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RESUMEN

La   CK2   es   una   serina/treonina   proteina   quinasa   que   se   encuentra

ampliamente  distribuida  tanto  en  el  ntlcleo  como  en  el  citoplasma  de

todas  [as  celu[as  eucari6ticas.   Esta  quinasa   presenta  una  estructura

tetramericayestacompuestapordossubunidadescataliticasorycx,`ydos

subunidades P, 6uya funci6n es supuestamente reguladora. En los dltimos

diez afios la CK2 ha despertado un gran inter6s,  ya que se ha visto que

losnivelesdeactividaddeestaenzimaseencuentranelevadosencelulas

en  activa  proliferaci6n o  en  aquellas  inducidas  a  diferenciarse.  Ademas,

ha podido observarse que la actividad de esta quinasa se incrementa en

respuestaaltratamientoconhormonasoagentesmitogenicos.

OtrohechoqueindicaquelaCK2podriaestarjugandounpapelregulador

muyimportanteenlacelulaeslagrancantidaddeproteinasquehansido

descritas  que  son fosforiladas  por esta  quinasa.  En  la  actualidad,  6stas

suman  mas  de  cien  y  muchas  de  las  cuales  estan  involucradas  en  el

control   de   la   divisi6n   celular  o   en   los   procesos   de  transducci6n   de

sefiales.

A pesar que esta enzima fue descubierta hace 40 afios, atln no se conoce

su mecanismo de regulaci6n ni se ha podido encontrar ningdn compuesto

fisiol6gico que module su actividad.  Se sabe que /.n v/.fro,  esta enzima es

inhibida p6.r compuestos de naturaleza ani6nica como son la heparina,  el

acido  2,3  difosfoglicerico,  los  polip6ptidos  de  acido  glutamico  y  acido

aspartico y los acidos nucleicos.  Log comp'uestos de naturaleza cati6nica

porelcontrarig,comoespermina,espermidinaopolilisinasonactivadores
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de  la  enzima.   Debido  a  la  interacci6n  principalmente  i6nica  que  esta

quinasa  presenta con sus sustratos  proteicos  e  inhibidores,  su  actividad
es   muy   dependiente   de   la   fuerza   i6nica.    La   holoenzima   requiere

concentraciones  de  sal  entre  100  y  150  mM  para  su  actividad  6ptima  y

concentraciones mas bajas o mas altas la inhiben.  La otra propiedad que

caracteriza a  esta quinasa,  es  que  puede utilizar tanto  GTP  como   ATP

como sustrato  dador de fosforilo.

Hasta hace muy poco tiempo no fue posible estudiar las subunidades de

esta proteina qui.nasa en forma aislada, ya que la holoenzjma no se puede

disociar /.n  w.fro bajo condiciones  que no  impliquen una  desnaturaci6n de

la   proteina.    Debido   a   ello,    la   dnica   forma   de   poder   obtener   las

subunidades  aisladas  en  su  conformaci6n  nativa,   es   expresando   los

genes de cada una de ellas en forma separada.
Por lo tanto, para llevar a cabo el objetivo central  de esta tesis, que es el

de estudiar i`arfunci6n que esta desempefiando la subunidad P  en la CK2,

fue  necesario.:aislar  el  gen  que  codifica  para  esta  subunidad  y  luego

expresarlo en `bacterias. Debido a que la subunidad P se obtuvo fusionada
I

a  la  glutati6n  tra`hsferasa,  esta  proteina  fue  muy  facil  de  purificar  por

cromatografia   en  glutati6n-agarosa  y  luego,   digiriendo   la   proteina  de

fusi6n    can    trombina,  se  obtuvo  la  subunidad  P  con  un  alto  grado  de

pureza y [ibre de glutati6n transferasa.
AI  incubar la  subunidad  P  recombinante  en  presencia  de  la  subunidad  or

se reconstituy6  Ia holoenziina tetramerica,  Io  cual  se vio  reflejado  en  un

aumento de la actividad de alrededor de 5 veces. La maxima estimulaci6n

se  obtuvo  cu.ando  se  alcanz6  una  relaci6n  estequiom6trica  entre  ambas

subunidades de aprordmadamente 1, lo que refleja una alta afinidad entre

ellas.
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Ademas  de  estimular  la  actividad  de  la  subunidad  or,  la  subunidad  P

modific6   el   comportamiento   de   la   subunidad   Ch   monomerica   en   los

siguientes aspectos  :  1)  aument6  Ia  estabilidad  de  la  actividad  catalitica

frente a la inactivaci6n termica;  2)  aument6  la  sensibilidad  de  la  enzima

frente    al    inhibidor    poli     glu-tyr    (4:1);     3)    aument6    el     grado    de

autofosforilaci6n   de   la   subunidad   or  y   4)   modific6   el   coeficiente   de

sedimentaci6n de la enzima.

Para estudiar la relaci6n entre la estructura y funci6n de  la subunidad  P,

se procedi6 a sintetizar una serie de genes mutantes de esta proteina, los

cuales se detallan 'a continuaci6n : P S2'3 + G : subunidad P mutante, a la

cual  se  le  sustituyeron  las  serinas`2  y  3  por  glicina,  para  identificar   el

sitio   de   autofosforilaci6n  y   estudiar  su funci6n en la CK2; P  S2°9 i G :

subunidad  P  mutante,  a  la  cual  se  le  sustituy6  la  serina 209  por glicina,

para estudiar la funci6n d`e la fosforilaci6n catalizada por la cdc2 quinasa;

p  A179-215   :    subunidad    p    de|ecionada    en    37    aminoacidos    en    Su

extremo  carboxilo terminal,  para  estudiar funci6n  de   esta   regi6n   tanto

en la  interacci6n  con  la  subunidad   Ch  como   en   la   activaci6n   de   ella;

p   H151,152.153  + A : subunidad p,-a |a cual se le sustituyeron las histidinas

151,152 y  153  por alanina,  para  estudiar si  esta  agrupaci6n  inusual  de

histidinastiene  alguna  funci6n  en  las   propiedades  de  la  subunidad P;

p cl37i lco + A : subunidad p, a |a cual se le sus"tituyeron las cistefnas 137

y 140 por alanina, para estudiar si estos residuos tienen una participaci6n
importante  en  la  estructura terciaria  de  esta  proteina,  ya  que  estos  dos

residuo`s junto con las cisteina;  109 y 114 podrian estar constituyendo un

dedo de uni6n a m6ta|es; P  D26E27D28 i A : subunidad P,  a la cual  se le

sustituyeron  los  asparticos  26  y  28  y  el  glutamico  27  por  alanina,  para
<

estudiar  si   la  agrupaci6n  de  estos  residuos  acidos  afecta  de  alguna

manera la capacidad de la subunidad P de asociarse con la subunidad or y
I
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estimular  su  actividad;  P  D59E6°E6`  +  A  :  subunidad  P,  a  ]a  cual  se  le

sustituyeron   el   aspartico   59   y   los   glutamicos   60   y   61    por   alanina,

para  estudiar    si    estos    residuos    ubicados    dentro    de    la    regi6n
hiperacidica  de  la  subunidad  a  tienen  alguna  funci6n  en  esta  proteina;

pD55E57D59E60E61  +  A  :  subunidad  a,   a  la  cual   se  le  sustituyeron  los

asparticos 55 y 59 y los glutamicos 57, 60 y 61  por alanina,  por la misma

raz6n que la mutante anterior;  P  P58  i A :  subunidad a,  a la cual  se le

sustituy6 Ia prolina 58 (que se encuentra ubicada en el centro de la regi6n

hiperacidica)  por  alanina,  para  estudiar  si  este  residuo  participa  en  la
f.I

funci6n   atenuadora   de      la      actividad      que      presenta      la      regi6n

hiperacidica de la subunidad a; P  P58  + Y : subunidad P,  a la cual  se le

sustituy6 Ia prolina 58 (que se encuentra ubicada en el centro de la regi6n

hiperacidica)  por tirosina,  para estudiar si  la introducci6n de este residuo

en  la regi6n hiperad`idica  produce  algdn  efecfo  en  la  funci6n  atenuadora
-`                              -,    `

de la a6tividad que presenta esta proteina.
'1

De los e;tudios realizados con estas proteinas mutantes se pudo obtener

las  siguientes  conclusiones  :  1)  que  las  serinas 2  y 3  de  la  subunidad  f}

constituyen el dnico sitio de autofosforilaci6n de esta  proteina;   2)  que la

autofosforilaci6n  de  la  subunidad  a  no  influye  en  su  interacci6n  con  la
',:

subunidad Ch, ni tampoco modifica el grado de estimulaci6n de la actividad

de ella;   3) que el  ;xtremo carboxi]o terminal  de la subunidad P tiene una

participaci6h  importante  en  la  interacci6n  con  la  subunidad  or;  4)  que  la
regi6n hiperacidica de la subunidad f}  comprendida entre los residuos 55

y 64,  tiene  una 'funci6n  atenuado+a  de  la  actividad  de  la  CK2;  5)  que  la

pro[ina  58,  ubi6ada  dentro  de  la  regi6n .hipe+acidi6a  de  la  subunidad  P,

tie.ne tambien u.na partjcjpacj6.n importante (probablem6nte otorgandole la

conforma.ci6n   adecua~da)   en   el  `efecto   atenuadorr  que   este   segmento

produce sobre la actividad de la enzima.

`-.A
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SUMMARY

CK2 is a widely distributed protein serine/treonine kinase that is present in

the nucleus and cytoplasm of all  eukaryotic cells.  The holoenzyme has  a

tetrameric   structure,   with   two   or   and   Ch`   catalytic   subunits   and   two

presumably regulatory  P  subunits.  In the  last ten  years  the  popularity  of
this  protein kinase has  been increasing,  and numerous reports  appeared

in   the   literature   that   indicate   that   cells   that   have   been   induced   to

differentiate or are actively proliferating contain increased levels of CK2.  It

has also been shown significant enhancements in CK2 activity in response

to hormones or mitogenic factors treatments.

The  increasing  number  of  protein  substrates  that  have  been  described,

many  of  which  are  involved   in  the  control   of  cell   division  and   signal

transduction, are also an indicator that CK2 is playing an important role in

the cell.

Despite  the  fact  that  this  enzyme  was  discovered  40  years  ago,  the

mechanisms   that   regulate   its   activity   under   physiological   conditions

continue   to   be   a   puzzle.   It   is   we]]   known,   that   /.A   vr-fro   polyanionic
jt                              .I                                                                                                                                                                                                                                                                            J                 ,

compounds    like``   heparine,    2,3-biphosphoglycerate,    peptides    rich    in
1

glutamic   or   aspartic   acid   ahd   nucleic   acids   are   inhibitory   to   CK2.

Polyca{ioni6 compounds on the other hand, like spermine, spermidine and
\-                                    `               ,''

polylysine are activators of the enzyme.
The   CK2  ho]oenzyme's   activity  is  very   sensitive  to   ionic  strength,   it

requires  salt  concentrations  between   100  and   150  mM  for  its  optimal
l'.I

activity  and  higher  or  lower  concentrations   inhibit  i{S   activity.   Another



unusual  feature  of this  kinase,  is that it can  use  both  ATP  and  GTP  as

phosphoryl donors.
Since   the   holoenzyme   can   not   be   dissociated   /.n   vifro   under   non

denaturating  conditions,  it  was  not  possible  until  recently  to  study  the

isolated  subunits.  Now this  problem  has  been  overcomed  by  expressing

both subunits separatedly, as recombinant proteins.

In order to study the role of the P  subunit in the CK2, we have cloned the

gene that encodes this subunit in order to induce expression of the protein
in bacteria.  Since the P  subunit was obtained as a fusion  protein with the

4'

glutathione-S-transferase, the recombinant protein was very easily purified
by   glutathione   agarose   cromatography.    Removal   of   the   glutathione

transferase  moiety  was  achieved  by  thrombin  digestion  and  glutathione
(,

agarose recromatography.

. \/Vhen the P  s'ubunit was  incubated  in the  presence  of the  or subunit,  the

holoenzyine was reconstituted  and the  catalytic  activity  increased  5-fold.

Maximal  stimulation  was  achieved  when`--stoichiometric  amounts  of  both
i     .                    :

subunits were added, indicating high affinity between them.

In additi6h to th-; stihLlatory effect on the enzymatic activity, the C subunit

modified th6 monomeric or subunit in the following aspects:  1) it increased

the thermal stability 6f the enzyme;   2) it enhanced the inhibitory capacity

of   the   copolymer   poly  `glu-tyr   (4:1);    3)   it   enhanced   the   Ch   Subunit

autophosphorylation  several  fold   and  4)  it  modified  the  sedimentation

coefficient of  the enzyme.

In order<to study the P '';ubunit structure-function relationship, the following

protein mriants were created : P S2'3 + G : serines 2 and 3 were mutated
to glycin;~`. To identify the P  subunit autophosphorylation site and to study

'1                                     ,      ..

its  effefyct in tri`;  CK2  a:tivity and";ubunit interacti6h;  P  S2°9 +  G  :  serine

209  was  muta{ed  to  glycine,  to  study  the  effect  of  the  P  subunit  cdc2
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phosphorylation  site;     P  A`79-215  :  37  amino  acids  were  deleted  in  the

carboxyterminal end,  to  study  the  role  of  this  region  in  the  Ch  subunit

activation   or interaction;  P  H45ti t52I t53  i A :  histidines  151,152  and  153

were  mutated to alanine, to  study  if  this  unusual  histidine  cluster  has

a    role  in    the  P  subunit  ;  PC437i t4°  +  A  :  cysteins  137  and  140  were

mutated to alanine, to study if this residues  are  constituting  a Zinc finger

and  if they have  any  effect in the  P  subunit  properties  or interactions;  P

D26E27D28 i  A  :  aspartics  26  and  28  and  glutamic  27  were  mutated  to

alanine,  to  study  if this  acidic  cluster  is  important  in  the    P  subunit;  P

D59E6°E61 i  A  :  aspartic  59  and  glutamics  60  and  61  were  mutated  to
C>

alanine,  to  study if these  residues  located  in the  P  subunit's  hyperacidic

region have an important role;  P  D55E57D59E6°E6] i A :  aspartics  55  and

59  and  glutamics  57,  60  and  61  were  mutated  to  alanine for the  same

reason  mentioned  above;  P  P58   + A  :  proline  58  (that is  located  in the

center Of the hyperacidic region) was  mutated to  alanine,  to  study  if this

residueparticipatesintheeffectproducedbythehyperacidicregion;PP58

iY:proline58wasmutatedtotyrosine,tostudyiftheintroductionofthis

residue  in  the  hyperacidic  region  modifies  the  effect  produced  by  this

region.

From the  studies that have  been  carried  out with  this  mutants,  one  can

conclude that :1)   serines 2   and 3 constitute the only autophosphorylation

sites  of  the  P  subunit;  2)  the  P  subunit  autophosphorylation  does  not
`

modify its interaction with the Ch subunit and its stimulation level;   3) the P

subunit  carboxy  terminal  end  is  involved  in  the  binding  of  P  to  the  Ch

subunit;  4)  the  P   subunit  hyperacidic  region  has  an  important  role  in

dampening the  CK2  Ch catalytic acvtivity„  and  5)    proline  58  also  has  an

importantroleindampeningtheCK2activity.
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INIRODUCCION

La fosforilaci6n y desfosforilaci6n de  proteinas  constituye un  mecanismo

de   regulaci6n   muy   importante   en   una   gran   variedad   de   procesos

celulares, tales como la transducci6n de sefiales inducidas por hormonas

y   factores    de    crecimiento    y    la    regulaci6n    de    la    proliferaci6n    y
diferenciaci6n  celular.  Durante  el  ciclo  celular tambi6n  se  ha  visto,  que

ocurre un cambio muy importante en el  grado de fosforilaci6n de muchas
c)

proteinas  nucleares  que  es  responsable  de  diversos  fen6menos  que
ocurren durante la mitosis, como por ejemplo,  la ruptura de la membrana

nuclear,   Ia   condensaci6n de   la   cromatina   y   la   formaci6n   del   huso

mit6tico.

Por  este  motivo  es  que  en  los  d[timos  afios,   el  ndmero  de  proteina

quinasas identificadas ha aumentado enormemente,  IIegando a constituir
una  farhilia  de  inas  de  doscientos  miembros.  Hariks  y  cols.  en  1988  y

Hanks  y  Quinn  en  1991,  nan  realizado  una  recopilaci6n  de  todas  las

secuencias  de  las  proteina  quinasas  que  han  sido  publicadas  y  las  han

clasificado en dos grandes subfamilias : Ias serina-treonina quinasas y las

tirosina quinasas.

Al efectuar un estudio comparativo de todas las secuencias aminoacidicas
I

de estas proteinas, estos autores enc6ntraron doce regiones conservadas

que constituyen el dominio catalitico de las proteina quinasas y que esta
constituido   por   250   a   300   aminoacidos.   Mediante   alineamiento   de

secuencias,   ellos   ademas   construyeron   un   arbol   filogen6{jco   de   los
•.I,-,                         '                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  I

dominios  catahliticos  de  todas  las  quinasas  y.I?s  agruparon  en  distintas
..c,
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subfamilias  de  acuerdo  a  la  similitud  que  6stas  presentaban  (Hanks  y

Quinn,1991).

Dentrodelagranfamiliadelasserina-treoninaquinasasseencuentranla

caseinaquinasa  I  y  H  que  tienen  propiedades  y  secuencias  diferentes,

pero   que   presentan   una   caracteristica   comtln,   que   es   la   de   tener
especificidadparafosforilarserinasotreoninascircundadasporresiduos

acidos.Debidoaello,esqueparaambasquinasas,lacaseinaresultaser

unmuybuensustratoyeselorigendesunombre.Losntlmeros1yHque

lasdiferenciansedebenalaposici6nenqueeluyenalcromatografiarlas

en  una   columna   de   DEAF  celulosa.   Recientemente,   se   ha   decidido

cambiarles el  nombre  a estas  quinasas  por el  de  CKl  y  CK2,  debido  a

que  lo  anterior  inducia  a  confusi6n,  ya  que  ninguna  de  estas  enzimas
fosforila en forma fisiol6gica a la caseina.  Cabe hacer notar,  que a pesar

de  tener  estas  dos  quinasas  un  nombre  relacionado  y  sustratos  de

caracteristicasparecidas,nopertenecenalamismafamiliadeacuerdoal

estudio filogenetico  realizado  por Hanks  y  Quinn.  De  acuerdo  al  mismo

estudio,   la  CK2   estaria   mas  relacionada  con   la   glic6geno   sintetasa

quinasa3(GSK3),conlasquinasasdependientesdeciclinas(cdk)ycon
las  MAP  quinasas,  mientras que la CKl  conformaria una rama del  arbol

filogen6ticodiferenteald`elasotrasquinasasconocidas'(HanksyQuinn,

199,`).

ElhechoquelaCK2seencuentrerelacionadaconlascdkquinasasycon

las  MAP  quinasas  es  muy  interesante,  ya que  durante  los  tlltimos  afios
=`

hanidoacumulandosecadavezmasevidenciasquerelacionanalaCK2

conlosprocesosdeproliferaci6nydiferenciaci6ncelular.Recientemente

inclusosehadescritoalasubunidadordelaCK2comounprotooncogen,

yaquesuexpresi6ndesreguladaescapazdeinducir,encombinaci6ncon
c-myc,transformaci6nenlinfocitos(Seldinyco!s.,1995).

I
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A.- Caracteristicas generales de la CK2

La   CK2   es   una   proteina   quinasa   que   se   encuentra   ampliamente

distribuida en todas las c6Iulas eucari6ticas, desde las levaduras hasta el

hombre, y su secuencia es extraordinariamente conservada en todas las

especies.  En estudios realizados en levaduras tambien se ha visto que la

actividad  de  esta  quinasa  es  indispensable  para  la  viabilidad  de  las

c6lulas (Padmanabha y cols.,1990).

La especificidad que presenta esta enzima es la de fosforilar residuos de

serina y treonina que se encuentran situados hacia el lado amino terminal

de  aminoacidos   acidos   como   acido   glutamico   y   acido   aspartico   (los

cuales tambi6n pueden ser reemplazados por fosfoserina, fosfotreonina o

fosfotirosina). La secuencia minima de fosforilaci6n que se ha establecido

es SIT X X D/E, en la cual  Ia presencia de un residuo acido en la tercera

posici6n  ha;ia  el   [ado  carboxj]o  ..terminal   con  respecto   a  la   serina  o

treonina fos.forilable es un requisito indispensable.

La CK2, que ha sido  purificada desde una gran variedad de organismos,
.-          ¢a  `<                             i   i-           ,

presenta una estructura tsetram6rica con un peso molecular de  130 a  140
kDa y 6sta formada por dos subunidades or o or` y por dos subunidades P.

La holoenzima tetram6rica pued: adoptar la estructura general de or2 P2 o

Chor`P2.   Las   subunidades   Ch   y   or`   tienen   un   tamafio   de   42   y   38   kDa„

respeg.tivamente  y   son   las   subunidades   cataliticas.   Ambas   proteinas

presentan   siinilitud   con   las   demas   proteina   quinasas   y   aunque   son
`,,.       +

estructuralmente  muy  parecidas,  se  encuentran  codificadas  por  genes

diferentes (badmanabha y Glover,1987;  Litchfield y cols.,1990;  Lozeman

y  cols.,  1990).  S6lo  en  algunas  espebies  ha  podido  identificarse  Ch`  y  en
-..

Ios    limitados    estudios    realizados    con    esta    proteina    recombinante

(Bodenbach  y  cols.,  1994;  Antonelli,  coinunicaci6n  personal)  no  se  han
11

encondado  diferencias  importantes  entre  las  propiedades  cataliticas  de
i.f

1`
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ambas subunidades. En levaduras basta con la expresi6n de s6lo uno de

los  genes  de  or o  Ch`  para  poder rescatar  las  celulas  doble  mutantes  no

viables (Padmanabha y cols.,1990).

La  subunidad  P,  que  es  mas  pequefia  (alrededor  de  25  kDa),  no  posee

actividad catalitica,  pero cuando se combina con la subunidad Ch estimula

la  actividad  de  6sta  entre  5  y  10  veces.  Ademas,  se  ha  visto  que  P

protege  a  or  de  la  inactivaci6n  termica,  y  en  algunos  casos  P   puede
incluso  cambiar  la  especificidad  de  interacci6n  con  algunos  sustratos  e

inhibidores (Meggio y cols.,1992a).

La  CK2  presenta  ademas  una  caracteristica  poco  usual  dentro  de  las

proteina quinasas, que es la de poder utilizar tanto GTP como ATP como
nucle6tido donante de fosforilo. Esta propiedad es usada como uno de los

criterios  para  determinar  su  actividad  en  extractos  celulares.   La  cdc2

quinasa y la tirosina quinasa'soluble src tambien son capaces  de utilizar
ambos nucle6tidos (Hunter y Cooper,1985), pero hasta el momento no se

ha  podido determinar que  aminoacidos  o  que  regi6n  de  estas  proteinas

serian las responsables de conferirle la propiedad de utilizar GTP.

Otra propiedad que caracteriza a la CK2 es su dependencia  con respecto:."

a la concentraci6n de sal. A baja fuerza i6nica, se produce una agregaci6n

e   inactivaci6n   de   la   enzima,   la   cual   es`~  revertida   si   se   aumenta   la

concentra6i6n de sal  (Glover,1986).  La concentraci6n 6ptima de sal  para

la  holoenzima  es  de  0,1   a  0,2  M  de  Nacl  o  Kcl,  produci6ndose  una

disminuci6n de la actividad a conc6ntraciones mas  altas.  La subunidad Ch

monom6rica sin embargo,  no requiere de sal  para  su actividad  6ptima y

concentraciones mayores a  0,1  M de Nacl la inhiben.

La  CK2,  ademas  de  necesitar  una  alta  concentraci6n  de  sal  para  su
I

act`ividad, requiere tambi6n de i6n Mg2+ .  La concentraci6n 6ptiTa de Mg2+
'`.

es  entre  5  a  15  mM  .  A  mayores  concentraciones  la  actividad  tambi6n



disminuye.  Se  ha visto  que  los  metales  Mn2+  y  Co2+   pueden  sustituir  al

Mg2+,  aunque  son  mucho  menos  efectivos  (con  Mn2+  se  obtiene  un  30%

de  la  actividad  con  respecto  a  con  Mg2+  y  con  Co2+  un  10%)  (Gatica  y

cols.,1993) .

8.-Localizaci6n subcelu]ar de la CK2

Respecto   a   la   localizaci6n   intracelular   de    la    CK2   hay    bastantes

discrepancias.  Basandose  en  estudios  de  fraccionamiento  celular,  hay

investigadores  que  postulan  que  esta  quinasa  tendria  una  localizaci6n

predominantemente citoplasmatica  (Singh  y  Huang,1985;  Goueli  y cols.,

1986a;  Kandror  y  cols.,   1989;  Girault  y  cols.,   1990).   Otros  en  cambio,

encuentran que 6sta se ubicaria principalmente en el ndcleo (Thornburg y

col's.,1979;  Hathaway y Traugh,1982;  Goueli y cols.,1986b;  Caizergues-

Ferrer y co`Is.,1987; Filhol y cols.`,1990).
i

Mediante estudios inmunohistoquimicos, que tienen la ventaja de no tener

los problemas de contaminaci6n que se tienen con los de fraccionamiento

celular, tambi6n los resultados han sido confusos. Pfaff y Anderer (1988) y

Belenguer y cols.  (1989) encontraron que la CK2 se encontraba asociada

al nucle6lo. En cambio, otros autores describieron que 6sta se encontraba

distribuida  entre  el  ndcleo  y  el  citop[asma  (Schneider  y  ]ssinger,  1989;

Filhol y<cols.,1990a).  Por otro lado, Yu y cols.  (1991) encontraron que esta

enzima se localizaba casi exclusivamente en el cito`plasma.

Recientemente,    en    un    estudio    inmunohistoquimico    muy    cuidadoso

realizado por K-rek y cols. (1992), se encontr6 que las tres subunidades  or,

or`  y  P  se  [ocalizaban  pred6minantemente  S-n  el  ndc[eo.  Por otro  lado,  si

consideramos que la gran mayoria de los sustratos descritos para la CK2
\

son de origen nuclear, entonces es muy probable que 6sta se localice en

el ndcleo (o por 16 menos una fraccj6n de ella).
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Otra  posibilidad  que  ha  sido  postulaqa  por  algunos  autores  es  que  la

distribuci6n de la CK2 sea regulada y su localizaci6n dependa del  grado

de  proliferaci6n celular en que se encuentren la  c6lulas.  Se ha visto  por

ejemplo  que  al   agregar  suero  a  c6Iulas  en  reposo   se   produce  una

redistribuci6n  nuclear  de  la  CK2  end6gena  (  Gauthier-Rouviere  y  cols.,

1991).   Por  otro  lado   Belenguer  y  cols.   (1989)  vieron   que   en  c6lulas

endoteliales   de   aorta,   Ia   localizaci6n   de   la   CK2   en   el   ndcleo   se

correlacionaba  con el  crecimiento  celular y  con  la transcripci6n  del  DNA

ribosomal. En c6lulas confluentes en cambio, la proteina quinasa no pudo

ser detectada en el ndcleo. Tambi6n se ha visto que en cultivos de c6lulas

de neuroblastoma de rat6n  (N115),  Ia  CK2  se  localiza  principalmente  en

el ndcleo, mientras que en c6Iulas diferenciadas de neuroblastoma   6sta

se  encuentra `'en  el   citoplasma  (Serrano y cols.,1989).

Estudios  realizados  en  nuestro  laboratorio,   en  que  se  ha   medido  la

actividad enzimatica en ndcleos y en extractos totales de oocitos,  indican

que aproximadamente el 20% de la enzima activa estaria en los ndcleos
de los oocitos (\/Vilhelm, comunicaci6n personal).

Respecto al  problema de como las subunidades  podrian entrar al  ndcleo

no  se  sabe  nada,  pero  es  interesante  el  hecho  que  existan tanto  en  la

subunidad    Ch    como    en    la    subunidad    a    secuencias    que    podrian

Corresponder   a   sefiales   de=`  localizaci6n   nuclear   (475RPKRpl79   en   ia

subunidad P   y 71 KPVKKKKIKR8° en la subunidad or) y que podrian estar

participando en la importaci6n de estas proteinas al  ndcleo  (Rihs y cols.,
1991).



Expresi6n de la CK2 en los distintos tejidos

La expresi6n de las subunidades Ch,  Ch` y P  de  pollo fue estudiada en una

gran cantidad de tejidos  por Maridor y cols.  (1991).  En este estudio  ellos
encontraron  que  los   mRNA  de  estas  subunidades   eran   mucho   mss

abundantes  en  ciertos  te].idos  que  en  otros,  encontrando  diferencias  de

hasta  10 veces entre ellos.Tambi6n se vio  que  en  la  mayor parte de los

tejidos predomina la expresi6n de una de las dos subunidades cataliticas,

encontfandose  en  bazo  y coraz6n  altos  niveles  de  or y  bajos  de  Ch`  y en

higado, cerebro  y  ovario  lo  contrario.   La expresi6n de P con respecto a

or   +   or`   no   se   encontr6   que   estuviera   balanceada   y   se   observaron

diferencias  de  hasta  10  veces  en  la  raz6n    de  P/or+Ch`  en  los  distintos

tejidos estudiados.  Este hecho no  es  sorprendente,  ya  que se sabe  que
=}

Ios   genes   que   codifican   para   estas   subunidades   se   encuentran   en

cromosomas  diferentes  y  por lo tanto  es  probable  que  su  expresi6n  no

sea  regulada  en forma  comdn.  Por otro  lado tambi6n  hay  que tener en

cuenta  que  las  diferencias  observadas  a  nivel  de  RNA  mensajero  no
I.

necesariamente reflejan las mismas diferencias en los niveles de proteina

en la c6lula.

Con  respecto  a  los  nivele's  de  proteina  observados  en  [os  diferentes

tejidos,  se  han` visto  ciertas  discrepancias  entr':  Ios  distintos  estudios

realizados.  En general, se ha visto que existen grandes diferencias en los

niveles de actividad de  la enzima en los  distintos tejidos,  encontrandose

los nive[es mss altos en cerebro y testic'ir.Io (Yutani y cols.,1982;  Singh y

Huang,1985; Giraulty cols.,1990).

D.-Estructura de la subunidad or

La secuenci; aminoacidica completa de la subunidad or ha sido deducida

de  los  respectivos  CDNA  que  han  sido  aislados  de  las  genotecas  de
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Drosaph/./a    (Saxena   y   cols.,    1987),    levadura    (Wu   y    cols.,    1988),

Dictyostelium discoideum (KjiHkava y cats. ,1992)  Caenorhabditis elegans

(Hu   y   Rubin,   1990a),   Xenapus   /aevt.s   (Jedlicki   y   cols.,   1992),   pollo

(Maridor y cols.,1991) y humana (Meisner y cols.,1989;  Lozeman y cols.,

1990).   Al   comparar  las   secuencias   aminoacidicas   entre   las   distintas

especies, se puede observar que existe una gran similitud entre ellas (ver

Figura 1). Entre Drosaph/./a y humano hay una similitud de un 90% y entre

Xenapus /aevt.s y humano la similitud es mayor al 90%, encontrandose la

mayoria de las diferencias concentradas en el  extremo carbordlo terminal

de la proteina (Jedlicki y cols.,1992).

Al comparar la secuencia de la subunidad Ch de la CK2 con respecto a las

demas   proteina   quinasas   podemos   distinguir   ciertos   elementos   que

llaman la atenci6n (ver Figura 2). A continuaci6n se describen algunos de

ellos.

D.1.-Presencia de tirosina en ;I subdominio conservado I

Esta  regi6n  participa  en  la  uni6n  del  sustrato  nucleotidico  en  todas  las

quinasas y presenta la secuencia caracteristica G X G X X G/S X V. En la

gran mayoria de las quinasas el  residuo situado en la quinta  posici6n de
esta secuencia es una fenilalanina, en cambio en la CK2 y en la familia de

las  cdk  quinasas  este  residuo  es  una  tirosina.   Esta  tirosina  es  muy

importante en la-§ quinasas dependientes de ciclinas, ya que es fosforilada

por la proteina quina-s; "wee" ( junto con una treonina que la  precede) Io

que hacs'Fque  permanezca inhibida la actividad  de esta  enzima  (Gould y
Nurse,1989). La presencia d; esta tirosina en la CK2 pone de manifiesto

la cercania evolutiva que existe entre estas dos subfamilias de quinasas,

pero hasta el momento no se ha visto que la CK2 pueda ser fosforilada en
>i-r

esta tirosina.
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MSGPVPSRARVYTDVNTHRPRDY
F

WDYESHVVEWGNQDDYQLVRKLG
A

R   a   K   Y   S    E   V   F   E   A   I   N   I   T   NN   E    KVVV   K   I
regi6n  que  participa  en  la  uni6n  del  nucle6tido                                 66

LKPVKKKKIKREIKILENLRGGP
agrupaci6n  de  lisinas

NIITLADIVKDPVSRTPALVFEH

VNNTDFKQLYQTLTDYDIRFYMY

EILKALDYCHSMGIMHRDVKPHN
agrupaci6n  de  residuos  basicos  en  el  subdominio  VI

F
VMIDHEHRKLRLIDWGLAEFYHP

176

G    Q    E    YNVRVAS    RY    F    KG    P    E    L    LVD    Y    Q

MYDYSLDMWSLGCMLASMIFRKE

PFFHGHDNYDQLVRIAKVLGTED

LYDYIDKYNIELDPRFNDILGRH

SRKRWERFVHSENQHLVSPEALD

FLDKLLRYDHQTRLTAREAMDHP

YFYPIVKDQSRMAALICPVAAHP

SVAPV

Figura  2  :  Secuencia  aminoacidica  de  la  subunidad  or  de  la  CK2  de
Xenapus /aevi-s en  la  cual  se  indican  los  residuos  o  regiones  que
presentan ciertas caracteristicas relevantes,
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D.2.-Serie de lisinas entre los subdominios 11 y Ill

Entre   la   lisina   68   (que   es   esencial   para   la   actividad   y   participa

directamente  en  la  reacci6n  de  fosforilaci6n)  que  se  encuentra  en  el

subdominio   11   y   el   glutamico   86   del   subdominio   Ill   ,   Ia   subunidad   Ch

contiene la secuencia 7]K P V K K K K I K R E I  K83 .  Se ha postulado que

esta   secuencia   de   aminoacidos   basicos   podria   estar  formando   una

estructura   de   Ch-helice   (Meisner  y   cols.,   1989),   la   cual   podria   estar

interactuando   con   los   residuos   acidos   de   las   proteinas   o   p6ptidos

sustratos,   con   los   inhibidores   poliani6nicos   o   con   la   regi6n   acidica

presente en la subunidad P.
Esta regi6n tambi6n se ha descrito que posee las caracteristicas de una

serial    de   localizaci6n   nuclear   (NLS)    y    podria    por   lo   tanto    estar

parti?ipando  en  el  transporte  de  esta  proteina  al  ndcleo  (Rihs  y  cols.,
1991.; Allende y AIIende,1995).

