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RESUMEN

La proteinaquinasa CK1 (casefna quinasa-1) es una enzima monémerica cuya
actividad se ha encontrado ampliamente distribuida en tejidos y células eucariéticas, Es
una quinasa con especificidad por residuos de serina y treonina inmersos en ambientes
acidicos 6 precedidos por residuos previamente fosforilados. En eucariontes superiores
se ha descrito el clonamiento de varias isoformas de quinasas “tipo” CK1 que permite
definir a CK1 como una familia de isoformas que a la fecha consta de siete miembros
(o, B, 11, T2, 73, © ¥ €). Existen evidencias basadas en la complementacién de mutaciones
en levaduras que indican que algunas de estas isoformas estarian involucradas en
fenémenos de regulacién del ciclo celular y reparacién de DNA. Sin embargo el papel
especifico de cada isoforma CKI1, sus propiedades y los componentes celulares que
controlarian su expresion y actividad son ain desconocidos. La distribucién y
abundancia relativa de las isoformas en diferentes tipos celulares o tejidos tampoco han
sido aclaradas.

En este trabajo se realizo la caracterizacién bioquimica de la isoforma o de la
CK1 de Xenopus laevis producida en forma recombinante en E. coli como una proteina
de fusidn con glutatién S-transferasa (GST-CK1) y como una proteina con 6 residuos de
histidina adicionales (Iis-CK1). Ambas formas expresadas de esta enzima recombinante
poseen propiedades similares a las descritas para la enzima nativa (que ain en
preparaciones altamente purificadas corresponde a mezclas de varias isoformas), con

valores de K, aparente para ATP, caseina y el péptido sustrato
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RRKDLHDDEEDEAMSITA. similares a los reportados para CK1 aislada desde
diferentes tejidos animales. Se determiné el efecto de un inhibidor especifico de esta
familia de quinasas sobre la actividad de His-CK1 y GST-CK1 observandose un valor de
Iso de 50 uM, uno de los més bajos determinados para algiin miembro de esta familia de
enzimas. Entre las propiedades estudiadas destaca la capacidad de esta enzima de
fosforilar residuos de tirosina inmersos en ambientes acidicos, se determiné esta
propiedad con el uso-del copolimero al azar sintético poli(Glu*®:Tyr™®) y de los péptidos
RRREEEYEEEE y EEEEYFVFGRRK observindose que sélo poli(Glu®:Tyr®®) y el
péptido RRREEEYEEEE son capaces de actuar como sustratos. Esta propiedad ha sido
descrita para la enzima CKlo de X. Joevis (durante esta tesis) y en forma simultinea
para algunas de las isoformas CK1 de levaduras. Dada la gran relevancia de la
fosforilacion en residuos de tirosina en las vias de transduccién de sefiales y la
participacion de fosfotirosina en interacciones proteina-proteina, estas propiedades
determinadas para la enzima CKla de X. laevis, aunque de menor grado que la
fosforilacién de serinas 6 treoninas, revisten gran importancia en el anilisis de la(s)
probab;‘le(s) funcion(es) de estas enzimas. Se demostr ademas, la capacidad de esta
R

enzima de autofosforilarse en varios sitios presentes en al menos tres polipéptidos
identificados por protec’)]i‘sis en la secuencia primaria de CKlc.

Se debe mencionar que las diversas isoformas de CK1 han sido aisladas y
clasificadas en base a estudios de clonamiento de las diferentes especies presentes en

diversas genotecas, en base a secuencias conservadas y presentes en la isoforma CKlao,

la primera isoforma de la familia clonada. Al disponer de una isoforma CK1 en
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particular (CKla) clonada en nuestro laboratorio y producida en forma recombinante,
nos interesé realizar un estudio comparativo de la especificidad de sustrato in vitro de
esta familia de quinasas. En la gran mayoria de los estudios previos se han usado
preparaciones de enzima CKI1 nativa obtenida desde tejidos animales. En el curso de
esta tesis se usé una preparacién de CK1 altamente purificada de higado de rata y se
demostré que esta preparacién contiene varias isoformas de esta familia de enzimas. Con
¢l uso de anticuerpos especificos generados contra determinadas isoformas se demostrd
que la preparacién de higado contenia las isoformas CKla, CK18 y CKly. Estas
isoformas inmunoprecipitadas fueron también usadas en los estudios de especificidad de
sustrato.

Durante el transcurso de esta tesis otros autores describieron mediante el uso de
una "libreria” de péptidos (técnicamente equivalente a una genoteca de DNA), la

determinacién de las secuencias supuestamente dptimas de fosforilacién para CK18 y

CK1y. Los resultados de este estudio fueron sorprendentes debido a que estas secuencias
no corlj?spondfan a las determinadas previamente usando preparaciones de enzima
nativz{ ijna explicacién posible de esta discrepancia era que las diferentes isoformas
CK1 presentaran drasticas diferencias en la especificidad del sitio fosforilable. Un
importante aporte de esta tesis fue el andlisis comparativo de la especificidad de
fosforilacion entre la CK1a recombinante y una preparacién de enzima nativa purificada
desde higado de rata. El andlisis detallado de los requerimientos de secuencia primaria
para una Optima fosforilacién por CK1 en diversos sustratos peptidicos acidicos,

incluidas las secuencias seleccionadas por la "libreria", permitié determinar el estricto
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requerimiento de un grupo de residuos é4cidos (aspartico 6 glutdmico) entre las
posiciones »-3 hasta n-6 N-terminales al residuo fosforilable. Se analizé ademds el
aporte de cada uno de estos residuos 4cidos a la eficiencia de fosforilacién del sustrato
peptidico. Con estos resultados se concluyé que las diferentes isoformas CK1 analizadas
poseen una especificidad del sitio fosforilable similar, aunque no idéntica,
contribuyendo a la solucién de la controversia planteada en la literatura con respecto a la
especificidad del sitio fosforilable de la familia de quinasas CK1.

El hecho que no existan grandes diferencias en la especificidad del sitio
fosforilable por parte de las isoformas CK1 analizadas indica que, puestas en el contexto
celular adecuado, todas las CK1 son capaces de fosforilar los mismos sustratos. La
accesibilidad al sustrato, con seguridad, determinard la fosforilacién por CK1 por lo que
nos interesd obtener evidencias sobre la localizacién subcelular de las diferentes
isoformas CK1 en células en cultivo. Mediante experimentos de inmunofluorescencia
indirecta, con el uso de los anticuerpos especificos de isoformas CK1 se obtuvieron
evidencias que indican que las isoformas CKla, CK18 y CK1y poseen una distribucion

£

celular diferente en células cos-7. CKla y CKly se encuentran presentes en el
citoplasma mientras que CK15 posee una mayor presencia en el niicleo. La transfeccién
transiente de protefnas etiquetadas con epitopos permitié analizar la distribucién

intracelular de las isoformas CKla y CK13. Usando marcadores apropiados se
determiné que CKlo es una proteina mayoritariamente citosplasmatica, mientras que
CK198 se observa en citoplasma y nicleo. Por otro lado, en fibroblastos de ratén en

cultivo se determiné que la distribucién subcelular de CK18 se ve afectada por las
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condiciones de crecimiento celular. La localizacién nuclear de esta isoforma se observa
predominantemente en células en activa proliferacion, lo que sefialaria un papel para esta
isoforma en fenémenos nucleares.

En este trabajo se realiz6 por primera vez, un andlisis comparativo de dos
aspectos que resultan determinantes de la funcién de la familia de proteinaquinasas CK1
como son la especificidad del sitio fosforilable y la distribucion subcelular de las
diferente isoformas. Las evidencias obtenidas indican que las diferentes isoformas CK1
poseen una especificidad del sitio fosforilable similar, lo que sugiere que en general, en
ausencia de regulacién, éstas podrian fosforilar los mismos sustratos. Se debe tener en
cuenta que la eficiencia de la fosforilacién de estos sustratos podria ser diferente entre
estas quinasas. El hecho que las isoformas CK1 posean una localizacién subcelular
relativamente diferente indica que la accesibilidad al sustrato seria diferente para estas
enzimas, sefialando un importante punto que determinard la funcién de esta familia de

proteinaquinasas.
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SUMMARY

Protein kinase CK1 (casein kinase-1) is a monomeric enzyme whose activity has
been found widely distributed in tissues and eucaryotics cells, CK1 is a kinase with
specificity for serine and threonine residues immersed in an acidic environment or
preceeded by previously phosphorylated residues. In higher eucaryotes, the cloning of
several CK1-like forms has led to the recognition of CK1 as a family containing seven
isoforms (o, B, Y1, 12, 73, 8 ¥ €). Recent evidence based in the complementation of
mutations in yeast, indicates that some CKI isoforms are involved in the regulation of
cell cycle and DNA repair. However the specific role and properties of each isoform,
and the cellular components that regulate its expression and activity are as yet unknown.
The distribution and relative abundance of the isoforms in different cell types also
remains to be defined.

;~ In this work the characterization of the o isoform of CK1 from Xenopus laevis
produced in E. coli as a recombinant enzyme fused to glutathione S-transferase (GST-
CK1) or as an histidine tagged enzyme (Fis-CK1) was undertaken. Both expressed
forms of this recombinant enzyme display properties similar to the native enzyme with
apparent K, values for ATP, [rcasein and the substrate peptide
RRKDLHDDEEDEAMSITA, as compared to the reported values for CK1 isolated
from different animal tissues. The effect of CK1-7, an specific inhibitor for this family
of kinases, was determined obtaining an Ise value of 50 1M, one of the lowest reported

for members of this protein kinase family. An remarkable property determined with the
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use of the random copolymer poly(Glu**:Tyr*®) and the peptides RRREEEYEEEE y
EEEEYFVFGRRK was the ability of CK! to phosphorylate tyrosine residues
immersed in specific acidic environments. Indeed poly(Glu™:Tyr*®) and the peptide
RRREEEYEEEL behaved as substrates. This property has been described for the
enzyme CKla from X. Jaevis (this work) and simultaneously for some yeast isoforms of
CK1. Because of the important role played by phosphorylated tyrosine residues in signal
transduction and in protein-protein interactions, this determined capacity of CK1 to
phosphorylate tyrosines (although with less efficiency than serine or threonine) may be
of relevance in relation to aé yet unclear functions of this family of enzymes. Also the
ability of this enzyme to autophosphorylate m several sites was demonstrated, since at
least three distinct polypeptides were obtained by proteolysis of the autophosphorylated
species.

; It is pertinent to note that the diverse isoforms described for CK1 have been

identified in recent years by cloning experiments in which cDNA libraries from different

species were searched for conserved sequences presents in CKla, the first member to be

cloned. With the availability of a single CK1 isoform (CKia) cloned in our laboratory
and produced in recombinant form we were interested in making a comparative study of
the in vitro substrate specificity of this family of kinases. Most of the previous studies on
substrate specificity of CK1 have been carried out with native enzyme purified from
animal tissues. During the work described in this thesis a highly purified preparation of
CK1 from rat liver was used for this study of substrate specificity and by this analysis

was shown to contain several isoforms from this family. Specific antisera raised against



specific CK1 isoforms indicate that the Jiver preparation contained the CKla, CK18 y

CKy isoforms. These immunoprecipitated isoforms were used also in the substrate
specificity studies.

Also during the course of this thesis another research group, using a method
involving peptide libraries (a technique similar to cloning from a gene library), described
optimal sequences for phosphorylation by CK13 and CK1y. The sequences reported by
this selection technique contained specificity determinants surprisingly different from
those previously found for this enzyme, with a reduced number and altered location of
acidic groups surrounding the phosphorylatable serine (Libd:
MAEFDTGSIINFFAKKK y Liby: MAYYDAASIITFFAKKK), An plausible
explication was that differents iso}'orms of CK1 diplayed different site specificity, An
important contribution of this thesis was a re-examination and the comparison of site

P
specificity between recombinant CK 1o, and the preparation of native CK1 purified from
rat liver. With the detailed analysis of primary sequences requirements for optimal CK1
phosphorylation using many peptide substrates that included the sequences reported by
the library, the strict requeriment of a group of acidic residues (aspartic or glitamic) was
determined for positions -3 to n-6 N-terminals to phosphorylatable residue, the peptide
IGDDDDAYSIIIFFA being a very good substrate. Also studied was the contribution of
each acidic residue in this group towards the efficiency of phosphorylation of the peptide

substrate. One of the main conclusions of this part of the work was that the CK1

isoforms analyzed possess similar, but not identical, phosphorylatable site specificity.
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With this analysis we also contributed to resolve the controversial information present in
literature dealing with phosphorylatable site specificity of protein kinase CK1 family.

As we demonstrated, no great differences seems to exist in the phosphorylatable
site specificity between the CK1 isoforms analyzed, making possible that, in the
appropiate cellular context, all members of this family of kinases phosphorylate the
same substrates. In this respect, the substrate accesibility would then be critically
important in the determination of CK1 phosphorylation and we were prompted therefore
to analyze the subcellular localization of differents isoforms in culture cells, With
indirect immunofluorescence experiments using isoform-specific antisera evidence was

obtained related to the different subcellular localization of CKla, CK13 and CKly

isoforms in cos-7 cells. CKla and CKly are present in cytoplasm while CK13 clearly
show; a higher presence in nucleus. The intracellular distribution of CKla and CK18
isoforms was also analyzed by transient transfection of cos-7 cells with epitope-tagged
CK1 proteins. It was seen that over-expressed CKlo is a mostly cytoplasmatic protein
while CK18 is present in cytoplasm and nucleus. Moreover in mouse fibroblasts it was
determined that the subcellular distribution of CK18 is affected by growth conditions.
Nuclear localization of this enzyme is observed predominantly in cells in active
proliferation, showing a possible role of this isoform in nuclear phenomena.

Therefore, this thesis presents a comparative analysis of two determinant aspects
of the function of the protein kinase CK1 family: the phosphorylatable site specificity

and the subcellular distribution of different isoforms. The evidence obtained indicates

that different CK1 isoforms possess similar site specificity suggesting, in absence of
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additional regulatory events, these isoforms are capable of phosphorylating similar
substrates., The apparent different subcellular localization of certain of these enzyme
forms could therefore determine different substrate accesibility, pointing out an
important aspect for the determination of the function of this emerging protein kinase

family.




INTRODUCCION

1. LA FOSFORILACION DE PROTEINAS.

La fosforilaci6n es la modificacion postraduccional més importante que emplean
las células para regular la actividad biologica de sus proteinas. Esta modificacidn es
realizada por las enzimas llamadas proteinaquinasas. Entre los diversos mecanismos de
regulacién en que participan las proteinaquinasas se encuentran, entre otros, la
transduccién de sefiales inducidas por agentes mitogénicos, la transformacién
oncogénica y el control de la expresién génica, todos ellos intimamente relacionados con
diferenciacidon y otros procesos fundamentales. La importancia de la fosforilacion de
proteiinas en estos procesos ha impulsado el interés en la identificacion y caracterizacién
de las quinasas responsables de la regulacion de la proliferacién y diferenciacion celular.

Las proteinaquinasas conforman la mayor familia de proteiﬁas identificada a la
fecha y consta de mas de 400 miembros (Hanks y Quinn, 1991; Hanks y Hunter, 1995).
Seglin el residuo aminoacidico modificado en la reaccién de fosforilacién, las
proteinaquinasas se dividen en serina/treonina quinasas, tirosina quinasas y enzimas que
fosforilan ambos tipos de residuos (serina/treonina y tirosina), las quinasas de
especificidad dual. Las serinas/treonina quinasas corresponden al mayor grupo de
quinasas identificadas y muchas de ellas se han relacionado con la transduccién de las
sefiales que suceden a los estimulos mitogénicos, conformando cascadas de fosforilacién
que transducen estas seiiales al interior de la célula, La fosforilacién en residuos de

tirosina se observa en un mimero menor de proteinas que la fosforilacion en serinas 6

treoninas y se relaciona directamente con estimulos mitogénicos ya que la gran mayoria




de estas quinasas se encuentran en el dominio citosdlico de los receptores para factores
de crecimiento. Las quinasas de especificidad duval corresponden a un reducido grupo
dentro de esta familia y se relacionan con importantes puntos de regulacion dentro de las
cascadas de fosforilacién que regulan el ciclo celular. Se debe mencionar la existencia
de un grupo de proteinaquinasas llamadas histidina quinasas, que catalizan la
tranferencia de grupos fosforilo sobre residuos de 4cido aspdrtico (derivan su nombre de
una autofosforilaciéon en histidina durante una etapa intermedia de Ia catélisis), estas
quinasas estdn involucradas en sistemas regulatorios de bacterias (Hanks y Hunter,
1995).

/ Las serinaftreonina quinasas se han agrupado en subfamilias, varias de ellas
segin el tipo de segundo mensajero que las regula, por ejemplo las quinasas
dependientes de nucledtidos ciclicos, dependientes de calcio y fosfolipidos, dependientes
de calcio y calmodulina. Dentro de las serina/treonina quinasas existen algunas que no
presentan este tipo de regulacion y a este grupo de quinasas independientes de segundos
mensajeros pertenecen las proteinaquinasas CK1 y CK2,

Las proteinaquinasas CK1 y CK2 (previamente llamadas caseinaquinasas CKI y
CKII) presentan como caracteristica cormin la capacidad de fosforilar residuos rodeados
de aminoécidos 4cidos (Tuazon y Traugh, 1991; Issinger, 1993). Derivan su nombre del
uso tradicional de caseina como sustrato para ensayos in vifro y del orden de elacién en
una columna de DEAE-celulosa.

Sobre la base de la estructura primaria de los dominios cataliticos de las
proteinaquinasas identificadas, éstas se han ordenado en diferentes grupos dentro de un

arbol filogenético (Hanks y Quinn, 1991; Hanks y Hunter, 1995). Se ha observado que




XICKla MASSSGSKAEFIVGGKYKLV 20
bCKla MASSSGSKAEFIVGGKYKLV 20
rCKigL MASSSGSKAEFIVGGKYKLY 20
gCKIaL MASSSGSKREFIVGGKYKLY 20
BCKLS MELRVGNRYRLG 12
HRR25 MDLRVGRKFRIG 12
»CK1yl ‘ MDHSNREKDDRORTTKTMAQRNTHCSRPSGTSTSSGVIMVGPNERVYG 47
YCK1 MSMPIASTTLAVNNLTNINGNANENVQANKQLHHOAVDSPARSSMTATTAANSNSNSSRDDSTIVGLHYKIG 72
PKA MGNARARKKGSEQESVKEFLAKAKEDFLKKWETPSONTAQLDQFDRIK 48
CK20 MSGPVPSRARVYTDVNTHRPRDYWDYESHVVEWGNQDDYQLY 42
Cdk2 MENFQKY 7
I IT III v

XIcKlae  RKIGSGSFGPIYLATNITNGEEVAVKLESQ--KARHPQLLYESKLYKILQGGV-GIPHIRWYGQEKDYNV-L 88
bCK1a RKIGSGSFGDPIYLAINITNGEEVAVKLESQ-~KARHPQLLYESKLYKILQGGV-GIPHIRWNYCGQEKDYNV-L 88
rCKlaL RKIGSGSFGDIYLAINITNGEEVAVKLESQ--KARHPQOLLYESKLYKILOGGV-GIPHIRWYGQEKDYNV-L 88
gCKlalL  RKIGSGSKEGDIYLAINITNGEEVAVKLESQ—-KARHPQLLYESKLYKILOGGV-GIPHIRWYGQEKDYNV-I, 88

hCK15 RKIGSGSFGDIYLGTDIAAGEEVAIKLECV--KTKHPQLHIESKI YKMMQGGV—-GI PTIRWCGAEGDYNV-M 80
HRR25 RKIGSGSFGDIYHGTNLISGEEVATKLESI--RSRHPQOLDYESRVYRYLSGGV-GIPFIRWFGREGEYNA-M 80

rCK1yl KKIGCGNFGELRLGKNLYTNEYVAIKLEPI-~~KSRAPQLHLEYRFYKQLGSAGEGLPQVYYFGPCGKYNA-M 116

YCK1 KKIGEGSFGVLFEGTNMINGVPVAIKFEPR--KTEAPQLRDEYKTYKI LNGTP-NIPYAYYFGQOEGLHNI-L 140

PKA JTLLGTGSFGRVMLVKHKESGNHYAMKILDKQKVVKLKQF EHTLNEKRILOAVNEFPFLVKLE FSFKDNSNLYM 120

CK2a ° RKLGRGKYSEVFEAINITNNEKVVVKILKPVKKKKIKREIKILENLRGGPNIITLADIVKDPVSRTPALVFE 114

cdkz2 EKIGEGTYGVVYKARNKLTGEVVALKKIRLDTETEGVPSTAIREISLLKELNHPNIVKLLDVIHTENKLY-1L 178
v Via Vib

XICKla  VMDLL-GPSLEDLFNFCS-RRETMKTVLMLADOMISRIEYVHTKNFIHRDIKPDNFLMGI~-GRHCNK-——— 152

bCKIa VMDLL~GPSLEDLFNEFCS-RRFTMKTVIMLADOMI SRIEYVHTKNFIHRDIKPDNFIMGI~~GRHCNK—— -~ 152

rCKlgh  VMDLL-GPSLEDLFNFCS-RRFIMKTVIMLADOMISRIEYVHTKNFIHRDIKPDNFLMGI-~GRHCNKCLES 156
gCKlal VMDLL-GPSLEDLFGFCS-RRFTMKTVLMLADOMISRIEYVHTKNFIHRDIKPDNFLMGI-~-GRHCNKCLES 156

hCK1d VMELL-GPSLEDLFNPCS~RKFSLKTVLLLADQMISRIEY IHSKNFTHRDVKPDNFLMGL~-~GKKGNL~~~- 144
HRR25 VIPLL~GPSLEDLENYCH-RRFSFKTVIMLALOMFCRIQY THGRSFIHRDIKPDNFLMGY--GRRGST==~— 144
CKIyl VLELL~GESLEDLFDLCD-RTFTLKTVIMIAIQLLSRMEY VHSKNLIYRDVKPENFLIGRQGNKKEHV———— 182
YCK1 VIDLL~GPSLEDLFDWCG-RKESVKTVVOVAVOMITLIEDLUAHDLIYRDIKPDNFLIGREGQPDANN-=~~ 206
PKA WEYVAGGEMFSHLRRIG—-RFSEPH?\RE'YMQIVLTE‘EYLHSLDLIYRDLKE‘ENLLIDQ ----- QGY---- 183
CR2a HVNNTDFKQLYQTLTDYDYRFYMYEILKA-~~————~ LDYCHSMGIMHRDVKPHNVMIDHEHRKL~——-~~- 172
cdx2 VEEFLH-QDLKKFMDASALTGIPLPLIKSYLFQLLOGLAFCHSHRVLHRDLKPONLEINT ~~——— EGA---- 140
ESQUEMA 1: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de representantes de la

Jamilia de proteinaquinasas CK1 y otras proteinaquinasas.

Se muestra el alineamiento entre las secuencias de las isoformas de CK1
XICKla, CKla de X. laevis, bCK1a, CKla. de bovino; rCKlal, CKlal de rata,
gCKlal,, CKlaL de pollo; ACKI18, CK18 humana, HRR25, isoforma de CK1 de §
cerevisiae, rCKIyl, CKlyl de rata;, YCKI, isoforma de CK1 de S. cerevisiae, PKA.
proteinaquinasa dependiente de cAMP (Knighton y col, 1991); CK2a, subunidad
catalitica de la proteinaquinasa CK2 (Jedlicki y col.,, 1992); Cdk2, proteinaquinasa
dependiente de ciclinas 2 (De Bondt y col., 1993). Se indica en niimeros romanos las 12
regiones conservadas en todas las proteinaquinasas analizadas segiin Hanks y Hunter
(1995). Se destacan en negro las regiones totalmente conservadas en la familia CK1 y
que distinguen a esta familia de otras proteinaquinasas segim Graves y col., (1993).
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gCK1aL
hCK1S
HRR25
rCK1yl
YoK1

CH2a
cdk2

XICKIew
bClKla
rCKiaL
gCK1aL
BCK15
HRR25
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PKA
CKZe
cdk2

XICKla
bCK1ax
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HCK1S
HRR25
rCK1yl
YCx1

C2a
Cdk2

hCK1S
HRR25
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YoK1
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HRR25
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HRR25

VII VIIT
———————————————————————— LFLIDFGLAKKYRDNRTRQHY PYREDKNLTGTARYASINAHLGIEQSR
------------------------ LELIDFGLAKKYRDNRTROHIPYRE DKNLTGTARYASINAHLGIEQSR
PVGKRKRSMTVSPSQDPSFSGLNOLFLIDFGLAKKYRDNRTRQHI PYREDKNLTGTARYASINAHLGIEQSR
PVGKRKRSMTVSTSQDPSFSGLNQLFLIDEFGLAKKYRDNRTROAI PYREDKNLTGTARYASINAHLGIEQSR
---VYIIDFGLAKKYRDARTHOHIPYRENKNLTGTARYASINTHLGIEQSR
- ~—--VHVIDFGLSKKYRDENTHREIPYRENKSLTGTARYASVNTHLGIEQSR
- - ===-IHIIDFGLAKEY IDPETKKHIPYREHKSLTGTARYMSINTHLGKEQSR

------------------------ INLIDFGMAKQYRDPKTKOHIPYREKKSLSGTARYMSINTHLGREQSR

- - - IQVTDFGEAKRVKGRTWTLCG~ —~ mrmwrm e TPEYLAPETILSKGYNK

—————————————————————— REIDWGLAEFYHPGOEYNVRVAS-——~—~w—r~-=RYFKGPELLVDYQOMYD

———————————————————————— IKLADFGLARAFGYPVRTYTHEVV-~-~-—-TLWYRRPEILLGCKYYS
IX b4 XI

RDDMESLGY VLMY FNRTSLPHQGLHAATKKOKYEKI SEKKMSTPVEVLCKGFPAEFAMY L NYCRGLRFEEAP
RPDMESLGYVLMY FNRTSLPWQGLKAATKKOKYEKISEKKMSTPVEVLCKGEPAEFAMY LNYCRGLRFEEAP
RDDMESLGY VLMY FNRTSLPWQGLKAATKKOKY EKI SEKKMSTPVEVLCKGFPAE PAMY LNYCRGLRFEEAP
RDDMESLGY VLMY FNRTSLPWQGIKAATKKOKYEKI SEKKMST PYEVLCKGFPARFAMYLNYCRGLRFEERP
RDDLESLGYVLMYFNLGSLPHQGLKAATKRQKY ERI SEKKMSTPIEVLCKGYPSEFATYLNFCRSLRFDDKP
RPDLESLGYVLIYFCKGSLPWQGLKATTKKQKY PRIMEKKLNY SVETLCSGLPLEFQEYMAYCKNLKFDEKP

"RDDLEALGHMFMY FLRGSLPWQGLKADTLKERYQKIGDTKRSTPI EALCENFPEEMMTY LRYVRRLDEFEKE

RDDMEALGHVFFY FLRGHLPWQGLKAPNNKQKY EXK IGEKKRSTNVY DLAQGLPVOFGRY LEIVRSLSFEECP
AVDWWALGVLIYEMAAGY PPEFFA-~~DOPIQIYEKIVEGK == m o e VRFPSHFSSDLKD
YSLDMWSLGCMLASMI FRKEPFFHGHDNY DQLVRIAKVEGTEDLYDYIDKYNIELDPRFNDILGRHSRKRWE
TAVDIWSLGCIFAEMVTRR-ALFPGDSEIDQLEFRIFRTLGTPDEVVHPGYTSMPDYKPSFPKHARQDFSKVY

DYMYLRQLFRILFRTLNHQY DYT FDWTMLKQKAAQOAASS5GQGOOROT PTGKOTDKSKSNMKGE
DYMYLRQLFRILFRTLNHQYDYTFDWTMLKOKAAQQARSSSGOGQOAQT PTG~ «m e m e F
DYMYLRQLFRILFRTLNRQY DY TFDWTMLKQKARQORASSSGOGQOAQT PTG~ == mm e F

DYMYLROLFRILFRTLNHOY DY TFDWIMLKQKARQOAASSSGQGEQOAQT PTGKQT DKSKSNMKGE
DYSYLRQLERNLEFHRQGFSYDYVEDWNMLKFGASRAADDAERERRDREERLRHSRNPATRGLPSTDSGRLRG
DYLFLARLFKDLSIKLEYHNDHLFDWTMLRY TKAMVEKQRDLLIEKGDLNANSNAASASNSTDNKSETFNKT
DYEYLRNLFTDLFERKGYTFDYAYDWVGRPIPTPVGSVHVDSGASAITRESHTHRDRPSQQQPLRNOPRSLT
DYEGYRKLLLSVLDDLGETADGOY DWMKELNDGRGWDLN INKKPNLHGYGHPNPENEKSRKHRNKQLOMOQLO
LLRNLLOVDLTKRFGN LKNGVNDIKNHKWEATTDWIAIYQRKVEAPFI PKFKGPGDTSNEFDDYEEEEIRVSE
REVHSENQHLVSPEALDFLDKLLRYEHQTRLTAREAMDHPY FYPIVKDOSRMARLICPVAAHPSVAPY
PPLDEDGRSLLSQMLHY DPNKRISAKAALAHPFFQDVTKPVPHLRL

TQEVAPPTPLTPTSHTANTSPRPVSGMERERKVSMRLHRGAPYNI SSSDLTGRODTSRMSTSQIPGRVASSG
KLLAMKPQOOVOSSQPOPOPOOLOCOPNGORPNY Y PEPLLOQOORDSOEQQQOVPMATTRAKFPTHRHY YKN
AEWFVLAPLSHPPAPT
MQOLOOQOOOOOYAQKTEADMRNSQYKPKLDPTSYEAY QHQTQOKY LOEQOKRQOOOKLOEQQLOECQLOQD
EKCGKEFTEF

LQSVVHR
EDKHNPSPEEIKQOTILNNNAASSLPEELLNALDKGMENLRQQOQOTQOY PPOINSNNEFNTNQASYPPOMRSNPQ
QOOOQOLRATGOPPSQPOAQTOSOOFGARYOPQQOPSARLRTPEQHPNDDNS SLARSHKGFFQKLGCT
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CK1 y CK2 no pertenecen a la misma familia: CK2 estaria més relacionada con otras
quinasas como glicégenosintetasa quinasa (GSK3), las quinasas dependientes de ciclinas
(CDK) y las quinasas activadas por mitégenos (MAPK). CK1 en cambio conforma una
subfamilia que ocupa una region tinica en el arbol filogenético de las quinasas debido a
que existe mas de un 50% de identidad entre sus miembros y menos de un 25% de
identidad con cualquier otra quinasa conocida. En el Esquema 1 se muestra un
alineamiento de secuencia primaria entre representantes de la familia CK1 y otras

-

quinasas.

2. LA PROTEINAQUINASA CK1

La proteinaquinasa CK1 es una enzima ampliamente distribuida en células
eucaridticas, su actividad ha sido encontrada en ntcleo, citoplasma y fracciones de
membrana celulares (Tuazon y Traugh, 1991; Issinger, 1993; Gross y Anderson, 1998).
Aunque se conoce a CK1 como una Ser/Thr quinasa, se ha demostrado que algunas
especies de levaduras y Xenopus laevis fosforilan, con baja eficiencia, residuos de
tirosina en péptidos sintéticos (Hoekstra y col., 1994; Pulgar y col., 1996).

La proteinaquinasa CK1 se encuentra entre el reducido grupo de
protefnasquinasas que han sido cristalizadas, mostrando una estructura tridimensional
muy similar a la descrita para otras quinasas: una estructura bilobular con el sitio activo
definido por un bolsillo en la regién entre ambos l6bulos (ver adelante, Esquema 3).

Existe un gran niimero de proteinas que son fosforiladas por CK1, entre ellas p53
(Milne, 1992), inhibidor-2 de fosfatasa 1 (Agostinis y col,, 1992), aminoacil-{RNA

sintetasas (Tuazon y Traugh, 1991), antigeno T grande del virus SV40 (Cegielska y




Virshup, 1993), el receptor de insulina (Rapuano y Rosen, 1991), receptor de TNF
(Beyaert y col., 1995), el receptor muscarinico m3 acoplado a proteina G (Tobin y col.,
1997), glicdgeno sintetasa (Roach, 1990), la fosfoproteina DARP32 (Desdouits y col.,
1995), IxkBa (Cegielska y col,, 1998), CREM (de Groot y col., 1993) y Ets-1 (Cegielska
y col., 1998). Estos sustratos han sido identificados principalmente in vitro y s6lo en
algunos casos se ha determinado la fosforilacion in vivo y el efecto de esta fosforilacién
sobreﬂ.lafactividad biolégica de la proteina sustrato. Como ejemplos se pueden citar la
inhibicién de la actividad de la enzima glicogeno sintetasa (Vila y col., 1989), la
inhibicién de aminoacil tRNA sintetasas (Tuazon y Traugh, 1991) y la inhibicién de la
funcién de la proteina T grande del virus SV40 en la replicacién del genoma viral
(Cegielska y Virshup, 1993).

CK1 se ha aislado como un mondémero activo y se ha observado una gran
variacién en las publicaciones sobre su masa molecular, en un rango desde 26 a 60 kDa.
La razdén para esta variacién se debe a la existencia, en células de mamiferos, de
multiples isoformas de CKI1 codificadas por genes diferentes relacionados
estructuralmente. Las primeras evidencias de la diversidad y redundancia de esta familia
de proteinas se obtuvieron con el clonamiento de cuatro isoformas desde una genoteca
de cerebro de bovino, denominadas CKla, B, vy & (Rowles y col., 1991). A la fecha se
han identificado las isoformas CK1a en bovino, humano (Tapia y col., 1994; Fish y col.,
1995), rata (Zhang y col., 1996), Xenopus laevis (Pulgar y col., 1996), ratén (McInnes y
Leder, 1997), conejo, pollo (Green y Bennet, 1998) y Drosophila melanogaster (Santos

y col., 1996); CK1p en bovino (Rowles y col., 1991), CK1y se ha encontrado como una




subfamilia que comprende CK1yy, v2 ¥y v3 ¥ se ha identificado en rata (Zhai y col., 1995)
Y v2 ¥ v3 en humano (Kitabayashi y col.,, 1997; Kusuda y col., 1998); CK13 en rata
(Graves y col.., 1993) y humano (Kusuda y col., 1996), y finalmente CKle que ha sido
identificado en rata (Fish vy col., 1995) y D. melanogaster (Kloss y col., 1998). En
algunos casos se ha determinado la existencia de subisoformas generadas por
procesamiento alternativo, como en el caso de CKlo en que se han identificado cuatro
I3 :

proteinas productos del mismo gen: CKla, CKlaS, CKlaL y CKlaLS (Green y
Bennet, 1998; Burzio y col., 1998, no publicado); mientras que en el caso de CKly se ha
identificado la subisoforma CKlysL. (Zhai y col, 1995). Las quinasas CKloL y
CK1aLS (ver Esquema 2B), representan uno de los pocos casos en que existe una
insercion dentro del altamente conservado dominio catalitico, esta insercion alteraria el
dngulo entre los lobulos amino y carboxilo terminales afectando asi la actividad
catalitica de la quinasa. CK1aL de rata posee claras diferencias con CKla presentando
mayor actividad contra algunos sustratos in vitro (Zhang y col., 1996). Los genes para
CKla y B codifican proteinas entre 35 y 38 kDa mientras que las isoformas y, 6 y £ son
de mayor tamaiio y varfan su masa molecular entre 45 y 55 kDa.

Se han descrito cuatro formas diferentes de CK1 en Arabidopsis thaliana
(Klimezak y col., 1995), una forma de 37 kDa en Plasmodium falciparum (Barik y col.,
1997) y una familia de tres formas con masas moleculares entre 28 a 45 kDa en el
protozoo Paramecium tetraurelia (Walczak y col., 1993).

En levaduras se han reportado nueve genes que codifican para isoformas de la

proteinaquinasa CK1. En Saccharomyces cerevisiae se han identificado Arr25, YCKII




(CK12), YCKI2 (CKIl) v YCKI3 que codifican para proteinas con masas moleculares
entre 55 y 62 kDa. En Schizosaccharomyces pombe se han identificado los genes hipl®,
hhp2*, ckil®, cki2" y cki3" que codifican para proteinas con masas moleculares entre 45
y 50 kDa. La generacién de mutantes para estas enzimas en ambos tipos de levaduras, ha
permitido un analisis més detallado de su funcidn in vive. Los fenotipos de los mutantes
hhpl? ihp2' y hrr25 se han asociado con defectos en algunos mecanismos de
reparacién de DNA y son parcialmente complementados por las isoformas de mamiferos
CK13, CKlg (Fish y col., 1995) y CKly (Zhai y col., 1995). Esta relacién de CK1 con
fenémenos de reparacion de DNA se ha observado también con CKla de D.
melanogaster (Santos y col., 1996) en cuyo caso se ve un incremento de actividad
después de irradiar con radiacién y, y representa una fuerte evidencia de un papel de
estas quinasas en un proceso biclégico especifico.

Todos los miembros de la familia de proteinasquinasas CK1 poseen una regién
amino terminal entre 9 y 76 aminoécidos, a continuacién un dominio quinasa altamente
analogo de alrededor de 300 residuos en el que se encuentran las 12 regiones
conservadas que identifican a todas las quinasas (Hanks y Hunter, 1995), y una regién
carboxilo terminal muy variable tanto en secuencia como en tamatfio que varia entre 24 a
méas de 200 aminoacidos (ver Esquema 1 y Esquema 2.A). Esta regién carboxilo
terminal ha sido recientemente involucrada en la regulacién de la actividad enzimatica
de algunas isoformas de CKl ya que contiene sitios de autofosforilacién que al ser
modificados reducen la actividad catalitica (Rivers y col., 1998). Dentro del dominio

quinasa existen cuatro regiones que se han identificado como caracteristicas de la




familia ~CKIl: L*LGPSLEDLF, H'IPYR'  EYQSRRDD*® vy
L2PWQGLKA™S, aqui numeradas segiin la secuencia de CKlo de X. laevis. Estas
secuencias estdn conservadas en todas las isoformas CKI1 descritas. Las isoformas
CKla, B, 8, € de eucariotes superiores y HRR25 y hhpl de levaduras poseen una posible
secuenicia de localizacion muclear TKK/RQKY? cuya funcionalidad atn no ha sido
establecida. HRR25, YCK1 y YCK2 poseen una regién, en sus C-termini, con una alta
proporcion de residuos glutamina, y esta region estd también presente en CKla pero es
mucho mas corta. Las regiones ricas en glutamina han sido relacionadas con dominios
que favorecen la interaccion con otras proteinas. Todos los miembros de la familia CK1
analizadas son proteinas altamente basicas con un punto isoeléctrico pl = 9.0.

