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RESUMEN

La caseinaquinasa II es una serina/treonina
proteinaquinasa presente en todas las células de los
organismos eucariotes estudiados, encontrandose tanto en el
nicleo como en el citoplasma. Hay numerosos datos que indican
que participaria en los procesos de desarrollo y proliferacioén
celular. Entre sus numerosos sustratos se encuentran productos
de oncogenes nucleares como myc, myb, fos y jun, indicando un
papel en la regulacién de la transcripcion.

La enzima se presenta como un tetramero constituido
por dos subunidades a 0 una a y otra a’ y dos subunidades B.
Su actividad 6ptima requiere una alta concentracion de NaCl o
KC1 (150 mM) y de Mg'’ (10 mM). Se caracteriza porque también
puede utilizar GTP como sustrato dador de fosforilo.

Es notable la sensibilidad de la caseinaquinasa II
a ser inhibida por heparina en concentraciones en el intervalo
nanomolar. Por otra parte, es activada por policationes y
polipéptidos basicos como espermina, espermidina y polilisina.

Las subunidades a y a' son las subunidades
cataliticas y son activas por si solas. Sus secuencias se
caracterizan porque estan altamente conservadas entre las
distintas especies, desde la de levadura hasta la humana.

La subunidad B también presenta alta homologia de secuencia

e
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entre las distintas especies. Esta subunidad participa en la
regulacion de la actividad, especificidad y estabilidad de 1la
enzima. La subunidad 3 aumenta‘'varias veces la actividad de la
subunidad a.

La estructura consensual del sitio de fosforilacién
ha sido objeto de numerosos estudios mediante el anadlisis de
la secuencia de los sustratos proteicos y también por la
utilizacion de péptidos sintéticos. Asi se ha determinado el
requerimiento estructural minimo que consiste en S/T X X E/D,
en el cual el tercer aminodcido hacia el extremo carboxilo
terminal después de 1la serina o treonina debe ser un
aminoacido acido (acido glutamico, acido aspartico,
fosfoserina, fosfotreonina o fosfotirosina). Las posiciones
marcadas con X también pueden ser ocupadas por residuos
acidos.

En esta tesis se abordd el estudio de la regulacién
de 1la caseinaquinasa 1II, analizando la interaccién de
moléculas de naturaleza peptidica con el sitio activo de la
enzima.

Se estudid el efecto inhibidor de polipéptidos ricos
en &acido glutadmico. El &cido poliglutamico actia como un
inhibidor competitivo de 1la caseinaquinasa II de oocitos
Xenopus laevis, con.una Ki de 7,2 £ 0,3 pM. En la mayoria de

los casos, la presencia de aminodcidos diferentes al acido
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glutamico en la cadena polipeptidica, disminuye el efecto
inhibidor del polipéptido. En el caso del copolimero de &cido
glutamico y tirosina en una proporcién 4:1 se observd un
notable aumento en la capacidad inhibidora, obteniéndose una
Ki de 0,023 # 0,001 uM, lo que equivale aproximadamente a una
disminucién de 300 veces en el valor con respecto a la del
acido poliglutamico. Ningan otro copolimero, incluso el
constituido por acido glutémico y el aminoidcide aromatico
fenilalanina, fue capaz de igualar el efecto del copolimero
con tirosina.

Mediante el uso de péptidos sintéticos de secuencia
conocida se determind que la caseinagquinasa II es capaz de
discriminar la ubicacion de la tirosina en esta secuencia,
observandose que es mas inhibida por un péptido de nueve
dcidos glutamicos y dos tirosinas, en el cual las tirosinas se
encuentran en el extremo amino terminal (Yg%). Para este
péptido la enzima presenta un I de 0,2 mM y el péptido que
tiene la misma composicidén, pero con las tirosinas en el
extremo carboxilo terminal (Eﬂ%), presenta un g de 0,55 mM.

L.La secuencia Yﬁ% es homéloga a la secuencia que
tiene la serina o la treonina cuando es fosforilada por la
caseinaquinasa II, en la secuencia consensuwual para un

sustrato.

Al realizar experimentos semejantes con la subunidad

o



a de la caseinaquinasa II, se observd que ella es mucho menos
sensible que la holoenzima a la presencia de tirosina en un
copolimero de acido glutémico y tirosina. La diferencia entre
el I, de este copolimero y el Iy del acido poliglutamico fue
s6lo de un orden de magnitud, indicando que la subunidad B al
formar la holoenzima contribuye al reconocimiento de 1la
caseinaquinasa II de los sustratos peptidicos especificos.
Algo semejante se observd con los péptidos de 11 aminoacidos.
La subunidad a mostrd no ser capaz de discriminar la ubicacioén
de la tirosina, siendo inhibida en forma semejante por ambos
péptidos (YzEg y EgY,).

Una subunidad a mutada, en la cual dos residuos de
lisina se cambiaron por acido glutamico, resulté menos
sensible a los polimeros dcidos gque la subunidad a silvestre.
Sin embargo, la subunidad a mutada posee una gran sensibilidad
a polimeros que contienen residuos de tirosina.

Los experimentos realizados con distintas
concentraciones de Mgﬂ, asi como también al reemplazar este

. . )
2, muesiran que es necesaria la presencia de Mgz

catién por Mn'
en su concentracidn optima (7-12 mM) para que la inhibicién de
la caseinaquinasa I1 mediante los péptidos Y,Ey ¥ E@Yﬁ ocurra
en la medida y con las caracteristicas descritas. Al bajar la
concentracidn de Mgd, 0 bien al cambiar éste por Mnd, la

enzima se torna menos sensible a la inhibicién y ademéas

se observa que la inhibicién por ambos péptidos se hace

.
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semejante.

Mediante el estudio con péptidos sintéticos
sustratos de la caseinaquinasa II, los cuales tienen una
tirosina intercalada, RRREYEETEEEE y RRREEEYTEEEE, se observo
que la tirosina afecta la afinidad de la enzima por estos
péptidos, presentando con el primero un valor de Vmax/Kmap dos
veces superior al valor obtenido con el péptido de referencia
RRREEEFTEEEE.

Con el prop6ésito de definir un papel fisiolégico
para la caseinaquinasa II, se eligi6 dos sistemas biolodgicos
en los cuales la enzima interactuaria con compuestos ricos en
grupos acidos, la tubulina (un sustrato de la caseinaquinasa
IT1) ¥y el acido folico.

Los experimentos realizados con péptidos sintéticos
disefiados segin el segmento carboxilo terminal de la subunidad
a de la tubulina, indican que éstos dltimos no son buenos
sustratos de la caseinaquinasa 1II, sin embargo, son
inhibidores competitivos de la enzima.

Al estudiar el efecto de derivados
poli-y-glutamilados del &cido fdlico, se encontird que éstos
son inhibidores competitivos de la enzima, siendo mas
eficientes en la inhibicién a medida que aumenta el nimeroc de
residuos de &4cidos glutémicos unidos al grupo aromatico dgl

dcido félico. También la inhibicién por estos compuestos
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depende de la naturaleza del grupo aromatico unido a la cadena
de poliglutamato. De esta manera, los derivados del
metotrexato son mas éficienteé inhibidores que los derivados
del para-aminobenzoato.

Estos resultados nos han permitido definir que la
caseinaquinasa II reconoce secuencias peptidicas mas complejas
que las simplemente polianiénicas. La introduccién de los
grupos fendlicos de la tirosina entre los residuos de acido
poliglutdmico incrementa la afinidad de la enzima por dichos
polipéptidos. Lo mismo ocurre con los anillos aromaticos
sustituidos en el caso de los derivados poliglutamilados del
acido folico. Este reconocimiento, en el cual juega un papel
importante la subunidad reguladora B, también incluye una
seleccidn preferencial de péptidos que contienen la tirosina
hacia el extremo amino del grupo de &dcidos glutamicos. Esta
ubicacién relativa de la tirosina es igual a la que la enzima
selecciona en los péptidos sustratos que contienen serina o
treonina con varios Acidos glutamicos. Por lo tanto, se puede
proponer que los péptidos inhibidores que contienen tirosina
¥ é4cido glutamico actian como seudosustratos. Esta proposicion
es interesante en vista del reciente descubrimiento de enzimas
de especificidad dual, las cuales pueden fosforilar tanto
serinas y treoninas como tirosinas.

