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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Unter dem Begriff Differenzierung verstent man die Bildung spezialisierter Zellen und
Gewebe aus vormals gleichartigen Zellen, den Stammzellen. Die Differenzierung wird durch
spezifische Signalkaskaden reguliert und geht meistens mit einer Veranderung des Phénotyps
und der Funktion, sowie des Verlusts der Teilungsféhigkeit einher. Ein Enzym, dem dabei
eine bedeutende Rolle zukommt, ist die Proteinkinase CK2, eine Serin-/Threonin-Kinase,
bestehend aus den katalytischen Untereinheiten CK2a und/oder a° und der regulatorischen
Untereinheit CK2B. Sie ist fur die embryonale Entwicklung essentiell und unterliegt,
abhéngig vom Entwicklungsstadium, einer strengen gewebsspezifischen Regulation. Der CK2
wurden bereits bei mehreren Differenzierungsprozessen wichtige Rollen zugeschrieben,
darunter die Adipogenese, Osteogenese und Myogenese.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der CK2 fiir die neurale und adipogene Differenzierung
in priméren Stammzellen untersucht und die Funktion der CK2 waéhrend der Adipogenese in
der Zelllinie 3T3-L1 naher spezifiziert.

Die Untersuchungen zur neuralen Differenzierung erfolgten in neuralen Stammzellen der
Maus. Die Hemmung der CK2-Kinaseaktivitat mit den spezifischen Inhibitoren Quinalizarin
und CX-4945 beeinflusste sowohl die Differenzierung zu Astrozyten als auch die zu
Neuronen. CX-4945 reduzierte die Differenzierung zu Astrozyten und erhohte die
Differenzierung zu Neuronen abhangig vom Zeitpunkt der Zugabe. Zudem zeigten die
inhibierten Zellen eine verstarkte Nestin-Expression, was allgemein fur eine verringerte
Differenzierung spricht. Quinalizarin reduzierte die Differenzierung zu beiden Zelltypen,
wobei eine Hemmung von Beginn der Differenzierung an Apoptose ausloste, was sich vor
allem auf die Stammzellen und die Differenzierung zu Neuronen auswirkte.

Die Untersuchung der CK2 waéhrend der Adipogenese in humanen mesenchymalen
Stammzellen (hMSC) zeigte ein unterschiedliches Verhalten der CK2-Untereinheiten. Die
Expression von CK2a, sowie die CK2-Aktivitdt nahmen im Verlauf der Differenzierung
kontinuierlich ab, wahrend die Menge an CK2p fluktuierte. Die Analyse der subzelluléren
Lokalisation ergab eine vorwiegende Kernlokalisation von CK20, wohingegen CK2f im
Verlauf der Differenzierung ein deutliches "shuttling" zeigte. Die Hemmung der CK2 mit
Quinalizarin bewirkte ein Ausbleiben der Differenzierung, wahrend CX-4945 die
Differenzierung nicht unterdriickte. Die Bestimmung der CK2-Aktivitat deckte auf, dass CX-
4945 in den differenzierenden hMSC nicht in der Lage war, die CK2-Aktivitat effektiv zu

hemmen. Die Analyse des fiur eine erfolgreiche Adipogenese essentiellen
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1. Zusammenfassung

Transkriptionsfaktors PPARY2 zeigte, dass nicht dessen fehlende Expression die Ursache fur
das Ausbleiben der Differenzierung ist, sondern eine cytoplasmatische Lokalisation von
PPARy2, wodurch dieses seine Funktion als Transkriptionsfaktor nicht mehr ausiiben kann.
Im zweiten Adipogenese-Zellsystem, den 3T3-L1 Zellen, konnten Abweichungen der CK2-
Transkription, sowie ihrer Expression im Cytoplasma und im Zellkern zu den im
Gesamtzellextrakt erhaltenen Ergebnissen festgestellt werden. Unabhangig davon, konnte die
fir Quinalizarin beobachtete Hemmung der Adipogenese mit einem zweiten Inhibitor,
namlich CX-4945, bestatigt werden. Die Zugabe der Inhibitoren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wéhrend der Differenzierung ermoglichte die Eingrenzung des CK2-Einflusses
auf die ersten 48-72 h der Differenzierung. Das Ausbleiben der Adipogenese konnte auf die
fehlende Expression der essentiellen Transkriptionsfaktoren PPARy2 und C/EBPa
zuruckgefuhrt werden. Die Charakterisierung von C/EBPS in HCT116 Zellen, das zusammen
mit C/EBPJ die Transkription von PPARy2 und C/EBPa induziert, zeigte, dass dieses in vivo
ein Substrat und Bindungspartner der CK2 ist. Die subzellulére Lokalisation von C/EBPd
anderte sich nach Hemmung nicht, jedoch konnte eine positive Wirkung der
Phosphorylierung auf die Transaktivierungsfahigkeit des C/EBP3& nachgewiesen werden.
Auch in den 3T3-L1 Zellen kam es nach Hemmung nicht zur Anderung der subzelluldren
Lokalisation von C/EBPB und C/EBPS. Genauso wenig beeinflusste die Hemmung der CK2
deren mRNA-Profile oder ihre Bindefahigkeit an die PPARy2-Promotor-DNA. Der PPARYy2-
Promotor zeigte jedoch uberraschenderweise in den gehemmten Zellen eine erhohte
Transaktivierungsrate, was der beobachteten fehlenden Proteinexpression widersprach, und
C/EBP$ als verantwortlichen Faktor ausschloss. Daraufhin wurde die Expression einiger flr
PPARY2 beschriebenen miRNAs untersucht und es konnte nachgewiesen werden, dass in den
inhibierten Zellen die Expression aller untersuchten miRNAs erhoht war. Dies konnte eine
mdogliche Erklarung fir die stark reduzierte Expression von PPARY2 sein.

Die Rolle der CK2 in der Zelle ist sehr komplex und durch die Vielzahl an Substraten auch
nicht auf einen bestimmten Angriffspunkt einzugrenzen. Die hier nachgewiesene Beteiligung
an zwei Differenzierungsprozessen und Berichte Uber eine Rolle in anderen
Differenzierungssystemen lassen darauf schlieRen, dass sie auch noch im Erwachsenenalter

wichtig flr die Neuentstehung oder Regeneration von Geweben ist.
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2. Summary

2. Summary

The concept of differentiation describes the development of specialized cells and tissues from
former homogenous cells, the stem cells. The differentiation is regulated through specific
signaling cascades and usually goes hand in hand with a change in morphology and function
as well as the loss of proliferation. A very important enzyme in this process is protein kinase
CK2, which is a serine/threonine kinase consisting of the catalytic CK2a and/or o’ subunits
and the regulatory CK2p subunit. It is crucial for embryonic development and is strongly and
tissue-specifically regulated depending on the developmental stage. Important roles in several
differentiation processes, such as adipogenesis, osteogenesis and myogenesis, have already
been attributed to CK2.

In the present thesis the role of CK2 for neural and adipogenic differentiation was examined
in primary stem cells and the function of CK2 during adipogenesis was specified in greater
detail using the cell line 3T3-L1.

The investigations concerning the neural differentiation were performed in neural stem cells
isolated from mice. The inhibition of the CK2 kinase activity using the specific inhibitors
quinalizarin and CX-4945 affected astrocytic as well as neuronal differentiation. CX-4945
reduced the differentiation to astrocytes and increased the differentiation to neurons
depending on the time of treatment. Moreover, the inhibited cells showed an increased nestin
expression, which in general indicates a diminished differentiation. Quinalizarin reduced the
differentiation to both cell types, where inhibition from the beginning of differentiation
onwards induced apoptosis, which mainly affected the stem cells and the neuronal
differentiation.

Analysis of CK2 during adipogenesis in human mesenchymal stem cells (hMSC) revealed an
individual behavior of the CK2 subunits. The expression of CK2a, as well as the CK2 activity
constantly decreased during the differentiation, whereas the amount of CK2p fluctuated. The
analysis of the subcellular localization demonstrated a predominant nuclear localization of
CK2a, whereas CK2f3 showed a distinct shuttling during the differentiation process. Inhibition
of CK2 with quinalizarin inhibited the differentiation, whereas CX-4945 did not. The
measurement of the CK2 activity revealed, that CX-4945 was unable to reduce the activity
efficiently in differentiating hMSC. Analysis of PPARY2, a transcription factor essential for
proper adipogenesis, showed, that not the missing expression was the cause of the absence of
differentiation, but a cytoplasmic localization of PPARy2, which disabled PPARY2 to act as a
transcription factor.
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2. Summary

In the second adipogenesis model, the 3T3-L1 cells, some alterations concerning the
transcription of CK2 as well as its expression in the cytoplasm and nucleus during
differentiation were detected in comparison to results obtained in whole cell extracts.
However, the inhibition of adipogenesis observed with quinalizarin was confirmed with
another inhibitor: CX-4945. By adding the inhibitors at different time points during the
differentiation process, the influence of CK2 could be narrowed down to the first 48-72 h of
the differentiation. The lack of adipogenesis could be ascribed to the missing expression of
the important regulators PPARY2 and C/EBPa. The characterisation of C/EBPS in HCT116
cells, which, together with C/EBPp, activates the transcription of PPARy2 and C/EBPa,
showed that C/EBPS is a substrate and binding partner of CK2 in vivo. The subcellular
localization of C/EBP$ did not change after inhibition of CK2, but there was a positive effect
of the phosphorylation on the transactivation activity of C/EBPS. In 3T3-L1 cells there was
also no change in the subcellular localization of C/EBP and C/EBPS after inhibition of CK2.
Nor did inhibition of CK2 influence their mRNA profile or their DNA binding ability to the
PPARY2 promoter. Surprisingly, the PPARY2 promoter showed an increased transactivation
rate in inhibited cells, which contradicted the observed lacking protein expression, and
excluded C/EBPS as the responsible factor. Subsequently, the analysis of four miRNAs
described for PPARY2 revealed, that the expression of all analysed miRNAs was elevated in
the inhibited cells. This result might be an explanation for the strongly reduced expression of
PPARY2.

The role of CK2 in the cell is very complex and due to the amount of substrates cannot be
narrowed down to one specific mode of action. Here, a contribution of CK2 to two
differentiation systems could be shown and together with the reports about its role in several
other systems one can conclude, that CK2 is important for redevelopment and regeneration of

tissues even in the adult.
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3. Einleitung

3. Einleitung

3.1 Entwicklung und Differenzierung

Die Entstehung eines kompletten Organismus aus einer einzelnen Zelle, der Zygote, erfordert
das Zusammenspiel vieler verschiedener Prozesse. Dazu gehoren die Zellteilung, die
Musterbildung, die Anderung der Zellform, die Differenzierung und das Zellwachstum. Nach
der Befruchtung teilt sich die Zygote mehrere Male ohne an Zellmasse zu gewinnen, was man
als Furchung bezeichnet. So erreicht sie das Stadium der Blastozyste, die sich durch eine
innere und eine duBere Zellmasse kennzeichnet. Die duRere Zellmasse entwickelt sich zur
Plazenta und anderen Stiitzgeweben, wohingegen sich die innere Zellmasse zum Embryo
entwickelt. Schon frih wahrend der Embryogenese, teilen sich die Zellen in die drei
Keimblatter Entoderm, Mesoderm und Ektoderm (Gastrulation), die wiederum den
Ausgangpunkt zur Bildung verschiedener Gewebe darstellen. Das Entoderm entwickelt sich
zu den inneren Organen wie Magen-Darmtrakt, Leber und Lunge, aus dem Mesoderm
entsteht das Skelett (Knochen und Knorpel), die Muskeln, das Binde- und Stutzgewebe
(Sehnen, Fett, u.a.) sowie Niere, Herz und die zelluldaren Bestandteile des Blutes. Das

Ektoderm entwickelt sich zu Haut, Nervensystem und den Sinnesorganen (Abb. 1).

pluripotent
Stammzelle
Gastrulation
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3. Einleitung

Abbildung 1: Ubersicht Uber die Entwicklung der Gewebe aus den pluripotenten Stammzellen. Die
pluripotenten Stammzellen der Blastozyste entwickeln sich im Zuge der Gastrulation zu den drei Keimblattern
Ektoderm, Mesoderm und Entoderm. Aus den multipotenten Stammzellen der Keimblatter gehen im Anschluss

durch Determinierung und Differenzierung die einzelnen Gewebe hervor.

Zur Bildung all dieser Gewebe missen sich die multipotenten Stammzellen der Keimblatter
weiter spezialisieren, was man als Differenzierung bezeichnet. Die Differenzierung einer
Zelle ist gekennzeichnet durch den Verlust des Potentials mehrere Zelltypen auszubilden und
die Determinierung zu einem bestimmten Zelltyp mit speziellen Eigenschaften hin. Beim
Menschen unterscheidet man mindestens 250 verschiedene Zelltypen, die alle aus einer
einzelnen Zygote hervorgegangen sind [1]. Zwei dieser Differenzierungsprozesse - die

neurale und die adipogene Differenzierung - werden nun genauer vorgestellt.

3.1.1 Die neurale Differenzierung

Friher ging man davon aus, dass nach der Gehirnentwicklung wéhrend der embryonalen und
postnatalen Phase im Erwachsenen keine signifikante neurale Differenzierung, also die
Entstehung von Neuronen und Gliazellen (Astrozyten und Oligodendrozyten) mehr mdéglich
sei. Seit der Entdeckung von neuralen Stammzellen (NSC) in bestimmten Regionen des
adulten Gehirns wird intensiv an ihnen geforscht, um die Moglichkeiten und Grenzen dieser
Stammzellen zu erkennen. NSC zeichnen sich durch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
der Differenzierung in die drei Zelltypen Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten aus.
Adulte NSC sind hauptsachlich in zwei Regionen zu finden: in der subgranuléren Schicht des
Gyrus dentatus im Hippocampus [2] und in der Subventrikularzone (SVZ) der lateralen
Ventrikel [3]. Ihre Hauptaufgabe ist die Neubildung von Neuronen (Neurogenese). Der Gyrus
dentatus ist an Lern- und Gedachtnisprozessen beteiligt [4, 5] und spielt auch eine Rolle bei
der Verarbeitung von Stress und bei Depressionen [6, 7]. Die adulten Stammzellen aus der
SVZ generieren kontinuierlich Neurone, die tber eine relativ weite Strecke migrieren missen,
um zu ihrem Bestimmungsort, dem Riechkolben (Bulbus olfactorius), zu gelangen [8, 9].
Abb. 2 gibt einen Uberblick tiber die Gehirnentwicklung der Maus im Bereich der lateralen
Ventrikel. Wenn das zentrale Nervensystem beginnt sich zu entwickeln, besteht es aus einer
Schicht neuraler Stammzellen, Neuroepithel genannt (Abb. 2a, blau). Die NSC teilen sich
zunédchst symmetrisch, um ihre Zahl zu vergroRern. Es entstehen nur vereinzelt frihe
Neurone. Wahrend der weiteren Entwicklung verandern sich die NSC zu radialen Gliazellen
(RG), die jedoch noch Stammzellcharakter besitzen (Abb. 2b, blau) [10]. Die RG teilen sich
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nun asymmetrisch; es entsteht zusatzlich zu einer Stammzelle auch eine Tochterzelle, die eine
Zwischenstufe zwischen Stammzelle und ausdifferenzierter Zelle einnimmt [11]. Diese Zellen
werden Progenitorzellen genannt und bilden die SVZ (Abb. 2b, grin). Man unterscheidet
neuronale und oligodendrozytare Progenitorzellen. Die entstehenden Neurone nutzen die
langen Fortsatze der RG zur Migration (Abb. 2b, rot). Zusatzlich dazu kénnen Neurone auch
direkt aus RG in der Ventrikularzone (VZ) entstehen [12]. Nach der Geburt (Abb. 2c)
differenzieren die RG auller zu Neuronen und Oligodendrozyten auch ohne die Zwischenstufe
der Progenitorzellen zu Ependymzellen und Astrozyten. Im adulten Tier (Abb. 2d) bilden die
entstehenden Ependymzellen (braun) eine epitheliale Barriere zum lateralen Ventrikel. Die
Stammzellen, die sich aus den RG entwickelt haben, besitzen nun astrozytare Merkmale und
werden als B-Zellen bezeichnet (Abb. 2d, blau). Sie teilen sich bei der Mitose asymmetrisch
in eine B-Zelle und eine Progenitorzelle (C-Zelle, Abb. 2d, grin). Aus der C-Zelle entwickeln
sich dann bei der Mitose symmetrisch entweder zwei C-Zellen oder zwei Neuroblasten (A-
Zellen, Abb. 2d, rot), die auf dem Weg zum Bulbus olfactorius zu reifen Neuronen
differenzieren [13-15].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der murinen Gehirnentwicklung im Bereich der lateralen
Ventrikel. Oben ist jeweils ein Querschnitt durch das Vorderhirn zu den unterschiedlichen Entwicklungs-
zeitpunkten abgebildet. In der Mitte ist der markierte Ausschnitt vergroRert dargestellt. Die NSC (in blau) teilen
sich zu Beginn der Gehirnentwicklung (a) nur symmetrisch und generieren kaum Neurone. Wahrend der
weiteren Entwicklung (b) entstehen aus ihnen Progenitorzellen (in griin), die sich zu Oligodendrozyten oder iber
Neuroblasten (in rot) zu Neuronen weiterentwickeln. Nach der Geburt (c) entstehen zusatzlich dazu die
Ependymzellen und Astrozyten. Im adulten Gehirn (d) bilden die Ependymzellen eine epitheliale Abgrenzung
zum lateralen Ventrikel. Die NSC, die nun astrozytare Merkmale aufweisen, kdnnen sich immer noch uber
Progenitorzellen zu Oligodendrozyten oder Neuroblasten entwickeln. Stri —  Striatum, SVZ -

Subventrikularzone, VZ — Ventrikularzone. Die Abbildung stammt aus [16].

Die genauen Mechanismen der Differenzierung zu den einzelnen Zelltypen sind noch nicht
komplett aufgeklart. Wichtig ist jedoch die jeweilige Mikroumgebung, die sowohl die
Proliferation der NSC als auch die Differenzierung beeinflusst. So steigern die beiden
Wachstumsfaktoren epidermal growth factor (EGF) und fibroblast growth factor 2 (FGF-2)
die Proliferation und die Neurogenese (nur FGF-2) der NSC [17]. Neurotrophine wie der
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) spielen bei der neuronalen Differenzierung
ebenfalls eine Rolle [18, 19]. Wichtig daftur sind auch die Notch- und B-Catenin-Signalwege,
wobei Notch die Neurogenese inhibiert und p-Catenin sie fordert. Ahmed et al. geben einen
Uberblick uber die bisher identifizierten, an der Differenzierung beteiligten
Transkriptionsfaktoren, wobei es keine eindeutige Signalkaskade zu geben scheint [20].

Auch die Differenzierung von neuralen Stammzellen kann experimentell untersucht werden.
Dazu werden die Zellen aus den oben beschriebenen Regionen isoliert und in geeigneten
Medien kultiviert. In Kultur wachsen die Zellen als nicht-adharente Zellkugeln, die
Neurosphdren genannt werden [21]. Sie bestehen hauptsachlich aus neuralen Stammzellen
(Typ B), beinhalten jedoch auch schon eine geringe Anzahl an weiterentwickelten Zellen
(Typ C und A). Die Differenzierung kann durch Wachstumsfaktorentzug und die Gabe von
Retinsdure alleine oder in Kombination mit extrazelluldren Matrixproteinen wie Laminin
eingeleitet werden. Differenzierte Gliazellen und Neurone exprimieren spezielle
Markerproteine, an denen man sie erkennen kann (zusammengefasst in [22]). Viele davon
gehdren zu den Intermedidrfilamenten, wie z.B. das BIII-Tubulin der Neurone, das glial
fibrillary acidic protein (GFAP) der Astrozyten oder das Nestin als Marker der neuralen
Stammzellen. Ein Marker fur Oligodendrozyten ist Olig-2, ein Transkriptionsfaktor.
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3.1.2 Die Adipogenese

Die Menge an Fettgewebe eines Menschen richtet sich nach GrofRe und Anzahl der Fettzellen
(Adipozyten). Ist die Energiezufuhr dauerhaft groRer als der Verbrauch werden die bereits
vorhandenen Fettzellen geftllt und ab einem gewissen Fillgrad auch neue Fettzellen gebildet.
Diese entstehen aus mesenchymalen Stammzellen des Stromas oder Knochenmarks, die sich
durch &uRere Signale zuerst zu Praadipozyten umwandeln (Determination) und anschlieRend
zu Adipozyten differenzieren (Adipogenese) [23]. Eine Ubersicht zur Entstehung eines reifen

Adipozyts aus einer mesenchymalen Stammzelle ist in Abb. 3 dargestellt.

multipotent

mesenchymale Stammzelle

/ Determination
Chondroblast

Osteoblast Myoblast

determiniert

Préaadipozyt

Adipogenese

differenziert

reifer Adipozyt

Abbildung 3: Ubersicht Gber die Entwicklung einer mesenchymalen Stammzelle zum reifen Adipozyt. Die
multipotenten mesenchymalen Stammzellen kdnnen sich zu Chondroblasten, Osteoblasten, Préadipozyten oder
Myaoblasten weiterentwickeln, was man als Determination bezeichnet. Praadipozyten differenzieren im Zuge der
Adipogenese zu reifen Adipozyten. Die Lipidtropfchen der reifen Adipozyten wurden mit Oil Red O rot
angefarbt. VergroRerung: 800x.

Im Gegensatz zur Determination sind die molekularen Vorgange der Adipogenese gut
verstanden, da sie in bereits determinierten Préadipozytenzelllinien in vitro untersucht werden

konnen. Als Modellsysteme haben sich murine Zelllinien, wie "Swiss" 3T3-L1 und 3T3-
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F442A, etabliert. Diese stammen urspriinglich aus 17-19 Tage alten Embryonen des "Swiss"-
Mausstamms, deren Zellen in Kultur genommen und anschlieend durch Inokulation zu
eigenen Zelllinien mit fettakkumulierenden Eigenschaften herangezogen wurden [24, 25]. Die
3T3-L1 Zellen zeichnen sich wahrend der Proliferation durch Eigenschaften einer
Fibroblasten-Linie, wie Kollagensynthese, aus, wéhrend sie nach Erreichen der Konfluenz
durch chemische Stimulanzien zu reifen Adipozyten differenzieren [26]. Zusétzlich zu den
bekannten Zelllinien kénnen auch primare humane mesenchymalen Stammzellen (hMSC) aus
menschlichen Geweben isoliert und in Kultur differenziert werden. Da sie noch nicht
determiniert sind, besitzen sie nicht nur ein adipogenes Differenzierungspotential, sondern
kénnen sich auch zu anderen mesenchymalen Zelltypen wie Chondrozyten, Osteoblasten oder
Myoblasten entwickeln [27]. Allen Systemen gemeinsam ist, dass die Zellen vor der
Differenzierung konfluent und somit in der Go/G;-Phase wachstumsarretiert sein miissen, um
den adipogenen Phanotyp ausbilden zu kénnen. Je nach Zellsystem durchlaufen die ruhenden
Zellen nach Stimulierung der Differenzierung ein bis zwei synchrone Zellteilungen,
mitotische klonale Expansion (MCE, mitotic clonal expansion) genannt, bevor die
Proliferation vollends eingestellt wird und die terminale Differenzierung beginnt. Ob die
MCE essentiell fir die Differenzierung ist, wird kontrovers diskutiert. Die Untersuchungen
dazu greifen alle auf eine Hemmung des Wiedereintritts in den Zellzyklus zuriick. Die
Auswirkungen auf die Differenzierung jedoch, scheinen sowohl zelltypspezifisch als auch
abhangig vom Angriffspunkt zu sein [28]. Zumindest flr die Zelllinie 3T3-L1 gilt die MCE
jedoch als essentiell [29].

Am Prozess der Adipogenese sind viele Transkriptionsfaktoren beteiligt. Die beiden
wichtigsten Vertreter sind die CCAAT/Enhancer-Bindeproteine (C/EBPS) und der Peroxisom-
Proliferator-aktivierte-Rezeptor y (PPARy). Die Familie der C/EBPs umfasst sechs
Mitglieder: C/EBPa, B, v, 0, €, sowie (, letzteres besser bekannt als C/EBP-homologes Protein
(CHOP). Strukturell besitzen sie am N-Terminus eine oder mehrere Aktivierungsdomanen
(auBer y und CHOP) und am C-Terminus eine basische Leucin-Zipper Domane (bZIP),
bestehend aus einer basischen DNA-Bindedoméne (unvollstandig bei CHOP), direkt gefolgt
von einer Leucin-Zipper Doméne, die der Dimerisierung dient. Die bZIP-Region ist sowohl
zwischen den einzelnen Mitgliedern als auch evolutiondr hoch konserviert. Eine
Dimerisierung ist in der Regel mit sich selbst als Homodimer, mit anderen Mitgliedern der
C/EBP-Familie als Heterodimer oder sogar mit Mitgliedern anderer bZIP-Transkriptions-
faktorfamilien, wie z.B. der CREB/ATF-Familie, moglich [30, 31]. Durch die Dimerisierung
erhoht sich ihre Stabilitdt und die Affinitat, an die DNA zu binden und somit auch ihre
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transkriptionelle Aktivitat [32, 33]. Durch die unvollstandige DNA-Bindedoméne von CHOP
ist es CHOP-haltigen Heterodimeren nicht méglich, an die C/EBP-Binderegionen der DNA
zu binden; CHOP fungiert somit als negativer Regulator fiir die anderen Familienmitglieder
[34]. Vier C/EBPs, niamlich C/EBPa, B, 6 und CHOP, spielen fiir die Adipogenese eine
wichtige Rolle. PPARy ist der Masterregulator der Adipogenese und des Adipozyten-
metabolismus, d.h. ohne PPARY findet keine Differenzierung statt [35, 36]. Er ist ein Mitglied
der nukledren Hormonrezeptorsuperfamilie. Die Bindung eines Liganden (freie Fettsauren,
Eicosanoide, Pharmaka) fiihrt zur Konformationsinderung des PPARYys, was die Bindung an
einen weiteren nukledren Rezeptor, den Retinoid-X-Rezeptor (RXR), ermoglicht. Durch die
Bindung erlangen die beiden Rezeptoren ihre Transkriptionsfaktorfunktion und kénnen die
Expression von Zielgenen induzieren. Von PPARY gibt es zwei (Maus) bzw. drei (Mensch)
Isoformen PPARYy1-3, wobei fur die Adipogenese hauptséchlich Isoform 2 wichtig ist [37].

Der Chemikalienmix, der im Zellkulturmodell die Differenzierung einleitet, besteht aus 3-
Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), Dexamethason und Insulin. IBMX erhéht durch die
Hemmung der Phosphodiesterase den Spiegel an zyklischem Adenosylmonophosphat
(CAMP) in der Zelle. Dies fihrt zusammen mit Insulin innerhalb von finf Minuten zur
Phosphorylierung des cAMP regulatory element binding protein-1 (CREB-1) an Serin 133
[38], was den Start der Adipogenese-Signalkaskade darstellt (siehe Abb. 4). Die
Phosphorylierung von CREB-1 fiihrt zur Bildung von C/EBPB [39], welches, um als
Transkriptionsfaktor aktiv zu werden, im Anschluss von der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) und der Glykogensynthase-Kinase3p (GSK3p) phosphoryliert werden
muss. Diese Phosphorylierungen an Threonin 188 (MAPK) und Serin 184 sowie Threonin
179 (GSK3p) sind fiir die vollstindige DNA-Bindung von C/EBP essentiell [40] und kdnnen
nur ausgefiihrt werden wenn parallel die Menge des Gegenspielers Proteinphosphatase 2A
(PP-2A) reduziert wird [41, 42]. Der negative Regulator CHOP, der C/EBP immer noch im
inaktiven Zustand halt, wird am Gy/S Ubergang der MCE degradiert und gibt C/EBPp frei
[43]. Das durch das Dexamethason induzierte C/EBPS tritt an seine Stelle und induziert als
Heterodimer mit C/EBPJ die Transkription von PPARy2 und C/EBPa, die sich im Anschluss
gegenseitig in ihrer Expression stimulieren [44]. Zwischen der Bildung des Heterodimers
C/EBPB/C/EBPS (~16-24 h nach Differenzierungbeginn) und der Expression von PPARY2
und C/EBPa (~48-72 h nach Differenzierungsbeginn) liegt eine relativ lange Zeitspanne, die
auch als Verzdgerungsphase (lag phase) bezeichnet wird. Grund dafiir ist wahrscheinlich die
Induktion der Methyltransferase G9a durch C/EBPP wihrend der MCE, die die Promotoren
von C/EBPa und PPARY2 durch Methylierung an Histon H3 Lysin 9 (H3K9) inhibiert [45,
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46]. Da C/EBPa antimitotisch wirkt und PPARY2 es induziert, diirfen beide erst exprimiert
werden wenn die MCE abgeschlossen ist [47, 48]. C/EBPa. und PPARy2 wirken gemeinsam
an der Induktion von Adipozyten-spezifischen Genen, wie der Lipoproteinlipase, dem
adipocyte-type fatty acid-binding protein (aP2) oder Hormonen wie Adiponektin und Leptin
und fihren damit zum Phanotyp des lipidgefullten, reifen Adipozyts [49].

Differenzierungs-
beginn
l S Minuten 1-2h 16-24 h 4872 h
VT Mitotische klonale Expansion . lermnfa]e
arrest Differenziernng
IB\[\ @
cA\lPT MAPK .
C/EBPB ; \ Adipogener
Insulin GSK3p Verzigerungsphase 1 Ad1pog
C/EBPS Phiinotyp

Dexamethason =————g- ( C/EBPS H

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Signalkaskade wéhrend der Adipogenese mit zeitlicher
Eingrenzung. Nach Erreichen des Wachstumsarrests wird die Differenzierung mit IBMX, Insulin und
Dexamethason eingeleitet. Unter dem Einfluss von IBMX und Insulin wird CREB-1 innerhalb von finf Minuten
phosphoryliert und induziert die Bildung von C/EBPJ, welches mit CHOP zunichst inaktive Dimere bildet.
C/EBP wird von MAPK und GSK3p phosphoryliert, wodurch es seine vollstindige DNA-Bindefahigkeit erhalt.
Durch die Degradation von CHOP kann C/EBPB Dimere mit C/EBPS ausbilden, welches frith von
Dexamethason induziert wird. Nach der Verzégerungsphase bewirken C/EBPB und C/EBPS die Bildung von
C/EBPa und PPARYy2, die sich dann gegenseitig regulieren. Die beiden letztgenannten Transkriptionsfaktoren

sind essentiell fir die terminale Differenzierung und die Ausbildung des adipogenen Phénotyps.

Uber die letzten beiden Jahrzehnte ist eine Gruppe kleiner nicht-kodierender RNA-Molekiile
in den Fokus der Recherche geriickt: die microRNAs (miRNAs). Bei miRNAs handelt es sich
um 20-24 Nukleotide lange RNA-Molekiile, die meist an der 3°- oder seltener der 5°-
untranslatierten Region (UTR) von Boten-RNAs (mMRNAS) binden und zu ihrer Degradation
fuhren oder ihre Translation hemmen [50]. Somit regulieren sie die Genexpression auf
posttranskriptioneller Ebene. In Untersuchungen an Tiermodellen wurden bereits viele
miRNAs nachgewiesen, die eine Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung, sowie bei
den damit zusammenhangenden Erkrankungen spielen [51, 52]. Auch bei den verschiedenen
Stadien der Adipogenese greifen zahlreiche miRNAs regulatorisch ein, entweder direkt Gber
die Regulation der Expression von Schliisselproteinen oder indirekt Uber vor- oder
nachgeschaltete Signalwege. Es existieren sowohl miRNAs mit proadipogenen, als auch

welche mit antiadipogenen Eigenschaften (zusammengefasst in [53]).
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3.2 Die Proteinkinase CK2 und Differenzierung

Die Proteinkinase CK2 wurde als erste nachweisbare Kinase 1954 von Burnett und Kennedy
entdeckt [54]. Der urspriingliche Name "Casein Kinase 2" wurde in den 1990er Jahren jedoch
zu Proteinkinase CK2 geéndert, da man feststellte, dass das damals verwendete und
namensgebende Casein Kkein physiologisches Substrat darstellt. Die CK2 ist eine
Serin/Threonin Kinase, die ubiquitar vorkommt und unter Eukaryonten sowohl strukturell als
auch funktionell hoch konserviert ist [55-59]. Man unterscheidet die beiden katalytischen
Untereinheiten CK2a und o von der regulatorischen Untereinheit CK2fB. Die einzelnen
Untereinheiten konnen als Monomere (CK2a, a‘) bzw. als Dimer (CK2p,) eigene Funktionen
austiben [60-64]. Die gréiite Bedeutung kommt jedoch dem Holoenzym, bestehend aus zweli
katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten, zu. Die katalytischen Untereinheiten
im Heterotetramer sind beliebig kombinierbar; als Kombinationen kénnen also a2, oo’
oder a‘,B, vorkommen. Die katalytischen Untereinheiten missen dabei Uber das bereits
vorhandene B-Dimer zum Holoenzym assemblieren, da sie keine Bindung untereinander
ausbilden kénnen [65]. CK2p trigt neben der Stabilisierung des Holoenzyms auch zu dessen
katalytischer Aktivitét, sowie zur Regulation der Substratspezifitat bei [66, 67]. CK20 und o
werden von zwei verschiedenen Genen kodiert und weisen in ihrer Kkatalytischen Region
(Aminosauren 1-330) eine etwa 90%ige Homologie auf. Anhand der Struktur ihres
katalytischen Zentrums ordnet man sie der Familie der CMGC-Kinasen zu [68]. In ihren C-
Termini sind CK2a und o jedoch komplett verschieden, CK2a‘ ist zudem um 41
Aminosauren verkirzt [69]. CK2a und o weisen in vielen Bereichen eine gewisse Redundanz
auf; es wurden aber auch bereits Funktionen beschrieben, die nur von einem der beiden
Isoenzyme ausgelibt werden kdnnen. [70-72].

Im Gegensatz zu den meisten anderen Kinasen wird die CK2 weder (iber "second messenger"
wie CAMP, noch Uber posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung im aktiven
Zentrum reguliert, woraus geschlossen wurde, dass sie konstitutiv aktiv ist [73, 74]. Neuere
Untersuchungen legen jedoch nahe, dass durch die subzelluldre Lokalisation oder die
Assoziation mit bestimmten Proteinen Subpopulationen der CK2 entstehen, die unabhéngig
voneinander reguliert werden kénnen [75]. Zudem deuten kristallographische Untersuchungen
darauf hin, dass sich inaktive polymere Komplexe, bestehend aus mehreren Holoenzymen,
ausbilden konnen, was zur Regulation der Aktivitat beitragen kénnte [76].

Die CK2 benétigt zur Phosphorylierung ein Serin oder Threonin in saurer Umgebung; die

minimale Konsensussequenz lautet S/T-x1-xo-E/D/pS. Prolin, Lysin oder Arginin an Position
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X1 wirken sich negativ auf die Phosphorylierung aus, wohingegen weitere saure Aminosauren
einen positiven Einfluss besitzen [77-79]. Die CK2 ist auch in der Lage Tyrosin zu
phosphorylieren, jedoch wurde diesbeziglich bisher erst ein Substrat beschrieben [80].
Experimentell wurden bislang (ber 300 Substrate nachgewiesen [78], waobei
Phosphoproteom-Analysen darauf hindeuten, dass es deutlich mehr geben konnte [81, 82].
Bei den beschriebenen Substraten handelt es sich um Proteine aus vielen verschiedenen
Bereichen, gehduft kommen solche vor, die bei der Transkription, der Translation oder der
Signalweiterleitung eine Rolle spielen, sowie virale Proteine. Zudem reguliert die CK2 den
Zellzyklus und wirkt antiapoptotisch [83-85]. Die Uberexpression der CK2 hat einen
transformierenden Effekt [86]. Passend dazu wurde bereits in vielen Tumoren eine Erhéhung
des CK2-Gehalts und der CK2-Aktivitat festgestellt [87-90], was sogar teilweise mit einer
schlechteren Prognose einhergeht [91].

Die CK2 ist fur S&ugetiere eine essentielle Kinase, deren Verlust nicht mit dem Leben
vereinbar ist. Untersuchungen zu ihrer Aktivitat in Mausembryonen ab E8 ergaben, dass ihre
Aktivitat wahrend der Organentwicklung und Gewebedifferenzierung an E12-14 zwei- bis
dreifach erhoht ist und bis zur Geburt wieder auf ihr Grundniveau absinkt [92]. Die Erhdhung
der CK2-Aktivitat wahrend bestimmter Entwicklungsstadien konnte auch fur C. elegans [93]
und die Leberentwicklung der Ratte [94] gezeigt werden. Die Expression von CK20o und f ist
wahrend der Embryogenese der Maus an E10.5-11.5 im Neuroepithel und anderen Epithelien
am starksten. Ab E16.5 ist sie ebenfalls in allen an der Organogenese beteiligten Geweben
erhoht [95]. Uber die Expression von CK2a‘ withrend der Embryogenese der Maus ist nichts
bekannt, im adulten Tier findet man eine erhéhte Expression in Gehirn, Hoden und Spermien
[70]. Eine gewebeabhadngige Expression der einzelnen Untereinheiten wurde auch fiir Hihner
beschrieben [96]. "Knock-out"-Studien in M&usen zeigten, dass die Deletion von CK2a oder
CK2p zu embryonaler Letalitat fiihrt. Der Verlust von CK2p bewirkt, dass die Embryonen an
E7.5 resorbiert werden. Vergleiche mit Wildtyp (WT) Embryonen an E6.5 zeigen, dass sich
die CK2p deletierten Embryonen deutlich kleiner und weniger entwickelt darstellen, da sie
nicht in der Lage sind im Blastozysten-Stadium eine innere Zellmasse auszubilden. Versuche,
embryonale CK2B”" Fibroblasten oder Stammzellen zu generieren, schlugen aufgrund des
sofortigen Absterbens der Zellen ebenfalls fehl [97]. Die CK20” Embryonen sterben an E11
aufgrund schwerer Defekte des Herzens. Das Herz schlagt zu friiheren Zeitpunkten zwar und
es lassen sich auch Herzmarker nachweisen, jedoch ist es stark vergroRert und es bilden sich
keine Kammern aus. Daneben ist die Schliefung des Neuralrohrs unvollstandig und als Folge
davon das Gehirn verkleinert [98-100]. Im Gegensatz zu CK2a und B sind CK2a° "knock-
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out” Mause lebensfahig. Weibliche Tiere unterscheiden sich nicht von ihren WT
Geschwistern, mannliche Tiere sind jedoch steril. Die Entwicklung der Geschlechtsorgane
verlauft bei ihnen normal, jedoch weisen die Spermien einen Entwicklungsdefekt auf und
neigen verstarkt zur Apoptose. Der beobachtete Phanotyp ist vergleichbar mit der
Globozoospermie beim Menschen [70, 101]. CK2a‘ scheint also eine Rolle bei der
Spermatogenese zu besitzen, die nicht durch CK2o0 iibernommen werden kann. Die
Beobachtung, dass CK2a und a‘ nicht vollstdndig redundant sind, zeigt sich auch bei der
kombinierten Deletion beider katalytischer Untereinheiten. In Deletionsstudien an Mé&usen
konnte nachgewiesen werden, dass die Miuse lebensfihig sind, solange ein CK2a-Allel
vorhanden ist (Genotyp CK2a""CK2a™"). Allerdings liegt die Geburtsrate um etwa 50% unter
der erwarteten Zahl an Nachkommen, was darauf schlieen ldsst, dass ein CK2o Allel nicht
immer ausreicht. Die lebenden Nachkommen durchlaufen eine normale Entwicklung, wiegen
jedoch Zeit ihres Lebens signifikant weniger als ihre Geschwister mit mindestens zweli
katalytischen Allelen. Untersuchungen ergaben, dass diese Tiere nur etwa 50% des
Fettgewebes ihrer Geschwister besitzen, obwohl sie die gleiche Ernéhrung erhielten [102].
Waéhrend die essentielle Bedeutung der CK2 fiir die Entwicklung eines gesamten Organismus
unbestritten ist, beginnt man gerade erst damit, ihre Rolle bei der Differenzierung einzelner
Gewebe zu untersuchen und zu verstehen. Die hohe Expression aller Untereinheiten im
Gehirn lasst darauf schlielen, dass die CK2 bei der neuralen Differenzierung eine Rolle
spielen konnte. So filihrt eine Unterbrechung der CK2p Expression in neuralen Stammzellen
zu einer stark eingeschrankten Proliferation und zu einer geringeren Differenzierung von
Oligodendrozyten, was wiederum zu einer veranderten Gehirnstruktur fuhrt [103]. Durch das
gezielte Ausschalten der CK2 Untereinheiten mit Antisense-Oligonukleotiden kann die
Neuritogenese in Neuroblastomzellen gestort werden [104]. CK2a‘ konnte {iber die
Phosphorylierung von MAP1B eine Rolle bei der Dendritenreifung und Synaptogenese
spielen [105]. Der CK2 wurde auch bei anderen Differenzierungsprozessen eine Rolle
zugeschrieben: bei der myogenen Differenzierung [106, 107], der
Osteoblastendifferenzierung [108-110], sowie bei der Differenzierung des haematopoetischen
Systems [111, 112]. Daneben ist die CK2 wichtig fir die Adipogenese. In 3T3-L1 Zellen
fuhrt die Hemmung der CK2 mit DMAT oder Quinalizarin zum Ausbleiben der
Differenzierung. Wichtig ist dabei, dass die Hemmung zu frihen Zeitpunkten stattfinden
muss, da eine Hemmung zu spateren Zeitpunkten keinen Einfluss auf die Differenzierung
mehr hat [113].
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3.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die nahere Charakterisierung der Rolle der Proteinkinase CK2 bei
Differenzierungsprozessen. Zur Untersuchung der Adipogenese stehen die murine
Praadipozytenzelllinie 3T3-L1, sowie in Kooperation mit dem Fraunhofer Institut St.Ingbert
humane mesenchymale Stammzellen zur Verfugung. Zur Uberpriifung einer generellen Rolle
der CK2 auf die Differenzierung, wird in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Schafer der
Hochschule Kaiserslautern, Standort Zweibriicken als weiteres Modell die neurale
Differenzierung von Stammzellen aus der SVZ postnataler M&use untersucht. In den SVZ-
Neurospharen sollen nach Hemmung der CK2-Kinaseaktivitit mit den spezifischen
Hemmstoffen CX-4945 und Quinalizarin die Auswirkungen auf die neuronale und gliale
Differenzierung, sowie auf die Stammzellpopulation insgesamt analysiert werden. Dazu
werden mit den Methoden Immunfluoreszenz und Western Blot spezifische Markerproteine
detektiert.

In hMSC sollen die bereits bekannten Wirkungen der CK2 beziiglich der Adipogenese
Uberprift werden. Dazu werden zundchst die Expression der CK2-Untereinheiten und die
CK2-Aktivitat wahrend der normalen Differenzierung untersucht. AnschlieRend soll Uberpriift
werden, ob auch hier eine Hemmung der CK2 mit CX-4945 und Quinalizarin zum Ausbleiben
der Differenzierung fihrt. Falls sich dies bestatigt, soll die Expression des Schlisselfaktors
PPARY?2 untersucht werden, da dieser in 3T3-L1 Zellen nach Hemmung der CK2 nicht mehr
exprimiert wird.

Mit Hilfe der 3T3-L1 Zellen soll erarbeitet werden, wo genau die Proteinkinase CK2 wahrend
der Differenzierung eingreift. Zur Untersuchung stehen der Protein-Nachweis mittels Western
Blot und Immunfluoreszenz, die mMRNA-Analyse mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-
PCR), der "pull-down" mittels DNA-Sonde, der Promotor-Reporterassay, sowie der miRNA-
Nachweis mittels Northern Blot zur Verfugung.

