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ZUSAMMENFASSUNG 

ZUSAMMENFASSUNG  
 
Die prolinreiche Tyrosinkinase 2 (Pyk2) beeinflusst eine Vielzahl unterschiedlicher 
Signaltransduktionswege wie Cytoskelettreorganisation, Zellanheftung und Zell-
bewegung, Neurotransmission und Neuroplastizität, Apoptose oder die Akti-
vierung verschiedener MAPK-Kaskaden. Es scheint plausibel, dass Pyk2 mit einer 
großen Zahl von Proteinpartnern interagiert und dadurch verschiedene 
„Downstream“-Signalwege steuert. Diese Interaktionspartner können Bindungs-
partner oder Substrate von Pyk2 sein. Bis heute sind nur wenige direkte Pyk2 
Substrate bekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin neue Pyk2 
Substrate zu identifizieren, um damit einen Beitrag zu einem besseren Verständ-
nis der Koordination einer solchen funktionellen Diversität zu leisten. 
Um dieses Ziel zu erreichen wurde anhand eines bioinformatorischen Verfah-
rens, basierend auf bekannten, direkt von Pyk2 phosphorylierten Substraten 
eine Konsensussequenz entwickelt, mit deren Hilfe durch Datenbankrecherchen 
putative Substrate identifiziert werden konnten. Diese wurden durch in vitro 
Kinasereaktionen und Aktivitätsmessungen sowie zelluläre Analysen charakteri-
siert. 
Zur präzisen Kartierung der von Pyk2 phosphorylierten Tyrosinreste wurde ein 
breites Arsenal von Methoden angewandt und mittels MALDI-TOF/TOF-MS 
konnte schließlich gezeigt werden, dass der bioinformatisch vorhergesagte 
Tyrosinrest-351 in Brsk1 tatsächlich von Pyk2 phosphoryliert wird. Diese Befunde 
wurden durch gerichtete Mutagenese und Cotransfektionsstudien in Hek 293T 
Zellen bestätigt. Während analoge massenspektrometrische Ansätze für Brsk2 
versagten, konnte in diesem Fall durch eine Kombination von gerichteter 
Mutagenese, Coimmunpräzipitation, in vitro Kinasereaktion und 2D-Phospho-
petidkartierung Tyrosin-334 als Pyk2 Phosphorylierungsstelle in Brsk2 identifiziert 
werden. 
Ein Sequenzvergleich weiterer AMPK-verwandter Kinasen führte zur Entdeckung 
von vier weiteren potentiellen Pyk2 Substraten, den “MAP/microtubule affinity-
regulated kinase” (Mark) Proteinen. Mark1-4 werden durch Pyk2 in vitro 
phosphoryliert. Neben Brsk1, Brsk2 und den vier Mark Proteinen ergaben in vitro 
Kinasereaktionen auch, dass Nuak1 und 2 mögliche Substrate von Pyk2 dar-
stellen könnten. 
Die Aufklärung der Zusammenhänge zwischen Pyk2 und den bisher nur wenig 
charakterisierten AMPK-verwandten Kinasen stellt eine besondere Heraus-
forderung dar und bietet zugleich die Möglichkeit vielleicht einen ganz neuen, 
bisher noch nicht identifizierten Signalweg zu beschreiben, der zu einem 
besseren Verständnis der Kinase Pyk2 selbst sowie ihren Substraten beitragen 
könnte. 
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SUMMARY 

SUMMARY 
 
The proline-rich tyrosine kinase Pyk2 affects a multitude of signal transduction 
pathways like cytoskeletal reorganization, cell attachment and cell motility, 
neurotransmission and neuroplasticity, apoptosis and activation of several 
MAPK-cascades. Pyk2 interacts with a large number of protein partners and 
thereby controls different downstream signaling pathways. These interaction 
partners may be binding partners and eventually also substrates of Pyk2. 
However, until today only a few direct Pyk2 substrates are known.  
The aim of this study was the identification of new Pyk2 substrates to make a 
contribution to a better understanding of the coordination of such functional 
diversity.  
To achieve this aim a consensus sequence was engineered with the help of a 
bioinformatic approach based on sequences of known Pyk2 substrates, which 
helped to identify putative substrates via data bank research. From the list of 
candidate substrates, the AMPK-related kinases Brsk1 and 2 were chosen for 
further characterization by in vitro kinase assays, activity measurements and 
cellular analyses. For precise mapping of the tyrosine residues phosphorylated 
by Pyk2 a broad arsenal of methods were applied and it could be finally shown 
via MALDI-TOF/TOF-MS that the predicted tyrosine residue 351 in Brsk1 is actually 
phophorylated by Pyk2. These findings were confirmed by directed 
mutagenesis and cotransfection studies in Hek 293T cells. While simialr 
massspectrometric approaches failed for Brsk2 a combination of directed 
mutagenesis, coimmunpecipitation, in vitro kinase reactions and 2D 
phosphopeptide mapping identified tyrosine 334 as Pyk2 phosphorylation site 
within Brsk2. While it could be demonstrated that the Pyk2-mediated tyrosine 
phosphorylation of Brsk1 and 2 increases their catalytic activity towards Tau1 
and Wee1, the cellular implication of this new signalling node remains to be 
elucidated. 
A sequence alignment of other AMPK-related kinases resulted in the discovery 
of four more potential Pyk2 substrates, the MAP/microtubule affinity-regulated 
kinase (Mark) proteins. Mark1-4 were phosphorylated by Pyk2 in vitro. Beside 
Brsk1, Brsk2 and the four Mark proteins in vitro kinase assays also revealed that 
Nuak1 and 2 represent putative substrates for Pyk2. 
The clarification of an interrelation between Pyk2 and the so far poorly 
characterized AMPK-related kinases poses a peculiar challenge and provides 
an opportunity to describe a complete new, up to now not identified signaling 
pathway, that may contribute to a better understanding of Pyk2 itself and its 
substrates.
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EINLEITUNG 

Kinasen: attraktive molekulare Ziele 

Kinasen werden von rund 2% aller Gene des eukaryontischen Genoms codiert. 

Ihre Funktion besteht darin, spezifische Substrate post-translational durch 

Phosphorylierung zu modifizieren, was zu deren Aktivierung, Inhibierung oder 

Lokalisationsänderung und somit zu diversen Einflüssen auf die Zelle führen kann. 

Die Regulation von komplexen Signalwegen und die Tatsache, dass deren 

Fehlregulation Ursache zahlreicher Erkrankungen ist, machen Proteinkinasen zu 

attraktiven molekularen Zielen für medikamentöse Interventionen.  

 

1  EINLEITUNG 

1.1 Das humane Kinom 

Das humane Kinom umfasst 512 Kinasen, die ca. 30% aller Proteine einer Zelle 

phosphorylieren (Manning, 2005). Eine Klassifizierung, basierend auf Sequenz-

ähnlichkeiten der Kinasedomänen ordnet dem humanen Kinom 10 Gruppen, 

143 Familien und 212 Subfamilien zu (Abb. 1.1.-1). Proteinkinasen katalysieren 

den Transfer einer γ-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) auf die 

Seitenketten-Hydroxyl-(OH-)Gruppe eines Proteinsubstrats. Die Phosphorylierung 

von Proteinen stellt eine post-translationale Modifikation dar, die es ermöglicht, 

das Substratprotein durch Ladungs- oder Konformationsänderungen zu 

aktivieren bzw. zu inhibieren und beispielsweise seine subzelluläre Lokalisierung 

festzulegen, seine Stabilität zu regulieren oder die Interaktion mit anderen 

Proteinen zu modulieren.  

Dies führt zu weitreichenden Einflüssen auf die Zelle, wie der Regulation von 

Signalwegen der Transkription, der Zellmotilität, der Zelldifferenzierung, der 

Apoptose und des Zellzyklus (Blume-Jensen und Hunter, 2001). Die diversen, 

zentralen Funktionen von Kinasen erklären die Notwendigkeit einer strengen 

Regulation. Dabei kommen neben post-translationalen Modifikationen, wie 

Acetylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierung auch Botenstoffe wie cAMP, 

Ca2+, IP3 sowie andere regulierende Proteine zum Einsatz. Dies können z.B. akti-

vierende oder inhibierende Adaptorproteinen und sogenannte Pseudo-

substrate sein. Letztere ahmen die Zielsequenz der entsprechenden Kinase 

nach und wirken entweder durch Ligandenbindung an regulatorischen Unter-

einheiten oder durch Autoinhibition. Darunter versteht man eine inhibierende     
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EINLEITUNG 

Interaktion der Proteinkinase mit sich selbst. Zur Erlangung der vollen Kinase-

aktivität ist oft eine Phosphorylierung im aktiven Zentrum der Kinasen 

notwendig. Diese kann sowohl in trans, d.h. durch ein zweites Kinasemolekül 

oder eine weitere Kinase, als auch in cis, d.h. durch sich selbst erfolgen.  

 

1.1.1 Kinasetypen  

In höheren Zellen bilden Kinasen die zweithäufigste Proteinklasse. Ihre Einteilung 

richtet sich entweder nach der Art der modifizierten Gruppe (Serin, Threonin, 

Tyrosin) oder nach ihrem Aktivierungsmechanismus, wie z. B. bei der Protein-

kinase A. Neben wenigen Ausnahmen bispezifischer Proteinkinasen (z. B. MEK), 

die sowohl aromatische Tyrosine als auch die Aminosäuren Serin/Threonin 

phosphorylieren können, katalysieren die meisten Kinasen den Transfer einer 

Phosphatgruppe auf die Seitenketten-Hydroxyl-(OH-)Gruppe entweder von 

Serin/Threonin- oder von Tyrosinresten. Serin/Threoninkinasen phosphorylieren 

die Hydroxylgruppen der Aminosäuren Serin und Threonin. Einige Vertreter der 

Serin/Threonin-Kinasen werden durch sekundäre Botenstoffe, wie cAMP oder 

cGMP, Ca2+ bzw. Calmodulin, 1,2-Diacylglycerine sowie Phosphatidylinositol 

(3,4,5)-trisphosphate und andere Phospholipid-Derivate reguliert. 

Das menschliche Kinom umfasst 90 Protein-Tyrosinkinasen (PTKs), die gemäß 

ihrer Topologie und Lokalisation in Rezeptor Tyrosinkinasen (RTKs) und Nicht- 

Rezeptor Tyrosinkinasen (NRTKs) unterteilt werden. Die 58 verschiedenen RTKs 

werden nach strukturellen Aspekten in 18 Rezeptor-Familien gruppiert (Manning 

et al., 2002; Aaronson et al., 1991). RTKs nehmen somit einen Großteil der 90 

bekannten PTKs ein (Manning et al., 2002). Es handelt sich um transmembranäre 

Glykoproteine, die, üblicherweise aktiviert durch Ligandenbindung, extra-

zelluläre Signale in das Cytoplasma übertragen. Diese Signaltransduktion erfolgt 

in der Regel über eine Phosphorylierungskaskade, beginnend mit der Auto-

phosphorylierung der Tyrosinreste am Rezeptor selbst und gefolgt von 

Phosphorylierungen cytosolischer Signalproteine resultiert eine intrazelluläre 

Signalkaskade, die eingehende Stimuli amplifizieren und divergieren kann 

(Schlessinger und Ullrich, 1992). Die Gruppe der NRTKs umfasst 32 Mitglieder 

innerhalb des humanen Kinoms (Manning et al., 2002). Entsprechend ihrem 

Namen, fehlen ihnen Rezeptor-ähnliche Merkmale, wie eine extrazelluläre 
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Abb. 1.1.1.-1: Stammbaum humaner Proteinkinasen. Entsprechend der primären 
Sequenz ihrer katalytischen Domäne werden humane Proteinkinasen in sieben 
Hauptgruppen unterteilt (verschieden coloriert): Tyrosinkinasen (TK), Tyrosinkinasen-
ähnliche (“Tyrosine kinase-like”, TKL), Hefe-Homologe sterile Kinasen (STE), Verwandte 
der Casein Kinase 1 (CK1), einer Gruppe von A, G and C Kinasen (AGC), 
Ca2+/Calmodulin abhängige Kinase (CAMK) und einer Gruppe von Cyclin-abhängigen 
Kinasen, MAP Kinasen, GSK3 und Cyclin-abhängiger Kinase-ähnlicher Verwandter 
(CMGC). Weitere, nicht klassifizierte Kinasen, sind in der Mitte des Stammbaums dar-
gestellt (Manning et al., 2002). 

6 
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Ligandenbindungsstelle und eine Transmembranregion. NRTKs, auch cyto-

solische Tyrosinkinasen genannt, sind integrale Komponenten verschiedener 

Signalwege, die durch RTKs, G-Protein gekoppelte Rezeptoren („G-Protein 

coupled receptors“, GPCRs) und Rezeptoren des Immunsystems aktiviert 

werden.  

Basierend auf Sequenzähnlichkeiten können die 32 NRTK in 11 Unterfamilien 

zusammengefasst werden. Die Src-Familie stellt mit bisher neun bekannten 

Mitgliedern die größte dieser Unterfamilien dar. Alle bisher bekannten NRTKs 

verfügen über strukturell ähnliche Motive (Brown und Cooper, 1996). Sie be-

sitzen zusätzlich zu ihrer katalytischen Tyrosinkinase Domäne, die auch als „Src-

homology 1“ (SH1) Domäne bezeichnet wird, zusätzlich oft Protein-Interaktions-

domänen, wie die sogenannte „Src-homology 2“ (SH2) Domäne, die eine hohe 

Affinität zu Phosphotyrosinhaltigen Peptidsequenzen aufweist und die „Src-

homology 3“ (SH3) Domäne, die an prolinreiche Sequenzen bindet. Beide 

können neben der Protein-Protein Wechselwirkung auch zur Regulation der 

Aktivität, zur Lokalisation der Kinase sowie der Substratrekrutierung dienen 

(Brown und Cooper, 1996). Hauptsächlich befinden sich NRTKs im Cytosol oder 

im Nukleus, doch man findet sie auch in endosomalen Membranen und am 

Inneren der Plasmamembran (Avraham et al., 2000, Schläpfer et al., 1999, 

Austin und Shields, 1996). 

1.2 Die FAK-Familie 

Die FAK-Familie der NRTKs umfasst zwei Vertreter. Die „focal adhesion kinase“ 

(FAK, 116-125 kDa), die 1992 entdeckt wurde und die 1995 identifizierte Prolin-

reiche Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Pyk2 (116 kDa). FAK wurde als stark 

phosphoryliertes Protein in Fokalkontakten aus embryonalen Hühnerzellen iso-

liert, die mit viralem Src transformiert wurden (Schaller et al., 1992). Pyk2 konnte 

zeitgleich von vier verschiedenen Arbeitsgruppen unabhängig voneinander 

identifiziert werden: (1) als „proline-rich tyrosine kinase 2“ (Pyk2) aus einer 

humanen Hirn-cDNA-Bibliothek isoliert (Lev et al., 1995), (2) als „cell adhesion 

kinase ß“ (CAK ß) aus einer Rattenhirn-cDNA-Bibliothek gewonnen (Sasakie et 

al., 1995), (3) als „related adhesion focal tyrosine kinase“ (RAFTK) aus Mega-

karyozyten kloniert (Avraham et al., 1995) und (4) als sogenannte „calcium-

dependent tyrosine kinase“ (CADTK) als autophosphorylierte Tyrosinkinase in 

Ca2+-behandelten Rattenleberzellen (Yu et al., 1996).  
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EINLEITUNG 

1.2.1 Lokalisation & Expression der Fokalkontaktkinasen 

Während FAK vorzugsweise abgegrenzt in zellulären Fokalkontakten vorkommt 

(Guan et al., 1996; Schläpfer et al., 1999) und mit Integrinen kolokalisiert, die 

ihrerseits mit extrazellulären Matrixproteinen, wie Kollagen und Fibronectin, ver-

bunden sind, liegt Pyk2 im allgemeinen cytoplasmatisch verteilt und perinukleär 

konzentriert vor (Avraham et al, 2000; Orr und Murphy-Ullrich 2004).  

Auch im Bezug auf ihr Expressionsmuster unterscheiden sich FAK und Pyk2. Im 

Gegensatz zur ubiquitären Expression von FAK erfolgt die Pyk2 Expression stark 

gewebespezifisch. Besonders hohe Konzentrationen von Pyk2 lassen sich im 

zentralen Nervensystem, vor allem im Hippocampus, dem cerebralen Cortex 

und dem olfaktorischen Bulbus, in Zellen und Gewebe des hämatopoetischen 

Systems sowie in Fibroblasten und Osteoklasten nachweisen (Avraham et al., 

2000). In letzteren kommt Pyk2 auch in punktierten Strukturen vor (Elsegood et 

al., 2006).  

Von Pyk2 konnten zwei weitere Isoformen identifiziert werden, die sich hinsicht-

lich ihres Expressionsmusters unterscheiden. Einer durch alternatives Spleißen 

hergestellten Isoform fehlen 42 Aminosäuren, die zwischen den beiden Prolin-

reichen Sequenzen liegen. Diese verkürzte Struktur trägt den Namen Pyk2-H, der 

auf die Expression in den hämatopoetischen Zellen, wie B- und T-Lymphocyten, 

Monocyten und natürlichen Killerzellen verweist. Pyk2-H wird unmittelbar nach 

Aktivierung von B- oder T-Zellrezeptor phosphoryliert und es scheint, als spiele 

diese Isoform eine im Detail bisher ungeklärte Rolle bei der Immunantwort (Dikic 

et al., 1998). Die zweite Variante besteht nur aus 238 Aminosäuren und wird von 

einer kurzen mRNA codiert, die lediglich zur Translation eines C-terminalen 

Bereichs von Pyk2 dient. Dieser Bereich beinhaltet einen Prolin-reichen 

Sequenzabschnitt und die „focal adhesion targeting“ (FAT) Domäne. Das 

Fehlen der Kinasedomäne führte dazu, dass diese Isoform den Namen PRNK 

(„Pyk2-related non-kinase“) trägt (Dikic et al., 1998; Xiong et al., 1998). Offen 

bleibt bisher noch immer, ob es sich bei PRNK um eine Spleißvariante oder ein 

Abbauprodukt von Pyk2 handelt. Im Vergleich zu der geringen Expression von 

Pyk2-H und PRNK in den Hirnregionen, ist deren Expression in der Milz erhöht.  

1.2.2 Aufbau und Struktur der Kinasen der FAK-Familie  

Trotz unterschiedlicher Lokalisation und Funktion der FAK-Familienvertreter ver 

fügen beide über eine ähnlichen Domänenstruktur: (1) die N-terminale FERM 

8 



EINLEITUNG 

(Band 4.1/Ezrin/Radexin/Moesin) Domäne (42 % Sequenzhomologie), (2) die 

zentrale Tyrosinkinasedomäne (SH1) (60 % Sequenzhomologie), sowie (3) die 

zwei Prolin-reichen Sequenzen und die abschließende C-terminale FAT Domäne 

(39 % Sequenzhomologie). Zusammenfassend ergibt sich eine DNA-Sequenz-

homologie von 65 % und eine 48 %ige Aminosäurehomologie. Keine der beiden 

Kinasen besitzt eine für viele cytosolische Tyrosinkinasen charakteristische SH2 

oder SH3 Domäne (Avraham et al., 2000).  

Ihre einzelnen Domänen dienen diversen Aufgaben: (1) der Interaktion mit 

Transmembranrezeptoren vermittelt durch die FERM Domäne des N-Terminus 

(Girault et al., 1999), (2) der Bindung von SH3 Domäne tragenden Proteinen an 

den Prolin-reichen Abschnitten am C-Terminus (Polte und Hanks, 1995; Ohba et 

al., 1998), (3) der Steuerung der Kinase zu Fokalkontakten sowie deren 

Wechselwirkung mit anderen Fokalkontaktproteinen durch die FAT Domäne am 

C-terminalen Ende (Hildebrand et al., 1993; Schaller und Sasaki, 1997), (4) der 

Autoinhibition der Kinaseaktivität durch intramolekulare Bindung der FERM 

Domäne an die eigene Kinasedomäne (Lepinski et al., 2006), (5) der 

Signaltransduktionskontrolle durch Interaktion anderer Moleküle mit der FERM 

Domäne (Schaller, 2010) sowie (6) dem Kernimport und -export, vermittelt durch 

ein innerhalb der FERM Domäne gelegenes Kernlokalisierungs-Signal („nuclear  

 

NH2 -  
 Pro   Pro   FAT   Tyrosinkinase   

   -COOH
FERM    

NES1    NES2    

FERM-Bindungsstelle 
zur Autoinibition       

NLS 

Bindungsstelle der 
Kinasedomäne zur 
Autoinibition 

 
 

Abb. 1.2.2-1: Molekulare Struktur der Fokalkontaktkinasen. Dargestellt sind 
neben der FERM-, Kinase- und FAT-Domäne auch die beiden Prolin-reichen 
Domänen und die putativen Kernexportsignale (NES1 und NES2) sowie die Kern-
lokalisierungssequenz (NLS) (Schaller, 2010).  

 

localization signal“, NLS) sowie entsprechenden Kernexport-Sequenzen 

(„nuclear export signal“, NES). Letztere befinden sich zum einen in der FERM und 

zum anderen in der katalytischen Domäne der Proteinkinase (Lim et al., 2008a) 

(Abb. 1.2.2-1). Es ist nicht verwunderlich, dass die strukturell einander sehr 

ähnlichen Fokal-kontaktkinasen ein Reihe von zellulären Funktionen teilen, 
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interessanterweise können beide Kinasen aber unterschiedlich reguliert werden. 

Die Antwort auf einen gleichen Stimulus oder einen ähnlichen biologischen 

Endpunkt kann von beiden Kinasen durch unterschiedliche Mechanismen 

umgesetzt werden.  

1.2.3 Aktivierung und funktionelle Diversität von Pyk2 

Die Aktivierung von FAK wird stets in engem Zusammenhang mit der Integrin-

vermittelten Adhäsion beobachtet, sie kann aber auch durch Neuropeptide 

und Wachstumsfaktoren erfolgen (Guan et al., 1996; Schläpfer et al., 1999). 

Pyk2 kann durch eine noch größere Vielzahl extrazellulärer Stimuli aktiviert 

werden und spielt dementsprechend in den verschiedensten Signaltrans-

duktionswegen eine Rolle. 

Die Aktivierung von Pyk2 erfolgt rasch in mehreren Schritten und beinhaltet zwei 

wichtige Phosphorylierungsereignisse. Im ersten Schritt kommt es zur Autophos-

phorylierung am Tyrosinrest-402, der vor der katalytischen Domäne liegt (Lev et 

al., 1995). Der molekulare Mechanismus dieser Autophosphorylierung ist bisher 

zwar ungeklärt, es gibt aber Hinweise, dass es sich hierbei um eine Trans-

Autophosphorylierung handeln könnte, bei der Pyk2 mit sich selbst assoziiert. 

Diese Selbst-Assoziation ist jedoch nur schwach und transient (Park et al., 2004) 

und daher schwer nachzuweisen. Über die Autophosphorylierung wird im 

zweiten Aktivierungschritt die Tyrosinkinase Src rekrutiert, die mittels ihrer SH2 

Domäne an den Phosphatrest von Tyrosin-402 binden kann und eine Konforma-

tionsänderung erfährt. Dies führt dazu, dass Src aus der autoinhibitorischen 

Konformation entlassen und vollständig aktiviert wird, was zur Folge hat, dass 

aktives Src im Gegenzug Pyk2 im Aktivierungs-„Loop“ der katalytischen 

Domäne an den Tyrosinresten-579 und -580 phosphoryliert. Daraus resultiert eine 

erhöhte enzymatische Aktivität von Pyk2, die zahlreiche intrazelluläre Signal-

wege initiiert (Dikic et al., 1996; Avraham et al., 2000; Park et al., 2004). 

Die Aktivierung von Pyk2 kann durch eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli 

erfolgen. Darunter befinden sich Hormone, Chemokine, Wachstumsfaktoren, 

wie z. B. bFGF, EGF, PDGF und VEGF sowie Neurotransmitter und Cytokine. Auch 

Agonisten G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (wie z.B. Angiotensin II, Bradykinin, 

Cholecystokinin und Histamin) sowie pharmakologische Substanzen, die die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration erhöhen und die Proteinkinase C (PKC) 

aktivieren, zählen dazu. Beide Ereignisse, die Erhöhung der intrazellulären Ca2+-
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Konzentration und die Aktivierung von PKC, spielen eine wichtige Rolle im 

Aktivierungsmechanismus (Lev et al., 1995; Yu et al., 1996; Dikic et al., 1996). Die 

Ca2+--abhängige Phosphorylierung von Pyk2 kann in vielen Fällen durch PKC-

Inhibitoren verhindert werden (Siciliano et al., 1996; Hiregowdara et al., 1997). 

Auf welche Art und Weise PKC die Aktivierung von Pyk2 vermittelt, ist noch nicht 

geklärt. Weitere Signale, die zu einer Stimulation von Pyk2 führen, sind zellulärer 

Stress wie z. B. UV-Strahlung, TNF alpha und hyperosmotischer Schock, die 

Aktivierung von T- und B-Zell-Rezeptoren und HIV-Hüllproteinen sowie die 

Bindung von Integrinen. 

Die Aktivierung von Pyk2 kann eine Vielzahl intrazellulärer Signalwege in Gang 

setzen. Hierzu zählen Signalwege zur Regulation von Ionen-Kanälen (Lev et al., 

1995), zur Reorganisation des Cytoskelett (Haglund et al., 2004; Duong et al., 

2001), zur Zell-Zellverknüpfung, dem Zellsprießen und der Zellmotilität (Duong 

und Rodan, 1998; Duong et al., 2001; Watson et al., 2001; Kuwabara et al., 

2004), sowie Signalwege der Neurotransmission und Neuroplastizität (Girault et 

al., 1999), der Apoptose (Xiong und Parsons, 1997; Chauhan et al., 1999) und 

der MAPK-Kaskade Aktivierung (Lev et al., 1995; Dikic et al., 1996). 

Anbetrachts dieser enormen funktionellen Diversität von Pyk2 ist es vielleicht 

etwas überraschend, dass Pyk2-defiziente Mäuse überlebensfähig und fertil 

sind. Sie weisen allerdings Defekte hinsichtlich der Randzonen-B-Zellen und der 

Migration von Makrophagen auf. Das Fehlen der Randzonen-B-Zellen in der 

Milz, auf Grund einer gestörten Chemokin-abhängigen Migration, äußert sich 

durch eine Beeinträchtigung der frühen Immunantwort gegen Bakterien 

(Guinamard et al., 2000). Isolierte Makrophagen aus Pyk2-/- Mäusen zeigen 

nach Stimulation mit Chemokinen eine veränderte Zellpolarisation, fehlende 

Migration und verringerte Zellkontraktion der Lamellipodien, verursacht durch 

Fehler in Signaltransduktionswegen. Dies führt zur Annahme, dass Pyk2 eine ent-

scheidende Rolle in der Signaltransduktion von Makrophagen spielt, die für die 

Zellmigration und Funktion der Makrophagen (Okigaki et al., 2003) verantwort-

lich ist. Auf eine Infektion mit Influenzaviren reagieren diese Mäuse mit einer 

verzögerten Immunantwort (J. Schlessinger, Konferenzvortrag). Neben der Viel-

zahl von Konsequenzen, die das Immunsystem betreffen, gibt es weitere 

Abweichungen zu Pyk2 Wildtyp Mäusen. Diese sind z.B. eine leicht reduzierte 

ERK-Aktivierung nach Chemokinstimulation sowie eine reduzierte Knochen-

dichte und möglicherweise damit auch eine verringerte Knochenstabiltät 
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(Schlessinger, Konferenzvortrag). Folglich spielt Pyk2 sowohl in der Zellmigration 

als auch im Knochenmetabolismus eine wichtige Rolle. Trotz einer Vielzahl an 

Erkenntnissen, die bisher gewonnen wurden, bleibt die genaue Funktion sowie 

die Koordination von Pyk2 in den unterschiedlichen Signaltransduktionswegen 

weiterhin unklar. 

1.2.4 Aktivierung und funktionelle Diversität von FAK 

Mehrere Gewebe benötigen für eine normale Entwicklung die Expression von 

FAK. In Endothelzellen wird FAK zur embryonalen Angiogenese und für eine 

einwandfreie Herzentwicklung benötigt (Braren et al., 2006; Hakim et al., 2007; 

Shen et al., 2005) und auch im adulten Herz spielt FAK eine essentielle, aber im 

Detail bisher ungeklärte Rolle (DiMichele et al., 2006; Peng et al., 2006). In 

Neuronen fördert FAK das Auswachsen von Neuriten sowie das Zielsuchen von 

Axonen (Li et al., 2004; Liu et al., 2004; Ren et al., 2004). FAK spricht auf extra-

zelluläre Stimuli, einschließlich den Signalen der extrazellulären Matrix (ECM) an 

und reguliert zelluläre Prozesse wie Migration und Proliferation (Mitra et al., 

2005). Störungen dieser zellulären Prozesse sind Schlüsselereignisse, die mit der 

Entwicklung und dem Fortschreiten von Erkrankungen assoziiert sind. 

Einige Veröffentlichungen wiesen FAK auch eine nukleäre Funktion zu, da N-

terminale Fragmente von FAK im Nukleus lokalisiert vorgefunden wurden (Jones 

et al., 2001; Lobo and Zachary, 2000). Folgestudien zeigten, dass sowohl FAK als 

auch Pyk2 unter bestimmten Bedingungen im Nukleus vorkommen können 

(Aoto et al., 2002; Yi et al., 2003). Neueste Untersuchungen gaben Aufschluss 

über den Mechanismus der Regulation von Kernlokalisation und deren Funktion: 

konsistent mit initialen Befunden, in welchen die N-terminale Domäne von FAK 

im Nukleus beobachtet wurde, konnte in der N-terminal gelegenen FERM 

Domäne ein Kernlokalisationssignal nachgewiesen werden (Lim et al., 2008a) 

(Abb. 1.2.2-2). Jedoch können daneben sowohl ungespleißtes FAK als auch das 

C-terminale Fragment von FAK im Nukleus von Herzmuskelzellen nachgewiesen 

werden (Yi et al., 2003). Dies deutet auf einen alternativen, bisher ungeklärten 

Mechanismus hin, da das C-terminale Fragment keine Kernlokalisationssequenz 

enthält. Der Kernexport könnte über zwei Kernexportsignale reguliert werden: 

eines davon befindet sich in der N-terminalen FERM Domäne, das andere in der 

katalytischen Domäne (Ossovskaya et al., 2008) (Abb. 1.2.2-2). 
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Jüngste Studien lassen viele wichtige Funktionen für FAK im Zellkern vermuten. 

So konnten beispielsweise beide Arbeitsgruppen um Golubovskaya et al., 2005 

und Lim et al., 2008a die Nachweise erbringen, dass FAK die Transkription von 

p53-abhängigen Genen unterdrückt. Durch Bindung von FAK im Kern an p53 

wird möglicherweise eine Verminderung des trans-aktivierenden Potentials von 

p53 ausgeübt (Golubovskaya et al., 2005). Die Tatsache, dass FAK durch Stabili-

sierung des p53-MDM2 Komplex zur p53 Ubiquitinierung und Degradation bei-

trägt, unterstreicht, wie stark FAK nukleares p53 mit Hilfe eines zweiten 

Mechanismus regulieren kann (Lim et al., 2008a). Diese Ergebnisse weisen FAK 

eine neue Rolle der Expressionskontrolle spezifischer Gene zu. Zusätzlich 

existieren Daten, die nahelegen, dass FAK eine allgemeine Kontrollfunktion bei 

der Genexpression ausübt. Nukleares MBD2 (methyl CpG Bindeprotein 2) bindet 

an methylierte DNA Sequenzen und koordiniert Histon Acetylierungen und 

damit Chromatinänderungen (Luo et al., 2009). FAK steuert durch Bindung an 

MDB2 die Chromatinstruktur, da eine Interaktion zwischen MDB2 und FAK die 

Bindung der Histondeacetylase 1 (HDAC1) an MDB2 blockiert. Dies könnte 

einen wichtigen Schritt bei der Induktion der Myogeninexpression bei sich 

differenzierenden Muskelzellen darstellen. Des Weiteren wird FAK eine 

mechanistisch noch ungeklärte Funktion bei der Regulation der Genexpression 

von mesenchymalen Markern im TGF beta-induzierten „Epithelial-

Mesenchymal-Transition“-(EMT) Model zugewiesen (Cicchini et al., 2008). 

