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RESUMEN

La CK2 es una serina/treonina proteina quinasa que se€ encuentra
ampliamente distribuida tanto en el nicleo como en el citoplasma de
todas las células eucaritticas. Esta quinasa presenta una estructura
tetramérica y esta compuesta por dos subunidades cataliticas « y o' y dos
subunidades B, ¢uya funcion es supuestamente reguladora. En los ultimos
diez arios la CK2 ha despertado un gran interés, ya que se ha visto que
los niveles de actividad de esta enzima se encuentran elevados en células
en activa proliferacion o en aquellas inducidas a diferenciarse. Ademas,
ha podido observarse que la actividad de esta quinasa se incrementa en
respuesta al tratamiento con hormonas o agentes mitogénicos.

Otro hecho que indica que la CK2 podria estar jugando un papel regulador
muy importante en la célula es la gran cantidad de proteinas que han sido
descritas que son fosforiladas por esta quinasa. En la actualidad, éstas
suman mas de cien y muchas de las cuales estan involucradas en él
control de la division celular o en los procesos de transducciéon de
senales.

A pesar qué esta enzima fue descubierta hace 40 afios, aun no se conoce
su mecanismo de regulacién ni se ha podido encontrar ningtin compuesto
fisiolégico que module su actividad. Se sabe que in vitro, esta enzima es
inhibida por compuestos de naturaleza aniénica como son la heparina, el
acido 2,3 difosfogliéérico, los polipéptidos de acido glutamico y acido
aspartico y los acidos nucleicos. Los comp’uestos de naturaleza catiénica
por el con’grarip, como espermina, espermidina o polilisina son activadores

xvii




de la enzima. Debido a la interaccidén principalimente i6nica que esta
quinasa presenta con sus sustratos proteicos e inhibidores, su actividad
es muy dependiente de la fuerza idnica. 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 quinasa en forma aislada, ya que la holoenzima no se puede
disociar in vitro bajo condiciones que no impliquen una desnaturacion de
la proteina. Debido a ello, la Unica forma de poder obtener las
subunidades aisladas en su conformacion 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 Ia funcidn que esta desemperiando la subunidad B en la CK2,
fue necesario aislar el gen que codifica para esta subunidad y luego
expresario en bacterias. Debido a que la subunidad 3 se obtuvo fusionada
ala glutatién transferasa, esta ﬁroteina fue muy facil de purificar por
cromatog"raﬁa en glutatibn-agarosa y lusgo, digiriendo la proteina de
fusién con trombina, se obtuvo la subunidad B con un alto grado de
pureza y libre de gfutatién transferasa.

Al incubar la subunidad § recombinante en presencia de la subunidad o
se reconstituyd la holoenzima tetramérica, lo cual se vio reflejado en un
aumento de la actividad de alrededor de 5 veces. La maxima estimulacion
se obtuvo cuando se alcanzé una relacion estequiométrica entre ambas
subunidades de Maproximadamente 1, lo que refleja una alta afinidad entre

ellas.




Ademas de estimular la actividad de la subunidad o, la subunidad B
modificd el comportamiento de la subunidad o monomérica en 1os
siguientes aspectos : 1) aumento la estabilidad de la actividad catalitica
frente a la inactivacion térmica; 2) aumento la sensibilidad de la enzima
frente al inhibidor poli glutyr (4:1); 3) aumenté el grado de
autofosforilacién de la subunidad o y 4) modifico el coeficiente de
sedimentacion de la enzima.

Para estudiar la relacién entre la estructura y funcién de la subunidad B,
se procedid a sintetizar una serie de genes mutantes de esta proteina, los
cuales se detallan a continuacién : B 8%° — G : subunidad B mutante, a la
cual se le sustituyeron las serinas-2 y 3 por glicina, para identificar el
sitio de autofosforilacion y estudiar su funcién en la CK2; B §” 5 G:
subunidad B mutante, a la cual se le sustituyo la serina 209 por dlicina,
para estudiar la funcion dé la fosforilacion catalizada por la cdc2 quinasa;
B A*2% : subunidad B delecionada en 37 aminoacidos en su
extremo carboxilo terminal, para estudiar funcion de esta region tanto
en la interaccién con la subunidad o como en la activaciéon de ella;
B H15% 152,15 _y A - subunidad B, a la cual se le sustituyeron las histidinas
151, 152 y 153 por alanina, para estudiar si esta agrupacion inusual de
histidinas tiene alguna funcién en las propiedades de la subunidad B;
g G714 _5 A : subunidad B, a la cual se le sustituyeron las cisteinas 137
y 140 por alanina, para estudiar si estos residuos tienen una participacion
lmportante en la estructura terciaria de esta proteina, ya que estos dos
residuos junto con las cisteinas 109 y 114 podrian estar constituyendo un
dedo de unién a metales; p D®E¥D® — A : subunidad B, a la cual se le
sustituyeron los asparticos 26 y 28 y el glutamico 27 por alanina, para
estudiar si Ia agrupacion de estos residuos acidos afecta de alguna
manera la capaqldad de la subunidad B de asociarse con la subunidad a. Y
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estimular su actividad; p D*E*E®*' — A : subunidad B, a la cual se le
sustituyeron el aspartico 59 y los glutamicos 60 y 61 por alanina,
para estudiar si estos residuos ubicados dentro de la region
hiperacidica de la subunidad B tienen alguna funcién en esta proteina;
BD*ED®E®E® - A : subunidad B, a la cual se le sustituyeron los
asparticos 55 y 59 y los glutamicos 57, 60 y 61 por alanina, por la misma
razén que la mutante anterior; p P*® — A : subunidad B, a la cual se le
sustituy6 la prolina 58 (que se encuentra ubicada en el centro de la regién
hi)peracidica) por alanina, para estudiar si este residuo participa en la
funcién atenuadora de la actividad que presenta la region
hiperacidica de la subunidad B; p P*® — Y : subunidad B, a la cual se le
sustituyd la prolina 58 (que se encuentra ubicada en el centro de la region
hiperacidica) por tirosina, para estudiar si la introduccién de este residuo
en la regxon hlperaCIdlca produce algun efecto en la funcién atenuadora
de la actividad que presenta esta proteina.

De los estudios reallzados con estas proteinas mutantes se pudo obtener
las siguientes conclusiones : 1) que las serinas 2 y 3 de la subunidad B
constituyen el Unico sitio de autofosforilaciéon de esta proteina; 2) que la
autofosforilacién de la subunidad B no influye en su interaccién con la
subunidad o, ‘ni tafnpoco modifica el grado dle estimulacion de la actividad
de ella; 3) que el éxtremo carboxilo terminal de la subunidad § tiene una
participacién importante en la interaccion con la subunidad o 4) que la
region hiperacidica de la subunidad  comprendida entre los residuos 55
y 64, tiene una funcion atenuadora de la actividad de la CK2; 5) que la
prolina 58, ubicada dentro de la regién hiperacidica de la subunidad B,
tiene también una participacion importante (probablemente otorgandole Ia
conformamon adecuada) en el efecto atenuador que este segmento
produce sobre la actividad de la enznma
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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 o and o' catalytic subunits and two
presumably regulatory B 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 well known, that in vifro polyanionic
compé)undus like heparine, 2,3-biphosphoglycérefte, peptides rich in
glutamic or :aspartic acid and nucleic acids are inhibitory to CK2.
Polycétionib compounds on the other hand, like spermine, spermidine and
polylyéine are éctifators of the enzyme.

The CK2 holoenzyme’s activity is very sensitive to ionic strength, it

requires salt concentrations between 100 and 150 mM for its optimal
activity and higher or lower concentrations inhibit its activity. Another
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unusual feature of this kinase, is that it can use both ATP and GTP as
phosphoryl donors.

Since the holoenzyme can not be dissociated in 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 B subunit in the CK2, we have cloned the
gene that encodes this subunit in order to induce expression of the protein
|n bacteria. Since the B subunit was obtained as a fusion protein with the
glutathlone-S-transferase the recombinant protein was very easily purified
by glutathione agarose cromatography. Removal of the glutathione
transferaee moiety was achieved by thrombin digestion and glutathione
agarose recromatography.

. When the B subunit was incubated in the presence of the o subunit, the
holoenzyfne was reconstituted and the catalytic activity increased 5-fold.
Maximal stimulation was achieved when stoichiometric amounts of both
subunits were added |nd|cat|ng high affinity between them.

In addltlon to the stlmulatory effect on the enzymatic activity, the g subunit
modified the monomeric o subunit in the following aspects: 1) it increased
the thermal stability of the enzyme; 2) it enhanced the inhibitory capacity
of the copolymer poly ‘glu-tyr (4:1); 3) it enhanced the o subunit
autophosphorylation several fold and 4) it modified the sedimentation
coefficient of the enzyme.

In order to study the B ‘subunit structure-function relationship, the following
protein mutants were created B S** > G : serines 2 and 3 were mutated
to glycme To ldentlfy the B subunlt autophosphorylatlon site and to study
its effect in the CK2 activity and subunit interaction; B 8% - G : serine

209 was ‘mutated to glycine, to study the effect of the B subunit cdc2
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phosphorylation site; B ATS215 . 37 amino acids were deleted in the
carboxy terminal end, to study the role of this region in the o subunit
activation or interaction; B H*" 1% 183 _, A - histidines 151,152 and 153
were mutated to alanine, to study if this unusual histidine cluster has
4 role in the p subunit ; BC*" 140 _, 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 B subunit properties or interactions; P
D®E?'D? —» A : aspartics 26 and 28 and glutamic 27 were mutated to
alanine, to study if this acidic cluster is important in the B subunit; B
DESES! —» A : aspartic 59 and glutamics 60 and 61 were mutated to
alanine, to study if these residues located in the 3 subunit's hyperacidic
region have an important role; DPESDPEES! —> A : aspartics 55 and
59 and glutamics 57, 60 and 61 were mutated to alanine for the same
reason mentioned above; B P%® _» A : proline 58 (that is located in the
center of the hyperacidic region) was mutated to alanine, to study if this
residue participates in the effect produced by the hyperacidic region; p°
—>Y: broline 58 was mutated to tyrosine, to study if the introduction of this
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 B subunit; 2) the B subunit autophosphorylation does not
modify its interaction with the o subunit and its stimulation level; 3) the
subunit carboxy terminal end is involved in the binding of B fo the o
subunit; 4) the B subunit hyperacidic region has an important role in
dampening the CK2 o. catalytic acvtivityl and 5) proline 58 also has an
important role in dampening the CK2 activity. "
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INTRODUCCION

La fosforilacion y desfosforilacion de proteinas constituye un mecanismo
de regulacion muy importante en una gran variedad de procesos
celulares, tales como la transduccion de sefiales inducidas por hormonas
y factores de crecimiento y la regulacion de la proliferacién y
diferenciacion celular. Durante el ciclo celular también se ha visto, que
ocurre un cgmbio muy importante en el grado de fosforilacion de muchas
proteinas nucleares que es responsable de diversos fenémenos que
ocurren durante la mitosis, como por ejemplo, la ruptura de la membrana
nuclear, la condensacién de la cromatina y la formacién del huso
mitético.

Por este motivo es que en los Ultimos arfios, el nimero de proteina
quinasas identificadas ha aumentado enormemente, llegando a constituir
una familia de mas de doscientos miembros. Harks y cols. en 1988 y
Hanks y Quinn en 1991, han realizado una recopilacion de todas las
secuencias de las proteina quinasas que han sido publicadas y las han
clasificado en dos grandes subfamilias : las serina-treonina quinasas y las
tirosina quinasas.

Al efectuar un estudio comparativo de todas las secuencias aminoacidicas
de este;s proteinas, estos autores encontraron 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 fllogenetlco de los

domlnlos catahtlcos de todas las qumasas y las agruparon en distintas




subfamilias de acuerdo a ja similitud que éstas presentaban (Hanks Y
Quinn, 1991).

Dentro de la gran familia de las serina-treonina quinasas se encuentran l1a
caseinaquinasa | y Il que tienen propiedades y secuencias diferentes,
pero que presentan una caracteristica comun, que €S la de tener
especificidad para fosforilar serinas o treoninas circundadas por residuos
acidos. Debido a ello, es que para ambas quinasas, la caseina resulta ser
un muy buen sustrato y €s el origen de su nombre. Los numeros | y Il que
jas diferencian se deben a la posicion en que eluyen al cromatografiarias
en una columna de DEAE celulosa. Recientemente, se ha decidido
cambiarles el nombre a estas quinasas por el de CK1 y CK2, debido a
que lo anterior inducia a confusion, ya qué ninguna de estas enzimas
fosforila en forma fisiologica a la caseina. Cabe hacer notar, que a pesar
de tener estas dos quinasas un nombre relacionado Y sustratos de
caracteristicas parecidas, no pertenecen a la misma familia de acuerdo al
estudio filogenético realizado por Hanks y Quinn. De acuerdo al mismo
estudio, la CK2 estaria mas relacionada con la glicogeno sintetasa
quinasa 3 (GSK3), con las quinasas dependientes de ciclinas (cdk) y con
las MAP quinasas, mientras que la CK1 conformaria una rama del arbol
ﬂ'logenétibo diferente al de las otras quinasas conocidasf (Hanks y Quinn,
1991).

El hecho que la CK2 se encuentre relacionada con las cdk quinasas y con
las MAP ;duinasas es muy interesante, ya que durante los dltimos afos
han ido acdmuléndose cada vez mas evidencias que relacionan a la CK2
con los procesos de proliferacion y diferenciacion celular. Recientemente
incluso se ha descrito a Ia subunidad o de la CK2 como un protooncogen,
ya que su expresién desregulada es capaz de inducir, en combinacion con
c-myc, transformacion en linfocitos (Seldin y cols., 1995).




A.- Caracteristicas generales de la CK2

La CK2 es una proteina quinasa que se encuentra ampliamente
distribuida en todas las células eucariéticas, desde las levaduras hasta el
hombre, y su secuencia es extraordinariamente conservada en todas las
especies. En estudios realizados en levaduras también se ha visto que la
actividad de esta quinasa es indispensable para la viabilidad de las
células (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 A&cido glutdmico y é&cido aspartico (los
cuales también pueden ser reemplazados por fosfoserina, fosfotreonina o
fosfotirosina). La secuencia minima de fosforilacion que se ha establecido
es SIT X X DIE, en la cual la presencia de un residuo 4cido en la tercera
posicién hacia el lado carboxilo terminal con respecto a la serina o
freonina fosforllable es un requisito mdlspensable

La CK2 que ha s:do purificada desde una gran variedad de organismos,
presenta una estructura tetramérica con un peso molecular de 130 a 140
kDay est4 formada por dos subunldades oo y por dos subunidades J3.
La holoenzima tetramérica puede adoptar la estructura general de oz 32 0
ac'Bz. Las subunidades o y o tienen un tamarfio de 42 y 38 kDa-
respectivamente y son las subunidades cataliticas. Ambas proteinas
presentan snmllltud con las demas proteina qumasas y aungue son
estructuralmente muy parecidas, se encuentran codificadas por genes
diferentes (Padmanabha y Glover, 1987, Litchfield y cols., 1990; Lozeman
y cols., 1990) Sblo en algunas espebi'es ha podido identificarse o' y en
los hmltados estudios realizados con esta proteina recombinante
(Bodenbach y cols., 1994; Antonelli, comumcacnon personal) no se han
epcontradq dlfergnCIas importantes entre las propxedades cataliticas de




ambas subunidades. En levaduras basta con la expresion de sélo uno de
los genes de o 0 o para poder rescatar las células doble mutantes no
viables (Padmanabha y cols., 1990).

La subunidad B, que es mas pequena (alrededor de 25 kDa), no posee
actividad catalitica, pero cuando se combina con la subunidad o estimula
la actividad de ésta entre 5 y 10 veces. Ademas, se ha visto que B
protege a o de la inactivacién térmica, y en algunos casos B puede
incluso cambiar la especificidad de interaccion 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
nucleétido 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 quinasalsoluble src también son capaces de utilizar
ambos nucledtidos (Hunter y Cooper, 1985), pero hasta el momento no se
ha podido determinar que aminoacidos o que region de estas proteinas
serian las responsables de conferirie la propiedad de utilizar GTP.

Otra propiedad que caracteriza a la CK2 es su dependencia con respecto:
a la concentracion de sal. A baja fuerza ionica, se produce una agregacion
e inactivacion de la enzima, la cual es revertida si se aumenta la
concentracion de sal (Glover, 1986). La concentracion optima de sal para
la holoenzimé es de 0O, 1\a 0,2 M de NaCl o KCI, produciéndose una
disminucion de la actividad a concentraciones mas altas. La subunidad o
monomeérica sm 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 concentracion de sal para su
actlwdad reqUIere también de ion Mg?* . La concentracnon optlma de Mg?
es entre 5 a 15 mM . A mayores concentraciones la actnwdad también




disminuye. Se ha visto que los metales Mn*" y Co*" pueden sustituir al
Mg?*, aunque son mucho menos efectivos (con Mn?*" se obtiene un 30%
de la actividad con respecto a con Mg® y con Co? un 10%) (Gatica y
cols., 1993).

B.- Localizacion subcelular de la CK2

Respecto a la localizaciéon intracelular de la CK2 hay bastantes
discrepancias. Basandose en estudios de fraccionamiento celular, hay
investigadores que postulan que esta quinasa tendria una localizacion
predominantemente citoplasmatica (Singh y Huang, 1985; Goueli y cols.,
1986a; Kandror y cols., 1989; Girault y cols., 1990). Otros en cambio,
encuentran que ésta se ubicaria principalmente en el nlcleo (Thornburg y
cols., 1979; Hathaway y Traugh, 1982; Goueli y cols., 1986b; Caizergues-
Ferrer y cols., 1987; Filhol y cols., 1990).

Mediante estudios inmunohistoquimico‘s, que tienen la ventaja de no tener
los problemas de contaminacion que se tienen con los de fraccionamiento
celular, también los resultados han sido confusos. Pfaff y Anderer (1988) y
Belenguer y cols. (1989) encontraron que la CK2 se encontraba asociada
al nucledlo. En cambio, otros autores describieron que ésta se encontraba
distribuida entre el nlcleo y el citoplasma (Schneider y Issinger, 1989;
Filhol y cols.,1990a). Por otro lado, Yu y cols. (1991) encontraron que esta
enzima se localizaba casi exclusivamente en el citoplasma.
Recientemente, en un estudio inmunohistoquimico muy cuidadoso
realizado por K}ek y cols. (1992), se encontro que las tres subunidades «,
o'y B se localizaban predbminantemente en el nucleo. Por otro lado, si
consideramos que la gran mayoria de los sustratos descritos para la CK2
son de origen nuclear, entonces es muy prbbable que ésta se |ocalice en
el nucleo (o por Ic; menos una fraccién de ella).




Otra posibilidad que ha sido postulada por algunos autores es que la
distribucion de la CK2 sea regulada y su localizacion dependa del grado
de proliferacién celular en que se encuentren la células. Se ha visto por
ejemplo que al agregar suero a células en reposo se produce una
redistribucién nuclear de la CK2 enddgena ( Gauthier-Rouviere y cols.,
1991). Por otro lado Belenguer y cols. (1989) vieron que en ceélulas
endoteliales de aorta, la localizacion de la CK2 en el nucleo se
correlacionaba con el crecimiento celular y con la transcripcion del DNA
ribosomal. En células confluentes en cambio, la proteina quinasa no pudo
ser detectada en el nticleo. También se ha visto que en cultivos de células
de neuroblastoma de ratén (N115), la CK2 se localiza principaimente en
el nticleo, mientras que en células diferenciadas de neuroblastoma ésta
se encuenira en el citoplasma (Serrano y cols., 1989).

Estudios realizados en nuestro laboratorio, en que se ha medido la
actividad enzimatica en nticleos y en extractos totales de oocitos, indican
que aproximadamente el 20% de la enzima activa estaria en los nucleos
de los oocitos (Wilhelm, comunicacién personal).

Respecto al problema de como las subunidades podrian entrar al nucleo
no se sabe nada, pero es interesante el hecho que existan tanto en la
subunidéd o como en la subunidad B secuencias que podrian
corresponder a sefiales de localizacion nuclear (PRPKRP'™ en la
subunidad By "' KPVKKKKIKR™ en la subunidad o) y que podrian estar
participando en la importacion de estas proteinas al nucleo (Rihs y cols.,
1991). ‘ ’ n




Expresion de la CK2 en los distintos tejidos

La expresion de las subunidades o, o’ y  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 mas
abundantes en ciertos tejidos que en otros, encontrando diferencias de
hasta 10 veces entre ellos.También se vio que en la mayor parte de los
tejidos predomina la expresion de una de las dos subunidades cataliticas,
encontrandose en bazo y corazoén altos niveles de o y bajos de o' y en
higado, cerebro y ovario lo contrario. La expresion de 3 con respecto a
o + o no se encontré que estuviera balanceada y se observaron
diferencias de hasta 10 veces en la razén de B/a+o’ en los distintos
tejidos estudiados. Este hecho no es sorprendente, ya que se sabe que
los gfehes que codifican para estas subunidades se encueniran en
cromosomas diferentes y por lo tanto es probable que su expresion no
sea regulada en forma comun. Por ofro iado también hay que tener en
cuenta que las diferencias observadas a nivel de RNA mensajero no
necesariamente reflejan las mismas diferencias en los niveles de proteina
en la célula.

Con respecto a los niveles de proteina observados en los diferentes
tejidos, se han visto ciertas discrepancias entre los distintos estudios
realizados. En general, se ha visto que existen grandes diferencias en los
niveles de actividad de Ia enzimé en los distintos tejidos, encontrandose
los niveles més altos en cerebro y testiculo (Yutani y cols., 1982; Singh y
Huang,1985; Giraulty cols., 1990). "

D.- Esﬂuétura de la subunidad o
La secuencia aminoacidica completa de la subunidad o ha sido deducida
de los respectivos cDNA que han sido aislados de las genotecas de




Drosophila (Saxena y cols., 1987), levadura (Wu y cols., 1988),
Dictyostelium discoideum (Kikkawa y cols., 1992) Caenorhabditis elegans
(Hu y Rubin, 1990a), Xenopus laevis (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 Drosophila y humano hay una similitud de un 90% y entre
Xenopus laevis y humano la similitud es mayor al 90%, encontrandose la
mayoria de las diferencias concentradas en el extremo carboxilo terminal
de la proteina (Jedlicki y cols., 1992).

Al comparar la secuencia de la subunidad o. de la CK2 con respecto a las
demés proteina quinasas podemos distinguir ciertos elementos que
llaman la atencién (ver Figura 2). A continuacién se describen algunos de

ellos.

D.1.- Presencia de tirosina en el subdominio conservado |

Esta region participa en la union del sustrato nucleotidico en todas las
quinasas y presenta la secuencia caracteristica G X G X X GIS X V. Enla
gran mayoria de las quinasas el residuo situado en la quinta posicion 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 las quinasas cfependientes de ciclinas, ya que es fosforilada
por la protelna qulnasa “wee” ( junto con una treonina que la precede) lo
que hace que permanezca inhibida la actividad de esta enzima (Gould y
Nurse, 1989). La presencia de 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
esta tiroéin;. v
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1 : Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las

subunidades o de la CK2 de distintas especies.
Los nimeros romanos indican los subdominios conservados en todas las proteina
quinasas, y los asteriscos indican los aminoacidos que son conservados en mas del
95% de las quinasas (Hanks y cols.,1988). El simbolo “” indica ausencia de
aminoacidos para maximizar el alineamiento de las secuencias. :
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Figura 2 : Secuencia aminoacidica de la subunidad o de la CK2 de
Xenopus laevis 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 II y i

Entre la lisina 68 (que es esencial para la actividad y participa
directamente en la reaccién de fosforilacion) que se encuentra en el
subdominio 1l y el glutdmico 86 del subdominio liI , la subunidad o
contiene la secuencia "KP VKKK K1 KR E | K® . Se ha postulado que
esta secuencia de aminoacidos basicos podria estar formando una
estructura de a-hélice (Meisner y cols., 1989), la cual podria estar
interactuando con los residuos &cidos de las proteinas o péptidos
sustratos, con los inhibidores polianiénicos o con la regién acidica
presente en la subunidad p.