Se han construido proteinas mutantes en que se han sustituido dos de las

lisinas  presentes  en  esta  regi6n  por acido  glutamico  y  se  ha  visto  una

disminuci6n muy dfastica en la  potencia inhibidora causada por heparina

y    otros    inh`ibidores    poliani'6nicos    como    2,3-difosfoglicerato,     acido

poliuridilico  y  el   copolimero   glu-tyr  (4:1  )   ( Hu   y   cols.,1990b;   Gatica

y  cols.,1994),   pero   no   por  inhibidores   de   otra   naturaleza   como   el

5,6-dicloro-1-a-D-ribotLranosilbenzimidazol (DRB) (Zandomeni,1989).

Estas mutaciones sin embargo, no afectan la interacci6n de la subunidad

or con sus sustratos proteicos o con la subunidad P.

D.3.-  Presencia  de  valina  en  la  posici6.`n  66  y  de  tript6fano  6.n  la

posici6n 176
En el 95% d5 las quinasa; estudiadas el resjduo equivalente a la posjcj6n

•'                                                                                   .,                                                                                                                                   (

66 de la subunidad Ch es una alanina y se encLentra en el subdomjnio H y
''

`11
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el residuo equivalente a la posici6n 176 es una fenilalanina y se encuentra

en  el  subdominio  VII.  Sin  embargo,  en  la  CK2  estos  residuos  han  sido

sustituidos  por valina  y  tript6fano  respectivamente.  En  base  a  estudios

cristalogfaficos realizados con la proteina quinasa dependiente de CAMP

se   ha   postulado   que   ambas   regiones   estarian   participando   en   la

interacci6n con el ATP (Taylor y cols.,1993).

Jakobi  y  Traugh  (1992)  mutaron  ambos  residuos  cambiandolos  a  los

aminoacidos  de  consenso  alanina  y fenilalanina  respectivamente,  con  la

idea de ver si 6stos eran los responsables de que la CK2 fuera capaz de

usar   GTP   o   ATP   como   sus{rato.   El   resultado   obtenido   fue   que   la

subunidad    Ch    mutante    sintetizada    pudo    utilizar    igualmente    ambos

nucle6tidos,  aunque  el  Kin  aparente  para  GTP  aument6  al  doble.   La

mutante obtenida sin embargo, result6 muy interesante, ya que aunque se

pudo  asociar a  la  subunidad  P  para  reconstituir la  holoenzima  en forma

normal, la actividad de esta no pudo ser estimulada por la subunidad P.
<                      \`\      .~

D.4.-Agrupaci6n de histidinas en el subdominio VI

En  este  subdorriinio  se  encuentra  la  secuencia  D X K X X N  que  se  ha

visto  que  en  la  proteina  quinasa  dependiente de  CAMP  (PKA)  {iene  una

participaci6n   importante   en   la   uni6n   del   p6ptido   sustrato   (Taylor   y
cols.,1993).   El   quinto  residuo  de  esta  secuencia  que  corresponde  al

glutamico  170 de  la  PKA,  interacciona  con una  arginina  que  se requiere
cercana   a  la  serina  del   sustrato   que  va   a  ser     fosforilado.   Resulta

interesante que en la subunidad or este residuo sea una histidina en lugar

de  un  residuo  acido  como  en  todas  las  serina/treonina  quinasas  que

reconocen  residuos  basicos, `ya  que  su  especifjcjdad  de  fosforjlacj6n
('+

tambi6n es de carga opuesta.  Por lo tanto,  podriamos  postular que en el
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caso de la CK2, la hjstidina podrfa estar interactuando con el amjnoacjdo

acido requerido cercano al sitio de fosforilaci6n.

llama la  atenci6n tambi§n,  que esta histidjna se encuentre rodeada  por

otrastreshjstidinasyunaljsinayargjninaysiempreespaciadasporcinco

amjnoacidos  (  KALDYC,HSMGYMHRDVKP±NVMYDHEHRKLR  ).  Se  ha

propuesto  que  esta  secuencja   podria   estar  formando  una   estructura
helicoidalcontodaslascargasposjtjvasdispuestashaciaelmismolado,

la cual estaria interaccionando con las cargas negatjvas de las proteinas

o peptidos sustratos (Pinna,1990).

E.-Estructura de la sufounidad P

Enlostlltimosafioshansidopubljcadaslassecuencjasamjnoacidicasde

lassubunidadesCdebovino(Takioycols.,1987)ylasecuencjadeducjda

dHea:.S^.CPN~£,_de. ^?_roe?Phila  (Saxena  y  cols..,;987),  ;:is==:-(-==;Era.
Harrjson  y  cols.,1989;  Voss  y  cols.,1991),   pollo  (Maridor  y  cols.,1991),

Caenorfiabc//.f/.s  e/egans  (Hu  y  Rubin,1991),  Xeno"s  /aev+.s  (Jedljcki  y

C,°n`=:'a9r9.=)i I__==:?:ar:myces   Cerevisia;   (B.|d;al; -;--::I-s::i:;I :I
compararla`secuenciadeestasproteinasentresi,sepuedeobservarque

)

existe   una   conservacj6n   evolutiva   extraordinaria   entre   las   distinta-s

especies  (ver Figure 5  en  Resultados).  Sin embargo,  Ia subunjdad P  no

presenta`.§imiljtddconningunaotraproteinaquetengarelaci6nconalguna

proteina  quinasa.   Este  hecho,  hace  que  se  descarte  alguna  relacj6n
estructural   entre   la   subunidad   P   y   las   subunidades   regulatorias   o

cataliticas  de  otras  proteinas  quinasas,  y  confirma  la  idea  de  que  laI

subunidadPconstituyeuncomponenteregulatoriomuysur.gener+'sdentro

de la familia de las proteinas quinasas.

=s=ac:I,ea=ta=m.=?:e.=^e_===_°ntr6u.na..ProteinaenDrosophila,productode|gen``steHate",quepresen{aunasjmjli{uddeun38%conlasubunjdadPyque
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de  acuerdo  a  resultados  no  publjcados  del  Iaboratorio  de  Pinna  podria

jnteractuar con  la  subunidad  or,  aunque  usando  concentraciones  de  6sta

mucho mayores.

Existeuns6IogenquecodificaparalasubunidadPenlamayoriadelas

especiesestudjadas,conlaexcepcj6ndelevadura(Bjdwaiycols.,1994)y

£:a.b::=L:.S_i=.t_h_=_Ii_a=a.I?OIIingeywalkermg4"o:i:-:i.;a=V===:Qmorqa)dyodossubunjdadesPdjferentesydecaracteristicasatipicas(41y32kDa).

Por ofro lado,  en Dr.cfoosfe/;-un ch.scof.dean (Kikkawa  y cols.,  1992)  y en

Zeamays(Drobowolskaycols.,1991)nosehapodidoajslarnjngdntipo

de  Subunidad  P,  a  pesar de  que  sf  exl.ste  una  subi]nirlari  ~  ^^n  :~..-I--
subunidad  or  con  iguales

caracteristicas que en otras especjes.

La funci6n  que  esta  cumpljendo  la  subunidad  P  en  la  CK2  no  esta  muy

clara,  ya  que se ha visto  que  la  subunidad  or es  actjva  por sf  sola  y  su

activjdadnoesreguladaporningdnmoduladorfisiol6gjcoconocido.

AI  analjzar la  secuencja  de  la  subunidad P  hay una  serie  de  elementos

que   IIainan   la   atencj6n ,  los   cuales   se   detallan   a   contjnuaci6n   (ver
Fjgura 3).

`'C

•,

E.1.-Sitios de fosforilaci6n

Sehavjsto~quelasubunjdadPesfosforiladatantolnvivocomoinvjtro,y

al  jnspeccjonar  su  secuencja,  vemos  que  las  serinas  2  y  3  de  la  CK2

cumplen  con  la  secuencia  de  consenso  de fosforilaci6n (M a a S E E)

yporlotantopodrfanconstituirelsjtiodeautofosforjlaci6ndelaprotefna,

peroestaproposicj6nnohasidodemostradaexperjmentalmente.Lacdc2

quinasatambiensehaencontradoquefosforilaalasubunjdadPyexjsten
dosposjblessitiosfosforilablesporestaquinasa.Unoeslatreonina145,'

cuyasec`uencjaes|PK,yelofroes`aserina269cuyasecuencjaes
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MSSSEEVSWISWFCGLRGNEFFC
potencial  sitio  de  autofosforilaci6n

EVDEDYYQDKFNLTGLNEQVPHY

RQALDMILDLEPDEELEDNPNQS
cai.a  de  destrucci6n          agrupacj6n  de  resjduos  acidos

DLIEQAAEMLYGLIHARYILTNR

GIAQMLEKYQQGDFGYCPRVYCE

cistefnas  que  podrian

NQPMLPIGLSDIPGEAMVKLYCP

constituir  un  dedo  de

KCMDVYTPKSSRHHHTDGAYFGT
uni6n  a  metales

GFPHMLFMVHPEYRPKRPANQFV

a

PRLYGFKIHPMAYQLQLQAASNF

K£PVKTMR*
sitio  fosforilado  por  la  cdc2  quinasa

Figura  3  :  Secuencia  aminoacidica  de  la  subunidad  P  de  la  CK2  de
Xenapus /aew.s,  en  la  cual  se  indican  los  residuos  o  regiones  que
presentan ciertas caracteristicas imporfantes.
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SPVKEstadltimaserinasehaVlstoqueesfosforiladainvivo(Litchfield

y cols.,1991).

E.2.-Agrupaci6nderesiduosacidos:

Lasecuencjacomprendjdaentrelosaminoacidos55y64presentaunalto

contenjdoenacjdosglutamjcoyaspartjco(sjetedelosdjezamjnoacjdos

presentancarganegatjva)ysehapropuestoqueestazonapodriaestar
jnteraccjonandoconlospoJjcatjonesqueestjmulanJaactjvidaddelaCK2

ocon`aregj6nbasjcaricaenJjsjnaspresenteenlasubunjdadcz.

Estaregj6nhjperacfdjcatambj6nesanalogaaldomjnjodeunj6ndecalcio

presenteen'atubuljna,cuyasjmjljtudnosfuesugeridaporelDr.Jesds
Avila.Acontjnuacj6nsedetallanlassecuencjasdedjchasregjones:

::g::nn,oa:fed'uC:fo:ne:::+u::dtaudb:]fnaDM[::LL:::::_L::_NNPQN~QsSDDLL.I:.QM=:E

E.3.- Probable

Exl.sten   cuafro

ubjcadas a una

unj6n a metales

ha vista que se _--`_-`1u,  OC=...,,.[uliuGseencuentransjempreenestetjpodeestructuras(Valle6y

Auld,  1990).
t

LapresencladeestetipodeestructuraenlaCK2podrfaserimportante,

ya  que  hay  antecedentes  en  'a  litera{ura  que  jndjcan  que  esta  enzjma
jnteracclona  con  el  DNA  y  con  otros  acidos  nuclelcos  (Fjlhol  y  cols ,

1990b,Gatjcaycols.,1989yGaticaycols.,1995).

presencia de un `dedo de Zinc
cjsteinas   (c`co,   c"4,   c'37  y   c`4o)   que   se   encuentran

djstancjaadecuadacomoparapoderconstjtufrundedode

yademashayvarjosotrosamjnoacjdospresentesquese
enrl lan+r^.  _:____



17

E.4.-Regi6nanalogaalacajadedestrucci6ndelasciclinas

:==uC==:`andaes:a:=tga:[=.:.qfu.e:.as±==Lu_Ti_d=:-i:-s-o=V.=r=teei`==sC=C==n=esasoc.,anasubunjdades  cataliticas  de  proteina  qujnasas  y  estimulan  su  activjdad.

Exi.steunasecuenciaenlafamjliadelascjclinasqueesresponsablede

ladegradacj6nquesufrenestasproteinasalfinaldelamjtosjs,lacualha

sjdollamada"cajadedestruccj6n"(Glotzerycols.,1991).Estasecuencja

seencuentrasjempreubjcadahacjaelladoamjnotermjnaldelaproteinay

posee  una  argjnjna  que  a'  ser  mutada  jmpide  que  las   cjcljnas  sean
degradadaspormedjodelsjstemadeprote6Ijsjsmedjadoporubjqujtjnas.

ComofuesefialadoporAllendeyAllende(1995)lasubunjdadPtambj6n

presenta  una  seci|enria  H^  ^-1-   Fr,--5ilia  uria  Secuencja  de  este  tjpo  que  se  encuentra  ubjcada  en__-_   r,    \\^\|\|J

extremoamjnotermjnal(entrelosamjnoacidos47y55)delaprotefna.

contjnuacj6nsemuestralacomparaci6nentrelasecuencjapresenteen

subunidadPylasecuencjadecon;ensodelacajadedestruccj6n

loo     37  56   loo    72    56    69    56    75Secuenciadecons6nsodelacajadedestrucci6n:     R   T   A   L   G   D   I   G   N

Secuenci,adelasubutdadp:                                        R   Q   A   L   D    M`   I   L   D

(los  nineros  que  se  indican  sobre  cada  letra,  indican  el  porcentaje  de  la

fe£Fzeandc:g)enqueseencuentracollservadocadaarfunoacidoenlasl8secuencias

F.- Proteinas sustrato de la CK2
En'osdltimosdjezafios,laljstadeproteinasquehansjdodescrjtascomo

sustratoparalaCK2haaumentadoenormemente,llegandoasumarmas

de100proteinasdiferentes(Meggioycols.1994a).Apesarqueestas

:ra°#=n:=d=fi:ee:ec:6nmu,Canon:=nsu^=:I.=±iT,;,=n:-;i=cJa|.i=aHG=6Sna:,nfruaece£=:=:,llama   la   afencj6n   la   gran   cantjdad   de   ellas   que   se   encuentran
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involucradas   en   los   procesos   de   expresi6n   g6nica   y   traducci6n   de

proteinascomoporejempJoRNApolimerasas,DNA{opoisomerasas,
nucJeoJlna,    HMG,    profeinas    ribosomales,    factores    de    iniciaci6n    y

elongacl6n,mRNPsetcPodemosencontrartambi6nunsegundogrupo

de    proteinas    sustrato    de    gran    importancia    que    lncluye    diversos

componentes   de`   sjstema   de   transduccj6n   de   sefiales,   como   es   eJ

rdeecpeep=°d:endteedEeGCF;M'payse=bduen.I,da;::;+i-3fu-:i:di:_`r.aaedes:=a'pers=te;=ma°q:=asea
dependientedecAMPyeldelaproteinafosfatasa-1(inhlbidor-2),hsp90,

lasproteinasdeJafamiliamyc,etcAdemas,comoapoyandoJagran

funci6npleiotr6picaqueposeeestaproteinaquinasa,podemosencontrar

en'aJjstadeproteinas-sustrato,djversasenzjmasc)avesdeciertasru{as

metab6licascomosonJagllc6genosintetasa,laomitinadescarboxljasay

`aaceti/CoAcarbex]`asay{ambi6notrasproteinasquees{ancumpliendo

funciones   muy   especializadas   tales   como   froponina-T,   espectrina,   Ja

cadenaljvianadelaclatrina6,etc.

Unacaracferis{icafrecuentedelasfosforiJaclonescatalizadasporlaCK2

esladesersjlencjosas,esdecir,noprovocangrandescambiosenla

actividad    de    /as     enzimas    que    fosforilan.     Sin     embargo,     es fas

fosforilacionestienenavecesgrantrascendencia,comoloeselcasode

laglicogenoslntefasa(DePaoli-Roachycols,1980oeJInhibtdor-2(De

Paoli-Roach,1984),yaque6s{assonunprarequisitoparapoderser

fosfomadas  posteriormente  por  la   GSK-3,   que   e§   la   que  finalmente

produceelefectofuncjona'jmportante.Aestafosforilaci6nsecuenclalse
`ehaIIamadofosfomacl.6nj6rarquica(Meggjoycols.,1994a).

S6lo   para   a`gunas   de  'as   proteinas   sustrato   de   la   CK2   ha   podjdo

demostrarseque`afosforjlacl6nconduceauncambiofuncjonaldeel`as.

Algunasdeesfasprpteinasson:
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DNA  topojsomerasa  H  :  Se  ha  visto  que  esta  enzima  presenta  una

actividadtresvecesmayorcuandoesfosforiJadaporlaCK2(Corbetty

cols.,1992).

AntigenoTdeSVA:ElantfgenoTgrandedelvlrusSV40esuna

proteina   multjfunclonal,   Ia   cual   es   fosforlJada   por   diversas   proteina

qujnasas.Sehavistoquelafosforilacj6ndelasserinas111y112porla

Cnd(queseencuentranmuycercanasalasefialdelocaljzacj6nnuclear)

causa  un  aumento  muy  sjgnjficativo  en  la  velocidad  de  transporte  al

nac`eo  (Rjhjs  y  cols.,1991).   Es  lnteresante  el  hecho  que  varjas  otras

proteinasnuc'earestambl6npresentansjtiosfosfomablesporlaCK2a
-,,

unadjstancjade10a30aminoacidosdelasefialdelocallzacl6nnucJear.

SRF:Elfactorderespuestaalsueroesunaproteinanuclearqueseunea
secuencjasreguladorasdelDNA(SRE)queseencu6ntranenlaregi6n

promo{oraLdelosgenesquesetranscribenmuy{empranamentecuando
setratanc6'ulasenreposoconsuero.Sehavisto,quecuandoestefactor

esfo§fomado,aumentasucjn6tjcadeunl6nalasecuencjaSREdelDNA

(Marajs` y cols., `1`992).
i

c-jumElproductodeesteproto-oncogenesunodeloscomponentesdel

factordetr:nscripci6nAP-1queseunealassecuenciasTRE,queson

secuencjas   reguladoras   deJ   'DNA,   que   se   encuentran   en   la   regi6n)

I

promatorads`Iosgenesqueseexpresanenrespuestaaltratamjentocon
6steree   de  forboJ   (Angel   y  Karin,   1991).   Se  ha   demostrado   que   la

fosforjlacj6ndejunporlaCneenelextremocarboxlloterminal,haceI

djsmjnuir   sdi   capacjdad   de   uni6n   al   DNA,   lo   cual   tarfubj6n   ha   sido(,

corroboradoporelhechodequep6ptidosjnhjbjdoresdelaCK2hacen
i.<

quesejnduzcalaexpresj6ndegenesqueposeensecuenciasTREensus1

regj`onespromotoras(Ljnycols.,`1992).
L
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c-myb:   Se  ha  visto   que  el   producto   de   este   proto-oncogen,   al   ser

fosforjlado   por  la   CK2   en  su  extremo   amino  termjnal,   se   jnhjbe  su

capacjdad  de  unirse  al  DNA  (Luscher  y  cols.,1990).   Resulta  tambi6n

interesanteelhechoquelamayoriadelosproductosoncog6njcosdemyb

carecende'sitiofosforilableporCK2(MejsneryCzech,1991).

myc-max   :   Los   productos   de   estos   proto-oncogenes   se   unen   a

secuenciasespecfficasdelDNAformandohomodimerosoheterodimeros.

AmbasproteinassonfosforjladasporlaCK2,peros6Iomaxesinhjbido

en su capacjdad de unjrse  a`  DNA  (Berberich  y cols.,1992).  Cabe hacer

notarque'afosforilacj6ns6Iojnhibelauni6ndelhomodfmerodemaxyno

c.`  afecta al heterodfmero myc-max.

De{odosestosantecedentespodemosconclufrqueunadelasfuncjones

de  la  CK2  seria  la  de  modular la  actividad  de  una  serie  de  factores  de

transcripcj6n.Sjnembargo,resultacontradjctorjoelporqu6lafosforjlacj6n

deSRF'produceunaumentoensucapacjdaddeunj6nalDNA(Marajsy

cols.,1992),encambjoenm;b,maxyjunseproduceunadjsmjnucj6nde

6sta,sjendoqueaparentementetodosellossonreguladoresposjtivosde

la proljferaci6n celular.

Existen   adn   muchas   interrogantes   respecto   a   la   funcj6n   que   esta

cumpljendolaCK2enelcontroldelaproljferacj6ncelular,sjnembargono
I.

haydudasdequesuactivjdadesfundamenta!paralac6Iula.
I

G.-Regulacion de la CK2

G.1.-Aspectos generales
En  general  Ias  proteina  quinasas  son  enzimas  que  partjcjpan  en  los

procesosdetransduccj6ndesefiales,provocandocambjosenlaactivjdad
o  funcj6n  de  sus  proteinas  sustrato.  En  la  mayor fa  de  los  casos,  ellas

poseensuburiidadesreguladorasodomjnjosreguladoresquemantjenen
!

`

'.
'
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reprimida   su   actividad   hasta   que   sean   activadas   por   sus   efectores

fisiol6gicos.   La   CK2   sin   embargo,   constituye   una   excepci6n,   ya   que

aunque presenta una estructura similar a la PKA (posee dos subunidades

cataliticas y dos subunidades reguladoras), la holoenzima es activa por si

sola. A diferencia de otras proteina quinasas, Ia subunidad P no se disocia

/.n  v/.fro bajo  condiciones fisiol6gicas aparentes.  Debido  a  ello,  es  que no

resulta facil comprender que fLinci6n esta cumpliendo la subunidad P en la

CK2 y es una de las interrogantes que se desea responder en esta tesis.

G.2.-Compuestos que afectan la actividad

La   CK2   no   es   regulada   por   ninguno   de   los   segundos   mensajeros

conocidos como CAMP,  Ca+2, calmodulina, fosfolipidos etc..  Sin embargo,

su  actividad  es  afectada  por  una  serie  de  compuestos  de  naturaleza

policati6nica o poliani6nica (Hathaway y Traugh,1982).

Los   compues'tos   po]icati6nicos   como   espermina   y   espermidina   y   los

polipeptidos    basi66s    como    polilisina    son    activadores    de    la    CK2.
t\

Espermina  estimula 2  a  3 veces  la  actividad  de  la  enzima,  sin  embargo

esta"estimulaci6n  es  dependiente  de  la  concentraci6n  de  Mg+2  y  de  la

naturaleza  del   sustrato   (Hathaway  y  Traugh,   1984a).   La   importancia

fisiol6gica  que  podria tener este  activador en  la  regulaci6n  de  la  CK2  /.n

v/-vo  es  especulativa.  Sin  embargo,  una  estimu[aci6n  fisiol6gica  resulta

consistente si tenemos  en  cuenta  que  las  concentraciones  intracelulares

de  esbermina  que  se  alcanzan  en  ciertas  circunstancias  (del  orden  de

milimolar),  concuerdan muy bien con las condiciones que se requieren /.n
Elm

vT.fro  pa fa  obtener  ii:na  buena  estimul-aci6n.  Tambien  resulta  interesante

que  tanto  la  actividad  de  la  CK2  como  la  biosintesis  de  poliaminas  se

incrementah   en  forma   paralela   cuando .`se   estimula   el   crecimiento   y

divisi6ncelular(Cochetycols.,1980).
'1r1

>.`,
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EI  efecto  de  los  polip6ptidos  basicos  sobre  la  CK2  es  mas  dramatico,

encontrandose con ciertos sustratos un efecto del todo o nada, como es el

caso del  efecto de  polilisina sobre  la fosforilaci6n  de  calmodulina,  Ia cual

presenta un requerimiento absoluto de este policati6n para su fosforilaci6n

(Meggio y cols.,1994b).  EI  significado fisiol6gico  que  podrian tener  estos

compuestos  es  cuestionable,  debido  a  la  naturaleza  artificial   de  ellos

(polilisina,   poliarginina   y   otros   p6ptidos   relacionados).    Sin   embargo,

recientemente se han descrito  proteinas  poseedoras  de largas  series de

lisinas  que  estarian  afectando  la  actividad  de  enzimas  asociac!'as  a  la

membrana (Gatica y cols.,1987), como es el caso de la proteina K-ras que

posee   un   dominio   muy   basico(   KDEKKKKKER  )   que   es   capaz  de

producir el  mismo  efecto  que  polilisina  sobre  la  quinasa  del  receptor de

insulina (Fujita-Yamaguchi y cols.,1989), que al igual que la CK2 requiere

de  polipeptidos  basicos  para  fosforilar  alguna  de  sus  proteina-sustratos.

Por  lo  tanto,  es  posible  que  existan  o{ras  proteinas  con  caracteristicas

similares a K-ras que pudieran estar operando como efectores fisiol6gicos

de la CK2.

Los   compuestos  poliani6nicos,   en   contraste   a   los   policati6nicos,   son

inhib`id.ares  muy  potentes  de  la  enzima.   Heparina  es  el   inhibidor  mas

conocido  y  caracteristico  de  esta  enzi`ma  y  ha  sido  ampliamente  usado

como uno  de  los criterios  para  identificar su actividad  (Hathaway y cols.,

1980),    ya    que    la    CK2    es    la    tlnica    quinasa    que    es    inhibida    a

concentra9iones   nanomolares   de   este   compuesto.    Otro   compuesto

poliani6nico que tambi6n inhibe a la CK2 es el 2,3 difosfoglicerato,  el  cual

podria.` tener  importancia   como   regulador  fisiol6gico   en   los   eritrocitos

(Hathaway`..y Traugh,1984b).
/'

Mo16culas   poljanj6njcas,   como   DNA   de   doble   hebra   o   monohebra,

oligonucle6tidos sinteticos (especialmente el de uracilo o poliu)  (Gatjca }

\.

\1.
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cols.,1989  y  Gatica  y  cols.,   1995)  y  polip6ptidos  de  acido  glutamico  y

acido  aspartico  (Meggio  y  cols.,  1984a)  inhiben  tambi6n  fuertemente  la

actividad  de  la  enzima.  Muy  interesantes  son  los  polip6ptidos  de  acido

glutamico  que  contienen  residuos  de  tirosina  intercalados,   los  cuales

presentan  una  capacidad  inhibidora  muy alta (su   15o   es   del   orden   de
10€  M,   que   es   dos   6rdenes   de   magnitud   menor   que   el   del   acido

poliglutamico)  (T6llez y cols.,1990;  Meggio y cols.,1989).  Este hecho  nos

indica que la CK2 presenta una g.ran afinidad por los residuos de tirosina

que se encuentran ubicados en ambientes acidicos, a pesar de que 6stos
no puedan ser fosforilados por esta quinasa.

Otro  tipo  de  compuestos  que  no  son  de  naturaleza  poliani6nica  y  que

inhiben  la  actividad  de  la  CK2  son  [os  derivados  de  los  bencilimidazol

(Zandomeni,   1989).   Estos   derivados   son   analogos   de   los   sustratos
nucleotiaic6S   ATP y GTP y se comportan coino inhibidores competitivos

de  6stos.  Lo  interesante  de  estos  compuestos  es  que  s6Io  inhiben  a  la

CKl y a la CK2, pero no a las demas quinasas (Meggio y cols.,1990).

G.3.-   Regulaci6n   de   la   actividad   bajo   distintas   condiciones   de
`J``

creci miento                                                  t
'1

En  esttlaios
'1

realizados`  en   diversos   laboratorios   se   ha  visto   que   en

distintos tipos de c6Iulas se produce una rapida activaci6n de la  CK2  en

respuesta al tratamiento con diversos agentes mitog6nicos como insulina,

el  factor  de`-crecimiento  semejante  a  la  insul`iha-I  (IGF-I)  }  el  iactor  de

creci.'inieritoa  :pid5rmal    (EGF)   (Sommercom   y   cols.,1987;    Klarlund   y

Czech,  1989  y Ackerman  y  Osheroff,  1989).  De  acuerdo  a  los  estudios

realizados,t la activaci6n observada en todos estos casos no se deberia a

un   -aum`6nto   en   la   cantidad   de   enzima,   sino   que   inas   bien   a   una
-

modificaci6n covalente d5 esta proteina.
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Otra observaci6n interesante respecto a la regulaci6n de la  CK2 frente a

estos   agentes,   es   la   descrita   por   Carroll   y   Marshak   (1989).   EIlos

encontraron que [os niveles. de actividad de ]a CK2 aumentaban 6 veces,

despu6s  de tratar fibroblastos W138  de  pulm6n humano  con  suero y  por

30 minutos. Posteriormente, ellos tambi6n observaron ciclos de activaci6n

e  inactivaci6n  cada  12  y  24  horas  despu6s  de  la  estimulaci6n.   Estas

oscilaciones  de  actividad  observadas  no  dependian  de  la  sintesis  de

proteinas   de   novo,   por   lo   que   probablemente   reflejaban   ciclos   de
activaci6n     e     inhibici6n     post-traduccional     del     pool     de     quinasas

celulares.

Estos  hallazgos,  IIevaron  posteriormente  a  Ackerman  y  cols.   (1990)  a

estudiar si existia una relaci6n entre la activaci6n hormonal de [a CK2 y su

grado de fosforilaci6n.  Para realizar este estudio,  ellos  incubaron c6Iulas

A431  de carcinoma humario con [32P]-ortofosfato en presencia y ausencia

de    EGF.    AI     estudiar    el     grado    de    fosforilaci6n    de    la    enzima

inmunoprecipitada de los dos' extractos celulares,  ellos detectaron que la

CK2  proveniente .'d6  las  celu[as  tratadas  con  `al  factor  de  crecimiento

contenia alrededor de 3 veces mas  [32P]-fosfato que aqu6lla  proveniente

de  c6lu.I`as.'no tratadas.  AdemQas,  el  aumento  en  el  grado  de fosforilaci6n

se corr:Iacionaba muy bien con el  grado de estiinulaci6n de la actividad,

en un amplio rango de concentraci6n de EGF.  De acuerdo a este estudio,

el 97% del fosfato incorporado se encontraba asociado a la subunidad P y

la remoci6n de este fosfato por fosfatasa alcalina, disminuia la actividad a
€^

los  niveles  de  la  enzima  control.  Tanto  la  ehzima  activada  como  la  en
'

estado  basa[  cbntenian  fo;foserina  y  fosfotreonina,  y  los  fosfop6ptidos
£.

generados  al  digerir ambas  proteinas con distintas  enzimas  proteoliticas
tambi6n eran los mismos.  Por lo tanto de acuerdo  a estos resultados,  la

I:

activaci6n  horinonal  de  la  CK2  se  deberia  a  rina  hiperfosforilaci6n,  que
b`-`

`,



25

ocurriria en los mismos sitios fosforilados en condiciones basales, pero en

mayor magnitud,

A  pesar de  lo  convincente  que  parecen  estos  resultados,  erdsten  serias

discrepancias en la literatura sobre el posible efecto de la fosforilaci6n en

la  regulaci6n  de  la  actividad  de  la  CK2.  En  los  estudios  realizados  por

Agostinis  y  cols.  con  proteina fosfatasas  por  ejemplo,  los  resultados  se

contraponen  completamente  a  los  anteriores,  ya  que  ellos  encontraron

que al  desfosforilar la CK2 se producia una estimulaci6n de su actividad

(Agostinis y cols. ,1987).

Una  posible  explicaci6n  a  estas  discrepancias  seria  que  /.n  vivo  est6n

actuando  distintas  quinasas  en  distintos  sitios  de  la  proteina,  los  cuales

podrian estar afectando a la enzima de distinta forma.
AI  estudiar  los  tipos  de  quinasas  que  podrian  estar  participando  en  la

fosforilaci6n  de  la  CK2,  Mulner-Lorillon  y  cols.  encontraron  que  la  cdc2

quinasa  era  6apaz  de  fosforilar  a  la  subunidad  P  ;.n  vt.fro  ,  en  un  sitio
`,

distinto  al   de  autofosforilaci6n,  encontrando  fosfotreonina  en  ]ugar  de

fosf6serina.    Ademas    ellos    pudieron    observar,    que    la    fosforilaci6n

produ6ida  /.n  v/.fro  por  la  cdc2  quinasa  incrementaba  ]a  actividad  de  la
:`.

enzima en 1 ,5 a 5 vec;s (Mulner-Lorillon y cols.,1990).
c_t           ..

Posteriormente,  Litchfield  y  cols.  corroboraron  los  resultados  anteriores,

demostrando que la subunidad P  de la  CK2  podia ser fosforilada tanto /.r}

vt.vo  como /.n w.fro por la cdc2 quinasa,  identificando a la serina 209 como
'`                                                                            ,                                ,                                            ``                                                  ....

el  r6Siduo  fos'forilado.   En  contraposici6n  a]  estudio  del  grupo  de  Belle,

estos   autofes   no   pudieron   ver   activaci6n   de   la   enzima   modificada

(Litchfield  y  cols.,1991).   Eh  un  estudio   mas  reciente,   Meggio  y  cols.
J

(

tampoco  pudieron  observar ningdn  efecto  en  la  actjvjdad  de  la  CK2  al

fo:forilar.t.n   wifro      la   subunidad   P   con   la   cdc2   quinasa   (Meggio   y
I,.

cols.,1993).
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Debido a que la cdc2 quinasa experimenta grandes cambios de actividad

durante las distintas etapas del ciclo celular, Litchfield y cols. estudiaron el

grado de fosforilaci6n de la CK2 quinasa en celulas detenidas en mitosis,
encontrando  que  la  fosforilaci6n  de  la  serina  209  se  encontraba  muy

aumentada  con  respecto  a  la  fosforilaci6n  del  sitio  de  autofosforilaci6n

(Litchfield  y cols„1992).  Por otro lado, tambi6n se ha  demostrado  que  la

cdc2 quinasa es fosforilada  por la  CK2 tanto +'n  vt.vo   como /.n  v/.fro,  en  la

serina 39 durante la fase Gl  del ciclo celular (Russo y cols.,1992).  Por lo

tanto,   es   probable  que  la  fosforilaci6n  reciproca  de  ambas  quinasas

pueda provocar cambios en sus propiedades durante las distintas etapas
del ciclo celular.

Los niveles de CK2 no s6Io se han encontrado aumentados en respuesta

al tratamiento con hormonas y factores de crecimiento,  sino  que tambi6n

se ha visto que se encuentran elevados en c6lulas que se encuentran en

activa  proliferaci6n,  como  tejido  embrionario  y tumores  (lssinger,  1993).

Resulta    interesante    que    diversos    6rganos    y   tejidos    embrionarios,

presentan   niveles= de actividad  de  CK2 varias veces  mss  alto  que en el
correspondiente tejido adulto. Este hecho, apoyaria la id6a de que la CK2

tendria   '.unJ  papel   'importante    en    los    procesos    de<   proliferaci6n    y

diferenciaci6n celular.

Con respecto  a  6ste  punto,  existe  uLn  estud`io  realizado  por Ole-rfuoiYoi  y
.            ,'`    i

cols.   con  el   parasito  intracelular  Thei./eha  parva,   que  es  un  protozoo

pafasito,   responsable   de   un   sindrome   linfoproliferativo   mortal   en   el

ganad'o vacuno,  debido a que induce transformaci6n de los  linfocitos  del

animal  (O[e-MoiYoi  y cols.1993).  Lo interesante de  este  estudio,  fue  que

se  pudo  determinar  que  en   linfocitos   de   bovino   infectados   con   este

parasit6-habia una marcada inducci6n de la CK2, encontfandose elevados
niveles  tanto   de RNA   mensajero   como   de   proteinq   y   de   actividad

i

.

I
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enzimatica.   Basandose   en   estos   resultados,   Seldin   y   Leder   (1995)

procedieron    a    estudiar    el    papel    de    la    CK2    en    esta    patologia
linfoproliferativa, produciendo una sobreexpresi6n del gen de la subunidad

Ch en  linfocitos  de  ratones  trasg6nicos.  El  resultado  obtenido  fue  que  la

CK2  or puede  actuar como  un  oncogen,  y  su  desrregulada  expresi6n  es

capaz de transformar linfocitos en combinaci6n con c-myc.