1.2.5 Pyk2 Interaktionspartner  

Pyk2 verfügt über eine Vielzahl von Strukturmotiven, die Interaktionen mit 

anderen Proteinen ermöglichen. Die N-terminal gelegene FERM Domäne ver-

mittelt eine Wechselwirkung mit Integrinen (Butler und Blystone, 2005). Es folgen 

zwei weitere Bindungsstellen am C-Terminus, die Prolin-reichen Sequenzen und 

die FAT Domäne. An erstere binden SH3 Domäne tragende Proteine wie z.B. 

das ArfGAP ASAP1 (Kruljac-Letunic, 2004). An die FAT Domäne bindet u. a. das 

Aktin-Fragmentierungsprotein Gelsolin (Wang et al., 2003). Weitere wichtige 

Bindungsmöglichkeiten an Pyk2 stellen die phosphorylierten Tyrosinreste-402, 

579, -580 und -881 dar. Von diesen übernimmt die Position 402, die sich kurz vor 

der Kinasedomäne befindet, eine besondere Rolle. Autophosphoryliertes 

Tyrosin-402 dient nicht nur der Aktivierung von Pyk2 selbst (Park et al., 2004) 

sondern auch der von Src-Kinase Familienmitgliedern. Diese binden mit ihrer SH2 
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Domäne an den Phosphatrest des Tyrosin-402 und erfahren dabei eine Kon-

formationsänderung, wodurch sie von einem autoinhibierten in einen aktiven 

Zustand gelangen (Dikic et al., 1996, Park et al., 2004). Die Struktur von Pyk2 

(siehe Abb. 1.2.5-1) bietet durch Kombination aus Tyrosinkinaseaktivität und 

Gerüstprotein viele Interaktionsmöglichkeiten, weshalb man Pyk2 auch als cyto-

solische „Plattform-Kinase“ bezeichnen kann (Krop, 2005). 
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Phosphorylierung 
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NH2 -     -COOH  Pro     Pro    Tyrosinkinase   FAT      pY 402          FERM 

 
Abb. 1.2.5-1: Interaktionspartner der Fokalkontaktkinase Pyk2. Die hellblauen, 
gestrichelten Pfeile stellen Phosphorylierungen, die blauen Pfeile Interaktions-
partner der einzelnen Pyk2 Bindedomänen (siehe 1.2.2) dar. In schwarz sind 
bekannte Pyk2 Substrate aufgeführt. 
 
 

1.2.6 Fokalkontaktkinasen: Erkrankungen & Krebsgeschehen 

FAK wird bei einer Vielzahl von humanen Erkrankungen überexprimiert, woge-

gen Mutationen bisher nicht gefunden wurden. Viele Forscher schreiben FAK 

eine unterstützende Rolle bei der humanen Krebsentstehung zu (Golubovskaya 

et al., 2009a). Eine Analyse von Pyk2-knockout Mäusen zeigt eine Rolle für Pyk2 

in Makrophagen und in Osteoclasten auf (Gil-Henn et al., 2007; Okigaki et al., 

2003). Ebenfalls existieren Belege, dass Pyk2 einige Krebszell-Phänotypen 

kontrollieren könnte (Schaller, 2010) 

.
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1.3 Ziel der Arbeit 

Die Aktivierung der Proteinkinase Pyk2 ist in eine Vielzahl von Signaltransduk-

tionswegen involviert, die zur Apoptose, Cytoskelettreorganisation, Zellanhef-

tung und Zellbewegung, Neurotransmission und Neuroplastizität führen können. 

Die Frage, wie eine solche funktionelle Diversität koordiniert werden kann, ist 

nach wie vor nur unvollständig verstanden. Es ist offensichtlich, dass Pyk2 mit 

einer großen Zahl an Interaktionspartnern wechselwirkt und dadurch verschie-

dene „Downstream“-Signalwege steuert. Diese Interaktionspartner können 

reine Bindungspartner oder aber auch Substrate von Pyk2 sein. Eine Phosphory-

lierung kann die Aktivität oder Lokalisation der Substrate in vielfältiger Weise 

beeinflussen. Bis heute sind allerdings nur wenige direkte Pyk2 Substrate 

bekannt. Die meisten Substrate werden eher durch Src phosphoryliert, welches 

durch die Bindung an autophosphoryliertes Tyrosin-402 von Pyk2 aktiviert wurde. 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, neue, direkte Pyk2 Substrate zu 

identifizieren, um damit einen Beitrag zum besseren Verständnis der zahlreichen 

Funktionen der Kinase Pyk2 zu leisten.  

 

Um dieses Ziel zu erreichen, wurde anhand eines bioinformatorischen 

Verfahrens basierend auf bekannten, direkt von Pyk2 phosphorylierten 

Substraten eine Konsensussequenz entwickelt, mit deren Hilfe putative Substrate 

identifiziert werden konnten. Diese wurden dann durch in vitro Kinasereaktionen 

und Aktivitätsmessungen sowie zelluläre Analysen charakterisiert. Zudem sollten 

die Phosphorylierungsstellen präzise kartiert und deren funktionelle Implikationen 

studiert werden.   
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1.4 AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) & AMPK-verwandte 

Kinasen (AMPKrK) 

Die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) ist eine in allen Spezies hoch 

konservierte Serin/Threonin Proteinkinase, die eine entscheidende Rolle in der 

Regulation der Energiehomöostase der Zelle ausübt (Hardie und Carling, 1997). 

Nach Erhöhung des AMP/ATP Verhältnisses infolge von zellulärem Stress 

phosphoryliert die übergeordnete LKB1 Kinase in Assoziation mit den beiden 

akzessorischen Proteinen STRAD and MO25 Threoninrest-172 im Aktivierungsloop 

von AMPK (Carling et al., 2004, Lizcano, et al., 2004, Hawley et al., 1996), was zu 

deren Aktivierung führt (Hardie et al., 2004). Die aktive AMPK hemmt 

anschließend durch Phosphorylierung mehrere Enzyme, die für die Cholesterin- 

und Fettsäurebiosynthese verantwortlich sind (u.a. die HMG-CoA-Reduktase 

und die Acetyl-CoA-Carboxylase). Durch Abschalten solch energieauf-

wändiger Biosynthesen stellt die AMPK einen Schutz vor Energiemangel in Zellen 

sicher (Hardie und Carling, 1997). 

 

Während über AMPK viel bekannt ist, sind die „AMP-activated Proteinkinase 

related kinases“ (AMPKrKs) bisher nur wenig charakterisiert (Abb. 1.4-1). In den 

letzten Jahren konnten zwölf AMPKrK (Brsk1, Brsk2, Nuak1, Nuak2, Qik, Qsk, Sik, 

Mark1, Mark2, Mark3, Mark4 und Melk) identifiziert werden, deren katalytischen 

Domänen eine hohe Sequenzhomologie mit AMPK aufweisen. 

Eine Besonderheit der AMPKrK stellt die Ubiquitin-assoziierte Domäne (UBA) dar; 

sie liegt am C-terminalen Ende direkt vor der Kinasedomäne und kommt in 

humanen Kinasen ausschließlich bei den AMPKrK vor (Manning et al., 2002). 

Entsprechende Mutationsanalysen belegten, dass die UBA der AMPKrK für die 

Phosphorylierung durch LKB1 und der damit einhergehenden Aktivierung der 

Kinase benötigt wird (Jaleel et al., 2006; Bright et al., 2008). Jaleel et al. vermu-

teten, dass die UBA benötigt wird, um Ubiquitin-unabhängig mit der kata-

lytischen Domäne zu interagieren und dieser somit erlaubt, eine Konformation 

einzunehmen, die von LKB1 phosphoryliert werden kann. In der inaktive Konfor-

mation der AMPKrK bindet die UBA Domäne an atypischerweise über die 

Lysinresten-29 und -33 verknüpftes Polyubiquitin, das C-terminal der Kinase-

domäne mit AMPKrK verbunden ist. Erst nach einer Deubiquitinierung steht die 
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UBA für eine Interaktion mit der Kinasedomäne und damit Aktivierung der 

AMPKrK zur Verfügung (Al-Hakim et al., 2008). 
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Abb. 1.4-1: Vertreter der „AMP-activated Proteinkinase (AMPK) related kinases“ 
(AMPKrK). Zusammenfassung des Expressionsprofils (Bright et al., 2009). 
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1.4.1  „Brain-specific kinases“  

„Brain-specific kinase“ 1 (Brsk1; SAD-B) und 2 (Brsk2; SAD-A) zählen zu den 

AMPKrK. Ihre Aktivierung erfolgt, wie auch bei der AMPK, durch Phosphory-

lierung eines Threoninrests im T-Loop (Thr-189 von Brsk1 und Thr-174 von Brsk2) 

durch die übergeordnete Proteinkinase LKB1 (Lizcano et al., 2004). Eine Ver-

öffentlichung von Fujimoto et al. aus dem Jahr 2008 beschreibt, dass neben der 

LKB1 auch die Calcium/Calmodulin-abhängige Proteinkinasekinase alpha 

(CaMMK alpha) Brsk1 am Threoninrest-189 aktivierend phosphorylieren kann. 

Zudem existieren von Guo et al. (2006) und Bright et al. (2008) sich wider-

sprechende Befunde bezüglich einer Brsk2 aktivierenden Rolle der Proteinkinase 

A (PKA). Expressionsuntersuchungen ergaben, dass beide Brsk Proteine – ihrem 

Namen entsprechend – fast ausschließlich im Gehirn und in sehr geringen 

Mengen in Pankreas und Testes exprimiert werden (Kishi et al., 2005; Inoue et al., 

2006; Bright et al., 2008; Hezel et al., 2008). Zellulär findet man sowohl Brsk1 als 

auch Brsk2 im Nukleus und im Cytoplasma lokalisiert. Des Weiteren ist bekannt, 

dass Brsk1 an synaptischen Vesikeln im Hippocampus und im Cerebellum zu 

finden ist (Inoue et al., 2006).  

Zu den bisher bekannten Aufgaben von Brsk zählen vor allem neuronale Funkti-

onen. 2006 konnten Inoue et al. eine synaptische Rolle für Brsk1 feststellen. 

Welchen Einfluss Brsk1 genau bei der Freisetzung von Neurotransmittern spielt, 

konnte nicht geklärt werden. Es wird vermutet, dass die Brsk1-vermittelte 

Phosphorylierung des RIM1 Protein daran beteiligt sein könnte. Das Multi-

domänenprotein RIM1 stellt eine Komponente der Zytomatrix der aktiven Zone 

dar. Darunter versteht man spezialisierte Bereiche der präsynaptischen Plas-

mamembran, die die Freisetzung von Neurotransmittern kontrollieren. Rim1 

interagiert mit weiteren Proteinen sowie mit synaptischen Vesikeln innerhalb der 

aktiven Zone und trägt damit zur Freisetzung von synaptischen Vesikeln bei 

(Mittelstaedt et al., 2010). Die verschiedenen Phasen der Neuronen-

differenzierung, einschließlich der Axonenausbildung, sind grundlegend für eine 

reguläre Entwicklung des Gehirns. Studien von Kishi et al. an Brsk1 -/- und Brsk2   

-/- Mäuse zeigen neben Defekten während der neuronalen Differenzierung 

auch eine Beeinträchtigung der Corticogenese: während individuell generierte 

Mausmutanten, denen entweder Brsk1 -/-  oder Brsk2 -/- fehlt, keine Beein-

trächtigungen in Gesundheit und Fertilität aufweisen, zeigen Doppelmutanten 

neben einer eingeschränkten Beweglichkeit auch ein geringes Ansprechen auf 
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Stimulation und verstarben innerhalb von zwei Stunden nach der Geburt. Diese 

Ergebnisse bestärken eine regulierende Funktion beider Brsk Proteine während 

der neuronalen Polarisierung. Die Gruppe von Kishi et al. stellte fest, dass 

Embryonen dieser Knockout Mäuse infolge gestörter axonaler und dendritischer 

Prozesse sichtbar dünnere Hirnrinden aufweisen. Weitere „Knockdown” Unter-

suchungen von Brsk1 und Brsk2 weisen in vitro ein vermindertes axonales 

Wachstum auf (Choi et al., 2008). Insgesamt wird beiden Brsk Proteinen eine 

wichtige Aufgabe hinsichtlich der Aufrechterhaltung der neuronalen Polarität 

sowie der damit verbundenen Erzeugung eindeutig definierter Axone und 

Dendriten im Vorderhirn zugeschrieben. 

1.4.1.1 Brsk Interaktionspartner  

Sowohl Brsk1 als auch Brsk2 phosphorylieren das Mikrotubuli-assoziierte Protein 

(MAP) Tau (Kishi et al., 2005). Tau reguliert den Zusammenbau von Mikrotubuli 

und damit deren Stabilität (Kishi et al., 2005). Neben dieser essentiellen Rolle bei 

der neuronalen Polarität wurden zusätzliche Funktionen der Brsk Proteine 

während der Zellzykluskontrolle und der Centrosomenduplikation entdeckt. 

Neben der potentiellen Funktion als Zellzkluskontrollpunktkinase durch 

Phosphorylierung der Zellzyklus regulierenden Proteine Wee1, Cdc25C (beide in 

vivo) und Cdc25B (in vitro) kommt Brsk1 eine weitere Rolle nach DNA-

Schädigung zu (Bright et al., 2008). Lu et al. zeigten 2004, dass es nach UV oder 

Methylmetansulfonat (MMS) induzierter DNA-Schädigung zur Translokation von 

Brsk in den Kern kommt, verbunden mit einem anschließenden Zellzyklusarrest in 

der G2/M Phase. Die Tatsache, dass Brsk1 eine putative Phosphorylierungsstelle 

für die Zellzykluskontrollpunktkinasen ATM und ATR aufweist, unterstützt die 

Vermutung einer Funktion von Brsk1 im Zellzyklusgeschehen. Zusätzlich klärten 

Alvarado-Kristensson et al. im Jahr 2009 eine neue, bisher noch nicht weiter 

erforschte Rolle für Brsk auf: Brsk1 phosphoryliert gamma-Tubulin am Serinrest-

131 und reguliert damit die Duplikation von Centrosomen. 

1.4.1.1.1   Tau - Stützproteine 

Tau-Proteine sind Stützproteine, die in Neuronen des zentralen Nervensystem 

reichlich und in anderen Geweben in geringen Mengen exprimiert werden. Sie 

interagieren mit Tubulinen, um an stützende Cytoskelettproteine (Mikrotubuli) zu 

binden, wodurch sie deren Zusammenbau stabilisieren und regulieren (Johnson 

und Stoothoff, 2004). Beim Zusammenbau in filamentäre Strukturen werden die 
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einzelnen Tau-Proteine über ihre sich wiederholenden Abschnitte miteinander 

verknüpft. Dabei wird das N-terminale Ende abgeschnitten. Eine abnorme 

Hyperphosphorylierung der gepaarten helikalen Tau-Filamente (PHF) führt zu 

einem nicht mehr funktionellen Protein. Diese fehlerhaften Tau Proteine können 

Mikrotubli nicht mehr richtig stabilisieren und es kommt zu Ablagerungen von 

Tau-Proteinen, die beim Menschen eine Vielzahl von neurodegenerative 

Erkrankungen verursachen. Als Folge dieser pathologischen Veränderungen 

können die PHF-Ablagerungen als neurofibrilläre Läsionen in den Gehirnen von 

Alzheimer-Patienten beobachtet werden. Man spricht hierbei von sog. Tauo-

pathien (Goedert, et al., 1988).  

Durch alternatives Spleißen entstehen aus dem MAPT Gen eine Reihe von Tau 

Proteinen (Goedert, et al., 1989). Tau Proteine kontrollieren durch verschiedene 

Isoformen aber auch durch unterschiedliche Phosphorylierungen die 

Stabilisierung der Mikrotubuli. Im Hirngewebe existieren sechs Tau Isoformen, die 

sich durch die Anzahl ihrer am C-Terminus gelegenen Bindungsdomänen unter-

scheiden: drei davon verfügen über vier, die drei übrigen über drei Bindungs-

domänen. Alle Bindungsdomänen sind positiv geladen und erlauben eine 

Wechselwirkung mit den negativ geladenen Mikrotubuli. Je höher die Anzahl 

der Bindungsdomänen desto stärker die Wechselwirkung und Stabilisierung der 

Mikrotubuli. 

1.4.1.1.2   Wee1 – Serin/Threoninkinase 

Die Serin/Threoninkinase Wee1 ist im Zellkern lokalisiert und übt eine Schlüssel-

rolle in der Regulation der Zellzyklus-Progression aus. Die Regulation der Zell-

größe stellt einen entscheidenden Schritt dar, um die Funktionalität einer Zelle 

zu gewährleisten. Wee1 agiert als Dosis-abhängiger Inhibitor der Mitose (Russell 

& Nurse, 1987). Die Menge an Wee1 Protein korreliert mit der Größe der Zelle: 

da Wee1 den Eintritt in die Mitose inhibiert, führt dessen Abwesenheit zur 

frühzeitigen Zellteilung und somit verkleinerten Zellgröße. Umgekehrt führt eine 

gesteigerte Wee1 Expression zur verzögerten Mitose, und die Zelle wächst vor 

der Teilung auf Übergröße an. Wee1 blockiert durch Inhibition der Cyclin-

abhängigen Kinase 2 („Cyclin-dependend kinase 2“, Cdc2) den Eintritt in die 

Mitose Phase (Watanabe. et al., 1995; Hunter, 1995). Wee1 phosphoryliert Cdc2 

an den Aminosäureresten Tyr15 und Thr14 und inhibiert dadurch das Enzym. 

Cdc2 entscheidet über die Passage mehrerer Cyclin-abhängiger Zellzyklus-
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kontrollpunkte. Wee1 beeinflusst durch Cdc2-Inhibition das gesamte Kontroll-

system des Zellzyklus. Durch Phosphorylierung von Cdc2 wird dessen Kinase-

aktivität gering gehalten und der Eintritt in die Mitosephase wird verhindert. 

Wee1 kontrolliert die Zellgröße durch Koordination der Zellzyklusprogression 

(Kellogg, 2003). Eine Wee1-abhängige Verlängerung der G2-Phase reguliert den 

DNA Schädigungskontrollpunkt und kontrolliert dadurch den G2/M Übergang. 

In Eukaryonten wird Wee1 durch Phosphorylierung und Degradation reguliert 

und inaktiviert (Watanabe et al., 1995). Wee1 wird in der M-Phase durch die 

beiden Kinasen Plk1 („Polo-like Kinase 1“) und Cdc2 an zwei Serinresten 

phosphoryliert, anschließend von der E3 Ubiquitinligase SCFTrC ubiquitiniert und 

daraufhin abgebaut (Watanabe et al., 2004). Auch im Krebsgeschehen 

schreibt man Wee1 eine wichtige Rolle zu. Wee1 inhibiert den Mitose-

fördernden Faktor MPF („mitose promoting factor“), welcher nach DNA-

Schädigung Apoptose induziert. Wang et al. beschrieben 2005, dass humanes 

Wee1 durch KLF-2 („Krüppel-like factor 2“) negativ reguliert wird und dadurch 

die durch DNA-Schädigung induzierte Apoptosesensitivität in Krebszellen zu-

nimmt.  

Müller und Kollegen beschrieben in ihren 2010 veröffentlichten Daten eine für 

Wee1 vollkommen neue Funktion: sie konnten zeigen, dass Wee1 in post-

mitotischen Neuronen einen Effekt auf die Polarität der Zelle hat, der durch Brsk 

hervorgerufen wird. Des Weiteren entdeckten sie, dass Wee1 eine funktionelle 

Rolle während der frühen Neuronenentwicklung des Hippocampus, wenn die 

Zellen noch mehrere undifferenzierte Neuriten aufweisen, ausübt. Sobald es 

jedoch zur Polarisierung kommt und die Zellen ein einziges Axon ausbilden, ver-

ringert sich die Wee1 Expression. Wird die Wee1 Expression während der 

Differenzierungsphasen aufrechterhalten, wird die Zellpolarität zerstört. Folglich 

bildet sich kein einzelnes Axon aus, sondern sich entwickelnde Neuronen bilden 

mehrere Neuriten, die axonale Marker und in einigen Fällen auch dendritische 

Marker aufweisen. Die Tatsache, dass Brsk1 mit Wee1 interagieren und eine 

inhibitorische Phosphorylierung am Serinrest-642 katalysieren kann, was zur 

Abnahme der Wee1 Expression führt, lässt Müller et al. vermuten, dass Brsk die 

Aktivität und Expression von Wee1 steuern, um somit eine sichere neuronale 

Zellpolarität gewährleisten zu können. 
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1.4.2 „MAP/microtubule affinity-regulated kinases“ 

“MAP/microtubule affinity-regulated kinase”, kurz Mark genannt, bilden eine 

weitere Gruppe innerhalb der AMPKrK Familie. Diese besteht aus vier Mit-

gliedern: Mark1, 2, 3 und Mark4. Auf Grund ihrer Fähigkeit, Mikrotubuli-assozi-

ierten Proteine (MAPs) zu phosphorylieren und damit deren Dissoziation von 

Mikrotubuli regulieren zu können, wurden Vertreter der Mark Familie als erstes im 

Gehirn entdeckt (Drewes et al., 1997). Biernat et al. (2002) und Stoothoff und 

Johnson (2005) konnten zeigen, dass Mark axonales MAP Tau am Serinrest des 

KXGS- Motif der Mikrotubuli-bindenden Domäne phophoryliert. Dies führt dazu, 

dass Tau von den Mikrotubuli dissoziiert und resultiert in der Destabilisierung der 

Mikrotubuli. Hurov und Piwnica- Worms berichteten 2007, dass Mark zu einer 

Gruppe von evolutionär konservierten Proteinen zählen, die für die Zellpolarität 

in Würmern, Fliegen, Fröschen und Säugern verantwortlich sind. Humane Mark 

liegen asymmetrisch in epithelialen Zellen vor (Bohm et al., 1997).  

Für Mark1 konnten Joen et al. (2005) eine mögliche Rolle bei der Regulation der 

Plastizität von Synapsen beschreiben. Mark1 und Mark2 werden für die Polarität 

von Nieren- und Leberepithelzellen benötigt (Bohm et al., 1997; Cohen et al., 

2004).  

Des Weiteren konnte für Mark2 eine Rolle der Axonspezifikation von Neuronen 

des Hippocampus beschrieben werden (Chen et al., 2006). Uboha et al. (2007) 

haben für Mark2 eine Verbindung zu einer Signalkaskade, welche zu einem 

Calcium-abhängigen Neuritenwachstum führt, aufgezeigt. Hierbei interagiert 

und phosphoryliert die aktive CaMK1 Mark2, was zu einem verstärkten Aus-

wachsen von Axonen führt. Untersuchungen an „Knockout“- Mäusen weisen für 

Mark2 gleich mehrere Funktionen in physiologischen Vorgängen wie Fertilität, 

Homöostase des Immunsystems, Lernen und Gedächtnis, Wachstum und 

Metabolismusregulation auf (Bessone et al., 1999; Hurov et al., 2001, Hurov & 

Piwnica-Worms 2007).  

Für Mark3 konnte eine Zellzyklus-regulierende Funktion beschrieben werden. 

Mark3 phosphoryliert die Phosphatase Cdc25 und vermittelt somit eine Inter-

aktion zwischen Cdc25 und dem 14-3-3 Protein. Dadurch kann Cdc25 den für 

den mitotischen Eintritt benötigten Cdc2/CyclinB Komplex nicht mehr 

dephosphorylieren (Peng et al., 1998). Bachmann et al. entdeckten 2004, dass 

Mark3 durch die onkogene Serin/Threoninkinase Pim-1 inhibierend phosphory-

liert wird, so dass es zum Fortschreiten des Zellzyklus und Überwinden des G²/M 
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Arrestes kommt. Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Mark3-vermittelte 

Phosphorylierung von KSR1 („kinase suppressor of Raf-1“) zur Bindung von KSR1 

an 14-3-3 führt und somit den Ras-MAPK Weg reguliert (Müller et al., 2001).  

Moroni et al. identifizierten 2006 zwei Isoformen von Mark4: Mark4L und MARK4S. 

Beide werden ubiquitär exprimiert, sind jedoch in Testes und im Gehirn am 

stärksten vertreten. Bereits mehrere Gruppen vermuten eine Relevanz bei der 

Tumorgenese; neben Hepatokarzinomen kommt Mark4L auch in Glio-

mablastomen überexprimiert vor (Kato et al., 2001; Beghini et al., 2003). Mark4L 

wird während der Differenzierung der Gliazellen runterreguliert und scheint eine 

Rolle bei der Progression des Zellzyklus auszuüben. Für Mark4S wurde eine 

Hochregulation während der neuronalen Differenzierung beschrieben und eine 

spezielle Funktion in Neuronen vermutet (Moroni et al., 2006). Jedem Vertreter 

der Mark Familie kommt eine unterschiedliche Aufgabe zu. Eine genaue Auf-

klärung der Funktion der einzelnen Kinasen ist bisher noch nicht bekannt.   

1.4.3 Nuak 

Auch die Nuak-Familie der AMPKrK besteht aus zwei Vertretern: Nuak1 und 

Nuak2. Für Nuak1 konnten bislang im Detail noch nicht geklärte Funktionen be-

schrieben werden, die das Überleben der Zelle steuern. Unser bisheriges Wissen 

über Nuak1 verdanken wir Untersuchungen von Suzuki et al., welche im Jahre 

2003 entdeckten, dass Nuak1 sowohl bei der Unterdrückung eines durch 

Nahrungsmangel-induzierten Zelltods von Tumorzellen als auch bei der 

Aktivierung der Todesrezeptoren eine Rolle zukommt. Des Weiteren beschrieben 

sie Nuak1 als einen die Tumorprogression fördernden Faktor. Die Basis für diese 

These lieferten Ergebnisse, die belegten, dass eine Akt-vermittelte Phos-

phorlierung von Nuak1 am Serinrest-600 zu einer Induktion der Membrantyp1-

Metalloprotease verbunden mit vermehrter Tumorinvasion und Metastasierung 

führt.  

Die Proteinkinase Nuak2 kommt in Thymus, Blase, Niere und Magen, in höherem 

Expressionslevel in Leber, Haut, Testes, Uterus und Ovar vor. Das höchste 

Expressionsniveau wird in Nebenniere und Gehirn erreicht. In den meisten dieser 

Gewebe - die Testes ausgenommen - liegt Nuak2 kaum aktiv vor (Lefebvre und 

Rosen, 2005). Die Aktivierung von Nuak2 ähnelt stark der AMPK und wird durch 

mehrere Stimuli wie dem Mangel an Glutamin oder Glucose, der Erhöhung von 

zellulärem AMP, durch UVB-Strahlung, durch Stress induziert durch Hyperosmose, 
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Salz oder Oxidation sowie durch Stress des endoplasmatischen Retikulums regu-

liert (Lefebvre & Rosen, 2005). Legembre et al. entdeckten 2004, dass die Nuak2 

Expression sowohl durch TNF alpha als auch durch Nuklearfaktor kappa B 

(NFκB)-abhängige CD95 Stimulation hochreguliert wird. Darüber hinaus 

entdeckten sie für Nuak2 eine anti-apoptotische Fähigkeit, da Nuak2 Zellen vor 

einer CD-95 und einer TRAIL („TNF-realted apoptosis inducing ligand“) indu-

zierten Apoptose bewahrt. Untersuchungen in 2008 von Tushihara et al. an 

Nuak2-defiziente Mäusen zeigten, dass diese zu einer altersbedingten Fettsucht 

und metabolischen Fehlsteuerungen sowie zu einer verstärkten Anfälligkeit für 

Colorektaltumore neigen und schrieben Nuak2 somit eine metabolische 

Relevanz zu. Yamamoto, et al. konnten 2008 das bislang einzige Nuak2 Substrat 

beschreiben: MYPT1 („myosin phosphatase target subunit1“). Es handelt sich 

dabei um eine regulatorische Untereinheit der Myosinphosphatase, die die 

Dephosphorylierung von MLC („myosin light chain“) katalysiert (Ito et al., 2004). 

MLC üben zahlreiche zelluläre Funktionen wie beispielsweise die Kontraktion 

glatter Muskulatur aus (Ito et al., 2004; Matsumura et al., 2005). Eine physio-

logische Relevanz der Nuak2-vermittelten Phosphorylierung von MYPT1 bleibt zu 

erforschen. 
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2  MATERIALIEN 

2.1 Geräte 

Axioskop 2 mot plus Mikroskop Zeiss 

NanoDrop Peqlab 

VersaDocTM „Imaging System“ BioRad 

Ultraflex III MALDI-TOF/TOF  Bruker Daltonik GmbH 

GeneAmp® PCR System 9700 Allpied Biosciences 

Xcell Sure Lock Trennkammer Invitrogen 

ZOOM® IPGRunnerTM Mini-Cell Apperatur Invitrogen 

„Phospho Imager“ Platten  Fuji 

„Phospho Imager“ („Molecular Imager FX Pro“) BioRad 

Filmentwicklungsmaschine „Curix 60“ AGFA 

Hunter – TLC Elektrophoreseapparatur,  

Model # HTLE-7002 

CBS Scientific Company, 

INC. 

TLC Cellulose Glasplatten Merck 

Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf 

Tischzentrifugen Eppendorf 

2.2 Materialien 

CriterionTM „Blotting Sandwiches“  

(0,2 μm Nitrocellulose mit Filterpapieren) 

BioRad 

CriterionTM XT Precast Gele 3-8 % Acetat, 12+2 

Kammern 

BioRad 

CriterionTM XT Precast Gele 4-12 % BisTris, 18 & 26 

Kammern 

BioRad 

NuPAGE 4-12 % Bis-Tris  

ZOOM® Gel 1.0 mm X IPGTM Kammer 

Invitrogen 

Oligonukleotide (Primer) Operon 

SuperFrost PLUS Adhäsionsobjektträger Menzel Gläser 

ZOOM® Strips, pH 3-10NL  Invitrogen 

ZOOM® IPGRunnerTM Kassetten Invitrogen 
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2.3 Chemikalien 

Alle Chemikal ien hatten analyt ische Reinheit und wurden - mit 

Ausnahme der hier aufgeführten Chemikal ien - von den Firmen 

Merck, S igma-Aldrich oder Invitrogen bezogen: 
 

Ampicillin-Natriumsalz AppliChem 

[γ-32P]ATP (9.25 MBq/ml) Amersham Biosciences 

Bovines Serum Albumin (BSA), Albumin FraktionV AppliChem 

Coomassie Brillant Blau (CBB) R-250  Carl Roth 

Kanamycinsulfat AppliChem 

„Lumi Light Western Blotting Substrate”  Roche 

„Lumi Light PLUS Western Blotting Substrate”  Roche 

Phosphatase Inhibitor Set II Calbiochem 

Protease Inhibitor Set III Calbiochem 

Protein A/G PLUS-Agarose Santa Cruz Biotech. 

Polyfectamin Qiagen 

„Reducing agent”, 20 x BioRad 

SDS Probenpuffer, 4 x BioRad 

Trypsin („sequencing grade“) Promega 

Vectashield Vector Laboratories 

2.4 Kits 

 “Plasmid HiSpeed Purification Kit” Qiagen 

“Quik Change II XL, site directed Mutagenesis Kit “ Stratagene 

“Wizard plus SV Minipreps DNA Purification Kit” Promega 

2.5 Medien und Lösungen für die Zellkultur 

„Dulbecco`s Phospate Buffered Saline“  

(D-PBS) + CaCl2, MgCl2

GIBCO 

„Dulbecco's Modified Eagle” Medium (D-MEM) 

(+ 4500mg/l Glucose, + L-Glutamine, - Pyruvat) 

GIBCO 

FuGENE HD Transfektionsreagenz Roche 

Fötales Kälberserum (FCS) PAN Biotech GmBH 

Penicillin/Streptomycin GIBCO 
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Trypsin-EDTA (2,5 x) GIBCO 

2.6 Puffer, Lösungen und Medien 

Alle Puffer, Lösungen und Medien wurden mit Milli-Q-H2O aus der hauseigenen 

Anlage von Merck angesetzt und sofern nicht anders beschrieben bei 

Raumtemperatur gelagert. 

