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1. RESUMEN

La proteina quinasa CK2 es una quinasa ubicua que fosforila sgtieasinas de
un gran grupo numero de proteinas celulares. La holoenzima CK2 edsto un
tetrAmero (CK2,3,) donde CK2 es la subunidad catalitica con actividad proteina quinasa
y CK2B es la subunidad regulatoria que modula la actividad y confiefalektd a CK2.

CK2 es una enzima muy conservada en diferentes especiesneslgsara la viabilidad
celular y esta presente en distintos compartimientos y dogaoelulares. Ademas, CK2 ha
sido encontrada unida a la cara externa de la membrana plasnatioando como
ectoquinasa, catalizando la fosforilacion de distintas proteinascektlares y regulando
distintos procesos como migracion, adhesion y proliferacion celukudies previos
utilizando la transfeccion de células HEK293T en cultivo, han derdosiyze es necesaria
la expresion de ambas subunidades3 para la aparicién de actividad ectoquinasa en la
superficie celular. La ectoquinasa se libera de la membrana eresencia de sustratos
especificos.

El presente trabajo explor6 la posibilidad de que la subunidad regal&K23
pudiera exportar al medio extracelular otra proteina unida covalemi&raesu cadena
polipeptidica. El modelo experimental consistia en la cotranéfects células HEK293T
en cultivo celular, con DNAs que codifican para las proteinas de fasti{3 y la CK2.

Se utilizd dos tipos de de proteinas de fusion: la glutathion S-trasafenida a CKH2
(GST-CKZ) vy la proteina fluorescente verde también unida a fCKZFP-CKZ3), en
ambos casos la union fue al extremo amino-terminal deBCIs2 observé que estas
proteinas de fusion se expresan, junto con &GK& niveles de actividad catalitica
parecidos, pero siempre menores a los observados con la expresion 2f8e nGK
modificada. Los resultados mostraron consistentemente a la proeifssidn en los
lisados celulares, pero no fue posible de detectarlas en el medhoedular. Para estos
andlisis se utilizaron técnicas muy sensibles como inmunopeeiditespecifica, ensayos
de actividad catalitica e inmunobletestern blot). Se concluye que la fusion de €Kcon
otra proteina no altenger se el proceso de expresion de la proteina ectopica, pero si inhibe
su traspaso por la membrana plasmatica hacia el medio extaacpbsiblemente debido a

la orientacion estérica de las moléculas recombinantes usadas.
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1.1 SUMMARY

The protein kinase CK2 is a ubiquitous kinase that phosphorylate sarides
threonines of a large group of cellular proteins. The CK2 holoenzymts es a tetramer
(CK2a,3;) where CK2r is the catalytic subunit with kinase activity and @Ki& the
regulatory subunit that modulates the activity and gives stalmliGK2o subunit. CK2 is a
highly conserved enzyme in different species, is essential ditwlar viability and is
present in different compartments and cellular organelles. In add@®K?2 has been found
attached to the outside surface of the cell membrane, actingaksnase, catalyzing the
phosphorylation of different extracellular proteins and regulatingpwarprocesses such as
migration, adhesion and cell proliferation. Previous studies using rémsféction of
HEK293T cells in culture have demonstrated that the expression of both sutamti{f3)

IS necessary in order to obtain ectokinase activity on thesudihce. The ectokinase is
released from the membrane in the presence of specific sebstfais work explored the
possibility that the regulatory subunit CKZould export to the extracellular medium
another protein covalently bound to its polypeptide chain. The expgahmaodel was the
co-transfection of HEK293T cells in cell culture with DNAs tleatle for CRa and the
fusion proteins to CKR2 We used two types of fusion proteins: glutathione S-transferase
coupled with CKB (GST-CKZ) and the green fluorescent protein also associated with
CK2B (GFP-CK2) and in both cases the union was to the amino-terminal €28f It

was observed that these fusion proteins are expressed, along with &ksémilar catalytic
activity levels but always lower (25 to 50%) than the activetyovered as compared to that
seen with the expression of unmodified ¥X2The results consistently showed the
presence of the fusion proteins in the cell lysates, but it wagassible to detect them in
the extracellular medium. In these analyses highly sensitolanitgues such as specific
immunoprecipitation, immunblotting (western Bla&nd catalytic activity measurements
using radioactive sustrate were used. We conclude that the fusiOK2 with another
protein does not alter the process of ectopic expression of thenpiotieithat both fusion
proteins tested are not able to pass through the plasma membraaehtahe extracellular
medium, possibly due to the steric hindrance of the recombinant molecules utilized.



2. INTRODUCCION

La célula es la unidad estructural de los sistemas vivientegntgractia con su
medio externo para satisfacer una serie de necesidadess.vitaProcesos como la
migracion, adhesion y proliferacién celular, ademas de la reQuladel desarrollo y
diferenciacion en los sistemas multicelulares se debeniatésacciones de células con la
matriz extracelular y la capacidad de la célula de regib@sponder a un gran nimero de
sefales extracelulares. EIl organelo responsable de estascioleea es la membrana
plasmatica, que delimita a la célula, provee transporte y contidricaon el medio
extracelular mediante proteinas y lipidos.

Desde hace 3 décadas que se tiene conocimiento de la medenproteinas
quinasas en la superficie de diversos tipos celul&ssidios realizados por Kibletral.,
1983, lograron demostrar la presencia de distintas proteinas quirskamAas de
nucleotidasas y ATPasas en la superficie celular, lo que dwacde complejos sistemas
enzimaticos extracelulares.

Muchos investigadores han demostrado que CK2 es esencial paratio®gis
procesos celulares, por su amplia cantidad de sustratos y por &alioal en la mayoria
de los compartimientos subcelulares (Allende & Allende, 1995., Faust & Montenarh, 2000.,
Litchfield, 2003.,)

Estudios enfocados en determinar la relevancia fisiol6gicasderddeinas quinasas
como ectoquinasas, las vincularian con la regulacién de la interamglula-célula, unién
de ligandos a sus respectivos receptores, transduccion de sefatesl, de respuesta
inmune y regulacion de la adhesion y migracién celular (Redegald 1999). CK2 cobra
gran importancia, ya que posee la capacidad de fosforilar déspnbéeinas de la matriz
extracelular y se ha determinado que la CK2 es uno de las eatsagiimas abundantes en
varias lineas celulares estudiadas.

En este trabajo de Memoria de Titulo se estudio el rol de la sl#thGKB en el
proceso de exportacion, desde el interior de la célula hacia lafisiepexterior de la
membrana plasmatica. Como se indica en estudios anterioreg ¢ibesatorio (Rodriguez
et al., 2005), la evidencia indica que la subunidades CCK2CK23 son exportadas

asociadas a la membrana como heterotetrdmero y su liberacndaeda extracelular se



realiza por adicion de un sustrato especifico de CK2. EIl objetinoipal de este trabajo,
es examinar mediante la utilizacion de diversos métodos de biatogiacular, la
posibilidad de que la subunidad regulatoria BKsea capaz de transportar al medio
extracelular otra proteina unida covalentemente a ella. Cerpesposito, se disefidé un
sistema de expresidn de proteinas quiméricas recombinantes @eu@ida a otra proteina
que llevan, ademas, en sus estructuras una secuencia sefializadora (ptcuéallitar su
inmunoprecipitacion y identificacién en los medios extracelulareselig§ié dos proteinas

de fusion, la CKB-glutation-S-transferasa y la CRzroteina fluorescente verde.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. ASPECTOS GENERALES DE LAS PROTEINAS QUINASAS

Las células regulan muchos de sus procesos vitales por medidasoldacion
reversible de sus proteinas, dichas reacciones son catalizadasotedngsr quinasas y
revertidas por proteinas fosfatasas. Las quinasas tienen itulpaidad de participar y
coordinar distintas cascadas de sefalizacion que son fundamentaldwga@s procesos
en la célula como el metabolismo, la transcripcion, progresiéon W& celular,
reestructuracion del citoesqueleto, movimiento celular, apoptosis, ctaoidm
intercelular durante el desarrollo y funcionamiento de los sistemervioso e
inmunoldgico.

La importancia de esta modificacion covalente de proteinas en&viete el hecho
gue el genoma humano codifica sobre 500 proteinas quinasas, las quayeontit% del
genoma humano, lo que las ubica dentro de las familias de genesrandesgen
eucariontes. La gran mayoria de estas proteinas quinasas tiedeminio catalitico muy
conservado y son agrupadas en la superfamilia de proteinas quinasagicac#ePKs).
Las demds proteinas quinasas, que no poseen este dominio catalitservado, se
clasifican dentro de las proteinas quinasas atipicas (aPKsku vez, las ePKs son
clasificadas en siete grupos principales (AGC, CAMK, CMGE&1, STE, TKLy TK) y
estos subdivididos en familias y en algunas ocasiones en subfarhdisado en la
secuencia de sus dominios quinasa (Manadiraf), 2002). Es relevante mencionar que una
tercera parte de todas las proteinas celulares pueden serddafoen uno o0 mas sitios
(Litchfield, 2003).

Las proteinas quinasas catalizan la fosforilacién de residuosrid@,streonina y
tirosina, de una proteina sustrato, una reaccion que puede resultambios en la
actividad, conformacion estructural o en la capacidad de la protestrate de asociarse a
otra(s) proteina(s), regulando asi importantes procesos celulares.