Langfristig geht es um die Frage, ob man mit Hilfe von Hemmstoffen der CK2-Aktivitat bzw.
durch Ausschalten der CK2-Expression gezielt in Differenzierungsvorgange eingreifen kann.
Im konkreten Fall der Adipogenese heif3t das, ob man das Krankheitsbild Adipositas auf diese

Weise verhindern kann.
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4. Materialien

4.1 Gerate, Chemikalien und Enzyme

4.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

1.7 ml/2 ml Reaktionsgefalie

6/24-Loch Kulturschalen

15 ml/50 ml R6hrchen mit Schraubverschluss
60/100/145 mm Kulturschalen

96-Loch Platten transparent/weit Nunc®
175 cm® CELLSTAR® Zellkulturflaschen
Autoklav Varioklav®400

Beckman J2-HS Kihlzentrifuge
Brutschrank 6000 mit CO,-Begasung
CoolCell LX

Corex®-Réhrchen

Dampfsterilisator Varioklav 500
Deckgléschen rechteckig, 24x50 mm, No.1

Deckglaschen rund, Durchmesser 12 mm
Elektrophoresekammer Own Systems P9DS
Elektrophoresekammer SE250 Mighty Small
Eppendorf Kihlzentrifuge 5415R
Eppendorf Zentrifuge 5415C

Geltrockner

Glasplatten fir Elektrophorese

Feinwaage Kern 770

Filterpapier SMM

Filterspitzen (1000 ul, 200 pl, 100 pl, 10 ul)
Halbmikrokivetten

Hamilton MICROLITER Spritze
Heizblock

Infinite M200 Pro TECAN Reader
Inkubator

Kihlzentrifuge Sigma 4K10
Labor-Glasware

Light Cycler®

Light Cycler® Kapillaren (20 pl)
Light Cycler® Centrifuge Adapters
Magnetrihrer MR3000, MR3002

Milli-Q Plus Wasserfiltrations-Reinigungssystem

Neubauer Zahlkammer

Lisa Maria Schwind
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Sigma-Aldrich, Miunchen

Greiner, Nirtingen

H+P Labortechnik, OberschleiBheim
Beckman, Miinchen

Heraeus Inc., Hanau

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
H+P Labortechnik GmbH, Minchen
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Kdnigshofen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Systems, Inc., Portsmouth

Hoefer Inc., Holliston

Eppendorf Geratebau, Hamburg
Eppendorf Geratebau, Hamburg
Frobel Labortechnik, Lindau

Hoefer Inc., Holliston

Kern & Sohn GmbH, Balingen
Whatman, Kent

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Sarstedt, Numbrecht oder

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Hamilton, Bonaduz

Eppendorf Geratebau, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miunchen

Heraeus Inc., Hanau

Sigma-Aldrich, Minchen

Schott, Mainz

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Heidolph, Schwabach

Millipore, Schwalbach/Ts

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Nucleobond®-Saulen

Nunc® Lab-Tek® 8-Loch Permanox®-Slides
Nylonmembran Hybond N

P81 lonenaustausch-Filterpapier

Parafilm M

PCR Reader (Mastercycler Gradient)

PCR Reader (MJ Mini™)

Petrischalen 94 mm

pH-Meter, pH537

Phosphor Imaging-Platte (Storage Phosphor
Screen)

Pipette (10 ul)

Pipetten (1000 pl, 200 pl, 20 pl, 2 pl)
Pipette Pipetus

Pipettenspitzen (10 ul)

Pipettenspitzen (1000 i, 200 pl, 20 pl)

Powergerate

PVDF-Membran

Rontgenfilm (AGFA Cronex 5)
Rdntgenfilmentwicklermaschine
Rotationsofen UM 400B Hyb
Semi-dry Electro-Blotter Maxi 20 x 20cm
Sterilbank LaminAir® HBB 2448
Szintillationsanalysator 190S AB/LA
Thermomixer 5436

Thermomixer comfort

Thermomixer IKA® RCTbasic
Thermoschiittler CertoMat®H

Ultraschallbad Transonic 460
Typhoon Scanner 9410

Universal Hood I1-System
UV-Quarzkivette 10 mm
UV-Transilluminator 302 nm
UV-visible Spektrophotometer Ultrospec 2100 pro
Vortex Genie 2™

Waage Sartorius MC1 Laboratory
Wasserbad

Zeiss Fluoreszenzmikroskop Axioskop
Zeiss Mikroskop Axiovert 100
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Macherey Nagel, Diren
Sigma-Aldrich, Minchen

Amersham Biosciences, Miinchen
Whatman, Kent

Pechiney, Plastic Packaging, Chicago
Eppendorf Geratebau, Hamburg
BioRad, Miinchen

Greiner, Nirtingen

WTW, Weilheim

Amersham Biosciences, Miinchen

Abimed, Dusseldorf

Gilson, Villiers le Bel
Hirschmann, Eberstadt

ULPIlast, Warschau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe oder
nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
Pharmacia Biotech Inc., Piscataway
Roche, Mannheim
AGFA-Gevaert, Belgien
AGFA-Gevaert, Belgien

Bachofer GmbH, Reutlingen
STARLAB GmbH, Hamburg
Heraeus Intruments GmbH, Hanau
Canberra-Packard GmbH, Dreieich
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

IKA® GmbH und Co. KG, Staufen
Braun Biotech International GmbH,
Melsungen

Elma GmbH, Singen/Htw

GE Healthcare, Miinchen

BioRad, Miinchen

Hellma, Mullheim

Bachofer GmbH, Reutlingen
Amersham Bioscience, Miinchen
Bender & Hobein AG, Zirich
Sartorius AG, Gottingen

GFL Laborgerate, Burgwedel

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena
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4.1.2 Chemikalien

Acrylamid-Stammlésung (Rotiphorese® Gel30)
Agarose

a-MEM-Medium, DMEM-Medium
Amphotericin B

Ampicillin

APS

BioRad Protein Reagenz

Bromphenolblau

Complete™ Proteaseinhibitor Cocktail
Coomassie-Brilliant-Blue G250 und R250
CX-4945

DAPI

Denhardt’s Losung (50x)
Desoxyribonucleosidtriphosphat (dNTP) Mix
DMSO

DTT

ECL Lumilight System

EDC-Hydrochlorid

EDTA

Ethidiumbromid

FCS

Formaldehyd 37%

FUGENE® HD Transfektionsreagenz
GeneRuler™ DNA 1 kb Ladder

Glutathion

Glycerol

Lachssperma-DNA

LB-Broth-Medium

Lysepuffer (Cell Culture Lysis 5x Reagent)
Lysepuffer (Passive Lysis 5x Reagent)
Methylimidazol

Penicillin/Streptomycin
Phosphatase-Inhibitor PhosSTOP™
Prestained Protein Molecular Weight Marker
ProLong® Diamond Antifade Mountant mit DAPI
Protein A-Sepharose

Quinalizarin

Ribonukleosidtriphosphate (NTPS)
Rinderserumalbumin (BSA)

Sepharose CL-4B

SequaGel — UreaGel System
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Biochrom, Berlin

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Minchen

BioRad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Boehringer, Ingelheim

Selleckchem, Houston

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen

Pharmacia Biotech, Schweden
Boehringer, Ingelheim

Gibco BRL, Minchen

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miunchen

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen

Promega GmbH, Mannheim

Promega GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Miunchen

Biochrom, Berlin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Amersham Biosciences AB, Uppsala
Labotest OHG, Niederschona

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Miunchen

GE Healthcare, Freiburg

National Diagnostics, Hessle
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SuperSignal® West Dura Extended Duration
Substrate

TEMED

Tetracyclin

Trizol Reagenz

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin

Tween-20

Unstained Protein Molecular Weight Marker
ViaFect™ Transfektionsreagenz
Verschiedene gewohnliche Laborchemikalien

4.1.3 Radiochemikalien

[*2P]-y-ATP (10 pCi/pl)
[*2P]-a-UTP (10 pCi/pl)

4.1.4 Enzyme

CK2-Holoenzym

DNase |

Klenow Fragment

Phusion High-Fidelity Polymerase
RNAse A

T7-RNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase

4.1.5 Experimentelle Kits

Dual-Luciferase® Reporter Assay System
GeneJET Genomic DNA Purification Kit

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein
Luciferase Assay System, 10 Pack

MMACS Streptavidin Kit

Nucleobond® PC 100 Kit
peqGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit

ProQ® Diamond Phosphoprotein Blot Stain Kit

QuantiTect® SYBR® Green RT-PCR Kit
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Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Minchen

MP Biomedicals, Heidelberg

Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Biochrom GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich, Minchen

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Promega GmbH, Mannheim

Merck, Darmstadt; Sigma-Aldrich,
Minchen; Carl Roth GmbH, Karlsruhe;
Fischer, Saarbriicken

Hartmann Analytic, Braunschweig
Hartmann Analytic, Braunschweig

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Montenarh,
Universitat des Saarlandes

New England Biolabs, Frankfurt a. Main
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt a. Main
Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot

Promega GmbH, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim

Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch Gladbach

Macherey-Nagel, Diren

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Molecular Probes, Inc., Eugene

Qiagen GmbH, Hilden
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4.2 Molekulargewichtsmarker

4.2.1 DNA-Molekulargewichtsmarker

Zur GroRen- und Mengenabschatzung kleinerer doppelstrangiger DNA-Fragmente wird der
"GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder" verwendet. Er besteht aus 14 individuellen DNA-
Fragmenten, die eine Grofie von 100 bp bis 3000 bp abdecken [bp]: 3000, 2000, 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100. Der DNA-Marker enthélt zwei
Referenzbanden zur leichteren Orientierung (fett).

Zur Grolken- und Mengenabschatzung groRerer durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennter
DNA-Fragmente wird der "Thermo Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder" verwendet. Er
besteht aus 14 individuellen DNA-Fragmenten, die eine GroRe von 250 bp bis 10000 bp
abdecken [bp]: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750,
500, 250. Der DNA-Marker enthalt drei Referenzbanden zur leichteren Orientierung (fett).
Von beiden Markern werden 8 pl der Konzentration 0.5 pg/pl eingesetzt.

4.2.2 Protein-Molekulargewichtsmarker

Der "Prestained Protein Molecular Weight Marker" ist ein Proteinstandard mit sechs
Proteinen, die ein Molekulargewicht von 20 kDa bis 120 kDa abdecken: 120 kDa: -
Galaktosidase (E. coli); 85 kDa: Rinderserumalbumin (Rinderplasma); 50 kDa: Ovalbumin
(Huhnereiweil); 35 kDa: Carboanhydrase (Rindererythrocyten); 25 kDa: B-Lactoglobulin
(Rindermilch); 20 kDa: Lysozym (HuhnereiweiR). Der "Prestained Protein Molecular Weight
Marker" wird zur Darstellung der Proteinauftrennung wéhrend der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, Verifizierung der Western Blot-Transfereffizienz auf die PVDF-Membran
und zur Abschétzung der Proteingrofie verwendet. Alle Proteine des Markers sind kovalent an
einen blauen Chromophor gekoppelt.

Werden die Proteine nicht auf eine PVDF-Membran transferiert, sondern im SDS-
Polyacrylamidgel mittels Coomassie-Blau angeférbt, wird der "Unstained Protein Molecular
Weight Marker" verwendet. Er ist zur Abschétzung der ProteingroRe geeignet, muss jedoch
ebenfalls erst mit Coomassie-Blau angefarbt werden. Er ist ein Proteinstandard mit 7
Proteinen, die ein Molekulargewicht von 14.5 bis 116 kDa abdecken. Er setzt sich aus
folgenden Proteinen bekannter GroRe zusammen: 116 kDa: B-Galaktosidase (E. coli); 66.2
kDa: Rinderserumalbumin; 45 kDa: Ovalbumin (Hihnereiweil); 35 kDa: Lactat-
Dehydrogenase (Rindermuskel); 25 kDa: REase Bsp981 (E. coli); 18.4 kDa: [3-Lactoglobin
(Rindermilch) und 14.5 kDa: Lysozym (Huhnereiweif3).
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4.3 Antikorper

4.3.1 Primarantikorper

Aktin-Antikdrper

Aktin wird mit dem polyklonalen Ziegeantikorper sc-1615 der Firma Santa Cruz

Biotechnology detektiert. Der Antikorper erkennt eine Bande bei 43 kDa. Er wird im
Verhaltnis 1:1000 verdunnt in 1IXPBST (pH 7.4) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver eingesetzt.

o-Tubulin-AntikOrper

Zur Detektion des a-Tubulins wird der monoklonale Mausantikdrper DM 1A der Firma
Sigma® verwendet. Der Antikorper detektiert im Western Blot eine Bande bei ca. 55 kDa. Er
wird im Verhaltnis 1:2000 verdinnt in 1IXPBST (pH 7.4) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver

verwendet. Die Inkubationszeit betrdgt 1 h bei RT.

B-111-Tubulin-Antikorper
Die Detektion des B-I11-Tubulins erfolgt mit dem monoklonalen Mausantikorper MAB1637

der Firma Millipore. Der Antikdrper erkennt im Western Blot eine Bande bei 50 kDa und
wird im Verhaltnis 1:500 verdinnt in 1xPBST (pH 7.4) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver
eingesetzt. Die Inkubation erfolgt bei 4°C lber Nacht. In der Immunfluoreszenz wird der
Antikdrper im Verhaltnis 1:200 verdinnt in 1xPBS (pH 7.4) eingesetzt.

C/EBPa-Antikorper

Das CCAAT/Enhancer-Bindeprotein o wird mit dem monoklonalen Kaninchenantikdrper
ab40764 der Firma Abcam® detektiert. Er erkennt im Western Blot eine Bande bei ca. 34
kDa. Der Antikorper wird im Verhéltnis 1:5000 verdinnt in IXTBST (pH 7.5) mit 1% (w/v)

Trockenmilchpulver eingesetzt. Die Inkubation erfolgt (iber Nacht bei 4°C.

C/EBPB-Antikorper
Zur Detektion des CCAAT/Enhancer-Bindeprotein  wird der polyklonale Kaninchen-

antikorper #3087 der Firma Cell Signaling Technology verwendet. Der Antikorper detektiert
im Western Blot zwei Banden bei 34 kDa (LAP*) und bei 37 kDa (LAP). Er wird im Western
Blot im Verhaltnis 1:1000 verdunnt in 1XTBST (pH 7.5) mit 5% (w/v) BSA und in der
Immunfluoreszenz im Verhaltnis 1:100 verdinnt in 1XxPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v) BSA
eingesetzt. Die Inkubation erfolgt tiber Nacht bei 4°C.

C/EBP&-Antikorper
Die Immunprazipitation des CCAAT/Enhancer-Bindeproteins o erfolgt mit dem polyklonalen
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Kaninchenantikorper sc-636 der Firma Santa Cruz Biotechnology. Es wird eine Menge von 4
Mg pro mg eingesetztem Zellkernextrakt verwendet. Fir die Detektion im Western Blot und in
der Immunfluoreszenz wird der polyklonale Kaninchenantikérper sc-151 verwendet. Er
detektiert im Western Blot eine Bande bei 36 kDa und wird im Verhaltnis 1:200 verdunnt in
IXTBST (pH 7.5) mit 5% (w/v) Trockenmilchpulver eingesetzt. Fir die Immunfluoreszenz
wird er im Verhéltnis 1:100 in 1xPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v) BSA verdunnt. Die Inkubation
erfolgt jeweils Uber Nacht bei 4°C.

CK2-Antikorper

Zur Detektion der CK2-Untereinheiten werden entweder die polyklonalen Kaninchenseren
#26 (CK2a), #30 (CK2a) und #32 (CK2p) [114] oder die monoklonalen Mausantikérper 1A5
(CK2a) und 6D5 (CK2B) [115, 116] verwendet. Diese wurden von der Arbeitsgruppe von

Prof. Montenarh in Auftrag gegeben oder selbst hergestellt. Sie erkennen eine Bande bei 43
kDa (CK2a), bei 42 kDa (CK2a°) oder bei 26 kDa (CK2p). Die Kaninchenseren werden im
Western Blot im Verhéltnis 1:1000 verdinnt in 1XPBST (pH 7.4) mit 1% (w/v) Trocken-
milchpulver und in der Immunfluoreszenz 1:100 verdinnt in 1XxPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v)
BSA eingesetzt. Die Mausantikorper verwendet man im Western Blot in einer Verdinnung
von 1:200 in IXTBST (pH 7.5) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver. In der Immunfluoreszenz
wird der Antikérper LA5 im Verhaltnis 1:10 verdinnt in 1XPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v) BSA
eingesetzt. Die Inkubationszeit betrdgt 1 h bei RT (Kaninchen) oder ber Nacht bei 4°C
(Maus). Zum Nachweis von CK2p dient zusitzlich der monoklonale Mausantikérper sc-
46666 der Firma Santa Cruz Biotechnology. Er wird im Western Blot in einer Verdinnung
von 1:1000 in TBST (pH 7.5) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver verwendet.

FLAG-Antikorper
Zur Detektion von FLAG-Fusionsproteinen wird der monoklonale Mausantikérper M2 der

Firma Sigma® verwendet. Er wird im Western Blot im Verhéltnis 1:2000 verdiinnt in 1xPBST
(pH 7.4) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver und fir die Immunfluoreszenz im Verhaltnis
1:600 verdunnt in 1xPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v) BSA eingesetzt.

GAPDH-Antikorper
GAPDH wird mit dem polyklonalen Kaninchenantikorper sc-25778 der Firma Santa Cruz

Biotechnology nachgewiesen. Der Antikorper erkennt eine Bande bei 36 kDa. Die
Verdinnung betrégt 1:1000 in 1XTBST (pH 7.4) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver. Die
Inkubation erfolgt 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C.
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GFAP-Antikorper

Die Detektion des *“glial fibrillary acidic protein” erfolgt mit dem polyklonalen

Kaninchenantikorper Z0334 der Firma Dako. Der Antikorper erkennt im Western Blot eine
Bande bei 50 kDa und wird in einer Verdinnung von 1:5000 in 1xPBST (pH 7.4) mit 1%
(w/v) Trockenmilchpulver eingesetzt. Fir die Immunfluoreszenz wird er im Verhaltnis 1:500
in 1xPBS (pH 7.4) verdunnt. Die Inkubationszeit betragt 1 h bei RT.

HSP70-Antikorper
Das "heat-shock protein 70" wird mit dem monoklonalen Mausantikdrper SM5066 der Firma

Acris Antibodies GmbH nachgewiesen. Es erkennt eine Proteinbande bei 70 kDa und wird in
einer Verdunnung von 1:1000 in 1XPBST (pH 7.4) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver
verwendet. Die Inkubation erfolgt fiir 1 h bei RT.

Nestin-Antikorper

Die Detektion von Nestin erfolgt mit dem monoklonalen Mausantikérper MAB353 der Firma
Millipore. Der Antikdrper wird in der Immunfluoreszenz im Verhaltnis 1:250 verdinnt in
1xPBS (pH7.4) eingesetzt.

phospho-Nestin (Thr316)-Antikorper
An Threonin 316 phosphoryliertes Nestin wird mit dem polyklonalen Kaninchenantikdrper

sc-33879 der Firma Santa Cruz Biotechnology nachgewiesen. Der Antikdrper erkennt im
Western Blot eine Bande bei ca. 190 kDa und wird im Verhaltnis 1:200 verdunnt in 1XTBST
(pH 7.5) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver (ber Nacht bei 4°C eingesetzt. In der
Immunfluoreszenz wird er in einer Verdiinnung von 1:200 in 1xPBS (pH 7.4) verwendet.

Nukleolin-Antikorper

Zur Detektion von Nukleolin wird das polyklonale Kaninchenserum #36 der Arbeitsgruppe
von Prof. Montenarh verwendet [117]. Es detektiert eine Bande bei 85 kDa und wird im
Western Blot im Verhéltnis 1:1000 verdinnt in 1xPBST (pH 7.4) mit 1% (w/v)

Trockenmilchpulver eingesetzt.

Perilipin-Antikorper

Zur Detektion von Perilipin wird der polyklonale Kaninchenantikdrper #3470 der Firma Cell
Signaling Technologies verwendet. Er erkennt eine Bande bei 62 kDa und wird in der
Verdinnung 1:1000 in 1XTBST (pH 7.5) mit 5% (w/v) BSA eingesetzt. Fir die
Immunfluoreszenz wird der Antikdérper im Verhaltnis 1:100 in 1XPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v)
BSA verdinnt. Die Inkubation erfolgt bei 4°C tber Nacht.
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PPARy-AntikOrper

Der Peroxisom-Proliferator aktivierte Rezeptor y wird im Western Blot mit dem polyklonalen
Kaninchenantikorper #2430 der Firma Cell Signaling Technology detektiert. Der Antikorper
erkennt zwei Banden bei 53 kDa (PPARyl) und 57 kDa (PPARy2). Er wird in der
Verdinnung 1:1000 in 1XTBST (pH 7.5) mit 5% (w/v) BSA uber Nacht bei 4°C eingesetzt.
Fur die Immunfluoreszenz wird der polyklonale Kaninchenantikérper ab45036 der Firma
Abcam® verwendet, der lediglich die Isoform PPARy2 erkennt. Der Antikdrper wird im
Verhaltnis 1:500 in 1xPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v) BSA verdunnt.

SREBP-1-AntikOrper

Zur Detektion des "sterol regulatory element-binding protein-1" wird der monoklonale
Mausantikorper sc-13551 der Firma Santa Cruz Biotechnology verwendet. Er detektiert
mehrere Banden bei 114-120 kDa (Volllange) und bei 68 kDa (Spaltprodukt). Der Antikdrper
wird im Verhéltnis 1:100 verdunnt in 1XTBST (pH 7.5) mit 1% (w/v) Trockenmilchpulver

verwendet. Die Inkubation erfolgt Giber Nacht bei 4°C.

TBP-Antikorper
Das TATA-Box-Bindeprotein wird im Western Blot mit dem polyklonalen

Kaninchenantikorper sc-273 der Firma Santa Cruz Biotechnology nachgewiesen. Er detektiert
eine Bande bei 36 kDa und wird in einer Verdinnung von 1:250 in 1XTBST (pH 7.5) mit 1%

(w/v) Trockenmilchpulver Gber Nacht bei 4°C eingesetzt.

4.3.2 Sekundarantikorper

Western Blot Analyse

Fur die Western Blot Analyse mit monoklonalen Mausantikdrpern wird ein Ziege-Anti-Maus-
Ig-Meerrettich-Peroxidase-Antikorper im Verhéltnis 1:10000 verdinnt verwendet. Zum
Nachweis mono- oder polyklonaler Kaninchenantikdrper dient ein Ziege-Anti-Kaninchen-Ig-
Meerrettich-Peroxidase-Antikorper in einer Verdinnung von 1:30000 und zum Nachweis
polyklonaler Ziegeantikorper ein Maus-Anti-Ziege-1g-Meerrettich-Peroxidase-Antikorper in
der Verdinnung 1:10000. Die Sekundérantikérper werden abhangig vom Primarantikdrper im
entsprechenden Inkubationspuffer (1% oder 5% (w/v) Trockenmilchpulver oder 5% (w/v)
BSA in 1xPBST oder 1XTBST) verdinnt.

Alle Sekundarantikérper stammen von der Firma Dianova (Hamburg) und liegen in einer

Konzentration von 0.8 mg/ml vor.
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Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenz wird das Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Maus-1gG-Konjugat, das
Alexa Fluor 546 Ziege-Anti-Maus-1gG-Konjugat, das Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-
Kaninchen-1gG-Konjugat oder das Alexa Fluor 594 Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-Konjugat der
Firma Molecular Probes eingesetzt. Alle Antikorper besitzen die Konzentration 2 mg/ml und
werden im Verhéltnis 1:1000 verdinnt in 1XPBS (pH 7.4) mit 1% (w/v) BSA verwendet.

Fur die Immunfluoreszenz-Féarbung der SVZ-Neurospharen werden die Alexa Fluor 488 Esel-
Anti-Maus-1gG- und Alexa Fluor 594 Esel-Anti-Kaninchen-1gG-Konjugate der Firma
Thermo Fisher Scientific verwendet. Sie besitzen ebenfalls eine Konzentration von 2 mg/ml

und werden in einer Verdinnung von 1:500 in 1xPBS (pH 7.4) eingesetzt.

4.4 Bakterienstamme

Escherichia coli XL1 blue
Diese Bakterien werden zur Plasmidamplifikation verwendet. Zur Selektion besitzen sie eine

Tetracyclinresistenz. Quelle: Stratagene, Waldbronn
Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relal lac {F’ proAB lacl ZAM15 Tn10
(Tet")}

4.5 Zellsysteme

Tabelle 1: Verwendete Zellsysteme

Name Beschreibung Quelle

Murine Praadipozyten-Zelllinie (ATCC® CL-

8T3-L1 173™), Differenzierung zu Adipozyten moglich

AG Stahl, Homburg

HCT116 | Humane Colonkrebszellen (ATCC® CCL-247™) AG Rother, Homburg

Primére humane mesenchymale Stammzellen, Fraunhofer Institut fiir
hMSC isoliert aus dem Caput femoris, Differenzierung zu | Biomedizinische Technik
Adipozyten, Knochen- und Knorpelzellen maoglich IBMT, St.Ingbert
Primare neurale Stammzellen, isoliert aus 2-5 Tage Prof. Dr. Karl-Herbert
SVvz alten Balb/c Mausen, Differenzierung zu Neuronen Schéfer,
und Gliazellen méglich Zweibrucken
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4.6 Primer

Tabelle 2: Verwendete Primer

eingesetzte

Bezeichnung Basensequenz 5 - 3' Primer-| Schnitt- Anlagerungs-
typ stelle
temperatur
Klonier-Primer
mPPARy2-Promotor | ol BACCIEEECEC s Xhol 60°C
-1300 for
vl Ere AGA GAG CCA TGG ACA
GCA TAA AAC AGA GAT 3¢ Ncol 60°C
mPPARy2-Promotor rev TG
MiRNA-Primer TTC ACA GTG GCT AAG 5 ) i
mmu-miR-27a-3p_T7 TTCCGC CCT GTC TC
MiRNA-Primer TTC ACA GTG GCT AAG 50 i i
mmu-miR-27b-3p_T7 TTCTGC CCT GTCTC
MiRNA-Primer CAG TGC AAT GTT AAA 5> ) i
mmu-miR-130a-3p_T7 AGG GCATCC TGT CTC
MiRNA-Primer CAG TGC AAT GAT GAA 50 _ i
mmu-miR-130b-3p_T7 AGG GCATCC TGT CTC
pull-down-Primer GAA CAG TGA ATG TGT 5¢ i 50°C
PD_for_PPARYy2 GGG TC
pull-down-Primer Biotin-ATA TGC TAATAA 3 ) 50°C
PD_rev-biotin_PPARYy2 GTC AAG ACACCAG
gRT real time PCR GTA ACC CGT TGA ACC 5 ) 60°C
LC_18S rRNA_for CCATT
gRT real time PCR CCA TCC AAT CGG TAG 3 i 60°C
LC_18S rRNA rev TAG CGA
gRT real time PCR GAC TTC TAC GAG GTG 5 ) 60°C
mC/EBPa. for GAG C
gRT real time PCR TCG ATG TAG GCG CTG 3 _ 60°C
hC/EBPa rev ATGTC
gRT real time PCR CAACTT CTACTA CGA 5 ) 60°C
mC/EBP for GCCCGAC
gRT real time PCR GGA GAG GAAGTC GTG 3 ) 60°C
C/EBP rev GTGC
gRT real time PCR AGA CAG TGG TGA GCT 50 ) 60°C
mC/EBPS for TGGC
gRT real time PCR TCT GCT GCA TCT CCT GGT 3 i 60°C
hC/EBPS rev TG
GRT real time PCR AGG GCC AGA GTT TAC
LC-Primer CK2a TR CAT 5¢ - 60°C
forward mouse
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gRT real time PCR GAT GGC TTC CAC
LC-Primer CK2a reverse TTCACT G 3 - 60°C
mouse
GRT real time PCR GGT GCC TCACTATCG
LC-Primer CK2p3 ACAAG 5¢ - 60°C
forward mouse
gRT real time PCR GTC TCC CTG CTC
LC-Primer CK2p reverse GTACT 3’ - 60°C
mouse
gRT real time PCR TCC TGT TGA CCC AGA 5 i 60°C
mPPARYy2 for GCATG
qRT real time PCR CAT CAC GGA GAG GTC 3 ) 60°C
mMPPARY2 rev CAC AG
4.7 Plasmide
Tabelle 3: Verwendete Plasmide
Plasmid Resistenz Details Hersteller
p3XFLAG/CMV-7.1 Humane Volllingen C/EBP6 cDNA .
C/EBPSy AMP (810 bp) L. Schwind
Humane Volllangen C/EBPS cDNA
p3XFLAG/CMV-7.1 (810 bp) mit Austausch von AGC an .
AMP . L. Sch
C/EBPdss7a Position 169/170 durch GCC (auf Schwind
Proteinebene: S57A)
Humane Volllangen C/EBPS cDNA
p3XFLAG/CMV-7.1 (810 bp) mit Austausch von AGC an .
C/EBP3ss70 AMP Position 169/170 durch GAC (auf | = Scind
Proteinebene: S57D)
p3XFLAG/CMV-7.1 Humane CK2a cDNA .
AMP S. Kartarius
CK2a (1176 bp)
p3XFLAG/CMV-7.1 :
AMP Humane CK23 cDNA S. Kartarius
CK2p
. Sigma-
p3XFLAG/CMV-7.1 Eukaryonter Expressionsvektor ohne .
AMP . Aldrich,
Leervektor (LV) Insert, wird zur Kontrolle verwendet .
Miinchen
luc2-Gen tragender Reportervektor Promega
pGL4.10- .
AMP ohne Promotor, wird zur Kontrolle GmbH,
Leervektor (LV) .
verwendet Mannheim
Maus PPARy2-Promotor, .
pGL4.10-PPARYy2 AMP Nt -1263/+36 L. Schwind
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hRIuc-Gen tragender Reportervektor, Promega
pGL4.70[hRIuc] AMP wird zur Normierung der GmbH,
Transfektionseffizienz verwendet Mannheim

4.8 Puffer und L6sungen

Tabelle 4: Puffer fir die Agarosegelelektrophorese

80% 2x TAE-Puffer

20% Glycerol
DNA-Probenpuffer (6x) 0.25% (w/v) Bromphenolblau
0.25% (w/v) Xylene cyanol FF
Lagerung bei Raumtemperatur

10 mg/mi
Ethidiumbromid geldst in HaOreinst
Lagerung bei 4°C

400 mM Tris-Acetat

200 mM Na-Acetat
TAE-Puffer (10x), pH 7.2 10 mM Naz-EDTA

geldst in HyOreinst, autoklaviert
Lagerung bei Raumtemperatur

Tabelle 5: Antibiotika und Puffer fur die Bakterienkultur

50 mg/ml
Ampicillin gelost in HaOreingt, Sterilfiltriert
Lagerung bei -20°C

2% Bacto-Agar

1% Bacto-Trypton

1% NacCl

0.5% Bacto-Hefeextrakt

geldst in HaOreinst, autoklaviert

vor Gebrauch gewtinschte Antibiotika zusetzen
(50 pg/ml Ampicillin, 12.5 pg/ml Tetracyclin)
Lagerung bei 4°C

LB-Broth-Agarplatten, pH 7.3

1% Bacto-Trypton

1% NaCl

LB-Broth-Medium, pH 7.3 0.5% Bacto-Hefeextrakt
geldst in HyOreingt, autoklaviert
Lagerung bei Raumtemperatur
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SOB-Medium

2% Bacto-Trypton

0.5% Hefeextrakt

10 mM NacCl

2.5 mM KCI

10 mM MgSO,

10 mM MgCl,

geldst in HaOreinst, autoklaviert
Lagerung bei Raumtemperatur

SOC-Medium

20 mM Glucose (steril)
geldst in SOB-Medium
Lagerung bei Raumtemperatur

Tetracyclin

6.5 mg/ml
geldst in Ethanol absolut
Lagerung bei -20°C

TfBI (Transformationspuffer fur E. coli)

100 mM KCI

50 mM MnCl,

30 mM K-Acetat

10 mM CaCl,

15% Glycerol

geldst in HyOreinst, autoklaviert
Lagerung bei Raumtemperatur

TfBII (Transformationspuffer fir E. coli),
pH 7.0

10 mM Na-MOPS

10 mM KCI

75 mM CacCl,

15 % Glycerol

geldst in HaOpeingt, autoklaviert
Lagerung bei Raumtemperatur

TYM-Medium, pH 7.3

Tabelle 6: Puffer fiir die Plasmid-Isolation

Puffer S1, pH 8.0

Lisa Maria Schwind
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20 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt

5 g NaCl

gel6dst in 1 | HyOreingt, autoklaviert
Lagerung bei Raumtemperatur

50 mM Tris-HCI

10 MM EDTA

100 pg/ml RNase A
geldst in HyOrginst
Lagerung bei 4°C
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0.2 M NaOH

1% (w/v) SDS

geldst in HaOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

Puffer S2

2.8 M K-Acetat
Puffer S3, pH 5.1 gelost in HaOreinst
Lagerung bei 4°C

100 mM Tris-HCI

1.15 M KClI

15% Ethanol

0.15% (v/v) Triton X-100
geldst in HaOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

Puffer N2, pH 6.3

100 mM Tris-HCI

1.15 M KClI

Puffer N3, pH 6.3 15% Ethanol

geldst in HyOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur

100 mM Tris-HCI

1 M KCI

Puffer N5, pH 8.5 15% Ethanol

geldst in HaOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

Tabelle 7: Puffer fur die Phenol/Chloroform Extraktion

0.3 M Guanidinhydrochlorid
Protein-Waschpuffer, pH 7.5 geldst in 95% Ethanol
Lagerung bei Raumtemperatur

8 M Harnstoff

200 mM NaCl

47.4 mM NayHPO,
Protein-Extraktionspuffer, pH 8.0 2.6 mM NaH,PO,

geldst in HaOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur
frisch dazu: 50 mM DTT

Tabelle 8: Medien fir die Zellkultur

0.25 mM Dexamethason
gelost in Ethanol absolut
Lagerung bei -20°C (Langzeit),
4°C (kurzzeitig)

Dexamethason Stockldsung
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Differenzierungsmix |

DMEM (25 g Glukose/l) + 10% FCS

0.5 mM Isobutylmethylxanthin (IBMX)
0.25 uM Dexamethason

5 pg/ml Insulin

die Losung muss frisch angesetzt werden

Differenzierungsmix Il

DMEM (25 g Glukose/l) + 10% FCS
5 pg/ml Insulin
Lagerung bei 4°C

Differenzierungsmix fir hMSC

a-MEM + 10% hitzeinaktiviertes FCS
500 uM IBMX

100 nM Dexamethason

200 uM Indomethacin

100 ng/ml Insulin

die Losung muss frisch angesetzt werden

Differenzierungsmix fur SVZ

20 UM Retinsaure
gelost in Proliferationsmedium
die Lésung muss frisch angesetzt werden

IBMX Stockldsung

11.11 mg/ml IBMX

geldst in Ethanol absolut
Lagerung bei -20°C (Langzeit),
4°C (kurzzeitig)

Oil Red O-Ldsung

0.5% (w/v) Oil Red O

gelost in Isopropanol,

3:2 verdinnt mit HyOreingt, filtriert
Lagerung bei Raumtemperatur (dunkel)
sollte regelmaRig frisch angesetzt werden

Proliferationsmedium fiir SVZ

DMEM/F12 mit den Zusétzen:
1% BSA
2% B27 Supplement ohne Retinséure
1% Penicillin/Streptomycin
0.1% B-Mercaptoethanol
Lagerung in 25 ml Aliquots bei 4°C
frisch dazu: 20 ng/ml FGF
10 ng/ml EGF

Trypanblau-Losung

0.4% (w/v) Trypanblau
gel6st in 1XPBS (pH 7.4)
Lagerung bei 4°C

Trypsin/EDTA Losung, pH 7.5
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Tabelle 9: Puffer und Stockldsungen fiir zelluldre Proteinextraktion

Complete™ Proteaseinhibitor (25x)

1 Tablette
geldst in 2 ml HyOreinst
Lagerung aliquotiert bei -20°C

Kernlysepuffer C, pH 7.9

20 mM HEPES-KOH
1.5 mM MgCl,
0.2 mM EDTA
geldst in HaOreinst
Lagerung bei 4°C oder aliquotiert bei -20°C
frisch dazu: 0.5 mM DTT
450 mM NacCl

1xPBS, pH 7.4

137 mM NaCl

8 mM NazHPO4

2.7 mM KCI

1.5 mM KH3PO,4

geldst in HyOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur oder bei 4°C

PhosSTOP Phosphataseinhibitor (10x)

1 Tablette
Lagerung aliquotiert bei -20°C

Ripa-Puffer, pH 8.0

50 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

0.5% Natriumdesoxycholat
1% (v/v) Triton X-100

0.1% (w/v) SDS

geldst in HyOrginst

Lagerung bei -20°C (Langzeit),
4°C (kurzzeitig)

Zelllysepuffer A, pH 7.9

10 mM HEPES-KOH

1.5 mM MgCl,

10 mM KCI

geldst in HaOrginst

Lagerung bei 4°C oder aliquotiert bei -20°C
frisch dazu: 0.5 mM DTT

Tabelle 10: Puffer fir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

APS
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Coomassie-Blau-Farbeldsung

0.2% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R250
0.01% (wi/v) Coomassie-Brilliant-Blue G250
50% Methanol

10% Essigsaure

ad 100% H2Oreinst

Lagerung dunkel bei Raumtemperatur

Elektrophoresepuffer (10x), pH 8.8

250 mM Tris-HCI

1.92 M Glycin

35 mM SDS

geldst in HyOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur,
verdinnt bei 4°C

Entfarbe-Losung

10% Eisessig

20% Methanol

70% HZOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

Gellosung A, Acrylamid-Stammldsung
(gebrauchsfertig)

30% (w/v) Acrylamid
0.8% (w/v) N, N'-Methylenbisacrylamid
Lagerung bei 4°C

Gellésung B, Trenngel, pH 8.8

1.5 M Tris-HCI
14 mM SDS
geldst in HaOreinst
Lagerung bei 4°C

Gellosung C, Sammelgel, pH 6.8

495 mM Tris-HCI
14 mM SDS

geldst in HyOrginst
Lagerung bei 4°C

SDS-Probenpuffer (3x), pH 6.8

195 mM Tris-HCI

30% Glycerol

15% B-Mercaptoethanol

6% SDS

0.03% (w/v) Bromphenolblau
Lagerung bei -20°C (Langzeit),
Raumtemperatur (kurzzeitig)

Tabelle 11: Puffer fir Western Blot und die nachfolgende Proteindetektion

Blockpuffer, pH 7.4
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0.05% (v/v) Tween-20

gelost in PBS oder TBS (AK abhangig)
Lagerung bei 4°C
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Entfarbelésung, pH 4.0

50 mM Natriumacetat
20% (v/v) Acetonitril
geldst in HaOreinst
Lagerung dunkel bei RT

Fixierldsung

7% (v/v) Essigsaure
10% (v/v) Methanol

ad 100% H2Oreinst
Lagerung dunkel bei RT

H,0,-L6sung, pH 8.5

10 ml 1 M Tris-HCI

55 ul 35% (w/v) H,0,
ad 100 ml HaOreinst
Lagerung dunkel bei 4°C

Inkubationspuffer/Waschpuffer |

1% oder 5% (w/v) Trockenmilchpulver
oder 5% (w/v) BSA

0.05% (v/v) Tween-20

gelost in 1XPBS oder 1XTBS (AK abhangig)
Lagerung bei 4°C

Luminol-Ldsung, pH 8.5

10 ml 1 M Tris-HCI

1 ml 250 mM Luminol, geldst in DMSO
440 pl 90 mM PCA, gel6st in DMSO,
autoklaviert

ad 100 ml HyOreinst

Lagerung dunkel bei 4°C

Ponceau S-L6sung

0.2% (w/v) Ponceau S

15% (v/v) Essigsaure

40% (v/v) Methanol

ad 100% H2Oreinst

Lagerung dunkel bei Raumtemperatur

Pro Q®-Farbeldsung

25 pl Pro Q® Diamond Blot Stain Reagent
25 ml Pro Q® Diamond Blot Stain Buffer
Die Losung muss frisch angesetzt werden

IXTBS, pH 7.5

25 mM Tris-HCl
150 mM NacCl

gelost in HaOreinst
Lagerung bei 4°C

Transferpuffer (10x), pH 8.3

200 mM Tris-HCI
1.5 M Glycin

geldst in HyOrginst
Lagerung bei 4°C

Waschpuffer Il (1xPBST, 1XTBST)
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4. Materialien

Tabelle 12: Puffer fur Co-Immunpréazipitation

50 mM Tris-HCI

140 mM NaCl

100 mM NaF

EBC-Puffer, pH 8.0 200 uM Natriumorthovanadat
0.5% (v/v) NP-40

geldst in HyOreinst

Lagerung bei 4°C

20 mM Tris

100 mM NaCl

1 mM EDTA
0.5% (v/v) NP-40
geldst in HaOreinst
Lagerung bei 4°C

NETN-Puffer, pH 8.0

Tabelle 13: Puffer fir in vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay

50 mM Tris-HCI

100 mM NacCl

10 mM MgCl,

1mMDTT

geldst in HyOreinst

Lagerung aliquotiert bei -20°C

CK2 Kinasepuffer, pH 7.5

41.6 mM Tris-HCI

250 mM NacCl

8.4 mM MgCl,

2mMDTT

84 mM ATP

geldst in HaOreinst

Lagerung aliquotiert bei -20°C

frisch dazu: 0.32 mM synthetisches Peptid

CK2 Reaktionsmix, pH 8.5

12 mM synthetisches Peptid fir CK2
Synthetisches Peptid fiur CK2 geldst in HyOrginst

(Stockldsung) Sequenz: RRRDDDSDDD
Lagerung aliquotiert bei -20°C

Tabelle 14: Puffer fur Immunfluoreszenz (IF) und TUNEL-Assay

5 pg/ml
DAPI-Stammldsung, pH 7.4 20 pl werden in 980 pl 1xPBS gelost
Lagerung bei -20°C

2% Formaldehyd
Fixierlésung, pH 7.4 geldst in 1xPBS
die L6sung muss frisch angesetzt werden
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10% Glycerol

5% (v/v) Polyvinylalkohol 25/140
gel6st in 1xPBS, autoklaviert
Lagerung bei -20°C

Mounting Medium, pH 7.4

2% (w/v) BSA

0.2% (v/v) Triton X-100

gel6st in 1xPBS

die Losung muss frisch angesetzt werden

Permeabilisierungslosung IF, pH 7.4

0.1% (v/v) Triton X-100
Permeabilisierungslésung TUNEL gel6st in 0.1% (w/v) Natriumcitrat
die Lésung muss frisch angesetzt werden

10% (v/v) Enzym-L6sung
TUNEL-Reaktionsmix 90% (v/v) Nukleotid-L6sung
der Mix muss frisch angesetzt werden

1% (w/v) BSA
Waschlésung, pH 7.4 gelost in 1XPBS
die Lésung muss frisch angesetzt werden

Tabelle 15: Puffer fur miRNA-Analyse

245 pl Methylimidazol

0.75 g EDC-Hydrochlorid

ad 24 ml HyOreinst

die L6sung muss frisch angesetzt werden

Crosslinking-Puffer

1% (w/v) BSA

1% (wi/v) Ficoll

Denhardt’s Losung (50x) 1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
geldst in HaOreinst

Lagerung aliquotiert bei -20°C

5x SSC

1% (w/v) SDS
Hochsalz-Waschpuffer geldst in HyOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur
vor Gebrauch auf 50°C erhitzen

7.5 ml 20x SSC

0.6 ml Na;HPO,

21 ml 10% SDS

Hybridisierungspuffer 0.6 ml 50x Denhardt‘s Losung

eine Spatelspitze Blockreagenz

die Losung muss frisch angesetzt werden
vor Gebrauch auf 50°C erhitzen

Seite 37

Lisa Maria Schwind



4. Materialien

0.2 M 3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure
(MOPS)

5 mM Natriumacetat

5mM EDTA

geldst in HyOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur

MSE-Puffer (5x)

1x SSC

1% (w/v) SDS
Niedrigsalz-Waschpuffer geldst in HaOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur
vor Gebrauch auf 50°C erhitzen

750 pl Formamid

150 pl 5x MSE-Puffer

240 pl Formaldehyd

200 pl 50% Glycerol

eine Spatelspitze Bromphenolblau
eine Spatelspitze Xylen-Cyanol FF
160 Hl H2Oreinst

Lagerung bei -20°C

RNA-Ladepuffer |1

0.3 M tri-Natriumcitrat

3 M NaCl

geldst in HaOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

SSC (20x), pH 7.0

0.05 mM Tris

0.2 mM EDTA

0.05% (v/v) Natriumpyrophosphat
0.1x Denhardt’s LGsung

geldst in HyOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

Stripping-Puffer, pH 8.0

0.89 M Tris

0.89 M Borsaure

TBE (10x), pH 8.3 20 mM Na;EDTA

geldst in HyOrginst

Lagerung bei Raumtemperatur

237.5 g Acrylamid

12.5 g Methylen-Bisacrylamid
UreaGel Konzentrat 7.5 M Harnstoff

ad 1000 ml HzOreinst

Lagerung bei Raumtemperatur

7.5 M Harnstoff
UreaGel Puffer geldst in 10x TBE
Lagerung bei Raumtemperatur
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7.5 M Harnstoff
UreaGel Verdlnnung geldst in HyOrginst
Lagerung bei Raumtemperatur

Tabelle 16: Puffer fir MTT-Assay

1mg MTT
MTT-Substratlosung, pH 7.4 gelost in 1 ml 1xPBS
Lagerung dunkel bei 4°C

10% (w/v) SDS

0.6% (v/v) Essigséure

ad 100% DMSO

Lagerung bei Raumtemperatur

Solubilisierungslésung

Tabelle 17: Stocklsungen fir CK2 Inhibitoren

10 mM CX-4945

oder 20 mM CX-4945

gelést in DMSO

Lagerung aliquotiert bei -20°C

CX-4945 Stockldsungen

20 mM Quinalizarin
Quinalizarin Stockldsung gelést in DMSO
Lagerung aliquotiert bei -20°C
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5. Methoden

5.1 DNA-Techniken

5.1.1 Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Methode zur Amplifikation
doppelstrangiger  DNA-Fragmente.  Grundlage ist eine enzymatisch-katalysierte
temperaturgesteuerte Kettenreaktion, die eine DNA-Polymerase, Desoxyribonukleotide, eine
DNA-Matrize sowie Oligonukleotide (Primer) benétigt. Die Primer miissen zum 5°‘- und 3°-
Ende des zu amplifizierenden DNA-Stiicks komplementar sein. Die PCR gliedert sich in drei
Schritte, die 20-40 mal wiederholt werden.
Denaturierung: Die doppelstrangige DNA wird durch Erhitzen auf 95°C in ihre Einzelstréange
aufgetrennt.
Anlagerung: Die Temperatur wird auf 50-60°C abgesenkt, damit sich die Primer
komplementér an die einzelstrangige Matrizen-DNA anlagern kdnnen.
Elongation:  Ausgehend von den angelagerten Primern verlangert die hitzestabile DNA-
Polymerase bei 72°C den neuen Strang komplementér zum Matrizen-Strang.
Nach Beendigung der PCR kann das amplifizierte PCR-Produkt mittels Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt und, falls benétigt, aus dem Gel reisoliert werden.
Die Dauer und Temperaturen der einzelnen Reaktionsschritte sind abhdngig von der
Matrizen-DNA, der Schmelztemperatur der Primer und der Lange des zu amplifizierenden

DNA-Stiicks und miussen daher fur jede einzelne PCR angepasst werden.

5.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Nukleinséuren. Die
Proben werden mit 6x DNA-Probenpuffer (80% 2 x TAE-Puffer, 20% Glycerol, 0.25% (w/v)
Bromphenolblau, 0.25% (w/v) Xylene cyanol FF) versetzt (Endkonzentration 1x), in die
Taschen eines Agarosegels geladen und unter Anlegung einer elektrischen Spannung (80 V)
in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 20 mM Na-Acetat, 1 mM Naz-EDTA, pH 7.2) der
Grolke nach aufgetrennt. Aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatriickgrads wandert die
DNA zur Anode. Je nach GroRe der aufzutrennenden Fragmente verwendet man 1 bis 2%-ige
Agarosegele. Mit Hilfe von Ethidiumbromid (0.625 pg/ml) kénnen die DNA-Fragmente unter
UV-Licht sichtbar gemacht werden.
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5.1.3 Reisolation aufgetrennter DNA-Fragmente aus dem Agarosegel

Die Reisolation von geschnittenen Fragmenten oder PCR-Produkten aus dem Agarosegel
erfolgt mit dem peqgGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit der Firma PegLab. Die gewiinschte
Bande wird aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die Gelmatrix wird in 1 ml Kit-internem
GP-Puffer bei 60-65°C fur 10 Minuten aufgelost. Nach dem Untermischen von 500 pl Kit-
internem MCP-Puffer wird eine Saule in 750 pl-Schritten mit der gelésten DNA durch
Zentrifugation bei 10000xg fur 1 Minute beladen. AnschlieRend wird die Saule zweimal mit
je 700 pl Kit-internem GC-Waschpuffer gewaschen, wobei vor der einminitigen
Zentrifugation bei 10000xg eine Inkubationszeit von 2-3 Minuten einzuhalten ist. Durch
erneute Zentrifugation wird die Saule vom restlichen Waschpuffer befreit. Zur Elution wird
die Séule in ein neues steriles 1.5 ml-Reaktionsgefdll gesteckt, 10-20 pl Kit-interner
Elutionspuffer direkt auf die Sdulenmatrix gegeben und nach einer Wartezeit von 2 Minuten
wird 1 Minute bei 10000xg zentrifugiert. Der Elutionsschritt kann bei Bedarf wiederholt

werden. Die eluierten DNA-Fragmente kénnen bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert werden.

