369)

35—

4—
25— GST

Abbildung 29: Interaktion der CK2-Untereinheiten mit GST-Cav2.1 (2177-2369) S2362G und S2364A. Die
CK2a- und CK2B-Untereinheiten wurden mit Hilfe des TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems Kit (Promega)
mit [35S]-Methionin markiert und fiir den GST pull-down mit an GSH-Sepharose gebundenem GST-Cav2.1 (2177-
2369) S2362G (10 pl) bzw. GST-Cav2.1 (2177-2369) S2364A (10 pl) in PBST (1% Tween 20) gemischt. Nach einer
Inkubation Gber Nacht wurden die Proben mehrmals mit PBST und PBS gewaschen, die Proteine mittels SDS-
PAGE aufgetrennt, das Gel getrocknet und autoradiographisch analysiert. Molekulargewichtsmarker: Thermo
Scientific™ Pierce™ Unstained Protein Molecular Weight Marker 14.4-116 kDa. Oben: Autoradiographie GST-
Cav2.1 (2177-2369). Spur 1: GST-Cav2.1 (2177-2369) S2362G mit CK2a, Spur 2: GST-Cav2.1 (2177-2369)
S$2362G mit CK2B, Spur 3: GST-Cav2.1 (2177-2369) S2364A mit CK2a, Spur 4: GST-Cav2.1 (2177-2369) S2364A
mit CK2p, Spur 5: GSH-Sep. mit gebundenem GST mit CK2a, Spur 6: GSH-Sep. mit gebundenem GST mit CK2p,
Spur 7: Input in vitro Translationsansatz (3 pl) mit CK2a, Spur 8: Input in vitro Translationsansatz (3 pl) mit CK2p.

Unten: Coomassie-Blau Farbung des zugehdrigen SDS-Polyacrylamidgels.
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Nachdem die in vitro Bindung der CK2-Untereinheiten o und f an Ca,2.1 gezeigt werden
konnte, wurde in einem nachsten Schritt die Bindung der endogenen CK2 an den endogenen
Cav2.1 in vivo in INS-1 832/13 Zellen untersucht. Dazu wurde eine Coimmunprazipitation von
Cav2.1 mit der CK2a. durchgefihrt. In Experimenten der Arbeitsgruppe Montenarh konnte
zuvor gezeigt werden, dass Glucose einen Einfluss auf die Bindung der CK2 an Substrate hat
[121]. Deshalb wurde gleichzeitig Uberpruft, ob Glucose (0 mM im Vergleich zu 10 mM) einen
Einfluss auf eine mogliche Substratbindung hat. Die Immundetektion erfolgte sowohl mit dem
Cav2.1 Antikorper als auch mit einem Antikorper gegen die CK2a. Als Kontrolle diente eine
Kontrollprazipitation des Extraktes mit der Sepharose. Wie in der Abbildung 30 zu sehen ist,
konnte der Ca,2.1-Kanal erfolgreich prazipitiert werden (Spuren 4 und 5 IP, ~280 kDa). Die
CK2ao-Untereinheit konnte ebenfalls coprazipitiert werden (Spuren 4 und 5 IP, ~42 kDa). Die
CK2o-Untereinheit scheint somit in vivo mit dem Ca,2.1 Protein zu interagieren. Ein
Unterschied in der Interaktion bei einer Behandlung mit 0 mM Glucose (Behandlung A) bzw.
10 mM Glucose (Behandlung B) konnte nicht festgestellt werden. Die Prazipitationskontrolle
zeigt keine Bande bei Ca,2.1 (~280 kDa) und nur eine sehr schwache Bande auf Hohe der
CK2a-Untereinheit (~42 kDa) (Spur 1). Die Interaktion des Ca.2.1 Proteins findet somit
ausschlieBBlich mit der CK2a statt. Die CK2a-Untereinheit scheint teilweise auch an der
Protein-G-Sepharose zu binden, die Bande der Immunprazipitation (Spuren 4 und 5 IP) ist
aber deutlich starker. Als eine weitere Kontrolle wurden 1.6% der fir die IP eingesetzten

Extrakte aufgetragen.
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Abbildung 30: Interaktion der endogenen CK2 mit dem endogenen Cav2.1-Kanals unter dem Einfluss von
verschiedenen Glucosekonzentrationen. INS-1 832/13 Zellen wurden fir 2 h gehungert (RPMI -Glu) und
anschlieRend fiir 3 h in RPMI mit 0 mM (Behandlung A) oder 10 mM Glucose (Behandlung B) inkubiert. Die Zellen
wurden geerntet, mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels
Bradford-Assay ermittelt. Extrakt (5 mg) wurde mit Protein-G-Sepharose (gepackt 30 pl), gekoppelt mit Cav2.1
Antikorper (Abcam ab181371) lGber Nacht inkubiert (4°C). Danach wurden die Proben mit PBS gewaschen, die
Sepharose mit 3x SDS-Probenpuffer versetzt (30 ul), die Proben gekocht (95°C, 5 min) und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran geblottet. Diese wurde geteilt und zum einen mit
einem spezifischen Antikérper gegen Cav2.1 (Abcam ab181371) bzw. gegen CK2a (1A5) behandelt. VP (Spur 1):
Kontrollprazipitation mit Sepharose (2 h, 4°C, 30 pl), Extrakt (Spuren 2 und 3): fir die Immunprazipitation
eingesetzter Extrakt (80 pg), IP (Spuren 4 und 5): Immunprazipitation (30 pl). Molekulargewichtsmarker:
ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa.

Damit konnte nachgewiesen werden, dass die CK2a-Untereinheit sowohl in vitro als auch
in vivo mit dem Ca\2.1 Protein interagiert. Wie zuvor gezeigt wurde wird die Insulinsekretion
(Abbildung 9) sowie die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration (Abbildung 11) durch eine
Hemmung der CK2 gesteigert. Von weiterem Interesse war es nun herauszufinden, auf
welchem Weg die Beeinflussung durch die CK2-Inhibition stattfindet. Hierzu wurde eine
Steigerung der Proteinexpression des endogenen Ca,2.1 Proteins, nach Inhibition der CK2 als

Ursache fiir die Erhohung des Ca?*-Influxes in Betracht gezogen.
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6.4.5 Untersuchungen der endogenen Ca,2.1 Proteinexpression nach CK2-Inhibition

Zur Untersuchung der Ca\2.1 Proteinexpression nach einer Inhibition der Kinaseaktivitat der
CK2 wurden INS-1 832/13 Zellen mit dem CK2 Inhibitor CX-4945 unterschiedlich lange
behandelt (0.5 h, 24 h, 48 h). Die lebenden Zellen wurden geerntet, aufgeschlossen und die
Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Nach der Auftrennung erfolgte eine Western Blot
Analyse und Immundetektion mit einem Antikorper gegen Ca,2.1 (Abcam ab181371). Als
Ladekontrolle diente Nucleolin. Die Proteinbanden wurden anschlielend quantifiziert. Die
Abbildung 31 A zeigt exemplarisch einen Western Blot nach Immundetektion. Nach einer
Normierung auf die Ladekontrolle und Quantifizierung der Proteinbanden (Abbildung 31 B)
zeigt sich, dass der Ca,2.1 Proteingehalt nach einer Behandlung der Zellen mit CX-4945
erhoht ist. Insbesondere nach einer 24 Stunden Behandlung mit CX-4945 ist die Ca,2.1
Proteinexpression um fast das Doppelte signifikant erhoht. Nach 48 Stunden ist der Wert

wieder gesunken, aber verglichen zur Kontrolle weiterhin erhoht.
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Abbildung 31: Auswirkungen einer Inhibition der CK2 auf die Cav2.1 Proteinexpression in INS-1
832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit DMSO oder CX-4945 (10 uM) behandelt (30 min, 24 h und 48 h).
Die Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt
wurde mittels Bradford-Assay ermittelt, die Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 pg) mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran geblottet. Das Cav2.1 Protein wurde mit
Hilfe eines spezifischen Antikérpers detektiert (abcam ab181371) A: Western Blot Analyse des Cav2.1 (~280 kDa).
Ladekontrolle: Nucleolin. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa. B:
Quantifizierung der Cav2.1 Protein Banden. Die Proben wurden gegen die Ladekontrolle (Nucleolin) normiert Daten

sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM von vier unabhangigen Experimenten, *P < 0.05.

Das Ergebnis (Abbildung 31) deutet darauf hin, dass eine Hemmung der CK2 eine Erhéhung
der Ca,2.1 Proteinexpression zu Folge hat. Zwar wurden fiir die Experimente nur die lebenden
Zellen verwendet, allerdings sollte man in Erinnerung behalten, dass nach 24 Stunden
CK2-Hemmung eine deutliche Apoptose-Induktion stattfindet (Abbildung 8) und diese auch in

den lebenden Zellen bereits induziert sein kénnte. In einem weiteren Experiment wurde
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Uberpriuft, ob im Umkehrschluss eine CK2a. Uberexpression eine Senkung des Cay2.1
Proteinlevels zur Folge hat. Dazu wurden INS-1 832/13 Zellen mit 3xFLAG-CMV-CK2a
transfiziert. Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE erfolgte eine Western Blot
Analyse und Immundetektion. Zunachst wurde mit Hilfe eines Antikdrpers gegen die CK2a-
Untereinheit Gberprift, ob die Transfektion erfolgreich war (Abbildung 32 A). In beiden Spuren
konnte die endogene CK2a detektiert werden. In der Spur der CK2a.-Flag Transfektion ist eine
zusatzliche Bande zu sehen, welche der CK2a des Vektorkonstruktes entspricht.
AnschlieRend wurde die gleiche Blotmembran mit einem Antikérper gegen den Flag-Tag
behandelt. Auch hier kann eine Bande fir das CK2a-Flag Konstrukt detektiert werden. Die
Bande entspricht der zuvor mit dem CK2a Antikdrper detektierten Bande und ist in der
Flag-Leervektor Spur nicht zu sehen. Das CK2a-Flag Konstrukt konnte mit beiden Antikérpern
nachgewiesen und die Transfektion somit als erfolgreich betrachtet werden. Die Proben
wurden ebenfalls hinsichtlich des Ca,2.1 Proteingehalts untersucht (Abbildung 32 B).
Zwischen einer Transfektion mit dem Flag-Leervektor und einer Transfektion mit dem
CK2o-Flag Konstrukt ist kein Unterschied in der Bandenstarke fur das Ca,2.1 Protein zu

sehen.

A B
O )
KN g S ‘,?m
§ & §
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50—
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Abbildung 32: Untersuchung der Ca.2.1 Proteinexpression nach CK2a-Uberexpression in INS-1 832/13
Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit 3XFLAG-CMV-7.1 oder 3xFLAG-CMV-CK2a (4 pg) transfiziert (6-well,
TurboFect 6 ul, 48 h), die Zellen geerntet mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der
Gesamtproteingehalt wurde mittels Bradford-Assay ermittelt, die Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine
(80 pg) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran geblottet. Fir die
Immunodetektionen wurden jeweils die gleichen Extrakte verwendet. A: Immunodetektion der CK2a (oben, ~42
kDa) und des CK2a-Flag Konstruktes (Mitte, ~45 kDa). Tubulin diente als Ladekontrolle (~55 kDa).
Molekulargewichtsmarker: Thermo Scientific™ Pierce™ Prestained Protein Molecular Weight Marker 20-120 kDa.
B Immundetektion des Cav2.1 (~280 kDa). HSP70 diente als Ladekontrolle (~70 kDa). Molekulargewichtsmarker:
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ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa.