Esta region también se ha descrito que posee las caracteristicas de una
sefial de localizacion nuclear (NLS) y podria por lo tanto estar
part|c1pando en el transporte de esta proteina al nucleo (Rihs y cols.,
1991 Allende y Allende, 1995).

Se han construido proteinas mutantes en que se han sustituido dos de las
lisinas presentes en esta regién por acido glutamico y se ha visto una
disminucion muy drastica en la potencia inhibidora causada por heparina
y ofros inhibidores pollanlomcos 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-1-3- D-nbofuranosnlbenZImldazol (DRB) (Zandomeni, 1989).
Estas mutaciones sin embargo, no afectan la interaccion de la subunidad
 €on sus sustratos proteicos o con la subunidad .

D.3.- Presencia de valina en la posicién 66 y de triptéfano en la
posicién 176

En el 95% de las qumasas estudladas el resnduo equwalente a la posicion
66 de la subunldad o es una alanlna y se encuentra en el subdommlo Iy
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el residuo equivalente a la posicion 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
cristalograficos realizados con la proteina quinasa dependiente de cAMP
se ha postulado que ambas regiones estarian participando en la
interaccién 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 éstos eran los responsables de que la CK2 fuera capaz de
usar GTP o ATP como sustrato. El resultado obtenido fue que la
subunidad o mutante sintetizada pudo utilizar igualmente ambos
nucledtidos, aunque el Km aparente para GTP aumentd al doble. La
mutante obtenida sin embargo, resulté muy interesante, ya que aunque se
pudo asociar a la subunidad B para reconstituir la holoenzima en forma
normal, la actividad de ésta no pudo ser estimulada por la subunidad B.

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

En este subdominio se encuentra la secuencia D X K X X N que se ha
visto que en la proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) tiene una
participacion importante en la unién del péptido sustrato (Taylor y
cols.,1993). El quinto residuo de esta secuencia que corresponde al
glutdmico 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 o este residuo sea una histidina en lugar
de un residuo acido como en todas las serina/treonina quinasas que
reconocen reS|duos basicos, ‘'ya que su especificidad de fosforilacion

también es de carga opuesta. Por lo tanto, podriamos postular que en el




caso de la CK2, Ia histiding podria estar interactuando con el aminoacido
acido requerido cercano al sitio de fosforilacién,

Llama la atencién también, que esta histiding S€ encuentre rodeada por
otras tres histidinas Yy una lisina y arginina Y siempre espaciadas por cinco
aminodcidos ( KALDYCHSMGYMHRDVKPﬂNVMYDHEHRKLR )- Se ha
propuesto que esta secuencia podria estar formando una estructura
helicoidal con todas Jas cargas positivas dispuestas hacia e mismo lado,
la cual estaria interaccionando con las cargas negativas de las proteinas
O péptidos sustratos (Pinna, 1990).

E.- Estructura de Ia subunidad g

En los tltimos afios han sido publicadas las Secuencias aminoacidicas de
las subunidades B de bovino (Takio y cols.,1987) y la secuencia deducida
de los cDNA de Drosophila (Saxena y cols.,1987), humana (Heller-
Harrison y cols.,1989; Voss y cols.,1991), pollo (Maridor y cols.,1991),
Caenorhabditis elegans (Hu y Rubin,1991), Xenopus laevis (Jedlicki y
cols.,1992) vy Saccharomyces cerevisiae (Bidwai y cols.,1994). Al
comparar la Seécuencia de estas proteinas entre si, se ﬁuede observar que
existe una conservacién evolutiva extraordinaria entre |as distintas
especies (ver Figura 5 en Resultados). Sin embargo, la subunidad B no

-----

presenta similitud con ninguna otra proteina que tenga relacién con alguna
proteina quinasa. Este hecho, hace que se descarte alguna relacion
estructural entre |a subunidad B y Ias Subunidades regulatorias o
cataliticas de otras proteinas qlixinasas, y confirma la idea de que la
subunidad constituye un componente regulatorio muy suj generis dentro
de la familia de las proteinas quinasas.

Recientemente se encontrd una proteina en Drosophila, producto del gen
“stellate”, que presenta una similitud de un 38% con Ia subunidad B y que
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de acuerdo a resultados no publicados del laboratorio de Pinna podria
interactuar con g subunidad «, aunque usando concentraciones de ésta
mucho mayores.

Existe un sélo gen que codifica para Ia subunidad g en Ia mayoria de las
especies estudiadas, con Ia excepcion de levadura (Bidwai y cols.,1994) y
Arabidopsis thaliana (Collinge y Walker, 1994), donde se han encontrado
dos subunidades B diferentes y de Caracteristicas atipicas (41y 32 kDa).
Por otro lado, en Dictoostelium discoideum (Kikkawa y cols., 1992) y en
Zea mays (Drobowolska y cols.,1991) no se ha podido aislar ningtn tipo
de subunidad B, a pesar de que si existe ung subunidad o con iguales
caracteristicas que en otras especies.

La funcion que esta cumpliendo Ia subunidad B enla CK2 no esta muy
clara, ya que se ha visto que la subunidad ¢, es activa por si sola Y su
actividad no es regulada por ningtn modulador fisiolégico conocido.

Al analizar la secuencia de la subunidad B hay una serie de elementos
que Hanﬂ1an la atencién | los cuales se detallan gz continuacion (ver
Figura 3).

EA1.- Sitiés &e fosforilacion

Se ha visto que Ia subunidad B es fosforilada tanto in vivo como in vitro, y
al inspeccionar sy Secuencia, vemos que las serinas 2 y 3 de Ia CK2
cumplen con la secuencia de consenso de fosforilacién (u SSSEE)
Y por lo tanto podrian constituir el sitio de autofosforilacién de |g proteina,
Pero esta proposicién no ha sido demostrada experimentalmente. La cdc2
quinasa también se ha encontrado que fosforila a I subunidad B y existen
dos posibles sitios fosforilables po'r esta quinasa. Uno es la treonina 145,
cuya seéhencia s TPK, y el ofro es la serina 209 Cuya secuencia es
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Figura 3 : Secuencia aminoacidica de la subunidad B de la CK2 de
Xenopus laevis, en la cual se indican los residuos o regiones que
presentan ciertas caracteristicas importantes,




regién acidica de Subunidad 8 DMILDLEP DEELEDNPNQSD LIEQAAE

dominio de unién Ca® de tubuling : L-LEP DEE—DE—NQ—SD L-E-AAE

ya que hay antecedentes en g literatura que indican que esta enzima
interacciona con el DNA y con otros Acidos nucleicos (Filhol y cols.,
1990b, Gatica y cols., 1989 y Gatica y cols., 1995).




10037 56 100 72 56 69 56 75
Secuencia de consenso de la caja de destruccién: R TALGD]| N
Secuencia de [a subunidad B: RQALDM I L D

(los nfimeros que se indican sobre cada letra, indican el porcentaje de ]

frecuencia en que se encuentra conservado cada aminoacido en as 18 secuencias
analizadas )

F.- Proteinas Sustrato de Ia CK2

proteinas difieren mucho en su funcién Y €n su localizacién intracelular,
llama Ia atencién |a gran cantidad de ejjas que se encuentran
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involucradas €N los procesps de expresjon génica y traduccién ge
proteinas compo por ejempio: RNA Polimerasas DNA topoisomerasas,
Nucleoling, HMG, proteinas ribosomales, factores ge iniciacién y

funciones muy €specializadas tales como troponina-T, €spectrina, |
cadena liviana de la clatring B, etc.

Algunas de estas proteinas son :
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DNA topoisomerasq Il : Se ha visto que ests enzima presentg uUna
actividad tres Veéces mayor cyando es fosforilada Por la CK2 (Corbett y
cols., 1992).

Causa un aumenio muy  signifi
nicleo (Rihis Yy cols.,1991). Es interesante g hecho que varias otras




De todos estos antecedentes podemos concluir que una de Jas funciones

de la CK2 seria Ig de modular I actividad de una serie de factores de
transcripcion, Sin embargo, resulta contradictorio e porqué la fosforilacion

G.- Regulacion de Ia CK2
G.1.- Aspectos generajes

Procesos de transduccion de sefiales, Provocando cambios en |g actividad
0 funcién de sys proteinas sustrato., En la mayoria de Jos casos, elias
Poseen subunidades reguladoras o dominjos reguladores que mantienen
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reprimida su actividad hasta que sean activadas por sus efectores
fisiologicos. La CK2 sin embargo, constituye una excepcidon, 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, la subunidad p no se disocia
in vifro bajo condiciones fisiolégicas aparentes. Debido a ello, es que no
resulta facil comprender que funcidn esta cumpliendo la subunidad B 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*?, calmodulina, fosfolipidos etc.. Sin embargo,
su actividad es afectada por una serie de compuestos de naturaleza
policatidnica o polianiénica (Hathaway y Traugh, 1982). :

Los compueéios policatiénicos como espermina y espefmidina y los
polipéptidos basicos como polilisina son activadores de la CK2.
Espermina estlmula 2 a 3 veces la actwndad de la enzima, sin embargo
esta estimulacién es dependiente de la concentracion de Mg y de la
naturaleza del sustrato (Hathaway y Traugh, 1984a). La importancia
fisiolégica que 'poéria tener este activador en la regulacién de la CK2 in
vivo es especulativa. Sin embargo, una estimulacion fisiolégica resulta
consistente si tenemos en cuenta que las concentraciones intracelulares
de esbermina que se alcanzan en ciertas circunstancias (del orden de
mlhmolar) concuerdan muy bien con Ias condiciones que se requieren in
vitro para obtener una buena estlmulac10n También resulta interesante
que tanto la actividad de la CK2 como la biosintesis de poliaminas se
incrementan en forma paralela cuando se estimula el crecimiento y

division celular (rohet y cols.,1980).
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~ El efecto de los polipéptidos 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 fosforilacion de calmodulina, la cual
presenta un requerimiento absoluto de este polication para su fosforilacién
(Meggio y cols.,1994b). El significado fisioldgico que podrian tener estos
compuestos es cuestionable, debido a la naturaleza artificial cde ellos
(polilisina, poliarginina y ofros péptidos relacionados). Sin embargo,
recientemente se han descrito proteinas poseedoras de largas series de
lisinas que estarian afectando la actividad de enzimas asociadas a la
membrana (Gatica y cols.,1987), como es el caso de la proteina K-ras que
posee un dominio muy béasico( KDEKKKKKER ) que es capaz de
producir el mismo efecto que polilisina sobre la quinasa del receptor de
insulina (Fuijita-Yamaguchi y cols., 1989), que al igual que la CK2 requiere
de polipéptidos basicos para fosforilar alguna de sus proteina-sustratos.
Por lo tanto, es posible que existan otras proteinas con caracteristicas
similares a K-ras que pudieran estar operando como efectores fisiolgicos
de la CK2.

Los compuestos polianionicos, en contraste a los policatidnicos, son
inhibidores muy potentes de la enzima. Heparina~es el inhibidor mas
conocido y caracteristico de esta enzima y ha sido ampliamente usado
como uno de los criterios para identificar su actividad (Hathaway y cols.,
1980), ya que la CK2 es la Unica quinasa que es inhibida a
concentragiones nanomolares de este compuesto. Otro compuesto
polianionico que también inhibe a la CK2 es el 2,3 difosfoglicerato, el cual
podria% tent_er importancia como regulador fisiologico en los eritrocitos
" (Hathaway y Traugh, 1984b).

Moléculas polianidnicas, como DNA de doble hebra o monohebra,
oligonucledtidos sintéticos (especiaimente el de uracilo o poliU) (Gatica y
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cols.,1989 y Gatica y cols., 1995) y polipéptidos de acido glutamico y
acido aspartico (Meggio y cols., 1984a) inhiben también fuertemente la
actividad de la enzima. Muy interesantes son los polipéptidos de acido
glutamico que contienen residuos de tirosina intercalados, los cuales
presentan una capacidad inhibidora muy alta (su Isp es del orden de
10® M, que es dos 6rdenes de magnitud menor que el del acido
poliglutamico) (Téllez y cols.,1990; Meggio y cols.,1989). Este hecho nos
indica que la CK2 presenta una gran afinidad por los residuos de tirosina
que se encuentran ubicados en ambientes acidicos, a pesar de que éstos
no puedan ser fosforilados por esta quinasa.

Otro tipo de compuestos que no son de naturaleza polianiénica y que
inhiben la actividad de la CK2 son los derivados de los bencilimidazol
(Zandomeni, 1989). Estos derivados son andlogos de los sustratos
nucleotidicos ATP y GTP y se comportan como inhibidores competitivos
de éstos. Lo interesante de estos compuestos es que solo inhiben a la
CK1y ala CK2, pero no a las demas quinasas (Meggio y cols.,1990).

G.3.- Regulacién de la actividad bajo distintas condiciones de
crecimiento \ ‘

En estudlos realizados en dlversos laboratorios se ha visto que en
distintos tlpos de células se produce una rapida activacion de la CK2 en
respuesta al tratamiento con diversos agentes mitogénicos como insulina,
el factor de crec1m|ento semejante a la insulina-| (IGF-]) y el factor de
creC|m|ento epldermal (EGF) (Sommercorn y cols.,1987; Klarlund vy
Czech, 1989 y Ackerman y Osheroff, 1989). De acuerdo a los estudios

realizados, 'la activacion observada en todos estos casos no se deberia a
un aumento en la cantidad de enzima, smo que més bien a una

modificacién covalente de esta proteina.
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Ofra observacion interesante respecto a la regulacion de la CK2 frente a
estos agentes, es la descrita por Carroll y Marshak (1989). Ellos
encontraron que los niveles de actividad de la CK2 aumentaban 6 veces,
después de tratar fibroblastos WI38 de pulmén humano con suero y por
30 minutos. Posteriormente, ellos también observaron ciclos de activacion
e inactivacion cada 12 y 24 horas después de la estimulacion. Estas
oscilaciones de actividad observadas no dependian de la sintesis de
proteinas de novo, por o que probablemente reflejaban ciclos de
activacion e inhibicibn post-traduccional del pool de quinasas
celulares.

Estos hallazgos, llevaron posteriormente a Ackerman y cols. (1990) a
estudiar si existia una relacion entre la activacién hormonal de la CK2 y su
grado de fosforilaciéon. Para realizar este estudio, ellos incubaron células
A431 de carcinoma humaﬁo con [32P]-ortofosfato.en presencia y ausencia
de EGF. Al estudiar el grado de fosforilacion de la enzima
inmunoprecipitada de los dos extractos celulares, ellos detectaron que la
CK2 proveniente ‘de las células tratadas con el factor de crecimiento
contenia alrededor de 3 veces mas [*?P]-fosfato que aquélla proveniente
de céluias no tratadas. Ademas, el aumento en el grado de fosforilacion
se correlacionaba muy bien con el grado de estimulacién de la actividad,
en un amplio rango de concentracién de EGF. De acuerdo a este estudio,
el 97% del fosfato incorporado se encontraba asociado a la subunidad By
la remocién de este fosfato por fosfatasa alcalina, disminuia la actividad a
los nlveles de la enzima control. Tanto la enZIma actlvada como la en
estado basal contenlan fosfoserina y fosfotreonlna y los fosfopéptidos
generados al digerir ambas proteinas con distintas enzimas proteoliticas
también eran los miSmo§. Por lo tanto de acuerdo a estos resultados, la

activacion hormonal de la CK2 se deberia a una hiperfosforilacion, que
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ocurriria en los mismos sitios fosforilados en condiciones basales, pero en
mayor magnitud.

A pesar de lo convincente que parecen estos resuitados, existen serias
discrepancias en la literatura sobre el posible efecto de |a fosforilacion en
la regulacién 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 estimulacién de su actividad
(Agostinis y cols.,1987).

Una posible explicacién a estas discrepancias seria que in vivo estén
actuando distintas quinasas en distintos sitios de la proteina, los cuales
podrian estar afectando a la enzima de distinta forma.

Al estudiar los tipos de quinasas que podrian estar participando en la
fosforilacién de la CK2, Mulner-Lorillon y cols. encontraron que la cdc2
quinasa era E:apaz de fosforilar a la subunidad B in vifro , en un sitio
distinto al de autofosforilacion, encontranao fosfotreonina en lugar de
fosfoserina. Ademas ellos pudieron observar, ;que la fosforilacion
produéida in vitro pBr la cdc2 quinasa incrementaba la actividad de la
enzimaen 1,5 a 5 vecés (Mulner-Lorillon y cols.,1990).

Posterior?ﬁenie, Litchfield y cols. corroboraron los resultados anteriores,
demostrando que la subunidad B de la CK2 podia ser fosforilada tanto in
vivo como in wtro por la cdc2 quinasa, identificando a la serina 209 como
el l'eSIdUO fosforllado En contraposmon al estudio del grupo de Bellé,
estos autores no pudieron ver activacion de la enzima modificada
(Litchﬁelcj y cgls.,1991). Eﬁ un estudio mas reciente, Meggio y cols.
tampbco pudieron observar ningun efecto en la actividad de la CK2 al
fosforilar in vifro la subunidad B con la cdc2 quinasa (Meggio y
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 fosforilacion de la CK2 quinasa en células detenidas en mitosis,
encontrando que la fosforilacion de la serina 209 se encontraba muy
aumentada con respecto a la fosforilacion del sitio de autofosforilaciéon
(Litchfield y cols.,1992). Por otro lado, también se ha demostrado que la
cdc2 quinasa es fosforilada por la CK2 tanto in vivo como in vitro, en la
serina 39 durante la fase G1 del ciclo celular (Russo y cols.,1992). Por lo
tanto, es probable que la fosforilacidn reciproca de ambas quinasas
pueda provocar cambios en sus propiedades durante las distintas etapas
del ciclo celular.

Los niveles de CK2 no sélo se han encontrado aumentados en respuesta
al tratamiento con hormonas y factores de crecimiento, sino que también
se ha visto que se encuentran elevados en células que se encuentran en
activa proliferacion, como tejido embrionario y tumores (Issinger, 1993).
Resulta interesante que diversos érganos y tejidos embrionarios,
presentan niveles de actividad de CK2 varias veces mas alto qde en el
correspondiente tejido adulto. Este hecho, apoyaria la idea de que la CK2
tendria ‘un’ papel "'importante en los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular. |

Con respecto a este punto, existe un estudio realizado ﬁo:; Ole-\l\?loi\?oLi y
cols. con el parasito intracelular Theileria parva, qué es un protozoo
parasito, fesponsable de un sindrome linfoproliferativo mortal en el
ganado vacuno, debido a que induce transformacion de los linfocitos del
animal (Ole-MoiYoi y cols.1993). Lo interesante de este estudio, fue que

sé pudo determinar que en linfocitos de bovino infectados con este

parasito habia una marcada induccién de la CK2, encontrandose elevados
niveles tanto de RNA mensajero como de proteina y de actividad
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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 sobreexpresion del gen de la subunidad
o en linfocitos de ratones trasgénicos. El resultado obtenido fue que la
CK2 o puede actuar como un oncogen, y su desrregulada expresion es
capaz de transformar linfocitos en combinacioén con c-myc.

Estudios de Sommercorn y Krebs han demostrado que la CK2 se
encuentra relacionada no solo con procesos de proliferacién, sino que
también de diferenciacién celular (Sommercorn y Krebs, 1987). Ellos
encontraron que al tratar células 3T3-L1 con dexametasona, para inducir
su diferenciacion a adipocitos, los niveles de CK2 aumentaban 4 veces, lo
que se correlacionaba con un aumento equivalente en la cantidad de
proteina quinasa sintetizada. La induccion observada era transiente y no
ocurria en células 3T3-C2 que no experimentan diferenciacion.

Otro ejemplo muy interesante que relaciona a la CK2 con procesos de
dlferenmacnon es un estudio publicado por el grupo de Jesus Avila. En él,
ellos encontraron que la CK2 actuaba como un agente inductor del
desarrollo de las neuritas en células de neuroblastoma que se inducen a
diferenciacion por remocién del suero (Diaz-Nido y cols.,, 1988).
Recientemente estos autores demostraron ;que al tratar células de
neuroblastoma con oligodesoxirribonucleétidos “antisense” del RNA
mensajero" de la }subunidad o (lo cual resulta en la depleciéon de la
subunidad catalitica o CK2), se bloquea la neurogénesis (Ulloa y cols.,
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 accion de
diversos agéntes mitogénicos, recientemente estos resultados han sido

cuestionados por el grupo de Krebs (que fue uno de los primeros
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laboratorios en describir este efecto), ya que éstos 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 éstas sea
regulada por desfosforilacion (Pinna, 1990).

G.4.- Posible existencia de la subunidad & monomeérica

Como ya ha sido mencionado anteriormente, la CK2 es una enzima
heterotetramérica, la cual es indisociable bajo condiciones fisiologicas y
esta constituida por dos subunidades cataliticas o« y o y por dos
subunidades B cuya funcién es supuestamente reguladora. Sin embargo,
existen varios ejemplos en la literatura en que se describen subunidades
o monoméricae, como por ejemplo en byctyostelium (Kikkawa y cols.,
1992) y en Zea mays (Dobrowollska y cols., 1991), donde no se han
encontrado subumdades B como en todas ias demas espeCIes También
Stlgare y cols reallzando extraccmnes de nicleos a distintas
concentracnones de sal encontraron que la mayor parte de la subunidad o
nuclear se encontraba muy firmemente unida a otros componentes
nucleares y no asociada a la subunidad B (Stigare y cols., 1993).

Por otro lado Bidwai y cols. observaron que al introducir los genes de las
subunidades o y B de Drosophilé en células de S cerevisae mutantes
doble en los genes oc y o'y por lo tanto no viables, bastaba con que sélo
se expresara o para que las levaduras pudieran crecer (Bidwai y cols.,
1992). Sln_ embargo, en estas células, la actividad CK2 aparecia como
una entidad monomeérica, ya ‘que la subunidad o de Drosophila no es
capaz de interactuar con las subhnidades B de la levadura. Resuita

interesante que cuando se transformaron levaduras sélo con el gen de la
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subunidad B de Drosophila, no fue posible detectar la proteina. Estos
resultados indican que la subunidad o puede expresarse y ejercer su
funcion en ausencia de 8, en cambio cuando la subunidad B es expresada
aisladamente, ésta se degrada muy rapidamente (Bidwai y cols.,1992).

En relacion con estos resultados, Robitzky y cols. encontraron que la
subunidad o humana era capaz de unirse a una secuencia ubicada en la
region promotora del gen de la subunidad §, provocando una estimulacién
de la transcripcion de este gen (Robitzky y cols., 1993). Aunque resulta
muy atractiva la posibilidad de que exista un mecanismo que regule en
forma coordinada la expresién de ambos genes, estos resultados no han
podido ser reproducidos con la enzima de Xenopus (Gaticay cols.,
1995).

Otra evidencia que indica que cierta fraccion de la subunidad o podria no
encontrarse asociada a B, proviene de estudios realizados por el grupo de
Czech (Heller-Harrison y Czech; 1991). En este trabajo se transfectaron
células COS-1 con los genes de la s_hbunidad l)c y de la subunidad B en
forma separada. En ambos casos sé produjo un aumento similar en los
niveles de actividad de CK2, lo cual no es sorprendente cuando se
expresa o ya que ésta posee actividad catalitica, pero si lo es cuando se
expresa B que es inactiva. La expllcaCIon mas factible de este resultado
es pensar que en estas células existia un exceso de subunidad o
monomenca que se asocio a la subunidad B sobreexpresada, estimulando
de esta manera su actividad.

Hasta el momento, la posibilidad de que CK2 pueda ser regulada por
asociacion y disociacién de sus subunidades, como en el caso de las cdk
quinasas, es solamente especulativa, A pesar que en los estudios

reahzados in wtro se ha visto que la holoenzima practicamente no se
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disocia, es posible que in vivo las condiciones sean diferentes y existan
factores que faciliten la disociacion.