5.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren wird spektrometrisch die Absorption bei
260 nm (DNA/RNA) und bei 280 nm (Proteine) gemessen. Aus dem Quotienten
Assonm/Azgonm kann die Reinheit der Nukleinsaure-Losung bestimmt werden. Bei
ausreichender Reinheit betragt der Quotient fur DNA etwa 1.8 und fir RNA 1.8-2.0. Die
Konzentration errechnet sich aus der Absorption bei 260 nm, dem Verdunnungsfaktor und
einem Multiplikationsfaktor, der sich bei DNA und RNA unterscheidet. Die Konzentration
kann man mit folgenden Formeln berechnen:

DNA-Konzentration = Azgonm X 50 ng/pl x Verdiinnungsfaktor

RNA-Konzentration = Azgonm X 40 ng/pl x Verdinnungsfaktor

5.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen sind wichtige Werkzeuge der Molekularbiologie, da sie
doppelstrangige DNA an einer fiir sie spezifischen Basenabfolge schneiden kdénnen. Bei
Verwendung zweier unterschiedlicher Schnittstellen am 5° und 3 Ende des Templates ist es
moglich, Gene gleich in der richtigen Orientierung in ein Plasmid einzubringen. In dieser
Arbeit  wurden zur Klonierung des PPARy2-Reporterkonstrukts die  beiden
Restriktionsenzyme Xhol und Ncol der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet. Sie
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werden im Doppelverdau unter den empfohlenen Pufferbedingungen eingesetzt. Fur 1 pg
DNA werden 3-4 U der Restriktionsenzyme verwendet. Der Ansatz wird 2-3 Stunden oder
Uber Nacht bei 37°C inkubiert, gefolgt von einer Inaktivierung der Enzyme fiir 20 Minuten
bei 80°C. Zur Aufreinigung der geschnittenen DNA wird der komplette Ansatz nach Zusatz
von TAE-Ladepuffer in einem Agarosegel aufgetrennt und die DNA aus dem Gel reisoliert.

5.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Eine Ligation von DNA-Fragmenten wird mit dem Enzym T4-DNA-Ligase durchgefiihrt. Die
T4-DNA-Ligase kann Esterbindungen zwischen freien 3°-OH-Enden und 5°-Phosphat-Enden
doppelstrangiger DNA-Molekile ausbilden. Sie wird bendtigt wenn ein bestimmtes Gen
(Insert) in einen Vektor eingefligt werden soll. Grundvoraussetzung fur das Gelingen der
Ligation ist, dass sowohl Insert als auch Vektor vorher mit den gleichen oder kompatiblen
Restriktionsendonukleasen geschnitten wurden. Ein Standard-Ligationsansatz hat folgende
Zusammensetzung:

2 ul 10x T4-DNA-Ligase-Puffer

10 ng/kb Vektor

50-100 ng/kb Insert

1l T4-DNA-Ligase (2 U/ul)

ad 20 pl H>Oreinst
Der Ansatz wird 1 Stunde bei 22°C oder uber Nacht bei ca. 8°C inkubiert, gefolgt von der
Inaktivierung der Ligase bei 65°C fur 10 Minuten. Die Hélfte des Ansatzes kann anschlielend
zur Transformation von kompetenten E. coli Bakterien eingesetzt werden. Zur Kontrolle wird
ein Ligationsansatz mitgefuhrt, der ausschliellich den geschnittenen Vektor enthélt. Dies

dient zur Bestimmung der Selbstligationsrate des Vektors, die moglichst gering sein sollte.

5.1.7 Erzeugung chemisch kompetenter E. coli Bakterien

Transformationskompetente E. coli XL1 blue Bakterien werden nach der Methode von
Hanahan [118] erzeugt. Zu 20 ml TYM-Medium (20 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt,
5g NaCl, 2 g MgSOy, ad 1 | HyOpeinst (PH 7.3)) werden 50 pl Bakterien gegeben und bei 37°C
kultiviert bis eine optischen Dichte von ODgyonm = 0.5 erreicht ist. Dann wird die Kultur auf
100 ml mit TYM-Medium verdinnt und wiederum bis zu einer optischen Dichte von 0.5
kultiviert. Es folgt eine letzte Verdiinnung auf ein Gesamtvolumen von 500 ml. Nachdem die
ODgoonm €inen Wert von 0.6 erreicht hat, wird die Bakterienkultur unter Schitteln in einem
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NaCl-Eiswasserbad rasch abgekihlt und bei 4000xg fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wird in 100 ml eiskaltem TfBI-Puffer (30 mM K-Acetat, 50 mM MnCl,, 100
mM KCI, 10 mM CaCl,, 15% Glycerol) geldst und erneut zentrifugiert. Nun wird das Pellet
in 20 ml eiskaltem TfBII-Puffer (10 mM Na-MOPS (pH 7.0), 10 mM KCI, 75 mM CaCls,,
15% Glycerol) resuspendiert und portionsweise (200 pl) in vorgekihlte 1.5 ml-
ReaktionsgefaRe aliquotiert. Die kompetenten Bakterien werden ziigig in flussigem Stickstoff

schockgefroren und kénnen dann bei -80°C gelagert werden.

5.1.8 Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Zur Uberprifung einer Ligation oder zur Vermehrung von Plasmid-DNA werden
transformationskompetente E. coli XL1 blue-Bakterien transformiert. Dazu werden 100 pl
Bakteriensuspension mit 100 ng Plasmid-DNA oder einem halben Ligationsansatz gemischt.
Es folgt eine 30-minttige Inkubation auf Eis mit anschlielendem Hitzeschock bei 42°C fiir 50
s. Dann werden die Bakterien direkt wieder fir 2 Minuten auf Eis gestellt. Nach Zugabe von
700 pl LB- oder SOC-Medium werden sie 1 Stunde bei 37°C und 700 rpm geschdttelt. Dieser
Zeitraum wird bendtigt, um sich von dem Hitzeschock zu erholen und die durch das
aufgenommene Plasmid erhaltene Antibiotikaresistenz auszubilden. Anschlie}end werden sie
durch kurze Zentrifugation pelletiert und der Uberstand bis auf einen Rest von 100 pl
abgenommen. In diesen 100 pl werden die Bakterien wieder resuspendiert und auf einer
Agar-Selektionsplatte (mit Antibiotikum) ausplattiert oder direkt in LB-Medium (mit
Antibiotikum) Gberfihrt. Nun werden die Bakterien ber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
folgenden Tag konnen die auf der Agarplatte gewachsenen Klone weiter untersucht werden
oder bei 4°C eine Woche gelagert werden. Die Flussigkultur kann zur Plasmidisolation

verwendet werden.

5.1.9 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien

Benotigt man eine groRe Menge eines Plasmids, kann man es in E. coli XL1 blue
vervielfaltigen. Dazu wird ein Klon oder ein Teil des Transformationsansatzes in 100-200 ml
LB-Medium mit Antibiotika zur Selektion berimpft. Die Flussigkultur wird Uber Nacht (12-
16 h) bei 37°C geschuttelt (200 rpm). Die Bakterien werden bei 4000xg und 4°C fir 10
Minuten pelletiert. Die Plasmid-DNA wird im Anschluss mit dem NucleoBond® Plasmid
DNA Purification Kit der Firma Macherey-Nagel isoliert. Das Bakterienpellet wird vorsichtig
in 4 ml S1 Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A)
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resuspendiert und durch Zugabe von 4 ml S2 Puffer (0.2 M NaOH, 1% (w/v) SDS) nach
mehrmaligem Invertieren 2-3 Minuten bei RT lysiert. Die Zugabe von 4 ml S3-Puffer (2.8 M
K-Acetat, pH 5.1) und erneutes Invertieren bewirken, dass die genomische DNA ausflockt.
Das Gemisch wird bei diesem Schritt 5 Minuten auf Eis inkubiert. In der Zwischenzeit wird
die Nukleobond-Saule mit 2.5 ml N2 Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 6.3, 15% Ethanol, 1.15 M
KCI, 0.15% Triton X-100) equilibriert. Das Bakterienlysat wird durch Filtrierung von der
ausgeflockten DNA und anderen Zelltrimmern befreit und auf die equilibrierte Séaule
gegeben. Die Sdule wird mit 10 ml N3 Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 6.3, 15% Ethanol, 1.15
M KCI) gewaschen und anschlielend erfolgt die Elution der Plasmid-DNA mit 5 ml N5
Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 8.5, 15% Ethanol, 1 M KCI) in ein silanisiertes Corexréhrchen.
Die Plasmid-DNA wird durch Zugabe von 3.5 ml Isopropanol geféllt, vorsichtig gemischt und
30 Minuten bei 16000xg und 4°C zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abkippen des Uberstandes
wird die DNA an der Luft getrocknet und dann in 50-100 pl sterilem H2Oreinst aufgenommen.

5.1.10 Isolation von genomischer DNA aus 3T3-L1 Zellen

Die Isolation der genomischen DNA aus 3T3-L1 Zellen erfolgte mithilfe des GeneJET
Genomic DNA Purification Kits der Firma Thermo Fisher Scientific. Die Zellen einer 100
mm Schale werden, wie in 5.3.11 beschrieben, geerntet. Das Zellpellet wird in 200 pl PBS
resuspendiert und in ein 1.5 ml-Reaktionsgefal? Gberfuhrt. Zum Aufschluss der Zellen werden
200 pl Lyse-Loésung und 20 pl Proteinase K-Losung zugegeben und das Gemisch fir 10
Minuten unter leichtem Schitteln bei 56°C inkubiert. Zur Entfernung der RNA wird
anschlieBend 20 ul RNase A-Losung zugegeben und weitere 10 Minuten bei RT inkubiert.
Nach dem Untermischen von 500 pl 50%-igem Ethanol wird das Gemisch auf eine Séule
gegeben und 1 Minute bei 6000xg zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und die Séule
wird durch Zugabe von 500 pl des Kit-internen Waschpuffers | und Zentrifugation fur 1
Minute bei 8000xg gewaschen. Es folgt ein zweiter Waschschritt mit 500 pl des Kit-internen
Waschpuffers 1l und dreimindtiger Zentrifugation bei Maximalgeschwindigkeit (>12000xg).
Nach Uberfithrung der Saule in ein frisches steriles 1.5 ml-ReaktionsgefaR werden 200 pl
Elutionspuffer auf die Sdule gegeben. Nach zweiminutiger Inkubation bei RT erfolgt die
Elution durch Zentrifugation bei 8000xg fiir 1 Minute. Die isolierte DNA kann bei -20°C

gelagert werden.
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5.1.11 Herstellung eines dsDNA-Templates mittels Klenow-Fragment

Zur Herstellung der Sonde fur den miRNA-Nachweis muss zuerst aus dem der miRNA
entsprechenden Primer ein doppelstrdngiges DNA-Template hergestellt werden. Dazu werden
zunéchst

21l miRNA-Primer (100 puM)

2 ul - T7-Promotor-Primer

6 Wl  RNase-freies H,O
gemischt und zur Denaturierung von Sekundéarstrukturen 5 Minuten bei 70°C und
anschlieBend nochmals 5 Minuten bei RT inkubiert. Zu dem Ansatz werden nun noch

2 ul - 10x Klenow-Puffer

2 ul dNTP-Mix (10 mM)

2 ul - Klenow Fragment (10 U/ul)

4 ul  RNase-freies H,O
hinzu pipettiert, gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Das so gebildete dsDNA-

Template kann bei -20°C gelagert werden.

5.2 RNA-Techniken

5.2.1 Phenol/Chloroform Extraktion

Die Phenol/Chloroform Extraktion ist eine schnelle und giinstige Methode zur Isolation von
RNA, DNA und Proteinen. Sie beruht auf dem unterschiedlichen Loslichkeitsverhalten der
genannten Molekiile in einer Zwei-Phasen-Emulsion. Proteine reichern sich in der unteren
organischen Phase, RNA in der oberen wassrigen Phase und die DNA im Grenzbereich an.

3T3-L1 Zellen werden in 60 mm (qRT-PCR) oder 100 mm Zellkulturschalen (miRNA-
Nachweis) differenziert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Dazu wird das
Medium griindlich abgesaugt und die Zellen werden mit 1 ml (60 mm) oder 3 ml (100 mm)
peqGOLD TriFast™ Reagenz durch Resuspendieren lysiert und in entsprechende frisch
autoklavierte Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Nach 5-minutiger Inkubation bei RT werden die
Proben bis zur Extraktion bei -80°C gelagert. Alle Proben einer Differenzierungsreihe werden
gesammelt und zusammen aufgereinigt. Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich
jeweils auf einen Milliliter zur Lyse eingesetztes TriFast™ Reagenz. Zu den aufgetauten
Proben wird 200 pl Chloroform pipettiert. Anschliefend wird das Gemisch 15 s kréftig
geschuttelt und 3 bis 5 Minuten bei RT inkubiert. Es folgt ein Zentrifugationsschritt bei
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12000xg und 4°C fir 10 Minuten bei dem die Trennung in die beiden Phasen stattfindet. Die
obere Phase wird vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal? iberfiihrt, der Rest bis zur spateren
Weiterbearbeitung bei 4°C gelagert. Die Féllung der RNA wird durch die Zugabe von 500 pl
Isopropanol zur oberen Phase mit anschlieender 10-mindtiger (QRT-PCR) oder 30-mintiger
(miRNA-Nachweis) Inkubation bei 4°C erreicht. Die RNA wird durch Zentrifugation bei
12000xg und 4°C fir 10 Minuten pelletiert. AnschlieBend wird das Pellet zweimal mit 70%
Ethanol gewaschen. Bei der Isolation der RNA fir den miRNA-Nachweis entfallen diese
Waschschritte, da sie die miRNA entfernen konnten. Das Pellet wird grindlich von
uberschussiger Flussigkeit befreit und wenige Minuten bei RT und gedffnetem Deckel
getrocknet, bevor es in 30-50 pul RNase-freiem Wasser resuspendiert wird. Zur Verbesserung
der Loslichkeit wird die RNA fir 10 Minuten bei 55°C unter leichter Bewegung (200 rpm)
inkubiert und anschlieBend erneut resuspendiert. Die geloste RNA wird bei -80°C (langfristig)
oder bei -20°C (kurzfristig) gelagert.

Da die DNA nicht benétigt wird, werden aus der unteren Phase nur die Proteine isoliert. Dazu
wird zum restlichen Ansatz 300 ul Ethanol pipettiert, durch mehrmaliges Umdrehen gemischt
und 2 bis 3 Minuten bei RT inkubiert. Anschlielend wird die DNA durch Zentrifugation bei
2000xg und 4°C fir 15 Minuten entfernt und der Uberstand in zwei neue ReaktionsgefaRe
aufgeteilt. Zu jedem Ansatz gibt man zur Féllung der Proteine 750 pl Isopropanol, mischt und
inkubiert 10 Minuten bei RT. Die gefallten Proteine werden bei 12000xg und 4°C fir 10
Minuten pelletiert. Die Pellets werden dreimal mit je 1 ml Protein-Waschpuffer (0.3 M
Guanidin-HCI in 95% Ethanol) und anschlie3end einmal mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen.
Zwischen den einzelnen Waschschritten werden die Pellets jeweils fur 20 Minuten bei RT
inkubiert. Nach dem letzten Waschschritt wird die Uberschussige Flussigkeit grindlich
entfernt und die Pellets mit gedffnetem Deckel mehrere Minuten bei RT getrocknet. Die
getrockneten Pellets werden in 50-100 pl Protein-Extraktionspuffer (8 M Harnstoff, 200 mM
NaCl, 47.4 mM Na;HPOQy, 2.6 mM NaH,POQO,, frisch dazu: 50 mM DTT) resuspendiert und 1
Stunde bei RT inkubiert. Zur Verbesserung der Loslichkeit wird die Proteinlosung 3 Minuten
bei 100°C inkubiert, direkt gefolgt von 3 x 30 s Ultraschallbehandlung im Eiswasserbad. Dies
kann bei Bedarf mehrmals wiederholt werden. AbschlieRend erfolgt ein Zentrifugationsschritt
bei 10000xg und 4°C fir 10 Minuten, um ungel6ste Bestandteile zu entfernen. Der Uberstand
wird in ein neues Reaktionsgefal? Gberfuhrt und 1:1 mit A. deion. verdinnt. Nun kann die

Proteinkonzentration bestimmt werden.
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5.2.2 Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese (Harnstoff-PAGE)

Die Harnstoff-PAGE ist eine gelelektrophoretische Methode zur Auftrennung einzelstrangiger
DNA- oder RNA-Gemische mit einer Lange von maximal 500 Nukleotiden. Der hohe
Harnstoffgehalt des Gels (7.5 M) stellt dabei sicher, dass die Nukleinsduren in der
denaturierten Form ohne Sekundarstrukturen vorliegen. Die Polyacrylamidmatrix sorgt dafiir,
dass sich die negativ geladenen Nukleinséduren nach Anlegung eines elektrischen Stroms der
GroRe nach in Richtung der Anode auftrennen. Kleine Molekile wandern dabei schneller als
grolle, da sie besser durch die Poren passen. Die verwendete Polyacrylamidkonzentration
richtet sich nach der L&nge der zu untersuchenden Nukleins&ure.
Die zum GielRen des Gels verwendeten Glasplatten (24x16.5 cm) und "Spacer" (1.5 mm)
werden grindlich mit Ethanol gereinigt, zusammengebaut und mit 2%-iger Agarose
abgedichtet. Zum Nachweis von miRNAs wird ein 12%-iges Harnstoff-Polyacrylamidgel
verwendet. Dazu pipettiert man folgende Substanzen in ein 50 ml Réhrchen:

24 ml Urea-Konzentrat

21 ml Urea-Verdinnung

5ml  Urea-Puffer

400 pl APS

20 ul  TEMED
Die Loésung wird zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm eingesetzt. Wenn das Gel
auspolymerisiert ist, kann es gleich verwendet oder in feuchten Tichern eingeschlagen bei
4°C gelagert werden. Zur Gelelektrophorese wird das Gel in die Elektrophorese-Apparatur
gespannt und die Pufferbehalter mit 1XTBE (89 mM Tris, pH 8.3, 89 mM Borsdure, 2 mM
Na,EDTA) befillt. Die Taschen werden ausgespilt und die Luftblasen am unteren Rand des
Gels entfernt. Bevor die Proben geladen werden erfolgt ein Vorlauf bei 15 W fiir 10 Minuten.
Die RNA-Proben werden mit RNA-Ladepuffer 11 (750 ul Formamid, 150 pl 5x MSE-Puffer,
240 pl Formaldehyd, 200 ul 50% Glycerol, je eine Spatelspitze Bromphenolblau und Xylen-
Cyanol FF, 160 ul H;Oreinst) Vversetzt und nach erneutem Ausspulen in die Geltaschen
pipettiert. Die Auftrennung der RNA erfolgt bei 20 W fiir 2.5-4 h. Anschlielend kann die
RNA mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht und dokumentiert werden.
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5.2.3 Northern Blot

Nach der Harnstoff-PAGE wird die aufgetrennte RNA mittels Semidry-Blotverfahren auf eine
Nylonmembran tbertragen. Dazu verwendet man folgenden Aufbau:

Anode

5 Blatt Whatman-Papier

Nylonmembran

Harnstoff-Polyacrylamidgel

5 Blatt Whatman-Papier

Kathode
Vor jedem weiteren Schritt wird die vorherige Lage mit A. deion. gewéssert. Der Transfer
erfolgt bei 15 V fur 30 Minuten.

5.2.4 Radioaktiver miRNA-Nachweis

Die auf die Nylonmembran geblottete RNA kann mittels spezifischer, radioaktiv markierter
Sonden nachgewiesen werden. Nach dem Blotten muss die RNA zunachst durch chemisches
Verknipfen (Crosslinken) kovalent an die Nylonmembran gebunden werden. Dazu werden 3
Blatt Whatman-Papier mit Crosslinking-Puffer (245 pl Methylimidazol, 0.75 g EDC-
Hydrochlorid, ad 24 ml H;Orinst) getrankt, die Membran daraufgelegt und beides mit
Frischhaltefolie umwickelt. Die Vernetzung erfolgt fir 1-2 h bei 55°C im Rotationsofen.
AnschlieBend wird die Nylonmembran in eine Hybridisierungsréhre tberfiihrt und mit dem
vorgewarmten Hybridisierungspuffer (7.5 ml 20x SSC, 0.6 ml Na;HPQO4, 21 ml 10% SDS, 0.6
ml 50x Denhardt‘s Losung, eine Spatelspitze Blockreagenz) wahrend der Sondenherstellung
bei 50°C prahybridisiert. Zur Herstellung der radioaktiv markierten Sonde werden

7 ul RNase-freies H,O

1pl  dsDNA-Template

2 ul - 10x T7 RNA-Polymerase-Puffer

3 ul NTPs (ohne U, je 10 mM)

2l T7 RNA-Polymerase (50 U/ul)

5ul  [¥P]-a-UTP (10 pCi/pl)
gemischt und 10 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wird 1 pl DNase | (2 U/ul) zum
Verdau des Templates zugegeben und wiederum 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Der
komplette Ansatz wird in den Hybridisierungspuffer gegeben und die Anlagerung der Sonde
an die miRNA findet Uber Nacht bei 6 Umdrehungen/Minute und 50°C im Rotationsofen
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statt. Zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonden oder Radioaktivitdt von der
Nylonmembran, wird sie am nachsten Tag zweimal 15 Minuten mit je 30 ml Hochsalzpuffer
(5x SSC, 1% (w/v) SDS) und zweimal 15 Minuten mit je 30 ml Niedrigsalzpuffer (1x SSC,
1% (w/v) SDS) gewaschen. AnschlieBend wird die Membran getrocknet und das radioaktive
Signal wird mittels Phosphor Imaging-Platte auf dem Typhoon-Trio Imager detektiert. Mit
Hilfe der Software Image Quant kénnen die erhaltenen Signale quantifiziert werden.

Durch Strippen der Membran ist es moglich, die radioaktiv markierte Sonde zu entfernen
ohne die RNA ebenfalls zu entfernen. Dadurch konnen die Expressionsmuster mehrerer
miRNAs auf einer Membran untersucht werden. Dazu wird die Membran fir 2-3 h in 30 ml
Stripping-Puffer (0.05 mM Tris, 0.2 mM EDTA, 0.05% (v/v) Natriumpyrophosphat, 0.1x
Denhardt’s Losung) bei 70°C im Rotationsofen inkubiert. Anschliefend erfolgt die
Préhybridisierung und Hybridisierung mit der neuen radioaktiv markierten Sonde wie bereits
beschrieben.

5.2.5 Quantitative Reverse Transkriptase (qQRT) real time PCR

Die gRT-PCR ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung von RNA-Molekilen in
Echtzeit (real time), d.h. wahrend der PCR. In dieser Arbeit wird sie dazu verwendet, die
Genexpression auf dem Niveau der mRNA zu untersuchen. Dazu wird ein definierter Bereich
der mRNA mit Hilfe des Enzyms reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und die
Amplifikation der cDNA in der anschlieBenden PCR wird mittels DNA-interkalierendem
Fluoreszenzfarbstoff sichtbar gemacht. Fiir die gRT-PCR wird das QuantiTect® SYBR®
Green RT-PCR Kit der Firma Qiagen verwendet. Dabei handelt es sich um ein "One-Step"
System, das die reverse Transkription und die anschlieBende PCR ohne Unterbrechung
ermaoglicht, da im anfanglichen Reaktionsansatz schon alle benétigten Enzyme enthalten sind.
Als Fluoreszenzfarbstoff ist SYBR Green | enthalten, dessen Signal nach jeder
Elongationsphase gemessen wird. SYBR Green interkaliert in dsDNA und bildet mit dieser
einen fluoreszierenden Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei 494 nm und einem
Emissionsmaximum bei 521 nm. Ein Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

1pl  RNA-Template (50 ng/ul)

0.8 ul Primer-Set (forward & reverse gemischt, je 25 puM)

10 ul 2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix

0.2 pl QuantiTect RT Mix

8 ul  RNase-freies H,O
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Zur Angleichung der Proben wird fir jedes RNA-Template ein eigener Mastermix bestehend
aus allen Komponenten auBer dem Primer-Set angesetzt. Dies stellt sicher dass in jeder Probe
die gleiche Menge an RNA enthalten ist. Das Primer-Set wird erst nach Verteilung des
Mastermixes zu den einzelnen Ansétzen gegeben.
Die qRT-PCR wird mit einem LightCycler® der Firma Roche durchgefiihrt, der 32 parallele
Ansatze pro Lauf ermdglicht. Der Lauf findet unter folgenden Bedingungen statt:

20 Minuten  50°C reverse Transkription

15 Minuten  95°C initiale PCR Aktivierung

15 Sekunden 94°C Denaturierung

20 Sekunden 60°C Primer-Anlagerung ) 35-45 Wiederholungen

30 Sekunden 72°C Elongation
Zur Uberprifung der PCR-Produkte wird im Anschluss an die gRT-PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dies dient zum Nachweis einer erfolgreichen PCR, bei
der pro Primer-Set nur ein spezifisches Produkt entstehen sollte. Dazu wird der
Reaktionsansatz um 0.1°C/s von 65°C bis 99°C erwérmt, wodurch die DNA denaturiert und
das Fluoreszenzsignal abnimmt. Je hoher der GC-Gehalt des PCR-Produkts desto hoher die
Schmelztemperatur. Besitzen alle PCR-Produkte des gleichen Primer-Sets die gleiche
Schmelztemperatur und wurde nur ein Produkt gebildet gilt die PCR als auswertbar.
Die Auswertung erfolgt nach der AACt-Methode: Fir jeden Lauf wird ein individueller
Fluoreszenzschwellenwert festgelegt, der fur alle Proben gleich ist und der als "Cycle
threshold" (Ct) bezeichnet wird. Die Anzahl der PCR-Zyklen, die eine Probe bendtigt, um
diesen Fluoreszenzschwellenwert zu erreichen bestimmt die relative mMRNA-Menge der Probe
und stellt gleichzeitig ihren Ct-Wert dar. Der Ct-Wert der Probe wird auf den Ct-Wert eines
Kontrollgens normiert, das bendtigt wird, um eine Abweichung der eingesetzten RNA-Menge
zwischen verschiedenen Proben auszugleichen. In dieser Arbeit dient die 18S ribosomale
RNA (rRNA) als Kontrolle. Zunéchst wird vom Ct-Wert der Probe der Ct-Wert der Kontrolle
abgezogen (Ctprope - Ctiontrolle). Dadurch erhdlt man den ACt-Wert. Die ACt-Werte der
verschiedenen Proben werden wiederum auf eine Probe normiert (Referenzprobe, hier: DO).
Dazu wird vom ACt-Wert der Probe der ACt-Wert der Referenzprobe abgezogen (ACtprope -
ACltReferenzprobe), Wodurch man den AACt-Wert erhélt. Aus dem AACt-Wert kann nun die n-
fache Expression der mRNA durch die Formel n = 222! berechnet werden. Man verwendet
die Zweierpotenz, da sich die DNA in der exponentiellen Phase der PCR mit jedem Zyklus

verdoppelt.
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5.3 Zellkulturtechniken

5.3.1 Isolation der Zellen

Die Isolation der hMSC erfolgte im Fraunhofer Institut in St. Ingbert. Die Zellen werden aus
dem Knochenmark des Huftkopfes (Caput femoris) von Patienten, die eine Huftendoprothese
erhalten haben, isoliert. Nach der Zerkleinerung der Knochenfragmente werden die isolierten
Zellen in a-MEM gesammelt. Die mononukledren Zellen werden durch Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation bei 350xg fiir 30 Minuten von den restlichen Zellen getrennt,
gewaschen und in Kulturmedium (a-MEM + 15% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) ausgesat. Bevor sie fur Versuche verwendet werden, wird ihr
Stammzellcharakter Uberprift. Dieser setzt die Expression der Oberflaichenmarker CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105, CD106 und HLA-ABC, sowie die fehlende Expression von
CD34, CD45, CD133 und HLA-DR voraus. Zusétzlich dazu wird ihre Fahigkeit zur
adipogenen und osteogenen Differenzierung Gberpruft.

Die Isolation der SVZ-Zellen erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schafer in
Zweibriicken. Dazu werden die Gehirne von zwei bis finf Tage alten Balb/c Méusen isoliert
und zigig in kaltes MEM-Hepes Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin tUberfuhrt. Die SVZ
Regionen beider Gehirnhélften werden separiert und in 1 ml Accutase-L6sung gegeben. Nach
20-minatiger Inkubation bei 37°C werden die Zellen vorsichtig je dreimal durch eine 23 G
und eine 27 G-Kanile gepresst. AnschlieBend werden die Zellen bei 120xg fir 5 Minuten
abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in 1 ml Proliferationsmedium (DMEM/F12 + 1% BSA,
2% B27 Supplement ohne Retinsdure, 1% Penicillin/Streptomycin, 0.1% p-Mercaptoethanol,
20 ng/ml FGF und 10 ng/ml EGF) resuspendiert und die Zellzahl wird bestimmt. Pro 25 cm?

Zellkulturflasche werden 5x10° Zellen ausgesat.

5.3.2 Kultivieren der Zellen

Die Kaultivierung der adhédrenten Zelllinien 3T3-L1 und HCT116 findet in 100 mm
Zellkulturschalen der Firma Greiner statt. Als N&hrmedium fir die 3T3-L1 Zellen wird
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) mit L-Glutamin und 5 g Glucose/l verwendet,
dem pro 400 ml Flasche 10% fotales Kalberserum (FCS) zugesetzt werden. Damit die Zellen
ihr Differenzierungspotential nicht verlieren, muss darauf geachtet werden, sie regelmaiig vor
Erreichen der Konfluenz zu passagieren. Die HCT116 Zellen benétigen als N&hrmedium
McCoy’s 5A mit L-Glutamin und ebenfalls 10% FCS.

Die hMSC wachsen ebenfalls in adhérenter Form und werden in 175 cm? Zellkulturflaschen
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der Firma Greiner kultiviert. Als N&hrmedium bendétigen sie o-MEM, dem 15% FCS, 100
U/ml Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin zugesetzt werden. Sie mussen passagiert werden
sobald sie 70-80% Konfluenz erreicht haben und werden dann mit einer Dichte von 1x10°
Zellen/cm? ausgesét. Die Kultivierung und Differenzierung der hMSC wurde zum Teil im
Fraunhofer-Institut von Frau Dr. Nadine Wilhelm durchgefiihrt.

Die Kultivierung der SVZ-Zellen erfolgt in 25 cm? Zellkulturflaschen im Nahrmedium
DMEM/F12 mit den Zusatzen: 1% BSA, 2% B27 Supplement ohne Retinsdure, 1%
Penicillin/Streptomycin, 0.1% B-Mercaptoethanol, 20 ng/ml FGF und 10 ng/ml EGF
(Proliferationsmedium). Die Zellen werden mit einer Dichte von 5x10° Zellen/25cm? Flasche
ausgesat, fur 5 Tage kultiviert und anschliefend fur die Differenzierungsexperimente
ausgesat. Wahrend der Proliferationsphase wachsen sie als dreidimensionale Spharen in einer
Suspensionskultur und erst bei Differenzierungsbeginn werden sie adhérent. Die komplette
Kultivierung und Differenzierung der SVZ-Zellen wurde in Zweibriicken von Frau Melanie
Bender und Frau Monika Martin durchgefihrt.

Alle Zellen werden bei konstanten 37°C, sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit (RH) und
einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert. Um mikrobielle Kontaminationen zu verhindern,

werden alle Zellkulturarbeiten unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

5.3.3 Passagieren der Zellen

Zum Passagieren der 3T3-L1- und HCT116 Zellen wird das Medium zunéchst abgesaugt. Die
Zellen werden bei Raumtemperatur kurz mit 1 ml Trypsin/EDTA (0.25% (w/v) Trypsin, 0.1%
(w/v) EDTA) inkubiert, dann saugt man das Trypsin wieder ab. Die Zellen werden mit dem
verbliebenen Trypsin/EDTA fiir wenige Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das
EDTA (Ca®*-Chelator) chelatiert die fir die Zell-Zell-Bindung wichtigen Ca*-lonen, die
Protease Trypsin (0.1%) lost die Zellen aus ihrem Verband, indem sie die
Proteinverbindungen zwischen den Zellen und die zum GeféBboden spaltet. Mit frischem
Zellmedium werden die geltsten Zellen durch mehrmaliges Resuspendieren gemischt und in
geringerer Menge in neue Kulturgefdle ausgesat. Die 3T3-L1 Zellen werden in einer
Verdiinnung von 1:5 bis 1:20 und die HCT116 Zellen 1:4 bis 1:10 verdiinnt ausgesét.

Zum Passagieren der hMSC werden 5 ml Trypsin/EDTA verwendet. Dieses verbleibt wenige
Minuten bei 37°C im Brutschrank auf den Zellen. Nach mikroskopischer Uberpriifung der
Abldsung werden die Zellen in a-MEM (ohne Zusatze) aufgenommen, in ein 50 ml Réhrchen

uberfuhrt und 7 Minuten bei 250xg abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10 ml
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komplettiertem Medium resuspendiert, die Zellzahl wird bestimmt und die Zellen werden
entweder zur weiteren Kultivierung oder zur Differenzierung ausgesat.

Die SVZ-Zellen werden nicht mit Trypsin/EDTA, sondern mit Accutase-Ldsung vereinzelt.
Dazu werden die Neurospharen pelletiert, in 1 ml Accutase-Losung aufgenommen und 20
Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wird die Suspension vorsichtig je dreimal durch 23
G und 27 G-Kaniilen gezogen. Die nun vereinzelten Zellen werden erneut durch 5-minitige
Zentrifugation bei 120xg pelletiert und das Pellet in Proliferationsmedium resuspendiert. Die

Zellen kdnnen nun gezéhlt und fur die gewiinschten Experimente ausgesét werden.

5.3.4 Differenzierung der Zellen

Die 3T3-L1 Zellen werden auf 60 mm oder 100 mm Zellkulturschalen in DMEM-Medium (5
g Glukose/l) mit 10% FCS ausgesét. Bei Erreichen der Konfluenz wird das Nahrmedium
durch den Differenzierungsmix | (DMEM (25 g Glucose/l) + 10% FCS, 0.5 mM IBMX, 0.25
UM  Dexamethason, 5 pg/ml Insulin) ersetzt. Dieser Zeitpunkt wird als "Tag 1 der
Differenzierung" bezeichnet. Der Differenzierungsmix | wird an Tag 3 oder 4 der
Differenzierung erneuert. Ab Tag 6 der Differenzierung erhalten die Zellen den
Differenzierungsmix Il (DMEM (25 g Glukose/l) + 10% FCS, 5 pg/ml Insulin), der alle zwei
bis drei Tage erneuert wird. An Tag 12 ist die Differenzierung abgeschlossen.

Zur Einleitung der adipogenen Differenzierung der hMSC, werden sie mit einer Dichte von
15000 Zellen/cm? in ihrem normalen Nahrmedium ausgesat. Sobald die Zellen konfluent sind
wird das N&dhrmedium durch den Differenzierungsmix (a-MEM, 10% hitzeinaktiviertes FCS,
500 uM IBMX, 100 nM Dexamethason, 200 uM Indomethacin und 100 ng/ml Insulin)
ersetzt, der alle drei Tage erneuert wird. Zur kompletten Ausbildung des adipogenen
Differenzierungstyps bendtigen die hMSC 21 Tage.

Die Differenzierung der SVZ-Zellen wird durch die Zugabe von 20 pM Retinsédure zum
Proliferationsmedium induziert. Fir die Immunfluoreszenz-Untersuchungen werden die
Deckglaschen zusatzlich dazu mit extrazelluldren Matrix-Proteinen (ECM-Gel, Sigma, 1:100)
beschichtet. Das Medium wird alle drei Tage erneuert. Eine komplette Differenzierung der
SVZ-Zellen dauert 3-4 Wochen, nach 5 Tagen sind jedoch schon ausreichend viele Zellen
differenziert, weshalb die meisten Untersuchungen zu diesem Zeitpunkt stattfinden.

Seite 53

Lisa Maria Schwind



5. Methoden

5.3.5 Behandlung der Zellen mit CK2-Inhibitoren

Zur Behandlung der Zellen mit den CK2-Inhibitoren CX-4945 und Quinalizarin werden die
Hemmstoffe in der gewilinschten Konzentration in den entsprechenden Medien in sterilen 15
ml bzw. 50 ml Réhrchen gelést. Das Medium der zu behandelnden Zellen wird abgesaugt und
durch das Hemmstoff-haltige Medium ersetzt. Bei jedem Mediumwechsel wird auch die
Hemmstoff-Behandlung erneuert. Die DMSO-Kontrolle enthalt die &dquivalente DMSO-

Menge zur eingesetzten Hemmstoffmenge.

5.3.6 Tauen von Zellen

Die gefrorenen Zellen werden so schnell wie moglich in einem 37°C Wasserbad aufgetaut
und in ein steriles 50 ml Rohrchen Uberflhrt. Unter standigem vorsichtigem Mischen erfolgt
eine tropfenweise Zugabe von 10 ml des kalten Nahrmediums (ohne Zusétze), um die hohe
DMSO-Konzentration stufenweise zu verdiinnen. Die Zellen werden 7 Minuten bei 250xg
und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml frischem
Né&hrmedium (mit Zusatzen) resuspendiert. Die Zellen werden dann in eine Kulturschale der
entsprechenden GroR3e Uberfiihrt und unter normalen Bedingungen kultiviert. Am nachsten

Tag wird das Kulturmedium erneuert, um tote Zellen und Zelltrummer zu entfernen.

5.3.7 Einfrieren von Zellen

Das Einfrieren der Zellen sollte mdglichst ziigig durchgefiihrt werden, um ein Stressen der
Zellen zu vermeiden. Es werden im Vorfeld zwei Medien angesetzt: Medium (ohne Zusatze)
plus die 4-fache Menge an FCS bezogen auf die Menge im Kultivierungsmedium und
Medium (ohne Zusatze) plus 20% DMSO. Pro Einfrierréhrchen werden 0.75 ml von jedem
Medium angesetzt und auf Eis vorgekihlt. Die hohen Mengen an FCS und DMSO erhthen
die Uberlebensrate der Zellen beim Auftauen. Die Zellen werden abtrypsiniert und in wenigen
Millilitern kaltem Medium (ohne Zusatze) resuspendiert. Nach Uberfilhrung in ein vorge-
kiihltes 50 ml Réhrchen werden die Zellen bei 250xg und 4°C fur 7 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wird abgesaugt und die Zellen werden auf Eis in der entsprechenden Menge an
Medium plus FCS resuspendiert ohne die Pipette vorher abzuflammen. Nun wird die gleiche
Menge an Medium plus DMSO unter Schitteln tropfenweise zugegeben. Pro Einfrierréhrchen
werden 1.5 ml der Zellsuspension abgefullt, gut verschlossen und in das Einfriergefal
(CoolCell) tberfiihrt. Das Einfriergefal wird iber Nacht bei -80°C gelagert. Ein Metallring
im Innern des GefélRes sorgt daftr, dass die Zellen gleichméig um 1°C pro Minute

Seite 54

Lisa Maria Schwind



5. Methoden

heruntergekiihlt werden, was die schonendste Einfriermethode darstellt. Am nachsten Tag
werden die Rohrchen zigig in ein ausgewahltes Fach des Kryotanks Uberflihrt und kénnen

dort in Flussigstickstoff bei -196°C Uber langere Zeit gelagert werden.

5.3.8 Beseitigung von Kontaminationen

Eine Behandlung von Kontaminationen in der Zellkultur ist nur dann sinnvoll, wenn es sich
um wichtige Zellen handelt. Bei entbehrlichen Zellen ist eine Entsorgung sinnvoller, um die
Gefahr der Ubertragung auf andere Zellen zu umgehen. Wurde bereits ein Experiment
begonnen, wie z.B. eine Differenzierung, kann auf die Ergebnisse nicht vertraut werden, da

die Kontamination einen Einfluss auf den Stoffwechsel der Zelle haben konnte.

Bakterielle Kontamination

Man versucht zundchst durch Spiilen der Zellen mit sterilem 1xPBS (pH 7.4) mdglichst viele
Bakterien wegzuwaschen. Dann werden die Zellen mit Trypsin abgelost, in ein 15 ml
Réhrchen (Oberfihrt und 7 Minuten bei 100xg zentrifugiert. Durch die verringerte
Zentrifugationsgeschwindigkeit verbleiben die leichteren Bakterien im Uberstand. Dieser
wird abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml Nahrmedium mit 1:100 verdiinntem Penicillin/

Streptomycin (10000 U Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) resuspendiert und ausgesat.

Hefe-/Pilzkontamination

Bei Hefe- oder Pilzkontaminationen wird der Befall entfernt und dem frischen Nahrmedium
wird das Antimykotikum Amphothericin B (250 pg/ml) in einer Verdinnung von 1:100
zugesetzt.

5.3.9 Bestimmung der Lebendzellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer

Zur Bestimmung der Lebendzellzanl wird eine Neubauer-Z&hlkammer mit dem
Kammerfaktor 10* verwendet. Von den trypsinierten und in Kulturmedium resuspendierten
Zellen werden 20 pl entnommen und mit der gleichen Menge an Trypanblau-Ldsung (0.4%
(w/v) Trypanblau in 1xPBS) gemischt (Verdinnungsfaktor 2). Trypanblau kann die Membran
toter Zellen passieren und farbt diese blau. Nachdem das Gemisch luftblasenfrei zwischen
Zéhlkammer und Deckglas gegeben wurde (ca. 10 pl), werden die lebenden Zellen in den
auBeren vier Quadraten ausgezdhlt. Die erhaltenen Zahlen werden gemittelt und mit dem
Verdinnungsfaktor und dem Kammerfaktor multipliziert. Dadurch erhalt man die
Lebendzellzahl pro Milliliter.
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5.3.10 Transiente Transfektion von Zellen

Das Einbringen von fremder DNA in eukaryonte Zellen bezeichnet man als Transfektion.
Man unterscheidet die transiente Transfektion, die ein Konstrukt nur voribergehend fir bis zu
96 h einbringt, von der stabilen Transfektion, bei der die eingebrachte DNA dauerhaft in die
genomische DNA integriert wird. Die eukaryonte Membran ist normalerweise undurchléssig
fir DNA. Um dies zu umgehen werden spezielle chemische, physikalische oder biologische
Verfahren benétigt. Die hier verwendeten Transfektionsreagenzien FUGENE® HD und
Viafect™ basieren auf dem Prinzip der chemischen Transfektion. Genaue Angaben der
Hersteller bezuglich der Zusammensetzung gibt es nicht, aber in der Regel handelt es sich um
Gemische kationischer Lipide, die mit der negativ geladenen DNA komplexieren und per
Endozytose in die Zellen aufgenommen werden. Diese Art der Transfektion wird auch als
Lipofektion bezeichnet. In dieser Arbeit wird FUGENE® HD zur transienten Transfektion von
HCT116 Zellen und Viafect™ zur transienten Transfektion von 3T3-L1 Zellen verwendet.
Die HCT116 Zellen werden subkonfluent (60-70%) ausgesét, d.h. pro 24-Loch-Platte st man
1.5x10° Zellen und pro 100 mm Zellkulturschale 4x10° Zellen aus. Am néchsten Tag findet
die Transfektion statt. Die Plasmid-DNA wird dazu in McCoy’s 5A-Medium (ohne Zusétze)
verdiinnt, bevor man FUGENE® HD im Verhaltnis 2.5:1 zugibt ohne den Rand des
Reaktionsgefales zu bertihren. Man inkubiert den Ansatz 5 Minuten bei RT und gibt ihn dann
tropfenweise in das Kulturmedium der Zellen. Die Zellen werden nach 24 h geerntet oder
fixiert. Erfolgt eine Behandlung mit einem CK2-Inhibitor wird das Medium 6 h nach der
Transfektion durch das Hemmstoff-haltige Medium ersetzt und die Zellen weitere 18 h darin
kultiviert. Bei einer Transfektion mit mehreren Expressionsplasmiden werden diese im
Verhaltnis 1:1 verwendet ohne dass sich die Gesamt-DNA-Menge andert.

Firr die Reporteranalysen in den 3T3-L1 Zellen werden diese in einer Menge von 1.5-2x10*
Zellen pro Loch einer 24-Loch-Platte ausgesat. Am darauffolgenden Tag werden die Zellen
transfiziert. Die Plasmid-DNA, bestehend aus pGL4.70[hRluc] und pGL4.10-LV bzw.
pGL4.10-PPARY2 im Verhdltnis 1:10, werden in DMEM-Medium (ohne Zusatze) gelost.
Nach der Zugabe von Viafect™ wird der Ansatz 10 Minuten bei RT inkubiert und dann zu
den Zellen gegeben. Nach 16 h wird das Kulturmedium durch den Differenzierungsmix I
ersetzt, in dem zuvor DMSO oder die CK2-Inhibitoren gel6st wurden.

Tabelle 18 gibt einen Uberblick iiber die genaue Zusammensetzung der Transfektionsansétze.
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Tabelle 18: Zusammensetzung der Transfektionsansétze

. Menge . Menge
Transfektions- Zellkulturgefal? | Plasmid-DNA Meo"”rf‘ Transfektions-
reagenz (ohne Zusatze)
[Hg] reagenz [pl]
FUGENE® HD 24-Loch-Platte 0.5 25 1.25
100 mm Schale 8 400 20
Viafect™ 24-Loch-Platte 0.5 50 1.5

5.3.11 Ernten von Zellen

Falls nicht anders angegeben werden die Zellen zweimal mit kaltem 1xPBS (pH 7.4)
gewaschen und anschlieBend in einer geringen Menge an 1xPBS (1-2 ml) mit einem
Gummischaber von der Platte gelost und in ein 15 ml Rohrchen dberfiihrt. AnschlieRend
werden die Zellen durch eine 7-minitige Zentrifugation bei 250xg und 4°C pelletiert. Die
Zellen konnen entweder direkt zum Zellaufschluss verwendet werden oder fir kurze Zeit in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C oder -80°C gelagert werden.

Die differenzierten SVZ-Zellen werden durch die Inkubation mit Accutase vom Boden des
ZellkulturgefaBes geldst. Nach Zentrifugation bei 120xg und 4°C werden die Zellpellets bis
zum Aufschluss bei -80°C gelagert.

5.3.12 Oil Red O-Féarbung

Mit Hilfe des fettloslichen Azofarbstoffs Oil Red O kénnen die Triacylglycerid-haltigen
Lipidtropfchen der reifen Adipozyten angefarbt werden. Dies wird am letzten Tag der
Differenzierung durchgefihrt, also bei 3T3-L1 Zellen an Tag 12 und bei hMSC an Tag 21.
Die Zellen werden zweimal vorsichtig mit 1xPBS (pH 7.4) gewaschen und anschlieRend fir 2
Minuten mit 3.7% (v/v) Formaldehyd in 1xPBS (pH 7.4) fixiert. Nach erneutem zweimaligen
Waschen mit 1xPBS (pH 7.4) werden die Zellen 60 Minuten mit der Oil Red O-Ldsung auf
dem Schttler inkubiert. Zur Herstellung der Oil Red O-L6sung werden 0.5% (w/v) Oil Red
O in Isopropanol gel6st und im Verhaltnis 3:2 mit HyOpinst Verdinnt. Nach zehnminditiger
Inkubation wird die Losung durch einen Whatman Filter filtriert, um unldsliche Partikel zu
entfernen. Die filtrierte Losung kann dann verwendet werden. Nach der Farbung werden die
Zellen dreimal mit A. deion. gewaschen und konnen dann mikroskopiert werden. Der
eingelagerte Farbstoff kann mittels Isopropanol erneut eluiert und durch Messung der
Absorption bei 515 nm quantitativ bestimmt werden. Als Referenz dienen 3T3-L1 Zellen, die

Uber 12 Tage in reguldarem Nahrmedium Kkultiviert wurden, also undifferenziert sind.
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5.4 Proteinchemische und immunologische Arbeitsmethoden

5.4.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten zur Proteinanalyse

Das Zellpellet wird in 30-200 pl RIPA-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5%
Natriumdesoxycholat, 1% (v/v) Triton X-100, 0.1% (w/v) SDS) mit Proteaseinhibitor
Complete™ (1:25) und bei Bedarf Phosphataseinhibitor PhosSTOP (1:10) resuspendiert.
Nach 20-mintiger Inkubation auf Eis wird die Zellsuspension 3 x 30 Sekunden mit je 30
Sekunden Pause bei 35 kHz in einem Ultraschallbad vollstandig aufgeschlossen. Zur
Abtrennung von unléslichen Zellbestandteilen erfolgt anschlieflend ein Zentrifugationsschritt
bei 16100xg und 4°C fir 30 Minuten. Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR
uberfuhrt. Im Anschluss kann der Gesamtzellextrakt direkt zur Proteinquantifikation
verwendet werden oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert

werden.