Mit diesem Experiment konnte somit nicht im Umkehrschluss gezeigt werden, dass eine
Uberexpression der CK2a eine Erniedrigung der Ca,2.1 Proteinexpression zur Folge hat. In
einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die gezeigte Erhéhung des Ca,2.1
Proteingehalts nach einer Inhibition durch CK2 (Abbildung 31) durch eine veranderte Protein
Stabilitat zu erklaren ist. Dies konnte fur andere Substrate der CK2 gezeigt werden [119, 154].
Dazu wurde die Proteinbiosynthese durch Cycloheximid (CHX) inhibiert. Die INS-1832/13
Zellen wurden mit dem CK2 Inhibitor CX-4945 und mit CHX unterschiedlich lange behandelt
(0 h, 3 h,6h,9h). Uber den Zeitpunkt von neun Stunden hinaus waren keine lebenden Zellen
mehr vorhanden und das Experiment wurde somit abgebrochen. Auch bei diesem Versuch
muss bedacht werden, dass nach 24 Stunden CK2-Hemmung eine Apoptose-Induktion
stattfindet (Abbildung 8). Die Proben wurden mittels Western Blot und Immundetektion mit
einem Antikérper gegen Ca,2.1 untersucht. Als Ladekontrolle diente Nucleolin. Die
Proteinbanden wurden anschlieend quantifiziert. In der Abbildung 33 sind exemplarisch
Western Blots und die Quantifizierung der Proteinbanden aus vier unabhangigen

Experimenten dargestellt.
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Abbildung 33: Auswirkungen einer gleichzeitigen Inhibition der CK2 und der Proteinbiosynthese auf die
Cav2.1 Proteinexpression in INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit CX-4945 (10 yM) und CHX
(100 pg/ml) behandelt. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 3 h, 6 h, 9 h) geerntet, mit PBS
gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Bradford-Assays ermittelt,
die Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 pg) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden
dann auf eine PVDF-Membran geblottet. Cav2.1 wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers detektiert (abcam
ab181371). Als Ladekontrolle diente Nucleolin. A: Immunodetektion von Cav2.1. Molekulargewichtsmarker:
ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa. Links: Behandlung der Zellen mit CHX (100 pg/ml) und
DMSO als Lésemittelkontrolle. Rechts: Behandlung der Zellen mit CX-4945 (10 yM) und CHX (100 pg/ml). B:
Gezeigt ist die Quantifizierung der Cav2.1 Protein Banden. Die Proben wurden gegen die Ladekontrolle (Nucleolin)

normiert. Daten sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM von vier unabhangigen Experimenten.

Die Intensitat der Ca,2.1 Proteinbande nimmt bei einer Inhibition der Proteinbiosynthese Uber
neun Stunden deutlich ab (Abbildung 33 A, links). Wird gleichzeitig die CK2 inhibiert so ist
diese Abnahme nicht zu sehen (Abbildung 33 A, rechts). Durch die Quantifizierung
(Abbildung 33 B) wird deutlich, dass der Proteingehalt von Ca,2.1 nach einer alleinigen
Hemmung der Proteinbiosynthese mit CHX deutlich schneller als bei einer gleichzeitigen
Inhibition der CK2 sinkt. Nach 9 Stunden liegt der Ca,2.1 Proteingehalt der Kontrollbehandlung
mit DMSO und CHX bei ca. 65%. Bei den mit CX-4945 behandelten Zellen liegt er bei ca. 90%.
Die fehlende CK2-Phosphorylierung scheint das Ca,2.1 Protein vor dem Abbau zu schitzen.
Die Halbwertszeit des Ca,2.1 konnte in den INS-1 832/13 Zellen, aufgrund lhrer schlechten
Vertraglichkeit von CHX nicht bestimmt werden. Die Abbildung 34 zeigt daher die Extrapolation
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fir die Halbwertszeit von Ca,2.1 in INS-1 832/13 Zellen.
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Abbildung 34: Extrapolation fiir die Halbwertszeit von Cav2.1 in INS-1 832/13 Zellen. Die auf die Ladekontrolle
(Nucleolin) normierten Werte fiir das Cav2.1 Protein nach einer Behandlung mit CHX (100 pg/ml, schwarz) bzw.
gleichzeitiger Behandlung mit CX-4945 (10 uM, grau) (s. Abbildung 33) wurden zur Bestimmung der Halbwertszeit
von Cav2.1 mit Hilfe von Excel extrapoliert.

Durch die Extrapolation (Abbildung 34) ergibt sich eine Halbwertszeit von ca. 12 Stunden fur
Ca\2.1 (schwarz) in den INS-1 Zellen. Bei einer gleichzeitigen Hemmung der CK2 ist diese
deutlich erhéht (grau). Die Erhéhung des Ca.2.1 Proteinlevels nach einer CK2 Inhibition
kdnnte somit moglicherweise durch die erhdohte Stabilitat des Proteins bedingt sein. In der
Literatur gibt es Hinweise darauf, dass das Ubiquitin-Proteasom System die
Oberflachenexpression von Ca,2.1 kontrolliert [155]. Als nachstes wurde daher untersucht,
ob eine Inhibition der CK2 moglicherweise auch einen Einfluss auf die Degradation des Ca,2.1
Proteins hat. Dazu wurden INS-1 832/13 Zellen mit dem CK2-Inhibitor CX-4945 sowie mit
einem Proteasom-Inhibitor MG132 unterschiedlich lange behandelt (0 h, 3 h, 6 h, 9 h). Es
erfolgte eine Western Blot Analyse und Immundetektion der Proben mit einem Antikdrper
gegen Ca,2.1. Als Ladekontrolle diente HSP70. Auch hier waren tber den Zeitpunkt von neun
Stunden hinaus keine lebenden Zellen mehr vorhanden und das Experiment wurde

abgebrochen. Nach einer Hemmung des Proteasoms bleibt der Ca,2.1 Proteingehalt
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unverandert (Abbildung 35, links). Ein Unterschied bei einer gleichzeitigen Inhibition der CK2
ist nicht erkennbar (Abbildung 35, rechts).

DMSO + MG132 CX-4945 + MG132
0 3 6 9 h 0 3 6 9
kDa kDa
Bt gy s | «— Ca,2.1 PR, WS ey gemny <— Ca,2.1
250— 250—
TSy ey e wem| <— Hsp70 70—

Abbildung 35: Auswirkungen einer gleichzeitigen Inhibition der CK2 und des Proteasoms auf den Cav2.1
Proteingehalt in INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit CX-4945 (10 yM) und MG132 (5 uM)
behandelt. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 3 h, 6 h, 9 h) geerntet, mit PBS gewaschen und
mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Bradford-Assay ermittelt, die Proben
gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 pg) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden dann auf eine
PVDF-Membran geblottet. Cav2.1 wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers detektiert (abcam ab181371). Als
Ladekontrolle diente HSP70. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250
kDa.

Es konnte nicht gezeigt werden, dass die Phosphorylierung durch die CK2 einen Einfluss auf
die Proteinbiosynthese des Ca,2.1 Proteins hat bzw. in Bezug zu dem Ubiquitin-Proteasom
System steht. Um eine direkte Beteiligung des Ca,2.1 Kanals an der Steigerung der
intrazelluldren Ca?*-lonenkonzentration nach CK2-Inhibition nachzuweisen, wurde im
nachsten Schritt die Cav2.1 Proteinexpression mit Hilfe von siRNA-Experimenten
ausgeschaltet. Im Anschluss daran wurde die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration nach

Hemmung der CK2 bestimmt.

6.5 Analyse der intrazelluliren Ca?*-lonenkonzentration nach Cav2.1
,knockdown* und Inhibition der CK2

Zum Nachweis, dass der Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration nach CK2 Inhibition
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in INS-1 832/13 Zellen auf den Ca,2.1-Kanal zurtickzufiihren ist, wurde dieser durch siRNA
herunter reguliert. Die Ca,2.1 ,knockdown® Zellen wurden zur Inhibition der CK2 mit CX-4945
behandelt und anschlieRend wurde die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration gemessen. Zur
Identifizierung der transfizierten Zellen wurde gleichzeitig ein Transfektionsindikator (siGLO)
transfiziert. Die Messung der intrazellularen  Calciumionenkonzentration durch
Fluoreszenzanderung erfolgte mittels Fura 2-AM (Ca?*-Indikator) und wurde anhand des
Verhaltnisses der emittierten Lichtmenge bei Anregung mit 340 nm und 380 nm bestimmt.
Abbildung 36 zeigt die Gesamtheit der INS-1 832/13 Zellen im Vergleich zu den transfizierten
Zellen. Bei einer Anregung mit 340/380 nm sind alle mit Fura 2-AM beladenen Zellen zu sehen
(Abbildung 36, links). Bei einem Wechsel zu 494 nm sind nur die Zellen zu sehen, die sowohl
die siRNA als auch den siGLO Green Transfection Indicator aufgenommen haben

(Abbildung 36, rechts). Somit koénnen fur die Auswertung der Fluoreszenzsignale

ausschlieBlich die transfizierten Zellen gewahlt werden.

Abbildung 36: Vergleich Gesamtheit der INS-1 Zellen mit transfizierten INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13
Zellen wurden mit Kontroll siRNA (200 nM, Dharmacon, D-001810-10-05) oder Cav2.1 siRNA (200 nM, Dharmacon,
L-090177-02-0005) transfiziert (6-well, 48 h, 10 pl). Gleichzeitig wurden die Zellen mit siGLO Green Transfection
Indicator (200 nM, Dharmacon, D-001630-01) transfiziert. Links: Aufnahme bei Anregung bei 340/380 nm fir die
Fura 2-AM Messung. Zu sehen sind alle Zellen. Rechts: Aufnahme bei Anregung mit 494 nm. Zu sehen sind nur

die transfizierten Zellen.

Der ,knockdown® des Ca,2.1 ist in der Abbildung 37 A gezeigt. Links ist exemplarisch eine
Western Blot Analyse von transfizierten Extrakten zu sehen. Im Vergleich zu einer Transfektion
mit Kontroll siRNA ist eine schwéchere Bande fiir das Ca,2.1 Protein in der ,knockdown“

Transfektionsprobe zu sehen. Die Quantifizierung der Proteinbanden (Abbildung 37 A, rechts)
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zeigt, dass der Ca,2.1 Proteingehalt nach einer Ca,2.1 siRNA Transfektion signifikant um ca.
55% reduziert ist. Das Ca.2.1 Protein konnte somit herunter reguliert werden. Die Messung
der intrazelluldaren Calciumkonzentration nach Transfektion mit Ca,2.1 siRNA und CK2
Inhibition ist in der Abbildung 37 B gezeigt. Links ist die Messung mit der Kontroll siRNA zu
sehen. Auch hier zeigt sich nach einer Inhibition der CK2 mit CX-4945 (graue Linie) eine
deutliche Steigerung der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration. Dieser Effekt ist bei einem
-knockdown® des Ca,2.1 nicht zu sehen (Abbildung 37 B, rechts). Dies zeigt, dass durch die
Hemmung ein negativ regulatorischer Effekt der CK2 auf Ca,2.1 unterbunden wird. Der Ca,2.1
Kanal ist fir die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration nach CK2-Hemmung
verantwortlich und die fehlende CK2-Phosphorylierung von Ca.2.1 scheint an diesem Prozess

beteiligt zu sein.
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Abbildung 37: Intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration nach Cav2.1 ,knockdown* und Inhibition der CK2 in
INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit Kontroll siRNA (200 nM, Dharmacon, D-001810-10-05) oder
Cav2.1 siRNA (200 nM, Dharmacon, L-090177-02-0005) transfiziert (6-well, 48 h, 10 pl). Gleichzeitig wurden die
Zellen mit siGLO Green Transfection Indicator (200 nM, Dharmacon, D-001630-01) transfiziert. Im Anschluss
wurden die Zellen fiir 2 h gehungert (RPMI, -Glu) und fir 30 min inkubiert (KRBH -Glu) bei gleichzeitiger Beladung
mit Fura 2-AM (Endkonz.: 5 ng/pl). Die Messung wurde in KRBH -Glu gestartet. Nach 5 min wurden die Zellen mit
CX-4945 (10 pM) behandelt bei gleichzeitiger Stimulation mit Glucose (10 mM). DMSO diente als
Lésemittelkontrolle. A: Links: Western Blot Analyse der transfizierten Zellextrakte. Cav2.1 wurde mit Hilfe eines
spezifischen Antikdrpers detektiert (abcam ab181371, ~280 kDa). Als Ladekontrolle diente HSP70.
Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa. Rechts: Quantifizierung der
Cav2.1 Protein Bande. Die Proben wurden gegen die Ladekontrolle normiert. Daten sind dargestellt als Mittelwerte
+ SEM von drei unabhangigen Experimenten, ***FP = 0.001. B: Links: Verlauf der intrazelluldren
Calciumkonzentration nach Transfektion mit Kontroll siRNA (200 nM, Dharmacon, D-001810-10-05) und
Behandlung mit CX-4945 mit insgesamt 140 Zellen aus 2 unabhangigen Experimenten (n=2/140, 10 uM, graue
Linie). DMSO als Kontrolle mit insgesamt 240 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten (n=3/240, schwarze Linie).
Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von zwei (CX-4945) bzw. drei (DMSO) unabhangigen Experimenten.
Rechts: Verlauf der intrazellularen Calciumkonzentration nach Transfektion mit Cav2.1 siRNA (200 nM,
Dharmacon, L-090177-02-0005) und Behandlung mit CX-4945 mit insgesamt 206 Zellen aus 3 unabhangigen
Experimenten (n=3/206, 10 uM, graue Linie). DMSO als Kontrolle mit insgesamt 220 Zellen aus 3 unabhangigen
Experimenten (n=3/220, schwarze Linie). Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen

Experimenten.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl die Insulinsekretion als auch die
intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration in INS-1 832/13 Zellen nach einer Inhibition der CK2
signifikant erhoht ist. Fur die Insulinsekretion konnte dies auch in murinen Langerhans-Inseln
gezeigt werden. Durch in vitro Analysen konnten S1677, S2362 und S2364 als
Phosphorylierungsstellen fiir die CK2 ermittelt werden und somit gezeigt werden, dass der
Ca,2.1 Kanal in vitro ein Substrat fir die CK2 darstellt. Die CK2-Phosphorylierung des
endogenen Ca,2.1 Kanals gab einen deutlichen Hinweis auf eine in vivo Phosphorylierung und
sowohl in vitro als auch in vivo konnte eine Bindung der CK2 an den Ca,2.1 nachgewiesen
werden. Weiterhin wird das Ca,2.1 Protein durch eine CK2-Inhibition stabilisiert. Aul3erdem
konnte durch die Hemmung der CK2 ein negativ regulatorischer Effekt der CK2 auf den

Ca,2.1-Kanal und den durch ihn gesteuerten Calcium Influx gezeigt werden.

6.6 Exkurs: Untersuchungen einer Proteinbande bei ca. 100 kDa

Bei Western Blot Untersuchungen mit dem spezifischen Antikorper fir das Ca,2.1 Protein fiel
eine Proteinbande bei ca. 100 kDa auf. Bei einer Hemmung der CK2 mit CX-4945 wurde diese
deutlich schwacher (Abbildung 38 A). Nach einer Quantifizierung konnte eine signifikante
Reduktion des Proteins bei 100 kDa um ca. 60% festgestellt werden (Abbildung 38 B). Eine
solche Abnahme einer Proteinexpression nach CK2 Inhibition ist dulerst interessant.
Moglicherweise steht das Protein mit dem Ca,2.1 Kanal in Verbindung oder ist selbst ein Teil

von Ca,2.1.
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Abbildung 38: Auswirkungen einer CK2-Hemmung auf die Proteinexpression der 100 kDa Proteinbande in
INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit CX-4945 (10 uM) behandelt (30 min, 24 h und 48 h). Die
Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde
mittels Bradford-Assay ermittelt, die Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 ug) mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Blot Membran wurde mit einem
spezifischen Antikorper gegen Cav2.1 (abcam ab181371) behandelt. DMSO diente als Losemittelkontrolle. A:
Western Blot Analyse der 100 kDa Proteinbande. Als Ladekontrolle diente Nucleolin. Molekulargewichtsmarker:
ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa. B: Quantifizierung der 100 kDa Proteinbanden. Die
Proben wurden gegen die Ladekontrolle (Nucleolin) normiert. Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von vier

unabhangigen Experimenten. **P < 0.01.

Der fir die Immundetektion verwendete Antikérper erkennt die Aminosduresequenz
2050-2150 des humanen Ca,2.1 und ist fur Maus und Ratte geeignet. Eine Suche der Sequenz
durch BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) ergab nur Treffer fir eine Ubereinstimmung mit
dem Ca,2.1. Um die Spezifitait des Antikbrpers zu testen wurde zunachst ein

Peptid-Kompetitionsassay durchgefihrt. Dazu wurde ein ,Blocking Peptid“ mit dem Ca,2.1

Rebecca Scheuer Seite | 107


http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Ergebnisse

Antikérper inkubiert. Der Antikérper ist damit an das Peptid gebunden und nicht mehr in der
Lage an das Epitop des Proteins zu binden. Zellextrakte von INS-1 832/13 wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend mit der Peptid-Antikdrperlésung bzw. mit einer
Antikoérperldsung zum Vergleich behandelt. In Abbildung 39 ist das Ergebnis des
Peptid-Kompetitionsassays zu sehen. Bei einer Vorinkubation mit dem ,Blocking Peptid*
(abcam ab205923) kann der Antikdrper das Ca,2.1 Protein nicht mehr detektieren (Spur 2,
ca. 280 kDa). Auf Hohe von 100 kDa ist auch bei Zugabe des Peptids noch eine Bande zu
erkennen (Spur 2, ca. 100 kDa), diese ist aber deutlich schwacher als die Bande der Probe
ohne Peptid-Kompetition (Spur 1, ca. 100 kDa). Die Bindung des Antikérpers an den Ca,2.1
ist spezifisch, fur die 100 kDa Bande konnte dies jedoch nicht eindeutig geklart werden. Die
schwachere Bande nach der Peptid-Kompetition gibt einen Hinweis auf einen mdglichen

Zusammenhang des 100 kDa Proteins mit dem Ca,2.1 Protein.
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Abbildung 39: Uberpriifung der Spezifitat des Ca.2.1 Antikorpers. INS-1 832/13 Zellen wurden geerntet, mit
PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Bradford-Assay
ermittelt. Die Proteine (80 pg) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die
Immundetektion erfolgte mit unbehandeltem Cav2.1 Antikdrper (abcam ab181371) und mit einem ,Blocking Peptid*
(20x, abcam ab205923) vorinkubiertem Cav2.1 Antikorper (abcam ab181371) (30 min, RT). Als Ladekontrolle diente

Nucleolin. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa.
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Sollte das 100 kDa Protein mit dem Ca,2.1 in Zusammenhang stehen bzw. moglicherweise
einen Teil des Ca,2.1 darstellen, so sollte ein ,knockdown*“ des 100 kDa Proteins mittels Ca,2.1
siRNA méglich sein. Deshalb wurden INS-1 Zellen mit Cav2.1 siRNA transfiziert und Western
Blot Analyse und Immundetektion mit dem Antikérper gegen Cav2.1 hinsichtlich der
Proteinexpression der 100 kDa Proteinbande untersucht. Als Ladekontrolle diente HSP70. Die
Abbildung 40 A zeigt exemplarisch eine reprasentative Western Blot Untersuchung
transfizierter Zellen. Zwischen einer Transfektion mit einer Kontroll siRNA und der Transfektion
mit der Ca,2.1 siRNA ist ohne Quantifizierung kein Unterschied in der Bandenstarke zu
erkennen. Nach einer Quantifizierung der Banden (Abbildung 40 B) zeigt sich eine Reduktion

des Proteingehaltes der 100 kDa Protein Bande um ca. 20%.

Rebecca Scheuer Seite | 109



Ergebnisse

Extrakt
£
Ng >
3 ~
£ o
< d
kDa
100—
s e | «<— 100 kDa Protein Bande
100—
<«— Hsp70
120
100
X *
£ 80 I
c
kT
o
& 60
1]
]
4
o 40
o
20
0
Kontrolle Cav2.1 siRNA

Abbildung 40: Proteinexpression der 100 kDa Proteinbande nach Cav2.1 ,knockdown“ in INS-1 832/13
Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit Kontroll siRNA (200 nM, Dharmacon, D-001810-10-05) oder Cav2.1 siRNA
(200 nM, Dharmacon, L-090177-02-0005) transfiziert (6-well, 48 h, 10 pyl DharmaFECT 1). Die Zellen wurden
geerntet, mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels
Bradford-Assay ermittelt. Die Proteine (80 ug) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
geblottet. Die Immundetektion erfolgte mit dem Cav2.1 Antikérper (Abcam ab181371). A: Western Blot Analyse der
transfizierten Zellextrakte. Die 100 kDa Proteinbande wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikrpers gegen Cav2.1
detektiert (Abcam ab181371, ~280 kDa). Als Ladekontrolle diente HSP70. Molekulargewichtsmarker:
ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa. B: Quantifizierung der 100 kDa Proteinbande. Die
Proben wurden gegen die Ladekontrolle normiert. Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von drei

unabhangigen Experimenten, *P < 0.05.
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Die 100 kDa Bande wird durch einen ,knockdown® des Ca,2.1 Kanals ebenfalls herunter
reguliert. Allerdings nicht in gleichem Ausmal® wie das Ca,2.1 Protein (ca. 55%) selbst
(vgl. Abbildung 37). Auch dieses Experiment lieferte keinen eindeutigen Beweis flir die
Hypothese, dass das 100 kDa Protein ein Teil des Ca,2.1 Kanals sein kdnnte. Auch wenn die
Identifikation nicht hinreichend geklart werden konnte, wurden weitere Analysen des 100 kDa
Proteins durchgefiihrt, welche im Weiteren beschrieben sind. Zur Uberpriifung, ob auch hier
die Stabilitat des Proteins durch eine Inhibition der CK2 beeinflusst wird, wurde gleichzeitig die
Proteinbiosynthese inhibiert. Dazu wurden INS-1 832/13 Zellen mit dem CK2 Inhibitor
CX-4945 und mit Cycloheximid (CHX) unterschiedlich lange behandelt (0 h, 3 h, 6 h, 9 h).
Aufgrund der schlechten Vertraglichkeit von CHX konnten die INS-1 832/13 Zellen nicht Uber
neun Stunden hinaus kultiviert werden. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach der Auftrennung erfolgte eine Western Blot Analyse und Immundetektion der 100 kDa
Bande mit dem Antikoérper gegen das Ca,2.1 Protein. Als Ladekontrolle diente Nucleolin. Die
Proteinbanden wurden anschlieRend quantifiziert. In der Abbildung 41 sind exemplarisch
Western Blots und die Quantifizierung zu sehen. Die Western Blot Analyse (Abbildung 41 A)
|&sst weder nach einer Hemmung der CK2 noch ohne CK2-Hemmung, groRere Unterschiede
in der Bandenstarke erkennen. Die Quantifizierung (Abbildung 41 B) zeigt eine Reduktion um
bis zu ca. 30% (9 h Behandlung). Es konnte kein Unterschied zwischen den Behandlungen
festgestellt werden. Aufgrund der schlechten Vertraglichkeit der INS-1 832/13832/13 Zellen
von CHX Uber einen Zeitrahmen von 9 Stunden hinaus konnte die Halbwertszeit des 100 kDa
Proteins nicht bestimmt werden. Es scheint sich jedoch um ein auferst stabiles Protein mit
einer langen Halbwertszeit zu handeln. Eine Inhibition der CK2 beeinflusst die Halbwertszeit

in dem untersuchten Zeitrahmen (9 h) nicht.
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Abbildung 41: Auswirkungen einer gleichzeitigen Inhibition der CK2 und der Proteinbiosynthese auf die
Expression des 100 kDa Proteins in INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit CX-4945 (10 yM) und
gleichzeitig mit CHX (100 pg/ml) behandelt. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 3 h, 6 h, 9 h)
geerntet, mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels
Bradford-Assay ermittelt, die Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 ug) mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Die Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran geblottet. DMSO diente als Ldsemittelkontrolle. A:
Immunodetektion des 100 kDa Proteins mit Hilfe des Cav2.1 Antikérpers (Abcam ab181371). Als Ladekontrolle
diente Nucleolin. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa. Links:
Behandlung der Zellen mit CHX (100 pg/ml). Rechts: Behandlung der Zellen mit CX-4945 (10 uM) und CHX (100
ug/ml). B: Gezeigt ist die Quantifizierung des 100 kDa Proteins. Die Proben wurden gegen die Ladekontrolle

(Nucleolin) normiert. Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM von vier unabhangigen Experimenten.