En las Ultimas décadas, se han descrito la presencia dengsotgiinasas en la
superficie de una amplia variedad de células (Redeyeld, 1999) y por su localizacion

extracelular y por el tipo de sustrato(s) especifico(s) gderflas, éstas podrian jugar un



papel muy importante en la regulacién de interacciones entrlaséAdemas, analisis en
bases de datos de proteinas revelan la presencia de sitiogsg®so para fosforilacién en
muchas proteinas de la superficie celular, lo cual sugiereexjgeen muchos sustratos
potenciales para la ecto-fosforilacion por ectoquinasas y ATP extracelular

3.2. PROTEINA QUINASA CK2

La proteina CK2 es una enzima serina / treonina quinasa, pleiatrdicua en
eucariontes, que posee subunidades catalitica ') y regulatoria ) que usualmente
conforma tetrdmeros con la composiciagB,, aa’ B, o a’,p3, (Tapiaet al., 2002). La CK2
fosforila residuos de serina o treonina proximos a aminodacidos @ ididiferencia de la
mayoria de las proteinas serina / treonina quinasas que requieyea mMas residuos
basicos en sus sitios de fosforilacion. La secuencia de consensoantoanse ha
determinado para CK2 es S/T X X D/E, siendo S/T el hidroxilansidogserina o treonina
a ser fosforilado, X cualquier residuo aminoacidico y D/E &cidparésso o glutamico
(Meggio et al., 1994., Allende y Allende 1995). CK2 es altamente conservada y es
esencial para la vida en organismos eucariontes. Se ha reportada GK2 iene mas de
trescientas proteinas como sustratos, en contraste con otrasaguie son altamente
especificas y fosforilan sélo uno o dos sustratos (Litchfield, 20@3j2 puede utilizar
indistintamente ATP o GTP como co-sustrato (dador de grupo fosftwilgue puede
utilizarse para identificarla, ya que es una propiedad Unica astygrdteinas quinasas. El
uso de GTP requiere la participacion de una molécula de aguappaiecionarse
correctamente en el sitio activo de CK2 y reemplaz&T& en su funcién de co-sustrato
(Niefind et al., 1999). A su vez, CK2 muestra actividad no so6lo en presencia deorofa
natural Md? sino también de otros cationes divalentes tales comt MrCd*. En
presencia de Mg es mas efectivo ATP como dador de grupo fosforilo mientras que en
presencia de M# la situacién se revierte a favor del GTP (Gagical., 1993).

Las subunidades de CK2 (C&2 CK23) han sido clonadas en distintas especies
(tanto animales como vegetales) facilitando los estudios derestaa. De esta manera, en
el laboratorio donde se realiz6 este estudio, se ha reportado la clonacion yiaeicurede

las subunidades CKRy CKZ3 de Xenopus laevis (Jedlickiet al., 1991) y deDanio rerio



(Antonelli et al., 1996). Analisis de estas secuencias muestran un marcado grado de
conservacion entre especies distanciadas evolutivamente, por ejers@ecliencias de la
subunidad CK@ obtenidas d&Xenopus laevis difieren de la humana so6lo en un aminoacido

en los primeros 300 aminoacidos, y la subunidad fC#& las mismas dos especies difiere

s6lo en 2 aminoé&cidos en toda la extension del péptido (Hirgtichs 1993).

3.2.1. ESTRUCTURA DE CK2

La holoenzima de la proteina quinasa CK2 se ha purificado de difetejides en
eucariontes, generalmente formando un heterotetramero constituidtbp@ubunidades
cataliticas y dos subunidades regulatorias que espacialmentejas@mna mariposa, en
donde el dimero de la subunidad regulatoria forma un puente que une amp@idaes
cataliticas. Se han encontrado diversas isoformas de la subwathdiica en los
organismos eucariontes, no obstante, en el ser humano se presentglalalaomo un
tetramero compuesto de dos subunidades cataliticasy @€2CK2x’ y dos subunidades
regulatorias CKPR, la holoenzima entonces estaria conformada por una estructura
a2B,. Existenevidencias que las subunidades aisladas tendrian funciones especificas
(Allende y Allende, 1998). Las subunidades GKRCK2a' son intrinsecamente activas y
tienen una masa molecular de 42-44 kDa y 38 kDa, respectivament®.skistanidades
cataliticas son estructuralmente analogas pero codificadasepes gliferentes. Por su
parte, la subunidad regulatoria JK@&6 kDa), no posee actividad catalitica. Sin embargo,
CK2[ parece cumplir tres funciones: 1) conferir estabilidad a la halmen2) modular la
actividad de la subunidad catalitica e 3) influir sobre la subunidatiticat en cuanto a la
especificidad de su interacciébn con sustratos o inhibidoresn¢(fdley Allende, 1995).
Ademas, se ha demostrado que la subunidad regulatorif @ERee la capacidad de
asociarse a otras proteinas de forma independiente de su idteiEmt CK2x, ejemplo de
estas interacciones son las proteinas quinasas A-Raf, C-Mos y(BibkY y Litchfield,
2005).

Mediante métodos cristalogréaficos se ha logrado obtener lecestr de CK2 activa
de maiz (CK2) y humana (CK@&,B,) a una resolucion de 2,1 Ay 3,1 A, respectivamente

(Niefind et al., 2001). Analizando esta estructura se puede apreciar que las sdbanida



regulatorias (CKR) forman un dimero unido a las subunidades cataliticas qi;Kas
cuales no hacen contacto entre ellas. Cada subunidad cataliticeohtaeto con ambas
subunidades regulatorias, predominantemente a través del extremmidtede estas
Gltimas. La subunidad catalitica tiene una arquitectura bilobuldbbilo mas pequefio
(dominio N-terminal) comprende 5 cadenas beta y una alfa hdgiceminadanC. Este
dominio es el responsable del contacto con las subunidades regsidbiidbulo mayor
(dominio C-terminal) est4 formado por alfa hélices. El sitibva de la subunidad
catalitica se encuentra en la interfase de ambos l6bulosipeapssicion estructural de la
subunidad catalitica aislada con la que constituye el heterotetrdlenea a un valor de
desviacién promedio (r.m.s.ds) de ~ 0,8 A. Este valor demuestra queuctza de la
subunidad catalitica sufre escasos cambios en su transicion de mmn@mer
heterotetramero, lo que explica la actividad catalitica inclnsie esta subunidad aislada.
De manera similar a la subunidad catalitica, la subunidad regalatombia poco como
consecuencia de la formacion del tetramero (r.m.s.ds ~ 0,83 Apstractura de la
subunidad CKR puede dividirse en un dominio N-terminal (rico en alfa hélices), un
dominio de unién a ZA (interfase del dimerf/B) y una cola C-terminal que se extiende

hacia el exterior del monémero (Niefired al., 2001).
3.2.2. LOCALIZACION SUBCELULAR

Muchos estudios han demostrado la importancia de la adecuada distribucién de CK2
en distintos compartimientos celulares, ya que sustratos fisiokbgie esta proteina
quinasa se encuentran por toda la célula. Utilizando experimentfyracd@namiento
subcelular, muchos grupos han detectado proteina quinasa CK2 &plklsoia y se ha
purificado a partir de mitocondria de higado bovino junto con medir su dedivpor
utilizacion de un sustrato especifico de CK2. Se ha mostrado su amparten la
fosforilacion de distintos componentes del citoesqueleto, también lsa igentificado
como una quinasa asociada al reticulo endoplasmico (FaMkintenarh, 2000). CK2
también se encuentra en la fraccion nuclear y dependiendo dedadeteciclo celular, se
encuentra en la matriz nuclear y con el huso mitético asociandimsfoyilando a varias

proteinas nucleares como nucleolina y NOPP140. Vale destacar que eno nimm



importante de factores de transcripcion (SRF, c-Jun, c-Myb, c-Myc, @63, son
fosforilados por CK2 y esta modificacion regula en algunos casosapacidad de
translocarse al nucleo como asi también su funcionalidad cortar fée transcripcion
(Allende y Allende, 1995).

3.2.3 CK2 ECTOQUINASA

Desde la década del 70 se tiene conocimiento de la existeraidivddad quinasa
en la superficie de diversos tipos celulares. En el afio 1976 MaRmaengurt detectaron
la presencia de actividad proteina quinasa en la cara extelmangenbrana plasméatica de
células 3T3. En el afio 1983 Kibé&tal. demostraban que esta actividad quinasa podia ser
selectivamente liberada a partir de células Hela intantdiante el uso de sustratos de
CK2 tales como fosvitina o caseina. A este procedimiento dediberde una proteina
desde la superficie celular se le denomirghedding”. Pyerinet al. en 1987 demostrd que
unaectoproteina quinasa altamente purificada a partir del medio tikoale células HeLa
intactas reunia todas las caracteristicas de la proteina aj@kas Esta caracterizacion fue
profundizada por el trabajo de Walteral., 1996. En dicho, trabajo se observé que la
actividad quinasa liberada de células Hela intactas era adpasforilar péptidos
sintéticos, que son sustratos especificos de la proteina quin&aES€ta actividad era
inhibida por concentraciones bajas de heparina (inhibidor clasico petieina quinasa
CK2) ademés de utilizar indistintamente ATP o GTP como co-tustra clasificacion de
ectoquinasa fue confirmada por otras caracterizaciones que irwluyg)y datos de
autofosforilacion que evidenciaron la existencia de las dos subunidadisceaa y o'
(43 y 40 kDa) y una subunidad regulatoria de 28 kDa, 2) reaccion inmursolégic
anticuerpos especificos para la proteina quinasa CK2, 3) mapeo umpéppticos que
resulté en fragmentaciones comparables entre la proteina ectegyil@aproteina quinasa
CK2 de humano y 4) gran homologia de secuencia entre la ectogyidasaroteina
quinasa CK2 de humano mediante espectrometria de masa (MALDHEM$¥Eptidos
tripticos separados por HPLC y posterior microsecuenciacion. Isermie de actividad
ectoquinasa de CK2 no estéa limitada a células HelLa, también alesbevado en otros

tipos celulares tales como la linea celular de rifidn embridnicormuMBK293 (Walteet



al., 2000), neuronas, mastocitos, fibroblastos, células de la musculaturadsaar y
linfocitos-T (Redegeldt al., 1999). En el caso de las células T, también se ha descrito la
presencia de fosfatasas y ATPasas en la cara externandenibrana plasmatica. Esto
altimo sugiere la existencia de un sistema completo de fiasion/desfosforilacién
reversible en el espacio extracelular.

Varios trabajos sugieren, que la actividad ectoquinasica de CKé@auga papel
fisiologico mediante la fosforilaciébn de proteinas presentes eralaz extracelular, tales
como fibrinégeno, fibrina, lectina L-29, vitronectina y el precursopmgeina3—amiloide
(Walteret al.,2000). Se ha demostrado, que la fosforilacion selectiva de vitronectina
ectoquinasa CK2 produce un incremento en la afinidad celular por dicho caorngone
favoreciendo la adhesion y migracion celular. Por otra parte, steimastrado que la
fosforilacion de nucleolina por la ectoquinasa CK2 estd relacionatia aapacidad
mitogénica de uroquinasa.