G.5.- Papel de la subunidad B en la regulacion de la CK2

De los estudios realizados a partir de las subunidades o y B
recombinantes se ha podido determinar, que aunque la subunidad o
posee actividad catalitica intrinseca, la subunidad B es necesaria para
que la enzima adquiera una conformacion mas estable y una actividad
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), ofra forma de regulacién que podria tener la
CK2, seria el que la sintesis o degradacion de la subunidad B fuera
regulada como en el caso de las ciclinas, que son las subunidades
reguladoras de las cdk quinasas (Glotzer y cols., 1991).

Aunque hasta el momento no existen evidencias concretas que apoyen
este tipo de mecanismo, es muy sugerente la presencia de la “caja de
destruccion” en el extremo amino terminal de la subunidad B (Allende y
Allende, 1995). También resulta interesante el hecho que la CK2 haya sido
encontrada asociada con la subunidad 20S del proteosoma, el cual
constituye el orgaﬁelo \éncargado de la degradaciéon de las proteinas
ubiquitiniladas (Ludeman y cols., 1993).

Respecto a la degradacion de la subunidad B, recientemente Lischer y
Lietchfield (19"94), realizando estudios dé pulso y caza en diversas lineas
celulares, pusdieror{ determinar que la subunidad 8 era sintetizada en gran
exceso sobre la subunidad o. Bajo estas condiciones, una fraccion muy
pequeﬁé' de [3 formaba parte de la holoenzima tetramérica, sufriendo el
resto dF la proteina una. rapida degradacion por un mecanismo no

1
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lisosomal. En concordancia con los resultados de Llscher y Lietchfield, el
grupo de Issinger también observdé que en diversos tumores existe un
gran exceso de subunidad § comparado con el tejido normal del mismo
paciente (O.G. Issinger, 1993).

Otra funcién importante que se ha postulado que podria estar
desemperiando la subunidad B, 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,
ornitinadescarboxilasa, la cadena liviana de clatrina B y el factor de
elongacion 1 de reticulocitos sélo pueden ser fosforiladas por la
subunidad o monomérica y no por la holoenzima. Resuita muy sugerente
que al agregar polilisina (activador de la enzima que interacciona
principalmente con la subunidad B), la holoenzima recupera la capacidad
de fosforilar estos sustratos. Ello significa que lé subunidad 3 impide que
la subunidad o fosforile a la calmodulina, efecto que es revertido por
pollllsma

Por otro lado, tamblen se han descnto sustratos de la CK2 en que la
subumdad B Juega un papel wtal ya que éstos sélo pueden ser
fosforilados por la holoenzima y no por la subunidad o monomérica. El
ejemplo que mas llama la atencién de este tipo de sustratos, es el
antioncogen p53 (Wagner y cols., 1994), el cual se ha visto que sélo es
fosforilado por la holoenzima. En este caso, la subunidad B estaria
desemperiando un papel muy importanté en la regulacion de Ia
prohferacnon celular, ya que se ha demostrado que p53 no sélo es
sustrato de la CK2, sino que también existe una asociacion fisica entre

ellos, la cual se ha visto que ocurre a través de la subunidad B.
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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 célula y que juega un papel
muy importante tanto en el metabolismo como en los procesos de
diferenciacion y proliferacion celular. Sin embargo, hay muchas incognitas
aun por resolver, fundamentalmente respecto a su funcién y regulacion
fisiolégica. Una interrogante especialmente interesante resulta ser el
papel de la subunidad B en la CK2, ya que se ha visto que en algunas
especies ésta no existe, y en S. cerevisiae s6lo se requiere de la
subunidad o monomérica para que las células sean viables. Por este
motivo es que nos ha interesado estudiar la funcién qhe estda cumpliendo
la subunidad B en la actividad y regulacién de la CK2.

Para llevar a cabo este estudio, se plantearon los siguientes objetivos:

1.-Aislamiento y secuenciacion del gen que codifica para la subunidad 8
de la proteina quinasakCKZ de Xenopus laevis

2.-Exp|fesi6n y purificacién de la subunidad §

3.-Estudios ‘de reconstitucion a partir de las subunidades o y B
recombinantes purificadas '" )

4.-Estudios de au{ofosforilacic’)n de ambas subunidades

5.-Sintesis de divérsas proteinas mutantes de la subunidad

6.-Estudios de reconstitucién con las diferentes proteinas mutantes

7.-Estudio comparativo de las holoenzimas reconstituidas con las
dlferentes subunidades p mutantes para estudiar su relacion entre la

tructura y funclon




MATERIALES Y METODOS

A.- REACTIVOS Y MATERIALES

A.1.- Reactivos generales

Los reactivos generales como Tris, EDTA, acido bérico, cloruro y acetato
de magnesio, Hepes, DTT, EGTA, NaCl, TCA, SDS, sacarosa, urea y
tritén X-100 fueron obtenidos de Sigma Chemical Co.

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

Todas las enzimas utilizadas en biologia molecular como enzimas de
restriccion, polimerasas, quinasas, ligasa, fosfatasa alcalina, etc., fueron
adquiridas en BRL y Promega. Los isétopos [y-2P] ATP, [a-2P] dATP y
[«-®S] dATP fueron obtenidos en Amersham International y en New
England Nuclear.

La membrana de DEAE fue de Schleicher & Schuell y el papel Whatman
P-81 y Whatman #1 y #3 fueron de Whatman International.

Los oligonucleétidos utilizados fueron sintetizados en el “Centro de
sintesis y referencia’ de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile.

La glutation-agarosa y la trombina fueron obtenidas de Sigma y el vector
pGEX-2T fue donado por el Dr. Silvio Gutkind.

A.2.- Soluciones generales
TBE 5X: un litro de solucion contiene 54 g de Tris base; 27,5 g de acido
bérico y 20 mi de EDTA 0,5M pH 8,0.

TE: solucién que contiene Tris-HCI 10 mM pH 7,5 y EDTA 1 mM.
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PBS: solucién que contiene NaCl 150 mM; NaH,PO4 16 mM y Na,HPO,
4mM, pH 7,4.

SS8C 20X: solucién que contiene NaCl 3M vy citrato de Na 0,3M, pH 7,0.
Denhardt 50X: solucion que contiene ficoll al 1%, BSA al 1% vy
polivinilpirrolidona al 1%.

SM: solucién que contiene NaCl 100 mM; MgClz 1 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 (tet")
pMCS. Bacterias receptoras para infeccién con fago lambda
TG1 : supE hsdA5 thiA (lac-proAB)
F’ [ tra D36 proAB* lacl® lacZAM15]
JM-105 : SUpE endA sbcB15 hsdR4 rpsL thiA (lac-proAB)
" P [ traD36 proAB* lacl® lacZ AM15 ]
Tanto las bacterias TG1 como JM-105 fueron usadas para ser
transformadas con el fago M13 ‘
BL21(DE3): hsdS gal (Ac Its 857 ind1 S am7' nin 5 lac UV5-T7 gene 1)
bacterias usadas para ser transformadas con el vector pGEX-2T y para
expresar las proteinas fusionadas a la glutation-transferasa

A.4.- Genoteca
La genoteca utilizada fue donada por el Dr. Douglas Melton, la cual fue
construida a partir de RNA poliadenilado de oocitos desfoliculados en

estado VI de Xenopus laevis. Los cDNA fueron subclonados en el sitio
EcoRlI del DNA del fago A gt10 (Rebagliati y colé., 1985).
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A.5.- Medios de cultivo

Medio LB: contiene 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y
10 g de NaCl para 1 litro de medio, y se agrega NaOH 1N para
llevarapH =7

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

Medio LB-TAM: medio LB que contiene tiamina 50 pg/ml, ampicilina
50pg/mi, MgCiz 10 mM y MgSO4 10mM.

Medio LB sélido: medio LB que contiene agar al 1%.

Medio LB-TAM sdélido: medio LB-TAM que contiene agar al 1%

Medio agar-H: contiene 10 g de bactotriptona, 8 g de NaCl y 12 g de agar
para un litro de medio, y el pH se ajusta a 7 con NaOH 1N.

Medio 2XYT: contiene 16 g de bactotriptona, 10 g de extracto de levadura
y 5 g de NaCl para un litro de medio, y el pH se lleva a 7 con NaOH 1N.

A.6.- Ollgonucleotldos utilizados

partidor # 1:5 CGTGGCAATGAGTTCTICTG 3°

partidor Fio arriba, usado para amplificar un fragmento del gen de la
subunidad B, el cual se utilizé6 como sonda para analizar la genoteca.
partidor # 2 : 5° ACATCCATGCACTTGGGGCA 3

par’cidor‘ rio abajo, usado para amplif icar un fragmento del gen de la
subumdad B, el cual se utilizd como sonda para analizar la genoteca
partldor #3:5 TACGAATTCAAATGAGTAGCTCG 3

utiliizado para incorporar un sitio EcoRI (GAATI'C) previo al ATG del gen,
para poder subclor;arlo en el vector pGEX-2T

partidor # 4 : 5 GGGGAATTCTCAACGCATGGTCT 3°

utilizado para incorporar un sitio de restriccion para la enzima EcoRI
(GAATTC) después del coddn de término del gen
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partidor #5 : 5 GGCGACCATCCTCCAAAA 3°

complementario a una regién del exiremo 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 regién 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 CCCGAATTCAAATGGGTGGCTCGGA 3°

utilizado para mutar las serinas 2 y 3 de la subunidad § a glicina

partidor # 8 : 5§ 'GGGAATTCTCAACGCATGGTCTTCACGGGACCTTTA
AA 3' utilizado para mutar la serina 209 de la subunidad 8 a glicina
partidor # 9 : 5' GGATCTAGAAGCTGATGAGGA 3'

utilizado para mutar la prolina 58 de la subunidad 3 a alanina
partidor#10: 5’ GGATCTAGAAIA_\TGATGAGGAA 3

utilizado para mutar la prolina 58 de Ia subunidad B a tirosina

partidor # 11 : 5' CTGTGAGGTGGCTGCAGCCTATATCCAGGA 3'
utilizado Lpara mutar los asparticos 26, glutamico 27 y aspartico 28 de la
subunidad B a alanina

partidor # 12 : 5' GGGGAA:I'_'[(_:}_\CCTCTTGGGCCTATA 3
oligonuclébtido complementario utilizado para infroducir un codén de
término después de la arginina 178 de la subuhidéd B seguido de un sitio
de restriczpién para la enzima EcoRI

partidor # 13 : 5 GTAAACATCCATAGCCTTGGGAGCATACAGTTTTA
CCYd¥ utilizadc') para mutar las cisteinas 137 y 140 de la subunidad B a

alanina
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partidor # 14 : 5' AATCCTCACGGGCTGCTGCCACCGATGGAG 3'
y#14': 5' CTCCATCGGTGGCAGCAGCCCGTGAGGATT 3'

son oligonucleétidos complementarios utilizados para mutar las histidinas

151,152 y 153 de la subunidad B a alanina

partidor # 15 : 5’TCTAGAACCTGCTGCGGCATTGGAAGATAAT 3'
y#15': 5’ATTATCTTCCAATGCCGCAGCAGGTTCTAGA 3'

son oligonucledtidos complementarios utilizados para mutar el aspartico

59y los glutamicos 60 y 61 de la subunidad B a alanina
partidor # 16 : 5’ACATGATACTGGCTCTAGCACCTGCTGCG 3'
y#16': 55CGCAGCAGGTGCTAGAGCCAGTATCATGT 3’
son oligonucleétidos complementarios utilizados para mutar el aspartico
55y el glutamico 57 de la subunidad 3 a alanina.
NOTA: los nucledtidos subrayados son los que han sido cambiados para mutar el

aminoéacido correspondiente.

B.- METODOS

B.1.- Electroforesis en geles de agarosa

Para realizar la electroforesis se siguié el procedimiento descrito en
Sambrook y cols. (1989), el cual consiste en lo siguiente :

Los geles de agarosa se preparan a una concentraciéon de 1 0 1,2 % en
amortiguador TBE 1x y bromuro de etidio a una concentraciéon de 0,5
pug/ml. A las muestras que se desea analizar se les agrega azul de
bromofenol al 0,25% vy glicerol al 10% y los geles se corren a un voltaje
constante de 100V. Como patréon para estimar el tamario de los
fragmentos de DNA, se usa DNA de fago lambda digerido con la enzima
de restricciéon Hindlil. El DNA de los geles se visualiza colocando éstos
sobre un transiluminador U.V. ( de longitud de onda de 254 nm), desde
donde pueden ser fotografiados.
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B.2.- Digestion del DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restricciéon se realizaron de acuerdo a
Sambrook y cols. (1989). En general, el DNA es digerido usando 0,1
volimenes de la solucién amortiguadora que adjunta el fabricante para
cada enzima y se usan 1-2 U de enzima por cada ug de DNA. La
digestion se realiza a la temperatura recomendada por 1 a 3 horas. Luego
los productos de la digestién son analizados en geles de agarosa.

B.3.- Purificaciéon del DNA por extraccion con fenol

Este tratamiento se realiza cuando se quiere limpiar el DNA de proteinas
contaminantes (durante una purificacion o después de haber sido tratado
con alguna enzima de restriccion, polimerasa, ligasa, 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. en "microcentrifuga. Primero se extrae con fenol, luego con
fenol/cloroformo (1:1) y finalmente con cloroformo. .'

NOTA:el fenol siempre debe estar satura=d0 en Tris HCl 10 mM pH 7,5 y el
cloroformo mezclado con alcohol isoamilico en proporcién (24:1). Para mayor
detalle ver Sambrook y cols. (1989).

B.4.- Precipitacion del DNA con etanol

Para prempntar el DNA con etanol, se agregan 0,1 volimenes de acetato
de Na 3M pH 5,2 o 0,2 volimenes de acetato de amonio 10My 2 a 3
volimenes de etanol enfriado a -20°C. Despues de lncubar en frio
(generalmente 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.
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B.5.- Purificacién de fragmentos de DNA por membrana de DEAE
Este método consiste en separar los fragmentos de DNA de acuerdo a su
tamario 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 concentracion dependera del tamario de los fragmentos
que se deseen separar. Después de correr el gel lo suficiente como para
obtener una buena separacién entre los distintos fragmentos de DNA, se
hace una incisién justo frente a la banda que se desea purificar y se
inserta un trocito de membrana (de ~2 x 0,5 cm). Se continla la
electroforesis por 10 minutos y se saca la membrana, se lava con agua
destilada, se corta en trocitos pequerios y se incuba en 0,2 mi de una
solucién que contiene Tris-HCI 20 mM pH 8,0 y NaCl 1M. La incubacién
se realiza a 65° por una hora y posteriormente se realiza una extraccion
con un volumen’de n-butanol saturado en agua y el DNA se precipita con
etanol.

B.6.- Desfosforilacion de vectores

Para podér introducir un fragmento de DNA en un determinado vector,
ademas de ser digerido con las enzimas de restriccion adecuadas, éste
debe ser desfosforilado para impedir su recircularizacién. Para ello se
incuban 1-5 pg de DNA plasmidial previamente digerido, con 0,1 volumen
de la solucion amortiguadora que trae la enzima (0,5M Tris-HCI, pH 9,3;
10mM MgClz; 1mM ZnClz; 10mM espermidina) y 1 unidad de fosfatasa
alcalina de inteétino de ternero (CIP) durante 60 minutos a 37°. La
reaccion se detiene agregando 0,1 volimenes de EDTA 0,5M pH 8,0 y se
incuba a 60° ;;or 30 minutos. Posteriormente se realiza una extraccién con
fenol y el DNA se precipita con etanol.
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B.7.- Estimacion de la concentracion de DNA en geles de agarosa
Cuando se tienen cantidades muy pequefias de DNA, que no permiten
determinar su concentracién por absorbancia a 260 nm, se puede estimar
su concentracién en geles de agarosa. Esta técnica consiste en analizar
uno a dos pl del DNA de concentraccién desconocida en un gel de
agarosa junto con distintas cantidades de un DNA patron. 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 patrén de tamario
mas cercano y de esta forma se determina su concentracion.

B.8.- Ligacidon de fragmentos de DNA a plasmidos

Para la reaccién de ligacion 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 reaccidn se realiza en un volumen final de 10 pl al cual se le
ha agregado 1ul de la solucién amortiguadora que viene incluida con la
enzima (300mM Tris-HCI, pH 7,8; 100mM MgClz; 100mM DTT y 10mM
ATP) y 1 unidad de DNA ligasa del fago T4.

B.9. -Prepéracién de células éompetentes para la trasformacion

El procedimiento que se describe a continuacion fue el utilizado para
transformar las cepas de E.coli AG- 1 o BL-21(DE3) :

Se inoculan 10 ml de medio LB con la cepa de bacteria a transformar y se
incuba & 37° durante toda la noche. Al otro dia se transfieren 0,2 mi de
este cultivo a 50 rﬁl de medio fresco y se incuba a 3%° por 2 a 3 horas
hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0,3 — 0,4. Las ‘células se
centnfugan en un tubo estéril a 750 x g por 10 minutos y luego se

resuspenden en la mitad del volumen original de una solucién de CaCl250
mM enfriada a 0°C. Después 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 solucién de CaCls .

B.10.- Transformacidén de bacterias con DNA

Para realizar la transformacion se incuban 0,2 ml de células competentes
y la mezcla de ligacion o 10 ng de DNA plasmidial en tubos estériles de
vidrio por 1 hora a 0°. Luego se les da a las células un pulso térmico,
incubandolas por 2 minutos a 42° y devolviéndolas 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 homogénea 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 transformacién, para lo
cual se incuban las células competentes sin DNA y luego se siembran
sobre una placa de agar con ampicilina y otra sin amplcmna para calcular
la viabilidad bacteriana después del procedimiento de transformacion.

B.11.- ﬁréparacién de DNA plasmidial en pequeiia escala

Para prepal:ar DNA plasmidial en pedueﬁa cantidad, se sig"uié el
procedimiento descrito por Birnboim y Doly (1979), el cual consiste en lo
siguiente : ’
Se toman las colonias transformantes y se creceﬁ en 3 ml de medio LB
con ampicilfna a 37° durante toda ia noche. La mitad de cada cultivo
(1,5ml) se traspasa a tubos de mlcrocentnfuga y el resto se guarda a 4°C.
Las bacterias se colectan por centnfugac;on a 12.000 x g por 5 minutos y
luego se incuban 5 minutos a temperatura ambiente con 100 pl de una
solucién de lisis que contiene glucosa 50 mM; Tris-HCI 25 mM pH 8,0 v

4
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EDTA 10 mM. Posteriormente se agregan 200 upl de una solucion que
contiene NaOH 0,2 N y SDS al 1% y se incuba 5 minutos en hielo. A
continuacion se agregan 150 yl de una solucion de acetato de potasio SM
y acido acético 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 extraccién con un
volumen de fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (24:24:1), y el DNA
plasmidial contenido en la fase acuosa se precipita con etanol. El DNA
obtenido se resuspende en 50 pl de una solucién que contiene Tris-HCI
10 mM pH 8,0; EDTA 1mM vy ribonucleasa pancreatica 20 pg/mi.
Finalmente el plasmido purificado se digiere con la enzima de restriccion
adecuada y se analiza en un gel de agarosa la presencia del inserto.

Las colonias bacterianas que contienen al plasmido recombinante son
guardadas a -20° en medio de cultivo LB con arﬁpicilina y glicerol al 50%.

B.12.- Preparacién de DNA plasmidial en gran escéla

Para preparar DNA plasmidial en mayor cantidad se sigui6 el método del
polietilenglicol 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 contlnuaCIon se describe el procedimiento experimental
segundo

Se crece durante toda la noche a 37° un litro de medio LB con ampicilina
lnoculado con 1 mI de cultivo fresco de bacterias que contienen el
plasmido. Al dia siguiente, sé colectan las bacterias por centrifugacion a
2.500 x g por 20 minutos y se reéuspenden en 10 mi de una solucién que
contiene glucosa 50 mM; Tris-HCl 25mM pH 8,0’y EDTA 10mM. Después
de incubar la suspens;on por 5 mlnutos a temperatura ambiente, se
agregan 20 ml de una solucién que contlene ‘NaOH 0 2Ny SDS al 1%y se
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incuba 5 minutos en hielo. En seguida se adicionan 15 ml de una solucién
que contiene acetato de potasio 5M y acido acético 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 volimenes de
alcohol isopropilico. Después 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% vy 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 centrifugacion a 12.000 x g por 10
minutos. Al sobrenadante obtenido se le agrega un volumen de
isopropanol y después de una incubaciéon de 10 minutos a temperatura
ambiente se centrifuga a 12.000 x g por 10 minutos. El DNA se lava con
etanol al 70%, se seca y se resuspende en 0,5 ml de amortiguador TE
conteniendo ribonucleasa A, a una concentracion de 20 pg/ml. Después
de incubar el DNA a 37° por 30 minutos se le agregan 0,5 ml de una
solucién que contfené NaCl 1,6 M y polietilenglicol 8.000 al 13% (p/v) y se
deja precipiténdo a 4°C por una hora. En esta etapa el DNA plasmidial es
precipitado selectivamente y se colecta por centrifugacion a 12.000 x g
por 10 minutos a 4°. Posteriormente al DNA resuspendido en 400 pl de
amortlguador TE, se le efectdan tres extraccmnes una con un volumen
de fenol otra con un volumen de fenol cloroformo:alcohol isoamilico
(24:24:1) y una tercera con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Ffﬁalmente se precipita el DNA, agregandole 100 pl de acetato de
amonio %,5M y1ml de etanol al 100%. La cantidad de DNA dbte'hiaa se
determina por densidad dptica a 260 nm. “
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B.13.- Purificacion de DNA monohebra a partir del fago M13

B.13.1.- Transformacion de bacterias TG1 con el vector W13

Con la mezcla de ligacién obtenida al incubar el DNA doble hebra de M13
(digerido con la enzima de restriccion adecuada y desfosforilado) con el
fragmento que se desea secuenciar, se transforman células TG1. Las
bacterias transformadas se crecen en placas Petri conteniendo agar H en
presencia de IPTG al 0,02% 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 B galactosidasa y se obtienen
placas blancas en lugar de azules.

B.13.2.- Preparacion de DNA monohebra

Se toma una placa blanca y se incuba en 3 ml de medio 2XYT que
contiene 15 Ml de un cultivo de bacterias TG1 bbr 6 a 7 horas a 37°.
Terminado este pel‘iodo, 'las bacterias son sedimentadas por
centrifugacion durante 20 minutos a 4.000 x g. Al sobrenadante se le
agregaﬁ =300 ul de una solucion cozmpuésta por polietiienglicol al 20% y
NaCl }2,5“ M y los fagos se dejan precipi‘tancfo 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 pl de TE y se le adiciona 10 ul de SDS
al 20% y 4 pl de proteir;asa K 10 mg/ml y se incuban a 37° por 30
minutos. Finalmente el DNA se purifica por sucesivas extracciones con
fenol, fenol:clbraformo (1:1), cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se
precipita con etanol.
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B.14.- Purificacién del DNA de fagos mediante la técnica del CTAB
B.14.1.- Infeccion de bacterias E.coli Y1090 con fagos Agt10
recombinantes.

Se inoculan 50 ml de medio LB-TAM con una colonia (0 10 ul de un
cultivo concentrado guardado en glicerol al 50% a -20°C) de F.coli Y1090
Yy 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 m|
(1/2 del volumen) de MgCl, 10mM.

Para realizar la infeccion, se agregan los siguientes componéntes en
tubos de vidrio estériles : 50 ul de medio LB-TAM, 50 ul de una dilucién
apropiada de los fagos en medio SM y 200 pl de bacterias Y1090 2x en
MgClz 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% auna temperatura de alrededor de 50° e lnmedxatamente la solucién
es vertida sobre placas Petri con medio LB-TAM-solldo. 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.

B.14.2.- Extraccién de fagos.

Se agrega 1 ml de medio SM a cada placa y con una pipeta Pasteur
estéril doblada en forma de triangulo se desprende la capa de agar de la
superficie y se transfiere a un tubo cénico de 50 ml. El resto del agar y
fagos se arrastran de la placa con 2 a 3 ml de medio SM, se agrega un
par de gotas de cloroformo y se incuba a 37° por 10 mmutos para extraer
los fagos del agar. Fmalmente se centrifuga a 4.000 rpm por 1 0 minutos
para separar el sobrenadante que contiene los fagos.
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B.14.3.- Purificacion del DNA de los fagos.