Como se mencion6 anteriormente, a la fecha se ha reportado la estructura
tridimensional de dos miembros de la familia CK1, Ckil de S. pombe (Xu y col., 1995) y

CK18 de rata (Longenecker y col., 1996). Ambas han sido cristalizadas como proteinas

truncas que carecen de la region carboxilo terminal (CkilA298 y CKI13A307),
modificadas para facilitar la cristalizacién y evitar la autofosforilacion de este segmento.
Como ofras proteinasquinasas (Knighton y col., 1991; De Bondt y col., 1993; Johnson y
col., 1996), el dominio catalitico de CK1 estd compuesto de dos lbulos, uno N-terminal
compuesto principalmente de estructuras de tipo sibanas plisadas beta antiparalelas y un
16bulo de mayor tamafio C-terminal compuesto principalmente de alfa hélices. En el
Esquema 3 se muestra la estructura tridimensional de Ckil. Entre ambos Idbulos existe
una hendidura donde se localiza el complejo MgATP. Ckil posee una estructura similar

a la conformacién “cerrada” de las proteinaquinasas PKA y CDC2 con diferencias que
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ESQUEMA 2: Estructura de miembros de la familia de proteinaquinasas CK1.

A. Comparacion de la estructura de representantes de la familia de las
proteinaquinasas CK1. Se indican en gris las regiones dentro de la secuencia primaria
que definen el dominio quinasa, las regiones I a XI segiin Hanks y Hunter (1995). Se
indican las regiones ricas en residuos glutamina ().

B. Subisoformas de CKla y CKly descritas en eucariotes. Se indican el dominio
quinasa en negro y en gris los segmentos (oL y aS) que se incorporan por
procesamiento alternativo para dar origen 2 CK1o,, CK1asS, CKlaL y CK1oLS (Green
y Bennet, 1998). CKly;L es generada por procesamiento alternativo desde CKlys,
indicado por el segmento en gris (Zhai y col., 1995).
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ESQUEMA 3: Listructura tridimensional de CK 1.

Se muestra un diagrama de cintas de la estructura de Ckil, la isoforma de
CK1 de §. pombe que ha sido cristalizada. Se observa que la estructura consta de dos
dominios, uno en que predomina la estructura de sibana plisada de tipo B (dominio ) y
uno en que predominan las hélices o (dominio c). El complejo MgATP se ubica en la
hendidura entre ambos dominios. Se indica la nomenclatura adoptada para designar las
estructuras de sabana plisada 8 (B1a-B9), las hélicas o (aB-al) y las “vueltas” (L-3a, L-
78, L-9D). En esta figura se muestra en azul las regiones de Ckil con mayor similitud,
en estructura tridimensional, a la proteinaquinasa dependiente de cAMP (r.m.s. < 2.5 A).
Reproducido de Xu y col., 1995.
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ayndan a explicar la preferencia de CK1 por sustratos previamente fosforilados.
Recientemente se ha reportado la cristalizacion de CK13 de rata incluyendo la region C-
terminﬁliLongenecker v col., 1998) y aunque no fue posible obtener coordenadas para
esta regién, se obtuvieron evidencias que indican que este segmento participaria en la
posible dimerizacién de esta isoforma de CKI, contribuyendo asi con un potencial

mecanismo de regulacion de la actividad catalitica de estas enzimas.

3. ANTECEDENTES SOBRE LA FUNCION DE CK1
3.1. LAPROTEINAQUINASA CK1 EN LEVADURAS

Diversos estudios realizados en levaduras han permitido obtener evidencias de
las probables funciones que cumplen las diferentes isoformas de CKI. Entre estos
-estudios se encuentra la generacién de mutantes para estas enzimas y los estudios de
complementacién de estos mutantes con isoformas de CK1 de mamiferos, por ejemplo
CK18, CKle y CKly.

Entre los genes que codifican isoformas CK1 en levaduras, los mejor
caracterizados son hrr25, YCK1, YCK2 y YCK3. Hmr25 fue aislado en una bisqueda
de mutantes con una sensibilidad aumentada a la expresién constitutiva de la
endonucleasa HO, al tratamiento con agentes alquilantes, o 2 la radiacién ionizante de
tipo X, todos tratamientos que inducen la ruptura de las hebras del DNA (Hoekstra y
col., 1991). El fenotipo asociado a HRR2S involucra defectos en una gran cantidad de
procesos celulares que incluyen meiosis, mitosis, segregacién cromosdmica y retardo del

ciclo celular en G,. Las evidencias indican que estos defectos se deben a alteraciones en
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algunos puntos de revisidn (“checkpoints™) del ciclo celular, las que interfieren con la
capacjdad de estos mutantes para responder a la ruptura de hebras en el DNA, lo anterior
probablemente asociado con eventos de recombinacion en meiosis y algunos tipos de
reparacion de DNA (Hoekstra y col., 1991).

Una funcidn similar se le ha asignado a los genes de S. pombe hhpl y hhp2
(Dhillon y Hoekstra, 1994). Recientemente se ha demostrado que HRR25 se asocia con
y fosforila SBF, un factor de transcripcion involucrado no sélo en la respuesta
transcripcional al dafio al DNA sino también en la trancripcion de algunas de las ciclinas
que participan en la fase Gy del ciclo celular (Ho y ¢ol.,, 1997). La evidencia anterior
sugiere que HRR25 puede estar involucrado en la progresion normal del ciclo celular
ademés de participar en la respuesta al dafio del DNA. HRR25 y YCK3 en conjunto, son
esenciales para la sobrevida celular (Wang y col., 1996), dado que la eliminacién de
ambos genes es letal. Estas formas de CK1 son proteinas predominantemente nucleares
y esta localizaciéon es absolutamente requerida para su funcién. Recientemente se
demostré que al inhibir la actividad quinasa correspondiente a la isoforma de CK1
HRR25, es posible suprimir el defecto en el via secretora presente en el mutante secl2
de 8. cerevisiae. Lo anterior ha permitido relacionar a HRR25 en la regulacién negativa
del proceso de generacion de vesiculas en el reticulo endoplésmico (Murakami y col.,
1999),

YCK1 y YCK2 contribuyen con la mayor parte de la actividad CK1 en S.
cerevisiae (Robinson y col, 1993). La interrupcion de ambos genes resulta en un
fenotipo letal (Robinson y col., 1992). El anlisis de la funcién de YCK2 ha permitido

relacionarlo con el proceso de yemacion, con la morfogénesis y citoquinesis (Robinson y
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col., 1993). Estudios de complementacion han permitido relacionar estas isoformas cot
el reingreso al ciclo celular posterior a la realimentacién con nutrientes y con algunos
aspectos de la éndo y exocitosis (Wang y col., 1996). Ademds, la actividad de YCK1 y
YCK2 se ha relacionado con el trafico vesicular y un nuevo complejo de adaptadores de
clatrina ha sido involucrado en este proceso (Panek y ¢ol, 1997). Estas isoformas de
CK1 poseen un sitio de isoprenilacion en sus C-termini que es esencial para su funcién
(Robinson y ¢ol, 1993; Vancura y col, 1994, Wang y col, 1996). Estudios de
fraccionamiento subcelular indican que estas enzimas se encuentran exclusivamente en
la ﬁa?_qiéﬁ de membranas lo que sugiere, segin algunos autores, que seé encuentran
estrechamente unidas a la cara interior de la membrana plasmatica (Vancura y col.,
1994; Wang y col., 1992 y 1994). Se ha demostrado que la fosforilacién por YCK1 y
YCK2 de la bomba H'-ATPase presente en la membrana plasmatica afectan la
regulacion por glucosa de este transportador (Estrada y ¢ol., 1996).

El anilisis de los estudios genéticos en levaduras permite hacer dos grandes
obsefvaciones con respecto a las funciones celulares de CK1. Primero, estas isoformas
estan probablemente involucradas en las cascadas de regulacién que controlan varios
puntos de revision del ciclo celular incluyendo Go/Gy, S (dafio al DNA) y mitosis.

Segundo, la localizacién subcelular de estas isoformas es de gran importancia para su

funcion.




3.2. POSIBLES FUNCIONES DE LA PROTEINAQUINASA CK1 DE

EUCARIONTES SUPERIORES

Debido al alto grado de conservacién de secuencia entre las isoformas CK1 de
levaduras y eucariotes superiores (especialmente en el dominio quinasa), es probable
que las conclusiones indicadas anteriormente se apliquen a todos los miembros de la
familia CK1. El estudio de estas quinasas en eucariotes superiores ha sido mas lento y
con seguridad resultari en una visién mas compleja y diversa.

Como se mencioné anteriormente, a la fecha se han clonado siete isoformas
distintas de CK1 en eucariotes superiores. Desde el punto de vista de su actividad
enzimdtica, todas son enzimas con preferencia por sustratos acidicos como casefna y que
usan solo ATP como dador de grupos fosfato (Tuazon y Traugh, 1991). Poseen diferente
sensibilidad a inhibidores como heparina y N-(2-aminoetil)-5-cloro-isoquinolina-8-
sulfonamida (CK1-7), un inhibidor especifico de la familia de quinasas CK1 (Chijiwa y
col., 1989).

Los genes para CKla, 8, € ¥ 2 han sido mapeados en cromosomas humanos en
las posiciones 13q13.1-14.1 (Tapia y col., 1994; Fish y col., 1995), 17925.2-25.3 (Fish y
col., 1995), 22q13.3-13.1 (Fish y col., 1995) y 19p13.3 (Kitabayashi y col., 1997)
respectivamente.

Hasta el momento las tUnicas evidencias que relacionan a alguna isoforma CK1
de mamiferos con las correspondientes de levaduras son los estudios de

complementacién de los mutantes con defectos en la reparacion de DNA. Se ha

demostrado que CK1y, y CKly; son capaces de restaurar parcialmente el crecimiento y
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morfologia normal de los mutantes de S. Cerevisiae YCK1" y YCK2" (Zhati y col., 1995)
mientras que CK18 y CKlg, pero no CKla, complementan a S. cerevisiae hrr25A (Fish
y col., 1995). Esta complementacion sugiere que algunas isoformas CK1 de mamiferos
pueden realizar funciones similares aunque no idénticas, a las isoformas CK1 de
levaduras.

Recientemente se ha demostrado que el extremo carboxilo terminal de CKle es
altamigte fosforilado y esto resulta inhibitorio de su actividad. La activacion de esta
isofOr@ es posible por prote6lisis limitada 6 por desfosforilacion de este segmento de
123 residuos (Cegielska y col., 1998). In vivo CK1g y CK15 se encuentran en un estado
totalmente fosforilado e inactivo y su activacidén es posible en presencia de diversas
proteinas  fosfatasas (Rivers y col, 1998). [Esta regulacion por
autofosforilacién/desfosforilacién, inicialmente identificado i vitro para CK13 (Graves
y Roach, 1995), constituye uno de los pocos mecanismos conocidos de regulacion de la
actividad de las proteinaquinasas CK1.

Existen evidencias que indican que miembros de la familia de quinasas CKl
estarian implicados en las cascadas de sefiales que siguen a la activacién de receptores
de membrana. Se ha demostrado que CK1 fosforila el receptor de insulina (Rapuano y
Rosen, 1991), el receptor de progesterona (Chauchereau y col., 1992), el receptor de
TNF p75 (Beyaert ¥ col., 1995), el receptor muscarinico m3 acoplado a proteina G
(Tobin y col., 1997) y en una forma directa 6 indirecta al receptor acoplado a proteina G

del factor o en S. cerevisiae (Hicke y col., 1998). En el caso del receptor de TNF p75, se

ha asociado la actividad CK1 con Ia regulacién negativa de la sefial derivada del
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receptor que lleva a apoptosis. En el caso del receptor m3, esta fosforilacién, por CKla
en este caso, es dependiente del agonista y podrfa representar una via alternativa para la
fosforilacion del receptor, dependiente de estimulo. En el caso del receptor del factor «,
la fosforilacién también regula en forma negativa el receptor ya que es necesaria para la
ubiquitinizacidn e internalizacion a la via endocitica.

En este contexto se debe sefialar que se ha identificado a CKly, como una
proteina que interactia en forma constitutiva con Nck, una proteina que no posee
actividad catalitica intrinsica pero presenta dominios SH2 y SH3, y que actuaria como
una proteina adaptadora que media la transduccién de sefiales iniciadas por receptores
tirosina quinasas (Lussier y Larose, 1997). Lo anterior ubicaria a un miembro de la
familia CK1 en las vias de sefiales rio abajo de los receptores tirosina quinasa.

Recientemente se ha identificado a CKle de D. melanogaster como €l gen
responsable de la mutacién dbt que altera los tiempos de duracion del ritmo circadiano
en estos organismos (Kloss y col., 1998). En estos mutantes se elimina la mayoria de la
expresion de CKlg, se anula la expresién ritmica de los genes per y fim, y se acumula
PER hipofosforilado. En moscas tipo silvestre la expresién de CKle no oscila y es
expresado en los mismos tejidos que TIM y PER. Se describe la asociacién fisica de
CKle con PER lo que sugiere que esta asociacion regula el estado de fosforilacion y

acumulacion de PER.
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4. LA SELECTIVIDAD DE SUSTRATO DE LA CK1

La superfamilia de enzimas de las proteinaquinasas comparte con las proteinas
fosfatasas la responsabilidad de regular, en forma concertada, virtualmente cada tipo de
funcién celular. Debido a que los sustratos modificados son proteinas y que se deben
modificar sélo algunos de los potenciales sitios presentes en la proteina blanco, las
proteiﬁééhinasas deben poseer una gran selectividad, ain mayor que las proteinas
fosfatasas.

Las evidencias disponibles indican que las proteinaquinasas, con algunas
importantes excepciones, son en general enzimas pleiotrdpicas que actiian sobre un
amplio espectro de proteinas sustrato con estructuras variables y a menudo implicadas
en diferentes funciones. Lo anterior apoya la idea que la mayoria de las proteinaquinasas
son capaces de reconocer ciertas caracteristicas estructurales que rodean los aminoécidos
blanco, en todas sus proteinas sustrato; esto implicaria que no se requiere la integridad
del sustrato ya que el reconocimiento se basa en determinantes estructurales locales
compartidos por todos los sustratos de una quinasa dada (Pinna y Ruzzene, 1996). La
validez de este concepto ha sido probada con una variedad de proteinaquinasas para las
cuales se ha observado que pequefios péptidos que reproducen los sitios aceptores de
fosfato pueden ser fosforilados con pardmetros cinéticos comparables a los de Ia
proteina sustrato intacta.

La secuencia de consenso de una quinasa dada se obtiene en forma tedrica al
ubicar los determinantes de especificidad en el lugar donde presentan su mdxima

efectividad, relativos al residuo blanco. Esto genera una visién de lo que se considera la

estructura primaria de cualquier sitio fosforilable con una eficiencia “razonable” por esa
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quinasa. De acuerdo a la convencién adoptada (Kennelly y Krebs, 1991) Ia secuencia de
consenso incluye el residuo blanca, posicién n + 0, y las posiciones relativas n-1, -2, -3 /
nt1, +2, 43, etc..., es decir JAN-XX2X 1 §/7/Y-X" X 2X"_-COOH.

Esta especificidad del sitio fosforilable no es la tinica herramienta que asegura la
selectividad de una proteinaquinasa. Se ha demostrado que la compartimentalizacion y
la asociacidn especifica a sitios intracelulares mediada por determinantes estructurales
presentes fuera del dominio catalitico, juegan un papel crucial para aumentar la
selectividad de estas enzimas. Como ejemplo de lo anterior se puede mencionar la
existencia de proteinas que unen a la subunidad regulatoria de la proteinaquinasa A, las

AKAP's (Klussmann y col., 1999),

4.1. LA ESPECIFICIDAD DEL SITIO FOSFORILABLE DE LA
PROTEINAQUINASA CK1.
- FUNDAMENTO DEL PRIMER Y SEGUNDO OBJETIVO DE ESTA TESIS
Desde el punto de vista de su especificidad de sitio, es decir los requerimientos
de estructura primaria que hacen que una secuencia determinada sea fosforilada por
CK1, los primeros estudios que analizaron los sitios modificados por CK1 en caseina
(Meggio y col., 1979; Donella Deana y col., 1985) y el posterior uso como sustratos de
péptidos sintéticos de secuencia definida (Flotow y col,, 1990; Meggio y col., 1991;
Meggio y col., 1992), permitieron clasificar a CK1 como una quinasa dirigida por un
aminoacido previamente fosforilado. Lo anterior resulta de gran importancia en el

fenémeno de fosforilacién jerarquica en el cual la fosforilacién de un sitio por otra
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quinasa crea un sitio de reconocimiento para CK1. Este es el caso de la fosforilacion de
Ser’ en glicogeno sintetasa la que al ser fosforilada por la quinasa dependiente de cAMP
permiite la fosforilacién por CK1 en el residuo Ser'® (Roach, 1990). La secuencia de
conse?‘sq determinada, para este tipo de fosforilacion, fue definida por un residuo de
serina'é treonina fosforilado ubicado en posicion —3 N-terminal al aminoacido blancos:
Sp/Tp -X2-X"-S/T. Con posterioridad se demostrd que un residuo acido, aspartico 6
glutamico, era incapaz de reemplazar en forma efectiva a los residuos fosforilados como
determinante de la especificidad (Meggio y col, 1992). Dado que existian diversos sitios
fosforilados por CK1 que no poseian como requerimiento de secuencia la presencia de
un residuo fosforilado, se analiz6 la eficiencia como sustratos de ciertos péptidos que
poseian un grupo de residuos acidos N-terminal al residuo blanco. Se determind que
estos péptidos, la mayoria derivados del inhibidor-2 de la proteina fosfatasa 1, poseian
una alta eficiencia como sustratos, comparables en término de X, y Ve con los
fosfopéptidos que presentaban fosfoserina en la posicién —3 (Marin y col., 1994; Flotow
y col., 1991). Estos estudios permitieron concluir que un residuo fosforilado puede ser
reemplazado por multiples cadenas laterales acidicas (especialmente las de acido
aspartico), es decir que (E/D),XXS/T puede ser también una secuencia de consenso. Se
debe destacar que todos los estudios de especificidad de sustrato de CK1 se habian
realizado con preparaciones de enzima nativa aislada y purificada de tejidos 6 celulas en
cultivo que sin duda contenian mezclas de las diferentes isoformas. Sélo recientemente
con el clonamiento de diferentes isoformas de CK1 entre los afios 1993 a la fecha se ha

abordado el problema de si existen diferencias en la especificidad de sitio entre las

isoformas CK1.
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Con el uso de péptidos sintéticos se han obtenido evidencias que algunas
isoformas de la familia de protefnaquinasas CK1 poseen actividad tirosinaquinasa
(Hoekstra y col., 1994; Pulgar y col., 1996). Esta actividad, aunque menor que la
actividad de fosforilacién de serina/treonina, permite incluir a esta enzima en el reducido
grupo de las quinasas de especificidad dual. También se ha detectado la
autofosforilacion en tirosina, en el caso de las isoformas Hhpl, Hhp2, Ckil de levaduras
(Hoekstra y col., 1994) y CKla de X. laevis (Pulgar y col., 1996). Esta autofosforilacion
podria tener gran importancia en la regulacion de la actividad catalitica y/o ditribucion
subcelular de estas enzimas ya que permitiria la interaccién con dominios SH2 presentes
en otras proteinas.

Una estrategia experimental diferente al uso de los péptidos sustrato sintéticos ha
permitido analizar la especificidad de sustrato de quinasas seleccionando, entre miles de
secuencias, aquella que posee los requerimientos de secuencia primaria necesarios para
ser fosforilada. Esta aproximacién usa una “libreria” de péptidos que poseen
degeneraciones de secuencia entre las posiciones n-4 hasta n+4 (Songyang y col., 1994;
Songyang y col., 1995) que son incubados con la quinasa en presencia de ATP. Una vez
fosforilados, los fosfopéptidos son aislados por una resina especifica para fosfopéptidos
y su posterior secuenciacién permite la identificacién de una secuencia virtual que
representaria el sustrato 6ptimo para la quinasa usada. Este método, sin embargo, no
permi}e ‘determinar la secuencia de un péptido real que sea preferido sobre todos los
péptidos posibles, sino més bien la secuencia virtual de un péptido tedrico construido de

un mosaico de las secuencias disponibles en la libreria. Al comparar los resultados
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obtenidos con la librerfa de péptidos y los obtenidos con los métodos tradicionales se ha
encontrado en general una buena correlacion entre las secuencias determinadas, lo que
compfﬁé?ba la validez de este método. Lo anterior ha demostrado ser vélido tanto para
tirosinaquinasas (Songyang y col., 1995), como para diversas serina/treonina quinasas
como PKA, CDC2, CDK2, Cam quinasa II, CK2, Erkl y NIMA (Songyang y col.,
1996).

Al analizar las ventajas y debilidades de este nuevo método, comentadas en la
revisién de Pinna y Ruzzene {1996), se observa una sobreestimacion de la afinidad (X,,)
comparada con la velocidad de fosforilacién y una tendencia a seleccionar determinantes
de especificidad (por ejemplo residuos bésicos o dcidos) en posiciones donde no son
realmente importantes si es que estdn también presentes en las posiciones claves.

En los estudios descritos (Songyang y col, 1996) se usdé para analizar la
especifidad de sustrato de dos miembros de la familia CK1, una “libreria orientada” de
péptidos que poseia la siguiente secuencia matriz: MA-X-X-X-X-X-S-1-X-X-X-X-
AKKK. Se destacan en este caso las posiciones invariables con las letras M (metionina),
A (alanina), S (serina), I (isoleucina) y K (lisina), mientras que la letra X indica las
posiciones en que se incorpora al azar cualquiera de los 20 aminodcidos posibles.
Usando esta “librerfa” se determind la secuencia de consenso éptima para CK18 y CKly
recombinantes como MA-EFDTG-SI-IIFF-AKKK y MA-YYDAA-SI-IIFF-AKKK,
respectivamente (Songyang y col. 1996). Estas secuencias presentaban discrepancias con
las secuencias de consenso reportadas con anterioridad: poseian solo un residuo 4cido en

posicion =3 y el grupo de residuos hidrofdbicos IHFF, C-terminales a la serina
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fosforilable, no se encontraba en las secuencias de consenso analizadas previamente para
CK1. Esta discrepancia fue analizada al sintetizar los péptidos correspondientes a las
secuencias reportadas de la libreria y comparar su eficiencia como sustratos con los
péptidos derivados de la proteina Inhibidor-2 de fosfatasa-1 (Pulgar y col., 1999) y este

anélisis constituye una parte importante de esta Tesis.

42, LOCALIZACION SUBCELULAR DE CK1.
- FUNDAMENTO DEL TERCER OBJETIVO DE ESTA TESIS

La actividad caseina quinasa se ha reportado presente en fracciones de
membranas, citosdlicas, nucleares e incluso asociada a membranas de organelos como
mitocondrias (Clari y col., 1994) y retfculo endoplasmico (Kosmopoulou y col., 1994) de
las células estudiadas. Dada la diversidad de la familia CK1, los primeros estudios han
analizado el conjunto de la actividad CK1 representada en sus multiples isoformas
usando sondas no especificas, Sélo recientemente, se ha comenzado el anilisis de las
diferentes isoformas por separado, pero hasta la fecha no existe un andlisis comparativo
de Ia localizacion de diferentes isoformas CK1 en eucariotes superiores.

Los primeros estudios identificaron una actividad CK1 presente en todos los
tejido probados y por fraccionamiento subcelular, principalmente en el citosol de higado
de ratﬁ‘{S‘ingh y Huang, 1985). Usando un antisuero antiCK1 de levaduras se identificé
en células de mamiferos en cultivo, una CK1 de 45 kDa que se asociaba preferentemente
a nucledlo {Grankowski e Issinger, 1990).

Por inmunofluorescencia y usando un anticuerpo policlonal especifico de la

isoforma CKla, se ha demostrado que, en células CHO, CKla posee una localizacién
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dependiente del ciclo celular. Durante la interfase CKlo se asocia con vesiculas
presentes en el citoplasmasma y el centrosoma, mieniras que en mitosis CKlet esta
asociada al huso mitético {Brockman y col, 1992). Esta isoforma de CK1 parece
asociarse, en células LLC-PK de rifién de porcino, con un subset especifico de vesiculas
presentes en el citoplasma y que poseen marcadores tanto de reticulo endoplismico
como de aparato de Golgi. Ademas en células neuronales CKlc se encuentra asociada
con vesiculas sinépticas pequefias y puede fosforilar un grupo de proteinas asociadas a
estas vesiculas {Gross y col, 1995). La asociacion de CK1a con el huso mitético se ha
observado también en oocitos de ratén donde se ha mostrado ademés que anticuerpos
antiCKlo bloquean la mitosis (Gross y col., 1997). Usando este mismo anticuerpo
antiCKlo se ha mostrado que CKlo transita desde citoplasma a nicleo, en células
BHK, sélo al estar asociada al factor de transcripcion NF-AT4 (Zhu y col., 1998). Esta
asociacion regula la exposicién de la sefial de localizacion nuclear de NF-AT4 y el
transporte del mismo al nicleo.

Con respecto a la localizacién de otras isoformas CK1, se ha descrito
recientemente, por fraccionamiento subcelular, que CKle transfectada en células cos-7
se detecta en preparaciones de miicleo, citosol y fracciones de membranas (Cegielska y
Virshup, 1998). Por otro lado, la actividad de CK1y; y y; sobreexpresadas en cepas de S.
ceregisiae se detecta principalmente en las fracciones particulada y enriquecida en
membranas, lo que indicaria que las enzimas de la subfamilia CK1y se encontrarfan

asociadas a membranas (Zhai y col., 1995).
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En general, los antecedentes disponibles en levaduras y, en menor medida en
eucariotes superiores, indican que la distribucién subcelular juega un importante papel
en la funcién de las diferentes isoformas de CKI1. Los estudios realizados aportan
evidencias de una localizacion en general citoplasmatica para una de las isoformas
cortas de CK1, CKla. En este contexto, CKla podria interactuar con receptores de
membrana y proteinas de la maquinaria de sintesis de proteinas que se han mostrado
como sustratos de CK1. Bajo la influencia de ciertos estimulos atin no analizados, como
por e¢jemplo el estado proliferativo celular, la distribucién de esta isoforma CK1 podria

cambiar. Existen evidencias que indican que isoformas de CK1 mads largas, como CKlg
y CK1y, pueden asociarse a membranas y otros compartimientos. La complementacion
de mutantes de levaduras con defectos en funciones principalmente nucleares,
reparacion de DNA por ejemplo, por las isoformas CK18, CKle y CK1y permite esperar
la presencia de estas isoformas en el micleo.

Hasta la fecha no existe un estudio comparativo de la localizacién subcelular de
distintas isoformas de esta familia de proteinaquinasas. La parte final del trabajo de esta
Tesis corresponde a la sobreexpresion en células en cultivo de dos representantes de la

famili"; CKI, CKla y CK18, y el estudio de su distribucién subcelular.




APORTE DE LA TESIS EN RELACION CON LA ESPECIFICIDAD DEL
SITIO FOSFORILABLE Y LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE
DIFERENTES ISOFORMAS CK1.

Hasta el inicio de esta Tesis no existia ningiin estudio realizado con isoformas
recombinantes de CK1 y todos los estudios previos fueron realizados con enzimas
nativas purificadas desde diversos tejidos animales. La obtencién de la isoforma CKla
de X. laevis recombinante, 100% homéloga a CKla humana y CKla de bovino,
present6 la oportunidad de reanalizar en detalle las caracteristicas de esta isoforma
independiente de las otras 6 isoformas descritas. Este andlisis de caracterizaci6n
constituye uno de los importantes aportes de esta Tesis.

En estrecha relacién con la oportunidad de caracterizar isoformas CK1 en forma
independiente se analizé Ia localizacién subcelular de dos isoformas CK1 en particular,

CKla y CK18. Durante la marcha de la Tesis otros autores informaron la localizacién

de CKla y estos resultados estdn de acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Teniendo como hipdtesis de trabajo que la selectividad de sustrato de la familia
de isoformas CK1 estaria dada por la especificidad del sitio fosforilable y’ por la
accesibilidad de estas enzimas al sustrato, se espera con este irabajo contribuir al
conocimiento que existe de la familia de proteinaquinasas CK1. Para esto se estudiardn
las propiedades de una isoforma en particular, CKla de X. lgevis, recombinante

producida en E. coli, y se realizard una comparacion de la especificidad del sitio




27

fosforilable entre esta isoforma y las otras isoformas CK18 y CKly de Ia familia. Para
abordar el punto de si la accesibilidad al sustrato es diferente entre isoformas CK1 se
analizard la localizacién subcelular de representantes de esta familia en células en
cultivo.

Con base en los antecedentes reportados con anterioridad se propone como
hipétesis de trabajo la siguiente:

La selectividad de sustrato de las isoformas CKI estaria dada por la
especificidad del sitio fosforilable y la accesibilidad al sustrato. La especificidad del
sitio fosforilable de CKI depende de estructuras sutilmente distintas en la distribucion
de cargas negativas en la proteina sustrato, mientras que la accesibilidad al sustrato
estd determinada por una localizacion subcelular diferente.

Dentro de este contexto se plantean los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Caracterizar la enzima CKlo recombinante de Xenopus
laevis con respecto a sus propiedades generales in vitro.

Objetf;;) é:specfﬁco 2: Comparar la especificidad del sitio fosforilable de CKla
versus una preparacién de CK1 nativa que contiene
mitltiples isoformas (ratCK1).

Objetivo especifico 3: Analizar la distribucién subcelular de las isoformas CKla,
CK18 y CKly en células en cultivo y de las isoformas

CKlo y CK13 sobreexpresadas en estas células.
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MATERIALES Y METODOS

A.  REACTIVOS
L Enzimas y reactivos de biologia molecular.

Las sales, acidos, bases, detergentes y solventes usados fueron de grado analitico
o de biologia molecular y adquiridos en Sigma, Merck y Fluka.

Las enzimas de restriccién, Tag DNA polimerasa, T4 polinucledtidoquinasa, T4
DNA. ligasa, fosfatasa alcalina de intestino de ternera, X-Gal, IPTG, azul de nitro
tetrazolio (NBT), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP), agarosa, sistemas de
purificacion de DNA Wizard PCR Preps y DNA Clean Up fueron obtenidos de
Promega. Los inhibidores de proteasas leupeptina, antipaina, pepstatina, aprotinina,
PMSF y los reactivos p-formaldehido, formaldehido, azul de bromofenol, azul de
Coomassie, rojo Ponceau-S, Tween-20, DEAE-dextrano, f-caseina no desfosforilada,
membranas de PVDF (Inmobilon) y Ampicilina fueron adquiridos de Sigma. Los
reactivos para preparar medios de cultivo para bacterias Bactotriptona, Extracto de
Levadura y Bacto Agar fueron adquiridos de Difco Laboratories. Bromuro de Etidio,
fenol, estindar DNA ladder se obtuvieron de Bochringer Manheim. La heparina se
obtuvo de Fisher Scientific. El reactivo de Bradford para la determinaci6n de proteinas y
los estandares preteiiidos se obtuvieron de Bio-Rad. Las membranas de nitrocelulosa se
obtuvieron de Schleicher & Schuell. Pliegos de papel 3M vy papel de fosfocelulosa se
obtuvieron de Whatman. Las peliculas autoradiograficas X-OMAT se adquirieron de

Kodak. El nitrégeno liquido se obtuvo de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de
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Chile. Los isétopos radiactivos [y-"P]JATP, [a-*?PJATP y P-ortofosfato fueron

obtenidos en ICN. La resina de Glutatién-Sefarosa fiie obtenida de Pharmacia y Ia resina

de Niquel-NTA-Agarosa fue obtenida de Qiagen.

2. Reactivos y materiales para el cultivo de células.

El medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DME) conteniendo 4500
mg/ml de glucosa, el DEAE-dextrano y DMSO HybriMax fueron adquiridos de Sigma.
El medio de cultivo DME conteniendo 4500 mg/ml de dextrosa y deficiente en fosfato
fue adquirido de ICN. El suero fetal de bovino caracterizado fue obtenido de HyClone.
El suero fetal de bovino dializado, lipofectamina (LipofectAmine™) y los antibidticos
penicilina y estreptomicina fueron de Gibco BRL. El anticuerpo antiinmunoglobulinas
de ratébn conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC), el anticuerpo

antiimmunoglobulinas de conejo conjugado a tetrametil isotiocianato de rodamina

v

[
(TRITC) y el medio de montaje para inmunofluorescencia fueron obtenidos de DAKO.

Los anticuerpos antiHA y antiT-SV40 fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology
Inc. ER-Tracker™ Blue-White DPX fue obtenido de Molecular Probes. Los filtros de 47
mm y 0,2 pm Supor-200 fueron obtenido de GelmanSciences y aparatos de filtracion
desechables fueron obtenidos de Nalgene.

El material de plastico como frascos de poliestireno y placas de cultivo de 30, 60,
100 y 150 mm fueron adquiridos de Falcon, Greiner Labortechnik y Bibby Sterilin Ltd.
Las pipetas plasticas desechables fireron adquiridas de Merck. Los frascos de vidrio

utilizados fueron Duran Schott. Todo el material utilizado se lavé con una solucidn de
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cloro, detergente RBS y abundante agua destilada, La mayoria del material se esteriliz6

con radiacién y en la Comisién Chilena de Energia Nuclear y se reutiliz6 .

3. Péptidos

El péptido GRHCNKLFLIDFGLAKKY usado para generar el anticuerpo
antiCKlo fue sintetizado por el Dr. Sandor Pongor, ICGEB Trieste, Italia. Los péptidos
sustrato RRKDLHDDEEDEAMSITA, EEEEYFVFGRRK y RRREEEYEEEE, asi
como los péptidos ERERRDREER y QVYYFGPCGKY usados para generar los
anticuerpos antiCK16 y antiCKly fueron sintetizados por el Centro de Sintesis y
Anilisis de Biomol¢culas, OLIGOPEPTIDO, Universidad de Chile. Todos los péptidos
usados en los estudios de especificidad de sustrato de la Seccién B de los Resultados
fueron sintefizados en el laboratorio del Dr. Lorenzo Pinna, Universidad de Padova,
Italia.

Los polipéptidos 4cido poliglutdmico (43 kDa), dcido poliaspértico (42,5 kDa),
poliglutdmico-fenilalanina, poli(Glu®:Phe®®), (16 kDa) y poliglutimico-tirosina,

poli(GIu**:Tyr*®), (46 kDa) fueron obtenidos de Sigma.

3. Oligonucleotidos.
Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos:
CKIN: 5° - AAAAAACATATGGCGAGTAGC -3'
CK1C: ) 5’ — AAAAAAGAATTCTTAGAAACCTTTCAT -3'

K46/(:- | 5’ - CTGTGATTCCAGCGCTACGGCTACTTCC- 3'
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K46Ai: 5’ - GGAAGTAGCCGTAGCGCTGGAATCACAG -3'
S206A: 5’ - GATGACATGGAGGCCCTAGGGTACG -3'
S206Ai: 5’ —CGTACCCTAGGGCCTCCATGTCATC-3'
CKID5Bg: 5'—CATCATAGATCTATGGAGCTGAGAGTCGGG -3'
CK1D3E: 5'-TATFATGAATTCTCAYCGGAGCACGAC -3’
Ndel/Bglll-A 5° — TAGCGGCGGCAGATCTGCCGCCGC -3'

Ndel/Bglll-B 5° - TATCGAAGGTCGTAGATCTCCGGCACCGGCGGCCGC -3’

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por OLIGOPEPTIDO, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. CKIN, CK1C, K46A, K46Ai, S206A y S206Ai fueron
usados como partidores en la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) y en la reaccién
de seffﬁ;hciacién de DNA. Los partidores CK1D5Bg, CK1D3E, Ndel/Bglll-A y -B

K46A

fueron usados en el clonamiento de CKia%', CKla y CK13 en los vectores de

expresién eucaridticos pCEFL.
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B. METODOS

Toda la metodologia que involucraba purificacion, andlisis de restriccion,
clonamiento y secuenciacién de DNA fue realizada bésicamente segin los protocolos
descritos en Sambrook y col., (1989).
L Clonamiento de XICKI1 en el vector pT7-7HG.
1.1.  Obtencion del fragmento de DNA que contiene el gen de XICK1 ¢

La secuencia codificante para CK1a de X /aevis fue amplificada por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) desde el vector recombinante pGEX-2T-
GSTCKl1a. Se usaron los partidores CKIN y CK1C en una concentraciéon de 10 pM
cada uno. La reaccién de PCR se realizé en 50 pl en presencia de 10 mM Tris-HC1 pH
9,0; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl; 200 pM dATP, dCTP, dGTP y dTTP y 0,25 U de Ia
enzima Tag DNA polimerasa. Las mezclas se cubrieron con una gota de aceite mineral y
se sometieron al siguiente programa de amplificacién: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 1

min a 95°C, 1 mina 52°C y 1 min a 72°C, finalmente se incubd por 10 min a 72°C.

1.2.  Ligacion del fragmento que contiene el gen de CK1q al vector pT7-7H6.

El fragmento amplificado obtenido como se describe anteriormente fue digerido
con las enzimas Ndel y EcoRI durante 2 horas a 37°C, usando el Tampén Universal de
Stratagene a una concentracién de 1x. El fragmento digerido fue purificado segin el
protoc‘biz)' de las columnas Wizard PCR Preps y resuspendido en 50 ul de agua.

El vector pT7-7H6 (5 pg) fue digerido con 2 U de cada una de las enzimas Ndel

y EcoRI en tampén de alta sal, a 37°C durante 3 horas. Se suplement6 la mezcla anterior
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con soluciébn amortiguadora para la enzima fosfatasa alcalina que contiene Tris-HCI 50
mM pH 9,3; MgCl, 1 mM; ZnCl, 0,1 mM; espermidina 1 mM y se adicioné 1 U de
enzima. Se incub6 durante 15 min a 37°C, se agregé 1 U mds de enzima y se continué la
incubacién durante 45 minutos adicionales. Se detuvo la reaccién con EGTA 50 mM a
65°C durante 30 minutos. El vector digerido y desfosforilado fue purificado desde geles
de agarosa con el uso de columnas Wizard DNA Clean Up.

Se cuantificé la cantidad relativa de fragmento y vector en un gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio y se realizé la reaccién de ligacién. Para esto se incubé
100 ng del fragmento purificado con 20 ng del vector en una mezcla de ligacién que
contenfa Tris-HCl! 50 mM pH 7,5; MgCL, 10 mM; ATP 1mM; DTT ImM;

P
polietilénglicol 5% y 1 U de la enzima T4 Ligasa durante 16 horas a 16°C.