 

Blockierlösung 5 % (m/V) BSA 

0,1 % (m/V) NaN3

in 1x TBS 

+ Spatelspitze Phenolrot 

pH 7,5 

(Lagerung bei 4°C) 

 

HGNT-Lysepuffer 20 mM HEPES, pH 7,4 

10 % (V/V) Glycerol 

150 mM NaCl 

1 % (V/V) Triton X-100 

2 mM EDTA  

(Lagerung bei 4°C) 

 

LB (Luria Bertani)- 

Agar 

LB-Medium mit 1,5 % (m/V) Agar-Agar 

Mischung autoklavieren 

(Lagerung bei +4°C) 

 

LB (Luria Bertani)- 

Medium 

1 % (m/V) Trypton Pepton 

0,5 % (m/V) Hefeextrakt 

170 mM NaCl 

pH 7,6 eingestellt mit NaOH 

Mischung autoklavieren 

 

Ponceau S Färbelösung 

 

0,25 % (m/V) Ponceau S 

10 %(V/V) Essigsäure 
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Rehydratisierungspuffer 7 M Harnstoff 

2 M Thioharnstoff  

2 % (V/V) CHAPS 

18 mM DTT 

0,5 % (V/V) IPG-Puffer 

4 % (V/V) Chaps 

Spuren von Bromphenolblau 

(Lagerung bei -20°C) 

 

SDS Probenpuffer 4/5 4x „SDS Sample Buffer“ von BioRad 

1/5 „20x Reducing agent“ von BioRad (frisch zugege-

ben) 

 

TBS-T TBS mit 0,05 % (V/V) Tween 20 

 

10x Transferpuffer 184 mM Tris 

1,6 M Glycin 

pH 8,0 

 

20x TBS 1 M Tris 

3 M NaCl 

pH 7,5 eingestellt mit HCl 

 

Kinasepuffer 20 mM Tris (pH 7,4) 

0,1 mM EGTA 

 0,1 % (V/V) beta-Mercaptoethanol 

2 mM MgCl2  

30 nM ATP 

 

2.7 Rekombinante Proteine 

Bezeichnung 
 

Spezis Bezugsquelle 

Brsk1,(DU_1270) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Brsk2, (DU_1280) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 
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Bezeichnung 
 

Spezis Bezugsquelle 

FAK, (#31168] Human Millipore (Upstate) 

Mark1, (DU_1272) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Mark2, (DU_1269) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Mark3, (DU_1296) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Mark4, (DU_1281) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Nuak1, (DU_1271) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Nuak2, (DU_1275) Human “Division of Signal Transduction Therapy” (DSTT) 

Pyk2, (#14-567) Human Millipore (Upstate) 

Src, (#14-326) Human Millipore (Upstate) 

Tau1, (#AG-952) Human Millipore 

Wee1, (H00007465-P01) Human Abnova 

 

2.8 Plasmide 

pRK5 Expressionsplasmid für Säugetierzellen, Leervektor  

(I. Dikic, Universität Frankfurt/Deutschland) 

 

pRK5-Pyk2 Expressionsplasmid für Säugetierzellen, codiert für 

Wildtyp Pyk2  

(I. Dikic, Universität Frankfurt/Deutschland) 

 

pRK5-Pyk2 K457A (PKM) Expressionsplasmid für Säugetierzellen, codiert für 

eine Kinase-inaktive Mutante von Pyk2, bei der Lysin 

457 zu Alanin mutiert wurde 

(I. Dikic, Universität Frankfurt/Deutschland) 

 

pCMV5-HA-Brsk1 Expressionsplasmid für Säugetierzellen, codiert für 

Brsk1 mit N-terminalem HA-Epitop 

(“Division of Signal Transduction Therapy” 

(DSTT)/Dundee) 

 

pCMV5--HA-Brsk1 

Y351,352F 

Expressionsplasmid für Säugetierzellen, codiert für 

eine Brsk1 Mutante mit N-terminalem HA-Epitop, bei  
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der die beiden Trosinreste 351 & 352 zu Phenylalanin 

mutiert wurden  

(E. Kilian, Merck Serono,  

„TA Oncology, BCCP”/Darmstadt) 

  

pCMV5--HA-Brsk2 Expressionsplasmid für Säugetierzellen, codiert für 

Brsk2 mit N-terminalem HA-Epitop 

(Division of Signal Transduction Therapy 

(DSTT)/Dundee) 

 

pCMV5--HA-Brsk2 Y334F Expressionsplasmid für Säugetierzellen, codiert für 

eine Brsk2 Mutante mit N-terminalem HA-Epitop, bei 

der die AS Tyrosin-334 zu Phenylalanin mutiert wurde  

(E. Kilian, Merck Serono,  

„TA Oncology, BCCP”/Darmstadt) 

  

2.9 Antikörper 
2.9.1 Primärantikörper 

 

Bezeichnung Spezies Bezugsquelle Arbeits-

konzentration 

Brsk1 Kaninchen, 

polyklonal 

Anaspec,  

# Nr.: 54669 

1:1000 (IB) 

Brsk2 Kaninchen, 

polyklonal 

Anaspec,  

# Nr.: 54671 

1:1000 (IB) 

Cofilin Kaninchen, 

polyklonal 

Cell Signaling Technology,  

# Nr.: 3312 

1:500 (IB) 

FAK Maus, 

monoklonal 

Upstate, 

# Nr.: 05-537 

1:2000 (IB) 

 

FAK pY397 Kaninchen, 

polyklonal 

Sigma, 

# Nr.: F 7926 

1:1000 (IB) 

FLAG Maus,  

monoklonal 

Sigma, 

# Nr.: F 3165 

1:2000 (IB) 

3 µg (IP) 
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Bezeichnung Spezies Bezugsquelle Arbeits-

konzentration 

HA Maus,  

monoklonal 

Roche,  

# Nr.: 11 867 423 001 

1:2000 (IB) 

3 µg (IP) 

PYK2/CAKß Maus,  

monoklonal 

BD Transduction 

Biosciences,# Nr.: 610548 

1:1000 (IB) 

1:200 (IF) 

Src Kaninchen, 

polyklonal 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., # Nr.: sc-18 

1:1000 (IB) 

Tau1 Maus,  

monoklonal 

Millipore,  

# Nr.: MAB361 

1:1000 (IB) 

Tau1 pS262 Kaninchen, 

polyklonal 

Millipore,  

# Nr.: AB9656 

1:1000 (IB) 

Wee1 Kaninchen, 

polyclonal 

Cell Signaling Technology,  

# Nr.: 4936 

1:1000 (IB) 

Wee1 pS642 Kaninchen, 

polyklonal 

Cell Signaling Technology,  

# Nr.: 4910 

1:1000 (IB) 

pY 99 Maus, 

monoklonal 

Sigma,  

# Nr.: sc-7020 

1:500 (IB) 

 

 

2.9.2 Sekundärantikörper 

 

Bezeichnung Spezies Konjugation Bezugsquelle Arbeits-

konzentration 

ECL Anti-

Maus-IgG 

  

Schaf, 

monoklonal  

HRP GE Healthcare 

UK Limited, 

# Nr.: 341023 

1:2000 (IB) 

Anti-

Kaninchen 

IgG 

 

Ziege, 

polyklonal 

HRP Cell Signaling 

Technology, 

# Nr.:7074 

1:2000 (IB) 

Anti-Ziege IgG  

 

Kaninchen, 

polyklonal 

HRP Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc., # Nr.: sc-

2770 

1:1000 (IB) 
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Bezeichnung Spezies Konjugation Bezugsquelle Arbeits-

konzentration 

Anti-Maus IgG, 

Alexa 488 

Ziege, 

polyklonal 

Alexa 488 

 

Invitrogen 

#Nr.: A- 11001 

1:500 (IF) 

Anti-

Kaninchen 

IgG, Alexa 488 

Ziege, 

polyklonal 

Alexa 488 

 

Invitrogen 

#Nr.: A- 11034 

1:500 (IF) 

Anti-Maus IgG, 

Alexa 594 

Ziege, 

polyklonal 

Alexa 594 Invitrogen 

#Nr.: A- 11005 

1:500 (IF) 

Anti-

Kaninchen 

IgG, Alexa 594 

Ziege, 

polyklonal 

Alexa 594 Invitrogen 1:500 (IF) 

#Nr.: A- 11012 

 

2.10  Zell l inien 

Zelllinie Beschreibung Kulturmedium 

Hek 293T Humane embryonale 
Nierenzelllinie; transformiert 
bzw. immortalisiert durch 
„LargeT Antigen“  

„Dulbecco's Modified Eagle” 
Medium (+ 4500mg/l Glucose, + L-
Glutamine, -Pyruvat)  
+ 10 %FCS  
+ 10 mg/ml Penicillin  
+ 0,25 mg/ml Streptomycin 

LN-18 Humane Glioblastomzelllinie, 
schlecht differenziert 

„Dulbecco's Modified Eagle” 
Medium (+ 4500mg/l Glucose, + L-
Glutamine, -Pyruvat)  
+ 10 %FCS  
+ 10 mg/ml Penicillin  
+ 0,25 mg/ml Streptomycin 

LN-229 Humane Glioblastomzelllinie,  
(parieto-oczipital), 

„Dulbecco's Modified Eagle” 
Medium (+ 4500mg/l Glucose, + L-
Glutamine, -Pyruvat)  
+ 10 %FCS  
+ 10 mg/ml Penicillin  
+ 0,25 mg/ml Streptomycin 

 

2.11 Bakterienstämme 

Chemisch kompetente E. coli, One Shot TOP10  (Invitrogen) 

Bakterien für in vitro Mutagenese, XL10-Gold 

„Ultracompetent cells“ 

(Stratagene) 
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3  METHODEN  

3.1 Bioinformatische Methode 

Die Bioinformatik hat sich in den vergangenen Jahrzehnten als eigenständige 

Wissenschaft etabliert. Sie vereint die Grundlagenwissenschaften von Biologie 

und Medizin und wird daher auch als interdisziplinäre Wissenschaft bezeichnet. 

Die Bioinformatik umfasst neben der Verwaltung und Integration biologischer 

Daten, die Sequenzanalyse und Strukturbioinformatik, sowie eine Daten-

sammlung von Hochdurchsatzmethoden. Ziele ist es mit Hilfe von computerge-

stützten Ansätzen eigene, bisher bekannte Daten mit anderen Daten im großen 

Maßstab zu analysieren, um somit Fragestellungen theoretisch anzugehen und 

Hilfestellung zu leisten. Die hier angewandte bioinformatische Methode zur 

Substratidentifizierung setzt bekannte Phosphorylierungsstellen von Pyk2 voraus. 

Die Erstellung eines Phosphorylierungsprofil der Tyrosinkinase Pyk2 erfolgte 

basierend auf einem Vergleich dieser sechs bekannten Phosphorylierungsstellen 

von Pyk2, mit Hilfe des Computerprogramms „ProfileMake“, wobei jeweils 12-13 

Aminosäuren rechts und links des phosphorylierten Tyrosinrests berücksichtigt 

wurden. Durch Verwendung des Computerprogramms „ProfileSearch“ wurden 

mit diesem erstellten Profil Datenbanken (TrEMBL und SWISSPROT) nach 

Proteinen durchsucht, die Sequenzen beinhalten, die Ähnlichkeit mit dem zuvor 

erstellten Profil aufweisen. Die aus diesem Weg gefundenen Proteine sind 

potentielle Substratkandidaten der Kinase Pyk2. Der bioinformatische Ansatz 

wurde in Kooperation mit der Abteilung Bio- und Chemoinformatik von Merck 

durchgeführt. 

3.2 Molekulare Methoden 

3.2.1  Escherichia coli (E.coli) Transformation mit Plasmid-DNA 

Das Einbringen von Plasmid-DNA wurde mittels Hitzeschock-Methode in 

chemisch kompetente E. coli Zellen durchgeführt. Hierfür wurden E. coli TOP10 

(Invitrogen) auf Eis aufgetaut. 25 – 50 μl Zellen vorsichtig mit Plasmid-DNA (~50-

250 ng) gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Dann folgte ein Hitzeschock für 30 

s bei 42 °C und direkt darauf eine 2-minütige Inkubation auf Eis. Nach Zugabe 

von 250 μl SOC-Medium und Inkubation der Zellen für 30-60 min bei 37 °C und 

350 Upm wurden je 50 und 100 μl des Ansatzes auf LB-Platten, die das ge-

eignete Antibiotikum enthielten, ausplattiert. Die verwendeten Plasmide trugen 

35 



METHODEN 

entweder eine Ampicillin- oder eine Kanamycin-Resistenz. Die eingesetzte Kon-

zentration an Ampicillin betrug 100 μg/ml, die Kanamycin-Konzentration 100 

μg/ml. Die Inkubation der ausgestrichenen Platten erfolgte über Nacht bei 

37 °C. 

3.2.2  Präparation bakterieller Plasmid-DNA 

Als Ausgangsmaterial für die Präparation bakterieller Plasmid-DNA dienten je 

nach gewünschter Ausbeute 5-250 ml Übernachtkultur. Diese wurden mit einer 

vereinzelten Bakterienkolonie von einer LB-Agarplatte angeimpft und 16-18 h 

bei 37 °C in LB-Medium mit dem geeigneten Antibiotikum unter Schütteln bei 

250 Upm inkubiert. Die Plasmidpräparation aus kleinen Volumina wurden mit 

Hilfe des „Wizard plus SV Minipreps DNA Purification Kits” der  Firma Promega 

durchgeführt; aus großen Volumina mittels „Plasmid Purification HiSpeed Maxi 

Kits“ der Firma Qiagen. Beide Durchführungen erfolgten nach dem Protokoll 

des Herstellers. Am Ende wurde die DNA in einem geeigneten Volumen Milli-Q 

H20 aufgenommen. 

3.2.3  Bestimmung der DNA-Konzentration und DNA-Reinheit 

Die Messung der DNA-Konzentration zuvor präparierter Plasmid-DNA erfolgte 

durch Photometrie in einem NanoDrop („Peqlab“). Dabei wurde die Absorbtion 

von 1 μl unverdünnter DNA-Probe bestimmt. Die Reinheit wurde basierend auf 

dem Verhältnis OD260/OD280 bestimmt. Dabei gelten DNA-Proben als rein, 

wenn ihr Verhältnis OD260/OD280 zwischen 1,8–2,0 beträgt. 

3.2.4 Polymerasekettenreaktion – „Polymerase Chain Reacion“ (PCR) und in  

 vitro Mutagenese („Site-Directed Mutagenesis“) 

Allgemein dient die Polymerasekettenreaktion der Amplifikation von DNA 

Fragmenten. Bei der in vitro Mutagenese wird durch spezifische Primer eine 

mutierte Basenabfolge in den zu amplifizierenden Ausgangsvektor eingefügt. 

Bei der Konstruktion der für die in vitro Mutagenese eingesetzten Primer wurde 

entsprechend der Herstelleranweisung (Fa. Stratagene) verfahren. Hierzu 

wurden folgende Primer verwendet: 
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Tab.: 3.2.4-1: Mutation von Tyrosin zu Phenylalanin an den Stellen 351 und 352 in Brsk1 

Brsk1 Y351F aufwärts Primer: 5´-GATGATATTTTATCTGCTTTTGGATCG-3´ 

Brsk1 Y351F abwärts Primer:  5´-CGATCCAAAAGCAGATAAAATATCATC-3´ 

Brsk1 Y352 aufwärts Primer: 5´-GATGATATATTTTCTGCTTTTGGATCG-3´ 

Brsk1 Y352F abwärts Primer:  5´-CGATCCAAAAGCAGAAAATATCATC-3´ 

 

Tab.: 3.2.4-2: Mutation von Tyrosin zu Phenylalanin an den Stellen 334 in Brsk2 

Brsk2 Y334F aufwärts Primer: 5´-GAAGATGATTTATTTCCTCCTTGG -3´ 

Brsk2 Y334F abwärts Primer:  5´-CCAAGGAGGAAATAAATCATCTTC-3´ 

 

Als Ausgangsvektor diente der Vektor pCMV5-HA-Brsk1 bzw. pCMV5-HA-Brsk2. 

Durch einen Basenaustausch von TAC zu TTC wurde in Brsk1 zunächst an der 

Stelle 351 und anschließend in einer zweiten PCR auch an der Stelle 352 die 

codierende Aminosäure Tyrosin [Y] (TAC bzw. TAT) in die Aminosäure 

Phenylalanin [F] (TTC bzw. TTT) geändert. Im Fall von Brsk2 genügte die Durch-

führung einer PCR, um einen Austausch des Tyrosinrestes an der Stelle 334 

durchzuführen. Konsequenz der Aminosäureaustausche sind Mutanten beider 

Brsk Kinasen: Brsk1 Y351, 352F und Brsk2 Y334F. Die PCR zur in vitro Mutagenese 

wurde nach folgendem Schema zusammenpipettiert und anschließend auf ein 

Gesamtvolumen von 50 µl mit Milli-Q H20 aufgefüllt: 

 

  1 μl DNA [10 ng] 

  1 μl Oligonukleotidprimer, aufwärts [10 μM]    

  1 μl Oligonukleotidprimer, abwärts [10 μM]  

  5 μl DMSO (Dimethylsulfoxid) 

  1 μl dNTP Gemisch 

  5 μl 10x Pwo PCR Puffer  

  1 μl Pwo DNA Polymerase [2,5 U/μl] 

  ad 50 µl mit Milli-Q H20  

 

Das Einfügen der Mutation und die Amplifikation der Konstrukte erfolgte mit 

dem in Tab. 3.2.4-3 dargestellten Programm. 
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Tab. 3.2.4-3: PCR Programm zur in vitro Mutagenese 

Initiierungsphase  95 °C  für 3 min  

Denaturationsphase  95 °C  für 30 s  

Primeranheftungsphase 55 °C  für 3 min 18 Zyklen 

Elongationaphase 60 °C  für 2 min pro 1 kb  

 

Finale Elongation 72 °C  für 8 min  

 

Im Anschluss wurde der PCR-Ansatz mit der Restriktionsendonuklease DPnI ver-

setzt und 1 h bei 37 °C enzymatisch gespalten. Dieses Enzym zerschneidet ledig-

lich die methylierte, nicht mutierte, parentale DNA, wodurch eine Trennung der 

noch intakten mutierten DNA möglich ist. Es folgte eine Transformation von XL-

10-Gold-kompetenten Zellen mit 2 µl der verdauten DNA. Anschließend wurde 

der Ansatz auf Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert. Danach wurden Klone 

isoliert und die DNA wurde mit Hilfe des “Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System“ entsprechend der Herstelleranweisung gereinigt und 

anschließend entsprechend der in Tab. 3.2.4.4 aufgelisteten Einstellungen 

sequenziert. Dazu wurden folgende Komponenten zusammengefügt und mit 

Milli-Q H20 auf ein Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt: 

x µl DNA (500 ng) 

1 µl Primer 

4 µl Premix (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100, 

Amersham Bioscience) 

2 µl 5x Sequencing Buffer (BigDye Terminator v1.1, v3.1, Amersham 

Bioscience) 

  ad 20 µl MilliQ-Wasser 

 

Tab. 3.2.4-4: PCR Programm für den Sequenzierungsansatz 

Initiierungsphase  1x 95°C 4 min 

Denaturierung 95°C 20 sec 

Primeranheftungsphase 55 °C 20 sec 

Elongation 

35x 

60 °C 4 min 
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3.3 Methoden der Zellkultur 

Alle Arbeitsschritte fanden, falls nicht anders beschrieben, an einer Reinraum-

werkbank statt. Sämtliche Geräte, Materialien und Lösungen wurden vor 

Gebrauch entweder im Autoklaven für 20 min bei 121 °C hitzesterilisiert oder mit 

70 % Alkohol desinfiziert.  

3.3.1  Kultivierung humanen Zelllinien 

Alle verwendeten Zelllinien wurden in 75 ml Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % 

CO2 in D-MEM-Medium kultiviert, das neben 10 % FCS auch 10 mg/ml Penicillin 

und 0,25 mg/ml Streptomycin enthielt. Ein Passagieren der Zellen fand regel-

mäßig zu Beginn der Woche statt. Hierzu wurden die Zellen nach Absaugen des 

Mediums mit 10 ml PBS gewaschen, mit 0,7 ml Trypsin-EDTA von der Kulturschale 

abgelöst, in der gewünschten Menge frischem D-MEM (mit 10 % FCS sowie 10 

mg/ml Penicillin und 0,25 mg/ml Streptomycin) aufgenommen und neu aus-

gesät. Für eine einwöchige Kultivierung wurde das Medium einmal am Ende der 

Woche gewechselt.  

3.3.2  Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in Zellen 

Die Aussaat der Zellen erfolgte in 10 cm Zellkulturschalen bzw. in 4-Kavitäten-

Zellkulturplatten mit eingelegten Adhäsionsobjektträgern in entsprechendem 

Medium, das 10 % FCS sowie 10 mg/ml Penicillin und 0,25 mg/ml Streptomycin 

enthielt, kultiviert und bei einer Konfluenz von 80 % durch Liposomen-vermittelte 

Transfektion mit Hilfe des Transfektionsreagenzes FuGENE HD der Firma Roche 

transfiziert. Die Durchführung der Transfektion richtete sich nach dem Hersteller-

protokoll. Für die Transfektion einer 10 cm Schale bzw. einer 4-Kavitäten-Zell-

kulturplatten wurden zunächst 6 μg Plasmid-DNA zu 300 μl DMEM-Medium (plus 

10 % FCS sowie 10 mg/ml Penicillin und 0,25 mg/ml Streptomycin) gegeben und 

vorsichtig gemischt. Anschließend wurden 18 μl FuGENE HD Transfektions-

reagenz direkt in den Plasmid-Medium Mix pipettiert, vorsichtig sowie gründlich 

gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurden pro Kavität 300 μl Transfektionsansatz behutsam auf die 

Zellen getropft. In diesem Medium wurden die Zellen bis zum Zeitpunkt der 

Weiterbehandlung bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
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3.4 Proteinbiochemische Methoden  

3.4.1  Herstellung von Zelllysaten 

Die Zelllyse wurde mit HGNT-Lysepuffer auf Eis durchgeführt und erfolgte je nach 

Versuchsbedingung 24-96 h nach Transfektion. Zur Verhinderung von Abbau 

und Dephosphorylierung der Proteine wurde dem Lysepuffer ein Protease- und 

Phosphataseinhibitor-„Cocktail“ (Calbiochem) im Verhältnis 1:100 zugesetzt. Vor 

Zugabe des Lysepuffers wurde das Medium in den Kulturschalen abgesaugt 

und die Zellen mit 5 ml PBS pro Kavität einer 4-Kavitäten-Zellkulturplatte 

gewaschen. Nach Zugabe von 300 -1000 μl Lysepuffer pro Kavität wurden die 

Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Schale abgeschabt, das Lysat 

durch auf- und abpipettieren gemischt und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß 

überführt. Für eine optimale Lyse wurden die Lysate 40 min bei 4 °C über Kopf 

rotierend inkubiert und im Anschluss 30 min bei 14000 Upm und 4 °C zentri-

fugiert. Die solubilisierten Proteine befanden sich im Überstand, der nun für 

weitere Analysen, wie z.B. SDS-PAGE und Western Blot, verwendet wurde.   

3.4.2  Sodiumdodexylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zur  

Trennung von Proteinen (Laemmli, 1970) 

Für die vertikale Elektrophorese von Proteinen kamen diskontinuierliche Gel-

systeme mit Trenn- und Sammelgel zum Einsatz. Durch die SDS-Poly-

acrylamidgel-Elektrophorese, kurz SDS-PAGE, werden Proteine unter 

denaturierenden Bedingungen in einem elektrischen Feld primär in Abhängig-

keit von ihrer Molekülgröße getrennt, da die Anlagerung von SDS an die 

Proteine zur Bildung von einheitlich negativ geladenen Mizellen führt. Die 

Wanderung der Proteine erfolgt umso schneller, je kleiner ihre Molekülgröße, je 

größer die angelegte Spannung und je niedrigprozentiger das jeweilige 

Polyacrylamidgel ist. Die Proben werden im Verhältnis 5:1 mit 5-fach kon-

zentriertem Probenpuffer gemischt und 7 min bei 97 °C gekocht. Die 

elektrophoretische Proteintrennung erfolgt durch ein Polyacrylamidgel mit 

einem Vernetzungsgradienten von 4–12 % bei konstanter Spannung von 200 V, 

bis die am Bromphenolblau erkennbare Pufferfront am unteren Rand der Gel-

kammer angelangt ist.  
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3.4.3  Proteintransfer auf Membranen & Immundetektion der immobilisierten  

Proteine – Immunblot (IB) 

Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte ein Transfer der durch Elektrophorese 

getrennten Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-

membran. Der elektrophoretische Transfer wurde nach dem Nass-Verfahren in 

Apparaturen der Firma BioRad durchgeführt. Vor dem Zusammenbau der 

Apparatur wurden die Schwämme, die Membran sowie die Whatman-Papiere 

in Transferpuffer equilibriert. Der Aufbau erfolgte möglichst luftblasenfrei nach 

der „Sandwich“-Methode: 

 

Kathode:  - Schwamm, 

- Whatman-Papier,  

- SDS-Gel,  

- Nitrocellulosemembran, 

- Whatman-Papier,  

Anode:  - Schwamm. 

 

Das so zusammengesetzte und durch einen verschlossenen Rahmen stabilisierte 

„Sandwich“ wurde in die Transferkammer eingesetzt und mit Transferpuffer 

überschichtet. Zur Vermeidung von Überhitzung wurde ein Kühlelement in die 

dafür vorgesehene Tasche der Transferkammer eingesetzt. Durch Zugabe eines 

Rührfischs und Aufsetzten der Transferkammer auf einen Magnetrührer wurde 

eine homogene Pufferverteilung gewährleistet. Der Transfer wurde bei Raum-

temperatur mit einer konstanten Spannung von 100 mV für 50 min durchgeführt. 

Die Kontrolle des Transfers erfolgte durch Färbung mit dem Farbstoff Ponceau-S, 

welcher die membrangebundenen Proteine sichtbar macht. Anschließend 

wurde die Membran auf einem Schüttler für 1–3 h bei Raumtemperatur mit 

einer Blockier-Lösung inkubiert, welche die freien, unspezifischen Bindungsstellen 

absättigt und somit unspezifische Antikörperbindungen verhindert. Nach dem 

Blockieren erfolgte die Inkubation mit dem in Blockierlösung verdünnten Primär-

antikörper über Nacht bei 4 °C. Die eingesetzte Konzentration kommerzieller 

Antikörper richtete sich, soweit nicht anders aufgelistet (siehe Materialteil 2.9.1), 

nach den Angaben des Herstellers. Durch dreimaliges Waschen mit TBST von 

jeweils 10 min wurden unspezifische Bindungen des Primärantikörpers entfernt. 
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Die Konzentration des in TBS mit 5 % Magermilchpulver angesetzten Zweitanti-

körpers richtete sich nach den Angaben des Herstellers (siehe Materialteil 2.9.2). 

Auch nach der Sekundärantikörperbehandlung wurde dreimal für je 10 min mit 

TBST gewaschen und einmalig 5 min mit TBS, um unspezifische Bindungen zu 

lösen. Die Antigen-Antikörperreaktionen wurden mittels Peroxidase-katalysierter 

Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Dabei wurden die Substrate in Form des 

ECL-Reagenz „Lumi Light Western Blotting Substrate“ bzw. „Lumi Light PLUS 

Western Blotting Substrate“ (Roche) entsprechend Herstelleranweisung ge-

mischt, vorsichtig auf die Membran gegeben und verteilt. Die Peroxidase, die 

an den Zweitantikörper gekoppelt vorliegt, setzt die Substrate um und erzeugt 

Chemilumineszenz. Die Detektion des Signals erfolgte digital mit Hilfe eines 

VersaDoc Systems (BioRad). Die Exposition betrug 30 s bis 30 min. War das Signal 

nach 15 min nur schwach erkennbar, wurde die Membran in TBS gespült und 

das Signal erneut mit „Lumi Light PLUS Western Blotting Substrate“ (Roche) 

detektiert, das eine intensivere und länger anhaltende Chemilumineszenz er-

zeugte.  

3.4.4  Immunpräzipitation 

Die Durchführung von Immunpräzipitationen (IPs) erfolgte mit Lysaten von 

transient transfizierten HEK 293T-Zellen. Dazu wurden Hek 293T-Zellen in 10 cm-

Zellkulturschalen ausgesät und 12 - 24 h danach mit Leervektor oder Plasmiden, 

die für eine Kinase und/oder ein mögliches Substrat codieren, transfiziert (siehe 

transiente Transfektion von Zellen). 24 – 48 h nach Transfektion erfolgte die Lyse 

der Zellen mit HGNT-Lysepuffer (plus Protease Inhibitor Cocktail III und 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II von Calbiochem, im Verhältnis 1:100) in einem 

Volumen von 1000 μl. Während 100 µl Lysat zur Kontrolle der Transfektion im 

Immunblot dienten, wurden die restlichen 900 µl für die IP eingesetzt. Das für die 

IP vorgesehene Lysat wurde anschließend mit einem gegen das potentielle 

Substrat gerichteten Antikörper (je nach Antikörper 3-5 μg) über Nacht bei 4 °C 

über Kopf rotierend inkubiert. Durch Zugabe von 40 μl Protein A/G PLUS Agarose 

Kügelchen(Santa Cruz) und über Kopf rotierender Inkubation von 2 – 4 h bei 4 

°C wurden die Immunkomplexe aus dem restlichen Zelllysat isoliert. Im Anschluss 

wurden diese durch 2 min Zentrifugation bei 16400 Upm sedimentiert und der 

Überstand wurde abgesaugt. Nach viermaligem Waschen der Protein A/G PLUS 

Agarose Kügelchen mit je 1 ml eiskaltem HGNT-Lysepuffer (plus Protease 
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Inhibitor Cocktail III und Phosphatase Inhibitor Cocktail II von Calbiochem, im 

Verhältnis 1:100) wurden diese je nach weiterem Vorgehen entweder in 20 - 40 

μl SDS-Probenpuffer aufgenommen und die Proteine durch Inkubation bei 97 °C 

für 7 min denaturiert, bevor sie mittels Western Blot und Immunblot analysiert 

wurden oder in 30 µl in vitro Kinasepuffer (siehe 3.4.5) aufgenommen und für 

eine anschließende in vivo Komplexkinasereaktion (siehe 3.4.6) weiter-

verwendet.  

Die anschließenden in vitro Kinasereaktionen konnten auch in Kinasepuffer [10 

mM Tris, pH 7.5, 10 mM MgCl2, 100 µM ATP einschließlich 10 µCi [γ-32P]ATP] im 

Isotopenlabor durchgeführt werden. Dazu wurde das Immunpräzipitat nach 

dem letzten Waschschritt für 2 min bei 16400 Upm sedimentiert und der Über-

stand abgesaugt. Im Isotopenlabor erfolgte die Zugabe von 30 µl [γ-32P] ATP-

haltigem in vitro Kinasepuffer und die Inkubation entsprechend der unter 3.4.5 

beschriebenen Durchführung. Alle weiteren Schritte wurden wie in 3.4.5 bzw. 

3.4.6 beschrieben im Isotopenlabor durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 

mittels zweidimensionaler Phosphopeptid-Kartierung (siehe 3.7.7). 

3.4.5  In vitro Kinasereaktion  

Proteinkinasen katalysieren den Transfer einer γ-Phosphatgruppe von 

Adenosintriphosphat (ATP) auf die Seitenketten-Hydroxyl-(OH-)Gruppe eines 

Proteinsubstrats. Mit Hilfe von in vitro Kinasereaktionen lässt sich die Aktivität von 

Kinasen bestimmen. Dabei kann das Substrat sowohl die Kinase selbst, man 

spricht in diesem Fall von Autophosphorylierung, oder aber ein von außen zu-

gegebenes Protein oder Peptid sein. Zur Analyse des Phosphorylierungsstatus 

wurden gereinigte rekombinante Proteine (0,05 – 10 µg) in einem Reaktions-

ansatz von 30 μl in Gegenwart von reinem ATP in Kinasepuffer bei 30 °C unter 

Schütteln für 5 – 60 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 15 µl 

SDS-haltigem Ladepuffer gestoppt und für 7 min bei 97 °C gekocht. An-

schließend wurde die Probe mittels SDS-PAGE elektrophoretisch getrennt und 

die Phosphorylierung von Tyrosinresten unter Anwendung von Phosphotyrosin 

spezifischen Antikörpern (Santa Cruz, sc-7020 & Millipore, #16-184) mittels 

Western Blot und Immunblot oder mit Hilfe der Massenspektrometrie analysiert.  

Die in vitro Kinasereaktionen konnten auch radioaktiv in Kinasepuffer [10 mM 

Tris, pH 7.5, 10 mM MgCl2, 100 µM ATP einschließlich 10 µCi [γ-32P]ATP] im 
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Isotopenlabor durchgeführt werden. Dazu wurden die verwendeten Proteine 

mit 30 µl [γ-32P] ATP-haltigem in vitro Kinasepuffer und entsprechend der be-

schriebenen Durchführung. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Auto-

radiographie mit der Filmentwicklungsmaschine Curix 60 oder mittels 

zweidimensionaler Phosphopeptid Kartierung (siehe 3.7.7) 

3.4.6  In vivo Kompexkinasereaktion  

Durch sogenannte in vivo Komplexkinasereaktionen lässt sich die Aktivität von 

Proteinkinasen bestimmen, die aus einem Zelllysat mittels Immunpräzipitation 

isoliert wurden. Auch präzipitierte Kinasen sind noch in der Lage den Transfer 

einer γ-Phosphatgruppe von ATP auf die Hydroxyl-(OH)-Seitenketten eines Pro-

teinsubstrats katalysieren. Auch hierbei kann das Substrat entweder die Kinase 

selbst sein und es kommt zur bereits erwähnten Autophosphorylierung, ein von 

außen zugegebenes Protein oder ein zusätzlich durch Immunpräzipitation aus 

dem Zelllysat isoliertes Protein, das an das präzipitierte Protein gebunden vor-

liegt, man spricht dann von einen coimmunpräzipitiertem Protein. 

Solche Substrate oder Kinase-Substrat-Komplexe wurden mittels Immunprä-

zipitation (siehe 3.4.4) aus dem Zelllysat isoliert und einer anschließenden in vitro 

Kinasereaktion mit Kinasepuffer zugeführt. Dazu wurde das Immunpräzipitat 

nach dem letzten Waschschritt in 30 µl in vitro Kinasepuffer aufgenommen 

(siehe 3.4.5) und für 30 bis 60 min bei 30 ° C unter schütteln von 350 rpm 

inkubiert. Bevor die Proben mittels SDS-PAGE und Immunblot analysiert werden 

konnten wurden die Reaktionen durch Zugabe von 15 µl SDS-haltigem Lade-

puffer und 7 minütiger Inkubation bei 97 ° C abgestoppt. 

3.4.7  Zweidimensionale Phosphopeptid Kartierung  

Die 2D Phosphopeptid Kartierung erfolgte entsprechend der zuvor beschrie-

benen Durchführung von Blaukat et al., 2001. Nach in vitro Kinasereaktionen 

oder in vitro Komplexkinasereaktionen und SDS-PAGE auf Nitrocellulose-

membran transferierte, mittels [γ-32P] ATP Inkubation erhaltene ³²P-markierte 

Proteine wurden autoradiographisch detektiert und entsprechende Banden mit 

einem Skalpell ausgeschnitten. Die Membranstückchen wurden mit 0.5 %iger 

Polyvinylpyrrolidon 40 Lsg. in 0.6 % Essigsäure für 30 min bei 37 °C geblockt und 

anschließend gründlich mit H2O gewaschen, bevor die Membran-gebundenen 
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Proteine in situ mit 1 µg Trypsin in 200 µl 50 mM (NH4)HCO3 für 12 h bei 37 °C 

gespalten wurden.  