En trabajos realizados en el Laboratorio de Biologia Cetldda Transduccion de
Senales Celulares, de la Facultad de Medicina de la Univeérdel&hile, se ha logrado
determinar mediante transfeccién de células HEK 293 T con vecjoessontienen los
genes que codifican para ambas subunidades de CK2, la exportaci®raldé? de la
holoenzima producida por la célula a la superficie exterior deetfabrana plasmatica. El
proceso de ubicacion de CK2 en la membrana celular demora variadueg@asle la co-
transfeccion de las subunidades y posterior cultivo. Para deteetetiiidad enzimética en
el medio extracelular por la adicion del sustrato fosvitina, geieee entre 13 y 15 horas
(Rodriguezet al., 2005) y sélo es posible realizar el proceso de exportabiiuing
continuo hasta pasadas las 24 horas. También se ha visto que una fanta deiCRa,
cataliticamente inactiva, es exportada con la misma efiaiepe la enzima activa. Hasta
el momento no se conoce el método por el cual CK2 es exportadalhaiperficie
celular, ademéas las subunidades @KZ CK23no contienen secuencias con las
caracteristicas de péptido sefial para dirigir una proteinavastrde la via clasica de
exportacion (Rodriguet al., 2005).



3.2.4 RELEVANCIA FISIOLOGICA

La fosforilacion de sustratos en el extracelular, como asi é&mihi de dominios
extracelulares de proteinas integrales de membrana por potgimasas, se sugiere que
estaria vinculada a la regulacion de la interaccion entreas¢luhion de ligandos a sus
respectivos receptores, transduccion de sefiales, control de respoasta i regulacion
de la adhesién y migracion celular (Redegetdil., 1999). En el caso particular de la
proteina quinasa CK2 cobra relevancia su capacidad de fosfortiatadiproteinas de la
matriz extracelular. Al colocar células HeLa sobre unaimdé vitronectina previamente
fosforilada por CK2 las mismas mostraron un marcado aumental damacidad de
adhesion a integrinas, especificamente a la favad (Segeret al., 2001). En un trabajo
posterior, realizado con células de la musculatura lisa, se déngostia fosforilacion de
vitronectina por CK2 esta regulada por uroquinasa, conocido moduladoradidaion
celular y que formando complejo con la integrinvg3, se encuentra el receptor de dicho
modulador (Stepanow al., 2002). De manera similar, Trachasal., 2005, demostraron
que la glicoproteina laminina-1 es un sustrato de CK2 y que la adhesidgracion de
células HEp-2 se ve favorecida en presencia de laminina-1 pentarfosforilada. Todo
esto sugiere gue CK2 como ectoquinasa cumple un importante papeéguldeion de la
adhesién y migracion celular.

En 2005, Bohana-Kashtast al., describieron una ectoquinasa que era capaz de
fosforilar el componente C9 del sistema del complemento y con etlaisohibidores
especificos demostraron que se trataba de la proteina quinasa GRloQélulas Raji
(linfoma B humano) fueron tratadas con estos inhibidores se observémenta en el
indice de lisis celular mediada por el complemento C9. A su vebsgevo un aumento de
la actividad CK2 ectoquinasa sobre C9 en células tumorales en coiparan células
normales. Por lo tanto, la actividad CK2 ectoquinasa puede ser conaidenad un factor
protector contra la lisis celular mediada por el complemento, probhahte mediante la
fosforilacién de C9 y su consecuente inhibicion.

Entre las proteinas fosforiladas en sus dominios extracelularenientra la
proteina precursora del péptid@-amiloide @APP). Dos fueron las ectoproteinas

posiblemente responsables de esta fosforilacion extracelulapti&Enas quinasas CK1 y
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CK2. Estas quinasas fueron capaces de fosforilar, tanto la feewr@tada, como la
asociada a membrana de3laPP. También se observd, que heparina fue capaz de inhibir la
fosforilacion de If3APP por CK1 y CK2, sugiriendo que compuestos similares de lazmatri
extracelular, heparan sulfatos por ejemplo, cumplirian una funci@atega sobre esta
actividad ectoquinasa (Waltetral., 2000).

En un trabajo muy reciente se vincula a CK2 con la fosfaditadee la proteolisis
del receptor de colageno XVII. Dicho receptor es una proteinartesmirana responsable
de la adhesion de dermis y epidermis. CK2 inhibiria la ac&Gmd metaloproteasa que
produciria la proteolisis del receptor, con lo cual CK2 estagalando la adhesion de las

células epiteliales (Ziminet al., 2007).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

La CK2B, subunidad regulatoria de la proteina quinasa Il, es capaz de exieoldar

célula a otras proteinas que hayan sido covalentemente fusionadas a ella.

4.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la subunidad CR2recombinante puede servir para causar la

exportacion de otras proteinas fusionadas a su cadena polipeptidica.

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.3.1. Subclonar en el vector de expresion en eucariontes pCEFL-HARetjiddNcodifica
para la proteina de fusion de glutation-S-transferasa — proteina quina@a CK2

4.3.2. Transfectar células en cultivo HEK293T con DNA de un vector cloraudas
secuencias que codifican para la expresion de glutation-S-trasssfenaroteina
quinasa CKR o green fluorecent protein (proteina fluorescente verde) - proteina
quinasa CKp.

4.3.3. Detectar la expresion y exportacidon de las proteinas de fusidsfdctadas e
inmunoprecipitadas, glutation-S-transferasa - proteina quinasaP3 CKteen
fluorecent protein (proteina fluorescente verde) - proteina quinasafzK2diante

la medicion de la actividad quinasicie CK2 ywestern blotting.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES

5.1.1. MATERIALES Y REACTIVOS GENERALES

Las sales, solventes, detergentes y demas reactivos de uso codaimgrado
analitico o grado biologia molecular, fueron adquiridos de Winkler, U.i&odical,
Sigma, J.T. Baker, Merck o Fluka. La fosvitina para el proceshatieling; los detergentes
no iénicos Nonidet P-40 y Triton X-100; la acrilamida; el N,N,N',N'-
tetramethylethylenediamine (TEMED); el glutation reducidoptateina A conjugada a
agarosa; la adenosina 5'-trifosfato (ATP); el 2-mercaptoetaiolgolorante para la
preparacion de Coomassie Blue (Brillant Blue R-250); el azul dendfenol para la
preparacion de las soluciones de carga; el antibidtico cloranfepial reactivo de
Bradford se obtuvieron de Sigma. EIl cdOctel de inhibidores de protpasadisado de
células eucariotas y el péptido sustrato especifico de CK2 DRR®DDDD) se
adquirieron de Calbiochem. Las enzimas de restriccion; la DNe&diglel bacteriofago T4;
la Tag DNA polimerasa; los marcadores de peso molecular para pot@natein
Molecular Weight Marker y Page Ruler Prestained Protein Ladder) y para DNA (Gene
Ruler 100bp DNA Ladder Plus) fueron suministrados por Fermentas. El bromuro de etidio;
el marcador de peso molecular para DNMDRA / Hind Il fragments) y laTaqg DNA
polimerasa de alta fidelidadPl@tinum Tag DNA polymerase High Fidelity) fueron
obtenidos de Invitrogen. La bis-acrilamida y la ampicilina @da para seleccion de
bacterias transformadas se adquirieron de Winkler. La triptoglaextracto de levadura
para la preparacién de medio LB (Luria-Bertoni) para crecimiatg bacterias fueron
adquiridos de Mobio. Los desoxinucleotido trifosfato (ANTP) para PCRriud Peqlab.
Los reactivos para el revelado de inmunoblotting incubados con anticwengagados a
la fosfatasa alcalinaAP Conjugate Substrate Kit) fueron obtenidos de Bio-Rad. Los
sistemas para purificacion de DNRI&smid Purification Midi / Mini y Gel Extraction Spin
Kit) fueron de Jetstar. La agarosa para la preparacion de gee®NA @Agarose Med
EEO) fue de USBiological. ENf*?P] ATP fue de Perking Elmer. La membrana de PVDF
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(inmobilon) parawestern blot; las unidades de filtracion descartables dqu2y los filtros

de PVDF de 0,4pm y 0,25um (25 mm) fueron adquiridos de Millipore. Por su parte, los
soportes para los filtros previamente mencionados fueron de Gebigntés. Los papeles
de filtro 1M, 3M y P81 (papel de fosfocelulosa) fueron adquiridos de Wamatnil 1-
Cloro-2,4 Dinitrobenceno del laboratorio Acros, fue donado gentilmente paalaviaria

Eugenia Letelier, de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmza=de la U. De Chile.

5.1.2. REACTIVOS Y MATERIALES PARA CULTIVO CELULAR

El medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) r@oglucosa,
el suero fetal bovino, la mezcla penicilina / estreptomicinglutamina 100X y la mezcla
tripsina-EDTA 10X fueron obtenidas de Gibco (Invitrogen). Los reactipofectamina y
plus fueron de Invitrogen. EIl material plastico utilizado (placa@el100 mm) fue
Falcon, Orange o Nunc. Las pipetas Pasteur fueron adquiridas dehritrsnn
Laborgerate. Se emplearon membranas de celulosa genO(2dvantec MFS) en equipos
autoclavables Nalgene para la filtracion de medios y soluciones.maisriales y
soluciones que asi lo permitian fueron autoclavados en un autoclave elédfcmgdelo
AS12. El recuento de células se realiz6 en camara de NeuliReiehdrt). Los viales
criogénicos utilizados fueron obtenidos de Nalgene. El nitrdgeno liquido efopesa la
preservacion de las lineas celulares fue provisto por la BRecdk Ingenieria de la
Universidad de Chile. EI CQutilizado para el cultivo de células fue suministrado por la
empresa AGA, S.A.



14

5.1.3. OLIGONUCLEOTIDOS

BGSTF 5 TAT ATAAGATCT TCC CCT ATACTAG 3
EGSTR 5 TATATAGAATTC TTAATCCGATTT TGG AG 3
EGSTF 5 TAT ATATTG AAT TCC CCT ATACTAG 3

NCK2BR 5" TAT ATAGCG GCC GCT CAACGC &
XCK2BR 5" TAT ATATCT AGA CAACGC ATG GTC 3

Todos los oligonucleétidos fueron producidos por Primers MWG - Biotech
(Bioaxis) a excepcion del XCK2BR que fue producido por Centro de A @liSintesis de
Biomoléculas, CESAT, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

5.1.4. ANTICUERPOS

El anticuerpo anti-HA monoclonal IgG2a de raton (F-7) de Santa Cruz
Biotechnology. Los anticuerpos anti-HA y anti-GST policlonal de @nkjeron
suministrados por Upstate. Los anticuerpos secundarios anti-IgG d@ goanti-IgG de
raton conjugados a fosfatasa alcalina fueron adquiridos de Calbio€ltemnanticuerpo
utilizado, anti-GST policlonal de conejo, fabricado por Sigma, fue dogaditimente por

el Dr. Julio Tapia.