1.3.  Obtencion de células competentes:

Las células competentes de la cepa bacteriana DHS5a se prepararon por el
protocolo que uriliza CaCl, descrito en Sambrook y col., (1989) y se almacenaron en
alicuotas a -20°C. Se prepararon células de la cepa bacteriana BL21 (DE3) competentes
para transformacion por electroporacién. Para esto se inocul6 una colonia de bacterias en
50 ml de medio de cultivo SOB (Triptona 20 g/l; extracto de levadura 5 g/I; NaCl 10
mM; KCi 2,5 mM) y se incubé a 37°C durante toda la noche con agitacidén constante. Al
dia siguiente con 5 m! de este cultivo se inoculé 100 ml de medio SOB fresco y se
crecieron las bacterias hasta una densidad o6ptica a 600 nm de 0,8. Las bacterias se

colectaron por centrifugacion a 5000 rpm durante 20 minutos a 4°C, se lavaron en agua
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estéril y se resuspendieron 2 ml de glicerol 10% en agua. Estas células se utilizaron

inmediatamente o se almacenaron en alicuotas de 200 pla -70°C.

1.4.  Transformacion

La mezcla de ligacion descrita en la Seccidén 1.2 se puso en contacto con 200 pl
de células competentes preparadas por el método de CaCl, y se incubd durante 2 horas
en hielo. Se someti6 la mezcla a un tratamiento térmico a 42°C durante 90 segundos, se
agregd 600 pl de medio de cultivo Luria-Bertoni (triptona 10 g/l; extracto de levadura 5
g/1; NaCl 10 g/i; LB) fresco y se incub6 a 37°C sin agitacién durante 2 horas. Las células
se colectaron por centrifugacién, se resuspendieron en 100 pl de medio LB y se
distribuyeron en forma homogénea en placas de medio LB-Agar con ampicilina (LBamy-
Agar).

Al transformar por electroporacién se tomoé la mezcla de ligacién se precipité con
acetato de amonio 3 M pH 5,2 y 2 volimeres de etanol a -20°C y se resuspendié en 20
pl de agua. Se tomaron entre 1 y 5 pl de la mezcla anterior y se puso en contacto con 20
pl de células competentes para transformacidn por electroporacion. Esta mezcla se puso
entre los electrodos de una celda de electroporacién y se aplicé un pulso de 2400 V (30
pF) en un aparato Cell Porator, Gibco BRL. A la ¢elda de electroporacién se agregd 600
pl de";‘medio de cultivo SOC (medio SOB suplementado con 20 mM Mg* y 0,36 %
glucosa) y se incubd a 37°C sin agitacidn. Se sembraron 100 pl de células en placas con

medio LB omy-Agar y se incubd durante toda la noche a 37°C.
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1.5.  Purificacién de DNA de los plasmidios recombinantes

Las colonias que crecieron a las 24 horas de cultivo fueron analizadas
directamente por PCR para la presencia de los plasmidios recombinantes, usando los
partidores CKIN y CKIC descritos en la Seccién A4 en las condiciones de
amplificacién descritas en la Seccion B1.1.

Las colonias positivas se crecieron en 100 ml de medio liquido LBagp y se
purific6 el DNA plasmidial por medio del protocolo que utiliza columnas Wizard
MidiPreps (Promega). En el caso del clonamiento de CK1a™", en el vector pT7-7HS, la
secueﬁ}:i; correcta de la region codificante completa de XICKla y del sitio de
clonamiento fue corroborada por secuenciaciéon de DNA de los clones obtenidos,

El DNA plasmidial obtenido como se describe fue utilizado para transformar E.
coli BL21 (DE3) segtin se describe anteriormente. Se seleccionaron 5 clones positivos
de esta transformacion, se crecieron en medio liquido LBamp y se almacenaron alicuotas
en 25% glicerol pH 7,5. Estas células almacenadas en glicerol fueron usadas como
inéculo para la purificacion de la enzima His-CK1.

2. Generacion de formas mutantes de XICK1 .

Las enzimas mutantes XICK1o®** y XICK1¢*2% se generaron por medio de la

estrategia de partidores sobrepuestos (Ho y col, 1989). Para generar CK1oM6% se

usaron los pares de partidores K46A / CKIN y K46Ai/ CK1ICen la priméra reaccion y
los partidores CKIN y CKIC en la reaccién de fusién y amplificacién del producto

5206A

final. Para generar CKla se usaron los pares de partidores S206A / CKIN vy

S206Ai/ CK1C en la primera reaccion y los partidores CKIN y CKIC en la reaccién de
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fusién y amplificacion del producto final. La mutacién K46A cambia un residuo lisina
conservado en el dominio catalitico de todas las quinasas y que por estudios de
cristalografia se ha relacionado con Ia orientacién del anillo de adenina del sustrato
ATP. La mutacién S206A cambia el tnico residuo de Ser dentro de la secuencia
primaria de XICK1o que posee una posible secuencia de consenso para CK1. Los genes
mutados fueron secuenciados para confirmar la presencia de la mutacién y clonados en
los sitios Ndel y EcoRI del vector pT7-7H6 como se describe anteriormente para la
enzima tipo silvestre. Estas proteinas fueron expresadas en E.coli y posteriormente

purificadas con 6 residuos His adicionales.

3. Clonamiento de CK1a"", CK1a™* y CK15 en los vectores pCEFL.

El vector recombinante pT7-7H6XICK1a posee el gen de XICKla clonado en
los sitios Ndel y EcoRI. Para poder clonar este gen en los vectores pCEFL se cambi6 el
sitio Ndel por Bglll. Para esto se insert6 €l oligonucledtido Ndel/BgiII-A que contiene el
sitio Bglll, descrito en la Seccidén A4, en el sitio Ndel segin el siguiente protocolo. El
oligonucledtido Ndel/Bg/II A) (100 pmol) fue fosforilado en presencia de 1 mM ATP y
15 U de la enzima T4 polinucleétidoquinasa a 37°C durante 30 minutos, la reaccién se
detuvo por la adicién de 2 pl de EDTA 0,5 M y se almacend a -20°C. Se permiti6 al
oligonucleétido hibridizar consigo mismo calentando la reacci6én de fosforilacién a 95°C
durante 5 minutos y manteniéndola a temperatura ambiente durante 4 horas. Se digirié el

vector recombinante pT7-7H6XICK1a (5 pg) con 5 U de la enzima Ndel en tampén de

digestion D (Promega) durante 4 horas a 37°C y posteriormente se desfosforild con 20 U
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de fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP) esencialmente segin las condiciones
descritas en la Seccion 1.2. El oligonucledtido Ndel/BgllI-A fosforilado y el vector pT7-
TH6XICK 1o digerido y desfosforilado fueron incubados en una mezcla de ligacidn
esencialmente segiin las condiciones descritas en la Seccién 1.2. Con esta mezcla de
ligacién se transformo células E. coli BL21 (DE3) segin se describe en la seccién 1.4. A
partir de las colonias positivas se prepard6 DNA plasmidial como se describe en la
seccidn 1.5 y se determin la presencia del sitio BgIII por anlisis de restriccion.

A partir de los nuevos clones del vector recombinante pT7-7H6XICK1e que
poseian el gen XICK1a clonado en los sitios Bglll y EcoRI se obtuvo el fragmento de
DNA correspondiente (por digestion Bglll / EcoRI) y se clon6 en los sitios Bgill y
EcoRI de los vectores pCEFL siguiendo esencialmente las condiciones descritas en las

Secciones 1.2, 1.3, 1.4 y 1.5.

Para el clonamiento de X/CK1o/f4¢4

se utilizé el oligonucledtido Nedel/Bg/llI-B y
las condiciones descritas para el clonamiento de X/CK1aV", Posterior al clonamiento
del gen que codifica para XICK1a®% en el vector pCEFLHA, el andlisis de la
secuencia del fragmento clonado determind que se habian insertado dos copias
consecutivas del oligonucleétido Ndel/BgilI-B. Lo anterior le adiciona 16 residuos extra
en el extremo N-terminal a este gen en relacion a XICK1a™" Io que explica la diferencia
de tamafio observada entre ambos productos proteicos (ver Figura 16 de Resultados).

El fragmento que contiene el gen para CK13 fue aislado por PCR con los

partidores CK1D5Bg y CKID3E desde el plasmidio recombinante pCSNK3

(gentilmente cedido por el Dr. Jun Kusuda, Universidad de Tokio). Para el clonamiento
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de CK18 en los vectores pCEFL se utilizd el oligonucledtido Ndel/Bglll-A y las
condiciones descritas en las secciones B1.1 a B1.5 para el clonamiento de XICKIa"" en
pT7-7He.

Los plasmidios recombinantes pCEFL-HA-XICK1a"", pCEFL-HA-XICK 1044
y pCEFL-HA-CK18 fueron preparados siguiendo el protocolo de purificacién de DNA
por columnas Wizard Midi Preps, resuspendidos en agua y almacenados a -20°C hasta

su uso. En los casos que el clonamiento involucraba la reaccién de PCR, la secuencia del

gen clonado se confirmé por secuenciacién de DNA de los clones obtenidos,

4. Secuenciacion directa de DNA por la técnica de PCR.

Mediante esta técnica basada en el método de Sanger (1977), se somete el DNA
de doble hebra a varios ciclos de desnaturacion, hibridacién con un partidor marcado en
forma radiactiva y reacciones de extension de cadena en la presencia de
dideoxinucledtidos de terminacion. La reaccidn se realiza mediante el kit dsDNA Cycle

Sequgncipg System (BRL) en las siguientes etapas:

4.1. Marcacion del partidor:

1 pmol de un partidor especifico para cada fragmento de DNA a secuenciar, se
marca en forma radiactiva en su extremo 5" con 1 U de la enzima T4
polinucle6tidoquinasa en presencia de 2 pmoles de [y-*PJATP; Tris-HCI 60 mM pH

7,8, MgClL, 10 mM; KCi 200 mM, en un volimen final de 5 pl. Se incuba durante 20

minutos a 37°C y luego se detiene la reaccién incubando a 55°C por 15 minutos.




4.2.  Reaccion de secuenciacion:

Se preparan cuatro tubos que contienen entre 3,5 y 12,5 finoles de DNA; 0,25
pmoles del partidor marcado; 0,6 U de Tag DNA polimerasa en 10 pl de una solucién
que contiene Tris-HCI 30 mM pH 9,0; MgCl, 50 mM; KC1 30 mM; W-1 0,05%; dATP,
dCTE; ETTP, 7-deaza-dGTP 20 pM y uno de cada dideoxinucleétido de terminacién en
la siguiente concentracién: ddATP 0,4 mM; ddCTP 0,2 mM; ddGTP 0,04 mM; ddTTP
0,4 mM. Se cubre la solucién con una gota de aceite mineral y se incuban las mezclas a
95°C por 3 minutos y luego se someten a 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 52°C por 50
segundos y 70°C por 1 minuto. Una vez finalizado el programa de incubacién, se ponen
los tubos en hielo y se detiene la reaccién agregando 5 pl de una solucién que contiene
formamida 95%; EDTA 10 mM pH 8,0; azul de bromofenol 0,1%; xileno xianol 0,1%.

Las muestras se guardan a -20°C y se analizan en geles de polacrilamida.

4.3.  Electroforesis en geles de poliacrilamida para andlisis de secuencia de DNA.
Las muestras que contienen las reacciones de secuenciacién son sometidas a
electroforesis en geles de poliacrilamida de 40 x 30 x 0,04 cm. La eleciroforesis se
realiza en un gel separador preparado de la siguiente manera: se filtran y desgasifican al
vacio 60 ml de una solucién que contiene Tris-borato 90 mM; EDTA 2 mM; acrilamida
6% (19:1 de acrilamida:bisacrilamida) y urea 48% (p/v). La reaccién de polimerizacién
se inicia por la adicién de 30 pl de TEMED al 100% y 60 ul de persulfato de amonio al

25%. El gel se deja polimerizar a temperatura ambiente, Previo a aplicar las muestras
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estas se calientan a 90°C por 3 minutos. La electroforesis se realiza a un voltaje

constante de 1699-1800V. Una vez terminada la electroforesis, los geles se secan y se

someten a autoradiografia con una pelicula X-OMAT durante 1 a 3 dias.

5. Expresion en E. coli y purificacion de CK1a de Xenopus laevis recombinante.
5.1.  Expresion y purificacion de GST-CK1:

La isoforma. ¢ de la enzima CK1 recombinante de X. leavis (XICK1o) fue
purificada como proteina de fusion con glutation S-transferasa (GST-CK1) desde E. coli
BL21(DE3) transformadas con el vector recombinante pGEX-2T-GSTCK1. Las
bacterias se crecieron durante toda la noche en 100 ml de medio de cultivo liquido
Luria-Bertoni (LB) suplementado con 100 pg/ml de ampicilina (LBamp), a 37°C con
agitacién constante. Al dia siguiente se usaron 10 ml de este cultivo para inocular 1 litro
de medio LBan, fresco y se incubé a 37°C con agitacién constante hasta una densidad
6ptica:medida a 600 nm de 0,5-0,7. La expresién de GST-CK1 fue inducida con 0,5 mM
de IPTG durante 3 horas a 37°C. Las células fueron colectadas por centrifugacién a 5000
rpm durante 20 min a 4°C, lavadas con tampén PBS y resuspendidas en tampén A (Tris-
C1 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; fmercaptoetanol; PMSF 1 mM). Las
bacterias fueron lisadas por sonicacién 3 veces a la mAxima potencia en hielo. Se separé
la fraccién soluble por centrifugacién a 15.000 rpm a 4°C. La fraccién sedimentada se
resuspendié en un buffer que contenfa tampén A suplementado con 1% Tritén X-100, y
se centrifugé nuevamente. La fraccién soluble recuperada por centrifugacion se mezclé

con la fraccién soluble obtenida en la primera centrifugacién. Las proteinas solubles asi
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obtenidas se cargaron en un columma de 2 ml de Glutatidn-Sefarosa segin las

indicaciones descritas (Smith y Johnson, 1988), previamente equilibrada con tampén A

suplementado con 0,5% Tritén X-100. Después de lavar con 10 volimenes de columna

de tampén A, se eluyé Ia proteina con 25 mM de glutation en 50 mM Tris-HCI pH 8,0.
o

Se colectaron las fracciones que poseian mayor actividad de fosforilacién de f-caseina.

Una preparacién tipica de GST-CK1 poseia una actividad especifica de 5 pmol x min™ x

mg™ con 0,5 pmol/p! de enzima.

5.2.  Expresion en E, coli y purificacion de His-CK1.

Las c€lulas almacenadas en glicerol descritas anteriormente (50 pl) se inocularon
en 50 ml de medio LBamp ¥ se crecieron durante toda la noche a 37°C con agitacién
constante. Al dia siguiente se usaron 10 ml de este cutivo para inocular 1 litro de medio
LBamp fresco que se incubé a 37°C con agitacién constante hasta una densidad 6ptica a
600 nm de 0,4-0,6. La expresion de His-CK1 fue inducida con 0,5 mM de IPTG a 22°C
durante toda la noche. Las células fueron colectadas por centrifugacion a 5.000 g durante
20 min a 4°C, lavadas con PBS y resuspendidas en tamp6én TBNa (Tris-HCI 50 mM pH
8,0; f-mercaptoetanol 20 mM, NaCl 100 mM, PMSF 1 mM). Se agregd 1/10 de
volimen de tamp6n TBNa suplementado con 5% de Tritén X-100 y 0,1 mg/ml de
lisozima y se incub6 durante 30 min a 4°C. Las bacterias fiieron lisadas por sonicacion 8
veces por 30 segundos a 50 Watt en hielo. Se separé la fraccion soluble por

ultracentrifugacién a 38.000 rpm a 4°C durante 30 min. La fraccién soluble recuperada

por centrifugacion se cargé en una columna de Ni¥*-NTA-Agarosa previamente
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equilibrada con 10 volimenes de tampén TBNa suplementado con 1 mM PMSF. La
columna se lavo con 5 volimenes de columna de tampén TBNa y 10 volimenes de
tamp6én TBNal (TBNa suplementado con 10 mM de imidazol). Las proteinas unidas se
eluyeron con una gradiente desde 10 a 200 mM de imidazol en tampén TBNa
suplementado con 10% de glicerol y 1 mM PMSF. Usualmente la proteina His-CK1
eluia 2 una concentracién de imidazol de alrededor de 100 mM. Se colectaron las
fracciones que poseian mayor actividad de fosforilacion de fcaseina y se concentraron
en un aparato Centricon-30 (Amicon) segin las instrucciones del fabricante. La enzima
proveniente de dos o tres preparaciones fule mezclada y almacenada a -20°C en tampén
TBNa suplementado con 50% de glicerol. La actividad enzimdtica era estable por varios
meses. La actividad especifica calculada para una preparacidn tipica de His-CK1 usando
fcaseina como sustrato variaba entre 0,6 y 1,2 nmol x min” x mg”.

jEn los experimentos mostrados en la Seccién B de Resultados se utilizé ademis
de la enzima X7CK1la (His-CK1), una preparacién de enzima nativa de CK1 purificada
desde higado de rata (Meggio y col., 1989). Esta preparacion contenia una concentracion

de proteinas de 2,04 mg/ml y una actividad especifica de 7,3 nmol x min™ x mg™.

6. Microsecuenciacion de proteinas.
Para determinar la identidad de las proteinas contaminantes de la preparacién de
GST-CK1, los productos de baja masa molecular presentes en algunas preparaciones

fueron secuenciados. Las protefnas a secuenciar fueron separadas en un gel de

poliactilamida y transferidas a una membrana de PVDF (ProBlot). Se identificé la
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ubicaci6n de la proteina de interés por tincién con Azul de Coomassie y se retird el trozo
de membrana correspondiente. La proteina inmobilizada fie secuenciada por el método
de Edmann de degradacién secuencial del extremo N-terminal en un aparato Applied
Biosystems 476A en el Centro de Sintesis y Andlisis de Biomoléculas,

OLIGOPEPTIDO, Universidad de Chile.

7 Ensayos de la actividad enzimdtica de XICK1 o
7.1.  Ensayos para detectar serina fosforilada:

La enzima X/CKlo fue ensayada en una mezcla de reaccién que contenia en un
voltimen de 50 pl: 50 mM Hepes pH 7,4; 150 mM NaCl; 10 mM MgClp; 0,5 mM DTT;
50 pM [y-ZP]ATP (500-1000 cpm/pmol); 5 mg/m! de B-caseina 6 1 mM del péptido
RRKDLHDDEEDEAMSITA y normalmente 2 U de GST-CK1 6 His-CK1. Se definié
la unidad (U) de actividlad CKl como la cantidad de enzima que cataliza la
incorperacién de 1 pmol de fosfato en S-caseina por min. Las incubaciones fueron
realizadas durante 10 min a 30°C y la reaccion se detuvo absorbiendo la solucién en
trozos de papel de fosfocelulosa Wathman p81 de 2 cm’. Los papeles fueron lavados tres
veces con dcido fosforico 75 mM, secados y la radiactividad se determiné en un
contador de centelleo liquido.Todos los ensayos se realizaron en duplicado y se restaron
los valores obtenidos en ausencia de enzima. Algunas muestras fueron procesadas para
cargarlas en geles de poliacrilamida con SDS. Los experimentos son representativos de

dos o tres determinaciones independientes.

I
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Para las determinaciones de constantes cinéticas de la enzima GST-CKI, se
realizaron determinaciones en condiciones de velocidad inicial (10 minutos de
incubacién, determinada previamente) con las siguientes concentraciones de sustratos
variables y demés condiciones estdndares: 2 a 100 pM de ATP, 1 a 400 uM del péptido
sustrato RRKDLHDDEEDEAMSITA y 0,1 a 20 mg/ml de pA-caseina. Para las
determinaciones de constantes cinéticas de diversos péptidos sustratos para las enzimas
His-CK1 y ratCKl, se realizaron determinaciones en condiciones de velocidad inicial
(10 minutos de incubacién) variando la concentracién de cada péptido sustrato entre 1 y
500 pM. En el andlisis de la inhibicién por poli(Glu®:Tyr™®) se vari6 el sustrato £
caseina entre 0,5 y 2,0 mg/ml y las concentraciones del polipéptido inhibidor fueron 2,0,
5,0y 7,5 pM, suponiendo una masa molecular de poli(Glu®®:Tyr*®) de 46 kDa. Los datos
fueron linearizados por analisis de minimos cuadrados, graficados en graficos de dobles
reciproces y ajustados a la ecuacién de Michaelis Menten usando el programa MicroCal
Origili 2..8 (MicroCal Sofware Inc.). La constante de inhibicién aparente de
poli(GIu®*:Tyr™") fue determinada desde graficos secundarios 1/V /s [i] para cada
concentracion de sustrato, donde [i] es la concentracién del péptido inhibidor, y de la
ecuacion Ki = K[il/(Ks-K,). Se realizé un andlisis de la funcién de poli(Glu®:Tyr™®)
como inhibidor competitivo y como sustrato alternativo segin lo presentado en Siegel,
LH. (1975). La actividad CK2 se determiné en las mismas condiciones que para CK1i
usando 1,2 pmol de la subunidad CK2« y 2 pmol de Ia subunidad CK2B como se

describe en Hinrichs y col., (1993).
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En los ensayos de determinacién de la incorporacién de *’P en péptidos que
contenfan residuos bisicos, se usé el ensayo con papel de fosfocelulosa descrito
anteriormente, En el caso de péptidos acidicos que no contenian residuos basicos la
radiactividad incorporada se determind por hidrdlisis parcial a 110°C durante 4 horas en
HCl! 6 N seguida de electroforesis de alto voltaje en papel Whatman 3M en un tampén
de pH 1,9 (4cido férmico 5%, 4cido acético glacial 15%) durante 2 horas a 1400 V y 50
mA. La radiactividad incorporada en el aminoécido serina se cuantificé en un aparato
Instant Imager. En forma alternativa los péptidos fosforilados fueron resueltos en geles
de poliacrilamida al 16,5% y las sefiales reveladas por autoradiografia. La fosforilacién
de sustratos proteicos se determind separando las proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida seguida de autoradiografia ¢ andlisis directo del gel en un aparato Instant
Imager.

f."E?n los ensayos de actividad en inmunoprecipitados se us6é un volkimen de 10 pl
de la suspensién final de la inmunoprecipitacién como fuente de enzima. En los ensayos
actividad CK1 de extractos celulares totales se usé 5 pg de proteina total. En ambos
tipos de ensayos la fosforilacidén de péptidos se determind por el ensayo con papeles de

fosfocelulosa como se describe anteriormente,

7.2.  Ensayos para defectar fosfotirosina:
En los ensayos para detectar actividad tirosinaquinasa se usaron entre 10 y 20 U

de la enzima GST-CK1 y [y-"*P]ATP 50 pM (3000-5000 cpm/pmol). Como sustrato se

usé el polipéptido poli(Glu**:Tyr®) a una concentracién de 0,1 mg/ml. Este polipéptido
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posee una secuencia al azar compuesta sélo de residuos glutdmico y tirosina en una
relacién 4:1 con una masa molecular promedio de 46 kDa. También se usaron los
péptidos EEEEYFVFGRRK y RRREEEYEEEE en una concentracién de 1 mM. La
reaccidn se detuvo en tamp6n de carga para geles de poliacrilamida y la fosforilacion de
poli(Glu®®:Tyr™) dependiente del tiempo, fue detectada por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% y posterior autoradiografia. La fosforilacion de los dos péptidos
indicados anteriormente, fue detectada por electroforesis en geles de poliacrilamida al

16,5% y posterior autoradiografia.

7.3 Reaccidn de autofosforilacion:
Para la reaccién de autofosforilacién se incubaron durante 1 hora 20 U de enzima

(GST-CK1 6 His-CK1) en las condiciones descritas para los ensayos para detectar

I

fosfotirosina pero en ausencia de sustrato. Las reacciones se detuvieron con tampén de
carga para geles de poliacrilamida con SDS y se resolvieron en geles al 10%. La

radiactividad incorporada fue cuantificada en un aparato Instant Imager.

3. Tratamiento de GST-CKI con frombina.

La enzima GST-CK1 fue incubada con trombina para liberar la XICKlo de la
glutation S-transferasa. Se incubaron 5 pmoles de la proteina de fusién con 0,5 pl de una
solucién de trombina 62 U/ml en un tamp6n que contenia Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl

150 mM y CaCl, 2,5 mM, durante 1 hora a 25°C. Los productos de la reaccién fueron
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separados en geles de poliacrilamida al 10% con SDS y la XICKlo fue detectada

mediante un ensayo de Western Blot con un anticuerpo especifico.

9. Andlisis de fosfoaminodcidos.

Las proteinas y los péptidos fosforilados ‘fucron secados en un aparato Speed-
Vac, resuspendidos en agua y se les agreg6 un volimen igual de HCI 12 M. En forma
alternativa, las proteinas fosforiladas fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 10%
y transferidas a membranas de PVDF (difluoruro de polivinilideno). Los trozos de
membrana que contenian las proteinas fosforiladas fueron identificados por
autoradiografia y retirados. Las proteinas en solucién 6 los trozos de membrana que las
contenian se sometieron a hidrélisis en HCl 6 M durante 2 horas a 115°C. Posterior a la

i

hidrélisis se evaporé el HCI y los productos se resuspendieron en 25 pl de agua y se
aplico 10 pl a una placa cromatogréafica. Los productos degé la hidrolisis se separaron por
cromatografia ascendente de capa fina en placas de silica con una mezcla de solventes
que contenia etanol absoluto:amoniaco = 3,5:1,6 como se describe en Mufioz y Marshall
(1990). Los fosfoaminodcidos estindares fueron visualizados por tincién con una

solucién de ninhidrina (ninhidrina 0,3%, é4cido acético 3% en n-butanol) y los

fosfoaminoécidos radiactivos fueron detectados por autoradiografia.

10.  Digestion quimica con CNBr.

La enzima XICKla como His-CK1 fue autofosforilada por diferentes tiempos (0

a 60 min) en las condiciones descritas en la Seccién 4. Las reacciones de
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autofosforilacién fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS y las
proteinas transferidas a una membrana de PVDF como se describe en la Seccién 9. Los
trozos de membrana que contenian las proteinas marcadas en forma radiactiva fueron
identificados en un aparato Instant Imager. Estas secciones de membrana fueron
incubadas en la oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucién de
CNBr 1 mg/ml én tubos eppendorf previamente tratados con silicona. Transcurrida la
incubacion, los productos de digestion fueron separados en un gel de poliacrilamida al

20% con SDS e identificados por autoradiografia.

11 Westem Blot e inmunaoprecipitacion.

E“Se' analizaron las secuencias primarias de CKla, 8 y ¥, usando los programas
computacionales ANTIGEN, PALIGN y CLUSTAL de PCGene y ademds por
inspeccién visual y se seleccionaron regiones que resuitaran especificas de cada una de
ellas: G*"RHCNKLFLIDFGLAKKY' para CK1a de X, lnevis (Pulgar y col., 1996);
E**RERRDREER™ para CKI5 de rata (Graves y col, 1995); y
Q'"™VYYFGPCGKY'"? para CKly de rata (Zhai y col., 1995). Estas secuencias

peptidicas fueron sintetizadas como derivados “octopus” por OLIGOPEPTIDO,
Universidad de Chile, y se usaron para generar antisueros en conejos. La secuencia
usada para generar el anticuerpo antiCKla es comiin a CKla y B (Rowles y col., 1991);
la secuencia usada para generar el anticuerpo antiCK18 es comin a CK18 y CKle

(Graves y Roach, 1995; Fish y col., 1995), mientras que la secuencia usada para generar

el anticuerpo antiCK1y es comiin a las tres subisoformas de CK1y descritas (yy, y2 ¥ ¥3;
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Zhai y col., 1995). El Esquema 4A muestra el uso del anticuerpo antiCKla para detectar
GST-CK1 en extractos de células de E.coli que expresan esta proteina. Las proteinas
purificadas & extractos celulares fileron separados en geles de poliacrilamida al 10% y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 350 mA durante 90 min en un tampén
que contenfa Tris 20 mM, glicina 190 mM y metanol 20%. La membrana de
nitrocelulosa fie bloqueada con BSA 3% en tampon TBS (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl
150 mM) durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana fue incubada con los
antisueros correspondientes en una dilucion que variaba entre 1:1000 y 1:750, en tampén
TBS suplementado con 1% BSA y 0,02% de NaNj, durante toda la noche a 4°C con
agitac}fgn suave. Los anticuerpos unidos fueron detectados por medio de una reaccién
colorimétrica usando un segundo anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina y posterior
incubacién en una solucién compuesta de Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM;
MgCl, 5 mM. Como sustratos se usaron 5-bromo-4-cloro-indolil fosfato (BCIP) 165
pg/ml y nitro azul de tetrazolium (NBT) 165 pg/ml. En los casos en que se usé un
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa la reaccién se reveld con reactivos de
quimioluminiscencia ECL. (Amersham). El Esquema 4B muestra la identificacién de
CKla, CK18 y CKly en una preparacion de enzima CK1 nativa altamente purificada
desde higado de rata (Meggio y col., 1989). Se observa una sefial unica con los tres
anticuerpos y los valores de tamafio molecular corresponden a los esperados para CKla,

3 y . En particular, la sefial reconocida por antiCK1y es consistente con la subisoforma

v mientras que el grosor de la sefial reconocida por antiCK 1o puede reflejar un duplete

consistente con la presencia en rata de dos subisoformas CKla y CKlaL que difieren en
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ESQUEMA 4 Andlisis de la especificidad de los anticuerpos antiisoformas de
CK1

A. Extractos totales (20 pg) de células E.coli que expresan la proteina de fusién
GST-CK1 inducidas con IPTG 0,5 mM durante 3 h (+) o no inducidas (-), fueron
resueltos en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS y transferidos a una membrana de
nitrocelulosa. Las proteinas se incubaron con antiCK1a. Se muestra la incubacidn con
un suero preinmune en una dilucion 1:1000 (Prel), suero inmune en una dilucién 1:1000
(Inm} y suero inmune preabsorbido con el péptido inmunogénico (Inm+pep). La flecha
sefiala la banda correspondiente a la enzima GST-CK1. Se indica la posicién de
estandares de masa molecular. En la incubacién del suero inmune con el péptido
antigénico (Inm-+pep) se observa la intensificacion de algunas sefiales presentes en la
incubacién con el suero inmune (Inm) debido a un mayor tiempo de exposicon de la
membrana a los sustratos de la enzima peroxidasa usada en la reaccion de revelado,

B. 100 pg de proteina total de una preparacién de CK1 nativa de higado de rata
fueron resueltos en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS y transferidos a una

membrana de nitrocelulosa. Las proteinas se incubaron con los anticuerpos antiCKla
(), antiCK1f (B) y antiCK1y (y) en una dilucién 1:750. Las flechas sefialan las bandas
correspondientes a las enzimas CKlo, CKI8 y CKly. Se indica la posicion de
estandares de masa molecular. Las bandas adicionales que se observan con el anticuerpo
antiCK 1y podrian representar algunas de las subisoformas CK 1y descritas.
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28 residuos (Zhang y col., 1996). La inmunoprecipitacion de las isoformas de CK1
desde la preparacion de enzima CK1 nativa de higado de rata (ratCK1) fue realizada
incubando 20 pg de proteina total de la preparacién ratCK1 con 5 pl de antisuero en 500
pl de tampdn IP (Tris HC1 10.mM pH 7,5, glicerol 25%, PMSF 25 pM, NaNj3 0,02%)
durante toda la noche a 4°C con agitacién suave. Al dia siguiente se agregd 50 ul de una
suspension al 50% de Proteina A-Sefarosa en tamp6n PBS y se continto la incubacién
por 2 horas adicionales. Los inmunoprecipitados se lavaron dos veces en tampdn IP,
una vezen tampdn quinasa y se resuspendieron en 100 pl de tampén quinasa. Para los
ensayos de actividad enzimédtica, se usaron 10 ul de la suspension como fuente de
enzima. Los anticuerpos antiCKla, antiCK18 y antiCKly permiten Ia
inmunoprecipitaciéon, desde ratCKl, de una actividad que fosforila fcaseina y un
péptido especifico de la familia de proteinaquinasas CK1. Se observé que sélo el
anticuerpo antiCKla y no los anticuerpos antiCK13 y antiCK1y, inmunoprecipitaba las

proteinas recombinantes GST-CK1 6 His-CX1.

12, Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS.

Se analizaron entre 20 v 50 ug de proteinas totales de extractos de células en
geles de poliacrilamida preparados segin el método de Laemmlie (1970). El gel
separador contiene acrilamida 10%; bisacrilamida 0,25%; Tris HCI 0,375 mM pH 8,8;
SDS 0,1%; TEMED 0,025% y persulfato de amonio 0,037%. El gel espaciador esti

compuesto por acrilamida 3%; bisacrilamida 0,08%; Tris HCI 0,125 mM pH 6,8; SDS

0,1%; TEMED 0,1% y persulfato de amonio 0,13%. Las proteinas se calentaron a
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ebullicidén durante 5 minutos en una solucién que contiene Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8;
SDS 2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,02% y pA-mercaptoetanol 50 mM, y se
analizaron en el gel. La electroferesis se realizd a un voltaje constante entre 100 a 200 V
en una solucién de electrolito que contiene Tris 25 mM pH 8,0; glicina 190 mM; SDS
0,1%. En algunos casos se vari6 el porcentaje de acrilamida segin los requerimientos del
experimento. Como patr6n de tamafio molecular se usaron diversos estandares
comerciales que cubrian un rango de valores entre 14 y 220 kDa. En el caso que las
prote;nas fueran posteriormente transferidas a membrana se usaron estdndares

pretefiidos,

13.  Cultive de células.
13.1. Lineas celulares

Se usaron las lineas celulares cos-7 gentilmente cedidas por el laboratorio de la
Dra. Maria Rosa Bono, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y fibroblastos de
ratén Balb-c 3T3 (clon A31) gentilmente cedidas por la Dra. Mari Armelin, Instituto de

Quimica, Universidad de Sao Paulo.

13.2, Condiciones generales.
Las lineas celulares usadas fueron cultivadas adheridas en frascos de cultivo de
plastico en un incubador Shellab modelo IR2424 a 37°C en una atmésfera que contenia

5% CO; y una humedad relativa mayor que 80%. Para los estudios de




inmunofluorescencia las células se crecieron adheridas a l4minas de vidrio de 5 mm?
ubicadas en el fondo de placas de plastico de 60 mm de didgmetro (p60).

Como medio de cultivo se usé medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 4,5 g/l de glucosa. Al momento de la preparacién del medio se le
adicion6 3,7 g/l de bicarbonato de sodio y los antibiéticos penicilina y streptomicina a
una concentracion de 100 U/ml y 100 pg/ml respectivamente. El medio fue esterilizado
por filtracién en un aparato de presion negativa usando filtros de 47 mm y con poros de
0,2 pm de didmetro. Usualmente el medio DMEM contenia 10% de suero fetal de
bovino (FBS), excepto en los experimentos en que se indica el porcentaje de suero
presente.

Todos los procedimientos de propios del cultivo, subcultivo y transfeccién de :
células fueron realizados en una campana de flujo laminar FACTOMET equipada con

luz UV una sistema de recirculacién y filtrado del aire.

13.3.  Subcultivo de células.

Para mantener los cultivos las células fueron subcultivadas en forma periddica
cada 2 a 3 dias. Para realizar el subcultivo de las células éstas se incubaron, por 5 a 10
min en el incubador a 37°C, con una solucién de 0,25% de tripsina y 10 mM EDTA en
tampo6n PBS. Posterior a la incubacién, la tripsina fue inactivada y las células colectadas

con DMEM suplementado con 10% FBS. Las células colectadas se sembraban en

frascos 6 placas con medio fresco.




54

14.  Transfeccion de células en cultivo
14.1. Procedimiento de transfeccion de células usando DEAE-dextrano.

Se cultivaron células en las condiciones descritas anteriormente hasta que el
cultivo alcanzé entre un 50 a 80% de subconfluencia. Usualmente se plaqueé un total de
1x10° células cos-7 en 4 placas p60 y al dia siguente se realiz el experimento de
transfgcgién. Las células se retiraron del incubador, se lavaron 2 veces con tampén PBS
manténid;) a 37°C y se incubaron con la mezcla de transfeccion. La mezcla de
transfeccién contenia 2 a 5 pg del DNA plasmidial de interés y 300 pg/ml de DEAE-
dextrano, en tampén PBS en un voliimen de 600 pl Las células se incubaron con la
mezcla de transfeccién durante 30 min en el incubador con agitacién snave en forma
ocasional. Transcurrida esta incubacién se agregé medio DME sin FBS suplementado
con 100 pM de quinolina y se incubd durante 3 horas en el incubador. Posteriormente se
retir6 el medio de cultivo y se reemplazé con medio DME fresco suplementado con 10%

FBS. Las células se incubaron durante 48 a 72 horas y se procesaron para anilisis

posteriores.

14.2, Procedimiento de transfeccion de células usando Lipofectamina.

Se prepar6 un tubo que contenia 2 a 5 pg del DNA plasmidial de interés en 250
pl de medio DME sin FBS y sin antibiéticos. En otro tubo se mezelé 12 pl de
Lipofectamina en 250 pl de medio DME sin FBS y sin antibiéticos. Ambos tubos se

incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y posteriormente se mezclaron. Las

células (cos-7 y fibroblastos Balb-c 3T3), al estado de subconfluencia, se lavaron 2
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veces con PBS, se les agregé 3 ml de medio DME sin FBS y sin antibidticos y se
incubaron con la mezcla descrita durante 2,5 horas en el incubador. Transcurrida la
incubaci6n se agregd 3,5 mi de medio DME sin antibi6ticos y suplementado con 20% de
FBS de modo que las células tranfectadas se mantenian en 10% FBS. Al dia siguiente se
retiré el medio de cultivo y se cambié por medio DME con antibiéticos y suplementado

con 10% TBS. Las células se incubaron por 24 6 48 horas adicionales y se procesaron

para andlisis posteriores.

14.3. Determinacion de la eficiencia de transfeccion.

La eficiencia de transfeccién de las células cos-7 con los métodos descritos
anteriormente se determiné por transfeccién con un vector que permite la expresién de la
enzima S-galactosidasa. Al término del perfodo de transfeccién las células se lavaron en
PBS y se fijaron en formaldehido 3,7% durante 10 minutos. Las células se lavaron en
PBS y se incubaron en la mezcla de tincién que contenfa MgCl, 2 mM, K3Fe(CN)g 5
mM, K4Fe(CN)s 5 mM, X-gal 0,1%, NP-40 0,02% en PBS durante 4 horas. Transcurrida
la incubacién se media la cantidad de colonias azules y se expresaba como porcentaje
del total de células. Usando los métodos de transfeccién con DEAE-dextrano y

Lipofectamina se obtenia entre un 10 y un 30% de eficiencia de transfeccidn.