Die Lösung der so entstandenen 

 tryptischen Peptide wurde Vakuum 

 getrocknet und mit 50 μl frisch  herge-

stellter Perameisensäure [Lsg. aus 

 9 Teilen Ameisensäure und 1 Teil 

 30%iger Wasserstoffperoxid] für 1 h auf 

 Eis inkubiert. Diese Behandlung führt zur 

 Oxidation von Methionin- und Cystein-

 resten. Nach Zugabe von 500 μl H2O 

 wurde die Oxidation abgestoppt, die 

 Proben eingefroren, erneut Vakuum 

 getrocknet und ein zweites Mal mit 1 μg 

 Trypsin in 50 μl einer 50 mM (NH4)HCO3 

elektrophoretische Trennung++ --ch
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Dünnschichtchromatographie 
Glascelluloseplatte

Abb.3.4.7-1: Schematische Darstellung 
der zweidimensionalen Trennung mit 
Hilfe von Elektrophoese und Chro-
matograpie. 

Lsg. für 12 h bei 37 °C gespalten. Im Anschluss wurden die Proben erneut 

vakuum-getrocknet und in 5 μl Elektrophoresepuffer I (Ameisensäure : Essigsäure 

: Wasser, 46:156:1790 (v/v/v)) gelöst. Die elektrophoretische Trennung der 

Phosphopeptide erfolgte in der ersten Dimension auf Cellulose Dünnschicht-

chromatographieplatten bei einer Spannung von 2000 V für 35 min in 

Electrophoresepuffer I. Die Trennung in der zweiten Dimension erfolgte mittels 

aufsteigender Chromatographie für 15 h in einem Gemisch aus Isobuttersäure : 

n-Butanol : Pyridin : Essigsäure : Wasser im Verhältnis 1250:38:96: 58:558 

(v/v/v/v/v)). Nach Luft-Trocknung der Celluloseplatten und siebentägiger 

Exposition der PhosphoImager-Platten erfolgte die Phophopeptidanalyse 

anhand von „PhosphoIamger“ Bildanalysen mit Hilfe des Bildbearbeitungs-

programms „Photoshop Elements“.  

3.4.8  Hochauflösende 2-dimensionale Gelelektrophorese (2DGE) 

Zur Analyse von Proteinen stellt die 2DGE eine Methode mit einem hohen Auf-

lösungsvermögen dar. Dieses wird durch die Trennung nach zwei Parametern 

erreicht: in der 1. Dimension werden die Proteine ihrem isoelektrischen Punkt 

(IEP) entsprechend fokussiert und in der 2. Dimension durch eine klassische SDS-

PAGE nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Eine routinemäßige Nutzung war 
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erst nach Modifizierung der klassischen 2DGE nach O' Farrell (O' Farrell und Klose 

1975) gegeben. Das Hauptproblem der klassischen 2DGE stellte die mangeln-

hafte Reproduzierbarkeit dar, die durch die Einführung von immobilisierten pH-

Gradienten (IPGs) in der 1. Dimension erheblich verbessert werden konnte. 

Damit wurde eine quantitative und qualitative Nutzung der 2DGE ermöglicht. 

Die Digitalisierung der Bildaufnahme sowie die Entwicklung von Computer-

programmen, ermöglichten eine zuverlässige und schnelle Auswertung 

komplexer Elektropherogramme. Die getrennten Proteine lassen sich durch 

selektive Färbung oder Massenspektometrie charakterisieren und identifizieren. 

 

Isoelektrische Fokussierung (IEF) 

Unter dem isoelektrischen Punkt eines Proteins versteht man den pH-Wert, an 

dem die Nettoladung eines Proteins (die Summe der Ladungen der einzelnen 

Seitenketten der amphoteren Aminosäuren eines Porteins) Null ergibt. Diese 

Eigenschaft von Proteinen wird für die elektrophoretische Trennung genutzt. Die 

Proteine wandern in einem in Polyacrylamid einpolymerisierten pH-Gradienten 

bis zu ihrem pH entsprechend ihres IEP. Hierbei beeinflussen auch die 3D-Struktur 

und Modifikationen (Phosphorylierung, Glykosylierung etc.) die Ladung des 

Proteins, was zu sogenannten Mikroheterogenitäten im IEF Muster führt, wo-

durch auch posttranslationale Modifikationen nachgewiesen werden können. 

Außerdem ermöglicht die IEF die Detektion feinster Unterschiede, wie Poly-

morphismen, die sich meist nur durch eine andere, unterschiedlich geladene 

Aminosäure, auszeichnen. Die Möglichkeit zur Kombination mit anderen 

elektrophoretischen Methoden bietet einen zusätzlichen Vorteil der IEF. Bei der 

IEF handelt es sich um eine Endpunktmethode, bei der zusätzlich eine Kon-

zentrierung der Proteine erreicht wird, da am IEP die elektrophoretische 

Mobilität aufgrund der fehlenden Ladung Null ist. Diffundiert ein Protein von 

seinem IEP weg erhält es eine Ladung und wird zu seinem IEP zurückgeführt, 

unter gleichzeitiger Konzentrierung am IEP. Bei der Herstellung der Gradienten 

gibt es verschiedene Methoden, z.B. Trägerampholyte oder Immobiline. 

Letztere werden bei den hier verwendeten, kommerziell erhältlichen IPGs ein-

gesetzt. Im Gegensatz zu Trägerampholyten sind Immobiline nicht amphoter 

sondern bifunktionell. Es handelt sich um Acrylamidderivate, die gleichzeitig 

schwachen Basen- oder Säure-Charakter ausweisen. Für die Pufferung eines 

pH-Bereichs werden zwei Immobiline benötigt: eine schwache Base und eine 
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schwache Säure. Der pH-Wert eines PAA-Gels mit Immobilinen ergibt sich aus 

dem Mischungsverhältnis der Immobiline. Die IPG-Gele werden getrocknet und 

vom Hersteller eingeschweißt geliefert. Daher müssen die IPG-Streifen vor der 

Nutzung mit für die IEF charakteristischen Substanzen (DTT und Harnstoff) wieder 

gequollen werden. Der Vorteil der IPGs ist die hohe Auflösung und die Flexibilität 

der erhältlichen pH-Gradienten. Nachteilig sind hohe Trennzeiten und das Ver-

halten mancher Proteine, die unter nativen Bedingungen nur schlecht bis gar 

nicht in das Gel einwandern.  

 

Acetonfällung der Proben 

Mit Hilfe der Acetonfällung lassen sich ionische Verunreinigungen (wie z. B. ATP) 

der Probe entfernen. Sie ist notwendig, da hohe Salzkonzentrationen die 

nachfolgende 2DGE und damit das Muster der 2D Gele empfindlich stören 

können. Nachteilig dabei kann sich das Zurückbleiben vieler organisch löslicher 

Substanzen, wie Lipide und Detergentien auswirken. Da in diesem Fall nur re-

kombinante Proteine nach IVK eingesetzt wurden, stellte dies kein Problem dar. 

Zur Fällung wurden in vitro Kinasereaktionsansätze (mit 1-5 µg je Protein) einge-

setzt und mit dem dreifachen Volumen von  –20 ° C kaltem Aceton versetzt. Die 

Proben wurden dann mindestens 20 min bei –20 ° C inkubiert und anschließend 

für 10 min bei 4 ° C und maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Prozedere dreimal wiederholt. Nach dem letzten 

Zentrifugationsschritt wurde das Pellet luftgetrocknet und anschließend in 150 µl 

Rehydratisierungspuffer resuspendiert und bei 750 rpm für mindestens 2 h ge-

schüttelt. 

 

Durchführung der 2DGE 

Bei der Durchführung der 2DGE wurde mit dem Invitrogen System (ZOOM 

IPGRunner Mini Cell System) gearbeitet. Das System bestand aus der IPG Phor 

zur isoelektrischen Fokussierung und dem Zubehör der Fa. Invitrogen. Die 

Elektrophoresekammer inkl. Zubehör stammten ebenfalls von Invitrogen (siehe 

Materialien 3.1 und 3.2). 

1. Dimension - IEF 

150 µl der in Rehydratisierungspuffer aufgenommenen Probe wurden in ZOOM® 

IPGRunnerTM Kassette der Fa. Invitrogen gegeben und der ZOOM® Strip vor-

sichtig mit der Gelseite nach unten aufgelegt. Es wurden dabei ZOOM® Strips 
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der Fa. Invitrogen mit einem nicht linearen, immobilisierten pH-Gradienten von 

pH 3 - 7 verwendet. Das Quellen der Streifen erfolgte über Nacht bei Raum-

temperatur, um zu gewährleisten, dass eine möglichst große Probenmenge in 

den Strip aufgenommen wird. Am nächsten Tag konnte die IEF Kammer gemäß 

Hersteller Anleitung zusammengebaut werden und eine Trennung in der 1. 

Dimension nach den in Tabelle 3.4.8-1 aufgelisteten Parametern erfolgen:  

 

Tab. 3.4.8-1: IEF Programm  

Programm 

Schritt Spannung U [V] Strom I [mA ] Leistung P [W] Zeit t [min] 

1 175 5 5 15 

2 500 5 5 15 

3 1000 5 5 15 

4 1500 5 5 15 

5 2000 5 5 50 

 Σ 120 min 

 

Im Anschluss an die Fokussierung konnten die Strips direkt zur Trennung in der 2. 

Dimension eingesetzt werden.  

 

2. Dimension - SDS-PAGE 

Die 2. Dimension stellt eine klassische SDS-PAGE nach Lämmli (ohne Sammelgel) 

dar. Die elektrophoretische Trennung erfolgt nach dem Molekulargewicht. 

Bevor die Elektrophorese gestartet wurde musste der Strip in 2 Schritten 

äquilibiert werden. Hierzu wurde der IPG Strip in 15 ml Falcon Reaktionsgefäßen 

zunächst für 15 min mit 1 % DTE in Äquilibrierpuffer 1 (je Strip: 5 ml 1 x LDS 

Probenpuffer + 0,05 g 1,4 Dithioerytrit (DTE) und anschließend 15 min mit 4 % 

Jodacetamid (IAA) in Äquilibrierpuffer 2 (je Strip: 5 ml 1 x LDS Probenpuffer + 

0,2 g IAA) inkubiert. Diese Äquilibrierungsmethode ermöglichte auch den Über-

gang von cysteinreichen Proteinen in die zweite Dimension. Cysteine neigen zur 

Schwefelbrückenbildung. DTT reduziert diese und Iodacetamid alkyliert die ent-

standenen SH-Gruppen anschließend in einer stöchiometrischen Reaktion, wo-

durch die Proteine wieder weitgehend linearisiert vorliegen. 
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Der IPG Strip kann bei dem hier verwendeten System von Invitrogen direkt in die 

dafür vorgesehene Spur des Polyacrylamidgels (NuPAGE 4-12 % Bis-Tris ZOOM® 

Gel 1.0 mm X IPGTM well) eingebracht werden. Dabei wurde darauf geachtet, 

dass die basische Seite des Strips neben der Markerbande positioniert wurde. 

Mit Hilfe eines Spatels wurde der Strip bis an das Gel geschoben und ange-

drückt, so dass keine Luftblasen entstanden. In der verwendeten ZOOM® 

IPGRunnerTM Mini-Cell Elektrophoresekammer von Invitrogen konnten maximal 2 

Gele parallel gefahren werden, so dass freien Stellen mit Dummies belegt 

werden musten. Nach Zugabe von 700 ml Laufpuffer (20 x MES SDS Laufpuffers, 

Invitrogen) pro Kammer und 10 µl Marker (SeeBlue plus 2, Invitrogen), in die 

dafür vorgesehene Tasche, konnte die Elektrophorese für 40 min bei konstanter 

Voltzahl von 100 V durchgeführt werden. 

3.4.9  Kolloidale Coomassie Brillant Blau (CBB) R-250 Gel-Färbung 

Kolloidales CBB zeichnet sich gegenüber gelöstem CBB durch höhere Sensitivi-

tät aus. Während die Nachweisgrenze von CBB normalerweise bei 200-400 ng 

liegt, liegt die Nachweisgrenze des kolloidalem CBB laut Hersteller (Fa. Carl 

Roth) bei <30 ng. Zudem zeichnet sich CBB durch hohe Massenspektrometrie 

(MS)-Kompatibilität aus.  

Die Gele wurden in 20 % Ethanol/ 1 % Essigsäure für mindestens 1 h oder über 

Nacht fixiert, gefolgt von der Färbung mit kolloidaler CBB Färbelösung für 1-15 h. 

Anschließend wurden die Gele 3 x 5 min in Milli-Q H2O gewaschen, um alle 

Rückstände des CBB zu entfernen. Zur Verringerung des Hintergrundes wurden 

die Gele 2 x 15 min in 25 %igen Ethanol gespült und anschließend noch einmal 

für ca. 10 min gewässert. Die Gele wurden gescannt und die entsprechenden 

Bilder im TIF-Datenformat gespeichert, um eine größtmögliche Graustufentiefe 

für die Auswertung zu gewährleisten. Die Aufbewahrung der Gele erfolgte in 5% 

Essigsäure bei 4 ° C. 

3.4.10  Immunfluoreszenzfärbung & Zellkernfärbung mit Hoechst 33342  

Durch Kopplung von fluoreszierenden Farbstoffen an spezifische Antikörper 

können gewünschte Proteine nach Anregung mit fluoreszierendem Licht einer 

dem Fluorochrom entsprechenden Wellenlänge (zwischen 350 - 680 nm) auch 

innerhalb der Zelle sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden die auf Ad
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häsionsobjektträgern (Menzel) ausgesäten und transfizierten Zellen zunächst mit 

2-3 %igem Paraformaldehyd (Merck) 15 min bei Raumtemperatur unter dem 

Abzug fixiert. Anschließende Waschschritte dienten der Entfernung von Para-

formaldehyd-Rückständen. Durch 5-minütige Inkubation mit 0,1 M Glycin in PBS 

wurden ungesättigte Aldehydgruppen abgefangen bevor die Zellen durch 0,2 

%iges Triton-X 100 Reagenz für 1 min permeabilisiert wurden. Eine 30 minütige 

Inkubation mit Blockierlösung diente dem Absättigen unspezifischer Bindungs-

stellen bevor die Inkubation mit Primärantikörpern, zur Detektion gewünschter 

Proteine erfolgte. Um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu vermeiden fanden alle 

folgenden Schritte in einer dunklen Kammer statt. Die Blockierlösung wurde ab-

genommen und verworfen und die Primärantikörperlösung konnte in 500 µl 

Blockierlösung mit einer Anitkörper-Verdünnung von 1:100 bis 1:300 für 

mindestens 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 ° C zugegeben 

werden. Nachdem die Antikörperlösung verworfen wurde, folgten dreimalige 

Waschschritte mit eiskaltem PBS, um unspezifischer Färbungen zu verhindern. 

Das Anfärben der Zellkerne wurde mit dem Farbstoff Hoechst 33342 durch-

geführt. Dazu wurden die Objektträger mit 500 μl einer 8 μM Hoechst 33342-PBS-

Lösung überschichtet und 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Kern-

färbelösung abgenommen. Dreimaliges Waschen mit eiskaltem PBS diente 

auch hier zur Vermeidung unspezifischer Färbungen. Anschließend erfolgte die 

Inkubation mit Alexa-Flour-Sekundärantikörpern (Invitrogen) (1:250 bis 1:1000, 

verdünnt in 500 µl Blockierlösung) für 1 bis 3 h bei Raumtemperatur. Nach 

Ablauf der Inkubationszeit musste die Färbelösung abpipettiert und erneut 

dreimalig gewaschen werden, bevor die gefärbten Zellen eingedeckt werden 

konnten.  

Zum Eindecken wurde das speziell für die Immunfluoreszenz entwickelte Ein-

deckmedium „Vectashield“ verwendet. Alle Arbeitsschritte fanden im abge-

dunkelten Raum statt. Die einzudeckenden Objektträger wurden in eine 

feuchte Kammer gelegt. Nach behutsamem Auftragen von 2–3 Tropfen 

„Vectorshield“ pro Adhäsionsobjektträger wurden die Deckgläser vorsichtig 

aufgelegt und durch abschließendes Umranden mit Klarlack fixiert. Die Aus-

wertung erfolgt am Axioskop 2 mot plus Mikroskop (Zeiss) mit Hilfe der Farb-

kamera „AxioCamMRc5“ und der „AxioVision Software“. 
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3.5 Massenspektrometrische Methode 

3.5.1  Massenspektrometrie  

Die Massenspektrometrie stellt ein Verfahren zur Bestimmung der Masse von 

Teilchen dar. Dazu wird die zu untersuchende Probe zunächst in die Gasphase 

überführt, ionisiert und anschließend die ionisierten Teilchen durch ein 

elektrisches Feld beschleunigt. Es entsteht ein beschleunigter Teilchenstrahl, der 

im Analysator nach dem Verhältnis von Masse zu Ladung [m/z] aufgetrennt 

werden kann. Zwei Parameter charakterisieren im Wesentlichen einen 

Massenspektrometer: die Massenauflösung und die Massengenauigkeit. Unter 

Massenauflösung versteht man den minimalen Massenunterschied dm, den 

zwei Ionen haben müssen, damit sie noch voneinander getrennt wahrge-

nommen werden können. Die Auflösung eines Massenspektrometers wird in der 

Einheit Thomson (Th) angegeben. Oft zu finden ist auch das Auflösungs-

vermögen R. Es bezeichnet das Verhältnis einer Masse zum Massenunterschied 

der nächsten noch getrennt erscheinenden Masse (R = m / dm). Die Massen-

genauigkeit wird in der Einheit „Parts Per Million“ (ppm) angegeben und 

beschreibt wie genau die Masse eines Teilchens bestimmt werden kann.  

Ein Massenspektrometer (MS) besteht aus einer Ionenquelle, einem Analysator 

und einem Detektor. In der Ionenquelle erfährt die zu untersuchende Substanz 

ihre Ionisierung. Die Wahl der Ionisierungsmethode richtet sich hauptsächlich 

nach der Art der zu analysierenden Substanz und danach wie schonend 

ionisiert werden soll. Die Ionen gelangen meistens über ein elektrisches Feld von 

der Ionenquelle in den Analysator. Hier werden die Ionen nach ihrem Verhältnis 

von Masse zu Ladung [m/z] getrennt. Daher bezeichnet man den Analysator 

auch als Massenselektor. Zur Detektion wird meistens ein Photomultiplier, ein 

Sekundär-elektroenenvervielfacher (SEV) oder ein Faraday-Auffänger verwen-

det. Neben der hier angewandten Matrix-unterstützten Laser Desorp-

tion/Ionisation („Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation“, MALDI) 

Ionisationsmethode stellen Elektronenstoß-ionisation (ESI), Chemische Ionisation 

(CI), Feldionisation (FI), „Liquid Injection Field Desorption Ionization“ (LIFDI) und 

Teilchenbeschussmethoden weitere Methoden zu Ionisierung dar.  
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3.5.2  „Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation“ (MALDI) 

Bei der Methode der Matrix-unterstützten Laser Desorption/Ionisation (MALDI) 

wird die zu analysierende Probe mit einer geeigneten Substanz, die als Matrix 

bezeichnet wird und in 1 000 bis 10 000-fachem Überschuss vorliegt, auf ein 

Metall-„Target“ aufgebracht. Nach Verdunstung des Lösungsmittels kommt es 

zur Cokristallisation, d. h. Die Probenmoleküle werden gemeinsam mit der Matrix 

in ein Kristallgitter eingebaut. Anschließend nutzt man die Eigenschaft der 

Matrix, beim Beschuss mit einem Laser einer bestimmen Wellenlänge, Energie zu 

absorbieren. Das bedeutet es kommt durch den Laserbeschuss zum Heraus-

lösen der Probe, an die ein Teil der Matrix gebunden ist. Dabei handelt es sich 

um einen Ladungsträger, wie z. B. ein Proton. Kommt es demnach im Hoch-

vakuum in der Ionenquelle des Massenspektrometers zum Beschuss der Probe 

mit intensiven Impulsen einer kurzwelligen Laserstrahlung, so wird die Laser-

energie von der Matrix aufgenommen und auf die Probe übertragen, wobei es 

zur Bildung einfach positiv geladener Ionen kommt. Diese widerfahren in der 

anschließenden Ionenquelle, induziert durch ein elektrostatisches Feld, eine Be-

schleunigung. Es handelt sich dabei um eine kinetische Energie von einigen 

Kiloelektronenvolt. Die Tatsache, dass die kinetische Energie aller Ionen beim 

Eintritt in den Analysator gleich, doch das Verhältnis von Masse zu Ladung (m/z) 

unterschiedlich ist, führt dazu, dass die gebildeten Ionen in der Beschleuni-

gungsstrecke der Ionenquelle auf unterschiedliche Geschwindigkeiten ge-

bracht werden. Leichte Ionen kommen deshalb schneller an als schwere. Somit 

gelangen diese Ionen in der folgenden feldfreien Driftstrecke, ihrem m/z-Ver-

hältnis entsprechend, zu unterschiedlichen Zeiten am Detektor an. Die Massen-

bestimmung erfolgt im Hochvakuum über eine sehr genaue elektronische 

Bestimmung der Zeit, die vom Start der Ionen in der Quelle bis zum Eintreffen am 

Detektor vergeht, weshalb man diese Methode als MALDI-„Time-Of-Flight“-

Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) bezeichnet. Eine Kalibrierung mit geeig-

neten Referenzmolekülen bekannter Massen erlaubt eine genaue Massen-

bestimmung der zu untersuchenden Probe. In der feldfreien Driftstrecke kommt 

es teilweise zum spontanen Zerfall der beschleunigten Ionen. Man bezeichnet 

diese metastabile Fragmentierung als „Post Source Decay“ (PSD). Dieses 

Phänomen kann weitere wertvolle Informationen zur Struktur des ursprünglichen 

Molekülions liefern, sofern die Messung in einem Reflektor-Flugrohr durchgeführt 
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wird. Dabei können die PSD-Ionen durch Anlegen variabler Reflektor-

spannungen analysiert werden. Erfolgt die Messung jedoch in einem linearen 

Flugrohr, können die PSD-Ionen nicht erfasst werden. „Peptide-Mass-

Fingerprints“ (PMF) enstehen durch enzymatische Spaltung von Proteinen in 

einzelne, definierte Peptide, die Fingerabdruckqualität für die entsprechenden 

Proteine haben und eine Datenbanksuche zur Identifizierung der Proteine er-

möglichen. 

 

Abb. 3.5.2-1: Schema eines 
„Peptide-Mass-Fingerprints“ (PMF). 
Das Prinzip eines PMF zeigt einzelne 
Peaks des Massenspektrums, die 
sich den entsprechenden Peptid-
fragmenten eines Proteins zuord-
nen lassen. Die Buchstaben co-
dieren wie folgt: N = N-Terminus 
des Proteins, C = C-Terminus des 
Proteins, KK, KR, RR etc. = kanoni-
sche, tryptische Spaltstellen. 

 

3.5.2.1   Probenvorbereitung  

3.5.2.1.1    „Spot“ Prozessierung für MALDI-MS  

Nach SDS-PAGE und Färbung des PAA-Gels mit CBB (siehe 3.4.2 und 3.4.9) 

wurden die Gelstücke zunächst 3 x 15 min unter Schütteln mit je 400 µl einer 

50 %igen Acetonitril (ACN) / 25 mM (NH4)2HCO3 Lösung gewaschen. Die 

Waschlösung wurde abgenommen und verworfen. Die Zugabe von 400 µl 

100 %iger ACN Lösung für 5 min unter Schütteln führte zum Dehydrieren der 

Gelstücken. Die Lösung wurde ebenfalls abgenommen und die Gelstücke für 

20 - 30 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. 

3.5.2.1.2    Enzymatische Spaltung mit Trypsin  

Auf die getrockneten Gelstücke wurden 5 µl Trypsinlösung gegeben und diese 

30 min bei RT inkubiert. Danach wurde durch Sichtung geprüft, ob das Volumen 

an Trypsinlösung ausreichend war und ggf. 2 – 3 µl Trypsinlösung nachgegeben, 

bevor die Proben bei 37 ° C im Trockenschrank für 16 – 24 h inkubierten. 

3.5.2.1.3  Proteinextraktion aus den Gelstücken  

Im Anschluss an den Verdau wurden 25 µl 50% ACN / 5% Trifluoressigsäure (TFA) 

direkt zu den Proben gegeben und 30 – 60 min inkubiert. Der Überstand wurde 
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in eine neues Reaktionsgefäß überführt und die Extraktion wiederholt. 

Anschließend wurden die Überstände vereinigt und das Volumen in der 

Vakuumzentrifuge auf ~0,2 µl reduziert. Zur Untersuchung mittels MALDI-

TOF/TOF-MS wurden die Proben wieder in 3 µl 50% ACN/ 0,5% TFA aufge-

nommen und auf die MALDI-Platte aufgetragen. 

3.5.2.1.4  Beladen der MALDI-Platte („Spotten“) 

Bei der hier verwendeten Matrix handelte es sich um die α-Cyano-4-Hydroxy-

Zimtsäure (HCCA). 0,5 µl Matrix wurden direkt mit 0,5 µl Probe auf der MALDI-

Platte gemischt und mit einem Fön getrocknet. Die entstandenen Kristalle 

wurden auf Einheitlichkeit unter dem Mikroskop kontrolliert. Waren die Intensi-

täten der Spektren nicht befriedigend, konnte die Laserintensität erhöht 

werden. Führte dies zu keiner Verbesserung wurden 0,3 µl zusätzliche Matrix zu-

gegeben, die Proben erneut mit dem Fön getrocknet und die Analyse wieder-

holt. 

3.5.2.2  Durchführung der MALDI-TOF/TOF-MS 

Die MS-Analysen wurden mit einem Ultraflex III MALDI-TOF/TOF von Bruker 

Daltonik GmbH durchgeführt. Für die TOF-Messung wurde ein Reflektorflugrohr 

gewählt mit den in Tabelle 3.5.2.2-1 gelisteten, gerätespezifischen Einstellungen: 

 

Tab. 3.5.2.2-1: Einstellungen der TOF-Messung 

Ionenquelle 1: 25,0 kV 

Ionenquelle 2: 21,4 kV 

Linse: 9,6 kV 

Reflektor 1:  26,3 kV 

Reflektor 2: 13,7 kV 

 

Die Laserenergie wurde entsprechend an die Probe angepasst. Für jede Probe 

wurden jeweils zehn Spektren aus unterschiedlichen Bereichen des Spots auf-

summiert. Jedes Spektrum wurde mit 100 Laserschüssen (Frequenz: 100 Herz) in 

einem Massenbereich von m/z 500 – 5000 aufgenommen. Die MS/MS-Fragmen-

tierung wurde mit der LIFT-Methode zur Beschleunigung fragmentierter Ionen 

entsprechend den in Tabelle 3.5.2.2-2 dargestellten Einstellungen durchgeführt. 

Die Auswertung der Analysen erfolgte mit dem vom Hersteller (Bruker) integ-

rierten Auswerteprogramm „FlexAnalysis“ und „BioTools“. Die Massengenauig-
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keit für alle extern kalibrierten Analysen betrug < 50 ppm für MS und < 1 Da für 

Fragmente der MS/MS-Analyse.  

 

Tab. 3.5.2.2-2: Einstellungen der MS/MS Fragemntierung 

Ionenquelle 1: 8,10 kV 

Ionenquelle 2:  7,30 kV 

Linse: 3,60 kV 

Reflektor 1:  29,50 kV 

Reflektor 2: 13,85 kV 

Lift 1: 19,00 kV 

Lift 2: 3,95 kV 

 

Voraussetzung für die Bestimmung der Masse m ist die Kenntnis der Ladung z 

des Ions, da Analysatoren Ionen nur nach dem Verhältnis m/z trennen können. 

Zunächst wurde die Masse der zu untersuchenden Probe bestimmt, es handelte 

sich dabei um die Masse des schwersten detektierten Ions, dargestellt durch 

einen Molekülpeak. Die Tatsache, dass Atome verschiedener chemischer 

Elemente einen unterschiedlichen Massendefekt (darunter versteht man den 

Unterschied zwischen der Summe aller Nukleonen-Massen, bestehend aus 

Protonen und Neutronen, eines Atomkerns und der tatsächlich messbaren 

Atomkernmasse) aufweisen, erlaubt es anhand der exakt bestimmten Masse 

eine Liste möglicher Summenformeln aufzustellen. Da Moleküle oft an 

charakteristischen Stellen brechen, konnten diese Informationen, mit Hilfe der 

vom Vertreiber zur Verfügung gestellten Massenspektrenbibliothek, zur Erstellung 

der Strukturformel angewandt werden. Da die zu untersuchende Probe be-

kannt war, konnte eine anschließende „Mascot“ Datenbanksuche erfolgen, um 

das tatsächlich eingesetzte Protein und dessen Modifikation zu identifizieren. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Bioinformatischer Ansatz 

Diese Methode der Substratidentifizierung setzt bekannte Phosphory-

lierungsstellen von Pyk2 voraus. Die folgende Auflistung zeigt sechs 

Phosphorylierungsstellen von Pyk2, die bei der hier durchgeführten bioinforma-

tischen Suche nach potentiellen Pyk2 Substraten zum Einsatz kamen: 

 

• Drei Autophosphorylierungsstellen in Pyk2: 

- Y402   in vitro und in vivo bestätigt  (Lev et al., 1995) 

- Y834   in vitro bestätigt    (persönl. Mitteilung, A. Blaukat) 

- Y849   in vitro bestätigt    (persönl. Mitteilung, A. Blaukat) 

 

• Drei Phosphorylierungsstellen in ASAP1, einem bekannten, direkten Pyk2 

Substrat 

- Y308   in vitro und in vivo bestätigt  (Kruljac-Letunic et al., 2003) 

- Y782   in vitro bestätigt    (persönl. Mitteilung, A. Blaukat) 

- Y82   in vitro bestätigt    (persönl. Mitteilung, A. Blaukat). 

 

Die Erstellung einer Konsensussequenz für Pyk2 erfolgte, basierend auf einem 

Vergleich dieser bekannten Pyk2 Phosphorylierungsstellen, mit Hilfe des Compu-

terprogramms „ProfileMake“. Dabei wurden jeweils 12-13 Aminosäuren rechts 

und links des phosphorylierten Tyrosinrests berücksichtigt. Durch Verwendung 

des Computerprogramms „ProfileSearch“ wurden mit diesem erstellten Profil 

Datenbanken (TrEMBL und SWISSPROT) nach Proteinen durchsucht, die Sequen-

zen beinhalten, welche Ähnlichkeit mit dem zuvor erstellten Profil aufweisen. Die 

auf diesem Weg gefundenen Proteine stellen potentielle Substratkandidaten 

der Kinase Pyk2 dar.  

 

Der bioinformatische Ansatz wurde in Kooperation mit Andree Blaukat, 

Friederike Krop und der Abteilung Bio- und Chemoinformatik von Merck durch-

geführt und als Grundlage für diese Promotion zur Verfügung gestellt (Krop, 

2006). Die Tabelle 4.1-1 zeigt eine Auflistung der potentiellen Pyk2 Substrate, die 

durch diesen bioinformatischen Ansatz identifiziert wurden.  
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Tab. 4.1-1: Auflistung mittels bioinformatischem „Screen“ identifizierter potentieller Pyk2 
Substrate 
 

Identifiziertes Protein Bekannte Funktion 

Brsk1 

(„Brain specific kinase 1“) 

„Accession“ Nr: NM_032430 

Serin/Threoninkinase, Mitglied der AMPK-verwandten 

Kinasefamilien. (Lizcano et al., 2004). Siehe Einleitung 1.4.1 

Brsk2 

(„Brain specific kinase 2“) 

„Accession“ Nr: NM_003957 

Serin/Threoninkinase, Mitglied der AMPK-verwandten 

Kinasefamilien. (Lizcano et al., 2004). Siehe Einleitung 1.4.1 

Btk  

(„Bruton 

gammaglobulinemia tyrosine 

kinase“) 

„Accession“ Nr: NM_000061 

Btk-Defekte lösen Agammaglobulinämie aus, eine X-

Chromosom gekoppelte Immundefizienz. Charakteristisch sind 

fehlende Umordnungen der schweren Immunglobulinketten, 

die zu einem Mangel an reifen B-Lymphozyten führen (Conley 

et al., 2009) 

DC-SIGN (bzw. CD290) 

(„Dendritic cell-specific 

ICAM3-grabbing non-

integrin“) 

„Accession“ Nr: NM_021155 

Transmembranprotein dendritischer Zellen, vermittelt über 

ICAM3 die transiente Adhäsion an T-Zellen (Geijetenbeck et 

al., 2000).  

Destrin 

„Accession“ Nr: NM_006870 

Mitglied der ADF-Familie Aktin-bindender Proteine. Destrin 

durchtrennt als sogenannter „Actin depolymerizing factor“ 

(ADF) F-Aktine (Aktinfilamente) und bindet G-Aktine (Aktin-

monomere) (Wear et al., 2004) 

Envoplakin 

„Accession“ Nr: NM_001988 

Gehört zur Familie der Plakine. Envoplakin bindet gemeinsam 

mit Periplakin in differenzierten Keratinocyten an die Plasma-

membran und dient dort als Gerüst für den Aufbau einer ver-

hornten Zellhülle (Kalinin et al., 2004). 