5.1.5. VECTORES DE EXPRESION

La expresion de las proteinas recombinantes en células euc@id&€f93T) se
realizé con los vectores de expresion pCEFL-HA y peGFP-Cl.veEtor pCEFL-HA
proporciona un epitope de hemaglutinina (HA) con un peso de 2 kDa y pEGEarlifida
para la proteina verde fluorescergeeén fluorescent protein) que tiene un peso de 27 kDa.
Todos estos epitopes se encuentran en el extremo amino termiagdrdeeina expresada.
El vector pCEFL-HA confiere resistencia a ampicilina (Angen tanto pEGFP-C1
confiere resistencias a Neomicina (Nep Kanamicina (Kah. Ver esquema en pagina

siguiente.



Esquema de vectores eucariontes utilizados
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pCEFL-HA (6000 bp)

Bgl I EcoR| EcoRV Not| Xbal
|
3 1 [ r //
J—=) IEAMCS [Neg | Amp —
PEF12 Sv40
(promotor) on
pEGFP-C1 (4700 bp)
Bgl Il Xho I Hind Il EcoR1 Pst | Sal | Kpnl Bamhl
/I /f
/
| Stop codonI
J|—— ) [ECREN VeS| —|  —{ NeoKan” | /I
cMV SV40

(promotor) ori
Abreviaturas y Simbolos: Promotor........ccooeeveieiiiiii e ...

EPMOPE...evvveeiee i) B -

Origen de replicacion.......................| ...

MCS (sitio multiple de clonaje)...........] ...

Resistencia a ampiciling...........ccveecvevoeeeenen, 1
............ 1

Resistencia a Neomicina /Kanamicina.....
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5.2 METODOS

5.2.1 CULTIVO CELULAR

La linea celular utilizada en este trabajo fue HEK 29Bllnfan Embryonic
Kidney, ATCC numero CRL- 11268), una linea celular de morfologia epittamente
adherentes y transfectables, transformadas con el adenovirus 5 DNA.

Fueron cultivadas en DMEM, al cual se le adicioné 10% de suerobetaio
(inactivado por 10 minutos a 56°C), 100U/ml de penicilina, i@l de estreptomicina y
0,3 mg/ml de L-glutamina. Las células fueron cultivadas sobre placastdbsa(Falcon)
y mantenidas en una estufa incubadora (Shellab, modelo IR2424) a 37°C atmasfara
con 5% de CO2 y 80% de humedad relativa. EI manejo de los cultivesls ren una
campana de flujo laminar (Factomet, modelo VR24301).

El subcultivo se realizaba en la campana de flujo laminar yioreada, siempre
que las células llegaran a confluencia, en tal caso, sebeetlamedio de cultivo y se
procedia a lavar las células dos veces con un tampén fosfato G&B&). Luego se
incubaban las células en una soluciéon de tripsina al 0,05% y EDTAN,5em PBS. A
continuacion las células son despegadas de la superficie decéa mauspendidas en
medio completo y contadas en cadmara de Neubauer para luego sadaslen una placa
con medio completo.

El stock de células es mantenido en un termo con nitrégeno liquido. Regularmente
una placa de 100 mm con una confluencia cercana al 90% era tratadi@psina. Las
células obtenidas eran centrifugadas y el sedimento celul@sgspendia en 0,5 ml de
medio suplementado con 50% de SFB y 5% de DMSO. Las célulasaspendidas se
colocaban en viales criogénicos tras lo cual se enfriaban pnamresite hasta ser
colocadas a -70°C. Al dia siguiente eran traspasadas a nitrégeno liquido (-196 °C).

5.2.2 PROTEINA DE FUSION GST-CK?2

Para poder expresar la proteina de fusion GSTE#Pcélulas eucariotas se utilizd

el vector pCEFL-HA, el cual ademas conferia un epitope a lamaotapresada que luego
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podiamos utilizar para su reconocimiento. En la construccién de GSTs€K#lizé un
cDNA de un vector de expresion comercial en procariontes (pGEX-Rd)akhabia sido
clonado previamente CK2Hinrichs et al., 1993) y que ya contenia GST en la region
anterior a la caja de clonaje por lo cual se ocup6 como templad®@&a Utilizando los
partidores BGSTF (disefiado para hibridar en el cDNA del pGEX#2Ta region que
codifica para el N-terminal de la proteina GST) y NCK2Bddado para hibridar en el
cDNA del pGEX-2T que corresponde a la region que codifica al Grtalrde la proteina
CK2p) se logré amplificar la region codificante para GST-GKAdemas BGSTF confirid
un sitio de corte para la enzima de restriccion Bgl Il y NCK2BRsitio de corte para la
enzima de restriccion Not |

El DNA obtenido producto del PCR (amplificado GST-@GKfue suplementado
con una solucion de 30% de glicerol y 0,25% de azul de bromofenol péwageresuelto
electroforéticamente en gel de agarosa al 1% suplementado coardrden etidio (0,5
ug/ml). Las bandas de restriccion obtenidas eran visualizadas eansifutminador con luz
UV. Al comprobar que las condiciones de PCR eran adecuadas se pcocetie PCR
preparativa, donde se utiliza un mayor volumen total |{lL%@ntra 1%l de la PCR
anterior), pero con las mismas condiciones que nos dieron el mejor resultado.

Utilizando un kit comercial®el Extraction Spin Kit) se purifico el DNA a partir del
gel, luego se digiri6 el DNA con las enzimas de restriccion BgNobt |, conjuntamente se
realizd la digestién del vector pCEFL-HA con las mismas rneagj para asi lograr
extremos cohesivos para su posterior ligacion. La digestion sedrealian volumen total
de 10Qul con elbuffer que recomienda el fabricante para ambas enzimas de restrlcson.
enzimas no deben superar el 10% del volumen total de la digestionagameaccion se
utilizé 5 unidades de enzima. La digestion se realizé a 37° C por<, hago de lo cual
se vuelve a purificar mediante gel de agarosa.

La ligacion del inserto GST-CKH®se logré utilizando 10 veces mas de éste sobre la
cantidad del vector. El volumen de la reacciéon fue de@llébn 5 unidades de la DNA
ligasa del bacteriéfago T4 y blffer de la DNA ligasa (provista por el fabricante). Esta
mezcla de ligacién se incubd 1 hora a 22°C y luego toda la nobb®Ca Finalmente se

incubd a 65° C durante 10 minutos para inactivar la DNA ligasa.d@upto de ligaciéon
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fue posteriormente utilizado para la transformacion de bactdfascoli DH5a
quimiocompetentes.

Para la preparacion de bactertascoli DH5a quimiocompetentes se inoculd 1 ml
de medio LB con una colonia obtenida a partir de una placa de LB-@géarasia con
dichas bacterias, todo esto en ausencia de antibioticos. Dicho inocieudbado toda la
noche a 37°C con agitacion continua (200-250 rpm). El cultivo obtenido se utifed pa
inocular 50 ml de medio LB los cuales se incubaron durante 2 horas a@Ydgitacion
continua (200-250 rpm) o hasta obtener un cultivo con una densidad Optica de 0,3-0,4 a 600
nm. A continuacion, este cultivo fue centrifugado a 1000 Xg durante 10 mieatos
centrifuga refrigerada (4°C). El sedimento bacteriano fue pesd#lo sobre hielo con 10
ml de solucion TSS filtrada (TSS: 10% p/v polietilenglicol 3350, 20 myCM, 20 mM
MgSO4, 5% viv DMSO - agregado después de la filtracion- en nidji@licuotado y
conservado a -70°C.

Para transformar se utiliz6 1Q@l de bacterias quimiocompetentes a las que se
agregaron 1@l de la reaccion de ligacion y esto se incub6 durante 30 minutoslertras
lo cual se coloco en bafio térmico a 42°C durante 90 segundos y luego Buramios en
hielo. A continuacion se agrego 2Abde medio SOC (20% pl/v tritona, 5% p/v extracto de
levadura, 9 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCI2 y 20 mM glucosa) yrsmibaron
durante 1 hora a 37°C con agitacion continua (200-250 rpm). Tras esta ioulaac
bacterias fueron centrifugadas a 3000 Xg durante 4 minutos ydehesgo bacteriano
resuspendido en 50 pl del mismo sobrenadante. Esta resuspension eetlisqpessé en
placas de medio LB-agar suplementada con ampicilina por que el \®CEFL-HA
confiere resistencia a este antibidtico. Las placas fueron inasilaa87°C hasta la aparicién
de colonias definidas, de las cuales elegimos unas cuantas quenaipara realizar una
PCR colonia. En una placa de LB-agar se inocul6 ordenadamentddam&®legidas y
luego con lo restante en la punta de la micropipeta se inoculé un tubo de PCR.(®8da&fect
PCR colonia con los mismos partidores anteriores (BGSTF y NBK2Bi se pudo
distinguir que colonia tenia el inserto que buscabamos.

La/las colonia/s con el inserto (GST-OKz2reviamente identificadamn la placa de
LB-agar, fueron inoculadas en un matraz con 100ml de LB suplemesaadampicilina e

incubadas toda la noche en agitacion a 37° C. Al dia siguiente izé taadxtraccién del
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DNA plasmidial a partir de las colonias bacterianas que fuerf@atake creciendo el dia
anterior con el kit comercidPlasmid Purification Midi de Jetstar. La concentracion del
DNA plasmidial obtenido fue determinada mediante lectura en esfmétmetro a 260 y
280 nm, ademas se verifico el inserto mediante andlisis dec&stricon las enzimas Bgl
II'y Not I, como también una muestra fue enviada para su andéssecuencia en el
Servicio de secuenciacion automatica de DNA de la Fac. dei&@&eBwmlbgicas de la

Pontificia Universidad Catélica de Chile.

5.2.3 PROTEINA DE FUSION GFP-CK2p

La construccion GFP-CHXfue facilitada gentiimente por el Dr. Fernando
Rodriguez. EI cDNA de esta construccién se encontraba en mugdrajantracion para
ser transfectado, por lo cual se decidi6 realizar la transtdmade bacterias

DH5a quimiocompetentes y asi procurar mayores concentraciones.