Estudios   de   Sommercom   y   Krebs   han   demostrado   que   la   CK2   se

encuentra  relacionada  no  solo  con  procesos  de  proliferaci6n,  sino  que

tambien  de  diferenciaci6n  celular  (Sommercorn  y   Krebs,   1987).   EIIos

encontraron que al tratar c6Iulas 3T3-Ll  con dexametasona,  para inducir

su diferenciaci6n a adipocitos, Ios niveles de CK2 aumentaban 4 veces, Io

que  se  correlacionaba  con  un  aumento  equivalente  en  la  cantidad  de

proteina quinasa sintetizada.  La inducci6n observada  era transiente y no
ocurria`.en celulas 3T3-C2 que no experimentan diferenciaci6n.

Otro  ejemplo  muy  interesante  que  relaciona  a  la  CK2  con  procesos  de

diferencia6i6n, es un estudio publicado por el  grupo de Jestls Avila.  En el,
-\,-

ellos   encontraron  que  la   CK2   actuaba   como   un   agente   inductor  del

desarrollo de las neuritas en c6lulas de neuroblastoma que se inducen a

diferenciaci6n    por   remoci6n    del    suero    (Diaz-Nido    y    cols.,    1988).

Recientemente   6stos   autores   demostraron  'que   al   tratar   c6lulas   de

neuroblastoma    con    oligodesordrribonucle6tidos    "antisense"    del    RNA

mensajero''de  laJ`subunidad   or  (lo   cual   resulta   en   la   depleci6n   de   la

subunidad  catalitica  Ch  CK2),  se  bloquea  la  neurog6nesis  (Ulloa  y  cols.,
.                 n,                                  +

1993).

Sin embargo,  a pesar de` la gran cantidad de evidencias que indican que

la  actividad  de  la  CK2  estaria  aumentada  en  respuesta  a  la  acci6n  de
I

diversos  agentes  mitog6nicos,  recientemente  estos  resultados  hah  sjdo

cuestionados   por  el   grupo   de   Krebs   (que  fue   uno   de   los   primeros
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laboratorios  en  describjr  este  efecto),  ya  que  6stos  no  han  podido  ser

reproducidos en forma sistematica (Litchfield y cols.,1994).

Considerando estos resultados,  Pinna ha propuesto la posibilidad de que

la CK2 sea una enzima constitutiva encargada de mantener fosforiladas a

todas  sus   proteinas  sustrato  y  que  luego  la  actividad  de  estas  sea

regulada por desfosforilaci6n (Pinna,   1990).

G.4.-Posjble existencia de la subunidad Ch monom6rica

Como  ya  ha  sido  mencionado  anteriormente,   la  CK2  es  una  enzima

heterotetram6rica,  la  cual  es  indisociable  bajo  condiciones  fisiol6gicas  y

esta   constituida   por   dos   subunidades   cataliticas   or   y   cx,`   y   por   dos

subunidades P  cuya funci6n es supuestamente reguladora.  Sin embargo,

exist6n varios ejemplos en la literatura en que se describen subunidades

Ch  monomericabs,  como  por  ejemplo  en  bycfyosfe/f.un  (Kikkawa  y  cols.,

1992)  y  en  Zea  mays  (Dobrowol`ska  y  cols.,   1991),  donde  no  se  han
a                          `=`            ty

encoritrad6 subunidades P  como en 't6'das  las  demas  especies.  Tambi6n
\

Stigare.   y    Sols.,    realizando    extracci6nes    de    ndc[eos    a    distinta;
+  '.                r-`-                                                                       I                 7

concentraciones de sal, encontraron que la mayor parte de la subunidad Ch

nuclear  se   encontraba   muy  firmemente   unida   a   otros   componentes

nucleares y h.`o asociada a la subunidad b' (Stigare y cols.,1993).

Por otro lado Bidwai y cols.  observaron que al  introducir los genes de las

subuhid'`-a*d`es`' al  }  p `de' Drosapfti./: `6n  c6Iulas  de  S.  cerevt.sa`G  mutantes
•,'                \~

doble en los genes Ch y Ch` y por lo"tanto no viables,  bastaba  con  que s6lo
"',,

se  expresara  Ch  bara  que  las  levaduras  pudieran  crecer  (Bidwai  y  cols.,

1992).  Sin  embargo,  en  es{as  c6lulas,  ]a  actividad  CK2  aparecia  como
J.

una  entidad  monomerica,  ya  que  la  §ubunjdad  ex  de  DrosapAi./a'''no  e§
J'  `'.              .                                                                                                                                                                I

capaz  de  interactuar  con  las  sub'Lnidades  P   de  la  levadura.   Resulta
I

interesante que cuando se transform.aron levaduras s6Io con el gen de la
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subunidad  P  de  Drosapfri./a,  no  fue  posible  detectar  la  proteina.  Estos

resultados  indican  que  la  subunidad  or  puede  expresarse  y  ejercer  su

funci6n en ausencia de a, en cambio cuando la subunidad a es expresada

aisladamente, 6sta se degrada muy rapidamente (Bidwai y cols.,1992).

En  relaci6n  con  estos  resultados,  Robitzky  y  cols.  encontraron  que  la

subunidad Ch humana era capaz de unirse a una secuencia ubicada en la

regi6n promotora del gen de la subunidad P, provocando una estimulaci6n

de  la transcripci6n  de  este  gen  (Robitzky y  cols.,  1993).  Aunque  resulta

muy  atractiva  la  posibilidad  de  que  exista  un  mecanismo  que  regule  en

forma coordinada la expresi6n de ambos genes,  estos resultados no han

podido   ser  reproducidos   con   la   enzima   de  Xenapus   (Gatica y cols.,
1995).

Otra evidencia que indica que cierta fracci6n de la subunidad or podria no

encontrarse asociada a P, proviene de estudios realizados por el grupo de

Czech  (Heller-Harrison  y  Czech;  1991).  En  este trabaj.o  se  transfectaron

celulas  COS-1  con  l`os  genes  de  la  s'ubunidad  .Ch y  de  la  subunidad  P  en

forma  separada.  En  ambos  casos  se  produjo  un  aumento  similar en  los

niveles  de  actividad  de  CK2,   lo  cual   no  e:  sorprendente  cuando  se
i

expresa or ya que `6sta posee actividad catalitica,  pero si lo es cuando se

expresa P  que. es: inactiva.  La explicaci6n mss factib[e  de  este resultado
\£`1

es   pensar  que   en `estas   celulas   existia   un   exceso-``  de   subunidad   or

monomerica que :se a;oci6 a la subunidad P sobreexpresada, estimulando

de esta manera su actividad.

Hasta  el  momento,  la  posibilidad  de  que  CK2  pueda  ser  regulada  por

asociaci6n y disociaci6n ae sus subunidades, como en el caso de las cdk

quinasas,..es   solamente   espeGu!ativa,   A   pe§gr   que   en   los   estudio§
''®.

realizados  /.n  v/.fro  se  ha  visto  que  la  holoenzima  practicamente  no  se

I.I.
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disocia,  es  posible que /.n  w.vo las  condiciones  sean  diferentes  y  existan

factores que faciliten la disociaci6n.

G.5.-Pape] de la subunidad P en [a regulaci6n de la CK2

De   los    estudios    realizados    a    partir   de    las    subunidades    or   y   P

recombinantes  se  ha  podido  determinar,   que  aunque  la  subunidad   Ch

posee  actividad  catalitica  intrinseca,  la  subunidad  P  es  necesaria  para

que  la  enzima  adquiera  una  conformaci6n  mss  estable  y  una  activjdad
catalitica cuatro a cinco veces mayor (Issinger y cols.,1992; Grankowski y

cols.,1991).

Por analogia  con  la familia  de  las  cdc2  quinasas  (que  son  las  quinasas

mas  cercanas  a  la  CK2),  otra  forma  de  regulaci6n  que  podria  tener  la

CK2,  seria  el  que  la  sintesis  o  degradaci6n  de  la  subunidad  P  fuera

regulada  co-mo  en  el   caso  de  las  ciclinas,   que  son  las  subunidades

reguladoras de las cdk quinasas (Glotzer y cols.,1991).

Aunque"hasta  el`-m6mento  no  existen  evidencias  concretas  que  apoyen

este tipo  de  mecanismo,  es  muy  sugerente  la  presencia  de  la  "caja  de

destrucci6n"  en  el  extremo  amino terminal  de  la  subunidad  P  (Allende  y

AIIende,1995). Tambi6n resulta interesante el hecho que la CK2 haya sido

encontrada   asociada  con  la  subunidad  20S   del   proteosoma,   el   cual
\,

constituye  el   orgahelo  encargado  de  la  degradaci6n  de  las   proteinas

ubiquitiniladas (Ludeman y cols.,1993).

Respecto  a  la  degradaci6n  de  la  subunidad  P,  recientemente  Ltlsche-r y

Lietchfield (1S'94), realizando estudios de pulso y caza en diversas  lineas

celulares, pudierori` determinar que la subunidad P  era sintetizada en gran

exceso  sobre  la  subunidad  or.  Bajo  estas  condiciones,  una fracci6n  muy
t',-

pequefia  de  f}  formaba  parte  de  la  holoenzima  tetram6rica,  sufriendo  el
resto   de   la   proteina   rina   fapida   degradaci6n   por  un   mecanismo   no
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lisosomal.  En concordancia con los resul{ados de Lclscher y Lietchfield, el

grupo  de  lssinger  tambi6n  observ6  que  en  diversos  tumores  existe  un

gran exceso  de subunidad  P  comparado  con  el  tej.ido  normal  del  mismo

paciente (O.G.  Issinger,1993).

Otra   funci6n    importante    que    se    ha    postulado    que    podria    estar

desempefiando  la  subunidad  P,  seria  la  de  modificar  la  especificidad

enzimatica de la CK2.  Con respecto a este punto hay estudios realizados

por el  grupo  de  Pinna  (Meggio  y  cols.,  1994b)  y  Glover  (Bidwai  y  cols.,

1993),   en  que  se  ha  visto   que   ciertas   proteinas   como   calmodulina,

omitinadescarbondlasa,   la  cadena  liviana  de  clatrina  P   y   el   factor  de

elongaci6n    1    de   reticulocitos   s6lo    pueden   ser   fosforiladas    por   la

subunidad Ch monom6rica y no  por la holoenzima.  Resulta  muy sugerente

que   al   agregar   polilisina   (activador   de   la   enzima   que   interacciona

principalinente con la subunidad a),  Ia holoenzima recupera la capacidad
de fosforilar estos sustratos.  EIIo significa que I; subunidad P  impide que

la  subunidad  Ch  fosforile  a  la  calmodulina,  efecto  que  es  revertido  por

polilisina..
..

Por  otro  lado,  tambien  se  han  descrito  sustratos  de  la  CK2  en  que  la

subunidad   P   jdega   un   papel   vital,-  ya   que   estos   s6lo   pueden   ser

fosforilados  por. la  holoenzima  y  no  por  la  subunidad  Ch  monom6rica.  El

ejemp]o.  que  ma`;  llama  la  atenci6n  de  este  tipo  de  sustratos,   es  el

antioncogen p53  (Wagner y cols.,  1994),  el  cual  se ha visto  que s6lo  es

fosforilado   por  la   holoenzima.   En   este   caso,   la   subunidad   P   estaria

desempefiando   un   papel    muy   important6    en    la   regulaci6n   de   la
.,

proliferaci6n  celular,  ya  que  se  ha  demostrado  que   p53   no   s6Io   es
I

sustrato  de  la  CK2,  sino  que tambien  existe  una  asociaci6n  fisica  entre

ellos, Ia cual se ha visto que ocurre a trav6s de la subunidad P.
hJ.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

De  las  evidencias  presentadas  puede  concluirse  que  la  CK2  es  una

enzima indispensable para la viabilidad de la c6Iula y que juega un papel

muy  importante  tanto   en   el   metabolismo   como   en   los   procesos   de

diferenciaci6n y proliferaci6n celular. Sin embargo, hay muchas inc6gnitas

adn  por  resolver,  fundamentalmente  respecto  a  su  funci6n  y  regulaci6n

fisiol6gica.   Una   interrogante   especialmente   interesante   resulta   ser  el

papel  de  la  subunidad  P  en  la  CK2,  ya  que  se  ha  visto  que  en  algunas
especies  6sta  no  existe,   y  en  S.   cerev/.s/.ae  s6lo   se  requiere   de   la

subunidad  or  monom6rica  para  que  las  c6lulas  sean  viables.   Por  este
\

motivo es que nos ha interesado estudiar la funci6n que esta cumpliendo

la subunidad a en la actividad y regulaci6n de la CK2.

Para llevar a cabo este es{udio, se plantearon los siguientes objetivos:

1.-Aislamiento y secuenciaci6n del gen que codifica para la subunidad P

de la proteina quinasa CK2 de Xenapus /aev/.s

2.-Exp+esi6n y purificaci6n de la subunidad C

3.-Estudios .de reconstituci6n a partir de las subunidades or y P

recombinantes purificadas

4.-Estudios de autofosforilaci6n de ambas subunidades

5.-Sinte.-sis de div:rsas proteinas mutantes de la subunidad P

6.-Estudios de reconstituci6n con las diferentes proteinas mutantes

7.-Estudio comparativo de las holoenzimas reconstituidas con  las

diferentes subunida'des C mutantes para estudiar su relaci6n entre la

estrric`tu''ra y furiei6n ,                                     .  ;



MATERIALES  Y  METODOS

A.- REACTIVOS Y MATERIALES

A.1.-Reactivos genera]es

Los reactivos generales como Tris,  EDTA, acido b6rico,  cloruro y acetato

de  magnesio,  Hepes,  DTT,  EGTA,  Nacl,  TCA,  SDS,  sacarosa,  urea  y

trit6n X-100 fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.

La triptona, extracto de levadura y el agar fueron de Difco.

Todas  las  enzimas  utilizadas  en  biologia  molecular  como  enzimas  de

restricci6n,  polimerasas,  quinasas,  ligasa,  fosfatasa  alcalina,  etc.,  fueron

adquiridas en  BRL y Promega.  Los  is6topos  [y-32P]  ATP,  [or-32p]  dATp  y

[or-35S]   dATP  fueron  obtenidos  en  Amersham   lntemational   y  en   New
England Nuclear.

La membrana de DEAE fue de Schleicher & Schuell y el  papel \/\/hatman

P-81  y \/\/hatman #1  y #3 fueron de \/Vhatman International.

Los   oligonucle6tidos   utilizados   fueron   sintetizados   en   el   "Centro   de

sintesis  y  referencia"  de  la  Facultad  de  Medicina  de  la  Universidad  de

Chile.

La g]utati6n-agarosa y la trombina fueron obtenidas de Sigma y el vector

PGEX-2T fue donado por el Dr. Silvio Gutkind.

A.2.- Soluciones generates

TBE 5X:  un litro de soluci6n contiene 54 g de Tris  base;  27,5  g  de acido

b6rico y 20 ml de EDTA 0,5M pH 8,0.

TE: soluci6n que contiene Tris-HCI  10 mM pH 7,5 y EDTA 1  mM.

33
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PBS:  soluci6n que contiene  Nacl  150  mM;  NaH2P0416  mM  y  Na2HP04

4mM, pH 7,4.

SSC 20X: soluci6n que contiene NacI 3M y citrato de Na 0,3M, pH 7,0.

Denhardt   50X:   soluci6n   que   contiene   ficoll   al    1%,   BSA   al    1%   y

polivinilpirrolidona al  1%.

SM:  soluci6n  que  contiene  Nacl  100  mM;  Mgc121  mM;  Tris-HCI  50  mM

pH 7,5 y gelatina al 0,01%.

A.3.- Cepas utilizadas

Y1090 : supF hsdR araD 139 Alon Alac U169 rpsL trpc22 :: Tn 10 (tetr)

pMC9. Bacterias receptoras para infecci6n con fago lambda
TG1  : supE hsdA5 thiA (Iac-proAB)

F' [ tra D36 proAB+  Iacl9 laczAM15]

JM-105' : supE endA sbc815 hsdR4 rpsL  thiA (lac-proAB)
'       "    F'[traD36proAB+lacl9laczAM15  ]

Tanto    las    bacterias   TGl    como   JM-105   fueron   usadas    para   ser

transformadas con el fago M13

BL21(DE3): hsds gal (^c Its 857 indl  s am7 nin 5 Iac uv5-T7 gene 1)

bacterias usadas  para ser transformadas  con  el  vector PGEX-2T y  para

expresar las proteinas fusionadas a la glutati6n-transferasa

A.4.- Genoteca

La  genoteca  utilizada fue  donada  por el  Dr.  Douglas  Melton,  Ia  cual  fue

construida  a  partir  de  RNA  poliadenilado  de  oocitos  desfoliculados  en

estado  VI  de Xenapus /aev/.s.  Los  CDNA fueron  subclonados  en  el  sitio

EcoRl del DNA del fago ^ gtl0 (Rebagliati y cols.,1985).
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A.5.-Medios de cultivo

Ivledio LB:  contiene  10 g de bactotriptona,  5  g de extracto de levadura y

10 g  de  NacI   para   1    lifro   de   medio,   y   se   agrega   NaoH  IN  para

llevar a pH = 7

Medio LB ampicilina: medio LB que contiene ampicilina 50 LIg/ml.

Medio  LB-TAN:   medio  LB  que  contiene  tiamina  50   ug/m],   ampici[ina

50Hg/ml,  Mgc1210 mM y Mgs0410mM.

Medio LB s6Iido: medio LB que contiene agar al  lo/o.

Medio LB-TAN s6Iido: medio LBITAM que contiene agar al  1 o/o

Medio agar-H: contiene 10 g de bactotriptona, 8 g de NacI y 12 g de agar

para un litro de medio, y el pH se ajusta a 7 con NaoH IN.
Ivledio 2XYT: contiene 16 g de bactotriptona,10 g de extracto de levadura

y 5 g de NacI para un litro de medio, y el pH se lleva a 7 con NaoH IN.

A.6.-  Oligonucle6tidos utilizados

partidor # 1  : 5` CGTGGCAATGAGTTCTTCTG 3`

partidor  ;io  arriba,  usado  para  amplificar  un  fragmento  del  gen  de  la
subunidad P, el cual se utiliz6 como sonda para analizar la genoteca.

partidor # 2 : 5` ACATCCATGCACTTGGGGCA 3`

partidorL rio  abajo,  usado  para  amplificar  un  fragmento  del   gen  de  la
subunidad P, el c'ual se utiliz6 como ;onda para  analizar la genoteca

partido'r # 3 : 5` TACGAATTCAAATGAGTAGCTCG 3`
utiliizado para incorporar un sitio EcoRl  (GAAITC)-previo a[ ATG del  gen,

para poder subclon'arlo en el vector PGEX-2T

partidor # 4 : 5` GGGGAITTCTCAICGCATGGTCT 3`
utilizado  para  incorporar  un  sitio  de  restricci6n  para  la  enzjma  EcoRI

(GAATrc) despu6s del cod6n de {6rniino del gen
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partidor # 5 : 5` GGCGACCATCCTCCAAAA 3`
complementario a una regi6n del  extremo 5`  del  sitio  de subclonamiento

del   vector  PGEX-2T,   para   poder  secuenciar  y   amplificar  fragmentos

subclonados en este vector

partidor # 6 : 5` CAGATCGTCAGTCAGTC 3`
complementario a una regi6n del  extremo 3`  del  sitio  de subclonamiento

del  vector  PGEX-2T,  para  poder secuenciar  y  amplificar fragmentos  de

DNA subclonados en este vector

partidor # 7 : 5` CCCGiIATTCAAATGGGTGGCTCGGA 3`
utilizado para mutar las serinas 2 y 3 de la subunidad a a glicina

partidor # 8  :  5  'GGGAATTCTCAICGCATGGTCTTCACGGGACCTTTA
AA 3'   utilizado para mutar la serina 209 de la subunidad a a glicina

partidor # 9 : 5' GGATCTAGAA£CTGATGAGGA 3'
utilizado para mutar la prolina 58 de la subunidad P a alanina

partidor # 1 o : 5' GGATC-`TAGAAIATGAieAGGAI 3'
utiliza.do'para mutar la prolina 58 de la subunidad P a tirosina

partidor # 1~1  : 5` CTGTGAGGTGGCTGCAGCCTATATCCAGGA 3'
1..

utilizado para mutar los asparticos 26,  glutamico 27 y aspartico 28  de  la

subunidad P a alanina

partid`br # 12 : 5' GGGGRA+TCACCTCTTGGGCCTATA 3'
o]igonucl66tido   complementario   utilizado   bara   introducir  un   cod6n   de

t6rmiho despues de la arginina 178 de la subu.hid;d P  seguido de un sitio
a:

de restricci6n para la enzima EcoRl
r`.

partidor  #  13  :  5'  GTAAACATCCATAGCCTTGGGA§£ATACAGTTTTA
CC 3'    utilizado para mutar las cisteinas  137 y  140 de la subunidad P  a

'>                                  I,              ¢

alanina
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partidor # 14 : 5' AATCCTCACGGGCTGCTGCCACCGATGGAG 3`

y # 14': 5' CTCCATCGGTGGCAGCAGCCCGTGAGGATT 3'
son o[igonucle6tidos complementarios utilizados para mutar las histidinas

151,152 y 153 de la subunidad P a alanina

partidor # 15 : 5'TCTAGAACCTGCTGCGGCATTGGAAGATAAT 3'

y # 15': 5'ATTATCTTCCAATGCCGCAGCAGGTTCTAGA 3'
son  oligonucle6tidos  complementarios  uti]izados  para  mutar  el  aspartico

59 y los glutamicos 60 y 61  de la subunidad f} a alanina

partidor # 16 : 5'ACATGATACTGG£TCTAG£ACCTGCTGCG 3'

y # 16': 5`CGCAGCAGGTGCTAGAGCCAGTATCATGT 3'
son  oligonucle6tidos  complementarios  utilizados  para  mutar el  aspartico

55 y el glutamico 57 de la subunidad a a alanina.

NOTA: 1os nucte6tidos subrayados son los que ham sido cambiados para mutar el

aminoacido correspondiente.

8.- METODOS

8.1.-Electroforesis en ge[es de agarosa
Para  realizar  la  electroforesis  se  sigui6   el   procedimiento   descrito   en

Sambro6k y cols. (1989), el cual consiste en lo siguiente :

Lo's geles de agarosa se preparan a una concentraci6n  de  1  o  1,2  o/o en

amortiguador  TBE  lx  y  bromuro  de  etidio  a-una  concentraci6n  de  0,5

ug/ml.  A  las  muestras  que  se  desea  analizar  se  les  agrega  azul  de
bromofenol  al  0,25°/o y glicerol  al  10% y  los  geles  se  corren  a  un voltaje

constante   de   100V.   Como   patr6n   para   estimar   el   tamafio   de   los

fragmentos de DNA,  se usa DNA de fago lambda digerido con la enzima

de  restricci6n  Hind]l[.  E[  DNA  de  los  geles  se visua]iza  colocando  estos

sobre  un transiluminador  U.V.  (  de  longjtud  de  onda  de 254  nm),  desde

donde pueden ser fotografiados.
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8.2.- Digesti6n del DNA con enzimas de restricci6n

Las  digestiones  con  enzimas  de  restricci6n  se  realizaron  de  acuerdo  a

Sambrook  y  cols.   (1989).   En  general,  el   DNA  es  digerido  usando  0,1

voldmenes  de  la  soluci6n  amortiguadora  que  adjunta  el  fabricante  para

cada  enzima  y  se  usan  1-2  U  de  enzima  por  cada  ug  de  DNA.   La

digesti6n se realiza a la temperatura recomendada por 1  a 3 horas. Luego

los productos de la digesti6n son analizados en geles de agarosa.

8.3.-Purificaci6n del DNA por extracci6n con fenol

Este tra{amiento se realiza cuando se quiere limpiar el  DNA de proteinas

contaminantes (durante una purificaci6n o despu6s de haber sido tratado

con  alguna  enzima  de restricci6n,  polimerasa,  Iigasa,  etc.).  Para  ello  se

realizan tres  extracciones  secuenciales,  agregando  siempre  un  volumen

de cada  uno  de  ellos  y separando  las fases  por centrifugaciones  de  30

seg.    eh   microcentrifuga.    Primero   se   extrae   con   fenol,    luego   con

fenol/cloroformo (1 : 1 ) y finalmente con cloroformo.

NOTA:el  fenol  siempre  debe  estar  saturado  en  Tris  Hcl  10  mM pH  7,5  y  el

cloroformo  mezclado  con  alcohol  isoamilico  en proporci6n  (24:1).  Para mayor

detalle vcr Sambrook y cols. (1989).

1

8.4.- Precipitaci6n del DNA con efanol

Para precipitar el  DNA con etanol, se agregan 0,1  voldmenes de acetato

de  Na  3M  pH  5,2  o  0,2 voldmenes  de  acetato  de  amonio  10M  y  2  a  3
i

voldmenes   de  etanol   enfriado   a   -20°C.   Despu6s   de   incubar  en  frio

(generalni6nte 1  a 2 horas a -20°) el  DNA se centrifuga por 15 minutos a

12.000 rpm y se remueve el sobrenadante, Posteriormente se lava el DNA

con etanol al 75% y se seca al vacio o a temperatura ambiente.
r.
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a.5.-Purificaci6n de fragmentos de DNA por membrana de DEAE

Este m6todo consiste en separar los fragmentos de DNA de acuerdo a su

tamafio en geles de agarosa y luego extraer el o los fragmentos deseados

con  un  trozo  de  membrana  de  DEAE  (Sambrook  y  cols.   1989).   Para

purificar  un  fragmento,   se   aplica   la   muestra   en   un   gel   de   agarosa

preparativo cuya concentraci6n dependera del tamafio de los fragmentos

que se deseen separar. Despu6s de correr el  gel  lo suficiente como para
obtener una buena separaci6n entre los distintos fragmentos de DNA,  se

hace  una  incisi6n  justo  frente  a  la  banda  que  se  desea  purificar  y  se

inserta   un  trocito   de   membrana   (de   ~2   x   0,5   cm).   Se   continda   la

electroforesis por 10 minutos y   se saca la membrana,  se lava con agua

destilada,  se  corta  en  trocitos  pequefios  y  se  incuba  en  0,2  ml  de  una

soluci6n  que contiene Tris-Hcl  20  mM  pH  8,0 y  Nacl  lM.  La  incubaci6n

se realiza a 65°  por una hora y posteriormente  se realiza  una extracci6n

con un volumen de n-butanol saturado en agua y el  DNA se precipita con

etanoI.

8.6.- Desfosfori[aci6n de vectores

Para  podar 'introducir un  fragmento  de  DNA  en  un  determinado  vector,

ademas  de  ssr digerido  con  las  enzimas  de  restricci6n`.adecuadas,  6ste

debe`  ser  de``sfosforilado  para  impedir  su  recircularizaci6n.  Para  ello  se

incuban 1-5 ug de DNA plasmidial  previamente digerido,  con 0,1  volumen

de  la soluci6n  amortiguadora que trae la  enzima  (0,5M  Tris-HCI,  pH  9,3;

10mM  Mgc12;  1mM  Znc12;  10mM  espermidina)  y  1   unidad  de  fosfatasa

alcalina   de  inte;tino  de  temero   (CIP)   durante   60   minutos   a   37°.   La

reacci6ri se detiene agregando 0,1  voldmenes de EDTA 0,5M pH 8,0 y se
I,`

incuba a 60° por 30 minutos. Posteriormente se realjza una extracci6n con

fenol y el DNA se precipita con etanol.
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8.7.- Estimaci6n de la concentraci6n de DNA en ge[es de agarosa

Cuando  se  tienen  cantidades  muy  pequefias  de  DNA,  que  no  permiten

determinar su concentraci6n por absorbancia a 260 nm, se puede estimar

su concentraci6n en geles de agarosa.  Esta tecnica consiste en analizar

uno  a  dos  lil  del   DNA  de  concentracci6n  desconocida  en  un  gel   de

agarosa  junto  con  distintas  cantidades  de  un  DNA  patr6n.   Luego  se

compara la intensidad de la banda de  DNA tefiida  con  bromuro  de etidio

con  la  intensidad  de  la  banda  del  fragmento  de  DNA  patr6n  de tamafio

mas cercano y de esta forma se determina su concentraci6n.

8.8.-Ligaci6n de fragmentos de DNA a plasmidos

Para la reacci6n de ligaci6n se incuban  10 a 20 ng del  vector digerido y

desfosforilado con 50 a 100 ng del fragmento durante 16 a 20 horas a 16°.

La mezcla de feacci6h se realiza en un volumen final de 10 ul al cual se le
•~

ha  agregado  lul  de 'Ia  s6Iuci6n  amortiguadora  que  viene  incluida  con  la

enzima  (.300in'M  Tris-Hcl,  pH  7,8;  100mM  Mgc12;  100mM  DTT  y  10mM

ATP) y 1  unidad de DNA Iigasa del fago T4.

B.9.-Preparaci6n de c6[ulas competentes para ]a trasformaci6n

EI  procedimiento  que  se  describe  a-` continuaci6n  fue  el  utilizado  para

transformar las cepa``s de E.co//.  AG-i  o BL-21 (DE3) :

Se inoculan 10 ml de medio LB con la cepa de bacteria a transformar y se

incuba  a''r37°  durante `toda  la  noche.  Al  otro  dia  se transfieren  0,2  ml  de

este cultivo  a 5'0  ml  de medio fresco  y  se  incuba  a  37°  por 2  a  3  horas
t

hasta  alcanzar una  absorbancia  a 600  nm  de  0,3  -  0,4.  Las  c6Iulas  se

centrifugan  en  un  tubo  est6ril  a  750  x  g  por  10  minutos  y  luego  se

r6`;uspenden en latmitad del volumen original de uh'a soluci6n de Cac12 50
4

mM enfriada a 0°Q. Despues de incubar en hielo por una hora, se vuelve a
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centrifugar y las  bacterias  se suspenden  entonces  en  0,1  volumen  de  la

misma soluci6n de Cac12 .

8.10.-Transformaci6n de bacterias con DNA

Para realizar la transformaci6n se incuban 0,2 ml de c6lulas competentes

y la mezcla de ligaci6n o  10 ng  de  DNA  plasmidial  en tubos  est6riles  de
vidrio  por  1  hora  a  0°.  Luego  se  les  da  a  las  c6lulas  un  pulso  termico,

incubandolas  por  2  minutos  a  42°  y  devolviendolas  inmediatamente  al

hielo.  Posteriormente se les agregan 50 ul  de medio  LB  e incuban a 37°

por 30  minutos.  En  seguida  se  pipetea  el  contenido  del  tubo  sobre  una

placa de agar LB ampicilina y se distribuye en forma homog6nea con una

pipeta  Pasteur doblada  en forma  de triangulo.  Las  placas  se  incuban  a
37° durante toda la noche.

Es  conveniente  siempre  hacer  un  control  de  la  transformaci6n,  para  lo

cual  se  incuban  las  c6Iulas  competentes  sin  DNA  y  luego  se  siembran

sobre una placa de agar con ampicilina y otra sin ampicilina para calcular

la viabi]i-da-d bacteriana despu6s del procedimiento de tfansformaci6n.

ell,

B.11.-Preparaci6n de DNA plasmid`ia] en pequefia `-escala
.

Para   preparar   DNA   plasmidial   en   pequefia   cantidad,   se   sigui6   el

procedimiento  descrito  por Bimboi~in y Doly  (1979),  el `-6ual  cons'iste  6n  lo
J`

siguiente :

Se toman las colonias transformantes y se crecen en 3  ml  de  medio  LB

con  ampicili-na  a  37°  durante  toda  ia  noche.   La  mitad  de  cada  cultivo

(1,5ml) se traspasa a tubos de microcentrifuga y el resto se guarda a 4°C.
Las bacterias se colectan por cenirifugaci6n a 12.000 x g por 5 minutos y

1`.

Iuego  se  incuban  5  minutos  a temperatura  ambiente  con  100  ul  de  una

soluci6n de  lisis que contiene glucos:` 50  mM;  Tris-Hcl  25  mM  pH  8,0  y
'r
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EDTA  10  mM.  Posteriormente  se  agregan  200  ul  de  una  soluci6n  que

contiene  NaoH  0,2  N  y  SDS  al  1°/o  y  se  incuba  5  minutos  en  hielo.  A

continuaci6n se agregan 150 ul de una soluci6n de acetato de potasio 5M

y acido acetico 3M y se incuba de nuevo 5 minutos en hielo.  Los tubos se
centrifugan nuevamente a  12.000 x g por 5 minutos y el  sobrenadante se

traspasa a otro tubo de microcentrifuga.  Se realiza una extracci6n con un

volumen  de  fenol  :  cloroformo  :  alcohol  isoamilico  (24:24:1),  y  el  DNA

plasmidial  contenido  en  la fase  acuosa  se  precipita  con  etanol.  EI  DNA
obtenido se resuspende en 50  ul  de  una soluci6n que  contiene Tris-HCI

10   mM   pH   8,0;   EDTA   lmM   y   ribonucleasa   pancreatica   20   ug/ml.

Finalmente el  plasmido purificado se digiere con la enzima de restricci6n

adecuada y se analiza en un gel de agarosa la presencia del inserto.

Las  colonias  bacterianas  que  contienen  al  plasmido  recombinante  son
I

guardadas a -20° en medio de cultivo LB con ampicilina y glicerol al 50%.