El trabajo presentado en esta tesis permite llegar




a las siguientes conclusiones:

La caseinaquinasa II reconoce especificamente a la
tirosina inmersa en secuencias de &dcido poliglutamico.
Estas secuencias peptidicas son potentes inhibidores de

la enzima.

.Grupos aromaticos sustituidos, como los que se encuentran

en los derivados poliglutamilados del acido foélico,
también incrementan la capacidad inhibidora de las

secuencias polianidnicas.

La enzima interactia preferentemente con péptidos que
tienen tirosinas en el extremo amino terminal de los
grupos de acidos glutamicos. Este reconocimiento se
asemeja a su interaccidén con péptidos sustratos

compuestos por serinas o treoninas y dcidos glutamicos.

La subunidad B de la caseinaquinasa 1I influye en el
reconocimiento de la tirosina en péptidos ricos en
residuos acidos y en la discriminacién de la posicién de

esa tirosina en la secuencia inhibidora.
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SUMMARY

Casein kinase II is a serine/threonine protein
kinase present in the cells of all the eukaryotic organisms
studied. It is localized both in the nucleus and in the
cytoplasm. Important cytoplasmatic proteins, nuclear
transcription factors and oncogen products such as myc, myb,
fos and jun are casein kinase II substrates, indicating that
apparently casein kinase II participates in growth and
proliferation processes and in transcription regulation.

Casein kinase II has a tetrameric structure, with
two a or a’ subunits and two B subunits. Its optimal activity
requires high NaCl or KCl concentration (150 mM KCl) and Mgw
concentration (7-10 mM). Casein kinase II is an unusual
protein kinase in that it can use GTP as well as ATP as
phosphate donors.

Casein kinase II is extremely sensitive to heparin
inhibition and is inhibited at nanomolar concentrations of the
polyanion. Casein kinase II is activated by polyamines such
as spermine and spermidine and by basic polypeptides such as
polylysine.

The a or a' subunits are the catalytic subunits and

are active by themselves. The @ sequences are highly

conserved among the different species, from yeast to human.
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The B subunit is also highly homologous between the different
species. The B subunit enhances a catalytic activity and
influences the specificity and stability of the enzyme.

The specificity requirements for casein kinase II
phosphorylation of protein substrates has been studied through
the analysis of a number of proteins phosphorylated by the
enzyme and also through the use of synthetic peptides. The
minimum consensus has been determined to be: S/T X X E/D in
which the third amino acid after the serine or the threonine
must be an acidic amino acid (glutamic acid, aspartic acid,
phosphoserine, phosphothreonine or phosphotyrosine). The
positions denoted by X are also commonly acidic residues.

This thesis has centered on the study of how the
interaction with different peptide structures regulate the
activity of casein kinase II.

In particular the inhibitory effect of glutamic acid
rich polypeptides was studied. Polyglutamic acid acts as a
competitive inhibitor of Xemopus laevis oocytes casein kinase
IT, with a Ki of 7.2 & 0,3 nM. In most of the cases, the
additional presence of an amino acid different to glutamic
acid in the polymer decreased the inhibitory effect of
polyglutamate peptide. However in the case of a copolymer
containing glutamic. acid and tyrosine in 4:1 proportion,_a

great increase of the inhibition capacity was observed. A Ki

-
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value of 0.023 % 0,001 pM was obtained for copoly glu:tyr
(4:1), a value 300 times lower than that of polyglutamate.
Several other copolymers, including copolymer of glutamic acid
and phenylalanine (4:1) did not produce a similar effect.

Using synthetic peptides with known sequences, it
was determined that the enzyme is able to discriminate the
position of tyrosine with respect to the polyglutamic cluster.
Thus .it was observed that the enzyme is more inhibited by an
undecapeptide in which two tyrosine residues are in the amino
terminal position before 9 glutamic acids (Yzl%) than by its
reciprocal sequence in which the tyrosine residues are at the
carboxyl end U% Yﬂ. The corresponding IW values are 0.2 mM
and 0.55 mM.

The preference for the position of the tyrosines
preceeding the glutamic cluster is similar to the specificity
of the enzyme towards peptide substrates in which the serine
or threonine residues which are phosphorylated are amino-
terminal to the acidic residues.

When similar experiments were carried out with the
isolated casein kinase II a subunit, instead of the
holoenzyme, it was observed that the a subunit is less
sensitive to the inhibition of the glutamic acid:tyrosine
copolymer. The Im value of this copolymer with the a subuqit

was only one order of magnitude lower than the IW value of
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polyglutamic acid. This indicates that the B subunit in the
holoenzyme participates in the casein kinase 11 recognition of
specific peptide substrates.

A similar observation was made with the
undecapeptides. 1In this case, the a subunit was not able to
discriminate the position of the tyrosine residues and was
inhibited in a similar manner by both peptides (Y, Eg and
Eq Yq).

A mutated a subunit in which two lysines were
changed to glutamic acid residues was found generally to be
less sensitive to acidic polimers than a“, however the mutant
retained increased sensitivity to polimers containing tyrosine
residues. Experiments were carried out with different
concentrations of Mg'2 and replacing the cation by’Mnd. It was
observed that suboptimal concentrations of Mg” make the enzyme
less sensitive to inhibition by these peptides and reduce the
differences between the peptides with different positions of
the tyrosine.

Studies were also carried out with synthetic
peptides substrates having tyrosines in different positions
such as:

RRREYEETEEEE and RRREEEYTEEEEE.

In this case again, it was found that the presence of the

tyrosine residue influences the affinity for the enzyme.
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The first presented a Vmax/Kmap value two times
higher than the value obtained with peptide RRREEEFTEEEE.

Studies were also performed with tubulin, a natural
casein kinase Il substrate, and with synthetic peptides
containing the sequence corresponding to the carboxylic end of
the a subunit of tubulin. The results obtained seemed to
indicate that the tyrosinylation of the carboxylic terminal
segment of a subunit of tubulin decreases the phosphorylation
of tubulin by casein kinase 1I1I.

The effect of poly-y-glutamylated derivatives of
folic acid on the activity of casein kinase Il was also
studied. These derivatives were found to be good inhibitors
of casein kinase 1I. The efficiency in the inhibition of
these compounds increased as the number of glutamic acid
residues attached to the aromatic group of these compounds was
also increased. The inhibition by this compounds also depends
on the nature of aromatic group attached to the y polyglu-
tamate chain. For instance, the methotrexate derivatives are
more efficient inhibitors than the para-amino-benzoate
compounds containing a similar number of glutamate residues.

These results indicate that the recognition by
casein kinase II of peptide substrates is more complex than a
mere interaction with a polyanionic chain. Thus the

introduction of the tyrosine phenolic groups within the




polyglutamic acid residues increases the affinity of these
peptides for the enzyme. In the same manner, the presence of
aromatic substituted rings in the polyglutamylated derivatives
of folic acid also increases their affinity for casein
kinase II.

The recognition of substituted aromatic rings is
greatly dependent on the presence of the B subunit. The fact
that casein kinase II recognizes tyrosine residues in peptides
in a similar position as it recognizes ser/thr in substrate
sequences supports the idea that tyrosine-containing acidic
peptides act as pseudosubstrate inhibitors. This finding is
relevant to the novel discovery of dual specificity protein
kinases that can phosphorylate both serine/threonine or
tyrosine.

The work of this thesis allows us to conclude:

1. Casein kinase II specifically recognizes tyrosine
immersed in polyglutamic acid sequences. These peptide

sequences are potent inhibitors of the enzyme.

2. Substituted aromatic groups, 1like those present in
polyglutamylated folic acid derivatives, also increase

inhibitory capacity of polyanionic sequences.