5.2.4 TRANSFECCION DE CELULAS HEK293T

Se cultivaron aproximadamente 8,0 X t@lulas HEK- 293T en placa de 60 mm.
Veinticuatro horas después (70 — 80% de confluencia) estasscétutaansfectaron y co-
transfectaron con el/los cDNA correspondientes, como se explicéa €iRevision
bibliogréafica”, experimentos previos realizados en nuestro laboradenwuestran que la
subunidad3 de CK2 es exportada junto a la subunidadhotivo por el cual para realizar
nuestros estudios decidimos co-transfectar conddK® proteinas quiméricas. Para ello se
preparé una mezcla con un maximo degddel DNA (cantidad previamente evaluada para
llegar a una transfeccién 6ptima), DMEM Yy reactivo PLUS (iogién) para placa de 60
mm. Esta mezcla se incub6 por 15 minutos a temperatura ambisge,se le agrego
DMEM con lipofectamina y se dejo incubar por otros 15 minutos. Eta@so se retird el
medio completo de las células, se lavaron 2 veces con PBS es sgegdé DMEM.
Transcurridos los 15 minutos se colocé la mezcla (DNA, lipofectaniéEM) y se

espero 4 horas para cambiar el DMEM por medio completo.



20

Luego de la transfeccidn se esperaron alrededor de 20 horaslapdiampo a la
expresion de las proteinas que codifican a partir del DNA traasf@g/ proceder a la

recoleccion de las muestras.

5.2.5 RECOLECCION DE MUESTRAS

Al transcurrir 20 horas post transfeccion se realiza la recidlecde muestras,
empezando por el retiro del medio condicionado de las placas, que depeudiedideno
experimental se conserva en hielo. Posteriormente las cébrasvadas dos veces con
buffer-P (70 mM NaCl, 30 mM Tris-acetato pH 7.2, 5 mM acetatondgnesio, 5 mM
KoHPQO,, 0,5 mM EDTA y 75 mM glucosa) precalentado a 37° C. Para algunogosnsa
estos lavados se realizaron con agitacion suave a 37° C por 5 misg@®servaron en
hielo. Luego se realizd la liberacion selectiva de ectoprotejdoasasas shedding),
proceso disefiado por Kibletr al., 1983. Elshedding se realiza con una solucién de
fosvitina (1 mg/ml) en buffer-p en agitacién suave por 15 minutos y a 37° C, lagiaede
fosvitina produce la liberacion selectiva de la ecto-CK2 que saeetra unida a la
superficie celular. Pasados los 15 minutos, se retira el liguidacelular conteniendo la
ecto-CK2 y junto con las muestras de medio condicionado y lavaddzad®s
anteriormente son centrifugados a 2000 Xg durante 5 minutos a 4° C yéuegussrva el
sobrenadante en hielo.

Al terminar elshedding, las células son lavadas una vez con PBS y luego se les
agrega una solucién de lisis (0,1% Nonidet P-40 en PBS) suplemerdadan coctel de
inhibidores de proteasas (1/100). El producto de la lisis celulgresdislo en la solucion
de lisis, es agitado vigorosamente y luego se deja incubar por 30osnient hielo,
posteriormente se centrifuga a 15000 Xg por 15 minutos a 4° C y se veorger
sobrenadante en hielo, y con un alicuota se determima la concentragpidnedieas totales
mediante el método de Bradford.

Inmunoprecipitacion

Las muestras obtenidas anteriormente (liquido extracelular, lisddlar, medio de

cultivo, lavados, entre otras) fueron dejadas en agitacion suave a 4%d0ata noche, en

presencia de un anticuerpo (143 de anticuerpo/ml de muestra) que reconoce
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especificamente la proteina en estudio. Al dia siguiente sgaagaclas muestras 20 de
proteina A conjugada con agarosa y se deja incubar por 4 a 5rhasaduego de este
tiempo las muestras son lavadas 4 veces cooufédr correspondienteb(ffer-p para
muestras del extracelularbyffer lisis para el lisado celular) posteriormente se lavan todas
las muestras 2 veces con buffer quinasa (10 mM MgCI2, 0,05 mMy2TinM Hepes

pH 7,5) y se resuspende en|2@e este mismouffer.

5.2.6 ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA

El ensayo de actividad quinasa se realiz6 en un volumen totd| §0e contiene
tampon quinasa (50 mM HEPES a pH 7,5-7,8; 10 mM MdCh mM DTT), 100 mM de
NaCl, un péptido sustrato especifico de CK2 (RRADDSDDDD) a unaentmacion de
200uM y un volumen de Bl de la muestra inmunoprecipitada. La reaccion se inicia con la
adicién de una solucién de ATP que contigyiéP] ATP, con una actividad especifica de
500-1000 pCi/umol. La incubacién serda de 30 minutos (Rodrigeeal., 2005). La
radioactividad incorporada se determina por conteo en un sistemantédeceliquido,
mediante la utilizacién de papeles de fosfocelulosa P-81 (2 x Z@m)os cuales se
detienen la reaccién por absorcidén de la mezcla. Estos papelasase3 veces con acido
fosforico (75 mM) y luego se secan y se colocan dentro de daleglrio con liquido de
centelleo en base de tolueno, la radioactividad asociada a elldeteemina usando un
contador de centelleo.

5.2.7 ENSAYO DE ACTIVIDAD GST

La medicion de actividad de GST se realizé utilizando el erdegarito por Habig
etal ., 1974. El método es espectrofotométrico, utilizando una longitud de 0344 den
con un sustrato estandar (1-cloro-2,4-dinitrobenceno, CDNB) y un co-suighatation
reducido, GSH), también para establecer la sensibilidad del métogoolaron varias
temperaturas, desde 20° C a 40° C. El incremento en absorbancia ctameinte
proporcional a la actividad de GST, al formarse un compuesto acombiS-glutationil)-

2,4-dinitrobenzeno (GS-DNB) en la muestra. Para este estudio, laidmede actividad
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GST se realizé tanto en el Laboratorio de Farmacologia drataltad de Ciencias.
Quimicas y Farmacéuticas, donde se dispuso de un espectrofotometiétida continua
(ATl Unicam UV2), como en nuestro laboratorio (Shimadzu UV-150-02)utiiearon
cubetas de cuarzo de 1 ml en las que se agregaba &Qna solucion 2 mM de CDNB,
100 pl de GSH 40 mM, las muestras tenian volimenes variables dependierslp de

procedencia (extracelular o lisado) y completaremos el volumehuftar fosfato 0,1 M a
pH 6,5.

5.2.8 ANALISIS DE WESTERN BLOT

Las muestras inmunoprecipitadas fueron tratadas con solucién denatwre
Laemmli suplementada con 2-mercaptoetanol y urea 7 M. A continuasidmuestras
fueron colocadas en bafio térmico a 100° C durante 10 minutos. Leegadatras fueron
resueltas electroforéticamente a 100-200 Volts en un gel de S2Srpammida (SDS-
PAGE) al 10 o 12,5% de poliacrilamida dependiendo del peso moleculapd#dma de
interés. Las proteinas separadas en el gel fueron transfeléda®foréticamente (350 mA
/ 80 min) a membrana de PVDF. Esta membrana fue incubada dio@datea noche a 4°C
y con agitacion suave en presencia de un anticuerpo primario quececespecificamente
la proteina de interés. Los anticuerpos fueron preparados a la caniggntecomendada
por el proveedor en solucion salina de Tris (TBS) suplementada cd¥ @®Fween 20
(TBS-T) y 5% p/v de leche descremada en polvo.

Al dia siguiente la membrana fue lavada tres veces (1% tawvado) con TBS-T e
incubada por 4-5 horas a 4° C con un segundo anticuerpo que reconoce al ypaoe
su vez esta conjugado a fosfatasa alcalina. Pasado este ultiodn e incubacion la
membrana fue lavada tres veces (15 min. / lavado) con TBS-Tgy kee revelé con el

sistema ARConjugate Substrate Kit.
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6. RESULTADOS

Al comenzar este trabajo nos planteamos utilizar distintos esctier expresion que
nos contribuyeran con diferentes proteinas de fusion, las cuales nasiaywddetectar la
exportacion de éstas unidas a GK@no de estos vectores fue el pPGEX-2T, que por ser un
vector de expresion en procariontes no podiamos utilizarlo directasretdeexpresion en
células eucariontes (por lo que fue subclonado), pero fue utilizaddapexaresion de la
proteina GST-CKR en bacteriasgEscherichia coli BL-21. La transformacién de estas
bacterias y la posterior purificacion de la proteina recombinfr@eon realizadas en
nuestro laboratorio. La proteina purificada se us6 para comprobalidez/ del ensayo
espectrofotométrico de actividad de GST utilizando la construcciéon antemneate

Esquema de la utilizacion de vectores

PGEX-2T / CKB

Transformacion
de bacterias

w(ilonamiento

pCEFL-HA / GST-CKB

E. coli BL-21

Transfecciéon de

Expresion y purificacion células eucariontes

de proteinas en bacterias

A 4

células HEK293T

A\ 4

Ensayo

espectrofotométrico de
actividad de GST




24

6.1. APLICACION DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA MEDI R
ACTIVIDAD CATALITICA DE GLUTATION-S-TRANSFERASA (GS T),
UTILIZANDO LA PROTEINA RECOMBINANTE GST-CK2 .