54.2 Herstellung von Cytoplasma- und Zellkernextrakten zur
Proteinanalyse

Zur Herstellung von Cytoplasma- und Zellkernextrakten werden die Zellen mit Hilfe von
Trypsin/EDTA geerntet. Dazu wird das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen im Brutschrank
fiir zwei Minuten mit Trypsin/EDTA inkubiert und anschlieend mit Medium (ohne Zusétze)
resuspendiert und in ein 15 oder 50 ml Réhrchen Gberfihrt. Die Zellen werden fiir 5 Minuten
bei 2800xg und 4°C abzentrifugiert, mit 1xPBS (pH 7.4) gewaschen und erneut fir 10
Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird in Zelllysepuffer A (10 mM HEPES-KOH, pH 7.9,
1.5 mM MgCl,, 10 mM KClI, frisch dazu: 0.5 mM DTT) mit Proteaseinhibitor Complete™
(1:25) und bei Bedarf Phosphataseinhibitor PhosSTOP (1:20) resuspendiert und 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Es folgt ein Zentrifugationsschritt bei 2800xg und 4°C fir 10 Minuten. Der
Uberstand enthalt die cytosolischen Proteine und wird in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt.
Das Pellet wird mit der halben Menge an Zelllysepuffer A gewaschen und erneut fir 5
Minuten zentrifugiert, wobei der Uberstand diesmal verworfen wird. Die verbliebenen
Zellkerne werden in Kernlysepuffer C (20 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 1.5 mM MgCl;, 0.2
mM EDTA, frisch dazu: 0.5 mM DTT, 450 mM NaCl) mit Complete™ (1:25) und PhosSTOP
(2:10) resuspendiert und 20 Minuten unter gelegentlichem Vortexen auf Eis inkubiert. Mit
Hilfe einer Spritze wird das Gemisch anschlieBend je fiinfmal durch eine 21 G- und eine 23

G-Kanule gezogen. Durch die darauf folgende Zentrifugation bei 16100xg und 4°C fir 30
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Minuten werden unlésliche Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand (Zellkernextrakt) wird in
ein neues Reaktionsgefal? uberfuhrt. Anschlielend kdnnen Cytoplasma- und Zellkernextrakt
direkt zur Proteinquantifikation verwendet werden oder bei -20°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert werden. Die verwendete Puffermenge ist in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19: Menge an Lysepuffer in Abhéngigkeit der ZellkulturschalengroRe

Zellkulturschale Zelllysepuffer A [ul] | Kernlysepuffer C [ul]

100 mm 300 100
145 mm 1000 300

5.4.3 Proteinquantifikation nach Bradford

Die Proteinquantifikation nach Bradford basiert auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie Brilliant Blau G250 nach
Bindung an Proteine im sauren Milieu. Der Farbstoff bindet dabei an kationische und
unpolare Aminosauren und wird dadurch in seiner anionischen Form stabilisiert. Diese besitzt
ein Absorptionsmaximum bei 595 nm (blau), wohingegen die ungebundene kationische Form
bei 470 nm (rot) absorbiert. Die Proteinquantifikation erfolgt durch photometrische Messung
der Absorption bei 595 nm.

Die Ansétze werden in 1.5 ml-Reaktionsgefalien vorbereitet. Dazu pipettiert man 1 pl des
Proteingemischs in das Reaktionsgefal} und gibt 1 ml der Farbldsung, bestehend aus 800 ul A.
deion. und 200 pl Bradford-Reagenz, dazu. Der Ansatz wird gemischt und in eine
Halbmikrokivette gefillt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wird die Absorption bei
595 nm gemessen. Als Leerwert dient 1 ml Farblosung mit 1 pl des Puffers, in dem die
Proteine gel6st sind. VVon jeder Probe wird eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Mit Hilfe
einer Rinder-1gG-Eichkurve lasst sich die Proteinkonzentration der Probe in pg/pl berechnen.

5.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Analog zur Harnstoff-PAGE (siehe 5.2.2) handelt es sich bei der SDS-PAGE um eine
elektrophoretische Methode zur Auftrennung von Proteinen. Das anionische Detergenz SDS
(Natriumdodecylsulfat) tberdeckt die Eigenladung der Proteine, sodass sie nach Anlegung
einer Spannung allein der GroRRe nach aufgetrennt werden. Durch Zusatz von Dithiothreitol
(DTT) oder B-Mercaptoethanol, die Disulfidbriicken reduzieren kénnen, und Erhitzen auf
95°C werden die Tertidr- und Sekundérstrukturen der Proteine aufgeldst, was die

gleichmaRige Anlagerung des SDS und somit eine bessere Auftrennung fordert.
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Zur Entfernung von Verunreinigungen werden alle Teile der Gelkammer mit Ethanol
gereinigt und anschliefend zusammengebaut. Die Kammer wird zu circa 75% mit Trenngel
befullt, das mit Isopropanol Uberschichtet wird. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels
wird das uberschussige Isopropanol entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegeben.
AnschlieRend werden unverziglich die Kdmme eingesetzt. Sobald das Sammelgel ausgehértet
ist, werden die Kdmme entfernt, die Gele in feuchte Ticher eingeschlagen und bis zur
Verwendung im Kihlschrank gelagert.

Sammel- und Trenngel unterscheiden sich in PorengroRe, Salzkonzentration und pH-Wert,
was zu einem Stapelungseffekt am Geliibergang fiihrt, wodurch die Proteinbanden scharfer
werden. Beide Gele enthalten die kommerzielle Acrylamid-Stammlésung (Gellésung A: 30%
(w/v) Acrylamid, 0.8% (w/v) N, N'-Methylenbisacrylamid), die die Porengrofie bedingt. Das
Sammelgel besitzt immer eine Polyacrylamidkonzentration von 4.3%, wohingegen das
Trenngel, je nach GroRe der aufzutrennenden Proteine, zwischen 7.5 und 15%-ig sein kann.
Die Salzkonzentration und den pH-Wert bestimmen Gellésung B (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 14
mM SDS) fiir das Trenn- und Gellésung C (495 mM Tris-HCI, pH 6.8, 14 mM SDS) fur das

Sammelgel. Tabelle 20 gibt einen Uberblick tiber die Zusammensetzung der Gele.

Tabelle 20: Zusammensetzung der Trenngele und des Sammelgels

Trenngel Sammelgel

ClPolyacrylamid] 7.5% 10% 12.5% 15% 4.3%
Gellésung A [mi] 9 12 15 18 2.2
Gellosung B [ml] 9 9 9 9 -
Gellésung C [ml] - - - - 3.8
A. deion. [ml] 18 15 12 9 9
APS [ul] 200 200 200 200 100
TEMED [pl] 20 20 20 20 40

c: Konzentration, APS: Ammoniumpersulfat, TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Den aufzutrennenden Proteingemischen (gleiche Mengen) wird SDS-Probenpuffer zugesetzt,
die Proben werden fur 5 Minuten bei 95°C erhitzt und anschlieBend in die Taschen des SDS-
Polyacrylamidgels geladen. Die Auftrennung erfolgt bei 25 mA pro Gel fur 1-1.5 Stunden bis
die Lauffront am unteren Rand des Gels angelangt ist. Zur spéteren Grolienabschatzung wird

ein Molekulargewichtsmarker mitgefihrt.
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5.4.5 Proteinfarbung mit Coomassie-Blau

Fur die Féarbung der im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine verwendet man ein
Gemisch aus Coomassie Brilliant Blau R250 und G250. Das SDS-Polyacrylamidgel wird 15
Minuten in der Coomassie-Blau-Farbeldsung (0.2% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R250,
0.01% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue G250, 50% Methanol, 10% Essigsaure) geschwenkt.
AnschlieBend wird die Uberschussige Farbelosung mit A. deion. entfernt und das Gel so lange
mit der Entfarbe-Ldsung (10% Eisessig, 20% Methanol, 70% H;Orinst) auf dem Schiittler
inkubiert, bis der Hintergrund soweit entfarbt ist, dass die Proteinbanden deutlich zu erkennen
sind.

5.4.6 Western Blot Analyse

Die Ubertragung der im SDS-Polyacrylamid aufgetrennten Proteine auf eine Tragermembran
(Nitrocellulose oder PVDF) wird als Western Blot bezeichnet. Auch hier macht man sich die
Wanderung der Proteine im elektrischen Feld zunutze. Im Gegensatz zum Northern Blot
(siehe 5.2.3) erfolgt der Western Blot mittels Tank Blot Verfahren. Der Aufbau verlauft nach
folgendem Schema:

Kathode

Schwamm

3 Blatt Whatman-Papier

SDS-Polyacrylamidgel

PVDF-Membran

3 Blatt Whatman-Papier

Schwamm

Anode
Die PVDF-Membran muss vor Benutzung in Methanol aktiviert werden. Die Schwémme und
die Whatman-Papiere werden mit 1x Transferpuffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM
Glycin) angefeuchtet. Die Proteine werden entweder bei 200 mA fir 4 Stunden oder bei 100

mA Uber Nacht transferiert.

5.4.7 Anfarbung von phosphorylierten Proteinen

Mit Hilfe des Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Blot Stain Kits der Firma Molecular Probes
lassen sich phosphorylierte Proteine nach dem Transfer auf die PVDF-Membran anférben.
Der Farbstoff bindet dabei spezifisch, jedoch nicht kovalent an die Phosphatgruppe der

Seite 61

Lisa Maria Schwind



5. Methoden

phosphorylierten Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin. Die Detektion des Farbstoffs
erfolgt durch seine Eigenfluoreszenz, die ein Anregungsmaximum bei 555 nm und ein
Emissionsmaximum bei 580 nm besitzt.

Nach dem Transfer wird die PVDF-Membran an der Luft getrocknet. AnschlieBend wird sie
mit Methanol reaktiviert und die Proteine auf der Membran fixiert, indem man die Membran
mit der Proteinseite nach unten 10 Minuten in 25 ml Fixierlésung (7% (v/v) Essigséure, 10%
(v/v) Methanol) schwenkt. Es folgen vier Waschschritte mit 25 ml A. deion. flr jeweils 5
Minuten, bevor die Membran fur 15 Minuten in 25 ml der Pro-Q®-Férbelbsung (25 ul Pro Q®
Diamond Blot Stain Reagent in 25 ml Pro Q® Diamond Blot Stain Buffer) inkubiert wird. Zur
Entfernung der tberschiissigen Farbelosung wird die Membran danach dreimal je 5 Minuten
mit 30 ml der Entfarbelésung (50 mM Natriumacetat, pH 4.0, 20% Acetonitril) gewaschen.
AnschlieRend wird die Membran erneut getrocknet und die phosphorylierten Proteine werden
mit Hilfe des Typhoon-Trio Systems unter Benutzung des 580-nm Band-Pass Filters (580 BP

30) in Kombination mit der Image Quant TL Software 7.0 dargestellt.

5.4.8 Proteinfarbung mit Ponceau S

Proteine, die mittels Western Blot auf Nitrocellulose oder PVDF-Membranen (ibertragen
wurden, koénnen reversibel mit dem Azofarbstoff Ponceau S angefarbt werden ohne den
nachfolgenden immunologischen Proteinnachweis zu stéren. Dazu wird die PVDF-Membran
5 Minuten in der Ponceau S-Lésung (0.2% (w/v) Ponceau S, 15% (v/v) Essigsaure, 40% (v/v)
Methanol) geschwenkt und anschlieBend mit Waschpuffer 11 so weit entfernt bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar sind. Nach der Dokumentation wird die PVDF-Membran

dreimal 15 Minuten mit Waschpuffer 11 gewaschen, bevor sie geblockt werden kann.

5.4.9 Immunologischer Proteinnachweis

Zum immunologischen Nachweis eines Proteins auf der PVDF-Membran miissen zundchst
unspezifische Bindestellen mit Hilfe des Blockpuffers (5% (w/v) Trockenmilchpulver in
IXPBST (pH 7.4) oder 1xTBST (pH 7.5)) fur 1 h auf dem Schittler geblockt werden.
AnschlieBend erfolgt die Inkubation mit dem Priméarantikérper, der in Waschpuffer 1 (1%
oder 5% (w/v) Trockenmilchpulver oder 5% (w/v) BSA in 1xPBST (pH 7.4) oder 1XTBST
(pH 7.5)) verdiinnt wird. Die Inkubationszeit betrdgt entweder 1 h bei RT oder tber Nacht bei
4°C. Es folgen zwei funfminltige Waschschritte mit Waschpuffer I, an die sich die
Inkubation mit dem Enzym-gekoppelten Sekundarantikérper (verdinnt in Waschpuffer 1) fir
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1 h bei RT anschlie’t. Die Membran wird nun zweimal je 10 Minuten mit Waschpuffer II
gewaschen. Bei dem Enzym des Sekundarantikorpers handelt es sich um die Meerrettich-
Peroxidase, die bei Inkubation mit Luminol und H,0O, ein Chemilumineszenz-Signal abgibt,
das detektiert werden kann. Dazu wird die Membran fur 2 Minuten mit aquivalenten Mengen
an HyO,-Losung (10 ml 1 M Tris-HCI, pH 8.5, 55 ul 35% (w/v) H,0O,) und Luminol-Ldsung
(10 ml 1 M Tris-HCI, pH 8.5, 1 ml 250 mM Luminol, 440 pl 90 mM p-Cumarséure, ad 100
ml H2Oreinst) inkubiert und das Signal anschlieRend mit Hilfe des Universal Hood I1-Systems
detektiert. Bei schwachen Signalen wird das SuperSignal® West Dura Extended Duration
Substrate der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet. Die Membran kann nach kurzer
Inkubation in Methanol im getrockneten Zustand bei 4°C aufbewahrt und bei Bedarf wieder

aktiviert werden.

5.4.10 Co-Immunprazipitation (Co-1P)

Isoliert man ein Protein aus einem Proteingemisch mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers
bezeichnet man dies als Immunprézipitation (IP). Weist man neben dem isolierten Protein
auch daran gebundene Proteine, also Interaktionspartner nach, nennt man den Vorgang Co-
Immunprazipitation (Co-IP). Die Antikorper und die daran gebundenen Proteine werden tber
eine Protein A- oder Protein G-gekoppelte Sepharosematrix aufgereinigt. Moglich ist dies, da
Protein A aus Staphylococcus aureus und Protein G aus Streptococcus eine hohe Affinitéat zur
Fc-Domane des Antikdrpers besitzen.

Aus den mit FLAG-C/EBPS transfizierten HCT116 Zellen werden, wie in 5.4.2 beschrieben,
Cytoplasma- und Zellkernextrakte hergestellt. Pro IP/Co-IP werden 500 pg Zellkernproteine
eingesetzt, die im Verhaltnis 1:1 mit EBC-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 140 mM NacCl,
100 mM NaF, 200 puM Natriumorthovanadat, 0.5% (v/v) NP-40) verdlnnt werden. Die
Sepharosematrix setzt sich pro Ansatz aus 20 pl Sepharose A und 30 pl Sepharose CL-4B
zusammen, die zu Beginn dreimal mit einer 1:1-Mischung aus Kernlysepuffer C und EBC-
Puffer vorequilibriert werden muss. Der Zellkernextrakt wird zundchst mit der
Sepharosematrix vorinkubiert, was man als Vorprazipitat (VP) bezeichnet. Dadurch werden
bereits unspezifisch an die Sepharosematrix bindende Proteine entfernt. Parallel wird die
Sepharosematrix des IP-Ansatzes mit 2 pg des C/EBP&-spezifischen Antikorpers sc-636
beladen. Ein dritter Kontrollansatz enthalt ausschlieBlich die Sepharosematrix. Nach 2 h
Inkubation bei 4°C werden die ungebundenen Antikdrper des IP-Ansatzes durch zweimaliges

Waschen entfernt und der Uberstand des VVP-Ansatzes auf ihn Gbertragen. Die Bindung des
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C/EBPS an seinen Antikorper erfolgt bei 4°C fir 3 h oder Uber Nacht. Die Sepharosematrix
aller Ansatze wird nach Beendigung der jeweiligen Inkubation dreimal mit je 1 ml NETN-
Puffer (20 mM Tris, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% (v/v) NP-40) gewaschen,
bevor die gebundenen Proteine mit 40 pl 2x SDS-Probenpuffer eluiert werden. Nach Erhitzen
der Proben bei 95°C fir 5 Minuten werden 35 pl des Uberstandes auf einem 12.5%-igen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Der
Proteinnachweis erfolgt mit Hilfe des FLAG- und der CK2-spezifischen Antikorper.

5.4.11 Streptavidin-basierte Affinitatsreinigung von DNA-bindenden
Proteinen (*'pull-down™)

Mit Hilfe des uMACS™ Streptavidin Kits kann die Bindung von Transkriptionsfaktoren an
spezifische Bereiche der DNA in vitro untersucht werden. Uber Streptavidin-gekoppelte
magnetische MicroBeads kann eine biotinylierte DNA-Sonde mit ihren gebundenen Proteinen
im magnetischen Feld Uber eine pSéule aufgereinigt und die gebundenen Proteine im
Anschluss eluiert und analysiert werden. In dieser Arbeit wird die Bindung von C/EBPf und
C/EBPd an den die beiden CCAAT-Boxen umspannenden Bereich des PPARy2-Promotors
(-287 bis -69) untersucht.

Dazu werden 3T3-L1 Zellen auf acht 145 mm Zellkulturschalen ausgesat. Bei Erreichen der
Konfluenz wird die Differenzierung eingeleitet. Die Zellen in zwei der 145 mm
Zellkulturschalen erhalten Differenzierungsmix | plus DMSO und je drei erhalten
Differenzierungsmix | plus 15 uM CX-4945 bzw. 30 uM Quinalizarin. Nach 24 h bzw. 48 h
werden die Zellen der gleichen Behandlung gepoolt und wie in 5.4.2 beschrieben
Cytoplasma- und  Zellkernextrakte davon hergestellt. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration wird je 1 mg der Zellkernextrakte abgefillt und mit Kernlysepuffer C
(450 mM NacCl) auf gleiche Volumina gebracht. Nun werden die Proben mit Kernlysepuffer
C (ohne NaCl) im Verhéltnis 1:3 verdlnnt, sodass die Endkonzentration des NaCl 150 mM
betragt. Die verdunnten Extrakte werden mit Lachssperma-DNA (100 pg/ml) versetzt und auf
dem Uberkopfschiittler (25 rpm) fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschluss daran wird
zu jedem Ansatz 1 pg biotinylierte PPARy2-Sonde gegeben und weitere 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. Nun erfolgt die Zugabe der Streptavidin-konjugierten MicroBeads (50 pl/Ansatz).
Nach 12-mintiger Inkubation auf dem Uberkopfschiittler bei RT werden die Ansatze auf die
zuvor zweimal mit 50 pl Equilibrierungspuffer (fiir Proteine) und zweimal mit 100 pl

Kernlysepuffer C (150 mM NacCl) vorequilibrierten pSaulen geladen. Diese missen dazu im
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magnetischen Feld des uMACS Separators platziert werden. Die Sdulen werden 15-mal mit je
100 ul Kernlysepuffer C (150 mM NaCl) gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu
entfernen. Die Elution erfolgt mit auf 95°C vorgeheiztem 1xSDS-Probenpuffer. Zundchst
werden die Sdulen mit 20 pl des SDS-Probenpuffers fir 5 Minuten inkubiert und
anschlieBend werden weitere 50 pl SDS-Probenpuffer zugegeben und der Durchfluss

aufgefangen. Das Eluat enthélt die an die biotinylierte DNA-Sonde gebundenen Proteine.

5.4.12 In vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay

Die Kinaseaktivitat der Proteinkinase CK2 im Zellextrakt kann in vitro durch den Einbau von
radioaktiv markiertem Phosphat in das Substratpeptid mit der Sequenz RRRDDDSDDD
bestimmt werden. Dazu werden pro Ansatz 15-30 pg des Zellextrakts auf 20 pl mit CK2
Kinasepuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT)
aufgefillt. Um einen Effekt des Lysepuffers auszuschlielen werden alle Proben auf das
eingesetzte Volumen der Probe mit der geringsten Proteinkonzentration angepasst.
AnschlieRend werden 30 pl radioaktiver CK2 Reaktionsmix (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, 1 pl
[*2P]-y-ATP/0.5 ml) hinzugefiigt, gemischt und die Ansatze 10 Minuten bei 37°C inkubiert.
Durch Zurtickstellen auf Eis wird die Reaktion abgestoppt und 45 pl des Ansatzes werden auf
ein lonenaustausch-Filterpapier (Whatman P81) pipettiert. Die lonenaustausch-Papiere
werden dreimal je 5 Minuten mit 85 mM Phosphorsdure gewaschen, um unspezifisch
gebundene Radioaktivitit zu entfernen. Es folgt ein letzter Waschschritt mit Ethanol fir 5
Minuten, bevor die Papiere unter Rotlicht getrocknet und in Szintillationsrohrchen tberfihrt
werden. Im Szintillationszéhler kann nun die von der Probe abgegebene Cerenkov-Strahlung
gemessen werden. Fir jede Probe wird eine Doppel- oder Dreifachbestimmung durchgefihrt.
Als Positivkontrolle dient ein Ansatz mit 1 pul CK2 Holoenzym in CK2 Kinasepuffer. Um die
Hintergrundstrahlung zu erfassen werden 2 bis 3 Ansétze ohne Protein mitgefuhrt.

5.4.13 Immunfluoreszenz-Untersuchungen

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz lasst sich die Expression und Lokalisation eines Proteins auf
Zellebene untersuchen. Dazu werden die Proteine mit einem spezifischen Antikdrper markiert
und mittels Fluoreszenz-gekoppeltem Sekundérantikdrper sichtbar gemacht.

Fur die Immunfluoreszenz-Analyse werden die Zellen auf Glas-Deckglédschen (Durchmesser
12 mm) oder in Nunc® Lab-Tek® 8-Loch Permanox®-Slides ausgesat. Zur besseren Haftung
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der Zellen konnen die Deckglaschen mit L-Lysin beschichtet werden. Dazu pipettiert man
unter sterilen Bedingungen 100 pl verdiinnte L-Lysin-Ldsung auf die Deckgléschen und lasst
sie fur 5 Minuten bei RT inkubieren. Das L-Lysin wird abgesaugt und die Deckgléschen
werden fur 1 h bei 60°C im Trockenschrank oder Uber Nacht bei RT getrocknet.
AnschlieBend werden die Zellen auf die so behandelten Deckgléschen ausgesat. Nach dem
Ende der gewinschten Behandlung werden die Zellen vorsichtig mehrmals mit 1xPBS (pH
7.4) gewaschen und anschlieBend fur 10 Minuten in Fixierlésung (2% Formaldehyd in 1xXPBS
(pH 7.4)) inkubiert. Es folgen drei kurze Waschschritte mit 1xPBS. Mdchte man die
Immunfluoreszenz erst zu einem spateren Zeitpunkt fortsetzen, kdnnen die fixierten Zellen in
1xPBS (pH 7.4) mit 0.02% (w/v) Natriumazid bei 4°C gelagert werden. Nach der Fixierung
erfolgt die Permeabilisierung der Zellen, indem man sie 5 Minuten in der
Permeabilisierungslosung (2% (w/v) BSA, 0.2% (v/v) Triton X-100 in 1xPBS (pH 7.4))
inkubiert. Anschlielend werden die Zellen durch dreimaliges Waschen fiir je 10 Minuten in
Waschldsung (1% (w/v) BSA in 1xPBS (pH 7.4)) geblockt. Vom in Waschldsung verdiinnten
Primarantikorper werden 50 ul pro Deckglaschen verwendet. Die Inkubation erfolgt in einer
feuchten Kammer fir 1 h bei RT oder tber Nacht bei 4°C. AnschlieBend werden nicht
gebundene Antikorper durch dreimaliges Waschen mit 1xPBS (pH 7.4) fur je 10 Minuten
entfernt. Die Inkubation mit dem in Waschlésung verdinnten Sekundérantikorper (50 pl)
erfolgt fir 1 h bei RT in der feuchten Kammer. Da der Fluoreszenzfarbstoff des
Sekundarantikorpers bei Lichtkontakt ausbleicht, mussen alle restlichen Schritte moglichst im
Dunkeln durchgefiihrt werden. Nicht gebundene Antikorper werden durch dreimaliges
Waschen mit 1xPBS (pH 7.4) fiir je 10 Minuten entfernt. Zur besseren Unterscheidung von
Zellkern und Cytoplasma wird die DNA des Zellkerns mit DAPI angefarbt. Dies geschieht (a)
durch Farbung der Zellen mit verdinnter DAPI-Stocklosung (20 pl 5 pg/ml DAPI ad 1 ml
PBS oder Methanol) fiir 15 Minuten bei 37°C in der feuchten Kammer, drei darauf folgenden
5-minutigen Waschschritten mit 1xPBS (pH 7.4) und dem Eindecken in Mounting Medium
(10% (v/v) Glycerol, 5% (v/v) Polyvinylalkohol 25/140 in 1xPBS (pH 7.4)) oder (b) durch
Eindecken in DAPI-haltigem ProLong® Diamond Antifade Mountant von Thermo Fisher
Scientific. Bei beiden Varianten werden die Zellen vor dem Eindecken auf die Objekttrager
im Dunkeln getrocknet. Bei den Nunc® Lab-Tek® 8-Loch Permanox®-Slides befinden sich die
Zellen bereits auf dem Objekttrager und werden nach Entfernung der Kammern mit einem
rechteckigen Deckglaschen (24 x 50 mm) eingedeckt. Die Detektion der Fluoreszenzsignale
erfolgt an einem Zeiss Axiovert 100 Mikroskop mit den zum jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff

passenden Filtersets.
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Die Immunfluoreszenz-Farbung der SVZ-Zellen wurde in Zweibriicken von Frau Monika
Martin durchgefuhrt. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden von mir angefertigt. Die
praktische Durchfithrung verlauft sehr dhnlich, weshalb hier nur die Anderungen zum oben
beschriebenen Protokoll angegeben sind. Die Fixierung findet mit 4% Formaldehyd fur 20
Minuten und die Permeabilisierung mit 0.5% Triton X-100 fur 10 Minuten statt. Geblockt
wird mit 10% normalem Eselserum fiir 30 Minuten. Die Antikorper werden in 1xPBS (pH
7.4) ohne zusétzliches BSA geldst. Die Inkubationszeit der Primérantikrper betrégt 1 h bei
RT. DAPI (Sigma-Aldrich) wird im Verhaltnis 1:500 fiir 5 Minuten eingesetzt und eingedeckt
wird mit Fluorescence Mounting Medium (Dako).

5.4.14 TUNEL-Assay

Der TUNEL-Assay ("TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling™) wird zum Nachweis des
programmierten Zelltods (Apoptose) verwendet. Dabei werden die wahrend der Apoptose
entstehenden Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA durch eine enzymatische Reaktion
kenntlich gemacht. Bei dem Enzym handelt es sich um die terminale Desoxyribonukleotidyl-
transferase (TdT), die markierte Nukleotide an die freien 3°‘-OH-Enden der DNA-
Strangbriiche anheftet. In SVZ-Zellen wird die Induktion der Apoptose mithilfe des In Situ
Cell Death Detection Kits, Fluorescein der Firma Roche detektiert. Der Nachweis erfolgt
durch den Einbau von Fluorescein-gekoppelten dUTPs, die man mikroskopisch detektieren
kann (Excitation: 450-500 nm, Emission: 515-565 nm, grin).

Die SVZ-Neurospharen werden auf ECM-beschichtete Deckgléschen ausgesat und mit 20 uM
Retinsdure differenziert. An Tag 5 der Differenzierung werden die Zellen mit 4% (v/v)
Formaldehyd in 1xPBS (pH 7.4) fir 20 Minuten fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit
1xPBS (pH 7.4) werden die Zellen mit Permeabilisierungslosung (0.1% (v/v) Triton X-100 in
0.1% (w/v) Natriumcitrat) fur 2 Minuten auf Eis permeabilisiert. AnschlieRend werden die
Zellen erneut zweimal mit 1x PBS (pH 7.4) gewaschen und in einer feuchten Kammer 1 h bei
37°C mit je 50 pl TUNEL-Reaktionsmix pro Deckglaschen inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 1x PBS (pH 7.4) werden die Zellen mit DAPI-haltigem ProLong® Diamond
Antifade Mountant eingedeckt und mikroskopiert. Als Positivkontrolle dienen Zellen, deren
DNA mit 3 U DNase | fiir 10 Minuten bei 37°C hydrolysiert wurde.
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5.4.15 MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein Test zur Uberprifung der Zellvitalitit, bzw. genauer der
metabolischen Aktivitdt der Zellen. Dabei wird die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen durch Reduktion des Substrats 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in wasserunlésliches blaues Formazan, das sich als
Kristalle ablagert, nachgewiesen. Die Kristalle werden geldst und kénnen dann photometrisch
vermessen werden.

Je 1x10* hMSC werden pro Kavitét in eine 24-Loch-Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten
Tag werden die Zellen mit DMSO, 20-40 pM Quinalizarin oder 20-40 pM CX-4945
behandelt. Nach je 24, 48 und 72 h erfolgt der MTT-Assay. Dazu werden 50 pul MTT-
Substratlésung (1 mg MTT gel6st in 1 ml 1xPBS, pH 7.4) in das Medium der Zellen pipettiert
und gemischt. Es folgt eine Inkubation fir 1-4 h im Brutschrank bei 37°C, bis blaue Kristalle
beobachtet werden kénnen. Die Inkubationszeiten der 48 und 72 h-Proben richten sich nach
der Inkubationszeit der 24 h-Proben. Das Kulturmedium wird abgesaugt und in jede Kavitét
werden 500 pl Solubilisierungslésung (10% (w/v) SDS, 0.6% (v/v) Essigséure, ad 100%
DMSO) gegeben, die die Kristalle 16sen und sich dabei blau-lila verfarben. Je 200 pl der
Losung werden als Doppelbestimmung in eine 96-Loch-Platte Gberfuhrt und im Infinite M200
Pro TECAN Reader bei 595 nm vermessen. Als Referenz dient eine Messung bei 695 nm.

5.4.16 Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay dient zum Nachweis der Aktivitat eines Promotors. Dazu wird der zu
untersuchende Bereich oder der komplette Promotor vor ein Reportergen, dessen Expression
leicht zu verfolgen ist, wie GFP, Luciferase oder B-Galaktosidase, kloniert. Durch Messung
des Reportergen-Signals kann die Aktivitat des Promotors bei unterschiedlichen Bedingungen
verglichen werden. In dieser Arbeit wird als Reportergen die Firefly-Luciferase aus dem
Leuchtk&fer Photinus pyralis verwendet. Das Enzym gehort zu Klasse der Oxidoreduktasen
und ist 61 kDa groR. In Anwesenheit von Mg?* wird unter ATP- und O,-Verbrauch Luciferin
zu Oxyluciferin monooxygeniert. Beim Ubergang des Oxyluciferins vom angeregten zum
Grundzustand kommt es zur Biolumineszenz, die detektiert werden kann.

Die HCT116 Zellen werden wie in 5.3.10 beschrieben in 24-Loch-Platten ausgesat und
transfiziert. Der Transfektionsansatz setzt sich wie folgt zusammen: 0.05 pg pGL4.10-LV
oder pGL4.10-PPARy2 und 0.45 pg Expressionsplasmid, wobei bei mehreren
Expressionsplasmiden die eingesetzte Menge gleichmaRig aufgeteilt wird. Fur jede
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Plasmidkombination werden 2-3 Kavitaten parallel transfiziert. Der Aufschluss der Zellen
erfolgt nach zweimaligem Waschen mit 1xPBS (pH 7.4) durch Zugabe von 100 ul Lysepuffer
(Cell Culture Lysis Reagent) und Inkubation auf dem Schittler fir 15 Minuten bei RT. Die
Extrakte werden in Reaktionsgefalle tUberfiihrt und fur 5 Minuten bei 16100xg zentrifugiert
um Zelltrimmer zu entfernen. Fiir den Luciferaseassay werden 20 pl des Uberstandes in 96-
Loch-Platten pipettiert. Der Infinite M200 Pro TECAN Reader gibt 50 ul Luciferase Assay
Reagenz zu einer Probe und die entstehende Lumineszenz wird tber 10 s gemessen. Auf diese
Weise wird eine Probe nach der ndchsten gemessen, ohne dass es zu einem Signalverlust
kommt. Die Proteinkonzentration des Uberstandes wird bestimmt und die erhaltenen Werte
werden auf die eingesetzte Proteinmenge normiert. Die Transfektionseffizienz wird durch
immunologischen Nachweis von FLAG-C/EBPé im Western Blot iiberpriift.

Die Aussaat und Transfektion der 3T3-L1 Zellen erfolgt wie in 5.3.10 beschrieben. Da hier
nur Reporterkonstrukte transfiziert werden und dadurch kein Protein im Western Blot
nachgewiesen werden kann, wird zur Kontrolle der Transfektionseffizienz eine zweite
Luciferase, die Renilla-Luciferase aus der Oktokorallenart Renilla reniformis mittransfiziert.
Der Zellaufschluss erfolgt durch zweimaliges Waschen der Zellen mit 1xPBS (pH 7.4) und
Inkubation mit 100 pl Lysepuffer (Passive Lysis Reagent) fur 15 Minuten bei RT. Zur
Verbesserung des Aufschlusses werden die 24-Loch-Platten mindestens 4 Stunden bei -20°C
gelagert, bevor 20 pl daraus entnommen und in eine 96-Loch-Platte tberflihrt werden. Die
Messung der Biolumineszenz erfolgt in zwei Schritten mit dem Dual-Luciferase® Reporter
Assay System der Firma Promega. Zuerst wird die Aktivitat der Firefly-Luciferase gemessen
(10 s), indem 50 ul Luciferase Assay Reagenz Il zugegeben werden. Diese Reaktion wird
anschlieBend durch Zugabe von 50 pl Stop & Glo® Reagenz unterdriickt, wobei parallel die
Aktivitat der Renilla-Luciferase Gber 10 s gemessen werden kann. Die Normierung der
Transfektionseffizienz erfolgt durch Division der gemessenen Werte (Firefly/Renilla). Zum
Ausschluss eines Einflusses der Inhibitoren auf das experimentelle System werden die
pGL4.10-PPARYy2-Werte durch die pGL4.10-LV-Werte geteilt und der daraus gebildete

Quotient zur Normierung der Aktivitat verwendet.
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Studien an "knock-out" M&usen belegen, dass die Proteinkinase CK2 fur eine normale
embryonale Entwicklung und das Uberleben des Embryos notwendig ist [97, 98]. Unabhéngig
davon ist wenig uber einen Einfluss der CK2 auf Differenzierungsprozesse in einzelnen
Geweben bekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass sie fur die myogene Differenzierung, die
Osteoblastendifferenzierung und die Differenzierung von Zellen des haematopoetischen
Systems wichtig sein kénnte [106-112]. Fiur die Adipogenese konnte bereits gezeigt werden,
dass eine Hemmung der CK2 mit DMAT oder Quinalizarin die Differenzierung in 3T3-L1
Zellen inhibiert [113]. DMAT geriet jedoch in den letzten Jahren als CK2-Inhibitor in Verruf,
da gezeigt werden konnte, dass es die Bildung von Sauerstoffradikalen induziert [119].
Zuséatzlich dazu besitzt es ein sehr unspezifisches Wirkprofil und hemmt neben der CK2
zahlreiche weitere Kinasen [120]. Quinalizarin hingegen wurde vor kurzem als verlasslicher
CK2-Inhibitor bestatigt [121]. Zur Verifizierung der mit einem Inhibitor erhaltenen
Ergebnisse und zum Ausschluss eventueller Nebeneffekte sollte nach Mdglichkeit immer ein
zweiter Inhibitor verwendet werden. In dieser Arbeit wurde neben Quinalizarin auch CX-
4945 eingesetzt, das aktuell in klinischen Studien auf sein Potential als Tumortherapeutikum
untersucht wird [122]. CX-4945 wurde an 238 Kinasen getestet und zeigte die beste Spezifitat
fur die Proteinkinase CK2 mit einem Ki-Wert von 0.38 nM in vitro [123]. Quinalizarin besitzt
einen Ki-Wert von 55 nM in vitro und wurde an 140 Kinasen getestet [124, 121]. Es gibt
natlrlich noch viele andere Inhibitoren, die aber in aller Regel eine schlechtere Spezifitat oder
Hemmeffizienz aufweisen. Ein weiterer Inhibitor im Kklinischen Einsatz ist CIGB-300 [125].
Im Vergleich zu CX-4945 weist CIGB-300 einen anderen Hemmmechanismus auf [126, 127].

6.1 CK2 und neurale Differenzierung

Die Expression der CK2 ist wéhrend der embryonalen Entwicklung der Maus im
Neuroepithel am starksten [95]. Huillard et al. konnten zeigen, dass CK2p eine essentielle
Rolle bei der Entstehung von Oligodendrozyten wahrend der embryonalen Gehirnentwicklung
spielt [103]. Zusatzlich dazu gibt es Hinweise darauf, dass die CK2 auch bei der
Synaptogenese und der Dendritenreifung wichtig ist [105]. Aus diesen Grinden liegt es nahe,
eine potentielle Rolle der CK2 bei der Gehirnentwicklung néher zu untersuchen. Dazu bietet

sich das System des Neuroblasten-Assays an. Dabei werden neurale Stammzellen aus der
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SVZ postnataler Mausgehirne isoliert und in vitro hinsichtlich ihrer Proliferations- und
Differenzierungskapazitat untersucht. Aufbauend auf bzw. erganzend zu den von Frau
Melanie Bender in ihrer Bachelorarbeit [128] erhaltenen Ergebnissen wird in dieser Arbeit in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe "Enteric Nervous System™ von Prof. Dr. Schéfer,
Hochschule Kaiserslautern, Campus Zweibrlicken die Differenzierung neuraler Stammzellen

zu Neuronen und Gliazellen, sowie der Einfluss der CK2 auf diesen Prozess untersucht.

6.1.1 Vorstellung des Differenzierungssystems

Um zundchst einen Uberblick uber das Differenzierungssystem zu erhalten, werden
undifferenzierte und differenzierte Neurosphéren hinsichtlich ihrer Zelltypzusammensetzung
miteinander verglichen. Dazu werden gangige Markerproteine der einzelnen Zelltypen in der
Immunfluoreszenz und auf Western Blot-Ebene untersucht.

Fur die Immunfluoreszenz werden SVZ-Zellen, die nach der Isolation fir 3-5 Tage in
Proliferationsmedium zu Neurosphéren herangewachsen sind, auf mit extrazellularer Matrix
(ECM)-beschichteten Deckglaschen ausgesat. Ein Teil wird direkt nach dem Absetzen der
Neurospharen fixiert, was undifferenzierten Zellen entspricht. Der andere Teil wird nach dem
Absetzen der Neurosphdren in Differenzierungsmedium mit 20 pM Retinséure (RA) fir funf
Tage differenziert bevor sie fixiert werden. Die Mikroskopie der beiden Zellpopulationen
erfolgt auf unterschiedliche Weise. Da die Zellen als Neurosphdaren ausgesat werden, mussen
die undifferenzierten Zellen in ebendieser Form mikroskopiert werden. Dazu werden Z-Stapel
durch den kompletten Sphéroid generiert, die nachfolgend mit dem Programm ImageJ zu
einem Bild zusammengeflgt werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Intensitat der
Fluoreszenzen wéhrend der Bearbeitung nicht verandert wird. Wahrend der Differenzierung
bilden die Neurosphdren Ausldufer. Diese Auslaufer werden fir die Aufnahmen der
differenzierten Proben verwendet, da sie Ubersichtlicher sind und ohne Z-Stapel
aufgenommen werden konnen. Fir die Western Blot-Analyse werden die proliferierenden
Neurosphdren mit Accutase vereinzelt, ein Teil wird geerntet und bei -80°C gelagert
(undifferenziert). Der andere Teil wird in RA-haltigem Differenzierungsmedium ausgesat und
fur funf Tage differenziert, bevor die Zellen geerntet werden. Nach dem Aufschluss werden
die Proteine mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und die Expression der
Markerproteine im Western Blot untersucht.

Bei den Markerproteinen handelt es sich um Komponenten des Zytoskeletts, die fiir einen

bestimmten Zelltyp spezifisch sind [22]. Astrozyten, die zu den Gliazellen gehdren und den
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GroRteil der differenzierten Neurosphdren ausmachen, lassen sich mit Hilfe des "glial
fibrillary acidic protein” (GFAP) darstellen. Neurone exprimieren die Tubulin-Isoform PBIII.
Die neuralen Stammzellen kdnnen mit dem neuroepithelialen Stammzellprotein (Nestin)
nachgewiesen werden. Wéhrend der Mitose wird Nestin durch cdc2 an Threonin 316
phosphoryliert, um den Umbau des Zytoskeletts zu ermdéglichen [129]. Durch einen phospho-
spezifischen Nestin-Antikdrper lassen sich also die gerade in Teilung befindlichen Zellen

innerhalb der Neurosphéren anfarben. Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestelit.
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Abbildung 5: Expressionsprofile der Markerproteine GFAP, BIII-Tubulin, Nestin und p-Nestin (Thr316)
in undifferenzierten und differenzierten SVZ-Zellen. (A-D) Proliferierende Neurospharen werden auf ECM-
beschichteten Deckglaschen ausgesat und entweder direkt nach dem Absetzen fixiert (undifferenziert, A, C) oder
durch den Wechsel zu Differenzierungsmedium mit 20 pM Retinsdure Uber fiinf Tage differenziert und dann erst
fixiert (differenziert, B, D). Représentative Aufnahmen der Markerproteine GFAP (rot) und BlII-Tubulin (grin)
sind in A und B und Gesamt-Nestin (grun) und phospho-Thr316-Nestin (rot) in C und D dargestellt. Sie werden
mit den spezifischen Antikdrpern Z0334 (GFAP), MAB1637 (BIII-Tubulin), MAB535 (Nestin) und sc-33879 (p-
Thr316-Nestin) detektiert und mithilfe der Sekundérantikdrper Alexa Fluor 488 Esel-Anti-Maus-1gG und Alexa
Fluor 596 Esel-Anti-Kaninchen-1gG sichtbar gemacht. Die Zellkerne sind mit DAPI angeférbt. Die
GesamtvergrofRerung betrdgt 200-fach, der Malstabbalken 50 pm. (E) Am Tag der Aussaat flr das
Differenzierungsexperiment wird ein Teil der SVZ-Zellen geerntet (undifferenziert) und der andere Teil ausgesét
und fur finf Tage in Differenzierungsmedium mit 20 pM Retinsdure differenziert und dann geerntet. Nach
Herstellung von Gesamtzellextrakten werden 10 pug (GFAP) und 50 pg (BIII-Tubulin, p-Nestin) Gesamtprotein

jeder Probe auf einem 7.5 bzw. 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und per Western Blot auf eine
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PVDF-Membran transferiert. Die Markerproteine werden mit den in A-D beschriebenen Antikdrpern

nachgewiesen. Aktin (sc-1615) dient als Ladekontrolle.

In Abb. 5 A und B erkennt man, dass bereits undifferenzierte Neurosphéren geringe Mengen
an Neuronen (griin) enthalten, ihre Zahl jedoch in der differenzierten Kultur deutlich ansteigt.
Die Expression von GFAP (rot) ist in den undifferenzierten Neurosphéaren bereits hoch, was
mit dem astrozytéren Charakter der neuralen Stammzellen tbereinstimmt [130]. Sie nimmt in
den differenzierten Zellen nicht unbedingt zu, jedoch steigt die Anzahl der GFAP-positiven
Zellen deutlich an. Bei nahezu jeder Zelle, die kein Neuron ist, handelt es sich um einen
Astrozyt. Das Markerprotein Nestin (grun) ist in undifferenzierten Neurosphéren in groRen
Mengen vorhanden und nimmt bei Differenzierung der Zellen ab (Abb. 5 C, D).
Phosphoryliertes Nestin (rot) ist ebenfalls nur in undifferenzierten Neurosphéren vorhanden.
Die Western Blot Analyse (Abb. 5 E) bestétigt die mittels Immunfluoreszenz erhaltenen
Ergebnisse. Fiir GFAP sind in der differenzierten Kultur mehrere Banden zu beobachten. Dies
kommt dadurch zustande, dass GFAP aufgrund von alternativem Spleilen in mehreren
Isoformen existiert, die alle durch den Antikdrper detektiert werden [131].

Somit kann festgestellt werden, dass das Differenzierungssystem des Neurospharen-Assays
funktionsfahig und flir die nachfolgenden Untersuchungen geeignet ist. Bei der
Differenzierung der Zellen wird der Stammzellmarker Nestin in Astrozyten durch GFAP und
in Neuronen durch BIII-Tubulin abgel6st.

6.1.2 Untersuchungen zur CK2-Hemmung mit CX-4945 und Quinalizarin

Die Hemmung der CK2 erfolgt mit den Hemmstoffen CX-4945 und Quinalizarin (Q). Frau
Bender untersuchte in ihrer Bachelorarbeit den Einfluss verschiedener Konzentrationen an
CX-4945 auf die Proliferation der SVZ-Spharoide. Sie konnte dabei eine signifikante
Reduktion der Proliferation ab einer Konzentration von 10 uM CX-4945 beobachten, die mit
steigender CX-4945-Konzentration zunahm. Zudem bildeten sich bei hohen Konzentrationen
(20 bzw. 25 uM) deutlich weniger Sphéroide aus [128].

6.1.2.1 Bestimmung der CK2-Aktivitdt nach Hemmung

Durch die Bestimmung der CK2-Kinaseaktivitat wird kontrolliert, ob die verwendeten
Hemmstoffkonzentrationen eine effektive Hemmung der CK2 bewirken und der Einfluss auf

die Proliferation somit tatséchlich durch die Hemmung der CK2 ausgel6dst wird. Zuséatzlich

Lisa Maria Schwind Seite 73



6. Ergebnisse

wird die Konzentration an Q bestimmt, die fur die nachfolgenden Versuche eingesetzt werden
kann, da keine Vorversuche bezuglich der Proliferation mit diesem Hemmstoff durchgefihrt
wurden. Ziel ist es, die Konzentration zu finden, die eine gute Hemmeffizienz bei moglichst
niedriger DMSO-Konzentration erreicht.