15. Preparacion de extractos celulares totales.

Para la preparacion de los lisados totales las células fueron lavadas en PBS frio y

retiradas de las placas con la ayuda de un raspador para células. Las células fueron
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colectadas por centrifugacién a 3000 rpm durante 5 min a 4°C y resuspendidas en forma

homogénea en tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 100 mM: NP-40 1%;

glicerol 10%; vanadato de sodio 1 mM; PMSF 1mM,; leupeptina, aprotinina y pepstatina

a una concentracion de 2 pg/ml cada uno. Después de incubar 30 min en hielo se separ6

la fase:‘ soluble por centrifugacion a 14.000 rpm durante 15 min a 4°C. Se determind la
e

concentracidn de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Los lisados se

almacenaron an alicuotas a -70°C.

16. Inmunoffuorescencia indirecta en células en cultivo.

Las células se cultivaron en ldminas de vidrio de 5 mm? ubicadas en el fondo de
placas de plastico de 60 mm de didmetro y se transfectaron como se describe en las
secciones precedentes usando la técnica de Lipofectamina. Al término de la transfeccién
las células fueron lavadas en tamp6n PBS e incubadas durante 5 min a temperatura
ambiente en 3,7% de formaldehido para fijarlas. Posterior a la fijacién las células podian
ser almacenadas a 4°C en PBS con NaN; 0,1%. Para la permeabilizacién se utilizé un
protocolo bésico de incubacién en acetona a —20°C durante 2 min. Una vez
permeabilizadas las células se incubaron con los anticuerpos correspondientes.

Para la deteccién de las isoformas CK1 endégenas se utilizaron los anticuerpos
antiCK 1o, antiCK13 y antiCK1y descritos en el ESQUEMA 4. Para la deteccidn de las
isoformas CK1 transfectadas se utiliz6 el anticuerpo monoclonal antiHA que reconoce el

epitopo de hemaglutinina presente en las células transfectadas. Como controles se

incubd solamente con el segundo anticuerpo y se utilizaron los sueros preinmunes
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correspondientes. Como marcadores de localizacién subcelular se utilizaron: un
anticuerpo que reconoce la proteina T grande del virus SV40 (antiT-SV40), un
anticuerpo anti a-tubulina y el compuesto ER-Tracker'™ Blue-White que marca

especificamente membranas del reticulo endopldsmico.

[

16.1. Incubacion con el primer anticuerpo.

Se incubd con el anticuerpo monoclonal generado en ratén antiHA en una
dilucién 1:50. En el caso de los anticuerpos antiisoformas CK1 se usé una dilucién
1:100. La incubacion se realizé adicionando 25 pl de Ia solucidn de anticuerpo diluido
en tampdn PBS, sobre la lAmina que contenia las células e incubandolas en una “camara
hiimeda®“ dentro del incubador de CO; durante 30 a 45 min. La "cdmara himeda"
consistia de una placa petri de vidrio de 150 mm de didmetro que contenia un trozo de
parafilm ubicado sobre 3 trozos de papeles filtro Wathman 3MM humedecidos con agua.
Transcurrida esa incubacién las ldminas se lavaron en 3 vasos de precipitados que

contenian tampdn PBS pasdndolas varias veces por la interface aire-liquido.

16.2. Incubacion con el segundo anticuerpo

En los casos en que se usd un primer anticuerpo generado en raton se utilizd
como segundo anticuerpo un anti IgG de ratén conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) en una dilucién 1:50. En los casos en que se usaba un primer anticuerpo

generado en conejo se usé como segundo anticuerpo un anti IgG de conejo conjugado a

isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC) en una dilucién de 1:1000. Se incubaron
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las lAminas con el segundo anticuerpo durante 45 min en la camara hiimeda dentro del
incubador y posteriormente se lavaron en forma similar a lo descrito anteriormente con
un lavado adicional en agua. En los casos que se realizé la tincién de la cromatina se
incubd-las ldminas en este estado con 25 pl de una solucién de yoduro de propidio 10
pg/mi durante 2 min. La solucién de tincién se dejé escurrir y se montaron las 14minas

en portaobjetos sobre una gota de liquido de montaje.

16.3. Marcacion con ER-Tracker.

El uso del marcador de reticulo endoplésmico ER-Tracker™ Blue-White se
realizé segiin las instrucciones del fabricante (Molecular Probes). Las células vivas se
lavaron y se incubaron durante 1 hora en medio de cultivo sin FBS suplementado con el
compuesto marcador en una concentracién de 1 puM. Transcurrida la incubacién las
células se fijaron en formaldehido, se permeabilizaron en Tritén 0,2% durante 20

minutos a temperatura ambiente y se continué con las incubaciones con los anticuerpos.

17.  Deteccion de la fluorescencia de las proteinas transfectadas y adquisicion de
las imdgenes.
La deteccidon de la fluorescencia emitida por los fluoréforos indicados (FITC,
TRITC, yoduro de propidio, ER-Tracker) y la adquisicion de las imédgenes se realizé en
la Unidad de Analisis Celular Integral (UACI) de la facultad de Medicina Universidad

de Chile en un Microscopio Confocal, marca Zeiss Modelo L.SM-410 Axiovert 100,

provisto de tres rayos laser (488, 543, 633 nm) y los filtros apropiades. En forma
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alternativa se utiliz6 un Microscopio Fotométrico marca Zeiss Modelo MPM400 con

sistema de observacién de epifluorescencia y unidad microfotogréafica para registro de
imdgenes modelo MC100 Spot.
18.  Analisis estadistico.

En el caso de las determinaciones de actividad quinasa en extractos celulares
totales se realizé un andlisis estadistico de los resultados. Se utilizé un analisis de
varianza de una via (ANDEVA) para determinar la significancia de las diferencias
observadas y una prueba a posteriori de Tuckey (HSD) para probar las diferencias

observadas entre los grupos de determinaciones. El analisis se realiz6 segiin se describe

en Sokal y Rohlf (1995), utilizando el programa STATISTICS v. 7.0.
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RESULTADOS

SECCION A. CARACTERIZACION DE LA ENZIMA CKlg
RECOMBINANTE DE X. laevis.

1 CKla de X. laevis expresada en bacterias y purificada: como una proteina de
Susién con glutation S-transferasa (GST-CK1) y como una proteina con 6
residuos histidina adicionales (His-CK1).

En un trabajo anterior de nuestro laboratorio, el gen que codifica para la isoforma
o de la enzima CK1 de X. laevis (XICKla) fue aislado desde una genoteca de oocitos y
clonado en el vector de expresién procariético pGEX2T,

El punto de partida del trabajo de esta Tesis fue la expresion de CKla de X
laevis en E. coli DHSa como una proteina de fusién con glutatién S-transferasa (GST-
CK1). La enzima fue purificada por afinidad por medic de una resina de Glutatién-
Sefarosa segiin se describe en Materiales y Métodos. La Figura 1A muestra la
purificacién de GST-CKI1 desde 1 litro de cultivo de bacterias. Se observa la gran
insolubilidad de esta proteina de fusion de 63 kDa, manteniéndose en la fraccion
sedimentada la gran mayoria de la proteina expresada. Diferentes sistemas de extraccion
de la fraccién insoluble fueron probados con el objetivo de recuperar la enzima en forma
activa, con el resultado que la enzima solubilizada no mantuvo su actividad catalitica. A
pesar de lo anterior fiie posible obtener una cantidad de enzima en la fraccién soluble
suficiente para realizar la caracterizacién bioquimica. En la fraccion eluida de la

columna de glutatién-sefarosa es posible distinguir otros polipéptidos de baja masa

O
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molecular los que corresponderian a productos de degradacién proteolitica de la enzima

GST-CK1. Por medio de microsecuenciacién, varios de éstos polipéptidos fueron
i

identificados como glutatién S-transferasa, cuya masa molecular corresponde a 26 kDa,

lo que corrobora la idea de que estos componentes son productos de protedlisis de GST-

CK1.

-

Como una alternativa a la preparacién de la proteina de fusién GST-CK1, la
region codificante de XICK1o. fue clonada en un derivado del vector pT7-7, el pT7-7HS,
generado en nuestro laboratorio. Este vector permite la expresién de las proteinas en
E.coli con una secuencia adicional de 6 residuos histidina (His-CKla), y su posterior
purificacién en una columna de afinidad que contiene Ni*2. La estrategia de clonamiento
se describe en Materiales y Métodos. La proteina His-CK1 fue purificada desde E.coli
BL21 (DE3) con el uso de una resina de Niquel-NTA-Agarosa y posteriormente eluida
con una gradiente de imidazol desde 10 a 200 mM. En la Figura 1B se muestra la
purificacién de His-CK1. En ambos sistemas de expresién y purificacién se observan
productos de baja masa molecular. Este tipo de contaminacién fue muy variable entre
diferentes preparaciones y estos productos no interactian con un anticuerpo antiCKlo
(ver Figura 3C).

La proteina de fusién GST-CKI posee un sitio de digesti6n para la proteasa
trombina situado entre las secuencias codificantes para glutatién S-transferasa y
XICK1a. Con el objetivo de separar la glutation S-transferasa de la enzima XICKla se
realizé una digestion con trombina por diferentes tiempos. Segin se muestra en la Figura

2A, esta incubacion genera una banda tnica cuando es ensayada con el anticuerpo

O
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antiCKle, de un tamafio de 38 kDa. Sin embargo, al analizar la actividad CK1 como
funcié}ihdel tiempo de hidrdlisis se observa una pérdida de la actividad enzimética
(Figura 2B). Por esta inestabilidad de la enzima purificada, la mayoria de los estudios de
caracterizacion de CKla de X. laevis fueron realizados con la proteina de fusion GST-
CK1. Por otro lado, una preparaci6n estable de His-CK1 fure obtenida por concentracién
en aparatos de filtracién Centricon, combinando varias preparaciones.

Al comparar ambos métodos de purificacién se observa que una caracteristica
comun es la gran insolubilidad de las proteinas producidas, en el caso de GST-CK1
alrededor de un 90% de la cantidad de proteina inducida permanece en la fraccién

insoluble. En Ia purificaciéon de His-CK1 se obtiene un mejor rendimiento de la proteina

en forma soluble y la estabilidad de la proteina expresada mejora notablemente.

2. GST-CK1 se comporta como una proteinaquinasa CK1.

Para verificar que la enzima recombinante producida en bacterias como protefna
de fusidbn poseia las caracteristicas de la enzima CK1 nativa se estudid el
comportamiento de GST-CK1 en varios aspectos. Se determiné que GST-CK1 era capaz
de fosforilar B-caseina y un péptido sustrato sintético derivado de la proteina Inhibidor-2
de fosfatasa-1 (RRKDLHDDEEDEAMSITA) descrito por el laboratorio del Prof,
Lorenzo Pinna (Marin y col, 1994). La Tabla 1 muestra los valores de K, aparente
determinados para ATP, B-caseina y el péptido sustrato ya indicado. Se observa que los
valores determinados son muy similares a los reportados para la enzima purificada desde

diversos tejidos animales,
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Figura 1. Purificacion de CKla de X. laevis como proteina de fusion con glutatién
transferasa y como una proteina con 6 residuos histidina adicionales.

A. Purificacién de GST-CK1 desde E. coli DH5¢ transformadas con el vector
pGEX-2T-XICK 1o segin se detalla en Materiales y Métodos. Carril 1; células E.coli no
inducidas; Carril 2: células inducidas con IPTG; Carril 3: fraccién soluble 1; Carril 4:
fraccion insoluble 1; Carril 5: fraccién soluble 2; Carril 6: fraccién insoluble 2; Carril 7
proteina eluida desde Ia columna de Glutatién-Sefarosa. La flecha sefiala la posicién de
la proteina GST-CK1.

B. Purificacién de His-CK1 desde E.coli BL21 (DE3) transformadas con el vector
pT7-TH6-XICK 1o segin se detalla en Materiales y Métodos. Carril 1; células E.coli no
inducidas; Carril 2: células inducidas con IPTG; Carril 3: proteina eluida desde Ia
columna de Ni'2-NTA-Agarosa. La flecha sefiala la posicién de la proteina His-CK1. Se
indica la posicion de estandares de masa molecular,
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Figura 2. Efecto de la liberacion de XICK1a desde la proteina de fusion.

Se incubaron 2 U de GST-CKI con 0,3 U de trombina segun se describe en
Materiales y Métodos.
A. " Sé detuvo la reaccién a los tiempos indicados con tampdn de carga para geles
SDS-PAGE y las proteinas fueron analizadas en un gel de 10% poliacrilamida y
posteriormente visualizadas por Western Blot utilizando el anticuerpo antiCK1le. como
se indica en Materiales y Métodos.
B. Se midié simultdneamente la actividad enzimatica de CK1 en alicuotas de la
reaccién con trombina utilizando como sustrato S-caseina,
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Se ha descrito que para CK1 la X, aparente para ATP, una de la mas bajas reportada
entre las proteinaquinasas, varia entre 7'y 25 pM (Tuazon y Traugh, 1991), mientras que
para el péptido sustrato se ha determinado una K, aparente de 184,5 pM usando CK1
purificada desde higado de rata (Marin y col., 1994). En un anlisis de la actividad CK1
presente en micleos de oocitos de X. /aevis se determiné un valor de 12 pM para la K,
aparente para ATP (Leiva y col, 1987). Nuestros valores, obtenidos con la enzima
recombinante GST-CK1, son muy concordantes con estos datos de la Jiteratura.

Con frecuencia se ha usado heparina como un medio para discriminar entre las
proteinaquinasas que fosforilan sustratos ricos en aminodcidos dcidos como CK1 y CK2,
La proteinaquinasa CK2 posee valores de 5y de 0,3 g/ml o menores, las preparaciones
de CK1 en cambio no se ven afectadas por este compuesto a concentraciones 50 veces
mayores (Hathaway y Traugh, 1982). Como se muestra en la Figura 3A, usando £
caseina como sustrato, GST-CK1 es sdlo levemente inhibida ain a las mds altas
concentraciones de heparina usadas, mientras que CK2 es muy inhibida,

Se ha descrito un compuesto derivado de sulfonamida, N-(2-aminoetil-5-
cloroisoquinolina-8-sulfonamida, denominade CKI1-7, que acta como un inhibidor
especifico de la familia de proteinas quinasas CK1 (Chijiwa y col., 1989). Como se
muestra en la Figura 3B, CK1-7 se comporta como un inhibidor de GST-CK1 y de His-
CK1 con un I5p de ~50 pM para ambas preparaciones. Esta inhibicién se verifica al usar
tanto fB-caseina como un péptido especifico como sustratos. Este nivel de efecto del

inhibidor también coincide con los valores informados en la literatura para CK1 nativa

aislada desde diferentes tejidos animales.
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Sustratos usados GST-CK1® ® ©
ATP 14 +2 uM 7-25 uM @ 12 uM
f-caseina 1,5+0,3 pg/ml | 1,3 pg/ml® n.d
RRKDLHDDEEDEAMSITA 190 +9 pM 184,5 pM @ n.d.

Tabla 1: Valores de K, aparente para diferentes sustratos de XICK1 cx.

Los valores de K, aparente para GST-CK1 fueron determinados en condiciones

de velocidad inicial segiin se describe en Materiales y Métodos.
£®): yalores obtenidos con la enzima XICK1o. como proteina de fusién GST-CK1

(Pulgar 31 col,, 1996).

®): valores reportados en Ia literatura para la enzima CK1 purificada desde tejidos
animales, ) Hathaway y Traugh, (1982), ¥ Meggio y col., (1991), @ Marin y col.,
(1994).

©; valores reportados para la enzima CK1 aislada desde miicleos de oocitos de X;
laevis (Leiva y col., 1987). n.d: no determinado.
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Figura3.  Propiedades de GST-CKI e His-CK1.

A.

B.

C.

Se}'ensayé la actividad quinasa de GST-CK1 y CK2 recombinante usando f-caseina
como sustrato, en presencia de cantidades crecientes de heparina. Se usaron 4 U de
GST-CK1 (®) que incorporan 4 pmol/min de *P en el sustrato en ausencia de
heparina (100%). Para CK2 (.3) se usaron 1,2 pmol de la CK2c y 2 pmol de CK28
que incorporan 38 pmol/min de *P en el sustrato en ansencia de heparina (100%).
La actividad quinasa de GST-CK1 (®) e His-CK1 (M) fue ensayada en presencia de
cantidades crecientes de CK1-7 usando S-caseina como sustrato,

Western Blot de las proteinas His-CK1 (carril 1) y GST-CK1 (carril 2) usando el
anticuerpo antiCKla. Se cargaron 5 pg de proteina total de cada preparacién. La
sefial fue revelada usando el sistema ECL (Amersham).

Autofosforilacién de His-CK1 (carril 1) y GST-CK1 (carril 2). Se autofosforilaron §
U de His-CK1 y GST-CK1 en presencia de 50 pM [y-P]ATP, 5000 cpm/pmol,
durante 30 minutos a 30°C. Se indica la posicidn de estandares de masa molecular,
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Al ser incubadas con [y-?P]JATP en ausencia de sustrato, ambas formas
recombinantes de X/CKla son capaces de autofosforilarse {Figura 3C), observandose
una leve marcacién radiactiva en algunos productos contaminantes de ambas
preparaciones. Esta reaccién de autofosforilacién sera analizada con mayor detalle mas
adelante. Estas proteinas son ademés reconocidas con eficiencia similar, por el
anticuerpo antiCK 1o preparado en nuestro laboratorio (Figura 3D).

Como se mencioné anteriormente, los contaminantes observados en la
preparacion de GST-CKI corresponden a productos de degradacién de la enzima,
principaimente GST liberada desde la proteina de fusién. Con el objetivo de analizar el
efecto que GST podria tener sobre la actividad enzimética de GST-CK1, se analizb otra
preparacion de esta enzima midiendo la actividad contra un péptido sustrato en presencia
de cantidades crecientes de GST. Como se observa en la F igura 4, un exceso molar de
100 veces (500 pmoles de GST versus 5 pmoles de GST-CK1, Figura 4A, barra 5),
posee sélo alrededor de un 5% de efecto inhibitorio sobre la actividad.

¢ Tomando en consideracién los resultados anteriores obtenidos al analizar el
efecto de GST sobre la actividad enzimatica (Figura 4A), la similitud entre las
propiedades de ambas preparaciones de enzima recombinante en relacién a la inhibicién
por CK1-7 (Figura 3B) y a la K, determinada para el péptido
RRKDLHDDEEDEAMSITA (Tabla 1 y Tabla 3) y muy especialmente lo
concordante que resultan los pardmetros cinéticos obtenidos en este trabajo con los
reportados con anterioridad en la literatura para otras formas de CK] (Tabla 1),

podriamos afirmar que ambas preparaciones de enzima (His-CK1 y GST-CK1) poseen
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Figura 4. Efecto de GST sobre la actividad de GST-CK 1.

A. Se incubaron 5 pmoles de una preparaciéon de GST-CK1 con [y-*2P]JATP 1000
cpm/pmol y se midi6 la fosforilacién del péptido sustrato RRKHAAIGDDDDAYSITA
a una concentracién de 300 uM, en la presencia de:

1: GST-CK1 (5 pmoles)

2: GST-CK1 + 500 pmoles de BSA.

3: GST-CK1 + 25 pmoles de GST.

4: GST-CK1 + 250 pmoles de GST.

5: GST-CK1 + 500 pmoles de GST.

6: GST-CK1 + 1000 pmoles de GST.

B. Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de commasie.

GST-CK1: 15 pmoles de la preparacion de GST-CKlensayada en A,

GST: 500 pmoles de GST (13 pg).

Se indica la posicién de estandares de masa molecular.
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las caracteristicas de una enzima CK1 validando su uso para el presente andlisis y los
resultados obtenidos con ellas.

Con la disponibilidad de formas recombinantes de XICK1a, se realiz6 un analisis
de algunas propiedades ya estudiadas para otras formas de esta enzima, como es la
fosforilacion de péptidos previamente fosforilados (fosfopéptidos). Se analizaron
ademas, propiedades nuevas de esta familia de enzimas como son el efecto de diversos
polipéptidos sintéticos sobre la actividad contra B-caseina y la fosforilacién de residuos

de tirosina presente en péptidos.

3. Fosforilacion de fosfopéptidos por XICK1 o,

La enzima nativa CK1 fue definida inicialmente como una quinasa con afinidad
por residuos previamente fosforilados, dando origen al concepto de regulacién por
fosforilacién jerdrquica (Roach, 1990). Experimentos con fosfopéptidos sintéticos
demogt-raron que la presencia de residuos de serina fosforilada (Ser-P, Sp) en posiciones
n-3, n-4 y n-5 resultaban en determinantes positivos de la fosforilacién. (Flotow y col.,
1990; Meggio y col., 1991). Con el objetivo de extender estos estudios con la isoforma

CKla recombinante, se analizé la fosforilacién de diversos sustratos fosfopéptidos por

XICKlo. Las curvas de progreso de fosforilacién de la Figura 5 muestran que X/CKla.
no fosforila el péptidko EEEEESIT mientras que el péptido SpSpSpEESIT es
fosforilado con alta eficiencia, mostrando que la alta carga negativa del sustrato no es
suficiente para lograr un nivel eficiente de fosforilac;(m. La posicién n-3 (tres

amifiodcidos hacia el extremo amino terminal de la serina fosforilable) es la mas
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Figura 5. Fosforilacion de fosfopéptidos por XICK I

Los péptidos previamente fosforilados mostrados en Ia tabla bajo el grafico, se
pusieron en contacto con la enzima His-CK1 durante los tiempos indicados. Se usé una
concentracion de 1 mM de péptidos y 2 U. de enzima. Posterior a la hidrolisis y
electroforesis de alto voltaje en papel, se determing el contenido de 3?P-Ser en un
aparato Instant Imager.



importante como determinante positivo de la fosforilacién. Fosfoserinas ubicadas en las
posiciones n-4 y n-5 no tienen efecto. La presencia de treonina fosforilada (Ip)enla

posicién n-3 resulta en mayor incorporacién de fosfato comparada con la presencia de
Ser-P en esta posicion. Es interesante que el péptido con Tyr-P en esta misma posicion
resulta ser un sustrato muy pobre y que por lo tanto el residuo que contiene el grupo

fosfato seria determinante para la especificidad enzimatica.

4 GST-CK1 es capaz de fosforilar tirosina en péptidos sintéticos.

Se ha reportado en la literatura que algunas isoformas CK1 de levaduras son
capaces de fosforilar tirosina en el copolimero poli(Glu®®:Tyr*®) y de autofosforilarse en
residuos de serina, treonina y tirosina (Hoekstra y col., 1994). Ademas, las isoformas de
CK1 r’éﬁ%rtadas en Arabidopsis thaliana (Klimzak y col., 1995), fueron aisladas con el
uso de un anticuerpo monoclonal antifosfotirosina. Debido a los muy conocidos e
interesantes casos de regulacion de la transduccién de seffales por medio de
fosfotirosinas en la proliferacién celular, se inicié un analisis de la capacidad de XICKlo
de fosforilar dichos residuos. Dentro de estos estudios se observo que esta enzima
reconoce p.:)li(Glum:Tyr20 con alta afinidad. En la Figura 6 se muestra el efecto de
diversos polipéptidos acidos sobre la fosforilacion de caseina por GST-CK1. Se observa
que la enzima no es inhibida en forma significativa por 4cido poliglutdmico y sélo
levemente inhibida por 4cido poliaspartico y por poli(Glu®":Phe®®). Este tiltimo
polipéptido corresponde a una secuencia sintetizada al azar y compuesta sélo de residuos

glutdmico y fenilalanina en una relacion de 4:1. Poli(Glu®*:Tyr™) en la misma
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Figura 6. Efecto de diferentes polipéptidos dcidos sobre la actividad de XICKI a.

Se determiné la actividad de GST-CK1 en presencia de concentraciones
crecientes de diferentes polipéptidos 4cidos: dcido poliglutdmico (43 kDa) (A), 4cido
poliaspértico (42,5 kDa) (), poli(Glu®:Phe®®) (16 kDa) (@) y poligGlusozTyrm) (46
kDa) (M). Se usaron 2 U de GST-CK1 que incorporan 2 pmol/min de **P en el sustrato
(100%) y 5 mg/ml de f-caseina como sustrato.
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proporcién en cambio, es un fuerte inhibidor de la CK1 con un Isp de 2 pM. En estos
estudios se utiliz6 como sustrato Bcaseina y se determiné que la inhibicién de la
actividad es de tipo competitivo segtin se muestra en la Figura 7. Los ensayos cinéticos
realizados a diferentes concentraciones de pol(Glu™:Tyr®®), y mediante graficas
secundarias 1/V versus concentracién de inhibidor, permitieron determinar que la
constante de inhibicién X; aparente para este polipéptido es de § uM. Este calculo es
solamente una aproximacién ya que se usa el valor de 46 kDa para el tamafio del
polipéptido determinado por medio de cromatografia de exclusién por el fabricante
(Sigma). El polipéptido poli(Glu®®:Tyr?®), como veremos mas adelante, es una mezcla
de un amplio rango de tamafios que fluctiia entre 20.000 y 70.000 Da,
e

Poli(Glu**:Tyr*®), usado en los estudios descritos en la Figura 6, ha sido
usado frecuentemente para estudios in vifro como sustrato de proteinas tirosinaquinasas.
Al usarlo como sustrato y analizar los productos de la reaccién de fosforilacién por
electroforesis en geles de poliacrilamida y posterior autoradiografia, se observa la
aparicién de una regién dispersa marcada en forma radiactiva (Braun y col., 1984;
Schieven y col., 1986). Al incubar GST-CK1 y poli(Glu®:Tyr®®) con [y-?PJATP en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, se observa la fosforilacién de este
polipéptido que aparece entre los 10 a 20 min de incubacién (Figura 8A, carril 5). Como
se muestra en la Figura 8A, existe una aparicién dependiente del tiempo de una marca
radiactiva difusa que cubre un amplio rango de tamafios moleculares en el gel. Al omitir
el polipéptido se observa la autofosforilacién de la protefna de fusién y de algunos

fragmentos proteoliticos (Figura 8A, carril 8).
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Figura 7. Inhibicién competitiva de GST-CK1 por poli(Gh*®:Tyr™).

(POHGAP™TYRY), 1)

A. La actividad de GST-CK! se midi6, usando f-caseina como sustrato
(concentraci6n variable entre 0,5 y 2,0 mg/ml) en la presencia del polipéptido inhibidor
poli(Glu®®:Tyr*®) a las concentraciones de 2 (@), 5 (A) y 7,5 (¥) pM o sin inhibidor
(M). Se muestra la grifica de Lineweaver-Burk usando los promedios de tres

determinaciones independientes realizadas en duplicado.

B. Determinacién de la X; aparente para poli(Glu®%:Tyr’®). Se grafica la pendiente de

las curvas mostradas en A versus Ia concentracion de inhibidor.
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La fosforilacién de residuos de tirosina fue ademés analizada con el uso de dos
péptidos sustrato de secuencia definida, RRREEEYEEEE y EEEEYFVFGRRK, que
poseian tirosina como 1inico residuo fosforilable. La fosforilacion de estos péptidos fue
detectada por electroforesis en geles de poliacrilamida al 16,5% y posterior
autoradiografia. La Figura 8C muestra la fosforilacién de los péptidos con tirosina
comparada con la fosforilacién de un péptido previamente usado que contiene serina. Un
andlisis densitométrico permiti6 estimar que la fosforilacién en tirosina representaba un
5% de la fosforilacion en serina. Se debe destacar que solo el péptido RRREEEYEEEE
es fo:":f:)ri'lado por XICK 1o mientras que el péptido EEEEYFVFGRRXK no es sustrato,
Estos resultados indican claramente que la enzima XICK 1o recombinante es capaz de
fosforilar tirosina en péptidos sintéticos que posean este residuo inmerso en un ambiente
acidico y que los residuos presentes hacia el carboxilo terminal tambicn influyen en la

especificidad de fosforilacion.

5. Poli(GNi**: Tyr*) como inhibidor Y como sustrato alternativo de XICK1 o
Inicialmente se determiné que el polipéptido poli(GlusO:Tyrm) se comportaba
como un inhibidor competitivo de la fosforilacién de caseina por XICK1c (Figura 7A) y
posteriormente resulté ser un sustrato de la enzima X/CKla (Figura 8A). Dado lo
anterior poli(GIu*®:Tyr*®) podria no comportarse necesariamente como un inhibidor
verdadero o de punto muerto ya que participa en la catélisis y se hace necesario realizar
el andlisis de la inhibicién considerando al poli(GIuso:TyrzO) como un sustrato

alternativo.
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Figura 8. Fosforilacidn de péptidos sintéticos que contienen tirosina por XICK] .

A. El polipéptido poli(Glu®:Tyr*®) a una concentracion de 0,1 mg/ml, fue incubado
por diferentes tiempos con 20 U de enzima GST-CK1 en presencia de [y-’P]JATP. La
fosforilacién se detect6 por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% con SDS y
autoradiografia. Carriles 1-7: 0, 1, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos de incubacion; Carril 8: 60
min de incubacion en ausencia de péptido.

B, C: Se realizé la incubacién de 2 U de GST-CKI con 1 mM de los péptidos
RRKDLHDDEEDEAMSIAA, EEEEYFVFGRRK y RRREEEYEEEE (carriles 1, 2
y 3), durante 30 min a 30°C. Los péptidos fosforilados fueron separados por
electroforesis en un gel de poliacrilamida de 16,5%. Se muestra en B. la tincién con
Azul de Coomassie del gel y en C. la autoradiografia correspondiente. En A yen B se
indica la posicién de estandares de masa molecular.
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Segin se describe en Siegel LH. (1975), la inhibicién competitiva con sustratos

alternativos es descrita, en condiciones de equilibrio, por la ecuacion I

[A]
Vmax:d —+ VmaxB "["‘.i
Koa Ko
Vi = @
[A] [B}
1 + —+ —
Kna Kop

en la E:ua‘l‘l, Vimaxa € la velocidad maxima de la reaccion con el sustrato A y Vyas €s la
velocidad maxima con el sustrato B.
Si consideramos a = [A}Y/Kns v b = [BYK.z entonces al obtener los dobles

reciprocos de la ecuacion I se obtiene la ecuacién II;

1 1 +a+hb

= ()

¥y VmaxA a+Vmar.B b

En el caso que se analiza definiremos los sustratos A y B como S-casefna y
poli(Giu®:Tyr*®) respectivamente. Considerando que los ensayos de inhibicién de la
fosforilacién de caseina por poli(Gli*™*:Tyr™®) se realizaron con incubaciones de 10
minutos y que a ese tiempo de incubacion la fosforilacién de poli(Glu**: Tyr*™®) es apenas
detectable (ver Figura 8A) podemos considerar que Vgt >>> Viymp con lo que la

ecuacion II se transforma en la ecuacion IT:

1 1 + 2 +b
";—= (H)

Viaxa @

reemplazando el significado de a y b, y reordenando la ecuacién IIT se obtiene la

ecuacion IV:
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A partir de una grafica 1/v versus 1/A, como la presentada en la Figura 6A, se

obtiene la pendiente de las curvas correspondientes a las diferentes concentraciones de B

(poli(Glu®: Tyr™):

Ko Kna
;o pendiente = + B
Viaa  Kng Vinaa

Al graficar la pendiente antes mencionada versus [B] se obtiene una recta que al

ser extrapolada al punto de pendiente = 0 se obtiene:

—B=Km3

El valor calculado para Kmpou(muga;yyrzo) seguin la grafica mostrada en la Figura 7B
fue de 5 pM. Este valor es idéntico al obtenido anteriormente para la constante de
inhibicibn aparente K; lo que demuestra que en este caso la inhibicidn por
poli(Glu**: Tyr*™®) resulta de su funcién conio un inhibidor verdadero mds que de su

funcién como un sustrato alternativo.

6. Autofosforilacion de XICK1 cx.
Al realizar un anlisis de fosfoaminoécidos de la proteina CK 1cx de fisién en la

presencia y ausencia de sustratos fué posible determinar el tipo de aminoacidos

modificado en estos casos. En la Figura 9A se observa la autofosforilacién de GST-CK1,

en ausencia de sustrato, en residuos de serina, treonina y tirosina. Estos resultados
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I
indican que CKla de X. laevis sufre autofosforilacion en serina, treonina, y con mucho
menor eficiencia en tirosina (ver carril 5 de Figura 9A), ,

Con el objetivo de analizar con mds detalle la autofosforilacién de XICKla se
autofosforild His-CK1 por diferentes tiempos, las proteinas fosforiladas se separaron en
un gel de poliacriamida al 10% y la radiactividad incorporada se midi6 en un aparato
Instant Imager, La incorporacién de *’P en His-CK1 por autofosforilacién resultd ser
lineal con respecto al tiempo hasta 1 hora de incubacién. Se observo ademss que en un
ensayo de 30 mimutos, la autofosforilacién no resuita ser dependiente de la
concentracién de enzima (Figura 9B) lo que indicarfa que se trata de un reaccién de tipo
intramolecular.

La proteina His-CK1 autofosforilada fue separada en un gel de poliacrilamida y
transferida a una membrana de Inmobilon. Se identificé por autoradiografia la posicién
de la proteina marcada y los trozos de membrana correspondientes fireron sometidos a
digestion quimica con CNBr en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. En la
Figura 9C se muestra la aparicién dependiente del tiempo de tres polipéptidos marcados
en 'f{l)rma radiactiva con tamaiios de 3000, 3500 y 7000 Da. Dado que CNBr hidroliza el
enlace Met-X, fue posible relacionar éstos con péptidos de masas equivalentes presentes
en XiCKlo:
péptido1:G'*IGRHQNKLFLIDFGLAKKYRDNRT ‘RQHIPYREDKNLTGTARY

ASINAHLGIEQSRRDDM**

péptido2: L'"KQKAAQQAASSSGQGQQAQTPTGKQTDKS KSNM*

péptido3: YPFNRTSIPWQGIKAATKK QK YEKIS ' EKKM>!
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Figura 9. Autofosforilacién de CK1a de X.laevis.

A. Anélisis de fosfoaminoacidos de reacciones de fosforilacién de poli(Glu®:Tyr*®)
(carril 1), autofosforilacién de GT-CK1 (carril 2) y fosforilacién S-caseina (carril 3). Las
proteinas se sometieron a hidrélisis dcida y los productos se resolvieron por
cromatografia en capa fina y autoradiografia como se describe en Materiales y Métodos.
Los carriles 1-3 representan 4 dias de exposicion y los carriles 4-6 10 dfas.

B. Se determin la incorporacién de P en His-CK1 por autofosforilacién durante
30 'minutos, a diferentes concentraciones de enzima. El inserto muestra la
autofosforilacién de XICK1aV" y XICK1a:*%4 dependiente del tiempo.

C. His-CK1 autofosforilada por diferentes tiempos fue digerida con CNBr segiin se

describe en Materiales y Métodos. Los productos de digestién se resolvieron en un gel
SDS-PAGE 20%, seguido de autoradiografia.
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En la secuencia de estos péptidos se observa un total de 14 residuos de Ser, Thry
Tyr capaces de ser fosforilados, sin embargo ninguno de ellos posee el consenso tipico
de fosforilacién por CK1 y muchos de ellos estin en un ambiente basico. Algunos sitios
poseen un requerimiento minimo para fosforilacién por ejemplo en el péptido 1 el
aminodcido Thr'® posee un residuo aspartico en posicién #-3, en el péptido 2 Ser™®
posee un residuo aspartico en posicién n-2 y en el péptido 3 el residuo Ser”® posee un
amino4cido glutdmico en la posicién n-3 (estos tres residuos se indican con un asterisco
sobre la secuencia). La posibilidad que la secuencia de autofosforilacién difiera del

consenso de fosforilacién de sustratos exégenos ha sido sugerida para la isoforma CK18

(Graves y Roach, 1995).

7. Generacién de formas mutantes de XICK1 o

Con el objetivo de obtener informacion de algunos residuos importantes para la
funcién de XICK1a se realizé mutagénesis dirigida cambiando estos residuos a Ala. Se
generaron las enzimas mutantes XICK1c®*** y XICK10>%4 por medio de la estrategia
que se describe en Materiales y Métodos. La mutacion K46A (cambio de lisina por
alanina en la posicién 46 de la secuencia primaria) altera un residuo esencial para la
catdlisis y de consenso en todas las proteinaquinasas. Esta enzima mutante fue usada
posteriormente en los estudios de localizacién subcelular de las diferentes isoformas de
CK1 (ver Seccién C), La mutacién S206A cambia el uinico residuo de serina dentro de la

secuencia primaria de XICK1a que posee una posible secuencia de consenso para CK1,
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¥y que podria corresponder a un sitio de autofosforilacion. La secuencia que rodea a cada
residuo mutado es la siguiente:

K46: EVAVK*LESQ

S206: RDDMES**LGYVLM

Estas proteinas fueron purificadas en E.coli con 6 residuos His adicionales, La
mutacion K46A resulté en una enzima que perdia totalmente su actividad catalitica por
lo que su presencia se sigui¢ por medio de Western Blot con el anticuerpo antiCK 1o La
mutacién S206A resultd en una enzima con una actividad catalitica comparable a la
enzima de tipo silvestre. Se observé que XICK1a52%4 sufre autofosforilacion (Figura 9B
inserto), aunque en una forma mas lenta que XICK1a¥". Dada la estrategia usada para la
digestion quimica de la proteina autofosforilada (digestién con CNBr) no se detecta un
péptido fosforilado en el que estuviera presente el residuo Ser”™ ya que éste se encuentra
rodeada de residuos metionina y los péptidos resultantes serfan muy pequefios, Estos
estudios respaldan la idea de la existencia de varios sitios de autofosforilacién en la
enzima XICK 1.

Los resultados reportados en esta Seccion se refieren al Objetivo 1 de la Tesis y
aportan la caracterizacion de una isoforma de CK1 en particular producida en forma
recombinante y analizada in vitro.

Dada la disponibilidad de una isoforma CK1 (X/CKlo) y para cumplir con el
Objetivo 2 se realizaron los andlisis expuestos en la siguiente Seccién en los que se
comparan la isoforma o con otras isoformas CK1 en relacién a los requerimientos de

secuencia primaria en el sustrato peptidico que determinan su fosforilacién,

AT

A
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SECCION B. ESTUDIOS DE LA ESPECIFICIDAD DEL SITIO
FOSFORILABLY, POR CK1.
L La secuencia de consenso “cldsica” para CKI1 versus la secuencia de consenso

obtenida de una “libreria” de péptidos.

Como se indica previamente, la proteinaquinasa CK.1 ha sido definida como una
quinasa dirigida por residuos previamente fosforilados y como una quinasa acidotr6pica,
con secuencias de consenso Sp/T p -X-X-S/T y (EID).,'3~X-X-SI'1‘, respectivamente. Los
estudios de caracterizacién de la XICK1a recombinante mostraron que esta isoforma es
capaz de fosforilar ademas tirosinas inmersas en segmentos 4cidos, aunque con menor
eficiencia.