Para comprobar la sensibilidad del ensayo de la actividad icatal@& GSTin vitro,
se purificé la proteina de fusion GST-JK2a cual se utilizé el ensayo clasico
espectrofotométrico para GST-CBdescrito en Materiales y Métodos. Primero se
determiné la temperatura y el tiempo éptimos para medir leided de GST, probando
desde los 20°C hasta los 40°C con intervalos de tiempo de 5 a 60 minutossultalos
arrojaron que los valores 6ptimos son 30°C y 45 minutos, respectivamenfbtee®as
condiciones se realizé un estudio para determinar la cantidad ndeip@teina necesaria
en solucion para detectar actividad de GSTomo se muestra en la figura 1, la
concentracibn minima de GST-CRKZjue permite detectar su actividad, usando un
volumen minimo permitido por el espectrofotometro, fue de 1 miol/En base a
experimentos previos del laboratorio nos percatamos que la sensikdiédaochétodo
espectrofotométrico de analisis de la actividad de la enzimarerao dos Ordenes de
magnitud menor que los métodos de inmunodeteccidon o ensayos de actividatiesmzim
utilizando sustratos radiactivos. Se ha visto en este laboratoricage@ntentracién de
proteinas que se han obtenido al analizar lisados y liquido exteacelel células
transfectadas (Rodriguetal., 2005) es a nivel de fentomoles. Este resultado nos obligd a
descartar el ensayo espectrofotométrico de actividad de GSTraétado de deteccidn de
exportacion de GST-CHR
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Actividad GST

pmol GS-DNB/min

20 10 5 1 0,5
GST-CK2 beta (pmol/ pl)

Figura 1. Las barras muestran la cantidad de producto (G8)Ddbtenido en la reaccién catalizada por
GST-CKZ utilizando CDNB y GSH como sustratos, a 30° C ggr dsando el ensayo espectrofotométrico
de medicion de actividad de la glutation-s-traresfar
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6.2. EXPRESION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE FUSION QUE
COMPRENDEN LA PROTEINA QUINASA CK2 B.

Un punto muy importante para comenzar con los estudios de exporteciésta
tesis fue la construccién de un vector de expresion que incorp@isgauencia codificante
de la CKB en el marco de lectura de la secuencia codificante de oteina especifica o
de un fragmento proteico "marcador”. El constructo recombinantedigefiado para
utilizarlo en la transfeccion de células eucaridticas en culthas vectores y los tipos de
proteinas de fusion fueron elegidos en relacién con los objetivos que misapias,
especificamente de determinar si el(los) vector(es) mimaruna alta eficiencia de
expresion en las células en cultivo y si la union covalente eatseibunidad CKR2y los
marcadores elegidos permitiria la deteccion de una proteina ide ®i1s estas células
transfectadas, utilizando metodologias especificas y sensiblestre EBs proteinas
marcadoras seleccionadas para unir a lafC&®estos estudios se encuentran:

1. La proteina glutation-S-transferasa, (GST), una enzima cactedsticas
de estabilidad y alta actividad enzimatica en tejidos quersugiee se podria medir su
presencia en extractos de células transfectadas. La prdeifusion GST-CKR usada
lleva ademas el epitope HA (de hemoaglutinina), aportado por el et se denominara
en este trabajo con®ST-CK2p.

2. La proteina de fluorescencia verde del ingjéen fluorescent protein
(GFP), extraida del invertebrado mariAequorea victoria, muy usada como marcador en
biologia molecular y celular. ElI DNA que codifica para la praede fusién de
GFP/CKZ, el cual fue usado en estos estudios, se encontraba disponible en nuestro
laboratorio y lo denominarem@FP-CK23.

3. Un tercer marcador que se utilizé contiene un fragmento de 6 clepias
segmento amino terminal de la proteina oncogénica Myc, inserto\ettar rio arriba de
la secuencia codificante de GST-K2e la misma manera descritas para los otras
proteinas de fusién. Este vector fue propuesto debido a su fuertepsefidgs resultados
fueron ambiguos probablemente por el mal funcionamiento de la inmunaodefqumr lo

que descartamos seguir utilizandolo.
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Construccién de los vectores con proteinas de fusibnEn nuestro
laboratorio se disponia de un vector de expresion en procarionteX-@®QEn el cual ya
se habia clonado la secuencia que codifica parg3@kXenopus laveis (Hinrichs et al.,
1993). Las proteinas clonadas en este vector se expresan fusianiadproteina de 27
kDa glutatibn-S-transferasa (GST) en su extremo amino tern@ealecir “GST-CKR."
Como vector de expresién en eucariontes se escogio el vector g Eue le confiere a
las proteinas expresadas el epitope de 2 kDa de Hemoaglutidausionado en el
extremo amino-terminal. Este fragmento permite la deteccida geoteina recombinante
en extracto celulares por inmunoprecipitacion e inmunoblot (anékstern). La figura 2
muestra el esquema de los vectores y la estrategia utilimadante técnicas de biologia
molecular para subclonar GST-CK2n pCEFL-HA obteniendo como resultado el vector
portador del gen que codifica para la proteina HA-GST{CK®s detalles del método de

clonamiento se encuentran en Materiales y métodos.
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FIGURA 2. Subclonamiento de GST-CKB en un vector de expresién eucariética pCEFL-HA.

(A) Esquema del subclonamiento desde el vector pGEXd@Tprocariontes al vector pCEFL-HA. La

estructura triangular sobre el vector pCEFL-HA gadel sitio de subclonamiento que adiciona en mdeco

lectura de la proteina de fusion la secuencia HA sjove de epitope para inmunoprecipitaciones jisima

Western. (B) Esquema de la proteina de fusion de 55 kDa regeltie la expresion en el vector pCEFL-HA.

Los tamafios de los distintos polipéptidos que comdio esta proteina estan a escala.
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Analisis de vector HA-GST-CK2por PCR Para confirmar que el fragmento del
gen de fusién en el vector de eucariontes era del tamafio esperahalizé usando la
técnica de PCR. En la figura 3 se observa una electroforeBildesn un gel de agarosa
al 1 % efectuado para analizar los productos de PCR de variasasoloaiterianas
transformadas con el vector pCEFL-HA que permiti6 comprobar la presencia de
colonias positivas a la transformacion. Como se obtuvo varias c®lpoisitivas se
escogiod la n° 11 para los experimentos posteriores de transfeetider, a partir de esta
colonia se purifico el DNA plasmidial, el cual fue verificado elteg de agarosa mediante
analisis de restriccion confirmando la presencia del gen esperadbvector, ademas el
DNA fue verificado por secuenciacion. Este DNA se utilizo les experimentos de
transfeccion en células HEK293T con HA-GST-@K2
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FIGURA 3. Electroforesis de DNA en un gel de agasa
Cada uno de los carriles corresponde al resultaaloP€R efectuado a diferentes colonias bacterianas

transformadas con el vector en el que se subclbr®NA de GST-CKPB. Se puede distinguir que las
colonias 4, 7, 8, 9, 11 y 13 fueron positivas, y& gresentan una banda de DNA amplificado del tamarfi
esperado de acuerdo a los partidores utilizadas,cquesponde al tamafio del gen (1200pb, ver flecBa

carril 12 muestra el marcador de tamafo de DNA.
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6.3. DETERMINACION DE LA EXPORTACION DE LA PROTEINA DE F USION
HA-GST-CK2pB MEDIANTE ENSAYO DE ACTIVIDAD QUINASICA.

Este estudio se inici6 analizando la exportacion de la proteinathitut-S-
transferasa fusionada &Kef. Para poder determinar la exportacion de HA-GSTK?2
mediante el ensayo de actividad quinasica, es necesario codtansfen CK2a, ya que
esta es la subunidad catalitica, que proporciona la ventaja der ufiizaomo sustrato,
permitiendo asi un aumento notable en la sensibilidad de deteccion ativialad
enzimética. Es importante recalcar, que todas las muestrds (te liquido extracelular
como de lisado de células) fueron inmunoprecipitadas con anticuerposfiespdanti-

HA), lo que nos asegura que los valores medidos sean exclusieachkenproteinas
producidas a partir de los DNAs transfectados y no de la CK2 endégktemas, la
inmunopreciptacion y posterior centrifugacion de la muestra, peouiicentrar la proteina

en un volumen minimo, aumentando la posibilidad de detectar actividad ecainit la
figura 4 podemos ver dos graficos que muestran la medida dévalat quinasica de
CK2. La figura 4A corresponde a los resultados de actividad obtermdek lsado de
células transfectadas y la figura 4B corresponde a la medreidiizada al liquido
extracelular de estas mismas células. En la figura 4A podeenague la muestra control
(muestra 1), que corresponde a la co-transfeccibn de HAGK2HA-

CK23, quepresent®.05 picomoles de fosfato incorporado al sustrato especifico de CK2
por minuto de incubacién con AT{?*?P. En 4B, la muestra control (muestra 1) del liquido
extracelular presenta 0,08 picomoles de fosfato incorporado por minuculb&cion, lo

gue nos indica que en el caso del control la actividad en el liquidcekiar seria de un
3,6% respecto del lisado de estas mismas células, lo que concoerdsstadios de
exportacion realizados en este mismo laboratorio y utilizandosshonsistema de analisis

en cultivo (Rodriguezt al., 2005). En las muestras experimentales representadas en
ambas figuras por el n°® 2, podemos ver que en 4A la co-transfeccion -GSHAKZ

con HA-CKaZn presenta una magnitud de alrededor de 1,0 picomoles de fosfato
incorporado por minuto de incubacién, lo que nos demuestra que si exstfetcion

exitosa. En 4B la muestra n® 2 no presenta actividad detectable.
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Este resultado nos indica que la transfeccion de las célulasasy |
inmunoprecipitaciones dieron resultado como lo esperado en la expresiaogniracion
de las proteinas exdgenas en formas activas. Es notable quoen esignificativas
diferencias de actividad entre el sistema control (muestraspecto de la muestra 2 de la
proteina de fusion. Por el contrario, en la parte B. de la figamags que la muestra 2 que
corresponden a HA-GST-CIR2co-transfectadas con HA-CK2no presenté actividad
quindsica en circunstancias que la muestra control (muesta ld)presenta y de una
magnitud similar a las obtenidas en trabajos previos realizadogestro laboratorio, en el
caso del liquido extracelular se espera entre 0,03 a 0,04 picomdtesfate incorporado
por minuto basandose en la exportacion usual de 3-4%, cantidad que eastdélelerasingo
de medicién de este ensayo (Rodrigetest., 2005).



33

lisado

pmoles de fosfato
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Figura 4. (A) Representa la actividad de CK2 medida en el disadular. B) Representa la actividad de
CK2 medida en el liquido extracelular. Las columreggmesentan la actividad de CK2 medida en pmades d
%P incorporado por minuto al péptido sustrato edppecide CK2. Todas las muestras fueron
inmunoprecipitados con anti-HA (monoclonal). Hayeglestacar que la escala de actividad usads)ees(
10 veces menor a la usada An. (
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6.4. DETERMINACION DE LA EXPORTACION DE LA PROTEINA DE F USION
GFP-CK2B MEDIANTE ENSAYO DE ACTIVIDAD QUINASICA.