Als nachstes wurde untersucht, ob und wie eine Inhibition der CK2 einen Einfluss auf die
Degradation des 100 kDa Proteins hat. Daher wurden ein Experiment mit dem eingesetzten
Proteasom-Inhibitor MG132 durchgefihrt. Dazu wurden INS-1 Zellen mit dem CK2-Inhibitor
CX-4945 und mit MG132 (Proteasom-Inhibitor) unterschiedlich lange behandelt (0 h, 3 h, 6 h,
9 h). Aufgrund der schlechten Vertraglichkeit der INS-1 832/13 Zellen von MG132 konnten
diese auch hier nicht Gber neun Stunden hinaus kultiviert werden. Die Proteine wurden mittels

SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend erfolgte eine Western Blot Analyse und
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Immundetektion mit einem Antikérper gegen Ca,2.1. Als Ladekontrolle diente HSP70. Ein

Unterschied nach einer Inhibition der CK2 ist nicht zu erkennen (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Auswirkungen einer gleichzeitigen Inhibition der CK2 und des Proteasoms auf die
Proteinexpression der 100 kDa Proteinbande in INS-1 832/13 Zellen. INS-1 832/13 Zellen wurden mit CX-4945
(10 uM) und gleichzeitig mit MG132 (5 uM) behandelt. Die Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h, 3 h,
6 h, 9 h) geerntet, mit PBS gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels
Bradford-Assay ermittelt, die Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 ug) mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Die Proteine wurden dann auf eine PVDF-Membran geblottet. Die 100 kDa Proteinbande wurde mit Hilfe eines
spezifischen Antikorpers gegen Cav2.1 detektiert (Abcam ab181371). Als Ladekontrolle sowie Kontrolle der
Inhibition diente HSP70. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa.

Um einen Hinweis auf eine moégliche Phosphorylierung des 100 kDa Proteins durch die CK2
zu bekommen, wurden INS-1 832/13 Zellen mit CX-4945 behandelt und die Proben mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach der Auftrennung erfolgte eine Western Blot Analyse und
Immundetektion mit einem Antikérper, welcher Proteine erkennt die eine phosphorylierte CK2

Konsensussequenz besitzen. Anschliefend erfolgte mit der gleichen Blotmembran eine

Rebecca Scheuer Seite | 113



Ergebnisse

Detektion durch den Cav2.1 Antikérper. Abbildung 43 A zeigt die Immundetektion mit dem
CK2-Phosphosubstrat Antikérper und die anschliefiende Detektion mit dem Ca,2.1 Antikérper
(Abbildung 43, rechts). Die Western Blot Analyse mit dem Ca,2.1 Antikérper zeigt kein
Bandenmuster mehr nach einer Behandlung der INS-1 Zellen mit CX-4945. Bei der Kontrolle
(DMSO) sind mehrere Banden zu sehen, unter anderem eine bei ca. 100 kDa, welche dem
Protein entsprechen kdnnte. Nach einer anschlieenden Behandlung der Membran mit dem
Ca2.1 Antikérper zeigt sich auf gleicher Héhe eine Bande fir das 100 kDa Protein. Zum
Vergleich ist in der Abbildung 43 B eine Linie zwischen den beiden Detektionen gezogen
worden. Da es sich um Gesamtzellextrakt bei der Probe handelt, kann die
Phosphorylierungsbande nicht eindeutig Ca,2.1 zugewiesen werden. Das Experiment deutet
aber darauf hin, dass das 100 kDa Protein durch die CK2 phosphoryliert wird.
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Abbildung 43: Phosphorylierung des 100 kDa Proteins in INS-1 832/13 Zellen nach Hemmung der CK2.
INS-1 832/13 Zellen wurden mit CX-4945 (10 uM) behandelt (16 h). Die Zellen wurden geerntet, mit PBS
gewaschen und mit Lysepuffer aufgeschlossen. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Bradford ermittelt, die
Proben gekocht (95°C, 5 min) und die Proteine (80 ug) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden dann
auf eine PVDF-Membran geblottet. Molekulargewichtsmarker: ThermoFisher™ PageRuler™ Plus Prestained 10-
250 kDa. Links: Die CK2 Phosphorylierung wurde mit Hilfe eines CK2-Phosphosubstrat Antikérpers (CST, #8738)
untersucht. Rechts: AnschlieRend wurde das 100 kDa Protein mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers gegen das
Cav2.1 Protein detektiert (abcam ab181371).

Die Identifikation der 100 kDa Bande konnte durch den Peptid-Kompetitionsassay und den
~knockdown® nicht hinreichend geklart werden. Es konnten zwar Hinweise fur die Hypothese
gefunden werden, dass es sich um ein Teilstick des Ca,2.1 handelt, es bedarf aber weiterer
Experimente, um dies eindeutig belegen zu konnen. Allerdings konnen durch die gezeigten
Experimente verschiedene Aussagen getroffen werden. Zum einen sinkt der Proteingehalt der
100 kDa Bande durch eine CK2 Inhibition signifikant. Die Halbwertszeit des Proteins geht
deutlich Uber neun Stunden hinaus und wird durch eine CK2 Inhibition nicht beeinflusst. Die

Proteinbiosynthese des 100 kDa Protein wird durch eine CK2-Hemmung nicht beeinflusst.
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Aulerdem konnte ein Hinweis auf eine mdgliche Phosphorylierung des Proteins durch die CK2
gezeigt werden. Um eine endglltige Aussage treffen zu kénnen, sind allerdings weitere

Experimente dringend erforderlich.
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7. Diskussion

Die pankreatischen Langerhans-Inseln  spielen eine  Schlusselrolle bei der
Uberlebenswichtigen Homobostase des Blutglucosespiegels [3]. Steigt dieser im Blut Gber 7 mM
Glucose, sezernieren die sogenannten B-Zellen der pankreatischen Langerhans-Inseln das
Hormon Insulin [5, 9]. Dieses stimuliert unter anderem die Aufnahme von Glucose aus dem

Blut ins Fettgewebe bzw. die Muskeln [7].

In der Literatur gibt es mehrere Hinweise darauf, dass die Proteinkinase CK2 einen negativen
regulatorischen Effekt auf die Glucose-stimulierten Insulinbiosynthese und -sekretion hat [97,
100, 116, 117, 122, 147]. Auch in Arbeiten der Arbeitsgruppe Montenarh konnte auf einen
negativer Einfluss der CK2-Phosphorylierung hingewiesen werden [119-121]. Es konnte
gezeigt werden dass PDX-1, der Haupttranskriptionsfaktor flr die Expression des Insulins,
sowie der Transkriptionsfaktor USF1, der ebenfalls in die Regulation der Insulinproduktion
involviert ist [156] Substrate der CK2 darstellen [97, 157]. Durch die CK2-Phosphorylierung
wird die Aktivitdt von PDX-1 reduziert [97] und der Transkriptionsfaktor wird destablisiert und
proteasomal abgebaut [119]. Das Insulingen wird damit abhangig von der PDX-1
Phosphorylierung durch die CK2 reguliert [121]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
CK2-Hemmung in MIN6 Zellen (pankreatischen murinen p-Zellen) eine erhohte
Insulinsekretion zu Folge hat [120]. Vor kurzem wurde eine Studie von Lan et al. [158]
veroffentlicht, welche zeigt, dass die CK2 Gen- und Proteinexpression im Diabetes mellitus
Typ 2 Mausmodell erhéht ist. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in Serumproben von
Diabetes mellitus Typ 2 Patienten beobachtet werden, allerdings handelte es sich dabei um
eine kleine Stichprobengrofe [158]. CK2 ist hoch konserviert, ubiquitdar vorkommend und
nimmt mit Gber 400 Substraten eine wichtige Rolle in vielen zelluldren Prozessen ein [70, 86,
88, 93-96, 101-104, 120]. Trotzdem sind noch vergleichbar wenige Substrate in der -Zelle
bekannt [100, 116, 117, 119].

In der vorliegenden Dissertation wurden die Auswirkungen einer Hemmung der Proteinkinase
CK2 auf die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration und die Glucose-stimulierte
Insulinsekretion in pankreatischen p-Zellen untersucht. Dabei wurde der spannungsabhangige
Calciumkanal Ca,2.1 als ein neues potentielles Zielmolekll der CK2 betrachtet. Das in dieser
Arbeit hauptsachlich verwendete Modellsystem war die pankreatische B-Zellinie INS-1 832/13
aus der Ratte, die in kleinen Zellverbanden, ahnlich den Langerhans-Inseln im lebenden
Organismus, wachsen. Die Zellen sezernieren auf einen Glucose-Stimulus hin Insulin [159,
160]. Im Zellkulturmodell konnen gezielt Auswirkungen von geringen Mengen an Teststimuli
oder Hemmstoffen auf B-Zellen untersucht werden ohne Beeinflussung von z.B. organischen

Wirkungen. Hierdurch sind die Experimente leichter reproduzierbar als in primaren Inseln. Die
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Langerhans-Inseln machen nur ca. 1-2% der Masse des Pankreas aus [2], besitzen in Kultur
nur eine begrenzte Lebenserwartung und durch die fehlende Adharenz kommt es zu
Zellverlusten. Die Notwendigkeit von primaren Inselzellen sollte daher genauestens
abgewogen werden, da die Anzahl der bendtigten Tiere fir z.B. Western Blot oder
Insulinsekretions Untersuchungen mitunter sehr hoch sein kann. Im Vergleich zu primaren
Pankreasinseln als auch zu den murinen pankreatischen MIN6 B-Zellen lassen sich die
INS-1 832/13 leichter in Kultur halten und behalten langer ihre Glucoseresponsivitat. Durch
die Transfektion mit einem Plasmid, welches das humane Proinsulin Gen enthalt, bleibt die
Glucoseresponsivitat der INS-1 832/13 Zellen Uber 66 Populationen hinweg stabil erhalten und
die Glucose-stimulierte Insulinsekretion der INS-1 832/13 ist um ein 5-faches geringer als in
primaren Ratteninseln. Die GSIS der parentalen INS-1 Zelllinie ist um das 11-fache geringer
[128]. Somit kommen die in INS-1 832/13 Zellen ndher an die Gegebenheiten in
Langerhans-Inseln heran. Bei der Verwendung von Zellkultur-Zellen ergeben sich jedoch auch
Nachteile. Organtbergreifende Mechanismen werden nicht bertcksichtigt und damit kénnen
immer nur begrenzt Riickschlisse auf den zu erwartenden Effekt im Organismus gezogen
werden. Aullerdem kénnen durch die langere Haltung der Zellen in Kultur zellspezifische
Funktionen verloren gehen. Dennoch Giberwiegen die Vorteile einer Zellkultur mit INS-1 832/13
verglichen zu primaren Inselzellen. Zunachst wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
die Funktionalitat der INS-1 832/13 Zellen bestatigt. Die Zellen wurden dabei hinsichtlich ihrer
Fahigkeit nach einer Nahrungskarenz (0 mM Glucose) auf einen Glucose-Stimulus zu
reagieren getestet. Nach einer Glucose-Stimulation mit 10 mM Glucose war die
Insulinkonzentration um das 1.3-fache erhoht. Wie auch in der Literatur beschrieben [160, 161]
war ein Behandlungszeitraum von 30 min ausreichend um eine deutliche Insulinsekretion nach

Stimulation mit Glucose zu sehen.