El DNA de los fagos se purificé de acuerdo a la técnica descrita por Del
Sal y cols. (1989) seglin el procedimiento que se describe a continuacion:

El lisado que contiene los fagos se trata con DNAsa | a una concentracion
final de 20 pg/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 concentracion final de
50 pg/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 periddicamente. Al sobrenadante obtenido, después de remover la
resina por centrifugacién, se le agrega EDTA a una concentracion final de
20 mM y proteinasa K a una concentracion de 50 pg/mi. Luego se incuba
a 45° por 15 minutos, se agrega 0,1 volumen de una solucion de CTAB al
5% p/iv en 0,5 M NaCl y se vuelve a incubar a 68° por 3 minutos. Después
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 voltmenes (del lisado inicial) de NaCl 1,2 M vy se agregan 2,5
volimenes 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.

B.15.- Secuenciacién del DNA de doble hebra

El DNA fue secuenciado de acuerdo al método descrito por Sanger y
Coulson (1975) ciﬁe consiste en utilizar didesoxinucledtidos y que permite
secuenciar tanto DNA de hebra simple como doble. Péra secuenciar el
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DNA de doble hebra se siguié una modificacion del método descrito por
Zhang y cols. (1988) y que se detalla a continuacion:

Se desnaturan 2 a 5 pug de DNA (purificado por el método del
polietilénglicol o por centrifugacién en gradiente de cloruro de cesio) en 30
Hl de un medio que contiene NaOH 0,2 N, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Luego el DNA se neutraliza por la adicién de 3 ul
de acetato de amonio 2M y se precipita agregando 70 ul de etanol al
100% e incuba a -20° por una hora. Después 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; MgCl> 20 mM;
NaCl 25 mM y 3 pmoles del oligonucledtido que se usard como partidor
en la reaccion de secuenciacion. Esta mezcla se incuba a 37° por 30
minutos para pefmitir la hibridacion entre el DNA y el partidor.
Posteriormente se realiza la etapa de extensién de las hebras de DNA,
para lo cual se le agregan a los 10 ul de la etapé anterior 5,5 yl de un
medio que contiene DTT, Sequenase™, dCTP, dGTP, dTTP y [«®S]
dATP y se incdba 5 minutos a temperatura ambiente (la concentracion
final en el medio durante la extension del DNA es: DTT=10mM:;
dCTP=dGTP= dTTP= 0,2 uM; [a-®S]dATP= 0.3 MM [1000 Ci/mmol] y
Sequenase 2 a 3 unidades). El siguiente paso consiste en agregar a la
reaccion uno de los didesoxinucleétidos (ddATP,ddCTP,ddGTP o ddTTP)
lo cual provoca la terminacién de la cadena. Para ello se preparan 4 tubos
Eppendorf de 0,5 ml, marcados con la letra AGCoTyseles agregan
2,5 Ml de una solucion que contiene NaCl 50 mM, los cuatro
desoxinucledtidos a una concentracion de 80 MM y el respectivo
didesoxinucledtido a una concentracién de SuM. A cada uno de estos
tubos se le agregan 3,5 pl de la mezcla de secuenciacién y se incuban por
5 mlnutos a 37° La reacc:on se detlene agregando 4 ul de una solucion

b
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que contiene formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al
0,05% y xilencianol al 0,05%. Las reacciones de secuenciacion se
guardan a -20° y posteriormente se analizan en geles de poliacrilamida.

B.16.- Secuenciacién del DNA de hebra simple

La secuenciacion 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 ug de DNA y 0,5 a 1 pmol del partidor universal
de M13 y se lleva a un volumen final de 10 ul con el mismo medio usado
para la secuenciacién de DNA de doble hebra ( Tris-HCI 40 mM pH 7,5;
MgClz 20 mM y NaCl 25 mM). Luego se incuba 5 minutos a 65°, se deja
enfriar lentamente a temperatura ambiente y se continGia con la etapa de
extension igual que en el otro caso.

B.17.- Geles de poliacrilamida para analizar reacciones de secuencia
Para hacer el gel, se preparan 60 ml de una solucién que contiene
amortiguador TBE 1 x (Tris-borato 89 mM; EDTA 2 mM), acrilamida al 6%
(razdn acrilamida/bisacrilamida de 1 9:1) y urea 8 M. Después de filtrar la
solucion éé toman 2 ml a los cuales se le agregan 4 ul de TEMED vy 8 i
de persulfato de amonio al 25% y se introducen rapidamente por un
costado de los‘;vidrios para que se forme un tapdn en la parte inferior del
gel. Una vez que ha polimerizado, se agregan al resto de la solucién, 40
ul de TEMED y 80 ul de persulfato al 25 %, la solucion 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 deja
polimerizanqo en forma horizontal por por lo menos una hora.
Posteriormente, para realizar la corrida, se sacan las peinetas y se
colocan e;sta vez con los dientes Hacia adentro del gél 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 coire a
un voltaje de entre 1.600 a 1.800 V. Una vez terminada la corrida, el gel
se ftransfiere a papel filtro Whatman 3M, se seca y se somete a
autorradiografia.

B.18.- Amplificacion de DNA por PCR

La reaccion de amplificacion se realiza en un volumen final de 50 ul que
contiene los siguientes componentes: Tris-HCI 10 mM pH 8,0; KCI 50 mM;
MgClz 1,5 mM; Tritén 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 yM y Taq polimerasa 0,2 a 0,5
unidades. Como DNA molde se usan entre 50 a 100 pg de un plasmido
puro, y entre 10a 50 ng de DNA genomlco o de DNA proveniente de una
genoteca. La amplifi cacwn se lleva a cabo incubando primero 5 minutos a
95° para Jdesnaturar completamente el DNA y luego se realizan 25 a 30
ciclos que consisten en incubar 1 minuto a 95°, luego 1 minuto a una
temperatura variable (entre 37° y 60° dependiendo de la temperatura de
fusion de los partidores usados) y 1 minuto a 72° para gue se realice la
elongacion del DNA. Al final se hace una incubacion de 5 a 10 minutos a
72° para que se terminen de polimerizar todas las cadenas.

Los productos "am:p‘lificados se analizan en geles de agérosa corriente o
en Nu-Sieve agarosa dependiendo del tamarioc de los fragmentos
sintetizados.




B.19.- Subclonamiento de los fragmentos amplificados por PCR

El producto obtenido por amplificacién 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 reaccion es suplementado con los
siguientes componentes: dNTPs 0,2 mM; Tris-HCI 50 mM pH 7,5; MgSO4
10 mM; DTT 0,1 mM; BSA 50 Hg/ml'y 2 U de DNA polimerasa Klenow. E|
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 polinucleétido quinasa del fago T4 (PNK) para lo cual se
lleva la mezcla de reaccion 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, otra con fenol/cloroformo(1:1) y ofra con cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) y el DNA se precipita con etanol. Después de lavar el
DNA con 70% de etanol y secarlo, se resuspende en 20 Ml de agua y se
hace una estimacién de |a concentracion en un gel de agarosa.
Finalmente, el fragmento se liga a un vector (que ha sido cortado con una
enzima de restriccion que deje extremos romos y desfosforilado), de
acuerdo al protocolo de ligacion ya mencionado.

B.20.- Marcacién de fragmentos de DNA por el método de “random
priming”

Para realizar la marcacién del DNA, se toman 25 a 50 ng del fragmento y
se incuba a 100° durante 5 minutos. El DNA desnaturado se enfria
rapidamente en hielo y se incuba a 37° por 1 a 2 horas en un volumen
final de 30 pl de un medio que contiene : Tris- HCI 20 mM pH 8,0; Hepes
200 mM pH 6,6; dGTP 20 HM; dCTP 20 uM; dTTP 20 pM; DTT 2m;
MgCl> 10 mM: 5 a 6 unidades de DOzeo de oligonucledtidos hexamericos;
50 uCi de [o- 2P] dATP y 5.:U de DNA polimerasa Klenow. La reaccion se

kig




51

detiene agregando 2 pl de EDTA 500 mM y calentando a 100° por 2
minutos. Finalmente se toma 1 ul de la mezcla de reaccién y se diluye
200 veces en agua. De esta dilucién se colocan 10 ul sobre un filiro de
fibra de vidrio y se lava 3 veces con 50 mi de TCA helado al 10%. Una
vez seco el filtro, se cuenta la radiactividad incorporada y se calcula la

actividad especifica del fragmento marcado.

B.21.- Analisis de la genoteca de cDNA

B.21.1.- Titulacién de la genoteca

Para efectuar el analisis primario de una genoteca es necesario conocer
previamente el nimero de placas de lisis/ml (PFU/ml) de la suspension
patron de fagos recombinantes, ya que se deben colocar
aproximadamente 10.000 placas de lisis por placa Petri (Abramowitz y
cols. 11598.8). Paré determinar entonces el ‘nimero de fagos/ml que
contiene la genoteca, se hacen diluciones seriadas de esta suspension
patron en medio SM con las cuales se infectan bacterias E.coli Y1090 de
la 3|gu1ente manera :

Se inoculan 50 ml de medio LB/TAM 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 mitad del volumen original (25 ml) de una solucién de MgCl, 10 mM,
obteniéndose una solucién dos veces mas concentrada en bacterias
(Y1090 2 x). Para realizar la infeccion, se preparan una serie de tubos de
vidrio estériles a los cuales se les agrega los siguientes componentes : 50
pl de medio LB/T AM, 50ul de las diluciones seriadas de los fagos y 200 ul
dela solucnon de bacterias Y1090 2>< Los tubos se incuban a 37°C por 40

a 60 mlnutos para permitir que los fagos se adsorban a la superficie de
las bactenas y se produzca la infeccion. Terminada la incubacién se
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agrega a cada tubo 4 ml de medio LB/TAM con agar al 1% que se
encuentra a una temperatura de entre 40°C a 50°C. Inmediatamente se
vierte fodo el contenido del tubo sobre una placa Petri de 100 mm que
contiene agar al 1% en medio LB/TAM y se extiende en forma homogénea
sobre la superficie de la placa. La capa superior de agar se deja solidificar
a temperatura ambiente y luego se incuban las placas en posicion
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
niimero adecuado de placas de lisis y conociendo la dilucién que tenia
cada una de ellas, se calcula el nimero de fagos/ml de la suspension
patrén.

B.21.2.- Infecciéon y transferencia de los fagos a filtros de
nitrocelulosa

Para el andlisis de la genoteca se utilizd el metodo descrito por
Abramowntz y cols. (1988), para lo cual se preparan 15 placas de Petri
con un nimero aproximado de 10.000 placas de lisis en cada una. La
mfeccnon se realiza como ya se describié anteriormente y las placas de
lisis se transfieren a filtros de nitrocelulosa embebidos previamente en
bactenas E.coli Y1090. La transferencia de los fagos a los filtros se hace
por dupllcado para poder distinguir las verdaderas sefales de los falsos
posmvos y para poder ubicar después 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 nimero de fagos
transferidos y obtener una mejor senal. A la manana siguiente los filtros
son removidos de las placas y colocados por 15 minutos sobre un papel
filtro embebido envNaOH 0,5 N y NaCl 1,5 M para desnaturar el DNA de

{
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los fagos. Luego los filtros son neutralizados colocandolos primero sobre
un filtro embebido en Tris-HCI 1M pH 7,5 por 15 minutos y después en
otro filtro embebido en Tris-HCI 0,5 M pH 7,5 y NaCl 1,5 M por otfros 15
minutos. Finalmente, los filiros se incuban sobre una soluciéon de SSC 2 x
(NaCl 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.

B.21.3.- Prehibridacién e hibridacién

Antes de realizar la prehibridacion, los filtros se lavan por 30 minutos a
68°C en una solucidén que contiené 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 prehibridacién de los filtros que consiste
en realizar una mcubacnon durante 4 horas, a una temperatura que varia
dependiendo de Ia estrictez que se qunera tener (mlentras mas alta la
temperatura mayor va a ser la estrictez y més exngentes las condiciones
de hibridacion), en una solucidn que contiene SSC 6x, Denhardt 5x,
fosfato de sodio 300 mM pH 6.8, SDS al 0,1% y DNA de espermio de
salmén 100 pyg/ml. El volumen de solucién usado, depende del nimero 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
unién de Ioé filtros con el DNA.

Una vez prehibridados los filtroé, se realiza la hibridacion que consiste en
hacer una incubacién durante toda la noche con igual volumen de la
misma solucidén y a la misma temperatura!que se realizd la hibridacién,
pero agregando un volumen de la sonda radiactiva (calentada a 100°C
durante 2' y enfriada rapidamente en hielo antes de ser agregada a la
solucion de hibridacion) de manera de obtener una actividad especifica de
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entre 300.000 a 500.000 cpm/ml de solucion de hibridacion.
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 solucién de SSC cuya concentraciéon depende de la
estrictez que se quiera tener. Finalmente se secan los filtros y se someten

a autorradiografia.

Nota : La estrictez de la hibridacion y el lavado de los filtros, depende de la
temperatura y de la concentracion de la solucién SSC, y se elige de acuerdo
al experimento, dependiendo si se quiere facilitar o hacer mas exigente las
condiciones de hibridacion de la sonda con el DNA.

B.21.4.- Identificacién de las placas de lisis positivas

De las placas autorradiograficas se identifican las sefales positivas y se
eligen las que se repiten en el duplicado. Luego se toman las placas Petri
originales (que habian sido guardadas a 4°C), se las coloca sobre la placa
autorradiografica haciendo coincidir los 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.

B.21.5.- Purificacion de los fagos positivos *

De los bocados aislados se purifican los fagos positivos, haciendo un
segundo y tercer analisis si es necesario, hasta obtener un Unico tipo de
fago A recombinante (cada placa de lisis debe cforresponder a una sefal
en la placa autorradiografica).

N
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B.22.- Subclonamiento del gen que codifica para la subunidad § en el
vector de expresion pGEX-2T

Para subclonar el gen de la subunidad B en el vector de expresién se
necesita tener en ambos extremos de la regidén codificante sitos de
restriccion adecuados, los cuales fueron introducidos de acuerdo al
siguiente procedimiento :

Se amplifica por PCR la regién codificante de la subunidad g usando los
partidores #3 y #4 (ver lista de partidores) y como molde se usa el DNA
del fago A aislado de la genoteca. El producto amplificado obtenido se
digiere con la enzima EcoRl, se purifica por membrana DEAE y luego se
liga al vector previamente digerido y desfosforilado (ver Esquema 1). Con
la mezcla de ligacién se transforman bacterias E.coli 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
ampicilina durante toda la noche: Luego se toma 1,5 mi de cada cultivo y
se purifica 4 el DNA plasmidial por"’ el método del minilisado descrito
anteriormente. (Los 1,5 ml de cultivo restantes se guardan para hacer un
concéntrad“o en glicerol al 50%). Los DNA purificados se digieren con
EcoRI y luego se analizan en geles de agarosa al 1%. De las 10 colonias
transformantes analizadas, cuatro contenian un inserto de alrededor de
600 pb \correspondientes al fragmento subclonado.

Con el objeto de determinar [a orientacion del fragfhento dentro del vector,
se hacel:l digestiones dobles con las enzimas de restriccion BamH y Pstl
y lué'go'"se analizan los productos en geles de agarosa al 1%. De los 4
plésh;‘lidos que contenian el inserto de 800 pb, dos estaban en la
orientacién correcta y dos en la orientacién inversa.
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DNA fage A fago kA alslado de la genoteca

de ¢DMA de oocitos de X.laevis

| I-inserto de c¢DNff en fago A
PCR region codif icante
para subunidadf de CKII

partidores 3 vy 4
con gitios EcoRI

BamHBI Smal EcoRI

Digestion Eco RI

ligacion

ori

pGEX2T]HCKII

"
%

Esquema 1 : Subclonamiento del gen de la subunidad  en el vector
PGEX-2T

expresién! de la proteina por 2 horas, incubando a la misma temperatura.
Finalmente, las- bacterias se colectan por centrifugacion en botellas

plasticas de 250 ml y se continlia con su procesamiento inmediatamente o

se guardan a -80°.
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B.23.- Expresion de la subunidad p

Para la expresion y purificacién de la subunidad B se sigui6 el protocolo
descrito por Smith y Johnson (1988), el cual se detalla a continuacion : 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 B. 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
oml de IPTG 100 mM (0,5 mM concentracién final) y se induce la
expresion de la proteina por 2 horas, incubando a la misma temperatura.
Finalmente, las bacterias se colectan por centrifugacién en botellas
plasticas de 250 ml y se contintla con su procesamiento inmediatamente o
se guardan a -80°C.

B.24.- Purificaci‘én 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. Al sonicado se le agregan 2ml de Triton X-1 00 al 10% (1%
concentracnon fi nal) y se centrifuga a 10. 000 reom por 30 minutos en un
rotor Sorvall SS-34. Luego se separa el sobrenadante y se carga en una
columna de glutatién-agarosa de 1ml equilibrada en PBS con Tritén al 1%.
La columna se lava posteriormente con 50 ml de PBS y 1% Triton X-100,
y la proteina de fusién se eluye con una solucidén de glutatibn 20 mM
recién preparada én amortiguador Tris-HCI 100mM pH 8.0. Se colectan 6
fraccione;s de 1rﬁl, y se analizan en un gel de poliacrilamida al 10% con
SDS al 0,1%. Las fracciones que contienen la proteina de fusion de 52
kDa se combinan y se dializan contra 2 litros de Tris-HCI 20 mM pH74y
NaCl 150 mM. o
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B.25.- Tratamiento de la proteina de fusién con trombina

A la proteina de fusion dializada se le agrega una solucién de trombina en
una proporcién 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 digestion fue

completa.

B.26.- Microsecuenciacion de la subunidad 8 recombinante

La subunidad 3 recombinante obtenida, fue enviada a microsecuenciar al
Servicio de Péptidos y Proteinas LANAIS-PRO de Buenos Aires. Para ello
la proteina se prepara de la siguiente manera :

La proteina de fusién se purifica y luego se digiere con trombina de
acuerdo al protocolo ya descrito. Posteriormente se separa la glutation
transferasa de la subunidad 3 haciendo una recromatografia por glutation
agarosa. La suBunidad B purificada, se somete a electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 12% y se transfiere a una membrana de PVDF desde
dor]de.“es directamente microsecuenciada.

B.27.-Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realiz6 de acuerdo al
método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970), el cual se detalla a
continuacion : !

Las muestras a analizar se resuspenden en amortiguador Tris-HClI
62,5mM pH 6,8; jS‘DS al 1%; glicerol al 10%; B-mercaptoetanol al 5% y
azul de bromofenol al 0,02% y se incuban a 100°C por 5 min. Luego las
muestras se aplican en geles de poliacrilamida al 10% o 12% en
presenéia de"8SDS al 0,1% y la electroforesis se corre a un voltaje
conéfaﬁte de 100-150 Volts. Una vez finalizada la electroforesis, los geles
se tifien en una solucién que contiene acido acético, metanol y agua en
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una proporcion de 1:5:5 y azul de Coommassie al 0,1% por una hora y se
destifien en acido acético al 10 %.

B.28.- Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas se determina con el reactivo de Bradford
de BIO-RAD usando como proteina estandar seroalblimina de bovino de
acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante.

B.29.- Determinacidn de la actividad enzimatica de la CK2

La actividad enzimatica de la CK2 se determina en un volumen final de
50ul de una solucién que contiene : Hepes 50mM pH 7,8; MgCl>10 miM;
DTT 1mM; caseina 5mg/mi; [y *P] ATP 50uM (400-500 cpm/pmol) y
NaCl 100-150mM. La reaccion se hace partir con la adicion de la enzima
y se incuba por 10 minutos a 30°C. Para detener la reaccién se toman
45yl del medio de incubacién los cuales se adsorben en trocitos de papel
Whatmann P81 de 1,5 x 1,5 cm. Posteriormente, los papelitos se lavan 3
veces por 10 minutos en una solucién de acido fosforico 75mM, se secan

y luego se cuentan en un contador de centelleo.

B.30.- Autofosforilacién de las subunidades o y § de la CK2

La reaccién de autofosforilacién se realiza incubando las subunidades o y
B bajo las mismas condiciones descritas para la determinacién de
actividad, pero omitiendo la casein"a En este caso se realiza una
incubacion de 30 ‘minutos y se detlene la reaccuon agregandole 0,2
voliumenes de la solumon de muestra de Laemmh 5x. Postenormente las
muestras se analizan en geles de pollacrllamlda y se someten a
autorradlografla ‘




60

En algunos casos la radiactividad incorporada se cuantifica, cortando la
banda de proteina del gel correspondiente a la subunidad o y B y luego
contandola en el contador de centelleo.

B.31.- Estudio de la interacciéon entre las subunidades o y B por
centrifugacion en gradiente de sacarosa

Para estudiar la interaccién entre la subunidad o y las distintas mutantes
de la subunidad B, se preincuban 50 pmoles de subunidad o con 50
pmoles de subunidad 3 a 4°C por 10 horas (en algunos casos como con la

A% se usaron razones de P/a. mucho mayores).

mutante
Posteriormente, las muestras se aplican sobre una gradiente lineal de
sacarosa de entre 5 y 25 % 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 centrifugacion, se colectan
fracciones de 200 pl y se mide la actividad enzimatica a una alicuota de
30 pl. Paralelamente se corren también en la gradiente proteinas patrén,
cuyas fracciones se precipitan con TCA y luego se analizan en geles de
poliacrilamida. Las proteinas patrén usadas fueron : BSA (PM=68 KDa),

ovoalbagnina (PM=45 KDa) y citocromo C (PM=12,5 KDa).
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B.32.- Sintesis de mutantes de la subunidad B
B.32.1.- Lista de genes mutantes de la subunidad p sintetizadas

B S** - G : las serinas 2 y 3 fueron mutadas a glicina.

B $?° - G : la serina 209 fue mutada a glicina

B A'®#1%: se delecionaron 37 aminoacidos del extremo carboxilo terminal
de la proteina

B P*® - A :la prolina 58 fue mutada a alanina

B P*® - Y :la prolina 58 fue mutada a tirosina

B D*®E?D? — A : los asparticos 26 y 28 y el glutdmico 27 fueron mutados
a alanina

B D®E*E®" - A : los glutamicos 60 y 61 y el aspartico 59 fueron mutados
a alanina

B D*E”D*EE® - A : los glutamicos 57,60 y 61 y los asparticos 55 y
59 fueron mutados a alanina

B H'PW192158 _y A - |as histidinas 151,152 y 153 fueron mutadas a alanina

B C¥7 5 A :las cisteinas 137 y. 140 fueron mutadas a alanina

Todas las mutaciones fueron introducidas por amplificacién por PCR
usando como DNA molde el gen de la subunidad B silvestre subclonado
en el vector PGEX-2T y los partidores descritos anteriormente. Para
realizar las distintas*mutaciones se siguieron tres estrategias diferentes,
las cuales se detallan a continuacion.
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32.2.- Construccién de las mutantes pS** — G, pS* —» G y pA'*?"
Estas mutantes se sintetizaron introduciendo las mutaciones en los
partidores usados para amplificar el gen, aprovechando el hecho que
éstas se encuentran en los extremos.

Mutante B $*° - G:
Las serinas 2 y 3 de la subunidad 8 se mutaron a glicina utilizando para la

amplificacion los partidores 6 y 7, que contienen sitios de restriccién para
EcoRlI, y una temperatura de hibridacién de 45°C de acuerdo al siguiente
esquema:

“X—>

«~ PGEX-2T
6
4 PCr

—X
—X

obtencion de gen mutado en el extremo 5’

El fragmento amplificado fue digerido con EcoRl, purificado por membrana de DEAE y
ligado al vector pGEX-2T previamente digerido con EcoR! y desfosforilado.

Esquema 2 : Sintesis de la mutante § $*°* - G mediante amplificacién por
PCR
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Mutante g S** - G:
La serina 209 de la subunidad B fue mutada a glicina utilizando los
partidores 5 y 8 y una temperatura de hibridacién de 45°C de acuerdo al

siguiente esquema.
5

.

3
4 PCR 8

X—
X__—

obtencion de gen mutado en el extremo 3’

El fragmento amplificado fue tratado de igual forma y ligado al mismo vector.