Considerando los resultados negativos obtenidos con la subunid@du@ida a la
proteina GST (glutatién-S-transferasa) en el sentido que norsedlpigeciar la exportacion
de este proteina de fusion al medio extracelular de célulds298, se utilizé a
continuacion otra proteina de fusion a GK2n este caso se eligio a la proteina verde
fluorescenteGFP-CK2B para determinar sesta proteina podria servir mejor como
proteina de fusion a CK2 Por estudios anteriores en este laboratorio ya se disponia de
CK2B insertada en el vector pEGFP-C1. En la Figura 5 se observangoectase detecto
exportacion al medio extracelular con GFP-GK& pesar de tener una buena cantidad de
esta proteina de fusién en el lisado celular. Aqui podemos nuevamenterarofapa
muestras 1 de los dos graficos (A y B). La muestra control@HR2a/HA-CK2[3) del
liquido extracelular es alrededor de un 3% de la muestra control del lisado lo querdanc
con los estudios realizados en este laboratorio. A su vez, lagrasuegperimentales
repiten el patrén mostrado para la proteina de fusién HA-GSTBCpr2sentando 0,474
picomoles de fosfato incorporado por minuto de incubacién en el lisado, lo glievidcs
pensar que encontrariamos 0,015 picomoles de fosfato incorporado por minuto €B%)en
liquido extracelular, pero no se detecta actividad (figura 5B, muestra 2).

La nula actividad medida en las muestras correspondientes drénsfeciones de
las proteinas de fusién con HA-C&2Zmuestras experimentales) nos sugiere que HA-GST-

CK2B y GFP-CK3 no estarian siendo exportadas a la superficie celular.
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Figura 5. (A) Representa la actividad de CK2 medida en el disadular. B) Representa la actividad de
CK2 medida en el liquido extracelular. Las columreggmesentan la actividad de CK2 medida en pmades d
2P incorporado por minuto al péptido sustrato espectle CK2. En ambas figuras las muestras 1 fueron
inmunoprecipitadas con anti-HA (monoclonal) y lasestras 2 con anti CH2(monoclonal). Hay que

destacar que la escala de actividad usadB)es(10 veces menor a la usadan (
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6.5. DETERMINACION DE LA EXPORTACION DE PROTEINAS QUIMER ICAS
MEDIANTE INMUNOPRECIPITACION Y ANALISIS WESTERN

Para corroborar los resultados obtenidos anteriormente midiendo ladadtti
cataliticade CK2, introducimos un método adicional para la deteccion dedesnas de
fusion en el medio extracelular con el fin de aumentar la sensibilidad de detecriG@st€
proposito se empled el analisis destern blot con las muestras inmunoprecipitadas de
lisados y del liquido extracelular.

La figura 6 corresponde a wvestern blot revelado contra el epitope HA utilizando
un anticuerpo anti-HA monoclonal con las muestras que habian sido inmupiipdas
anteriormentecon un anticuerpo anti-HA policlonal. Se observa que sélo en el lisado
celular se revelan las bandas de las proteinas transfectadaekcé#iril 1 no se observan
bandas, ya que es el control con el vector vacio. En el carrip@esken ver 2 bandas, una
de alrededor de 43 kDa que corresponderia a HAeCK®tra banda de 26 kDa que
corresponderia a HA-CHRen tanto en el carril 3 podemos ver 2 bandas una que
corresponderia a HA-GST-CR2le 53 kDa aproximadamente y otra banda mas intensa de
alrededor de 43 kDa que corresponderia HA-@Ken el carril 4 se visualiza una banda de
alrededor de 53 kDa que corresponderia a HA-GSTBCK2que se esperaba debido a que
estas células solo se transfectaron con esta proteina de fusién

Con respecto a los resultados al analizar el liquido extracelular poderrapudea
pesar que elvestern blot es un método que tiene una sensibilidad muy alta de deteccién
(alrededor de 0,1 pmol de proteina) y al hecho que en nuestro laboratsrdo hosible
ver HA-CK2B en el liquido extracelular mediandleedding, nosotros no pudimos detectar
GST-CKZ ni GFP-CKB (5 y 6) . En el liquido extracelular de la figura 6 (carrbes 9)
s6lo se observa una tenue banda de alrededor de 43 kDa (carril 7) que corresponderia a HA-
CK2aq, la que junto con HA-CKRseria parte del control positivo. Tomando en cuenta la
diferencia de cantidades entre las bandas de HAeGKBIA-CK2( (alrededor de 20
veces) del lisado correspondiente (carril n® 2) seria dificibrgrar la banda de HA-

CK2B en el liquido extracelular
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La figura 7 muestra elvestern blot realizado con las muestras obtenidas como
resultado de la transfeccion celular utilizando GFPK2Dmo se ve, los carriles 1 y
2 fueron tratados con el anticuerpo primario anti-HA distinto alzaiilo en los carriles 4 a
7, que fue anti-GFP. En los carriles 1 y 2 no se observ@dG2que el marcador utilizado
esta vez (Myc) es distinto al de CiKZHA).

En los carriles 4 a 7, al igual que utilizando GST-BK&gura 5) sélo fue posible
detectar la presencia de GFP-@K2e 52 kDa en el lisado, pero no en el liquido
extracelular. Por lo tanto, los resultados obtenidoswastern blot como los obtenidos
midiendo actividad de CK2 sugieren fuertemente que la subunidafd fOKidnada a las
proteinas Glutation-S-Transferasa (GST) o Proteina Fluoresdamte (GFP) no son
exportadas hacia la superficie celular.

Respecto la recuperacion de proteinas en este analisestden blot, se observa en
carril 2 (control positivo) que las cantidades de @K23 son similares pero siempre hay
2-3 veces exceso de ck2sobref y este refleja la inestabilidad de JK2n el sistema
celular. En carril 3 se ve las bandas de €K23 kDA) y de la proteina de fusion GSH-
CK2[ 55 kDa donde la banda dees muchas veces mas fuerte que la defCKZEsto
podria reflejar una disminucion de la expresion de €K2in aumento en la velocidad de
degradacion de esta proteina en los extractos. Ambos cambios ri@suéa una
disminucién de la actividad quinasica en estos lisados cuando sedi@msiie la proteina

de fusion, como se observa en Figura 4.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
—— 72 kDA
HA-GST-CK2p3 —> 55 kbe
HA-CK2a —» - 43 kDa
—— 34kDa
HA-CK2B —p T omm MW —— 26kDa
VECTOR HA-CK2a HA-GST-CK2B HA-GST-CK2p VECTOR HA-CK2a HA-GST-CK2B HA-GST-CK2B
VACIO  HA-CK2B HA-CK2a VACIO HA-CK2B HA-CK2a
LISADO LiIQUIDO
EXTRACELULAR

IP :anti-HA monoclonal
WAB: anti-HA policlonal

Figura 6. Inmunodeteccién de proteinas expresadagq@ucto de la transfeccién de células HEK293T.
Los carriles 1 a 4 corresponden a la inmunodetaad@proteinas en el lisado celular, el carril Besponde
al marcador de peso molecular y los carriles &arfesponden al inmunodeteccién en el liquido egtrdar.

Todas las muestras fueron previamente inmunoptadgs y concentradas por centrifugacion.
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__ 43 kDa
HA-CK2a
Myc-CK2B / myc-ck2g/ MW GFp-ckap/ GFP-CK2B /
HA-CK2a HA-CK2a HA-CK2d GFP-CK2B HACk2o  GFP-CK2B
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LISADO  EXTRACELULAR LISADO EXTRACELULAR
IP: anti-CK2B monoclonal IP : anti-CK2 monoclonal
WB: anti-Ha policlonal WB: anti-GFP policlonal

Figura 7. Inmunodeteccién de proteinas expresadasqgducto de la transfeccion de células HEK-293T.
Los carriles 1 y 2 corresponden a la inmunodetecdi® proteinas tanto en del lisado celular (cajritomo
del liquido extracelular (carril 2) que fueron innaprecipitados con el anticuerpo Anti-OKg en el western
blot fueron tratadas con Anti-HA como anticuerparario. Los carriles 4 al 7 en el western blot conti-

GFP como anticuerpo primario.
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7. DISCUSION

Existen numerosos trabajos que evidencian la presencia de proteiresagen la
superficie externa de la célula. Estas “ectoquinasas” tendrigrapel fundamental en la
fosforilacion de proteinas de la superficie externa de las s¢feladmeno probablemente
relacionado con procesos tales como la interaccion célula-céligaacion celular y
adhesion a la matriz extracelular.

Los primeros datos obtenidos de estudios relativos a la presen@atidead
ectoquinasa en la superficie celular y la liberacion de edigidad ectoquinasa en
respuesta a sustratos, hicieron considerar a la proteina quinasadétki® de las
ectoquinasas. En 1987, Pyednal., caracteriz6 a CK2 como ectoquinasa a partir de un
estudio realizado en la superficie externa de células HelLaeriPostente Walteet al.,
1996 confirmaron este resultado y caracterizaron la CK2 expogtadaas detalle. Es
importante recalcar que en todos estos estudios, realizados ara@s @05, los andlisis
se basaron en la ectoquinasa CK2 enddégena y como consecuencian ttvieo limitante
la pequefia cantidad de quinasas presente en el exterior de las células.

Los estudios de Rodriguez del laboratorio de Biologia Celular aesduccion de
Sefales Celulares, (Rodrigugtzal., 2005, 2008) se distinguen de los anteriores realizados
en otros laboratorios por el uso de células en cultivo, transéectadn los genes
codificantes para las proteinas recombinantes: cCK2CK23. Esta técnica permite
aumentar la expresién de la quinasa lo que facilita la caphdéadetectar la proteina
exportada por otros métodos. Las proteinas transfectadas poseeigueia etiepitope que
permite reconocerla por medio de anticuerpos especificos e innegipfarlia, asi
diferenciarla de las enddégenas. Por todas estas razondgzéesste mismo método en los
experimentos realizados en este trabajo.

Los estudios recientes realizados en nuestro laboratorio (Rodiyakz 2005,
2008) han enfocado muchos aspectos generales del fendmeno de exportdciG2ode
pero hastda fecha, no han determinado varios otros aspectos importantes stiBse el(
mecanismo(s) de exportacién. Por ejemplo, no es claro como ldnprdkega a la
membrana desde el citosol, como atraviesa la membrana misma, sedmocla a la

membrana, y cuéles son los eventos posteriores a la liberacioadaqmbr un sustrato
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especifico. Estas preguntas nos demuestran que aun sabemos pecel gwbceso de
formacion y exportacion de la ectoquinasa CK2. Estas preguntgodanian sido
analizadas para otras ectoquinasas como las proteinas quinasasetpeledcAMP o la
proteina quinasa PKC.