Cuando esta Tesis estaba en marcha, en 1996, el laboratorio del Dr. Lewis
Cantley describié una secuencia de consenso que no poseia los residuos identificados
previamente como determinantes de la especificidad del sitio para CK1 (Songyang y
col., 1996). Para estos estudios se utilizé una “librerfa” orientada de péptidos y CK18 y
CKly recombinantes como enzimas. En este andlisis, después de seleccionar los
péptidos fosforilados por estas enzimas recombinantes, se reportaron las secuencias
indicadas en la Figura 10 (Songyang y col., 1996}. Una comparacién entre las secuencias
obtenidas de Ia “libreria” (Libd y Liby) y las secuencias presentes en los péptidos S86 y
S174 (Figura 10), que representan el consenso “clasico” para fosforilacién de sustratos
acidicos por CK1, muestra que las secuencias de la “libreria” poseen sélo un residuo
acido en posicién n-3. Ademas Libd y Liby poseen un grupo de residuos hidrofobicos,

tres isoleucinas y dos fenilalaninas, C-terminales a la serina fosforilable que no se
P
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A. Secuencias determinadas en forma directa (fosforilacion de
proteinas naturales):

(Sp) .EES/T DDDDAYS®°DT
EEDEEMS!7‘ET
Caseina Inhibidor- 2

B. Secuencias derivadas de una “libreria” de péptidos:

Libs: MAEFDTGSIIIFFAKKK
Liby: MAYYDAASIIIFFAKKK

Secuencia matriz usada para preparar la “libreria”

MA-X-X-X-X-X-5-I1-X-X-X-X-AKKK

Figura 10. Secuencias de consenso descritas para la familia de proteinas quinasas
CK1.

A. En la secuencia indicada para caseina n es 1 a 3. Los nimeros indicados en el
caso de las secuencias de la proteina inhibidor-2 indican la posicion de la serina
fosforilada en la proteina. (Flotow y Roach, 1991; Marin y col., 1994)

B. La secuencia indicada como matriz indica la secuencia utilizada en la reaccion de
formacion de péptidos especificos donde, durante la reaccion de polimerizacion, se
utilizo en las etapas de adicion un aminoacido especifico y inico (M, A, S, 16 K) 6 una
mezcla de los veinte aminoacidos (X). La “libreria” resultante entonces poseia una
mezcla de productos que llevaba 5 aminoacidos especificos en sitios especificos y 9
aminoacidos incorporados al azar (Songyang y col., 1996).
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encuentra en las secuencias de consenso analizadas previamente para CKI1 nativa

obtenida desde tejidos animales (Flotow y Roach, 1991; Marin y col., 1994),

2 Andlisis de la fosforilacion de los péptidos derivados de la “libreria” versus los
péptidos derivados de Inhibidor-2 con XICK1« recombinante y CK1 purificada
de higado de rata como enzimas.

Con el objetivo de extender los estudios de especificidad del sitio fosforilable por
CK1 y analizar la discrepancia anteriormente expuesta, se sintetizaron los péptidos
correspondientes a las secuencias reportadas por la “libreria” y se comparé su eficiencia
como sustratos en ensayos de fosforilacion in vitro, con los péptidos que poseen un
grupo de aminodcidos 4cidos derivados de la proteina Inhibidor-2 de fosfatasa-1.
Usando una preparacion de enzima nativa CK1, se ha descrito que la proteina
Inhibidor-2 de fosfatasa-1 y los péptidos derivados de los sitios fosforilados por CK1 en
ella (S86 y S174), poseen una alta eficiencia de fosforilacién, en términos de Ky ¥ Vinax
y han sido usados para definir la secuencia de consenso de esta enzima (Marin y col.,
1994).

Como se menciond previamente, la gran mayoria de los estudios de especificidad
del sitio de fosforilacién para esta familia de enzimas se han realizado con CK1
purificada desde tejidos animales.

Los estudios de especificidad de fosforilacidn llevados a cabo en esta Tesis

fueroh realizados comparando la especificidad de sitio de una preparacién de CKI1

nativa y una isoforma CK1 determinada.
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El objetivo de comparar ambas formas de la enzima fue el de determinar si
existian diferencias en la especificidad del sitio fosforilable entre isoformas de CK1 y si
estas diferencias eran las que daban cuenta de la discrepancia surgida con el uso de la
“libreria” de péptidos. Para lo anterior, se utilizé como fuente de enzima una preparacion
de CK1 nativa altamente purificada de higado de rata (ratCK1) y la CK1a recombinante
de X. laevis, XICK 1a (100% idéntica a CK1ct de rata), producida en bacterias como His-
CK1 que fue descrita y analizada en la Seccién A de esta Tesis.

Se analizaron péptidos que poseian las secuencias derivadas de la “libreria”,
péptidos que poseian las secuencias “clasicas™ de fosforilacion por CK1 y variantes de
estos dltimos utiles para estudiar los determinantes de la especificidad presentes en la
secuencia primaria del sustrato.

Para investigar con més detalle el papel de los residuos acidos N-terminales al
residuo fosforilable en determinar la eficiencia de la fosforilacion, se reemplazéd cada
residuo aspértico del péptido Ser* de Inhibidor-2 RRKHAAIGDDDDAYSITA (S86),
por alanina. Al determinar la incorporacién de *?P en estos péptidos mutados, se observa
que todos los péptidos modificados son fosforilados en forma mucho mas lenta que el
péptido tipo silvestre, (Tabla 2a), indicando que cada residuo 4cido contribuye en
determinar Ia eficiencia de fosforilacién. Como se desprende de los valores obtenidos
para la fosforilacién de estos péptidos, Ia posicién mas importante en determinar esta
funcién-es la posicion n-3, seguida de las posiciones #-4, #-5 y n-6. Tanto para ratCK1
como XICKla se observa el mismo orden anterior, aunque el efecto es mis pronunciado

para la enzima nativa de rata que para la enzima recombinante de Xenopus,
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Péptidos sustratos usados XICKl1a ratCK1

a) Péptidos derivados de Inhibidor-2:

RRKDLHDDEEDEAMSITA (Ser'™) 100 100
RRKHAAIGDDDDAYSITA (Ser™) 100 100

IGDDDDAYSITA 115 70

IGDDADAYSITA 36 38
RRKHAAIGDDDAAYSITA 22 10
RRKHAAIGDDADAYSITA 38 15
RRKHAAIGDADDAYSITA 64 34
RRKHAAIGADDDAYSITA 77 42

b) Péptidos derivados de la “libreria”:
Lib6 MAEFDTGSIHIFFAKKK 27 5

Liby MAYYDAASIIIFFAKKK 10 2

c¢) Péptidos “hibridos” Inh-2/Lib:
Inh-2/Libé RRKHAAIG-AEFDTGSHIFFA 25 3

Inh-2/Liby RRKHAAIG-AYYDAASIIIFFA 5 1

Tabla 2. Fosforilacion de péptidos por XICK1a y ratCK1.

La velocidad de fosforilacion se expresa relativa a la velocidad de fosforilacion
del péptido derivado del sitio Ser™ de la proteina  Inhibidor-2
RRKHAAIGDDDDAYSITA, y fue de 2,81 y 8,19 pmol/min para X/CKla y ratCK1,
respectivamente. La incorporacion de P en el péptido derivado del sitio Ser'’*
RRKDLHDDEEDEAMSITA fue de magnitud similar. Se indica en verde el residuo
fosforilable y en rojo el grupo de residuos acidos N-terminal al residuo fosforilable.
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Al determinar el comportamiento como sustratos de los péptidos derivados de la
“libreria”, Lib6 y Liby (Tabla 2b) se observa que tanto la enzima nativa ratCK1 como la
enzima recombinante X/CKlo. usan estos péptidos como sustratos con una muy baja
eficiencia. El efecto es mucho més pronunciado en el caso de ratCK1 cuya actividad
contra Libd y Liby es apenas detectable,

Con el objetivo de analizar si la presencia de tres residuos basicos en el extremo
carboxilo terminal de los péptidos Lib8 y Liby podrian influenciar su comportamiento
como sustratos, se sintetizaron péptidos “hibridos” que contenian la secuencia amino
terminal del péptido S86 y la secuencia de L'ibfi y Liby excluyendo los residuos bésicos.
Como se observa en la Tabla 2¢, estas modificaciones no alteran el pobre
comportamiento de Libd y Liby como sustratos, indicando que, en este caso, la posicion
del grupo de residuos basicos no influye en la eficiencia de fosforilacion.

La Figura 11 muestra el curso temporal de fosforilacién de diversos péptidos
sustrato por X/ICKla (Figura 11A) y por ratCK1 (Figura 11B). Se aprecia que los
péptidos derivados de Inhibidor-2 son claramente preferidos como sustratos sobre los
péptidos Lib8 y Liby, tanto por XICKlet como por ratCK1. La fosforilacion de Libd y
Liby es apenas detectable en el caso de ratCK1, la enzima X/ICK1ct en cambio fosforila

.",‘. ~ N
estos péptidos en forma baja pero significativa. Se muestra la pobre fosforilacién de uno

de los péptidos hibridos descritos en la Tabla 2¢ (indicado con ¢ en la Figura 11).
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Figura 11.  Fosforilacion de diferentes péptidos por CK1.

Se muestra el curso temporal de fosforilacién, por XICK1a (A) y ratCK1 (B), de
los péptidos RRKDLHDDEEDEAMSITA (M) y RRKHAAIGDDDDAYSITA (@)
derivados de la proteina Inhibidor-2, y de los péptidos RRKITAAIGAEFDTGSITIFFA
(®).MAEFDTGSHIFFAKKK (A) y MAYYDAASTIIFFAKKXK (V), sintetizados en
base a los resultados derivados de la “libreria”. Los péptidos fueron usados en una
concentracion de 300 pM. Las condiciones de fosforilacion se detallan en Materiales y
Meétodos.
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3. Andlisis cinético de la fosforilacion de los péptidos.

Para analizar con mas detalle la fosforilacion observada de los diferentes
péptidos descritos previamente, se realizaron estudios en velocidad inicial y se
determinaron las constantes cinéticas K, ¥ Vimar para cada péptido sustrato, Las Tablas 3
y 4 muestran los resultados obtenidos c;on XICK1la y ratCKl, y la eficiencia de
fosforilacion resultante, expresada como V,o/K,. Para facilitar la comparacion la Vi
se expresa relativa al péptido S86 (=100), RRKHAAIGDDDDAYSITA.

En la Tabla 3a se observa que el mayor nivel de fosforilacion se obtiene con el
péptido que reproduce el sitio Ser® de Inhibidor-2 (IGDDDDAYSDTETTEA) y otro
derivado de éste IGDDDDAYSITA., El valor de X,, de este tltimo aumenta al adicionar,
en el extremo N-terminal, cuatro residuos basicos que permiten el uso del ensayo con
papel de fosfocelulosa para detectar los péptidos fosforilados (ver Materiales y
Meétodos). El péptido resultante RRKHAAIGDDDDAYSITA posee una K, dos veces
mayor mientras su V.. es afectada en alrededor de un 35% y es similar en términos de
K ¥ Vinax al péptido que reproduce el sitio Ser'”* de Inhibidor-2.

_En los resultados descritos en las Tablas 3 y 4 se observa la importancia crucial,
J

para una alta eficiencia de fosforilacion, del grupo de aminoéacidos acidos N-terminales
al restduo fosforilable. La sustitucién de sélo uno de estos residuos 4cidos, no sdlo en la
posicion #-3 sino también en las posiciones #-4, n-5 y n-6, posee un gran efecto negativo
sobre la funcion de estos péptidos como sustratos. Cada una de las sustituciones en el

péptido RRKHAAIGDDDDAYSITA causa una caida de un orden de magnitud en la

eficiencia de fosforilacion, principalmente debido a un dréstico descenso en V., que se
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acompafia de un significativo aumento de X,,. Resultados similares se obtienen al
reemplazar con alanina el residuo aspartico presente en la posicion 7-3 del péptido
original IGDDDDAYSITA.

Al analizar los péptidos derivados de la “libreria” Lib8 y Liby (Tabla 3b y 4b), se
observa una muy baja eficiencia de fosforilacion, comparable a aquellos péptidos
derivados de Inhibidor-2 en que se ha sustituido un residuo aspartico por alanina, La
baja eficiencia como sustratos en este caso se debe a bajos valores de V., mientras que
su K, es comparable a los péptidos derivados de Inhibidor-2. Para analizar si el grupo de
tres residuos lisina presente en el C-terminal de los péptidos Lib§ y Liby tenia alguna
implicancia en los bajos valores de V.. observados, se cambi6 la posicién de éstos hacia
el N-terminal en forma similar a lo realizado con los péptidos de Inhibidor-2. Como se
muestra en las Tablas 3b y 4b este cambio posee un efecto de menor magnitud para la
enzima XICKla.

Como se muestra en la Tabla 3c para X/ICKle, el péptido “hibrido”
IGDDDDAYSIIFFA, que contiene el grupo de residuos 4cidos N-terminales al residuo

P
fosfortlable del péptido S86 y el grupo de residuos hidrofébicos, tres isoleucinas y dos
fenilalaninas, ubicados en el C-terminal de los péptidos Lib y Liby, resulta un sustrato
incluso mejor que los péptidos derivados de Inhibidor-2 con una ¥ similar y una X,
levemente menor. Los resultados obtenidos con ratCK1 (Tabla 4) muestran que, al igual
que con XICKlo, la eficiencia de fosforilacidn de los péptidos Lib8 y Liby es minima
con respecto a los péptidos derivados de Inhibidor-2, mientras que los péptidos S86 y

S174 se comportan en forma similar,
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Péptidos sustratos Viiax K Vina'Kom
(%) (uM)

a) Derivados de Inhibidor-2

IGDDDDAYSDTETTEA 23.1 32,0 0,720

IGDDDDAYSITA 65,8 56,0 1175

IGDDADAYSITA 37,5 138,0 0,271
RRKHAAIGDDDDAYSITA  (S86) 100 114,0 0,870
RRKHAAIGDDDAAYSITA 13,5 153,0 0,088
RRKHAAIGDDADAYSITA 25,2 200,0 0,126
RRKHAAIGDADDAYSITA 36,0 286,0 0,120
RRKHAAIGADDDAYSITA 98,0 187,0 0,524
RRKDLHDDEEDEAMSITA (S174) 102,0 133,0 0,760

b) Péptidos derivados de la “libreria”

Libd

MAEFDTGSIIIFFAKKK 9,9 50,0 0,198
RRKHAAIGAEFDTGSIIIFFA 17,7 83,0 0,200
Liby

MAYYDAASIHIFFAKKK 3,42 26,0 0,131
RRKHAAIGAYYDAASIIIFFA 3,25 35 0,092
¢) Péptido “hibrido”

IGDDDDAY-S-IIIFFA 72,6 20 3,630

Tabla 3. Constantes cinéticas de diversos sustratos peptidicos para XICK! .

Los valores de V. se expresan como % de la radiactividad incorporada en el
péptido S86 derivado del sitio Ser*® de Inhibidor-2 por X/CK1la que corresponde a 11,6
pmol/min (en negro). Se indica en verde el residuo fosforilable y en rojo el grupo de
residuos acidos N-terminal al residuo fosforilable.
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Péptidos sustratos Vinax K Vinasx'Km
(%) (uM)

a) Derivados de Inhibidor-2

IGDDDDAYSDTETTEA 28,0 33,0 0,840

IGDDDDAYSITA 79,0 58,0 1,360

IGDDADAYSITA 37,0 153,0 0,240
RRKHAAIGDDDDAYSITA  (S86) 100 250,0 0,400
RRKHAAIGDDDAAYSITA 10,6 363,0 0,029
RRKHAAIGDDADAYSITA 15,3 4440 0,034
RRKHAAIGDADDAYSITA 25,6 438,0 0,058
RRKHAAIGADDDAYSITA 86,9 346,0 0,251
RRKDLHDDEEDEAMSITA (S174) 104,0 239.0 0,430
b) Péptidos derivados de la “libreria”
Libd

MAEFDTGSIIFFAKKK 5,0 36,0 0,138
RRKHAAIGAEFDTGSIIIFFA 7,0 333,0 0,021
Liby

MAYYDAASIHIFFAKKK 1,3 33,0 0,039
RRKHAAIGAYYDAASIIIFFA n.d. n.d. n.d.
¢) Péptido “hibrido”

IGDDDDAY-S-IITIFFA 115,0 62 1,860

Tabla 4. Constantes cinéticas de diversos sustratos peptidicos para ratCK1.

Los valores de V. se expresan como % de la radiactividad incorporada en el

péptido derivado del sitio Ser*® de Inhibidor-2 por ratCK1 que corresponde a 58,2

pmol/min (en negro). Se indica en verde el residuo fosforilable y en rojo el grupo de
residuos acidos N-terminal al residuo fosforilable. n.d = no determinado debido a una

muy baja incorporacion.
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El efecto de las sustituciones Asp—Ala en el grupo de residuos 4cidos N-
terminales y del cambio del grupo de residuos basicos C-terminales es mas pronunciado
con la enzima ratCK1 que con X/ICKla. Este wltimo cambioc provoca un aumento en la

K conratCK1 (Tabla 4) mucho més de lo observado con X/CKla (Tabla 3).

4. Especificidad del sitio fosforilable de diferentes isoformas de CK1.

Con el objetivo de realizar un estudio comparativo de especiﬁcidad del sitio
fosforilable entre algunas isoformas CK1 se usé ratCKI1, que contiene al menos tres
isoformas CK1 diferentes, y los anticuerpos descritos en Materiales y Métodos para
inmunoprecipitar diferentes isoformas de CK1 y analizar la fosforilacién de péptidos y

sustratos proteicos.

4.1 ;F osforilacion de péptidos por CK1a, CK15 y CK1y inmunoprecipitadas desde
ratCK1.

En la Tabla 5 se compara la incorporacién de fosfato en los péptidos Lib$ y Liby,
por ratCKl y las diferentes isoformas de CK1 inmunoprecipitadas desde esa
preparacién. Se observa que la fraccién inmunoprecipitada por el anticuerpo antiCKlo
fosforila en forma baja pero significativa los péptidos Libd y Liby, en forma similar a
XiCKla. Por otro lado, la selectividad de ratCK1 es similar a la de la fraccién
inmunoprecipitada por el anticuerpo antiCK 1y, en ambos casos se observa una minima

actividad contra los péptidos Libd y Liby, siendo Liby el peor sustrato.
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Sustrato usado ratCK1 o 3 y XICKila
RRKDLHDDEEDEAMSITA 100 100 100 100 100

MAEFDTGSIIIFFAKKK 5 19 21 5 25

MAYYDAASIIIFFAKKK 2 16 04 <01 12

Tabla5.  Fosforilacion de los péptidos derivados de Se ™ de Inhibidor-2 y los
péptidos derivados de la “libreria” por diferentes isoformas de CK1.

La actividad CK1 de las diferentes isoformas CK1 inmunoprecipitadas desde
ratCK1 fue determinada como se describe en Materiales y Métodos en la presencia de
300 uM de los péptidos indicados. Los péptidos fosforilados fueron sometidos a
hidrélisis 4cida y >*P-serina fue determinada por electroforesis de alto voltaje en papel y
cuantificada en un aparato Instant Imager. La velocidad de fosforilacion se expresa
relativa 2 1a del péptido Ser'™ de Inhibidor-2 (=100). e: actividad inmunoprecipitada por
el anticuerpo antiCKlct; 8: actividad inmunoprecipitada por el anticuerpo antiCK13; v:
actividad inmunoprecipitada por el anticuerpo antiCK1y.
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En forma consistente la actividad inmunoprecipitada por el anticuerpo antiCK1ly
daba cuenta de alrededor del 50% de la actividad total CK1 encontrada en ratCK1.

La Figura 12 muestra la  fosforilacion de los  péptidos,
RRKHAAIGDDDDAYSITA y RRKHAAIGDDDAAYSITA, que difieren en la
presencia de un residuo aspértico en la posicién »-3 relativo. a la serina fosforilable. Se
observa que para CKle, CK13 y CKly, la posicién »-3 es un determinante positivo de
fosforilacién, en el caso de las tres isoformas el péptido RRKHAAIGDDDAAYSITA
incorpora entre un 10 y un 20% de la radiactividad incorporada en el péptido tipo
silvestre RRKHAATIGDDDDAYSITA. Est'e resultado destaca la importancia de la
posicidén #-3 como determinante de especificidad y que éste es un fenémeno comiin a

varias de las isoformas CK1.

—

A

4.2.  Fosforilacion de fosfopéptidos por CKla, CK15 y CKly aisladas por
inmunoprecipitacion desde ratCK1.

Como se mencioné anteriormente la actividad CK1 puede ser dirigida también
por grupos previamente fosforilados. En la seccién 1.3 se determin6é que XICKla era
capaz de fosforilar péptidos con residuos previamente fosforilados. Con el objetivo de
extender estos estudios a otras isoformas CK1 se realizé la fosforilacién de
fosfopéptidos con las isoformas aisladas por inmunoprecipitacién desde ratCKl. La
Figura 13 muestra la fosforilacién de diversos fosfopéptidos por estas isoformas CK1
aisladas. Se observa que el péptido EELEESIT no es sustrato para ninguna de las

isoformas CK1 analizadas y los mejores sustratos, tanto para CKla, CK18 como para
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Isoformas de CK1 inmunoprecipitadas

Figura 12.  Efecto de la sustitucion Asp — Ala en la posicién n-3 del péptido
sustrato sobre la actividad de CK1a, CK16y CK1y.

La actividad de las diferentes isoformas CK1 inmunoprecipitadas desde ratCK1
fue determinada como se describe en Materiales y Métodos en la presencia de 300 uM

de los péptidos sustratos indicados.
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Isoformas de CK1 inmunoprecipitadas

Figura 13.  Fosforilacion de fosfopéptidos por CKla, CKIS§ y CKly
inmunoprecipitadas desde rat CK1.

Se determino la fosforilacion de los fosfopéptidos indicados por las isoformas de
CK1 aisladas mediante inmunoprecipitacion desde ratCK1, Los fosfopéptidos fueron
usados a una concentraciéon de 400 pM. El analisis de la radiactividad incorporada se
realizé como se describe en 1a leyenda de 1a Tabla 5.
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CKly, resultan ser el péptido con tres residuos de Ser-P SpSpSpEESIT, vy los péptidos
con Ser-P y Thr-P en la posicidn n-3.

Entre las diferencias observadas destacan la alta eficiencia como sustrato del
péptido SpSpSpEESIT para CK18 y el hecho que el péptido SpEEEESIT no es
fosforilado por CK1y mientras que si es sustrato para CKlo y CK18. Se observa el
siguiente orden de preferencia por.la posicion de residuos previamente fosforilados:
CKla: SpSpSPEESIT = EESPEESIT = EETEESIT > S;EEEESIT > ESpEEESIT
CK13: SpSpSPEESIT >EETpEESIT > EES,EESIT > SpEEEESIT > > ESEEESIT
CKly: EET’EESIT = SpSpSAEESIT > EESPEESIT > ES;EEESIT; SEEEESIT

Para Iz isoforma CKly, la fosforilacién del péptido SpEEEESIT no es

detectable,

i

4.3. Folsforilacién de sustratos proteicos por CKle, CK15 y CKly
inmunoprecipitadas desde ratCK1.
Con el objetivo de determinar si existian diferencias entre las isoformas de CK1
al fosforilar sustratos proteicos, se usaron las isoformas CK1 inmunoprecipitadas desde
ratCK1 para analizar la fosforilaci6n de diversas proteinas previamente descritas como

sustratos de la actividad CK1.

En la Figura 14 se muestra la fosforilacién de: Inhibidor-2, fosvitina, caseina, 5-
caseina y la proteina viral VpU por CKla, CKS8 y CKly aisladas desde ratCK1. Se
observa que las tres isoformas analizadas presentan un patrén similar de preferencia por

los sustratos proteicos analizados. En cada caso analizado f-caseina resulta ser el mejor
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Inhibidor-2
4- Fosvitina
L B cascina
D B-caseina
= VpU

CK1a CK15 CK1y

Isoformas de CK1 inmunoprecipitadas

Figura 14.  Fosforilacion de sustratos proteicos por CKla, CKI§ y CKly

inmunoprecipitadas desde rafCK 1.

Se determiné la fosforilacion de las proteinas indicadas a una concentracion de 5
pg/ml, por las isoformas de CK1 aisladas desde ratCK1 por inmunoprecipitacién. El

analisis de la radiactividad incorporada se realiz6 como se describe en la leyenda de la
Tabla 5.
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sustrato, en especial para la isoforma CK 18, indudablemente debido al muy alto nimero
de sitios fosforilables presentes en esta forma de caseina (desfosforilada en forma
quimica).

Los resultados expuestos anteriormente, en los que se compara la fosforilacién de
péptidos por una preparacion de CK1 que contiene varias isoformas (ratCK1) y una
isoforma CK1 determinada (X/CK1c), indican en primer lugar que no existen grandes
diferencias en la especificidad del sitio fosforilable entre distintas isoformas CK1. Esto
pareciera aplicarse tanto a la fosforilacién de péptidos como de proteinas con algunas
pequefias diferencias observadas al usar fosfopéptidos como sustratos.

En cuanto a la secuencia primaria de un sustrato Optimo, destaca la gran
impor;affcia de un grupo de residuos acidos N-terminales al residuc fosforilable como
determinantes de la eficiencia de fosforilacién por CK1. Los péptidos Libd y Liby no
poseen los requerimientos para ser buenos sustratos, sin embargo poseen valores de K,
que indican que son capaces de interactuar en forma eficiente con la enzima, lo que
explicaria el que sean seleccionados en el analisis de 1a libreria,

Con estos estudios se cumple con el Objetivo 2 de esta Tesis y se presentan a
continuacion los resultados obtenidos al desarrollar el Objetivo 3, que dice relacion con

el analisis de la expresién in vivo de isoformas de CK1.
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Seccion C. ESTUDIOS DE LA EXPRESION in vivo DE CKI.
L Sobreexpresion de isoformas CK1 en células cos-7.

A la fecha existen muy pocos antecedentes del papel de las diferentes isoformas
CK1 en el contexto celular. Segin los resultados mostrados en la Secciébn B de esta
Tesis, las diferentes isoformas CK1 poseen en general una especificidad del sitio
fosforilable similar, lo que hace ver como poco probable que sean diferencias a este
nivel las que determinen la funcién de estas proteinas.

Una caracteristica que puede ser determinante en la funcion de las diferentes
isoformas CK1 es su localizacion subcelular. A la fecha existen muy pocos antecedentes
de la localizacién de estas proteinas dentro de la célula, CKla se ha mostrado asociada a

PR
vesiculas presentes en el citoplasma en células CHO (Brockman y col., 1991), mientras
que recientemente por un fraccionamiento muy crudo de extractos totales de células cos-
I (separacion de tres fracciones por centrifugacién), CKle se ha mostrado presente en
cada etapa de separacion: nuclear, citoplasmatica y de membrana (Rivers y col., 1998).

Con el objetivo de investigar la localizacion subcelular de isoformas CK1, se
transfectaron los genes de XICKlo y CK18 humana en células en cultivo cos-7. Se
eligieron estas isoformas debido a que las evidencias disponibles permiten incluirlas en
ramas funcionales distintas dentro de la familia CK1: las isoformas que se relacionan
con fendmenos de reparacion de DNA por su capacidad de complementar mutantes de
levadura (CK18, CK1g y CKly) y las que no lo hacen (CKlcr). Las isoformas CKla y

CK13 son proteinas con diferencias estructurales importantes especialmente en la region

carboxilo terminal, X/CK 1o posee 337 residuos con una masa molecular estimada de 38
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kDa (Pulgar y col., 1996) y CK18 415 posee residuos y 49 kDa (Kusuda y col., 1996). A
pesar de lo anterior estas enzimas mantienen un alto grado de identidad que alcanza a un
68% en el dominio quinasa.

Para los experimentos de expresion in vivo se clonaron las regiones codificantes
de XICKla y CK18 humana en los sitios Bg/ll y EcoRI de los vectores de expresion
para células encaridticas pCEFL-HA y pCEFL-AUS. CK1o**4, una forma mutada de
XICK1a que da origen a una enzima inactiva file clonada en el vector pCEFL-HA. La
Figura 15 muestra un esquema del clonamiento de los genes indicados en los vectores
pCEF%._ “Estos vectores, derivados del plasmidic pEBG que poseen el origen de
replicacion del virus SV40 y el promotor E2F, permiten la expresion constitutiva de las
proteinas con una secuencia adicional que posibilita su posterior reconocimiento con un
anticuerpo especifico: pCEFL-HACK1 produce la enzima CK1 fusionada a un péptido
de hemaglutinina (5 residuos) mientras que pCEFL-AUSCK1 produce la enzima CK1
fusionada a un péptido denominado AUS (11 residuos).

Para la introduccion del DNA plasmidial recombinante a las células se utilizaron
las técnicas de transfeccion con DEAE-dextrano y transfeccidon con Lipofectamina. A las
48 horas posterior a la transfeccion se analiz6 la expresion de las proteinas transfectadas
por medio de Western Blot con el anticuerpo antiHA que reconoce el epitopo de
hemaglutinina. La Figura 16 muestra la expresién de CKlot™', CK1a™** y CK18
transfectadas en células cos-7, observandose un nivel adecuado y similar de expresién de
las tres proteinas transfectadas. Las proteinas detectadas poseen el tamafio esperado: 37

kDa para CK1a"", 40 kDa para CK1o***# y 50 kDa para CK18. La diferencia de
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Figura 15.  Clonamiento de XICK1ay CK16 humana en los vectores pCEFL.

El sitio Nde I del gen de CKla previamente clonado en el vector pT7-7H6 se
cambi6 por Bgl I1. Bl fragmento resultante fue aislado y clonado en los vectores pCEFL-
HA y pCEFL-AUS.

El gen que codifica para CK18 humana fue amplificado por PCR desde el
plasmidio pCHK3 usando partidores que le adicionen el sitio Bg/ II. El fragmento
resultante Bg/II-EcoRI fue aislado y clonado en pCEFL-HA y pCEFL-AUS. pEF-1, HA
y AUS5 indican la posicién del promotor y de los epitopos HA 6 AUS presente en los
vectores.
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Figura 16.  Expresion de isoformas de CKI transfectadas en células en cultivo.

Células cos-7 fueron transfectadas con el vector pCEFL-HA sin inserto (carril 1)
o los vectores recombinantes que llevan los genes para CKlaVT (carril 2), CK1oX464
(carril 3) y CK18 (carril 4). A las 48 horas post-transfeccion se prepararon extractos
totales de las células y se analizaron por medio de Western Blot con el anticuerpo
antiHA. Se indica la posici6n de estdndares de masa molecular.
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tamafio observada entre CK1a™" y CK10*%** se debe a la insercién de una copia extra
del oligonucledtido utilizado en Ja estrategia de clonamiento de este gen en el vector
pCEFL-HA (ver Materiales y Métodos Seccién B3), esta insercién le agrega a la
proteina 16 residuos en el extremo N-terminal.

La eficiencia de transfeccién usando este sistema de vectores, en células cos-7 y
con los métodos de DEAE-dextrano y Lipofectamina variaba entre un 10 y un 30%
segmf;e describe en Materiales y Métodos.

En la Figura 17A se observa que la sobreexpresién de CK1 oV y CK18 produce
un aumento de la actividad CK1 sobre el nivel de fosforilacién endégeno, medida en los
extractos  celulares  totales con el  sustrato  peptidico  especifico
RRKHAAIGDDDDAYSITA. La expresion de CK10X** no afecta la actividad total
CK1 determinada en las células transfectadas con esta mutante. El aumento de actividad
detectado al transfectar las quinasas tipo silvestre y analizado in vitro es afectado por
CK1-7, un compuesto derivado de isoquinolina y que se comporta como un inhibidor
especifico de la mayoria de las isoformas de CK1. Para determinar la significancia de las
diferencias observadas entre los grupos de mediciones de actividad CK1 realizados, se
aplicé un andlisis estadistico de varianza de una via (ANDEVA), mientras que para
determinar cudles grupos de datos presentaban diferencias significativas se realizé una
Prueba a Posteriori de Tukey HSD, segin se describe en Sokal y Rohlf (1995). De la
primera parte de este andlisis se desprende que existen diferencias significativas entre
los grupos con valores de F = 142,45 y p< 0,00001. Al comparar el grupo 2 (extracto de

células no transfectadas incubadas con el péptido sustrato) con los grupos 5, 8 y 11 (ver
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mimeros bajo las barras del grafico en la Figura 17A) se observan valores de p =
0,00012, p = 1,0 y p = 0,00012 respectivamente. Estos valores respaldan la conclusién
de que existe sobreexpresion de una actividad CK1 en células transfectadas con quinasas
activas (CK1a™" y CK18) y no en células transfectadas con una quinasa inactiva
(CK1a %%,

ﬁ;‘-Al analizar la actividad CK1 presente en inmunoprecipitados realizados desde
los extractos totales con el anticuerpo antiFIA, se observa en forma mucho mas clara el
aumento de actividad CK1 que se produce al expresar estas quinasas (Figura 17B). Lo
anterior demuestra la expresion de las proteinaquinasas CKla y CK18 en una forma
activa en células cos-7.

El ensayo en presencia del péptido especifico permite obtener una medida
aproximada de la cantidad de CK1 presente en los extractos crudos. En el caso de la
transfeccion con el vector sin inserto, el aumento observado en la presencia del péptido
muestra muy probablente la actividad de las proteinaquinasas CK1 endégenas (Figura
17A, barra 2). Esto es reafirmado por la inhibicion de la actividad por la presencia del
inhibidor especifico CK1-7 (Figura 17A, barra 3). En el caso de la transfeccion con el
vector que lleva la enzima CK1a™" se observa una fosforilacién del sustrato peptidico
mayor que en el caso de la transfeccion con el vector vacio (comparar barra 2 con barra

5 de la Figura: 17A), este aumento de actividad es inhibido, aunque no totalmente, por

i
Y

CK1-7 (bara” 6 Figura 17A). Algunas isoformas de CK1 (CKlys) requieren
coifcentraciones mayores para una inhibicién total lo que explicaria Ia inhibicién parcial

observada con €K 1-7.
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Vector CK1a™T CK1aM*® CK15

Zp incorporado, pmolimin

I T T

2P incorporada pmd

Péptido sustrato
CK1-7, 100 M

Figura 17.  Actividad CK1 de células en cultivo cos-7 que expresan XICKI oy CK16.

Se midi¢ la actividad CK1 usando como sustrato el péptido especifico para CK1
RRKHAAIGDDDDAYSITA 300 pM, CK1-7 100 pM y [y-"*P]ATP 2000 cpm/pmol,
A. Se muestra la actividad CK1 en los diferentes extractos ensayados. Se usaron 5
ng de proteina total de los extractos y ensayos de 5 minutos.

B. Actividad CK1 en inmunoprecipitados con antiHA de los extractos totales. Se
usaron 10 pl de los inmunoprecipitados y ensayos de 10 minutos.

Para ambos graficos se indica el origen de los extractos analizados. Vector: células
transfectadas con el vector pCEFL-HA vacio. CK1aV": células transfectadas con el
vector pCEFL-HA CKla™". CK1a®**: células transfectadas con el vector pCEFL-
HACK 1™ CK18: células transfectadas con el vector pCEFL-HACKIlc. Los datos
en A corresponden a 6 experimentos de transfeccion independientes, se grafica el
promedio de las determinaciones con la desviacién estandar correspondiente
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K46A produce un patrén muy similar al detectado

La expresion de la quinasa CXla
en el extracto transfectado con el vector vacio (Figura 17A barras 7, 8, y 9) indicando
que la enzima que se expresa no posee actividad catalitica. La transfeccion de la

isoforima CK18 produce un aumento de actividad CK1 total que es inhibido, aunque al
igual que CKla no totalmente, por el inhibidor especifico de esta familia de
proteinaquinasas. Se debe destacar que siempre se detecté una actividad endbgena
menor que el control en los extractos de células transfectadas con quinasas activas
(Figua 17A barras 4 y 9 versus barra 1). Por otro lado, la actividad CK1 de los extractos
totales (no asi de los inmunoprecipitados con antiHA) de células transfectadas con la
enzima CK16 fue siempre alrededor de un 25 a un 30% menor que la actividad de los
extractos transfectados con CKla (Figura 17B), a pesar que los niveles de expresion son
similares (ver Figura 16). Estos resultados son representativos de 6 experimentos de
transfeccion independientes.

Dada la disponibilidad de dos isoformas de CK1 expresadas en forma activa en
células en cultivo y con el objetivo de identificar proteinas que actuaran como sustratos
in vivo de las isoformas CKla y CKI16 se realizaron experimentos de marcacion
metabdlica con *’P-ortofosfato en células cos-7 (Figura 18A) y fibroblastos de raton
Balb-c 3T3 (Figura 18B) transfectadas con estas quinasas. Los resultados mostrados en
la Figura 18 indican que al comparar el perfil de marcacion de las células control con las
células transfectadas con CKla o CK13, no hay diferencias en la marcacién de las
proteinas (ver Figura 18A y B, carriles C, ot y 8). Este resuitado posiblemente indica que

CK1 endégena es activa y no es limitante ya que la sobreexpresion de CK1lo y CK18 no
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altera el perfil. Solamente al preincubar las células durante 30 min con el inhibidor CK1-
7 (carriles 2 y 5), se observa una clara disminucién en la marcacién radiactiva de
a]guna's'})roteinas tanto en células control como en células transfectadas con isoformas
CK1. Entre las diferencias més claras observadas en el patrén de fosforilacion total en
células cos-7 (Figura 18A), se observa la desaparicién de la marca radiactiva de una
proteina de 25 kDa y la disminucién de la marcacion de las proteinas de 35 y 37 kDa
(indicadas con flechas). En fibroblastos (Figura 18B), se observa que el inhibidor CK1-7

afecta la fosforilacion de proteinas de 25, 35, 37 y 40 kDa (indicadas con flechas). Estas

proteinas, p25, p35, p37 y p40, representarian probables sustratos endégenos de CK1.

2 Localizacion subcelular de isoformas de CK1 en células cos-7.

Con el objetivo de analizar la localizacion subcelular de isoformas CK1
endogenas en células cos-7 por medio de inmunofluorescencia indirecta se determind
inicialmente si los anticuerpos antiCK1a, antiCK13 y antiCK1y, detectaban las proteinas
correspondientes en este tipo de células. La Figura 19 muestra un Western Blot con las
sefiales reconocidas por estos anticuerpos en extractos totales de células cos-7. Se
observa que antiCKla reconoce dos bandas de 37 y 50 kDa siendo la banda de 37 kDa
del tamafio esperado para CKla. La banda de 50 kDa no parece corresponder a una
isoforma CK1 conocida y ademas no es detectada en la preparacion de CK1 nativa que
contiene una mezcla de isoformas (ver Materiales y Métodos Esquema 4). Esta banda de
50 kDa no es detectada con antiCK 1o en células en cultivo de ratén, bero st esta presente

en extractos totales de células HeLa y en algunos tejidos de rata (no mostrado).
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Figura 18.  Marcacion metabélica con 2P de células en cultivo transfectadas con
isoformas de CK1.