Esquema 3 : Sintesis de la mutante p $**° — G mediante amplificacién por
PCR

Mutante g A'7925;
Para producir esta delecion se amplificd un trozo del gen utilizando los
partidores 5 y 12, que contiene un coddn de término, y una temperatura

de hibridacion de 40°C.

B

o
4 PCR 12

X—
S

obtencién de gen delecionado en el extremo 3’

El fragmento obtenido fue digerido con EcoRlI y subclonado en el mismo vector.

Esquema 4 : Sintesis de la mutante B A"**® mediante amplificacion por
PCR ’ '

r

aQ
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B.32.3.- Construccion de las mutantes BP%® —A, BP%® Y, pC™7110 A
y BD26E27DZB A

Estas mutantes se sintetizaron de acuerdo al método del megapartidor
(Sarkar y Sommer, 1990 ) como se muestra en el siguiente esquema.

I -X—>

N primer PCR

—X

—X
obtencién del megapartidor

s
megapartidor —X

' 3 segundo PCR
— X
X

obtencion del gen completo mutado

Esquema 5 : Sintesis de las mutantes BP* —»A, BP® oY, pC™" A y

BD*E*D* —>A de acuerdo al método del megapartidor

Para mutar un gen por el método del megapartidor, se realizan dos
amplificaciones por PCR . Primero se realiza una ampilificacién usando un
partidor interno que contiene la mutacion y otro partidor de un extremo del
gen, obteniéndose en esta etapa un fragmento llamado megapartidor que
contiene en uno de sus extremos la mutacion 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 amplificacién se obtiene el gen completo
mutado, el cual es posteriormente subclonado en el vector
correspondiente.
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Mutante g P%® — A:

La prolina 58 de la subunidad B fue mutada a alanina utilizando el método
del megapartidor descrito anteriormente. Para ello se sintetiza primero un
fragmento del gen realizando una amplificacién con los partidores 9y 6, y
el fragmento obtenido llamado 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 EcoRIl, se purifica por
membrana de DEAE y se subclona en el vector pGEX-2T.

Mutante g P > Y:

La prolina 58 de la subunidad B fue mutada a tirosina por el método 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 junto con el partidor 5. El gen
ampli‘ficado se subclona de igual forma que el anterior.

Mutante g D®E?’D? _ A:

Los asparticos 26 y 28 y el glutdmico 27 fueron mutados a alanina
también por el método del megapartidor. Para ello se sintetiza el
megapartidor con los partidores 11 y 6 y luego para el segundo PCR se
utiliza el partidor 5. El gen mutado obtenido se trata de igual forma y se
subclona en el mismo vector.

Mutante p C*7 , A: |
Las cisteinas 137 y 140 fueron mutadas a alanina también porael método
del megapartidor. En este caso el megapartidor se sin:cetiza a partir de los

partidores 5 y‘13 y luego en la segunda am'plificacién se usa el partidor 6.
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Igual que para las otras mutantes el gen se subclona en el sitio EcoR! del
vector pGEX-2T.

B.32.4.- Construccion de las mutantes
B D59E60E61 - A y BD55E57D59E50E61 '—>A
Estas mutantes fueron sintetizadas de acuerdo al método de extensién de

BH151,152,153 - A ,

fragmentos sobrepuestos ( Ho y cols., 1989 ) de acuerdo al siguiente

esquema:
1 3
—)l —X—>
X— <~
primer PCR con |2 4
partidores 1y 2 NS

X l segundo PCR
J con partidores 3y 4

l tercer PCR con ambos fragmentos
purificados y partidores 1y 4

X:

obtencién del gen completo mutado

Esquema 6 : Sintesis de las mutantes BH""'**"* _,A | BD®E®E*,A y
BD*ED*E*E®" A, mediante el método de extension de fragmentos
sobrepuestos

Este método consiste en amplificar 2 fragmentos del gen a partir de un
partidor interno que contiene la mutacién y de un partidor de uno de los
extremos. Los partidores internos deben ser complementarios, para
permitir posteriormente que las hebras de los fragmentos sintetizados
hibriden en esa regién complementaria y puedan ser luego elongadas
para poder producir el gen completo mutado.
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Mutante B H 151152153 _, A.
Las histidinas 151,152 y 153 fueron mutadas a alanina de acuerdo al
método de extension de fragmentos sobrepuestos ya descrito. Para ello
se utilizan los partidores 14 y 14' que contienen la mutacion y que son
complementarios entre si y los partidores 5 y 6 correspondientes a cada
extremo del gen.

Mutante g D*,E%,E®! - A:

El aspartico 59 y los glutdmicos 60 y 61 fueron mutados a alanina
siguiendo el método de extension 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 g D*°,E¥,D%* E®E% 5 A :

EL aspartico 55 y el glutamico 57 fueron mutados a alanina por el método
de extension de fragmentos sobrepuestos, usando en este caso para la
amplificacion, el DNA de la subunidad B ya mutada en los residuos D%,
E%®, E® > Ay subclonada en el pPGEX-2T. Para uno de los fragmentos se
usaron los partidores 5 y 16', y para el otro fragmento el 6 y 16. El gen
completo mutado se subclona en el mismo vector de igual forma que en
los casos anteriores.

NOTA: Las secuencias de todos los DNA de las mutantes sintetizadaé
fueron corroboradas en forma completa por secuenciacién por doble
hebra. La secuenciacién se realizé 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 B de la CK2
de oocitos de Xenopus laevis.

A.1.- Sintesis de un fragmento del gen de la subunidad § para utilizar
como sonda en el analisis de la genoteca.

Mediante amplificacion por PCR se sintetizé6 un fragmento de 380 pb del
gen de la subunidad 8 de Xenopus laevis. Esta amplificacion se realizd
usando como molde el DNA preparado del conjunto de fagos de una
genoteca de cDNA de oocitos de Xenopus laevis y los partidores #1 y #2
(ver lista de partidores en Materiales y Métodos) disefiados a partir de la
secuencia del gen humano y de Drosophila que ya habian sido
publicados. La amplificacién se realizd de acuerdo a las condiciones que
se indican en Materiales y Métodos usando una temperatura de 52° en la
etapa de hibridacion entre los bar’tidores y el DNA.

En la Figura 4 se muestra el fragmento amplificado a partir del DNA de
Xenopus Iaévis y de Drosophila, qrue se us6é como control positivo en la
reaccion de ampllf cacién, digerido con varias enZImas de restriccion. De
las dlgestlones reahzadas se puede concluir que los fragmentos
ampln‘" icados de ambas especies son dlferentes ya que sélo el DNA de
Xenopus Iaews es cortado con Hinfl y con Pstl ambos fragmentos son
dlgendos pero en lugares diferentes. '

Para corroborar la identidad del fragmento amplificado, éste se subclond
en el DNA del fago M13 como se describe en Materiales y Métodos y se

? \ : -




Figura 4 : Analisis en gel de Nusieve agarosa de los fragmentos del
gen de la subunidad B de Xenopus laevis y Drosophila melanogaster
amplificados por PCR.

Los fragmentos amplificados por PCR fueron digeridos con distintas enzimas
de restriccion y luego sometidos a electroforesis en un gel de Nusieve agarosa
al 3% de acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos. En los carriles 1
al 6 se muestra el fragmento amplificado del DNA de Droséphila y en los
carriles 8 al 13 el fragmento amplificado del DNA de Xenopus laevis. En los
carriles 1 y 8 se presenta el fragmento sin digerir, en los 2 y 9 los DNA
digeridos con EcoRI, en los 3 y 10 los digeridos con BamHI, en los 4y 11 los
digeridos con Hinfl, en los 5 y 12 los digeridos con Pstl y en los 6 y 13 los
digeridos con Hindlll. En el carril 7 se colocé un DNA estandar de los tamarios
indicados en el costado de la figura.




secuencié. La secuencia obtenida correspondia a un trozo del gen de la
subunidad B por lo que el fragmento se marcd por “‘random priming” y se

utilizd como sonda para el andlisis 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 Métodos
usando para cada placa 50 pl de una dilucion de 1/10.000 de la genoteca.
El lavado final de los filtros se realizé a 65° en solucion SSC 2 x .

Como resultado de este andlisis 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 solucién obténida al incubar cada bocado de agar en 1 ml de medio
SM. De las seis sefiales analizacias s6lo un'a fue negativa y de los cinco
clones restantes se pudo sacar bocados conteniendo una sola placa de
lisis, los cuales fueron sometidos a un analisis terciario.

Enla Flgura 5A y 5B se muestra la autoradlografla del filtro primario y su
filtro repllca obtenldos del andlisis primario y secundario respectivamente
de la placa de la cual se aisl6 el fago cuyo inserto fue secuenciado y que
contenia el gen de la subunidad B de Xenopus laevis. En el caso de esta
placa sélo se obtuvo una senal posmva en el andlisis secundario, lo cual
se debid probablemente a que habia un menor niimero de fagos positivos
en el bocado sacado del anahsns pnmarlo En las demas placas del
analisis secundano se obtuvo entre tres y doce sefiales posmvas

El anahsns terc:larlo se realizd de la misma forma que el analisis
secundarlo pero Ia dllucmn de los fagos usada fue de 1/ 5.000. En este

i
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Figura § : Andlisis de la genoteca de cDNA de oocitos de Xenopus
laevis.

El analisis de la genoteca se realizé como se indica en Materiales y Métodos
usando como sonda el fragmento de 380 pb amplificado por PCR. En A se
muestra la autorradiografia obtenida del analisis primario y en B se muestra la
del analisis secundario. La autorradiografia de la derecha corresponde al filtro
primario y la de la izquierda al filtro réplica.
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caso la intensidad de las sefiales obtenidas fue mucho mayor y cada
placa de lisis correspondi6 a una sefial en la placa autorradiografica, lo
cual nos indicé que los fagos recombinantes aislados se encontraban
puros.

A.3.- Purificacién y analisis del DNA de los fagos recombinantes
aislados.

Los fagos aislados de la genoteca fueron amplificados y su DNA
purificado de acuerdo al método del CTAB (Del Sal y cols.,1989).
Posteriormente el DNA de los fagos fue digerido con EcoRl y sometido a
electroforesis en gel de agarosa. En |a Figura 6 se muestra una fotografia
del gel obtenido, en la cual se pueden observar los insertos liberados al
digerir con EcoRI cada DNA. Como puede apreciarse, todos los fagos
analizados bresentaron insertos de distinto tamario, presentando el fago
del clon 3 el inserto de menor tamario ( 560 pb) y el fago del clon 4 el
inserio de mayor tamario (alrededor de 900 pb.).

ElI DNA que contenia el inserto de mayor tamario (correspondiente al clon
4) fue digerido en mucho mayor cantidad y el fragmento liberado fue
purificado por membrana de DEAE.

A.4.- Secuenciacién del frag}mento de DNA del fago recombinante
aislado.

El fragmento de 900 pb que contenia el fago Agt10 aislado de Ia
genoteca, se subcloné en el vector M13 previamente digerido con EcoRl y
desfosforilado, y con este DNA se transformaron bacterias JM-105. Se
obtuvo gran cantidad de placas transformantes blancas de las cuales se
tomaron seis y se purificé el DNA de hebra simple de los fagos M13.
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Figura 6 : Andlisis en gel de agarosa del DNA de los fagos aislados
de la genoteca y digeridos con EcoRI.

Los DNA de los fagos Agt10 aislados de la genoteca fueron digeridos con
EcoRl y luego sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1% como se
indica en Materiales y Métodos. En el carril 1 se muestra el DNA del clon 15, en
el carril 2 el del clon 11, en el carril 3 el del clon 4 y en el carril 4 el del clon 3.
En el carril 5 se colocé como estandar el DNA del fago A cortado con Hindlil.
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Se secuencié el DNA de las seis muestras, usando el partidor universal
de M13. En dos de los DNA secuenciados el fragmento estaba en la
orientacion correcta y en cuatro éste estaba en la orientacion 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 3 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
nucledtidos de region 5’ no codificante, por 196 de regién 3’ no codificante
y por una regién codificante de 648 nucleétidos, Io que da origen a una
proteina de 215 aminoacidos con un peso molecular tedrico de
24.960.

En la Figura 8 se muestra el estudio comparativo realizado entre la
secuencia aminoacidica de la subunidad B de Xenopus laevis y |a de otras
especies. Al ébmparar todas estas secuencias, podemos observar que el
grado de conservacion entre las distintas especies es extraordinario. Las
secuencias de ratén y humano son idénticas y con X. laevis tienen sélo
una diferencia en el penditimo aminoacido. La secuencia de Drosophila
presenta 26 diferencias de las cuales 9 son conservativas, lo que da una
similitud de un 88%.

La extraordinaria conseniécién evolutiva de este gen es sorprendente, ya
que en Saccharomyces cereviseae se ha visto que no es indispensable
para la viabilidad de la célula y tampoco presenta similitud con otros
genes conocidos.
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gttataagaatcgtaaaaaaaaaaa

Figura 7 : Secuencia nucleotidica y aminoacidica del gen de la subunidad

B de la CK2 de Xenopus laevis.

Los nucledtidos subrayados corresponden a las regiones utilizadas para
disefiar los partidores que se utilizaron para la amplificacion por PCR del
fragmento del gen que se utilizé6 como sonda.
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Comparaciéon de las secuencias aminoacidicas de Ias

subunidades 3 de la CK2 de diversas especies.
Los asteriscos indican los aminoacidos que son iguales en todas las especies.

3
H 3 -




77

B.- Expresion y purificacion de la subunidad B

B.1.-Subclonamiento del gen de la subunidad B en el vector de
expresion pGEX-2T

El plasmido pGEX-2T fue elegido como vector de expresion, ya que
permite la obtencién de proteinas que se sintetizan fusionadas a la
glutation-S-transferasa, lo cual facilita posteriormente muchisimo su
purificacion a través de cromatografia por glutatién agarosa. Ademas, la
glutation-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 s6lo un par de aminoacidos adicionales en su
extremo amino terminal. Para poder expresar el gen de la subunidad B
como proteina de fusién de la glutation transferasa, es necesario
introducir en el vector sélo la region codificante y en el marco de lectura
apropiado. Para ello fue necesario adicionar dos sitios EcoRIl en los
extremos del gen (uno antes del ATG iniciador y otro después del codén
de término), lo cual se llevé a cabo por amplificacion por PCR usando los
partidores #3 y #4. El fragmento sintetizado fue digerido, purificado y
subclonado en el vector pGEX-2T de acuerdo a como se detalla en
Materiales y Métodos.

Debidg a que el fragmento presenta el mismo sitio de restriccién en
ambos extremos, éste puede introducirse en el vector en dos
orienta;ciones diferentes. Para determinar cual era la posicion del gen de
la subunidad B en el vector pGEX-2T, se realizaron digestiones dobles
con las enzimés de restriccién BamH! y Pstl que permiten discriminar
entre las dos orientaciones posibles. Si la orientacién es la correcta (es
decir si el ATG del gen quedo a contlnuacmn de la glutation transferasa)
se deben obtener 3 fragmentos con los sngwentes tamarios : uno de
230 pb, otro de 1380 pb y otro de 4000pb, en cambio si la orientacidn es
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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 orientacién correcta ya que
presentan el fragmento de 230 pb, cambio los DNA del carril 1 y 2
contienen el inserto en la orientacién inversa ya que presentan el
fragmento de 450 pb. El plasmido del carril 3 no contenia inserto.

De acuerdo al pldsmido construido, la subunidad B recombinante
presentara seis aminoacidos adicionales en su extremo aminoterminal
despues que la proteina de fusién haya sido digerida con trombina, los
cualesson GSPGYQ.

B.2.- Expresién de la proteina de fusién glutation-S-transferasa
subunidad p

Para expresar la proteina de fusion, el plasmido recombinante se introdujo
en bacterias BL-21(DE3) y las bacterias transformantes fueron crecidas y
luego, la expresion de la proteina de fusion fue inducida con IPTG, de
acuerdo a como se describe en Materiales y Métodos. En la Figura 10 se
muestra un gel de poliacrilamida en el que se analizaron los extractos de
bacterias inducidas. En el carril 1 se puede apreciar la aparicién de una
proteina de 26.000 que corresponde a la glutation-S-transferasa
expresada a partir del vector pGEX-2T. En el carril 4 se observa la
expresion de una proteina de 52.000, que corresponde al tamario de la
proteina de fusién esperada entre la glutatién-S-transferasa y la
subunidad B y enlos carriles 2 y 3 se puede ver que cuando se expresa el
vector con el gen de la subunidad B insertado en el sentido inverso, se
obtiene sélo la glutatién—S—traﬁsferasa debido a la presencia de codones
de término en el fragmento de DNA insertado al revés.
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Figura 9 : Determinacién de la orientacién del gen de la subunidad B
en el vector pGEX-2T por analisis en gel de agarosa del DNA digerido
con BamHI y Pstil.

Los DNA de los plasmidos recombinantes obtenidos fueron purificados y luego
digeridos con las enzimas de restriccién mencionadas y luego analizados en un
gel de agarosa al 1% de acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos. En
los carriles del 1 al 5 se colocaron los DNA digeridos y en el carril 6 se colocod
como estandar el plasmido PTZ18R digerido con Haelll.
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Figura 10 : Andlisis en gel de poliacrilamida de las proteinas expresadas
en Escherichia coli 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 ul de
cada extracto en un gel de poliacrilamida al 10%. El 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 B en la orientacién inversa y el carril 4, a
extracto de bacterias transformadas con el vector pGEX-2T/gen de la
subunidad f§ en la orientacién correcta. Las flechas indican la migracién de la
glutation-S-transferasa (26 KDa) y de la proteina de fusién glutation-S-
transferasa-subunidad § de la CK2 (52 KDa).
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Con el objeto de determinar cual era el tiempo 6ptimo de induccién de la
proteina de fusion en las bacterias, se hizo un experimento en que se
estudié la cinética de expresion 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 distintos tiempos. Al
analizar el gel se puede ver que después de 1 hora de induccién, hay
bastante proteina de fusion sintetizada, sin embargo, a las 2 horas la
cantidad de proteina aumenta y permanece constante después de 3 y 4
horas. Debido a que no es conveniente inducir la proteina por tiempos
muy largos, ya que se favorece la formacion de cuerpos de inclusién y la
mayor parte de la proteina se obtiene en forma insoluble, se usé un
tiempo de induccion de 2 horas.

B.3.- Purificacién de la proteina de fusién y digestion con trombina
La proteina de fusién fue purificada por cromatografia en glutation
agarosa siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos y
posteriormente fue tratada con trombina para obtener a la subunidad B
libre de la glutation-S-transferasa. En la Figura 12 se muestra un gel de
poliacrilamida en el cual se analizan estas proteinas. En el carril 2 se
muestra el ext;’acto total de las bacterias inducidas con IPTG, en el carril 3
la proteina de fusién purificada por glutatién agarosa y en el carril 4 la
proteina de fusién purificada y tratada con trombina. Puede observarse
que en una sola etapa de purificacion se obtiene la proteina de fusion de
52.006 practicamente homogénea, y al digerir ésta con trombina se
obtiene una sola banda de alrededor de 26.000. Esta banda de proteina
corresponde a la mezcla de la glutation-S-transferasa y de la subunidad B,
ya que ambas proteinas presentan un peso molgculér muy éimilar.

»”
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Figura 11 : Cinética de induccién de la proteina de fusién glutation
transferasa-subunidad § en Escherichia coli.

Bacterias BL-21(DE3) transformadas con el vector pGEX-2T/gen de la
subunidad B fueron crecidas y luego inducidas con IPTG por distintos tiempos.
Posteriormente se analizaron 20 pi 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 corresponden a los extractos inducidos por 1, 2, 3 y 4 horas
respectivamente.
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Figura 12 : Andlisis en gel de poliacrilamida de la proteina de fusion
glutationtransferasa-subunidad B expresada en E. coli y purificada por
glutation agarosa y de la subunidad B obtenida de la proteina de fusidn
digerida con trombina.

Bacterias BL-21(DE3) transformadas con el vector PGEX-2T/gen de la
subunidad B se crecieron y luego se indujeron con IPTG por 2 horas. Las
bacterias obtenidas fueron centrifugadas y luego sonicadas de acuerdo a
Métodos. El extracto bacteriano sonicado fue luego centrifugado y sometido a
cromatografia por glutation agarosa. En el carril 1y 2 se muestran los extractos
de bacterias transformadas con el vector pGEX-2T sin inserto y con el gen de
la subunidad B respectivamente, los cuales fueron inducidos con IPTG. En el
carril 3 se muestra la proteina de fusién purificada por cromatografia en
glutation agarosa y en el carril 4 Ia proteina de fusion purificada y luego tratada
con trombina.
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Para remover la glutatién-S-fransferasa de la subunidad B, se
recromatografié la proteina de fusién digerida y dializada, por glutatién
agarosa. La proteina no retenida por la columna constituye la subunidad B
y la proteina retenida la glutatién transferasa. Con el fin de determinar si
la glutatién transferasa habia sido removida completamente, ésta se eluy6
de la columna y cuantificd. Se encontré que la cantidad de proteina eluida
y retenida eran iguales, por lo que se concluyé que Ia separacién habia
sido completa.

B.4.- Microsecuenciacién de la subunidad B

Se microsecuencié el extremo aminoterminal de la subunidad B
recombinante digerida con trombina y recromatografiada por glutation
agarosa. La secuencia obtenida fue la siguiente: G S P G Y Q M...
Desgraciadamente, s6lo se obtuvo Ia secuencia de la metionina inicial de
la subunidad B ya que los seis primeros residuos corresponden a los
aminoacidos adicionales del extremo amino. Sin embargo ésto permitid
comprobar que la proteina se comenz6 a sintetizar correctamente y que la
digestion con trombina también ocurrié en el lugar esperado.

C.- Estudio funcional de la subunidad  recombinante

C.1.- Activacion de la subunidad o por la subunidad B

Para estudiar Ia funcionalidad de Ia subunidad B, se determind su efecto
sobre la actividad catalitica de la subunidad «. Para ello se incubaron
cantidades equimolares de ambas subun_idades y luego se midio Ia
actividad enzimatica como se describi6 en Materiales y Métodos.

Enla Tabla 1 se fnuestran los resultados obtenidos, en Ia cual podemos
observar que la subunidad B ‘es capaz de activar ala subunidad o en
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TABLA 1: Efecto de la subunidad B recombinante y de la proteina
de fusién glutation transferasa/subunidad B sobre la
actividad de la subunidad o .

moles de **Pincorporados/min.] estimulacién
p

subunidad o 4,3 1,0
subunidad a + glutation transferasa 4,9 1,1
subunidad a + proteina de fusién 15,8 3,7
subunidad o + subunidad B 19,9 4,6
subunidad B 0,0 0,0

Se incubaron cantidades equimolares de cada proteina y luego se determiné la
actividad enzimatica usando caseina como sustrato como se indica en
Materiales y Métodos. La actividad obtenida en cada caso se dividi6 por el
valor de la actividad que presentd la subunidad o monomérica y se expreso
como grado de estimulacién producida. La subunidad o utilizada es también
recombinante, expresada en bacterias a partir del vector PT7-7 y luego
purificada.
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alrededor de 5 veces y que la proteina de fusién también lo hace, aunque
en menor grado. Como control también se estudié a la glutatién-S-
transferasa y se vio que no tenia ninglin efecto sobre la actividad de |a
subunidad «. Estos resultados nos indican que la subunidad B expresada
en bacterias es funcional y que puede interaccionar con la subunidad o, y
activarla, aiin encontrandose fusionada a la glutation-S-transferasa.

Con el objeto de determinar la relacién estequiométrica que se requiere
enire ambas subunidades para obtener la maxima estimulacion, se realizé
un estudio midiendo la actividad de la subunidad o a distintas
concentraciones de subunidad B. En la Figura 13 se muestra la curva de
activacion obtenida. En ella puede observarse que la estimulacion
maxima se obtiene cuando se alcanza una esteqwometrla entre ambas
subunidades de aproximadamente 1. Ello significa que a medlda que se
va agregando B a la subunidad o, éstas se van asociando y se va
estimulando su actividad hasta que se llega a cantidades equimolares en
que toda la subunidad o se encuentra asociada a B. Si se sigue
aumentando la cantidad de B por sobre la de o, ya no se observa un
incremento de la actividad, ya que o se hace limitante y el exceso de B
permanece libre y por lo tanto no produce ninguln efecto.