Proliferierende SVZ-Neurosphdren werden dissoziiert und in gleichen Mengen ausgesét.
Nach einer Regenerationsphase von 48 h, in der sich erneut kleine Neurosphéren ausbilden,
werden diese fir 24 h mit dem Losemittel DMSO oder verschiedenen Konzentrationen an
CX-4945 und Q behandelt. Parallel wird die CK2-Aktivitdt in unbehandelten Zellen
untersucht, um einen Einfluss des DMSO auszuschlieBen. Aus gleichen Mengen
Gesamtzellextrakt wird durch Einbau von radioaktiv markiertem Phosphat in das CK2-
Substratpeptid die Aktivitat der endogenen CK2 bestimmt. Das verwendete Substratpeptid mit
der Aminosduresequenz RRRDDDSDDD besitzt mit dem Serin in der sauren Umgebung der
Aspartatreste perfekte Voraussetzungen fiur eine Phosphorylierung durch die CK2. Zudem
ermdoglichen die drei Argininreste die einfache Isolation des Substratpeptids aus dem Gemisch

uber ein lonenaustauschpapier [132]. Abb. 6 fasst die erhaltenen Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 6: CK2-Aktivitdt in undifferenzierten SVZ-Zellen in Abhéngigkeit von der Hemmstoff-
konzentration. Eine Million SVZ-Einzelzellen werden in T25 Zellkulturflaschen ausgesat, 48 h in
Proliferationsmedium inkubiert und anschlielend fur 24 h mit DMSO, 10 bzw. 20 pM CX-4945 oder 20-50 uM
Quinalizarin behandelt. Die Zellen einer unbehandelten Zellkulturflasche dienen als Kontrolle. Es werden
Gesamtzellextrakte hergestellt und gleiche Mengen an Protein in einem in vitro-CK2-Kinaseaktivitats-Assay

hinsichtlich der CK2-Aktivitat untersucht. Die erhaltenen cpm-Werte sind auf DMSO normiert (100%).

Sowohl 10 puM als auch 20 pM CX-4945 sind sehr effektiv in ihrer Hemmung der CK2-
Aktivitat. Die Restaktivitat betragt bei 10 uM CX-4945 31% und bei 20 uM lediglich 18%
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verglichen mit der DMSO-Kaontrolle. Bei der Hemmung mit Q ist die Restaktivitit hoher. Sie
liegt bei 72% (20 uM), 76% (30 pM), 61% (40 uM) und 45% (50 pM). Die CK2-Aktivitat
der DMSO-Kontrolle ist im Vergleich zu den unbehandelten Zellen leicht reduziert.

Frau Bender fihrte die Differenzierungsversuche mit 20 uM CX-4945 durch, beobachtete
jedoch eine hohe Zelltoxizitat [128]. Aus diesem Grund wird CX-4945 in dieser Arbeit in
einer Konzentration von 10 puM verwendet. Q muss in vergleichsweise hohen Konzen-
trationen eingesetzt werden, um eine effektive Hemmung zu erreichen. Da es in DMSO gel6st
ist und dies in hohen Konzentrationen toxisch fir die Zellen ist, muss ein Kompromiss
zwischen Hemmeffizienz und eingesetzter DMSO-Konzentration geschlossen werden.

Deshalb wird fir die Differenzierungsversuche eine Konzentration von 40 uM eingesetzt.

6.1.2.2 Bestimmung der CK2-Expression nach Hemmung

Die Reduktion der CK2-Aktivitat konnte auf eine verminderte Proteinexpression der CK2-
Untereinheiten zurtickzufiihren sein, was wiederum unabhéangig von der Hemmung der
Kinaseaktivitat Einfluss auf das Verhalten der Zellen wahrend der Differenzierung nehmen
konnte. So konnte die CK2 unabhdngig von ihrer Eigenschaft als Kinase auch als
Bindungspartner benotigt werden. Dies konnte bereits flir mehrere Proteine, darunter USF2
und TNP1, gezeigt werden [133, 64]. Deshalb wird im Anschluss die CK2-Expression nach
Hemmung untersucht. Dazu werden gleiche Mengen der obigen Proteinextrakte in einem
12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die einzelnen CK2-Untereinheiten nach
dem Transfer mit spezifischen Antikdrpern detektiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abb.
7 dargestellt.
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Abbildung 7: Expression der CK2-Untereinheiten in undifferenzierten SVZ-Zellen. Eine Million SVZ-
Einzelzellen werden in T25 Zellkulturflaschen ausgesdt, 48 h in Proliferationsmedium inkubiert und
anschlieBend fiir 24 h mit DMSO, 10 bzw. 20 uM CX-4945 oder 40 uM Quinalizarin behandelt. Die Zellen einer
unbehandelten Zellkulturflasche dienen als Kontrolle. Nach der Herstellung von Gesamtzellextrakten werden 30

pg Protein in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert.
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CK2a wird mit dem monoklonalen Mausantikorper 1AS, CK2a‘ mit dem polyklonalen Kaninchenserum #30
und CK2B mit dem monoklonalen Mausantikdrper sc-46666 detektiert. GAPDH und Aktin dienen als

Ladekontrollen und werden mit den Antikdrpern sc-25778 und sc-1615 nachgewiesen.

Anhand der erhaltenen Proteinbanden l&sst sich nachweisen, dass die Expression der CK2-
Untereinheiten durch die Hemmung mit CX-4945 oder Q weder erhoht noch erniedrigt wird.
Auch das Losemittel DMSO hat keinen Einfluss auf die Expression.

Es ist also moglich, die Kinaseaktivitat der CK2 mit CX-4945 oder Q zu hemmen ohne ihre
Menge oder ihr stdchiometrisches Verhéltnis zu verandern.

6.1.3 Einfluss der CK2 auf die neuronale und gliale Differenzierung

Da nachgewiesen ist, dass das Differenzierungssystem funktioniert und die CK2 in diesen
Zellen mit CX-4945 und Q gehemmt werden kann, wird nun der Einfluss der CK2 auf die
postnatale Differenzierung von neuralen Stammzellen aus der SVZ zu Neuronen und

Astrozyten untersucht.

6.1.3.1 Mikroskopische Analyse mittels Immunfluoreszenz

Eine Mdoglichkeit die Differenzierung zu untersuchen, ist die Farbung der Zelltypen in der
Neurospharen-Kultur mittels Immunfluoreszenz. Dazu werden 5 Tage alte Neurospharen auf
ECM-beschichteten Deckglaschen ausgesét. Die Differenzierung wird durch Zugabe von 20
MM Retinsdure zum Medium induziert und die Neurospharen werden fiir 5 Tage differenziert.
Zur Uberprifung eines potentiellen zeitlichen Einflusses der CK2-Hemmung wird der
Inhibitor entweder direkt mit dem Differenzierungsmix zugegeben oder erst 72 h nach
induzierter Differenzierung. Alle Ansatze werden an Tag 5 der Differenzierung fixiert und der
Differenzierungsstatus wird mittels GFAP/BIII-Tubulin-Doppelfarbung Gberpruft (Abb. 8).
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Abbildung 8: Einfluss der CK2-Inhibitoren CX-4945 und Quinalizarin (Q) auf die neuronale und gliale
Differenzierung. SVZ-Neurosphéren werden auf ECM-beschichteten Deckgldschen ausgesat und die
Differenzierung wird durch Zugabe von 20 pM Retinsdure induziert. Die Inhibitoren (10 pM CX-4945 und 40
UM Q) werden entweder direkt zum Differenzierungsmix hinzugegeben (0 h, B, D) oder erst 72 h nach
Differenzierungsbeginn appliziert (C, E). DMSO dient als Kontrolle (A). Die Zellen werden an Tag 5 der
Differenzierung fixiert und der Differenzierungsstatus durch Farbung von GFAP und BIII-Tubulin Gberprift. (A-
E) GFAP (rot) und BlII-Tubulin (grin) werden mit den Antikdrpern 20334 und MAB1637 detektiert und
mithilfe der Sekundérantikorper Alexa Fluor 596 Esel-Anti-Kaninchen-1gG und Alexa Fluor 488 Esel-Anti-
Maus-1gG sichtbar gemacht. Die Kerne sind mit DAPI angeféarbt. GesamtvergrdRerung: 200x, MalRstabbalken 50
pm. (F) Prozentuale Verteilung der GFAP- oder BI1I-Tubulin-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl
(DAPI). Zur Berechnung der Verteilung wurden je 20 zufallige Bildausschnitte einer 320x-VergréRerung

ausgezahlt.
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Die Differenzierung der mit DMSO behandelten Neurosphédren (Abb. 8 A) verldauft ahnlich
wie die der unbehandelten Zellen (Abb. 5 B), woraus man schlielen kann, dass die
eingesetzte Konzentration an DMSO nicht schadlich fir die Zellen ist. Die Auszahlung der
GFAP- und BIII-Tubulin-positiven Zellen (Abb. 8 F) zeigt, dass die beiden Zelltypen etwa
89% der gesamten Zellpopulation ausmachen, wobei es etwa doppelt so viele Astrozyten wie
Neurone gibt. Die beiden mit 10 uM CX-4945 behandelten Kulturen (Abb. 8 B, C) zeigen ein
ahnliches Bild wie die DMSO-Kontrolle. Neurone (griin) und Astrozyten (rot) weisen eine
normale Morphologie auf. Bei der Betrachtung der zahlenmaRigen Verteilung wird deutlich,
dass, unabhangig von der zeitlichen Zugabe des Inhibitors, weniger Zellen zu Astrozyten
differenziert sind. Bei Zugabe des Inhibitors nach 72 h steigt die Zahl der Astrozyten im
Vergleich zur direkten Zugabe um etwa 5% an, liegt jedoch immer noch fast 10% unter der
von DMSO. Die Zahl der Neurone ist bei Hemmung der CK2 von Beginn der Differenzierung
an erhoht, dieser Einfluss schwindet jedoch wenn die Hemmung erst nach 72 h erfolgt. Eine
deutlich groRere Abweichung zur DMSO-Kontrolle zeigt die Differenzierung mit 40 uM Q
bei direkter Zugabe des Inhibitors (Abb. 8 D). Es sind deutlich weniger Neurone vorhanden
und diese weisen eine zum Teil verdnderte Morphologie auf. Bei dieser Behandlung wurden
stets weniger Auslaufer der Neurospharen beobachtet, was durch verringerte Motilitat oder
ein verstarktes Absterben hervorgerufen werden kénnte. Auch die Betrachtung des DAPI-
Signals lasst Zellen erkennen, die sich im Prozess der Apoptose befinden koénnten. Eine
Zugabe von Q nach 72 h (Abb. 8 E) bewirkt lediglich eine Reduktion der Astrozytenzahl.
Morphologie und Anzahl der Neurone sind vergleichbar mit der DMSO-Kontrolle.

6.1.3.2 Analyse auf Proteinebene

Zur Uberpriifung der mit der Immunfluoreszenz erhaltenen Ergebnisse und des Hemmerfolgs
werden SVZ-Einzelzellen in Zellkulturflaschen ausgesat und fur 5 Tage in
Differenzierungsmix inkubiert. Auch hier werden die Inhibitoren dem Medium entweder
direkt (O h) oder erst nach 72 h zugefiigt. Die Zellen werden an Tag 5 der Differenzierung
geerntet und nach Herstellung von Gesamtzellextrakten wird daraus die CK2-Aktivitat mittels
in vitro-CK2-Kinaseaktivitats-Assay bestimmt. Parallel wird die Expression der Marker-
proteine GFAP und BIII-Tubulin immunologisch im Western Blot untersucht. Diese Analyse
konnte mit 40 UM Q nicht durchgefiihrt werden, da die Zellen mit Q im Medium nicht an den
Boden der Zellkulturflasche adhérierten und somit nicht geniugend Protein zur Verfligung
stand. Die Ergebnisse der Untersuchung mit 10 uM CX-4945 sind in Abb. 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Western Blot Analyse der neuronalen und glialen Differenzierung nach Hemmung mit CX-
4945 und Uberpriifung der Hemmeffizienz. Eine Million SVZ-Einzelzellen werden in T25-Zellkulturflaschen
ausgesat und durch Zugabe von 20 uM Retinséure differenziert. Dem Differenzierungsmix werden DMSO oder
10 uM CX-4945 (direkt oder nach 72 h) zugesetzt. Die Zellen werden an Tag 5 der Differenzierung geerntet und
es werden Gesamtzellextrakte davon hergestellt. (A) Je 10 ug (GFAP) und 50 pg (BII-Tubulin) Proteine werden
in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
Expression der Markerproteine GFAP und BIII-Tubulin wird mithilfe der spezifischen Antikérper 20334 und
MAB1637 untersucht. Als Ladekontrolle dient Aktin, das mit dem Antikdrper sc-1615 nachgewiesen wird. (B)
Densitometrische Quantifizierung der in (A) dargestellten Banden mit der Software Quantity One 4.6.5. Die
Werte werden auf Aktin bezogen. Die Intensitdt der DMSO-Kontrolle ist als Referenz (1.0) gewahlt. (C)
Aktivitatsbestimmung der CK2 aus je 20 pg Gesamtzellextrakt mittels in vitro-CK2-Kinaseaktivitats-Assay. Die
erhaltenen cpm-Werte sind auf DMSO normiert (100%).

Die in Abb. 9 A fiir GFAP und BIII-Tubulin dargestellten Expressionslevel, sowie deren

Quantifizierung in Abb. 9 B, bestdtigen die mit der Immunfluoreszenz-Untersuchung
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erhaltenen Ergebnisse (Abb. 8). Nach Hemmung der CK2 mit 10 pM CX-4945 von Beginn
der Differenzierung an (0 h) ist die Expression von GFAP um 25% erniedrigt, wéahrend die
BIII-Tubulin Menge deutlich erhéht ist. Hemmt man die CK2 erst 72 h nach Beginn der
Differenzierung, ist die GFAP-Expression immer noch erniedrigt, der BIII-Tubulin Gehalt ist
jedoch wieder ann&hernd auf Hohe der DMSO-Kontrolle. Die Bestimmung der CK2-Aktivitat
(Abb. 9 C) zeigt eine Restaktivitat von 61% wenn die CK2 von Beginn der Differenzierung
an gehemmt wird und von 49% bei Hemmung ab 72 h. Die Restaktivitat in differenzierenden

Neurospharen liegt somit hoher als die in den proliferierenden SVZ (31%, s. Abb. 6).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Hemmung der CK2 unabhéngig vom
verwendeten Inhibitor und dem Zeitpunkt der Hemmung eine Reduktion der Differenzierung
der neuralen Stammzellen zu Astrozyten bewirkt, wenn auch in unterschiedlichem MaR. Die
Differenzierung zu Neuronen hingegen ist abhéngig von Inhibitor und Hemmungszeitpunkt.
Eine Hemmung der CK2 ab 72 h nach Beginn der Differenzierung hat keinen Einfluss auf die
Anzahl und Morphologie der Neurone. Bei einer Hemmung der CK2 ab Beginn der
Differenzierung zeigt sich mit 10 uM CX-4945 eine Zunahme der Neuronenzahl und mit 40
UM Q eine drastische Reduktion der Neurone mit teilweise anormaler Morphologie.

Die Proteinkinase CK2 spielt also bei der postnatalen neuralen Differenzierung eindeutig eine
Rolle. Ihren Einfluss Ubt sie zu Beginn der Differenzierung aus, da eine Hemmung zu einem

spateren Zeitpunkt keinen Einfluss mehr auf die Differenzierung hat.

6.1.4 Einfluss der CK2 auf die Stammzellpopulation

Der fur meine Untersuchungen eingesetzte CK2-Hemmstoff CX-4945 wird zurzeit als
Tumortherapeutikum eingesetzt. Bislang ist noch nicht bekannt, ob CX-4945 die Blut-Hirn-
Schranke tberwinden kann [134], doch gibt es aulRerhalb des ZNS im adulten Tier ebenfalls
neurale Stammzellnischen, wie z.B. im enterischen Nervensystem [135] oder dem Glomus
caroticum [136], die durch eine Hemmung der CK2 beeinflusst werden kénnten. Deshalb ist
es neben der Differenzierung auch interessant zu wissen, wie sich die Hemmung der CK2 auf
die Stammzellpopulation auswirkt.

Die Aussaat und Behandlung der Neurosphéren erfolgt parallel zu der in 6.1.3 beschriebenen
Untersuchung zur GFAP- und BIII-Tubulin-Expression. Zur Darstellung der Stammzellen
wird das Markerprotein Nestin in der Immunfluoreszenz angeféarbt. Da zuvor durch die
Hemmung der CK2 eine verminderte Differenzierung von Astrozyten (und bei Q auch von
Neuronen) beobachtet werden konnte, sollte Nestin in den inhibierten Kulturen nicht so stark
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durch die Differenzierungsmarker ersetzt worden sein und dementsprechend starker

exprimiert werden. Abb. 10 zeigt die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Untersuchung.

10 pM CX-4945,0 h k 10 pM CX-4945,72 h

40puM Q,0h 40pMQ, 72 h

Abbildung 10: Einfluss der CK2-Inhibitoren CX-4945 und Quinalizarin (Q) auf die Stammzellpopulation
der SVZ-Neurosphéren. SVZ-Neurosphdren werden auf ECM-beschichteten Deckgléschen ausgesét und die
Differenzierung wird durch Zugabe von 20 uM Retinsdure induziert. Die Inhibitoren (10 pM CX-4945 und 40
UM Q) werden entweder direkt zum Differenzierungsmix hinzugegeben (0 h, B, D) oder erst 72 h nach
Differenzierungsbeginn appliziert (C, E). DMSO dient als Kontrolle (A). Die Zellen werden an Tag 5 der
Differenzierung fixiert und der Stammzellcharakter durch Farbung von Nestin Gberprift. Nestin wird mit dem
monoklonalen Mausantikérper MAB353 detektiert und mithilfe des Sekundarantikdrpers Alexa Fluor 488 Esel-
Anti-Maus-1gG sichtbar gemacht. Die Kerne sind mit DAPI angefarbt. GesamtvergroRerung: 200x,

Malstabbalken 50 um. Die Belichtungszeit wurde an undifferenzierte Neurosphéren angepasst.

Wie erwartet ist die Nestin-Expression in der DMSO-Kontrolle (Abb. 10 A) niedrig, was fir
eine Differenzierung der Zellen spricht. Die beiden zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit 10
MM CX-4945 gehemmten Kulturen (Abb. 10 B, C) zeigen eine starkere Nestin-Féarbung,
wobei die Farbung der nach 72 h Differenzierung inhibierten Kultur schwacher ist. Diese
Beobachtung passt zu der reduzierten astrozytdren Differenzierung, die in Abb. 8 und 9
nachgewiesen werden konnte. Je hoher die Zahl der Astrozyten, desto schwaécher die Nestin-
Expression. Dementsprechend sollte die Neurosphédren-Kultur, die von Beginn der
Differenzierung an mit 40 uM Q behandelt wurde, die héchste Nestin-Expression aufweisen,

da sie weniger Astrozyten und deutlich weniger Neurone als die DMSO-Kontrolle ausgebildet
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hat (Abb. 8 D, F). Dies ist jedoch nicht der Fall, sondern die Nestin-Expression ist kaum
nachweisbar. Auch hier lassen sich apoptotische DAPI-Kerne beobachten. Beginnt die Q-
Behandlung erst 72 h nach Start der Differenzierung ist die beobachtete Nestin-Féarbung
vergleichbar mit der CX-4945-Behandlung nach 72 h, deutet also ebenfalls auf eine reduzierte

Differenzierung im Vergleich zu DMSO hin.

6.1.5 Untersuchungen zur Induktion der Apoptose nach CK2-Hemmung

Wie bereits erwahnt, konnte Frau Bender mit 20 pM CX-4945 einen toxischen Effekt auf die
differenzierenden Neurospharen nachweisen [128]. Da mit dem Hemmstoff Q ebenfalls der
Verdacht auf eine Induktion der Apoptose besteht und die Beobachtung einer potentiellen
Toxizitat der Hemmestoffe allein durch die DAPI-Farbung nicht besonders aussagekraftig ist,
wird im néchsten Schritt die Entstehung von Apoptose in den differenzierten Neurosphéren-
Kulturen untersucht.

Die Detektion apoptotischer Zellen erfolgt mit Hilfe des "In Situ Cell Death Detection Kits,
Fluorescein™ der Firma Roche. Dabei handelt es sich um den sogenannten TUNEL-Assay, bei
dem die wahrend der Apoptose entstehenden DNA-Strangbriche mit einem
Fluoreszenzfarbstoff, in diesem Fall Fluorescein (griin), markiert werden. Die Neurosphéren
werden analog zur GFAP/BIII-Tubulin- und Nestin-Farbung ausgeséat und differenziert. An
Tag 5 der Differenzierung werden die Zellen fixiert, und wie in 5.4.14 beschrieben, mit dem
TUNEL-Reagenz gefarbt. Die DNA des Zellkerns wird mit DAPI angefarbt. Die Detektion
des Fluoresceins erfolgt mikroskopisch durch das GFP-Filterset (Abb. 11).
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Abbildung 11: TUNEL-Farbung der SVZ-Neurosphéaren zur Uberpriifung der Apoptose-Induktion durch
die Inhibitoren CX-4945 und Quinalizarin (Q). SVZ-Neurospharen werden auf ECM-beschichteten
Deckgléschen ausgesat und durch Zugabe von 20 pM Retinsdure zum Medium differenziert. Der
Differenzierungsmix enthalt entweder DMSO (B), 10 uM CX-4945 (C) oder 40 uM Q (E). Zwei weitere
Ansétze erhalten die CK2-Inhibitoren erst 72 h nach Beginn der Differenzierung (D, F). Alle Kulturen werden an
Tag 5 der Differenzierung fixiert. Zur TUNEL-Farbung werden die Zellen permeabilisiert und 1 h mit dem
TUNEL-Reaktionsmix bei 37°C inkubiert. Die Farbung der Kerne erfolgt anschlielend durch das Eindecken in
ProLong® Diamond Antifade Mountant mit DAPI (blau). Das Fluorescein-Signal wird mit dem GFP-Filterset
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des Axiovert 100 Mikroskops detektiert (grun). Die Positivkontrolle (A) wird fur 10 Minuten bei 37°C mit 3 U
DNase | inkubiert. (G) Quantitative Darstellung der TUNEL-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl
(DAPI + TUNEL). Die Anzahl der Fluorescein-Signale in der Kontrolle (DMSO) ist als Referenz (1.0) gewabhlt.

Zur Berechnung der Verteilung wurden je 15 zuféllige Bildausschnitte einer 320x-VergroRerung ausgezahlt.

In der in Abb. 11 A dargestellten Positivkontrolle wurde die komplette DNA durch DNase |
zerschnitten. Dementsprechend sind alle Kerne griin angefarbt. Im Vergleich dazu weist die
DMSO-Kontrolle (Abb. 11 B) nur wenige griine Spots auf und diese befinden sich eher in
Kernen, die bereits ein blasenférmiges Aussehen besitzen und nicht in solchen mit gesunder
Morphologie. Die mit 10 pM CX-4945 behandelten Neurospharen-Kulturen (Abb. 11 C, D)
unterscheiden sich nicht von der DMSO-Kontrolle, was die Auszahlung der TUNEL-
positiven Zellen (Abb. 11 G) bestatigt. Bei den von Beginn der Differenzierung an mit 40 uM
Q behandelten Zellen in Abb. 11 E, erkennt man eine deutlich erhdhte Anzahl an TUNEL-
Signalen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Auszahlung ergibt eine 1.9-fache Erh6hung
der Apoptoserate. Diese Erhohung ist nicht vorhanden wenn der Hemmstoff erst 72 h nach
Beginn der Differenzierung zugegeben wird (Abb. 11 F).

Die Untersuchung der Apoptoseinduktion mithilfe des TUNEL-Assays bestétigt die bereits
vermutete Toxizitat des Hemmstoffs Quinalizarin bei Zugabe von Beginn der Differenzierung
an. Dieses Ergebnis erklart auch die fehlende Nestin-Farbung in Abb. 10 D. Gibt man Q erst
72 h nach Beginn der Differenzierung hinzu, scheinen die Zellen jedoch eine gewisse
Unempfindlichkeit entwickelt zu haben. Der Hemmstoff CX-4945 ist in einer Konzentration

von 10 uM erwartungsgeman nicht toxisch.

Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Proteinkinase CK2 die Differenzierung
postnataler neuraler Stammzellen der SVZ beeinflusst. Die Hemmung zeigt dabei den groften
Effekt, wenn sie von Beginn der Differenzierung an erfolgt. Bei der Wahl des Inhibitors sollte
die eingesetzte Konzentration beachtet werden, da offensichtlich vor allem die neuralen
Stammzellen und die daraus entstehenden Neurone sehr empfindlich auf eine starke CK2-
Hemmung mit Apoptose reagieren. Diese Erkenntnisse sind auch im Hinblick auf den Einsatz
von CK2-Inhibitoren in der Tumortherapie bedeutsam, da mdogliche schwerwiegende
Nebenwirkungen auftreten konnten. Im Falle der neuralen Differenzierung kénnte dies die
Regeneration beschadigter Hirnareale betreffen, da die SVZ sowie der Gyrus dentatus daran
beteiligt sind [137]. Davon abgesehen kodnnten auch andere postnatale Differenzierungs-
prozesse betroffen sein, weshalb nun als weiteres System die Rolle der CK2 wahrend der

Adipogenese untersucht werden soll.
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6.2 CK2 und Adipogenese - Ergebnisse in hMSC

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) sind priméare Zellen, die das Potential zur
Selbsterneuerung besitzen und in Gewebszellen mit mesodermalem Ursprung differenzieren
konnen. Im adulten Organismus dienen sie dem Erhalt vorhandener Strukturen, ersetzen also
tote oder beschéadigte Zellen. Sie kdnnen aus mehreren Bereichen des Kdrpers, wie z.B. dem
Knochenmark oder dem Fettgewebe, isoliert und in vitro kultiviert werden [27]. In dieser
Arbeit werden hMSC aus dem Knochenmark verwendet, um die Rolle der CK2 auf die
adipogene Differenzierung zu untersuchen. Sie wurden vom Fraunhofer Institut far
biomedizinische Technik IBMT in St. Ingbert aus dem Huftkopf isoliert und besitzen die von
der internationalen Gesellschaft flr Zelltherapie (ISCT) definierten MSC-Eigenschaften
[138]. Fur die postnatale Differenzierung von NSC aus dem Mausgehirn wurde im ersten Teil
dieser Arbeit eine Beteiligung der Proteinkinase CK2 bestétigt. Auch bei der Adipogenese der
Praadipozytenzelllinie 3T3-L1 konnte bereits beobachtet werden, dass eine Hemmung der
CK2 die Differenzierung unterdriickt [113]. Nun stellt sich die Frage, ob eine Hemmung der
CK2 im priméaren System der hMSC &dhnliche Ergebnisse hervorbringt. Die hMSC eignen sich
fir solche Untersuchungen besonders gut, da sie in vivo den Ursprung neuer Fettzellen
darstellen und somit, auch wenn sie in vitro kultiviert werden, dem menschlichen System am

nachsten sind.

6.2.1 Vorstellung des Differenzierungssystems

Zunachst wird ein Uberblick tiber die Differenzierung der hMSC zu Adipozyten gegeben
(Abb. 12). Im Gegensatz zur Zelllinie 3T3-L1, bei denen eine komplette Differenzierung 12
Tage dauert, sind die hMSC noch nicht determiniert und benétigen daher 21 Tage. Die
Induktion der Differenzierung erfolgt bei Erreichen der Konfluenz durch Zugabe von IBMX,
Dexamethason, Indometacin und Insulin. Der Differenzierungsmix wird alle 3 Tage erneuert,
damit die Zellen ausreichend mit Nahrstoffen wversorgt sind und einen dauerhaften
Differenzierungsstimulus erhalten. An die Determinierung schlielt sich die terminale
Differenzierung an. Moglicherweise erfolgt dazwischen eine mitotische klonale Expansion,
die jedoch bei den hMSC nicht unbedingt bendtigt wird [139]. An Tag 21 ist die
Differenzierung abgeschlossen und die Lipidtropfchen der reifen Adipozyten kénnen zur

besseren ldentifikation mit dem lipophilen Azofarbstoff Oil Red O rot angefarbt werden.
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Abbildung 12: Schema der Differenzierung zu Adipozyten in hMSC. Bei Erreichen der Konfluenz (Tag 0)
wird die adipogene Differenzierung durch Zugabe von IBMX, Indometacin (Indo), Dexamethason (Dex) und
Insulin induziert. Der Differenzierungsmix wird alle 3 Tage erneuert. Uber die Dauer von 21 Tagen erfolgt
zundchst die Determinierung, anschlieBend maoglicherweise eine mitotische klonale Expansion (MCE) und
schliellich die finale Differenzierung zu reifen Adipozyten. Die Lipidtropfchen der Adipozyten sind mit Oil Red
O angefarbt. Malistabbalken 200 pum. Die Durchlicht-Aufnahmen wurden von Frau Dr. Nadine Wilhelm
angefertigt.

Im néchsten Schritt sollen die morphologischen Veranderungen wahrend der Differenzierung
untersucht werden. Dazu werden die hMSC ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird
durch Zugabe des Differenzierungsmixes die Differenzierung eingeleitet. Die Zellen werden
alle 3 Tage mikroskopisch hinsichtlich mdglicher Veranderungen untersucht und die

Verénderungen durch Phasenkontrast-Aufnahmen dokumentiert (Abb. 13).

Tag
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Abbildung 13: Mikroskopische Dokumentation der adipogenen Differenzierung von hMSC. Die hMSC
werden ausgesét (15000 Zellen / cm?) und bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung induziert. Alle
drei Tage, begonnen bei Tag O, wird der Differenzierungsstatus durch eine Phasenkontrast-Aufnahme am
Mikroskop dokumentiert. Mafstabbalken 200 pm. Die Aufnahmen wurden von Frau Dr. Nadine Wilhelm
angefertigt.

In Abb. 13 lasst sich beobachten, dass die hMSC an Tag O eine langliche, fibroblasten-
ahnliche Morphologie besitzen. Im Verlauf der Differenzierung nehmen sie eine runde Form
an und es bilden sich mehrere Lipidvakuolen im Cytoplasma aus, die als helle Kugeln
auszumachen sind. Die Lipidvakuolen bilden sich ab Tag 6 aus und nehmen bis Tag 21 in

GroRe und Anzahl zu.

6.2.2 Untersuchungen zur CK2 wahrend der Differenzierung

Nach der erfolgreichen Etablierung der adipogenen Differenzierung in den hMSC, wird im
Anschluss der Zustand der CK2 wahrend der Differenzierung untersucht. In 3T3-L1 Zellen
steigt die CK2-Expression und -Aktivitat initial an und féallt dann ab Tag 4/6 bis zum Ende der
Differenzierung relativ stark ab [113]. Es stellt sich nun die Frage, ob sich die Expression und
die Aktivitat der CK2 in hMSC &hnlich verhalten wie in 3T3-L1 Zellen. Zusatzlich dazu wird

die subzellulare Lokalisation der CK2 untersucht.

6.2.2.1 Die Expression der CK2

Zur Analyse der CK2-Expression wéhrend der Differenzierung werden hMSC in 60 mm
Zellkulturschalen ausgesat. Zum Zeitpunkt der Konfluenz wird die Differenzierung mittels
Differenzierungsmix induziert. Alle drei Tage, begonnen bei Tag 0, werden die hMSC von
einer Kulturschale geerntet, Gesamtzellextrakte hergestellt und gleiche Proteinmengen auf
einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf
eine PVDF-Membran kann die Expression der CK2-Untereinheiten mit spezifischen
Antikdrpern nachgewiesen werden. Zusétzlich zur CK2 wird das Markerprotein Perilipin
detektiert, dessen Expression eine erfolgreiche Differenzierung nachweist. Bei Perilipin
handelt es sich um ein Adipozyten-spezifisches Protein, das an der Entstehung der
Lipidtropfchen beteiligt ist, sie schitzend umhullt und den Zugang der Lipasen bei der
Lipolyse regelt [140, 141]. Die Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Expression der CK2-Untereinheiten und des Differenzierungsmarkers Perilipin im Verlauf
der Differenzierung. Die hMSC werden in einer Dichte von 15000 Zellen / cm? in 60 mm Zellkulturschalen
ausgesét. Bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung induziert. Alle 3 Tage werden die Zellen einer
Schale geerntet und Gesamtzellextrakte davon hergestellt. Je 50 pg Protein werden per SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Nachweis der CK2-Untereinheiten erfolgt mit den monoklonalen
Mausantikdrpern 1A5 und 6D5. Perilipin und die Ladekontrolle GAPDH werden mit den polyklonalen
Kaninchenantikdrpern #3470 und sc-25778 detektiert. Die Expressionsstarke wird mit der Software Quantity
One 4.6.5 auf GAPDH bezogen quantifiziert. Die Intensitat an Tag 0 bzw. Tag 12 (Perilipin) wurde als Referenz

(1.00) gewahlt. Die entsprechenden Zahlen befinden sich unterhalb der jeweiligen Banden.

Das in Abb. 14 dargestellte Expressionsprofil der CK2-Untereinheiten zeigt, dass die CK2a-
Expression unter Berlicksichtigung leichter ~Schwankungen mit fortschreitender
Differenzierung abnimmt. Die Expression von CK2f ist iiber einen Grofteil der
Differenzierung erhoht. Lediglich die Tage 12 und 21 zeigen eine leicht verminderte
Expression. Das Markerprotein Perilipin lasst sich erstmalig an Tag 12 nachweisen und
nimmt dann mit fortschreitender Adipogenese zu, was fiir eine erfolgreiche Differenzierung

spricht.

6.2.2.2 Die Aktivitat der CK2

Die Analyse der CK2-Aktivitat erfolgt ebenfalls aus Gesamtzellextrakt parallel zur
Bestimmung der Expression. Gleiche Proteinmengen werden einem in vitro-CK2

Kinaseaktivitats-Assay unterzogen (Abb. 15).
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Abbildung 15: CK2-Aktivitat im Verlauf der Differenzierung. Die hMSC werden in einer Dichte von 15000
Zellen / cm? in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat. Bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung
induziert. Alle 3 Tage werden die Zellen von einer Kulturschale geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt.
Gleiche Proteinmengen werden mit [*P]-y-ATP und dem CK2-Substratpeptid RRRDDDSDDD fiir 10 Minuten
bei 37°C inkubiert. Die Menge an eingebautem radioaktivem Phosphat wird in einem Szintillationsz&hler
detektiert. Dargestellt ist die prozentuale CK2-Aktivitat bezogen auf Tag 0. Die Standardabweichung ergibt sich

aus mindestens zwei unabhéngig voneinander durchgefuhrten Experimenten.

Die Aktivitat der CK2 nimmt analog zur Proteinmenge von CK2a im Laufe der
Differenzierung ab. An Tag 9 fallt die Aktivitat auf etwa 55% des Ausgangswertes und

unterliegt danach nur noch geringen Schwankungen.

Die in den hMSC fir die Expression und Aktivitidt der CK2 erhaltenen Ergebnisse weichen
also zum Teil von den Ergebnissen der 3T3-L1 ab. Zwar wird die Aktivitdt wéhrend der
Differenzierung herunterreguliert, der in den 3T3-L1 beobachtete Anstieg der Aktivitdt am
Beginn fehlt jedoch. Zudem zeigen die 3T3-L1 das gleiche Expressionsmuster fiir alle CK2-
Untereinheiten. Die hMSC weisen ein unterschiedliches Muster fur CK2a und B auf. Auch
wenn es sich bei beiden Zellen um das gleiche Differenzierungsmodell handelt, gibt es doch

Unterschiede, die bei den Untersuchungen beriicksichtigt werden missen.

6.2.2.3 Die subzellulare Lokalisation der CK2

Die subzelluldre Lokalisation der CK2-Untereinheiten spielt eine grof3e Rolle fiir ihre
Funktion. Es gibt drei Klassen von CK2-Substraten. Solche, die sowohl von den freien
katalytischen Untereinheiten als auch vom Holoenzym phosphoryliert werden konnen (1),
solche, die nur von freien CK2o/a‘ (II) und solche, die nur vom Holoenzym phosphoryliert

werden konnen (111) [142]. Klasse Ill-Substrate machen dabei den groRten Teil aus. Zur
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Bildung des Holoenzyms miissen sich CK2a und CK2B im gleichen Zellkompartiment
befinden. Man geht davon aus, dass sich automatisch Holoenzyme aus den freien
Untereinheiten ausbilden, sobald sich beide Untereinheiten in rdumlicher N&he zueinander
befinden [143-145]. Je nachdem, ob sich also beide im gleichen Zellkompartiment befinden
(Holoenzym) oder sie rdumlich getrennt sind (Monomere), werden unterschiedliche Substrate
phosphoryliert. Deshalb wird die subzelluldre Lokalisation von CK2a und CK2p bestimmt.

Dazu werden hMSC in Nunc® Lab-Tek® 8-Loch Permanox®-Slides ausgesat und tiber einen
Zeitraum von 21 Tagen differenziert. Alle 3 Tage, begonnen bei Tag 0, werden die Zellen
eines "Slides" fixiert. Die CK2-Untereinheiten werden mit spezifischen Antikdérpern detektiert
und durch Fluoreszenz-gekoppelte Sekundérantikorper sichtbar gemacht. Das Markerprotein
Perilipin wird in einem parallelen Ansatz nachgewiesen und dient als Kontrolle einer

erfolgreichen Differenzierung. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Subzelluldre Lokalisation der CK2 und des Markerproteins Perilipin im Verlauf der
Differenzierung der hMSC. Die hMSC werden in Nunc® Lab-Tek® 8-Loch Permanox®-Slides ausgesat (12000

Zellen / Loch). Bei Erreichen der Konfluenz werden die Zellen eines "Slides" fixiert (Tag 0) und in den
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restlichen Zellen die Differenzierung induziert. Alle 3 Tage werden die Zellen eines weiteres "Slides" fixiert. Die
Zellen werden permeabilisiert und mit den Primarantikdrpern 1A5 gegen CK2a, Serum #32 gegen CK2B und
#3470 gegen Perilipin Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Sekundarantikdrper werden die Alexa Fluor 546 Ziege-
Anti-Maus- und Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-Konjugate verwendet. Der Zellkern ist mit DAPI
gefarbt. Die dargestellte Verteilung der CK2-Untereinheiten und des Perilipins wurden in zwei unabhangigen
Experimenten beobachtet. GesamtvergréRerung: 400x (Ol), MaRstabbalken 10 pm.

Zu Beginn der Differenzierung (Tag 0) ist CK2a hauptsidchlich im Kern und nur wenig im
Cytoplasma lokalisiert. Die rédumliche Verteilung von CK2o bleibt auch wahrend der
kompletten Differenzierung hauptséachlich nukledr. Vom und zum Cytoplasma findet im
Verlauf des Differenzierungsvorgangs ein schwaches "shuttling"” statt, was sich darin aufert
dass an Tag 6 und 9 keine CK2a mehr im Cytoplasma vorkommt und ab Tag 12 wieder
vereinzelt eine leichte Farbung des Cytoplasmas erkennbar ist, die bis Tag 21 zunimmt. Fir
CK2pB findet ebenfalls ein "shuttling” zwischen Kern und Cytoplasma statt, das jedoch
wesentlich stérker ausgeprégt ist. An Tag 0 ist die p-Untereinheit gleichmaRig ubiquitar
lokalisiert. Diese ubiquitére Verteilung wird bis Tag 9 zunehmend kernlastiger, sodass kaum
noch CK2pB im Cytoplasma vorhanden ist. Danach findet bis Tag 21 ein entgegengesetztes
"shuttling" in Richtung Cytosol statt und an Tag 21 findet sich kaum noch CK2p im Kern. Ob
es sich tatsachlich um ein "shuttling” handelt kann nicht genau gesagt werden, da die
Zunahme im Cytoplasma auch durch Neusynthese der Untereinheiten bedingt sein kdnnte.
Der Differenzierungsmarker Perilipin l&sst sich ab Tag 6 in einzelnen Zellen nachweisen.
Seiner Funktion entsprechend umschlief3t er die Lipidtropfchen, was als dreidimensionaler
Ring sichtbar wird. Von Tag 6 an nimmt die Anzahl der Fettzellen und die Anzahl der
Lipidtropfchen pro Zelle zu, was belegt dass die Differenzierung erfolgreich verlaufen ist. Die

Lipidvakuolen kénnen auch in den Durchlicht-Aufnahmen ab Tag 12 beobachtet werden.

6.2.3 Ermittlung der optimalen = Hemmstoffkonzentration in
proliferierenden hMSC

Nach der Analyse des Verhaltens der CK2 wahrend einer reguldren Differenzierung besteht
der néchste Schritt nun darin, den Einfluss der CK2-Hemmung auf die Differenzierung zu
untersuchen. Bevor dies jedoch geschehen kann, muss zunéchst ausgetestet werden, welche
Konzentration an Hemmstoff verwendet werden kann, da jede Zellpopulation anders auf die
Hemmstoffe reagiert und anspricht. Es gilt diejenige Konzentration herauszufinden, die den

geringsten Einfluss auf die Zellen besitzt und gleichzeitig eine effektive Hemmung der CK2
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bewirkt. Dazu wird in proliferierenden hMSC nach Hemmung mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Inhibitoren Q und CX-4945 die Zellviabilitat mittels MTT-Assay sowie
die Effizienz der Hemmung mittels in vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay bestimmt. In
Voruntersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass Q die Differenzierung in einer
Konzentration von 30 pM effektiv hemmt, wodurch die Hemmung der CK2-Aktivitat auch

nur fur diese Konzentration tberpriift wird.

A
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_%fn g m 40 uMQ
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Abbildung 17: Bestimmung der Lebensfahigkeit und CK2-Aktivitat in proliferierenden hMSC nach
Hemmung mit Quinalizarin (Q) und CX-4945. (A) Die hMSC werden in einer Dichte von 10000 Zellen / cm?
in 24 Loch-Kulturschalen ausgesat. Am néachsten Tag werden sie mit DMSO, 20-40 uM Q oder 20-40 uM CX-
4945 behandelt. Je 24, 48 und 72 h nach Beginn der Behandlung wird die Lebensfahigkeit mittels MTT-Assay
Uberpruft. Die gemessenen Werte der gehemmten Zellen werden auf DMSO (100%) normiert. Die
Standardabweichung ergibt sich aus zwei unabhé&ngigen Experimenten. (B) Die hMSC werden subkonfluent
ausgesat und mit DMSO, 30 uM Q oder 20-40 pM CX-4945 behandelt. Je 24, 48 und 72 h nach Beginn der
Behandlung werden die Zellen geerntet. Es werden Gesamtzellextrakte hergestellt und von gleichen
Proteinmengen wird mittels in vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay die CK2-Aktivitat bestimmt. Die gemessenen
Werte werden auf DMSO (100%) normiert. Die Standardabweichung ergibt sich aus zwei unabhangigen

Experimenten.
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Die Analyse der in Abb. 17 A dargestellten Lebensfahigkeit der hMSC nach der Behandlung
mit den CK2 Inhibitoren Q und CX-4945 in steigenden Konzentrationen zeigt einen
unterschiedlichen Einfluss der Inhibitoren. Die hMSC lassen unabhangig von der eingesetzten
Konzentration an Q keine bis nur geringe Reduktion der Viabilitat (48 h) erkennen. CX-4945
hingegen besitzt einen zeit- und dosisabhangigen Effekt. Bereits nach 24 h sinkt die
Lebensfahigkeit der mit 20 uM CX-4945 behandelten Zellen auf etwa 70%; nach 72 h sind es
nur noch 50%. Bei einer Behandlung mit 40 uM CX-4949 betrédgt die Lebensfahigkeit nach
72 h sogar nur noch 35% verglichen mit DMSO. Obwohl die Zellen durch Q nicht in ihrer
Viabilitat beeinflusst werden, reduziert es in einer Konzentration von 30 pM die CK2-
Aktivitat Gber die Dauer von 72 h gleichmaRig, sodass die Restaktivitat unter 40% bleibt
(Abb. 17 B). CX-4945 ist sogar noch effizienter. Es reduziert die Kinaseaktivitat dauerhaft
auf unter 15% Restaktivitat, wobei es zwischen den Konzentrationen keine grof3en
Unterschiede gibt.

Da die Hemmeffizienz mit 20 uM CX-4945 sehr gut ist und es den geringsten Einfluss auf die
Lebensfahigkeit der Zellen hat, wird diese Konzentration fur die Differenzierungsexperimente
verwendet. Fur Q spricht nichts dagegen, die Konzentration von 30 puM beizubehalten, da die
Hemmung gut und der Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zellen schwach ist.

6.2.4 Untersuchungen zur Auswirkung der CK2-Hemmung auf die

Differenzierung

6.2.4.1 Analyse des Differenzierungsstatus

Nun, da die am besten geeignetsten Hemmstoffkonzentrationen bekannt sind, kann der
Einfluss einer CK2-Hemmung auf die Differenzierung untersucht werden. Die einfachste
Methode, dies zu untersuchen, ist die Differenzierung in Anwesenheit des Hemmstoffs
durchzufthren und zu beobachten ob die Zellen zu Adipozyten differenzieren oder nicht.
Dazu werden hMSC ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung
induziert. Dem  Differenzierungsmix wird dabei dauerhaft entweder DMSO
(Losemittelkontrolle), 20 uM CX-4945 oder 30 uM Q zugesetzt. Die eingesetzte Menge an
DMSO richtet sich dabei nach der maximalen Hemmstoffmenge. Die Differenzierung wird
regelmaiig mikroskopisch verfolgt und es werden Phasenkontrast-Aufnahmen angefertigt. An
Tag 21 erfolgt zur besseren Visualisierung die Anfarbung der Lipidvakuolen mit dem
Farbstoff Oil Red O.
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Abbildung 18: Mikroskopische Dokumentation der Differenzierung der hMSC und Analyse des
Differenzierungsstatus an Tag 21 nach Hemmung der CK2 mit Quinalizarin (Q) und CX-4945. Die hMSC
werden in einer Dichte von 15000 Zellen / cm? ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz durch Medienwechsel
zu Differenzierungsmix mit DMSO, 20 uM CX-4945 oder 30 uM Q differenziert. (A) An Tag 0, 9, 15 und 21
wird der Differenzierungsstatus durch eine Phasenkontrast-Aufnahme der Zellen mikroskopisch dokumentiert.
(B) An Tag 21 werden die Zellen fixiert und die Lipidvakuolen mit Oil Red O rot angefarbt. MaRstabbalken 200
pum. Die Aufnahmen wurden von Frau Dr. Nadine Wilhelm angefertigt.