Zur Untersuchung des Einflusses der CK2 auf die Insulinsekretion und die intrazellulare
Ca?*-lonenkonzentration in INS-1 832/13 Zellen wurde deren Enzymaktivitat mit Hilfe von
Hemmestoffen inhibiert. Der Hemmstoff eines Enzyms sollte dabei mdéglichst spezifisch sein,
um unerwunschte Effekte zu verhindern. Die Verwendung von Hemmstoffen hat die Vorteile
einer einfachen Handhabung, einer meist guten Hemmung, sowie eine gleichmaRige
CK2-Hemmung aller Zellen. Die Nachteile der Verwendung von Inhibitoren sind auftretende
Nebenwirkungen, wie z.B. die Inhibition anderer Kinasen. Zur Hemmung der
CK2-Kinaseaktivitat wurden in dieser Arbeit die ATP-kompetitiven Inhibitoren CX-4945 und
Quinalizarin [162, 163] verwendet. Diese konkurrieren mit ATP um die Bindestelle im
katalytischen Zentrum der CK2 (CK2a und CK2a") und hemmen nur wenige andere Kinasen
[162, 164—166]. Quinalizarin wurde an 140 Kinasen auf seine Spezifitat getestet und besitzt in
vitro einen Ki-Wert von 52 nM [143, 162], CX-4945 besitzt in vitro einen Ki-Wert von 0.38 nM
und seine Spezifitdt wurde an 235 Kinasen analysiert [144]. Aulderdem wird CX-4945 auch in
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klinischen Studien zur Tumortherapie eingesetzt [148]. Auch wenn seine Spezifitat fir die CK2
sehr hoch ist, wurde fir CX-4945 auch eine CK2-unabhangige Funktion bei der Regulation
des alternativen Spleiltens beschrieben [167]. Im Vergleich zu Quinalizarin und CX-4945
besitzt der CK2-Inhibitor TBB, welcher nicht in dieser Arbeit verwendet wurde, einen Ki-Wert
von 400 nM und seine Spezifitat wurde an 33 Kinasen getestet. Wobei noch drei andere
Kinasen durch TBB inhibiert wurden [168]. Die Konzentrationen der in dieser Arbeit
verwendeten CK2-Hemmstoffe wurden aufgrund von Experimenten der Arbeitsgruppe
Montenarh in anderen pankreatischen Zelllinien gewahlt (CX-4945: 10 uM, Quinalizarin: 50
pUM) [120, 169]. Da sich Zelllinien unter anderem hinsichtlich der Aufnahme und des Exports
von Stoffen bzw. des intrazellularen Transports unterscheiden konnen, mussten die
Hemmstoffe zunachst in der Zelllinie INS-1 832/13 getestet werden [170]. Durch ein
in vitro-CK2-Kinaseaktivitatsassay konnte gezeigt werden, dass die CK2-Kinaseaktivitat mit
den beiden Inhibitoren gehemmt wird ohne, dass sich die Proteinexpression der
CK2-Untereinheiten dabei verandert. Bei einer Inhibition Uber einen 30-minutigen Zeitraum
blieben die Zellen vital und zeigten kein Anzeichen von Apoptose, weswegen dieser Zeitraum
fur weitere Experimente selektiert wurde. Als Apoptosenachweis diente die Spaltung der Poly-
(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP). Das Enzym PARP ist an der DNA-Reparatur beteiligt.
Sein proteolytischer Abbau durch eine Caspase ist ein Zwischenschritt der Apoptose [134].
Bei Experimenten bei denen die CK2 langer als 24 Stunden inhibiert wurde, starben die Zellen
teilweise ab. Durch die Einleitung der Apoptose kdnnen zahlreiche intrazellulare Faktoren
beeinflusst werden, was die Ergebnisse bezuglich der Insulinsekretion verandern kénnte. In
der vorliegenden Arbeit wurden Experimente durchgefuhrt, welche Gber 24 Stunden hinaus
gehen. Dabei wurden fur die Western Blot Untersuchungen zwar nur die lebenden Zellen
geerntet, doch auch hier kann die Einleitung der Apoptose schon stattgefunden haben und

daher sind die erhaltenen Ergebnisse hier mit Vorsicht zu betrachten.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die INS-1 832/13 Zellen funktional sind und die CK2
erfolgreich in ihnen gehemmt werden konnte, wurde die Insulinsekretion nach einer
CK2-Hemmung mit CX-4945 und Quinalizarin in diesen Zellen naher analysiert. Eine
Inkubation der Zellen in Glucose-freiem Medium flhrt direkt nach einer Stimulation mit Glucose
zur Insulinsekretion. Diese verlauft biphasisch, mit einem spitzen Peak bei ca. 4 min und einem
breiteren Peak nach ca. 25 min [160]. Da die Zeitpunkte der Probenenthnahme anders gewahlt
waren, konnte dieser biphasische Verlauf nicht beobachtet werden. Nach einer Inhibition der
CK2 findet Uber den Zeitraum von 30 Minuten eine signifikante Steigerung der Insulinsekretion
bei beiden Inhibitoren im Vergleich zur Kontrolle statt. Die Aussage aller Experimente war
dabei die gleiche: nach einer Hemmung der CK2 ist die Insulinsekretion gesteigert. Allerdings
gab es Schwankungen in den Werten, da die Reaktion unter anderem abhangig ist von der

Passagenzahl und der Dichte der Zellen, weswegen bei jedem Versuch mehrere
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Lésemittelkontrollen mitgefihrt wurden. Bei einer Hemmung der CK2 mit Quinalizarin war
hochste Insulinsekretion nach 20 Minuten zu beobachten. Die Sekretion war hier um das
1.6-fache gesteigert. Wurde die CK2 mit CX-4945 inhibiert, konnte ein Anstieg der
Insulinsekretion bis 30 Minuten festgestellt werden. Nach diesen 30 Minuten wurde das
Experiment beendet. Die Insulinsekretion war zu diesem Zeitpunkt um das 2.5-fache erhéht.
In weiteren Analysen ware es interessant zu untersuchen, ob die Insulinsekretion nach einer
CK2-Hemmung mit CX-4945 auch Uber die 30 Minuten hinaus weiter gesteigert wird. Zur
Uberpriifung, inwiefern die erhaltenen Ergebnisse der INS-1 832/13 Zellen auch auf die
Inselzellen Ubertragbar sind, wurden murine Langerhans-Inseln ebenfalls auf ihre
Insulinsekretion hin nach einer CK2-Hemmung untersucht. Auch hier zeigte sich eine
signifikante Steigerung der Insulinsekretion um das 2.1-fache nach CK2-Hemmung mit
CX-4945. Die Experimente wurden dabei nur mit CX-4945 durchgefuhrt, um die
Versuchstierzahl maoglichst gering zu halten. Normalerweise ist die Insulinsekretion in
Inselzellen deutlich héher als die Sekretion in B-Zelllinien [128], jedoch ist es schwierig in
diesem Experiment einen direkten Vergleich zu ziehen, aufgrund der unterschiedlichen Anzahl
an sekretierenden Zellen. Trotz ungleicher Zellzahl ist die Aussage in beiden Systemen die
gleiche: Nach einer Hemmung der CK2 steigt die Insulinsekretion. Dies stimmt mit
Beobachtungen anderer Studien tiberein [120, 122] und gibt einen Hinweis auf eine mogliche
ahnliche Funktion der CK2 im lebenden Organismus. Des Weiteren konnten Spohrer et al.
[147] zeigen, dass auch die Insulinproteinexpression in murinen Langerhans-Inseln nach einer
CK2-Hemmung erhéht ist. Der Transport der insulinhaltigen Vesikel zur Membran, wo
schliellich die Exozytose stattfindet wird durch eine Erhdhung der intrazellularen
Ca?*-lonenkonzentration vermittelt. Die Erhdhung ist bedingt durch das Offnen
spannungsabhangiger Calciumkandle nach einem Glucose-Stimulus. Eine veranderte
Insulinsekretion nach einer Inhibition der CK2 konnte somit auch durch eine Anderung der
intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration bedingt sein. Bei den folgenden Experimenten habe
ich mich auf den Einsatz des CK2-Hemmestoffes CX-4945 zur Inhibition der CK2 konzentriert,
da dieser bereits in klinischen Studien als Therapeutikum in der Tumortherapie eingesetzt wird
[148]. Die intrazellulare Calciumkonzentration wurde mit Hilfe des Ca?*-Indikators Fura 2-AM
bestimmt. Dabei wird die Ca?-induzierten Fluoreszenzanderung bei 340 nm
(Ca?*-Fura 2-Komplex) und bei 380 nm (freies Fura 2) gemessen. Die intrazellulare
Ca?*-lonenkonzentration wird dann durch das Verhaltnis der Fluoreszenz bei 340/380 nm
ermittelt. Der Verlauf der gezeigten Kurven der F340/380 Ratio Werte ist vergleichbar mit
Verlaufen von F340/380 Werten von unterschiedlichen Calciumversuchen mit TRP-Kanalen
(, Transient receptor potential cation channel®) [171, 172]. Ich konnte zeigen, dass nach einer
Inhibition der CK2 mit CX-4945 auch die intrazellulare Calciumkonzentration signifikant um

das 1.2-fache erhoht ist. Die gesteigerte Insulinsekretion nach CK2-Hemmung ist damit sehr
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wahrscheinlich durch die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration bedingt. In
pankreatischen B-Zellen erfolgt der Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration durch
den Einstrom von extrazellularem Ca?* (iber Calciumkanale oder durch Freisetzung von Ca?*
aus intrazelluldren Speichern, wie dem Endoplasmatischen Retikulum, Mitochondrien oder
sekretorischen Vesikeln [173]. In der vorliegenden Arbeit konnte ich erstmals zeigen, dass die
Erhéhung der intrazelluldaren Ca?*-lonenkonzentration nach CK2-Hemmung durch einen

Einstrom extrazellularer Ca?*-lonen bedingt ist.

In den INS-1 Zellen sind mehrere Typen von spannungsabhangigen Calciumkanalen
exprimiert: Ca,1.3 (L-Typ), Ca.2.1 (P/Q-Typ) und Ca,2.3 (R-Typ) [33]. R-Typ Kanale sind im
Menschen nicht exprimiert und waren damit fir die Fragestellung in dieser Dissertation nicht
relevant. Die Arbeitsgruppe um Braun et al. [34] haben ein Modell fir die elektrische Aktivitat
in humanen p-Zellen aufgestellt: Die SchlieBung von Karp-Kanalen fihrt zu einer
Depolarisation des Membranpotentials auf > -55 mV. Dadurch werden T-Typ- ( > -60 mV) und
L-Typ-Kanéle ( > -50 mV) aktiviert, welche das Aktionspotential initieren. Wahrend des
Anstiegs des Aktionspotentials 6ffnen sich spannungsabhangige Na*-Kanale ( > -40 mV),
wodurch es zu einer Beschleunigung des Anstiegs kommt. SchlieRlich kommt es zur
Aktivierung des P/Q-Typs ( > -20 mV). Der Ca%-Influx Gber den P/Q-Typ (Ca,2.1) I0st
unmittelbar die Exozytose insulinhaltiger Vesikel aus. Der L-Typ-Kanal ist laut diesem Modell
somit wichtiger flr die Generierung des Aktionspotentials und der P/Q-Typ-Kanal fur die
Insulinsekretion. Dabei hat eine Inhibition des Ca,2.1 eine Reduktion der Glucose-stimulierten
Insulinsekretion um 60-70% zu Folge [34]. Des Weiteren hat die Gruppe um Kahle et al. [149]
mittels eines Hefe-Zwei-Hybrid-Systems gegen die cDNA Bibliothek des menschlichen
Gehirns gezeigt, dass die CK2B-Untereinheit mit dem C-Terminus von Ca,2.1 interagiert. Da
der Ca?*-Influx Giber den Ca,2.1-Kanal hauptséachlich fir die Insulin Exozytose verantwortlich
zu sein scheint [34] und ich durch meine Experimente eine signifikante Steigerung der
Insulinsekretion und der intrazelluldren Ca?*-lonenkonzentration nach CK2-Hemmung zeigen
konnte, habe ich in der vorliegenden Arbeit den Ca,2.1-Kanal als Zielmolekdl fir die CK2 naher
betrachtet. Mittels Hemmung der CK2 in INS-1 832/13 Zellen mit CX-4945 und einem
anschlielienden Phosphorylierungsassay mit den Gesamtzellextrakten, konnte ein erster
Hinweis auf eine Phosphorylierung des endogenen Ca,2.1-Kanals durch die CK2 erzielt
werden. Durch die duale Cosubstratspezifitat der CK2 [73, 89] konnte mittels Verwendung von
[*?P]-a-GTP die Kinaseaktivitat spezifischer der CK2 zugeordnet werden. Da bei dem
Experiment Gesamtzellextrakte untersucht wurden, kann die beobachtete Phosphorylierung
allerdings noch nicht eindeutig dem Ca,2.1 zugeordnet werden. In einem nachsten Schritt
wurde daher die Aminosduresequenz von Ca,2.1 mit Hilfe verschiedener Programme
(https://scansite4.mit.edu/4.0/#home, www.prosite.expasy.org und http://www.cbs.dtu.dk) auf