C.2.- Autofosforilacion de las subunidades o, Yy B y efecto de polilisina
y heparina.

Para estudiar Ia autofosfonlacmn de las subunidades o y B, éstas se
incubaron con ['y 32P] ATP de acuerdo a las condiciones que se describen
en Materiales y Métodos. En la Figura 14 se muestra la autorradiografia
del gel en que se analizaron las proteinas fosforiladas. En primer lugar
puede observarse que la autofosforilacién de la subunidad o monomérica
es bajlsgma, pero cuando ésta se incuba junto con la subunidad Byse
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Figura 13 : Curva de estimulacién de Ia actividad de la subunidad ¢ por
cantidades crecientes de la subunidad B recombinante.

Para estudiar la activacién de la subunidad o se usaron 20 pmoles de
subunidad o y cantidades crecientes de subunidad B. La actividad enzimatica
se midié usando caseina como sustrato y se incub6 por 10 minutos a 30° de
acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos.
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Figura 14 : Autofosforilacién de las subunidades o y B y efecto de
heparina y polilisina en su fosforilacién.

La reaccién de autofosforilacién se realizé incubando las proteinas con v*2P]
ATP de acuerdo a las condiciones descritas en Materiales y Métodos.
Posteriormente, las proteinas fosforiladas se analizaron en un gel de
poliacrilamida al 10 % y luego el gel sometido a autorradiografia. En el carril 1
s€ muestra la autofosforilacion de la subunidad o monomeérica, en el carril 2 Ia
autofosforilacién de la subunidad o incubada en presencia de heparina y en el
carril 3 la autofosforilacién de Ia subunidad g incubada en presencia de
polilisina. En el carril 4 se muestra la autofosforilacién de las subunidades ¢ yB
cuando se incuban juntas y en el carril 5 y 6 se muestra el efecto de heparina y
polilisina respectivamente en Ia autofosforilacion de ambas subunidades.
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reconstituye la holoenzima, Ia autofosforilacion de ésta se ve muy
aumentada. Como se observa en el carril 4, la subunidad B es fosforilada
muy eficientemente por la subunidad a, lo gque concuerda con Io
observado por otros autores.

Al estudiar el efecto de heparina sobre la autofosforilacion de estas
subunidades se vio que la fosforilacion de o se inhibe, pero la de B
practicamente no se ve afectada. Polilisina por el contrario, no afecta la
autofosforilacién de la subunidad o monomeérica pero si estimula su
fosforilacién cuando se encuentra asociada a la subunidad B. La
autofosforilacion de B en cambio no se vio afectada por polilisina
(comparar los carriles 4 y 6).

D.- Estudio de mutantes de la subunidad B

Con el objeto de estudiar la relacién entre estructura y funcién de Ia
subunldad B se procedié a mutar diferentes resnduos de esta proteina y
luego se anallzaron las propiedades de las proteinas mutantes obtenidas.
A contlnuacmn se detallan las mutaciones introducidas en la subunidad B
yla funcién que esta region podrla tener dentro de Ia proteina.

B 8**— G : Las serinas 2 y3 se mutaron a glicina, ya que se postula que
estos residuos serian los autofosforilados por la subunidad a.

B D*,E”,D® — A : Los aspérticos 26 y 28 y el glutamico 27 se mutaron a
alanina, con el propésito de estudiar si estos tres residuos de carga
negatlva son importantes en la activacion de la subunidad o 0 en la
interaccion con ella.

g D*® E6°y E®'—> A : El aspartico 59 y los glutamlcos 60 y 61 se mutaron a
alanlna ya que estos residuos se encuentran en una region altamente
acidica de la proteina y se quiere estudiar que efecto tiene esta regién en
la proteina. i
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B D¥,E¥,.D®,E®® y E®' 5 A : Los glutamicos 57,60 y 61 y los asparticos 55
y 59 se mutaron a alanina para estudiar también la funcion de la region
acidica en la proteina.

BP® S A:La prolina 58 se mutd a alanina para estudiar si este residuo
que se encuentra en la region hiperacidica de |a proteina tiene algun
efecto importante en la funcionalidad.

B P®Y : La prolina 58 se muté a tirosina para estudiar si la introduccion
de este residuo dentro de la region hiperacidica afecta de alguna manera
las propiedades funcionalesde esta region de la subunidad B, ya que se
ha visto que la CK2 presenta una muy alta afinidad por péptidos de &cido
aspartico o glutdmico que presentan tirosinas intercaladas.

B CPM 5 A : Las cisteinas 137 y 140 se mutaron a alanina para
estudiar si estos residuos estan cumpliendo una funcién estructural
importante, ya que se ha visto que existen 4 cisteinas en la subunidad B
(C'®,C™.C™ y ¢ que se encuentran muy favorablemente ubicadas
como para constituir un dedo de unién a metales.

B H'1%2.185 _y A - | a5 histidinas 1 51,152 'y 153 se mutaron a alanina para
estudiar su posible funcion en Ia proteina.

B A'"*215: Se delecionaron 37 aminoacidos del extremo carboxilo terminal
de la proteina con el objeto de estudiar si esta region es necesaria para la
interaccion y estimlillacién de la gubunidad o.

B 8* - G : La serina 209 que se ha visto que es fosforilada por la cdc2
quinasa, se muté a glicina para estudiar su posible efecto sobre [a
activacion de la subunidad o,

En la Figl\xra"’is se muestra un resumen de las mutantes sintetizadas en
que se sefala la mutacion y la localizacién aproximada de cada una de

ellas dentro de Ia proteina.

i
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Figura 15 : Esquema de las diferentes mutaciones introducidas en el gen
de la subunidad B de la CK2.

Las distintas proteinas mutantes de Ia subunidad B 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 por sobre éstos, son los que han sido reemplazados en las

proteinas mutantes,
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D.1.- Sintesis y expresi6n de las subunidades 8 mutantes

Todas las mutaciones fueron introducidas en la subunidad B por
amplificacién por PCR de acuerdo a como se describe en Materiales y
Métodos. Los genes mutados se subclonaron en el vector PGEX-2T vy
luego las proteinas mutantes obtenidas se purificaron de la misma forma
que la descrita para la subunidad B silvestre. El rendimiento de las
diferentes subunidades B mutantes fue sin embargo bastante variable,
obteniéndose con algunas de ellas una cantidad de proteina mayor que
con la subunidad B silvestre y con otras una cantidad menor. En la
Tabla 2, se muestran los rendimientos aproximados obtenidos para cada
subunidad B sintetizada.

Debido a que durante Ia amplificacion por PCR se pueden introducir
mutaciones no deseadas, cada gen amplificado fue secuenciado en forma
completa para asi corroborar la mutacion introducida y verificar que en el
resto del gen no se hubiera producido ningun otro cambio.

En ninguna de las 10 mutantes sintetizadas se detectaron cambios de
bases fuera de las mutaciones introducidas en forma intencional.

D.2.- Estlmulaclon de la subunidad o por las distintas proteinas
mutantes de la subunidad B

En primer lugar, se estudio el efecto de las mutantes de Ia subunidad B
sobre su capamdad de activar a la subunidad o. Para ello se incubaron
cantidades equimolares de la subunidad o, con las distintas mutantes de Ia
subunidad B y se midi6 la actividad enzimatica utilizando caseina como
sustrato de acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos.

En Ia Flgura 1 6 s€ muestra un graﬁco de barras, en que se analiza la
estnmulacnon de la subunidad B s:lvestre y de las distintas mutantes con
respectq a la actividad de la supunldad o. monomérica. En primer
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TABLA2: Rendimiento de la subunidad B silvestre y de Ias
diferentes subunidades B mutantes.

subunidad B silvestre 0,5 + 0,09 mg/ It
subunidad g P%® — A 0,5 + 0,05 mg/ It
subunidad g P*® 5 Y 0,4 + 0,06 mg/ It
subunidad p D E® E°' _, A 0,3 + 0,05 mg/ It
subunidad B 8*° . G 0,3 + 0,07 mg/ It
subunidad p C¥"% _, A 0,1 + 0,05 mg/ It
subunidad p H""152153 _, a 1,0 + 0,25 mg/ It
subunidad g A'7%%15 2,5+ 0,50 mg/ It

La subunidad B silvestre y todas las demas mutantes, fueron expresadas
en E. coli como proteina de fusion de la glutation transferasa a partir del
vector pGEX-2T de acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos.
Luego la proteina de fusién soluble fue purificada por cromatografia en
glutation agarosa y digerida con trombina. Finalmente las distintas
subunidades B fueron recromatografiadas por glutation agarosa para
remover la glutation transferasa. Los valores indicados en |a tabla,
corresponden al promedio del rendimiento obtenido en 3 o 4
preparaciones de un litro de medio de cultivo.
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estimulacion (veces)

Figura 16 : Estimulacién de Ia subunidad o por la subunidad B silvestre y
diferentes proteinas mutantes de la subunidad B.

Se incubaron 2 pmoles de la subunidad o con 2 pmoles de cada proteina
mutante de la subunidad By se determiné la actividad enzimatica como se
indica en Materiales y Métodos. La actividad obtenida con cada mutante se
dividié por la actividad de Ia subunidad o« monomérica y el resultado se expreso
como en las veces que se estimulé Ia actividad de esta quinasa. Se realizaron
2 a 3 preparaciones para cada proteina mutante de Ia subunidad B, a las
cuales se les determind en duplicado por lo menos 2 veces su efecto sobre la
actividad de q.

1=amonomérica; 2=a+Bsilvestre; 3=0+BD E*E A, 4=0+pP% A :

5=a+pD*ESDEIES_,A. 6=a+BS?*G; 7=a+BS¥*,G; 8=a+BP*Y:

9=0£+[3H151'152'153 —)A; 10=(1+BD26E27D%8' SA . 11'=(1+BC137'140 A . 1r=0t+ﬁ A179-215.
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lugar vemos que Ia subunidad B silvestre estimula Ia actividad de Ia
subunidad o en 4,6 veces, lo que corresponde al rango de estimulacion
observado por otros autores (Bodenbach y cols.,1994) y a Io presentado
en la Tabla 1.

Al comparar la activacion producida por las diferentes proteinas mutantes
con la de la subunidad B silvestre, podemos ver que existen dos mutantes
que producen una estimulacién mucho mayor .

La mutante que produce la mayor estimulacion es la BD¥E®E® A que
aumenta la actividad de ¢ en 8 veces, lo que concuerda plenamente con
los resultados obtenidos por el grupo de Issinger (Boldyreff y cols., 1992).
En esta mutante se han sustituido 3 residuos de la region hiperacidica por
alanina, lo que hace disminuir considerablemente la densidad de cargas
negativas en esa region. El hecho que esta mutante presente este efecto
hiperactivador, ha hecho que se postule a la regién acidica de Ia
subunidad B como atenuadora de la actividad. Sin embargo, resulta
contradictorio que la mutante BD®ESD%EOEs! _, A, en que se han
cambiado 5 residuos &cidos de I region hiperacidica (el aspartico 55 y el
glutdmico 57 aéiemés de los otros 3 que se cambiaron en la mutante
anteriorf estimule sélo 5 veces la actividad de o. Este hecho podria
deberse a que el cambio simultaneo de 5 residuos Acidos sea muy
drastico y se produzca una alteracién en la conformacion de la subunidad
B.

Extraordinariamente interesantes resultaron las mutantes P s A y pp%®
— Y. En estas dos mutantes se cambio la prolina 58, que se encuentra en
el centro de Ia region hiperacidica de la subunidad B, por alanina y por
tirosina respectivamente.

El cambio a alanina, se realizs con el objeto de estudiar s Ig prolina era
importante en\el efecto atenuador de Ia actividad que presentaba estq
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region, ya que se ha visto que muchas proteinas sustrato de la CK2 tienen
ubicadas prolinas hacia el extremo amino terminal del sitio de fosforilacion
(Carroll y cols., 1988 y Meggio y cols., 1994).

El cambio de prolina a tirosina, se hizo con la intencién de estudiar que
efecto tenia la introduccion de una tirosina en la regién hiperacidica de Ia
proteina, ya que en resultados anteriores obtenidos en nuestro laboratorio
se habia visto que la CK2 presentaba una afinidad muy aita por
copolimeros de glutdmico vy tirosina (Téllez y cols., 1990).

Como se observa en la Figura 16, la mutante BP*® - A resultd ser
hiperestimuladora (estimulé la actividad de o en 6,2 veces), lo cual indica
que la prolina 58 juega un papel importante en el efecto atenuador de la
actividad que presenta la regién acidica de la subunidad B.

La mutante BP*® — Y en cambio, present6 el efecto contrario a Ia mutante
anterior, ya que estimuld la actividad de o. €n un grado menor que la
subunidad B silvestre (en sélo 2,8 veces) lo cual estaria de acuerdo con
nuestra hipotesis de que la tirosina haria aumentar la afinidad de Ia
subunidad o por esta region hiperacidica.

Las mutantes B S*°* > G y g S _, G presentaron una estimulacion
semejante a la subunidad B silvestre de 4,4y 4,2 veces respectivamente,
lo que indicaria que por lo menos bajo las condiciones estudiadas, el sitio
de autofosforilacion de B no afecta la actividad de la enzima.

Con la mutante BC™"™ _, A en cambio, se obtuvieron variaciones
bastante grandes entre las distintas determinaciones realizadas. Con
algunas preparaciones, se obtuvo estimulaciones semejantes a Ia
obtenida con:Ia subunidad B silvestre y con otras, practicamente no se vio
estimulacion, Este hecho puede haberse debido @ una inactivacion de la
proteina mutante. También pudo observarse a |o largo de todas las
preparaciones, que la cantidad de proteina }nutante obtenida en forma




soluble, era mucho menor que el de la otras proteinas mutantes (Tabla 2).
Por lo tanto, es probable que la sustitucion de las cisteinas 137 y 140 por
alanina haya producido un cambio estructural importante en la proteina,
que la hayan hecho menos soluble Yy menos estable que la proteina
silvestre.

Las mutantes BH™"'92158_, A y gD#E212 _, A estimularon a la subunidad
o €N un grado un poco menor que la subunidad B3, en cambio la mutante
delecionada BA'™?' no fue capaz de estimular a la subunidad o cuando
se usd en cantidades equimolares al igual que las demas mutantes. Sin
embargo, como se muestira en |a Figura 17, cuando se usaron razones
molares de BA'?'® /o muchisimo mas altas, se logré obtener una
estimulacién de 2,7 veces con una razoén molar de B 50 veces mayor.
Estos resultados indican que el extremo carboxilo terminal de Ia
subunidad B es importante en la interaccion con la subunidad o, ya que Ia
proteina fruncada presenta una afinidad por la subunidad o muchisimo
menor que la proteina silvestre.

D.3.- Estudio comparativo de Ila estimulacién de la subunidad o
silvestre y de la subunidad oK'>™ —E por diferentes proteinas
mutantes de la subunidad § °

La mutante o K7 — E es una mutante de la subunidad o en la que se
han cambiado las lisinas 75 y 76 por acido glutamico. Estas dos lisinas se
encuentran ubicadas en Ia regién rica en aminoacidos basicos que posee
esta proteina(KPVKKKKY KR El K ), la cual se ha demostrado que
es respfonsable de la interaccion con heparina (batica y cols., 1994).
Conel b}opésito dé estudiar si las proteinas mutantes de la subunidad
B pré:sentan alguna diferepcia en el grado de estimulacién de ests
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Figura 17 : Curva de estimulacion de la actividad de Ia subunidad « por la
subunidad BA17*2'6

Para estudiar la activacién de la subunidad o por la subunidad BA'*?" ge
usaron 2 pmoles de la subunidad o y entre 10 y 100 pmoles de
subunidad BA™#®, La actividad enzimatica se midi6 usando caseina y [ y %P

ATP] como sustratos y se incubd por 10 min. a 30° de acuerdo a como se
indica en Materiales y Métodos.
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subunidad o K™™ E, se hizo un estudio comparativo midiendo |a
actividad de las holoenzimas reconstituidas con ambas subunidades o,
En la Figura 18 se muestran los resultados obtenidos de este
experimento, los cuales se expresan como estimulacion relativa de Ias
distintas subunidades B con respecto a la actividad de |a subunidad o
monomeérica correspondiente.

En primer lugar podemos observar que la subunidad B silvestre estimula a
ambas subunidades o, en un grado similar, lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Gatica y cols. (1994). Igual comportamiento
presentaron las mutantes gH®"1521%3_, 5 g 137140_, o y BPZELY,

Las mutantes hiperactivadoras BD®E®ES'_,a y BP®*—A en cambio,
produjeron una estimulacion sobre la subunidad oK™ _sg aln mayor
que sobre [a subunidad « silvestre,

Estos resultados apoyarian la idea de que Ia region rica en lisinas de Ia
subunidad o pudiera tener algin grado de interaccién con Ia region
hiperacidica de la subunidad B, que como se vio anteriomente, tiene una
accion atenuadora de la actividad de la holoenzima, ya que al cambiar
dos residuos de carga positiva por dos de carga negativa en esa region,
Se produce un efecto estimulador de la actividad atin mayor.

D.4.- Est[ldio de la autofosforilacién de Ia subunidad « y de las
subunidades § mutantes

Para estudiar la éutofosforilacién de estas proteinas, se incubaron
cantidades estequiométricas de Ia subunidad o y de las subunidades B
mutantes en presencia de [y **P] ATP de acuerdo a como se indica en
Materiales y Métodos. Para comparar el grado de autofosforilacién entre
las distintas _Mmutantes, se cuantificé Ia radiactividad incorporada en cada
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Figura 18 : Comparacién de Ia estimulacion de la subunidad « silvestre y
de la mutante o K™ — E por diversas proteinas mutantes de la
subunidad B

Se incubaron 2 pmoles de la subunidad « silvestre o o, K™ —E con 2 pmoles de
cada proteina mutante de la subunidad B ¥ se determin6 la actividad enzimatica como
se indica en Materiales y Métodos, usando caseina y [yazP] ATP como sustratos. La
actividad obtenida con las distintas holoenzimas se dividié por la actividad de la
subunidad o« monomérica correspondiente y los resultados fueron expresados como
las veces en que se estimuld, la actividad de esta quinasa. La_actividad de Ia
subunidad o silvestre fue de 5,2 pmoles/min. y la de la mutante aﬁKsz76—>E de 3,9
pmoles/min. : _ .

1= monomérica; 2 = a+Bsilvestre; 3 = aHBD¥ECEYSA; 4= PP A;

5 = atfPT5Y; 0 6 = grbBHMRIB A 7 a+BC A Las bamas negras
corresponden a la subunidad a. silvestre y las barras grises a la mutante o K™K™-E.
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subunidad y los resultados obtenidos se muestran en Ia Figura 19. En
primer lugar podemos observar que todas las proteinas mutantes de Ia
subunidad B son autofosforiladas, con Ia excepcion de la mutante
pS%2 —G, en que se mutaron las serinas 2 y 3 a glicina, lo que nos
confirma que estas serinas constituyen el Unico sitio de autofosforilacion
de la subunidad B.

Podemos apreciar también que la autofosforilacion de Ia subunidad o, que
€S muy baja cuando ésta se encuentra al estado de monémero, aumenta
varias veces cuando se incuba en presencia de las distintas subunidades
B mutantes. La dnica subunidad B que no produce un aumento de lg
autofosforilacion de o, es la mutante delecionada que (a las
concentraciones usadas) tampoco estimula |a actividad de ésta. Por o
tanto, para que se produzca un aumento en la autofosforilacion de o, es
necesario que la subunidad B interaccione con ella.

Es interesante observar que el grado de autofosforilacion que o presenta
cuando se lncuba con las distintas mutantes de Ia subunidad B es
proporcmnal a la estimulacién que ésta experimenta con cada una de
ellas. Vemos por ejemplo que las mutantes p D% E® £51 _,A y BP® oA,
que son las subunidades hiperestimuladoras, son las que mayor
autofosforilaciéon de Ia subunidad o producen, en cambio la mutante
delec;onada gue no produce nlnguna es’umulacron tampoco induce ningtin
aumento en la fosforilacién de ésta,

Cabe destacar tamblen el efecto producido por la mutante B S*° - G,
que a pesar de no sufrlr autofosfonlacmn es capaz de estimular la
autofosfonlacmn de o debldo a que si puede interactuar con ella.
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Figura 19 : Estudio de la autofosforilaciéon de las subunidades o« y 8
silvestre y B mutantes. ‘

Se incubé la subunidad o, monomerica tanto en ausencia como en presencia de las
proteinas silvestre y mutantes de Ia subunidad B con [y32P] ATP de acuerdo a como
se indica en Materiales y Métodos. Posteriormente las proteinas fosforiladas fueron
analizadas en un gel de poliacrilamida al 10% y sometidas a autorradiografia. La
radiactividad incorporada en cada proteina se cuantificd cortando Ia banda del gel
seco y contandola.

1=c monomérica; 2= a+BSA; 3=a+pS>°5G: 4= wHBAT VS, B < GO, A
6= atpDPEXE'5A; 7= aHBHR RN B kPR g o at+BPY;
10=a+Bsilvestre. Las barras negras indican la radiactividad incorporada en Ia
subunidad « y las barras grises la radiactividad incorporada en la subunidad B.
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D.5.- Estudio del efecto protector de las subunidades B silvestre y
mutantes sobre la inactivacién térmica de la subunidad o,

Se ha visto que la subunidad B ademas de activar a la subunidad o, la
protege de la inactivacion térmica. Por esta razén es que se estudio e
efecto protector de las distintas proteinas mutantes al incubarlas con la
subunidad o a 40 ° por distintos tiempos. En Ia Figura 20 se muestran los
resultados obtenidos de este experimento, los cuales se expresan como
porcentaje de la actividad remanente después de incubar los tiempos
indicados. Es necesario hacer notar, que el nivel de actividad medido a
tiempo 0 de incubacién se considerd 100 % para todas Ilas mutantes,
correspondiendo este 100 % a valores de actividad muy diferentes para
las distintas mutantes.

Al analizar los resultados obtenidos podemos ver que cuando se incuba Ia
subunidad o monomeérica a 40°, ésta se inactiva rapidamente quedando
aproximadamente un 10% de actividad remanente después de 15 minutos
de incubacién. Cuando se agrega ‘al medio de incubacion alguna de las
subunidades B mutantes, se ve que todas protegen a la subunidad o, de |a
inactivacion térmica (con excepcién de la mutante delecionada ), aunque
en distinto grado.

El efecto protector mas extraordinério, es el producido por las dos
mutantes hiperactivadoras ( § D®E®ES! _,p y BP® > A), va que no
sélo protegen de la inactivacién térmica a la subunidad o sino que la
activan, obteniéndose una actividad 20% mas alta después de 15 minutos
de incubacion a 40 °. Las mutantes BCPMO s A y g HISMmISE _ o

tienen también un efecto protector muy bueno, superior al producido pof la
subunidqd B silvestre, en cambio La mutante BP® Y tiene un efecto

protector muy pobre obteniéndose s6l0 un 30% de actividad remanente
después de 15 minutos de incubacion.
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Figura 20 : Efecto de la subunidad g silvestre y de las distintas proteinas
mutantes en la proteccién de la actividad de la subunidad « frente a la
inactivacion térmica.

Se incubaron 2 Pmoles de la subunidad a con cantidades equimolares de |a
subunidad B silvestre y de las distintas proteinas mutantes a 40° por los tiempos
sefialados en Ia figura. Posteriormente se determin6é la actividad enzimatica
remanente como se indica en Materiales y Métodos. E| valor colocado entre
paréntesis junto a cada mutante corresponde al 100% de la actividad.

— « monomérica (9,8pmolimin.), - o+ BA™*® (118 pmol/min.),

ut PP Ly (25, 7pmolimin), —  o+B silvestre (40,2 pmol/min.),
—  a+BH®"S 5 A (439 pmol/min. ) ,
—  a+BP*S5 A (57,2 pmol/min, ) — a+B D¥E®ES A (572 pmol/min.).
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Es importante destacar que en este Caso, al igual que en |a
autofosforilacién de o, el grado de proteccidn térmica ests directamente
relacionado con Ia capacidad activadora de |as mutantes.