Abb. 18 A zeigt den Verlauf der Differenzierung unter den verschiedenen Bedingungen an
Tag 0, 9, 15 und 21. Die DMSO-Kontrolle unterscheidet sich nicht von der in Abb. 13
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dargestellten Differenzierung unter Standardbedingungen, woraus man schlielen kann, dass
die verwendete Menge an DMSO nicht toxisch fiir die Zellen ist. An Tag 9 zeigt die Kontrolle
bereits eine deutliche Ansammlung von lipidgefullten Zellen, die an ihrer helleren
Erscheinung erkennbar sind. Die beiden inhibierten Kulturen hingegen weisen nur sehr
wenige helle Zellen auf. Bei den mit Q behandelten Zellen &ndert sich daran auch im weiteren
Verlauf der Differenzierung nichts, was daflr spricht, dass die Zellen nicht differenzieren. Die
mit CX-4945 behandelte Kultur hingegen zeigt ab Tag 15 eine deutliche Zunahme an Zellen
mit adipogenem Ph&notyp, sodass sich der Differenzierungsstatus an Tag 21 nur unwesentlich
von der Kontrolle unterscheidet. Die Farbung der Fetttropfchen mit Oil Red O in Abb. 18 B
bestétigt, dass es sich bei den mit CX-4945 behandelten Zellen tatsachlich um Adipozyten
handelt. Es scheinen mehr Lipidvakuolen zu entstehen, die jedoch einen kleineren Umfang
besitzen. Bereits im ungeférbten Zustand ist gut zu erkennen, dass die Zellen, die mit 30 uM
Q behandelt wurden, in deutlich geringerem Male differenziert sind.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Hemmung mit Q die Differenzierung
verhindert, wohingegen die Hemmung mit CX-4945 den Start der Differenzierung verzogert,
diese Verzogerung jedoch durch eine beschleunigte Differenzierung ausgeglichen wird.
Offensichtlich reagieren die hMSC unterschiedlich auf die beiden Inhibitoren. Nicht jeder

Hemmstoff scheint also fur jeden Zelltyp gleich gut geeignet zu sein.

6.2.4.2 Bestimmung der Zellvitalitat und CK2-Aktivitat

Nun stellt sich die Frage, warum die beiden Hemmstoffe unterschiedliche Effekte zeigen. Bei
Induktion der Differenzierung werden viele Signalwege angeschaltet, die in proliferierenden
Zellen inaktiv sind. Aus diesem Grund ware es moglich, dass differenzierende Zellen anders
auf die Hemmung der CK2 mit Q und CX-4945 reagieren als proliferierende. Es soll deshalb
uberpruft werden, wie es sich mit der Lebensfahigkeit und der CK2-Aktivitdt in
differenzierenden Zellen nach Hemmung verhdlt. Dazu wird in konfluenten hMSC die
Differenzierung mit DMSO-, Q- oder CX-4945-haltigem Differenzierungsmix induziert.
Nach 24, 48 und 72 h wird die Vitalitat der Zellen mittels MTT-Assay und die CK2-Aktivitat
im Gesamtzellextrakt mittels in vitro-CK2-Kinaseaktivitats-Assay bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Abb. 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Bestimmung der Lebensféhigkeit und CK2-Aktivitat in differenzierenden hMSC nach
Hemmung mit Quinalizarin (Q) und CX-4945. (A) Die hMSC werden in einer Dichte von 15000 Zellen / cm?
in 24 Loch-Kulturschalen ausgesét. Bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung mit DMSO, 20-40
UM Q oder 20-40 uM CX-4945 im Differenzierungsmix induziert. Vierundzwanzig, 48 und 72 h nach
Differenzierungsbeginn wird die Lebensfahigkeit mittels MTT-Assay Uberprift. Dargestellt ist die prozentuale
Umsetzung an Farbstoff bezogen auf DMSO (100%). Die Standardabweichung ergibt sich aus zwei
unabhangigen Experimenten. (B) Die hMSC werden in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat (15000 Zellen /cm?)
und im konfluenten Zustand mit DMSO, 30 pM Q oder 20 uM CX-4945 im Differenzierungsmix differenziert.
24, 48 und 72 h nach Differenzierungsbeginn werden die Zellen geerntet. Es werden Gesamtzellextrakte
hergestellt und von gleichen Proteinmengen wird mittels in vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay die CK2-Aktivitét

bestimmt. Dargestellt ist die prozentuale CK2-Aktivitit bezogen auf DMSO (100%).

Die in Abb. 19 A dargestellte Vitalitat der Zellen zeigt, dass auch differenzierende hMSC
verglichen mit DMSO unempfindlich gegeniiber Q sind, da die Lebensféhigkeit zu jedem
Zeitpunkt und mit jeder eingesetzten Konzentration ber 90% liegt. Die Behandlung mit CX-
4945 reduziert die Vitalitat dosisabhangig auf minimal 72% (20 uM), 70% (30 uM) und 63%
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(40 uM) nach 72 h Inkubation. Verglichen mit den in Abb. 15 A dargestellten Werten der
proliferierenden Zellen (50%, 39%; 35%) reduziert sich somit der Effekt von CX-4945 auf
die Lebensfahigkeit in differenzierenden Zellen, d.h. sie werden unempfindlicher. Betrachtet
man die Hemmeffizienz von 30 uM Q (Abb. 17 B), l&sst sich feststellen, dass sie in
differenzierenden hMSC vergleichbar mit der in proliferierenden (Abb. 15 B) ist und uber die
Dauer von 72 h konstant bei rund 40% Restaktivitat bleibt. CX-4945 hingegen, das in
proliferierenden hMSC die Aktivitat in einer Konzentration von 20 uM sehr stark um rund
90% gesenkt hatte, erreicht in differenzierenden Zellen nach 24 h nur eine Hemmung auf 50%
Restaktivitat. Nach 48 und 72 h verliert CX-4945 sogar noch weiter an Effizienz und die
Restaktivitat erhoht sich auf 70 und 71%.

In differenzierenden hMSC ist Q also ein effizienter Hemmstoff, der die Lebensfahigkeit der
Zellen nicht einschrankt, aber dennoch die Differenzierung zu Adipozyten inhibiert. CX-4945
hingegen verliert seine Hemmeffizienz, was zu einer, im Vergleich zu proliferierenden Zellen,

erhdhten Zellvitalitat und zur Differenzierung zu Adipozyten fuhrt.

6.2.4.3 Nachweis von PPARY2 in der Immunfluoreszenz

Im Modellsystem der Adipogenese, den 3T3-L1 Zellen, stellt der nukledre Hormonrezeptor
PPARy2 das wichtigste Schlisselprotein der terminalen Adipozytendifferenzierung dar [35,
36]. Auch in mesenchymalen Stammzellen wird PPARy2 wihrend der Differenzierung in
steigendem Mal transkribiert [146] und exprimiert [147]. Bei 3T3-L1 Zellen flhrt eine
Hemmung der CK2 zum Ausbleiben der PPARYy2-Expression (siehe 6.3.3.4, [148]). Zur
Uberpriifung, ob die Expression des PPARy2 in hMSC nach Hemmung ebenfalls verandert
ist, werden die Zellen in Nunc® Lab-Tek® 8-Loch Permanox®-Slides ausgesat und bis zu Tag
9 in DMSO-, 20 pM CX-4945- oder 30 uM Q-haltigem Differenzierungsmix differenziert.
Dieser Zeitpunkt wird gewahlt, da Anderungen in der Expression bis zu diesem Zeitpunkt
bereits sichtbar sein missten. An Tag 0, 1, 2, 3, 6 und 9 werden die Zellen auf je einem
"Slide" fixiert. PPARY2 wird mit einem spezifischen Antikorper detektiert und durch einen
Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikorper sichtbar gemacht. Das Markerprotein Perilipin
wird in einem parallelen Ansatz nachgewiesen und dient als Kontrolle der begonnenen

Differenzierung. Abb. 20 zeigt représentative Aufnahmen der Ergebnisse.
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Abbildung 20: Expression von PPARy2 und des Differenzierungsmarkers Perilipin in hMSC nach
Hemmung der CK2 mit CX-4945 und Quinalizarin (Q). Die hMSC werden in Nunc® Lab-Tek® 8-Loch
Permanox®-Slides ausgesét (12000 Zellen / Loch). Bei Erreichen der Konfluenz werden die Zellen auf einem
"Slide" fixiert (Tag 0) und in den restlichen Zellen die Differenzierung in Gegenwart von DMSO, 20 uM CX-
4945 oder 30 UM Q induziert. Die Zellen auf weiteren "Slides" werden zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert,
permeabilisiert und mit den Primérantikorpern ab45036 gegen PPARy2 und #3470 gegen Perilipin Uber Nacht
bei 4°C inkubiert. Als Sekundarantikdrper wird das Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-Konjugat
verwendet. Der Zellkern ist mit DAPI geférbt. Die dargestellte Verteilung von PPARy2 und Perilipin wurde in

zwei unabhingigen Experimenten beobachtet. GesamtvergréRerung: 400x (Ol), MaRstabbalken 10 pm.

Eine PPARy2-Expression ist von Tag 0 an nachzuweisen. Die rdaumliche Verteilung ist
groftenteils nukledar mit wenig Protein im Cytoplasma. Diese Verteilung bleibt bei der
DMSO-Kontrolle und bei 20 puM CX-4945 auch wahrend der Differenzierung bis Tag 9
erhalten, wobei bei den mit CX-4945 behandelten Zellen im Vergleich zu DMSO etwas mehr
PPARY2 im Cytoplasma vorhanden ist. Bei den mit 30 uM Q behandelte Zellen ergibt sich
ein anderes Bild. Die anfangliche Verteilung l6st sich ab Tag 2 deutlich auf. Es findet eine
Translokation des PPARy2 aus dem Kern ins Cytoplasma statt, sodass man eine Verteilung
uber die komplette Zelle erhalt. Durch die dadurch stark verringerte Menge an PPARy2 im
Kern wird die Expression der Adipozyten-spezifischen Gene verhindert, was zum Ausbleiben
der Differenzierung fihrt. Die Expression von Perilipin ist in der DMSO-Kontrolle ab Tag 6
und in den mit CX-4945 behandelten Zellen ab Tag 9 zu erkennen. Dies passt zu der zuvor
beobachteten Verzogerung der Differenzierung bei Hemmung mit CX-4945 (Abb. 18 A). Wie
erwartet bleibt die Expression von Perilipin bei Hemmung mit 30 uM Q aufgrund der nicht

stattfindenden Differenzierung ebenfalls aus.

Auch wenn die Hemmung der CK2 in hMSC und 3T3-L1 einen gleichermal3en negativen
Effekt auf die adipogene Differenzierung besitzt, wirkt sie auf unterschiedlichem Weg. In den
3T3-L1 Zellen fehlt die Expression des Masterregulators PPARYy2, wohingegen in hMSC die
Expression erfolgt, jedoch eine fehlerhafte subzelluldre Lokalisation die Differenzierung
verhindert, d. h. gleiches Ergebnis, unterschiedliche Ursache. In Bezug auf weitere Unter-
suchungen muss die Wahl des verwendeten Inhibitors sorgféltig evaluiert werden, da nicht
alle Inhibitoren fur alle Zellsysteme geeignet sind, wie man hier beispielhaft an CX-4945
sieht.
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6.3 CK2 und Adipogenese - Ergebnisse in der Zelllinie 3T3-L1

Die murine Préadipozytenzelllinie 3T3-L1 ist ein weiteres Modellsystem zur Untersuchung
der Adipogenese. Fast jeder Schritt der adipogenen Signalkaskade wurde ursprunglich in
ihnen entdeckt oder bewiesen [149]. Das primére Zellsystem der hMSC ist zwar naher am
Menschen, aber auch nur begrenzt ergiebig, da sie empfindlicher gegeniiber &uferen
Einflissen sind, ihre Handhabung schwieriger und ihre Nutzbarkeit aufgrund der begrenzten
Zellzahl und Proliferationskapazitat geringer ist. Fur Untersuchungen zu Interaktionen von
Proteinen, bei denen man viel Zellmaterial bend6tigt oder fur Untersuchungen, bei denen man
Plasmide Uber Transfektion einbringen muss, sind sie nur schlecht geeignet. Aus diesen
Grunden wird die Rolle der CK2 im Hinblick auf die adipogenen Signalwege im weiteren
Verlauf dieser Arbeit an den 3T3-L1 Zellen untersucht. Unterstitzend dazu werden
Untersuchungen mit Phosphorylierungsmutanten des CK2-Substrats C/EBPS in der
Kolonkarzinomzelllinie HCT116 durchgefuhrt, da diese sehr wenig endogenes C/EBPS

enthalt, was gegebenenfalls die Ergebnisse verfalschen wirde.

6.3.1 Vorstellung des Differenzierungssystems

Das Differenzierungssystem der 3T3-L1 unterscheidet sich nur unwesentlich von dem der
hMSC (vgl. Abb. 12, Abb. 21).

Tag 0 IBMX Tag 6
i e Dex
T - | Insulin Insulin

| !

: e 100@, MCE finale Differenzierung

Priaadipozyten Konfluenz

Abbildung 21: Schema der Differenzierung von Préaadipozyten (3T3-L1 Zellen) zu Adipozyten. Bei
Erreichen der Konfluenz (Tag 0) wird die adipogene Differenzierung durch Zugabe von IBMX, Dexamethason
(Dex) und Insulin induziert (Differenzierungsmix I). Ab Tag 6 erhalten die Zellen nur noch Insulin
(Differenzierungsmix I1). Uber eine Differenzierungsdauer von 12 Tagen erfolgt zunéachst die mitotische klonale
Expansion (MCE) und anschlielend die finale Differenzierung zu reifen Adipozyten. Die Lipidtropfchen der
Adipozyten sind mit Oil Red O angefarbt. Malstabbalken 100 pm.

Bei Erreichen der Konfluenz (Tag 0) wird die Differenzierung durch Mediumwechsel zum

Differenzierungsmix | induziert. Dieser enthalt IBMX, Dexamethason und Insulin. Ab Tag 6
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erhalten die Zellen Differenzierungsmix Il, der nur noch Insulin enth&lt. Alle 2-3 Tage wird
das Medium erneuert. Zu Beginn der Differenzierung durchlaufen die Zellen die MCE, die bei
den 3T3-L1 essentiell ist [29]. Im Anschluss daran erfolgt die terminale Differenzierung mit
Ausbildung des Phadnotyps des reifen Adipozyten. Der gesamte Prozess ist an Tag 12
abgeschlossen. In 3T3-L1 Zellen l&sst sich dabei ebenfalls eine morphologische Veranderung
der Zellen feststellen. Das fibroblastoide Aussehen der Praadipozyten wird zum abgerundeten
mit mehreren Lipidvakuolen geftllten Phénotyp des Adipozyten. Die Lipidtropfchen kénnen
ebenfalls mit Oil Red O angefarbt werden.

6.3.2 Untersuchungen zur CK2 wahrend der Differenzierung

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde die Expression und Aktivitat der CK2 wahrend der
Differenzierung bereits von Frau Dr. Nadine Wilhelm und Frau Dr. Katja Kostelnik
untersucht. Sie fanden heraus, dass die Expression aller CK2 Untereinheiten zu Beginn der
Differenzierung bis Tag 4 ansteigt und danach kontinuierlich bis Tag 12 abnimmt und zwar
deutlich unter die Expression an Tag 0. Diese Beobachtung legt nahe, dass die CK2 zu Beginn
der Differenzierung eine Rolle spielen konnte und flr den spateren Verlauf entweder nicht
mehr gebraucht und abgebaut werden kann oder vielleicht sogar aktiv abgebaut werden muss.
Die Aktivitat spiegelt die Zu- und Abnahme der CK2-Menge wider, was eine Expressions-
unabhéngige Regulation der Aktivitat unwahrscheinlich macht [113]. Bei den hMSC konnte
der anfangliche Anstieg der CK2-Aktivitat nicht beobachtet werden. Die Aktivitat nimmt
zusammen mit der CK2a-Expression von Beginn der Differenzierung an kontinuierlich ab.

Auch hier scheint es also Zelltyp-spezifische Unterschiede zu geben.

6.3.2.1 Die mRNA Expression der CK2

Zur Uberpriifung, ob die Anderung der Proteinmenge wahrend der Differenzierung durch eine
Anderung der Transkription der CK2-Gene hervorgerufen wird, werden die mRNA-Spiegel
der CK2-Untereinheiten o und B wéihrend der Differenzierung untersucht werden. Dazu wird
zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Differenzierung die Gesamt-RNA aus 3T3-L1
Zellen isoliert und daraus die mMRNA-Menge von CK2a und B mittels quantitativer Reverse
Transkriptase (QRT) real time PCR mit CK2-spezifischen Primern, wie in 5.2.5 beschrieben,
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Form eines Balkendiagramms bezogen auf den mRNA-
Gehalt an Tag 0 in Abb. 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Analyse des mMRNA-Gehalts von CK2a und B wihrend der Differenzierung von 3T3-L1
Zellen. Die 3T3-L1 Zellen werden in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird
die Differenzierung induziert. An Tag 0, 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 12 werden die Zellen mit Hilfe des peqGOLD
TriFast™ Reagenz geerntet. Die Gesamt-RNA wird isoliert und daraus mittels gRT real time PCR mit
spezifischen Primern die mMRNA-Menge von CK2a und f bestimmt. Die 18S rRNA dient als interne Kontrolle
und die fur die CK2 erhaltenen Werte werden darauf normiert. Die Ergebnisse der Analyse sind als
Balkendiagramm auf Tag O bezogen dargestellt. Die Standardabweichung ergibt sich aus zwei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Die mMRNA-Menge von CK2a steigt bis Tag 3 auf einen Wert von etwa 1.5 an, halt diesen bis
Tag 6 und fallt anschlielend wieder etwas ab, wobei ein 1.3-faches der urspriinglichen Menge
nicht unterschritten wird. Die CK2p Menge schwankt wahrend der Differenzierung, wobei
der mRNA-Gehalt nicht hoéher als 1.25 ansteigt, alle Mengen jedoch tber dem von Tag 0
liegen.

Aus diesen Ergebnissen kann man schlielen, dass der anféngliche Anstieg der
Proteinexpression zumindest im Fall von CK2a auf eine verstirkte Transkription des Gens
zurlickgefuhrt werden kann. Der Abfall der Proteinexpression ab Tag 6 korreliert jedoch nicht
mit der mMRNA-Menge, was flr einen gezielten Abbau der CK2-Untereinheiten oder eine

reduzierte Translationsrate spricht.

6.3.2.2 Die subzellulare Lokalisation der CK2

Bei den hMSC hat sich gezeigt, dass die CK2 Untereinheiten, speziell CK2p, wihrend der
Differenzierung zwischen Cytoplasma und Kern wandern (Abb. 16). Dies stellt unabhéngig
von der Menge an Protein einen weiteren Regulationsmechanismus dar, da viele Substrate der

CK2 vom Holoenzym phosphoryliert werden und die Untereinheiten, um dieses ausbilden zu
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koénnen, im gleichen Zellkompartiment lokalisiert sein miissen. Zur Uberprifung einer
mdglichen Anderung der subzelluliren Lokalisation wird die Verteilung von CK2a und CK2p

wéhrend der 3T3-L1 Differenzierung mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Merge
CK2a & CK2p3

CK2p

Durchlicht CK2x
Tag [

6

T 4‘ : : E

10

12

Abbildung 23: Subzellulare Lokalisation der CK2 im Verlauf der Differenzierung von 3T3-L1 Zellen.
3T3-L1 Zellen werden auf Deckgléschen ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung
durch Zugabe von Differenzierungsmix | induziert. Jeweils an Tag 0, 2, 6, 10 und 12 werden die Zellen auf den
Deckglaschen fixiert. Die Zellen werden permeabilisiert und mit den Primérantikérpern 1A5 gegen CK2a und
Serum #32 gegen CK2p iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Sekundirantikdrper werden die Alexa Fluor 546
Ziege-Anti-Maus- und Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-Konjugate verwendet. Der Zellkern ist mit
DAPI geféarbt. Die dargestellte Verteilung der CK2-Untereinheiten wurde in zwei unabhangigen Experimenten
beobachtet. GesamtvergroRerung: 400x (Ol), MaRstabbalken 20 pm.
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Die in Abb. 23 dargestellte subzelluldre Verteilung von CK2a und f l&sst kein ausgepréagtes
"shuttling™ der CK2 Untereinheiten wahrend der Differenzierung erkennen. CK2a ist
hauptséchlich im Kern lokalisiert und nur wenig im Cytoplasma. Ab Tag 10 lasst sich eine
ungleichmaRige Verteilung beobachten, was sich darin &ufert, dass manche Zellen im
Vergleich zu anderen kaum noch CK2a enthalten. Eine Abhidngigkeit vom
Differenzierungsstatus der Zelle ldsst sich jedoch nicht ableiten. Von CK2p findet man im
Vergleich zu CK2a mehr im Cytoplasma, wobei auch bei CK2p die nukledre Lokalisation
iberwiegt. Die Uberlagerungen der beiden Fluoreszenzen (Merge) bestitigt, dass beide
Untereinheiten hauptséchlich im Kern kolokalisiert sind, was sich an einer gelb-orangen
Féarbung erkennen lasst. Die Zellen, die an Tag 10 bzw. 12 kaum noch CK2a enthalten, zeigen
dagegen nur die griine CK2p Fluoreszenz.

Der Vergleich mit den in den hMSC erhaltenen Ergebnissen der Immunfluoreszenz (6.3.2.2)
zeigt, dass es nicht nur in der CK2-Expression und -Aktivitdt, sondern auch in der
subzellularen Lokalisation der CK2-Untereinheiten Unterschiede zwischen den Zellsystemen
gibt. In den hMSC finden sehr viel starkere Verschiebungen zwischen den
Zellkompartimenten Cytoplasma und Zellkern statt, was bedeuten konnte, dass die
Funktionen der CK2 in den Zellen teilweise unterschiedlich sein kdnnten.

6.3.2.3 Die Expression der CK2 in Cytoplasma- und Zellkern-Extrakten

Da bei der Immunfluoreszenz nur einzelne Ausschnitte analysiert werden kénnen, wird nun
die Verteilung der CK2 in Cytoplasma- und Zellkernextrakten einer kompletten
Zellpopulation untersucht, um so ein Gesamtbild zu erhalten. Dazu werden die Zellen in
Zellkulturschalen ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz differenziert. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten werden die Zellen geerntet und daraus Cytoplasma- und
Zellkernextrakte hergestellt. Gleiche Mengen an Protein werden auf 12.5%-igen SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der
CK2-Untereinheiten CK20 und CK2B erfolgt mit spezifischen Antikorpern. Als
Ladekontrollen dienen GAPDH fir die cytoplasmatischen Proteine und das TATA-Box-
Bindeprotein (TBP) fiir die Zellkernproteine.

Lisa Maria Schwind Seite 105



6. Ergebnisse

A B
Tag der Differenzierung Tag der Differenzierung

0 2 3 4 6 8 10 12 0 2 3 4 6 8 10 12

1.00 1.16 1.16 1.79 130 092 1.01 1.05 1.00 0.74 1.36 1.12 1.04 1.58 1.72 1.57
A S e e e S CKOB T ——— — — w— | CK2[}
100 127 129 221 139 112 117 110 100 099 149 158 190 268 3.19 337
SR—— bt [€7-V2 005 B R — B 0

Cytoplasma Zellkern

Abbildung 24: Expression von CK2a und CK2B in Cytoplasma und Zellkern wihrend der
Differenzierung von 3T3-L1 Zellen. Die 3T3-L1 Zellen werden in 100 mm Zellkulturschalen ausgesat und bei
Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung induziert. An Tag 0, 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 12 werden die Zellen
je einer Kulturschale geerntet. Es werden Cytoplasma- und Zellkernextrakte hergestellt und je 30 g Protein auf
einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-
Membran werden die CK2-Untereinheiten mit den spezifischen Antikdrpern 1A5 und sc-46666 markiert und
mithilfe von Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorpern detektiert. GAPDH dient als
Ladekontrolle der Cytoplasma-Proteine und wird mit sc-25778 nachgewiesen (A). TBP dient als Ladekontrolle
der Zellkern-Proteine und wird mit sc-273 nachgewiesen (B). Die Expressionsstirke von CK2a und f wird mit
der Software Quantity One 4.6.5 auf GAPDH bzw. TBP bezogen quantifiziert. Die Intensitat an Tag 0 wird als
Referenz gewdhlt. Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis von drei unabhdngigen Experimenten. Die
Uberpriifung der Reinheit der Fraktionen bestétigte, dass sie keine Proteine der jeweils anderen Fraktion
enthalten (nicht gezeigt).

Die in Abb. 24 dargestellte Analyse der Verteilung der CK2-Untereinheiten in Cytoplasma-
und Zellkernextrakten zeigt, dass sich, obwohl in der Immunfluoreszenz kein "shuttling™ zu
erkennen ist, die Proteinmenge in den beiden Kompartimenten wéhrend der Differenzierung
sehr wohl verdndert. Die Menge beider Untereinheiten nimmt im Cytoplasma bis Tag 4
deutlich zu und féllt anschlieend wieder etwa auf den Ausgangswert an Tag O zuriick. Die
Menge an CK2a im Zellkern schwankt zu Beginn der Differenzierung und nimmt dann ab
Tag 8 deutlicher zu, wohingegen die Menge an CK2f bereits von Tag 3 an kontinuierlich und
stark zunimmt.

Diese Ergebnisse weichen zum Teil von den im Gesamtzellextrakt erhaltenen Expressions-
mustern ab. Der anféngliche Anstieg der Expression stimmt zwar Uberein, jedoch bleibt der
darauf folgende starke Abfall aus. Eine Erklarung konnten die unterschiedlichen
Extraktionsmethoden darstellen. Obwohl im Vergleich zur Immunfluoreszenz-Analyse hier

Unterschiede in der subzelluldren Verteilung zu beobachten sind, passen auch diese
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Ergebnisse nicht zu den mittels Immunfluoreszenz beobachteten Mustern der CK2
Untereinheiten in den hMSC. Dies unterstiitzt die zuvor getroffene Vermutung, dass die CK2

unterschiedliche Funktionen in den beiden Zelltypen haben kénnte.

6.3.3 Untersuchungen zur Auswirkung der CK2-Hemmung auf die
Differenzierung

In friiheren Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass die Hemmung der CK2 mit
DMAT oder Quinalizarin die Adipogenese in 3T3-L1 Zellen verhindert [113]. Da DMAT
aufgrund seiner Unspezifitat und "Off-target"-Effekte heute nicht mehr als CK2-Inhibitor
verwendet wird, wird hier neben Quinalizarin, wie in den hMSC, CX-4945 als zweiter

Inhibitor eingesetzt.

6.3.3.1 Bestimmung und Uberprifung der Inhibitorkonzentration

Da CX-4945 in den 3T3-L1 noch nicht verwendet wurde, muss, wie bei den hMSC, zundchst
ausgetestet werden in welcher Konzentration er eingesetzt werden muss, um die gewdnschte
Hemmung zu erreichen. Zuséatzlich dazu soll die Effizienz des bekannten Inhibitors
Quinalizarin, fir das von Frau Dr. Kostelnik eine Konzentration von 30 uM ermittelt wurde,
uberprift werden. Die Zellen werden fir 24 und 72 h in Anwesenheit von DMSO, 30 uM Q
oder 5-20 uM CX-4945 differenziert, geerntet und die CK2-Aktivitat aus Gesamtzellextrakt
mittels in vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay bestimmt. Im Anschluss wird fir Q und die
gewdhlte Konzentration an CX-4945 die Hemmung der Differenzierung tberpruft, indem die
Lipidvakuolen an Tag 12 mit Oil Red O angefarbt werden.
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Abbildung 25: CK2-Aktivitat in differenzierenden 3T3-L1 Zellen nach Hemmung mit Quinalizarin (Q)
und CX-4945 und Analyse des Differenzierungsstatus. In 3T3-L1 Zellen wird bei Erreichen der Konfluenz
die Differenzierung induziert. (A) Dem Differenzierungsmix wird DMSO, 30 uM Q, 5, 10, 15 oder 20 pM CX-

4945 zugesetzt. Nach 24 und 72 h Inkubation werden die Zellen geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt.

Gleiche Proteinmengen werden mittels in vitro-CK2 Kinaseaktivitats-Assay auf ihre CK2-Aktivitét untersucht.
Die gemessenen Werte werden auf DMSO (100%) normiert. Die Standardabweichung ergibt sich aus zwei
unabhéngigen Experimenten. (B) Dem Differenzierungsmix wird DMSO, 30 pM Q oder 15 pM CX-4945
zugesetzt. An Tag 12 werden die Lipidtropfchen mit Oil Red O angefarbt und es erfolgt die mikroskopische

Dokumentation des Differenzierungsstatus. Gesamtvergrofierung: 200x, MalRstabbalken 100 pum.

Die Aktivitat der CK2 lasst sich, wie erwartet, durch 30 uM Q inhibieren (Abb. 25 A). Die
Hemmung betragt nach 24 h knapp 60% und l&sst sich bis 72 h aufrechterhalten. Auch CX-
4945 ist in der Lage die Kinaseaktivitit der CK2 zu reduzieren. Die Reduktion ist
dosisabhéngig, wobei eine Konzentration von 5 pM mit der Hemmeffizienz von Q
vergleichbar ist und bei der hochsten Konzentration von 20 uM die Restaktivitat der CK2
unter 10% betrégt. Auch CX-4945 ist iber einen Zeitraum von 72 h effektiv. Abb. 25 B zeigt
den Differenzierungsstatus der 3T3-L1 Zellen an Tag 12 der Differenzierung nach
kontinuierlicher Behandlung mit DMSO, 30 uM Q oder 15 puM CX-4945. Anhand der durch
Oil Red O deutlich sichtbaren Lipidvakuolen lasst sich erkennen, dass nach Hemmung der

Seite 108

Lisa Maria Schwind



6. Ergebnisse

CK2 kaum Adipozyten ausgebildet wurden. Der Groliteil der Zellen besitzt die fibroblasten-
formige Morphologie der Préadipozyten, wohingegen in der DMSO-Kontrolle nahezu alle
Zellen zu Adipozyten differenziert sind. Eine Schédigung der Zellen durch die Inhibitoren ist
nicht zu erkennen.

Fur die weiteren Untersuchungen wird CX-4945 in der Konzentration 15 uM eingesetzt, da
sowohl die Hemmung der CK2 als auch die Hemmung der Adipogenese mit dieser

Konzentration von CX-4945 sehr gut ist.

6.3.3.2 Eingrenzung des CK2-Zeitfensters

Im Zusammenhang mit der Hemmung mit DMAT oder Quinalizarin wurde beobachtet, dass
eine Hemmung der CK2 ab Tag 6 keinen Einfluss mehr auf die Differenzierung besitzt [113].
Ab Tag 6 scheint die Aktivitat der CK2 fur die erfolgreiche Differenzierung folglich nicht
mehr wichtig zu sein, was mit ihrer reduzierten Expression und Aktivitat tbereinstimmt. Nun
soll der Zeitraum, an dem die CK2 eine Rolle spielt, naher eingegrenzt werden, indem die
Zugabe der Inhibitoren zu steigenden Zeitpunkten wahrend der Differenzierung erfolgt. An
Tag 12 wird der Differenzierungsstatus durch Oil Red O Farbung berprift. Durch Elution
des Farbstoffs und Messung der Absorption im Photometer kann die Menge an gebildetem
Fett und somit indirekt die Anzahl der Adipozyten quantitativ bestimmt werden.
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100 A
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-------------- - - - - B B 30uMQ
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Tag der Zugabe wihrend der Differenzierung

Abbildung 26: Oil Red O-Quantifizierung an Tag 12 der Differenzierung von 3T3-L1 Zellen nach
Hemmung der CK2 mit Quinalizarin (Q) und CX-4945 zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Differenzierungsbeginn. Die 3T3-L1 Zellen werden in 24-Loch Zellkulturplatten ausgesat und bei Erreichen
der Konfluenz wird die Differenzierung eingeleitet. Dem Differenzierungsmix wird zu unterschiedlichen
Zeitpunkten DMSO, 30 uM Q oder 15 pM CX-4945 bis zum Ende der Differenzierung zugesetzt. An Tag 12
werden die Lipidtropfchen mit Oil Red O gefarbt. Durch Zugabe von 100% Isopropanol wird das Oil Red O
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eluiert und die Absorption bei 515 nm im Photometer bestimmt. Die erhaltene Absorption wird auf die von
DMSO normiert (100%). Die gestrichelte Linie dient als 50%-Marke. Die Standardabweichung ergibt sich aus

mindestens drei unabh&ngigen Experimenten.

Die Quantifizierung des Oil Red O-Gehalts (Abb. 26) bestatigt, dass die ab Tag 0 mit den
Inhibitoren behandelten Zellen kaum Fett und somit kaum Oil Red O akkumuliert haben: die
mit Q behandelten Zellen weisen fast kein Oil Red O auf und die mit CX-4945 behandelten
etwa 10% des Gehalts der DMSO-Kontrolle. Allgemein l&sst sich sagen, dass je spater die
Inhibitoren zugegeben werden, desto mehr Zellen differenzieren zu Adipozyten. Die mit CX-
4945 behandelten Zellen zeigen bei Behandlung ab Tag 4 (72 h) einen Fettanteil von Uber
50% verglichen mit der DMSO-Kontrolle, die mit Q behandelten Zellen ab Tag 5.

Die CK2 scheint in 3T3-L1 Zellen somit innerhalb der ersten 72 h am wichtigsten zu sein, da
bei einer Hemmung zu einem spateren Zeitpunkt schon mehr als die Halfte der Zellen
differenzieren. Auch bei den SVZ-Zellen wird die Aktivitdit der CK2 zu Beginn der
Differenzierung bendtigt und ist nach Anschub der Differenzierung entbehrlich. Da die
Zellsysteme zwei unterschiedliche Differenzierungsmodelle darstellen, handelt es sich

maoglicherweise um ein allgemeines Prinzip.

6.3.3.3 Analyse der Proliferation wahrend der MCE

Eines der ersten Ereignisse am Anfang der Differenzierung ist die MCE, die essentiell fir die
Differenzierung ist. Da die CK2 wichtig fir die Proliferation von Zellen ist, stellt sich die
Frage, ob eine Hemmung der CK2 mdglicherweise auch die Proliferation der 3T3-L1
wiahrend der MCE beeinflusst. Zur Uberpriifung werden die Zellen vor Beginn der
Differenzierung (Tag 0), sowie 24 h und 48 h nach Beginn gezéhlt und eine Wachstumskurve
erstellt, die in Abb. 27 dargestellt ist.
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Abbildung 27: Proliferation der 3T3-L1 Zellen wahrend der MCE bei Hemmung mit Quinalizarin (Q)
und CX-4945. Die 3T3-L1 Zellen werden in 24-Loch Zellkulturplatten ausgesat und bei Erreichen der
Konfluenz mit DMSO-, 30 uM Q oder 15 pM CX-4945-haltigem Differenzierungsmix | behandelt. An Tag 0, 2
und 3 werden die Zellen mit Trypsin abgel6st und in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Die erhaltenen
Zellzahlen werden auf Tag O normiert und halblogarithmisch als Wachstumskurve dargestellt. Die

Standardabweichung ergibt sich aus vier unabhéngigen Experimenten.

Die Wachstumskurve zeigt, dass sich die mit DMSO behandelten Zellen innerhalb von 48 h
etwa verdoppeln. Bei einer Hemmung der CK2 proliferieren die Zellen deutlich langsamer,
wobei sich bei CX-4945-Behandlung ein wenig mehr Zellen teilen als bei Q-Behandlung der
Zellen.

Es ist also tatsachlich so, dass eine Hemmung der CK2 die Proliferation der Zellen

verlangsamt, jedoch nicht komplett unterdriickt.

6.3.3.4 Nachweis von PPARy, C/EBPa und SREBP-1

Die wichtigsten Regulatorproteine fur die Ausbildung des adipogenen Phénotyps sind die
beiden Transkriptionsfaktoren PPARy2 und C/EBPa. Bei Deletion der beiden Proteine bleibt
die Differenzierung aus [36, 150]. Auch die Hemmung der CK2 mit Q wahrend der
Differenzierung unterdriickt die Expression von PPARy1 und PPARy2 [148]. In den hMSC
konnte beobachtet werden, dass es nach Hemmung der CK2 zur Expression von PPARY2
kommt, dieses jedoch ins Cytoplasma transportiert wird, wo es seine Funktion als
Transkriptionsfaktor nicht austiben kann (siehe 6.2.4.3). Da bislang keine Ergebnisse mit dem
Hemmstoff CX-4945 in 3T3-L1 vorliegen, wird die PPARy-Expression mit beiden
Hemmstoffen Uberprift und durch eine mRNA-Analyse von PPARY2 ergénzt. Zusatzlich

dazu werden der mRNA-Gehalt und die Expression von C/EBPa, sowie die Expression von
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SREBP-1 untersucht. SREBP-1 ist fiir den Fettséure- und Lipidstoffwechsel der Adipozyten
unerlasslich. Es erhélt seine aktive Form durch Spaltung des SREBP-1 Volllangen (VL)-
Proteins (114-120 kDa) im Golgi-Apparat. Das freigesetzte N-terminale Spaltprodukt (SP, 68
kDa) wandert in den Kern und induziert dort als Transkriptionsfaktor Zielgene des
Lipidstoffwechsels, wie z.B. den LDL-Rezeptor [151]. Zusatzlich dazu ist es u.a. an der
Aktivierung von PPARY beteiligt, indem es einen endogenen Liganden erzeugt [152].

Die Analyse des mMRNA-Gehalts erfolgt durch qRT real time PCR. Diese Analyse wird nur
mit dem Hemmstoff Q durchgefuhrt, da mit CX-4945 das gleiche Ergebnis erwartet wird und
Q eine starkere Hemmung der Adipogenese zeigt. 3T3-L1 Zellen werden in Anwesenheit von
DMSO oder 30 uM Q differenziert und an Tag 0, 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 12 der Differenzierung
mit dem peqGOLD TriFast™ Reagenz lysiert. Nach Isolation der Gesamt-RNA wird die
mRNA Menge von PPARy2 und C/EBPa mit Hilfe von spezifischen Primern bestimmt. Zur
Analyse der Proteinexpression von PPARy, C/EBPa und SREBP-1 wird die Differenzierung
mit DMSO, 30 uM Q oder 15 uM CX-4945 im Differenzierungsmix induziert. An Tag 0, 2,
4, 6, 8, 10 und 12 werden die Zellen geerntet und Gesamtproteinextrakte daraus hergestellt.
Gleiche Proteinmengen werden in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran geblottet. Der Nachweis der Proteine erfolgt mit spezifischen
Primarantikérpern und  Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten  Sekundarantikérpern  per

Chemilumineszenz.

Seite 112

Lisa Maria Schwind



6. Ergebnisse

A
800 - 45
700 - PPARy2 C/EBPa - 40
_5 60 : .
& 0. £ ®
3L 500 gz
& & 400 m DMSO = Ez
EE 300 4 =30 uMQ® 5%
= g 200 - T g £
100
07 B
-100 0 2 3 4 6 8 10 12 0 2 3 4 6 8 10 12
Tag der Differenzierung Tag der Differenzierung
B
0 Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 10 Tag 12
D QCXD Q ¢CX D Q X D Q CXD QCXD QCX
3 , o il — s ¥2
e = . * | o o YI|PPAR~,/
- = - — |- c/EBPa
-] e -— ‘
= - -B = . - AR =l ] = 2 Lo
SREBP-1
— — S— — SP
‘_---.l---’ [ i - - & - | GAPDH

Abbildung 28: mMRNA-Gehalt und Proteinexpression von PPARy, C/EBPa und SREBP-1 in 3T3-L1 Zellen
wahrend der Differenzierung und nach CK2-Hemmung. (A) 3T3-L1 Zellen werden in 60 mm Zellkultur-
schalen ausgesdat und bei Erreichen der Konfluenz unter Zugabe von DMSO oder 30 pM Q zum
Differenzierungsmedium differenziert. An Tag 0, 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 12 werden die Zellen einer Schale mit dem
peqGOLD TriFast™ Reagenz geerntet und die Gesamt-RNA isoliert. Mittels qRT real time PCR wird mit
spezifischen Primern die mMRNA-Menge von PPARY2 und C/EBPa bestimmt. Die 18S rRNA dient als interne
Kontrolle und die erhaltenen Werte werden darauf normiert. Die Ergebnisse der Analyse sind als
Balkendiagramm auf Tag 0 bezogen dargestellt. Die Standardabweichung ergibt sich aus drei unabhéngigen
Experimenten. (B) 3T3-L1 Zellen werden in 100 mm Zellkulturschalen ausgesat und bei Erreichen der
Konfluenz wird die Differenzierung induziert. Dem Differenzierungsmix wird DMSO, 30 pM Q oder 15 pM
CX-4945 (CX) zugegeben. An Tag 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 12 werden die Zellen geerntet und Gesamtextrakte
daraus hergestellt. Je 100 pug Protein werden in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. Die Expression von PPARy, C/EBPa und SREBP-1 wird mithilfe der
spezifischen Antikorper #2430, ab40764 und sc-13551 untersucht. Als Ladekontrolle dient GAPDH, das mit
dem Antikorper sc-25778 nachgewiesen wird.

Abb. 28 A zeigt die mMRNA-Menge von PPARy2 und C/EBPa wihrend der Differenzierung
im ungehemmten (DMSOQO) und gehemmten (30 uM Q) Zustand. In der DMSO-Kontrolle
nimmt die mMRNA-Menge beider Proteine wéhrend der Differenzierung stark zu; der mRNA-

Gehalt von PPARY?2 steigt bis Tag 12 um das 550-fache und der von C/EBPua steigt bis Tag 8
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auf das 30-fache an und bleibt dann etwa auf diesem Niveau. In den gehemmten Zellen
hingegen verlauft der Anstieg deutlich abgeschwécht. Die Analyse der Proteinexpression in
Abb. 28 B ergibt ein sehr dhnliches Bild. In der DMSO-Kontrolle ist PPARyl ab Tag 4
nachweisbar, die fiir die Adipogenese relevante Isoform PPARy2, genau wie C/EBPa, ab Tag
6. Bei Hemmung der CK2 mit 30 uM Q hingegen wird kein oder nur sehr wenig PPARYy und
C/EBPa exprimiert. Bei der Hemmung mit 15 pM CX-4945 wird ein wenig mehr PPARy und
C/EBPa. gebildet, die Expression liegt jedoch auch hier deutlich unter der bei DMSO
beobachteten. Erkléarbar sind diese Unterschiede durch die bei der Oil Red O-Quantifizierung
in Abb. 26 beobachtete Restdifferenzierung von etwa 10% bei der Hemmung mit CX-4945.
Die Proteinexpression des SREBP-1 VL-Proteins ist bereits ab Tag 2 nachweisbar, das aktive
SP jedoch erst ab Tag 6. Auch bei SREBP-1 ist das SP nur in der DMSO-Kontrolle und in
ganz geringem Malie bei den mit CX-4945 gehemmten Zellen erkennbar. Zudem ist in den
mit Q behandelten Zellen auch die Expression des VVL-Proteins ab Tag 4 stark reduziert.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass eine Hemmung der CK2 die Expression der
beiden Masterregulatoren PPARy und C/EBPa sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
stark reduziert. Durch die fehlende Expression wird die Differenzierung verhindert, was dazu
fihrt, dass SREBP-1 zur Regulation des Lipidstoffwechsels nicht benétigt und somit auch

nicht gespalten wird.

6.3.4 Charakterisierung von C/EBP$ als CK2-Substrat in HCT116 Zellen

Zur Aufklarung der Frage, warum nach Hemmung der CK2 die Expression von PPARY nicht
mehr induziert wird, wurden von Frau Dr. Katja Kostelnik und Herrn Dr. Andreas D. Zimmer
die prominenten Proteine des adipogenen Signalweges untersucht (siehe Abb. 4). Sie fanden
heraus, dass bis einschliellich C/EBPB und C/EBPS die Expression auch bei Hemmung der
CK2 normal abléuft [148, 153]. Da die Transkription von PPARYy durch C/EBPB und C/EBP3
induziert wird, muss der Eingriff der CK2 dort erfolgen. Es stellte sich die Frage, ob, wenn
nicht durch Verénderung der Expression, eine Veranderung der posttranslationalen
Modifikation der beiden Proteine ausschlaggebend sein kdnnte. Herr Zimmer identifizierte
C/EBPS als Substrat der CK2 und ich konnte in meiner Diplomarbeit die
Phosphorylierungsstelle durch Herstellung von Phosphorylierungsmutanten auf Serin 57
eingrenzen. Weitere Untersuchungen zur Auswirkung der Phosphorylierung erfolgten in der
Kolonkrebszelllinie HCT116 [154]. Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine gute

Transfizierbarkeit und sehr geringe endogene C/EBP&-Expression aus, weshalb sie gut flr die
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Charakterisierung geeignet ist. Hier werden nun die neueren Ergebnisse zu C/EBPS und

seiner Phosphorylierung durch die CK2 vorgestellt.