The enzyme preferentially interacts with peptides with
tyrosines in the amino terminal extreme of the glutamic
acid sequences. This positional recognition is similar
to the interaction of the enzyme with substrate

peptides containing serines or threonines and glutamic

acid.

The casein kinase II B subunit participates in the
recognition of the tyrosine in peptides rich in acidic
residues and in the position discrimination of this

tyrosine in the inhibitory sequence.
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INTRODUCCION

A. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PROTEINAQUINASAS

La fosforilacidn de proteinas es un proceso dque
ocurre en la célula eucariotica como parte del mecanismo de
transduccién de sefales y de la regulacion de la actividad
biologica de un nimero importante de proteinas intracelulares.
Casi un tercio de las proteinas de una célula eucaridtica se
encuentra fosforilado durante las diferentes etapas del ciclo
celular. En este proceso participan enzimas denominadas
proteinaquinasas.

Durante los 0ltimos diez aifios hemos apreciado un
aumento impresionante en el nimero de las diversas proteina-
quinasas identificadas, llegando a sumar mas de cien tipos
diferentes. En eucariontes, la fosforilacidon de las proteinas
ocurre principalmente en el grupo hidroxilo de un residuo
aminoacidico, lo cual produce cambios tanto en el tamafic como
en la carga del mismo. Esta modificacidn covalente de 1la
proteina puede afectar las interacciones que el residuo
establece con otros grupos de la misma molécula proteica o de
otras con las cuales la proteina se relaciona. La modifica-
cidn puede afectar la funcioén de la proteina, ya sea en forma
indirecta, como por ejemplo, provocando un cambio en su

conformacidén, o bien directamente, afectando a un residuo




aminoacidico relacionado con el sitio activo.

Las proteinaquinasas se han clasificado en dos
grandes grupos, las especificas para serina y treonina y las
especificas para tirosina (Hanks y col., 1988). En primer
lugar se describid la fosforilacidon de proteinas en los
residuos de aminoadcidos hidroxilados alifaticos (serinas y
treoninas) (Edelman y col., 1987). Este tipo de fosforilacién
ocurre principalmente en el citoplasma. A su vez, el reconoci-
miento de las tirosina proteinaquinasas fue posterior. En
efecto, en el afio 1978 se obtuvieron evidencias que indican
que el gen transformante del virus del sarcoma de Rous corres-
ponde a una proteinaquinasa que fosforila tirosina (Collet y
Erickson, 1978). Con éste y otros antecedentes y dado que la
fosforilacion en tirosina es una modificacién que ocurre en
mucho menor proporcioén en la célula (la fosfotirosina es menos
del 0,05% del total del contenido de fosfoaminoacidos estables
a acido), esta actividad se relaciondé inicialmente con los
procesos de transformacidon celular y tumorigénesis (Hunter y
Sefton, 1980). Sin embargo, actualmente se sabe que las acti-
vidades fosforilantes en tirosina correspondientes a los virus
transformantes, tienen su contrapartida en las células norma-
les. En la célula, las enzimas con actividad tirosina protei-
naquinasa estan implicadas principalmente en los procesos de

control del crecimiento celular (Hunter y Cooper, 1985) y en




la mayoria de los casos conocidos forman parte de receptores
de la membrana plasmatica (Cartwright y col., 1987: Findik v
Presek, 1988).

Ademds de este tipo de proteinaquinasas, existe otro
tipo de ellas capaces de fosforilar otros aminoacidos como
histidina, lisina, arginina y aminoacidos &acidos. Varias de
éstas han sido estudiadas con mayor profundidad en
procariontes (Bourret y col., 1991).

A pesar de la gran diversidad de proteinaquinasas
individualizadas, todas presentan una gran similitud entre las
secuencias relacionadas con la actividad catalitica. El
estudio comparativo de Hanks y Quinn (Hanks y Quinn, 1991),
muestra doce regiones conservadas en las serina proteinaquina-
sas y once en las tirosina proteinaquinasas. La similitud en
estas zonas de la secuencia no s6lo se presenta dentro del
mismo tipo de proteinaquinasas, sino que también entre el
grupo de las serina proteinaquinasas y las tirosina protei-
naquinasas. En el Apéndice I (Hanks y col., 1988), se muestran
los segmentos conservados en los dominios responsables de 1la
actividad catalitica en estos dos tipos de quinasas.

En las regiones conservadas no ha sido posible
encontrar secuencias de aminoicidos que puedan ser las
responsables de la  diferenciacién entre los dos tipos de

especificidades de las proteinaquinasas. Esto ha hecho




suponer que la diferencia de especificidad podria estar dada
por secuencias ubicadas en otros dominios de la enzima (Hanks
v col., 1988).

Por mucho tiempo se considerd que la diferenciacién
entre las proteinaquinasas que fosforilan a los aminodcidos
hidroxilados alifaticos y las que f{osforilan al aminoacido
aromitico era absoluta, de manera que fue muy sorprendente el
hallazgo reciente de enzimas con especificidad dual. Este
descubrimiento tuvo lugar cuando se utilizé anticuerpos
antifosfotirosina para detectar la presencia de tirosina
proteinaquinasas en genotecas de levadura expresadas en
bacterias. La primera informacidon de este tipo se obtuvo en
Saccharomyces pombe (Featherstone y Russel, 1991), donde se
encontrd la enzima wee-1, la cual constituye un regulador
negativo de la entrada en mitosis, y fue clasificada, por el
anilisis de su secuencia, entre las serina/treonina proteina-
quinasas. Sin embargo, esta enzima puede autofosforilarse
tanto en serina como en tirosina y ademas fosforila en tirosi-
na al sustrato exdgeno angiotensina II.

Luego, trabajando con Saccharomyces cerevisiae
(Sterny col., 1991), se encontrd también una enzima que segin
la clasificacién de Hanks corresponde a una serina/treonina
proteinaquinasa. Esta enzima, denominada SPK1, cataliza su

autofosforilacidén y la fosforilacibn de sustratos exOgenos en




serinas y treoninas; sin embargo, es capaz de fosforilar
también a un copolimero de &cido glutamico y tirosina (poli
glu:tir 4:1), el cual es un sustrato sintético de las tirosina
proteinaquinasas.

A partir de estos hallazgos se han encontrado otras
enzimas con especificidad dual. En Xenopus, el activador de la
MAP quinasa (proteinaquinasa activada por agentes mitogénicos)
fosforila a esta dltima en la treonina 183 y en la tirosina
185 (Rossomando y co0l.,1992). En ratén se ha encontrado la
enzima ERK1 (Crews y col., 1991), la cual es una serina/treo-
nina proteinaquinasa (fosforila a la proteina 2 asociada a
microtibulos), pero al catalizar su autofosforilacién, ésta
ocurre tanto en tirosina como en serina y treonina. En células
humanas se ha descrito la presencia de TTK (Mills y col.,
1992), que corresponde a una proteinaquinasa identificada en
células T y que se ha encontrado también en otros tejidos en
activa proliferacidn. Esta enzima, que estd muy relacionada
con SPK1 y con la proteinaquinasa cdc2 (cdc2 o p34 cde2
quinasa), puede fosforilar ciertas proteinas en serina,
treonina y en tirosina. También se ha informado el caso del
receptor de insulina (Baltensperger y col., 1992), el cual al
ser activado por la unidén de la insulina, se autofosforila en
tirosina en su subunidad B. Esto tiene como resultado una

estimulacién de la actividad tirosina proteinaquinasa del




receptor. Ademdés de esta autofosforilacién en tirosina, se
encontrd que el receptor puede autofosforilarse en una serina,
lo cual también aumentaria la actividad tirosina proteinaqui-
nasa del receptor.

Con estos ejemplos se puede apreciar que la especi-
ficidad dual estd representada en distintas especies y se
presenta en proteinaquinasas clasificadas como especificas
para .serina y treonina, asi comoc también en aquellas clasi-
ficadas como especificas para tirosina.