D.6.- Estudio de Ia interaccién entre Ia subunidad o« y Ias
subunidades B mutantes por sedimentacién en gradientes de
sacarosa

Para determinar si las subunidades B mutantes eran capaces de
interactuar fisicamente con la subunidad o y formar la holoenzima
tetramérica, se incubaron ambas subunidades en cantidades equimolares
y luego se sometieron a sedimentacién en gradientes de sacarosa de
acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos. En |g Figura 21 se
muestran los resultados que se obtuvieron al graficar |g actividad
enzimética en funcién de numero de la fraccion colectada.

Podemos observar que todas las subunidades B mutantes son capaces de
interactuar con Ia subunidad o y formar la enzima tetraméric_a, ya que el
pico de actividad aparece en la fraccion 12 que corresponde al tamario
del tetramero. En concordancia con los demas resultados obtenidos,
Vemos que la mutante delecionada en Su extremo carboxilo terminal, no
€S Capaz de asociarse a la subunidad o, cuando se encuentra a una razén
molar o/ de 1:2. Sin embargo, cuando esta razén aumenta a 1:20 se
puede observar la i‘ormacién de la especie tetramérica. Es interesante
notar que en este :céso, el p'iéo qé actividad que se obtuvo fue mucho mas
ancho que en las demés mutantels, lo cual podria deberse a la presencia
de especies diméricas Y monomeéricas debido a la baja afinidad que
presenta esta proteina delecionada por la subunidad g,

Llama la atenpién también,’ ciue a pesar que se usaron iguales cantidades
de subynidad o en todos los tubos, los niveles de actividad observados
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Figura 21 : Analisis por ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa de la
interaccion entre la subunidad « y la subunidad g silvestre y las distintas
proteinas mutantes.
Se incubaron 20 pmoles de la subunidad a y cantidades equimolares de la subunidad
B silvestre y de las distintas proteinas mutantes (con la excepcion de la
mutante BA'"**" en que se usaron relaciones de a/f de 1:2 y de 1:20) por 10 horas a
4°C. Luego se aplicaron las muestras sobre tubos que contenian un gradiente entre
un 5y 20% de sacarosa y se sometieron a ultracentrifugacion de acuerdo a las
condiciones descritas en Materiales y Métodos. Se colectaron fracciones de 200 ul y
luego se les determiné la actividad enzimatica. Las flechas colocadas en la parte
superior de la figura corresponden a la posicion en que eluyen las proteinas estandar
utilizadas, las cuales fueron BSA (65 KDa), ovoalbumina (45 KDa) y citocromo C (12,5
KDa).

- o monomérica, - a+pA® (1:2), - a+pA"® (1:20),

- o+ PBP® 5 A - a+ B silvestre, - a+f H®E A

- a + BDPEPETSA, e ut PRy
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sean tan diferentes. Esta gran diferencia se debe probablemente a la
combinacion de dos efectos producidos por la subunidad (3, que son los
de proteger y estabilizar a la subunidad o y también el de estimular su
actividad. Vemos que en los dos casos en que la subunidad o se
encuentra como mondmero el nivel de actividad observado es alrededor

de un 10 % del nivel observado para las demas especies.

D.7.- Inhibicién por heparina de la subunidad o« monomérica y
reconstituida con diferentes proteinas mutantes de la subunidad B
En estudios realizados por Hu y Rubin se ha visto que la heparina, que es
un muy potente inhibidor de la CK2, interactla con una regién rica en
lisinas y argininas presente en la subunidad o (Hu y Rubin, 1990b).
Debido a que en la subunidad 8 existe una regién hiperacidica, que como
se demostré anteriormente, posee propiedades atenuadoras de la
actividad, existe la posibilidad de que esta zona pudiera estar
interactuando con la region rica en lisinas de la subunidad o responsable
de la interaccidn con heparina. Para analizar esta posibilidad, se realizo
un estudio de la inhibicion causada por concentraciones crecientes de
heparina sobre la subunidad o monomeérica y la holoenzima reconstituida
con las diversas proteinas  mutantes.

En la Figura 22 puede observarse, que tanto la subunidad o como la
holoenzima reconstituida con la subununidad B silvestre son inhibidas de
igual forma por heparina. Todas las demas mutantes, con la excepcion de
la mutante delecionada que a la conceniracién usada no es capaz de
reconstituir la holoenzirpa, presentan un comportamiento parecido
requiriendo concentraciones levemente méé altas para ser inhibidas por
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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Figura 22 : Inhibicién por heparina de la subunidad « monomérica y
reconstituida con la subunidad g silvestre y las diferentes mutantes.

Se determind la actividad enzimatica a distintas concentraciones de heparina de
acuerdo a las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Los valores de actividad
para las distintas mutantes fueron normalizados asignandosele 100% a la actividad
medida en ausencia de heparina. Como comparaciéon se analizé también la mutante o
K™*™_,E, la cual es resistente a la inhibicién causada por heparina.

— o monomérica (10,4 pmol/min.), — a+[pA

179-215

(11,1 pmol/min.) ,

—  a+psilvestre (42,3 pmol/min.), — a+p H""P A (38,9 pmol/min. ),

—  o+BD*EE®'> A (94,3 pmol/min. ),

— a+BP® 5 A (825pmolmin), — «K ™ 5 E (96 pmolimin,)
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Issinger (Boldyreff y cols. 1993), el cual observa diferencias entre la
inhibicion sufrida por la subunidad o. monomeérica y la holoenzima. Como
se aprecia en la Figura 22, la enzima que realmente muestra una alta
resistencia a la inhibicién por heparina, es la mutante de la subunidad o («
K™™ — E) en la 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.- Inhibiciéon por el copolimero glutamico-tirosina (4:1) de Ila
subunidad o monomérica y de la holoenzima reconstituida con
diversas proteinas mutantes de la subunidad

En estudios realizados anteriormente en nuestro laboratorio, se habia
visto que la CK2 podia ser inhibida en forma muy potente por copolimeros
de &cido glutamico y tirosina en proporcién 4:1 ( Téllez y col., 1990),
presentando este copolimero un Isp dos érdenes de magnitud menor que
el del homopolimero de &cido glutdmico o el del copolimerc de acido
glutamico y fenilalanina en proporcion 4:1. Posteriormente, al estudiar la
lnhlblcmn produc1da por estos polipéptidos sobre las subunidades
recomblnantes alsladas se vio que la subunidad o monomérica era
mucho menos sensible que la holoenzima frente a la inhibicidon causada
por el copolimero de acido glutémiéo y tirosina (Hinrichs y cols., 1993).
Por esta razon es que nos interesé estudiar el comportamiento de las
holoenzimas reconstituidas con las distintas subunidades B mutantes
frente a este inhi"bidor y comparario con el de la subunidad o. monomérica.
En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos expresados como

porcentaje de la actividad enzimética en funcion de la concentracién del
inhibidor poli glu-tyr (4:1).
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Figura 23 : Efecto del polimero poli glu-tyr en proporcién 4:1 sobre la
subunidad « monomérica y reconstituida con la subunidad g silvestre y
las diferentes proteinas mutantes. Se determin6é la actividad enzimatica a
distintas concentraciones de poli glu-tir de acuerdo a como se indica en Materiales y
Métodos. El valor que se indica entre paréntesis junto a cada mutante corresponde a
la actividad medida en ausencia del inhibidor al cual se le asigné el 100%.

179-215

— a (7,8 pmol/min.), — a+BA (8,5pmol/min.), — a+p P*®*-5A (52,4 pmol/min.),

— o + P silvestre (31,2 pmol/min.), — a+p H®""™5A (19,5 pmol/min.),

.,  — o+pDE¥E" A (80,5 pmol/min).
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En primer lugar puede observarse que la subunidad o. monomérica es la
enzima mas resistente frente a la inhibicion por poli glu-tyr, presentando
un Iso de alrededor de 60nM. Las holoenzimas reconstituidas con las
demas subunidades 8 en cambio, presentan una sensibilidad mucho
mayor frente al inhibidor, con valores de sy menores de 10 nM. EI
comportamiento intermedio que present6 la mutante delecionada BA'®?'S,
se debe probablemente a la baja proporcién de holoenzima presente
debido a la baja afinidad que presenta esta mutante por la subunidad o.
Por lo tanto, podemos concluir que con excepcién de la mutante
delecionada, todas las demas subunidades B producen un aumento de la
afinidad por poli glu-tir, haciendo disminuir el valor de su Isy a valores

iguales o incluso menor que el de la holoenzima silvestre.

D.9.- Resumen de las propiedades de las proteinas mutantes de las
subunidad p

Con el propésito de analizar en forma conjunta los resultados de cada una
de las proteinas mutantes, se elabor6 una tabla en la que se resume toda
la informacién obtenida, la que se muestra en la Tabla 3.

En primer lugar, se detallan los efectos que la “subunidad B silvestre
produjo sobre la subunidad o y luego se analizan las diferencias
observadas para cada una de las proteinas mutantes.

subunidad silvestre :

-se asocia a la subunidad o para formar la enzima tetramérica

-estimula la actividad de la subunidad o en 4,6 veces

-protege la actividad de la enzima frente a la inactivacién térmica,
obteniéndo un 70% de actividad remanente en lugar de un 17% después
de incubar la enzima por 10 minutos a 40°C
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-incrementa la autofosforilacién de la subunidad o en 12 veces y también
es autofosforilada muy fuertemente

-disminuye el Iso para el copolimero poli glu-tir (4:1) en alrededor de 6
veces

subunidad g S*°- G :

No es autofosforilada por la subunidad «, confirmando de esta manera

que las serinas 2 y 3 constituyen los Unicos sitios de autofosforilacién de
esta subunidad, sin embargo estimula en igual forma que la subunidad
silvestre la actividad y la autofosforilacion de la subunidad «.

subunidad B S*®~» G :

Esta mutante no es capaz de ser fosforilada por la cdc2 quinasa, sin

embargo activa a la subunidad o de igual forma.
subunidad g P®— A :

Esta mutante es hiperactivadora, ya que estimula la actividad de o en 6,2

veces y ademas tiene un efecto protector frente a la inactivacion térmica
de o mucho mayor que el de la subunidad j silvestre.

subunidad g P®— Y :

Esta mutante estimula la actividad de la subunidad o, en sélo 2,8 veces y

protege en menor grado que la subunidad silvestre de la inactivacion
térmica.
subunldad B D26 E¥ D%, A : Sélo se estudié |a capacidad de activacion

de Ia subunldad a por esta mutante y se vio que era un poco menor que la
de la subunldad silvestre.
subunidad g H'5"152153_, A -

Esta mutante produjo una estimulacion de la actividad de o un poco

menor que la subunidad B silvestre, sin embafgo incrementd muy
fuertemente la autofosfonlacmn de Ia subunidad o y la protegié muy
efectlvamente de Ia inactivacion térmica.
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subunidad g D* E® E®'_ A:
Esta mutante resulté ser la que mas activé a la subunidad o, produciendo

una estimulacion de su actividad en 8 veces. También, al igual que la otra
mutante hiperactivadora (3 P*— A) produjo una proteccion total frente a
la inactivacién térmica de o.

subunidad 8 D¥.E D E® E% A -

Esta mutante resultdé ser menos activadora que la mutante

BD*®,E®E® A, aunque también produjo una estimulacion mayor que la
subunidad B silvestre.
subunidad g C¥" C'°- A :

Esta mutante presenté propiedades muy semejantes a la subunidad

silvestre, pero la cantidad de proteina soluble que se obtuvo en cada
preparacion fue mucho menor. También esta proteina mutante se inactivo
mucho mas rapidamente que las demas.

subunidad g A'7%315 .

Esta proteina mutante fue la Unica que no fue capaz de interaccionar con

la subunidad a, por lo que no reconstituy6 la enzima tetramérica , no
estimuld la actividad, no produjo proteccion frente a la inactivacién
térmica, no incrementé la autofosforilacion de « ni se estimuld su
actividad con la fuerza iénica. Sélo usando concentraciones 20 veces mas
altas de esta proteina delecionada, se logré una parcial reconstitucion de
la holoenzima.
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DISCUSION

A.- Aislamiento del gen que codifica para la subunidad 8

Al realizar el andlisis de la genoteca de oocitos de Xenopus laevis s
encontraron 20 sefiales positivas, de las cuales se analizaron finalmente 4
clones. Los clones estudiados presentaron insertos de distinto tamano,
secuenciandose finalmente sélo el fragmento de cDNA mas grande, que
fue de 900 pares de bases.

El inserto secuenciado contenia el gen de la subunidad B completo
(Jedlicki y cols., 1992), el cual presentaba una similitud extraordinaria con
las subunidades B de todas las demas especies conocidas. Los
fragmentos méas pequerios que contenian los demas fagos aislados no
fueron secuenciados, pero es probable que éstos hayan representado
cDNAs provenientes del mismo gen conteniendo deleciones de distinto
grado en su exiremo 5. Apoya esta idea el hecho, que sblo se ha
encontrado un gen para la subunidad B en la gran mayoria de las
especies estudiadas. Solo en Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis
thaliana se han encontrado dos genes distintos que codifican para la
subunidad 3.

B.- Expyresién y purificacion de la subunidad 8

La subunidad B fue expresada en Bacterias utilizando el vector pGEX-2T,
del cual se obtienen proteinas fusionadaé a la glutatién transferasa que
tiene la ventaja de producir proteinas mas solubles y de facilitar
muchisimo la purificacién de las proteinas egpresadas.
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La utilizacion de este sistema de expresion 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 B.

La desventaja que presenta este sistema, es que se obtiene la proteina
con algunos aminodacidos adicionales en el extremo amino terminal, que
en el caso de la subunidad B fueron seis. Un problema adicional que se
presentd con nuestra proteina, es que Ia glutatién transferasa y la
subunidad B tienen el mismo tamario, lo que impidi6 visualizar en geles de
poliacrilamida, si la subunidad B purificada se encontraba totalmente libre
de glutatién transferasa después de haber sido la proteina de fusion
digerida con trombina y recromatografiada por glutation agarosa. En todo
caso, al realizar la microsecuenciacion de la subunidad 8 purificada, no se
observd contaminacion con glutation transferasa.

La subunidad B silvestre asi como las proteinas mutantes fueron ‘todas
funcionales, aungue 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,
obteniéndose el mayor rendimiento con la mutante delecionada pA'™#"
(2,5 mg/mi) y el menor con la mutante § C**"'* -A (0,1 mg/ml).

La diferencia en el rendimiento obtenido, se debi6 a la distinta solubilidad
que presentaron las proteinas mutantes, ya que al analizar en geles
desnaturantes los extractos totales de las bacterias inducidas, la cantidad
total de proteina eipresada era aproximadamente igual en todos los

casos.
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C.- Reconstitucién de la holoenzima a partir de las subunidades
recombinantes purificadas.

Cuando se realizaron los estudios de reconstitucion a partir de las
subunidades o y B purificadas, se vio que la subunidad B era capaz de
asociarse espontdneamente con la subunidad o para reconstituir la
holoenzima tetramérica, produciéndose una estimulacién de la actividad
de alrededor de 5 veces. La estimulacion méxima se obtuvo cuando se
usaron cantidades equimolares de ambas subunidades, Io 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), los cuales
expresaron las subunidades o y B humana en bacterias a partir del vector
pT7-7 y de Drosophlla en el sistema de expresién de baculovirus
respectlvamente Sin embargo, el grupo de Chambaz utilizando el mismo
sistema de expresién en baculovirus, fue incapaz de ver asociacion in
vitro de las subunidades expresadas separadamente (Filhol y cols., 1991).
Este hecho hizo concluir a estos investigadores, que para que pudiera
haber una reconstitucion efectiva de la holoenzima, era indispensable que
ambas subunidades fueran coexpresadas en la misma célula.
Actualmente ya no existe duda a este respécto, ya xque ha sido
ampliamente demostrado tanto por nosotros como por diversos otros
grupos, que la asociacion entre ambas subunidades ocurre jn vifro
espontaneamente. '
La ofra alternativa que existe ide exb'resar la CK2 recombinante es
mediante la expresién bicistronica, la cual constituye genéticamente el
procedlmlento mas elegante ya que permlte que ambas subunidades
sean smtetlzadas en la misma proporcién y que la recons’utucwn de la
holoenzima ocurra in v1vo Sin embargo, este sistema tlene la desventaja




de obtener la subunidad B fosforilada, lo cual para ciertos estudios no es
deseable, y este sistema tampoco permite la obtencion 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 las diversas proteinas mutantes de la subunidad 3
D.1.- Efecto de las proteinas mutantes sobre la estimulacion de la
actividad de la subunidad o

Al estudiar el efecto de las diferentes subunidades  mutantes sobre la
actividad de la subunidad o, se pudo observar que ifres de ellas
presentaban una mayor estimulacién que la producida por la subunidad 8
silvestre. Estas mutantes fueron la BD®E®E® »A , pD®ED¥EPEY A y
BPEA.

Este efecto nos parecié extraordinariamente interesante, ya que la
sustitucion de algunos de los residuos de carga negativa presentes en la
regién hiperacidica de la subunidad 8 por aminoacidos neutros, hace que
se obtenga una proteina mutante que es capaz de producir una
hiperestimulaciéh de la actividad de la subunidad o. La hiperactivacion
observada en estas mutantes, ademas pone de manifiesto una funcion
que estaria cumpliendo esta regién polianiénica en la subunidad §3, que
seria la de atenuar la actividad de la holoenzima, ya que al remover
ciertos residuos acidicos de esta region, se estimula la actividad de la
CK2 en un mayor grado.

Durante el desarrollo de esta tesis, Boldyreff y cols. publicaron resultados
obtenidos con diversas proteinas mutantes de la subunidad  en las
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cuales fueron cambiando los residuos acidicos ubicados dentro de esta
region hiperacidica de la proteina, y también encontraron que estas
mutantes producian una hiperestimulacion 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 atenuacion de la actividad, ya que
las mutantes BDPEY—A y BDPLPEY A resultaron ser las que
causaban una mayor estimulacién de la actividad ( Boldyreff y cois.
1993 ).

La otra proteina mutante nuestra que también presentd una
hiperestimulacion de la actividad fue la mutante BP®—A, en la cual se
cambi6 la prolina 58 que se encuentra en el centro de la region
hiperacidica, por alanina. Esta mutacion elimina la torcion que provoca
este aminoacido dentro de la region acidica de la subunidad B, lo cual es
muy interesante ya que indica que no sélo es importante la naturaleza
acidica de este segmento atenuador de la actividad, sino que también 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
proximos de la serina o treonina fosforilable, ubicandose siempre ésta
hacia el exiremo amino terminal del residuo hidroxilado (Meggio y col.,
1994).

El efecto observado con la mutante BP®—A complementa el resultado
obtenido con las mutantes de la regién hiperacidica, ya que nos
proporciona mayor informacion acerca de las caracteristicas que son
importantes &e la regién atenuadora de la actividad. El hecho que Ia
region hiberacidica presente tanta semejanza con las secuencias de las
proteinas sustrato y ademas tenga una funcion atenuadora de la actividad,
nos hace pensar en la posibilidad de que este segmento de la proteina

4
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pudiera estar actuando como un seudosustrato, manteniendo un cierto
grado de inhibicion sobre la holoenzima.

La ofra mutante, que también apoya la idea de que este segmento acidico
pudiera estar actuando como un seudosustrato, es la mutante BP®-Y.
En esta mutante se sustituy6 a la prolina 58 por una tirosina, para ver si
la introduccién de la tirosina en el centro del segmento acidico de Ia
subunidad B causaba el mismo efecto al observado con los polipéptidos
inhibidores poli glu-tir (Téllez y cols., 1990). En estos casos, la presencia
de tirosina aumenta notoriamente |a afinidad del péptido por la enzima.
Como se vio en la Figura 13, la mutante BP®-Y produjo una
estimulacion menor que la subunidad B silvestre, estimulando sdlo 2,8
veces la actividad de o. Este resultado concuerda plenamente con lo
esperado, ya que indicaria que en esta mutante, la region acidica estaria
teniendo un méyor efecto atenuador de la actividad debido probablemente
a una mayor afinidad de la subunidad o por este segmento.

A pesar de lo bien que calzan todos estos resultados, el efecto observado
con la mutante BP®—Y no ha podido ser reprdducido en forma
sistematica en nuestro laboratorio, obtenlendose posterlormente con esta
proteina mutante estimulaciones muy semejantes a las observadas con la
subunidad B silvestre. Sin embargo, si conSIderamqs que en la mutante
BP%_5Y estamos viendo la combinacion de dos efectos, los cuales son la
remocion de Ié prolina (que como yi'a vimos producia una
hipereétimulacién de la actividad) y la introduccién de la tirosina dentro
del segmento ac1d|co entonces podemos pensar que aunque la mutante
BP58—>Y estlmule a la subunidad o en el mismo grado que la subunidad (3
silvestre, de |gual forma el efecto neto de Ja tirosina es €l de aumentar el
efecto atenuador de la actividad. Por ello si comparamos la activacion
produmda por la mutante pP®—Y con Ia mutante BP¥—A vemos que hay
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una diferencia muy grande, y aunque la mutante BP®—Y produzca una
estimulacién semejante a la subunidad § silvestre igual el efecto neto va a
ser de menor estimulacion.

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 BP®—F, ya que este residuo presenta caracteristicas
parecidas a la tirosina y sin embargo no tiene ningin efecto en el aumento
de la potencia inhibidora de los polipéptidos acidos.

D.2.- Estudio comparativo de la estimulacién producida por las
diversas proteinas mutantes de la subunidad §§ sobre la subunidad
o silvestre y la mutante o K*"*>E

En el estudio comparativo realizado sobre la estimulacion que las
distintas subunidades B mutantes producen sobre la subunidad o silvestre
y la subunidad mutante o K®™_E, se vio que las dos mutantes
hiperactivadoras L(BD59E6°EG1—>A y PBP®-A), estimulaban ain mas la
actividad de la subunidad o alterada. Este resultado apoyaria la idea de
gue la region rica en lisinas de la subunidad ochpudiera de alguna manera
estar mteractuando con la region acidica de la subunidad § atenuadora de
la actlwdad ya que al ser reemplazadas dos de las lisinas por glutamicos,
se estan camblando dos residuos de carga positiva por dos de carga
negativa en esta reglon de la subunidad <, lo cual se estaria viendo
reﬂejado como un menor efecto atenuador de la subunidad o una mayor
activacion dc? Ia‘ holoenzima. Seria interesante sintetizar la mutante
aK™477877_yE en |a cual se hayan sustitiido las cuatro lisinas de esta
region por glutamicos, y ver si la diferencia en el efecto de activacion es
mas marcada.
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Respecto a la participacion de esta region policationica de la subunidad o
en la interaccion con los residuos acidicos del sustrato, se ha visto que la
mutante o K®"®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 vy
Gatica y cols., 1994). Recientemente sin embargo, el grupo de Pinna
realizé un estudio con la mutante o K*™"®""A mucho mas detallado,
usando una serie de péptidos sustratos diferentes, en el cual se pudo
determinar que esta region policationica participaba interactuando con los
residuos acidos del sustrato, localizados en la posicion +2 y +3 con
respecto al residuo fosforilado (Sarno y cols., 1995).

Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados es posible que la region
hiperacidica de la subunidad B se esté comportando como un
seudosuétrato y esté interactuando con la regién policatiénica rica en
lisinas de la subunidad o y de este modo esté atenuando la actividad de
la CK2.

D.3.- Importancia del extremo carboxilo terminal en la interaccién de

la subunidad B con la subunidad o

Boldyreff y cols. realizaron un estudio muy completo analizando una gran

cantidad de mutantes de la subunidad B que contenian distintos "grados de

delecién en su extremo carboxilo terminal. Las mutantes delecionadas

estudiadas fueron § A209-215 B A194215 B A1‘8’1:215 B A171-215 y B A150-215

De estas proteinas, las mutantes BA*®#'°y BA™**"® pudieron asociarse y
! AIR2I5

BA'"2® no pudieron reconstituir la enzima tetramérica y en consecuencia

activar a la subunidad o normaimente, en cambio las mutantes 3

tampoco fueron capaces de producir estimulacion de la actividad. La
mutante BA'®"%'S presenté un efecto intermedio, ya que aunque fue menos
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activa que la subunidad § silvestre, al usar una razén molar de p/o. de 2:1
fue capaz de estimular a la subunidad o normalmente (Boldyreff y cols.,
1993).