6.3.4.1 Analyse der CK2-Phosphorylierung von C/EBP&

Es konnte bereits gezeigt werden, dass C/EBPS ein Phosphoprotein ist und von der GSK3p
phosphoryliert wird [155-157]. Die Bestimmung der CK2-Phosphorylierungsstelle erfolgte in
vitro durch die Phosphorylierung von gereinigtem C/EBPS mit gereinigtem CK2-Holoenzym
[154]. Zur Uberpriifung, ob die CK2 C/EBPS auch in vivo phosphoryliert, wird der
Phosphorylierungsstatus von C/EBPS nach Transfektion in HCT116 Zellen untersucht. Die
Untersuchung erfolgt mit dem ProQ® Diamond Phosphoprotein Blot Stain Kit, das spezifisch
phosphorylierte Proteine auf einer Membran anfarben kann. In einem ersten Schritt wird
iiberpriift, ob das verwendete Kit C/EBPS als Phosphoprotein erkennt. Dazu werden HCT116
Zellen mit FLAG-C/EBPS transfiziert und es werden Cytoplasma- und Zellkernextrakte
hergestellt. Mit einem C/EBP&-spezifischen Antikérper wird das FLAG-C/EBPS aus dem
Zellkernextrakt prazipitiert und in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine PVDF-Membran werden die phosphorylierten Proteine mittels ProQ®-
Farbeldsung angefarbt und detektiert. Darauf folgt die Farbung aller Proteine mit Ponceau-
Rot. Das FLAG-C/EBPS kann anschlielend mit einem Anti-FLAG Antikorper nachgewiesen
werden. In einem zweiten Schritt werden die HCT116 Zellen nach der Transfektion mit
DMSO, 50 uM Q oder 10 pM CX-4945 behandelt. Anhand der PhosphoStain-Intensitét der
Immunprazipitate konnen die Phosphorylierungsstadien des FLAG-C/EBPS im ungehemmten
und gehemmten Zustand verglichen und so eine in vivo Phosphorylierung der CK2 bestatigt

oder widerlegt werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Anfarbung von phosphorylierten Proteinen nach Immunprézipitation von FLAG-C/EBPS.
(A) Schematische Darstellung des humanen C/EBPS mit Kennzeichnung der CK2-Phosphorylierungsstelle Serin
57 (S57), der Transaktivierungsdoméne (AS 41-108 [158, 159]), der basischen Region (AS 195-222) und des
Leucin-Zippers (AS 226-254 [www.uniprot.org]). (B, C) HCT116 Zellen werden in 100 mm Zellkulturschalen
ausgesit und mit 8 pg des Plasmids p3XFLAG/CMV7.1 C/EBPSyt transfiziert. Nach 24 h werden die Zellen
geerntet (B) oder nach 6 h werden sie fur weitere 18 h mit DMSO, 50 uM Q oder 10 uM CX-4945 behandelt
und geerntet (C). Nach Herstellung von Cytoplasma- und Zellkernextrakten wird mit je 500 pg des
Zellkernextrakts eine Immunprézipitation durchgefihrt. FLAG-C/EBPS wird mit 2 pg des spezifischen
Antikorpers sc-636 prézipitiert. Die Ansédtze werden in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Phosphorylierte Proteine werden mithilfe des ProQ® Diamond
Phosphoprotein Blot Stain Kit geférbt und mit dem Typhoon-Trio System unter Benutzung des 580-nm Band-
Pass Filters (580 BP 30) detektiert. Danach werden mit Ponceau S-Ldsung alle Proteine sichtbar gemacht.
FLAG-C/EBPS wird mit dem FLAG-spezifischen Antikdrper M2 nachgewiesen. Als "Input" dient 5% des
eingesetzten Zellkernextrakts. ZE: Zellkernextrakt nach der Immunprézipitation, VP: Vorprézipitat, IP:
Immunprazipitat, SE: Sepharosekontrolle, WB: Western Blot. (D) Quantifizierung der PhosphoStain-Intensitat
der Immunprazipitate aus (C) mit der Software ImageQuant TL. Die Ergebnisse werden auf die im Western Blot
erhaltenen Signale normiert. Die Signalstarke von DMSO wird als 100% definiert. Die Standardabweichung

ergibt sich aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Die Struktur von C/EBPS ist mit seinen funktionellen Doménen in Abb. 29 A schematisch
dargestellt. Anhand des Schemas l&sst sich erkennen, dass die Phosphorylierungsstelle der
CK2 innerhalb der Transaktivierungsdoméne liegt. Abb. 29 B, mittleres Feld, zeigt, dass es
sich bei C/EBP3, wie erwartet, um ein stark phosphoryliertes Protein handelt. Im "Input"” ist
FLAG-C/EBPS fast als einziges Protein angefarbt obwohl der Vergleich mit der Ponceau S
Féarbung (oberes Feld) erkennen l&sst, dass es bei weitem nicht das am stérksten exprimierte
Protein ist. Die immunologische Detektion mit dem FLAG-Antikorper beweist, dass es sich
bei dem immunprazipitierten Protein tatsachlich um FLAG-C/EBPS handelt. Die Hemmung
der CK2 mit 50 uM Q und 10 pM CX-4945 bewirkt eine leichte Abschwéchung des
PhosphoStain-Signals im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abb. 29 C, mittleres Feld). Die
Quantifizierung in Abb. 29 D bestatigt, dass die Phosphorylierung durch die CK2 nur etwa
10-15% des Phosphorylierungssignals ausmacht. Die Tatsache, dass sich das Signal nach
CK2-Hemmung verringert, beweist jedoch, dass C/EBP3 endogen von der CK2
phosphoryliert wird, also auch in vivo ein Substrat ist. Das nach CK2-Hemmung verbleibende
PhosphoStain-Signal hingegen bestatigt die Berichte, wonach C/EBP& noch durch mindestens
eine andere Kinase phosphoryliert wird.

6.3.4.2 Analyse der Interaktion von C/EBP6 und CK2

Nachdem nun bewiesen wurde, dass C/EBPS auch in vivo von der CK2 phosphoryliert wird,
wurde im néchsten Schritt untersucht, ob die CK2 auch an C/EBP$ bindet. Dazu werden
HCT116 Zellen mit FLAG-C/EBPéwr transfiziert und aus dem daraus hergestellten
Zellkernextrakt FLAG-C/EBPS mit einem C/EBPgd-spezifischen Antikorper prézipitiert. Nach
Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel und dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-
Membran konnen C/EBPS und CK2 mit spezifischen Antikérpern detektiert werden. Sollte
eine Bindung der CK2 an C/EBPS stattgefunden haben, miisste man im IP auch ein Signal fur
die CK2 nachweisen kdnnen.

Input ZE VP [P SE AK

— - CK2a
— — | FLAG-C/EBPS
—_—— ~ CK2p

Abbildung 30: Co-Immunprazipitation von FLAG-C/EBP$ und CK2 in HCT116 Zellen. HCT116 Zellen
werden in 100 mm Zellkulturschalen ausgesit und mit dem p3xFLAG/CMV7.1 C/EBPSyy Plasmid transfiziert.
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Nach 24 h werden die Zellen geerntet und Cytoplasma- und Zellkernextrakte daraus hergestellt. Mit 500 pg des
Zellkernextrakts wird eine Immunprazipitation durchgefuhrt. FLAG-C/EBPS wird mit 2 pg des spezifischen
Antikorpers sc-636 Uber 3 h prazipitiert. Die Ansdtze werden in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. FLAG-C/EBPS wird mit dem FLAG-spezifischen
Antikdrper M2 nachgewiesen, CK2a und B mit den spezifischen Antikérpern 1AS5 und 6D5. Als "Input” dient
5% des eingesetzten Zellkernextrakts. ZE: Zellkernextrakt nach der Immunprazipitation, VVP: Vorprazipitat, IP:

Immunprazipitat, SE: Sepharosekontrolle, AK: Antikdrperkontrolle.

Die Co-Immunprézipitation in Abb. 30 bestétigt, dass die CK2 auch in vivo an C/EBP&
bindet. In der IP Spur sind zwar schwache, jedoch eindeutige Banden fiir CK2a und B zu
erkennen. Die VP, SE und AK Spuren sind sauber und schlielen damit eine unspezifische
Bindung bzw. ein unspezifisches Signal aus.

Neben der Phosphorylierung findet also auch eine Bindung der CK2 an C/EBPS statt. Ob dies
eine Enzym-Substrat-Interaktion oder eine davon unabhangige Bindung darstellt, kann durch
die Co-IP nicht erschlossen werden.

6.3.4.3 Analyse der subzellularen Lokalisation von C/EBPo

Damit ein Transkriptionsfaktor seine Funktion ausliben kann, muss er sich im Zellkern
befinden. In meiner Diplomarbeit untersuchte ich deshalb die subzellulére Lokalisation der
Phosphorylierungsmutanten FLAG-C/EBPdss7a und ss7p im Vergleich zum Wildtyp, um
herauszufinden, ob die Phosphorylierung an Serin 57 diese beeinflusst. Ich konnte feststellen,
dass sich die Lokalisation des C/EBPd durch Mutation des Serins nicht veréndert. Die
Proteine befanden sich alle im Zellkern [154]. Da nie ausgeschlossen werden kann, dass sich
durch die Mutation einer Aminosédure die komplette Struktur eines Proteins verandert, wird
hier nun die subzelluldre Lokalisation des FLAG-C/EBP&wr hach Hemmung der CK2 mit 50
MM Q oder 10 pM CX-4945 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle untersucht. Dazu werden
HCT116 Zellen auf Deckglaschen ausgesat und nach Transfektion mit FLAG-C/EBPowr
werden die Zellen mit DMSO oder den Inhibitoren behandelt. Der Nachweis des FLAG-

C/EBPowr erfolgt mit einem FLAG-spezifischen Antikorper in der Immunfluoreszenz.
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Abbildung 31: Subzellulare Lokalisation von FLAG-C/EBP& in HCT116 Zellen nach Hemmung der CK2.
HCT116 Zellen werden auf Deckglaschen ausgesadt und mit dem p3xFLAG/CMV7.1 C/EBPéys Plasmid
transfiziert. Nach 6 h wird das Medium gegen frisches Medium mit DMSO, 50 uM Q oder 10 uM CX-4945
ausgetauscht. Nach 18 h Inkubation werden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem Primdrantikdrper M2
gegen das FLAG-Tag inkubiert. Als Sekundérantikdrper wird das Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Maus-1gG-
Konjugat verwendet. Der Zellkern ist mit DAPI gefarbt. Die dargestellte Verteilung des FLAG-C/EBPS wurde in

zwei unabhéngigen Experimenten beobachtet. Gesamtvergréfierung: 400x und 1000x, MaBstabbalken 10 pum.

Abb. 31 zeigt reprasentative Aufnahmen der Immunfluoreszenz. In der DMSO-Kontrolle ist
eine reine Kernfluoreszenz des FLAG-C/EBPS zu beobachten. Die Verteilung des Proteins im
Kern lasst dabei eine verstarkte Fluoreszenz am Rand des Kerns erkennen. Auch die
Hemmung der CK2 mit Q und CX-4945 andert nichts an der Kernlokalisation des FLAG-
C/EBPS. Auch hier ist die Fluoreszenz randsténdig stirker als in der Kernmitte.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Phosphorylierung an Serin 57 durch die CK2 keinen Einfluss
auf die subzelluléare Lokalisation des FLAG-C/EBPS besitzt.

6.3.4.4 Analyse der Transaktivierungsfahigkeit von C/EBPd

Eine weitere wichtige Eigenschaft eines Transkriptionsfaktors ist seine Fahigkeit, die
Transkription seiner Zielgene zu induzieren oder zu reprimieren. Posttranslationale

Modifikationen, wie Phosphorylierungen, konnen die Transaktivierungsfahigkeit stark
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beeinflussen [160, 161]. Da sich die Phosphorylierungsstelle der CK2 in der
Transaktivierungsdoméne von C/EBP6 befindet (Abb. 29 A), ist ein Einfluss der
Phosphorylierung darauf sehr wahrscheinlich.

Die Analyse der Transaktivierung erfolgt mithilfe des Luciferase-Assays, der die quantitative
Bestimmung der Aktivitat eines Zielpromotors ermdglicht. In der vorliegenden Arbeit dient
ein etwa 1.3 kb grofler Teil des PPARy2 Promotors als Zielpromotor. Dieser wurde aus
genomischer DNA von 3T3-L1 Zellen mittels PCR amplifiziert und vor das Gen der Firefly-
Luciferase kloniert. Durch die Uberexpression von FLAG-C/EBPS in HCT116 Zellen, kann
der Einfluss des Transkriptionsfaktors auf die Aktivitit des PPARy2 Promotors untersucht
werden. Die gleichzeitige Transfektion von CK2a und B oder die Verwendung von
Phosphorylierungsmutanten (FLAG-C/EBPdss7a bzw. FLAG-C/EBPdss7p) ermaoglicht zudem
die Untersuchung des Einflusses der CK2-Phosphorylierung auf die Transaktivierungs-
fahigkeit von C/EBPS.

HCT116 Zellen werden mit einer Kombination aus Reporterkonstrukt und
Expressionsplasmid(en) transfiziert. Nach 24 h werden die Zellen lysiert und die Aktivierung
des Promotors wird mittels Luciferase-Assay gemessen. Parallel dazu wird die
Proteinexpression der FLAG-Fusionsproteine immunologisch uberprift, indem gleiche
Proteinmengen in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit dem FLAG-spezifischen Antikorper nachgewiesen werden. Als

Ladekontrolle dient a-Tubulin.
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Abbildung 32: Transaktivierung des PPARy2 Promotors durch FLAG-C/EBP§. (A) Schematische
Darstellung des verwendeten pGL4.10-PPARY2 Konstrukts mit illustrierten C/EBP-Bindestellen und der TATA-
Box. (B-D) HCT116 Zellen werden in 24-Loch Zellkulturplatten ausgesat und am néchsten Tag transfiziert. Die
Transfektion findet als Co-Transfektion der Expressionsplasmide p3xFLAG/CMV7.1 C/EBPdywr (B) oder
p3XFLAG/CMV7.1 C/EBPSyr, p3XFLAG/CMV7.1 CK2a und p3xFLAG/CMV7.1 CK2B (C) oder
p3XFLAG/CMV7.1 C/EBPSwr, ss7a Und ss7p (D) zusammen mit dem Promotorkonstrukt pGL4.10-LV (B) oder
pGL4.10-PPARy2 (B-D) statt. Das Plasmid p3xFLAG/CMV7.1 LV dient als Vektorkontrolle. Die
Promotoraktivitat wird 24 h nach Transfektion mittels Luciferase-Assay bestimmt. Die erhaltenen Werte werden
auf den Proteingehalt der Zellextrakte bezogen. Anschlielend werden die Werte fiir die Co-Transfektion von
FLAG-C/EBPSyr und pGL4.10-PPARy2 als 100% definiert und alle anderen Werte darauf bezogen. Die
Standardabweichung ergibt sich aus drei unabhdngigen Experimenten. t-Test: **p<0.01, ***p<0.001. Die
Expression der transfizierten Proteine wird parallel im Western Blot mit dem spezifischen FLAG-Antikdrper M2

nachgewiesen. Als Ladekontrolle dient a-Tubulin, das mit dem spezifischen Antikdrper DM 1A detektiert wird.

Abb. 32 A zeigt das fiir die Analyse verwendete Reporterkonstrukt pGL4.10-PPARY2. Es
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umfasst den PPARYy2 Promotorbereich von bp -1263 bis +36 und enthalt die beiden CCAAT-
Boxen als Bindestellen der C/EBP Transkriptionsfaktoren und die TATA-Box. Direkt
dahinter befindet sich das Luciferase-Gen, das als Reporter die Induktion des Promotors
widergibt. Die in Abb. 32 B dargestellte Uberpriifung des Reportersystems bestatigt die
Funktionalitat des Systems. Der pGL4.10-LV ohne Promotor wird zwar leicht durch die Co-
Transfektion von FLAG-C/EBPdyr induziert, bleibt jedoch signifikant unter der Induktion
des pGL4.10-PPARy2-Konstrukts. Die Kontrolle der Transfektion im Western Blot zeigt,
dass in beiden Proben, die FLAG-C/EBPS enthalten, die Expression gleich stark ist. Abb. 32
C zeigt die Veranderung der Promotoraktivitat bei gleichzeitiger Transfektion von FLAG-
CK2a und FLAG-CK2p zusatzlich zu FLAG-C/EBPdwr. Wird die FLAG-CK2 zusammen
mit FLAG-C/EBP$ iiberexprimiert, findet eine signifikant stirkere Aktivierung des PPARy?2
Promotors statt, wohingegen die Uberexpression von FLAG-CK2 alleine keinen Effekt auf
die Aktivierung des PPARY2 Promotors besitzt. Dies deutet zum einen darauf hin, dass ohne
CK2-Uberexpression nicht alle FLAG-C/EBP$ Proteine in phosphorylierter Form vorliegen
und zum anderen, dass die Phosphorylierung von FLAG-C/EBPS durch die CK2 dessen
Transaktivierungsfahigkeit erhoht. Die Untersuchung mit den Phosphorylierungsmutanten
S57A und S57D in Abb. 32 D bestitigt dieses Ergebnis. Bei Uberexpression von FLAG-
C/EBPdss7a, der Mutante, die den unphosphorylierten Zustand widerspiegelt, reduziert sich
die Transaktivierung des PPARy2 Promotors signifikant auf etwa 40% des Wildtyps.
Exprimiert man hingegen FLAG-C/EBPdss;p Uber, das mit der negativen Ladung den
phosphorylierten Zustand imitiert, erhoht sich die Transaktivierung. Die Kontrolle der FLAG-
C/EBPS Expression im Western Blot zeigt, dass in allen Ansétzen gleiche Proteinmengen

vorliegen.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass C/EBPS in vivo ein Substrat und ein
Bindepartner der CK2 ist. Die subzelluldre Lokalisation wird durch die Phosphorylierung
nicht beeinflusst, allerdings hat die Phosphorylierung einen positiven Effekt auf die
Transaktivierungsfahigkeit von C/EBPS.

6.3.5 Analyse des dem PPARy2 vorgeschalteten Signalweges in 3T3-L1
Zellen
Fur die Charakterisierung eines neuen CK2-Substrats bieten heterologe Systeme einige

Vorteile, aber naturlich missen die dort erhaltenen Ergebnisse letztlich im endogenen

Differenzierungssystem uberprift und eingesetzt werden, wobei nicht immer alle
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Untersuchungen eins zu eins umsetzbar sind. In der weiteren Analyse wird deshalb wieder im
3T3-L1 Zellsystem, unter Beriicksichtigung der C/EBP3-Erkenntnisse, C/EBPB, C/EBPS und
deren Rolle bei der Transaktivierung von PPARYy2 néher untersucht, da der Eingriff der CK2
in die Differenzierung auf dieser Ebene erfolgen muss.

6.3.5.1 Bestimmung des mRNA-Gehalts von C/EBP und C/EBP6

Zunéchst wird der mMRNA-Gehalt von C/EBP und C/EBPS wahrend der Differenzierung von
3T3-L1 Zellen und nach Hemmung der CK2 mit Q untersucht. Auch hier werden keine
abweichenden Ergebnisse mit CX-4945 erwartet. Differenzierende 3T3-L1 Zellen werden in
Anwesenheit von DMSO oder 30 uM Q an Tag 0, 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 12 mit dem peqGOLD
TriFast™ Reagenz lysiert und die Gesamt-RNA wird isoliert. Aus dieser wird mit
spezifischen Primern mittels gRT real time PCR die mRNA-Menge von C/EBPJ und C/EBP3
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 33 dargestellt.
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Tag der Differenzierung Tag der Differenzierung

Abbildung 33: mRNA-Gehalt von C/EBPB und C/EBP& wahrend der Differenzierung von 3T3-L1 Zellen
und nach Hemmung mit Quinalizarin (Q). Die Zellen werden in 60 mm Zellkulturschalen ausgesat und in
Anwesenheit von DMSO oder 30 uM Q differenziert. An Tag 0, 2, 3, 4, 6, 8, 10 und 12 werden die Zellen mit
dem peqGOLD TriFast™ Reagenz geerntet. Die Gesamt-RNA wird isoliert und mittels gRT real time PCR wird
mit spezifischen Primern die mMRNA-Menge von C/EBPf und C/EBPS bestimmt. Die 18S rRNA dient als interne
Kontrolle und die fur die C/EBPs erhaltenen Werte werden darauf normiert. Die Ergebnisse der Analyse werden
auf Tag O normiert. Die Standardabweichung ergibt sich aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten

Experimenten.

In der DMSO-Kontrolle steigen die mMRNA-Mengen beider C/EBPs zu Beginn der
Differenzierung an Tag 2 und 3 stark an und fallen anschlieRend zum Ende der
Differenzierung hin wieder ab. Bei der Betrachtung des mRNA-Gehalts von C/EBPJ bei

Lisa Maria Schwind Seite 123



6. Ergebnisse

Hemmung der CK2 mit 30 uM Q zeigt sich ein ebenso starker Anstieg an Tag 2 wie bei der
DMSO-Kontrolle. Die Abnahme des mMRNA-Gehalts bis Tag 6 geht jedoch etwas schneller
vonstatten. Bei C/EBPS ist der Anstieg der mRNA-Menge an Tag 2 bei Hemmung ebenfalls
gleich stark, verglichen mit der DMSO-Kontrolle. An Tag 3 féllt auch hier die mMRNA-Menge
bereits ab, obwohl sie bei der DMSO-Kontrolle etwa auf dem Niveau von Tag 2 bleibt. Dafiir
bleibt der mRNA-Gehalt der gehemmten Zellen an Tag 6 und 8 Uber dem der DMSO-
Kontrolle.

Im GrolRen und Ganzen gibt es jedoch keine gravierenden Unterschiede in der mMRNA-Menge
zwischen ungehemmtem und gehemmtem Zustand, was sich auch in der von Frau Dr.

Kostelnik und Herr Dr. Zimmer beobachteten konstanten Proteinexpression widerspiegelt.

6.3.5.2 Bestimmung der subzelluliren Lokalisation von C/EBPJ und
C/EBP6

Wie in 6.3.4.3 gezeigt, hat die Hemmung der CK2 in HCT116 Zellen keinen Einfluss auf die
subzelluldre Lokalisation von FLAG-C/EBPS. Da es sich dabei jedoch um ein heterologes
System handelt, ware es moglich, dass sich die Hemmung der CK2 in 3T3-L1 Zellen anders
auswirkt. Es wire auch denkbar, dass der Dimerisierungspartner von C/EBPJ, ndmlich
C/EBPp eine verdnderte Verteilung aufweisen konnte. Deshalb wird nun die subzellulére
Lokalisation von C/EBPB und C/EBPS in der Immunfluoreszenz in differenzierenden 3T3-L1
Zellen untersucht. Dazu werden die Zellen auf Deckgldschen ausgesét und bei Erreichen der
Konfluenz in Anwesenheit von DMSO, 30 uM Q oder 15 uM CX-4945 differenziert. Nach
24 h (Tag 2) werden die Zellen fixiert, permeabilisiert und die beiden Proteine mit
spezifischen Antikdrpern markiert und mit Fluoreszenz-gekoppelten Sekund&rantikdrpern
detektiert.
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Abbildung 34: Subzellulire Lokalisation von C/EBP$ und C/EBP& in 3T3-L1 Zellen an Tag 2 der
Differenzierung. Die Zellen werden auf Deckglaschen ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird die
Differenzierung induziert. Dem Differenzierungsmix wird DMSO, 30 pM Q oder 15 pM CX-4945 zugesetzt.
Nach 24 h Inkubation werden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit den Primérantikdrpern #3087 gegen
C/EBPB und sc-151 gegen C/EBPS inkubiert. Als Sekundarantikérper wird das Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-
Kaninchen-lgG-Konjugate verwendet. Die DNA der Zellkerne ist mit DAPI geféarbt. Die dargestellte Verteilung

wurde in zwei unabhéngigen Experimenten beobachtet. GesamtvergréRerung: 400x, MaRstabbalken 50 pum.
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Die Analyse der subzellularen Lokalisation in differenzierenden 3T3-L1 Zellen in Abb. 34
zeigt, dass sowohl C/EBPB (Abb. 34 A) als auch C/EBPd (Abb. 34 B) an Tag 2 der
Differenzierung ausschlieBlich im Kern lokalisiert sind. Auch die Hemmung der CK2 durch
30 UM Q oder 15 pM CX-4945 &ndert daran nichts. Es fallt auf, dass verschiedene Zellen
unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten aufweisen. Dies hangt moglicherweise mit dem

Fortschritt des Differenzierungsstadiums zusammen.

Eine weitere Mdglichkeit, die subzellulare Lokalisation von Proteinen zu untersuchen, ist die
Herstellung von Cytoplasma- und Zellkernextrakten. Die 3T3-L1 Zellen werden dazu in 100
mm  Zellkulturschalen ausgesdt und bei Erreichen der Konfluenz durch Zugabe des
Differenzierungsmixes mit DMSO, 30 uM Q oder 15 uM CX-4945 differenziert. Die Zellen
werden entweder ohne Behandlung geerntet (Tag 0) oder nach 24 h (Tag 2) oder nach 48 h
(Tag 3). Nach Herstellung von Cytoplasma- und Zellkernextrakten werden gleiche
Proteinmengen in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und die Expression von C/EBPB und C/EBP& mit spezifischen Antikdrpern
nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Abb. 35 dargestellt.

Tag 0 Tag 2 Tag 3 Tag 0 Tag 2 Tag 3
D Q D Q D CX D CX
€Cc K € K € K € K € K ¢ K € K € K € K C K
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Abbildung 35: Expression von C/EBP und C/EBP& im Cytoplasma und im Zellkern von 3T3-L1 Zellen.
Die Zellen werden in 100 mm Zellkulturschalen ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird die
Differenzierung in Anwesenheit von DMSO (D), 30 uM Quinalizarin (Q) oder 15 pM CX-4945 (CX) induziert.
An Tag 0, 2 (24 h) und 3 (48 h) werden die Zellen geerntet. Es werden Cytoplasma- und Zellkernextrakte
hergestellt und je 50 pg Protein auf einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer
der Proteine auf eine PVDF-Membran werden C/EBPB und C/EBPS mit den spezifischen Antikorpern #3087
und sc-151 markiert und mithilfe von Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikdrpern detektiert.
HSP70 dient als Ladekontrolle der Cytoplasma-Proteine und wird mit SM5066 nachgewiesen. Nukleolin dient
als Ladekontrolle der Zellkern-Proteine und wird mit dem Kaninchenserum #36 nachgewiesen Dargestellt ist ein

reprasentatives Ergebnis von drei unabhdngigen Experimenten. C: Cytoplasma, K: Zellkern.
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Die Expression von C/EBPB und C/EBP3 ist unabhangig von der Behandlung immer im Kern
nachweisbar. Zudem wird mit diesem Experiment nochmals bestatigt, dass die
Expressionsstarke der Proteine auch nach Hemmung der CK2 mit 30 uM Q oder 15 pM CX-
4945 vergleichbar mit der von DMSO ist. Die Uberpriifung der Reinheit der Fraktionen durch
Nachweis der Expression von HSP70 (Cytoplasma) und Nukleolin (Kern) zeigen, dass die
cytoplasmatische Fraktion keine Kernproteine enthalt, die Kernfraktion jedoch noch einen
geringen Anteil cytoplasmatischer Proteine. Dies ist im Falle einer Kernlokalisation jedoch
irrelevant.

Das durch die Cytoplasma- und Kernfraktionierung erhaltene Ergebnis bestatigt somit die in
der Immunfluoreszenz beobachtete Verteilung. Durch die Hemmung der CK2 wird die
Kernlokalisation von C/EBP und C/EBPS in 3T3-L1 Zellen nicht veréndert.

6.3.5.3 Bestimmung der DNA-Bindung von C/EBPf und C/EBPd

Die Bindung an spezifische Sequenzen der DNA st eine Grundvoraussetzung dafir, dass
Transkriptionsfaktoren ihre Zielgene induzieren oder reprimieren kénnen. Da Proteinmenge
und subzelluldre Lokalisation von C/EBP und C/EBP3 nach Hemmung normal sind, wird im
néchsten Schritt die Bindung der beiden Proteine an den PPARy2 Promotor untersucht.

Dies geschieht mit einer Streptavidin-basierten Affinitatsreinigung (DNA-"pull-down™). Dazu
wird ausgehend vom pGL4.10-PPARy2 Plasmid ein 216 bp langes, die C/EBP-Bindestellen
umfassendes Promotorstiick mittels PCR amplifiziert (DNA-Sonde). Der reverse Primer ist
dabei mit Biotin konjugiert, was die Aufreinigung tber eine Streptavidin-Sdaule ermdglicht.
Die biotinylierte DNA-Sonde wird mit Zellkernextrakten, die aus 3T3-L1 Zellen an Tag 2
oder Tag 3 der Differenzierung hergestellt wurden, inkubiert. AnschlieBend werden die Sonde
und alle daran gebundenen Zellkernproteine aufgereinigt und die gebundenen Proteine von
der Saule eluiert. Diese kdnnen anschlieBend in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,

transferiert und immunologisch nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Bindung von C/EBPB und C/EBPS§ aus 3T3-L1 Zellkernextrakten an den PPARy2
Promotor nach Hemmung der CK2. (A) Schematische Darstellung der biotinylierten PPARy2-Promotorsonde
mit illustrierten C/EBP-Bindestellen. (B) Die 3T3-L1 Zellen werden auf 145 mm Zellkulturschalen ausgeséat und
bei Erreichen der Konfluenz wird in Anwesenheit von DMSO, 30 uM Q oder 15 puM CX-4945 die
Differenzierung induziert. An Tag 2 (24 h) oder Tag 3 (48 h) werden die Zellen geerntet und Cytoplasma- und
Zellkernextrakte davon hergestellt. Je 1 mg der Zellkernextrakte wird fiir den DNA-"pull-down" (PD) mit 1 pug
der biotinylierten PPARy2-Sonde versetzt und fiir 30 min inkubiert. Nach der Streptavidin-Affinitatsreinigung
werden die Proteine im Eluat in einem 12.5%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran geblottet. C/EBP und C/EBPS werden mit den spezifischen Antikérpern #3087 und sc-151 detektiert.
ZE: Zellkernextrakt (30 pg), D: DMSO. (C) Densitometrische Quantifizierung der in mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten erhaltenen Banden fiir C/EBPB LAP und C/EBPS mit der Software Quantity One
4.6.5. Die Intensitat der DMSO-Kontrolle ist als Referenz (100%) gewahit.
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Abb. 36 A stellt die zum "pull-down™ (PD) verwendete DNA-Sonde dar. Sie umfasst den
PPARy2 Promotorbereich von bp -284 bis -69 und enthalt die beiden C/EBP-Bindestellen.
Am 3°-Ende ist die DNA-Sonde mit Biotin konjugiert, was die Aufreinigung Uber eine
Streptavidin-gekoppelte Sdule ermdglicht. Der Nachweis der Expression von C/EBPJ und
C/EBPS in den PD-Spuren (Abb. 36 B) zeigt, dass beide Proteine an Tag 2 und Tag 3 der
Differenzierung an dic PPARy2-Sonde binden. Nach Hemmung der CK2 mit 30 uM Q oder
15 uM CX-4945 verandert sich die Bindungsstarke teilweise. Die in Abb. 36 C dargestellte
Quantifizierung der Bindung im Mittelwert Uber mehrere Experimente zeigt, dass die
Inhibitoren die Bindung unterschiedlich beeinflussen. Nach Hemmung mit Q &ndert sich die
DNA-Bindung von C/EBPp an Tag 2 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle kaum, wohingegen
sie an Tag 3 leicht erhoht ist. Die DNA-Bindung von C/EBPS wird an beiden Tagen durch Q
negativ beeinflusst, wobei der Einfluss an Tag 2 deutlicher ist. CX-4945 hingegen (bt keinen
Effekt auf die DNA-Bindung von C/EBPS aus, dafiir bindet C/EBPB an Tag 2 der
Differenzierung nach CX-4945 Behandlung deutlich besser und an Tag 3 etwas schlechter
verglichen mit DMSO.

Da die Inhibitoren unterschiedliche Effekte auf die DNA-Bindung von C/EBPB und C/EBPd
zeigen, kann keine eindeutige Aussage getroffen werden. Die Effekte sind jedoch allgemein
nicht so weitreichend, dass daraus die nach der CK2-Hemmung beobachtete fehlende PPARY
Expression erklart werden kénnte. Der Eingriff der CK2 findet somit vermutlich nicht auf der
Ebene der DNA-Bindung statt.

6.3.5.4 Bestimmung der Aktivitiat des PPARY2 Promotors

Neben der Kernlokalisation und der DNA-Bindung ist die Transaktivierungsfahigkeit von
ausschlaggebender Bedeutung fur die Funktion von Transkriptionsfaktoren. Die in 6.3.4.4
dargestellte Analyse der Transaktivierungsfahigkeit von FLAG-C/EBP$ zeigt eine Erhhung
der Transaktivierung durch die Phosphorylierung an Serin 57. Im Umkehrschluss musste die
Hemmung der CK2 und somit die Verringerung der Phosphorylierung eine Reduktion der
Transaktivierung von C/EBPS bewirken. Zudem waére eine geringere Aktivierung des
PPARY2 Promotors die einfachste Erkldrung fiir die fehlende bzw. verminderte PPARY2
MRNA- und Proteinexpression nach CK2-Hemmung. Die Analyse von exogen eingebrachtem
C/EBPS in 3T3-L1 Zellen ist jedoch durch den hohen endogenen C/EBP&-Gehalt schlecht
maoglich. Deshalb wird hier die Transaktivierung des pGL4.10-PPARYy2 Promotorkonstrukts

durch die endogen wahrend der Differenzierung induzierten Transkriptionsfaktoren in
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ungehemmten und gehemmten Zellen untersucht. Dazu werden 3T3-L1 Zellen in 24-Loch
Zellkulturplatten ausgesat und mit dem pGL4.10-LV oder dem pGL4.10-PPARy2 Plasmid
transfiziert. Da kein Expressionsplasmid mittransfiziert wird, ist eine Uberprifung der
Transfektionseffizienz im Western Blot nicht méglich. Aus diesem Grund wird das Renilla-
Luciferase-Kontrollplasmid pGL4.70[hRluc] cotransfiziert, das die Transfektionseffizienz
widerspiegelt und auf das die Ansatze normiert werden kdnnen. In den transfizierten Zellen
wird die Differenzierung in Anwesenheit von DMSO, 30 uM Q oder 15 pM CX-4945
induziert und an Tag 2 (24 h) und Tag 3 (48 h) der Differenzierung wird die Induktion des
PPARY2 Promotors mittels Luciferase-Assay bestimmt.

m DMSO
14 m 30uMQ
@ 15 pM CX-4945

relative Promotoraktivitit
[normiert auf DMSO]

0 .
Tag 2 Tag 3 —‘
pGL4.10-PPARY2

Abbildung 37: Transaktivierung des PPARYy2 Promotors wihrend der Differenzierung von 3T3-L1 Zellen
und bei Hemmung der CK2. Die Zellen werden in einer Dichte von 1.5x10* Zellen/Loch in 24-Loch
Zellkulturplatten ausgesat und am nachsten Tag mit dem Promotorkonstrukt pGL4.10-LV oder pGL4.10-
PPARy2 transfiziert. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienz wird das pGL4.70[hRluc] Plasmid im
Verhaltnis 1:10 mittransfiziert. Nach 16 h wird die Differenzierung in Anwesenheit von DMSO, 30 uM Q oder
15 puM CX-4945 induziert. Die Promotoraktivitat wird an Tag 2 (24 h) und an Tag 3 (48 h) nach
Differenzierungsbeginn mittels Dual-Luciferase-Assay bestimmt. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienz
werden die Firefly-Luciferase-Werte durch die Renilla-Luciferase-Werte geteilt. AnschlieBend werden die Werte
der DMSO Kontrollen als 1 definiert und alle anderen Werte darauf bezogen. Die Standardabweichung ergibt

sich aus drei unabhé&ngigen Experimenten.

Entgegen den Erwartungen nimmt die PPARYy2 Promotoraktivitit nach Hemmung der CK2
mit 30 uM Q und 15 pM CX-4945 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu und zwar um das
1.2-fache an Tag 2 und das 1.6-fache an Tag 3 der Differenzierung (Abb. 37).

Der Eingriff der CK2 in die Differenzierung erfolgt also auch nicht durch Veranderung der
Transaktivierung des PPARY2 Promotors, wie es durch den Einfluss der C/EBP3-Phosphory-

lierung auf dessen Transaktivierungsfahigkeit zu erwarten gewesen ware (vgl. Abb. 32).
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6.3.5.5 Bestimmung des Gehalts der fiir PPARY2 spezifischen miRNAs

Da der PPARY2 Promotor offensichtlich auch bei Hemmung aktiviert wird, muss die
Regulation der Proteinexpression auf posttranskriptioneller Ebene stattfinden. Ein relativ
neues und groRes Feld dabei ist die RNA-Interferenz Uber miRNAs. MiRNAs sind kleine
nichtkodierende RNA-Molekiile, die sequenzspezifisch an die 3°-UTR, seltener auch an die
5°-UTR, von mRNA Molekiilen binden und zu deren Abbau oder einem Translationsstop
fihren. Da in den gehemmten Zellen eine deutlich verringerte PPARY2 mRNA-Menge bei
gleichzeitiger Aktivierung des PPARy2 Promotors vorliegt, wire ein verstirkter Abbau der
MRNA durch miRNAs denkbar. Im Kontext der Differenzierung wurden bereits mehrere
miRNAs beschriecben, die PPARy2 als Ziel-mRNA Dbesitzen und dadurch einen
inhibitorischen Effekt auf die Differenzierung austben [53, 162-165]. Die am besten
charakterisierten miRNAs miR-27a, miR-27b, miR-130a und miR-130b werden deshalb nun
auf ihre Expression hin untersucht. Auch fir dieses Experiment wurde lediglich der CK2-
Hemmstoff Q verwendet, da fur CX-4945 das gleiche Ergebnis erwartet wird. Die 3T3-L1
Zellen werden ausgesét und in Anwesenheit von DMSO oder 30 uM Q differenziert. An Tag
0, 2, 4, 8 und 12 werden die Zellen mit dem peqGOLD TriFast™ Reagenz lysiert und die
Gesamt-RNA isoliert. Gleiche Mengen an RNA werden in einem Harnstoff-Polyacrylamidgel
aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran transferiert und damit vernetzt. Der Nachweis der

miRNAs erfolgt mit Hilfe von radioaktiv markierten komplementéren Sonden.
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Tag 0 Tag?2 Tag4  Tag8 Tagl2
D Q D Q D Q D Q

Ladekontrolle

“..‘ ‘.“ miR-27a-3p

1.00 095 1.01 0.65 091 0.60 0.69 0.62 0.86

Tag 0 Tag?2 Tag 4 Tag8 Tagl12
D Q D Q D Q D Q

Ladekontrolle

-s L™ ‘ - ‘ ‘. miR-27b-3p

1.00 1.30 1.19 0.89 1.43 0.88 1.25 1.02 1.51

Tag 0 Tag?2 Tag 4 Tag8 Tagl2
D QD QD Q D Q

Ladekontrolle

R T T

1.00 1.39 1.20 1.12 1.52 1.18 1.59 1.29 1.52

Tag0 Tag2  Tag4 Tag8  Tag 12
D Q D Q D Q D Q

Ladekontrolle

L 3
- PR o - - miR-130b-3p

1.00 0.77 0.85 0.52 0.57 0.40 0.41 0.51 0.36

Abbildung 38: Menge der miRNAs miR27a-3p, -27b-3p, -130a-3p und -130b-3p wahrend der
Differenzierung von 3T3-L1 Zellen und nach Hemmung der CK2 mit 30 uM Q. Die 3T3-L1 Zellen werden
in 100 mm Zellkulturschalen ausgesat und bei Erreichen der Konfluenz wird die Differenzierung mit DMSO-
oder 30 uM Q-haltigem Differenzierungsmix induziert. An Tag 0, 2, 4, 8 und 12 werden die Zellen mit dem
peqGOLD TriFast™ Reagenz geerntet. Nach Isolation der Gesamt-RNA werden 20 pg in einem 12%-igen
Harnstoff-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nylon-Membran geblottet und dort kovalent fixiert. Aus einem
dsDNA-Template wird mit der T7-RNA-Polymerase und [*P]-a-UTP die radioaktiv markierte Sonde
hergestellt. Die Hybridisierung erfolgt tGber Nacht bei 50°C. Das radioaktive Signal wird mittels Phosphor
Imaging-Platte auf dem Typhoon-Trio Imager detektiert. Die aufgetrennte RNA wird vor dem Transfer mit
Ethidiumbromid angefarbt und dient als Ladekontrolle. Die Zahlen unter den Abbildungen geben die
densitometrische Quantifizierung der erhaltenen Signale mit der Software Image Quant wieder. Die erhaltenen
Intensitaten werden auf die Ladekontrolle normiert und die Intensitat an Tag O ist als Referenz (1.00) gewahit.

Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis aus drei Experimenten.
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Die in Abb. 38 dargestellte Analyse der miRNA Expression zeigt, dass alle untersuchten
miRNAs in 3T3-L1 Zellen nachweisbar sind. Bei né&herer Betrachtung konnen auch
Unterschiede in der Expression beobachtet werden. Die miRNAs miR-27a und -130b
scheinen wéhrend der Differenzierung abzunehmen, wéhrend miR-130a eher zuzunehmen
scheint. Die miRNA miR-27b nimmt im Kontrollansatz zundchst zu, anschlief3end ab und ist
an Tag 12 wieder auf dem Niveau von Tag 0 angelangt. Die Quantifizierung der miRNAs
bestétigt diese Beobachtung. Bei der DMSO-Kontrolle zeigt miR-27a die starkste Abnahme
auf 0.60 und miR-130b auf 0.40 an Tag 8 der Differenzierung. Interessant ist jedoch, dass die
miRNA Expression nach Hemmung der CK2 mit 30 pM Q bis auf wenige Ausnahmen
deutlich hoher ist als bei der DMSO Kontrolle.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Proteinkinase CK2 mdglicherweise etwas mit der
Regulation der miRNA-Expression, -Prozessierung oder dem -Abbau zu tun haben konnte.
Rechnet man zudem alle vier miRNAs zusammen, konnte dies einen groReren Effekt auf die

PPARY2 Expression ausiiben als bei Betrachtung der einzelnen miRNAs.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es sich bei der Regulation der Adipogenese
um einen komplexen Prozess handelt und die Rolle der CK2 nicht auf einen bestimmten
Angriffspunkt eingegrenzt werden kann. Wahrend der adipogenen Differenzierung &ndert sich
die Expression, Aktivitat und subzelluldre Lokalisation der CK2; in 3T3-L1 und hMSC zeigen
sich jedoch unterschiedliche Resultate. In beiden Zellen wird nach Hemmung der CK2 das
wichtige Regulatorprotein PPARy2 funktionsunfihig; bei 3T3-L1 durch die fehlende
Synthese, in hMSC durch den Transport ins Cytoplasma. Aufgrund dieser Unterschiede stellt
sich also die Frage, ob die CK2 wahrend der adipogenen Differenzierung in hMSC und 3T3-
L1 die gleichen Angriffspunkte besitzt. Die erhaltenen Ergebnisse deuten eher darauf hin,
dass die beidem Systeme einzeln betrachtet werden mdissen, auch wenn sie denselben
biologischen Prozess widerspiegeln und das Resultat das Gleiche ist. Trotzdem kann
eindeutig belegt werden, dass die CK2 sowohl fiir die adipogene als auch fir die neurale
Differenzierung wichtig ist. Eine weitere Gemeinsamkeit ist der Zeitpunkt der CK2-
Beteiligung an diesen Prozessen. Bei beiden Modellen ist die CK2 am Anfang der
Differenzierung am wichtigsten, was fur eine Beteiligung an der Induktion der
Differenzierung spricht. Zudem sind diese beiden Differenzierungsprozesse sicherlich nicht
die einzigen, fur die eine Beteiligung der CK2 bendtigt wird, woraus sich mannigfaltige

zukinftige Forschungsgebiete ergeben.
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Die Entstehung von neuem Leben ist ein komplexer Prozess, der schon fast an ein Wunder
der Natur grenzt und bei dem vieles schiefgehen kann. So werden viele Embryonen aufgrund
von Defekten noch vor der Einnistung in die Gebarmutter abgestoRen, ohne dass die Frauen
es uberhaupt bemerken [166]. Aus einer einzelnen Zelle, der Zygote, entstehen wahrend der
Entwicklung insgesamt die tber 30 Billionen (3x10™) Zellen des Erwachsenen mit den
unterschiedlichsten Funktionen und Stoffwechselleistungen [167]. Damit dies erreicht werden
kann, codiert das Genom mit etwa 20.000 Genen [168, 169] fur mindestens ebenso viele
Proteine, deren Diversitét sich durch posttranslationale Modifikationen, die die Aktivitat oder
Spezifitét regulieren, nochmals stark erhohen l&sst [170]. Manche der Proteine regulieren nur
einen bestimmten Prozess, andere sind an vielen verschiedenen Stoffwechselwegen beteiligt;
manche sind durch die Funktion anderer Proteine ersetzbar, bei anderen ist dies nicht mdglich,
weshalb sich ihr Fehlen in einem bestimmten pathologischen Phanotyp aufRert. Zu diesen
"anderen” Proteinen gehort das Enzym Proteinkinase CK2, das, als ubiquitare konstitutiv
aktive Kinase mit bisher ber 300 beschriebenen Substraten [78], an einer Myriade von
zelluléren Prozessen beteiligt ist. Der "knock-out" von CK2a oder CK2B im Mausmodell
fuhrt zum Absterben der Nachkommen wahrend der embryonalen Entwicklung [97-100]. Ein
"knock-out" von CK2a‘ hingegen beeinflusst lediglich die Spermatogenese, was dazu fuhrt,
dass mannliche Nachkommen steril sind [70, 101]. Die CK2-Aktivitat ist, im Gesamtembryo
gemessen, wahrend der spaten Organogenese und frihen Gewebedifferenzierung (E12-E14)
am hochsten [92], ihre Expression ist jedoch gewebsspezifisch reguliert und nicht Gberall
gleich stark. Mestres et al. konnten zeigen, dass die CK2 generell in den epithelialen
Bereichen fast aller Organe starker exprimiert wird als im sekundaren Mesenchym. Eine
Ausnahme bilden lediglich die Vorlauferzellen fir die Knorpel- und Knochenzellen, bei
denen es sich vermutlich um mesenchymale Stammzellen handelt und die auch zu Fettzellen
differenzieren kdnnen. Die starke Expression im Neuroepithel lasst auf eine Beteiligung der
CK2 an der neuralen Differenzierung schlielen [95].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Schéfer aus Zweibrticken die Rolle der CK2 bei der neuralen Differenzierung untersucht.
Dazu wurden neurale Stammzellen (NSC) aus der SVZ von zwei bis funf Tage alten Mdusen
isoliert, in vitro kultiviert und differenziert. Diese Region ist besonders interessant, da sie
auch im adulten Tier noch NSC enthélt, die kontinuierlich neue Neurone fiir den Riechkolben

bilden, aber auch im Falle einer Verletzung an der Regeneration des umliegenden Gewebes
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beteiligt sind [8, 9, 21]. Die einfachste Methode zur Untersuchung, ob ein bestimmtes
Protein/Enzym wahrend eines Prozesses wichtig ist, ist das Protein oder die Enzymaktivitat
aus dem Prozess zu entfernen. Im Falle eines Enzyms ist dies am einfachsten durchfihrbar,
indem man einen Hemmstoff verwendet, der, sofern er membrangdngig ist oder durch
Endozytose von der Zelle aufgenommen wird, einfach ins Kulturmedium der Zellen appliziert
werden kann. Dabei ist es natiirlich wiinschenswert, dass der Inhibitor spezifisch ist, also
maoglichst nur das gewilnschte Enzym hemmt, um unerwiinschte Nebeneffekte
auszuschlielen. Fir die Proteinkinase CK2 sind einige Inhibitoren erhaltlich, die mehr oder
weniger spezifisch sind. In der Regel handelt es sich dabei um ATP-Analoga, also
kompetitive Inhibitoren, die mit ATP um die Bindung im katalytischen Zentrum von CK2a
und CK2a‘ konkurrieren. In dieser Arbeit wurden zwei Hemmstoffe dieser Art verwendet:
Quinalizarin und CX-4945. Bei Quinalizarin handelt es sich um ein Tetrahydroxyanthra-
chinon-Isomer, das an 140 Kinasen auf seine Spezifitat hin untersucht wurde und in vitro
einen Ki-Wert von 55 nM besitzt [121, 124]. Das strukturell nicht mit Quinalizarin verwandte
CX-4945 (Synonym: Silmitasertib) hat sogar einen Ki-Wert von 0.38 nM in vitro und wurde
an 238 Kinasen getestet [123]. Zudem wird es zurzeit in klinischen Studien als
Tumortherapeutikum erprobt [122]. Obwohl es im Kinasescreening sehr spezifisch fur die
CK2 war, konnten Kim et. al. 2014 einen CK2-unabhangigen Effekt von CX-4945 auf den
Prozess des alternativen SpleiBens nachweisen [171]. Bei der betroffenen Kinase handelte es
sich um die Cdc2-like Kinase 2 (Clk-2). Zum Ausschluss unspezifischer Resultate empfiehlt
sich daher die parallele Verwendung von mindestens zwei Inhibitoren.