RGS8 

(„Regulator of G-protein 

signaling 8“) 

„Accession“ Nr: NM_0033345 

Regulatoren der G-Protein vermittelten Signaltransduktion 

(RGS) fungieren als GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) für 

die Gi und Gq-Klasse der Gα-Proteine und stellen strukturelle 

Komponenten von G-Protein gekoppelten Rezeptorkomple-

xen dar (Bansal et al., 2007). 

Slp4 

(„Synaptotagmin-like protein 

4“) 

„Accession“ Nr: NM_080737 

Slp4 übt durch Bindung der N-terminalen Slp-Homologie-Do-

mäne (SHD) an GTP-gebundene Formen von Rab3A, Rab8 

und Rab27A eine regulatorische Funktion beim Exocytose-

wege aus. Rab Proteine sind als GTP-bindende Proteine an 

der Vesikelbewegung in Eukaryonten beteiligt (Kuroda et al., 

2002: Tori et al., 2002). 
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4.1.1 Kriterien der Substratkandidatenwahl 

Alle in Tabelle 4.1-1 aufgelisteten potentiellen Pyk2 Substrate stellen hoch-

interessante Forschungsziele dar. Um potentielle Substratkandidaten der Kinase 

Pyk2 theoretisch einzugrenzen, wurden intensive Literaturrecherchen angefer-

tigt. Kinasen leiten Zellsignale weiter und beeinflussen zahlreiche biologische 

Prozesse im Körper. Sie bilden ein komplexes Netzwerk, das bei Krebser-

krankungen gestört ist und sind daher für die onkologische Forschung von be-

sonderem Interesse. Die Ergebnisse der theoretischen Lösungsansätze zeigten 

neben Evidenzen einer überlappenden neuronalen Funktion auch Befunde zur 

Koexpression mit Pyk2 für die beiden Serin/Threonin Kinasen Brsk1 und Brsk2 auf 

(Bright et al, 2009, Schaller, 2010). Die Tatsache, dass sowohl für Brsk1 als auch 

für Brsk2 moleklaren Werkzeuge, wie rekombinante Proteine und Vektoren für 

die Expression in Säugetierzellen kommerziell erhältlich waren, unterstützte die 

Entscheidung, diese beiden Substratkandidaten weiter zu untersuchen. 

4.1.2 Strategie der Substratverifizierung 

Zunächst wurden mit Hilfe von gereinigtem Pyk2 und Brsk1 bzw. Brsk2 IVKR 

etabliert (siehe 3.4.5). Die Tatsache, dass Proteinkinasen den Transfer einer y-ATP 

auf die Hydroxyl-(OH-)Gruppe eines Proteinsubstrats katalysieren, ermöglichte 

es mittels IVKR einen Zusammenhang zwischen Kinase und potentiellem Substrat 

zu detektieren. Die IVKR Ansätze wurden elektrophoretisch getrennt, auf Nitro-

cellulose transferiert und mittels Immundetektion gegen phosphorylierte Tyro-

sinreste (phospho-Y) untersucht. Im Anschluss wurden weitere Analyse-

methoden herangezogen, um die bioinformatisch vorhergesagte Phosphory-

lierungsstelle in Brsk1 und Brks2 für Pyk2 zu bestätigen. Die massenspektro-

metrische Analyse bestätigte die phosphorylierte Tyrosinsstelle in Brsk1 und 

lieferte die Basis für das Vorhaben, die vorhergesagten und bestätigten 

Tyrosinreste (an der Stelle 351 und 352) in Brsk1 aber auch den massenspektro-

metrisch unbestätigten Tyrosinrest-334 in Brsk2 in vitro zu mutieren. Nun konnten 

zelluläre Untersuchungen wie Cotransfektionsanalysen von Hek 293T Zellen er-

folgen. Dabei kamen neben Wildtyp-Varianten von Pyk2 und dessen inaktiver 

Kinasevariante (PKM) auch Wildtyp-Formen von Brsk1 bzw. Brsk2 und deren 

Tyrosinmutanten zum Einsatz. Welche biologische Relevanz eine Pyk2-

abhängige Phosphorylierung von Brsk1 bzw. Brsk2 ausübt, wurde erneut mit Hilfe 
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rekombinanter Proteine zur Detektion der Kinaseaktivität von Brsk1 bzw. Brsk2 

versucht zu klären.  
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Organigramm 4.1.2-1: Schema zur Vorgehensweise der Substratidentifizierung.  

 

Hinweise aus Literaturrecherchen, die für AMPK-verwandte Kinasen starke Struk-

turähnlichkeiten untereinander aufzeigen, lieferten die Basis auch weitere Mit-

glieder dieser Kinasefamilie, die mittels bioinformatischer Analyse nicht identifi-

ziert werden konnten, als potenzielle Pyk2 Substrat zu untersuchen. 
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4.2 Verifizierung der potentiellen Pyk2 Substrate 

4.2.1 In vitro Kinasereaktionen mit gereinigten Proteinen 

Um die bioinformatorische Vorhersage der Pyk2-katalysierten Tyrosin-

phosphorylierung von Brsk1 und Brsk2 zu untersuchen, IVKR durchgeführt. Hierbei 

wurden Brsk1, Brsk2 und Pyk2 alleine oder in Kombination unter Zugabe von ATP 

inkubiert und diese Ansätze anschließend mittels SDS-PAGE und Immunblot-

analysen auf Tyrosinphosphorylierungen mit Hilfe eines Phosphotyrosin-

Antikörper (Anti-pY: pY99) im Immunoblot untersucht. 

 

IB: 
Anti-pY Pyk2 

Anti-pY 
Brsk2 

Brsk1 

5´ 

Brsk1  
+ Pyk2 

20´ 60´ [min] 5´ 

Brsk2  
+ Pyk2 

20´ 60´ 5´ 

Puffer  
+ Pyk2 

20´ 60´ 5´ 

Brsk1  
+ Puffer  

20´ 60´ 5´ 

Brsk2  
+ Puffer  

20´ 60´ 20´ 

 
Abb. 4.2.1-1: Phosphotyrosin Detektion nach IVKR von Pyk2 mit Brsk1 bzw. Brsk2. 
Kinetik der IVKR (mit 30 nM ATP) von gereinigtem Pyk2 und Brsk1 bzw. Brsk2 (je 25 
ng) nach SDS-PAGE und Immunblotanalyse mit einem Phosphotyrosin-Antikörper 
(Anti-pY: pY99). 

 

Wie in Abb. 4.2.1-1 erkennbar ist, wiesen beide Kombinationsansätze von Pyk2 

und Brsk1 bzw. Pyk2 und Brsk2 neben der erwarteten Autophosphorylierung von 

Pyk2 auch eine spezifische Phosphotyrosin Bande im Molekulargewichtsbereich 

von Brsk1 (80 kDa) bzw. Brks2 (74 kDa) auf, deren Intensität nach 60 (Brsk1) bzw. 

20 min. (Brsk2) maximal erschien. Die Einzelansätze von Brsk1 bzw. Brsk2, die 

neben der Serin/Threoninkinase selbst nur Puffer und ATP enthielten, zeigten 

erwartungsgemäß keine Tyrosinphosphorylierung.  

Weitere gereinigte Proteine, die in neben der Verwandtschaft zu Pyk2 auch 

aktiv an der Aktivierung von Pyk2 beteiligt sind kamen zum Einsatz. So wurde 

zum Beispiel außer FAK (125 kDa), die neben Pyk2 (116 kDa) auch zur FAK-

Familie cytosolischer Tyrosinkinasen gehört, auch die Tyrosinkinase Src (60 kDa), 

welche zur vollständigen Aktivierung von Pyk2 benötigt wird, in IVKR mit ge-

reinigtem Brsk1 bzw. Brsk2 untersucht. Auch diese Folgeuntersuchungen mit Src 

und den beiden Serin/Threonin Kinasen Brsk1 bzw. Brks2 konnten nach IVKR 

neben der Autophosphorylierung für Src bei 60 kDa eine deutliche Tyrosin
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phosphorylierung von Brsk1 und Brsk2 aufzeigen. Im Gegensatz dazu, war FAK, 

die neben Pyk2 den zweiten Vertreter der Fokalkontaktkinasen darstellt, nicht in 

der Lage Brsk1 bzw. Brsk2 zu phosphorylieren; es war jeweils nur die erwartete 

Autophosphorylierung von FAK bei 125 kDa detektierbar (Abb. 4.2.1-2). 
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Abb. 4.2.1-2: Phosphotyrosin Detektion nach IVKR von Src bzw. FAK mit Brsk1 
bzw. Brsk2. Die Kombinationsansätze von IVKR (mit 30 nM ATP) mit 
rekombinantem Src bzw. FAK und Brsk1 bzw. Brsk2 (je 25 ng bzw. 50 ng) wurden 
mittels SDS-PAGE und Immunblot mit einem Phosphotyrosin-Antikörper (Anti-pY: 
pY99) analysiert. 

 

Zur Kontrolle der Spezifität des verwendeten Phosphotyrosin Antikörpers der Fa. 

Sigma (pY99) wurden alle Experimente mit einem zweiter Antikörper (4G10 der 

Fa. Millipore) reproduziert (Daten nicht gezeigt). 

Die mit Hilfe der hier etablierten in vitro Kinasereaktion erzielten Ergebnisse 

bestätigen eine Pyk2-katalysierte Tyrosinphosphorylierung sowohl für Brsk1 als 

auch für Brsk2. Ebenso konnte gezeigt werden, dass Src aber nicht FAK in der 

Lage ist, eine Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 bzw. Brsk2 zu katalysieren.  
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4.3 Phosphotyrosin Kartierung  

Weitere Techniken, die ein hohes Auflösungsvermögens gewährleisten wurden 

durchgeführt, mit dem Ziel den Tyrosinrest in Brsk1 bzw. in Brsk2, der in vitro durch 

Pyk2 phosphoryliert wird, zu identifizieren. 

4.3.1  Zweidimensionale Phosphopeptid Kartierung 

Eine Methode zur Identifizierung von Phsophorylierungsstellen stellte die zwei-

dimensionale Phosphopeptid-Analyse nach Boyle et al., 1991 dar.  

4.3.1.1 In vitro Kartierung der Tyrosinphosphorylierungsstelle von Brsk2 

In vitro Kinasereaktionen mit rekombinantem Pyk2 und Brsk2 lieferten in 

Anwesenheit von [γ-32P]ATP radioaktiv markierte Substratproteine. Diese 

Phosphoproteine konnten anschließend mittels SDS-PAGE getrennt, auf Nitro-

cellulosemembranen transferiert und mittels Autoradiographie visualisiert 

werden (Daten nicht gezeigt). Die Pyk2 und Brsk2 enthaltenden Nitrocellulose-

stücke wurden mit einem scharfen Skalpell und die Proteine in situ mit Trypsin 

verdaut. Die erhaltenen Phosphopeptide wurden unter Verwendung einer 

Kombination aus Hochspannungs-Elektorphorese und aufsteigender Chroma-

tographie in zwei Dimensionen getrennt und mit einem „Phospho Imager“ 

analysiert (siehe Abb. 4.3.1.1-1). 
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Abb.4.3.1.1-1: „Phospho Imager“ Analyse 32P-markierter Phosphopeptide von 
Brsk2 und Pyk2. Siebentägige Exposition 32P-markierter, tryptisch gespaltener und 
zweidimensional aufgetrennter Phosphopeptide der IVKR von (A) Pyk2, (B) Brsk2 
und (C) Brsk2 aus dem Ansatz mit Pyk2. Der schwarze Kreis illustriert die Proben-
auftragungsstelle. Der gestrichelte Kreis hebt einen Unterschied zwischen dem 
Einzelkinaseansatz (B) und der Kinasereaktion von Brsk2 aus dem Ansatz mit Pyk2 
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(C) hervor. Die Zeichen + und - geben die Polarität während der Elektrophorese 
wieder. 

  

Die in Abb. 4.3.1.1-1 dargestellten zweidimensionalen Phosphopeptidkarten 

zeigen komplexe Phosphorylierungsmuster tryptisch gespaltener Peptide. Abb. 

4.3.1.1-1A und -B stellen die Muster der Autophosphorylierungsreaktionen von 

Pyk2 bzw. Brsk2 und Abb. 4.3.1.1-1C, die aus dem Kombinationsansatz von Pyk2 

und Brsk2 hervorgegangenen Brsk2 Phosphopetide dar. Der Pyk2 Ansatz diente 

als Kontrolle zum Vergleich mit bisher unpublizierten Daten einer zwei-

dimensionalen Phosphopeptidkarte von Pyk2 (Blaukat, 2001). Eine Betrachtung 

der Abbildungen 4.3.1.1-1B und -C lässt für Brsk2 aus der IVKR mit Pyk2 einen 

zusätzlichen „Spot“ erkennen (gestrichelter Kreis in Abb. 4.3.1.1-1C), der in dem 

Einzelansatz der IVKR von Brsk2 nicht aufzufinden ist. Es handelt sich daher um 

ein zusätzliches Phosphopeptid, das in Brsk2 nach IVKR mit Pyk2 entstanden war 

und möglicherweise die Pyk2 Phosphorylierungsstelle von Brsk2 enthält. Um 

subtile Unterschiede innerhalb dieser komplexen Phosphopeptidkarten besser 

detektieren zu können, wurden die Bilder der „Phospho Imager“ Analyse mit 

dem Bildbearbeitungsprogramm „Photoshop Elements“ bearbeitet. Dadurch 

war es möglich, den einzelnen Ansätzen unterschiedliche Farben zuzuordnen 

und diese zur besseren Visualisierung von Unterschieden zu überlagern. 

 

 

      

Abb. 4.3.1.1-2: „Phospho Imager“ Analyse 
32P-markierter Phosphopeptide von Brsk2. 
Siebentägige Exposition 32P-markierter, tryp-
tisch gespaltener und zweidimensional 
aufgetrennter Phosphopeptide. Schwarz 
dargestellt ist der Einzelansatz der IVKR von 
Brsk2 und rot die Brsk2-zugehörigen 
Phosphopeptide der IVKR von Brsk2 mit 
Pyk2. Die Visualisierung der Phosphopep-
tide erfolgte mittels „Phospho Imaging“ 
und anschließender Bearbeitung und 
Farbgebung mittels „Photoshop Elements“. 
Der Kreis illustriert die Probenauftragungs-
stelle. Der gestrichelte Kreis hebt einen 
Unterschied beider Ansätze hervor. Die Zei-
chen + und - geben die Polarität während 
der Elektrophorese wieder. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Wie in Abb. 4.3.1.1-2 illustriert, sind die Phosphopeptide des Einzelansatzes der 

IVKR von Brsk2 schwarz und die Brsk2-zugehörigen Phosphopeptide der IVKR 

von Brsk2 mit Pyk2 rot dargestellt. Durch die Überlagerung beider farblich unter-

schiedlich gekennzeichneter Aufnahmen kann auch hier wiederum ein „Spot“ 
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identifiziert werden, der nur im IVKR Ansatz von Brsk2 mit Pyk2 vorkommt. Dieser 

in Abb. 4.3.1.1-3B durch einen gestrichelten Kreis gekennzeichnete „Spot“ 

bestätigt, dass es nach IVKR von Brsk2 und Pyk2 zu einer zusätzlichen Phosphory-

lierung an Brsk2 kommt, die durch Pyk2 katalysiert wurde. 

 

4.3.2  Zweidimensionale Gelelektrophorese (2DGE) 

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2DGE) nach den in 3.4.8 beschrie-

benen Methoden durchgeführt. Zur Analyse der Gele kam neben der Färbung 

mit kolloidalem CBB auch ein Transfer auf Nitrocellulosemembranen mit 

anschließender Immundetektion mit spezifischen Antikörpern zur Anwendung. 

Ziel der 2DGE war es, eine möglichst hohe Trennung der eingesetzten 

differentiell phosphorylierten Proteine zu erhalten. Dadurch sollte es möglich 

sein, diskrete „Spot“ auszuschneiden und diese massenspektrometrischen auf 

Tyrosinphosphorylerungen zu analysieren. 

4.3.2.1 Visuelle Auswertung von 2D Gelen 

IVKR mit Einzelreaktionen und Kombinationsansätze von Pyk2 mit Brsk1 bzw. mit 

Brsk2 mit je 1-3 µg Protein wurden mittels 2D Geleketrophorese aufgetrennt, die 

resultierenden Gele mit kolloidalem CBB angefärbt, eingescannt und anschlie-

ßend auf differentielle „Spots“ untersucht. Als differentiell wurden „Spots“ 

bezeichnet, die hoch- oder herunterreguliert oder unikal waren. Eine visuelle 

Auswertung der Kontrollgele ergab, dass die in den Pyk2 Proben erhaltene 

Proteine nach zweidimensionaler Auftrennung ein unerwartetes Molekular-

gewicht aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Die Tyrosinkinase Pyk2 hat ein 

Molekulargewicht von 116 kDa, doch die Immundetektion mit einem Pyk2 spe-

zifischen Antikörper ergab viel kleinere „Spots“ bei ca. 45 kDa. Da das rekombi-

nante Pyk2 Protein nachweislich katalytisch aktiv war und mit dieser Methode 

die Modifikation der Brsk Kinasen durch Pyk2 und nicht Pyk2 selbst untersucht 

werden sollte, wurde dieser Befund für weitere Versuche nicht berücksichtigt. 

Wie in beiden Abb. 4.3.2.1-1A und -2A dargestellt, waren sowohl für Brsk1 als 

auch für Brsk2 differentielle “Spots“ bei den entsprechend erwarteten Moleku-

largewichten von 80 und 74 kDa erkennbar. Auch die Tyrosinphosphorylierung 

von Brsk1 und 2 wurde mit Hilfe eines Phosphotyrosin spezifischen Antikörpers 

(pY 99, Sigma) untersucht. Neben Brsk1 konnten weitere Phosphotyrosine detek
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tiert werden, die auf das im Ansatz enthaltene Pyk2, Abbauprodukte oder Ver-

unreinigungen zurückzuführen sein könnten. Die erhaltenen Immundetektionen 

wurden anschließend bearbeitet und farblich dargestellt, so dass eine Über-

lagerung zweier Bilder möglich war. Abb. 4.3.2.1-1B zeigt solch eine Bildüber-

lagerung.  
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Abb. 4.3.2.1-1: Vergleich der Einzelreaktion der IVKR von Brsk1 (A) mit Phospho-
tyrosinresten des IVKR Ansatzes von Pyk2 mit Brsk1 (B). Pro Protein wurden je 3 
µg zur IVKR eingesetzt. Der komplette Ansatz wurde auf einen IPG Streifen mit 
einem pH Gradient von 4-12 aufgetragen und isoelektrisch fokussiert. Nach 
Größentrennung mit einem 4-12 %igen BisTris Gel und Transfer auf eine Nitro-
cellulosemembran erfolgte eine Immundetektion. Während Abb. 4.3.2.1-1A Brsk1 
als komplettes Protein darstellt, zeigt 4.3.2.1-1B eine Überlagerung zweier 
Immundetektionen: in rot dargestellt ist die Immundetektion von phosphory-
lierten Tyrosinresten (anti-pY); in schwarz die Brsk1 Detektion. Auf der horizontalen 
Achse ist der pI definiert, auf der vertikalen Achse das Molekulargewicht in kDa. 

 

Die Beurteilung der in Abb. 4.3.2.1-1 dargestellten Gele ergab, dass zahlreiche 

„Spots“ der Tyrosinphosphorylierung deckungsgleich zu den von Brsk1 de-

tektierbaren „Spots“ sind. Dies ist ein Hinweis auf eine Tyrosinphosphorylierung, 

die durch Pyk2 in der vorangegangenen IVKR katalysiert wurde. Zum gleichen 

Ergebnis kam man bei der Betrachtung der Ansätze von Pyk2 mit Brsk2, darge-

stellt in Abb. 4.3.2.1-2. Auch nach zweidimensionaler Trennung der Proben der 

IVKR von Pyk2 mit Brsk1 bzw. Brsk2 konnte eine Tyrosinphosphorylierung von Brsk2 

detektiert werden. 

Insgesamt konnte jedoch durch die 2DGE keine ausreichende präzise Protein-

trennung erzielt werden. Die eigentliche Intention, dass die Konsequenz einer 

Tyrosinphosphorylierung an Brsk1 bzw. Brsk2 zu einer deutlichen Veränderung 

der Ladung führt, was wiederum eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes 
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und eine Reorganisation im IPG-Strip zur Folge hätte, konnte aufgrund des 

mangelnden Auflösungsvermögens und der fehlenden Zeit zur Etablierung einer 

sensitiveren Anwendung der 2DGE nicht erreicht werden. Da ein Ausschneiden 

eines solchen differentiellen „Spots“ in der 2DGE nicht erfolgen konnte, wurde 

die grundlegende Strategie diesen Unterschied massenspektrometrisch zu 

untersuchen nicht weiter verfolgt. 
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Abb. 4.3.2.1-2: Vergleich der Einzelreaktion der IVKR von Brsk2 (A) sowie von  
Phosphotyrosinresten des IVKR Ansatzes von Pyk2 mit Brsk2 (B). Pro Protein 
wurden je 3 µg zur IVKR eingesetzt. Der komplette Ansatz wurde auf einen IPG 
Streifen mit einem pH Gradient von 4-12 aufgetragen und isoelektrisch fokussiert. 
Nach Größentrennung mit einem 4-12 %igen BisTris Gel und Transfer auf eine 
Nitrocellulosemembran erfolgte eine Immundetektion. Während Abb. 4.3.2.1-2A 
Brsk2 als komplettes Protein darstellt, zeigt 4.3.2.1-2B zeigt eine Überlagerung 
zweier Immundetektionen: in rot dargestellt ist die Immundetektion von 
phosphorylierten Tyrosinresten (anti-pY); in schwarz die Brsk2 Detektion. Auf der 
horizontalen Achse ist der pI definiert, auf der vertikalen Achse das Molekular-
gewicht in kDa. 

 
 

4.3.3 Massenspektrometrische Analyse tryptischer Peptide von tyrosin- 

hosphoryliertem Brsk1 und 2 

Die Massenspektroskopie dient der Analytik chemischer Elemente oder Ver-

bindungen. Sie stellt ein Verfahren zur Bestimmung der Masse von Teilchen dar 

und dient der Aufklärung von Struktur und Zusammensetzung von Verbin-

dungen und Gemischen.  

 

In diesem Fall galt es auf Grund einer Phosphorylierung hervorgerufene 

Massenveränderungen tryptischer Peptide unterschiedlicher IVKR (Einzel- und 
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Kombinationsansätze von Pyk2 und Brsk1 bzw. Brsk2) miteinander zu verglei-

chen, um die Pyk2 Phosphorylierungsstellen in Brsk1 und Brsk2 zu untersuchen. 

Als Ausgangsmaterial dienten IVKR (siehe 4.3.5) mit rekombinantem Pyk2 und 

Brsk1 bzw. Brsk2, die anschließend elektrophoretisch getrennt wurden. Nach 

Färbung der PAA-Gele mit kolloidalem Coomassie SimplyBlueTMSafeStain konnte 

die Brsk1 bzw. Brsk2 entsprechende Bande aus dem PAA-Gel ausgeschnitten 

und mit Trypsin in Peptide gespalten werden.  

Die entstandenen Peptide wurden massenspektrometrisch am Ultraflex III mittels 

„Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation - Time-Of-Flight/Time-Of-Flight“, kurz 

MALDI-TOF/TOF, in Kooperation mit Patrick Keller und der Abteilung WL-AB 

(Merck) analysiert. Die Darstellung der Messung erfolgte durch Auftragung der 

Intensität gegen das Verhältnis von Masse [m] zu Ladung [z], einem 

sogenannten „Peptide Mass Fingerprint“ (PMF). In den entstandenen Spektren 

sind die aus dem enzymatischen Verdau entstandenen Peptide bezüglich ihrer 

Masse als „Peaks“ dargestellt.  

Zunächst wurde durch Auswertung der ermittelten Massen die Genauigkeit der 

Messung bestimmt. Die Analysendaten wurden in der Mascot Datenbank aus-

gewertet und der ermittelte P-Wert für die Ergebnisse der MS-Analyse der Pep-

tide der IVKR von Brsk1 verglichen. Das Programm weist allen Werten über 61 

eine Signifikanz zu. Im Fall der untersuchten Probe beträgt der P-Wert 160 Somit 

konnte ein signifikantes Ergebnis erzielt werden und eine eindeutige Zuordnung 

der Peptide zu Brsk1 erfolgen.  

Abb. 4.3.3-1 zeigt einen PMF aller messbaren Peptide: in gelb sind die tryptisch 

gespaltenen Peptide von Brsk1 dargestellt und in der Farbe magenta die 

Peptide von Brsk1 nach der IVKR mit Pyk2. Abb. 4.3.3-2 zeigt einen 

Detailausschnitt des PMF aus Abb. 4.3.3-1 zwischen m/z 1260 und 1570. In 

diesem konnte im Ansatz von Brsk1 mit Pyk2 ein Peptid (341-EEENQEKMIY-P-352) 

mit der Masse 1407,8 Da (magenta) nach tryptischem Verdau detektiert wurde, 

welches im Vergleichsansatz ohne Pyk2 (gelb) nicht vorhanden war. Da durch 

eine Monophosphorylierung eine Erhöhung der Peptidmasse um 80 Da erwartet 

wird, wurde der Vergleichsansatz auf entsprechende Signale hin durchsucht. 
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Gelb: Brsk1 Ansatz 
Magenta: Brsk1 + Pyk2 Ansatz 

 

Abb. 4.3.3-1: PMF-Spektrum der MS-Analyse. Auf der Ordinate ist die Intensität 
der „Peaks“ dargestellt und auf der Abszisse das m/z Verhältnis. Der IVKR Ansatz 
von Brsk1 allein ist gelb dargestellt, der IVKR von Brsk1 mit Pyk2 ist in magenta 
gekennzeichnet. Der durch einen Pfeil markierte schwarze Kasten hebt den 
Bereich des PMFs hervor, in dem nach Suche in der Mascot Datenbank differen-
tiell phosphorylierte Peptide identifizert wurden. 
 
 

Wie Abb. 4.3.3-2 zeigt, war im Ansatz ohne Pyk2 (gelb) tatsächlich ein Peptid mit 

einer Masse von 1327,8 Da vorhanden, welche rechnerisch der Masse des tryp-

tischen Peptids mit der Aminosäuresequenz 341-EEENQEKMIY-352 entsprach. Da 

diese Peptidsequenz weder die Aminosäure Serin noch Threonin enthält, konnte 

die detektierte Phosphorylierung nur einem Tyrosinrest zugeordnet werden. 

Somit erfolgte eine Bestätigung mittels MS-Analyse, dass Pyk2 eine Tyrosin-

phosphorylierung von Brsk1 katalysieren kann und Brsk1 demnach ein Pyk2 

Substrat darstellt.  

Durch gezielte Fragmentierung in einer MS/MS-Analyse war es möglich von 

dem fraglichen Peptid mit der Masse von 1407.8 Da Sequenzinformationen zu 

gewinnen (Abb. 4.3.3-3). Ziel dabei war es zum einen, die Identität des Peptides 

zu bestätigen und zum anderen herauszufinden, an welchem der beiden 

Tyrosinreste, 351 oder 352, Brsk1 von Pyk2 phosphoryliert wird. 
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Gelb: Brsk1 Ansatz 
Magenta: Brsk1 + Pyk2 Ansatz 

Massendifferenz von ~ 80 Da (= Phosphatrest) 

 

Abb. 4.3.3-2: Detailausschnitt des PMF-Spektrums der MS-Analyse. Auf der Ordi-
nate ist die Intensität der „Peaks“ dargestellt und auf der Abszisse das m/z Ver-
hältnis. Der IVKR Ansatz von Brsk1 allein ist gelb dargestellt, der IVKR von Brsk1 mit 
Pyk2 ist in magenta gekennzeichnet.  

 

Die Tatsasche, dass bei diesem Versuch nur rekombinante Proteine eingesetzt 

wurden, deren Sequenz bekannt ist, erleichterte die Interpretation der in Abb. 

4.3.3-3 gezeigten MS/MS Daten. Die Auswertung mit den vom Hersteller (Bruker) 

integrierten Auswertungsprogramm „FlexAnalysis“ ermöglichte die Identifikation 

der Peptidsequenz. Dabei nutzt man die Tatsache, dass die Fragmentierung der 

Peptide hauptsächlich an der Peptidbindung entlang der Aminosäurekette 

stattfindet. Hierbei entstehen spezifische Fragment-Ionen-Serien anhand derer 

die Aminosäuresequenz ermittelt werden kann. In Abb. 4.3.3-3 ist ein um ~ 80 Da 

kleineres Fragment aus der sogenannten Muttermasse von 1407,8 Da erkenn-

bar. Dies ist ein typisches Indiz für ein Phosphopeptid, da sich die Phosphat-

gruppe unter diesen Bedingungen leicht vom Tyrosinrest abspalten lässt. Des 

Weiteren ist es gelungen eine teilweise Sequenzierung des Peptids durchzufüh-

ren. Da für diese Bestimmung das rekombinante Protein eingesetzt wurde und 

vor der Analyse durch eine SDS-PAGE isoliert wurde, war diese limitierte Sequen-

zierung ausreichend, um sicher zu stellen, dass es sich um das gesuchte Peptid 

handelt. Die vorliegenden Daten zeigten zweifelsfrei, dass die Phosphorylierung 

von Brsk1 durch Pyk2 am Tyrosinrest-351 stattfindet und nicht am benachbarten 

Tyrosin-352. 
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Δ ~ 80 Da 

-    P Y 351  -  Y352   -   L353 - L354 

Abb. 4.3.3-3: MS/MS-Spektrum des identifizierten Peptids mit der Masse 1407,8 
Da. Dargestellt sind auf der Ordinate die Intensität und auf der Abszisse das m/z 
Verhältnis der entstandenen Fragmente des identifizierten Peptids aus dem tryp-
tischen Verdau von Brsk1 aus der IVKR mit Pyk2. 

 

Es konnte also mittels MALDI-TOF/TOF-MS eindeutig gezeigt werden, dass der in 

Brsk1 bioinformatisch vorhergesagte Tyrosinrest-351 tatsächlich von Pyk2 

phosphoryliert wird. Vergleichbare Untersuchungen mit Brsk2 lieferten aus unge-

klärten Gründen bisher keine aussagekräftigen Ergebnisse.  
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4.4 Zelluläre Analysen  
4.4.1   Cotransfektionsexperimente  

Von beiden potentiellen Pyk2 Substraten Brsk1 und Brsk2 standen bereits Vek-

toren für die Expression in Säugetierzellen zur Verfügung. In einem ersten 

zellulären Ansatz wurde mittels Cotransfektion und folgender Immun-

präzipitation die durch Pyk2 vermittelte Phosphorylierung von Brsk überprüft 

(Abb. 4.4.1-1).  

1) Cotransfektion 

2) Lyse & Immun- 
präzipitation: anti-HA 

Pyk2 
HA-Brsk1/2  

HA-Brsk1/2  
Abb. 4.4.1-1: Schematische 
Darstellung der Phospho-
tyrosin (anti-pY) Detektion im 
Immunblot nach Cotrans-
fektion und anschließender 
Immunpräzipitation. 

3) Detektion: Immunblot anti-pY 

 
Hierzu wurden Hek 293T Zellen mit Brsk1 bzw. Brsk2, die beide über einen HA-

„tag“ verfügten und Pyk2 cotransfiziert. Die Durchführung der zellulären Analyse 

in Hek 293T Zellen bietet sich an, da sich diese Zellen effizient transfizieren lassen 

und die zu untersuchenden Proteine nur in geringen Mengen endogen expri-

miert werden. Die eingesetzten DNA Mengen von Substrat und Kinase waren 

gleich. Durch entsprechende Kontrollansätze, bei denen (1) nur Leervektor 

(pRK5), (2) zu gleichen Teilen pRK5 und Pyk2 und (3) zu gleichen Teilen pRK5 

und Brsk Substrat in die Zellen transfiziert wurde konnte sichergestellt werden, 

dass eine detektierte Tyrosinphosphorylierung des Brsk Substrats auf Pyk2 und 

nicht auf eine andere endogen exprimierte Kinase zurückzuführen ist. Mittels 

SDS-PAGE und Immunoblot wurde 24 bis 48 h nach Transfektion die Proteinex-

pression und der allgemeine Tyrosinphosphorylierungsstatus des Zelllysats unter-
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sucht (Daten nicht gezeigt). Die in vitro Befunde einer Pyk2 vermittelten 

Tyrosinphosphorylierung konnten somit auf zellulärer Ebene bestätigt werden. 

Zur zellulären Verifizierung der bioinformatisch vorhergesagten und in vitro durch 

Immunoblot und MS Analysen bestätigten Ergebnisse wurden wie unter 3.1.4 

beschrieben Brsk1 bzw. Brsk2 Mutanten erzeugt, in denen die identifizierten 

Tyrosinreste gegen Phenylalanin ausgetauscht wurden. Im Fall von Brsk1 wurden 

zwei Tyrosinreste an den Stellen 351 und 352 zu Phenylalaninresten mutiert (kurz: 

Y351,352F), bei Brsk2 wurde nur Tyrosin 334 zu einem Phenylalanin ausgetauscht 

(kurz: Y334F). Diese und die Wildtyp Varianten wurden dann in Cotrans-

fektionsstudien auf eine Pyk2 vermittelte Phosphorylierung hin untersucht. Hierzu 

wurden Hek 293T Zellen mit dem Substrat, das über einen HA-Epitop-„tag“ ver-

fügt, und Pyk2 bzw. der Kinase-inaktiven Variante von Pyk2 (PKM) cotransfiziert. 