Historicamente, la glicogenosintetasa constituyé el
paradigma de la modificacidén de las caracteristicas de una
proteina mediante su fosforilacion. Esta enzima se inactiva
cuando una serina especifica es fosforilada mediante 1la
proteinaquinasa A. Estudios relacionados con esta proteina-
quinasa y otros estudios pioneros revelaron que el estado
fisioldégico de un tejido puede alterarse mediante fosforila-
ciones y desfosforilaciones de enzimas e inhibidores proteicos
(Rubin y Rose, 1975; Krebs y Bravo, 1979).

Como en el caso de la glicOégenosintetasa, muchas
proteinas sufren fosforilacién de un s6lo aminodcido, pero
también son muchas las que presentan miltiples fosforila-
ciones. Por ejemplo, en la fosvitina, una proteina del huevo,
se encuentran incorporados mas de cien grupos fosforilo, }o

cual es necesario para el desarrollo del embrién (Rubin y




Rose, 1979). El extremo carboxilico de la RNA polimerasa
también sufre miltiples fosforilaciones, pero atn esta en
estudio el papel de éstas en la funcién de la enzima
(Zandomeni y col., 1986; Saltzman y Weinmann, 1989).

Es muy interesante el hecho de que en algunas
proteinas que experimentan maltiples fosforilaciones, éstas
sean catalizadas en forma secuencial por mas de una proteina-
quingsa. Por ejemplo, la caseinaquinasa I (CQ I) puede fosfo-
rilar a la serina en un sitio S(P) X X S de un sustrato dado
solamente si la primera serina ha sido previamente fosforilada
por la caseinaquinasa II (CQ II) (Hathaway y Traugh, 15982).
Generalmente en este tipo de fosforilacién secuencial, las
primeras fosforilaciones no son las que directamente provocan
un cambio de la actividad, pero son necesarias para que ocurra
la fosforilacién posterior que si afecta dicha actividad. Una
situacion de este tipo se presenta en la regulacidon fina de
una serie de proteinas importantes en el metabolismo.

La fosforilacién de proteinas ocurre en un amino-
acido ubicado en un sitio clave de la molécula sustrato, el
cual estid determinado por la especificidad de la proteina-
quinasa particular que cataliza la reaccidén. Esto le adjudica
a la simple reaccién de esterificacién una complejidad que
Justifica la gran cantidad de enzimas destinadas a catalizgr

en forma especifica estos procesos de fosforilacion. Al cons-




tituir la fosforilacién uno de los mecanismos de regulacidn
celular, hay que considerar también el hecho de que las célu-
las deben responder en forma discriminada a estimulos que son
maltiples y diversos, por lo tanto las enzimas encargadas de
la fosforilacidon deben ser también suceptibles a regulacion.

Estas enzimas pueden ser reguladas mediante activa-
dores e inhibidores que se unen a ellas en forma especifica.
Tenemos, como ejemplos, a la proteinaquinasa A (PQ A), cuya
actividad es dependiente de cAMP y a la proteinaquinasa C, que

t (Taylor y col.,1990).

requiere de fosfolipidos y Ca

Algunas de estas enzimas presentan también un meca-
nismo de autorregulacidén. En efecto, poseen en sus secuencias
un sitio analogo al sitio presente en los sustratos y que es
el fosforilado por la enzima, pero este sitio carece del ami-
noacido hidroxilado receptor del fosforilo. Esta secuencia
analoga a un sustrato se encuentra en un dominio de la enzima
que, en la estructura terciaria (o cuaternaria) de ésta ,
queda en contacto y se une con el sitio active. Esta inter-
accion intramolecular impide la union del verdadero sustrato.
Esta secuencia, llamada secuencia de seudosustrato, puede ser
liberada del sitio activo mediante diversos mecanismos, entre
ellos, la protedlisis del segmento inhibidor o por un cambio

conformacional inducido por la unién de un efector. También

puede ocurrir una reaccién de autofosforilacién, o bien, una




de fosforilacién por accidén de otras enzimas que rompa la
interaccion inhibidora (Soderling, 1990). Un ejemplo de libe-
racion de la secuencia de scudosustrato se tiene en el caso de
la proteinaquinasa A. En este caso, la estructura tetramérica
Se separa por accién del cAMP en dos subunidades cataliticas
monoméricas y en un dimero constituido por las dos subunidades
reguladoras (Rw o Ry ). De ellas, R; posee la secuencia
RRGA, un sitio semejante a la secuencia consensual de
fosforilacién de la enzima. Asi, esta secuencia es una
secuencia de seudosustrato que, en algunas condiciones (sin
cAMP), estaria unida al sitio catalitico impidiendo la unién
del sustrato (Taylor, 1889).
A pesar de que este mecanismo de autorregulacion

ha sido establecido en varias de las enzimas mas estudiadas,
no es posible saber todavia cuan general es dentro de la gran

familia de las proteinaquinasas.

B. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA CASEINAQUINASA 11

La caseinaquinasa 11 pertenece a la clase de las
serina/treonina proteinaquinasas. Su nombre tiene un origen
operacional debido a que la caseina es uno de los sustratos
proteicos mas ampliamente utilizado para el ensayo de su
actividad. El ndmero II se refiere a que eluye a continuaciﬁn

de otra serina proteinaquinasa, la caseinaquinasa I, cuando es
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purificada a partir de un lisado celular, a través de una
columna de DEAE-celulosa (Hathaway y Traugh, 1979).

La caseinaquinasa II ha sido purificada y analizada
en una gran variedad de organismos, incluyendo levaduras, dro-
sophilas, anfibios y humanos (Clairborne y col.,1983; Prowald
¥ col.,1984; Miilner-Lorillon y col.,1988; Kandror y col.,1989:
Bidwai y col., 1992). La enzima se presenta como un tetramero
de 130-140 kDa, constituido por dos subunidades cataliticas a
o una a y otra a’, entre 36 y 44 kDa y dos subunidades B de
menor tamafo, entre 24 y 30 kDa., Esta subunidad B sufre
antofosforilacidn, y ademds regula a la subunidad catalitica
a activandola (Cochet y Chambaz, 1983; Traugh y col., 1990).
El tetramero puede tener la forma B, o aa’B, y se ha
postulado que su existencia en una forma o la otra dependeria
del tejido en el cual se encuentre la enzima (Maridor y
col.,1991). En 1la actualidad se tienen evidencias
concluyentes de que a y a’ son dos polipéptidos diferentes y
que son producto de genes independientes (Padmanabha y Glover,
1987; Litchfield y col., 1990; Lozeman y col., 1930).

La disposicion espacial de las subunidades no se
conoce, pero la resistencia de la subunidad B a la proteélisis
cuando la holoenzima se trata con las enzimas tripsina y
quimotripsina, indica que dicha subunidad se encontraria

parcialmente protegida por la estructura cuaternaria (Meggio




y Pinna, 1984). Esto concuerda con el hecho de que el grupo
fosforilo incorporado en la subunidad B, mediante autofosfo-
rilacidén, es resistente a la accién de proteinafosfatasas
(Agostini y col., 1987) y también con el hecho de que la
holoenzima reacciona débilmente con un anticuerpo contra la
subunidad B (Dahmus, 1981).

A diferencia de la mayoria de las proteinaquinasas,
la caseinaquinasa I1 utiliza tanto ATP como GTP como nucleéti-
dos donantes de fosforilo. La tirosina proteinaquinasa src y
la cdc2 quinasa constituyen otras excepciones que también
utilizan ambos nucleétidos (Hunter y Cooper, 1985). Esta
capacidad de utilizar GTP, relativamente exclusiva de la
caseinaquinasa II, es usada como uno de los criterios para
identificar su actividad. En las numerosas caseinaquinasas II
estudiadas, el valor de la Km para ATP varia entre 5 y 30 pM
Yy entre 5 y 100 pM para GTP (Glover, 1986; Clairborne y col.,
1983; Tuazon y Traugh, 1991).

La caseinaquinasa II es activa en un amplio interva-
lo de pH, mostrando la maxima actividad a pH cercanos a 8,0
(Hathaway y Traugh, 1983; Leiva y col., 1987). Su actividad
depende de la concentracidom de sal (KCl o NaCl). Una fuerza
ionica alta es necesaria para la estabilizacion de la estruc-
tura tetramérica (Glover, 1986), mientras que a baja fuer;a

ionica se produce agregacion e inactivacion de la enzima.