Células cos-7 (A) y fibroblastos de ratén Balb-c 3T3 (B) fueron crecidas en
placas p60 y se transfectaron con el vector pCEFL-HA vacio (C) 6 con los vectores que
expresan CKla™" (o) y CK13 (3). A las 48 horas posttransfeccién las células se lavaron
con medio de cultivo DMEM deficiente en fosfato y suplementado con FCS dializado y
se incubaron por 30 min en este medio de cultivo. Se agregé 1 mCi de 32p_ortofosfato
por placa y se incub6 durante 5 horas adicionales. Transcurrida la incubacion las c€lulas
se colectaron y se prepararon extractos totales. Las proteinas radiactivas fueron resueltas
en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS y las sefiales reveladas por autoradiografia.
Donde se indica se agregé 300 pM del inhibidor CK1-7 en la preincubacién de 30 min.
En B se agreg6 a las placas que no recibian inhibidor un volimen igual de DMSO, el
solvente del mismo. Las flechas sefialan proteinas en las que se afecta la incorporacion
de fosfato en presencia del inhibidor. Se indica Ja posicién de estindares de masa
molecular.

P2
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Por otro lado el anticuerpo antiCK13 reconoce una sefial inica de ~50 kDa

f‘u
concordante con la masa molecular esperada para esta isoforma; el anticuerpo antiCKly

reconoce una banda unica de ~70 kDa que es mayor que el tamafio esperado para
CK1y. La deteccion de una isoforma CKly con una masa molecular mayor de lo
esperado se ha visto también en otros sistemas (Lussier y Larose, 1997) y esta diferencia
en tamafio puede representar modificaciones postraduccionales no analizadas ain para
esta familia de enzimas. Es posible también que esta forma sea e] producto de un mRINA
de 4,2 kb detectado por Zhai y colaboradores en varios tejidos de rata, y aim no
analizado a nivel de proteina (Zhai y col., 1995).

La localizacion de las isoformas a, 8 y ¥ de CK1 enddgenas en células cos-7 se
analiz6 por medio de inmunofluorescencia indirecta con el uso de los anticuerpos
especificos para las isoformas de CK1. Estos anticuerpos fueron generados en conejo
por lo que en la deteccién se utiliz6 como segundo anticuerpo un anti IgG de conejo
conjugado a isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC). Las células cos-7 fueron
crecidas en laminas de vidrio y al nivel de subconfluencia fueron fijadas en
formaldehido y procesadas para inmunofluorescencia como se describe en Materiales y
Métodos.

La Figura 20A-C muestra los resultados obtenidos al estudiar la distribucién de
las isoformas CKle, 8 y y endogenas en células cos-7. Se muestran cortes Opticos
obtenidos en un microscopio confocal Zeiss LSM-410 Axiovert 100. La isoforma CKlet
(Figura 20A) se observa como una enzima no nuclear con una distribiicion que pareciera

indicar su asociacién con algiin tipo de estructura subcelular vesicular. En algunos casos




114

O
]

— 228

< CK1y !
“— CK13 |

E 4

 S—- : <+ CKia |

Figura 19.  Isoformas de CKlI presentes en células cos-7.

Se detecté la presencia de isoformas de CKI1 en células cos-7
usando los anticuerpos antiCK 1o {carril 1), antiCK 18 (carril 2) y antiCK1y (carril 3). 50
pg de proteina total fueron separados en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS y las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Se muestra un Western
blot con Jos anticuerpos descritos en una dilucién 1:750. Las sefiales fueron reveladas
con un anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa y el sistema de
quimioluminiscencia ECL como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas
sefialan las bandas correspondientes a las isoformas CKla, CK18 y CKly en estas
células analizadas. Se indica la posicién de estdndares de masa molecular.
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fue posible observar una una pequefia cantidad de enzima presente en forma localizada
dentro del micleo.
La isoforma CK18 posee una localizacién mayoritariamente nuclear (Figura

20B). La isoforma CK1y no fue detectada en el micleo (Figura 20C), se puede observar

para CKly una distribucién vesicular similar a lo detectado para CKla. En cada
experimento se analizaron 20 campos con alrededor de 200 células en total. Los
resultados anteriores son representativos de tres experimentos independientes.

Se determind ademés la distribucion subcelular de las isoformas CKla y 3
transfectadas en células cos-7 como se describe en el punto 3.2. Para la deteccion de las
proteinas expresadas ectopicamente se us6 el anticuerpo monoclonal generado en ratén
antiHA y un segundo anticuerpo anti IgG de ratén conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC).

Las isoformas de CKI1 transfectadas fiieron inicialmente detectadas por
experimentos de inmunofluorescencia indirecta, detectada como fluorescencia
transmitida en un microscopio Zeiss MPM400. En estos experimentos con células cos-7
que expresaban las isoformas CK1, se realiz6 la tincién de la cromatina en las
preparaciones, con yoduro de propidio. En este caso el color rojo define el perimetro
nuclear, la fluorescencia de la fluoresceina, es decir de las proteinas transfectadas,
corresponde al color verde y la sobreposicién de ambas emisiones origina un color

amarillo-anaranjado.
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Figura 20, Distribucion subcelular de isoformas CK1 endégenas en células en cultivo.

Células cos-7 fueron crecidas en laminas de vidrio en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% FBS. Al estado de subconfluencia las células fueron fijadas en
3,7% formaldehfdo y procesadas para inmunofluorescencia como se describe en
Materiales y Métodos. Se usaron los anticuerpos antiCKlo (Figura 20A), antiCK18
(Figura 20B) y antiCKly (Figura 20C), en una dilucién 1:100. Como anticuerpo

secundario se usd un antilgG de conejo conjugado a isotiocianato de tetrametilrodamina
(TRITC) en una dilucién 1:1000,
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Figura 20.
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Figura 20 (cont.)
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La Figura 21A muestra que CKla™' se presenta mayoritariamente en el
citoplasma de las células analizadas con una fraccién en forma de vesiculas. La proteina
mutada CK1o**** posee una distribucién similar a la enzima tipo silvestre indicando
que la actividad no es necesaria para la localizacién de esta quinasa (Figura 21B). Por
otro lado la isoforma CKI18 se observa en citoplasma y micleo, principalmente en el
niicleo y en algunos casos en forma exclusiva en este organelo (Figura 21C).

Las imagenes presentadas en la Figura 22 comresponden a diferentes cortes
opticos de las células transfectadas con CKla y CK18. En la Figura 22A se muestran
imagenes de las células transfectadas con CKlct. Estas permiten una aproximacion a la
distribucién intracelular de la isoforma CKla. transfectada en células cos-7. Se observa
en general una distribucion mayoritariamente citoplasmatica. Existe una fraccion de
enzima localizada en el niicleo siendo posible distinguir la asociacién a una estructura
intranuclear similar al nucledlo .

Las imagenes obtenidas de células transfectadas con CK1§ se muestran en la
Figura 22B. Se observa en general una distribucién més localizada que la observada para
CKla, con presencia mayoritaria en el micleo.

Se debe destacar que la distribucion de las isoformas de CK1 transfectadas se
correlaciona con la obtenida para las isoformas CK1 enddgenas. En el caso de las células
cos-7 analizada en estos estudios la isoforma CKle. es una proteina presente
principaimente en el citoplasma, mientras que la isoforma CK15 se encuentra en nicleo
y citoqla"sma, principalmente en el nicleo. A la fecha este corresponde al primer analisis

de la distribucién subcelular de distintas isoformas de CK1.
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CK1oWT CK1K46A

CK15

Figura 21.  Localizacién subcelular de las isoformas CK1a"", CK1/ % yCKlSen
células cos-7.

Se transfectaron células cos-7 con los vectores pPCEFL-HACK1a"" (A), pCEFL-
HACK10.*%* (B) y pCEFL-HACK13 (C) en las condiciones descritas en Materiales y
Meétodos. En estos experimentos se incluy6 una incubacién con 20 pg/ml de ioduro de
propidio, al finalizar la incubacién con el segundo anticuerpo.
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Figura22.  Localizacion subcelular de las isoformas CKla y CK16 Iransfectadas en
células cos-7.

Células cos-7 fueron crecidas en laminas de vidrio y al estado de subconfluencia
fueron transfectadas con 2 pg de DNA de los vectores pCEFL-HACK1a"T Ay
PCEFL-HACK13 (B) mediante el uso de Lipofectamina segiin se describe en Materiales
y Métodos. A las 48 horas postransfeccion las células fueron fijadas en 3,7% de
formaldehido y procesadas para inmunofluorescencia usando el anticuerpo antiHA en
una dilucién 1:50 en tampén PBS, Como segundo anticuerpo se usé un antilgG de ratén
conjugado a fluoresceina (TRITC) en una dilucién 1:50. Se realizaron seis experimentos
independientes analizando cuatro léminas por experimento. Se muestran cortes Opticos
representativos de los resultados obtenidos.
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Figura 22.
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2.1.  Controles y marcadores de localizacion subcelular.

J':‘-Péra obtener mayor informacién sobre la localizacién subcelular antes descrita
para las isoformas CKlo y CK18 en células cos-7, se utilizaron compuestos y
anticuerpos que permiten la identificacion de diversos organelos subcelulares, Las
sefiales obtenidas con estos marcadores son comparadas con las sefiales obtenidas en las
Figuras 20, 21y 22 .

La Figura 23 muestra la sefial obtenida al usar los sueros preinmunes
correspondientes a los anticuerpos antiCK 1o (Figura 23A) y antiCK138 (Figura 23B). La
Figura 23C muestra la sefial obtenida al incubar células transfectadas con el vector
pCEFL vacio con el anticuerpo antiHA.

Las células cos-7 derivan de células de rifion de mono verde africano
transformadas con el virus SV40 y producen la proteina T-SV40 (Gluzman, 1991). Esta
es una proteina exclusivamente nuclear. Con el objetivo de identificar el niicleo en estas
células se utilizé un anticuerpo comercial antiT-SV40 y la sefial obtenida se muestra en
la Figura 24A.

Con el objetivo de analizar el citoesqueleto celular en células cos-7 se
utilizé un anticuerpo anti-a-tubulina para marcar esta estructura, La sefial obtenida se
muestra en la Figura 24B. Para obtener una sefial representativa del reticulo
endoplasmico en es.tas células cos-7 se utilizd6 ER-Tracker, un compuesto quimico
comercial ﬂuorescerlte que marca en forma especifica membranas de este organelo. En

la Figura 24C se muestra una marcacién simultinea con antilIA y ER-Tracker en células

transfectadas con el plasmidio pCEFL-HACKI1S, se observa una sefial vesicular (rojo)
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Figura 23 Controles de los anticuerpos antiCK 1o, amtiCK 18 yantiHA.

Se muestra el uso de los sueros preinmunes correspondientes a los
anticuerpos antiCKla (A) y antCK18 (B) incubados en las condiciones descritas en la
Figura 20. Se muestra ademas Ia sefial obtenida con el anticuerpo antiHA (C) en una
dilucién 1:50, al incubar células transfectadas con el vector pCEFL-HA vacio,
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Figura 23 (cont.)
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10 pm

Figura 23.
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Figura 24.
Figura 24.  Marcadores de localizacion subcelular en células cos-7.
Se muestra la sefial obtenida con el anticuerpo monoclonal antiT-SV40 (A), anti

a-tubulina (B) y la sefial conjunta obtenida con antiHA en células transfectadas con
CK16 y marcada con ER-Tracker (C) segiin se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 24. cont.
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que identifica al reticulo endoplasmico y la sefial verde identifica a la CKI3
sobreexpresada.

El anélisis de las sefiales obtenidas con los controles y marcadores de
localizacién subcelular utilizados refuerza las conclusiones obtenidas que sefialan que en
células cos-7 las isoformas CK1la, CK18 y CK1y presentan una localizacién subcelular
diferente. CKla y CK1y poseen una distribucidn mayoritariamente no nuclear con una
probable asociacidon a estructuras subcelulares vesiculares. La isoforma CK18 se

encuentra presente en el micleo.

3. Relacion entre el estado de proliferacion celular, la actividad total CK1 y Ia
localizacion subcelular de isoformas CK1.

Con el objetivo de extender el analisis de la expresion de CK1 en células en
distintos estados de proliferacion se analiz6 la posible relacién entre la actividad CK1 y
el estado proliferativo celular. Para lo anterior se realiz6 un experimento de privacién y
reestimulacion con suero de modo de sincronizar los cultivos en distintos estados de
proliferacion. Se utilizaron fibroblastos de raton Balb-c 3T3 crecidos en 10% FBS que
fueron mantenidos en 0,5% FBS por 48 horas y reestimulados con 10% FBS por lapsos
de tiempo de 1 a 6 horas. La Figufa 25 muestra el nivel de actividad CK1 medido
usando el péptido especifico RRKDLHDDEEAMSITA como sustrato. Se observa una
actividad CK1 inicial baja que aumenta a las 4 horas post-estimulacién y se mantiene
por todo el periodo de tiempo analizado. Los datos presentados corresponden al

promedio -de tres experimentos independientes y sefialan una relacidn entre el estado
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Actividad CK1
pmolmin'mg

Figura 25.  Lfecto de la estimulacion con suero sobre la actividad CKI rotal en
células en cultivo.

Fibroblastos de raton Balb-c 3T3 fueron cultivados en DMEM
suplementado con 10% de FBS, mantenidas en privacién de suero en DMEM con 0,5%
FBS durante 48 horas y finalmente reestimuladas con DMEM 10% FBS por los tiempos
indicados. Se prepararon extractos celulares totales y se midi6 la actividad CK1 usando
como sustrato el péptido RRKHAAIGDDDDAYSITA. Se usaron 5 pg de extracto
como fuente de enzima y 50 pM de [y-’PJATP 1500 cpm/pmol en un ensayo de 5
minutos. Los valores representan un promedio de tres mediciones independientes
realizadas en duplicado, en cada punto se resto el valor de la fosforilacidn enddgena del
extracto (ensayo sin peptido sustrato). Se grafican los promedios de tres determinaciones
independientes y la desviacién estindar correspondiente. En un analisis estadistico
similar al sefialado en la Figura 17 se obtuvo un valor de p< 0,05.
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de proliferacion celular y el nivel de actividad CK1 total en estas células.

Para analizar el efecto que podria tener la estimulacién con FBS sobre la
localizacién subcelular de CK1a™", CK1a**%* y CK18 se transfectaron estas proteinas
en fibroblastos de raton Balb-c 3T3. Se realizd el experimento de privacion y
reestimulacién con FBS ya descrito y se determiné la localizacién de las proteinas
transfectadas por inmunofluorescencia segiin se describe en el punto 3.3. La Figura 26A
muestra que al crecer las células en DMEM suplementado con 10% FBS, Ia localizacién
de CKla (Figura 26A imagen A) es similar a lo detectado en células cos-7 (ver Figura
20). Esta isoforma CK1 se excluye del niicleo y se asocia a una estructura vesicular.

La isoforma CK18 en cambio, estd presente en niicleo y citoplasma (Figura 26E).
Al crecer las células en 0,5% FBS se observa que la distribucién de CKla no cambia en
forma significativa manteniéndose en el citoplasma (Figura 26A imagen B). En el caso
de CK13 se observa que la fraccién nuclear es ahora excluida de este organelo
detecténdose esta proteina exclusivamente en el citoplasma (Figura 26A imagen F). Al
reestimular con suero se observa que la distribucién de CK18 retorna a la situacién
inicial con una fraccion citoplasmatica y una fraccion presente en el niicleo (Figura 26A
iméagenes G y H). Estas observaciones se ven reforzadas al analizar cortes épticos en las
placas indicadas y que se muestran en la Figura 26B.

K44 posee la misma distribucion que CK1a™T v no se ve

La isoforma CKla
alterada por las condiciones de crecimiento celular (no mostrado). Estos resultados

sugieren que CK18 posee una distribucion dependiente del estado proliferativo celular

con una mayor localizacion nuclear en células en activa proliferacion.
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Figura 26.  Localizacion subcelular de CKla y CK15 en células en distintos estados
de proliferacion.

Las proteinas CK1a y CK13 fueron transfectadas en fibroblastos de ratén Balb-c

3T3 y su expresion fiie detectada por inmunofluorescencia indirecta usando el
anticuerpo antiFfA y un segundo anticuerpo conjugado a fluoresceina.
A)  Planos unicos. Las imagenes A-D muestran células transfectadas con CKle y las
imdgenes E-H células transfectadas con CK18. Las células transfectadas fueron
mantenidas en DMEM suplementado con 10% FBS (imagenes A y E), transferidas a
DMEM suplementado con 0,5% FBS durante 48 horas (imagenes B y F) y crecidas en
DMEM suplementado con 10% FBS durante 45 min (imigenes C y G) 6 dos horas
(imagenes'D y H), posterior a la incubacién en 0,5% FBS.

B)  Cortes opticos de 1 pm de espesor de células presentes en las placas mostradas
en A,

1: células crecidas en 10% FRBS.
2: células mantenidas en 0,5% FBS.
3: células estimuladas con 10% FBS durante 45 minutos.
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Figura 26A.
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CK15

Figura 26B.1.
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CK1a

I 1 | _ —
Figura 268B.2.
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CK1a

CK18

Figura 26B.3.




137

DISCUSION

Para la actividad enzimética descrita genéricamente como CKI1, las mas
intrigantes caracteristicas son la gran diversidad y distribucién celular de sustratos y su
expresion casi universal en tejidos de eucariontes. Una explicacién para este fendmeno
ha sido el esclarecimiento por estudios de clonamiento que CK1 es realmente una
familia de isoformas genéticamente diferentes y que a la fecha consta de 7 miembros.
Algunas de las inconsistencias en las caracteristicas observadas, donde se utilizaron
preparaciones de CKI nativa, pueden deberse a que diferentes isoformas CK1 han sido
analizadas en los distintos estudios reportados. No puede entonces establecerse una
funcion y/o mecanismos(s) de regulacién de CK1 hasta que cada una de las isoformas
descritas hayan sido examinadas en detalle.

En el trabajo presentado en esta tesis se ha enfocado el estudio de la familia de
proteinaquinasas CK1 desde dos puntos de vista. Primero, la caracterizacién biogquimica
de una isoforma CK1 en particular y estudio de las propiedades de especificidad del sitio

de fosforilacion in vitro de ésta y otras isoformas. Segundo, el andlisis de la localizaci6n

subcelular de dos isoformas especificas por medio de la transfeccién en células en
cultivo y el estudio de la relacién entre la proliferacién celular y la actividad y

localizacién subcelular.

L Caracterizacion bioquimica de CK1 o de X. laevis.
En los estudios de caracterizacién bioquimica se analizé la isoforma CKla, de X,

laevis, la cual fue expresada en E. coli como una proteina de 63 kDa fusionada a

o
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glutation S-transferasa. La cromatografia de afinidad en glutatién-sefarosa permite un
alto grado de purificacién desde los extractos bacterianos .atm con un rendimiento bajo.
La fraccion eluida de la columna contiene, sin embargo, otros polipéptidos de baja masa
molecular que aparentemente corresponden a productos de degradacién proteolitica de
GST-CK1 ya que una de las bandas principales fue identificada, por medio de
microsecuenciacion, como glutatién S-transferasa. Se realizaron varias preparaciones de
la enzima donde se liber6 la CK1 de la GST por tratamiento con con trombina
resultando en una enzima muy inestable. Por esta razén, un niimero importante de los
experimentos fue realizado con la enzima como proteina de fusién.

En forma alternativa se expresé X/CKla en un derivado del vector pT7-7 que
permite su expresién con 6 residuos adicionales de histidina en el extremo amino. Esta
forma de la enzima se purificé usando una columna de afinidad de niquel-NTA-agarosa.
En este caso también es posible obtener un alto grado de purificacion de la enzima y
tambiﬂénfs_e observan algunos péptidos de bajo peso molecular observados en el caso de
la purificacién de CK1c como proteina de fusién. Estos polipéptidos no son reconocidos
por un anticuerpo antiCK1 generado desde una secuencia peptidica de XICK1q, pero si
se marcan en forma radiactiva en la reaccion de autofosforilacién de la preparacién
enzimdtica. La forma His-CK1 tiene la ventaja de un mejor rendimiento en Ia fraccién
soluble y una estabilidad aumentada en comparacion con la preparacion como GST-
CKl.

La gran mayorfa de los estudios previos de caracterizacién de la actividad CK1

se han realizado con enzima preparada por métodos convencionales desde tejidos
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animales. Estas preparaciones contienen, como se demostré en el transcurso de esta
tesis, mezclas de diferentes isoformas de CK1, por lo que la determinacién de
caracteristicas especificas de cada isoforma se hace dificil. Por lo tanto, la expresion en
bacterias de una forma recombinante de CKlo de Xenopus laevis permitié por primera
vez estudiar algunas de las propiedades enzimdticas, en forma especifica para esta
isoforma.

Las propiedades cinéticas de X/CKla encontradas fueron muy similares a
aquellas descritas para preparaciones de CK1 purificada desde tejidos, en especial, la
fosforilacion del péptido sustrato especifico RRKDLHDDEEDEAMSITA con una X,
de 180 uM y que es muy similar al valor de K, de 184 uM obtenido para la CK1
purificada desde higado de rata (Marin y col., 1994).

La sensibilidad a la inhibicién por heparina es una caracteristica que permite
discriminar entre las proteinaquinasas CK1 y CK2. Mientras CK2 es muy sensible a este
inhibidor polianiénico, CK1c es muy poco inhibida atn a las més altas concentraciones
(10 pg/ml) usadas en este andlisis. Lo anterior concuerda con el comportamiento
encontrado para CK1 nativa aislada desde tejidos animales (Tuazon y Traugh, 1991). En
los tltimos afios y dada la disponibilidad de otras formas recombinantes de CK1, se ha
demostrado que la sensibilidad de esta enzima a heparina es compleja y depende de la
isoforma estudiada y del sustrato usado (Zhai y col., 1995; Graves y Roach, 1995).

CKla puede ser inhibida por altas concentraciones de heparina (100 pg/ml) mientras

que CK138 y CKly son activadas por concentraciones similares de este polianién. Estos

i
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autores han demostrado ademds que ¢l efecto de estimulacién por heparina depende del
estado de fosforilacion de la enzima,

Se ha descrito el compuesto derivado de isoquinolina N-(2-aminoetil)-5-
cloroisoquinolina-8-sulfonamida (CK1-7) como un inhibidor especifico de la familia de
proteinaquinasas CK1. Las diferentes isoformas poseen diferente sensibilidad a este
compuesto: CK18 es sensibléi; mientras algunos miembros de la familia CKly,
especialmente CKly; (Zhai y col., 1995) son muy poco afectadas por este inhibidor. La
sensibilidad de XICKla a CK1-7 resulté ser significativa con un Isp de 50 M
determinado para esta enzima producida como GST-CK1 o His-CK]1.

Antecedentes previos han indicado que CK1 es una quinasa con afinidad por
residuos previamente fosforilados (Flotow y col., 1990; Meggio y col., 1991). Los
resultados presentados en esta tesis indican que X/CKla comparte esta propiedad al
fosforilar el péptido SpSpSpEESIT con alta eficiencia, mientras el péptido EEEEESIT
no esff“g)éforilado.

Se ha reportado que algunas isoformas de CK1 de levaduras, las cuales tienen
solamente un 46% de homologia con la CKlo de X laevis, poseen actividad
tirosinaquinasa al usar el copolimero sintético poli(Glu®*:Tyr®®) como sustrato. Estas
enzimas son capaces ademds de autofosforilarse en residuos de tirosina (Hoekstra y col.,
1994). En Arabidopsis thaliana se ha mostrado que una isoforma CK1 con una
extension C-terminal larga fosforila poli(Glu®™®:Tyr?®), pero una forma mis corta de 36
kDa descrita en brocoli no es capaz de fosforilar residuos de tirosina en este péptido

(Klimezak y col., 1995). La capacidad de fosforilar poli(Glus":Tyrm) por la enzima




141

XICK1a es baja comparada con la actividad de fosforilacién de caseina en residuos de
serina 6 treonina, pero es claramente detectable en las condiciones ensayadas en este
trabajo. Con el uso de péptidos sintéticos fue posible hacer una comparacion de la
eficiencia relativa de fosforilacion de un su;trato conocido que posee serina como
residuo fosforilable (RRKDLHDDEEDEAMSIAA) y un péptido que contiene un
residuo de tirosina rodeado de residuos de acido glutdmico (RRREEEYEEE). El
andlisis densitométrico de las sefiales en la autoradiografia permitié estimar que el
péptido con tirosina es fosforilado alrededor de un 5% de lo que es fosforilado el péptido
con serina. En este mismo experimento se demostrd que el péptido EEEEYFVGRRK
no es fosforilado en forma detectable por CK1. Esta observacion resulta de gran interés
ya que indica que el reemplazo de grupos acidicos presentes hacia el lado carboxilo del
residuo de tirosina fosforilado pueden tener dréisticos efectos sobre la eficiencia del
péptido como sustrato. En los estudios de los determinantes de especificidad de CK1
usando péptidos con serina como residuo fosforilable, no se han detectado efectos
positivos o negativos de residuos acidicos en posiciones C-terminales al residuo
fosforilable. Sin embargo un estudio mas detallado podria indicar si la fosforilacién de
serina o treonina y tirosina por CK1 poseen diferentes requerimientos de especificidad.
Songyang y colaboradores (Songyang y col., 1995) han analizado la especificidad de
varias tirosinaquinasas y han demostrado que, en la mayoria de los casos, los
aminodcidos C-terminales a los residuos de tirosina son importantes determinantes de la

especificidad.
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El reconocimiento de residuos de tirosina en un ambiente acidico por CK1 se
observé también en la fuerte inhibicién de la fosforilacidn de caseina causada por
poli(Glu®:Tyr*®). La especificidad de esta interaccién se observa en el hecho que
polimeros de carga similar, como poli(Gluw:Phezo) y poli(Glu) producen un inhibicién
muche menor. De acuerdo a su capacidad de actuar como un sustrato alternativo,
poli(Glu**: Tyr*®) se comporta como una inhibidor competitivo de la fosforilacién de -
caseina con un valor aproximado de K; aparente de 5 uM.

Esta capacidad de algunas de las enzimas CK1 de fosforilar tirosinas cobra
mayor interés si se considera que esta enzima es capaz de reconocer fosfoaminodcidos
como determinantes de especificidad. En el proceso de fosforilacion jerarquica podria
ocurrir enfonces que un sitio "pobre” se convierta en un sitio dptimo de fosforilacién
segﬁr;_-elfsiguiente esquema:

CK1 CK1
XXYXXSXX > XXVY'XXSXX > XX Y'XXS'XX, siendo X’
cualquier amino4cido cargado negativamente y X cualquier aminodcido.

El andlisis de la reaccién de autofosforilacién permitié determinar que en
XICK1q. se trataria de un fenémeno intramolecular y que ocurre fosforilacion en por lo
menos tres regiones de la proteina. En estos polipéptidos existen varios residuos serina,
treonina y tirosina capaces de ser modificados, aunque ninguno de ellos concuerda con
la secuencia de consenso clisica de fosforilacién por CKI1. El andlisis de la
autofosforilacion de otras isoformas CKI1, CK18 (Graves y Roach, 1995) y CKle
(Cegielska y col., 1998) ha indicado que en estas proteinas, esta modificacién ocurre en

una regién de alrededor de 100 aminodcidos en extremo C-terminal de la proteina. En
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este segmento no se encuentran residuos que posean el consenso tipico para esta
quinasa, lo que indicaria que la especificidad de la reaccion de autofosforilacién es
diferente de la especificidad de fosforilacién de sustratos exégenos. La isoforma o
contiene un extremo carboxilo terminal mucho mas corto que el de estas proteinas, El
andlisis de los fosfoaminodcidos generados en la reaccién de autofosforilacién de la
preparacién de CK1a ha indicado que se genera fosfotirosina. Este resultado sugiere que
XICKloa, al igual que algunas isoformas de levadura, podria autofosforilarse en residuos
de tirosina. Dada la estructura tridimensional determinada para las CK1 y otras quinasas
se hace dificil explicar una reaccién de autofosforilacién en una regién C-terminal
alejada del sitio activo, para que esta reaccién ocurra deberfa existir un grado importante
de flexion de la estructura del C-terminal de modo que esta regién se acerque al sitio
catalitico. La isoforma CK13 ha sido cristalizada trunca en su extremo C-terminal
(Longenecker y col., 1996) y completa (Longenecker y col., 1998). En este 1ltimo caso
si bien no se encontr6 una estructura asignable al extremo C-terminal, ]a unidad de celda
cristalogrifica contenia dos moléculas de proteina y esta interaccion podria explicar la
autofosforilacién inhibitoria en el C-terminal que sufte esta isoforma de CK1. Para el
caso de la isoforma CKla. podria operar un mecanismo de regulacién similar a pesar de
que en nuestros estudios no hemos observado cambios significativos en la actividad de
la XICK1c en la forma fosforilada (previa incubacién con ATP).

La autofosforilacién en tirosina de isoformas CK1 parece ser un fendmeno mis

general ya que la isoforma CK1-4 de 4. thaliana fue aislada desde una genoteca de
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expresion usando un anticuerpo antifosfotirosina y se demostré que es capaz de
autofosforilarse en residuos de tirosina (Ali y col., 1994; Klimezak y col., 1995).

El poseer residuos de fosfotirosina permite que las proteinas presenten afinidad
por otras proteinas que contienen dominios del tipo SH2 (Pawson y Schlessinger, 1995).
Esta modificacién puede, por lo tanto, ser altamente relevante para interacciones que
dirijan Ia actividad CK1 a sitios celulares especificos. Recientemente se ha mostrado la
asociacion constitutiva de la isoforma CKly, con la protefna Nck, una protefna que
interactiia con receptores tirosinaquinasa a través de un dominio SH2. En este caso, sin
embargo, la interaccién con CK1 es a través de dos de los tres dominios SH3 presentes
en Nek (Lussier y Larose, 1997). Es interesante notar que CKla es capaz de fosforilar
en treonina a la proteina 14-3-3 (Dubois y col., 1997), una proteina necesaria para la
interaccién de varias enzimas relacionadas con la transduccién de sefiales por medio de
regiones SH (Raf, PI3 quinasa, IGF-1), indicando que CK1 podria tener un papel
importante en la formacién de estos complejos. En levaduras existe evidencia que indica
que la fosforilacién de CK1 en tirosina puede aumentar la actividad enzimética debido a
que el tratamiento con tirosinafosfatasas inhiben la enzima, mientras que
serina/treoninafosfatasas no tienen efecto (Hoekstra y col, 1994). En esta publicacion se
sugiere ademds que la autofosforilacién en tirosina puede jugar un papel en la

distribuci6n subcelular de la isoforma de CK1 Hhp].
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2 Estudios de la especificidad de sitio fosforilable de isoformas de CK1.

La gran mayoria de los estudios de especificidad de sustrato de CKl se han
realizado con preparaciones de enzima nativa obtenida desde tejidos animales. Con el
uso de péptidos sintéticos se ha definido la secuencia de fosforilacién optima de
sustratos acidicos por CK1 como (D/E),XXS/T con n>4. Los péptidos que poseen las
mejores propiedades como sustratos en términos de K, ¥ Ve han resultado ser aquellos
derivados de los sitios fosforilados por CK1 en la proteina inhibidor-2 de fosfatasa-1:
Ser*® con la secuencia RRKHAAIGDDDDAYSITA (péptido $86) y Ser'™ con Ia
secutincia RRKDLHDDEEDEAMSITA (péptido $174) (Agostinis y col., 1992; Marin
¥ col., 1994). Estos péptidos poseen como caracteristica principal la presencia de un
grupo de residuos 4cidos (Asp o Glu) entre las posiciones #-6 a r-3 relativas al residuo
de serina fosforilable.

Recientemente se ha descrito una aproximacién experimental diferente al estudio
clasico con péptidos sintéticos, para analizar la especificidad de sustrato de
serina/treonina y tirosinaquinasas. Esta aproximacion utiliza una “libreria” de péptidos
con secuencias sintetizadas al azar, los que se ponen en contacto con una quinasa dada.
Los péptidos especificamente fosforilados por esa quinasa son aislados y posteriormente
secuenciados. El anélisis de Ia secuencia de los péptidos aislados permite identificar los
aminodcidos preferidos por esa quinasa entre las posiciones #-5 hasta n+5 del sustrato.
Esta es una secuencia tedrica que representaria la secuencia optima para la fosforilacién
de sustratos peptidicos por esa determinada enzima. Usando esta aproximacion,

Songyang y colaboradores observaron que existfa una gran similitud entre las secuencias
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seleccionadas de la “libreria” y las secuencias fosforiladas por la enzima in vivo e in
vitro en proteinas sustrato (Songyang y col., 1996). Los casos més citados por estos
autores son la quinasa CDC2 y la quinasa dependiente de cAMP (PKA). Para aplicar
este método a la definicion de el sustrato 6ptimo para CK1 Songyang y colaboradores
diseflaron  uwna  “libreria” que posefa como matriz la  secuencia
MAXXXXXSIXXXXAKKK donde los aminoacidos Met, Ala, Ser, Ile, y Lys
corresponden a los residuos ubicados en posiciones de secuencia fija, mientras que X
indica las posiciones de secuencia variable en las que se introducen los aminoacidos al
azar.}:‘_C(.)n esta “libreria orientada” se describieron las secuencias Gptimas de
fosforilacion de las isoformas CK18 y CKly como MAEFDTGSIIIFFAKKK (péptido
Libd) y MAYYDAASINFFAKKK (péptido Liby) respectivamente.

Al comparar las secuencias derivadas de inhibidor-2 (S86 y S174) y las
secuencias obtenidas de la “librerfa” (Libd y Liby), se observa que todos estos péptidos
poseen un residuo acidico (generalmente Asp) en posicién #-3. Sin embargo, los
péptidos derivados de inhibidor-2 incluyen varios aminodcidos dcidos adicionales desde
la posicién #-3 (por ejemplo la secuencia DDDD entre 1n-6 y n-3 en el péptido S86) y
ademas no poseen el grupo de residuos hidrofébicos HFF que es fuertemente
seleccionado en la “libreria” en las posiciones #+2 a n+5.

Existia entonces una discrepancia muy grande entre los analisis realizados por
varios grupos con enzima nativa y los obtenidos con dos isoformas de CK1 por medio
del andlisis de la "librerfa". Para dilucidar este punto y en activa colaboracién con el

laboratorio del Prof. Lorenzo Pinna decidimos hacer un estudio comparativo de estos
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péptidos. Se realizé la comparacién de la especificidad de sitio fosforilable de la
isoforma CKlo. recombinante de X. laevis (XICK1w) y una preparacién de CK1 nativa
obtenida desde higado de rata (ratCK1). Los experimentos realizados con los
anticuerpos anti-isoformas CK1, disefiados en base a la estructura de las isoformas o
clonadas en el laboratorio y otras isoformas descritas en la literatura, permitieron
determinar, por Western Blot e inmunoprecipitacién, que ratCK1 contiene méas de una
isoforma CKI1; al menos las isoformas CKle, CK18 y CKly. La actividad
inmuﬁb;'recipitada por el anticuerpo antiCK1ly correspondia a alrededor del 50% de la
actividad total CK1 inmunoprecipitada desde ratCK1, indicando la presencia de una
actividad mayoritaria de CK1y en la preparacién de higado de rata. Para estos estudios se
usaron como sustratos los péptidos derivados de inhibidor-2 y péptidos sintéticos con las
secuencias obtenidas del anélisis de Ia “libreria”, descritas anteriormente.

Al analizar la fosforilacién de los distintos péptidos por XICK 1 y ratCK1, todos
los datos obtenidos indican que Y/CKlo y ratCK1 poseen una especificidad de sustratos
peptidicos cualitativamente similar, aunque no idéntica. La similitud mas destacable se
observa en el fuerte requerimiento, para una dptima eficiencia de fosforilacién de una
agrupacién de mas de tres residuos acidicos, a partir de la posicién »-2. El reemplazo de
un residuo Asp por Ala en la secuencia DDDD en el péptido S86 provoca un descenso
de un orden de magnitud en la eficiencia de fosforilacién. Esta sustitucién es més
determinante en la posicién #-3, aunque también posee un efecto negativo al estar

presente en las posiciones #-4 y n-5.
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El papel crucial del grupo de residuos Asp como determinante de especificidad
en el péptido S86 no es consistente con las secuencias seleccionadas como Sptimas para
CK18 y CK1y en la libreria. Los péptidos Lib8 y Liby son fosforilados por XICKla en
un nivel mucho menor que los péptidos S86 y S174, siendo atin peores sustratos para
ratCK1 (donde las isoformas CK18 y CKly estén presentes). La baja eficiencia catalftica
que se obtiene con los péptidos de la libreria, se debe exclusivamente a bajos valores de
Vmax,’:;h;éntras los valores de K, son similares 2 aquellos de los péptidos $86 y S174.

Las isoformas CKle, CK18 y CKly aisladas por inmunoprecipitacién desde
ratCK1 muestran una especificidad similar en relacién a la importancia de Ia posicién n-
3, por otro lado, Libd y Liby son fosforilados en forma significativa por CKla
inmunoprecipitada y en forma mucho menor por los inmunoprecipitados por antiCK15 y
antiCK1y.

El péptido “hibrido” IGDDDDAY-SI-ITFFA, que posee la porcién N-terminal
del péptido S86 y Ia porcién C-terminal de Lib3 6 Liby se comporta como un excelente
sustrato con constantes cinéticas comparables a las del péptido original S86
IGDDDDAY-SI-TA. Este resultado indica por un lado que, la pobre funcién como
sustratos de Lib3 y Liby puede ser mejorada notablemente insertiAndoles la secuencia
acidica DDDD, mientras que por otro lado, la fincién como sustrato del péptido S86
mejora, s6lo levemente en el caso de ratCK1 pero en forma més significativa para
XICKl1q, al insertarle la secuencia IHFF en posicién C-terminal.

Los antecedentes anteriores demuestran claramente que las secuencias obtenidas

. g

del analisis de la “librerfa” y que, segfin este ensayo, definen la secuencia de CONSEnso
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Optima para la fosforilacion de sustratos peptidicos acidicos por CK1, no representan en
realidad buenos sustratos para ninguna de las isoformas CK1 analizadas.