Dabei wurden jeweils gleiche Mengen DNA von Substrat und Kinase verwen-

det. Die Expression der transfizierten Proteine wurde 24 bis 48 h nach Trans-

fektion mittels SDS-PAGE und Immunblot untersucht (Abb. 4.4.1-2C). Mit einem 

gegen den HA-Epitop-„tag“ des Substrats gerichteten Antikörper wurde an-

schließend eine Immunpräzipitation durchgeführt. Danach wurden die prä-

zipitierten Proteine mittels SDS-PAGE und Immunblot mit einem Phosphotyrosin-

Antikörper untersucht (Abb. 4.4.1-2A & B). 

Das Hauptanliegen bestand jedoch in der Klärung, ob Pyk2 auch auf zellulärer 

Ebene eine Tyrosinphosphorylierung an Brsk1 und Brsk2 katalysieren kann und 

ob es Unterschiede zu den Cotransfektionsansätzen von Pyk2 mit den in vitro 

erstellten Tyrosinmutanten von Brsk1 bzw. Brsk2 gibt. In dem in Abb. 4.4.1-2A 

dargestellten Immunoblot ist nach Immunpräzipitation mit einem Antikörper 

gegen das HA-„tag“ sowohl für Brsk1 als auch für Brsk2 eine Tyrosinphos-

phorylierung nach Cotransfektion mit Pyk2 detektierbar. Zudem wurde 

tyrosinphosphoryliertes Pyk2 coimmunpräzipitiert, erkennbar an der markanten 

Bande bei ca. 116 kDa. Dagegen konnte in den Cotransfektionsansätze mit HA-

Brsk1Y351,352F und HA-Brsk2Y334F weder eine Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 

bzw. Brsk2 noch eine Coimmunpräzipitation von tyrosinphosphoryliertem Pyk2 

beobachtet werden. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass es neben 

der Katalyse der Tyrosinphosphorylierung in Brsk1 bzw. Brsk2 zur reversiblen 

Bindung von Pyk2 an die Substrate Brsk1 und 2 kommt. Fehlt die zu phosphory-

lierende Aminosäure, wie es bei den Y F Mutanten der Fall ist, kommt es zu 
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keiner Interaktion und dementsprechend auch keiner Coimmunpräzipitation 

von tyrosinphosphoryliertem Pyk2. 
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Abb. 4.4.1-2: Brsk1 und Brsk2 Tyrosinphosphorylierung durch Pyk2 in cotrans-
fizierten Hek 293T Zellen. Immunblot (IB) zur Phosphotyrosin Detektion nach 
Immunpräzipitation (IP) (A) gegen HA-„tag“ von Pyk2 und HA-Brsk1/2 bzw. (B) 
von Pyk2-Kinase inaktiver Variante (PKM) und HA-Brsk1/2 cotransfizierten Hek 
293T Zellen. (C) IB gegen HA und Pyk2 der für die IP verwendeten Zelllysate. 

 

Wie erwartet, war in den Cotransfektionansätze von HA-Brsk1/2 mit der Kinase-

inaktiven Variante von Pyk2 (PKM) keine Tyrosinphosphorylierungen von Brsk1 

oder Brsk2 nachweisbar und lediglich die in IPs oft zu sehende unspezifische 

IgG-Bande bei ca. 50 kDa detektierbar (Abb. 4.4.1-2B). Die Transfektionen 

wurden in den entsprechenden Lysaten im IB mit spezifischen Antikörpern 

gegen HA und Pyk2 anhand der Proteinexpression überprüft (Abb. 4.4.1-2C).
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Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass nach Mutation der 

Tyrosinreste-351 und -352 in Brsk1 sowie des Tyrosinrests-334 in Brsk2 keine Pyk2 

vermittelte Tyrosinphosphorylierung mehr stattfinden konnte. Dies bedeutet, 

dass für Brsk1 der durch Pyk2 phosphorylierte Tyrosinrest auf zellulärer Ebene 

bestätigt und für Brsk2 ermittelt werden konnte. Weiterhin lieferte die zelluläre 

Analyse Hinweise auf eine mögliche Interaktion zwischen Pyk2 Kinase und Brsk 

Substrat, die in Folgeexperimenten näher untersucht wurden. 

4.4.2 Coimmunpräzipitation & in vivo Komplexkinasereaktion  

Um die beobachtete Interaktion zwischen Pyk2 und Brsk1/2 weiter zu unter-

suchen zu können, wurden Hek 293T Zellen cotransfiziert, lysiert und mittels anti-

HA Immunpräzipitation Kinase-Substrat-Komplexe isoliert und einer in vivo 

Komplexkinasereaktion (IVKKR) unterworfen. Dabei macht man sich die Tat-

sache zu Nutze, dass mittels IP isolierte Kinasen bei Auswahl geeigneter Lyse-

bedingungen oft noch über katalytische Aktivität verfügen. Durch Zugabe von 

ATP zu diesen Komplexen kann dann die Substratphosphosphorylierung weiter 

verstärkt und mit geeigneten Methoden, wie z.B. einem anti-Phosphotyrosin 

Immunblot detektiert werden (Abb. 4.4.2-1). Zudem kann mit dieser Methode 

oft die Tyrosinphosphorylierung für anschließende Analysen verstärkt werden. 

Als Positivkontrolle für diesen Ansatz wurde ASAP1 gewählt, ein Pyk2 Substrat, für 

das diese Methode bereits erfolgreich angewendet wurde (Kruljac-Letunic et 

al., 2003.). Nach Überprüfung der Proteinexpression in den Lysaten mittels 

Immunoblot (Abb. 4.4.2-2C) wurde das restliche Lysat für eine Immunpräzipita-

tion gegen die Epitop-„tags“ von Brsk1/2 (HA) bzw. ASAP1 (FLAG) eingesetzt 

und anschließender durch Zugabe von ATP eine in vivo Komplexkinasereaktion 

durchgeführt. Der komplette Ansatz wurde mittels SDS-PAGE getrennt und auf 

Nitrocellulosemembranen überführt. 

Die Detektion mit einem Phoshotyrosin spezifischen Antikörper (anti-pY) zeigte 

einen deutlichen Anstieg der Tyrosinphosphorylierung der Substrate (Abb. 4.4.2-

2B) im Vergleich zu den Immunpräzipitationsansätzen ohne folgender in vivo 

Komplexkinasereaktion (Abb. 4.4.2-2A). Die Positivkontrolle Flag-ASAP1 weist 

eine starke Tyrosinphosphorylierung auf, was für ein grundsätzliches Gelingen 

der Durchführung der IP mit anschließender IVKKR spricht (Abb. 4.4.2-2B). 

Während für Brsk1 bereits ohne IVKKR eine definierte Bande nach Phospho-

tyrosin Immundetektion nachweisbar ist (Abb. 4.4.2-2A), weisen beide copräzipi-
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tierten Brsk Varianten nach IVKKR ein noch deutlicheres Phosphotyrosinsignal im 

Immunblot auf (Abb. 4.4.2-2B). 
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Abb. 4.4.2-1: Skizze einer in vivo Komplexkinasereaktion (IVKKR). 
Schematische Darstellung der Phosphotyrosin Detektion mittels Immunblot (anti-
pY) nach Cotransfektion, Immunpräzipitation und anschließender IVKKR. 

 

 

Ein Vergleich der Immunblotanalysen gegen phosphorylierte Tyrosinreste zeigt 

deutlich, dass es durch die der Co-IP folgenden IVKKR zu einer Zunahme der 

Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 kam (Abb. 4.4.2-2A und B). Diese Ergebnisse 

bestätigen den ersten Hinweis auf eine mögliche Interaktion der Substrat-

kandidaten Brsk1 und Brsk2 mit Pyk2.  
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4.4.3 Zweidimensionale Phosphopeptid Kartierung von Brsk2 nach Co-IP & 

IVKKR 

Zur weiteren Testung einer Interaktion zwischen Pyk2 und Brsk2 wurden die be-

schriebenen in vivo Komplexkinasereaktion (IVKKR) unter Verwendung von 

radioaktiv markiertem [γ-32P]ATP und der Y F Mutanten von Brsk2 an der Stelle 

334 durchgeführt. Mittels IP präzipitierte Kinasen verfügen noch über ihre kata-

lytische Aktivität und setzen zugegebenes [γ -32P]ATP zur Katalyse von Phos-

phorylierungen um. Nach Generierung der Y F Brsk-Mutante wurden Hek 293T 

Zellen mit Pyk2 und Brks2 sowie mit Pyk2 und der Brsk2 Y F Mutante cotrans-

fiziert, lysiert und die Substrate über eine IP mit anti-HA isoliert. Mit den präzipi-

tierten Proteinen wurde anschließend eine IVKKR mit radioaktiv markiertem [γ -
32P]ATP durchgeführt und die Phosphorylierung von Brsk2 mittels zwei-

dimensionaler Phosphopeptid Kartierung wie unter 3.4.7 beschrieben unter-

sucht. Die autoradiographische Visualisierung in Abb. 4.4.3-1A zeigt, dass es in 

allen Ansätzen zum Einbau von ³²P-markierten Phosphatgruppen in Brsk2 kam. 
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Im Fall der Einzelreaktionen von Brsk2 und Brsk2 Y334F ist davon auszugehen, 

dass es sich ausschließlich um autophosphorylierte Serin- und Threoninreste 

handelt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.4.3-1: Autoradiographische Visualisierung von 32P-markiertem, coprä-
zipitiertem Brsk2 und Pyk2 nach IVKKR. (A) 12 h Filmexposition der 32P-Detektion 
nach IVKKR, SDS-PAGE und Nitrocellulosetransfer. (B) Filmexposition nach Aus-
schnitt der jeweiligen 32P-phosphorylierten Bande aus der Nitrocellulose-
membran. 
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Die 32P-phosphorylierten Banden von Brsk2 und Brsk2 Y334F wurden aus der 

Nitrocellulosemembran ausgeschnitten (siehe Abb. 4.4.3-1B) und in situ mit 

Trypsin verdaut. Die somit entstandenen Phosphopeptide wurden mittels Dünn-

schichtchromatographie unter Verwendung einer Kombination aus Hoch-

spannungs-Elektrophorese und aufsteigender Chromatographie in zwei 

Dimensionen getrennt und mittels „Phospho Imager“ analysiert (siehe Abb. 

4.4.3-2). Die Abb. 4.4.3-2 zeigt zweidimensionale Phosphopeptidkarten der 

komplexen Phosphorylierungsmuster der tryptischen, ³²P-markierten Peptide 

(Abb. 4.4.3-2). Während Abb. 4.4.3-2A und B allein das Autophosphory-

lierungsmuster von Brsk2 und Brsk2 Y334F Peptiden zeigen, sind in Abb. 4.4.3-2C 

und D die tryptischen Phosphopeptide von Brsk2 (C) bzw. Brsk2 Y334F (D) aus 

der IVKKR mit Pyk2 dargestellt. Hier konnte ein „Spot“ identifiziert werden, der 

ausschließlich in Brsk2 nach IVKKR mit Pyk2 detektierbar ist, welcher im ent-

sprechenden Vergleichsansatz mit der Brsk2 Y334F Mutante nicht zu sehen war. 

Dies spricht für eine Pyk2-vermittelte Phosphorylierung am Tyrosinrest-334 in 

Brsk2. Zur besseren Interpretation möglicher Unterschiede erfolgte eine Bildbe-

arbeitung der „Phospho Imager“ Aufnahmen mit dem Programm „Photoshop 

Elements“. Durch Farbzuordnung wurden einzelnen Ansätzen und somit einzeln 

dargestellten und einem Protein zugehörigen Phosphopeptide farblich codiert. 
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Abb. 4.4.3-2: „Phospho Imager“ Analyse 32P-markierter Phosphopeptide von 
Brsk2 & Brsk2 Y334F. Siebentägige Exposition 32P-markierter, tryptisch gespaltener 
und zweidimensional getrennter Phosphopeptide der IVKKR von (A) Brsk2, (B) 
Brsk2 Y334F, (C) Brsk2 aus dem Ansatz mit Pyk2 und (D) Brsk Y334F aus dem 
Ansatz mit Pyk2. Die Visualisierung der Phosphopeptide erfolgte mittels „Phospho 
Imaging“. Der Kreis illustriert die Probenauftragungsstelle. Der rot gestrichelte 
Kreis (C) hebt einen Unterschied zwischen Autophosphorylierungs- bzw. Einzel-
kinaseansätzen (A & B) und der Kinasereaktion von Brsk2 Y334F Mutante aus 
dem Ansatz mit Pyk2 (D) hervor. Die Zeichen „+“ und „-“ geben die Polarität 
während der Elektrophorese wieder. 

 

Dies machte es möglich verschiedene „Phospho Imager“ Aufnahmen überein-

ander zu legen und auf Unterschiede zu prüfen. In Abb. 4.4.3-3A sind die 

Phosphopeptide des Einzelansatzes der in vivo Komplexkinasereaktionsansatz 

von Brsk2 in grün und die Brsk2-zugehörigen Phosphopeptide in vivo Komplex-

kinasereaktionsansatz von Brsk2 mit Pyk2 in rot dargestellt, in Abb. 4.4.3-3B ent-

sprechend Brsk2 Y334F in grün und Brsk2 Y334F aus der in vivo Komplexkinase-

reaktionsansatz mit Pyk2 in rot. Vergleicht man die beiden in Abb.4.4.3-3 darge-

stellten Bilder, so ist auch hier ein zusätzlicher, rötlicher „Spot“ erkennbar (Abb. 

4.4.3-3A), der nur im IVKR Ansatz von Brsk2 und Pyk2 (rot codiert) vorkommt. Für 

den analogen Ansatz von Brsk2 Y334F und Pyk2 kann kein entsprechender 
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„Spot“  detektiert wurde (Abb. 4.4.3-3B). Das Laufverhalten der in Abb. 4.4.3-3A 

gezeigten Brsk2 Phosphopeptide (grün) und der in rot dargestellten Phospho-

peptide des IVKKR Ansatzes mit Pyk2 weicht leicht ab. Dies könnte dadurch er-

klärt werden, dass die Chromatographie des dargestellten Brsk2 Ansatzes etwas 

länger dauerte und daher alle „Spots“ weiter nach oben wanderten. 
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Abb. 4.4.3-3: „Phospho Imager“ Analyse 32P markierter Phosphopeptide von 
Brsk2. Siebentägige Exposition 32P markierter, tryptisch gespaltener und zwei-
dimensional getrennter Phosphopeptide der IVKKR von (A) Brsk2 aus Ansatz mit 
Pyk2 und von (B) Brsk2 Y334F aus dem Ansatz mit Pyk2. Die Phosphopeptide der 
Einzelansätze von Brsk2 bzw. Brsk2 Y334F sind in grün dargestellt. In rot sind die 
Phosphopeptide von Brsk2 bzw. Brsk2 Y334F der Kombinationsansätze mit Pyk2 
verdeutlicht. Die Visualisierung der Phosphopeptide erfolgte mittels „Phospho 
Imaging“ und anschließender Bearbeitung und Farbgebung mittels „Photoshop 
Elements“. Der Kreis illustriert die Probenauftragungsstelle. Der gestrichelte Kreis 
zeigt einen Unterschied zwischen beiden Ansätzen. Die Zeichen „+“ und „-“ ge-
ben die Polarität der Elektrophorese wieder. 
 
 

Das grundlegende Ziel bestand darin, mögliche Unterschiede anhand der er-

stellten Phosphopeptidkarten zu ermitteln. Sowohl der Vergleich des Kombina-

tionsansatzes von Brsk2 und Pyk2 (Abb. 4.4.3-2C) mit dem Einzelreaktionsansatz 

von Brsk2 (Abb. 4.4.3-2A) als auch ein Vergleich der Kombinationsansätze von 

Brsk2 und Pyk2 (Abb. 4.4.3-2C) mit Brsk2 Y334F und Pyk2 (Abb. 4.4.3-2D) zeigt, 

dass nur im Ansatz mit Pyk2 an Brsk2 ein zusätzlicher „Spot“ identifiziert werden 

konnte. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei diesem zusätzlichen 

„Spot“ um das pY334-Peptid handelte, was demzufolge in der Probe von Brsk2 

Y334F und Pyk2 fehlte. 
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4.5 Funktion & physiologische Relevanz 

Zur Klärung der zentralen Frage, welche biologische Funktion und physio-

logische Relevanz eine Pyk2-vermittelte Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 bzw. 

Brsk2 hat, wurden verschiedene Ansätze verfolgt.  

4.5.1 Tyrosinphosphorylierung & Kinaseaktivität 

Die Methode der Wahl stellten in vitro Kinasereaktionen zur Testung einer 

möglichen Beeinflussung der Kinaseaktivität von Brsk1 bzw. Brsk2 nach Tyrosin-

phosphorylierung durch Pyk2 dar.  

4.5.1.1 Triple in vitro Kinasereaktionen 

Zur Prüfung, inwiefern sich die Kinaseaktivität von Brsk1 oder Brsk2 durch Tyrosin-

phosphorylierung inhibieren oder stimulieren lässt, wurden IVKR wie unter 
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 Abb.: 4.5.1.1-1: Schema einer Triple in vitro Kinasereaktion
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3.4.5 beschrieben durchgeführt. Um einen möglichen Einfluss auf die enzyma-

tische Aktivität von Brsk zu erhalten, wurde dem Ansatz zusätzlich ein bekanntes 

Brsk Substrat zugefügt (siehe Abb. 4.5.1.1.-1). Dabei handelte es sich zum einen 

um die Serin/Threoninkinase Wee1 und zum anderen um das Stützprotein Tau1. 

Von Tau1 ist bekannt, dass beide Brsk Enzyme den Serinrest-262 phosphorylieren 

können (Kishi et al., 2005); bei Wee1 kann Brsk1 den Serinrest-262 phosphory-

lieren (Bright et al., 2008). Die Spezifität kommerziell erhältlicher, Phosphoserin-

642 spezifischer Wee1 Antikörper sowie Phosphoserin-262 spezifischer Tau1 Anti-

körper wurde in Vorversuchen bestätigt (Daten nicht gezeigt), so dass ein spezi-

fischer Nachweis mittels Immunblot zur Bestimmung der katalytischen Aktivität 

von Brsk1 und Brsk2 herangezogen werden konnte. 

4.5.1.1.1 Tau1 & Brsk1-Kinaseaktivität 

Mit Hilfe der erwähnten phospho-spezifischen Antikörper konnten Triple IVKR mit 

Pyk2, Brsk1 und Tau1 untersucht werden. Abb. 4.5.1.1.1-1 zeigt eine Zunahme 

der Serin-262 Phosphorylierung von Tau1 sofern neben Brsk1 auch Pyk2 im IVKR 

Ansatz vorhanden war. Eine Phosphorylierung von Tau1 durch die Tyrosinkinase 

Pyk2 ist bisher nicht publiziert und auf Grund der spezifischen Detektion der 

Serin-262 Phosphorylierung konnte eine direkte Interferenz mit Pyk2 ausge-

schlossen werden. 
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Abb. 4.5.1.1.1-1: Brsk1 
Kinaseaktivität mit Tau1 als 
Substrat. 
Immunblot zur Phospho-
tyrosin Detektion nach SDS-
PAGE und Nitrocellulose-
transfer der IVKR mit je 25 ng 
rekombinantem Pyk2 mit 
Brsk1 und Tau1 (A). Immun-
blot zur Detektion der Brsk1-
vermittelten Serin-262 
Phosphorylierung von Tau1 
(B). 

 
 
Dieses Ergebnis ließ vermuten, dass eine Tyosinohosphorylierung von Brsk1 durch 

Pyk2 die katalytischen Aktivität von Brsk1 steigert. Bei dem in Abb. 4.5.1.1.1-1 

dargestellten Ansatz wurden 25 ng pro Protein eingesetzt. Um herauszufinden, 

ob die Menge von Pyk2 die Brsk1 Aktivität beeinflusst, wurde eine Kinetik von 
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IVKR mit unterschiedlichen Pyk2 Konzentrationen (0, 25 und 50 ng) durchge-

führt. Da die Kinaseaktivität von Brsk1 untersucht werden sollte, blieb diese bei 

allen Ansätzen gleich (25 ng). Da es sich bei Tau1, bzw. der phospho-Serin-262 

Detektion von Tau1, um den „Read-out“ zur Bestimmung der Brsk1 Aktivität 

handelte, lag Tau1 im Überschuss (100 ng) vor. In  diesen Experimenten wurde 

ein Optimum der Brsk1 Aktivierung bei einem zweifachen Überschuss von Pyk2 

gegenüber Brsk1 und 20 min Inkubationszeit beobachtet (Abb. 4.5.1.1.1-2). Zur 

besseren Anschaulichkeit erfolgte eine Auswertung der detektierten Banden-

intensität nach 20 minütiger IVKR mit der Software „Quantity One“ des verwen-

deten VersaDoc „Imaging“ Systems der Fa. Biorad. Der Ansatz ohne Pyk2, in 

welchem nur Brsk1 und Tau1 vorliegen, wurde als 0 % Wert gesetzt, da es sich 

bei diesem Wert ausschließlich um die Brsk1 Kinaseaktivität handelte, ohne 

Beeinflussung durch eine Pyk2 vermittelte Tyrosinphosphorylierung.  

  
 
 
Abb. 4.5.1.1.1-2: Quantifizierung der 
Pyk2-Dosisabhängigkeit der Tau1-
Phosphorylierung durch Brsk1. 
Quantifizierte exemplarische IB-
Signale von Tau1 pS262 aus IVKR mit 
rekombinanten Proteinen: die 
Menge von Brsk1 [25 ng] und Tau 
[100 ng] liegen konstant vor, wäh-
rend die Pyk2 Konzentration [0, 25 & 
50 ng] ansteigt.  
 

 

Das Ergebnis der quantitativen Analyse der IB-Signale nach 20-minütiger Triple 

IVKR bestätigt einen > 50 %igen Anstieg der Phosphorylierung von Tau1 am 

Serinrest-262, abhängig von der Pyk2-vermittelten Tyrosinphosphorylierung an 

Brsk1 (Abb. 4.5.1.1.1-2). Größere Pyk2 Konzentrationen resultierten in einer ver-

stärkten Brsk1 Tyrosinphosphorylierung und hatten eine intensivere Tau1 

Phosphorylierung an Serin-262 zur Folge. Ergänzende Untersuchungen zur 

Messung der Brsk2 Kinaseaktivität lieferten keine klaren Ergebnisse. Zur zusätz-

lichen Prüfung der Kinaseaktivität beider Brsk Proteine folgten ergänzende Triple 

IVKR mit einem weiteren beschriebenen Brsk1/2 Substrat: Wee1.
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4.5.1.1.2 Wee1 & Kinaseaktivität beider Brsk Proteine 

Wie bereits erwähnt stellt Wee1 neben Tau1 ein weiteres bekanntes Substrat 

von Brsk1 (Bright et al., 2008). Auch hier ist die Phosphorylierungsstelle für Brsk1 

bestätigt: es handelt sich um den Serinrest-642. Für Brsk2 war Wee1 jedoch 

bisher nicht als Substrat beschrieben. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit 

beider Brsk Proteine wurde Wee1 in Triple IVKR auch als mögliches Brsk2 Substrat 

analysiert. Anhand von Immunblotuntersuchungen mit phospho-spezifischen 

Antikörpern konnten Triple IVKR mit Pyk2, Brsk1 und Wee1, sowie entsprechende 

Ansätze mit Brsk2, untersucht werden. Abb. 4.5.1.1.2-1A lässt eine deutliche Zu-

nahme der Serin-642 Phosphorylierung von Wee1 erkennen, sofern neben Brsk1 

auch Pyk2 im IVKR Ansatz vorhanden war. Auch in dieser Reaktion konnte eine 

Steigerung der katalytischen Aktivität von Brsk1 durch Tyrosinphosphorylierung 

von Pyk2 nachgewiesen werden. Während im IVKR Ansatz mit Brsk1 ohne Pyk2 

für Wee1 erst nach 20 min eine Phosphorylierung am Serinrest-642 deutlich er-

kennbar war, wies der IVKR Ansatz mit 25 ng Pyk2 bereits nach 5 min eine sehr 

intensive phospho-Serin-642 Bande auf, die nach 20 min Reaktionszeit weiter 

zunahm. Eine Steigerung der Pyk2 Menge von 25 auf 50 ng, führte dagegen zu 

keiner weiteren Verstärkung der katalytischen Aktivität von Brsk1 (Abb. 4.5.1.1.2-

1A). Damit konnten die initial mit Tau1 erhaltenen Befunde mit einem weiteren 

Brsk1 Substrat bestätigt werden: eine Pyk2-vermittelten Tyrosinphosphorylierung 

steigert die Kinaseaktivität von Brsk1 in vitro. 

Auch Brsk2 war in vitro in der Lage Wee1 an Serin-642 zu phosphorylieren (Abb. 

4.5.1.1.2-1B). Im Gegensatz zu Brsk1 (Abb. 4.5.1.1.2-1A) kommt es bereits ohne 

Zugabe von Pyk2 bereits nach 5 min Inkubationszeit zu einer signifikanten Wee1 

Phosphorylierung, die nach 10 und 20 min weiter zunimmt (Abb. 4.5.1.1.2-1). In 

Gegenwart von Pyk2 war allerdings schon nach 5 minütiger Inkubationszeit eine 

stärkere Bande für Wee1 pS642 zu detektieren. Auch die IVKR Ansätze mit Brsk2 

zeigten, dass die Anwesenheit von Pyk2 zu einer Steigerung der Kinaseaktivität 

von Brsk2 führte. Eine Verdoppelung der Pyk2 Menge von 25 ng auf 50 ng hatte 

jedoch keinen steigernden Einfluss auf die Kinaseaktivität von Brsk2. Damit 

konnte erstmals gezeigt werden, dass auch Brsk2 zumindest in vitro in der Lage 

ist, eine Phosphorylierung am Serinrest-642 von Wee1 zu katalysieren. Die Tat-

sache, dass keine Publikationen bezüglich einer Pyk2 vermittelten Phosphory-

lierung von Wee1 existieren sowie die spezifischen Detektion der Serin-642 
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Phosphorylierung von Wee1 schließen eine Phosphorylierung durch die Tyrosin-

kinase Pyk2 aus. 
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Abb. 4.5.1.1.2-1: Kinaseaktivität von Brsk1 und Brsk2 mit Wee1 als Substrat. 
Immunblot zur Detektion der Brsk1- (A) bzw. Brsk2-vermittelten (B) Serin-642 
Phosphorylierung von Wee1 nach SDS-PAGE und Nitrocellulosetransfer der IVKR 
mit rekombinantem Pyk2, Brsk1 (A) bzw. Brsk2 (B) und Wee1.  

 

Die erzielten Ergebnisse lieferten erste Hinweise auf eine Pyk2-vermittelten 

Steigerung der katalytischen Aktivität von Brsk1 und Brsk2 durch Tyrosin-

phosphorylierung. Darüber hinaus konnte mit Wee1 ein neues Substrat für Brsk2 

identifiziert werden.  

Nun galt es in zellulären Modellen die biologische Funktion einer Pyk2-

vermittelten Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 und 2 zu entschlüsseln sowie 

deren physiologische Relevanz zu klären. Zudem sollte untersucht werden, ob es 

sich hierbei um einen für Brsk spezifischen oder eher einen auch für andere 

AMPKrK-Vertretern zu findenden Mechanismus handelt. 
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4.6 Pyk2-vermittelte Tyrosinphosphorylierung weiterer AMPK-
verwandter Kinasen (AMPKrK) – ein generelles Phänomen? 

Die Tatsache, dass sich die Vertreter der „AMP-activated Proteinkinase (AMPK) 

related kinases“ (AMPKrK) in ihrer Struktur sehr ähnlich sind, führte zur Frage, ob 

nicht auch weitere Mitglieder potentielle Pyk2 Substratkandidaten sein könnten.  

4.6.1 Sequenzvergleich von Brsk und Mark Proteinen 

Neben den Brsk Proteinen gibt es demnach eine weitere Gruppe innerhalb der 

AMPKrK, deren Mitglieder ebenfalls die bioinformatisch ermittelte Pyk2-

spezifische Konsensussequenz aufweisen: die „MAP/microtubule affinity-

regulating kinases“, Mark genannt. Die Gruppe der Mark Proteine setzt sich aus 

vier Mitgliedern zusammen. Zunächst wurde ein Vergleich der vorhergesagten 

Pyk2 Konsensussequenzen der einzelnen Mitglieder der Brsk und Mark Familie 

durchgeführt (Abb. 4.6.1-1). 

 
333 E R L H R E L R S E E E N Q E K M I Y Y L L L D R K BRSK1_Human.pro 

316 N K L L Q D L L S E E E N Q E K M I Y F L L L D R K BRSK2_Human.pro 
327 I N D A L I N Q K Y D E V M A T Y I L L G R K P P E MARK1_Human.pro 
309 I Q D S L V G Q R Y N E V M A T Y L L L G Y K S S E MARK2_Human.pro 
345 I Q E S L S K M K Y D E I T A T Y L L L G R K S S E MARK3_Human.pro 
348 I K E S L T S Q K Y N E V T A T Y L L L G R K T E E MARK4_Human.pro 

 
 
Abb. 4.6.1-1: Vergleich der Pyk2 Konsensussequenzen von Brsk und Mark 
Proteinen. Beide Kinasefamilien sind Vertreter der AMPK-verwandten Kinasen 
und besitzen ein Pyk2 spezifisches Phosphorylierungsprofil. Übereinstimmungen 
von Aminosäuren wurden hervorgehoben.  

 

Betrachtet man den Bereich vor dem Tyrosinrest, der für Brsk 1 und 2 als Pyk2 

Phosphorylierungsstelle identifiziert werden konnte, so fällt an der vierten Stelle 

vor dem Tyrosinrest die negativ geladene Glutaminsäure [E] tragen, die bei 

Mark1 und Mark2 ebenfalls an der vierten und bei Mark3 und Mark4 an der 

fünften Stelle vorhanden ist. Des Weiteren weisen Mark1 und 2, genau wie Brsk1 

und 2 an der dritten Stelle vor dem Tyrosinrest einen Methioninrest [M] auf. Drei 

Mitglieder der Mark Kinasen weisen nach dem Tyrosinrest eine Dreierfolge der 

Aminosäure Leucin [L] auf, welche auch in Brsk1 und 2 zu finden ist. Im Fall von 

Mark1 handelt es sich um zwei folgende Leucinreste. Zusätzlich zu den be-

schriebenen Leucinresten weisen Mark1, 3 und 4 die basische Abfolge der 
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beiden Aminosäuren Arginin [R] und Lysin[K] auf, welche auch in beiden Brsk 

Proteinen vorkommen. 

Aufgrund der signifikanten Sequenzähnlichkeiten und der Gegebenheit, dass 

von allen vier Mitgliedern rekombinante Proteine erhältlich waren, wurde 

Mark1-4 in den bereits etablierten IVKR (siehe 3.4.5) als potentielle neue Pyk2 

Substrate getestet. 

4.6.2 In vitro Kinasereaktionsanalysen mit Mark1-4 

Die durchgeführten IVKR erfolgten gemäß der in 3.4.5 beschriebenen Vor-

gehensweise. Während für Mark 1, 2 und 4 nach IVKR mit Pyk2 eine Tyrosin-

phosphorylierung detektiert werden konnte, waren die Resultate für MARK 3, 

insbesondere bei Inkubationszeiten < 60 min, weniger deutlich (Abb. 4.6.2-1). 

Wie die kinetische Analyse zeigte, waren bereits nach 5 min Inkubationszeit 

neben der Autophosphorylierung von Pyk2 auch Phosphotyrosinsignale für 

Mark1, 2 und 4 bei ungefähr 80 kDa sichtbar, die mit der Zeit deutlich zu-

nahmen.  
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Abb. 4.6.2-1: Phosphotyrosin Detektion nach in vitro Kinasereaktion von Pyk2 mit 
Mark1-4. Analyse des Phosphotyrosin Gehalts einer Kinetik der IVKR Ansätze mit 
rekombinanten Proteinen von Pyk2 und Mark1, Mark2, Mark3 und Mark4 (je 100 
ng) mittels SDS-PAGE und Immunblot mit Phosphotyrosin Antikörper (Anti-pY: 
pY99).  

 

Mark Proteine zählen zur Gruppe der Serin/Threoninkinasen und sind selbst nicht 

in der Lage, Phosphorylierungen an Tyrosinresten zu katalysieren; das bedeutet, 

die detektierten Phosphotyrosinbanden, die dem Molekulargewicht der Mark 
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Proteine entsprechen, waren auf die Aktivität von Pyk2 zurückzuführen (Abb. 

4.6.2-1). Somit konnten erste Hinweise auf weitere AMPKrK Mitglieder als poten-

tielle Pyk2 Substrate gelieferten werden.  

Inwiefern die Pyk2-vermittelte Phosphorylierung auch die Kinaseaktivität der 

Mark beeinflusst, konnte erneut mit Hilfe von Triple IVKR untersucht werden. Die 

Tatsache, dass auch Tau1 von Mark Kinasen am Serinrest-262 phosphoryliert 

wird (Biernat et al., 2002; Stoothoff und Johnson,2005) erleichterte den Ver-

suchsaufbau. In Abb. 4.6.2-2 ist eine Kinetik der Mark-vermittelten Tau Phos-

phorylierung am Serinrest-262 dargestellt.  
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Abb. 4.6.2-2: Zeit- und Pyk2-Dosisabhängkeit der Mark Kinaseaktivität gegen-
über Tau1. Immunblot zur Detektion der Mark-vermittelten Serin-262 Phosphory-
lierung von Tau1 nach SDS-PAGE und Nitrocellulosetransfer der IVKR mit rekom-
binantem Pyk2 mit Mark1-4 und Tau1. 