11




Esta agregacidn se revierte, y a la vez se recupera la activi-
dad, si la concentracidén de sal aumenta hasta 0,2 M (Mamrack,
1989). Los valores Optimos de concentracidon de sal varian
entre 0,1 y 0,2 M, siendo esto dependiente de la concentracidn
del sustrato proteico (Hathaway y Traugh, 1983).

La caseinaquinasa II requiere una alta concentracion
de Mg*2 para su méxima actividad. En efecto, la concentracién
optima de Mglz esta entre 5 y 15 mM. A concentraciones mayores
se observa una disminucién gradual de su actividad. La esti-
mulacioén de la actividad enzimadtica por una concentracién de

Mg+2

en exceso con respecto a la requerida para la formacidén
del complejo MgATPQ sugiere una funcidén adicional de este
cation (Glover y col. 1983). Esta idea es apoyada por Hathaway
¥y Traugh, quienes han postulado la presencia de dos sitios de

ﬂ' uno de alta afinidad y otro de baja afinidad

unidn para Mg
(Hathaway y Traugh, 1984 a).

Por otra parte, los trabajos realizados por Gatica
¥y col. (Gatica y col., 1993) muestran que algunos iones meta-
licos pueden sustituir al Mgﬂ. En el caso del MnATPd. la
enzima presenta aproximadamente un 30% de la actividad que

2 necesaria para

posee con MgATP'z y la concentracién de Mn'
obtener la maxima actividad enzimatica es de 750 pM. E1 Co'l
también puede reemplazar al Mg”. pero en este caso la caseina-

quinasa II presenta s6lo un 10% de dicha actividad. Cabe se-

iz




fialar que la utilizacion de Mn*2 y de Co*2 es una caracteristica
de algunas tirosina proteinaquinasas (Hunter y Cooper, 1985).
También los resultados experimentales indican que en presencia

de Mrf2 la caseinaquinasa II tiene una menor Km para GTP.

C. DISTRIBUCION DE LA CASEINAQUINASA I1I

La caseinaquinasa II es una enzima que se ha
encontrado presente en todas las células de eucariontes
analizadas (Edelman y col., 1987). Dentro de la célula se ha
encontrado tanto en el nicleo como en el citoplasma (Hathaway
y Traugh, 1982) y, mediante fraccionamiento celular, se ha
localizado su actividad también en mitocondria y en microsomas
(Edelman y col, 1987). Esto es coherente con el hecho de que
son sustratos de esta enzima proteinas ubicadas a su vez en
distintos compartimientos celulares.

Algunos estudios han mostrado que la enzima esta
presente principalmente en el citoplasma. Este es el caso de
la enzima de oocitos de Rana temporaria, inducidos a madurar
mediante el tratamiento con progesterona (Kandror y col.,
1989). Por otira parte, en nuestro laboratorio se encontrd que
la caseinaquinasa II es la actividad fosforilante predominante
en ¢l nacleo de Xenopus laevis (Leiva y col., 1987). Ademas,
trabajando con fibroblastos embrionarios de pollo (medianﬁe

técnicas de inmunofluorescencia) se han encontrado evidencias
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de que, durante la interfase del ciclo celular, las tres sub-
unidades de la enzima (a, a’y B) se encuentran mayoritaria-
mente en el nGcleo (Krek y col., 1992)., La caseinaquinasa II
también ha sido purificada de nucleélos aislados (Caizergues-
Ferrer y col., 1987) y estudios realizados con técnicas de
inmunocitoquimica la han localizado en altas concentraciones

en este compartimiento.

D. LA SUBUNIDAD a

La subunidad a posee el sitio de unién del nucled-
tido (ATP o GTP) (Hathaway y col., 1981). EIl clonamiento de
esta subunidad a partir de diferentes genotecas de cDNA y la
expresion de la proteina in vitro han permitido conocer sus
caracteristicas (Saxena y col., 1987: Meisner y col., 1989;
Lozeman y col., 1980; Hu y Rubin, 1990 a; Hu y Rubin, 1990 b;
Traugh y col., 1980; Maridor y ceol., 1991; Lin y ceol., 1991;
Jedlicki y col., 1992). Entre las subunidades a secuenciadas
se encuentra la de levadura {Wu y col., 1988), la de Droso-
phila (Saxena y col., 1987), la de Xenopus (Jedlicki y col.,
1992), la de rata y la humana (Meisner y col., 1989). Estas
subunidades de origen distinto han sido comparadas entre si y
también con las secuencias de otras proteinagquinasas. En
primer término, se encontré un 67% de similitud entre lgs

subunidades a de levadura y de Drosophila y un 90% entre la de
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Drosophilay la humana. Es importante sefialar que la secuencia
de la subunidad a de anfibio y la de la subunidad a humana
tienen mas de un 90% de similitud (Jedlicki y col., 1982},
encontrandose la mayoria de las diferencias en el extremo
carboxilo terminal (ver Apéndice I, Hanks y col., 1988 y
Apéndice II, Jedlicki y col, 1992). Por otra parte, al
comparar la secuencia de la subunidad a de Drosophila con las
de otras proteinaquinasas {Hanks y Quinn, 1991), se observa
que la subunidad a de la caseinaquinasa II presenta una mayor
similitud con 1las proteinaquinasas que participan en 1los
procesos de fosforilacién durante el ciclo celular que con
otras serina/treonina proteinaquinasas, tales como las

dependientes de cAMP, de Ca'l

¥ calmodulina y de fosfolipidos.

En el subdominioc I (ver Apéndices I y II), donde se
encuentra la secuencia caracteristica G X G X X G/S, com@n en
los sitios de unién del ATP de un gran nimero de proteina-
quinasas (Taylor y col., 1990), la caseinaquinasa II llama la
atencidn porque posee un residuo de tirosina (antes del Gltimo
residuo de serina), de modo que su secuenciaes GX GX Y S.
La secuencia mds corriente entre las serina proteinaquinasas
es GXGXF G/S, y la diferencia observada hace a la caseina-
quinasa II mds semejante a las proteinaquinasas de la familia

de las cdc2 guinasas que participan en el ciclo celular

(Miilner-Lorillon y col., 1990).
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La caseinaquinasa II presenta otra diferencia casi
exclusiva puesto que en el subdominio II posee una valina
(valina 64) en lugar de la alanina (alanina 70 en la PQ A) y
una diferencia exclusiva en el subdominio VII, en el cual la
fenilalanina dentro de la secuencia consensual D F G (fenil-
alanina 174 en la PQ A) est& reemplazada por un triptéfano
(triptéfano 174). Se ha postulado que esta tltima diferencia
estaria relacionada con su capacidad para utilizar GTP (Jakobi
¥y Traugh, 1992).

En el subdominio 1II, a continuacion de la lisina que
participa directamente en la reaccidn de fosforilacion (lisina
67, ver Apéndice II), la subunidad a posee una agrupacién de
lisinas y argininas que le es caracteristica (Kamps y Selfton,
1986). Meisner y colaboradores {Meismer y col., 1989) han
postulado que esta serie de residuos de aminoadcidos basicos
forma una a-hélice que se encontraria sobresaliendo de 1la
estructura proteica y corresponderia al sitio en el cual
ocurre la unidn de la enzima con el sustrato proteico (Lozeman
y col., 1990). También llama la atencién que la subunidad a,
en el segmento : YK X, H X, HR X, K X, H X; HX HRK X R
del subdominio VI, posee otra agrupaciétn de aminoacidos
basicos. De estos aminoadcidos basicos cinco corresponden a
histidina, tres a lisina y tres a arginina. Este subdominio

basico esté conservado entre numerosas serina/treonina protei-




naquinasas. Sin embargo, en el caso de la proteinaquinasa A
existe un aminodcido 4cido (el lugar correspondiente al resi-
duo de Aacido glutamico en la posicién 170 de la PQ A, ver
Apéndice 1), en cambio la caseinaquinasa II posee el amino-
dcido basico histidina:

CRII :RDVKPHNyYyPRQA: RDLKPEN (Hanks y Quinn,
1991). A esta serie de aminodcidos basicos también se le
atribuye un papel en el reconocimiento de los sustratos

proteicos (Hanks y Quinn, 1988).