CK2 Konsensussequenzen untersucht. Die Untersuchung wurde dabei hauptsachlich auf den
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C-Terminus (AS 1764-2369) beschrankt, da dort bereits eine Interaktion der
CK2B-Untereinheit beschrieben wurde [149]. Die durchgeflhrte in silico Analyse zeigte zehn
putative CK2-Phosphorylierungsstellen (T1854, T1961, S2028, T2066, T2123, S2201, T2300,
S2304, S2362 und S2364) im C-Terminus von Ca,2.1. Acht dieser Phosphorylierungsstellen
(T1854, T1961, S2028, T2066, T2123, S2201, S2362 und S2364) sind zwischen Maus, Ratte
und Mensch konserviert, was ein Hinweis auf die funktionelle Relevanz dieser Doméane ist. Die
Analyse zeigte ebenfalls ein Serin (S1677) in einer extrazelluldren Doméne des
Ca,2.1-Kanals. Diese CK2-Phosphorylierungsstelle ist ebenfalls zwischen Maus, Ratte und
Mensch konserviert und war die einzige, die auch noch bei der Hochstringenz Einstellung des
Programms angezeigt wurde. Da die CK2 auch als Ektokinase beschrieben ist, [112, 114]
wurde auch diese Stelle flr weitere Untersuchungen miteingeschlossen. Neben dem Einsatz
von spezifischen Hemmstoffen kdnnen auch Phosphorylierungsmutanten verwendet werden
um die CK2-Phosphorylierung eines Proteins zu untersuchen. Das von der CK2
phosphorylierte Serin bzw. Threonin wird dabei zu einer anderen Aminosaure (meistens
Alanin) mutiert und somit die Phosphorylierung verhindert. In Peptidfilteranalysen wurden
Peptide (15 Aminosauren), welche jeweils eine oder zwei Phosphorylierungsstelle umfassten
und ihre jeweiligen Phosphorylierungsmutanten analysiert. Die Methode wird haufig dazu
eingesetzt eine groRe Anzahl an mdglichen Phosphorylierungsstellen in kurzer Zeit zu
uberprufen [152, 153]. Durch die Peptidfilterassays konnten die Serine an Position 1677, 2362
und 2364 als CK2-Phosphorylierungsstellen in vitro identifiziert werden. Die Peptide, welche
diese Phosphorylierungsstellen umfassten, zeigten bei der Analyse ein starkes Signal. Dieses
Signal war bei der Mutante von A1677 und der Doppelmutante A2362/A2364 nicht mehr zu
beobachten. Die Phosphorylierungsstellen S2362 und S2364 wurden aufgrund ihrer Nahe in
dem gleichen Peptid untersucht. Erst durch die Mutation beider Serine konnte kein Signal mehr
beobachtet werden. Die Einzelmutationen A2362/S2364 und S2362/A2364 zeigten weiterhin
ein Signal. Die putativen Phosphorylierungsstellen S2201 und T1854 zeigten zwar ebenfalls
Signale allerdings konnten diese auch bei der Mutation bzw. der Kontrollbehandlung ohne CK2
beobachtet werden. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um eine unspezifische Bindung von
[*2P]-y-ATP an die pB-Untereinheit von CK2 und nicht um eine CK2-abhangige
Phosphorylierung. Die Proteinkinase CK2 phosphoryliert bevorzugt Serine und Threonine in
saurer Umgebung mit der minimalen Konsensussequenz S/TxxD/E [70]. Das Serin an Position
2028 liegt in einer solchen praferierten Umgebung, zeigte aber zunachst bei der
Peptidfilteranalyse kein Signal. Erst nach einer langen Exposition der Membran konnte eine
Phosphorylierung dieser Stelle detektiert werden (nicht gezeigt). Diese ist jedoch von der
Signalstarke nicht vergleichbar mit der Phosphorylierung von S1677, S2362 und S2364 und
wurde deshalb nicht flr weitere Analysen gewahlt. CK2-Substrate kénnen in drei Klassen

eingeteilt werden. Klasse | sind Substrate, die sowohl von den katalytischen Untereinheiten
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CK2a und CK2a' alleine sowie von dem CK2-Holoenzym phosphoryliert werden. Zu der
Klasse Il gehdren Substrate, die ausschliel3lich durch die katalytischen Untereinheiten CK2a
und CK2a' phosphoryliert werden. Die Substrate der Klasse Il werden nur durch das
CK2-Holoenzym phosphoryliert [87]. Durch die Peptidfilteranalysen konnte ich zeigen, dass
S1677, S2362 und S2364 auch durch die CK2a-Untereinheit alleine phosphoryliert werden. In
Bezugnahme auf die Einteilung durch Pinna [87] kénnen die CK2-Phosphorylierungsstellen
der Klasse | zugeordnet werden. Die Ergebnisse der Peptidfilteranalysen kdnnen
moglicherweise nicht direkt auf das vollstandige Protein Ubertragen werden, aufgrund der
geringen GroRe der Peptide (15 AS). Daher wurden die putativen Phosphorylierungsstellen
(81677, S2362 und S2364) zusatzlich mit in Bakterien produzierten GST-Ca,2.1
Fusionsproteinen durch in vitro Phosphorylierungsassays bestatigt. Die Experimente wurden
mit dem Wildtyp GST-Ca,2.1 (1666-1738) und GST-Ca,2.1 (2177-2369) und den jeweiligen
Phosphorylierungsmutanten (S1677A, S2362G, S2364A, und S2362A/S2364A) durchgefihrt.
Die Herstellung der Einzelmutation des Serins an der Stelle 2362 zu Alanin erwies sich als
aulerst schwierig, weswegen mit einer Glycin Einzelmutante gearbeitet wurde. Glycin wird,
wie Alanin ebenfalls nicht durch die CK2 phosphoryliert, gilt aber als ,Strukturbrecher®. Bei der
Doppelmutante wurden deshalb beide Serine zu Alanin mutiert. Die Ergebnisse der in vitro
Phosphorylierungsassays konnten die zuvor gemachten Beobachtungen der
Peptidfilteranalysen bestatigen. Die Phosphorylierung von S1677A und S2362A/S2364A blieb
im Vergleich zum Wildtyp aus bzw. war stark verringert. Die S2362 und S2364 Einzelmutanten
wurden ebenso stark phosphoryliert wie der Wildtyp und sind somit beide in vitro
CK2-Phosphorylierungsstellen. Auch die Phosphorylierung durch die CK2a alleine konnte fur
alle drei CK2-Phosphorylierungsstellen verifiziert werden. Das Serin an Position 1677 befindet
sich in einer extrazellularen Domane, zwischen den Segmenten S5 und S6 des vierten
homologen Abschnitts. Die Segmente S5 und S6 aller homologen Abschnitten bilden
zusammen mit den p-loops den lonenkanal [19]. Eine Phosphorylierung an dieser Stelle ist
natiirlich 4uBerst interessant, da sie moglicherweise einen direkten Einfluss auf das Offnen
bzw. das Schliefien der Pore hatte. Allerdings kdnnte eine Proteinkinase aufgrund ihrer Grolie
und Struktur auch Schwierigkeiten haben, diese Stelle Uberhaupt zu erreichen. Die
Arbeitsgruppe um Wei et al. [174] konnten fur den im Herz exprimierten L-Typ Calciumkanal
Cav1.2 in Oozyten des Xenopus zeigen, dass eine partielle Deletion des C-Terminus der
a-Untereinheit eine gesteigerte Kanal-Aktivitat zu Folge hat. Sie schlussfolgern daraus, dass
der C-Terminus durch Faltung die Aktivitat des Kanals inhibiert und diese Hemmung durch
eine Phosphorylierung aufgehoben werden kann. Andere Arbeitsgruppen konnten dies durch
Untersuchungen in der humanen Nierenzelllinie tsa201 bestatigen und haben gezeigt, dass
der distale C-Terminus von Cay1.2 in vivo proteolytisch gespalten wird, nicht-kovalent an den
proximalen C-Terminus bindet und damit die Kanal-Aktivitat inhibiert [55, 175, 176].
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Nachfolgend konnte durch weitere Studien in der humanen Nierenzelllinie tsa201 gezeigt
werden, dass durch eine CK2-Phosphorylierung von T1704 im proximalen C-Terminus des
L-Typ Calciumkanals Ca,1.2, dieser autoinhibitorische Effekt aufgehoben wird [66, 67]. Ein
ahnlicher Mechanismus der Regulation durch eine CK2-Phosphorylierung von S2362 und
S2364 am C-Terminus ware auch fur den Ca,2.1-Kanal denkbar, wobei die Phosphorylierung
hier mdglicherweise eher einen inhibitorischen Effekt auslibt. In Bakterien exprimierte
rekombinante Proteine werden nicht posttranslational modifiziert, da diese Prozesse
Modifikationen (Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung oder Ubiquitinierung) nicht in
Bakterien stattfinden. Die durchgefuhrten in vitro Phosphorylierungsassays mit unmodifizierten
Proteinen kénnen somit nattrlich nicht eins zu eins auf die native Funktion dieser Proteine
Ubertragen werden. Die zuvor gezeigte mdgliche Phosphorylierung des endogenen Ca,2.1
sowie die gezeigten in vitro Phosphorylierungsexperimente deuten allerdings stark darauf hin,

dass der Ca,2.1 auch in vivo ein Substrat fir die CK2 darstellt.

Als weitere Methoden, die Aktivitat eines Proteins zu regulieren und somit seine Rolle wahrend
eines Prozesses zu untersuchen, konnen z.B. ein ,knockdown® des Proteins durch siRNA
(small interfering RNA) oder ein ,knockout“ durch das CRISPR/Cas System genutzt werden.
Eine siRNA erkennt komplementdre mRNA Sequenzen und fihrt zu deren Spaltung und
Abbau, womit kein Protein exprimiert werden kann. Dadurch wirde allerdings nicht nur die
Aktivitat der Proteinkinase CK2 gehemmt, sondern auch die Proteinmenge der CK2 reduziert,
wodurch auch die Interaktion mit Bindungspartnern verringert bzw. verhindert werden wurde.
Eine Regulation durch die CK2 kann auch nur Gber Protein-Protein-Bindung stattfinden [177].
Insofern wirde ein solcher Versuchsaufbau moglicherweise zu ungewollten Nebeneffekten
fuhren. Ein ,knockout durch z.B. die CRISPR/Cas Methode ware hinsichtlich einer spateren
Therapie von Typ 2 Diabetes mellitus ebenso nicht sinnvoll. Das humane Immunsystem
kénnte mdglicherweise die bakterielle Endonuklease Cas9 als Antigen identifizieren und
Zellen, die das CRISPR/Cas-System aufgenommen haben, wiirden durch Apoptose zerstoért
werden [178]. Somit wirde nicht nur die therapeutische Wirkung zunichte gemacht werden,
sondern dartber hinaus bestdnde das Risiko einer Autoimmunreaktion sowie einer
potentiellen Apoptose von B-Zellen. Dies hatte damit sogar negative Folgen fur Diabetiker.
Weiterhin konnte gezeigt werden dass ein CK2-,knockout“ in M&usen zu einer embryonalen
Letalitat fihrt [81, 92]. Eine Veranderung des Proteoms in einer murinen Myoblasten Zelllinie
(C2C12) konnte ebenfalls beobachtet werden [179]. AuRerdem wurde die Transfektion eines
CRISPR/Cas-System nur einen Teil der Zellen erreichen. Beim Einsatz von Hemmstoffen
hingegen wird die CK2 der gesamte Zellpopulation inhibiert. Des Weiteren konnen
Hemmstoffe leichter als Therapeutikum eingesetzt werden. Durch in vitro GST pull-down
Experimente konnte ich zeigen, dass die beiden GST-Fusionsproteine (GST-Ca,2.1
(1666-1738) und GST-Ca,2.1 (2177-2369)) nicht nur Substrate der CK2 in vitro darstellen,
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sondern auch Interaktionspartner der CK2 in vitro sind. Die Untersuchungen zeigten eine
Bindung der Fusionsproteine an beide Untereinheiten der CK2 (CK2a und CK2p). In weiteren
Interaktionsanalysen konnte demonstriert werden, dass auch die Einzelmutanten S2362G und
S2364A sowie die Doppelmutante S2362A/S2364A sowohl an beide Untereinheiten der CK2
binden. Dies zeigt, dass die Bindung und Phosphorylierung von Ca,2.1 durch die CK2
unabhangig voneinander stattfinden. Die Proteinkinase CK2 bindet an ihre Substrate mit der
Substrat-Bindedoméne ihrer katalytischen a-Untereinheit. Dass diese Untereinheit auch
alleine in der Lage ist das Ca.,2.1 Protein in vitro zu phosphorylieren, konnte ich in der
vorliegenden Arbeit zeigen. Eine Bindung der CK2a-Untereinheit an die GST-Fusionsproteine
war somit zu erwarten. Die CK2p-Untereinheit dient dazu, die katalytische Aktivitat sowie die
Substratspezifitat der CK2 zu regulieren [72]. Des Weiteren interagiert die CK2p3-Untereinheit
auch unabhangig von der CK2a mit anderen Serin/Threonin-Kinasen wie zum Beispiel A-Raf
[180], Chk1 [80] oder c-Mos [77] und moduliert die Funktion von diesen. Mdglich ist, dass die
Bindung der CK2B an Ca,2.1 unter anderem dazu dient auch andere Substrate zu
phosphorylieren. Mittels Coimmunprazipitationsuntersuchungen mit Gesamtzellextrakten
konnte die Bindung des Ca,2.1 Proteins an die CK2a-Untereinheit auch in vivo in den
INS-1 832/13 Zellen bestatigt werden. Dass eine Interaktion damit auch in den Zellen selbst
stattfindet, unterstitzt das zuvor gezeigte Ergebnis einer mdglichen Phosphorylierung des
endogenen Ca,2.1 durch die CK2 und deutet auf eine tatsachliche Phosphorylierung in vivo in
pankreatischen Zellen hin. In vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe Montenarh konnte gezeigt
werden, dass Glucose einen Einfluss auf die Bindung der CK2 an Substrate hat [121]. Bei
einer Behandlung der INS-1 832/13 Zellen mit Konzentrationen von 0 mM und 10 mM Glucose