8.12.-Preparaci6n de DNA plasmidial en gran escala

Para preparar DNA plasmidial en mayor cantidad se sigui6 el metodo del

polieti[englico]   descrito   por  Sambrook  y   cols.   (1989),   el   cual   permite

obtener entre  0,5  a  1  mg  de  DNA  plasmidial  puro  a  partir  de  1  litro  de

cultivo.    A    continuaci6n    se    describe    e]    procedimiento    experimental
\

seguido:
i

Se crece durante toda la noche a 37°, un litro de medio LB con ampicilina
`,`:                                                 .-            I,                                                                                                                                                                   i

inoculado   con   1   ml   de   cultivo  fr'esco   de   bacterias   que   contienen   el

plasmido.  AI  dia siguiente,  s6 colectan  las  bacterias  por centrifugaci6n  a
2.500 x g por 20 minu{os y se resuspenden en 10 ml de una soluci6n que

contiene-glucosa 50 mM; Tris-Hcl 25mM pH 8,0'.y EDTA  10mM,  Despu6s

de  incubar  la  suspensi6n  por  5  minutos  a  temperatura  ambiente,   se
i_

agregan 20 ml de una solucj6n que contiene<NaoH 0,2N y SDS al  Io/o y se
<

=                                                                                                                                      .-                           -                                                                                                                                                                                                      `'                I
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incuba 5 minutos en hielo.  En seguida se adicionan 15 ml de una soluci6n

que contiene acetato de potasio 5M y acido ac6tico 3M  y se incuba   de
nuevo  en  hielo.   Las   bacterias  lisadas  se   centrifugan a 20.000 x g por

30  minutos y al  sobrenadante  obtenido  se  le  agregan  0,6 voldmenes  de

alcohol   isopropilico.   Despues   de   incubar   15   minutos   a   temperatura

ambiente  se  centrifuga  nuevamente  a  20.000  x  g  por  10  minutos,  se

descarta el sobrenadante y el precipitado se lava con etanol  al 70%  y se

seca al vacio. El precipitado se resuspende en 3 ml de amortiguador TE y

luego se le agregan 3 ml de Licl 5M y se deja precipitar por 10 minutos a

temperatura  ambiente.   En  esta  etapa  precipita  el   RNA  de  alto  peso

molecular  el  cual  es  eliminado  por  centrifugaci6n  a  12.000  x  g  por  10

minutos.   Al   sobrenadante   obtenido   se   le   agrega   un   volumen   de

isopropanol  y  despu6s  de  una  incubaci6n  de  10  minutos  a  temperatura

ambiente se centrifuga a  12.000 x g por 10 minutos.  EI  DNA se lava con

etanol  al.  70%,  se  seca y  se  resuspende  en  0,5  ml  de  amortiguador TE

conteni6ndo  ribonucleasa A,  a  una  concentraci6n  de  20  ug/ml.  Despu6s

de  incubar  el  DNA  a  37°  por  30  minutos  se  le  agregan  0,5  ml  de  una

soluci6n que conti`en: NacI  1,6 M y polietilenglicol 8'.000 a[  13% (p/v) y se

deja precipitando a 4°C por una hora.  En esta etapa el  DNA plasmidial es

precipitado  selectivamente  y se  colecta  por centrifugaci6n  a  12.000  x  g

por  10 minutos  a 4°.  Posteriormente  al  DNA resuspendido  en 400  ul  de
amortiguador TE,  S'e  [`e  efectdan tres  extraccion`6s  :  una  con  un volumen

.C

I

de  fen61,   6tra   con   un  vo]umen   de  fenol:c]o+aformo:alcohol   isoamilico

(24:24:1)  y una tercera  con un volumen  de  cloroformo:alcohol  isoamilico

(24:1).  F`i'halmente se precipita el  DN\A,  agregandole  100 ul de acetato de
>{.i

amonio 7,5M y  1  nii  d-a etanol  al  100%.  La cantidad de  DNA  obtenida se

determina por densidad 6ptica a 260 nm.
''
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8.13.-Purificaci6n de DNA monohebra a partir del fago M13

8.13.1.-Transformaci6n de bacterias TGl con el vector idl3

Con la mezcla de ligaci6n obtenida al incubar el DNA dob[e hebra de M13

(digerido con la enzima de restricci6n adecuada y desfosforilado)  con  el
fragmento  que  se  desea  secuenciar,  se  transforman  celulas  TG1.  Las

bacterias transformadas se crecen en placas Petri conteniendo agar H en

presencia   de   IPTG   al   0,020/o  y  X-gal   al   0,033%.   Estos   compuestos

permiten   diferenciar   las   colonias    que   han   adquirido    el    fago    M13

recircularizado   de   las   que   poseen   el   fago   recombinante,   ya   que   el

fragmento insertado interrumpe el gen de la P galactosidasa y se obtienen

placas blancas en lugar de azules.

8.13]2.-Preparaci6n de DNA monohebra

Se  toma  una  placa  blanca  y  se  incuba  en  3  ml  de  medio  2XYT  que

contiene  `15  Hl  de  un  cultivo  de  bacterias  TGl   por  6  a  7  horas  a  37°.

Terminado     este     periodo,     Ias     bacterias     son     sedimentadas     por

centrifugaci6n  durante  20  minutos  a  4.000  x  g.  Al  sobrenadante  se  le

agregah  300  ul  de ~una  soluci6n  coinpu6sta  por  polietii`englico]  al  2o%  y
'.

NacI.2,5   M   y   ]os   fagos   se   dejan   precipitando   por   15   minutos   a

temperatura  ambiente.  Se  centrifuga  nuevamente  a  8.000  x  g  por  10

minutos  y  el  sobrenadante  se  remueve  en  forma  completa.  Los  fagos

obtenidos se r-esuspenden en 500 ul de TE y se le adiciona 10 ul de SDS
I

al  20%  y  4  ul  de  proteinasa  K  10  mg/ml  y  se  incuban  a  37°  por  30

minutos.  Finalmente  el  DNA  se  purifica  por  sucesivas  extracciones  con

fsnol,   feno[:cl6r6formo   :(1:1),   c[oroformo:alcohol   isoamilico   (24:1)   y   se

preci pita con-etanol.
I

/-
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8.14.-Purificaci6n del DNA de fagos mediante la fecnica del CTAB

a.14.1.-   lnfecci6n   de   bacterias   E.co/i-   Y1090   con   fagos   ^gtl0

recombinanfes.

Se  inoculan  50  ml  de  medio  LB-TAM  con  una  colonia  (o  10  ul  de  un

cultivo concentrado guardado en glicerol al 50% a -20°C) de E.co//. Y1090

y se crece a 37° durante toda la noche.  Luego se centrifuga a 3.000 rpm

por 10 minutos a 4° y las bacterias precipitadas se resuspenden en 25 ml

(1/2 del volumen) de Mgc1210mM.

Para  realizar  la  infecci6n,  se  agregan  los  sigujentes  compon:ntes  en

tubos  de vidrio  est6riles  :  50  Hl  de  medio  LB-TAM,  50  Hl  de  una  diluci6n

apropiada de los fagos en medio SM y 200  ul  de  bacterias Y1090 2x en

Mgc12  10  mM.  Los  tubos  se  incuban  a  37°  por  40  a  60  minutos  para

permitir que el fago se adsorba a la superficie de la bacteria y la  infecte.
Luego se agrega a cada tubo 3 ml de medio LB-TAM conteniendo agar al

0,5% a una temperatura de alrededor de 50° e inmediatamente la soluci6n
I                                                                                                                                                                          "                  ,'i

es  vertida  sobre  placas  Petri  con  medio  LB-TAM-s6lido.  Las  placas  se

dejan enfriar a temperatura ambiente por media hora para dejar solidificar

la  capa  superior de  agar y  luego  se  incuban  a  37°  por 8  a  10  horas  o

durante toda la noche.

8.14.2.-Extracci6n de fagos.

Se  agrega  1  ml  de  medio  SM  a  cada  placa  y  con  una  pipeta  Pasteur

est6ril dc;blada en forma de triangulo se desprende la capa de agar de laI

superficie y se transfiere a un tubo  c6nico  de  50  ml.  EI  resto  del  agar y

fagos se arrastrari' de la placa con 2 a 3 ml  de medio  SM,  se agrega  un

pardegotasdecloroformoyseincubaa37°por10mjnu{ps.,paraextraer

los fagosL del  a,gar.  Finalm';nte se centrifuga  a 4.000 rpm  por  16  mjnuto§
.``

para separar el sobrenadante que contiene los fagos.

i

'
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8.14.3.-Purificaci6n del DNA de. Ios fagos.

EI  DNA de  los fagos  se purific6  de acuerdo  a  la t6cnica  descrita  por Del

Sal y cols. (1989) segdn el procedimiento que se describe a continuaci6n:

EI lisado que contiene los fagos se trata con DNAsa I a una concentraci6n

final  de 20  ug/ml  (o 20  U/ml),  a temperatura  ambiente,  por 20  minutos y

luego se centrifuga a 8.000 x g por 10 minutos.  Luego el sobrenadante se

transfiere a otro tubo y se le agrega gelatina a una con6entraci6n final  de

50 ug/ml. En seguida se agrega un volumen de resina DEAE celulosa DE-

52  (equilibrada  previamente  en  Tris-HCI  10  mM  pH  7,0;  EDTA  1  mM  y

azida al 0,01 % y lavada dos veces con un volumen de medio LB, antes de

ser usada) y se incuba a temperatura ambiente por 10 minutos invirtiendo

el tubo peri6dicamente. Al sobrenadante obtenido, despues de remover la

resina por centrifugaci6n, se le agrega EDTA a una concentraci6n final de

20 mM y proteinasa K a una concentraci6h` de 50  LIg/ml.  Luego se incuba

a 45° por 15 minutos, se agrega 0,1 volumen de una soluci6n de CTAB al

5% p/v en 0,5 M Nacl y se vuelve a incubar a 63° por 3 minutos. Despues

de  enfriar  en  hielo  por  5  minutos,  se  centrifuga  a  12.000  x  g  por  10

minutos y se descarta el  sobrenadante.  El  precipitado-`se resuspende en

0,2  :vol'dmenes  (de[   lisado  inicial)   de  NacI   1,2   M     y  se  agregan  2,5

voldmenes   de   etanol   a   -20°C   y   se   mezcla.   EI   DNA   precipitado   se

centrifuga,  se  lava  con  etanol  al  75%  y  luego  se .resuspende  en  TE  o

agua.

8.15.-Secuen6'iaci6n del DNA de dob[e hebra

EI  DNA  fue  secuenciado  de  acuerdo  al  m6todo  descrito  por  Sanger  y

Coulson (1975) dde consiste en uti[izar dides6xjnucle6tidos y que permite
]

secuenciar tanto  DNA  de  hebra  simple  como  doble.  Para  secuencii`r el
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DNA de doble hebra se sigui6 una modificaci6n  del  m6todo  descrito  por

Zhang y cols. (1988) y que se detalla a continuaci6n:

Se   desnaturan   2   a   5   ug   de   DNA   (purificado   por   el   m6todo   del

polietil6nglicol o por centrifugaci6n en gradiente de cloruro de cesio) en 30

ul   de   un   medio   que   contiene   NaoH   0,2   N,   durante   5   minutos   a
temperatura ambiente.  Luego el  DNA se neutraliza por la adici6n de 3  ul

de  acetate  de  amonio  2M  y  se  precipita  agregando  70  ul  de  etanol  al

100o/o e incuba a -20°  por una hora.  Despu6s de centrifugar a  10.000 x g

por 15 minutos a 4°,  el  DNA se lava con etanol  al  70% y resuspende en
10  ul  de  un  medio  que  contiene  Tris-HCI  40  mM  pH  7,5;  Mgc12 20  mM;

Nacl 25 mM y 3  pmoles  del  oligonucle6tido  que se  usara como  partidor

en  la  reacci6n  de  secuenciaci6n.  Esta  mezcla  se  incuba  a  37°  por  30

minutos    para    pe+'mitir   la    hibridaci6n    entre    el    DNA    y    el    partidor.

Posteriormente  se realiza  la  etapa  de  extensi6n  de  las  hebras  de  DNA,

para  lo  cdal  se  le  agregan  a  los  10  ul  de  la  etapa  anterior 5,5  ul  de un
(

medio  due  contiene   DTT,   SequenaseTM,   dcTP,   dGTP,   dTTP   y  [Ch35S]

dATP  y  se  incriba  5  minutos  a  temperatura  ambiente  (Ia  concentraci6n

final    en   el    medio   durante   la   extensi6n   del    DNA   es:    DTT=10mM;

dcTP=dGTP=  dTTP=  0,2  HM;    [or-35S]dATP=  0,3  uM    [1000  Ci/mmol]  y

Sequenase 2 :a 3  unidades).  El  siguiente  paso  consiste  en  agregar a  la

reacci6n uno de los didesoxinucle6tidos (ddATP,ddcTP,ddGTP o ddTTP)

Io cual provoca la terminaci6n de la cadena. Para ello se preparan 4 tubos

Eppendorf de  0,5  ml,  marcados  con la  letra A,G,C  o T y se  les  agregan

2,5    ul    de    una    soluci6n    que    contiene    Nacl    50    mM,    los    cuatro

desoxinucl6-6tidos"   a   una   concentraci6n   de   80   HM   y   el    respectivo
:

didesoxinucle6tido  a  una  concentraci6n  de  8HM.  A  cada  uno  de  es{os

tubos se le agregan 3,5 ul de la mezcla de secuencjacj6n y se incuban por
I.'

5 minutos a 37°.  La reacci6n se detiene agregando 4 ul  de una  soluci6n
v            i---'                   ,                                                                     I                                                                                                            ,

I,`-
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que  contiene  formamida  al  950/o,  EDTA  20  mM,  azul  de  bromofenol  al
0,050/o   y   xilencianol   al   0,05%.   Las   reacciones   de   secuenciaci6n   se

guardan a -20° y posteriormente se analizan en geles de poliacrilamida.

B.16.-Secuenciaci6n de[ DNA de hebra simple

La  secuenciaci6n  se  realiza, de  igual  forma  que  para  el  DNA  de  doble

hebra,  con la diferencia que en este caso no es necesario  desnaturar el

DNA.  Para ello se toma 1  Hg de DNA y 0,5 a 1  pmol del  partidor universal

de M13 y se lleva a un volumen final  de  10 HI  con el  mismo medio usado

para  la secuenciaci6n de  DNA de doble hebra  ( Tris-HCI  40  mM  pH  7,5;

Mgc12 20 mM y NacI 25 mM).  Luego se incuba 5  minutos a 65°,  se deja

enfriar lentamente a temperatura ambiente y se continda con la etapa de

extensi6n igual que en el otro caso.

8.17.-Geles de poliacrilamida para analizar reacciones de secuencia

Para  hacer  el  gel,  se  preparan  60  ml  de  una  soluci6n  que  contiene

amortiguador TBE 1  x (Tris-borato 89 mM;  EDTA 2 mM), acrilamida al 6o/o

(raz6n a'8-+ilamida/bisacrilamida de  19:1) y urea  8  M.  Despu6s  de filtrar la

so!uci6n s.e toman 2' ml  a los cuales se le agregan 4 ul  de TEMED y 8  ul

de  persulfato  de  amonio  al  250/o  y  se  introducen  rapidamente  por  un

costado de los^-vidrios para que se forme un tap6n en la  parte inferior del

gel.  Una vez que ha polimerizado,  se agregan al  resto de la soluci6n, 40
t,

ul  de TEMED y 80  ul  de persulfato al 25 %,  la  soluci6n  se transfiere con
una  jeringa  plastica  de  60  ml,  dentro  de  los  vidrios  y  se  colocan  las

peinetasL  dejando   los   dientes   mirando   hacia   afuera.   El   gel   se   dej.a

polimerizando    en    forma    horizontal    por    por    lo    menos    una    hora.

Posteriormente,   para  realizar  la  corrida,   se  sacan  las   peinetas  y  se

colocan  esta  vez  con  los  dientes  hacia  adentro  del. gel  para  formar  los

(
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pocillos, y luego el gel se monta en la camara de electroforesis.  El gel se

precorre  por  15 a 20  minutos  a  1.800 V para que  se  entibie,  y  luego  se
cargan  las  muestras  que  han  sido  previamente  calentadas  a  80°  por 3

minutos. La electroforesis se realiza en amortiguador TBE 1  x y se corre a

un voltaje de entre  1.600 a  1.800 V.  Una vez terminada  la  corrida,  el  gel

se   {ransfiere   a   papel   filtro   \/\/hatman   3M,   se   seca   y   se   somete   a

autorradiografia.

8.18.-Amplificaci6n de DNA por PCR

La reacci6n de amplificaci6n se realiza en un volumen final  de 50  ul  que

contiene los siguientes componentes: Tris-Hcl  10 mM pH 9,0;  Kcl 50 mM;

Mgc121,5  mM;  Trit6n  al  0,1%;  dATP  0,2  mM;  dcTP  0,2  mM;  dGTP  0,2

mM;  dTTP  0,2  mM;  partidores  0,4  a  0,8  HM  y Taq  polimerasa  0,2  a  0,5

unidades.  Como  DNA molde se usan entre 50 a  100  pg  de  un  plasmido
I

puro, y entre 10 a 5b ng de DNA gen6mico o de DNA proveniente de una
'i

genoteca. La amplificaci6n se IIeva a cabo incubando primero 5 minutes a
95°  para  desnaturar completamente el  DNA y luego  se realizan 25  a  30

ciclos  que  consisten  en  incubar  1  minuto  a  95°,  Iuego  1  minuto  a  una

temperatura variable  (entre 37°  y 60°  dependiendo  de  la temperatura  de

fusi6n de los  partidores usados)  y  1  minuto  a  72°  para  que se realice  la

elongaci6n del  DNA. AI final se hace una incubaci6n de 5 a  10 minutos a

72° para que se terminen de polimerizar todas las cadenas.
i,a

fLos  productos -'amplificados  se analizan  en  geles  de  agarosa  corriente  o

en   Nu-Sieve   agarosa   dependiendo   del   tamafio   de   los   fragmentos

sintetizados.
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a.19.-Subclonamiento de los fragmentos amplificados por PCR

EI producto obtenido por amplificaci6n por PCR se purifica por membrana

de   DEAE   y   luego   se   trata   con   el   fragmento   Klenow   de   la   DNA

polimerasa I,  para lo cual  el medio de reacci6n es suplemen{ado con los
sigujentes componentes: dNTPs 0,2 mM; Tris-HCI 50 mM  pH 7,5;  Mgs04

10 mM;  DIT 0,1  mM;  BSA 50 ug/ml y 2  U de DNA polimerasa Klenow.  EI

DNA se incuba  15 minutos a temperatura ambiente y luego se inactiva la

enzima incubando  10 minutos a 65°.  Posteriormente se hace un segundo

tratamiento con polinucle6tido quinasa del fago T4 (PNK)  para  lo  cual  se

lleva la mezcla de reaccj6n a ATP 1  mM; DTT 15 mM y 20 u de PNK y se

incuba  40  minutos  a  37°.  En  seguida  se  realizan tres  extracciones:  una

con  fenol,   o{ra  con  fenol/c]oroformo(1:1)  y  otra  con  cloroformo/alcohol

isoamilico  (24:1)  y  el  DNA  se  precjpjta  con  etanol.  Despu6s  de  lavar  el

DNA con 70% de etanol y secarlo,  se resuspende en 20 Hl  de agua y se

hace   una   estima`ci6n   de   la   concentraci6n   en   un   gel   de   agarosa.

Finalmente, el fragmento se liga a un vector (que ha sido cortado con una

enzima  de  restricci6n  que  deje  extremos  romos  y  desfosforilado),   de

acuerdo al protocolo de ligaci6n ya mencionado.

a.20.- Marcaci6n  de fragmentos de DNA por el m6todo  de  "random

primjng"
I.Para realizar la mprcaci6n del DNA,, se toman 25 a 50 ng del fragmento y

I.,          'J

1'se  incuba  a   100°  durante  5  mjnutos.   EI   DNA  desnaturado  se  enfria

fapidamente  e`n  hielo  y se  jncuba  a  37°  por  1  a  2  horas  en  un  volumen

final  de 30 Hl de un medio que contiene  :  Tris-Hcl 20 mM  pH 8,0;  Hepes
J'_

200  mM  pH  6,6;  dGTP  20  HM;  dcTP  20  HM;  dTTP  20  uM;  DTT  2mM;

Mgc1210 mM; 5 a 6 unjdades de D02co de oligonucle6tidos hexamerjcos;
-`,1

50 Hci de [or-32P] dATP y 5. U de DNA polimerasa Klenow.  La reaccj6n se

`',,
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detiene  agregando  2  Ill  de  EDTA  500  mM  y  calentando  a  100°  por  2

minutos.  Finalmente  se toma  1  ul  de  la  mezcla  de  reacci6n  y  se  diluye

200 veces en agua.  De esta diluci6n se  colocan  10  ul  sobre un filtro  de

fibra de vidrio y se lava 3 veces  con 50  ml  de TCA helado  al  10o/o.  Una

vez seco  el  filtro,  se  cuenta  la  radiactividad  incorporada  y  se  calcula  la

actividad especifica del fragmento marcado,

8.21.-Analisis de la genoteca de CDNA

8.21.1.-Titulaci6n de la genoteca

Para efectuar el  analisis  primario de una genoteca es  necesario  conocer

previamente  el  ndmero  de  placas  de  lisis/ml  (PFU/ml)  de  la  suspensi6n

patr6n     de     fagos     recombinantes,     ya     que     se     deben     colocar
aproximadamente  10.000  placas  de  lisis  por  placa  Petri  (Abramowitz  y

'f-

cols.   1`988).   Par:     determinar  entonces   el  .'ndmero   de  fagos/ml   que

conti6ne  I-a  gen6{eca,  se  hacen  diluciones  seriadas  de  esta  suspensi6n

patr6n en medio SM con las cuales se infectan bacterias E.co//. Y1090 de
la siguiente inanera' :..

I(`,            1-

Se ino6'ulan 50 ml de medio LBITAM con una colonia aislada de bacterias

Y1090 y se crece a 37°C durante toda la noche.  El cultivo se centrifuga a

3.000 rpm por 10. minutos a 4°C y el precipitado bacteriano se resuspende

en la mi{ad de[ volumen original  (25 ml) de una so]uci6n de Mgc[210 mM,

obteni6ndose  una  solu6i6n  dos  vsces  mas  concentrada  en  bacterias

(Y1090 2 x).  Para realizar la infecci6n, se preparan una serie de tubos de
vidrio esteriles a los cuales se les' agrega los siguientes componentes : 50

LIl de medio LBITAM, 50ul de la`s diluciones seriadas de los fagos y 200 Hl
•,,.

de la soi'd;i6n d8` bacteFias Y10-'90 2x.  Los {ubos s6 incuban a 37°C por 4o
I'`

a 60 minuto§. para  permitir que  los fagos se  adsorban  a  la  superficie  de
Elt

las  bacterias  y  se  produzca  la  irifecci6n.  Terminada  la  incubaci6n  se
''
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agrega  a  cada  tubo  4  ml  de  medio  LBITAM  con  agar  al   1°/o  que  se

encuentra a una temperatura  de  entre 40°C  a  50°C.  Inmediatamente  se

vierte todo  el  contenido  del  tubo  sobre  una  placa  Petri  de  100  mm  que

contiene agar al 1°/o en medio LBITAM y se extiende en forma homog6nea

sobre la superficie de la placa. La capa superior de agar se dej.a solidificar

a  temperatura  ambiente  y   luego   se   incuban   las   placas   en   posici6n

invertida a 37°C por 4 a 5 horas hasta que aparezcan las  placas de lisis.

Para determinar el titulo de fagos,  se eligen 2  o  3  placas  que tengan un

ndmero  adecuado  de  placas  de  lisis  y  conociendo  la  diluci6n  que tenia

cada  una  de  ellas,  se  calcula  el  ndmero  de  fagos/ml  de  la  suspensi6n

patr6n.

8.21.2.-   lnfecci6n    y   transferencia   de    ]os   fagos   a   filtros    de

nitrocelulosa

Para   el   analisis   de   la   genoteca   se   utiliz6   el   m6todo   descrito   por

Abramoivitz y  cols.  (1988),  para  lo  cua[  se  prebaran  15  p]acas  de  Petri
`1

con  un  ndmero  aproxjmado  de  10.000  placas  de  lisis  en  cada  una.  La
41-~

infecci6n  se rea]iJza  como ya  se  describi6  anteriormente y  [as  placas  de

lisis  se-' transfieren  a  filtros  de  nitrocelulosa  embebidos  previamente  en

bacteria-s E.co//. Y1090.  La transferencia cie los fagos a los filtros se hace
I

por duplicado  para  poder distinguir las verdaderas  sefiales  de  los falsos
14

positivos,  y para  poder ubicar despu6s  las  sefiales  positivas  en  la  placa
se hacen 3 orificios en los filtros y en el agar de la placa.  Posteriormente,

los filtros  son  incubados  a  37°C  durante toda  la  noche  sobre  placas  de

agar  LB  con  ampicilina,  con  el  objeto  de  amplificar  el  ndmero  de  fagos

transferidos y obtener una  mejor sefia[.  A la  mafiana  siguiente  ]os filtros
1

son removidos de las placas y colocados  por 15 minutos sabre un  papel

filtro embebido en NaoH  0,5  N y,NacI  1,5  M  para desnaturar el  DNA de
\-,
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Ios fagos.  Luego los filtros son neutralizados  colocandolos  primero  sobre

uh filtro  embebido  en Tris-Hcl  lM  pH  7,5  por  15  minutos  y  despu6s  en

otro filtro embebido  en Tris-HCI  0,5  M  pH  7,5 y  NacI  1,5  M  por otros  15

minutos. Finalmente, los filtros se incuban sobre una soluci6n de SSC 2 x

(NacI  0,3M;  citrato  de  Na  30  mM  pH  7,0)  por  15  minutos,  se  secan  a
temperatura  ambiente y luego se incuban a 68°  durante 2  horas  en una

estufa para fijar el DNA a la nitrocelulosa.

8.21.3.-Prehibridaci6n e hibridaci6n

Antes  de realizar la  prehibridaci6n,  los filtros  se  lavan  por 30  minutos  a

68°C en una soluci6n que contiene Denhardt 5x,  SDS al  0,5% y EDTA  10

mM  pH  8,0  para remover el  residuo  bacteriano  presente  en  la  superficie

de ellos.  En seguida se realiza la prehibridaci6n de los filtros que consiste

en realizar una incubaci6n durante 4 horas,  a una temperatura que varia

dependiendo  de  I;  estrictez  que  se  quiera  tener  (mientras  mas  alta  la

temperatura, mayor va a ser la estrictez y mss exigentes las condiciones

de  hibridaci6n),   en  una  soluci6n  que  contiene  SSC  6x,   Denhardt  5x,

fosfato  de  sodio  300  mM  pH  6,8,  SDS  al  0,1%  y  DNA  de  espermio  de

salm6n 100 Hg/ml.  EI volumen de soluci6n usado, depende del ndmero de

filtros y debe ser suficiente como para que los cubra completamente.  Este

tratamiento se hace con el  objeto de  bloquear los sitios  inespecificos  de

uni6n de los filtros con el DNA.

Una vez prehibridados los filtros, se realiza la hibridaci6,n que consiste en

hacer  una  incubaci6n  durante  toda  la  noche  con  igual  volumen  de  la

misma  soluci6n y  a  la  misma temperatura-que  se  realiz6  Ia  hibridaci6n,

pero  agregando  un  volumen  de  la  sonda  radiactiva  (,calentada  a  100°C

durante  2'  y  enfriacla  rapidamente  en  hielo  antes  de  ssr agregada  a  la

soluci6n .qe hibridaci6n) de manera de obtener una actividad especifica de
'!
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entre    300.000     a     500.000     cpm/ml     de     soluci6n     de     hibridaci6n.

Posteriormente se lavan los filtros a distintas temperaturas (se empieza a

temperatura  ambiente  y  luego  se  va  aumentando  hasta  que  el  filtro

blanco,  que  se  prepara  de  una  placa  Petri  que  contiene  las  mismas

bacterias,   pero   que   no   han   sido   infectadas   con   fagos,   no   tenga

radiactividad) en una soluci6n de SSC cuya concentraci6n depende de la

estrictez que se quiera tener. Finalmente se secan los filtros y se someten

a autorradiografia.
Nota : La estrictez de la hibridaci6n y el lavado de los filtros, depende de la
temperatura y de la concentraci6n de la soluci6n SSC, y se elige de acuerdo
al experimento,  dependiendo si se quiere facilitar o hacer mas  exigente las
condiciones de hibridaci6n de la sonda con el DNA.

8..21.4.-Identificaci6n de las placas de lisis positivas

De las  placas autorradiograticas se identifican las sefiales  posi{ivas y se

eligen las que. se repiten en e] dup]icado.  Luego se toman las placas Petri

origi.na[es. (que habian sido guardadas a 4°C), se las coloca sobre la placa

autorradiogfafica haciendo  cojncidir ]os  3  puntitos  del  filtro  con  los  de  la

placa y se saca un bocado de agar con la parte posterior de una  pipeta
Pasteur. Estos bocados se guardan en 1  ml de medio SM con una gota de

cloroformo a 4°C.

8.21.5.-Purificaci6n de los fagos positivos.  `J

De  los  bocados  aislados  se  purifican  los  fagos  positivos,  haciendo  un

segundo y tercer analisis si  es necesario, hasta obtener un tlnico tipo de
1

fago A recombinante (cada  placa de lisis debe c`brresponder a una serial

en la placa autorradiografica).
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8.22.-Subclonamiento del gen que codifica para [a subunidad P en el

vector de expresi6n PGEX-2T

Para  subclonar el  gen  de  la  subunidad  P  en  el  vector  de  expresi6n  se

necesita  tener  en  ambos  extremos  de  la  regi6n  codificante  sitos  de

restricci6n   adecuados,   Ios   cuales   fueron   introducidos   de   acuerdo   al

siguiente procedimiento :

Se amplifica  por PCR Ia regi6n codificante de la subunidad a  usando  los

partidores #3 y #4 (ver lista de partidores) y como molde se usa el  DNA
del  fago  A  aislado  de  [a  genoteca.  El  producto  amp]ificado  obtenido  se

digiere con la enzima  EcoRI,  se  purifica  por membrana  DEAE y luego se

liga al vector previamente digerido y desfosforilado (ver Esquema 1). Con

la mezcla de ligaci6n se transforman bacterias E.co//. BL-21(DE3) y luego

se seleccionan las colonias transformantes en placas LB con ampicilina.

Se toman' 10 colonias transformantes y se crecen a 37° en 3ml de LB con
I

ampicilina durante toda la noche.  Luego se toma  1,5 ml  de cada cultivo y
4

se   purifica   el   DNA   plasmidial   por`'  e[   metodo   del   minilisado   Jdescrito

anteriormente.  (Los  1,5 ml de cultivo restantes se guardan para hacer un

conc5ntrad'o  en  glicerol  al  50%).  Los  DNA  purificados  se  digieren  con

EcoRl y luego se analizan en geles de agarosa al  lo/o.  De las  10 colonias

transformantes  analizadas,  cuatro  contenian  un  inserto  de  alrededor  de
'1

600 pb correspondientes al fragmento subclonado.
H

Con el objeto de determinar la orientaci6n del fragmento dentro del vector,

se haceh digestiones dobles con''las :nzimas de restricci6n Bamhl y Pstl
(Jl

y  luego  se  analizan  [os  productos  en  geles  de  agarosa  al  1%.  De  [os  4

plasriidos   que   contenian   e]   inserto   de   600   pb,   dos   estaban   en   la
orientaci6n correcta y dos' en la orientaci6n inversa.
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Et:oHl

DNA fago  ^
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I_1 fagol  als]ado de la genotcca

Eii
pai`tidol`es  3  51  4
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de  CDNA de  oocitos  de X.Iaevi§

insel.to  de  cDHf]  en  fagoL
region  codif icante
papa  subunidadf3 de  CI{II

I}amlll  Sinal   EcoRI

Digesti6ll  Eco Rl

pGEX2TJ#CI{I I
•'i-

Esquema 1  : Subclonamiento del gen de la subunidad P  en el vector

PGEX-2T

expresi6n. de la proteina por 2 horas,  incubando a la misma temperatura.

Finalmente,   Ias-.  bacterias   se   colectan   por   centrifugaci6n   en   botellas

plasticas de 250 ml y se contintla con su procesamiento inmediatamente o

Se guardan  a -8oo.
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8.23.-Expresi6n de la subunjdad P

Para  la expresi6n y purificaci6n de  la subunidad  P  se  sigui6  el  protocolo

descrito por Smith y Johnson (1988), el cual se detalla a continuaci6n : Se

crecen a 37°C  durante toda la noche 50  ml  de medio  LB  con  ampicilina

inoculados  con una colonia  de  bacterias  BL21(DE3) transformada  con  el

plasmido  recombinante  PGEX-2T/gen  de  la  subunidad  P.  A  la  mafiana
siguiente  se transfieren  20  ml  de  este  cultivo  a  1  litro  de  medio  LB  con

ampicilina y se crece a 37°C por 4 horas. En seguida se agregan al cultivo

5ml  de  lpTG  100  mM    (0,5    mM    concentraci6n   final)  y  se  induce    la

expresi6n de la proteina por 2 horas,  incubando a la misma temperatura.

Finalmente,   las   bacterias   se   colectan   por   centrifugaci6n   en   botellas

plasticas de 250 ml y se continda con su procesamiento inmediatamente o
se guardan a -8ooC.

8.24.- Purificaci6n de la proteina de fusion

Las bacterias provenientes de  1  litro de cultivo se resuspenden en 20 ml

de  PBS y se  sonican  4 veces  por  15  segundos  a  una  potencia  de 200
\

Watts.   AI   ;onicado   se   le   agregan  2ml   de  Trit6n  X-100   al   10o/o   (1o/o

conce<ntraci6n final)  y  se  centrifuga  a  10.000  rpm  por  30'  minutos  en  un

rotor Sorvall SS-34.  Luego se separa el sobrenadante y se carga en una

columna de glutati6n-agarosa de lm] equilibrada en PBS con Trit6n al  lo/o.

La columna se lava posteriormente con 50 ml de PBS y 1°/o Trit6n X-100,

y  la  proteina  de  fusi6n  se  eluye  con  una  soluci6n  de  glutati6n  20  mM
1

reci6n preparada en amortiguador Tris-Hcl  100mM pH 8.0.  Se colectan 6

fraccione's  de  lml,  y se  analizan en un  gel  de  poliacrilamida  al  10%  con

SDS  al  0,1%.  Las fracciones  que  contienen  la  proteina  de fu§i6n  de  52

kDa se cqubinan y se dializan contra 2 Iitros de Tris-HCI 20 mM pH 7,4 y
\,,

Nacl  150 mM.
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8.25.-Tratamiento de !a proteina de fusi6n con trombina

A la proteina de fusi6n dializada se le agrega una soluci6n de trombina en

una   proporci6n   de   0,2   a   1%   p/p   y   se   incuba   a   30°C   por   1   hora.

Posteriormente  se  analiza  en  geles  de  poliacrilamida  si  la  digesti6n  fue

comp]eta.

8.26.-Microsecuencjaci6n de la subunidad P recombinanfe

La subunidad a recombinante obtenida, fue enviada a microsecuenciar al

Servicio de P6ptidos y Proteinas LANAIS-PRO de Buenos Aires. Para ello

la proteina se prepara de la siguiente manera :

La  proteina  de  fusi6n  se  purifica  y  luego  se  digiere  con  trombina  de

acuerdo  al  protocolo  ya  descrito.  Posteriormente  se  separa  la  glutati6n

transferasa de la subunidad f} haciendo una recromatografia por glutati6n

agarosa.  La su:bunidad P  purificada, se somete a electroforesis en un gel

de poliacrilamida al  12% y se transfiere a una membrana de PVDF desde

don`de es directamente microsecuenciada.

B.27.-Electroforesis de proteinas en geles de po[iacrjlamida

La  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  se  realiz6  de  acuerdo  al

m6todo   descrito   por  Laemmli   (Laemmli,   1970),   el   cual   se   detalla   a

continuaci6n :

Las   muestras : a   analizar   se   resuspenden   en   amortiguador   Tris-Hcl

62,5mM  bH  6,§;  SDS  al  10/o;  glicerol  al  10%;  P-mercaptoetanol  al  5%  y

azul  de  bromofenol  al  0,020/o y se incuban a  100°C  por 5  min.  Luego  las

muestras   se   aplican   en   gel6s   de   po[iacrilamida   al   10%   o   120/o   en

presen6`ia   de`"`§DS   al   o,1%  y  la   electroforesis   s6   corre   a   un  voltaje

constari`te de 100-150 Volts,  Una vez finalizada la electroforesis,  los geles

se tifieh `en uvna soluci6n que  contiene  acido  acetico,  metanol  y  agua  en
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una proporci6n de 1 :5:5 y azul de Coommassie al 0,1°/o por una hora y se

destifien en acido ac6tico al  10 %.