E. LA SUBUNIDAD B

Se puede comprobar que existe mucha similitud entre
las subunidades B de las caseinaquinasas II de distintas espe-
cies. La subunidad B de Drosophila tiene un 88% de similitud
aminoacidica con la subunidad B humana, y dentro del 12% de
diferencia, la mitad corresponde a sustituciones conservadas.
Por otra parte, las subunidades B de Xenopus laevis, bovino y
humana son préacticamente idénticas (Heller-Harrison y col.,
1989; Jedlicki y col., 1992) (ver Apéndice III).

Al analizar la secuencia de la subunidad B llama la
atencioén la existencia de dos zonas de carga opuesta ubicadas
en cada extremo de la cadena polipeptidica (Takio y col.,
1987). Hacia el extiremo carboxilo terminal existe una gran

cantidad de residuos aminoacidicos basicos y hacia el extremo
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aminoterminal se encuentran numerosos residuos aminoacidicos
dcidos, especialmente concentrados entre los residuos 55 y 64.
La secuencia basica podria facilitar una interaccién con los
sustratos de caracter acido. En cambio, a la secuencia acida
se le ha atribuido la interaccidn con poliaminas y polipépti-
dos basicos, los cuales estimulan a la enzima (Takio y col.,
1987; Hathaway y Traugh, 1984 b; Traugh y col., 1990). Los
experimentos en los cuales, por mutacidén sitio dirigida in
vitro, los residuos dcidos se cambiaron por alanina, muestran
que esta subunidad B mutada estimula 27 veces a la subunidad
a, yno 5 a 6 veces como lo hace la subunidad no mutada. Esto
ha hecho atribuirle a esta regién una posible funcion
atenuadora (Boldyreff, y col., 1992).

La secuencia S S S E E, adyacente a la primera
metionina, resulta de gran interés. Esta zona se ha definido
como el sitio de autofosforilacidén de la enzima, pues las
serinas ubicadas en el primer y el segundo lugar cumplen con
la secuencia consensual descrita para la especificidad de la
enzima (ver mas adelante). Esta posibilidad habia sido postu-
lada por Lichtfield y col. (Lichtfield y col., 1991) y ha sido
recientemente demostradada en nuestro laboratorio (Hinrichs y
col., 1993). Hasta la fecha no ha sido demostrado que la fos-
forilacion de estas serinas alteren la actividad enzimatica de

la caseinaquinasa Il (Hinrichs, y col., 1993).




Se ha tratado de encontrar similitud entre 1la
secuencia de la subunidad 8 y las secuencias de las subunida-
des o dominios reguladores de otras proteinaquinasas, sin
embargo, no ha sido posible establecer similitud con ninguna
de éstas, asi como tampoco con otras secuencias conocidas de

proteinas (Takio y col., 1987).

F.- ESPECIFICIDAD DE LA CASEINAQUINASA II

La especificidad de la caseinaquinasa II de fosfo-
rilar serinas y treoninas que anteceden a amincéacidos acidos
es otra caracteristica peculiar de esta enzima que la diferen-
cia de muchas otras serina/treonina proteinaquinasas, capaces
de fosforilar residuos insertos en muy variadas secuencias
(Kennelly y Krebs, 1991). De la misma manera que la caseina-
quinasa II, la caseinaquinasa I y muchas tirosina proteinaqui-
nasas, también fosforilan a un residuo aminoacidico ubicado en
un entorno acido: €CQ I, S (P) X X E S (Hathaway y Traugh,
1982) y aquellas tirosina proteinaquinasas, E E E Y (Hunter
y Cooper, 1985).

Las primeras informaciones con respecto a la especi-
ficidad de la caseinaquinasa II se obtuvieron al analizar los
aminodcidos fosforilados por esta enzima al actuar sobre dife-
rentes variedades de caseina. Con estos estudios se pudo ob-

servar que la caseinaquinasa II fosforila tanto serina como
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treonina, lo cual la distingue de la caseinaquinasa I, la otra
proteinaquinasa que fosforila residuos adyacentes a aminoaci-
dos acidos pero que fosforila exclusivamente serinas. También
se encontrd que, a diferencia de esta Ultima, requiere que los
residuos acidos vecinos a la serina o a la treonina, se ubi-
quen hacia el extremo carboxilo terminal en la secuencia. En
esta forma se establecid un primer consenso de fosforilacién
de la caseinaquinasa II presente en las caseinas a, oy By
que corresponde a S/T E/S(P) E/D (Hathaway y Traugh, 1982).
Posteriormente, se han realizado estudios con pépti-
dos sintéticos en forma muy sistematica, para establecer las
determinantes de la especificidad de la caseinaquinasa II. Se
usaron como sustratos péptidos pequefios cuyas secuencias
corresponden a los sitios de la glicdgenosintetasa v de la
troponina T que son fosforilados por la caseinaquinasa II.
Estos péptidos fueron fosforilados por esta proteinaquinasa,
pero presentaron valores de Km aparente superiores en dos
6rdenes de magnitud a los correspondientes valores de Km de
las proteinas sustratos (Meggio Yy col., 1984). Los mismos
autores establecieron ademas la importancia de la presencia de
al menos un aminoadcido dcido en la tercera posicién hacia el
extremo carboxilico de la serina: S X X E/D, siendo esta
secuencia la estructura minima necesaria para servir de sus-

trato. Utilizando péptidos sintéticos, se vio que una activi-
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dad enzimdtica 6ptima se encuentra con la secuencia S EE E.
El cambio del aminoacido ubicado en el tercer lugar por un
aminoacido neutro como alanina disminuye la velocidad de
fosforilacién en un 40%. Otros péptidos sintéticos utilizados
en estos estudios constan de una serina o una treonina seguida
por 5 a 7 residuos 4cidos hacia el extremo carboxilo terminal.
Se compard este tipo de péptidos con otros en los cuales uno
o mas, aminodcidos van siendo sustituidos por aminoacidos dife-
rentes, principalmente por aminodcidos neutros como alanina.

Es asi como en la actualidad han sido aclarados
algunos aspectos importantes en el consenso de fosforilacién
de la caseinaquinasa II, habiendo contribuido a ello en forma
relevante Pinna y colaboradores y Krebs ¥ colaboradores
(Meggio y col., 1984; Kuenzel y Krebs, 1985; Marin ¥y col.,
1986; Kuenzel y col., 1987; Marchiori y col., 1988; Litchfield
y col., 1990; Perich y col., 1992). Las conclusiones mas
importantes de estos trabajos se resumen a continuacién: la
posicidén namero tres, hacia el extremo carboxilo terminal
desde el residuo hidroxilado, es fundamental para la accién de
la caseinaquinasa II. Un péptido que carece de un aminoacido
dcido en ese lugar es fosforilado en mucho menor extensiodn que
otro que si lo posee, aun cuando este dltimo presente una
menor cantidad de aminodcidos acidos (en total). Por ejemplp,

el péptido S A A E A A atn puede ser sustrato de la enzima, lo
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cual no sucede con el péptido S AEA A A ni con el péptido
SEEAAA, y ademas el primero es fosforilado con una mayor
Vmax que el péptidoc S EE A E E. Una mayor cantidad de resi-
duos &cidos hacia el extremo carboxilo terminal favorece la
afinidad con la enzima. Por ejemplo, la Km disminuye desde un
valor de 18,9 mM para el péptido S AAEAA g 0,3 mM para
el péptido S EEEEE (Meggio y col., 1984; Marin y col.,
1986; Kuenzel y col., 1987; Marchiori y col., 1988).