Al analizar las posibles razones para esta afirmacion se debe tener en cuenta la
posibilidad que la seleccion de los péptidos de la “libreria” sea influenciada por los
residuos que ocupan las posiciones fijas dentro de la secuencia matriz
MAXXiXX§IXXXXAKKK. En particular, la regién bédsica C-terminal AKKK
insertada por razones técnicas, podrfa influenciar la seleccién. Entre los resultados
presentados se muestra que el cambio de la secuencia AKKK C-terminal por la
secuencia RRKHAA en posicién N-terminal al residuo fosforilable, una posicién en la
que residuos basicos son compatibles con una eficiente fosforilacién, no mejora la
funcién de Libd ¢ Liby como sustratos de CK1. Es posible, sin embargo, que esta
secuencia basica C-terminal pueda alterar el modo de uni6én de los péptidos Libd y Liby
a la enzima y, por comsiguiente, alterar la relevancia de los determinantes de
especificidad “clasicos”, reduciendo, por ejemplo, el efecto favorable de la secuencia
DDDD.

Se debe destacar que los péptidos derivados de la "libreria” poseen las
caracteristicas de inhibidores y/o sustratos alternativos de CK1 y podrian resultar muy
utiles en estudios destinados a encontrar buenos inhibidores de estas enzimas.

Los resultados obtenidos en esta seccién de esta tesis indican que se debe ser
cauteloso al interpretar las conclusiones obtenidas del uso de “librerias” de péptidos para
definir secuencias 6ptimas de fosforilacién por proteinaquinasas. Se debe hacer notar

que aunque el resultado obtenido con la aproximacién de la “libreria” no muestra el




requerimiento crucial de un grupo de residuos &4cidos N-terminales al residuo
fosforilable, tampoco es totalmente inconsistente con éste. El péptido Libd posee un
residuo Glu en la posicién -5, mientras que un residuo Glu es la segunda eleccién para
Lib3 y Liby en la posicién n-4 (Songyang y col., 1996). Lo anterior, junto con el residuo
Asp cIu; Libd y Liby poseen en la posicién n-3, darfa origen 2 una secuencia similar al
péptido “hibrido” el que se mostré como uno de los mejores péptidos sustratos probados.
Es claro que la aproximacién “clisica® y el uso de las “librerfas” pueden
complementarse y usarse en combinacion, y con enzimas recombinantes, para definir las
secuencias 6ptimas de fosforilacién por diferentes proteinaquinasas.

Como se desprende de los resultados presentados, adem4s de la gran similitud
existente entre XICK1 y ratCK1 se observan algunas diferencias significativas en la
especificidad de sitio fosforilable. En general, se observa que X/CK1o es menos sensible
a cambios en la estructura del sustrato que afectan profundamente a ratCK1. Por
ejemplo, las sustituciones Asp—Ala en el péptido sustrato son mejor toleradas por
XICK1a. que por ratCKI1 y el grupo de residuos basicos aumenta los valores de K
alrededor de 5 veces para ratCK1, mientras que el efecto sobre la fosforilacion mediada
por XICK1a es menos pronunciado. Por otro lado y como se mencioné anteriormente, la
secuencia hidrofébica C-terminal hace al péptido S86 un mejor sustrato para XICKla y
no tiene un efecto significativo sobre ratCK1,

Con el uso de los anticuerpos antisoformas CK1 fire posible realizar un anilisis
de la especificidad de fosforilacién, de fosfopéptidos y sustratos proteicos, de las

isoformas CKle, CK13 y CKly. Fue posible observar que las tres isoformas de CK1




151

analizadas poseen una clara preferencia del péptido SpSpSpEESIT sobre el péptido
EEEEESIT indicando que la preferencia por sustratos previamente fosforilados es una
caracteristica comiin a toda la familia de proteinaquinasas CK1. CK13 posee la mayor
eﬁciencig de fosforilaci6n para los péptidos SpSpSpEESIT y EETpEESIT. Se debe
destaéa_r que el péptido SpEEEESIT es fosforilado en forma detectable por CKla y
CK3 pero no es sustrato para CK1ly, En relacién al orden de preferencia por la posicién
que ocupan las residuos fosforilados en los péptidos sustratos analizados, tanto para
CKlo como para CK18 y CKly la posicién #-3 ocupada por un residuo Ser-P 6 Thr-P
represenga un determinante positivo de fosforilacién.

En el caso de la fosforilacién de sustratos proteicos, fue posible observar una
especificidad similar, siendo S-caseina preferida como sustrato por las tres isoformas
CK1 analizadas.

El ejemplo mejor estudiado a nivel estructural de interaccidon entre una
proteinaquinasa y su sustrato es el caso de la proteinaquinasa dependiente de cAMP
(PKA). El Esquema 5A muestra la orientacién del péptido inhibidor (PKI) cristalizado
como un complejo con la quinasa (figura tomada de Johnson y col., 1996). Con el
objetivo de analizar la interaccién con péptidos sustratos en el caso de la enzima
XICKlo serealizd un modelaje de la estructura de esta isoforma de CK1 usando la
secuencia primaria de XICKla, las coordenadas cristalogificas de la isoforma CK18
(pdb: 1CSN) y el programa compuiacional QUANTA. Posteriormente se sobrepuso la

estructura de PKA-PKI (pdb:1ATP) con la estructura determinada para XICKla y se

reemplazd la secuencia del péptido PXI por la secuencia del péptido sustrato para CK1
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(RRKDLHDDEEDEAMSITA). Al analizar la compatibilidad de la estructura por
medio de sucesivos andlisis de minimizacién de energia se obtuvo la estructura mostrada
en el Esquema 5B. Se observa que la orientacién que adopta el péptido sustrato al
interg.;;tﬁar con la quinasa es similar a la que adopta el péptido inhibidor en el complejo
PKA-PKI. Se destacan (en negro) los residuos en Ia proteina que se encuentran a una
distancia que permitirfa la interaccién con algunos de los residuos del péptido sustrato
(en azul). Este andlisis resulta de gran utilidad al intentar dilucidar las caracteristicas
estructurales de Ia enzima que median la interaccién con los residuos presentes en los
péptidos sustrato analizados, Como se mencioné anteriormente el péptido “hibrido”
IGDDDDAY-SI-IIFFA se comporta como un muy buen sustrato para las enzimas
amalizadas, con valores de V. similares a los péptidos originales derivados de
inhibidor-2 y valores de K;, menores que éstos. Los bajos valores de X, que posee este
péptido indicarian que existen determinantes estructurales en la enzima que, al
interactuar con los residuos hidrofébicos IIIFFA, posibilitan una mejor interaccidn
proteina-sustrato. En el modelo presentado en el Esquema 5B se destacan algunos
aminodcidos que proveerian un ambiente hidrofgbico en la cercanfa de los residuos
IIIFFA del péptido sustrato "hibrido"; Phe®®, Thr'®?, Gly'™, Leu'® entre otros. Si bien
este modelo no sustenta la clara necesidad de un grupo de residuo 4cidos N-terminales a
la serina fosforilable, este ambiente hidrofébico cercano a la porcién C-terminal de los
péptidos sustratos proveeria las condiciones para una mejor interaccion enzima-sustrato
lo que explicaria el hecho que los péptidos que poseen este grupo de residuos

hidrofébicos sean fuertemente seleccionados por Ia "libreria".
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ESQUEMA 5. Interaccion de proteinaquinasas con péptidos sustratos.

A. Co-cristalizacién de la proteinaquinasa dependiente de cAMP (PKA) y un
péptido que actiia como inhibidor. Se muestra la quinasa en colores blanco (dominio N-
terminal) y rosado (dominio C-terminal). En azul se identifica la region responsable de
la activacién de la enzima y en magenta la region involucrada en la interaccién con
ATP. En verde se muestra la estructura que adopta el péptido sustrato al interactuar con
la enzima. Figura tomada de Johnson y col., (1996).

B. Modelo de la interaccion entre el péptido sustrato RRKDLHDDEEDEAMSITA
y la enzima X/CKla. Se muestra la molécula de ATP en rojo, el péptido sustrato en azul
con la serina fosforilable en amarillo. Los residuos de la enzima en negro se encuentran
a una distancia que permite su interaccioén con residuos del péptido sustrato.




Los antecedentes reportados en esta tesis indican que, al menos para las
isofofl:ﬁ:as CK1 analizadas, estas proteinas poseen un especificidad de sustrato in vitro
similar. Esta sin embargo, no debiera ser una conclusion que se aplique necesariamente a
toda la familia CK1. Algunos estudios sobre la fosforilacion de diversos sustratos por
las subisoformas o, CKla y CKlal. de rata, recombinantes producidas en E. coli,
demostraron diferencias en la afinidad por algunas proteinas sustrato. La proteina T

grande del virus SV40 es 10 veces mejor sustrato para Ia isoforma CKlaL que para

CKla (Zhang y col., 1996).

3. Estudios de la expresion in vivo de CK1.

A la fecha existe muy pocos antecedentes sobre los factores que regulan la
expresion de los 10 miembros descritos de la familia CK1 in vivo.

En el trabajo presentado en esta tesis hemos explorado algunos aspectos
relacionados con la expresién de CK1 y sus isoformas en células en cultivo.

El andlisis de la expresién de CKla en células en diversas condiciones de
crecimiento indica que existe una relacién entre el estado proliferativo celular yla
actividad CK1. Al estimular con 10% de suero fetal la proliferacién de fibroblastos de
ratén mantenidos previamente en hambruna de suero, se observa un aumento consistente
de la actividad total CK1. Lo anterior indicarfa que estas proteinas participan en
mecanismos celulares necesarios para la proliferacién. Ademas el hecho de encontrar
estas alteraciones en la actividad podria relacionarse con la observacién que en D.

melanogaster la isoforma CKlo es inactiva en inmunoprecipitados de embriones
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tempTanos pero puede ser activada por desfosforilacién (tratamiento con fosfatasas)
(Santos y col., 1996). Seria de gran interés examinar el estado de modificacién por
fosforilacién de las isoformas CK1 durante los periodos de hambruna/estimulo con suero
en células transfectadas, para determinar si existen modificaciones que afecten en forma
diferencial a estas isoformas.

Al transfectar CK1a y CK18 en células en cultivo se observa un incremento en la
actividad total CK1 medida con un sustrato especifico en los extractos celulares. Sin
embargo al analizar el patrén de fosforilacion in vivo de estas células transfectadas, no se
observa la fosforilacién de nuevas proteinas. Se debe tener en cuenta que las células
efectivamente transfectadas solo representan entre un 10 y un 30% de la poblacién total
del cultivo, de modo que existe un alto nivel de fosforilacién basal que no es afectado
por las proteinas expresadas. En forma alternativa se podria considerar el hecho que las
proteinas expresadas ectpicamente se encuentren en un estado inactivo del cual son
liberadas durante la prepararacién del extracto total, Este estado inactivo podria deberse
a una compartimentalizacién diferente de las proteinas sobreexpresadas, atin cuando la
localizacién subcelular observada de éstas es muy similar a la de las proteinas
enddgenas.

Con el uso de los anticuerpos antiCKle, antiCK18 y antiCK1 fire posible
obtener una aproximacién de Ia localizacién subcelular de las correspondientes
isoformas CK1 en células cos-7 en cultivo. Dado que el anticuerpo antiCKla reconoce
dos bandas en el ensayo de Western Blot, se debe dar una cautelosa interpretacién a los

resultados de inmunofiorescencia obtenidos con este anticuerpo. Sin embargo, la
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congruencia entre dichos resultados y los observados con las células transfectadas con
CKla etiquetada con el epitopo HA, refierzan su validez.
La principal conclusién de este andlisis es que las isoformas probadas no poseen

una distribuci6én equivalente. CKla se presenta mayormente en el citoplasma, mientras
que CK13 es una enzima principalmente nuclear. CK1y por otro lado, es un enzima
exclusivamente citoplasmética con una localizacién vesicular. Se debe tener presente
que este patrén de localizacién subcelular fue obtenido en células cos-7, una linea
celular transformada. Dada Ia relacién de CK1 con fenémenos de proliferacion celular,
este patron de localizacién puede ser especifico del fenotipo de células transformadas.
Los estudios de expresion in vivo de las isoformas XICKla y CK18 humana,
transfectadas con un epitopo de hemaglutinina (HA) en céulas cos-7, tuvieron como
objetivo el poder relacionar especificamente una determinada isoforma CKI con una
determinada localizacién subcelular. Los experimentos con un anticuerpo fluorescente
que reconoce especificamente el epitopo HA permiteron establecer la distribucién
citopldsmica de CK1lo. con apariencia vesicular. Dado que no existen en la secuencia
primaria de estas proteinas sefiales que indiquen una de posible destinacién a organelos
(péptido sefial, retencién en reticulo endoplasmico y/o aparato de golgi, etc...) es muy
probable que estas proteinas no se encuentren dentro de algin organlo sino mis bien
asociadas a la cara externa de las vesiculas. Esta localizacién mayormente no nuclear

para la isoforma CKla es consistente con los antecedentes reportados en Ia literatura

para la localizacién de esta isoforma en otras células en cultivo (Brockman y col., 1992;
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Zhu y col., 1998). En algunos casos fue posible encontrar CKla en localizaciones
discretas dentro del niicleo.

La disponibilidad del gen para la isoforma CKI13 permitié investigar la
localizacion subcelular de esta isoforma en células cos-7. La localizacion nuclear de esta
isoforma es consistente con una funcién nuclear para esta quinasa. Los estudios de
complementacién de mutantes de S cerevisiage hrr25 con defectos en segregacion
cromosomica, entre otros, indican que CK18 y CKle pero no CKla, son capaces de
complementar estos defectos (Fish y col., 1995).

Tanto CKlo como CK13 poseen una posible secuencia de localizacién nuclear,
K?’KQK para CKla y K*'RQK para CK13, ubicadas en posiciones equivalentes. Si
estas secuencias son las que determinan la localizacién nuclear seria de mucho interés
examinar qué otros factores determinan el destino final de estas proteinas.

Los experimentos de estimulacién con suero fueron realizados para establecer si
existe una relacién entre la localizacién subcelular de isoformas CK1 y el estado
proliferativo celular. Se utilizaron fibroblastos de ratén (cepa Balb-c 3T3) ya que estas
células al no estar transformadas responden a la regulacion por suero, no asf las células
cos-7 transformadas. Las isoformas CK1 transfectadas en fibroblastos muestran una
localizacién similar a lo detectado en células cos-7. CKla presente en citoplasma y
CK18 en citoplasma y micleo. En este caso la localizacién citoplidsmica de la isoforma
CK 18 es mucho mayor que la localizacién nuclear.

En células sometidas a privacién de suero durante 48 horas, la fraccién de la

enzima CK18 presente en el micleo que se observa en células crecidas en 10% suero, es
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excluida de este organelo. Al reestimular la proliferacién celular, creciendo las células
nuevamente en 10% suero, una pequefia fraccion de esta isoforma de CK1 es detectada
nuevamente en nicleo. Esta observacién de una protefria que sale del nicleo como
respuesta a un estimulo es un fenémeno de gran interés que necesita mayor estudio.

En el caso de CKla Ia distribucién no cambia significativamente por los cambios
efectuados en el estado de crecimiento celular, se observa una distribucién mis
vesiculada en células privadas de suero.

En general estos resultados apoyan la idea que la localizacién subcelular es un
importante determinante de la funcién de la familia de proteinaquinasas CK1. La
localizacién nuclear de CK18 permite relacionarla en forma mds directa con fenémenos
de regulacién de la proliferacién celular. Por otro lado, puede existir sobreposicién de
localizaciones entre isoformas CK1 y por consiguiente algunas funciones sobrepuestas
aunque no idénticas. Con la disponibilidad de los genes clonados de las distintas
isoformas CK1 serd posible por medio de estudios de expresién in vivo establecer las

funciones de estas quinasas en el contexto celular y las posibles relaciones entre ellas.
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CONCLUSIONES

El trabajo de esta tesis utiliz6 técnicas de biologia molecular, bioquimica y

biologia celular para profundizar nuestro conocimiento sobre las propiedades de la

isoforma CKla y tratar de diferenciarla de otras isoformas de esta enzima que estin

presentes en eucariontes superiores.

Como conclusiones principales de este trabajo podriamos sefialar;

La definicién de propiedades bioquimicas de la isoforma CKlo recombinante y
su comparacién con las propiedades de la mezcla de isoformas purificadas a
partir de tejidos animales. La capacidad de CKla de fosforilar residuos de
tirosina en péptidos acidicos y de autofosforilarse en tirosina ademds de serina y

treonina.

Una definicién fina de la especificidad de la CKla y de otras isoformas en
cnanto a la secuencia aminoacidica que rodea a las serinas o treoninas que son
blance de fosforilacién de esta enzima. Se pudo aclarar una controversia
existente sobre este punto en la literatura cientifica que surgié debido al uso de

“bibliotecas™ de mezclas de péptidos.

Estudios de inmunocitoquimica y de transfeccion de proteinas etiquetadas con
epitopos, han permitido establecer que las isoformas a, 8 y v estarfan ocupando
diferentes loci en la célula lo que sefialaria una funcién diferencial para dichas

proteinas.

N
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Optimal sequences for non-phosphate directed phoshorylation by protein kinase CK1
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PROYECCIONES DEL TRABAJO REALIZADO EN ESTA TESIS

La familia de las proteinaquinasas CK1 ha resultado ser un tema de creciente
complejidad debido al gran mimero de isoformas que la componen. Es un érea de
estudio que se encuentra en una fase de expansion en la que, una vez caracterizados
varios genes, se aprecia la determinacion de propiedades especificas de algunas
isoformas y su relacién con importantes procesos celulares.

En este trabajo se caracterizb, bajo aspectos bioquimicos y celulares, la

proteinaquinasa CKlo para entender el comportamiento de la familia de las
proteinaquinasas CK1. De los resultados y las conclusiones obtenidas cabe preguntarse;
1. En relacion al analisis de la fosforilaciéon de residuos de tirosina por CK1:
(existen proteinas fosforiladas en tirosina al sobreexpresar alguna de estas quinasas en
células en cultivo?, jcual es el significado fisioldgico de esta modificacion?.
2. En relacién al estudio de la especificidad de el(los) sitio(s) fosforilable(s) del
sustrato peptidico acidico o previamente fosforilado {(en forma quimica o enzimitica)
por CK1 ;cual es la real contribucién de otros residuos de estos sustratos, tanto en las
posiciones n-/ y n-2 como de la regién C-terminal, a la especificidad de fosforilacién
por CK17.

Por otro lado para continuar estos estudios se deja abierto el camino a:

1. /Bl andlisis de secuencias proteicas que posean grupos de aminoAcidos
fosforilables rodeados de residuos 4cidos permitira analizar el posible papel fisiologico

del fenémeno de fosforilacién jerarquica, como una forma de ligar la actividad de estas




quinasas (tradicionalmente reconocidas como no dependientes de segundos mensajeros)
a la de otras quinasas que podrian ser dependientes de estimulos.

2. El analisis de la localizacién subcelular de las isoformas CK1, abre interesantes
interrogantes sobre la funcién de estas quinasas. Dado que la isoforma CKlo parece
estar asociada a una estructura subcelular de tipo vesicular, la colocalizacién con
marcadores de organelos celulares (aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, etc.)
permitiria precisar la ubicacién de esta isoforma en la célula. La aparente relacion
existente entre la localizacion nuclear de la isoforma CK18 y el estado proliferativo
celular es un aspecto que deberia ser analizado en profundidad, dado que ambas
isoformas CK1 estudiadas poseen posibles secuencias de localizacion nuclear similares,
deben existir otros factores que regulan la localizacién diferencial de estas proteinas.

3. En relacién a los estudios bioquimicos (determinacién de actividad enzimética,
etc.) realizados con los extractos celulares que expresan isoformas CK1, es de gran
importancia mejorar la eficiencia de la transfeccion transitoria para obtener una mayor
proporcién de células que sobreexpresen las proteinas y, consecuentemente, un mayor
nivel de actividad quinasa. La generacion de transfectantes estables que sobreexpresen
isoformas CK1 seria de gran utilidad. Entre los aspectos novedosos que pueden ser
enfreni_tados se encuentra la interaccién de diversas isoformas CK1 con otras proteinas,
como una forma de regulacion de la localizacidn y/o la accesibilidad de estas quinasas a
los diversos sustratos intracelulares y el andlisis del efecto que podria- tener la
sobreexpresién de isoformds CK1 sobre paridmetros de proliferacion celular y sobre la

actividad de diversas vias de transduccion de sefiales.
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The ¢DNA coding lor protein kinase CKla has been cloned from a Xenopuy lacvis cDNA library.
The derived amino acid sequence of the protein contains 337 amino acids and has a calculated molecular
mass of 38874 Da. The sequence is identical to that of the human CK e and to the bovine CKla, except
that it is 12 amino acids longer than the latter protein. Southern blotting with a 264-bp probe demonstrates
that four or more fragments arc obtained upon digestion of genomic DNA with LcoR1 and Hind3,
suggesting that X. lacvis possesses a family of related CKI genes. CK 1l was expressed in Lscherichia
coli as a glutathione transferase fusion protein (GT-CKla) and certain ol its characteristics were deler-
mined. The recombinant GT-CK e fusion protein was found (o have apparent K, values for ATP (12 pM),
casein (1.5 mg/mb) and the specilic peplide substrate RREDLUDDEEDEAMSITA (180 pM) which are
similar to those of the rat liver CK1 enzyme. The recombinant CKla activity is weakly inhibited by
heparin, but strongly inhibited by poly(Glu*':Tyr™). This inhibition is compelitive and shows an approxi-
mate K, of 5 pM. CKla can phosphorylate the tyrosine residues of poly(Gla™Tyr™) and the, lyrosine
residuc in the synthelic peptide RRREEEYEEEE. This Kinase preparation also autophosphorylates in

serine, threonine and weakly in tyrosine.

Keywards: cascin kinase 15 tyrosine phosphorylation; poly(glutamic acid, tyrosine).

Protein kinase CK1, also known as cascin kinase 1 (CK1),
is ubiquitous in cukaryotes and is known to be present in the
nucleus, cytoplasm and membrane [ractions of cells (for re-
views, sce Tuazon and Traugh, 1991 Issinger, 1993).

CK1 has been shown to phosphorylate important proteins
such as p53 (Milne ct al., 1992), aminoacyl-tRNA synthetascs
(Traugh and Pendergast, 1986), the large-T antigen of simian
virus 40 (Griisser ¢t al., 1988), the insulin receptor (Rapuano
and Rosen, 1991) and glycogen synthase (De Paoli-Roach et al.,
1981). In some cases, CK1 phosphorylation changes the biologi-
cal prepertics of the protein substrates (Griisser el al.. 19881
Bayacert et al., 1995).

An important contribution to the understanding ol the struc-
turc of CK1 has been attained with the report on the crystal
structure of a truncated form of the fission yeast CKT (Xu et al.,
1995) and of the mammalian enzyme (Longenceker et al., 1990).

CK1 has been gencrally isolated as a monomer, but wide
variations in molecular mass have been reported (26-060 kDay
Tuazon and Traugh, 1991 lssinger, 1993). The rcason for this
variability may be explained by the finding that there are many
isoforms of the CK 1 family coded by dilTerent genes of a related

Correspondence 1o ). 1 Allende, Casilla 70086, Santiago 7. Chile

Fax: +56 2 737 6320.

Abbreviations. PTG, isopropyl-thio-f-b-galactosides CKa, protein
kinase CK1, a isoform; GT-CKlea, lusion protein glutathione-transfer-
ase—protein-kinase-CK 1, a isoform.

Note. Both V. Pulgar and C. Tapia have contributed cqually to this
work.

Note. The novel nucleotide scquence data published here have been
submitted to the EMBL sequence databank and are avalable under acces-
sion number YO8817.

family, and that these isoforms differ in size. A bovine brain
¢DNA library yiclded four CKI isoforms named a, ff, y and 6
(Rowles et al., 1991). The a and ff genes code for 35—37-kDa
proteins, while the 3 and & genes are considerably larger. The
human CK e (Tapia ct al., 1994), CK1d and CK1s (Fish et al.,
1995) have also been cloned, as have the rat y (three different
genes) and d isoforms (Graves et al., 1993; Zhai ct al.. 1995).
In Saccharomyces cerevisiae, and in S, pombe, four dilTerent
genes have been described and studied (Hockstra et al., 1994).

CK1 preparations purificd from animal tissucs, which possi-
bly contain a mixture ol isoforms of the enzyme, have been used
to determine the specificity of CK1 toward proteins and model
peptides. These studies demonstrated that CK1 preferentially
phosphorylates serine or threonine residues that are preceded by
acidic residucs. Of particular importance is the residue three po-
sitions removed towards the amino end rom the target hydroxyl
amino acid (position =3). In some substrate sequences, this
position is preferentially oceupied by phosphoserine or phos-
phothreonine [sequences S(MXX S* where X is any amino acid
and * denotes the amino acid that is phosphorylated by CKI.
In this case, CK1 is involved in a hicrarchical phosphorylation,
in which the action ol the lirst kinase would indirectly determine
the capacity of CK1 to phosphorylate-a second site of the same
substrate (Flotow and Roach, 1991). However, the presence of
a phosphoamino acid is not always required and proteins and
peptides that have aspartic acid or glutamic acid residues in
the =3 position (D/I2 XX S*) can be readily phosphorylated by
CKI1 (Meggio et al., 1991).

Maore recently, a surprising finding has been reported (Hock-
stra et al., 1994), indicating that some, but not all; yeast CKI
isoforms can phosphorylate tyrosine residues in poly (Glu*':
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sional thin-layer ascending chromatography with a solvent mix-
Wre containing absolwte cthanol/25% ammonia in a ratio
3.5: 1.6, us deseribed by Muitoz and Marshall (1990), Standards
were visuatized by ninbydrin staining, and radioactive phos-
phoamino seids were detected by autoradiography.
Southern-blot analysis. 10 jig genomic DNA obtained from
X, laevis liver was digested with the restriction enzymes indi-
cated, using the amount and conditions lor cach enzyme sug-
gested by the manulacturer, Digestions were Tor 5 hours al 37 °C.
Samples were lractionated by electrophoresis in 1% agarose and
the Llots were hybridized with a #*P probe labeled by random
priming. The probe used was the same 264-bp PCR product pre-
pared to screen the ¢eDNA library, This probe is not interrupted
Ly introns in genomic DNA and does not contain restriction sites
for FeoRl, Bamll and Hind!Il

Antibody preparation. A polyclonal antibedy that recog-
nizes CKla was prepared by microinjecting rabbits with the
peptide GRHCNKLFLIDFGLAKKY which corresponds to resi-
dues 147164 of the protein, This peplide was synthesized as
an ‘octopus derivative’ by Dr Sandor Pongor (ICGEB, Trieste,
Haly).

Other methods, Western blots were carried oul using
1:1000 dilution ol the serum in buffers containing 25 mM
Hepes, pH 7.5, 50 mM NaCl and 0.05% Tween 20, The sccond
antibody used was goat anti-rabbit 18G conjugated to peroxidase
and was diluted 1:400 in the same buller. The reaction was
devetoped  with 4-chloro-1-naphthol and hydrogen peroxide.
Standard recombinant DNA methods, bicteriat culture and trins-
formations weee a8 deseribed by Sambrook et al. (1984). Scan-
ning, densitometry was performed with a Logitech Scanman 256
and the program Gel Perleet by Bozzo (Universily of Chile).
Protein determinations were earried ont by the Bradford method
(Bradlord, 1976).

Materials. GSH-agarose, glulathione {(reduced form) dithio-
thcitol, thrombin, phosphorylated amino acids (O-phospho-t-
serine, O-phaspho-L-threonine, O-phospho-pL-tyrosine}, chro-
matographic plates (coated glass, silica gel, (.2-nun layer thick-
ness), and § casein were purchased from Sigma. Also from
Sigma were polypeplides of moleeular-size averages as lollows:
polyglutamic acid, 43 kDa; polyasparlic acid, 42.5 kDa: poly
(Glu™:Phe), 16 kDas puIy(GIu“"h:'['yr’“), 46 kD,

Recombinaal protein Kinase CK2 was prepared as described
(Hinrichs ct al., 1993). The thrombin used was Sigma product
123010, Restriction enzymes were [tom Promega. Stained low-
molecular-mass and middle-molecular-miss standards were sup-
plicd by BioRad. [p-"PJATP (4500 Cifmmol) was purchased
fram ICN. Synthetic peptides and oligonucleotides were synthe-
sized by the Oligopeptide Core Facility of the University of
Chile using an Applicd Biosysiems automatic  synthesizer,
Nitrocellulose filters were [rom Amersham, Autoradiography
was performed vsing Kodak X-Omat [ilm, All other chemicals
were from Merck.

RESULTS

The PCR amplilication ol a Agt10 eDNA library of X. laevis
oocyles using primers derived [rom a conserved region of bo-
vine CK1 yielded a fragment ol 264 bp. Sequence analysis of
the PCR product conlirmed that it corresponded to a cDNA cod-
ing for X. laevis CKI.

The PCR product was radiolabeled by random priming and
used a8 a probe (o screen the same ¢DNA library. Onc of the
positive clones isolated and purified was analyzed and Tound o
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contain an insert of 1400 bp that included the whele coding se-
quence of an a isoform of X. laevis CK1 (Fig. 1 A). The se-
quence of CKla of X. faevis was compared with the correcled
human CK fa sequence (EMBL Data Library Accession number
X$0693 HSCKIMR) and other reported CKIE o isolorms
(Fig. 1B). The a subunits o human, X, faevis and bovine CKlu
are idemtical in their amino acid sequence, excepl that the bovine
enzyme is 12 amino acids shorter than the others. The protein
coded by the X. Jaevis CK fa isoform has a caleulated moleeular

mass ol 38874 Da. The newly isolated enzyme contains most of

the 12 conserved regions present in other protein kinases (Hanks
and Quing, 1991) and all of the sequences that are characleristic
of the CK? family (Graves ct ol,, 1993) (Fip. 1B).

The presence of refated genes in the X, laevis genomic DNA
was studied through Southern-blot analysis. The 264-bp PCR
amplification product obtained initially to sereen the ¢cDNA li-
brary was used as a probe since amplilication of genomic DNA
with the same primers yielded a product of the smue size, indi-
cating that it did not contain introns. X. laevis liver genomic
DNA was digested by Hindl11, Bamtl and EeoRI (Fig. 2): these
enzymes have no cutting sites in the probe. L is cvident that
both Hindlll and EcoRI yicld four or five dillerent-size Irap-
ments that hybridize with the probe, BemH1 yiclds only one
deteetable Jarpe Trapment. The use of other fonger probes, which
probably contain intron sequences with sites for these enzymes,
resuls in swch more complex patterns (not shown).

The cloned CKia was expressed by introducing the whole
coding sequence, amplilied by PCR, as described in Materials
and Methods, into the BamTH and EeoRE sites ol the pGEX-2T
vector. ‘The nucleotide sequence of the insertion scgment was
determined. £ eoli (DHS5a) was trunsformed with the recombi-
nant vector and the expression of the GT-CKla fusion prolein
was induced by IPTG.

The bulk of the lusion protein sediments with the insoluble
Iraction of the extracts (Fig, 3), probably ferming inclusion bod-
jes, as occurs with many other recombinant proteins, However,
sufficient protein is present in the soluble fraction Lo allow puri-
fication through the affinity column ol glutathione-Sepharose.

A Western blot ol the preparation ol an SDS/PAGE of re-
combinant GT-CKlu fusion prolein developed with a rabbit
polyclonal amihody raised against synthetic peptide GRHCNK-
LELIDFGLAKKY was cirricd oul (Fig. 4 A)y the antibody rec-
opnizes a single prolein band with the expected mobility ol the
GT-CK1a [usion protein. The autophosphorylation conditions
cause a slight delay in the mobility of the protein, The GT-CKla
fusion protein that was incubated with [p-“PJATP (Fig, 4B, lane
23 is strongly awtophosphorylated, Some faster moving peplides
are radiolabelled bul with less intensity, Native CKI has slso
been shown to autophosphorylate (Dahmus, 1981).

Incubation with thrombin lor dillerent times (Fig. 4C)
causes, as expected, a gradual disappearance ol the positive
Western band at 62 kDa, and the appearance ol a new signal wt
approximately 39 kDa, the estimated size of the [ree recombi-
nant CK e, By 30-min incubation, nearly {ofal loss ol the lusion
protein is scen, Thrombin digestion ol the fusion prolein is ac-
companicd by rapid and complete loss of the CK1 phosphorylat-
ing activity (Fig. 4D). For this reason, the characterization off
the enzymic activity described below was carried ounl with the
preparation cluted from the alfinity column without thrombin
treatment.

The purificd recombinant [usion prolein was active in phos-
phorylating easein and a CK-specilic synthetic peptide sub-
strate which was designed Irom (he phosphorylaled sequence of
inhibitor 2 of protein phosphatase-{ that was described by Pin-
na’s laboratory (Marin et al., 1994). The apparent K,, values
calculated lor thiee substrates (Table 1) are very similar to those
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x1Xla HASSSGSKAEFIVGGKYKLVRKIGSGS-FGDIYLATNITHG 0
hcKla MASSSGSKAEFIVGGKYKLVRKIGSGS-FGDIYLAINITHG 40
bcKia MASSSGSKAEF IVGGLYXLVRKIGSGS-FGDIYLAINITHG 40
bor1f MASSSRPKTOVLVGGAYKLVREIGEGS-FGHVYLAIDLTHI - 40
anCKLla MRILKESRPEIIVGGKYRVIRKIGSGS-FGDIYLGHSIQSG 40
CK1s HELRVGHRYRLGRK1GSGS-FGDIYLGTDIAAG 32
hexle MELAVGNKYRLGRKIGSGS~FGDIYLGANIASG 32
hipl MALDLRIGNKYRIGRKIGSGSSFGDIYLGTHVVSG 3%
hex2s MPLRVGREERIGRXIGSGS-FGDIYHGTNLISG 32
hhp2 MTVDIEIGNEYRTGRY IGSGS-FGQIYLGLRTYNG 4
rexiyl Muusnnsxnnnonﬁmw\oamucsnpsars-rsssvuwspumvuxurcccu—rc;r:n.nmmmm 67
Yext :-:supms'r-rmwm.-m:Ncummvommmmwosmnssmm-rmnsNsussnm:nsrwcr.rm:mr.mcacs-rcv:.rssﬂmxuc a2
Yoz quvqsm.-m-msc;uwuuumxsenrnnsnvanwmwpsmwssumersussnsvscsosnnnsnvcuwmcxx:czss-rcvz.rsc;rmmc 1]
II III v v Via VvIib
x1CKla r.swwmsqmnnpqwtzsxnmLocav-cxpu:nmosxnmkumammrcsnnmmvmmmzsnmwnrxurmnomp 139
hexla zi:vavm.asoxmnponwssxumLoccv-cznuRwrcoaxnvmwumrmmchnnmx-rvmmoomsnmwurxurmanmp 139
bCX1a EEVAVKLESQRMRIPQLLYESKLYKILQGGY-GIPRI RHYGOEKDYNVLVMDLLGYSLEDLPHFCSRRFTHKTVLMLADOHISRI EYVHTKNFINRDIKP 139
bexif EQVAVKLESENTRQPRLLHEKELYNFLQGGY-GIPQI nm'Gon'rnwvx.mmmmrcsmrsmmmmmmsnxzmusmunnnmp 139
de Kl sr.vaxmzsmmmmonmsaxnym_bssw-srrn:auucxsxnmnvumrmmrcrmmi:f.wm:.vmumnmnm,xcnumnxp 139
rCR1S asvux:.Ecvx-mmoL_umsxnmocsv-sxnmwcsassnm\rmmmmrcsnxrs:.um:.moomsnxmusxurnmmmp 131
hCxic aevmm.zcvx-mnmx.iuBsxrmmoc-;cv-c:psxmccnsanmvmmsmmrcsaerLmLLmoomsaxsmtsmmmnvxp 811
hhpl EE‘.UhIKLESTm\KHPOLEi'E'KRVYRILSGGU-GIPWRWFGVECDYHWHMMMFCHMFSLKTVLLLADQLISMEE‘IIISKSFMIRDIKP 1
hre2s zsvmm.zs1nsmwomzswmnsccv-mprmwmasc:zmmv:mmmrc:mssrxﬂmm‘..c-urcnmm;cnsrmnnmp 1
hhp2 zqvnvmpummmonmrwmn.xcux-GIp-rxRwrmnsmmvnm.crmmvccnxrrwwnnmmusnxswusxsmuuur.p 133
KRyl r.rvmm.apmsmpqmu.s!nrvmu;sncsm.pomrcpccxmmvnmsmmmnmm.xwmmxox.t.snnzwusxm.uanvxp 167
YONI VPVAI!{E‘BPRKTE:APQLRDEYKT\'KILNGTP-HIPYAYYFGQEGLI!HILVIDMMWCGRKFSVKTWQVAVQMITLIBDLID\HDLIYRDIKP 191
K2 x.wmxrzpnmznpo:,xnzmﬂxxmc;rr-—sxpoawmoscmm:wrnmsmmwccnnrsvxrwovnvoumxr.num;mmnnmp 198
Vil VIII Ix X
x1CKix DNE‘LMGI——GRIICHKLFLIDE‘GLJ\KKYEDHRTRQIIIP‘IREDKNLTGTARYASIHNILGIKQMHESLGWIHYFNRTSLWTKKQK’(EKIS 237
X1 DHFLHGI--GmlCNKLFLIDFGLM{KYRDHRTRQn:PmEDKHL‘rGTARYASINMlLGl:QmumnMES[&WLHYmRTSLmATKKQKYEKIs 237
biXla nnrmsx-—GmxcumuDrsmxmnnummuzmnm;rcmnmsm:u:w:mmnnssmwmrmmsmnmxsomams 237
bexig DNFI.MG‘I‘—-GPQWI{KLE‘LVDFGLAKK\'RDNR’I‘GOHIPIIFSGKSFIGTPFCASISMILGIIQSRRDDHESIGWLH‘[FHRGSLMGLKRATLKQKCEKIS 237
e ] Durmc1—-Gm:cum.n.xnchxxmnmnmlu:mznxumcmnmmnmsmxmmmm:smmmmmvwmmmxoomms 237
roHLE nurmc:.——cxxcmw:1nmmxmrnonnmoa:mmu:rsmnmsxnr:lnclmmnsswwmrmwsmmmmnomzms 229
hCKis vurmc:.—-cxucuwuxnrcmxmnmmmanImuxm.'rcmnms1nm:u::nqmmx.sswmmmmsmmmmnomms 229
hhpl DHFLMGI--GKRGHQVNI mrcmxxmnumm.uxvmmmm'cmams1u-ruu;:mmnnzsmmwrcncsmﬂxmmmu 232
hrz2s nurmsv--cm;swmunrc:.sxxmnmmnaxmmxs:.'rc-mnmsvmlx.cxmsmmn:.ssmmurcxcsmmnnxxoxvnnm 223
hhp2 nurm-———m:snwmznmmxxmnrmwu:mummcrmvasxmumxmmnm.esmmufcat;smm'rm:oqumn 229
bCEIF1 sun.mnocnxmwmxmrcmxr.unps-rxxnzrmzuxsummums1N'rnmmmx.mmlmmancsmm'ermmxm 267
yen unrucnpcqvmnumunmmxomnrmxou:pmzxxs:.scmnms1rmtmmmmmmxwrnrmcmmmuummsmc 291
YCR2 DNE‘LIGRPGQPDAHKVHLIDFGMI\KQYRDPKTKQHIPYREKKSLSGTARTHSIll'l'llLGRIQB‘RBDDHE&HG]WFFYFLRWHNKQKYEKIG 298
XI

x1CKla BKKMSTE'VEVLCI{GFI'AEFAH\'LNYCRGLRFEEI\PD'{HYLRQLFRILFRTLHIIQYDYTFDHTHLKQKN\QDMSSSGQGOQF\QTHGKQTDKSKSNHKGE‘ 331
nCKla smcus'rwnvm:xsrmrmvmcasmrannpnmnmurnzer-muqvnnrnmt.mmoomssssoammrwsxo-mxsxsmcr KRY
bCKLa EKKMSTPVEVLCKGEPAEEAMYLHYCRGLAFEENPDYMY LRQLFRLLERTLNQYDY TEDHTHLKOKARQOARSSSGOGQORQTETGY 225
beXIf EHKRHTPVDVLCKGFPIEFAMYLKYCLRLSFEE‘.APDYRYLRQLFRLLE‘RKLSYQIlDYAPDRIVLKQKAEQQASSSSGEGQQAQTPTGKSDM’KSEHKIIS 336
dnCKla EKKMSTPIEVLCKGSPAEFSHY LHYCRSLRFEEQPDYMYLAQLFRILERTLNHQYDY I YDHTMLEOKTIOGQPNPAT LLEQLDKDKEKQRASE 330
rCX1S EHKMSTPIEVLCKGYPSEFATYLNFCASLREDDKPDYSYLROLFRNLEIRCGFSYDYVFDNIMLKFGASRARDDAERERRDREERLRIISRPATRGLEST 229
heKlE EKKMSTPIEVLCKGYPSEFSTYLNFCRSLRFDDKPDYSYLROLFRHLEHRQGFSYDYVEDNNNLEFGAARNPEDVORERREHEREERMGQRTQODQOIOQ 329
nipl EKKISTPTEVLCRGEPQEEFS I YLHYTRSLRFDDKPDYAYLRKLFROLFCROSYEFDYHEDNTLKRQLQQQLSATPOAINPPRERSSFRNYQKONFDEKGG 322
hrr25 EKKLNVSVETLCSGLPLEFQEYHAYCKNLKFDEKPDYLFLARLFKDLS IKLE YHRDHLEDNTHLRY TRAMVEKQRDLLI EKGDLUANSHAASASNSTONK 327
hhp2 PTKIGTPLEVLCKGLPEEFITYNCYTROLSETEXPNYACLRKLERDLLIRKGYQYDYVEDHMILKYOKPARAARRASATRPPQVTSPHVSQTQPVNRITE 279
TCKIPL DTXRSTPIEALCENFPEEMMTYLRYVRALDFFEKPDYEY LRNLETDLFERKGYTFDYAYDNVGRPTRTPVGSVHVDSGASA ITRESHTHRDORPSCOQPLR 317
yox1 EKKRSTNVYDLAQGLPVOFGRYLEIVRSLSFEECPDYEGYRXLLLSVLDDLGETADGQY DNMXLHDGRGNDLH INKKPHLIGYGUPNPPNEKSRKHONKQ 341
yoK2 EXKRLTNVYDLAQGLPIQFGRYLEIVRNLSFEETPDYEGYRMLLLSVLDDLGETADGQY DWMKLNGGRGHDLS INKKPHLUGYGHRNEPREKSKRIRSKN 358
roxtd 5GRLRGTQEVAPPTPLTPTSHTANTS PREVSGHERERKVSHRLHRGAPVHVSSSDLTGRY-DTSRMSTSORSROMASLRLEARRQGARCREQRERRTTY 428
heK1e LRGSATRALPPGEPTGATANRLRSAREPVAST PASRIQPAGHTS PRATSAVDRERKVSHRLERGAPARVSSSDLTGRO-EVSRIPASQTSVEFDULGK €16
hlipd DINTTVPVINDPSATGAQYINRPH 166
hrr25 SETFNKIKLLAMKKFPTHEHYYKNEDKHNPSPERIKQQTI LNNNARSSLPEELLHALDKGHMERLROOQPOOQVOSSQPQPOPCOLOQUPNGORPRYYPER 429
bhp2 NYSSIPLPAERNPKTPQSFSTHIVOCASPSPLPPLSFRSPVPHXDYEYER 179
eyl HNOPRSLTAEWFVLAPLSHPPAPT 190
&x ﬁgn;ggmﬁgmmmrigﬁgigggg:%mzwswmmuo’rmmLur:mxnmmxmzmnoaoqumoqqoqnmmoppsopqncn- 'R

QQ0a000 QOACACQOANRYOLQPDDSHYDEEREASKLUSTSY EAYQQOTOQKYAQQQOKQHMOUKSKQFR 154
hrz23 LLOQUORDSOEQQQAVENATTRATOY PPOTHSHNFNTHOASYPRQKRSHPQUPPQDREAGAS INL 198
Bhp2 SSLOPYSAQLRRVLDEEPAP 15
yexi1 QSOQEGARYQPOOQPSARLRT PEQUPNDDRSSLAASHKGEFQKLGCC 518
Yer? NTGANGOTNKY PYHAQPTANDEQHAKHARQDANSHKS SKGFFSKLGCC o6

Fig. 1, Continued

that CK 1e is very slightly inhibited (approximately 10%) even
at the highest concentration of heparin used, while CK2 has the
expected high sensitivity towards this inhibitor.