8.28.I Determinaci6n de la concentraci6n de proteinas

La  concentraci6n  de  proteinas  se  determina  con  el  reactivo  de  Bradford

de  BIO-RAD usando como proteina estandar seroalbtlmina de  bovino  de

acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante.

8.29.-Determinaci6n de la actividad enzimatica de la CK2

La  actividad  enzimatica  de  ]a  CK2  se  determina  en  un volumen final  de

50ul  de  una  soluci6n  que  contiene  :  Hepes  50mM  pH  7,8;  Mgc1210  mM;

DTT  lmM;  caseina  5mg/ml;     [y  32P]  ATP  50HM  (400-500  cpm/pmol)  y

Nacl  100-150mM.  La reacci6n se hace partir con la adici6n de la enzima

y  se  incuba  por"10  minutos  a  30°C.  Para  detener la  reacci6n  se  toman
45LIl del medio de incubaci6n los cuales se adsorben en trocitos de papel

\/\/hatmann P81  de  1,5 x  1,5 cm.  Posteriormente,  Ios papelitos se lavan 3

veces por 10 minutos en una soluci6n de acido fosforico 75mM, se secan

y luego se cuentan en un contador de centelleo.

8.30.-Autofosforilaci6n de las subunidades Ch y P de la CK2

La reacci6n de autofosforilaci6n se realiza incribando las subunidades Ch y

a   bajo   las   mismas   condiciones   descritas   para   la   determinaci6n   de
actividad;   pero   omitiendo   la   caseina.   En   este   caso   se   realiza   una

incubaci6h  de  30 "minutos  y  se   detiene   la   reacci6n   agregandole   0,2
'

•L

voldmenes de la soluci6n de muestra de Laemmli 5x.  Posteriormente,  Ias

muestras   se   analizan   en   geles   de   poliacrilamida   y   se   someten   a

autorradiografia.
I
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En  algunos  casos  la radia6tividad  incorporada  se  cuantifica,  cortando  la

banda de  proteina del  gel  correspondiente a  la subunidad  or y P  y  luego

contandola en el contador de centelleo.

8.31.-  Estudio  de  la  interacci6n  entre  las  subunidades  er  y  P  por

centrifugaci6n en gradiente de sacarosa
Para estudiar la interacci6n entre la subunidad  Ch y las  distintas  mutantes

de  la  subunidad  P,  se  preincuban  50  pmoles  de  subunidad  Ch  con  50

pmoles de subunidad P a 4°C por 10 horas (en algunos casos como con la
mutante    PAt79-2t5    se    usaron    razones    de    P/Ch    mucho     mayores).

Posteriormente,  Ias  muestras  se  aplican  sobre  una  gradiente  lineal  de

sacarosa de entre 5 y 25  °/o  preparada en amortiguador Tris-HCI  20  mM

pH  7,5 y  Nacl  0,3  M  y se  centrifugan  a 45.000  rpm  por  15  horas  en un
rotor  Sorvall  AH-650.  Una  vez  finalizada  la  centrifugaci6n,  se  colectan

fracciones de 200  ul y se mide la actividad enzimatica a una alicuota de

30 ul.  Paralelamente se corren tambi6n en la gradiente  proteinas  patr6n,

cuyas fraccion6s se  precipitan con TCA y ]uego  se  analizan  en geles  de

poliacrilamida.  Las  proteinas  patr6n usadas fueron  :  BSA  (PM=68  KDa),
ovoalbdmina (PM=45 KDa) y citocromo C (PM=12,5 KDa).

`,,
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8.32.-Sintesis de mufantes de [a sLibunidad P

8.32.1.-Lista de genes mutantes de la subunidad P sintetizadas

p S2i3 + G : |as serinas 2 y 3 fueron mutadas a glicina.

p s2°9 + G : |a serina 209 fue mutada a glicina

p A179-215 : se de|ecionaron 37 aminoacidos del  extremo Carboxilo terminal

de la proteina

p p58 + A :I [a pro|ina 58 fue mutada a alanina

f} P58 + V : |a prolina 58 fue mutada a tirosina

p D26E27D28 i A : |os asparticos 26 y 28 y el glutamico 27 fueron mutados

a  alanina

p D59E60E61 i A : ios giutamicps 60 y 61  y el aspartico 59 fueron mutados

a alanina

p  D55E57D59E6oE61  + A  :  |Os  giutamicos  57,6o  y 61  y  los  asparticos  55  y

59 fueron mutados a alanina                „

p  H151.152il53 + A : ias histidinas 151 ,152 y 153 fueron mutadas a alanina

p c,137il40 + A :; |as cisteinas 137 y.140 fueron mutadas a alanina

Todas. .Ias  mutaciones  fueron  introducidas   por  amplificaci6n   por  PCR

usando como  DNA molde el  gen de la subunidad  P  silvestre subclonado

en  el'  Vector  PGEX-2T  y  los   partidores   descritos   anteriormente.   Para

realizar las  distintassmutaciones  se siguieron tres  estrategias  diferentes,

Ias cuales se detallan a continuaci6n.
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32-2.-Construcci6n de las mutantes pS2J3 + G,  f}s209 + G  y  pA179-215

Estas   mutantes   se   sintetizaron   introduciendo   las   mutaciones   en   los

partidores  usados  para  amplificar  el  gen,  aprovechando  el  hecho  que
6stas se encuentran en los extremos.

Mufante s2,3 i G:
Las serinas 2 y 3 de la subunidad P se mutaron a glicina utilizando para la

amplificaci6n los partidores 6 y 7,  que contienen sitios de restricci6n para

EcoRl, y una temperatura de hibridaci6n de 45°C de acuerdo al  siguiente

esquema:

JpcR
+                    pG EX-2T

6

obtenci6n de gen mutado en el extremo 5'

EI fragmento amplificado fue digerido con EcoRl, purificado por membrana de DEAE y
ligado al vector pGEX12T previam,ente digerido con EcoRI y desfosforilado.

Esquema 2 :  Sintesis de la mutante C S2€ i G mediante amplificaci6n por
PCR
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Mutants 8 s209 + G:

La  serina  209  de  la  subunidad  P  fue  mutada  a  glicina  utilizando   los

partidores 5 y 8 y una temperatura de hibridaci6n de 45°C de aouerdo al
siguiente esquema.

JpcR
+x-

8

X-X-
obtenci6n de gen mutado en el extremo 3'

El fragmento amp[ificado fue tratado de igual forma y ligado al mismo vector.

Esquema 3 : Sintesis de la mutante P S2°9 + G medjante amp]jficaci6n por
PCR

Mutants 6 A179-215:

Para  producir  esta  de[eci6n  se  amp]ific6  un  trozo  de]  gen  utilizando  los

partidores 5 y  12,  que contiene un cod6n de t6rmino,  y una temperatura
de hibridaci6n de 4o°C.

JpcR
+x-

12

X-X-
obtenci6n de gen de]ecionado en el extremo 3'

EI fragmento obtenido fue digerido con EcoRI y subclonado en el mismo vector.

A?+

Esquema 4  :  Sintesis  de  la  mutante  P  A479.216 mecllante  amplificaci6n  par
PCR'

I.
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8-32.3.-Construcci6n de |as mutantes pp58 +A, pp58 +v, pcl37,140 +A

y  pD26E27D28 iA

Estas  mutantes  se  sintetizaron  de  acuerdo  al  metodo  del  megapartidor

(Sarkar y Sommer,1990 ) como se muestra en el siguiente esquema.

-x+

J   primer  PCR

obtenci6n del megapartidor

megapartidor

J  segundo  PCR

obtenci6n del gen completo mutado

Esquema 5  :  Sintesis  de  las  mutantes  PP68 +A,  pp68 +v,  Bcl37."0 +A   y

f}D26E27D28 +A de acuerdo al m6todo del megapartidor

Para  mutar  un  gen  por  el   m6todo  del  megapartidor,   se  realizan  dos

amplificaciones por PCR .  Primero se realiza una amplificaci6n usando un

partidor intemo que contiene la mutaci6n y otro partidor de un extremo del

gen, obteniendose en esta etapa un fragmento llamado megapartidor que
contiene  en  uno  de  sus  extremos  la  mutaci6n  deseada.   El  fragmento

obtenido  se  purifica  por  membrana  de  DEAE,  y  luego  se  utiliza  como

partidor en un segundo  PCR junto con un partidor contra el  otro extremo
del   gen.   De  esta  segunda   amplificaci6n  se   obtiene   el   gen   completo

mutado,     el     cual     es     posterjormente     subclonado     en     el     vector

correspondiente.
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Mutants c p58 + A:

La prolina 58 de la subunidad P fue mutada a alanina utilizando el m6todo

del megapartidor descrito anteriormente.  Para ello se sintetiza primero un

fragmento del gen realizando una amplificaci6n con los partidores 9 y 6, y

el fragmento o6tenido IIamado megapartidor se purifica por membrana de

DEAE  y  luego  se  utiliza  junto  con  el  partidor  5  para  amplificar  el  gen

completo.    EI    DNA   obtenido   se   digiere   con   EcoRl,   se   purifica   por

membrana de DEAE y  se subclona en el vector PGEX-2T.

Mutants B p58 + y:

La  prolina 58  de la  subunidad P  fue  mutada  a tirosina  por el  m6todo  del

megapartidor  descrito  anteriormente.  Para  sintetizar  el  megapartidor  se

realiza  primero  un  PCR  con  los  partidores  10  y  6  y  luego  se  usa  este

fragmento  purificado  en un  segundo  PCR I.unto  con  el  partidor 5.  El  gen

amplificado se subclona de igual forma que el anterior.
\

Mutant:` p D26E27b28 + A:
t

Los  asparticos  26  y  28  y  el   glutamico  27  fueron   mutados   a  alanina

tambien   por   el   m6t6`do   del   megap-artidor.    Para   ello   se   sintetiza   el

megapartidor con los  partidores  11  y 6 y luego  para  el  segundo  PCR  se

utiliza  el  parti`qor 5.  El  gen  mutado obtenido  se trata  de  igual  forma y se

subclona en el mismo vector.

Mutante p cl37,14o + A:

Las cisteinas  137 y 140 fueron mutadas a alanina tambi6n por el  m6todo

del megapartidor. En este caso el megapartidor se sinietiza a partir de los

partidore'S 5 y 13 y luego en la segunda amplificaci6n se usa el  partidor 6.
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lgual que para las otras mutantes el gen se subclona en el sitio EcoRl del

vector PGEX-2T.

8.32[4.-       Construcci6n     de     fas     mufantes      pH1511152,153 +A,

p  D59E60E61 iA    y    pD55E57D59E60E61  +A

Estas mutantes fueron sintetizadas de acuerdo al m6todo de extensi6n de

fragmentos  sobrepuestos  (  Ho  y  cols.,  1989  )  de  acuerdo  al  siguiente

esquema:

3-X+

E:ffi::rpe?i;o2n i+2X_            ,       i
a:#upnadrtidgr%E3y4

beurr:f?:apfg;opna:iEgroessf]aygFentos

obtenci6n del gen completo mutado

Esquema  6  :  Sintesis  de  fas  mutantes    pH161.162.163   +A  ,  pD69E6oE6i+A  y
pD56E67D69E6°E61    +A,  mediante  e|  m6todo  de  extensi6n   de  fragmentos
sobrepuestos
Este  metodo  consiste  en  amplificar 2 fragmentos  del  gen  a  partir de  un

partidor intemo que  contiene la mutaci6n y de un  partidor de uno  de  los
extremos.   Los   partidores   intemos   deben   ser   complementarios,   para

permitir  posteriormente  que  las  hebras  de  los  fragmentos  sintetizados
hibriden  en  esa  regj6n  complementaria  y  puedan  ser  luego  elongadas

para poder producir el gen completo mutado.
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Mutants p  H151,152,153 + A:

Las  histidinas  151,152  y  153  fueron  mutadas  a  alanina  de  acuerdo  al

m6todo  de  extensi6n  de fragmentos  sobrepuestos  ya  descrito.  Para  ello

se  utilizan  los  partidores  14  y  14'  que  contienen  la  mutaci6n  y  que  son

complementarios entre si y los  partidores 5 y 6 correspondientes  a cada

extremo del gen.

Mufante p  D59,E6o,E61 + A:

EI   aspartico  59  y  los  glutamicos  60  y  61   fueron   mutados   a  alanina

siguiendo  el  m6todo  de  extensi6n  de  fragmentos  sobrepuestos  descrito

anteriormente.   Con   los   partidores   5   y   15'   se   sintetiza   uno   de   los

fragmentos y con los partidores 6 y 15 el otro.  Posteriormente a partir de

los  dos  fragmentos  purificados,  se  sintetiza  el  gen  completo  mutado  el

cual se subclona en el vector PGEX-2T.

Mutante p  D55,E57,D59,EGO,E61 + A :

EL aspartico 55 y el glutamico 57 fueron mutados a alanina por el m6todo

de extensi6n de fragmentos  sobrepuestos,  usando  en  este  caso  para  la

amplificaci6n,  el  DNA  de  la  subunidad  P  ya  mutada  en  los  residuos  D59,

E6°,  E6 + A y subclonada en el  PGEX-2T.  Para uno de los fragmentos se

usaron i.os  partidores  5  y  16',  y  para  el  otro fragmento  el  6  y  16.  EI  gen

completo mutado s'6 subclona en el  mismo vector d--e igual forma que en

los casos anteriores.

NOTA:' Las  secuencias  de  todos  los  DNA  de  las  mutantes  sintetizadas

fueron  corroboradas  en  forma  completa   por  secuenciaci6n   por  doble

hebra. La secuenciaci6n se realiz6 con los partidores 5 y 6 a partir de los

genes subclonados en PGEX-2T.



RESULTADOS

A.- Clonamiento del gen que codifica para la subunidad P  de la CK2

de ooc-itos de Xenopus laevis.
A.1.-Sintesis de un fragmento del gen de la subunidad P para utilizar

como sonda en e[ analisis de la genoteca[

Mediante amplificaci6n por PCR se sintetiz6 un fragmento de 380  pb del

gen  de  la  subunidad  a  de Xenapus /aev/.s.  Esta  amplificaci6n  se  realiz6
usando  como  molde  el  DNA  preparado  del  conjunto  de  fagos  de  una

genoteca de CDNA de oocitos de Xenapus /aevt.s y los partidores #1  y #2

(ver lista de partidores en Materiales y M6todos) disefiados a partir de la
secuencia   del   gen   humano   y   de   Drosapfri./a   que   ya   habian   sido

publicados.  La amplificaci6n se realiz6 de acuerdo a las condiciones que
se indican en Materiales y M6todos usando una temperatura de 520 en la

etapa de hibridaci6n entre los partidores y el DNA.

En la  Figura 4 se muestra el fragmento  amplificado  a  partir del  DNA de

Xenapus /a-avt.s y de  DrosapAi./a,  que se  us6  como  control  positivo  en  la

reacci6n de amplificaci6n,  digerido con varias enzimas de restricci6n.  De
•-tl

las   digestiones   realizadas   se   puede   concluir   que    los   fragmentos
•1                       i-             a                                                                        I

amplificados  d:  an+bas  especies  son -diferentes,  ya  que  s6]o  el  DNA  de

Xenapus /aevt-s  es  cortado  con  Hinfl  y  con  Pstl  ambos  fragmentos  son
o'-

digeridos pero '`en lugares diferentes.

Para c6+rroborar la identidad del fragmento amplificado,  este se subc[on6

en  el   DNA  del fago M13 como se describe en Materiales y M6todos y se
1`

1                       "       ___    ,  _L=___ -----------,-- i--
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Figura 4 : Analisis en gel de Nusieve agarosa de los fragmentos del
gen de la subun-load P de Xenopus laevis y Drosophila melanogaster
amplificados por PCR.

Los fragmentos  amplificados  por  PCR fueron  digeridos  con  distintas  enzimas
de restricci6n y luego sometidos a e[ectroforesis en un gel de Nusieve agarosa
a] 3%  de acuerdo a como se indica en Materiales y Metodos.  En  los  carriles  1
al  6  se  muestra  el  fragmento  amplificado  del  DNA  de  Dros6pAi./a  y  en  los
carriles  8  al  13  el fragmento  amplificado  del  DNA de Xenopus /aev/.s.  En  los
carriles  1   y  8  se  presenta  el  fragmento  sin  digerir,  en  [os  2  y  9  ]os  DNA
digeridos con  EcoRl,  en  los 3 y 10  los digeridos  con  BamH],  en  lo§ 4 y  11  log
digeridos  con  Hinfl,  en  los  5  y  12  Ios  digeridos  con  Pstl  y  en  los  6  y  13  Ios
digeridos con Hindlll.  En el carril 7 se coloc6 un DNA estandar de los tamafios
indicados en el costado de la figura.
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secuenci6.  La secuencia obtenida correspondia  a un trozo  del  gen de la

subunidad P  por lo que el fragmento se marc6  por "random priming" y se

utiliz6 como sonda para el analisis de la genoteca.

A.2.-Analisis de la genoteca.

Se  analizaron  alrededor  de  150.000  placas  de  lisis  distribuidas  en  15

placas Petri siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y M6todos
usando para cada placa 50 Hl de una diluci6n de 1/10.000 de la genoteca.

EI lavado final de los filtros se realiz6 a 65° en soluci6n SSC 2 x .

Como  resultado   de   este   analisis   primario   se   obtuvieron   20   sefiales

positivas,  de  las  cuales  se  eligieron  seis  para  ser  sometidas  a  analisis
secundario.

Para realizar el analisis secundario se hicieron diluciones de 1/100.000 de

la  soluci6n  obtenida  al  incubar cada  bocado  de  agar en  1  ml  de  medio

SM.  De l``as seis sefiales analizadas s616 una fie negativa y de los cinco

clones restantes se  pudo sacar bocados  conteniendo  una  sola  placa  de

lisis, [6s cuales fLeron sometidos a un analisis terciario.

En la Figura 5A y 58 se muestra la autoradiografia del filtro primario y su

filtio repli~6a obteri~idos Gel  analisis  primario y secuH'ndario respectivamente
``               ,.           +,

d6.-Ia pla;Ca de la cual se aisl6 el fago cuyo inserto fue secuenciado y que

contenia el gen de la subunidad P de Xenapus /aevt.s.  En el caso de esta

placa s6Io se obtuvo una serial  positiva en el  analisis secundario,  lo cual
se debi6 probableinente a que habia uh menor ndmero de fagos positivos

en  el  bocado  sacado  del  analisis  primario.   En  las  demas  placas  del

analisis secundario se obtuvo entre tres y doce sefiales positivas.

El   ana!isis   iersiario   se   realize   de   la   mi§ma   forma.`que   el   analisi§
i              `.             : `             i                                1                                                                                                                               `                               `1

secundario,   pero  la  diluci6n 'de los fagos usada fue de 1/ 5.000. En este
n
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caso  la  intensidad  de  las  sefiales  obtenidas  fue  mucho  mayor  y  cada

placa  de  lisis  corre,spondi6  a una  serial  en  la  placa  autorradiografica,  lo
cual  nos  indic6  que  los  fagos  recombinantes  aislados  se  encontraban

Puros.

A.3.-  Purificaci6n  y  analisis  del  DNA  de  los  fagos  recombinantes

aislados.

Los   fagos   aislados   de   la   genoteca   fueron   amplificados   y   su   DNA

purificado   de   acuerdo   al   m6todo   del   CTAB   (Del   Sal   y   cols.,1989).

Posterjormente el DNA de los fagos fue digerjdo con EcoRI  y sometido a

electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 6 se muestra una fotografia

del  gel  obtenido,  en la cual  se  pueden observar los  insertos  liberados  al

digerir  con  EcoRl  cada  DNA.  Como  puede  apreciarse,  todos  los  fagos
I

analizados  presentaron  insertos  de  distinto tamafio,  presentando  el  fago

del  clon  3  el  inserto  de  menor tamafio  (  560  pb)  y  el  fago  del  clon  4  el

inseriodemayortamafio(alrededorde900pb.).

EI DNA que contenia el inserto de mayor tamafio (correspondiente al clon

4)  fue  digerido  en  mucho  mayor  cantidad  y  el  fragmento  liberado  fue

purificado por membrana de DEAE.

A.4.-  Secuenciaci6n  del  fragmento  de  DNA  del  fago  recombinanfe

aislado.

El   fragmento   de   900   pb   que   contenia   el-'fago   ^gtl0   aislado   de   la

genoteca, se subci`on6 en zel vector M13 previamente digerido con EcoRI y
desfosfo-.rilado,  y  con  este  DNA  se  transformaron  bacterias  JM-105.  Se

obtuvo gran cantidad de placas transformantes blancas  de las cuales se

tomaron seis y S`e purifi66 el DLNA de hebra simple de los fagos M13.

I
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Figura 6 : Analisis en gel de agarosa del DNA de los fagos aislados
de la genoteca y digeridos con EcoRI.

Los  DNA  de  los  fagos  ^gtl0  aislados  de  la  genoteca  fueron  digeridos  con
EcoRI y luego sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al  1% como se
indica en Materia]es y M6todos. En el carri] 1  se muestra el DNA de] c[on 15,  en
el carril 2 el del clan  11,  en el carrjl 3 el del clon 4 y en el carril 4 el del clon 3,
En el carril 5 se coloc6 como estandar el DNA del fago ^ cortado con Hindlll.
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Se secuenci6 el  DNA de  las  seis  muestras,  usando  el  partidor universal

de  M13.  En  dos  de  los  DNA  secuenciados  el  fragmento  estaba  en  la

orientaci6n correcta y en cuatro este estaba en la orientaci6n inversa,  de

manera que pudo obtenerse la secuencia completa del fragmento al poder

secuenciarlo desde ambos extremos.

En  la  Figura  7  se  muestra  la  secuencia  nucleotidica  del   gen  de  la

subunidad a de la CK2 de X. /aevis obtenida y la secuencia aminoacidica

deducida del  marco de lectura abierto  encontrado.  El  fragmento  de  DNA

que  contenia  el  fago  recombinante  aislado  estaba  constituido  por  55
nucle6tidos de regi6n 5' no codificante,  por 196 de regi6n 3' no codificante

y por una regi6n codificante de 648  nucle6tidos,  lo  que  da  origen  a  una

proteina   de   215    aminoacidos    con   un    peso    molecular   te6rico    de
24.960.

En  la  Figura  8  se  muestra  el  estudio  comparativo  realizado  entre  la

secuencia aminoacidica de la subunidad P de Xenapus /aevis y la de otras

especies.  .Al ;6mparar todas estas secuencias, podemos observar que el

grado de conservaci6n entre las distintas especies es  extraordinario.  Las
secuencias  de rat6n y humano  son  identicas  y  con X.  /aevt.s tienen  s6lo

una  difete-ncia  en  el  pendltimo  aminoacido.  La  secuencia  de  Drosapfti./a

presenta 26 diferencias de las cuales 9 son conserva{ivas,  Io que da una
similitud de un 88%.

La extraordinaria conserv'aci6n evolutiva de este gen es sorprendente, ya
ol

que en  Saccharomyces  cerev/.seae se ha visto  que  no  es  indispensable
`,

para  la  viabilidad  de  la  c6lula  y  tampoco  presenta  similitud  con  otros

genes conocidos.
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cggcctggccactggcttcaccctaatctcttccggcctaaccatacgctagaaa

ATGAGTAGCTCGGAGGAGGTGTCCTGGATTAGCTGGTTTTGTGGTTTAAGAGGCAATGAGTTT
M     S      S      S      E      E     V      S      W      I      S      W      F      C      a      1]      R      G      N      E      F

EEgEgTGAGGTGGATGAAGACTATATCCAGGATAAGTTTRACTTGACAGGACTCAATGAGCAG
FCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQ

GTCCCACACTATAGACAGGCACTGGACATGATACTGGATCTAGAACCTGATGAGGAATTGGAA
V      P      H      Y      R      Q      A      L      D      M      I      1]      D      1]      E      P      D      E      E      1]      E

GATAATCCCAATCAAAGTGACCTCATTGAACAAGCTGCAGAGATGCTGTATGGACTRATCCAT
DNPNQSDLIEQAAEMLYGLIH

GCCCGTTACATATTGACTAACCGTGGCATTGCTCAAATGCTGGAGAAATATCAACAGGGAGAT
ARYILTNRGIAQMLEKYQQGD

TTTGGCTACTGTCCCAGAGTATACTGTGAGAACCAGCCCATGCTACCTATTGGTCTCTCAGAT
FGYCPRVYCENQPMLPIGLSD

ATCCCTGGGGAAGCTATGGTAAAACTGTATTGTCCCAAGTGTATGGATGTTTACACACCCARA
I      P      G.`    E      A      M      V      K      L      Y      C      P      K      C      M      D      V      Y      T      P      K

TCTTCACGGCATCATCACACCGATGGAGCATATTTTGGCACTGGATTTCCTCACATGCTTTTT
SSRHHHTDGAYFGTGFPHMLF

ATGGTTCACCCTGAGTATAGGCCCAAGAGGCCTGCCAATCAATTTGTTCCAAGGTTATATGGC
MVHPEYRPKRPANQFVPRLYG

TTCAAAATccAcccTATGGCATAccAGCTTCRACTACRAGCAGccaGCAACTTTAzmGTccc
F      K      I      H      P      M     A      Y      Q      L      Q      L      Q      A     A      S      N      F      K      S      P

GTGAAGACCATGCGTTGAttcttgcccattaaacggttattcatggggtctatacaccccgta
VKTMR*

aaccttatttccttccttccatcggcaatgaaaaaaatgtctgtttcagtgta.ttatttgccc
caagttttgattttagtcctgtttaaaatgtattactgcaatttctggttgtggttaaataaa
gttataagaatcgtaaaaaaaaaaa

Figura 7 : Secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen de la subunidad
f} de ]a CK2 de Xenapus /aeLw-s.

Los nucle6tidos subrayados corresponden a las regiones utiljzadas para
disefiar los partidores que se utilizaron para la amplificaci6n por PCR del
fragmento del gen que se utiliz6 como sonda.
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Hunana
Rat6n
X . 1aev .
BOvino
D .mel .
a . ele9 .

H-na
Rat6n
X . 1aev .
Bovino
D .mel .
C . eleg .

HTmna
Rat6n
X . 1aev .
Bovino
D.mel
C . ele9

HLmna
Rat6n
X .1aev .
Bovi'no
D.mel
C.ele9

H-na
Rat6n
X . 1aev .
Bovirio
D..mel
C . ele9

MSSSEEVSWISWFCGI-RGNEFFCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQVPHYRQ
HSSSEEVSWISWFCGLRGNEFFCEVDEDYIQDKFNIITGLNEQVPHYRQ
MSSSEEVSWISWFCGI-RGNEFFCEVDEDYIQDKFNI.TGliNEQVPHYRQ
---SEVSWISWFCGI]RGNEFFCEVDEDYIQDKFNLTGLNEQVPHYRQ

MSSSEEVSWVTWFCGLRGREFFCEVDEDYIQDKENLTGI]NEQVPNYRQ
HSSSEEVSWITWFCGLRGNEFFCEVDEEYIQDRFNLTGIINEQVPKYRQ
*********      *********************   ***********   ***

ALDMILDLEPDEEI-EDNPNQSDLIEQAAEMI.YGI.IHARYILTNRGIAQ
AI]DMII.DLEPDEELEDNPNQSDLIEQAAEMI]YGI.IHARYILTNRGIAQ
AI]DMILDI]EPDEEI]EDNPNQSDI]IEQAAEMLYGLIHARYII.TNRGIAQ
AI.DMILDLEPDEELEDNPNQSDLIEQAAEMLYGLIHARYII]TNRGIAQ
ALDMII]DLEPEDELEDNPLQSDMTEQAAEMLYGLIHARYILTNRGIAQ
ALDMILDLEP-DDIEDNATNTDI]VEQAAEMLYGLIHARYILENRGISQ
**********           ***           *      **********************   *

rm.EKyQQGDFGycpRvycENQPMI.plGI]sDlpGEAMVKLycpKCMDvy
ELEKYQQGDFGYCPRVYCENQPMLPIGI]SDIPGEAMVKLYCPKC]DVY
ELEKYQQGDFGYCPRVYCENQPMLPIGLSDIPGEAMVKliYCPKCMI)VY
ELEKYQQGDFGTCPRV¥CENQPMLPIGLSDlpGEAMVKI]¥CpKcrmv¥
MIEKYQTGDFGHCPRVYCFSQPMLPI]GI]SDIPGEAMVKTYCPKCIDVY
MVEKWRI]HDFGvcpRvycriQPMI]plGLSDvp`GEAMVKI.+cpKCNMvy
*   **            ***   *******   *****   ****   *******   *****      **

TPKSSRIIHIITDGAYFGTGFPIIELFMVIIPEYRPKRPANQFVPELYGFKI
TPKSSRIIHHTDGAYFGTGFPHMI.FMVIIPEYRPKRPANQFVPRLYGFKI
TPKSSRHHIITDGAYFGTGFPIIMli.FMVHPEYRPKRPANQFVPRLYGFKI
TPKSSRERETDGAYFGTGFPHELFMVIIPEYRPKRPANQFVPRI.YGFKI
TPKSSRIIHHTDGAYFGTGFPIEELFMVHPEYRPKRPTNQFVPRLYGFKI
TPRSSREQHTDGSYFGTGFPHELFFVHPDLRPRRPVTQFVPKLYGFKI
**   ****   ****   ***********   ***      **   **      ****   ******

I J-

HPMAYQLQLQAASNFKSPVKTIR
HPMAYQLQI.QAASNFKSPVKTIR
HPMAYQI-QI.QAASNFKSPVKTMR

H PMAYQ.i QE QAAS NFK S PVKT--                                                                '
HSLAYQIQI]QAAANFKMPI]RAKN
IIPVAYGGQEGNSGGNTANNVAAAQNNTTPAGQQsq.GQENNYGL
****

Figura   8   :    Comparaci6n   de   las   secuencias   aminoacidicas   de   las
subunjdades P de la CK2 de diversas especies.
Los asteriscos indican los aminoacidos que son iguales en todas las especies.
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8.-Expresi6n y purificaci6n de la subunidad P

B.1.€ubclonamiento  del  gen  de  la  subunidad  P  en  el  vector  de

expresi6n PGEX-2T

EI   plasmido  PGEX-2T  fue  elegido  como  vector  de  expresi6n,   ya  que

permite  la  obtenci6n  de   proteinas   que  se  sintetizan  fusionadas   a   la

glutati6n-S-transferasa,   lo   cual   facilita   posteriormente   muchisimo   su

purificaci6n a traves  de cromatografia  por glutati6n  agarosa.  Ademas,  la

glutati6n-S-transferasa presenta en su extremo carboxilo terminal un sitio
de corte por trombina que  permite obtener la  proteina recombinante que

se  desea  expresar  con  s6Io  un  par  de  aminoacidos  adicionales  en  su

extremo  amino terminal.  Para  poder expresar el  gen  de  la  subunidad  P

como   proteina   de   fusi6n   de   la   glutati6n   transferasa,   es   necesario

introducir en el vector s6lo la regi6n codificante y en el  marco de lectura

apropiado.   Para  ello  fue  necesario  adicionar  dos  sitios   EcoRl   en  los

extremos del  gen (uno antes del ATG iniciador y otro despu6s del  cod6n

de t6rmino), lo cual se llev6 a cabo por amplificaci6n por PCR usando los

partidores  #3  y  ffl.   EI  fragmento  sintetizado  fue  digerido,   purificado  y
subclonado  en  el  vector  PGEX-2T  de  acuerdo  a  como  se  detalla  en

Materiales y M6todos.

Debido  a  que  el  fragmento  presenta  el  mismo  sitio  de  restricci6n  en

ambos    extremos,    6ste    puede    introducirse    en    el    vector    en    dos

orientaciones diferentes.  Para determinar cual  era la  posici6n del  gen de

la  subunidad  P  en  el  vector  PGEX-2T,  se  realizaron  digestiones  dobles

con  las  enzimas  de  restricci6n  BamHl  y  Pstl  que  permiten  discriminar

entre  las  dos  orientaciones  posibles.  Si  la  orientaci6n  es  la  correcta  (es

decir si  el ATG del  gen qu.pd6 a continuaci6n  de  la  glutati6n transferasa)

se  deben  obtener  3  fragmentos  con  los  siguientes  tamafios :  uno  de

230 pb, otro de 1380 pb y otro de 4000pb, en cambio si  la  orientaci6n  es



78

la inversa se obtiene un fragmento de 450  pb,  otro  de  1160  pb y otro de

4000 pb.

En la Figura 9 puede observarse que los plasmidos que se colocaron en

los  carriles  4 y 5  contienen  el  inserto  en  la  orientaci6n  correcta  ya  que

presentan  el  fragmento  de  230  pb,  cambio  los   DNA  del   carril   1   y  2
contienen   el   inserto   en   la   orientaci6n   inversa   ya   que   presentan   el

fragmento de 450 pb.  El plasmido del carril 3 no contenia inserto.

De   acuerdo   al    plasmido   construido,   la   subunidad   P    recombinante

presentara  seis  aminoacidos  adicionales  en  su  extremo  aminoterminal
despu6s  que  la  proteina  de fusi6n  haya  sido  digerida  con  trombina,  los

cuales son  G S P G Y Q.

a.2.-   Expresi6n   de   la   proteina   de   fusi6n   glutati6n-S-transferasa

subunidad P

Para expresar la proteina de fusi6n, el plasmido recombinante se introdujo

en bacterias BL-21 (DE3) y las bacterias transformantes fueron crecidas y

luego,  Ia  expresi6n  de  la  proteina  de  fusi6n  fue  inducida  con  IPTG,  de

acuerdo a como se describe en Materiales y M6todos.  En la Figura 10 se

muestra rin gel de poliacrilamida en el que se analizaron los extractos de

bacterias inducidas.  En el  carril  1  se puede apreciar la  aparici6n de una

proteina    de    26.000    que    corresponde    a    la    glutati6n-S-transferasa
expresada  a  partir  del  vector  PGEX-2T.   En  el  carril  4  se  observa  la

expresi6n  de  una  proteina  de  52.000,  que  corresponde  al  tamafio  de  la

proteina   de   fusi6n   esperada   entre    la    glutati6n-S-transferasa    y    la
subunidad P y en los carriles 2 y 3 se puede ver que cuando se expresa el

vector con el  gen  de  la  §ubunidad P  jnserfado  en  el  sentjdo  inverso,  se

obtiene s6Io la glutati6n-S-trahsferasa debido a la presencia de codones

de t6rmino en el fragmento de DNA insertado al rev6s.
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Figura 9 : Determinaci6n de [a orientaci6n de[ gen de la subunidad C
en el vector PGEX-2T por analisis en gel de agarosa del DNA digerido
con BamHI y Pst[.

Los DNA de los plasmidos recombinantes obtenidos fueron pLlrificados y luego
digeridos con las enzjmas de restricci6n mencionadas y luego analizados en un
gel de agarosa al 1% de acuerdo a como se indica en Materiales y M6todos.  En
los carriles del 1  al 5 se colocaron los DNA digerjdos   y en el carrjl 6 se coloc6
como estandar el plasmido PTZ18R digerido con Haelll.
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Figura 10 : Analisis en gel de poliacrilamida de las proteinas expresadas
en Escher/.ch/.a co//' a partir del vector PGEX-2T.