La proteina mutante pA'™>*'° estudiada por nosotros, que solo tiene dos
aminoécidos menos que la mutante BA'™®"?'® mencionada anteriormente,
fue también capaz de interactuar con la subunidad o pero con una
afinidad muchisimo mas baja, ya que se necesitaron razones molares de
B/a. sobre 20, para lograr observar algun efecto activador. Es interesante
notar que aunque la afinidad de Ia subunidad B delecionada fue tan baja,
ésta igualmente fue capaz de estimular ala subunidad .

De acuerdo a estos resultados podemos concluir, que el segmento
carboxilo terminal comprendido entre los residuos 171 y 180 de la
proteina tiene una participacion importante en la interaccién con la
subunidad a, especialmente los residuos 179 y 180 que provocan una
disminucion de la afinidad de mas de 10 veces.

Dentro de esta region carboxilo terminal de la subunidad B, hay cuatro
residuos que presentan carga positiva y uno que presenta carga negativa
(""HPEYRPKRPA'®), los cuales fueron mutados uno por uno a alanina
por Boldyreff y cols con el objeto de estudiar su posible participacion en
la interaccién con la subunidad o (Boldyreff y cols.,1993). Ninguno de los
residuos mutados, resulté ser en forma individual indispensable para la
interaccién entre ambas subunidades, por lo que se postula que es [a
conformacion general de este segmento y no la cadena lateral de algin
aminoacido especifico la que es requerida para que se produzca una
interaccion eféctiva entre ambas subunidades.

Al lnspeccmnar la secuencia de este segmento carboxilo terminal, llama

también mucho la atencion la presencia de tres residuos de prolina
(‘"HPEYRPKRPA'™®), una de las cuales corresponde al residuo 179 que
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- 9-215
se encuentra presente en la mutante BA'™®"*° pero ausente en la BATTEES,

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos con las mutantes
delecionadas antes mencionadas, es muy probable que estas prolinas
estén jugando un papel importante en la estructuracion de la conformacion
requerida para la interaccion de la subunidad B con la subunidad a. Una
forma de comprobar esta hipétesis, seria la de mutar estas prolinas una
por una o en conjunto y luego determinar su efecto en la interaccién con
al.

Respecto al extremo amino terminal, solo se han realizado deleciones de
4 aminoacidos para estudiar el efecto que tiene Ia remocion del sitio de
autofosforilacién de la subunidad B (Boldyreff y cols., 1994) y se ha visto
que esta proteina mutante es capaz de reconstituir la holoenzima
normalmente. Serfa muy informativo estudiar que sucede al realizar
deleciones mayores del extremo amino de la subunidad 3, para ver si esfa
region tiene participacion en la activacién de la subunidad o, ya que hasta
el momento no se ha logrado encontrar una mutante de la subunidad 3
que sea capaz de reconstituir la holoenzima, pero no de estimular la
actividad de la subunidad .

D.4.- Estudio de la autofosforilacién de la subunidad o y de las
subunidades B silvestre y § mutantes

La autofosforilacion de la subunidad B es un hecho ya conocido hace
bastante tiempo (Hathaway y Traugh, 1979 y Meggio y Pinna 1984b). Sin
embargo, debido a las pequenas cantldades de enzima de que se
disponia y debido a que la subunldad B posee el exiremo amino
bloqueado ( lo cual impide su microsecuenciacion ), tardo mucho tiempo
en poder determinarse con ceﬁeza cuadles eran los residuos

autofosforilados.
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En un estudio realizado por Litchfield y cols. en 1991, ellos vieron que €l
sitio de autofosforilacion de la subunidad B se encontraba ubicado en un
nonapéptido del extremo amino terminal de la proteina. Tomando en
cuenta este resultado y el hecho de que las serina 2y 3 de la subunidad B
son las Unicas que cumplen con la secuencia de consenso de fosforilacion
de la CK2, ellos identificaron a estos dos residuos como los sitios de
autofosforilacion mas probables de la subunidad .

Como ya se mostré en Resultados, en el estudio realizado en este trabajo
de tesis con la mutante BS**—G se logr6 determinar con absoluta certeza
que las serinas 2 y 3 constituian el dnico sitio de autofosforilacion de la
subunidad B (Hinrichs y cols., 1993). Posteriormente en estudios
realizados por Boldyreff y cols. (1994) se copﬁrmé este hecho, al
determinar que la mutante BA™ (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 autofosforilacion (p.ej.. la proteina quinasa [l dependiente de
calmodulina y la proteina quinasa del receptor de insulina), se pensé en la
posibilidad de que la autofosforilacion de la subunidad B pudiera estar
jugando algun papel regulatorio en la CK2.

La complicacion que presentaba este estudlo era que la reaccion de
autofosforilacién ocurre mucho méas rapldamente que la fosforilacion de
los sustratos utilizados para medir la actividad de la CK2, lo cual impide
determinar ia actividad de la enzima no autofosforilada. '

Con la mutante BS**—»G sin embargo, nos fue posible realizar este
estudio, ya que como se demostrd anteriormente esta subunidad no sufre
de autofosforilacién. Como se describid antes, esta proteina mutante fue
igualmente efectiva en reconstituir la enzima tetramérica y en estimular la
actividad de a, lo que indicaria que la autofosforilacion no tiene ningun




efecto sobre la actividad de la enzima. Es posible sin embargo, que la
fosforilacién en las serinas 2 y 3 pudiera tener importancia en la
regulacion fisiolbgica de esta proteina quinasa, que bajo las condiciones
estudiadas no fue posible detectar. Por ejemplo, es posibie que la
autofosforilacién de la subunidad B influya en una serie de otros procesos
que no han sido evaluados, tales como la unién de algunas proteinas
sustrato que sean mas fisiolégicos que la caseina (Palen y Traugh, 1991)
o que ésta afecte la translocacion de la CK2 al ntcleo (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 autofosforilacion de la
subunidad B no tiene ningtin efecto importante en la regulacion de la CK2
y seria muy interesante estudiar con la mutante BS?°>G ofros aspectos,
como su velocidad de transporte al nlcleo, su vida media o su efecto en
la fosforilacion de aiversas proteinas sustrato que se haya comprobado
que in vivo son fosforiladas por la CK2.

Si tenemos en conéideracién los resultados anteriores, que indican que la
autofosforilacion de la subunidad B no modifica la actividad de la CK2,
entonces debemos pensar en la posibilidad de que existan otros sitios de
fosforilal:ién en la subunidad B, mediados por ofras proteina quinasas que
den cuenta del aumento de actividad observado en respuesta a los
agentes mitogénicos observados por Sommercorn y Krebs (1988), Carrol
y Marshak ( 1989), Ackerman y cols. (1990), etc.

Como se mencioné anteriormente, el otro sitio de fosforilacion que
presenta la subunidad 3 es la serina 209, la cual es fosforilada por la cdc2
quinasa (Litchfield y cols., 1991). De acuerdo a estudios realizados por
Muiner-Lorillon y cols. (1990), la fosforilacién de una treonina de la
subunidag B por esta quinasa produciria un aumento de la actividad de la




CK2. Sin embargo, no se ha encontrado ninguna treonina fosforilada in
vivo en la CK2 B, y estudios realizados por el grupo de Pinna con la
mutante BAZ®?'5, demostraron que este sitio no era esencial para la
reconstitucion de la holoenzima activa (Meggio y cols.,1993), ni tampoco
su fosforilacién modificaba la actividad de la enzima. De manera que
hasta el momento no existe ninguna evidencia que relacione el nivel de
actividad de la CK2 con el grado de fosforilacion de ésta.
Al comparar nuestros resultados de autofosforilacion con los del grupo de
Issinger y Pinna, vimos que teniamos ciertas diferencias con respecto al
efecto de polilisina sobre la autofosforilaciéon de la subunidad B. En
nuestro caso, polilisina no afecta la autofosforilacion de esta subunidad,
en cambio ellos ven que este polipéptido catiénico inhibe fuertemente la
autofosforilacién de esta proteina (Meggio y cols.,1992b).
La diferencia observada es muy poco probable que se deba a que ellos
trabajan con la subunidad B humana y nosotros con la de Xenopus, ya
que ambas proteinas sélo se diferencian en el penuitimo aminoacido del
exiremo carboxilo terminal, y como se demostré anteriormente, el sitio de
autofosforilacion se encuentra en el segundo y tercer aminoacido del
exiremo amino terminal de la subunidad B. La otra diferencia existente
entre ambas proteinas son los 6 aminoacidos adicionales en el extremo
amino terminal que posee nuestra sui)unidad B, los cuales se encuentran
-bastante cercanos al sitio de autofosforilacion y podrian de alguna manera
interferir con el efecto de polilisina en la reaccion de autofosforilacion.
Una forma de dilucidar este problema, seria el de expresa} la subunidad (3
en otro vector que "permita obtener la proteina libre de otros aminoacidos
en el extremo amino y luego ver si bajo nuestras condiciones ésta se

comporta diferente.
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Un efecto bastante sorprendente en la reaccion de autofosforilacion de la
subunidad B, fue el obtenido por Boldyreff y cols. (1994) con la proteina
mutante BE>® —A, ya que a pesar de que en esta mutante se removieron
los dos residuos acidos (los glutamicos 5 y 6) que son indispensables
para constituir el Gnico sitio de autofosforilacion de la CK2, esta mutante
fue capaz de ser autofosforilada en un 24%.

Una probable explicacion frente a este hecho, seria el efecto observado
por este mismo grupo, que ha visto que la region hiperacidica de la
subunidad B tiene gran influencia en la autofosforilacion 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
region comprendida entre los aminodcidos 55-61 (mutantes
hiperactivadoras), se ha visto que éstas presentan un grado de
autofosforilacién mucho menor (Boldyreff y cols. 1994). Especialmente
importéhtes parecen ser los residuos 55 y 57, que son también los mas
importantes en ateﬁuar la actividad de la subunidad .. De acuerdo a estos
resultados, es [Sosi'ble que en la estructura tridimensional de la subunidad
B exista alguna interaccién entre ambas regiones y que la region
hiperacidica participe de alguna manera en la reaccién de
autofosforilacion de esta proteina. ,
Un hecho que apoya la hipéfesis anterior, que indica que no sdlo es
importante :Ia secuencia inmediata al sitio de fosforilacién, sino que
también influye mucho la estructura trldlmenSIonal de la proteina sustrato,
son las grandes dlferenCIas observadas entre la fosforilacién de la
proteina nativa y los correspondlentes péptidos que sélo abarcan el sitio
de fosfonlacnon Especialmente impresionante resulta el caso del

antioncogen p53 que como sustrato de la CK2 presenta una Km menor a
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1 uM, mientras que el péptido de esa proteina que se fosforila, presenta
una Km de 1,42 mM (Meggio y cols.,1994).

Con respecto al efecto de la region hiperacidica de Ia subunidad § en la
reaccion de autofosforilacion, nuestros resultados tampoco concuerdan
con los del grupo de Issinger, ya que en nuestro caso las mutantes
hiperestimuladoras BDPE®E®' A , BDPETD¥EVE® A y BPY-A
presentaron un efecto absolutamente opuesto, es decir éstas sufrieron
una autofosforilacién mayor. Es importante hacer notar sin embargo, que
el efecto mas pronunciado que ellos observaron en la inhibicion de la
autofosforilacion fue con la mutante BD¥E—A, que nosotros no
estudiamos.

Es posible que los efectos de inhibicién de la autofosforilacion de la
subunidad B por polilisina y la disminucién de la autofosforilacion de las
mutantes hiperactivadoras se deban a una misma causa, que como se
menciond anteriormente pudieran ser los aminoacidos adicionales que
posee nuestra subunidad B en el extremo amino que son GSPGYQ.
Aungue estos residuos no presentan ninguna carga, la prolina presente en
este segmento podria estar produciendo una torsion que esté dificultando
la posible interaccion de la regién hiperacidica con el sitio de
autofosforilacion.

D.5.- Efecto protector de las subunidades § mutantes sobre la
inactivacion térmica de la subunidad o

Estudios de dicroismo circular realizados por Issinger y cols. (1992),
demostraron que la subunidad f al interactuar con la subunidad o induce
en ella un cambio conformacional que aumenta su contenido en o hélice y
que le confiere una estructura mas compacta y resistente frente a lé
accion 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 B producian este efecto sobre la subunidad o, se procedio a
estudiar el efecto de estas mutantes sobre la estabilidad de la actividad
de la subunidad o. frente a la inactivacion térmica.

Como se mostré anteriormente, todas las subunidades f3 mutantes
estudiadas aumentaron la termoestabilidad de la subunidad o, con
excepcion de la mutante B A'*%°. Sin embargo, a diferencia de los
resultados obtenidos por el grupo de Issinger (Boldyreff y cols. 1993), que
vieron que todas las subunidades 3 que eran capaces de reconstituir la
holoenzima protegian casi completamente y en forma similar a la
subunidad o de la inactivacién térmica, el grado de proteccion que se
obtuvo con las diferentes mutantes fue muy variable.

De acuerdc;a nuestros resultados se podria concluir que :

- todas las subunidades B mutantes que fueron capaces de interactuar con
la subunidad o para reconstituir la holoenzima, fueron también capaces
de aumentar su estabilidad térmica.

- en general, la proteccién frente a la inactivacion térmica de cada
proteina mutante fue directamente proporcional a su capacidad
estimuladora;de la actividad de la subunidad o, lo que indica que la
subunidad B gjerceria un cierto grado de interacccion sobre el sitio
catalitico de la subunidad o. :

D.S.- 'Efaécto de heparina sobre la actividad de la subunidad o
monomerlca y reconstituida con diferentes subunidades § mutantes

Al estudiar el efecto de heparina sobre la subunidad o monomérica y
sobre Ias holoenznmas reconstltuldas con las diferentes subunidades § se
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.,




1991), que vieron que tanto Ia holoenzima como la subunidad o 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) (también se confirma en este trabajo al mostrar lo resistente a
la inhibicién por heparina que es la mutante o K’ _E), la subunidad o
es la que interactia con la heparina a través del segmento rico en lisinas
que posee esta proteina, lo que concuerda con el hecho observado que la
subunidad B no tenga influencia en esta inhibicién.

En los estudios de inhibicién con heparina realizados por el grupo de
Issinger sin embargo, ellos vieron que las holoenzimas, reconstituidas
tanto con la subunidad B silvestre como las subunidades 3 mutantes, eran
mucho mas resistentes frente a la inhibicion que la subunidad o
monomérica (Boldyreff y cols.,1993).

Es dificil encontrar una explicacién ante estos resultados tan diferentes,
pero una ﬁosibilidad es que haya influido el tipo de sustrato utilizado, ya
que el grupo de Issinger utiliz6 un péptido sintético pequefio
(RRRDDDSDDD) y el grupo de Traugh y nosotros usamos caseina.

D.7.- Influencia de la subunidad B silvestre y mutantes en el
reconocimiento del copo!imefro poli glu-tir

En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio se demostré que
la CK2 presentaba una afinidad muchisimo mas alta por copolimeros que
contenian residuos de tirosina intercalados dentro de polipéptidos
constituidosf por residuos acidicos en proporcion 4:1, que por los
homopolimeros que contenian sélo residuos acidos (Téllez y cols., 1990).
Para determinar si era el caracter hidrofobico de la tirosina la causante de
esta mayor éfinidad, se hizo un estudio con un copolimero que contenia
fenilalanina y acido glutdmico en la misma proporcion que el polipéptido
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anterior. Sin embargo, este copolimero presento la misma afinidad que el
homopolimero de &cido glutdmico, lo que descarta que el efecto
observado se deba a la naturaleza hidrofobica de la tirosina. Por lo tanto
de acuerdo a estos resultados seria el grupo hidroxilo de Ia tirosina el
responsable de esta interaccion tan especifica con la enzima.

Otra evidencia que apoya esta idea, es el estudio realizado por Megglo y
Pinna (1989), que estudiaron el comportamiento del polipéptido de acido
glutamico y O-acetiltirosina, y vieron que éste compuesto ejercia un efecto
inhibidor incluso inferior al del homopolimero de &cido glutamico.
Posteriormente, con el objeto de determinar si la enzima presentaba
alguna preferencia con respecto a la posicién de la tirosina en la
secuencia de residuos acidos, se hizo un estudio utilizando dos tipos de
péptidos, el Y2Es y el EgY2. El resultado fue que el péptido que tenia las
tirosinas a la izquierda (Y2Es) fue mejor inhibidor que el que las tenia a la
derecha (EoY2) (Hlnrlchs y cols., 1993).

La preferenma observada por la enzima por el péptido que contenia el
resnduo de tlrosma precediendo a los residuos amdos concuerda también
con la secuencna de consenso de fosforilacion de la CK2 que es
S/T X X DIE, Io que indicaria que la enzima tiene la capacidad de
reconocer a estas tirosinas en su sitio activo, pero no de fosforilarlas, ya
que estos pep’ndos o] copohmeros no son sustrato de ella.

Postenormente cuando se pudo disponer de las subunidades de la CK2
en forma alslada, se vio que la subunidad B tenia una gran influencia en
la alta afinidad que presentaba la CK2 por los copoliméros de tirosina y
acido glutamico, yatque la holoenzima era porhlo menos 10 veces mas
sgnsible frente a la inhibicion de este compues;to que la subunidad o
monomérica. Al estudiar el efecto de los péptidos YzEg y EoY2 sobre la
enzima monomérica, se vio que la subunidad o era inhibida en igual forma
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por ambos péptidos, en oposicion a lo visto anteriormente con la
holoenzima que presentaba mayor afinidad por el péptido Y2Es (Hinrichs y
cols.,1993).

Por lo tanto de acuerdo a estos resultados, la subunidad (3 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 posicién de ellas dentro del polipéptido acido.

En el estudio de inhibicion realizado con poli glu-tir en esta tesis se traté
de determinar si las proteinas mutantes de la subunidad p 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 mostro
en Resultados, con la excepcion de la mutante BA'®?", todas las demas
mutantes analizadas aumentaron la afinidad de la subunidad o por el
polipéptido 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 sblo se
formé una pequefia fraccion de holoenzima, ya que esta subunidad 8
presenta una afinidad muy disminuida por la subunidad o.

Las propiedades preseriadas 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 wee1 (Parker y cols., 1992) y
la proteina quinasa MEK. Aunque la CK2 no es capaz de fosforilar
tirosinas, ésta reconoce en forma muy especifica a estos residuos,
lo que la sntua en una posmlon intermedia con respecto a ambos grupos
de quinasas.
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Aunque el copolimero glu-tyr es un compuesto sintético que no tiene
ninguna relevancia en la regulacion fisiologica de la CK2, es posible que
existan secuencias similares en algunas proteinas celulares y que
jueguen un papel importante en la regulacién 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 faciimente deducir, que
los sustratos de las tirosina quinasas serian excelentes inhibidores de
la CK2. La subunidad B tendria en ese caso una funcién 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 técnica de mutagénesis dirigida y la valiosa informacion que puede
obtenerse de Ias protelnas mutantes. Sin embargo, lo ideal es poder
conocer la estructura trldlmensmnal de la protelna 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
proteina. Lamentableme‘nte no se conoce la estructura terciaria de la
subunidad B, ni de ninguna otra proteina que presente algun grado de
similitud con ella, por lo que no es posible hacer ningin tipo de
aproxima&:ién con respect<5 a su estructura tridimensional. Por este
motivo, es que para conocer el mecanismo de regulacion y la funcién de
esta subunidad en la CK2, es muy importante que en el futuro se realice
un estugio estructural de la subunidad B, para asi poder complementario

con los estudios de mutagénesis.
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Otra pregunta que esta pendiente y que serfa muy importante de estudiar,
es ver si la “caja de destruccion” presente en la subunidad B tiene alguna
funcién. Seria muy interesante sintetizar proteinas mutantes de la
subunidad B en las que se hayan mutado la arginina 47 (que se sabe que
es fundamental para la ubiquitinacién y degradacion de las ciclinas) o la
lisina 33 (ya que ésta es la Unica lisina situada hacia el extremo amino de
la caja de destruccion y deberia ser la que se modifica con ubiquitina) y
estudiar su velocidad de degradacion, comparandola con la subunidad 3
silvestre en las distintas etapas del ciclo celular. La funcién de Ia
autofosforilacién en la degradacién de esta subunidad también es aigo
que valdria la pena analizar.

El problema de no poder determinar el mecanismo de regulacién de la
CK2 quizas se deba, a que como la subunidad catalitica o es activa aun
en ausencia de la subunidad reguladora B, 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 reaimente determinar si
la actividad de la CK2 esta siendo regulada por un aumento en la sintesis
o) dé'grédacién de la subunidad B, habria que hacer un estudio muy
riguroso en células sincronizadas, midiendo los niveles de esta proteina
en las distintas etapas del ciclo celular. También seria importante
analizar si existe alguna correlacion entre los niveles de la subunidad 3
y los niveles de actividad en células tratadas con hormonas o factores
de crecimiento, que se ha visto que incrementan la actividad de la
CK2. )

Una es%raiegia diferente a la utilizada en esta tesis, para estudiar la
funcion de la subunidad B, seria la de microinyectar oligonuciedtidos
“antisense” contra el RNA mensajero de la subunidad 3 y estudiar luego
su efecto en las diferentes etapas del ciclo celular, o sobre los distintos
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componentes del sistema de transduccion de sefiales. En estudios de
este tipo realizados por el grupo de Pyerin en fibroblastos de pulmon
humano (IMR-90), ellos vieron que al disminuir los niveles de la
subunidad B se producia una inhibicion de Ia proliferacién celular y la
proporcién de células que habian sido microinyectadas con oligos
“antisense” que pasaban a la fase S después de ser tratadas con suero
era mucho menor (Lorenz y cols., 1994). Sin embargo, estos estudios sélo
demuestran que la CK2 es importante para la proliferacion celular, pero
no indican cual seria la funcién de esta quinasa, ni a que nivel ésta
participaria. Por lo tanto, seria interesante estudiar como se ven afectadas
etapas mas precisas del sistema transductor de sefales que conduce a la
division celular, como por ejemplo, como se ve afectada la actividad de
las MAP quinasas, la cdc2 quinasa, el nivel de fosforilacion de diversas
proteinas sustrato de la CK2, la induccion de los genes tempranos como
juny fos, etc.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes obtenidas en este trabajo de tesis son

las siguientes :

1) Se aisl6 el gen de la subunidad B de la CK2 de Xenopus laevis y luego
se expres6é y purifico la proteina recombinante, la cual fue capaz de
interactuar in vifro con la subunidad o para reconstituir la holoenzima

tetramérica.

2) Al interactuar la subunidad B con la subunidad o para reconstituir 1a

holoenzima se observaron los siguientes efectos :
-la actividad de la subunidad catalitica aument6 alrededor de 5 veces.

-se autofosforilo la subunidad B y la autofosforilacién de la subunidad o se
incrementd en gran medida.

-la estabilidad térmica de la subunidad o se vio muy aumentada.

-la sensibilidad frente a heparina no se vio modificada. En cambio, la

inhibicién frente al copolimero poli glu-tir (4:1) fue mucho mayor.

3) A través del estudio con la proteina mutante pS**-G, se pudo
establecer con absoluta certeza, que las serinas 2 y 3 constituyen el tnico
sitio de autofosforilacion de la subunidad B y que la autofosforilacién no
interfiere con la reconstituciéon de la holoenzima, ni tampoco modifica la

actividad de ella.




4) El extremo carboxilo terminal de la subunidad B participa en la
interaccion con la subunidad o, donde los residuos 179 y 180 juegan un

papel especialmente importante.

5) La region hiperacidica de la subunidad B, comprendida entre los
residuos 55 y 64, tiene una funcion atenuadora de la actividad, dentro de

la cual 1a prolina 58 tiene también gran importancia.
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