1t has been reported (Hoekstea el al,, 1994) that several iso-
Torms of yeast CKI have tyrosine kinase activities, as demon-
strated by the fuct that they can phosphorylate the random
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Fig. 5. The effect of heparin on CIKLie and on CK2, The kinase activi-
ties of the fusion protein GT-CK1u and of recombinant protein kinase
CK?2 were assayed using cascin as a substrate as detailed in Malerials
and Methods except that the indicated amounts of heparin were added.
In the case of CK2 (O), 1.2 pmol recombinant « subunil and 2 pmol ff
subunit were used; the 100% control activity was 38 pmo! 2P incorpo-
ratedmin. I the ease of GT-CK1 (M), 4 unils CK la were added Lo give
4 mot P incorporated/min as the 100% control activity in (he absence
ol hepirin,
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Fig. 6. LfTect of acidic polypeptides on the aclivity of GT-CKla. (A)
The activily of recombinant [usien proein GT-CKia (2 unils) was mea-
sured using ff casein as substrate as deseribed in Materials and Methods
in the presence of dilferent concentrations of the acidic polypeplides
polyglutamate (@), poly(aspartate) (O), poly(Glu™:Phe’ (M), and po-
Iy (Gl Tyr™) (A). (BY GT-CKla activity was measured as deseribed
in (A) with JI cuscin substrale (0.5—2.0 mg/mb) in the presence of po-
Iy(Glu™Tyr™ at concentrations of 2 (M), 5 (@) and 7.5 (A pM or with
no inhibitor ().

pearance of a wide polydisperse region in the autoradiograph of
a polyacrylamide gel of the products, first appearing at 10—
20 min incubation time (Fig. 7, lancs 4 and 5); the time-depen-
dent appearance of dilfuse radicactivily covers the whole ringe
of sizes in the gel. Very similar palterns are obtined when the
phosphorylation of poly(Glu*™:Tyr™) is assayed with tyrosine
kinascs (Braun ct al,, [984; Schicven et al,, 1986). When the
polypeplide substrate was omitied (Fig. 7, lane 8), the autophos-
phorylation of the fusion protein dnd the previously deseribed
protealytic product awe observed.

The phosphorylation of tyrosine residues was also lested
using two shorl synthetic polypeptides thal contain an acidic
cluster at the amino end of the tyrosine residue but that differ
otherwise. Their phosphorylation is detected by autoradiography
ol high-resolution SDS/16.5% polyacrylamide gels and is com-
parcd to the serine phosphoryiation of a known peptide substrate
derived [rom protein phosphatase inhibitor-2 (Marin et al., 19943
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Fip. 7. Phosphorylation of poly(Glu®2Tyr™) by GT-xICKla. The ran-
dom polypeptide poly(Glu™':Tyr™™) (4:1) was incubated at dillerent tines
with 20 units GT-xICK lu ax deseribed in Materials and Methods, Phos-
pharylation of paly(Glu*:Tyr*) was detected by SDS/PAGE and aulo-
radtography. Lane 1, 0 min incubation; lane 2, T min incubation; lane 3,
5 min incebations tane 4, 10 min incubation; lane 5, 20 min incubation;
lane 6, 30 min incubation; lne 7, 60 min incubation: Tane 8, 60 min
incubation of cazyme without poly(GlusTyr). Number af sight indicate
molecular-mass standards,
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Fig. 8, Phosphorylation of synthefic peptides by CICle. Phosphoryls-
tion assays were ciprried out as given in Materals and Methods using 2
units CKla, 1 mM peptide as substrate and 3¢ min incubation. Products
were analyzed on 16.5% SDS/polyacrylamide gels. (A) Autoradiograph
of gel. Lane 1, peptide RRKDLHDDEEDEAMSIAA, 2101 Da; lanc 2,
peplide EEEEYFVEGRRK, $589 Da; fane 3, peptide RRRECEY EEEE,
1554 D (each indicated by the single-letter code). Scanning analysis of
autormdiographic images was used for relative quantification of spols.
(13) Coomassic-biue detection ol peptide bands ol the same gel used for
auloradiopgraph shown above, Lane M indicites migration of polypeplide
markers and mnnbers to the feft indicate the molecular size in kDa

Fig. 8A), The results obtained demonstrate that the recombinant
CK1 can phosphorylate RRREEEYEEEE (Fig. 8A, lane 3) at
about 5% of the level achicved with the known serine subslrate
RRKDLHDDEEDEAMSIAA (densitometric comparison). 1t is
interesting that the other tyrosinc-containing peptide, EEEEY]-
VFGRRK (Fig, 8A, lanc 2} is not significantly phosphorylated
by CK1, indicating that the presence of the acidic residues on
the carboxyl side ol the tyrosine residue are positive determi-
pants lor its phosphorylation.
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SPIATP is livelold higher than in the standard assay. With syn-
thetic peptides, it has been possible to make an approxinte
comparison of the relative clficiency of 2 known serine substrate
(RRKDLI—IDDEEDEAMS*MA) and a peptide that containg &
tyrosine residue surrounded by plutamic acid residues (RRRE-
EEY*EEEE). The densitrometic comparison ol the autoradiog-
raphy spols indicates that the tyrosine peptide is phosphorylated
about 5% that of the serine peptide. 1 the same experiment, it
is shown thal the peptide EEEEYFVEGRRK is not appreciably
phosphorylated by CK1. This abservation is inleresting since il
indicates that replacement of acidic groups on the carboxyl side
of the tyrosinc residue can have a drastic effect on the clficiency
ol peplide substrates. Studies on the specilicity determinants ol
CK ! using serine peplides (Flolow and Roach, 1991; Meggio et
al., 1991) have not detected positive or negative effects ol amino
acid residues on the carboxyl side of the phosphorylated residue.
However, a much more detailed study would be required to ar-
rive at the conclusion that serinefthreonine and tyrosine phos-
phorylation by CK1 have dilferent specificity requirements.
Songyang and collaborators (Songyang ¢t al., 1995) have used
a peptide library 1o test the specificily of several tyrosine kinases
and have demonstrated thal, in some instances, the amino acids
downstream ol the lyrosine residuce are important specificity de-
terminanls.

The recognition of tyrosine residues in an acidic enviran-
ment by CK1 is also demonstrated by the strong inhibition of
casein phosphorylation caused by poly(Glu™Tyr™). The speci-
ficity of this interaction is observed by the [act that polymers of
simifar charge, poly(Glu*:Phe™) and poly(glutamic acid), yicld
mueh lower inhibilions. In accordance with i1s capacity to act as
a substrate, poly(Glu®:Tyr) behaves as a competitive inhibitor
of casein phosphorylation, with an approximate K5 ol 5 pM.

CK?2 has aiso been shown to be strongly and specilically
inhibited by tyrosine-containing acidic polypeplides (Mcggio
and Pinna, 19893 Téllez el al., 1990). 1t scems possible, there-
fore, thal, as CK1, CK2 may also be capable of phosphorylating
tyrosine residues under similar conditions.

Phosphoamino acid analysis demonstrated that the CKle
preparation incubated with [p-2PIATE yiclds some phosphotyro-
sine. This results supgests that X. Jaevis CKla, as the yeast iso-
forms, autophosphorylates tyrosine residues, Since autophospho-
rylation of the purificd enzyme yiclds some smaller size radio-
active bands, the phosphotyrosine detected might be present in
these contaminnting produdts. However, the possibility that auto-
phosphorylation does indeed oceur is supported by the Tact that,
in addition 1o all the yeast CK1 isoforms that antophosphorylate
on tyrosine, the CK1-4 isolorm [rom A. thaliona was isolated
from an expression library that was screened with anti-phospho-
tyrosine serum. This enzyme also autophosphorylates tyrosine
residues (Ali et al., 1994; Klimezak ct al., 1995},

‘The possession of phosphotyrosine makes proteins acquire
affinity for other proteins containing SH2 domains (Pawson and
Schlessinger, 1995) and may, therefore, signal interactions that
may be relevant in the targetting of CK! to special cellular foei.
In yeast, there has been some evidenee presented that indicates
that CKI tyrosine phosphorylation might inerease the enzyme
activily since treatment with tyrosine phosphatases inhibit the
enzyme while serine/threonine phosphatases have no - cffect
(Hoekstra et al,, 1994, In this sume publication, it is suggested
that awtophosphorylation of tyrosine might play « role in the
subeellular distribution of the Hhpl isolorm ol CKI1L
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Optimal sequences for non-phosphate-directed phoshorylation by protein
kinase CK1 (casein kinase-1) — a re-evaluation

Victor Pulgar’, Oriano Marin®, Fiavio Meggio®, Catherine C. Allende', Jorge E. Allende’ and Lorenzo A. Pinna®
Vinstituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicine, Universidod de Chile, Chile; *Dipartimento di Chimica Biologica and CNR,

Centro di Studio delle Biomembrane, Universita di Padova, Taly

A variety of synthetic peptides derived from either the inhibitor-2 (I-2) phosphoacceptor sites or the optimal
sequences selected in an orented peptide library have been compared for their susceptibility to phosphorylation by
protein kinase CK! (also termed casein kinase-1). The I-2-derived peptides are by far prefetred over the library
pepiides by both rat liver CK1 (and by the /B, v and 8/e isoforms immunoprecipitated from it) and recombinant
Xenopus laevis CKla, The superiority of the I-2-derived peptides over the library ones is reflected by Viux values
one to two orders of magnitude higher while the Ky, values are comparable. Individual substitutions of any of the
aspartic acids with alanine in the I-2-derived peptide RRKHAAIGDDDDAYSITA is detrimental, producing both a
fall in Viax and an increase in Ky, which are more pronounced at position n —3, but also quite significant at positions
n —4, n =5 and, to a lesser extent, » --6. The unfavourable effect of these substitutions is more evident with rat liver
CK1 than with recombinant Xenopus laevis CKle. The chimeric peptide IGDDDDAY-S-HIFFA, resulting from the
combination of the N-terminal acidic sequence of the [-2 (Ser86) site and the C-terminal hydrophobic cluster
selected in the library peptides (MAEFDTG-S-HIFFAKKK and MAY YDAA-S-IIIFFAKKK) is phosphorylated as
efficiently as the I-2-derived peptide in terms of both K and Vi, These combined data strongly support the

conclusion that, at variance with the optimal sequences selected in the library, optimal non-phosphate-directed
phosphorylation of peptide substrates by CKI1 critically relies on the presence of a cluster of acidic residues
(preferably aspartic acid) upstream from position n -2, while the highly hydrophobic region downstream from
serine selected in the library appears to be dispensable. The reason for these discrepancies remains unclear, The

possibility that the library data are biased by the invariant el
AKKK) would be consistent with the observation that the lib

ements forming its scaffold (MA-x-X-x-X-x-SFx-X-X-X-
rary-selected peptides, despite their low Ky, values, fail

to compete against the phosphorylation of protein and peptide substrates by CKI, suggesting that they bind to
elements partially distinct from those responsible for substrate recognition.

Keywords: casein kinase; protein kinase CK1I; site specificity CKL

i
Protein kinases CK! (aiso known as casein kinase-1) are a
family of monomeric enzymes ranging in size from 35w
55 kDa [1]. These enzymes have been found in all eukaryotes,
from yeast to man, and are known to be present in the nucleus,
cytoplasm and membrane fractions of cells. Although CK1 is
known as a Ser/Thr protein kinase, some species of yeast [2] and
Xenopus laevis [3] have been shown to phosphorylate Tyr
residues in synthetic peptides albeit with lower efficiency. A
number of proteins have been reported to be phosphorylated by
CK! ineluding: simian virus 40 large T antigen [4,5], the insulin
receptor [6], a tumour necrosis factor receptor [7], the m-3
muscarinic acid receptor [8], inhibitor-2 of protein phosphatase-1
(I-2) [9], glycogen synthase [10], p53 111] and DARPP-32 [12].

Truncated forms of CK1 of yeast [13] and mammals [14] have
been erystallized and their three-dimensional structures deter-
mined by X-ray diffraction yielding valuable information on
the basic folding of its catalytic domain, which conforms to the
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bi-lobal overall architecture found in protein kinase A and in all
the catalytic domains of protein kinases solved to date [15].
According to the structure of sites affected in casein fractions
(16,17] and consistent with subsequent studies with peptide
substrates [18—20], CK1 was first classsified as a phosphate-
directed protein kinase, the consensus sequence of which is
specified by a phosphorylated Ser or Thr residue at position
n - 3 upstream from the target amino acid (Sp/T p-X-X-8). An
individual Asp or Glu definitely proved unable to effectively
replace the crucial phosphoserine acting as specificity determi-
nant [20]. Such a stringent requirement for a phosphorylated
residue, however, was hardly consistent with a number of
phosphoacceptor sites lacking this feature and nevertheless
affected by CK1. Additional studies revealed that high
phosphorylation efficiencies by CK1, comparable in terms of
both Vi and Ky, with those of phosphopeptides with SerP at
n =3, can be achieved with peptide substrates, mostly derived
from 1-2 in which many acidic residues are located on the
N-terminal side of Ser at position n -3 and further upstream
[21]. Hence it was generally held that multiple N-terminal
carboxylic (especially aspartyl) side chains can in some way
substitute for a single phesphoserine (or phosphthrecnine) at
position n -3, Later, a novel approach to the definition of the
optimal sequences phosphorylated by protein kinases, based on
the use of peptide libraries, was set up and developed {22]. The
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most widely applied and successful of these methods provides
the sequence of a virtpal peptide representing the optimal
substrate of a kinase having at each position on the two sides of
Ser (or Tyr), generally between 2 -4 and n +4, those residues
that are most frequently found by sequencing a mixture of
peptides phosphorylated by that kinase within the library [23].

Despite the caveat that this method does not provide the
sequence of a real peptide preferred over all other possibilities
but rather the virtual sequence of a theoretically optimal peptide
constructed from a mosaic of different ones, the reliabtlity of
this straightforward procedure was corroborated by generally
good correlation between the sequences retrieved from the
library and those provided by traditional methods, It came as
surprise therefore that the optimal sequences selected by two
isoforms of €K1, 5 and +, in a peptide library, displayed an
individual acidic residue at # -3 (in accordance with previous
knowledge) not flanked, however, by an additional Asp or Giu
residue, which were conversely expected to be strongly selected
based on previous studies [24]. The very hydrophobic down-
stream sequence that was strongly selected (IIIFF), moreover, is
not generally found in CK1 substrates, with the exception of the
hydrophobic residue at n +1.

Tt should be mentioned that most studies on CK1 specificity
were performed using native preparations presumably composed
of different isoforms, whereas {wo well-defined recombinant
isoforms were analysed with the peptide library. This prompted
us to synthesize the two peptides corresponding to the optimal
sequence selected in the library by CK.1 8 and v and to compare
their phosphorylation efficiencies with those of previously
developed peptide substrates including clusters of acidic
residues upstream, using as phosphorylating agents either rat
liver CK1 (RLCK1), and the different isoforms (o/B, /e and )
immunoprecipitated from the preparation, or recombinant
Xenopus lacvis CKlo (rXICK1ex).

The data presented here support the view that, although CK1
isolorms display significantly different peptide substrate speci-
ficity, all of them phosphorylate much more readily peptides
with Jarge acidic clusters on their N-terminal motety than those
conforming to the optimal sequences provided by the peptide
library analysis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials

RLCK] was purified as previously described [25]. rXICKlw,
initially cloned in pGEX-2T vector [3], was excised and cloned
in a pT7-7 vector derivative. The enzyme was produced as a His-
tagged protein and purified using a nickel/agarose columa as
recommended by the manufacturer (Invitrogen).

Synthesis of peptides

The [-2-derived peptides, RRKHAAIGDDDDAYSITA, RRKH-
AAIGDDDAAYSITA, RRKHAAIGDDADAYSITA, RRKHAA-
IGDADDAYSITA, RRKHAAIGADDDAYSITA, IGDDDDAY-
SITA, IGDDADAYSITA, RRKDLHDDEEDEAMSITA and
IGDDDDAYSDTETTEA, were synthesized as previously des-
cribed [21]. The library-derived peptides, MAEFDTGSIIFFA-
KKK, MAYYDAASINFFAKKK, RRKHAAIGAEFDTGSIIFFA
RRKHAAIGAYYDAASIIFFA and IGDDDDAYSIIFFA, were
obtained by the solid-phase method/Fmoc strategy [26] on
4—hydroxymethy]phenoxymethyllcopolyslyrenel 1% divinylben-
zene resin (0.96 mmol-g™") using an automated peptide syn-
thesizer (Applied Biosystems, model 431A). Synthesis was
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performed on a 0.05-mmol scale by adapting the manufacturer’s
pratocol. The chain elongation was performed using a 10-fold
excess (0.5 mmol) of each Fmoc-amino acid, 2-(1H-benzotri-
azol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexatluorophosphate and
1-hydroxybenzotriazole (1 : 1: 1) in the presence of & 20-fold
excess of di-isopropylethylamine. Capping with acetic anhy-
dride was carried out during synthesis of hydrophobic clusters.

The crude peptides were purified by either ion-exchange
chromatography on CM TFast Flow resin (Pharmacia) or
preparative reverse-phase HPLC on a Cyz column {Nova-Pak
Cartridge, 25 X 100 mm; Waters). Non-specific interactions
during purification, due to the hydrophobicity of the peptides,
were responsible in some cases for very low yields.

The correct sequence of peptides was checked by mass
analysis on a matrix-assisted laser-desorption ionization time-
of-flight spectrometer {Maldi 1; Kratos-Shimadzu, Manchester,
UK) and the purity was = 95% by analytical HPLC.

Kinase assays

Enzymatic reactions were performed at 30 °C in kinase buffer
containing 50 mM Hepes or Tris/HCI, pH 7.4, 150 mm NaCl,
10 mM MgCl,, 0.5 mu dithiothreitol, [y-""PJATP (50 pm,
specific activity 500~1500 c.p.m.»pmol"'). The substrate
peptides were used in a variable concentration from 0.02 to
1 mm. To determine the P incorporated the phosphocellulose
paper assay was used for peptides containing basic residues [27].
In the case of other acidic peptides devoid of basic residues the
radioactivity incorporated was determined by partial acid
hydrolysis (6 M HCl, 4 h at 110 °C) followed by high-voltage
paper electrophoresis at pH 1.9 (3000 V, 50 mA for 2 h) [28]
and quantification of P-Ser in an Instant Imager apparatus,
Alternatively phosphorylation of these latter peptides was
assayed by converting [v->*PJATP into 3p, after boiling the
samples for 10 min at 100 °C in the presence of 1 M HCl and by
removal of free inorganic phosphate as a phosphomolybdic
complex with isobutanolftoluene extraction as previously
described [29]. The phosphorylation of protein substrates was
determined by subjecting samples to SDS/PAGE followed by
autoradiography or directly scanned on an Instant Imager
apparatus.

Kinetic constants were determined by regression analysis of
double-reciprocal plots constructed from initial-rate measure-
ments.

Western-blot and immunoprecipitation analysis

Peptide sequences specific for the isoforms CK18/z and CKlvy; 3
were selected and the corresponding peptides synthesized as
octopus derivatives in the Oligopeptido Facility, Universidad de
Chile. Sequences selected were: TF{305)RERRDREER(314) for
CK18/¢ [30,31] and Q(103)VYYFGPCGKY(112) for CKlvi3
{32]. The octopus derivatives were used to raise polyclonal
antibodies in rabbits by Inmunovet, Universidad de Chile. For
CKla, a previously described antibody was used [3]. RLCK! or
rXICK 1o was subjected to SDS/PAGE (10% gel) and transferred
to nitrocellnlose at 350 mA for 90 min in 20 mm. Tris/190 mm
glycine/20% methanol. The nitrocellulose filter was blocked
with 3% BSA in Tris-buffered saline for 45 min, and then
incubated overnight with the corresponding antisera, diluted
1 : 750 in Tris-buffered saline containing 1% BSA and 0.02%
NaN,;. Bound antibody was detected using an alkaline
phosphatase-conjugated goat anti-(rabbit IgG} serum (Pharma-
cia) followed by incubation with bromochioroindolyl phosphate
and Nitro Blue tetrazolium [33].
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Fip. 2. Detection of CK1 isoforms in RLCK1 preparation, A Western-
blot analysis was performed using 100 pg of total protein from RLCKI
preparation per Jane. Alter transfer to the nitrocelldlose membrane the
proteins were incubated with the isoform-specific antibodies as described in
Experimental procedures. o, anti-CKle; 8, anti-CK18: v, anti-CK1y.
Molecular masses of marker proteins are indicated.

with the subisoform +; and the thickness of the signal
recognized by anti-¢ may reflect a doublet, consistent with the
presence in rat of both the two subisoforms, o and oL [34]
differing by just 28 amino acids.

In an attempt to quantify the proportions of the diflerent
isoforms in the RLCK1 preparation, immunoprecipitation with
the three antibodies was performed separately and the activity of
each immunoprecipitate was assayed. Assuming that the
efficiency of the affinity resin (Ipp) was the same for the three
antibodies, it could be calculated that about 50% of RLCK1
activity is accounted for by the -y isoforms, while the 8/e and the
o/B isoforms contribute about 35% and 15%, respectively. An
even more predominant contribution of the y isoforms to the
overall CK1 activity of the rat liver preparation is supported by
the data of Table 2 where the rates of phosphorylation of the
library peptides by RLCK:1 and its immunoprecipitated fractions
are compared. While the fraction immunoprecipitated by anti-ce
IpG resembles rXICKla as it appreciably phosphorylates both
the library peptides, the selectivity of whole RLCK1 is closely
reminiscent of thal of the anti-y immunoprecipitate: both
display negligible activity toward the library peptides, the Lib-
~4 peptide actually being the poorest substrate with either
RLCKI1 or its anti-y immunoprecipitate.

Kinetic analysis

To gain information about the features that could account for the
poor performance of peptide substrates which, based on their
selection in the peptide library, were expected to represent
optimal substrates for CK1, a kinetic analysis was performed
with a set of peptides derived from either the library or 1-2 sites.

Table 3 shows the kinetic constants and the resulting phos-
phorylation efficiencies (Vinaa/Km) determined with RLCK]1, the
overall activity of which, as shown above, is mainly ascribable
to the y isoform. The highest phosphorylation efficiency is
observed with the peptide reproducing the 1-2 Ser86 site

Table 2. Phosphorylation of the I-2 (sife 174)-derived peptide and the
library peptides by different [soforms of CK1. The CK! activity of
immunoprecipitated CK! isoforms was determined ds described in the
Experimental procedures in the presence of 300 pm phosphoacceptor
peptides. Phosphorylation rate is expressed relative to that of 12 (site 174)
peptide (= 100},

Peptide substrates RLCK] « & ¥ XICKla
RRKDLHDDEEDEAMSITA 100 100 100 100 100
MAEFDTGSIIIFFAKKK 5 19 21 6 25
MAYYDARSTYIIFFAKKK 2 16 04 < 0.l 12
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Table 3. Kinetic constants for the phosphorylation of peptide substrates
by rat liver CKL Vo, is expressed as percentage of radioactivity
incorporated in I-2 (site 86)-derived peptide (in bold) by RLCK1
corresponding to 582 pmolmin~', The phosphorylatable Ser is italicized
and the position changing from Asp to Ala in I-2 (site 86)-derived peptides is
indicated in boldface. Values are the mean ol at least three separate
experiments with a standard ervor of less than 14%. ND, not determined
because of very low phosphate incorporation,

Vlmu Km
Peptide substrales (%) {pM) Visax K
1-2 (site 86) derived
IGDDDDAY SDTETTEA 28 33 0.84
IGDDDRAYSITA 79 58 1.36
IGDDADAYSITA 37 153 024
RRKHAAIGDDDDAYSITA 100 250 0.40
RRKHAAIGDDDAAYSITA 10.6 363 0.029
RREKHAAIGDDADAYSTTA 153 444 0,034
RRKHAATIGDADDAY SITA 25,6 438 0,058
RRXHAATIGADDDAYSITA 869 346 0,251
1-2 (site 174) derived
RREDLHDDEEDEAMSITA 104 239 043
Library derived
Lib-8
MAEFDTGSIIIFFAKKE 5 36 0.138
RRKHAAIGAEFDTGSIIIFFA 7 333 0.021
Lib-y
MAYYDAASIIIFFAKKK 1.3 33 0.039
RRKHAAIGAYYDARSEIITIFFA ND ND ND
‘Chimeric® peptide
IGDDDDAY-S-IIIFFA 115 62 1.86

(IGDDDDAYSDTETTEA) and its derivative shortened and
modified in its C-terminal moiety to prevent phosphorylation by
CK2: IGDDDDAYSITA, The latter displays a slightly higher Xy,
(58 vs. 33 pM) which is compensated for, however, by an
increase in Vi (46.7 vs. 28 pmoltmin“l). The KX,, value is
markedly increased by the N-terminal addition of four basic
residues (at positions from n—11 to n —14) which make
applicable the phosphocellulose paper assay [27]. The resulting
peptide, RRKHAA-IGDDDDAYSITA, displays an approxi-
mately fourfold higher K, while the Vi is unaffected or
even slightly improved. The overall performance of this peptide,
in terms of either Vo,ax or K., is nearly identical with that of the
site-174-derived peptide, supperting the view that, whenever a
very large cluster of acidic residues is present upstream, Glu can
replace Asp even at the ctuciat n 3 position. On the other hand,
the relevance of the Asp quartet in ensvring high phosphoryla-
tion efficiency of the site-86-derived peptides is highlighted by
the detrimental effect of replacing just one of the Asp residues
with Ala, not only at the canonical r —3 position but also at
positions # -4 and, to a lesser extent n -5 and n —6. Each of
these individual substitutions in the RRKHAA-IGDDDDAY-
SITA peptide canses a decrease in phosphorylation efficiency of
about one to two orders of magnitude, mainly accounted for by a
drastic decrease in V.4, but also accompanied by a significant
increase in Kn. Similar results have been obtained by replacing
with Ala the Asp at position r —4 in the 1-2 (site 86) parent
peptide IGDDDDAYSITA, lacking the N-terminal basic cluster.
In this case the detrimental effect on K, is more pronounced
than that on Vi, (Table 3).

The phosphorylation efficiencies of both the library peptides
are comparable with those of the I-2-derived peptides in which
one Asp was replaced by Ala (see Table 3). Such a poor
petformance, however, is entirely due, in the case of the library
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phosphorylated by RLCK1 [5], or mimicking the optimal
sequences selected by recombinant CK1 8 and -y isoforms in an
otiented peptide library [24]. All these peptides share an acidic
residue (generally Asp) at position 2 -3 and are potential
indicators of the non- phosphate-directed activity of CK1 as they
lack phosphoseryl and phosphothreony! residues, which, at
position n -3, have been shown to act as powerful, albeit not
indispensable, specificity determinants [18,19]. They differ,
however, in that the I-2-derived peptides inclugle several
additional acidic amino acids upstream from position n -3
(typically a DDDD quartet between n ~6 and n -3 in the
peptides derived from the Ser86 site), whereas they lack the very
hydrophobic motif, ITFF, which is strongly sclected by the
library downstream {rom position n +1.

As judged from immunoprecipitation experiments, the
RLCK]1 preparation is mainly composed of the vy isoform(s)
but it also contains appreciable amounts of the a (andfor ) and
5 (andfor &) isoforms. All available data indicate that RLCK1
and rXICKla display similar, yet not identical, peptide substrate
specificity. The most remarkable similarity they share is a
stringent requirement for a cluster of more than three acidic
residues upstream from position » —2 in order to exhibit optimal
phosphorylation efficiency. In particular, the replacement of a
single Asp with Ala in the Dy cluster present in site-86-derived
peptides causes a decrease in phosphorylation efficiency of one
to two orders of magnitude. Although substitution is most
effective at position n —3, it is also detrimental at positions
farther upstresm. Such behaviour is different from that observed
when CK | targeting is phosphate directed, as, in that case, by far
the most crucial position at which phosphoserine is effective as
the specificity determinant is n -3 and replacement of phos-
phoserines at n ~4 and n -5 proved almost ineffective [18,19].

Such a crucial role for the whole Dy cluster in CK!-mediated
phosphorylation can hardly be reconciled with the optimal
sequence selected by CK1 & and -y in an oriented peptide library
(MA-x-x-%-%x-x-SI-x-x-x-%-AKKK), where only one Asp at
position n —3 was strongly selected, together with a very
hydrophobic quartet (IIFF) downstream from the invariant
doublet ST [24], which is not found in any of the known CKI
phosphorylation sites, Indeed the two synthetic peptides
reproducing the optimal sequences selected in the library by
CK156 and vy, MA-EFDTG-SI-IIFF-AKKK and MA-YYDAA-
SI-IIFF-AKKEK, respectively, are very poorly phosphorylated by
RLCK] (the activity of which is mainly due to the v isoforms

“but which also contains the 3 isoform) as compared with the 1-2-

derived peptides. This poor performance is entirely due to very
low Viux values (the K, values are similar to those of the best
I-2-derived peptides).

On the other hand, the chimeric peptide IGDDDDAY-SI-
IIFFA, the N- and C-terminal moieties of which conform to the
1-2 (site 86) peptide and library-selected peptide, respectively, is
an excellent substrate with kinetic constants comparable with
those of the best of its two parents, IGDDDDAY-SI-TA. The
possibility that the selection of the library peptides could have
been biased by the invariant constraints imposed by the library’s
scaffold sequence (MAxxxxxSIxxxxAKKK) should be carefully
considered. In patticular, the C-terminal basic motif AKKK
inserted for technical reasons could influence selection. We
show here that the removal of this motif, or its transposition to
the N-terminus where basic residues are compatible with a high
phosphorylation rate, does not improve phosphorylatability of
the library peptides. It is still conceivable, however, that such a
C-terminal Lys mriplet might alter the mode of binding of the
peptides and consequently the relevance of canonical specificity
determinants, reducing the favourable effect of the N-terminal
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D, motif for example. Pertinent to this could be the intriguing
finding that the library-selected peptides, which were expected
to be efficient competitive inhibitors by virtue of their low K,
and negligible Vi, actuntly fail to inhibit the phosphorylation
of a protein substrate by CK1 under conditions in which the I-2-
derived peptides and the chimeric peptide do compete against
protein phosphorylation in the expected dose-dependent manner
(see Fig. 3). The latter peptides, moreover, also suppress the
slow phosphorylation of the library peptides, while the reverse
does not apply. Behaviour such as this suggests that the library
peptides bind to CK1 through elements that are not necessary for
the binding of ‘regular’ substrates. This interpretation would
also be consistent with the intriguing finding that the library
peptides actually stimulate catalytic activity, suggesting that
their binding to CK1 has a positive allosteric effect on the
catalytic site.

Another possibility that should be taken into account is that
the outcome of the library study is binsed by the use of
glutathione S-transferase--CK1 constructs [24], which could
behave differently Trom the native and His6-tagged recombinant
CK1 preparations used here and in previous studies [18,19,21].
In any case the discrepancies observed warn that some caution
should be exerted when drawing general conclusions from the
use of peptide libraries for defining the optimal sequences
phosphorylated by protein kinases. It may be noted on the other
hand that, alihough the peptide library result does not stress the
crucial role of the N-terminal acidic cluster, it is not fully
inconsistent with it either. Besides the Asp at position n -3,
which is selected by both CK15 and v, in fact, an additional Glu
is selected by CK15 at n —5 while at position n —4 Glu was
selected as second choice by CK 13 and + [24]. This would give
a sequence resembling the chimeric peptide shown here to be
one of the best substrates for both RLCK1 and rXLCKlx
{Tables 3 and 4). Clearly the ‘classical’ approach and the use of
libraries can complement each other and should be used in
combination for defining the optimal sequences for different
protein kinases.

While immunoprecipitated CK1 isoforms were just sufficient
for phosphorylation-rate determinations, a comparative kinetic
study could be cerried out using the whole RLCKI preparation
{(in which the -y isoforms predominate, while the o isoform is
almost negligible) and rX/CKla. Apart from the similarities,
dealt with above, some Ssignificant differences in peptide
substrate specificity were also observed. In general, it looks ns
if rXICKla is somewhat more promiscuous than liver CKI in
that it is somewhat less responsive to structural changes that
greatly affect the liver enzyme. This applies, for example, to the
N-terminal D4 cluster where individual substitutions with Ala
are less detrimental with the o« isoform than with the liver
preparation, Another structural feature that variably affects
phosphorylation by either RLCKI or sXICKla is the basic
cluster RRK, which is present in the upstream sequence of the I-
2 Serl174 site and which is often added to the peptides derived
from the Ser86 site as well to make possible their assay with
phosphocellulose paper [35]. This basic cluster, albeit quite
remote from the phosphorylatable Ser (upstream from g —11)
increases the K, values for peptide substrate phosphorylation by
RLCKI about fivefold while its effect on rX/CKlo-mediated
phosphorylation is less pronounced.

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was supported by gronis (to L.A P.) from the Consiglio Nozionale
delle Ricerche (97.03614.P514 and T.P. on Biotechnology), from Ministero
dell’Universith e della Ricerca Scientifica ¢ Tecnologica (MURST, PRIN