Las  bacterias  transformadas  con  los  respectivos  vectores  fueron  crecidas  y
luego  inducidas con  IPTG  por 4 horas.  Posteriormente se analizaron 20  prl  de
cada  extracto  en  un  gel  de  poliacri[amida  al  10%.  EI  carril  1   corresponde  a
extractos  de  bacterias  BL-21 (DE3)  transformadas  con  el  vector PGEX-2T,  los
carriles 2 y 3  a  extractos  de  bacterias transformadas  con  el  vector PGEX-2T
fusionado  al  gen  de  la  subunidad  a  en  la  orientaci6n  inversa  y  el  carril  4,  a
extracto   de   bacterias   transformadas   con   el   vector   PGEX-2T/gen   de   la
subunidad  P  en  la  orientaci6n  correcta.  Las flechas  indican  la  migraci6n  de  la
glutati6n-S-transferasa   (26   KDa)   y   de   la   proteina   de   fusi6n   glutati6n-S-
transferasa-subunidad P de la CK2 (52 KDa).
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Con el objeto de determinar cual era el tiempo 6ptimo de inducci6n de la

proteina  de  fusi6n  en  las  bacterias,  se  hizo  un  experimento  en  que  se
estudi6  la  cin6tica  de  expresi6n  de  la   proteina.   En  la   Figura   11   se

muestra  un  analisis  por  electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  de  los

extractos   bacterianos   inducidos   con .IPTG   por   dis{intos   tiempos.   Al

analizar el  gel  se  puede  ver  que  despu6s  de  1  hora  de  inducci6n,  hay

bastante  proteina  de  fusi6n  sintetizada,  sin  embargo,  a  las  2  horas  la

cantidad de proteina aumenta y permanece constante despu6s  de 3 y 4

horas.  Debido  a  que  no  es  conveniente  inducir  la  proteina  por tiempos

muy largos, ya que se favorece la formaci6n de cuerpos de inclusi6n y la

mayor  parte  de  la  proteina  se  obtiene  en  forma  insoluble,  se  us6  un

tiempo de inducci6n de 2 horas.

a.3.-Purificaci6n de la proteina de fusi6n y digesti6n con trombina

La   proteina   de   fusi6n   fue   purificada   por   cromatografia   en   glutati6n

agarosa  siguiendo  el  procedimiento  descrito  en  Materiales  y  M6todos  y

posteriormente fue tratada  con trombina  para  obtener a  la  subunidad  P
libre de la glutati6n-S-transferasa.  En la  Figura  12 se muestra un gel  de

poliacrilamida  en- el  cual  se  analizan  estas  proteinas.  En  el  carril  2  se
f

muestra el extracto total de las bacterias inducidas con lpTG, en el carril 3

Ia  proteina  d; fusi6n  purificada  por glutati6n  agarosa  y  en  el  carril  4  Ia

proteina  de  fusi6n  purificada  y tratada  con  trombina.  Puede  observarse

que en una sola e{apa de purificaci6n se obtiene la proteina de fusi6n de
I,I

52.000   practicamente  homogenea,   y  al   digerir  6sta   con  trombina   se

obtiene una sola  banda de alrededor de 26.000.  Esta  banda  de  proteina

correspondealamez"cladelaglutati6n-S-transfera§aydelasubunidadP±

ya que ambas proteinas presentan un peso molecular muy similar.
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Figura  11   :   Cin6tica  de  inducci6n   de  ]a  proteina   de  fusi6n   glutati6n
transferasa-subunidad P en Escherr.chi.a co//..

Bacterias   BL-21(DE3)   transformadas   con   el   vector   PGEX-2T/gen    de   la
subunidad P fueron crecidas y luego inducidas con lpTG por distintos tiempos.
Posteriormente se analizaron 20 Ill de cada extracto en un gel de poliacrilamida
al 10 %. El carril 1  corresponde al extracto de bacterias sin inducir y los carriles
2,  3,  4  y  5  corre§ponden  a  los  e.x{ractos  induejdo§  per  1,  2,  3  y  4  hora§
respectivamente.
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Figura  12  :  Analjsis  en  gel  de  po]iacri[amida  de  [a  proteina  de  fusi6n
g[utati6ntransferasa-subunidad  P  expresada  en  E.  co/i. y  purificada  por
glutati6n agarosa y de  la subunidad  P  obtenida de  la profeina de fusi6n
digerida con trombina.

Bacterias    BL-21(DE3)   transformadas   con    el   vector   PGEX-2T/gen    de   la
subunidad  P  se  crecieron  y  luego  se  indujeron  con  IPTG  por  2  horas.   Las
bacterias  obtenidas  fueron  centrifugadas  y  luego  sonicadas  de  acuerdo  a
M6todos.  El extracto  bacteriano  sonicado fue  luego  centrifugado y sometido  a
cromatografia por glutati6n agarosa. En el carril  1  y 2 se mLiestran los extractos
de bacterias transformadas con el vector PGEX-2T sin  inserto y con el gen  de
la subunidad P  respectivamente,  los  cuales fueron  inducidos  con  IPTG.  En  el
carrjl  3  se  muestra  la   proteina  de  fusi6n   purificada   por  cromatografia   en
glutati6n agarosa y en el carril 4 la proteina de fusi6n purificada y luego tratada
con trombina.
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Para    remover    la    glutati6n-S-transferasa    de    la    subunidad    P,    se

recromatografi6  la  proteina  de  fusi6n  digerida  y  dializada,  por  glutati6n

agarosa. La proteina no retenida por la columna constituye la subunidad P

y  la proteina  retenida  la glutati6n transferasa. Con el fin de determinar si
la glutati6n transferasa habia sido removida completamente, 6sta se eluy6

de la columna y cuantific6. Se encontr6 que la cantidad de proteina eluida

y retenida eran  iguales,  por lo que se  concluy6  que  la  separaci6n  habia
sido completa.

a.4.-Microsecuenciaci6n de la subunidad P

Se    microsecuenci6    el    extremo    aminoterminal    de    la    subunidad    P

recombinante  digerida  con  trombina  y  recromatografiada   por  glutati6n

agarosa. La secuencia obtenida fue la siguiente:  G  S  P  G  Y  Q  M ...

Desgraciadamente, s6lo se obtuvo la secuencia de la metionina inicial de

la  subunidad  a  ya  que  los  seis  primeros  residuos  corresponden  a  los

aminoacidos  adicionales  del  extremo  amino.  Sin  embargo  6sto  permiti6

comprobar que la proteina se comenz6 a sintetizar correctamente y que la

digesti6n con trombina tambi6n ocurri6 en el lugar esperado.

C.-Estudio funcional de la subunidad P recombinante

C.1.-Activaci6n de la subunidad Ch por la subunidad P

Para estudia.r la funcionalidad-de la  subunidad f},  se  determin6 su  efecto

sobre  la  actividad  catalitica  de  la  subunidad  Ch.  Para  ello  se  incubaron

cantidades  equimolares   de  ambas  subunidades   y   luego   se   midi6   la

ac,Iividad enzimatiea como se describi6 en Materiales y M6todos.

En la Tabla 1  se inuestran lo.s resultados ob±enjdo§,  en la  cual  podemos

observar  que  la  s^ubunidad P  es  capaz  de  activar  a la subunidad or en



TABLA 1:   Efecto de la subunidad P recombinante y de la proteina
de  fusi6n  glufati6n  transferasa/subunidad  P  sobre la
actividad de la subunidad  er .

85.

I pmo]es de 32 P incorporados/mjn.]   estimu[acj6n
--------------------=E--------------------------------------------------------

subunidad a

subunidad or + glutati6n transferasa

subunidad er + proteina de fusi6n

subunidad or + subunidad P

subunidad P

4,3

4'9

15'8

19'9

0,0

1'0

1'1

3'7

4,6

0'0

Se incubaron cantidades equimolares de cada proteina y luego se determin6 Ia
actividad   enzimatica   usando   casefna   como   sustrato   como   se   indica   en
Materiales  y  M6todos.  La  actividad  obtenida  en  cada  caso  se  dividi6  por  el
valor de  la  actividad  que  present6  la  subunidad  Ch  monom6rica  y  se  expres6
como  grado  de  estimulaci6n  producida.  La  subunidad  ct  utilizada  es  tambi6n
recombinante,   expresada   en   bacterias   a   partir   del   vector   PT7-7  y   luego
purificada.
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alrededor de 5 veces y que !a proteina de fusi6n tambi6n lo hace, aunque

en   menor  grado.   Como   control   tambi6n   se   estudi6   a   la   glutati6n-S-

transferasa y se vio  que no tenia ningdn  efecto  sobre  la  actividad  de  la

subunidad ci.  Estos resultados nos indican que la subunidad P  expresada

en bacterias es funcional y que puede interaccionar con la subunidad Ch y

activarla, adn encontrandose fusionada a la glutati6n-S-transferasa.

Con el  objeto  de  determinar la  relaci6n  estequiom6trica  que  se  requiere

entre ambas subunidades para obtener la maxima estimulaci6n, se realiz6

un    estudio    midiendo    la    actividad    de    la    subunidad    Ch    a    distintas

concentraciones de subunidad a.  En la Figura 13 se muestra la curva de

activaci6n   obtenida.   En   ella   puede   observarse   que   la   estimulaci6n

maxima  se  obtiene  cuando  se  alcanza  una  estequiometria  entre  ambas
/subunidades  de  aprordmadamente  1.  EIlo significa  que  a  medida  que  se

va  agregando  P  a  la  subunidad  or,  estas  se  van  asociando  y  se  va

estimula.ndo su ac`tividad hasta que se IIega a cantidades equimolares en

que  toda   la   subunidad   or   se   encuentra   asociada   a   P.   Si   se   sigue
aumentando  la  cantidad  de  P  por  sobre  la  de  Ch,  ya  no  se  observa  un

incremento de la  actividad,  ya  que Ch se hace limitante y el  exceso  de a

per'manece libre y p`6r lo tanto no produce ningdn efecto.

C.2.-rfutofosforilaci6ndelasSubunidadesoryPyefectodepolilisina
1

y heparina.
Para  estudiar  la  autofosforilaci6n  de  las  subunidades  Ch  y  P,  6stas  se

incubaron con [y 32P] ATP de acuerdo a I:s condiciones que se describen
!`.

en Materiales y M6todos.  En la  Figura 14 se muestra la autorradiografia

del  gel  en  que  se  analizaron  las  protefnas  fosforiladas.  En  primer  lugar

puede 6bservarse que la autofosforjlaci6n de la sLlbunidad or monom6rica
es  bajisima,   pero  cuando  6sta  se  incubajunto con la subunidad P y se
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Figura  13  :  Curva de estimulaci6n  de la actividad  de  la subunidad  Ch  por
cantjdades crecjentes de la subunidad C recombinante.

Para   estudiar   Ia   activaci6n   de   la   subunjdad   or   se   usaron   20   pmoles   de
subunjdad or y canticlades crecjentes de subunjdad P.  La  activjdad  enzjmatjca
se midi6  usando  caseina  coma  sus{rato y se  incub6  por  10  minutos  a  30°  de
acuerdo a como se indica en Materiales y M6todos.
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Figura  14  :  Autofosforilaci6n  de  las  subunidades  or  y  P  y  efecto  de
heparina y poljljsina en su  fosforilaci6n.

La  reacci6n  de  autofosforilaci6n  se  realiz6  incubando  las  proteinas  con  [y32P]
ATP   de   aciierdo   a   las   condiciones   descritas   en   Materiales   y   M6todos.
Posteriormente,    las   protefnas   fosforiladas   se   analizaron   en    un   gel   de
poliacrilamida al  10 % y luego el gel sometido a autorradiografia.  En  el carrH  1
se muestra la autofosforilaci6n  de  la subunidad ct monom6rica,  en  el carril 2  Ia
autofosforilaci6n de la subunidad Ch incubada en presencia de heparina y en el
carrH  3  Ia  autofosforilaci6n  de  la  subunjdad  or     jncubada   en  pre§encia   de

polilisjna.EnelcarrH4semue§tralaautofosforilaci6ndelassubunjdade§exyP
cuandoseincubanjuntasyenelcarrH5y6semuestraelefectodeheparinay
polilisina respectivamente en la autofosforjlaci6n de ambas subunidades.
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reconstituye   la   holoenzima,   la   autofosforilaci6n   de   6sta   se   ve   muy

aumentada.  Como se observa en el carril 4,  Ia subunidad P  es fosforilada

muy   eficientemente   por   la   subunidad   Ch,   lo   que   concuerda   con   lo

observado por otros autores.

Al  estudiar  el  efecto  de  heparina  sobre  la  autofosforilaci6n  de  estas

subunidades  se  vio  que  la  fosforilaci6n  de  or  se  inhibe,   pero  la  de  P

pfacticamente no se ve  afectada.  Polilisina  por el  contrario,  no  afecta  la
autofosforilaci6n   de   la   subunidad   Ch  monom6rica   pero   si   estimula   su

fosforilacj6n   cuando   se   encuentra   asociada   a   la   subunjdad   P.    La

autofosforilaci6n   de   P   en   cambio   no   se   vio   afectada   por   poliljsjna

(comparar los carriles 4 y 6).

D.-Estudio de mutantes de la subunidad P

Con  el  objeto  de  estudiar  la  relaci6n  entre  estructura  y  funci6n  de  la

subuni-dad P,  se  procedi6 a  mutar diferentes residu6s  de esta  proteina  y
'

luego se analizaron las propiedades de las proteinas mutantes obtenidas.

A continuaci9n se detalian las mutaciones introducidas en la subunidad P

ylafuhci6nquees{aregi6npodriatenerdentrodelaproteina.

a S2.3+ G : Las serinas 2 y 3 se' mutaron a glicina, }a que se postula que
estos residuos serian los autofosforilados por la subunidad or.

p  D26,E27,D28 + A : Los asparticos 26 y 28 y el glutamico 27 se mutaron a
/

alanina,  con  el  prop6sito  de  estudiar  si  estos  tres  resjduos  de  carga
;,.

negativa  son  importantes  en  la  activaci6n  de  la  subunjdad  or  o  en  la

interacci6n con ella.

p D59,EGO y E61+ A : E| aspartico 59 y |os glutamicos 60 y 61  se mutaron a

alanina,  ya  que  esfos  residuos  s6  encuentran  ;n  una  regi6n  altamente

acidica de la proteina y se qujere estudjar que efecto tiene esta regi6n en

la proteina.
J.`,
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pD55,E57,D59,E6oyE61iA:Losgiutamicos57,6oy61ylosasparticos55

y 59 se mutaron a alanjna  para  estudiar tambi6n  la funci6n  de  la regi6n
acidica en la proteina.

P P58 + A : La pro|ina 58 se mut6 a alanina para estudiar si este residuo

que  se  encuentra  en  la  regi6n  hiperacidjca  de  la  proteina  tiene  algun
efecto importante en la funcionalidad.

P P58+ Y : La prolina 58 se mut6 a tirosina para estudiar si la introducci6n
de este residuo dentro de la regi6n hjperacidica afecta de alguna manera

las  propiedades funcionalesde esta regi6n  de la  subunidad P,  ya  que se

ha visto que la CK2 presenta una muy alta afinidad por p6ptidos de acido

aspartico o glutamico que presentan tirosinas intercaladas.

p  cl37Jro  i  A  :  Las  cisteinas  137  y  140  se  mutaron  a  alanina  Para
estudiar   si   estos   residuos   estan   cumpliendo   una   funci6n   estructural

importante, ya que se ha visto que existen 4 cisteinas en la subunidad P

(c1og,cll4,cl37 y  cl4o)  que  se  encuentran  muy  favorablemente  ubicadas
como para constitufr un dedo de uni6n a metales.

pH151,152'153+A:Lashistidinas|5|,|52y153semutaronaalaninaPara

estudiar su posible funci6n en la proteina.

p A179-215 : Se de|ecionaron 37 aminoacidos del extremo carboxl.lo terminal

de la proteina.con el objeto de estudjar sj esta regi6n es necesaria para la

interaccj6n y estimullaci6n de la Subunidad Ch.

P S2°9 i G : La serina 209 que se ha visto que es'fosforilada por la cdc2

quinasa,   se  mut6  a  glicina   para  estudiar  su  posible  efecto  sobre  la
activaci6n de la subunidad Ch.

\^-,

En la Figura 15 Se muestra un resumen de las mutantes sintetizadas en

que se sefiala  la  mutaci6n y la  localizaci6n  aproximada  de  cada  una  de
ellas dentro de la proteina.

'



p s23 i G

p D26,E27,D28 i A

p p58 i y

p PSO i A

p D5g,EcO,E6` + A

p D55,E57,DsO,EcO,E6' + A

a ct37. tco + A

p  |il51.152.153  + A

P A179-2t5

p s2cO i G
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Figura 15 :  Esquema de fas diferentes mutaciones introducidas en el gen
de la subunidad a de la CK2.

Las  distintas  proteinas  mutantes  de  la  subunidad  C  sintetizadas,  se  muestran
esquematizadas   en   forma   de   barras   en   donde   los   aminoacidos   que   se
encuentran dentro de cada rectangulo son los de la proteina silvestre, y los que
se  encuentran  par  sobre  6stos,  son  los  que  han  sido  reemplazados  en  las
proteina§ mLltantes,
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D.1.-Sintesis y expresi6n de las. subunidades P mutantes

Todas   las   mutaciones   fueron   introducidas   en   la   subunidad   P    por

amplificaci6n  por PCR  de  acuerdo  a  como  se  describe  en  Materiales  y

M6todos.  Los  genes  mutados  se  subclonaron  en  el  vector  PGEX-2T  y

luego las proteinas mutantes obtenidas se purificaron de la misma forma

que  la  descrita   para  la  subunidad  P   silvestre.   El   rendimiento   de   las
diferentes  subunidades  P  mutantes  fue  sin  embargo  bastante  variable,

obteni6ndose  con  algunas  de  ellas  una  cantidad  de  proteina  mayor que

con  la  subunidad  P  silvestre  y  con  otras  una  cantidad  menor.   En  la

Tabla 2, se muestran los rendimientos aproximados obtenidos para cada

subunidad P sintetizada.

Debido  a  que  durante  la  amplifjcaci6n  por  PCR  se  pueden  jntroducir

mutaciones no deseadas, cada gen ampljficado fue secuenciado en forma

completa para asi corroborar la mutaci6n introducida y verificar que en el

resto del gen no se hubiera producido ningdn otro cambio.

En  ninguna  de`.Ias  10  mutantes  sintetizadas  se` detectaron  cambios  de
t.

bases fuera de las mutaciones introducidas en forma intencional.

D.2.-  Estimula6i6n  de  la  subunidad  or  por  las  distinfas  proteinas

mufarites de la subunjda`d P

En  primer lugar, ,`se estudi6 el  efecto de  las  mutantes  de  la  subunidad P

sobre su capacidad  de  activar a  la  subunidad  Ch.  Para  ello  se  incubaron

cantidades equimo[ares de [a subunidad or con las dis{intas mutan{es de la

subunidad  P  y se  midi6  ]a  actividad  enzimatica  uti[jzando  casefna  como

sustrato de acuerdo a como se indica en Materiales y M6todos.I

En  !a  F.!gu.rarl6  se  muestra  un  grafico  de  barra§,  en  que  se  analiza  la

estimul5ci6.n d; Ii  subunidad P  Silvestre  y de  las  distintas  mutantes  con

respecto   a   la   activjdad   de  la  subunjdad  or  monom6rjca.   En  primer
1,



TABLA2:      Rendimiento  de  la  subunidad  P  silvestre  y  de  las

diferenfes subunidades P mutantes.

subunidad P silvestre

subunidad p p58 + A

Subunjdad p p58 + y

subunidad p D59,E60,E61 + A

subunidad p S2.3 + G

SLibunidad p cl37,140  + A

Subunidad c  H151,152,153  + A

Subunidad p A179-215

0,5  ±  0,09 mg, It

0'5  ±  0'05 mg/ It

0'4  ±  0'06 mg/ lt

0'3  ±  0,05 mg/ It

0,3  ±  0'07 mg/ lt

0'1   ±  0'05mg/It

1,0  ±  0'25 mg/ lt

2'5 ±  0'50 mg/ lt

La subunidad P silvestre y todas las demas mutantes, fueron expresadas
en E.  co//. como proteina de fusi6n de la glutati6n transferasa a  partir del
vector PGEX-2T de acuerdo  a  como  se  indica  en  Materiales  y  M6todos.
Luego  la  proteina  de fusi6n  soluble  fue  purificada  por  cromatografia  en
glutati6n   agarosa   y   digerida   con   trombina.   Finalmente   las   djstintas
subunidades  P   fueron  recromatografiadas   por  glutati6n  agarosa   para
remover  la   glutati6n  transferasa.   Los   valores   indicados   en   la   tabla,
corresponden    al    promedjo    del    rendimieFlto    obtenido    en    3    o    4
preparaciones de un litro de medio de cultivo.

93
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Figura 16 :  Estimulaci6n de la subunidad Ch por la subunidad P silvestre y
diferentes proteinas mutantes de la subunidad P.
Se  incubaron  2  pmoles  de  la  subunidad  a  con  2  pmoles  de  cada  protefna
mutante  de  la  subunidad  P  y  se  determin6  Ia  actividad  enzjmatica  como  se
jndica  en  Materiales  y M6todos.  La  actividad  obtenjda  con  cada  mutante  se
dividi6porlaactividaddelasubunidadormonom6ricayelresultadoseexpres6
como en  las veces que se estimul6 Ia activjdad de esta quinasa.  Se realizaron
2  a  3  preparaciones  pa`ra  cada  proteina  mutante  de  la  subunidad  P,  a  las
cuales se les determin6 en duplicado por lo menos 2 veces su efecto sobre la
actividad de or.

:=::p°Dn5::5:::=6oE6,:=Aor,+PS"V::t:e+'ps2,3:=G:+PD59::°ChE+6;:2?:+G,4=Or+:::8+?:58+y,'

9=Ch+pH15"52il53iA;    io=Ch+pD26E27D2`8 +A ;    ii=Ch+pcl37,14o+A ;    ir=Ch+p A179-215
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Iugar  vemos  que  la  subunidad  P   silvestre  estimula  la  actjvjdad  de  la

subunidad or en 4,6 veces,  Io  que  corresponde  al  rango  de  estimulaci6n

observado por  otros autores (Bodenbach y cols.,1994) y a lo presentado

en la Tabla 1.

Al comparar la actjvacj6n producida por las diferentes proteinas mutantes

con la de [a subunjdad P silvestre, podemos ver que exjsten dos mutantes

que producen una estimulaci6n mucho mayor .
La mutante que produce la mayor estimulaci6n es  |a pD59E6°E6' iA  que

aumenta la activjdad de or en 8 veces,  Io que concuerda  plenamente con

losresul{adosobtenjdosporelgrupodelssinger(Boldyreffycols.,1992).

Enestamutantesehansustituido3resjduosdelaregi6nhiperacidicapor

alanina,  Io que hace dismjnuir considerablemente  la  densjdad  de  cargas

nega{ivas en esa regi6n.  EI hecho que es{a mu{ante presente este efecto

hiperactivador,   ha   hecho   que   se   pos{ule   a   la   regj6n   acidjca   de   la

subunidad  P   como  atenuadora  de  la  actividad.   Sin   embargo,   resulta

contradictorjo   que   |a   mutante  PD55E57D59E6°E6t  +  A,   en   que   se   han

cambiado5resjduosacjdosdelaregi6nhjperacidica(elaspartjco55yel
t

glutamico  57  ademas  de  los  otros  3  que  se  cambiaron  en  la  mutante
anterior)`  estimule  s6Io  5  veces  la  actjvjdad  de  Ch.   Este  hecho  podria

deberse  a  que  el  cambio  sjmultaneo  de  5  resjduos  acjdos  sea  muy

dras{ico y se produzca una alteracj6n en la conformaci6n de la subunidad

P.

Extraordinariamenteinteresantesresultaron|asmutantesppesiAyppes

+ Y. En estas dos mutantes se cambi6 la prolina 58, que se encuen{ra en

el  centro  de  la  region  hjperacidica  de  la  subunidad  P,  por alanina  y  por

tirosina respectivamente.

El  cambio a alanina, se realjz6 con el objeto de estudjar sj  la proljna  era

jmportante  en  el  efecto  atenuador  de  la actividad que presentaba esta

-'.I
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regj6n,yaquesehavistoquemuchasproteinassustratodelaCK2tienen

ubicadasprolinashacjaelextremoamjnoterminaldelsitjodefosforilacj6n

(CarroH y cols.,1988   y  Meggjo y cols.,1994).

El  cambio  de proljna  a tirosina,  se hizo  con la  intenci6n  de  estudiar que

efecto tenia la introducci6n de una tirosina en la regi6n hiperacidjca de la

proteina, ya que en resultados anteriores obtenidos en nuestro laboratorjo
se   habfa   visto   que   la   CK2   presentaba   una   afinjdad   muy   alta   por

copolimeros de glutamico y tirosina (T6IIez y cols.,1990).

Como  se  observa  en  la  Figura  16,  la  mutante  f3P58  i  A  result6  ser

hiperes{imuladora (estjmul6 Ia actividad de or en 6,2 veces),  lo cual jndjca

que la prolina 58 juega un papel  importante en el  efecto atenuador de la
actividad que presenta la regi6n acidjca de la subunidad P.

La mutante PP58+ Y en cambio, present6 el efecto contrario a la mutante

anterior,  ya  que  estimul6  Ia  actividad  de  or  en  un  grado  menor  que  la

subunidad P  silvestre (en s6]o 2,8 veces)  [o  cual  estaria  de  acuerdo  con

nuestra  hip6tesis  de  que  la  tirosina  haria  aumentar  la  afinidad  de  la

subunidad Ch por esta regj6n hiperacidica.

Las  mutantes  P  S2'3 +  G   y   P  S2°9 +  G  presentaron  una  estimulaci6n

semej.ante a la subunjdad P silvestre de 4,4 y  4,2 veces respectivamente,

Io que indjcaria que por lo menos bajo las condiciones estudiadas,  el sitio

de autofosforilaci6n de P no afecta la actividad de la enzima.

Con   la   mutante   CC`37'`4°  +  A   en   cambio,   se   obtuvjeron  variacjones

bas{ante  grandes  entre   las   distintas   determinacjones  realizadas.   Con

algunas   pre,paraciones,   se   obtuvo   estimulaciones   semejantes   a   la

obtenidaconlasubunidadPsilvestreyconotras,practicamentenosevio

estjmulacj6n.  E§te hecho puede haber§e debjdo a  rna  jnactivacj6n  de la

proteina  mutante.   Tambi6n  pudo  observarse  a   lo  largo   de  todas  las

preparaciones,  que  la  cantidad  de  proteina  mutante obtenjda en forma
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soluble,eramuchomenorqueeldelaotrasproteinasmutantes(Tabla2).

Por lo tanto, es probable que la sustituci6n de las cisteinas 137 y 140 por

alanina haya  producido  un  cambio  estructural  importante  en  la  proteina,

que  la  hayan  hecho  menos  soluble  y  menos  estable  que  la  proteina
silvestre.

Las mutantes pH151.152)153 +A y pD26E27D28 +A es{imu|aron a la subunidad

Ch en un grado un poco menor que la subunidad P,  en  cambio  la  mutante

de|ecionada PA`79-215 no fue capaz de es{imular a  la  subunjdad  or cuando

se us6  en cantidades  equimolares  al  igual  que las  demas  mutantes.  Sin

embargo,  como se muestra  en la  Figura  17,  cuando  se  usaron  razones

mo|ares   de   PA`7gL2J5  /or   muchisjmo   mas   altas,   se   logr6   ob{ener   una

estimulaci6n  de  2,7  veces  con  una  raz6n  molar  de  P  50  veces  mayor.

Estos   resultados   indican   que   el   extremo   carboxilo   terminal    de   la

subunidad P es importante en la jnteracci6n con la subunidad or, ya que la

proteina  truncada  presenta  una  afinidad  por  la  subunidad  or  muchisimo
menor que la proteina silvestre.

D.3.-  Estudio  comparativo  de  la  estimulaci6n   de  la  subunidad  or

si!vestre  y  de  ]a  subunidad   orK75'76  +E   por  djferenfes   profeinas

mufantes de la subunida.d P   -`

La mutante or K75'76 i E es una mutante de la subunidad  or en la  que Se

han cainbiado las lisinas 75 y 76 por acido glutamico.  Estas dos lisinas se

encuenfran ubicadas en la regi6n rica en aminoacidos basjcos que posee

esta prot.eina ( K P V K K K K Y K R EI K ), la cual se ha demostrado que

es    resp:pnsable    dte  la  interacci6n.con  heparina  (Gatica  y  cols.,1994).

Con el   prop6sito  de  estudiar  si   las proteinas mutantes de la subunidad

a   pre.;en{an  alguna  diferercja  en  el  grado  de  estimulaci6n  de  esta
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Pmoles  de  subunidad  pA179-215

Figura 17 : Curva de estimulacj6n de la actjvidad de [a subunidad or por la
Subunidad pA179-216

Para  estudiar  la  activaci6n  de  la  subunidad  or  por  |a  subunidad  PA'79-215  se

::::°n|da3pZ#99!?5:Ladeact::ida§gbeunnzj,qmafticgseym:dnit6reusa]n°doyca`s°e°fn:my°[e;3g:
ATP]  como  sustratos  y  se  jncub6  por  10  min.  a  30°  de  acuerdo  a  como  se
indica en Materiales y M6todos.
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subunidad   Ch  K75'76  +E,   se  hjzo   un   es{udjo   comparatjvo   mjdiendo   la

actjvidad  de  las   holoenzimas   reconstituidas con ambas subunjdades or.

En   la   Figura    18   se   muestran   los   resul{ados   obtenidos   de   este

experimento,  Ios  cuales  se  expresan  como  estimulacj6n  relativa  de  las

distintas  subunidades  P  con  respecto  a  la  activjdad  de  la  subunidad  or

monomerica correspondiente.

En primer lugar podemos observar que la subunidad P silvestre estimula a

ambas  subunidades  Ch  en  un  grado  similar,  Io  que  concuerda  con  los

resultados  obtenidos  por  Gatica  y  cols.   (1994).   Igual   comportamiento

presentaron las mutantes pH15"52,153+A, pcl37-14o+A y p p58+y.
Las   mutantes   hiperactivadoras   PD59E6°E6`iA   y   pP58iA   en   cambjo,

produj.eron  una  estimulacj6n  sobre  la  subunidad  orK75'76  iE  adn  mayor

que sobre la subunidad or silvestre.
Estos resultados apoyarian la  idea  de que  la regj6n  rica  en  lisinas  de la

subunidad   Ch  pudiera  tener  algdn   grado   de  in{eracci6n   con   la   regi6n

hjperacidjca de la subunjdad  P, que como se vio anterjomente, tiene una

acci6n  atenuadora  de  la  actividad  de  la  holoenzima,  ya  que  al  cambiar

dos residuos de carga positjva por dos de carga negativa en esa regi6n,

se produce un efecto estimulador de la actividad adn mayor.

D.4.-  Estudio  de  la  autofosforilaci6n  de  la  subunidad  or  y  de  las

subunjd-ades P mufantes

Para   estudiar   la   autofosforilaci6n   de   estas   proteinas,   se   incubaron

cantidades  estequiom6tricas  de  la  subunidad  or y  de  las  subunidades  P

mutantes  en  presencia  de  [y 32P]  ATP  de  acuerdo  a  como  se  indica  en

Materiales y M6todos.  Para comparar el  grado de autofosforjlaci6n  entre

las  djstin{as  mutantes, se cuantjfic6 la radjactividad jncorporada en cada
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Figura 18 : Comparaci6n de la estimulaci6n de la subunidad or silvestre y
de   |a  mutante   ci   K76'76  +   E   pop  diversas   proteinas   mutantes   de   la
subunidad P
Se  incubaron  2  pmo]es  de  la  subunidad  or silvestre o  or  K75'76  iE  con  2  pmo|es  de
cada proteina mutante de la subunidad P .y`se determin6 la actividad enzimatica como
se indica ,en  Materiales y M6todos,  usando .caseina y [y32P] ATP  como sustratos.  La
actividad  obtenida  con  las  distintas  holoenzimas  se  dividi6  por  la  actividad  de  la
subunidad  Ch  monom6rica correspondiente. y los  resultados  fueron  expresados  como
las  veces  en  que  se  estimul6;Ia  actividad  de  esta  quinasa.   La  actividad  de  la
subunidad Ci  silvestre  fue  de  5,`2'pmoles/min. y la  de  la mutahte   or*'.K:5K76iE  de  3,9
pmoles/min.
1  = Ci monom6rica;      .2 = or+Psilvestre;        3 = Ci+PD59E6°E6`iA;      .'4= or+f}p58iA;
5  =  cz+f}p58iy;  !   6  =  ci+pH15"§2.153iA;      7  =  Ci+PC`37']4°iA.  Las  barras  negras
Corresponden a la subunidad Ch silvestre y las barras grises a la mutante  or K75K76iE.



101

subunidad  y  los  resultados  obtenidos  se  muestran  en  la  Figura  19.  En

primer  lugar  podemos  observar  que  todas las proteinas mutantes de la
subunidad   P   son   autofosforiladas,   con   la   excepcj6n   de   la   mutante

f}S2'3iG,  en  que  se  mutaron  las  serinas  2  y  3  a  gljcina,   lo que nos
confirma  que estas serinas  constituyen  el  dnico  sitio  de  autofosforilaci6n

de la subunidad P.

Podemosapreciartambi6nquelaautofosforilaci6ndelasubunidadCh,que

es muy baja cuando 6sta se encuentra al estado de mon6mero, aumenta

varias veces cuando se incuba en presencia de las distintas subunidades

P  mutantes.  La  tlnica  subunidad  P  que  no  produce  un  aumento  de  la
autofosforilaci6n    de    or,    es    la    mutante    delecionada    que    (a    las

concentraciones  usadas)  tampoco  estimula  la  activjdad  de  esta.  Por  lo

tanto,  para que se produzca un aumento  en  la  autofosforilaci6n de  Ch,  es

necesario que la subunidad I) interaccione con ella.

Es interesante observar que el  grado de autofosforilaci6n que or presenta

cuando   se  incLba   con   las   distintas  mutantes   de   la   subunidad  P   es
!

proporcional  a  la  estimulaci6n  que  6sta  experimenta  con  cada  una  de
ellas. Vemos por ej.emplo que las mutantes p  D59 E6° E61 +A   y   pp58 +A,

que   son   las   subunidades   hjperestimuladoras,    son   las    que   mayor
autofosforilaci6n  de  la   subunidad   or  producen,   en   cambjo   la   mutante

delecionada que no produce, njnguna estimula6i6n tampoco induce njngtln
•`.\`   :

aumento en la fosforilaci6n de 6sta.

Cabe destacar taqubien,  el  efecto  producido  por la  mutante   P  S2'3 i  G,
T.            `          ,.-         `€=.                      i ,,.-                                         a                      ,

que  a   pesar  de   no   sufrir  aut6`.fosforilaci6n   es   capaz  de   estimular  la
autofosforilaci6n de or de6ido a que si puede interactuaf. con ella.I

j
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Figura  ]9
silvestre  y

Estudio  de  la  aufofgsforilaci6n  de  las  subunidades  or  y  P
P mutantes.