Investigaciones realizadas en los dltimos cuatro afios en nuesiooatbrio,
demuestran que la exportaciéon de la proteina quinasa CK2 de |las e#lwdultivo requiere
de ambas subunidades, GKY CK23. En otras palabras, la subunidad regulatoria [C&2
esencial para la exportacion de la subunidad cataliticaaCK2or otro lado células
transfectadas con el gen de la subunidad regula@dti sola, sin CK&, son capaces de
exportar a CKR, pero la proteina no queda unida a la membrana sino que sale al medio
extracelular, y en esta caracteristica difiere de lesqamasas estudiadas hasta altpra
se liberan de la membrana solamente con la adicion de un sustrato espbetidiag).

Estos antecedentes generales y los resultados obtenidos rearatesne el
laboratorio, junto al conocimiento de las mdultiples interacciones K23 @on diversas
proteinas celulares (Allende y Allende., 1998, Bibby y Litchfield., 206fulsaron el
estudio de la posible exportacion de otras proteinas unidas covalemtemargubunidad
CK2B3. Es decir, nos motivé estudiarcapacidad de CHRrecombinante de exportar otras
proteinas por medio de la expresion de una proteina de fusién. Estadaubidd ubicar
una proteina en la membrana exterior de una célula y libersgaciicamente por
shedding usando un sustrato de CK2 seria de mucho interés para realizar diferentes estudios
sobre la regulacién de proteinas extracelulares.

El estudio de seleccion de una proteina para fusionar cofs G&2nicié con la
definicion de las propiedades necesarias para este proposito:

* que no interactde con Cld2i con CKZ3,
* que fuese de bajo peso molecular,
* (ue posea una forma distintiva para identificarla

La primera proteina elegida para este estudio fue la glutattéan§erasa (GST)
porque cumple con varias de las exigencias indicadas arriba, naeftisng, la capacidad
de participar en forma pasiva en la exportacion, que quedaba para obampr

experimentalmente en este trabajo.
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Inicialmente un factor importante en elegir GST se relaciomalbael hecho que
GST posee una actividad enzimética y es una enzima estatldiieidrs Como se indica
en la seccién de RESULTADOS, a pesar de lograr medir una lagéamad enzimatica
de GST usando la proteina de fusion GST-EK&ombinante, este método no resultd ser
lo suficientemente sensible para los propdsitos de este trabajelld®se utilizaron otros
métodos, especificamente el ensayo de actividad de la C&2xportada utilizando un
sustrato radioactivo (ATR->°P) einmunoblotting. La sensibilidad del ensayo de actividad
quinasica ya habia sido comprobada para medir pequefias cantidadssnadio
extracelular mediantshedding. Asi, se logr6 demostrar que las células HEK293 co-
transfectadas con GST-CB2y CK2a expresaron estas proteinas, comprobado por la
medicién de la actividad enzimatica de @K2 la observacién de la proteina de fusion
usando analisis devestern blot en el lisado. Posteriormente al realizar el proceso de
shedding, no se detect6 actividad de GKB&i evidencia de la proteinas fusion pastern
blot en el medio extracelular. Es decir, esta proteina de fusiérgreodalir de las células
aungue esté presente en cantidades apreciables en el citosol.

Uno de las propiedades de GST es la capacidad de formar difedykd y
Skerra, 1997) y, como se ha indicado anteriormente, |g3G&®Rbién forma dimeros muy
estables en presencia o ausencia de la subunidad catalitica CER posible que esta
propiedad de formar dimeros de ambos componentes de la proteina de fasién af
negativamente la capacidad de @Kde estructurarse en la forma requerida para dirigirse
al sistema de exportacion (unirse a proteinas de membranasfieapeoi vesiculas
transportadoras). En Figura 8 se muestra las estructuras obtpordasstalografia de
CK2 como holoenzima y un modelo estructural de la proteina de fiis@ifiado para este
trabajo donde se muestra en forma clara la probabilidad de quetédnprde fusion no
permita interacciones con otros compuestos celulares y enoesta éxplicaria la falta
total de exportacion que observamos experimentalmente.

El uso de otra proteina de fusion, la GFP- @Klib resultados similares a GST-
CK2B. Se logré medir su presencia en lisados celulares cuando sasfedtaron células
HEK293T con GFP-CKR2 y CK2a, mediante el ensayo de actividad para la subunidad

catalitica y porwestern blot, pero no se detectd actividad o proteina en el medio
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extracelular La proteina GFP no forma dimeros en soluciéon como el caso deTlp&3&
tiene una forma cilindrica (como un espiral sobre un barril) que émnymdria alterar el
acceso de proteinas de transporte af£K?2

Ambos sistemas disefiados para la expresion de proteinas de fusite éabajo
dieron resultados positivos en cuanto a lograr detectar la exprésioios genes
transfectados como proteinas activas y regulables en los liseldtezas. Los resultados
sugieren que la limitacién principal de ambos sistemas exdgacidad de las proteinas
fusionadas de generar una estructura apropiada a la subunid@dgG&pueda reconocer
la maquinaria celular de exportacién (la cual no se conoce para CK2).

Es importante notar que otros investigadores han logrado usar prateifiasion
con GST donde se mantiene la actividad biologica de ambos componentes de |
construccion (Smith y Johnson, 1988). En el trabajo de Tudyka y Skeerdoemente
citado, los investigadores logran ver la secrecion de GST-usstadicia el periplasma &
coli, también conservando su actividad biolégica de cistatina y lacestudimérica de
GST. En este trabajo el disefio del vector usado para la eéxpesibacteria tenia un
"espaciador" de 5 moléculas de glicina entre las secueaniasacidicas de las dos
proteinas usadas. El vector usado en este trabajo expresa @mtgeden 10 aminoacidos
(LVPRGSPGIH) entre GST y CHR2 Este segmento tiene dos prolinas, las cuales son
aminoacidos desorganizadores de hélicese introduce dobleces en las cadenas
polipeptidicas.  Estos dobleces, en el segmento entre las aso@BT y CKB, podrian
favorecer el acercamiento o plegamiento de las dos proteieasiltar en la formacion de
una estructura voluminosa. Es posible que, como en el caso citadoram@rte, un
inserto de 5 glicinas (aminoacido que tiene solamente hidrogeno aba@h ay diera una
separacién mas rigida entre las proteinas fusionadas parenerasii propia conformacion
estructural nativa, sin permitir interacciones entre ellas.

Un posible defecto adicionan el sistema de subclonamiento usado, es el hecho
que en ambos casos, la union de GST o GFP a subunidgif@&por el extremo amino
terminal de CKB. Los estudios de cristalografia demuestran que la interacciGK2&
con la CK2x es principalmente por el extremo carboxilico de @K esta interaccion es
flexible y extendida. Por otro lado, la region amino terminal de[{C€&t&4 orientada hacia

el solvente (ver figura 8 A. y D.). Se podria especular guowlmor superficie de CH2en
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el amino-terminal se encuentra expuesta normalmente paranigascciones (Allende y
Allende 1995), lo que apoya en papel de @K el traspaspor la membrana plasmatica
por medio de interacciones con proteinas de membrana. Sesaadnterrealizar estudios
en los cuales la proteina de fusién fuera construida con la subunidgdf@{@ada por
su extremo carboxi-terminal y donde la unién entre ambas protdaason un espaciador
o0 "linker" de 5 0 mas glicinas.

Independiente de estos aspectos estructurales ya mencionados, algsibées
causas de las observaciones negativas en relacion con la expodaclONB estan
indicadas a continuacion.

Antecedentes previos sobre la estabilidad de&2células en cultivo demuestran
que CKZP es mucho mas estable formando parte del tetramero. Estacena con una
secuencia de ubiquitinacion presente @23 (llamada por algunos autores “caja de
destruccién”), por lo cual se degrada por el proteosoma celulangh al., 2002). Es
decir, CKZ tiene un alto recambio (degradacion y re-sintesis) en las células estydesda
posible que la degradacién sea aun mayor en la proteina de fusiongrosueestructura
alterada. Un aumento en el proceso de degradacion explicabignas bajos niveles de
actividad de CK@ en los lisados obtenidos usando ambas proteinas de fusion en lugar de
CK2 B normal. La actividad quinasica observada en lisados de célulafedtadas con
GST-CKZ y GFP-CK3 fueron respectivamente: 50 y 25% menores en realacién a los
controles, ademas los andlisis por geles de electroforesisannstnuy bajas cantidades
de CKZ3.

Se ha visto en estudios realizados en este laboratorio, la menena@é de GST-
CK2B para estimular la actividad catalitica de @KZomparada con otra proteina
recombinante que posee una "etiqueta” mas pequefia compuesta de 6shistidinada la
His-CK23. Esto nos permite pensar que distintas proteinas de fusion dg fid#an
tener distintos o variadas efectos sobre la actividad caaliéicCK2(, probablemente por

alteraciones en la capacidad de GKiara interactuar de CK2[3,.
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Figura 8. Estructura de la holoenzima CKZ2x,f3; y un modelo estructural de la proteina de fusion GT-CK2p. (A) Estructura cristalografica de CEZB,,

se muestra las regiones amino-terminales deC¢é2ul y amarillo), libres para interactuar conngdio. (B) Modelo de la estructura tridimensional del
mondmero de la proteina de fusion GST-GKASST en negro y CHR2en amarillo). (C) Modelo estructural del CK2[3, conformada por dimeros de la
CK2a y de la proteina de fusion GST-CK2 Nétese que en esta figura las regiones amimoitades de las CHR2quedan obstruidas por el segmento GST,
por lo cual la libre interaccion en esta zona néasgosible (D) Esquema de la secuencia aminoacidica (celestek@B, donde en verde se enfatiza la zona
necesaria para la exportacion a la membrana plasmyaten azul oscuro la zona de interacciones tdat€KZ para dimerizar con otra CIg2y para la
interaccion de CK@ con CKZ.
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8. CONCLUSIONES

» La fusion de CKR a otra proteina no alteper se su capacidad de expresion

en cultivos celulares.
* La fusion de CKR a las proteinas GST-CR2y GFP-CK3 inhibe su

exportacion al medio extracelular.
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