 

Während für Mark1 und Mark3 mit steigender Pyk2 Konzentration stärkere Tau 

pS262 Signale erkennbar waren, konnte dies in den beiden Ansätzen mit Mark2 

und Mark4 nicht beobachtet werden. Mit Mark4 konnte lediglich eine geringe 

Tau Phosphorylierung nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse 

konnten keine zuverlässigen Aussagen über eine mögliche Pyk2-vermittelte 

88 



ERGEBNISSE 

Beeinflussung der Kinaseaktivität der Mark Enzyme getroffen werden, obgleich 

insbesondere für Mark3 die ersten Daten viel versprechend aussahen.  

Weitere Untersuchungen zur Prüfung einer Pyk2-abhängigen Beeinflussung der 

Kinaseaktivität, vor allem von Mark 1 und 3 sind nötig, um eine eindeutige Aus-

sage treffen zu können. 
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4.7 Endogenes System 

Bisherige Untersuchungen wurden in eher artifiziellen Modellsystemen durch-

geführt: auf zellulärer Ebene mit transient transfizierten Hek 293T Zellen und in 

vitro mit rekombinanten Proteinen. Um herauszufinden, welche Funktion eine 

Pyk2-vermittelte Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 und Brsk2 im zellulären Kon-

text ausübt, müssen Zellen identifiziert werden, die diese Proteine endogen 

exprimieren.  

4.7.1 Zell l inien „Screening“  

Vorangegangene Literaturstudien ergaben, dass Brsk1 und 2 verstärkt im Gehirn 

exprimiert werden (Kishi et al., 2005; Inoue et al., 2006; Bright et al., 2008; Hezel 

et al., 2008). Daher wurden humane Hirntumorzelllinien aus der hauseigenen 

Zellbank auf die Expression von Pyk2, Brsk1 und 2 getestet (Tab. 4.7.1-1). 

 

Tab. 4.7.1-1: Untersuchte Hirntumorzelllinien  

 Bezeichnung  Beschreibung 
1321N1 Astrocytom 
20 calpha Glioblastom 
B103 Neuroblastom 
 GOS-3 Astrocytom / Oligodendrogliom 
HCN-1A Hirntumor 
HCN-2 Hirntumor 
HS 683 Gliom 
IMR-5 Neuroblastom 
IMR-32 Neuroblastom 
KELLY Neuroblastom 
LAN 5 Neuroblastom 
LN-18 Glioblastom  
LN-229 Glioblastom  
LN-405 Astrocytom / Glioblastom  
SH-SY5Y Neuroblastom 
SK-N-LO Neuroblastom 
SK-N-MC Neuroblastom 
SK-N-SH Neuroblastom 
T98G Glioblastom  
U87/ Wt 2n Glioblastom  
U-87 MG Glioblastom  
U-118 MG Astrocytom / Glioblastom  
U-138 MG Glioblastom  
U251 MG#73 Glioblastom  
U-373 MG Astrocytom / Glioblastom  
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Dazu wurden die Zellen in entsprechendem Medium kultiviert (siehe 3.3.1), be-

vor sie wie unter 3.4.2 & 3.4.3 beschrieben zunächst lysiert, mittels SDS-PAGE 

elektrophoretisch getrennt, auf Nitrocellulosemembranen transferiert und an-

schließend mittels Immunblot und spezifischen Antikörpern auf die Expression 

von Brsk1, Brsk2 und Pyk2 untersucht. Im Rahmen dieser Untersuchungen 

konnten von den in Tabelle 4.7.1-1 aufgelisteten Zelllinien die beiden 

Glioblastomzelllinien, LN-18 und LN-229 identifiziert werden, welche die zu unter-

suchende Kinase Pyk2 (Daten nicht gezeigt) und die Substrate Brsk1 bzw. Brsk2 

(Abb. 4.7.1-1) endogen exprimierten. Alle übrigen Zelllinien aus Tabelle 4.7.1-1 

lieferten in Immunblotuntersuchungen für die Expression von Pyk2 und einer der 

beiden Brsk Kinasen negative Resultate (Daten nicht gezeigt). 
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Abb. 4.7.1-1: Endogene Brsk Expression in Glioblastomzellen. Die humanen 
Glioblastomzelllinien LN-18 und LN-229 wurden lysiert, mittels SDS-PAGE getrennt 
und auf Nitrocellulosemembran überführt. Anschließend erfolgte die Immun-
detektion mit spezifischen Anitkörpern gegen das C-terminale Ende von Brsk1 
bzw. Brsk2 (Anaspec) und die Auswertung am VersaDoc System (BioRad) (A). 
400-fach vergrößerte Immunfluoreszenzfärbungen von LN-18 (B und C) sowie 
von LN-229 (D und E) gegen C-terminales Brsk1 (B und D) bzw. C-terminales Brsk2 
(C und E). 

 

Ziel war es, mehr über die Konsequenz und Funktion einer Pyk2 vermittelten 

Tyrosinphosphorylierung der Brsk Proteine herauszufinden. Um mehr über die 

zelluläre Lokalisation von endogen exprimiertem Brsk1 und Brsk2 zu studieren, 

wurden Immunfluoreszenzstudien etabliert. Mit Hilfe der IF sollte eine mögliche 

Translokation von Wee1 nach Serin-642 Phosphorylierung durch Brsk1 bzw. Brsk2 
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aus dem Kern ins Cytosol untersucht werden. Basis dieser Translokationsstudien 

lieferten Daten von Katayama et al.; sie zeigten 2005, dass es nach Akt-vermit-

telter Phosphorylierung von Wee1 an Serin-642 zu einer Translokation aus dem 

Zellkern ins Cytosol kommt. Hierzu wurde jede der beiden Glioblastomzelllinie 

LN-18 und LN-229 auf Adhäsionsobjektträger ausgesät und nach 24 Stunden 

fixiert. Spezifische Primärantikörper gegen das entsprechende Protein und die 

Anwendung Fluorochrom-gekoppelter Sekundärantikörper machten die ent-

sprechenden Proteine sichtbar. Wie in Abb. 4.7.1-1B und C erkennbar ist, waren 

Brsk1 und Brsk2 Proteine in LN-18 Zellen in erster Linie perinuklär lokalisiert. In LN-

229 Zellen war Brsk1 und Brsk2 Proteine perinukleär sowie im Zellkern detektierbar 

(Abb. 4.7.1-1D und E). Für beide Methoden (IB und IF) wurden dieselben 

Primärantikörper gegen Brsk1 und Brsk2 angewandt. Jedoch konnte in LN-229 

Zellen mittels IB kein Brsk2 nachgewiesen werden, während mittels Immun-

fluoreszenzstudien Brsk2 detektiert werden konnte. Grund hierfür könnte ent-

weder eine unspezifische Bindung des verwendeten Antikörpers bei der Immun-

fluoreszenz Anwendung darstellen oder die eingesetzte Konzentration war für 

einen spezifischen Immunblot von Brsk2 zu gering. 

In Immunblotanalysen mit LN-18 und LN-229 Glioblastomzellen konnte zudem 

eine Expression der Brsk Substrate von Tau1 und Wee1 bestätigt werden (Daten 

nicht gezeigt). Leider waren jedoch die verfügbaren Wee1 Phosphoserin-642 

sowie die Tau1 Phosphoserin-262 Antikörper nicht für die IF geeignet. Somit 

konnte weder für endogen exprimiertes Pyk2 Protein noch für Wee1 und Tau1 

ein für die IF geeigneter Antikörper gefunden werden. Die grundlegende Ab-

sicht auf diesem Weg mehr über die physiologische Relevanz einer Pyk2-vermit-

telte Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 bzw. Brsk2 anhand der Phosphorylierung 

der Brsk Substrate Wee1 und Tau1 zu erfahren misslang. Auf Grund der Untaug-

lichkeit der kommerziell erhältlichen Antikörper konnten auf endogener Zell-

expressionsebene keine aussagekräftigen Ergebnisse erzielt werden. Folgeunter-

suchungen an Wee1 und Tau1 exprimierenden Hek 293T Zellen, die transient mit 

Pyk2 und Brsk1 bzw. Pyk2 und Brsk2 cotransfiziert wurden und somit viele der zu 

untersuchenden Proteine enthielten, wurden durchgeführt. Doch auch hiermit 

konnte auf ektopischer Expressionsebene keine befriedigenden IF Resultate be-

züglich der Relevanz einer Pyk2-vermittelten Tyrosinphosphorylierung an Brsk 

erzielt werden, weshalb auch hier auf eine Darstellung der IF Bilder verzichtet 

wurde. 
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5  DISKUSSION 

5.1 Bioinformatischer Ansatz 

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit zur Identifizierung und Charakterisierung 

der AMPK-verwandten Kinase Mitglieder als neue Pyk2 Substrate lieferten 

Ergebnisse eines bioinformatischen Ansatzes, der in Kooperation von Friederike 

Krop, Andree Blaukat und der Abteilung Bio- und Chemoinformatik von Merck 

durchgeführt wurde. Voraussetzung zur Durchführung einer bioinformatischen 

Analyse sind bereits bekannte Phosphorylierungsstellen der zu untersuchenden 

Kinase. Der Grundgedanke dabei basiert darauf, dass ein bestimmtes 

Sequenzmotiv (auch als Konsensussequenz bezeichnet) existiert, das bevorzugt 

von der zu untersuchenden Kinase phosphoryliert wird und in allen oder zumin-

dest in einem Teil der spezifischen Substrate identisch ist. Mit Hilfe des Pro-

gramms „ProfileMake“ erfolgte ein Sequenzvergleich von bekannten Pyk2 

Phosphorylierungsstellen. Dies führte zur Erstellung eines Profils, das eine putative 

Konsensussequenz für Pyk2 darstellt. Die ermittelten Profile sind in der Regel 

bedeutend komplexer als eine einfache Konsensussequenz. Neben Gemein-

samkeiten von Position und Art der Aminosäuren innerhalb der Sequenz galt es 

auch weitere zusätzliche Informationen, wie z.B. die Möglichkeit einer Insertion 

oder Deletion an jeder beliebigen Stelle der Sequenz, zu berücksichtigen.  

Anschließend wurde mit Hilfe des Computerprogramms „ProfileSearch“ sowie 

der Suche in Datenbanken, wie SWISSPROT oder TrEMBL, nach Proteinen ge-

sucht, die Sequenzen mit Ähnlichkeit zum erstellten Profil aufwiesen und 

demnach als potentielle Substrate der Kinase betrachtet werden können. Die 

erzielten Resultate dieser Substratidentifizierungsmethode erwiesen sich für Pyk2 

als sehr erfolgreich. ASAP1, ein bekanntes, direktes Substrat der Tyrosinkinase 

Pyk2 (Kruljac-Letunic et al., 2003), dessen Phosphorylierungsstellen zur Erstellung 

des Profils herangezogen wurden, konnte auch in der Liste der potentiellen 

Substrate für Pyk2 aufgefunden werden und diente daher als Positivkontrolle 

dieser Methode.  

Die Vielzahl der identifizierten, potentiellen Pyk2-Substratkandidaten, wurde 

mittels Literaturrecherche und Vergleich von Expressionsprofilen der Kinase und 

des putativen Substrates theoretisch evaluiert. Zuerst wurde die Literatur nach 

überlappenden zellulären Funktionen von Pyk2 und den putativen Substraten 

überprüft. Da Pyk2 aber in eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen involviert 
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ist (Schaller, 2010), konnte die Liste der Substratkandidaten durch diesen Ansatz 

nur wenig reduziert werden. Allerdings wiesen Vergleiche von Expressions-

profilen für Brsk1 und 2 sowie Pyk2 eine starke Überlappung auf. Die Expression 

von Pyk2 erfolgt stark gewebespezifisch im zentralen Nervensystem, vor allem 

im Hippocampus, dem cerebralen Cortex und dem olfaktorischen Bulbus, in 

Zellen und Gewebe des hämatopoetischen Systems sowie in Fibroblasten und 

Osteoklasten (Avraham et al., 2000). Die beiden „Brain-specific kinases“ Brsk1 

und Brsk2 sind in zahlreichen Geweben zu finden, wie ihr Name andeutet ist 

jedoch ihre Expression im Gehirn im Vergleich zu anderen Gewebe am 

höchsten (Kishi et al., 2005; Inoue et al., 2006; Bright et al., 2008; Hezel et al., 

2008). Beide Kinasen sind Mitglieder der sogenannten AMPK („AMP activated 

protein kinase“) Familie, zu der neben der namengebenden AMPK noch zwölf 

weitere Serin/Threoninkinasen im Humangenom gehören (Lizcano et al., 2004). 

Bisher ist sehr wenig über deren biologische Funktion bekannt. Ein weiterer 

Grund, Brsk1 und 2 aus der Liste der putativen Substrate näher zu untersuchen, 

war die Verfügbarkeit molekularer Werkzeuge wie z.B. Expressionsvektoren und 

Antikörper entweder im Labor oder über Kollaborationspartner. 

5.2  Verif izierung von Brsk1 und 2 als Pyk2 Substrate 

Die Serin/Threoninkinase Brsk1 konnte im bioinformatischen Ansatz als poten-

tielles Pyk2 Substrat identifiziert werden. Neben Brsk1 wurde auf Grund der 

hohen Ähnlichkeit in ihrer Aminosäuresequenz auch Brsk2 untersucht. Die Tat-

sache, dass beide putativen Substrate sowie die Kinase Pyk2 selbst als rekombi-

nante Proteine verfügbar waren, legte nahe zunächst in vitro Kinasereaktionen 

zu etablieren. Im Rahmen dieser Studien konnte sowohl Brsk1 als auch Brsk2 ein-

deutig als Substrat von Pyk2 verifiziert werden. Die mittels Immunblot durch 

phosphospezifische Antikörper detektierte Tyrosinphosphorylierung konnte 

eindeutig Proteinen mit dem Molekulargewicht von Brsk1 (~80 kDa), sowie dem 

von Brsk2 (~74 kDa) zugeordnet werden. Da es sich bei beiden Brsk Vertretern 

um Serin/Threoninkinasen handelt, konnte eine Autophosphorylierung an Tyro-

sinresten theoretisch aber auch experimentell ausgeschlossen werden. 

Das zweite Familienmitglied der Fokalkontaktkinasen FAK war dagegen nicht in 

der Lage Brsk1 bzw. Brsk2 zu phosphorylieren. Dies spricht für eine spezifische 

von FAK abweichende Funktion, die Pyk2 durch die Phosphorylierung der Brsk 

Proteine erfüllt. Trotz naher Verwandtschaft und teilweise ähnlichen Funktionen 
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beider Fokalkontaktkinasen, wie z.B. einer Rolle bei der Migration von Zellen 

(Watson et al., 2001; Ilic et al., 1995), ist bekannt, dass Pyk2 und FAK weitest-

gehend unterschiedliche und zum Teil sogar gegensätzliche Aufgaben erfüllen. 

Während beispielsweise FAK den Übergang in die S-Phase des Zellzyklus be-

schleunigt, verzögert Pyk2 das Fortschreiten an diesem Punkt (Zhao et al., 1998; 

Zhao et al., 2000).  

Da die Signaltransduktion von Pyk2 stark an die Aktivität der Tyrosinkinase Src 

geknüpft ist (siehe 1.2.3), folgten zusätzlich in vitro Kinasereaktionen mit rekom-

binantem Src und Brsk1 bzw. Brsk2. In diesen Experimenten konnten auch Brsk1 

und Brsk2 als Src Substrate identifiziert werden. Dieser Befund hat Implikationen 

für zelluläre Studien zur Rolle der Tyrosinphosphorylierung von Brsk, da Pyk2 und 

Src auf zellulärer Ebene eng miteinander kollaborieren und es mitunter schwer 

ist, zu unterscheiden, welche der beiden Kinasen für eine bestimmte Aktion ver-

antwortlich ist (Park et al., 2004). 

Die erhobenen Daten der in vitro Kinasereaktionen belegten die bioinforma-

tischen Ergebnisse, dass es sich bei Brsk1 um einen Substratkandidaten für Pyk2 

handelt. Darüber hinaus konnte auch Brsk2 als solches identifiziert werden. FAK, 

die zweite bekannte Fokalkontaktkinase neben Pyk2, ist dagegen nicht in der 

Lage Brsk1 und Brsk2 zu phosphorylieren. Demnach kann Pyk2 allein und unab-

hängig eine Phosphorylierung beider Brsk Proteine katalysieren, in vitro auch 

unabhängig von Src selbst wenn Src alleine ebenfalls Brsk1 und Brsk2 in vitro 

phosphorylieren konnte. Ein Kontamination der Pyk2 Präparation mit Src wurde 

durch Immunoblots ausgeschlossen. 

 

5.3  Phosphotyrosin Kartierung  

Als wichtiger nächster Schritt sollten die durch Pyk2 phosphorylierten Tyrosinreste 

in Brsk1 bzw. Brsk2 identifiziert werden. Dazu wurden neben zweidimensionaler 

Phosphopeptid-Analyse (Boyle et al., 1991; Blaukat et al., 2001) die zwei-

dimensionale Gelelektrophorese sowie eine massenspektrometrische Analyse 

von IVKR-Ansätzen herangezogen. 

Mit Hilfe der zweidimensionalen Phosphopeptid-Analyse, die eine elektropho-

retische und chromatographische Trennung der zu untersuchenden Probe er-

möglicht, konnten in vitro Kartierungen von tryptisch verdauten IVKR-Ansätzen, 

die durch in der Reaktion anwesendes [γ-32P]ATP radioaktiv markiert waren 
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durchgeführt werden. Da mit dieser Methode neben der von Pyk2 katalysierten 

Tyrosinphosphorylierung auch die Autophosphorylierung von Brsk an Serin- und 

Threoninresten detektiert wird, waren die resultierenden Phosphopeptidkarten 

sehr komplex und schwierig miteinander zu vergleichen. Eine digitale Bildbe-

arbeitung ermöglichte es, den einzelnen Ansätzen unterschiedliche Farben 

zuzuordnen und somit besser einen Unterschied zwischen den Autophosphory-

lierungsreaktionen der Einzelkinaseansätze und dem Kombinationsansatz von 

Brsk2 mit Pyk2 zu erkennen. So konnten zwar einige differentiell phosphorylierte 

Peptide identifiziert werden, der erhebliche Aufwand für notwendige Folge-

untersuchungen zur präzisen Identifizierung der Pyk2-Phosphorylierungsstelle(n), 

Phosphoaminosäureanalyse und Edman Sequenzierung der von den Dünn-

schichtplatten extrahierten Peptide (Blaukat et al., 2001), stellten allerdings eine 

große Hürde dar. Aus diesem Grund und da es in dem in vitro Ansatz prinzipiell 

keine Limitationen bzgl. der eingesetzten Proteinmengen und somit der Detek-

tion mit weniger sensitiven, nichtradioaktiven Methoden gab, wurden 2DGE 

und massenspektrometrische Ansätze zum weiteren Studium der Tyrosin-

phosphorylierung von Brsk1 und 2 vorgezogen. Die traditionelle 2D Phospho-

petidanalyse hat Ihre Stärken zudem eher in der Analyse zellulärer Phosphory-

lierungsvorgänge, bei denen durch radioaktiven Phosphateinbau die Detek-

tionsgrenzen verschoben werden können. Eine Option zur Vereinfachung 

komplexer Phosphopeptidkarten, insbesondere zur Analyse von Tyrosin-

phosphorylierungen, ist jedoch die selektive chemische Dephosphorylierung 

von Serin- und Threoninresten nach dem Transfer der Proteine auf Nitrocellulose 

unter alkalischen Bedingungen (Rönnstrand et al., 1987). 

Aber auch bei dieser hoch auflösenden Methode tauchte eine bisher nicht 

bekannte Schwierigkeit auf. Am isoelektrischen Punkt von Pyk2 bei einem pH -

Wert von 5,91 konnte mit spezifischen Antikörpern kein Protein mit dem erwarte-

ten Molekulargewicht von 116 kDa nachgewiesen werden. Stattdessen wurde 

ein Fragmente bei ca. 45 kDa detekiert. Dies war nicht mit SDS-PAGE und 

Immunblot Analysen, in denen Pyk2 der gleichen Pyk2 Charge bei der 

erwarteten Größe detektiert werden konnte in Einklang zu bringen. Eine mög-

liche Erklärung könnte darin liegen, dass Proteine mit Molekulargewichten über 

110 kDa, zu einer schlechten Löslichkeit sowie einer schlechten Fokussierung in 

der ersten Dimension der 2DGE neigen. Tatsächlich konnten beide Brsk Proteine 

sowohl ihrem isoelektrischen Punkt entsprechend fokussiert werden (Brsk1: pI bei 
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pH -Wert ~ 9,08; Brsk2: pI bei pH-Wert ~ 8.97), als auch ihrem Molekulargewicht 

entsprechend elektrophoretisch getrennt werden (Brsk1: ~ 80 kDa & Brsk2: ~ 74 

kDa). Aus diesem Grund wurden keine weiteren 2DGE Vorversuche für eine an-

schließende massenspektrometrische Unter-suchung der genauen Phosphory-

lierungsstelle von Brsk1 bzw. Brsk2 durch Pyk2 unternommen. Vielmehr wurden 

komplette IVKR mit rekombinanten Proteinen, wie unter 3.4.5 beschrieben, für 

die massenspektrometrische Analyse eingesetzt. 

Die Massenspektrometrie stellt eine weitere hochauflösende Methode dar, die 

es ermöglichte, die genaue Position der Pyk2-vermittelten Phosphorylierung in 

Brsk1 und Brsk2 zu untersuchen. Insbesondere durch die Verwendung rekombi-

nanter Proteine wurde die massenspektrometrische Analyse erleichtert. Durch 

Auftragung der Intensität gegen das Verhältnis von Masse [m] zu Ladung [z] 

wurden sogenannte „Peptide Mass Fingerprints“ (PMF) generiert. Die Spektren 

der tryptischen Proteine wurden als „Peaks“ dargestellt. Bei Auftragung aller 

tryptischen Peptide für Brsk1 aus dem IVKR Ansatz mit Pyk2 im Vergleich mit 

dem Einzelansatz der IVKR von Brsk1 konnte im PMF ein zusätzlicher „Peak“ 

identifiziert werden. Eine genauere Betrachtung dieses PMF Detailausschnitts 

zeigte einen um ~ 80 Da vergrößerten Peptid „Peak“ für Brsk1 aus dem IVKR 

Ansatz mit Pyk2; ein Massenunterschied der genau einem Phosphatrest ent-

spricht. Folgeuntersuchung dieses „Peak“-Bereichs mittels MS/MS, um das 

phosphorylierte Peptid und den phosphorylierten Tyrosinrest eindeutig zu identi-

fizieren, lieferten weitere Bruchstücke. Mit Hilfe der Programme „FlexAnalysis“ 

und „BioTools“ war es möglich, Rückschluss auf die Peptidsequenz zu erhalten. 

Die anschließende Mascot Datenbanksuche und Wahrscheinlichkeitsprüfung 

identifizierte Tyrosin 351 als Pyk2 Phosphorylierungsstelle in Brsk1.  

Leider konnte mit einem analogen Vorgehen die entsprechende Tyrosin-

phosphorylierungsstelle in Brsk2 nicht ermittelt werden. Dies zeigt eine 

Schwäche der massenspektrometrischen Methodik auf: während ein positiver 

Befund zumeist eindeutig und sehr verlässlich ist, bedeutet die Tatsache, dass 

keine Peptidpeaks mit 80 Da Massendifferenz gefunden wurden nicht, dass 

keine Phosphorylierung vorlag. Insbesondere Phosphopetide entziehen sich oft 

aus im Detail noch ungeklärten Gründen der MALDI-Analyse (Lawson, 1989; 

Hübschmann, 2008). Für Brsk2 könnten daher alternative Methoden zur Bestim-

mung von Phosphorylierungsstellen, wie die 2D Phosphopeptidkartierung zum 

Einsatz kommen. 
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5.4  Zelluläre Analysen  

Neben in vitro Experimenten mit rekombinanten Proteinen wurden auch Studien 

auf zellulärer Ebene durchgeführt. Basierend auf den Ergebnissen der massen-

spektrometrischen Analyse wurde eine Brsk1 Mutante generiert, bei der die 

identifizierte Pyk2-Phosphorylierungsstelle Y351 und das unmittelbar benach-

barte Y352 gegen Phenylalanin ausgetauscht wurden. Die zweite Mutation 

wurde eingeführt, da basierend auf vergangenen Studien (Blaukat, persönliche 

Mitteilung) und der 100%igen Übereinstimmung mit der Konsensussequenz eine 

kompensatorische Phosphorylierung erwartet wurde. Auf Grund der experi-

mentell erhaltenen Hinweise, dass auch Brsk2 eine Rolle als potentielles Pyk2 

Substrat zukommt, wurde - trotz fehlender massenspektrometrischer Bestätigung 

- auch in Brsk2 der für Pyk2 vermutete Tyrosinrest an der Stelle 334 gegen einen 

Phenylalaninrest ausgetauscht.  

Die Generierung dieser Mutanten machte es möglich, Hek 293T Zellen transient 

zu transfizieren und den Phosphotyrosingehalt für Brsk mittels IB zu bestimmen. 

Hierzu erfolgten zunächst Cotransfektionsstudien. Dabei kamen Wildtyp-

Varianten von Pyk2, eine Kinase-inaktive Variante (PKM) sowie Wildtyp-Formen 

von Brsk1 bzw. Brsk2 und deren Tyrosinmutanten zum Einsatz. Tatsächlich zeigten 

Immunblotanalysen von präzipitiertem Brsk1 bzw. Brsk2 aus Zellen, die mit Pyk2 

cotransfiziert waren auf der jeweiligen Höhe von Brsk1 (~80 kDa) bzw. Brsk2 (~74 

kDa) ein deutliches Phosphotyrosin Signal auf, das mit der jeweiligen Mutante 

(Brsk1 Y351,352F bzw. Brsk2 Y334F) fehlte. Somit konnte neben der Bestätigung 

der Pyk2 Phosphorylierungsstelle in Brsk1 auf zellulärer Ebene auch für Brsk2 der 

Tyrosinrest, der durch Pyk2 phosphoryliert wird, identifiziert werden. Beide Brsk 

Proteine sind Serin/Threoninkinasen. Auch die Kontrolle mittels Cotransfektion 

von Brsk Wildtyp bzw. Brsk Y F Mutante und der Kinase-inaktiven Pyk2 Variante 

PKM lieferten erwartungsgemäß kein positives Signal für phosphorylierte 

Tyrosinreste auf der jeweiligen Höhe für Brsk1 (~80 kDa) bzw. für Brsk2 (~74 kDa). 

Nach längeren Expositionszeiten waren allerdings auch für die Brsk Y F 

Mutanten teilweise noch schwache pY Signale zu detektieren. Dies könnte zum 

einen durch Limitationen der Spezifität des verwendeten Phosphotyrosin Anti-

körpers oder durch das Vorhandensein weiterer Pyk2 Phosphorylierungsstellen 

zu erklären sein. Anbetrachts der Tatsache, das in vitro auch Src Brsk phospho-

rylieren kann, bleibt zudem zu klären, ob auf zellulärer Ebene tatsächlich Pyk2 

alleine oder in Kollaboration mit Src für die Brsk Tyrosinphosphorylierung verant-
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wortlich ist. Dazu könnten entweder Src knockout Zellen, spezifische pharma-

kologische Inhibitoren von Src und/oder Pyk2 sowie Pyk2 Mutanten, die Src 

nicht binden können, wie z.B. Pyk2 Y402F getestet werden. 

Mittels in vivo Komplexkinasereaktion (IVKKR) konnte bestätigt werden, dass es 

zwischen Pyk2 und Brsk in der Zelle zur Interaktion kommt. Auch hierfür wurden 

Hek 293T Zellen mit Wildtyp-Brsk und Pyk2 cotransfiziert. Anschließend wurde 

mittels Immunpräzipitation gegen den HA-„tag“ Wildtyp-Brsk aus dem Zelllysat 

isoliert. Die Zugabe von ATP erlaubte es, unter entsprechenden Pufferbe-

dingungen die katalytische Aktivität der (co-) präzipitierten Kinasen auszu-

nutzen. Da Pyk2 eine Tyrosinkinase ist, können nachfolgend detektierte 

phosphorylierte Tyrosinreste nur der copräzipitierten Tyrosinkinase Pyk2 zuge-

schrieben werden. Durch diese IVKKR konnte demonstriert werden, dass Pyk2 

nicht nur mit Brsk copräzipitiert, sondern dass die copräzipitierte Tyrosinkinase 

auch noch enzymatisch aktiv ist und die Phosphorylierung von Brsk amplifizieren 

kann. Allerdings kann nie ausgeschlossen werden, dass es trotz mehrfacher 

Waschschritte zu einer unspezifischen Bindung von Pyk2 an die zur IP verwen-

deten Agarose-Kügelchen gekommen sein könnte. Zur genaueren Analyse 

einer möglichen Kinase-Substrat-Interaktion sollten entsprechende IVKKR mit 

Wildtyp-Brsk und Pyk2 sowie mit Brsk-Mutante und Pyk2 wiederholt werden. 

Dadurch könnte man feststellen, ob das Fehlen der Phosphorylierungsstelle für 

Pyk2 an Brsk1 bzw. Brsk2 auch zum Ausbleiben einer Co-IP führt. 

Analysen zur Identifizierung des von Pyk2 phosphorylierten Tyrosinrests in Brsk2 

waren bisher erfolglos. Die Tatsache, dass bisherige Ergebnisse der IVKR und die 

zellulären Resultate Brsk2 als Pyk2 Substrat bestätigen, machen weitere 

Analysen zur Phosphotyrosin Kartierung notwendig. Nach Generierung der Brsk2 

Y334F Mutante und dem Ausbleiben einer nach Cotransfektion mit Pyk2 detek-

tierbaren Tyrosinphosphorylierung wurden erneut IVKKR unter Verwendung von 

[γ-32P]ATP und nachfolgender zweidimensionaler Phosphopeptid Kartierungen 

durchgeführt. Ziel hierbei war es, einen Unterschied zwischen den IVKKR aus 

Wildtyp-Brsk2 mit Pyk2 und den IVKKR aus Brsk2-Mutante und Pyk2 mit Hilfe der 

zweidimensionalen Phosphopeptidauflösung zu erhalten. Tatsächlich konnten 

Unterschiede zwischen Bsk2-Wildtyp und der Brsk2 Y334F Mutante detektiert 

werden. Die IVKKR von Brsk2 und Pyk2 weist für Brsk2 einen zusätzlichen 

Phosphopeptid-„Spot“ auf, der verglichen mit dem entsprechenden Brsk2 Y334F 
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Ansatz nicht zu erkennen ist. Damit wurde Y334 in Brsk2 als Pyk2 Phosphory-

lierungsstelle mit einer alternativen Methode bestätigt.  

 

5.5  Funktion & biologische Relevanz  

Neben der Tatsache, dass Pyk2 die beiden Brsk AMPKrKs phosphorylieren kann, 

stellte sich die Frage, welche biologische Relevanz solch eine Pyk2-abhängige 

Phosphorylierung hat. In dieser Arbeit wurde die katalytische Aktivität von Brsk 

nach Pyk2-Phosphorylierung untersucht.  

Dabei kam das für beide Brsk Enzyme beschriebene Substrat Tau1 zum Einsatz. 

Mikrotubuli-assoziierte Protein (MAP) Tau1 wird dabei am Serinrest-262 

phosphoryliert (Kishi et al., 2005). Bereits etablierte in vitro Kinasereaktionen von 

Pyk2 und Brsk1 bzw. Brsk2 wurden um ein weiteres Protein - dem Brsk Substrat 

Tau1 - erweitert, was als Triple IVKR bezeichnet wurde. Als Maß für die kata-

lytische Aktivität von Brsk diente die Quantifizierung von Immunblotdaten von 

phosphoryliertem Serin-262 in Tau1. Die Ergebnisse dieser komplexen 

Experimente weisen für Brsk1 eine gesteigerte katalytische Aktivität nach Pyk2-

vermittelter Tyrosinphosporylierung nach, die von der eingesetzten Pyk2 Menge 

und der Reaktionszeit abhing. Da es sich zur Messung der Kinaseaktivität der 

Serin/Threoninkinase Brsk1 bzw. Brsk2 um einen Serinrest in Tau1 handelt und der 

Nachweis der Brsk-spezifischen Phosphorylierung am Serinrest-262 durch Ver-

wendung eines Phosphoserin-262-spezifischen Antikörpers erfolgte, kann ein 

direkter Einfluss der Tyrosinkinase Pyk2 auf Tau1 ausgeschlossen werden. Es 

handelt sich demnach um eine Pyk2-vermittelte Steigerung der Brsk1 Kinase-

aktivität. Das Ergebnis einer exemplarischen, quantitativen Analyse ergab für 

Brsk1 eine mehr als 50%ige Zunahme der Tau1 Phosphorylierung am Serinrest-

262 in Gegenwart von Pyk2. Entsprechende Messung der Brsk2 Kinaseaktivität 

mit Tau1 als Substrat lieferten dagegen keine aussagekräftigen Ergebnisse. 