Se  incub6 la subunidad or monom6rica tanto en ausencia como en  presencia de  las
proteinas silvestre y mutantes de la subunidad P  con  [y32P] ATP  de acuerdo a como
se  indica  en  Materiales  y M6todos.  Posteriormente  las  proteinas  fosforiladas  fueron
analizadas  en  un  gel  de  poliacrilamida  al  1.0%  y  sometidas  a  autorradiografia.  La
radiactividad  incorporada  en  cada  proteina  se  cuantific6  cortando  la  banda  del  gel
seco y contandola.

:=:+ng;!9oEng06En6fjA:=or+7B=sfip£,i,,¥5#5s:3;G,:=#::2;5;5;::p+?:3;;1:;;,A,
10=Ch+Psilvestre.   Las   barras   negras   jndican   la   radiactividad   incorporada   en   la
subunidadorylasbaITasgriseslaradjactivjdadincorporadaenlasubunidadP.
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D.5.- Estudio  del efecto  protector de  las  subunidades  P  silvestre  y

mufantes sobre la inactivaci6n t6rmica de la subunidad  cl.

Se ha vjsto  que  la subunidad P  ademas  de  activar a  la  subunidad  or,  la

protege  de  la  inactivaci6n  termica.   Por  esta raz6n es que se estudi6 el
efecto  protector de  las  dis{intas  pro{einas  mutantes  al  incubarlas  con  la

subunidad or a 40 ° por dis{intos tiempos.  En la Figura 20 se muestran los

resultados obtenidos de este experimento,  los cuales  se  expresan como

porcentaje  de  la  actividad  remanente  despu6s  de  incubar  los  tiempos
indicados.  Es  necesarjo  hacer notar,  que  el  nivel  de  actividad  medido  a

tiempo  0  de  jncubaci6n  se  consider6  100  %  para  todas  las  mutantes,

correspondiendo este  100  %  a valores  de  actividad  muy djferentes  para

las distintas mutantes.

Al analizar los resul{ados obtenidos podemos ver que cuando se jncuba la

subunidad  or monom6rica  a 40°,  esta  se  inactiva  rapidamente  quedando

aproxjmadamente un 10% de actividad remanen{e despu6s de 15 mjnutos

de  incubaci6n.  Cuando  se  agrega`[al  medio  de  incubacj6n  alguna  de  las

subunjdades C mutantes, se ve que {odas pro{egen a la subunidad or de la

jnactjvaci6n t6rmjca (con excepcj6n de la mutante delecjonada ),  aunque

en distinto grado.

El   efecto   protector  mss   extraordjnario,   es   el   producido   por  las   dos

mutantes  hiperactivadoras  (  P D59E6°E6t iA  y  pP58iA ),   ya  que  no

s6lo  protegen  de  la  inactivaci6n  t6rmica  a  la  subunidad  or  sino  que  la

activan, obteni6ndose una activjdad 20% mss alta despu6s de  15 mjnutos

de  incubaci6n  a  4o  o.  Las  mutantes  p  cl37.14o  + A    y   p  H151.152,153 + A

tienentambienunefectoprotectormuybueno,superjoralproducidoporla

subunjda,a P  sjlvestre,  en  cambio  La  mutante   Ppes i Y tjene  un  efecto

protector muy  pobre  obtenj6ndose  s6Io  un  30%  d-;  actjvjdad  remanente
despu6s de 15 minutos de incubaci6n.
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tiempo  de  incubaci6n  a  40°C   (min)

Figura20:Efectodelasubunidad4silvestreydelasdjstintasprot®inas
mutantes en la proteccl6n de la actividad de la subunidad a fronte a la
inactivaci6n t6mica.

Se  incubaron  2  pmoles  de  la  subunidad  a  con   cantidades  equimolares  de   la
subunidad  P  silvestre  y  de  las  distjnfas  proteinas  mutantes  a  40°  por  los  tiempos
sefialados   en   la   figura.   Posteriormento   se   determin6   la   adividad   enzimatica
remanente   coma   se   indjca   en   Matoriales   y   M6todos.   El   valor  colocado   entre
pafentesjsjuntoacadamutantecorrespondeal100%delaactividad.

-       a     monom6rica      (9,8pmol/min.A     -Ci+PA'79-215       (11,8pmoi/min.)`

i,_+j'j  f35S      +   `'           {25`„-f`Lir!i£`!f'm!ii  }.      ~     Ci+Psilvestre         (4o,2Pmol/min.),
~        a+pH151153+A    (43,9pmovmin.),      __    a+PC'37'4C'__>A      (429pmo|/min),
_       ct+p p58iA       (57,2pmo|/min.),  _    Ch+PD59E6°E6'iA  (57,2pmo|/min.).
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Es    jmportante   destacar   que    en   este   caso,    al    igual    que    en    la

autofosforilacj6n  de  or,  el  grado  de  proteccj6n t6rmica  esta  djrectamente

relacjonado con la capacidad activadora de las mutantes.

D.6.-    Es{udio    de    la    inl:eraccj6n    entre    la    subunidad    or   y   fas

subunidades   P   mufanfes   por   sedimenfaci6n   en   gradientes   cle

sacarosa
Para   determinar   si   las   subunjdades   P   mutantes   eran   capaces   de

jnteractuar  fjsjcamente   con   la   subunidad   or   y   formar   la   holoenzima

tetram6rica, se incubaron ambas subunjdades en cantjdades equjmolares

y  luego  se  sometieron  a  sedjmentaci6n  en  gradjentes  de  sacarosa  de
acuerdo a  como se indjca en  Materiales  y  M6todos.  En  la  Figura  21  se

muestran   los   resultados   que   se   obtuvieron   al   graficar   la   actjvjdad

enzjmatica en funcj6n del ndmero de la fracci6n colectada.

PodemosobservarquetodaslassubunjdadesPmutantessoncapacesde

jnteractuar con la subunjdad or y formar la enzima tetram6rica,  ya  que el

pjco  de  actividad  aparece  en  la  fracci6n  12  que  corresponde  al  tamafio
del  tetfamero.   En  concordancja  con  los  demas  resultados  obtenidos,

vemos  que la  mutante delecionada en su  extremo  carbox]'lo terminal,  no

escapazdeasocjarsealasubunidadorcuandoseencuentraaunaraz6n

mola+  at6  de..1:2.  Sin  embargo,  cuando  esta  raz6n  aumenta  a  1:20  se

puede  observar  la  formacj6n  de  la' especje  tetram6rica.  Es  interesante
notarqueenestecaso,elpjcodeactjvjdadqueseobtuvofuemuchomas

I.I                                                                                      ¢         ,ancho que en las demas mutantes, Io cual podria deberse a la presencia

de  especies  djm6ricas  y  monom6rjcas  debido  :  Ia  baj.a  afinjdad  que

presenta esta proteina delecionada por la subunjdad Ch.

Llamalaatencj6ntambj6n,queapesarqueseusaronigualescantidades
.1

+,

desubFnidadorentodoslostubos,losnjveJesdeactividadobservados
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namero   de   la   fracci6n
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Figure 21 : Analisis por ultracentrifugaci6n on gradient® de sacarosa de la
interacci6n entre la subunidad er y la subunidad P silvestre y fas distintas
protelnas mutantes.
Se incubaron 20 pmoles de la subunidad a y cantidades equimolares de la subunidad

kus::Vnet:tr;Aiy&2i8een'::e::StiJns:rson::;:e::::s:eu£;t::4{g}Jd:ai:2eg)ce#3h::s':
4°C.  Luego se aplicaron las muestras sobre tubos que contenian un gradiente entre
un  5  y  20%  de  sacarosa  y  se  sometieron  a  ultracentrifugaci6n  de  aouerdo  a  las
condiciones descritas en Materiales y Metodos. Se colectaron fracciones de 200 ul y
luego  se  les  detemin6  la  adividad  enzimatica.  Las  flechas  colocadas  en  la  parte
superior de la figura corresponden a la posici6n en que eluyen las proteinas estandar
utilizadas, las cuales fueron BSA (65 KDa), ovoalbdmina (45 KDa) y citocromo C (12,5
KDa).

--        a      monom6rica  ,..-       Ch+pA`79-215     (1:2) ,...       a+pAi79-215    (1:20),
...        Ci+PP58+   A ,-.-     a+P      si|vestre,             .o.      Ch+pH`5"53iA,
-.-c,,   +   pD59E6°E61+A ,-.-      ci+PS2,3-G,        -a-,J+.[3p5&   -}t,I,
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sean  tan  diferentes.  Esta  gran  diferencia  se  debe  probablem.ente  a  la

combinaci6n  de dos  efectos  producidos  por la subunidad  a,  que son  los

de  proteger y  estabilizar a  la  subunidad  Ch y tambien  el  de  estimular su

actividad.   Vemos   que  en   los   dos   casos   en   que   la   subunidad   or  se

encuentra como  mon6mero  el  nivel  de  actividad  observado  es  alrededor

de un 10 % del nivel observado para las demas especies.

D.7.-   [nhibici6n   por   heparina   de   [a   subunidad   or   monom6rica   y

reconstituida con diferentes proteinas mufantes de la subunidad P

En estudios realizados por Hu y Rubin se ha visto que la heparina, que es

un  muy  potente  inhibidor  de  la  CK2,  interactda  con  una  regi6n  rica  en

lisinas  y  argininas   presente  en  la  subunidad   or  (Hu  y   Rubin,   1990b).

Debido a que en la subunidad a endste una regj6n hiperacidica, que como

se   demostr6   anteriormente,    posee   propiedades   atenuadoras   de   la

actividad,    erdste    la    posibilidad    de    que    esta    zona    pudiera    estar

interactuando con la regi6n rica en lisinas de la subunidad Ch responsable

de  la  interacci6n  con heparina.  Para  analizar esta  posibilidad,  se  realiz6

un  estudio  de  la  inhibici6n  causada  por  concentraciones  crecientes  de

heparina sobre ]a subunidad Ch monom6rica y la holoenzima recons{ituida

con las diversas proteinas f} mutantes.

En  la  Figura  22  puede  observarse,  que  tanto  la  subunidad  or  como  la

holoenzima reconstituida con la subununidad P  silvestre son  inhibidas  de

igual forma por heparina. Todas las demas mutantes, con la excepci6n de

la  mutante  delecionada  que  a  la  concentraci6n  usada  no  es  capaz  de

reconstituir   la    holoenzima,    presentan    un    comportamiento    parecido
I

requiriendo  eoncentraciones  leveniente  ma§  alta§  pare  §er jnhibidas  per

heparina.  Estos resultados concuerdan con los obtenidos  por el  grupo de

Traugh  ,(Lin  y  cols.,   1991).,   pero  se  contraponen  a  los  del  grupo  de
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Figure  22  :  Inhibici6n  per  heparina  de  la  subunidad  or  monomerica  y
reconstituida con la subunidad 8 silv®stre y las diferentos mutantes.
Se  determin6  la  actividad  enzimatica  a  distintas  concentraciones  de  heparina  de
acuerdo a las condiciones descritas en Materiales y M6todos. Los valores de actividad
para las distintas mutantes fueron  normalizados asignandosele  100%  a  la activiclad
medida en ausencia de heparina. Come comparaci6n se analiz6 tambi6n la mutante a
K74.75+E, |a oval es resistente a la inhibici6n causada par heparina.

:ci#5,9!:-:;-i;:A(,(#,,,##:,,);:,,,:,,)',.
r¥   K  ?5J?6   ..+  E    {9:8  pmCi!f'r!1in,,}`

a  monomerica    (10,4 pmovmin.),
er+ P silvestre      (42,3 pmol/min.),
t_,   tr<.  c'3T  "    `,,i      (37`1   pmol/min   ),

c[ + p p58   +  A    ( 82,5 pmol/min ),



109

lssinger  (Boldyreff  y  cols.   1993),   el   cual   observa   diferencias   entre  la

inhibici6n sufrida por la subunidad or monomerica y la holoenzima.  Como

se  aprecia  en  la  Figura  22,  Ia  enzima  que  realmente  muestra  una  alta

resistencia a la inhibici6n por heparina, es la mutante de la subunidad or (Ch

K75.76  +  E)  en  |a  que  se  han  cambiado  las  lisinas  75  y  76  por  acido

glutamico, lo que confirma los resultados obtenidos por el  grupo de Rubin

(1990b) y de Gatica y cols.  (1994).

D.8.-   Inhibici6n   por  el   copolimero   glutamico-tirosina   (4:1)   de   la

sLibunidad   Ch  monomerica   y  de   ]a   holoenzima   reconstituida   con

diversas proteinas mufantes de la subunidad C

En  estudios  realizados  anteriormente  en  nuestro  laboratorio,  se  habia

visto que la CK2 podia ser inhibida en forma muy potente por copolimeros

de  acido  glutamico  y  tirosina  en  proporci6n  4:1   (  T61lez  y  col.,   1990),

presenta-ndo "este copolimero un 15o dos 6rdenes de magnitud menor que
el  del  homopolimero  de  acido  glutamico  o  el  del  copolimero  de  acido

glutamico y fenilalanina en  proporci6n 4:1.  Posteriormente,  al  estudiar la

inhibici6n    producida    por-   estos    polip6ptidos    sobre    las    subunidades
\

recombinantes  aisladas,  se  vio  que  la  subunidad     or  monom6rica  era

mucho menos sensible que  la  holoenzima frente  a  la  inhibici6n  causada

por  el  copolimero  de  acido  g[utami6o  y  tirosina  (Hinrichs  y  cols.,  1993).

Por  esta  raz6n  es  que  nos  interes6  estudiar  el  comportamiento  de  las

holoerizimas  rec6'nstituidas  con  las   distintas  subunidades   a   mutantes

frente a est6 inhi`bidor y compararlo con el de la Subunidad Ch monom6rica.

En la  Figura 23  se  muestran  los resultados  obtenidos  expresados  como

porcentaje de  ]`a  actividad enzimatica en funci6n  de  la  concentraci6n  del

inhibidor poli glu-tyr (4:1).
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Figure  23  :  Efecto  del  polimero  poli  gluJfyr ®n  proporei6n  4:1  sobre  la

subunidad er monomerica y reconstitufda con la subunidad P silvestre y

las  diferentes  proteinas  mutantes.  Se  determin6  la  actividad  enzimatica  a

distintas concentraciones de poli glu-tir de aouerdo a como se indica en Materiales y

Metodos. El valor que se indica entre pafentesis junto a cada mutante corresponde a

la actividad medida en ausencia del inhibidor al cual se le asign6 el 1009ro.

_  a (7,8 pmo|/min.),  _  er+PA'79-215 (8,5pmol/min.),  _   a+P P58+A (52,4 pmo|/min.),

-a   +  P silvestre   (31,2  pmol/min.),           -Ci+P  H'5"53+A       (19,5  pmo|/min.),

u`+PC`'         --,, i    (21,8pmol/min.),           --_       ct+PD59E6°E6'iA    (60,5pmo|/min).
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En primer lugar puede observarse que la subunidad Ch monomerica es la

enzima  mas  resistente frente a la inhibici6n  por poli  glu-tyr,  presentando

un  15o  de  alrededor  de  60nM.   Las  holoenzimas  reconstituidas  con  las

demas  subunidades  P   en  cambio,   presentan  una  sensibilidad   mucho

mayor  frente   al   inhibidor,   con  valores   de   15o   meriores   de   10   nM.   EI

Comportamiento intermedio que present6 la mutante de|ecionada f}A{79-215,

se  debe  probablemente  a  la  baja  proporci6n  de  holoenzima  presente

debido  a  la  baja afinidad' que  presenta  esta  mutante  por la  subunidad  Ch.

Por   lo   tanto,   podemos   concluir   que   con   excepci6n   de   la   mutante

delecionada, todas las demas subunidades P  producen un aumento de la

afinidad  por  poli  glu-tir,  haciendo  disminuir  el  valor  de  su  15o  a  valores

iguales o inc]uso menor que el de la holoenzima si.]vestre.

D.9.- Resumen de fas propjedades de las proteinas mutantes de las
subunidad P

Con el prop6sito de analizar en fo;rna conjunta los resultados de cada una

de las protefnas mutantes, se elabor6 una tabla en la que se resume toda

la informaci6n obtenida, la que se muestra en la Tabla 3.

En  primer  lugar,  se  dehtallan  los  efectos  que  la`..subunidad  P   silvestre

produjo   sobre   la   subunidad   or   y   luego   se   analizan   las   diferencias
observadas para cada una de las proteinas mutantes.

subunidad silvestie.-:

-se asocia a la subunidad or para formar la enzima tetram6rica

-estimula la actividad de la subunidad or en 4,6 veces

-protege   la   actividad   de   la   enzima  frente   a   la   inactivaci6n   t6rmica,

obteniendo un 700/a de actividad remanente en lugar de un  17% despues

de incubar la enzima por 10 minutos a 40°C
I
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-incrementa la autofosforilaci6n de la subunidad Ch en  12 veces y tambi6n

es autofosforilada muy fuertemente
-disminuye  el  15o  para  el  copolimero  poli  glu-tir  (4:1)  en  alrededor  de  6

Veces

subunidad s2,3i G :
No  es  autofosforilada  por  la  subunidad  Ch,  confirmando  de  esta  manera

que las serinas 2 y 3 constituyen los dnicos sitios de autofosforilaci6n de
esta subunidad, sin embargo estimula en igual forma que la subunidad P

silvestre la actividad y la autofosforilaci6n de la subunidad ci.

subunidad s2ce+ G :

Esta  mutante  no  es  capaz  de  ser  fosforilada  por  la  cdc2  quinasa,  sin

embargo activa a la subunidad Ch de igual forma.

subunidad p58+ A :

Esta mutante es hiperactivadora, ya que estimula la actividad de Ch en 6,2

veces y ade-inas tiene un efecto  protector frente a la inactivaci6n t6rmica

de or mucho mayor que el de la subunidad P silvestre.

subunidad p58i y :
Esta mutants estimu[a ]a actividad. de la subunidad or en s6Io 2,8 veces y

protege  en  menor  grado  que  la  subunidad  silvestre  de  la  inactivaci6n
termica.

'

srfuriid+ad 8  D26,E27,D28i__4 :  S6Io se estudi6 la capacidad  de  activaci6n
I

de la subunidad or por esta mutante y se vio que era un poco menor que la
1'

de la subunidad silvestre.

subunidad H151,152,153_> A  :

Esta  mutante  produjo  una  estimulaci6n  de  la  actividad  de  Ch  un  poco
1,i

menor   que   la   subunidad   P   silvestre,   sin   embar`bo   increment6   muy
•c   '`   i                      ','                             I

fuertemente  la  autofosforilaci6n  de  la  subunidad  or  y  la  pro{egi6  muy
/

efectivamente de ]a inactivaci6n termica.
I
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qubunidad o  D59,EcO,E61+ 4±

Esta mutante result6 ser la que mas activ6 a la subunidad or,  produciendo

una estimulaci6n de su actividad en 8 veces. Tambi6n, al igual que la otra

mutante hiperactivadora (P  P58i A)  produjo una protecci6n total frente a

la inactivaci6n t6rmica de or.

s±±±±b_unidadBD55,E57,D59,E60,E61±LL4:

Esta     mutante     result6     ser    menos     activadora     que     la     mutante

pD59,E6°,E61iA,  aunque tambi6n  produjo una  estimulaci6n  mayor que  la
subunidad P silvestre.

subunidad cl40i A
Es{a  mutante  present6  propiedades  muy  semejantes  a  la  subunidad  P

silvestre,  pero  la  cantidad  de  proteina  soluble  que  se  obtuvo  en  cada

preparaci6n fue mucho mehor. Tambien esta proteina mutante se inactiv6
mucho mas fapidamente que las demas.

subunidad A179-215  .

Es{a proteina mutante fue la dnica que no fue capaz de interaccionar con

la  subunidad  Ch,  por  lo  que  no  reconstituy6  la  enzima  tetram6rica  ,  no

estimul6   la   actividad,   no   produjo   protecci6n   frente   a   la   inactivaci6n

formica,   no   increment6   la   autofosforilaci6n   de   Ch   ni   se   estimul6   su

actividad con la fuerza i6nica. S6Io usando concentraciones 20 veces mss

altas de esta protein`a delecionada, se logr6 una parcial reconstituci6n de

la holoehzima.
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DISCUSI0N

A.-Aislamiento del gen que codifica para la subunidad P
Al  realizar  el  analisis  de  la  genoteca  de  oocitos  de  Xenapus  /aev/.s  se

encontraron 20 sefiales positivas, de las cuales se analizaron finalmente 4

clones.  Los  clones  estudiados  presentaron  insertos  de  distinto  tamafio,

secuenciandose finalmente s6lo el fragmento de CDNA mas  grande,  que

fue de 900 pares de bases.

El   inserto  secuenciado  contenia  el   gen  de  la  subunidad  a   completo

(Jedlicki y cols.,1992), e[ cual  presentaba una simi[itud extraordinaria con
las   subunidades   P   de   todas   las   demas   especies   conocidas.    Los

fragmentos  mas  pequefios  que  contenian  los  demas  fagos  aislados  no

fueron  secuenciados,  pero  es  probable  que  6stos  hayan  representado

cDNAs  provenientes  del  mismo  gen  conteniendo  deleciones  de  distinto

grado  en  su  extremo  5'.   Apoya  esta  idea  el  hecho,   que  s6Io  se  ha
encontrado  un  gen  para  la   subunidad  P   en  la  gran   mayoria   de   las

especties  esfudiiadas.  S6lo  en  Saccharomyces  cerevisiae  y  Arabidopsis

ffta/t.ana  sa  han  enconfrado  dos  genes  distintos  que  codifican  para  la

subunidad P.

a.-Expresi6n y purificaci6n de la subunidad P

La subunidad P fue expresada en bacterias utilizando el vector PGEX-2T,

del  cual  se  obtienen  proteinas fusionadas  a  la  glutati6n transferasa que

{iene   la   ventaja   de   producir   proteinas   mss   so[ub]es   y   de   facilitar

in.Llchisimo la purificaci6n de las proteinas expresadas.

115
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La utilizaci6n de este sistema de expresi6n fue en este caso una ventaja

muy  grande,  ya  que  para  realizar  este  trabajo  de  tesis  se  necesitaron

sintetizar, expresar y purificar una gran cantidad de proteinas mutantes de

la subunidad P.

La desventaja que  presenta este sistema,  es  que  se obtiene  la  proteina

con algunos aminoacidos  adicionales en el  extremo  amino terminal,  que

en el  caso de la subunidad P fueron seis.  Un  problema  adicional  que se

present6   con  nuestra   proteina,   es   que   la   glutati6n  transferasa  y   la
subunidad P tienen el mismo tamafio, Io que impidi6 visualizar en geles de

poliacrilamida, si la subunidad P  purificada se encontraba totalmente libre
de  glutati6n  transferasa  despu6s  de  haber  sido  la  proteina  de  fusi6n

digerida con trombina y recromatografiada por glutati6n agarosa.  En todo

caso, al realizar la microsecuenciaci6n de la subunidad P  purificada, no se

observ6 contaminaci6n con glutati6n transferasa.

La  subunidad  a  silvestre  asi  como  las  protefnas  mutantes  fueron `{odas

funcionales, aunque hubo variaciones bastante grandes en el rendimiento

de  cada  una  de  ellas.  Con  algunas  mutantes  la  cantidad  de  proteina

obtenida  fue  mayor  que  para  la  proteina  silvestre  y  con  otras  menor,

Obteni6ndose  el  mayor rendimiento  con  la  mutante  de|ecionada  pA179-215

(2,5 mg/ml) y el menor con la mutante P Ct37It4° +A (o,1  mg/m|).

La di'ferencia en e[ rendimiento obtenido, se debi6 a la distinta solubilidad
\

que  pre§'ehtaron  las  proteinas  mutantes,  ya  que  al  analizar  en  geles
desnaturantes los extractos totales de las bacterias inducidas, la cantidad

total  de  proteina  expresada  era  aprordmadamente  igual   en  todos  los

Casos.
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C.-  Reconstituci6n  de  la  holoenzima  a  partir  de  las  subunidades

recombinantes purificadas.

Cuando   se  realizaron   los   es{udios   de   reconstituci6n   a   partir  de   las

subunidades  Ch y P  purificadas,  se vio  que  la  subunidad  P  era  capaz  de

asociarse   espontaneamente   con   la   subunidad   Ch   para   reconstituir   la

holoenzima tetram6rica,  produci6ndose  una  estimulaci6n  de  la  actividad

de  alrededor de  5 veces.  La  estimulaci6n  maxl.rna  se  obtuvo  cuando  se

usaron cantidades equimolares de ambas subunidades, lo cual indica que

existe una alta afinidad entre ellas.

Estos    resultados,    concuerdan    plenamente    con    los    obtenidos    por

Grankowski   y   cols.    (1991)   y   Bimbaum   y   cols.    (1992),    Ios   cuales

expresaron las subunidades Ch y a humana en bacterias a partir del vector

pT7-7   y   de   DrosapA/./a   en   el   sistema   de   expresi6n   de   baculovirus
respectivame'nt;.  Sin embargo, el grupo de Chambaz utilizando el  mismo

sistema  de  expresi6n  en  baculovirus,  fu-e  incapaz  de  ver  asociaci6n  /.n

w.fro de las subunidades expresadas separadamente (Filhol y cols.,1991).

Este  hecho  hizo  concluir  a  estos  investigadores,  que  para  que  pudiera

haber una reconstituci6n efectiva de la holoenzima, era indispensable que

ambas subunidades fueran coexpresadas en la misma c6lula.
I

Actualmente   ya   no   existe   duda   a   este   resbecto,   ya   que   ha   sido

ampliamente  demostrado  tanto  por  nosotros  como  por  diversos  otros

grupos,   que   la   asociaci6n   entre   ambas   subunidades   ocurre   /.n   v/.fro
espontaneamente.

La   otra   altemativa   que   erdste   de   exb`resar  la   CK2   recombinante   es
1

mediante  la  expresi6n  bicistr6nica,  Ia  cual  constituye  gen6ticamente  el

procedimiento`J mas 'elegante,  ya  que  permite  que  ambas  subunidac!es

sean  sihtetizadas  en  la  misma  proporci6n  y  que  la  reconstituci6n  de  la

holoenzima ocurra /.n wi.vo.  Sin embargo,  este sistema tiene la desventaja
7
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de obtener la subunidad P fosforilada,  lo cual  para ciertos estudios no es

deseable,    y    este    sistema   tampoco    permite    la    obtenci6n    de    las

subunidades en forma separada.

En  todo  caso,  se  ha  visto  que  la  enzima  sintetizada  por  este  sistema

presenta    iguales    caracteristicas    que    la    enzima    nativa    y    que    la
reconstituida  a  partir  de  las  subunidades  recombinantes  expresadas  y

purificadas en forma separada (Bodenbach y cols. ,1994).

D-Estudio de ]as diversas proteinas mutan{es de ]a subunidad C

D.1.-Efecto  de  las  proteinas  mufantes  sobre  la  estimulaci6n  de  la

actividad de la subunidad Ch

AI  estudiar el  efecto  de  las  diferentes  subunidades  P  mutantes  sobre  la

actividad   de   la   subunidad   Ch,   se   pudo   observar   que   tres   de   ellas

presentaban una mayor estimulaci6n que la producida por la subunidad P
Silvestre.  Estas mutantes fueron |a pD59E6°E61+A , pD55E57D59E60E61+A y

pp58+A.
Este   efecto   nos   pareci6   extraordinariamente   interesante,   ya   que   la

sustituci6n de algunos de los residuos de carga negativa presentes en la

regi6n hiperacidica de la subunidad P  por aminoacidos neutros, hace que

se   obtenga   una   proteina   mutante   que   es   capaz   de   producir   una

hiperestimulaci6h  de  la  actividad  de  la  subunidad  Ch.  La  hiperactivaci6n

observada  en  estas  mutantes,  ademas  pone  de  manifiesto  una  funci6n

que  estaria  cumpliendo  esta  regi6n  poliani6nica  en  la  subunidad  I),  que
seria  la  de  atenuar  la  actividad  de  la  holoenzima,  ya  que  al  remover

ciertos  residuos  acidicos  de  esta  regi6n,  se  estimula  la  actividad  de  la

CK2 en un mayor grado.

Durante el desarrollo de esta tesis,  Boldyreff y cols.  publicaron resul{ados

obtenidos  con  diversas  proteinas  mutantes  de  la  subunidad  P   en  las
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cuales fueron  cambiando  los  residuos  acidicos  ubicados  dentro  de  esta

regi6n  hiperacidica  de  la   proteina,   y  tambi6n   encontraron   que  estas

mutantes  producian una hiperestimulaci6n de  la  actividad  de  la  CK2.  De

acuerdo  a  sus  resultados,  serian  el  aspartico  55  y  el  glutamico  57  los

residuos mas efectivos en producir la atenuaci6n  de  la  actividad,  ya que

|as   mutantes   pD55E57iA     y     Pb55L56E57iA     resu|taron   ser  |as   que

causaban  una   mayor  estimulaci6n   de   la   actividad   ( Boldyreff  y   cols.

1993 ).

La    otra    proteina    mutante    nuestra    que    tambien     present6    una

hiperestimulaci6n  de  la  actividad fue  la  mutante  PP58+A,  en  la  cual  se

cambi6   la   prolina   58   que   se   encuentra   en   el   centro   de   la   regi6n

hiperacidica,  por  alanina.  Esta  mutaci6n  elimina  la  torci6n  que  provoca

este aminoacido dentro de la regi6n acidica de la subunidad a,  Io cual  es

muy  interesante  ya  q`ue  indica  que  no  s6lo  es  importante  la  naturaleza

acidica de este segmento atenuador de la actividad, sino que tambi6n son

necesarias  ciertas  caracteristicas  estructurales.  Respecto  a  este  punto,

cabe hacer notar que de 105 secuencias presentes en diversas proteinas

sustrato  de  la  CK2,   25   presentan  residuos  de   prolina  ubicados  muy

pr6rdmos  de  la  serina  o  treonina  fosforilable,  ubicandose  siempre  6sta
hacia  el  extremo  amino  terminal  del  residuo  hidroxilado  (Meggio  y  col.,

1994).

El  efecto  observado  con  la  mutante  PP58+A  complementa  el  resultado

obtenido   con   las   mutantes   de   la   regi6n   hiperacidica,   ya   que   nos

proporciona  mayor  informaci6n  acerca  de  las  caracteristicas  que  son
.I

importantes  de  la  regi6n  atenuadora  de  la  actividad.   El  hecho  que  la
I

regi6n hiperacidica  presente tanta  semejanza  con  las  §ecuencia§  de  la§

proteinas sustrato y ademas tenga una funci6n atenuadora de la actividad,
nos  hace  pensar en  la  posibilidad  de  que  este  segmento  de  la  proteina

\
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pudiera  estar  actuando  como  un  seudosustrato,  manteniendo  un  cierto

grado de inhibici6n sobre la holoenzima.

La otra mutante, que tambien apoya la idea de que este segmento acidico

Pudiera estar actuando  como un seudosustrato,  es  |a  mutante   pP58iy.
En esta mutante se sustituy6 a la  prolina 58  por una tirosina,  para ver si

la  introducci6n  de  la  tirosina  en  el  centro  del  segmento  acidico  de  la

subunidad P  causaba el  mismo efecto  al  observado  con  los  polip6ptidos

inhibidores  poli  glu-tir (Tellez y cols.,1990).  En estos  casos,  la  presencia

de tirosina aumenta notoriamente la afinidad del peptido por la enzima.

Como   se   vio   en   la   Figura   13,   Ia   mutante   PP58iY   produjo   una

estimulaci6n  menor  que  la  subunidad  a  silvestre,  estimulando  s6lo  2,8

veces  la  actividad  de  or.   Este  resultado  concuerda  plenamente  con  lo

esperado, ya que indicaria que en esta mutante, la regj6n acidica estaria
1

teniendo un mayor efecto atenuador de la actividad debido probablemente
I.I

a una mayor afinidad de la subunidad or por este segmento.

A pesar de lo bien que calzan todos esto; resultados, el efecto observado
I

con   la   mutante   PP58+Y   no   ha   podido   ser   reproducido   en   forma

sistematica en nu6stro laboratorio,  obteni6ndose posterio+`mente con esta
I

proteina mutante estimulaciones muy semejantes a las observadas -con la
subuni.dad  P  silvestre.  Sin  embargo,  si  6onsideramos  du6  en  la  mutante

pP58+y estamos viendo la combinaci6n d6 dos efecios, los cuales son la
remoci6n     de     la     prolina     (que     como     }'a     vimos     producia     una

hipere:timulaci6n  de  la  actividad)  y  la  introducci6n  de  la  tirosina  dentro
I

del  segmento aci'dico,  entonces  pod6mos  pens'ar que aunque  la  mutante
I

pP58+Y; estiinule a la subunidad Ch en el mismo grado que la subunidad a

si[vestre, de igual forma el  efecto` neto de la tirosina es el  de aumentar el
i                            ~~'/

I

efecto  atenuador  de  la  actividad.  Por  ello  si  comparamos  la  activaci6n

producida por la mutante PP58iY col la mutante PP58iA vemos que hay

-.,    „                                   \,         ,.



una  diferencia  muy grande,  y  aunque  la  mutante  PP58+Y  produzca  una

estimulaci6n semejante a la subunidad P silvestre igual el efecto neto va a

ser de menor estimulaci6n.

Una  forma  de  determinar  si  la  tirosina  realmente  esta  participando  en

aumentar  el  efecto  atenuador  de  este  segmento  acidico,   seria  el  de

estudiar la mutante  PP58+F, ya que este residuo presenta caracteristicas

parecidas a la tirosina y sin embargo no tiene ningdn efecto en el aumento
de la potencia inhibidora de los polip6ptidos acidos.

D.2.-  Estudio  comparativo  de   la  estimulaci6n   producida   por   las

diversas  proteinas  mutantes de  la subunidad  P  sobre  [a subunidad

or Silvestre y la mutante  or K75.76iE

En   el   estudio   comparativo   realizado   sobre   la   estimulaci6n   que   las

distinta's subunidades P mutantes producen sobre ]a subunidad Ch silvestre

y   la   subunidad   mutante   Ch   K75'76+E,   se   vio   que   las   dos   mutantes

hiperactivadoras  (pD59E6°E6`iA    y    PP58+A),  estimulaban  adn  mas  la

actividad de la subunidad  or alterada.  Este resultado  apoyaria  la idea de

que la regi6n rica en lisinas de la subunidad or pudiera de alguna manera
estar interactuand6 con la regi6n acidica de la subunidad P atenuadora de

la actividad, ya que al ser reemplazadas dos de las lisinas por glutamicos,

se  estan  cambiando  dos  residuos  de  carga  positiva  por  dos  de  carga
I

negativa  en  esta  regi6n  de  la  subunid:d  c4,  lo  cual  se  estaria  viendo

reflejado como un menor efecto atenuador d; la subunidad P o una mayor

activaci`6n   de   la   holoenzima.   Seria   interesante   sintetizar   la   mutante
I,,\

ChK74175i76.77iE,  en  |a  cua|  se  hayan  sustiulido  las  cuatro  lisinas  de  esta

regi6n por glutamicos, y ver si  la diferencia en el  efecto de activaci6n es

mss marcada.
'       A.                      ,     ``

I

I

`

:1.I
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Respecto a la participaci6n de esta regi6n policati6nica de la subunidad or

en la interacci6n con los residuos acidicos del sustrato, se ha visto que la

mutante  Ch K75'76+E  presenta  una  afinidad  muy  disminuida  por heparina,

que es un inhibidor competitivo del  sustrato proteico,  pero la afinidad por
el  sustrato  permanece  practicamente  inalterada  (Hu  y  Rubin,   1990b  y

Gatica  y  cols.,  1994).  Recientemente  sin  embargo,  el  grupo  de  Pinna

realiz6  un  estudio  con  |a  mutante  or  K74i75.76177iA  mucho  mas  deta||ado,

usando  una  serie  de  peptidos  sustratos  diferentes,  en  el  cual  se  pudo

determinar que esta regi6n policati6nica participaba interactuando con los

residuos  acidos  del  sustrato,  localizados  en  la  posici6n  +2  y  +3  con

respecto al residuo fosforilado (Samo y cols.,1995).