La existencia de aminoacidos 4cidos hacia el extremo
amino terminal del residuo hidroxilado favorece la reaccidn de
fosforilacidén, con respecto a la eficiencia (Vmax/Km)}, pero no
es requisito suficiente para que un péptido sea sustrato, como
ocurre con el caso del péptido EEEEES ( Meggio ¥ col.,
1984; Marin y col., 1986; Marchori y col., 1988).

La presencia de un residuo basico vecino a la serina
fosforilable hacia el extremo N-terminal disminuye mas de 100
veces la eficiencia de la enzima; asf mismo, una lisina colo-
cada en el cuarto lugar hacia el extremo carboxilo terminal
disminuye aproximadamente 25 veces la actividad de la enzima
con respecto a la actividad que presenta con un péptido que
posee una valina en esa posicién. La treonina puede reemplazar
a la serina, pero se observa una disminucién considerable en
la eficiencia (el valor de Vmax/Km es aproximadamente 240

veces menor). Sin embargo, una tirosina en el lugar de 1la
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serina noc puede en absoluto ser fosforilada. Una serina
fosforilada puede reemplazar a un acido glutamico o a un acido
aspartico en cualquier posicién, atn en la ubicacion clave del
tercer lugar a continuacidn de la serina (o treonina) fosfori-
lable (Kuenzel y col., 1987; Marchori y col., 1988; Kuenzel y
col., 1987; Litchfield y col., 1990).

Recientemente se encontrd gue la caseinaquinasa II
presenta ciertas variaciones en la secuencia consensual de
fosforilacién cuando en el sustrato hay presentes serinas
fosforiladas. La enzima fosforila con mayor velocidad a un
péptido que posee la secuencia acetil S(P) S(P) § S(P) que
al péptido de referencia S E E E (Perich y col., 1992).
Utilizando este tipo de péptidos, los autores observaron que
la caseinaquinasa Il requiere que la serina que va a ser
fosforilada esté seguida por una serina fosforilada, pero
también encontraron que es necesaria la presencia de dos
serinas fosforiladas adyacentes hacia el extremo amino
terminal. La carencia de estas serinas fosforiladas en un
péptido A A S S(P) S(P) disminuye casi 200 veces la velo-
cidad de fosforilacion. También se pudo observar que el
aumento de serinas fosforiladas hacia el extremo aminoterminal
produce una disminucién en el valor de la Km. Por ejemplo, el
péptido acetil S(P). S(P) S(P) S S(P) tiene una Km de 0,3 mM

Yy un valor de Vmax/Km de 26,6, en cambio, el péptido
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acetil S(P) S(P) S(P) S(P) S S{P) tiene una Km de 0,09 mM y
el valor de Vmax/Km aumenta a 75,5.

Por otra parte, también se aclard que la secuencia
consensual debe cumplir con la condicién estructural de formar
una vuelta B (Carrol y col., 1988). Considerando esta condi-
cion, se puede explicar el hecho de que existan secuencias gque
son sustratos de la caseinaquinasa II aun cuando son moderada-
mente dcidas o no cumplen plenamente con los requisitos de la
secuencia consensual, pero que, sin embargo establecen una
vuelta B en el segmento que posee el residuo fosforilable.
Estudios no publicados con técnicas de NMR de péptidos, entre
los cuales se encuentra el péptido ES L S S S E E, corres-
pondiente al sitio de fosforilacién de la B caseina, muestran
que forma esta vuelta B (ref. en Meggio y col., 1989). También
el andlisis de algunas secuencias de otros sustratos de la
enzima, como las oncoproteinas Fos, Myc y ElA, muestra la
presencia de prolina antes de la serina fosforilable (Hathaway
y Traugh, 1982; Carrol y col., 1988), como se observa
igualmente en los sitios de fosforilacién de la glicoégeno
sintetasa (PHQ S EDE E E), de la ornitina carboxilasa (P
GSDDEDES), del antigeno T mayor del virus $SV40 (E E M
PS SDDEATAD)y de la proteina 14 del grupo de alta

movilidad (S P AS DEAEEK). Esta Gltima representa el

caso de un sustrato que no cumple con el requisito del amino-




acido acido en el tercer lugar.

be 1o anterior se desprende que la secuencia consen-
sual de especificidad de la caseinaquinasa II no sélo tiene
requerimientos en cuanto a secuencia aminoacidica sino que,
tal como es légico suponer de un largo segmento perteneciente
a una estructura proteica, debe cumplir también con requisitos
estructurales de manera tal que se adecie a la estructura del
sitio activo de la enzima, como asi mismo a probables sitios
vecinos que contribuyan a acomodar la zona del sustrato pro-

teico que debe quedar en contacto con la enzima.

G. REGULACION DE LA CASEINAQUINASA II
La caseinaquinasa II es susceptible de ser regulada
a través de diferentes mecanismos. En primer término, consi-
derando su estructura oligomérica, la enzima activa se encuen-
tra como el tetramero 4Bk, ¥, tal como se menciondé anteriormen-
te, requiere de una concentracién de sal entre 0,1 y 0,2 M.
Si la fuerza idnica es baja (menor que 0,05 M), se produce la
agregacion de la enzima con la formacién de filamentos
(Glover, 1986).
Por otra parte, se sabe que la subunidad a aislada
posee actividad enzimé&tica (Cochet y Chambaz, 1983), pero esta
actividad es aproximadamente del 10 al 20% de la actividad que

presenta la holoenzima (Lin y col., 1891; Hinrichs y col.,
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1993). Esto indica que la subunidad B estimula la actividad
de la enzima (aun cuando, ademds posea una funciédn atenuadora
(Boldyreff, y col., 1992)). También se ha encontrado que la
subunidad B le confiere estabilidad térmica a la enzima
(Meggio y col., 1992).

Otra forma de estabilizar y de este modo regular la
actividad de la enzima, podria ser su asociacién con sustra-
tos.  Un ejemplo de esta asociacidén es su unién a tubulina y
microtdbulos (Risnik y col., 1988).

Los estudios de expresidn de la subunidad B recom-
binante sugieren una posible regulacién a través de la varia-
cién en la proporcidon entre las dos subunidades (Filhol y
col., 1991). Krek y col. (Krek y col., 1992} no concuerdan con
esta idea. Sin embargo, recientemente Robitzki y col.
(Robitzki y col., 1993), trabajando con el gen de la caseina-
quinasa II humana, presentaron evidencias que sugieren que la
subunidad a se une en forma especifica a un segmento de 70
pares de bases ubicado en el promotor del gen de la subunidad
B. Un exceso de la subunidad B libera a la subunidad a del
segmento del promotor, formando holoenzima. La holoenzima es
incapaz de unirse a la region promotora. Ademas, cbservaron
que un incremento de la expresién de la subunidad a aumenta la
transcripcidn de la subunidad B. Estos experimentos apoyan la

idea de que la expresion de ambas subunidades estd coordinada,
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de manera tal que la subunidad a actuaria como un factor de
transcripcién en la expresidon de la subunidad 8. Sin embargo,
estos estudios requieren de mayores andlisis para su confir-
macion.

Debido a que la subunidad B es blanco del efecto de
activadores policatidnicos de la enzima, tales como la esper-
mina y la polilisina, es 1l46gico pensar que una modificacién de
esta subunidad, como lo es la fosforilacién, puede representar
una manera de regular su actividad. Esta idea fue aportada
por algunos resultados que mostraron que la actividad de 1la
caseinaquinasa II estd aumentada en células 3T3-LI expuestas
a insulina y al factor de crecimiento epidérmico (EGF)
{(Sommercorn y col., 1987). Este aumento no estaba asociado
con un aumento en la concentracidén de la caseinaquinasa II.
Esto apoya la idea de que la caseinaquinasa II es activada por
algin tipo de modificacidn covalente. Por otra parte, en
forma mas directa, se demostrd que la proteinaquinasa p34 cdc2
de huevos de estrella de mar fosforila in vitro a la subunidad
B de la caseinaquinasa II de Xenopus en una serina y en una
treonina (Milner-Lorillon y col., 1990) y se relaciond esta
fosforilacién con un aumento en la actividad de 1la
caseinaquinasa II. Recientemente, Litchfield ¥ col.
(Litchfield y col.,.1891) encontraron que la subunidad B es

fosforilada por la p34 cdc2 (obtenidas ambas de células BK3A
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de un linfoma de pollo) en la serina 209 y esto coincide con
los resultados obtenidos en estas mismas células detenidas en
mitosis por nocodazol (Litchfield y col., 1992).