Sofern es keine technischen Gründen hierfür gibt, könnte dies auf eine differen-

tielle Regulation von Brsk1 und 2 durch Pyk2 und Tau1 durch Brsk1 und 2 

hindeuten. 

Neben Tau1 ist auch Wee1 als Substrat für Brsk1 beschrieben (Bright et al., 2009). 

Es ist bekannt, dass Brsk1 die Serin/Threoninkinase Wee1 am Serinrest-642 

phosphoryliert. Um die mit Tau1 und Brsk1 erhaltenen Ergebnisse zu bestätigen 

und ggf. einen Test für Brsk2 aufzubauen, wurden analoge Triple IVKR Ansätze 
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mit Wee1 etabliert. Auch in diesen Studien konnte gezeigt werden, dass Pyk2 

einen stimulierenden Effekt auf die katalytische Aktivtät von Brsk1 ausübt. Als 

Maß für die katalytische Aktivität von Brsk1 diente die Quantifizierung von 

Immunblotdaten von phosphoryliertem Serin-642 in Wee1. Während die Brsk1-

vermittelte Phosphorylierung von Wee1 am Serinrest-642 ohne Zugabe von Pyk2 

nur schwach detektiert werden konnte, zeigten entsprechende Ansätze mit 

Pyk2 eine ausgeprägte Zunahme der Phosphorylierung von Wee1 am Serinrest-

642. Diese war sowohl stärker als auch zeitlich früher detektierbar, wenn Pyk2 im 

IVKR vorhanden war.  

Auch für die Kinaseaktivität von Brsk2 konnte anhand dieser Untersuchungen 

eine stimulierende Wirkung von Pyk2 nachgewiesen werden. Demnach konnte 

hier erstmalig beschrieben werden, dass Brsk2 in der Lage ist, Wee1 in vitro am 

Serinrest-642 zu phosphorylieren.  

Die Pyk2-induzierte Aktivitätssteigerung von Brsk1 und Brsk2 könnte eine Rolle bei 

der Regulation der Mitose spielen. So weisen Ergebnisse von Breeding et al. 

sowie von Kanoh und Russell aus dem Jahre 1998 darauf hin, dass das Homolog 

von Brsk1 in Schizosaccharomyces pombe, die Cdr2 Kinase, durch Assoziation 

mit Wee1 eine regulierende Funktion auf die Mitose ausübt. Zum anderen 

blockiert Wee1 durch Inhibition der Cdc2 Kinase den Eintritt in die Mitose Phase 

und kontrolliert damit die Größe der Zelle (McGowan und Russell, 1993; 

Watanabe et al., 1995; Galaktionov et al., 1995). Sowohl für die Pyk2-verwandte 

Kinase FAK als auch für Brsk wurden neue Funktionen im Zellzyklusgeschehen 

beschrieben. So konnte für FAK induziert durch deren Phosphorylierung am 

Serinrest-732 eine neue Funktion während der Mitose beschrieben werden (Park 

et al., 2009). Die Aufklärung einer bisher noch nicht weiter erforschten Rolle für 

Brsk bei der Regulation der Centrosomenduplikation durch Phosphorylierung 

des Serinrests-131 von gamma-Tubulin (Alvarado-Kristensson et al., 2009) lassen 

annehmen, dass vielleicht auch Pyk2 eine Rolle bei der Zellzyklusregulation zu-

kommen könnte. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Akt/PKB-abhängige Phospho-

rylierung an Serin-642 von Wee1 neben der Inaktivierung auch zur Änderung 

der Wee1 Lokalisation vom Nucleus ins Cytoplasma führt, was mit einem Fort-

schreiten des Zellzyklus bei einem G2/M Arrest assoziiert ist (Katayama et al., 

2005). Denkbar wäre, dass auch eine Brsk Aktivierung durch Pyk2 zur Inhibition 

und Translokation von Wee1 führen könnte. Veröffentliche Daten, dass Brsk1 
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durch Interaktion und inhibitorische Phosphorylierung von Wee1 deren Aktivität 

und Expression steuert (Müller et al., 2010) lässt vermuten, dass eine Pyk2-vermit-

telte Phosphorylierung von Brsk1 nicht nur zur Steigerung der katalytischen 

Aktivität von Brsk1 selbst führt, sondern zusätzlich auch die Kinaseaktivität von 

Wee1 sowie deren Genexpression regulieren könnte. Solch eine regulierende 

Rolle bei der Expressionskontrolle spezifischer Gene konnte bereits für FAK, der 

verwandten Fokalkontaktkinase, und p53-abhängigen Genen beschrieben 

werden (Golubovskaya et al., 2005; Lim et al., 2008a). 

Auch hinsichtlich der Aufrechterhaltung der neuronalen Polarität (Kishi et al., 

2005) und der bisher unklaren Rolle von Brsk1 bei der Freisetzung von Neuro-

transmitter (Inoue et al., 2006) lässt Raum für Spekulationen einer möglichen 

positiven Rückkopplung durch Pyk2. Da Pyk2 selbst durch Neurotransmitter 

aktiviert werden kann (Yu et al., 1996) und daraufhin aktiv Signalwege der 

Neurotransmission und Neuroplastizität in Gang setzt (Girault et al., 1999). 

Die Untersuchung der physiologischen Relevanz der Tyrosinphosphorylierung 

von Brsk1 bzw. Brsk2 durch Pyk2 stellt eine interessante Aufgabe dar. Anhand 

von mRNA Expressionsprofilen aus einer internen Merck Serono Datenbank 

wurde nach Zelllinien recherchiert, die neben Pyk2 auch das Substrat Brsk1 bzw. 

Brsk2 endogen exprimieren. Die mRNA Expressionsdaten lieferten Hinweise, die 

auch mit in der Literatur beschriebenen Ergebnissen übereinstimmen (Kishi et 

al., 2005; Inoue et al., 2006; Bright et al., 2008; Hezel et al., 2008), dass vor allem 

Hirnzelllinien die gesuchten Proteine exprimieren. Tatsächlich konnten zwei 

Glioblastomzelllinien identifiziert werden, die beide Proteine endogen 

exprimieren: während LN-18 beide Brsk Formen sowie auch Pyk2 exprimiert, sind 

in LN-229 Brsk1 und in geringen Mengen Pyk2 vorhanden. Nach Detektion der 

gewünschten Proteine in Immunblots galt es mehr über ihre zelluläre Lokalisa-

tion im endogenen System zu erfahren. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz-studien 

konnten sowohl in LN-18 Zellen als auch in den LN-229 Zellen beide Brsk Proteine 

perinukleär nachgewiesen werden; in LN-229 Zellen wurde zudem auch eine 

Lokalisation im Zellkern detektiert. Diese Daten bezüglich der Lokalisation von 

Brsk1 und Brsk2 sind konform mit bereits publizierten Daten (Kishi et al., 2005; 

Inoue et al., 2006; Bright et al., 2008; Hezel et al., 2008). 

In Folgeversuchen sollten beide Glioblastomzellen auf eine endogene Expres-

sion der beiden Brsk Substrate Wee1 und Tau1 getestet werden. Während in 

Immunblotanalysen sowohl Wee1 und phosphoryliertes Wee1 (Phosphoserin-
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642) als auch Tau1 und phosphoryliertes Tau1 (Phosphoserin-262) mit ent-

sprechenden spezifischen Antikörpern detektiert werden konnte, blieben 

Immunfluoreszenzstudien erfolglos. Ziel der IF Analysen war es zu prüfen, ob eine 

Brsk-vermittelte Phosphorylierung von Wee1 am Serinrest-642 in einer Kern-

translokation von Wee1 ins Cytosol resultiert, ähnlich der beschriebenen Akt-

vermittelten Phosphorylierung von Wee1 (Katayama et al., 2010) Diese 

mögliche Translokation von Wee1 nach Phosphorylierung durch Brsk1 bzw. Brsk2 

aus dem Kern ins Cytosol sollte mittels IF getestet werden, um zugleich auch 

mehr über die Funktion der Pyk2-vermittelten Tyrosinphosphorylierung von Brsk1 

bzw. Brsk2 zu erfahren. Dieser Ansatz anhand von IF Experimenten stellt eine 

anspruchsvolle Aufgabe dar, die in zukünftigen Studien weiter etabliert werden 

sollte. Sinnvoll wäre es, auf Grund der Akt-vermittelten Phosphorylierung am 

Serinrest-642 der Wee1 Kinase (Katayama et al., 2005) ein Akt-freies Zellsystem 

für diese Studien zu identifizieren und zu verwenden, damit eine mögliche 

Translokation von Wee1 ins Cytosol auch der Brsk-vermittelten Phosphorylierung 

von Wee1 zugeschrieben werden kann.  

Kürzlich veröffentlichte Studien von Müller et al. (2010) belegen, dass Brsk die 

Aktivität und Expression von Wee1 steuern, wodurch die neuronale Polarität 

gewährleistet wird. Inwiefern dabei Pyk2 vielleicht eine Rolle spielt, wird eben-

falls in künftigen Experimenten untersucht werden. Dabei könnte der Einfluss von 

Brsk1 auf die Expression von Wee1 gemessen werden. Als Zellsystem könnten 

auch hierbei Hek 293T Zellen verwendet werden. Diese Zelllinie zeichnet sich 

dadurch aus, dass sie transient leicht zu transfizieren ist und endogen Wee1 

exprimiert. Cotransfektionen von Pyk2 und Brsk1 sowie entsprechende 

Kontrollen von Einzeltransfektionen mit anschließender mRNA Quantifizierung 

von Wee1 könnten einen ersten Hinweis auf eine mögliche funktionelle Rolle 

von Pyk2 bei der Brsk1 induzierten Wee1 Expression geben. Sofern sich dieser 

Hinweis ergeben sollte, wäre es wichtig zu klären, inwiefern sich die neuronale 

Polarität durch Pyk2 beeinflussen lässt. Auch der Einsatz von spezifischen 

pharmakologischen Pyk2 Inhibitoren oder von Pyk2 Aktivatoren, wie z.B. 

Neurotransmitter (Yu et al., 1996) könnte weitere Informationen bezüglich einer 

Pyk2-vermittelten und Brsk-abhängigen Funktion liefern. 
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5.6 Pyk2 und weitere Vertreter der AMPK-verwandten Kinasen 

Da AMPK-verwandte Kinasen starke Strukturähnlichkeiten untereinander aufzei-

gen, bestand die Möglichkeit, dass Pyk2 neben Brsk1 und 2 weitere Kinasen 

dieser Familie phosphoryliert und deren Kinaseaktivität reguliert.  

Hierzu wurden zunächst Sequenzvergleiche im Bereich der vorhergesagten Pyk2 

Substrat Konsensussequenzen angestellt. Hierbei fielen vor allem die 

„MAP/microtubule affinity-regulating kinases“, bekannt als Mark1-4 auf, die in 

dem fraglichen Bereich sehr große Ähnlichkeiten mit Brsk1 und 2 aufweisen. Tat-

sächlich konnten dann im Rahmen von IVKR mit rekombinanten Proteinen erste 

Hinweise geliefert werden, dass auch Mark Mitglieder in vitro durch Pyk2 

phosphoryliert werden könnten. Für Mark1, Mark2 und Mark4 konnte mittels 

Immunblotanalyse eine Detektion von phophorylierten Tyrosinreste doku-

mentiert werden. Für Mark3 war es in vitro nicht möglich eine eindeutige Aus-

sage zu treffen, da eine Detektion von phosphorylierten Tyrosinresten nur sehr 

schwach zu erkennen war.  

Als nächster Schritt wurden Triple IVKR durchzuführen, um herauszufinden, ob 

eine mögliche Phosphorylierung der Marks durch Pyk2 einen Einfluss auf deren 

katalyische Aktivität ausübt. Alle vier Mark-Vertreter sind Serin/Threoninkinasen 

und besitzen die Fähigkeit Tau Proteine zu phosphorylieren (Drewes et al., 1997; 

Biernat et al., 2002; Stoothoff und Johnson, 2005). Daher wurde die Kinase-

aktivität der Mark Proteine anhand von Triple IVKR mit Tau1 und Pyk2 überprüft. 

De facto ergaben anschließende Immunblotanalysen gegen Phosphoserin-262 

des Tau1 Proteins, dass alle Mark Kinasemitglieder nach 60 minütiger Inkubation 

in der Lage sind, Tau1 an diesem Serinrest in vitro zu phosphorylieren. War Pyk2 

in diesem Reaktionsansatz zusätzlich vorhanden, führte dies für Mark1 und 

Mark3 zu einer Zunahme der Phopshoserin-262 Detektion an Tau1. Diese 

Ergebnisse konnten reproduziert werden und dienen somit als Grundlage für 

weitere Untersuchungen zur besseren Aufklärung der Funktion einzelnen Mark 

Vertreter, über die bisher noch nicht viel bekannt ist. 

Mark2 spielt möglicherweise eine Rolle bei der Axonspezifikation von Neuronen 

des Hippocampus (Chen et al., 2006) und übt eine bisher ungeklärte Funktion 

bei einer Signalkaskade aus, die zu einem Calcium-abhängigen Neuriten-

wachstum führt (Uboha et al., 2007). Sowohl die Lokalisation im Hippocampus, 

einem Ort, an dem die Expression von Pyk2 sehr ausgeprägt ist, sowie die Ver-

bindung zu einem Calcium-induzierten Signalweg (Pyk2 wird durch Calcium 
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aktiviert, Lev et al., 1995; Yu et al., 1996; Dikic et al., 1996) lassen vermuten, dass 

es zwischen Pyk2 und Mark2 eine Verbindung geben könnte. Mark3 Kinasen 

kommt eine Bedeutung bei der Canzerogenese zu. Mark3 wird durch die 

onkogene Serin/Threoninkinase Pim-1 inhibierend phosphoryliert, dadurch 

kommt es zum Überwinden des G²/M Arrestes und einem Fortschreiten des Zell-

zyklus (Bachmann et al., 2004). Mark3 Phosphorylierung durch die „kinase 

suppressor of Raf-1“ (KSR1) führt zur Bindung von KSR-1 an 14-3-3 und der 

Regulation des Ras-MAPK Wegs (Muller et al., 2001). Es ist bekannt, dass eine 

Aktivierung der MAPK-Kaskade durch Pyk2 induziert werden kann (Lev et al., 

1995; Dikic et al., 1996). 

Diese Vertreter der AMPKrK liefern ebenfalls eine spannende Grundlage für 

zukünftige Arbeiten. Auch hierbei sollte ein endogenes Zellsystem als Ausgang 

dienen, um mehr über eine mögliche Beziehung zwischen Pyk2 und den Mark 

Proteinen erforschen zu können.  

Schließlich wurden noch Nuak1 und 2 als Vertreter der AMPKrK Familie 

analysiert, auch wenn diese beiden Kinasen keine deutliche Übereinstimmung 

mit der putativen Pyk2 Konsensussequenz aufweisen. Überraschenderweise 

wiesen Immunblotdaten jedoch sehr wohl auf eine Pyk2-induzierte Tyrosin-

phosphorylierung von Nuak1 und Nuak2 hin (Daten nicht gezeigt). Es liegt 

daher die Vermutung nahe, dass Nuak1 und 2 ebenfall über eine bisher nicht 

identifizierte Pyk2-Konsesussequenz verfügen. Ergebnisse einer schwachen 

Phosphorylierung der Y->F Mutanten von Brsk1 und 2 durch Pyk2 könnte durch 

das Vorkommen solcher alternativen Phosphotyrosinstellen, die auch in Nuak1 

und 2 vorhanden sein könnten, hindeuten. Die Frage, ob es sich hierbei um 

einen Artefakt handelt oder inwiefern weitere AMPKrK, die auch nicht über das 

mit Hilfe der Bioinformatik ermittelte Phosphorylierungsmuster für Pyk2 verfügen, 

doch als Pyk2 Substrate fungieren können bleibt Gegenstand der zukünftigen 

Forschung. Vielleicht handelt es sich bei den AMPrK um eine ganz neue Familie 

von Pyk2 Substratkandidaten und damit einem neuen, komplett unerforschten 

Bereich zwischen Fokalkontaktkinase und AMPK-verwandten Kinasemitgliedern. 
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6  AUSBLICK 

 
Die Klärung der biologischen Relevanz, die eine Phosphorylierung von Brsk1 

bzw. Brks2 durch Pyk2 für eine Zelle hat, bleibt in zukünftigen Arbeiten zu 

erforschen. Interessant wäre zu prüfen, ob Wee1 nach Brsk-vermittelter 

Phosphorylierung am Serinrest-642 ebenfalls aus dem Zellkern ins Cytoplasma 

transloziert. Wenn dies der Fall ist, wie verhält sich die Tatsache, dass Brsk1 nach 

MMS oder UV Schädigung in den Kern transloziert und es dort zu einem G2/M-

Arrest kommt (Lu et al., 2004)? Wo befindet sich zu diesem Zeitpunkt die Wee1 

Kinase? Diese dürfte dann wie von Kazuhiro et al. (2005) beschrieben nicht im 

Kern sein, da eine Phosphorylierung am Serinrest-642 von Wee1 zur Lokalisations-

änderung aus dem Kern ins Cytoplasma führt, was mit einem Fortschreiten des 

Zellzyklus bei einem G2/M Arrest assoziiert sein soll. Weitere Untersuchungen sind 

notwendig, um diese womöglich widersprüchlichen Ergebnisse besser deuten 

zu können. Zukünftige IF Experimente an einem Akt-freien bzw- -depletierten 

Zellsystem könnten hierzu etabliert werden. Neben der Prüfung, inwiefern die 

Mitose beeinflusst wird, stellt auch die Beziehung zwischen Pyk2-induzierter Tau1 

Phosphorylierung durch Steigerung der katalytischen Aktivität von Brsk1 eine 

reizvolle Aufgabe für künftige Untersuchungen dar. Die damit verbundene 

Regulation der Stabilität des Netzwerks von Mikrotubuli (Kishi et al., 2005) sowie 

die Fähigkeit von Brsk die neuronale Polarität aufrecht zu erhalten (Bright et al., 

2008; Müller et al., 2010) weisen für die Tyrosinkinase Pyk2 neue Forschungsfelder 

auf. 

Neben Brsk1 und Brsk2  konnten mit den vier Mark und den zwei Nuak Proteinen 

weitere Vertreter der AMPKrK beschrieben werden, die als putative Pyk2 

Substrate näher zu untersuchen sind. Basis für künftige Arbeiten sollten auch 

hierbei endogene Zellsysteme sein, die mit Hilfe von Immunfluoreszenzstudien 

und Signalweganalysen zur Klärung einer möglichen Beziehung zwischen Pyk2 

und Substratkandidat beitragen können.  

 

Ein Grundgedanke der vorliegenden Arbeit war es, durch Identifizierung neuer 

Pyk2 Substrate herauszufinden, wie diese Tyrosinkinase so viele unterschiedliche 

Aufgaben erfüllen kann. Definitive Antworten hierzu konnten nicht gegeben 

werden, doch eine ganze Reihe neuer, interessanter Hinweise konnten gefun-

den werden. Besonders reizvoll wäre es, anhand von „knock-in“ in vivo 

Modellen der Y F Mutanten von Brsk1 (Y351,352F) und Brsk2 (Y334F) deren 
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Funktion unter komplexeren Bedingungen im lebenden Organismus zu analysie-

ren. Die Aufklärung eines Zusammenhangs zwischen Pyk2 und einer bisher nur 

wenig charakterisierten AMPK-verwandten Kinasefamilie, stellt eine besondere 

Herausforderung dar und bietet zugleich die Möglichkeit vielleicht einen ganz 

neuen, bisher noch nicht identifizierten Signalweg zu entdecken, der zu einem 

besseren Verständnis der Kinase Pyk2 selbst und ihren Substraten beitragen 

könnte. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abkürzung  Erklärung 
   
2DGE  2 dimensionale Gelelektrophorese 
abh.  Abhängig 
AMP  Adenosinmonphosphat 
AMPK  AMP-aktivierte Proteinkinase 
AMPKrK  „AMP-activated Proteinkinase  related kinase”s 
AS  Aminosäure 
ATP  Adenosintriphosphat  
BAA  Bisacrylamid 
ß-Me  ß-Mercaptoethanol 
Brsk  „brain specific kinase“ 
BSA  Bovine Serum Albumin = Rinder Serum Albumin 
cAMP  Zyklisches Adenosinmonophosphat 
CAMMKα  Calcium/Calmodulin-abh. Proteinkinasekinase alpha 
CBB  Coomassie Brilliant Blue 
Cdk2  „Cyclin-dependend kinase 2“ 
cGMP  Guanosinmonophosphat 
Co-IP  Coimmunpräzipitation 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DTT  Dithiothreitol 
EDTA  Ethylendiamin-tetra-essigsäure 
EMT  „Epithelial-Mesenchymal-Transition“ 
ESI  Elektrospray Ionization 
EtOH  Ethanol 
Fa.  Firma 
FAK  „focal adhesion kinase“ 
Ggf.  Gegebenenfalls 
GPCR  G-Protein gekoppelte Rezeptor 
HDAC1  Histondeacetylase 1 
IAA  Iodacetamid 
IB  Immunblot 
IEF  Isoelektrische Fokussierung 
IEP  Isoelektrischer Punkt 
IF  Immunfluoreszenz 
IgG  Immunglobulin G 
IP  Immunpräzipitation 
IP3  Inositoltriphosphat 
IPG  Immobilisierter pH Gradient 
IVKR  In vitro Kinasereaktion 
IVKKR  In vivo Komplexkinasereaktion 
KLF2  „Krüppel-like factor 2“ 
Konz.  Konzentration/en 
KSR1  „kinase suppressor of Raf-1“ 
Lsg.  Lösung 
MALDI  Matrix Assisted Laser Desorption and Ionisation 
   

IV 



ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abkürzung  Erklärung 
   
MAP  Mikrotubuli-assoziiertes Protein 
MAPK  Mitogen Aktivierte Protein Kinase 
MARK  “MAP/microtubule affinity-regulated kinase” 
Max.  maximal/e/r/s 
MBP2  Methyl CpG Bindeprotein 2 
MetOH  Methanol 
MPF  „mitose promoting factor“), 
mind.  Mindestens 
MLC  „myosin light chain“ 
MMS  Methylmetansulfonat 
MS  Massenspektrometrie 
MYPT1  „myosin phosphatase target subunit1“ 
NES  „nuclear export signal“ 
NFκB  Nuklearfaktor kappa B  
NLS  „nuclear localization signal“ 
NRTK  Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase 
PAA  Polyacrylamid 
PAGE  Polyacrylamid Gel-Elektrophorese 
PBS  „Phosphor- buffered saline” 
Pen/Strep  Penicillin/ Streptavidin 
PIPES  1,4-Piperazinbis(ethansulfon-säure) 
PKA  Proteinkinase A 
PKC  Proteinkinase C 
PTK  Protein-Tyrosinkinase 
Plk1  „Polo-like Kinase 1“ 
Pyk2  „proline-rich tyrosine kinase 2“ 
RTK  Rezeptor Tyrosinkinase 
RNA  Ribonucleinsäure 
RT  Raumtemperatur 
SDS  Sodium Dodecyl Sulfat 
Temed  N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
TFA  Trifluoressigsäure 
TK  Tyrosinkinase 
TOF  „Time of Flight” 
TRAIL  „TNF-realted apoptosis inducing ligand“ 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
UBA  Ubiquitin-assoziierte Domäne 
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EIN- & DREIBUCHTSABENCODE DER AMINOSÄUREN 

proteinogene Aminosäure Einbuchstabencode Dreibuchstabencode 

   
Alanin A Ala 
Arginin R Arg 
Asparagin N Asn 
Asparaginsäure D Asp 
Cystein C Cys 
Glutamin Q Gln 
Glutaminsäure E Glu 
Glycin G Gly 
Histidin H His 
Isoleucin I Ile 
Leucin L Leu 
Lysin K Lys 
Methionin M Met 
Phenylalanin F Phe 
Prolin P Pro 
Serin S Ser 
Threonin T Thr 
Tryptophan W Trp 
Tyrosin Y Tyr 

 
Valin V Val 

VI 



DANKSAGUNG 

An erster Stelle möchte ich der Firma Merck Serono in Darmstadt für die großzügige Unter-

stützung sowie für die Möglichkeit danken meine Doktorarbeit in einer stets netten und 

kollegialen Atmosphäre der „TA Oncology“ absolvieren zu können.  

Herrn Dr. Andree Blaukat möchte ich für die Bereitstellung dieses interessanten Disserta-

tionsthemas und seine Betreuung danken, die es erst ermöglichte diese Arbeit bei 

Merck Serono anzufertigen. Ihm gilt mein besonderer Dank, da er stets neue Anre-

gungen und Tipps hatte, immer bereit für wissenschaftliche Diskussionen und meine 

dadurch geweckten Ideen war. Vielen Dank für die schöne Zeit. 
 

 

Herzlichen Dank an Frau PD Dr. Anne Régnier-Vigouroux für ihr Interesse, ihren fachlichen 

Rat, ihre freundliche Unterstützung und ihre Bereitschaft als Gutachterin meine Arbeit zu 

bewerten.  

Ebenso herzlich danke ich Herrn Prof. Dr. Thomas Wieland für sein Interesse an meiner 

Arbeit, seine fachlichen Ratschläge sowie für die Übernahme des Zweitgutachtens. 
 

 

Meinen Kolleginnen und Kollegen Bettina Faden, Dr. Dirk Vocke, Friederike Krop, 

Dr.  Jessica Daecke, Katharina Bergmann, Ralf Reiners und Dr. Anita Seshire danke ich 

für den fachlichen Austausch sowie für die schöne und unterhaltsame Zeit im „Joint 

Basic Research Lab“, an die ich mich bestimmt immer mit einem Lächeln erinnern 

werde. Tina, Friederike und Kathi möchte ich für ihre Bereitschaft einander zu 

unterstützen danken sowie für die freundschaftliche Atmosphäre - auch im „kleinen 

JBRC“. Friederike möchte ich nochmals ganz herzlich für ihre bioinformatische Vorarbeit 

danken, die die Grundlage meiner Dissertation bildete. Nicht vergessen möchte ich 

den Praktikanten zu danken, allen voran Jana Precht und Lisa Isernhinke. 

Außerdem bedanke ich mich bei Patrick Keller, der durch seine freundliche Unterstützung 

bei der massenspektrometrischen Analyse einen entscheidenden Beitrag zu meiner 

Doktorarbeit beigetragen hat.  

Bei DB Annette Büttner möchte ich mich für die Tipps und die Einführung in die 2DGE 

bedanken. 

Weiterhin gilt mein Dank dem kompletten Team der „TA Oncology“ für die stete Hilfs-

bereitschaft. 
 

 

Meinen Eltern Karin und Kurt Kilian und meiner Oma Ella Schweizerhof danke ich für ihre 

Unterstützung und ihr Verständnis. 
 

 

Mein herzlichster Dank geht an meinen Ehemann. Rainer, mein Herz, ich möchte Dir dafür 

danken, dass Du mir immer mit Rat und Tat aber auch Kritik zur Seite stehst, stets Rück-

halt und Verständnis für mich hast und mich liebst wie ich bin.  

VII 



 

 

 

 


	INAUGURAL - DISSERTATION
	DISSERTATIONSTHEMA
	INHALTSVERZEICHNIS
	ZUSAMMENFASSUNG 
	SUMMARY
	Kinasen: attraktive molekulare Ziele
	1 EINLEITUNG
	1.1 Das humane Kinom
	1.1.1 Kinasetypen 

	1.2 Die FAK-Familie
	1.2.1 Lokalisation & Expression der Fokalkontaktkinasen
	1.2.2 Aufbau und Struktur der Kinasen der FAK-Familie 
	1.2.3 Aktivierung und funktionelle Diversität von Pyk2
	1.2.4 Aktivierung und funktionelle Diversität von FAK
	1.2.5 Pyk2 Interaktionspartner
	1.2.6 Fokalkontaktkinasen: Erkrankungen & Krebsgeschehen

	1.3 Ziel der Arbeit
	1.4 AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) & AMPK-verwandte Kinasen (AMPKrK)
	1.4.1  „Brain-specific kinases“ 
	1.4.1.1 Brsk Interaktionspartner 
	1.4.1.1.1   Tau - Stützproteine
	1.4.1.1.2   Wee1 – Serin/Threoninkinase


	1.4.2 „MAP/microtubule affinity-regulated kinases“
	1.4.3 Nuak


	2 MATERIALIEN
	2.1 Geräte
	2.2 Materialien
	2.3 Chemikalien
	2.4 Kits
	2.5 Medien und Lösungen für die Zellkultur
	2.6 Puffer, Lösungen und Medien
	2.7 Rekombinante Proteine
	2.8 Plasmide
	2.9 Antikörper
	2.9.1 Primärantikörper
	2.9.2 Sekundärantikörper

	2.10  Zelllinien
	2.11 Bakterienstämme

	3 METHODEN 
	3.1 Bioinformatische Methode
	3.2 Molekulare Methoden
	3.2.1  Escherichia coli (E.coli) Transformation mit Plasmid-DNA
	3.2.2  Präparation bakterieller Plasmid-DNA
	3.2.3  Bestimmung der DNA-Konzentration und DNA-Reinheit
	3.2.4 Polymerasekettenreaktion – „Polymerase Chain Reacion“ (PCR) und in 
	 vitro Mutagenese („Site-Directed Mutagenesis“)

	3.3 Methoden der Zellkultur
	3.3.1  Kultivierung humanen Zelllinien
	3.3.2  Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in Zellen

	3.4 Proteinbiochemische Methoden 
	3.4.1  Herstellung von Zelllysaten
	3.4.2  Sodiumdodexylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) zur 
	Trennung von Proteinen (Laemmli, 1970)
	3.4.3  Proteintransfer auf Membranen & Immundetektion der immobilisierten 
	Proteine – Immunblot (IB)
	3.4.4  Immunpräzipitation
	3.4.5  In vitro Kinasereaktion 
	3.4.6  In vivo Kompexkinasereaktion 
	3.4.7  Zweidimensionale Phosphopeptid Kartierung 
	3.4.8  Hochauflösende 2-dimensionale Gelelektrophorese (2DGE)
	3.4.9  Kolloidale Coomassie Brillant Blau (CBB) R-250 Gel-Färbung
	3.4.10  Immunfluoreszenzfärbung & Zellkernfärbung mit Hoechst 33342 

	3.5 Massenspektrometrische Methode
	3.5.1  Massenspektrometrie 
	3.5.2  „Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation“ (MALDI)
	3.5.2.1   Probenvorbereitung 
	3.5.2.1.1    „Spot“ Prozessierung für MALDI-MS 
	3.5.2.1.2    Enzymatische Spaltung mit Trypsin 
	3.5.2.1.3  Proteinextraktion aus den Gelstücken 
	3.5.2.1.4  Beladen der MALDI-Platte („Spotten“)

	3.5.2.2  Durchführung der MALDI-TOF/TOF-MS



	4 ERGEBNISSE
	4.1 Bioinformatischer Ansatz
	4.1.1 Kriterien der Substratkandidatenwahl
	4.1.2 Strategie der Substratverifizierung

	4.2 Verifizierung der potentiellen Pyk2 Substrate
	4.2.1 In vitro Kinasereaktionen mit gereinigten Proteinen

	4.3 Phosphotyrosin Kartierung 
	4.3.1  Zweidimensionale Phosphopeptid Kartierung
	4.3.1.1 In vitro Kartierung der Tyrosinphosphorylierungsstelle von Brsk2

	4.3.2  Zweidimensionale Gelelektrophorese (2DGE)
	4.3.2.1 Visuelle Auswertung von 2D Gelen

	4.3.3 Massenspektrometrische Analyse tryptischer Peptide von tyrosin-
	hosphoryliertem Brsk1 und 2

	4.4 Zelluläre Analysen 
	4.4.1  Cotransfektionsexperimente 
	4.4.2 Coimmunpräzipitation & in vivo Komplexkinasereaktion 
	4.4.3 Zweidimensionale Phosphopeptid Kartierung von Brsk2 nach Co-IP & IVKKR

	4.5 Funktion & physiologische Relevanz
	4.5.1 Tyrosinphosphorylierung & Kinaseaktivität
	4.5.1.1 Triple in vitro Kinasereaktionen
	4.5.1.1.1 Tau1 & Brsk1-Kinaseaktivität
	4.5.1.1.2 Wee1 & Kinaseaktivität beider Brsk Proteine


	4.6 Pyk2-vermittelte Tyrosinphosphorylierung weiterer AMPK-verwandter Kinasen (AMPKrK) – ein generelles Phänomen?
	4.6.1 Sequenzvergleich von Brsk und Mark Proteinen
	4.6.2 In vitro Kinasereaktionsanalysen mit Mark1-4

	4.7 Endogenes System
	4.7.1 Zelllinien „Screening“


	5 DISKUSSION
	5.1 Bioinformatischer Ansatz
	5.2  Verifizierung von Brsk1 und 2 als Pyk2 Substrate
	5.3  Phosphotyrosin Kartierung 
	5.4  Zelluläre Analysen 
	5.5  Funktion & biologische Relevanz 
	5.6 Pyk2 und weitere Vertreter der AMPK-verwandten Kinasen

	6 AUSBLICK
	7 LITERATURVERZEICHNIS
	ABBILDUNGEN; TABELLEN & ORGANIGRAMM
	ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS
	EIN- & DREIBUCHSTABENCODE DER AMINOSÄUREN
	DANKSAGUNG