In den Vorarbeiten zu diesem Projekt untersuchte Frau Bender den Einfluss unterschiedlicher
Konzentrationen von CX-4945 auf die Proliferation der SVZ-Neurospharen [128]. Dabei
konnte sie, beginnend bei 10 pM, eine konzentrationsabhéngige Reduktion der Proliferation
feststellen. Ich konnte zeigen, dass mit steigender Hemmstoffkonzentration eine verstarkte
Reduktion der CK2-Kinaseaktivitat auftritt. Man kénnte also annehmen, dass die Starke der
Hemmung bzw. der Anteil an CK2-Restaktivitat tber die biologischen Auswirkungen der
Hemmung bestimmt. Wenn die Restaktivitat der CK2 nach Hemmung noch hoch genug ist,
kann sie ihre Funktionen noch ausiiben und die Hemmung hat keinen Effekt auf die
Proliferation. Dies ist vermutlich auch der Grund daftr, dass man bei Konzentrationen unter
10 pM CX-4945 keinen Einfluss auf die Proliferation der Neurosphéren sieht. Frau Bender
setzte fur die Differenzierungsexperimente eine CX-4945-Konzentration von 20 UM ein, was
jedoch eine starke Toxizitat auf die Zellen ausiibte. Deshalb wurde in den Folgeexperimenten,

so auch in dieser Arbeit, 10 uM CX-4945 verwendet. Im Neurosphéren-Assay bewirkte die
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Hemmung der CK2 Kinaseaktivitdt mit CX-4945 eine Reduktion der astrozytéren und eine
Induktion der neuronalen Differenzierung, wenn die Hemmung von Beginn der
Differenzierung an stattfand. Die Summe der beiden Zelltypen (Astrozyten + Neurone)
anderte sich im Vergleich zur Kontrolle jedoch kaum, was darauf hindeuten konnte, dass
keine Hemmung der Gesamtdifferenzierung stattfand, sondern eventuell nur eine
Verschiebung des Differenzierungsschicksals in Richtung der Neurone. Es sind bereits einige
Proteine bekannt, die an der Entscheidung, zu welchem Zelltyp eine NSC differenziert,
beteiligt sind [172, 173]. Die "bone morphogenic proteins" (BMPs) werden fur die astrozytare
Differenzierung in der SVZ benétigt [174, 175]. Die BMPs selbst sind zwar nicht als CK2
Substrate beschrieben, jedoch konnte fir den BMP Rezeptor Typ-la (BMPR-1a) gezeigt
werden, dass CK2f an drei verschiedenen Bereichen an ihn bindet und ihn dadurch inaktiviert
[109]. Diese Bereiche enthalten auch potentielle CK2-Phosphorylierungsstellen, es ist aber
noch nicht klar, ob diese tatséchlich durch die CK2 phosphoryliert werden. Die Ergebnisse
von Son et al. deuten jedoch darauf hin, da eine Hemmung der CK2 Kinaseaktivitat mit CX-
4945 den BMP-2 induzierten Signalweg tber MEK/ERK und Smad1/5/8 verstarkt, was zu
einer gesteigerten Osteogenese fuhrt [176]. Unter der Annahme, dass die CK2-Hemmung
auch in den NSC das Signal verstarkt, muisste die Hemmung der CK2 eine verstirkte
astrozytare Differenzierung hervorrufen, was meinen Ergebnissen widersprechen wirde.
Neben seiner Funktion bei der Differenzierung zu Astrozyten ist der BMP-induzierte
Signalweg tber den BMPR-1a jedoch ebenfalls fur die Erhaltung des Stammzellcharakters
der NSC wichtig. So bewirkt der "knock-out" des BMPR-1a in embryonalen Stammzellen die
vorzeitige Neurogenese und den Verlust des Stammzellcharakter der embryonalen
Stammzellen [177]. Auch im adulten Hippocampus halten die BMPs die NSC uber den
BMPR-1a im Ruhemodus [178]. In den von mir untersuchten SVZ-Neurosphdren scheint
diese Funktion der BMPs im Vordergrund zu stehen, was durch die verstarkte Nestin-
Expression nach CK2-Hemmung bestatigt wird. Das "Neurogenic locus notch homolog
protein™ (Notch) reguliert die Differenzierung zu allen neuralen Zelltypen sowie die Erhaltung
der NSC zeitpunkt- und regionsabhéngig [179-181]. Die intrazellulare Domane von Notchl
wird durch die CK2 phosphoryliert [182]. Die Phosphorylierung hat eine verringerte
transkriptionelle Aktivitat des Notchl/Mastermind/CSL-Komplexes zur Folge. Die Hemmung
der CK2 bewirkt demnach vermutlich eine Steigerung des Notch-aktivierten Signalweges.
Aufgrund der vielféltigen Funktionen von Notch im zentralen Nervensystem kann tber die
Folgen der CK2-Hemmung beziglich Notch in den von mir untersuchten SVZ-Neurosphéren

jedoch nur spekuliert werden. Vermutlich tragt es ahnlich wie der BMP-Signalweg zur
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Erhaltung der Stammzellpopulation bei. Neben der Gehirnentwicklung ist Notch bei vielen
weiteren Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen beteiligt [183], wobei es die Differen-
zierung sowohl positiv als auch negativ reguliert [184-187]. Die Regulation der BMPR-1a
Aktivitat und des Notchl-Signalwegs durch die CK2 stellt somit nicht nur bei der neuralen
Differenzierung einen Mechanismus zur Beeinflussung des zellularen Schicksals dar, sondern
zeigt auch einen gemeinsamen Angriffspunkt der CK2 bei verschiedenen Differenzierungs-
prozessen auf. Bei der Neurogenese werden der CK2 sowohl positive als auch negative
Effekte zugeschrieben. Der "Groucho/Transducin-like enhancer of split-1" (Gro/TLE1) wurde
von Nuthall et al. als CK2 Substrat beschrieben [188, 189]. Nach der Bindung an
"Hairy/Enhancer of splitl" (Hesl) wirkt die Phosphorylierung an Serin239 durch die CK2 als
Ausgangspunkt fir die Hyperphosphorylierung von Gro/TLEL. Die Hyperphosphorylierung
ist essentiell fur die Umstrukturierung des Chromatins, wodurch die neuronale Differen-
zierung durch Transrepression proneuronaler Gene gehemmt wird. Der Verlust der
Hyperphosphorylierung durch die Verwendung von CK2-Inhibitoren kénnte auf diesem Wege
zur gesteigerten Differenzierung der Neurone beitragen. Ein weiteres Substrat der CK2 ist
Hes6, das als Gegenspieler von Hesl bekannt ist und die kortikale Neurogenese fordert. Die
CK2-Phosphorylierung von Hes6 beeinflusst die Bindung von Gro/TLE1 an Hesl in negativer
Weise und fordert die Degradation von Hesl [190]. Die Hemmung der CK2 wiirde in diesem
Fall also einen antineuronalen Effekt besitzen. Einen ebenfalls antineuronalen Effekt besitzt
die Hemmung der CK2-Phosphorylierung von "Mammalian achaete-scute homolog 1" (Mash-
1) [191]. Mash1l ist essentiell fir die Neurogenese in bestimmten Regionen wahrend der
embryonalen Gehirnentwicklung [192], spielt jedoch auch in der postnatalen SVZ eine Rolle
[193]. Die Entscheidung der Zelle fir oder gegen die Differenzierung wird letztendlich
dadurch bestimmt, welche Eigenschaften nach Einbezug aller Effekte iberwiegen. In diesem
experimentellen System Uberwiegen die proneuronalen Signale nach CK2-Hemmung. Die
Ergebnisse deuten jedoch auch darauf hin, dass der positive Einfluss der CK2-Hemmung
innerhalb der ersten 72 h der Differenzierung liegen muss, da eine Hemmung ab diesem
Zeitpunkt keinen Einfluss auf die neuronale Differenzierung mehr besitzt. Der negative
Einfluss auf die astrogliale Differenzierung hingegen, ist auch bei spaterer Hemmung noch
vorhanden, wodurch die Gesamtdifferenzierung reduziert ist. Quinalizarin induziert bei
Zugabe von Beginn der Differenzierung an Apoptose. Besonders empfindlich darauf
reagieren die neuralen Stammzellen und zwar vor allem die, die zu Neuronen differenzieren
sollen. Ist die Differenzierung bereits unter normalen Bedingungen in Gang gesetzt (72 h)

verlieren die Zellen ihre Empfindlichkeit gegenliber den apoptoseinduzierenden
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Eigenschaften von Quinalizarin und zeigen ein sehr &hnliches Bild wie CX-4945.
Stammzellen und Krebszellen weisen einige Gemeinsamkeiten auf. So sind beide Zelltypen
unsterblich und umgehen die Apoptose. Beide Zelltypen neigen dazu im Koérper zu wandern:
Stammzellen zum Ort des Gewebeschadens und Krebszellen in Form von Metastasen. Die
Hemmung der CK2 flhrt in Krebszellen zur Apoptose (zusammengefasst in [85]) und die
Generierung von embryonalen CK2B” Stammzellen zeigte sich unmoglich [97]. Bei
ausdifferenzierten Zellen hingegen gibt es Hinweise darauf, dass sie nicht so empfindlich
gegentiber einer CK2-Hemmung sind [194]. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten stark darauf
hin, dass sich die neuralen Stammzellen wie Tumorzellen verhalten. Ist die Differenzierung
jedoch erst in Gang gesetzt hat die CK2-Hemmung keinen Effekt mehr auf die Induktion der
Apoptose. Die Tatsache, dass CX-4945 in der Konzentration von 10 uM keine Apoptose
induziert, ist vermutlich auf die relativ hohe CK2 Restaktivitat von 60% in differenzierenden
SVZ zurlckzufuhren. Die von Frau Bender eingesetzte Konzentration von 20 uM reduzierte
die CK2 Kinaseaktivitdt auf 18% Restaktivitat, was zur Induktion der Apoptose fiihrte [195].
Auch hier scheint also die verbleibende Aktivitat der CK2 eine Rolle fur die Zellvitalitat zu
spielen. Ein Einfluss der CK2 auf die Proliferation und Vitalitat von NSC konnte von Huillard
et al. auch bei der embryonalen Gehirnentwicklung nachgewiesen werden [103]. Dort
bewirkte der spezifische "knock-out" von CK2p in den NSC eine deutliche Reduzierung der
Proliferation der Stammzellen. Zudem wurde die Differenzierung zu Oligodendrozyten,
einem weiteren glialen Zelltyp, gehemmt. Auf molekularer Ebene konnte dies durch den
Transkriptionsfaktor Olig2, der als Substrat der CK2 identifiziert wurde, reguliert werden. Die
Differenzierung zu Oligodendrozyten wurde von mir nicht untersucht, da dieser Zelltyp nur
einen kleinen Teil der differenzierten Zellen ausmacht (maximal 15%) und somit ein Effekt
schwer auszumachen wére. Im Hinblick auf die zuvor dargestellten Ergebnisse wére es jedoch
sehr interessant zu tberpriifen, ob die CK2 auch wahrend der postnatalen Entwicklung noch
einen Einfluss auf die oligodendrozytare Differenzierung ausibt. Dazu misste die
Differenzierung auf eine Weise eingeleitet werden, die die Entwicklung zu Oligodendrozyten
fordert, um einen eindeutigen Effekt zu erzielen.

Bei der Betrachtung der moglichen Effekte einer in vivo Hemmung der CK2 mdssen alle
Ergebnisse zusammen bertcksichtigt werden. Rickschlisse auf die biologische Wirkung
koénnen jedoch nur auf die mit der SVZ assoziierten Funktionen gezogen werden, da die NSC
des Gyrus dentatus nicht untersucht wurden. Die Reduktion der Proliferation der NSC in
Kombination mit einer reduzierten astroglialen und einer, je nach Hemmstoffkonzentration,

positiv oder negativ verdnderten neuronalen Differenzierung kénnten schwerwiegende Folgen
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fur das Gehirn haben. Die SVZ ist im adulten Gehirn flr die Bereitstellung von Neuronen fir
den Riechkolben zustdndig [8]. Die Funktion dieser bereitgestellten Neurone ist die
Ausbildung neuer neuronaler Schaltkreise zur Verarbeitung neuer Gertiche (zusammengefasst
in [196]). Eine gesteigerte oder verringerte Differenzierung dieser Neurone nach CK2-
Hemmung konnte demnach zu einer gestdrten Geruchswahrnehmung fuhren. Eine weitere
Aufgabe der SVZ ist die Regeneration nach Hirnschaden [137]. So konnte die Regeneration
von geschédigten Bereichen durch die Hemmung der CK2 stark reduziert sein, denn zum
einen konnen aufgrund der reduzierten Proliferation der Stammzellen nicht gentigend
Vorlauferzellen fir Astrozyten und Neurone bereitgestellt werden und zum anderen ist die
Differenzierung zu Astrozyten ebenfalls verringert. In der Summe ist der Effekt also
voraussichtlich noch deutlich starker als bei Betrachtung der einzelnen Prozesse. Diese
Uberlegungen kommen natiirlich nur zum Tragen, wenn sie in Form von unerwiinschten
Nebenwirkungen, wie nach Einnahme von CX-4945 als Tumortherapeutikum, auftreten.
Sinnvoll kann der gezielte Einsatz von CK2-Inhibitoren bei Erkrankungen des Gehirns sein,
in denen die CK2-Aktivitdt zur Pathogenese beitragt, was oft der Fall ist. Als Beispiel wére
hier das Glioblastom anzufiihren, bei dem es sich um einen aggressiven Tumor, bestehend aus
Zellen mit astrozytaren Eigenschaften, handelt. Diese konnen aus NSC oder durch
Dedifferenzierung von Astrozyten entstehen [197]. Derzeit wird eine Beteiligung der SVZ bei
der Entstehung von Glioblastomen diskutiert [198]. Glioblastome weisen eine erhéhte CK2-
Aktivitat auf und eine Hemmung bzw. Herunterregulation der CK2 reduziert effektiv das
Tumorwachstum und induziert Apoptose [199-202]. Die CK2 bietet somit einen

vielversprechenden therapeutischen Ansatzpunkt zur Behandlung von Glioblastomen.

Neben der neuralen Differenzierung wurden bereits weitere Differenzierungsmodelle
beschrieben, bei denen die CK2 eine Rolle spielt. Bei der Osteogenese, also der Bildung von
Knochengewebe, wirkt sich eine Hemmung der CK2 (ber die reduzierte Aktivierung des
"Receptor Activator of NF-xB Ligand" (RANKL) negativ auf die Osteoklastendifferenzierung
(Knochenabbau) aus. Die BMP-2 induzierte Osteoblastendifferenzierung (Knochenaufbau)
hingegen wird positiv beeinflusst [176]. Die Regulation erfolgt dabei Uber den bereits
erwahnten BMPR-1a. Wird die CK2 mit CX-4945 oder kompetitiven Peptiden gehemmt,
erfolgt BMP-2 unabhéngig eine verstirkte MEK/ERK-Aktivierung und die Zellen
differenzieren [109, 203]. Die 27-29 AS grofen kompetitiven Peptide entsprechen den
potentiellen CK2-Phosphorylierungsstellen und ihrer flankierenden Regionen. Durch Anfiigen
der Antennapedia Homeodomane-Signalsequenz wird die Aufnahme in die Zelle erreicht.
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Wie bereits erwahnt ist eine Phosphorylierung der "Bindestellen” nicht nachgewiesen. Die
Autoren beschreiben den Wirkmechanismus als kompetitive Hemmung der Bindung von CK2
an den BMPR-1a, das Peptid kénnte meiner Meinung nach jedoch auch als kompetitives
Substrat wirken. Untersuchungen zur Osteogenese im Mausmodell zeigten eine erhohte
Knochenmineralisierung nach Hemmung der CK2 mit dem kompetitiven Peptid CK2.3 [204].
Neben der Osteogenese ist die CK2 uber den BMPR-1a auch an der Chondrogenese beteiligt.
Der Einsatz des Peptids CK2.1 zeigte dahingehend im Mausmodell groRes Potential und
kénnte zukunftig zur Behandlung von Knorpelbildungsdefekten eingesetzt werden [205]. Ein
weiteres Differenzierungsmodell, fiir das bereits Beteiligungen der CK2 beschrieben wurden,
ist die Myogenese (Muskeldifferenzierung). Dort beeinflusst die CK2 durch die
Phosphorylierung von Paired Box 3 (Pax3) an Serin 205 und 209 die Entscheidung zwischen
Proliferation und Differenzierung [107, 206-208]. Auch Pax7 wird von der CK2
phosphoryliert, was die fur die Muskelregeneration wichtigen Satellitenzellen in ihrer
undifferenzierten Form erhélt [209]. Darlber hinaus werden eine Reihe weiterer friher
myogener Transkriptionsfaktoren durch die CK2 phosphoryliert [106, 210, 211]. Auch flr
eine erfolgreiche Adipogenese ist die CK2 essentiell. Bereits 1987 konnten Sommercorn und
Krebs nachweisen, dass sich die CK2-Aktivitat wahrend der Differenzierung von 3T3-L1
Zellen verdndert [212]. Spater stellte sich heraus, dass eine Hemmung der CK2 die
Adipogenese ebenfalls hemmt, jedoch nur wenn die Hemmung zu frihen Zeitpunkten der
Differenzierung erfolgte [113]. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde in der hier
vorliegenden Arbeit die Bedeutung der CK2 bei der Adipogenese naher untersucht. Als
Zellsysteme standen die murine Préadipozytenzelllinie 3T3-L1 und in Kooperation mit dem
Fraunhofer Institut in St. Ingbert humane mesenchymale Stammzellen zur Verfugung. Beide
Zellsysteme besitzen im direkten Vergleich sowohl Vor- als auch Nachteile. Vorteile der
hMSC sind ihre Herkunft direkt aus menschlichem Gewebe, wodurch die Ergebnisse den in
vivo Bedingungen besser entsprechen und unkomplizierter in Therapien umgesetzt werden
konnen. Zudem konnen sie nicht nur zu Adipozyten, sondern auch zu Chondrozyten oder
Osteoblasten differenzieren [27]. So konnen Einflisse bestimmter Faktoren auf
Krankheitsentwicklungen untersucht werden, denen eine Deregulation der Differenzierung zu
den einzelnen mesenchymalen Zelltypen zugrunde liegt. Ein Beispiel ware die Osteoporose,
bei der im Alter, neben einer erhdhten Osteoklastendifferenzierung, bevorzugt Adipogenese
zu Lasten der Osteoblastogenese erfolgt, was zur Demineralisierung der Knochen und einer
erhdhten Frakturanfalligkeit fuhrt [213]. Nachteile der hMSC sind eine geringe Zellzahl und

eine geringe Proliferationsfahigkeit. Allgemein verwendet man sie zur Untersuchung der
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Differenzierung maximal bis zu einer Passage von 8. Die Zellen proliferieren danach zwar
noch fir eine begrenzte Zeit weiter, es kann jedoch passieren, dass sie ihre
Differenzierungskapazitat verlieren [214]. Dies hat zur Folge, dass nur eine begrenzte Anzahl
an Experimenten durchgefiihrt werden kann, was eine genaue Planung voraussetzt. Zudem
besitzen die hMSC im Vergleich zu Zelllinien wenig Protein, was Untersuchungen, fir die
man viel Protein bendtigt, schwierig, wenn nicht sogar unmdéglich macht. Die nachteiligen
Eigenschaften primarer Zellen gleicht die Zelllinie 3T3-L1 durch eine hohe
Proliferationskapazitat und der Moglichkeit ihrer Verwendung bis zur 30. Passage aus, ohne
dass die Ergebnisse stark voneinander abweichen oder die Zellen ihr Differenzierungs-
potential verlieren. Zusétzlich dazu ist in dieser Zelllinie die Manipulation durch Transfektion
wesentlich einfacher als in Stammzellen. Nachteile der 3T3-L1 sind in der Tatsache
begrundet, dass sie von einem bestimmten Zellklon mit fettakkumulierenden Eigenschaften
abstammen [24, 25] und sich somit nur noch zu Fettzellen entwickeln kdnnen. Zudem handelt
es sich bei ihnen um Zellen aus der Maus, bei denen die Adipogenese nicht unbedingt so
ablaufen muss wie beim Menschen. Auch wenn der grundsatzliche Signalweg, der die
adipogene Differenzierung bewirkt, in 3T3-L1 und hMSC sehr &hnlich ist, gibt es auch
signifikante Unterschiede. So benétigen die hMSC beispielsweise beide PPARy-Isoformen
zur erfolgreichen Differenzierung [215], wahrend 3T3-L1 Zellen nur auf PPARy2 angewiesen
sind [37]. Trotzdem handelt es sich bei beiden Zelltypen jedoch um anerkannte Adipogenese-
Modelle. Ein weiteres Modellsystem, mit dem ich bereits gearbeitet habe, das jedoch nicht
Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit ist, ist die Zelllinie C3H/10T1/2. Dabei handelt es
sich um eine immortalisierte mesenchymale Stammzelllinie aus einem C3H Mausembryo
[216], die neben der Adipogenese, wie fir MSC ublich, das Potential zur Differenzierung in
weitere mesenchymale Zelltypen besitzt [217, 218]. Die C3H/10T1/2 sind somit zwischen den
3T3-L1 und den hMSC einzuordnen, da sie Eigenschaften beider Zellsysteme besitzen.

Zunachst wurde in den beiden verwendeten Zellmodellen die CK2-Expression und -Aktivitat
wéhrend der normalen adipogenen Differenzierung untersucht. Wéhrend in den 3T3-L1
Zellen die Expression und Aktivitat im Gesamtextrakt bis Tag 4/6 der Differenzierung zu-
und anschlieRend deutlich abnimmt [113], ist in Cytoplasmaextrakten zwar die Zu-, die darauf
folgende Abnahme der CK2-Expression jedoch nur auf den Ausgangswert und nicht darunter
zu beobachten. In Zellkernextrakten nimmt die Expression von CK2a und B sogar kontinuier-
lich bis zu Tag 12 zu. In den hMSC ergab die Analyse der CK2 wahrend der Differenzierung
ein nochmals anderes Bild. Die Expression von CK2o sowie die CK2-Aktivitat im

Gesamtzellextrakt nahmen von Beginn der Differenzierung an kontinuierlich auf etwa 50%
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des Ausgangswertes ab. Die Expression von CK2f hingegen fluktuierte. Offensichtlich wird
die CK2-Expression und Aktivitat in den hMSC also anders reguliert als in den 3T3-L1. Ein
Grund dafur konnte die Determination sein, die die hMSC zun&chst durchlaufen missen,
bevor sie differenzieren [23]. Wirde die CK2 dabei stéren, musste sie herunterreguliert
werden. Die hMSC bendtigen zudem im Gegensatz zu den 3T3-L1 keine MCE [139]. Die
CK2 konnte aufgrund ihrer proliferationsfordernden Wirkung positiv auf die MCE der 3T3-
L1 wirken. Die beobachtete erhohte Expression und Aktivitat ware dabei von Vorteil. Dafur
spricht auch die Tatsache, dass die Hemmung der CK2 die Proliferation der 3T3-L1 Zellen
wahrend der MCE reduziert und ebenso, dass der Einfluss der CK2 innerhalb der ersten 48 bis
72 h essentiell ist, spater jedoch nicht mehr. Eine Reduktion der CK2-Aktivitat nach der MCE
ist vermutlich ebenso wichtig, da sich Proliferation und Differenzierung gegenseitig
ausschlieBen [219]. Wenn die hMSC also nach Induktion der Differenzierung nicht mehr
proliferieren, ist es sinnvoll die Kinaseaktivitit der CK2 direkt zu drosseln.

Die Analyse der subzellul&ren Lokalisation von CK2p in den hMSC zeigte interessanterweise
eine Veranderung der Lokalisation zwischen Cytoplasma und Zellkern, wahrend CK2a
hauptsachlich nukleér lokalisiert vorlag. Filhol et al. konnten 2002 anhand von GFP-CK2-
Fusionsproteinen zeigen, dass CK2a und B unabhéngig voneinander in den Kern importiert
werden [220]. Zudem konnten sie mittels Zellfusion beobachten, dass CK2a sich mit Hilfe
des Exportrezeptors CRM-1 frei zwischen Cytoplasma und Kern bewegte, wohingegen CK2f3
den Kern nicht verlieR. Sollte sich CK2p in den hMSC ebenso verhalten, kann man davon
ausgehen, dass die Zunahme von CK2B im Kern bis Tag 9 der Differenzierung durch ein
"shuttling" vom Cytoplasma in den Kern bedingt ist, die Zunahme im Cytoplasma zu spéateren
Zeitpunkten jedoch auf eine Neusynthese von CK2p zuriickgeht. Dies wiirde vermutlich auch
die schwankende Expression im Gesamtextrakt erklaren. Bislang konnten fir die CK2 keine
genauen Regulationsmechanismen festgestellt werden. Deshalb postulierten Olsten und
Litchfield 2005 die Hypothese, dass nicht die CK2 als Ganzes, sondern ihre Subpopulationen,
zum Beispiel getrennt durch ihre subzellulére Lokalisation, lokal reguliert werden [75]. Eine
physiologische Bedeutung des "shuttlings" von CK2p vom Cytoplasma zu CK2a in den Kern
konnte demnach die Erh6hung der Menge an Holoenzym im Zellkern sein, wodurch dort
vermehrt Substrate des Holoenzyms phosphoryliert werden kdnnten. Es gibt zwar einige
Substrate, die auch von den monomeren katalytischen Untereinheiten phosphoryliert werden
konnen, die Mehrheit benétigt jedoch das Holoenzym [142]. Zu den Proteinen, die nur vom
Holoenzym phosphoryliert werden kénnen und das wahrend der Differenzierung im Kern

lokalisiert ist, gehort auch C/EBPS. Ich konnte aulRerdem nachweisen, dass die CK2 an
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C/EBPS bindet. Es blieb jedoch offen, ob es sich dabei "nur" um eine Enzym-Substrat-
Interaktion handelt. Eine davon unabhédngige Bindung birgt die Mdglichkeit weiterer
Funktionen. So ware es zum Beispiel mdglich, dass C/EBPS als Adapter die CK2-
Untereinheiten in den Kern transportieren konnte, wie es bereits fur das DNA-
Reparaturprotein FANCD2 gezeigt werden konnte [221]. Eine weitere Mdoglichkeit ware die
Rekrutierung der CK2 an den Transaktivatorkomplex von C/EBPS [222], wodurch sie weitere
Substrate  innerhalo  des  Komplexes phosphorylieren  koénnte.  Auch  einige
Dimerisierungspartner von C/EBPS, die ebenfalls CK2-Substrate sind, wie z. B. CHOP [223]
oder ATF4 [160], kdnnten so einfacher phosphoryliert werden.

Durch die Hemmung der Kinaseaktivitit der CK2 konnte in beiden Zelltypen die
Differenzierung zu Adipozyten verhindert werden. In 3T3-L1 Zellen zeigten sowohl
Quinalizarin als auch CX-4945 eine Hemmung der Differenzierung, wohingegen in hMSC
nur Quinalizarin effektiv war. Durch die Bestimmung der Kinaseaktivitat nach Hemmung
konnte festgestellt werden, dass CX-4945 bereits 48 h nach Differenzierungsbeginn seine
Hemmeffizienz verlor (Restaktivitat 70%) und die Zellen dadurch zwar verzdgert in die
Differenzierung starteten, nach 21 Tagen jedoch im vergleichbaren Umfang differenziert
waren wie die DMSO-Kontrolle. Die Tatsache, dass proliferierende hMSC effizient durch
CX-4945 gehemmt werden kdnnen, schlief3t die fehlende Aufnahme in die Zelle als Ursache
fiir diese Beobachtung aus. Wahrscheinlicher ist, dass das aufgenommene CX-4945 in den
differenzierenden Zellen durch einen Mechanismus unschéadlich gemacht wird. Denkbar ware
das Ausschleusen des Hemmstoffes Uber sogenannte Multi Drug Resistance (MDR)
Transporter. Diese Transporter sind dadurch bekannt, dass viele Tumore des Menschen durch
ihre Uberexpression unempfindlich gegeniiber Chemotherapie werden [224]. Im Fall der
hMSC hat die Ineffizienz jedoch vermutlich nichts mit diesen Transportern zu tun, denn zum
einen konnte in MDR-1/P-Glycoprotein-positiven Tumorzelllinien eine effiziente CK2-
Hemmung durch CX-4945 bestétigt werden [225] und zum anderen sind MDR Transporter
zwar in embryonalen Stammzellen zum Schutz des Embryos vor Xenobiotika vorhanden und
konnten auch beim Erwachsenen in manchen Stammzellen nachgewiesen werden, jedoch
bislang nicht in MSC [226-228]. Uber die Ursache des Versagens kann also nur spekuliert
werden. Aus den Ergebnissen ldsst sich jedoch eindeutig ableiten, dass eine gewisse Aktivitat
der CK2 fur eine erfolgreiche Differenzierung der hMSC zu Adipozyten vorhanden sein
muss.

Nachdem die CK2 nun wéhrend der Differenzierung naher charakterisiert wurde und es

deutlich wurde, dass ihre Hemmung die Adipogenese verhindert, lag die Konzentration auf
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der Ermittlung ihres Angriffspunktes innerhalb der adipogenen Signalkaskade. Dieser konnte
in Vorarbeiten von Frau Dr. Kostelnik und Herr Dr. Zimmer in 3T3-L1 Zellen bereits néher
eingegrenzt werden [148, 153]. Der Adipogenese-Signalweg lauft demnach bis zur
Expression von C/EBPP und C/EBPS auch im gehemmten Zustand normal ab. Allerdings
kommt es bei Hemmung nicht zur Expression von PPARY2, was die Erkldrung fiir die
ausbleibende Differenzierung liefert, da es sich dabei um den Masterregulator der
Adipogenese handelt [35, 36]. Zudem konnte ich zeigen, dass auch die Expression des
ebenfalls sehr wichtigen C/EBPa bei CK2-Hemmung stark reduziert ist. Die Expression von
C/EBPa und PPARY2 wird zwar durch viele Faktoren beeinflusst, jedoch hauptsachlich von
den Transkriptionsfaktoren C/EBPB und C/EBPS initiiert [44, 229]. Die C/EBPs dimerisieren
dabei Uber ihre basische Leucin-Zipper (bZIP) Domane zu Homo- oder Heterodimeren und
sind nur in dieser Form in der Lage, ihre Ziel-DNA zu binden und die Genexpression zu
induzieren oder zu hemmen [32, 33]. Der Promotorbereich von PPARy2 enthdlt zwei
CCAAT-Boxen, die als Bindestellen fiir die C/EBP-Transkriptionsfaktoren dienen [230, 231].
Demzufolge war die erste ldee, dass diese beiden Faktoren oder einer davon durch die
Hemmung der CK2 die Transaktivierung nicht mehr ausiben kénnen. Durch eine in silico-
Analyse identifizierte Herr Dr. Zimmer C/EBPS als potentielles CK2 Substrat und konnte die
Phosphorylierung in vitro nachweisen [153]. Neben C/EBP3d sind viele weitere
Transkriptionsfaktoren Substrate der CK2, so z. B. ATF4 [160], CHOP [223], Foxc2 [232],
USF1 [161] und Pdx-1 [233]. Die Phosphorylierung hat dabei die unterschiedlichsten Effekte.
So kann sie die subzellulare Lokalisation regulieren (Foxc2), die Dimerisierung mit anderen
Proteinen beeinflussen (USF1), die DNA-Bindung verandern (USF1 [234]) oder die
Transaktivierungsfahigkeit regulieren (ATF4, CHOP, USF1, Pdx-1). Nach Ermittlung der
CK2-Hauptphosphorylierungsstelle in C/EBP3& [154], untersuchte ich deshalb die biologische
Funktion der Phosphorylierung. Die Phosphorylierung an S57 beeinflusste weder die
subzelluldre Lokalisation, noch die Fahigkeit mit C/EBPP zu dimerisieren oder die DNA-
Bindefédhigkeit von C/EBPS an den PPARy2-Promotor. Auch die DNA-Bindung von C/EBPf
an diesen Promotor war nach Hemmung der CK2 unveréndert. Die Lokalisation der CK2-
Phosphorylierungsstelle in der Transaktivierungsdoméne von C/EBPd lie schon die
Vermutung zu, dass die Phosphorylierung etwas an der Transaktivierungsfahigkeit verandern
konnte. So verwunderte es nicht, dass ich mithilfe eines Luciferase-Reporter-Assays zeigen
konnte, dass die Phosphorylierung von C/EBPS durch die CK2 die Transaktivierung des
PPARy2-Promotors erhoht. Die Beteiligung der CK2 konnte eindeutig belegt werden, indem

die Cotransfektion von CK2a und f zusammen mit C/EBPS die Transaktivierung noch
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verstarkte. Im Umkehrschluss musste die Transaktivierung bei Hemmung der CK2 reduziert
sein, was durch die Verwendung einer Alanin-Phosphomutante von C/EBPS bestatigt werden
konnte. Zudem wére eine verringerte Transaktivierung des Promotors durch die fehlende
Phosphorylierung von C/EBPS die einfachste Erklarung der ausbleibenden Expression von
PPARY2 im gehemmten Zustand. Dies konnte in den 3T3-L1 Zellen jedoch nicht bestatigt
werden. Die Transaktivierung des PPARY2 Promotors war in gechemmten Zellen sogar noch
starker als in den Kontrollzellen. Die Regulation der Transaktivierungsfahigkeit von C/EBPd
durch die CK2 spielt demnach offensichtlich wahrend der adipogenen Differenzierung eine
untergeordnete Rolle. Es stellte sich also die Frage, wieso PPARy2 nach CK2-Hemmung trotz
verstarkter Aktivierung seines Promotors nicht exprimiert wird. Denkbar waren zwei
Regulationswege: die Beeinflussung der mRNA auf posttranskriptioneller Ebene und die
Beeinflussung der Translation. Tatsachlich gehoren viele Proteine im Bereich der Translation
zu den Substraten der CK2. Dazu zéhlen die eukaryonten Translationsinitiationsfaktoren
elF2B, 3, 4B und 5 sowie der Translationsregulator PHAS-I [78]. Da jedoch bereits die
mRNA von PPARy2 in den gehemmten Zellen stark reduziert ist, muss der Effekt auf
posttranskriptioneller Ebene liegen und hat vermutlich nichts mit einer reduzierten
Translation der mRNA zu tun. Die Entdeckung der miRNAs bzw. der experimentelle
Fortschritt ihrer Analyse hat das Verstandnis der posttranskriptionellen Regulation erheblich
erweitert. Die 20-24 Nukleotide langen miRNAs induzieren die Degradation oder hemmen
die Translation spezifischer mRNAs durch Bindung (Basenpaarung) an deren 3‘- oder
seltener 5°-UTRs [50]. Eine perfekte Komplementaritdt kommt dabei selten vor; bei einer
partiellen Komplementaritat spielt die Bindung der sogenannten "seed"-Sequenz eine
besonders wichtige Rolle. Diese ist 6-8 Nukleotide lang und meist evolutiondr stark
konserviert [235, 236]. Die Prozessierung der miRNA verlauft Gber die Stufen pri-miRNA,
pre-miRNA und ds-miRNA bis zur reifen einzelstrangigen miRNA, die als Komplex mit dem
"RNA induced silencing complex” (RISC) an die mRNA bindet [50]. Der RISC-Komplex
bindet dabei nur einen Strang der ds-miRNA. Der gebundene Strang wird als dominanter
Strang (MiRNA) bezeichnet, der andere Strang (MiRNA*) wird im Allgemeinen abgebaut,
wobei auch miRNAs bekannt sind, bei denen beide Strdnge in den RISC-Komplex
aufgenommen werden [237]. Eine miRNA besitzt in der Regel mehrere Ziel-mRNAs und
nimmt so grofRen Einfluss auf die Feinjustierung der zellul&ren Proteinausstattung [238]. Es
werden zunehmend miRNAs entdeckt, die wichtige Rollen bei Entwicklungs- und
Differenzierungsprozessen spielen [51, 52]. Auch fir die Adipogenese wurden bereits

zahlreiche regulatorische miRNAs beschrieben [53]. In dieser Arbeit wurden vier miRNAs
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untersucht, fir die bereits zuvor nachgewiesen wurde, dass eines ihrer Ziele die PPARYy2-
MRNA ist. Bei ihnen handelt es sich um miR-27a [162, 164], miR-27b [162, 163], miR-130a
und miR-130b [165]. Die Recherche auf mirbase.org, einer miRNA Datenbank [239], ergab,
dass bei ihnen allen der 3p-Strang der dominante Strang ist, dieser also in den RISC-Komplex
aufgenommen wird. Die miRNA-Primer zur Generierung der Hybridisierungssonden wurden
dementsprechend ausgewéhlt. Fur alle oben genannten miRNAs konnte nachgewiesen
werden, dass sie wéhrend der Adipogenese herunterreguliert werden [162-165]. Dies steht im
Einklang mit ihrer Funktion, die Expression von PPARy2 erst nach Induktion der
Differenzierung zuzulassen. In dieser Arbeit konnte die Herunterregulation im Kontrollansatz
jedoch nur bei miR-27a und miR-130b bestatigt werden. Die Expression von miR-27b
schwankte um den Anfangswert und miR-130a nahm sogar leicht zu. Warum die Ergebnisse
von denen in der Literatur abweichen, ist schwer zu erklaren. Alle Autoren untersuchten die
mIiRNAS neben anderen Zellsystemen auch in 3T3-L1, die Zellen wurden jedoch zum Teil
unter anderen Bedingungen differenziert. Als Analysemethode wurde in der Literatur mit
Ausnahme von miR-27a die Bestimmung der Expression mittels gRT-PCR gewadhlt. Ich wies
alle miRNAs im Northern Blot mittels radioaktiv markierter Sonde nach. Bei beiden
Methoden wird jedoch eine interne Ladekontrolle verwendet auf die die Ergebnisse normiert
werden, deshalb sollte es keine groen Unterschiede zwischen ihnen geben. Ohne weiter-
fiihrende Untersuchungen konnen die Unterschiede wohl nicht erklart werden. Unabhéngig
davon ist es jedoch sehr interessant, dass die miRNA-Expression mit wenigen Ausnahmen in
den gehemmten Zellen hoher waren als bei der Kontrolle. Dies deutet darauf hin, dass die
CK2 einen Einfluss auf das miRNA-System besitzen konnte. Unterstitzt wird diese These
durch den Bericht von Li et al., wonach nach Hemmung der CK2 mit TBB in MCF-7
Brustkrebszellen einige miRNAs erhoht oder erniedrigt vorlagen, darunter auch hsa-miR-27a
und -27b [240]. Die beiden miRNAs zeigten jedoch im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit ein gegensétzliches Verhalten. Das ubiquitdre Vorkommen der CK2 in der Zelle
ermaoglicht es ihr theoretisch, bei jedem Prozessierungsschritt einzugreifen. Da jedoch viele
Transkriptionsfaktoren Substrate der CK2 sind, ware es gut moglich, dass sie bereits bei der
Induktion der Transkription von miRNAs beteiligt ist. So bindet und phosphoryliert die CK2
das Tumorsuppressorprotein p53 [241, 242, 243], das wiederum als Aktivator der
Transkription der miR34-Familie beschrieben wurde [244]. Es ist ebenfalls gut mdglich, dass
die CK2 bei mehreren Schritten wahrend der Prozessierung eingreift. So konnte sie auch
durch Phosphorylierung die Aktivitat einer der vielzéhligen Prozessierungsmaschinerien

(Drosha, Dicer, RISC) regulieren. Kirzlich konnten Alessi et al. eine Beteiligung der CK2 am
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mIiRISC-Komplex in C. elegans nachweisen. Die CK2 ist demnach notwendig fur die
Bindung des miRISC-Komplexes an die Ziel-mRNA und deren Stilllegung. Die DEAD-Box
RNA-Helikase CGH-1/DDX6, die an der Silllegung beteiligt ist, konnte als Substrat
identifiziert werden [245]. Da noch nicht viel Uber die Beteiligung der CK2 am miRNA-
System bekannt ist, tut sich damit ein groRes neues Forschungsgebiet im CK2-Feld auf. Im
Hinblick auf die Adipogenese der 3T3-L1 Zellen ist die Entdeckung, dass nach CK2-
Hemmung die PPARy2-spezifischen miRNAs erhoht sind, der Beginn einer Erklarung
weshalb die Expression ausbleibt. Da die beobachteten Effekte jedoch nicht so stark
ausgepragt sind wie erwartet, muss die CK2 noch weitere, in dieser Arbeit nicht entdeckte,
Angriffspunkte besitzen. Denkbar waren Einflisse auf die anderen posttranskriptionellen
Regulationszweige wie die Prozessierung der mRNA oder das Spleil3en.

Auch in C3H/10T1/2 Zellen verlauft die Hemmung der Adipogenese nach CK2-Hemmung
uber die stark reduzierte Expression von PPARY2 [246], weshalb die Vermutung nahe liegt,
dass es sich dabei um einen generellen Mechanismus handeln kénnte. Die Untersuchung von
PPARY2 in den hMSC zeigte jedoch ein anderes Bild. Dort wurde auch im gehemmten
Zustand PPARy2 exprimiert, dieses verlor jedoch bei der erfolgreichen Hemmung mit Q
groltenteils seine nukledre Lokalisation, was wahrscheinlich dazu fihrte, dass es seine
Transkriptionsfaktorfunktion nicht mehr ausiiben konnte. Die mit CX-4945 gehemmten
hMSC zeigten eine deutliche Kernfluoreszenz, jedoch war der Anteil an PPARy2 im
Cytoplasma im Vergleich zur Kontrolle leicht erhoht. Da die mit CX-4945 erzielte Hemmung
zwar nicht ausreichte, um die Differenzierung zu verhindern, die CK2-Aktivitét jedoch immer
noch um etwa 30% verringert war, ware es denkbar, dass die erhohte cytoplasmatische
Lokalisation auf die reduzierte Kinaseaktivitat zurlickzufiihren ist. Trotzdem war die im Kern
befindliche Menge an PPARY2 offensichtlich ausreichend, um eine Differenzierung zu
induzieren. Es ist allgemein bekannt, dass Phosphorylierungen die subzellulére Lokalisation
beeinflussen kdnnen. Auch in Bezug auf die CK2 wurden bereits Transkriptionsfaktoren
beschrieben, deren Lokalisation im Zellkern von der CK2-Phosphorylierung abhéangt, darunter
cdc25C, PPARy1 und Foxc2 [247, 248, 232]. Dabei wirkt sich die Phosphorylierung bei allen
hemmend auf die Kernlokalisation aus. Bei cdc25C geht die cytoplasmatische Lokalisation
auf einen fehlerhaften Kernimport zurtick, bei PPARy1 auf einen erhohten Kernexport und bei
Foxc2 wurde der Mechanismus nicht untersucht. Die bei PPARyl phosphorylierten
Aminosauren S16 und S21 (murine Form) kommen auch in PPARy2 vor, das N-terminal 30
Aminosauren mehr besitzt (dort also S46 und S51), und sind im Menschen konserviert. Eine

in silico Analyse zeigt, dass das murine PPARY2 zusatzlich dazu drei weitere putative CK2-
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Phosphorylierungsstellen (S8, T25 und T30) im N-Terminus enthélt. Beim Menschen sind es
ebenfalls drei (S8, S16 und T30), wobei bei beiden Spezies nur S8 100% gleich ist. Die
Phosphorylierung dieser Aminoséuren konnte eine zusatzliche Regulation bewirken, sodass
im hyperphosphorylierten Zustand der Kernverbleib und nicht der bei PPARy1 beobachtete
Kernexport favorisiert wird. Eine unterschiedliche Regulation wirde auch Sinn machen, da
die beiden Isoformen im Korper unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen. PPARy1 wird in
vielen Geweben exprimiert, wohingegen PPARy2 unter normalen physiologischen
Bedingungen ausschliel}lich im Fettgewebe vorkommt [249, 250].

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Zellsysteme 3T3-L1 und hMSC, erkennt man, dass
sie sich nicht nur im Verhalten der CK2 bezuglich Expression, Aktivitat und subzellulére
Lokalisation wéhrend der Differenzierung, sondern auch in Hinsicht auf PPARy2
unterschiedlich verhalten. Das Ergebnis ist jedoch dasselbe, namlich die Einflussnahme der
CK2 auf PPARYy2; in 3T3-L1 durch Regulation der Expression, in hMSC durch Regulation
der subzellularen Lokalisation. Auch wenn die CK2 in den beiden Systemen vermutlich zum
Teil unterschiedliche Angriffspunkte besitzt, lassen sich also in gewisser Weise doch
Gemeinsamkeiten feststellen, die allgemein giltig sind. Somit kdnnen Erkenntnisse, die in
3T3-L1 erzielt wurden, zumindest eine Idee des beteiligten Mechanismus und somit
Ansatzpunkte fur die Untersuchung in menschlichen Zellen liefern. In dieser Hinsicht ware es
in hMSC interessant, eine Beteiligung der CK2 an der Regulation des miRNA-Systems zu
untersuchen, wobei dies fiir die Regulation von PPARY2 dort keine Rolle spielen diirfte.

Durch die Analyse der Proteinkinase CK2 bei der neuralen und adipogenen Differenzierung
konnte das Verstandnis ihrer Rolle bei Differenzierungsprozessen verbessert werden. Die
Untersuchungen fuhrten zu der Feststellung, dass die CK2 nicht nur wahrend der
embryonalen Entwicklung, sondern auch im adulten Organismus noch essentiell fir
Differenzierungsvorgange ist. Den Haupteinfluss scheint sie dabei zu Beginn der
Differenzierung auszuiiben, was eine Beteiligung an der Induktion der Differenzierung nahe
legt. Da die CK2 sehr viele verschiedene Substrate besitzt, greift sie meist auf mehreren
Wegen in einen zellularen Prozess ein und dementsprechend komplex ist die Analyse ihrer
Beteiligung. Gemeinsamkeiten zwischen den untersuchten Differenzierungssystemen zu
finden ist schwierig, da die Signalkaskaden der neuronalen, astrozytdren und adipogenen
Differenzierung unterschiedlich sind. Zudem wurden die Zellsysteme auf unterschiedlicher
experimenteller Tiefe untersucht. Abb. 39 fasst die identifizierten und potentiellen
Angriffspunkte der CK2 bei der Differenzierung der untersuchten Zellsysteme zusammen.
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Abbildung 39: Zusammenfassung der Angriffspunkte der CK2 in den untersuchten Differenzierungs-
modellen. In den &uBeren Bereichen sind die zelltyp-spezifischen Angriffspunkte der CK2 abgebildet. In den
Uberschneidungsbereichen sind Prozesse dargestellt, die in den beiden beteiligten Zellsystemen durch die CK2

beeinflusst werden. Potentielle Gemeinsamkeiten sind mit einem Fragezeichen gekennzeichnet.

Aktuell wird die CK2 als Zielprotein der Tumortherapie untersucht. Mehrere Hemmstoffe
befinden sich in klinischen Testphasen. Auch Erkenntnisse tber die Differenzierung kénnen
zu neuen Therapien fihren. So konnte eine Hemmung der CK2 zum Beispiel die
Differenzierung neuer Fettzellen bei Menschen mit beginnender Adipositas verhindern und
somit dazu flhren, dass sich das Krankheitsbild nicht verschlimmert, indem Begleit-
erkrankungen wie Diabetes mellitus, Bluthochdruck oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen
auftreten. Die Analyse des Wirkmechanismus kann dabei die Spezifitdt erh6hen, sodass

maoglichst nur die Zielzellen beeinflusst werden.
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