bindet Ca\2.1 jedoch unabhangig von der Glucosekonzentration an die CK2.

Nach einer Hemmung der CK2 konnte ein erhdhter Proteingehalt von endogenem Ca,2.1
Protein festgestellt werden. Insbesondere nach einer 24-stindigen Behandlung mit CX-4945
ist die Ca\2.1 Proteinexpression signifikant erhdht. Die erhdhte Proteinmenge kdnnte mit einer
Hemmung der Phosphorylierung von anderen CK2-Substraten zusammenhangen, wie z.B.
Transkriptionsfaktoren, welche dann zu einer Verstarkung der Expression von Ca,2.1 fuhren.
Dieses Ergebnis ist allerdings mit Vorsicht zu betrachten, da wie zuvor gezeigt, nach
24-stindiger CK2-Hemmung eine deutliche Apoptose-Induktion stattfindet. Wird die
Proteinmenge von Ca.2.1 nach einer Hemmung der CK2 erhdht, so sollte sie im
Umkehrschluss bei einer CK2-Uberexpression verringert werden. Durch eine Transfektion der
Die katalytischen CK2a-Untereinheit konnte zwar in die INS-1 832/13 Zellen transfiziert
werden, eine Veranderung der Proteinmenge von Ca,2.1 konnte jedoch nicht festgestellt
werden. Die Transfektionseffizienz koénnte dabei einen kritischen Punkt darstellen.

Mdglicherweise konnten nicht geniigend Zellen eines Ansatzes transfiziert werden, um eine
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Veranderung der Ca,2.1 Proteinmenge zu bewirken. Die Stabilitat von Substraten der CK2
kann durch ihre Phosphorylierung beeinflusst werden [154, 181]. Beispielsweise wird die
Stabilitat von PDX-1 durch eine fehlende CK2-Phosphorylierung erhéht [119]. Dies konnte
ebenfalls fir das Ca,2.1 Protein festgestellt werden. Auch bei Ca,2.1 fihrt die Hemmung der
CK2 zu einer Erhéhung der Stabilitat des Proteins. Nach einer gleichzeitigen Hemmung der
Proteinbiosynthese und der CK2-Aktivitat war die durch Extrapolation erhaltene Halbwertszeit
des Ca,2.1 Proteins deutlich verlangert ( > 15 h) im Vergleich zur Kontrolle (12 h). Fu et al.
[182] konnten hingegen bei Transfektionsexperimenten mit dem humanen Ca,2.1 in HEK293T
Zellen eine Halbwertszeit von ca. acht Stunden fur den Kanal beobachten. Die Unterschiede
in den Halbwertszeiten kdénnten durch die unterschiedlichen Zelllinien bedingt sein. Da
HEK293T-Zellen keine endogenen Cay-Kanale exprimieren [183] und ich in dieser Arbeit die
Halbwertszeit des endogenen Kanals untersucht habe, kdnnen sich auch daraus Unterschiede
ergeben. Es gibt Hinweise darauf, dass das De-/Ubiquitinierungs-Gleichgewicht die Anzahl an
Kanalen, die in der Plasmamembran exprimiert werden, reguliert [155]. Durch eine Inhibition
des Proteasoms mit MG132 (5 uM) tber neun Stunden konnten allerdings keine Unterschiede
in der Proteinmenge von Ca,2.1 festgestellt werden. Auch eine gleichzeitige Hemmung der
CK2 zeigte keinen Unterschied verglichen zur Kontrolle. Die Arbeitsgruppe um Fu et al. [182]
hingegen konnten nach einer Inhibition des Proteasoms Uber 24 Stunden zeigen, dass die
Proteinmenge von Ca,2.1 deutlich erhéht ist. Mdglicherweise ist ein Behandlungszeitraum von
neun Stunden zu kurz, um Veranderungen der Proteinmenge zu beobachten. Eine Inhibition
des Proteasoms Uber neun Stunden hinaus war jedoch nicht méglich, da nach diesem
Zeitpunkt keine lebenden Zellen mehr vorhanden waren. Auch wurden die Untersuchungen in
der Arbeitsgruppe um Fu et al. [182] mit einer Transfektion des humanen Ca,2.1 in
HEK293T-Zellen durchgefuhrt, wodurch sich ebenfalls Unterschiede bezuglich des Abbaus
ergeben kénnen. In weiteren Analysen ware es sinnvoll, die Ubiquitinylierung des Ca,2.1
Proteins nach Proteasom-Hemmung bzw. Inhibition der CK2 innerhalb von neun Stunden
naher zu untersuchen. Eine Polyubiquitinierung kénnte ein Signal fur die Proteindegradation
darstellen, und es ware interessant zu untersuchen, ob es im Vergleich zu einer Kontrolle

Unterschiede in der Ubiquitinylierung des Ca,2.1 Proteins nach einer Hemmung des CK2 gibt.

In der vorliegenden Dissertation konnte durch einen ,knockdown* des Ca,2.1 Kanals erstmals
gezeigt werden, dass der im Vergleich zur Kontrolle bei CK2-Hemmung beobachtete Anstieg
der intrazelluldren Ca?*-lonenkonzentration durch einen Influx iber den Ca,2.1 Kanal bedingt
ist. Aus den Daten von siRNA Experimenten geht hervor, dass durch eine Reduktion der
Ca\2.1 Proteinmenge um 45% dieser Anstieg fast vollstandig unterbunden wurde. Der Verlauf
der Kurve der F340/380 Ratio Werte ist nach Reduktion der Ca,2.1 Proteinmenge bei einer
Hemmung der CK2 nur noch minimal im Vergleich zur Kontrolle erhéht. Die verbleibende

Erhéhung kann verschiedene Griinde haben. Zum einen kénnte die Reduktion der Ca,2.1
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Proteinmenge nicht ausreichend sein, um den Anstieg vollstandig zu unterbinden. Zum
anderen konnte eine Hemmung der CK2 auch andere Calciumkanale beeinflussen, welche
dann naturlich nicht durch den ,knockdown“ des Ca,2.1 Kanals betroffen sind. Allerdings
wirden diese Kanale dann nur einen kleinen Teil zu dem durch CK2-Hemmung bedingten
Anstieg der intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration beitragen und waren sehr wahrscheinlich
nicht verantwortlich fir den durch Anstieg der intrazelluldaren Ca?*-lonenkonzentration
bedingten Anstieg der Insulinsekretion. Die durch die siRNA Experimente erhaltenen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch die Inhibition der CK2 ein negativ regulatorischer
Effekt der CK2 auf Ca,2.1 unterbunden wird. Dies flhrt zu einem Anstieg der intrazelluldren
Ca?*-lonenkonzentration, wodurch wiederum die Insulinsekretion erhéht wird. Die
Insulinsekretion kann durch den Neurotransmitter Acetylcholin Uber die Aktivierung des
muskarinischen Ms-Acetylcholinrezeptor stimuliert werden [123]. Dieser stellt ebenfalls ein
Substrat fur die CK2 dar [125]. Die Arbeitsgruppe um Rossi et al. [122] haben gezeigt, dass
die CK2 Uber den M3R-Signalweg in pankreatischen murinen MIN6 Zellen eine negative
Regulation auf die Insulinsekretion ausubt. Bei lhren Studien haben sie die Beobachtung
gemacht, dass die GSIS bei einer Hemmung der CK2 auch in Abwesenheit von Acetylcholin
erhoht ist und haben die Hypothese aufgestellt, dass dies mdglicherweise durch die Inhibition
der Phosphorylierung anderer CK2-Substrate bedingt. Zieht man die in der vorliegenden
Dissertation erhaltenen Ergebnisse in Betracht so kénnte der Ca,2.1 Kanal eines dieser

Substrate fiir die Proteinkinase CK2 darstellen.

In der Abbildung 44 sind die bisher gewonnenen Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit und die
hypothetische Einordnung in die bisherigen Beobachtungen zur Rolle der CK2 im

Insulinsignalweg zusammengefasst.
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Abbildung 44: Einordnung der gewonnen Erkenntnisse in die bisherigen Beobachtungen zur Rolle der CK2
in pankreatischen p-Zellen. Der grine Pfeil zeigt einen stimulatorischen Effekt an, der rote Pfeil einen

inhibitorischen Effekt. Die schwarzen Pfeile zeigen die Verbindungswege an.

Steigt die Konzentration von Glucose im Blut Gber eine Konzentration von 7 mM so wird sie
Uber den GLUT2 Transporter in die B-Zellen transportiert [3, 8, 9]. Dort wird die Glucose durch
die Glucokinase phosphoryliert und im Citratzyklus und in der mitochondrialen Atmungskette
weiter verstoffwechselt, wodurch das ATP/ADP-Verhaltnis steigt [11, 12]. Dadurch kommt es
zu einer SchlieBung von ATP-sensitiven K+-Kanalen (KATP) [2, 13], was zur Entstehung eines
Membranpotentials fuhrt [9]. Dadurch werden wiederum spannungsabhangige Calciumkanale,
wie der Cav2.1 gedffnet und Calcium stromt in die Zelle ein. Die ansteigende intrazellulare
Ca?*-lonenkonzentration stimuliert dann die Freisetzung von Insulin [11-14]. Die in die B-Zelle
aufgenommene Glucose flihrt aber auch zu einer gesteigerten Kinaseaktivitat der CK2, ohne
dabei die Proteinmenge der Kinase zu verandern [121]. Die CK2 phosphoryliert sowohl den
Transkriptionsfaktor PDX-1 als auch den Ca,2.1 Kanal. Dabei unterdriickt die CK2-
Phosphorylierung von PDX-1 dessen verstarkende transkriptionelle Aktivitdt auf die

Insulingenexpression [97]. Die Phosphorylierung von Ca,2.1 fuhrt zu einer Reduktion des
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Ca?-Influx tber den Kanal und verringert dadurch die intrazellulare Ca?*-lonenkonzentration
und konsekutiv die Insulinsekretion. Durch Insulin wird die CK2-Kinaseaktivitat erhoht, was zu
einem negativen ,feedback® des Insulins auf die Insulinsekretion fuhrt [120, 184]. Dartber
hinaus destabilisiert die Phosphorylierung durch die CK2 das PDX-1 und das Ca,2.1 Protein.
Der exakte Regulationsmechanismus der CK2, und wie ihre Aktivitat wieder herunterreguliert
wird, bleibt dabei weiterhin unklar. Eine Mdoglichkeit ist die Regulation der Kinase Uber

Modifikationen wie zum Beispiel Phosphorylierung [184].