Por  lo  tanto,  de  acuerdo  a  estos  resultados  es  posible  que  la  regi6n

hiperacidica    de    la    subunidad    a    se    este    comportando    como    un

seudosustrato  y  est6  interactuando  con  Jla  regi6n  policati6nica  rica  en

lisinas de la subunidad or y de este modo est6 atenuando la actividad de

la CK2.

r

D.3.- Importancia del extremo carboxi]o terminal en  ]a interacci6n de

la subunidad f} con la subunidad Ch

Boldyreff y cols.W realizaron un estudio muy completo analizando una gran

cantidad de mutantes de la subunidad P que contenian distintos .drados de

deleci6n  en  su  extremo  carboxilo  terminal.  Las  mutantes  delecionadas

estudiadas fueron pA2og-215  ,  pA194-215  ,  pA1`8'1-215    ,  pAi7i-215     y pAi50.215

De estas proteinas, |as mutantes pA2o9-215 y pA494-215  pudieron asociarse y

activar a la Subunidad Ch normalmente,  en cam.-bio  |as  mutantes pA15°-215 y

pA171-215 no pudieron reconstituir la enzima tetramerica y e-n consecuencia

tampoco  fueron  capaces  de  producir  estimulaci6n  de  la  actividad.   La

mutante PA48'-215 present6 un efecto intermedio, ya que aunque fue menos
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activa que la subunidad P silvestre, al usar una raz6n molar de P/Ch de 2:1

fue  capaz de  estimular a  la  subunidad  Ch normalmente  (Boldyreff y  cols.,

1993).

La  proteina  mutante  PA479-2t5 estudiada  por nosotros,  que  s6lo  tiene  dos

aminoacidos  menos  que  la  mutante  PA48t-2t5 mencionada  anteriormente,

fue  tambien  capaz  de  interactuar  con  la  subunidad   Ch  pero   con  una

afinidad muchisimo mas baja, ya que se necesitaron razones molares de

P/Ch sobre 20,  para lograr observar algdn efecto activador.  Es interesante
notar que aunque la afinidad de la subunidad P  delecionada fue tan baja,

6sta igualmente fue capaz de estimular a la subunidad ct.

De  acuerdo   a  estos   resultados   podemos   concluir,   que   el   segmento

carboxilo   terminal   comprendido   entre   los   residuos   171   y   180   de   la

proteina  tiene   una   participaci6n   importante   en   la   interacci6n   con   la
subunidad  Ch,  especialmente  los  residuos  179  y  180  que  provocan  una

disminuci6n de la afinidad de mas de 10 veces.

Dentro  de  esta  regi6n  carboxilo  termihal  de  la  subunidad  P,  hay  cuatro

residuos que presentan carga positiva y uno que presenta carga negativa

(`7]±PEyBP!SBPA]8°),  los  cuales fueron  mutados  uno  por uno  a  alanina

por Boldyreff y cols.  con el  objeto de estudiar Su posible  participaci6n en

la int.era'ccci6n co~n la subunidad or (Boldyreff y cols.,1993).  Ninguno de los

residuos  mutados,  result6  ser en forma  individual  indispensable  para  la

interacci6n  entre  ambas  subunidades,  por  lo  que  se  postula  que  es  la

conformaci6n general  de este segmento y no la  cadena lateral  de algdn

aminoacido  especifico  la  que  es  requerida  para  que  se  produzca  una

interacci6n efectiva entre ambas subunidades.

AI  inspeccionar la  ;ecuencia de este segmento  carboxilo terminal,  llama

tambi6h  mucho   la   atenci6n   la   presencia   de  tres  residuos   de   prolina

(]7`HEEyREKREA`8°),  una de las  cuales corresponde al  residuo  179  que
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se encuentra presente en la mutante pA{8{-215 pero ausente en ia pA179-215

Por  lo  tanto,  de  acuerdo  a  los  resultados  obtenidos  con  las  mutantes

delecionadas  antes  mencionadas,  es  muy  probable  que  estas  prolinas

esten jugando un papel importante en la estructuraci6n de la conformaci6n

requerida  para la interacci6n de  la subunidad  P  con la  subunidad  Ci,.  Una

forma de comprobar esta hip6tesis,  seria la de mutar estas  prolinas una

por una o en conjunto y luego determinar su efecto en la interacci6n con
Ch.

Respecto al extremo amino terminal, s6lo se han realizado deleciones de

4 aminoacidos  para  estudiar el  efecto que tiene  la  remoci6n  del  sitio  de

autofosforilaci6n de la subunidad a  (Boldyreff y cols.,1994) y se ha visto

que   esta   proteina   mutante   es   capaz   de   reconstituir   la   holoenzima
normalmente.   Seria   muy  informativo   estudiar   que   sucede   al   realizar

deleciones mayores del extremo amino de la subunidad P, para ver si esta

regi6n tiene participaci6n en la activaci6n de la subunidad or, ya que hasta

el  momento  no  se  ha  logrado  encontrar una  mutante  de  la  subunidad  P

que  sea  capaz  de  reconstituir  la  holoenzima,  pero  no  de  estimular  la
actividad de la subunidad Ch.

D.4.-  Estudio  de  la  autofosforilaci6n  de  la  subunidad  or  y  de  las

subunidades P silvestre y P mutantes

La  autofosforilaci6n  de  la  subunidad  P  es  un  hecho  ya.  conocido  hace

bastante tiempo (Hathaway y Traugh,1979 y Meggio y Pinna  1984b).  Sin

embargo,   debido   a  las   pequefias   cantidades   de   enzima   de   que   se

disponia   y   debido   a   que   la   subi]nidad   P   pos6'e   el   extremo   amino

bloqueado  ( Io cual  impide su microsecuenciaci6h ), tard6 mucho tiempo

en    poder    determinarse    con    certeza    cuales    eran    los    residuos
I

autofosforilados.
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En un estudio realizado  por Litchfleld y cols.  en  1991,  ellos vieron que el

sitio de autofosforilaci6n de la subunidad P  se encontraba ubicado en un

nonapeptido  del  extremo  amino  terminal  de  la  proteina.  Tomando  en

cuenta este resultado y el hecho de que las serina 2 y 3 de la subunidad P

son las dnicas que cumplen con la secuencia de consenso de fosforilaci6n

de  la  CK2,  ellos  identificaron  a  estos  dos  residuos  como  los  sitios  de

autofosforilaci6n mas probables de la subunidad P.

Como ya se mostr6 en Resultados, en el estudio realizado en este trabajo

de tesis con la mutante PS2'3+G se logr6 determinar con absoluta certeza

que  las  serinas 2  y 3  constituian el  tlnico  sitio  de  autofosforilaci6n  de  la
subunidad    P    (Hinrichs    y   cols.,    1993).    Posteriormente    en    estudios

realizados   por   Boldyreff   y   cols.   (1994)   se   corifirm6   este   hecho,   al

determinar  que  la  mutante  PAJ-4  (la  cual  carece  de  los  cuatro  primeros

residuos MSSS) tampoco podia ser autofosforilada.

Por analogia con una serie de otras quinasas cuya actividad es regulada

por   autofosforilaci6n    (p.ej.:    Ia    proteina    quinasa    11    dependiente    de

calmodulina y la proteina quinasa del receptor de insulina), se pens6 en la

posibilidad  de  que  la  autofosforila`ci6n  de  la  subunidad  a  pudiera  estar

jugando algdn papel regulatorio en la CK2.

La  complicaci6n  que  presentaba  este  estudio,  era  que  la  reacci6n  de
I

autofosforilaci6n  ocurre  mucho  nias  rapidamente  que  la  fosforilaci6n  de

los  sustratos  uti[izados  para medir la  actividad  de la  CK2,  lo  cual  impide

determinar la actividad de la ehzima no autofosforilada.

Con  la  mutante  PS2'3iG  sin  embargo,   nos  fue   posible  realizar  este

estudio, ya que como se demostr6 anteriormente esta subunidad no sufre

de autofosforilaci6n.  Como se describi6 antes,  esta  proteina  mutante fue

igualmente efectiva en reconstituir la enzima tetram6rica y en estimular la

actividad  de  or,  [o  que  indi6aria  que  [a  autofo.;forilaci,6n  no  tiene  ningdn
1'`

=              ,I                                                                                                                                       1                                                                                                                                                                                                                                              I
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efecto  sobre  la  actividad  de  la  enzima.  Es  posible  sin  embargo,  que  la

fosforilaci6n   en   las   serinas   2   y   3   pudiera   tener   importancia   en   la

regulaci6n fisiol6gica de esta  proteina quinasa,  que  bajo  las  condiciones

estudiadas   no  fue   posible   detectar.   Por  ejemplo,   es   posible   que   la

autofosforilaci6n de la subunidad P influya en una serie de otros procesos

que  no  han  sido  evaluados,  tales  como  la  uni6n  de  algunas  proteinas
sustrato que sean mas fisiol6gicos que la caseina (Palen y Traugh,1991)

o  que  esta  afecte  la translocaci6n  de  la  CK2  al  ndcleo  (Lorenz y  cols.,

1993)  o  que  se vea  afectada  la  estabilidad  de  la  proteina,  como   se  ha

visto  que  ocurre  con  el   oncogen  mos   (Nishizawa  y  cols.,   1992).   De

manera  que  es  muy  prematuro  aseverar  que  la  autofosforilaci6n  de  la

subunidad P no tiene ningdn efecto importante en la regulaci6n de la CK2

y seria muy interesante estudiar con la mutante   PS2'3+G otros aspectos,
como su velocidad de transporte al ndcleo,  su vida media o  su efecto en

1

la fosforilaci6n  de  diversas  proteinas  sustrato  que  se  haya  comprobado

que /.n v/.vo son fosforiladas por la CK2.

Si tenemos en consideraci6n los resultados anteriores, que indican que la

autofosforilaci6n  de  la  subunidad  P  no  modifica  la  actividad  de  la  CK2,

entonces debemos pensar en la posibilidad de que existan otros sitios de

fosforila:ci6n en l`a subunidad 8, mediados por otras proteina quinasas que

den  cuenta  del   aumento  de  actividad  observado  en  respuesta  a  los

agentes mitog6nicos observados por Sommercom y Krebs (1988),  Carrol

y Marshak ( 1989), Ackerman y cols. (1990), etc.

Como   se   mencion6   anteriormente,   el   otro   sitio   de   fosforilaci6n   que

presenta la subunidad P es la serina 209, la cual es fosforilada por la cdc2

quinasa  (Litchfield  y  cols.,  1991).  De  acuerdo  a  estudios  realizados  por

Mulner-Lorillon   y   cols.   (1990),   la   fosforilaci6n   de   una   {reonina   de   la

subunidaq P  por esta quinasa produciria un auTento de la actividad de la
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CK2.  Sin  embargo,  no  se  ha  encontrado  ninguna  treonina  fosforilada  I.n

v/.vo  en  la  CK2    P,  y  estudios  realizados  por  el  grupo  de  Pinna  con  la

mutante  PA2cO-215,  demostraron  que  este  sitio  no  era  esencial   Para  la

reconstituci6n de  la holoenzima  activa  (Meggio y cols.,1993),  ni tampoco

su  fosforilaci6n  modificaba  la  actividad  de  la  enzima.   De  manera  que

hasta  el  momento  no  erdste  ninguna  evidencia  que  relacione  el  nivel  de

actividad de la CK2 con el grado de fosforilaci6n de 6sta.

Al comparar nuestros resultados de autofosforilaci6n con los del  grupo de

lssinger y Pinna, vimos que teniamos  ciertas  diferencias  con respecto  al

efecto   de   polilisina   sobre   la   autofosforilaci6n   de   la   subunidad   P.   En

nuestro  caso,  polilisina  no  afecta  la  autofosforilaci6n  de  esta  subunidad,

en cambio  ellos ven  que  este  polip6ptido  cati6nico  inhibe fuertemente  la

autofosforilaci6n de esta proteina (Meggio y cols.,1992b).

La  diferencia  observada es  muy  poco  probable  que  se  deba  a  que  ellos

trabajan  con  la  subunidad  a  humana y nosotros  con  la  de Xenapus,  ya

que ambas  proteinas s6lo se diferencian en el  pendltimo aminoacido  del
ex{remo carboxilo terminal, y como se derfiostr6 anteriormente,  el  sitio de

autofosforilaci6n  se  encuentra  en  el  segundo  y  tercer  aminoacido  del

extremo  amino  terminal  de  la  subunidad  P.  La  otra  diferencia  erdstente

en{re  ambas  proteinas  son  los  6  aminoacidos  adicionales  en  el  extremo

amino terminal que posee nuestra subunidad P,  los cuales se encuentran
`bastante cercanos al sitio de autofosforilaci6n y podrian de alguna manera

interferir  con  el  efecto  de  polilisina  en  la  reacci6n  de  autofosforilaci6n.

Una forma de dilucidar este problema, seria el de expresarr la subunidad P

en otro vector que permita obtener la proteina libre de otros aminoacidos

en  el  extremo  amino  y  luego  ver  si  bajo  nuestras  condiciones  esta  se

comporta diferente.
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Un efecto bastante sorprendente en la reacci6n de autofosforilaci6n de la

subunidad  P,  fue  el  obtenido  por Boldyreff y  cols.  (1994)  con  la  proteina

mutante PE5'6 iA, ya que a pesar de que en esta mutante se removieron

los  dos  residuos  acidos  (Ios  glutamicos  5  y  6)  que  son  indispensables

para constituir el dnico sitio de autofosforilaci6n de la  CK2,  esta mutante
fue capaz de ser autofosforilada en un 24%.

Una  probable explicaci6n frente a este  hecho,  seria  el  efecto  observado

por  este  mismo  grupo,  que  ha  visto  que  la  regi6n  hiperacidica  de  la
subunidad P tiene gran influencia en la autofosforilaci6n  de  la misma.  En

estudios   realizados   con   proteinas   mutantes,   en   las   cuales   se   han

cambiado algunos de los  aminoacidos  de carga negativa ubicados  en  la

regi6n      comprendida      entre      los      aminoacidos      55-61       (mutantes

hiperactivadoras),   se   ha   visto   que   6stas    presentan   un   grado   de

aut6fo!;foiilaci6n  mucho  menor  (Boldyreff  y  cols.   1994).   Especialmente

importa'`ntes  parecen ser los residuos 55 y 57,  que  son tambi6n  los  mss
-,'

importantes en atehuar la actividad de la subunidad c». De acuerdo a estos

resultados, es posible que en la estructura tridiinensional de la subunidad
1.

P   exista   alguna   interacci6h   entre   ambas   regiones   y   que   la   regi6n
hiperacidica     participe     de     alguna     manera     en     la     reacci6n     de

autofosforilaci6n de esta proteina.                                               ,
`,

Un  hecho  que  apoya  la  hip6tesis  anterior,  que  indica  que  no  s6lo  es
-'                         ='.

importante   la   secuencia   inmediata   al   sitio   de   fosforilaci6n,   sino   que
1

tambi6n influye mucho la est+uctura tridimensional de la proteina sustrato,

son   las   grandes   diferencias   observadas   entre'  ..la   fosforilaci6h   de   la

proteina nativa y los correspondientes  p6ptidos que s6lo  abarcan el  sitio
de   fosforilaci6n.    Especialmente    impresionante   resu[ta    el    caso    del

!

antioncogen  p53  due como sus{rato de la CK2 presenta una Kin menor a
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1  LiM,  mientras  que  el  p6ptido  de esa  proteina  que  se fosforila,  presenta

una Kin de 1,42 mM (Meggio y cols.,1994).

Con respecto al  efecto de la regi6n hiperacidica de la subunidad P  en la

reacci6n  de  autofosforilaci6n,  nuestros  resultados  tampoco  concuerdan

con  los  del  grupo  de  lssinger,  ya  que  en  nuestro  caso  las  mutantes

hiperestimu|adoras     pD59EcOE61iA   ,   pD55E57D59E60E61+A     y     pp58+A

presentaron  un  efecto  absolutamente  opuesto,  es  decir  6stas  sufrieron
una autofosforilaci6n mayor.  Es importante hacer notar sin embargo,  que

el  efecto  mas  pronunciado  que  ellos  observaron  en  la  inhibici6n  de  la

autofosforilaci6n   fue   con   la   mutante   BD55E57+A,    que   nosotros   no

estudiamos.

Es  posible  que  los  efectos  de  inhibici6n  de  la  autofosforilaci6n  de  la

subunidad  P  por  polilisina  y  la  disminuci6n  de  la  autofosforilaci6n  de  las

mutantes  hiperactivadoras  se  deban  a  una  misma  causa,  que  como  se

mencion6  anteriormente  pudieran  ser  los  aminoacidos  adicionales  que

posee  nuestra  subunidad  a   en  el  extremo  amino  que  son  GSPGYQ.
Aunque estos residuos no presentan ninguna carga, la prolina presente en

este segmento podria estar produciendo una torsi6n que est6 dificultando

la    posible    interacci6n    de    la    regi6n    hiperacidica    con    el    sitio    de

autofosforilaci6n.

D.5.I  Efecto   protector  de  las  subunidades  P   mufantes  sobre   ]a

inactivaci6n t6rmica de la subunidad or

Estudios  de  dicroismo  circular  realizados   por  lssinger  y  cols.   (1992),

demostraron que la subunidad P  al  interactuar con la subunidad or induce

en ella un cambio conformacional que aumenta su contenido en Ch h6Iice y

que  le  confiere  una  estructura  mas  compacta  y  resistente  frente  a  la
a.cci6n proteolitica y a los agentes desnaturantes (Meggio y cols.,1992a).
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Con  el  objeto  de  determinar  si  las  diferentes  proteinas  mutantes  de  la

subunidad  P  producian  este  efecto  sobre  la  subunidad  cx,,  se  procedi6  a

estudiar el  efecto de estas  mutantes  sobre  la  estabilidad  de  la  actividad

de la subunidad Ch frente a la inactivaci6n t6rmica.

Como   se   mostr6   anteriormente,   todas   las   subunidades   P   mutantes

estudiadas   aumentaron   la   termoestabilidad   de   la   subunidad   Ch,   con

excepci6n  de  la  mutante  P   A'79-215.   Sin  embargo,   a  diferencia  de  los

resultados obtenidos por el grupo de lssinger (Boldyreff y cols.1993), que

vieron que todas  las  subunidades  P  que  eran  capaces  de  reconstituir la

holoenzima   protegian   casi   completamente   y   en   forma   similar   a   la

subunidad  Ch  de  la  inactivaci6n  termica,  el  grado  de  protecci6n  que  se

obtuvo con las diferentes mutantes fue muy variable.
't`

De acuerdo a nuestros resultados se podria concluir que :
-todas las subunidades P mutantes que fueron capaces de interactuar con

la  sub`innidad  Ch  para  reconstituir la  holoenzima,  fueron  tambi6n  capaces

de aumentar su estabilidad termica.
-  en  general,   Ia   protecci6n  frente  a   la   inactivaci6n  t6rmica   de  cada

proteina'"  mutante    fue    directamente    proporcional    a    su    capacidad
estimuladora  de  la  actividad  de  la  subunidaa  Ch,   lo  que  indica  que  la

subunidad   P   6jerceria  un   cierto   grado   de   interacc-ci6n   sobre   el   sitio

catalitico de la subunidad or.

D.6.-  'Ef6cto   d-e   heparina   sobre   la   actividad   de   la   subunidad   or

monomerica y reconstituida con diferentes subunidades f} mutantes

AI  estudiar  el  efe``cto  de  heparina  sobr6.  Ia  subunidad  Ch  monom6rica  y

sobre las h6loehzimas reconstituidas con las diferentes subunidades P  se
:          ,<-                   ,`                 f,.,

vio   que  todas   ellas   eran   inhibidas   en   una   forma   muy   similar.   Este

resultado concuerda con el  obtenido  por el  grupo de Traugh  (Lin y cols.,
=1.
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1991),   que  vieron  que  tanto   la  holoenzima  como   la   subunidad   Ch  se

comportaban de la misma manera frente a este inhibidor.

Como ya fue demostrado anteriormente por Hu y Rubin (1990b) y Gatica y

cols.(1994) (tambi6n se confirma en este trabajo al mostrar lo resistente a

la  inhibici6n  por heparina  que  es  la  mutante  Ch  K75'76+E),  la  subunidad  or

es la que interactda con la heparina a trav6s del segmento rico en lisinas

que posee esta proteina, lo que concuerda con el hecho observado que la
subunidad P no tenga influencia en esta inhibici6n.

En  los  estudios  de  inhibici6n  con  heparina  realizados  por  el  grupo  de

lssinger  sin  embargo,  ellos  vieron  que  las  holoenzimas,  reconstituidas

tanto con la subunidad P silvestre como las subunidades P mutantes, eran

mucho   mas   resistentes   frente   a   la   inhibici6n   que   la   subunidad   Ch

monoin6rica(Boldyreffycols.,1993).

Es  dificil  encontrar una  explicaci6n  ante  estos  resultados  tan  diferentes,

pero una  posibilidad  es  que haya influido el  tipo  de sustrato  utilizado,  ya

que    el    grupo    de    lssinger    utiliz6    un    p6ptido    si`htetico    pequefio

(RRRDDDSDDD) y el grupo de Traugh y nosotros usamos caseina.

D.7.-   lnf]ue`ricia   de   ]a   subunidad   P   silvestre   y   mufantes   en   el.

reconocimienh{O del copO!imet+o po]i glultir

En estudios anteriores realizados en nuestr8 laboratorio se demostr6 que

la CK2 presentaba una afinidad muchisimo mas alta por copolimeros que

contenian   residuos   de   tirosina   intercalados    dentro    de    polip6ptidos

constituidos   por   residuos   acidicos   en   proporci6n   4:1,   que   por   los

homopolimeros que contenian s6lo residuos acidos (T6llez y cols.,1990).

Para determinar si era el caracter hidrof6bico de la tirosina [a causante cle

esta  mayor afinidad,  se hizo un estudio  con un copolimero  que  contenia

fenilalanina y acido glutamico  en  la  misma  prgporci6n  que  el  polip6ptido
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anterior. Sin embargo, este copolimero present6 la misma afinidad que el

homopolimero   de   acido   glutamico,   lo   que   descarta   que   el    efecto

observado se deba a la naturaleza hidrof6bica de la tirosina.  Por lo tanto

de  acuerdo  a  estos  resultados  seria  el  grupo  hidroxilo  de  la  tirosina  el

responsable de esta interacci6n tan especifica con la enzima.

Otra evidencia que apoya esta idea, es el estudio realizado por Meggio y

Pinna (1989),  que  estudiaron el  comportamiento  del  polip6ptido  de  acido

glutamico y O-acetiltirosina, y vieron que 6ste compuesto ejercia un efecto
inhibidor   incluso    inferior   al    del    homopolimero    de    acido    glutamico.

Posteriormente,  con  el  objeto  de  determinar  si   la  enzima  presentaba

alguna   preferencia   con   respecto   a   la   posici6n   de   la   tirosina   en   la

secuencia de residuos  acidos,  se hizo un estudio utilizando  dos tipos  de

peptidos,  el Y2E9 y el  E9Y2.  El  resultado fue  que  el  p6ptido  que tenia  las

tirosin;s a la izquierda (Y2E9) fue mejor inhibidor que e[  que [as tenia a la

derecha (E9Y2) (Hinrichs y cols.,1993).
I

La  preferencia  6bservada  por  la  enzima  por  el  peptido  que  contenia  el

residuo de tirosina precediendo a los residuos acidos concuerda tambi6n
'`

con.-I.a`.. s6cuencia   de   consenso   de   fosforilaci6n   de   la   CK2   que   es

SIT  X  X  D/E,   Io   que   indicaria   que   la   enzima  tiene   la   capacidad   de

reconocer a estas tirosinas en su siti6 activo,  pero no de fosforilarlas, ya
I

que estos p6ptidos o copolimeros no son sustrato de ella..`                    '`

Posteri6+mente,  cJando se  pudo disponer de las subunidades  de la  CK2

en   forma aislada,`Cse vio que la subunidad P  tenia una gran influencia en
I

la  alta `afinidad  que  presentaba  la  CK2  por los  copolim6ros  de tir6sina y
-

acido  glutamico,  ya  que  la  holoenzima  era  por lo  menos  10  veces  mas

sensible  frente  a  la  inhibici6n  de  est`;  compue;to  que  la  subuhidad  Ch
I

monom6rica.  AI  estudiar el  efecto  de  los  p6ptidos  Y2E9  y  E9Y2  sobre  la

enzima monomerica, se vio que la subunidad or era inhibida en igual forma
'
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por   ambos   p6ptidos,   en   oposici6n   a   lo   visto   anteriormente   con   la
holoenzima que presentaba mayor afinidad por el p6ptido Y2E9 (Hinrichs y

cols.,1993).

Por  lo  tanto  de  acuerdo  a  estos  resultados,  la  subunidad  P  tendria  un

papel muy importante en la holoenzima, ya que estaria participando en el
reconocimiento de los residuos de tirosina y ademas seria la responsable

de discriminar entre la posici6n de ellas dentro del polip6ptido acido.

En el  estudio de inhibici6n realizado con  poli  glu-tir en esta tesis  se trat6

de   determinar   si    las    proteinas    mutantes    de    la    subunidad    a    se

comportaban de igual forma que la subunidad P silvestre en su capacidad

de aumentar la afinidad de la holoenzima por poli  glu-tir.  Como se mostr6

en Resultados,  con la excepci6n de la mutante PAt79-215, todas  |as demas

mutantes  analizadas  aumentaron  la  afinidad  de  la  subunidad  or  por  el

polipeptido con tirosina,  lo que  indica que  probablemente ninguno  de  los

residuos mutados participa en el reconocimiento  de la tirosina.  El  menor

efecto  observado  con  la  mutante  delecionada,  se  debe  a  que  s6lo  se

form6  una  pequefia  fracci6n  de  holoenzima,  ya  que  esta  subunidad  P

presenta una afinidad muy disminuida por la subunidad Ch.

Las propiedades preser€iadas por la CK2, con respecto a su afinidad  por

los residuos de tirosina,  !a asemejan mucho a las  proteina quinasas  con

especificidad dual que han sido descritas recientemente (Lindberg y cols.,

1992).  Este tipo de quinasas constituyen un nuevo grupo de enzimas que

son capaces de fosforilar tanto serinas y treoninas como tirosinas, dentro

de las cuales las mejor caracterizadas son weel  (Parker y cols.,1992) y

la   proteina  quinasa   MEK.   Aunque   la   CK2   no   es   capaz  de  fosforilar

tirosinas, 6sta   reconoce   en   forma   muy   especifica   a   estos   residuos,

lo   que   la sitda en una posici6n intermedia con respecto a ambos grupos

de quinasas.
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Aunque  el  copolimero  glu-tyr  es  un  compuesto  sint6tico  que  no  tiene

ninguna relevancia en la regulaci6n fisiol6gica de la  CK2,  es  posible que

existan   secuencias   similares   en   algunas   proteinas   celulares   y   que

jueguen un papel importante en la regulaci6n de la actividad de la enzima.
Respecto  a  este  punto  es  interesante  considerar  que  muchas  de  las

proteinas sustrato de las tirosina quinasas,  poseen la tirosina fosforilable
inmersa en secuencias de aminacidos acidos.  Si tomamos en cuenta los

resultados   descritos   anteriormente   podemos   facilmente   deducir,   que

los sustratos de  las  tirosina quinasas  serian   excelentes   inhibidores   de

la CK2.   La subunidad P tendria en ese caso una funci6n muy importante

al modular la afinidad de la enzima por estas secuencias inhibidoras.

E.- Perspectivas futuras
Del trabajo presentado puede apreciarse, la gran utilidad que proporciona

la  t6cnica  de  mutag6nesis  dirigida  y  la  valiosa  informaci6n  que  puede

obtenerse  de  las  proteinas  mutantes.  Sin.  embargo,  Io  ideal  es  poder
!'

conocer la estructura {ridimensional de la pro{eina, para asi poder disefiar

las  mutaciones  en  forma  mas  precisa  y  luego  poder  correlacionar  los

resultados obtenidos con las  proteinas mutantes,  con la  estructura de  la
t

proteina.   Lamentablemente  no  se  conoce  la  estructura  terciaria  de  la
subunidad  P,  ni  de  ninguna  otra  proteina  que  presente  algdn  grado  de

similitud   con   ella,   por   lo   que   no   es   posible   hacer   ningdn   tipo   de

aproxima;i6n   con   respect6-   a   su   estrudtura   tridimensional.   Por   este
I

motivo,  es que para conocer el  mecanismo de regulaci6n y la funci6n de

esta subuniaad en la CK2,  es muy importante que en el futuro se realice

un estudio estructiiral  de la subunidad P.,  para asi  poder complementa~`rlo
'\1,                                                                                                                                                                                                                                             I                                                                                                                                                                                                                                                                            .                                                                                                                     '

con los estudios de mutag6nesis.

{
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Otra pregunta que esta pendiente y que seria muy importante de estudiar,

es ver si la "caja de destrucci6n" presente en la subunidad P tiene alguna

funci6n.   Seria   muy   interesante   sintetizar   proteinas   mutantes   de   la

subunidad P en las que se hayan mutado la arginina 47 (que se sabe que

es fundamental  para la ubiquitinaci6n y  degradaci6n  de  las  ciclinas)  o  la

lisina 33 (ya que 6sta es la dnica lisina situada hacia el extremo amino de

la caja de destrucci6n y deberia ser la  que se  modifica  con ubiquitina) y

estudiar su velocidad de degradaci6n,  comparandola con  la  subunidad  P

silvestre   en   las   distintas   etapas   del   ciclo   celular.   La   funci6n   de   la

autofosforilaci6n  en  la  degradaci6n  de  esta  subunidad  tambi6n  es  algo

que valdria la pena analizar.
El  problema  de  no  poder  determinar  el  mecanismo  de  regulaci6n  de  la

CK2 quizas se deba,  a que como la subunidad catalitica Ch es activa adn

en  ausencia  de  la  subunidad  reguladora  f},   la  diferencia  de  actividad

observada a lo  largo  del  ciclo  celular no sea tan significativa  como  en el

caso de la cdc2 quinasa.   Por lo tanto, para poder realmente determinar si

la actividad de la CK2 esta siendo regulada por un aumento en la sintesis

o  d5'gradaci6n  de  la  subunidad  P,  habria  que  hacer  un  estudio  muy

riguroso  en  c6lulas  sincronizadas,  midiendo  los  niveles  de  esta  proteina

en      las   distintas   etapas   del   ciclo   celular.   Tambi6n   seria   importante

analizar  si   existe  alguna  correlaci6n  entre los niveles de la subunidad P

y   los   niveles   de actividad  en celulas tratadas"con hormonas  o factores
de   crecimiento,   que   se   ha  visto   que   incrementan la actividad   de   la

CK2.

Una  estrategia  diferente  a  [a  utilizada  en'  esta  tesis,   para  estudiar  la

funci6n  de  la  subunidad  P,   seria  la  de  microinyectar  oligonucle6tidos
"antisense"  contra  el  RNA mensajero de  la subunidad P  y estudiar luego

su efecto  en las  diferentes  etapas  del  ciclo  celular,  o  sobre  los  distintos
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componentes  del  sistema  de  transducci6n  de  sefiales.  En  estudios  de

este  tipo  realizados  por  el  grupo  de  Pyerin  en  fibroblastos  de  pulm6n

humano   (lMR-90),    ellos   vieron   que   al   disminuir   los   niveles   de   la

subunidad  P  se  producia  una  inhibici6n  de  la  proliferaci6n  celular  y  la

proporci6n   de   c6lulas   que   habian   sido   microinyectadas   con   oligos
"antisense"  que pasaban a la fase S  despu6s  de ser tratadas  con suero

era mucho menor (Lorenz y cols.,1994). Sin embargo, estos estudios s6lo

demuestran  que  la  CK2  es  importante  para  la  proliferaci6n celular,  pero

no  indican  cual  seria  la  funci6n  de  esta  quinasa,  ni  a  que  nivel   6sta

participaria. Por lo tanto, seria interesante estudiar como se ven afectadas
etapas mas precisas del sistema transductor de sefiales que conduce a la

divisi6n celular,  como  por ejemplo,  como  se ve  afectada  la  actividad  de

las  MAP  quinasas,  la  cdc2  quinasa,  el  nivel  de fosforilaci6n  de  diversas

proteinas sustrato de la CK2,  la inducci6n de los genes tempranos como

jun y fos, etc.
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CONCLUSI0NES

Las conclusiones mss importantes obtenidas en este trabajo de tesis son

las siguientes :

1) Se aisl6 el gen de la subunidad P de la CK2 de Xenapus /aev/.s y luego

se  expres6  y  purific6  Ia  proteina  recombinante,  la  cual  fue  capaz  de

interactuar  /.n  v/.fro  con  la  subunidad  or  para  reconstituir  la  holoenzima

tetram6rica.

2)  Al  interactuar  la  subunidad  P  con  la  subunidad  Ch  para  reconstituir  la

holoenzima se observaron los siguientes efectos :
-la actividad de la subunidad catalitica aument6 alrededor de 5 veces.

-se autofosforil6 la subunidad P y la autofosforilaci6n de la subunidad Ch se

increment6 en gran medida.

-[a estabilidad termica de ]a subunidad or se vio muy aumentada.

-la  sensibilidad  frente  a  heparina  no  se  vio  modificada.  En  cambio,  la

inhibici6n frente al copolimero poli glu-tir (4:1) fue mucho mayor.

3)  A  traves   del   estudio   con   la   proteina   mutante   PS2'3+G,   se   pudo

establecer con absoluta certeza, que las serinas 2 y 3 constituyen el dnico

sitio. de  autofosforilaci6n  de  la  subunidad  P  y  que  la  autofosforilaci6n  no

interfiere  con  la  reconstituci6n  de  la  holoenzima,  ni  tampoco  modifica  la

actividad de ella.
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4)   El   extremo   carboxilo  terminal   de   la   subunidad   P   participa   en   la

interacci6n con la subunidad  Ch,  donde  los residuos  179 y  180 juegan un

papel especialmente importante.

5)   La  regi6n  hiperacidica   de  la  subunidad   P,   comprendida   entre   los

residuos 55 y 64, tiene una funci6n atenuadora de la actividad,  dentro de

la cual la prolina 58 tiene tambien gran importancia.
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