Die CK2-Phosphorylierung des Cay2.1 Ubt einen inhibitorischen Effekt auf den Kanal aus. Fur
den L-Typ-Calciumkanal hingegen wurde gezeigt, dass die CK2-Phosphorylierung eine
Inhibition durch den C-Terminus des Kanals aufhebt und so dessen Aktivitat stimuliert [67,
174]. Der L-Typ Kanal spielt in den humanen pankreatischen -Zellen eher eine Rolle bei der
Generierung des Aktionspotentials und der Ca,2.1 Kanal bei der Exozytose der insulinhaltigen
Vesikel [34]. Ca,2.1 interagiert direkt mit SNARE Proteinen Uber eine Synprint (synaptic protein
interaction) Seite, die in dem intrazellularen ,loop“ zwischen den Segmenten 2 und 3 liegt
[185]. Die Interaktion von SNARE Proteinen mit spannungsabhangigen Calciumkanalen wurde
auch fir andere Typen von Kanalen beschrieben und ist Ca?*-abhangig [186]. AuBerdem wird
die Interaktion unter anderem inhibiert durch Phosphorylierungen von PKC und CaMKI|I [187].
Denkbar ware, dass die CK2-Phosphorylierung die SNARE Interaktion mit dem Ca,2.1 Kanal
indirekt iber den Ca?* Influx reguliert und somit eine Art Schalter fir das Offnen oder SchlieRen
des Kanals darstellt. Die in der vorliegenden Dissertation gewonnenen Erkenntnisse
unterstitzen die Beobachtungen, dass die CK2 eine wichtige Rolle bei der Insulinbiosynthese
und -sekretion in pankreatischen f(-Zellen auslibt. Es sollten allerdings weitere
Untersuchungen, insbesondere bezuglich der in vivo Phosphorylierung von Ca,2.1 und deren
Funktion durch die CK2, erfolgen. Wie ich zuvor gezeigt habe, binden die
GST-Fusionsproteine  Fusionsproteine (GST-Ca.,2.1 (1666-1738) und GST-Ca,2.1
(2177-2369)) unabhangig von der Phosphorylierung an die CK2B-Untereinheit. Die
CK2B-Untereinheit ist in der Lage, auch unabhangig von der katalytischen CK2a-Untereinheit
mit anderen Serin/Threonin Kinasen zu interagieren und die Funktionen dieser Kinasen zu
modulieren [77, 80, 180]. Durch die Bindung von CK2p an Ca,2.1 kdnnten so mdglicherweise
andere Kinase beeinflusst werden. Untersuchungen bezuglich dieser Hypothese waren von
Interesse. In weiteren Analysen ware es auch sinnvoll die Insulinsekretion und die
intrazellularen Ca?*-lonenkonzentration unter Hochglucosebedingungen zu analysieren, um
etwaige Veranderungen im Vergleich zu der in der Arbeit gewahlten Glucosekonzentration zu
beobachten. Im Anschluss an die Untersuchungen in der INS-1 832/13 Zelllinie sollten die

gewonnen Erkenntnisse im lebenden Organismus Uberprift werden.
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Der CK2-Hemmestoff CX-4945 wird bereits als Therapeutikum in der Tumortherapie eingesetzt
[148]. Auch flir die Behandlung von Typ 2 Diabetes mellitus wiirden CK2-Inhibitoren als
potentielle Therapeutika in Frage kommen. Durch eine Hemmung der CK2 koénnte die
Ca,2.1-Aktivitat erhdht werden, wodurch eine Stimulation der Insulinbiosynthese
und -sekretion erzielt wirde. Die Klarung der genauen Umstande dieser Stimulation durch
CK2-Hemmung und somit auch die Identifikation weiterer CK2-Zielmolekille in der
Insulinbiosynthese bzw. -sekretion ist damit aus biologischer und medizinischer Sicht von

groliem Interesse.

Bei Immundetektionsanalysen des Ca,2.1 Proteins fiel eine Proteinbande bei ca. 100 kDa auf.
Nach einer 24-stiindigen Hemmung der CK2 war der Proteingehalt dieses Proteins signifikant
reduziert. Im Vergleich dazu war die Proteinmenge von Ca,2.1 signifikant erhéht. Auch hier
muss das Ergebnis unter Berucksichtigung der Apoptose-Induktion nach einer 24-stliindigen
Inhibition der CK2 betrachtet werden. Jedoch ist eine solche Reduktion des Proteingehaltes
nach einer CK2-Hemmung auRerst spannend. Deshalb habe ich das 100 kDa Protein im
Rahmen meiner Dissertation naher betrachtet. Der bei der Immundetektion von Ca,2.1
verwendete Antikorper erkennt eine 100 Aminosauren lange Sequenz im C-Terminus des
humanen Ca,2.1 (https://www.abcam.com/cacnala-antibody-epr4458n-ab181371.html) und
ist ebenfalls fir die Spezies Maus (96% Ubereinstimmung) und Ratte (98% Ubereinstimmung)
geeignet. Zur Uberpriifung ob die Sequenz mdglicherweise in anderen Proteinen vorkommen
kénnte, wurde die Sequenz geblastet (www.blast.ncbi.nim.nih.gov). Die Suche ergab nur
Ubereinstimmungen mit dem Ca,2.1 Protein. Ein Antikdrper benétigt fir die Erkennung eines
Proteins im Generellen nur 5-10 AS. Daher ist es trotz fehlender Ubereinstimmung mit anderen
Sequenzen moglich, dass der Antikdrper ein anderes Protein erkennt. Aber méglicherweise
stellt das 100 kDa Protein auch einen Teil des C-Terminus von Ca,2.1 dar. Durch ein
Peptidkompetitionsassays konnte gezeigt werden, dass der Antikoérper spezifisch fir das
Ca,2.1 Protein ist, wobei die 100 kDa Proteinbande noch schwach durch den mit
,Blocking-Peptid“ behandelten Antikdrper erkannt wurde und daher keine eindeutige
Zuordnung moglich war. Die Arbeitsgruppe um Du et al. [188] hat beschrieben, dass die
humane Ca,2.1 mRNA mittels einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) fur zwei
Proteine codiert: den Ca,2.1 Calciumionenkanal und einen Transkriptionsfaktor der aus dem
C-Terminus von Ca,2.1 besteht (75 kDa). Durch siRNA Experimente wurde untersucht,
inwiefern die Proteinmenge des 100 kDa Proteins beeinflusst wird. Sollte es sich um den
beschriebenen Transkriptionsfaktor handeln, so sollte dieser in gleichem Umfang reduziert
werden wie Ca,2.1. Die Reduktion der Proteinmenge des 100 kDa Proteins war zwar
signifikant (20%), jedoch deutlich geringer als die des Volllangen Ca,2.1 Proteins (55%). Dies
spricht eher gegen die Hypothese, dass eine bicistronische mRNA fiir das 100 kDa Protein

verantwortlich ist. Moglicherweise handelt es sich bei der Reduktion auch um einen
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OFF-Target Effekt. Es ware aber auch mdglich, dass das Protein generell sehr stabil in der
Zelle vorliegt. Dies konnte durch Inhibition der Proteinbiosynthese mit Cycloheximid bestatigt
werden. Nach neun Stunden war die Proteinmenge des 100 kDa Proteins um nur ca. 30%
reduziert. Eine Hemmung der CK2 zeigte Uber diesen Zeitraum keine Beeinflussung der
Stabilitdt des Proteins. Auch bei einer Hemmung des Proteasoms konnte kein Unterschied
zwischen einer CK2-Hemmung und der Kontrolle ohne eine Inhibition der CK2 festgestellt
werden. Ob das Protein Uber das Proteasom abgebaut wird, konnte innerhalb eines
Behandlungszeitraums von neun Stunden nicht festgestellt werden. Des Weiteren hat die
Arbeitsgruppe um Du et al. [188] durch Experimente mit PC12 Zellen (Zelllinie aus einem
Tumor des Ratten Nebennierenmarks) gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor unter anderem
die Expression von GRN (granulin), BTG1 (B-cell translation gene 1) und PMCA2 (Plasma
membrane Ca?*-ATPase) erhoht. PMCA?2 ist ein Transportprotein in der Plasmamembran von
Zellen und sorgt daflr, dass Ca?*-lonen aus der Zelle entfernt werden. In der vorliegenden
Dissertation habe ich gezeigt, dass intrazellulare Ca2*-lonenkonzentration in der 3-Zelle nach
einer Hemmung der CK2 im Vergleich zur Kontrolle erhdht ist. Die Proteinmenge des 100 kDa
Proteins ist nach einer CK2-Hemmung signifikant reduziert. Sollte es sich bei diesem Protein
um den Transkriptionsfaktor handeln, so ware moglicherweise auch die Expression der
PMCAZ2 reduziert, was gegebenenfalls einen geringeren Ca?*-Efflux zur Folge hatte. Dies

wiederum wirde mit den Ergebnissen dieser Arbeit tGbereinstimmen.

Bei einer Grofte von 250 kb und bis zu 50 Exons ist es nicht verwunderlich, dass eine Vielzahl
von Splicevarianten mit unterschiedlichen Phanotypen [30, 32, 189-191], und auch
mdglicherweise bislang noch unidentifizierte Splicevarianten von Ca,2.1 existieren. Allerdings
sind bis jetzt nur Splicevarianten beschrieben, die einen verkirzten oder fehlenden
C-Terminus besitzen. Der Antikdrper erkennt aber eine 100 Aminosauren lange Sequenz im
C-Terminus des humanen Ca,2.1. Daher ist es eher unwahrscheinlich, dass das 100 kDa
Protein einer Splicevariante von Ca,2.1 entspricht. Des Weiteren wurde in Studien die
Beobachtung eines 60-75 kDa Fragmentes des Ca,2.1 gemacht, welches eine toxische
Wirkung hat, und auf eine proteolytische Spaltung des C-Terminus zurtick gefuhrt wird [192,
193]. Die verantwortliche Protease konnte jedoch nicht identifiziert werden. Auferdem gibt es
mehrere Mutationen, die ebenfalls zu unterschiedlichen Ca,2.1 Protein Formen fliihren konnen
[31, 194, 195]. Somit kommen mehrere mdgliche Erklarungen fur die Identitat des 100 kDa

Proteins in Frage.

Durch Immundetektionsanalysen von Gesamtzellextrakten nach CK2-Hemmung mit einem
CK2-Phosphosubstrat  Antikdrper konnte ein erster Hinweis auf eine modgliche
Phosphorylierung des 100 kDa Proteins durch die CK2 erlangt werden. Um die Identitat des
Proteins endgultig zu klaren sind jedoch weitere Analysen notwendig. Zunachst sollte eine

Immundetektion mit Hilfe eines zweiten Ca.,2.1 Antikdrpers, der gegen den C-Terminus
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gerichtet ist, durchgeflhrt werden, um das Ergebnis des ersten Antikdrpers zu bestatigen. Eine
gRT-PCR Analyse ware ebenfalls sinnvoll. Dazu sollten sowohl Primer fir den N-Terminus
von Ca,2.1 als auch fur den C-Terminus von Ca,2.1 verwendet werden. Ist nur der Ca,2.1
Volllangenkanal vorhanden, so sollte die Menge an erhaltenem Produkt gleich sein. Entspricht
das 100 kDa Protein dem C-Terminus von Ca,2.1, so sollte die Menge an erhaltenem Produkt
bei der Probe mit dem C-Terminus Primer groRer sein. Des Weiteren waren Protease-
Inhibitionsstudien  von Interesse. Zur endgultigen Identifikation konnte eine
de novo-Peptidsequenzierung per Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) mit
vorangeschalteter 2D-Gelelektrophorese durchgefuhrt werden. Dabei erfolgt eine zweite
Fragmentierung der Peptide. Dadurch werden aus jedem Fragment der ersten Runde noch
kleinere Fragmente erhalten, die durch Ihre Uberlappungen die Peptidsequenz ergeben.
Anschlie3end sollten Funktionsanalysen des Proteins folgen. Die Identifikation der 100 kDa
Proteinbande und deren Funktion ist eine spannende neue Fragestellung auch im Hinblick auf

eine mogliche Interaktion mit dem Ca,2.1-Kanal und einer Beteiligung der CK2.
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