Estos resultados son de gran interés pues podrian
relacionar la actividad de la caseinaquinasa II con la cadena
de fosforilaciones que ocurren durante el ciclo celular.

Por otra parte y en forma andloga a lo que ocurre
con otras proteinaquinasas cuya actividad es controlada por
autofosforilacidén (Cobb y col., 1989; Tuazon y Traugh, 1991),
es posible que la autofosforilacidon de la subunidad B afecte
la actividad de la enzima. La autofosforilacidon de la subuni-
dad 8 es muy répida y coincide en sus parametros cinéticos con
un mecanismo de tipo intramolecular (Meggio y Pinna, 1984).

Segin algunos autores, la autofosforilacién de la

subunidad B es afectada por policationes. En efecto, la poli-

lisina y la poliarginina inhiben este procesc (Palen y Traugh,
1991), en cambio la espermina lo aumenta (Meggio y Pinna,
1984). Por otra parte, Palen y Traugh, trabajando con casei-
naquinasa II de higado de rata, (Palen y Traugh, 1984) obser-
varon que las proteinas basicas afectan de diferente manera a
la autofosforilacion; por ejemplo, la protamina inhibe la
autofosforilacién, en cambio, tanto la histona H1l como una
mezcla de histonas 3 y 4 la estimulan. Con estos resultadps

se ha postulado que existiria una relacidon inversa entre la
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autofosforilacién de la subunidad 8 y la activacién de la
caseinaquinasa II (Palen y Traugh, 1991). Sin embargo, en
oocitos de Xenopus laevis se ha observado que la subunidad B
no presenta inhibicién de la autofosforilacién en presencia de
polilisina y ademds una mutante de la subunidad B que posee
glicinas reemplazando a las dos serinas en el sitio autofosfo-
rilable, mantiene la capacidad de estimular a la subunidad a
(Hinrichs y col., 1993). Es preciso un estudic mas acabado
para aclarar estas aparentes diferencias con respecto a los
efectos de la autofosforilacién en la subunidad B.

La subunidad a también estd sujeta a fosforilacion
tanto por la accidn de otras proteinaquinasas como por auto-
fosforilacion. La proteinaquinasa p34 cdc2 (Litchfield y
col., 1992) fosforila a la subunidad a in vitro y al analizar
el mapa polipeptidico se observan los mismos péptidos fosfori-
lados que los que presenta la caseinaquinasa I1 obtenida de
células BK3A en cultivos detenidos en mitosis. Estas fosfori-
laciones no ocurren en la subunidad a’ ni en la subunidad a de
la enzima de oocitos de Xenopus laevis, las cuales carecen de
las secuencias consensuales de fosforilacion para la p34 cdc2.

Al parecer, la fosforilacién de la subunidad a no
afecta a la actividad de la enzima cuando ésta se ensaya in
vitro (Litchfield y .col., 1992). Sin embargo, se discute la

posibilidad de que los cambios fisicoquimicos producidos por
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la fosforilacidn se traduzcan en cambios en las interacciones
con moléculas gque influyan en su actividad o bien afecten su
ubicacién intracelular.

A diferencia de lo que ocurre con la subunidad B, la
autofosforilacién de las subunidades a y a' es estimulada
tanto por polipéptidos basicos como por proteinas bésicas
(Palen y Traugh, 1991), pero no se ha establecido una relacién
entre la autofosforilacion de la subunidad a y la actividad de

la enzima.

H. ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LA CASEINAQUINASA II

La caseinaquinasa II no es afectada por moduladores
o cofactores, en contraste a lo que sucede con varias otras
proteinaquinasas. Su actividad es independiente de nucleéti-
dos ciclicos, Ca'¥, calmodulina y fosfolipidos (Hathaway ¥y
Traugh, 1983). Ultimamente se ha encontrado que la enzima
preparada de cerebro de rata es activada seis veces por esfin-
gosina (McDonald y col., 1991). A este hecho no se le ha
encontrado un significado fisiolégico. Sin embargo, desde
hace tiempo se han descrito una variedad de compuestos que
afectan la actividad in vitro, los cuales se caracterizan, en
su mayoria, por ser moléculas polianidnicas o policatidénicas.
Entre los compuestos que activan a la caseinaquinasa II se

encuentran los policationes espermina y espermidina (Jacob y
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col., 1983) y polipéptidos basicos como la polilisina
{Hathaway y Traugh, 1984 b). La activacidén de la enzima por
estos compuestos se caracteriza porque no se puede establecer
un patrdédn comin de respuesta. En efecto, la respuesta de la
enzima depende no s6lo del tipo de policatidén y su concenira-
cién, sino también de la concentracion de Mg*2 en el medio, de
forma tal que s6lo se manifiesta la activacion cuando se tie-
nen bajas concentraciones de este catidon (Hathaway y Traugh,
1984 b). También se ha observado que la espermina es un acti-
vador mas potente que la espermidina y que puede suplir par-
cialmente los requerimientos de Mg“2 (el cual tiene una Km de
2,5 mM con ATP como sustirato) (Hathaway y Traugh, 1984 b). La
K, de la espermina es 0,28 mM. Asi, este activador podria
tener algin significado puesto que el valor de K, es alcanzado
en las condiciones fisiol6gicas en algunos tipos celulares,
como es el caso de reticulocitos (Hathaway y Traugh, 1984 b).
Algunos estudios demuestran que la polilisina activa
la fosforilacidon de la calmodulina y de la ornitinadecarboxi-
lasa, catalizadas por la caseinaquinasa II (Meggio y col.,
1992 a). En cambio, la espermina no afecta la fosforilacién
de ninguno de estos dos sustratos.
Un papel fisioldgico relacionado con la activacion

por este tipo de policationes puede ser discutido y todavia no

hay una prueba directa de una relacién entre la caseinaqui-




nasa I1I y estos compuestos, pero el efecto de ellos resulta
interesante si se considera que la enzima estd ubicada prefe-
rentemente en el nicleo (Taylcor y col., 1987; Krek y col.,
1982). Ademas, la activacibén mediante estos compuestos puede
ser una muestra de la accidn que ejercen sobre la enzima

ciertos dominios de algunas proteinas nucleares, tales como
las histonas y la nucleoplasmina (Taylor y col., 1987), las
cuales tienen largas secuencias de residuos aminoacidicos
basicos.

Por otra parte, se ha encontrado gque numerosas
moléculas polianidnicas son inhibidores de la caseinaguinasa
II; entre ellas se puede mencionar el inositol hexasulfato, el
piridoxal 5'-fosfato, el 2,3-bisfosfoglicerato y la heparina.
Todos ellos han mostrado ser competitivos con respecto al
sustrato proteico (Hathaway y Traugh, 1983).

De estos inhibidores, el 2,3-bisfosfoglicerato tiene
un 15[l de 1,8 mM para la caseinaquinasa II de reticulocitoes de
conejo. Este compuesto se asocia a la hemoglobina, pero en
ciertas condiciones podria encontrarse libre en concentracion
suficiente como para afectar a la caseinaquinasa II, al igual
que lo hace con algunas enzimas de la via glicolitica, con las
cuales presenta un Iy, semejante (Hathaway y Traugh, 1984 c).

La inhibicidon de la caseinaquinasa II mediante la
heparina sorprende por el bajo valor del Iy el cual esta en

el orden nanomolar de concentraciéon (1,4 nM) (Hathaway y col.,
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1980; Plana y col., 1982). Ademas, debido a que este compues-
to no es capaz de inhibir a otras proteinaquinasas o si lo
hace requiere concentraciones bastante mayores, la inhibicién
por heparina se utiliza como herramienta para identificar a
una proteinaquinasa como caseinaquinasa II. Sin embarge, se
debe tener en cuenta que la fosforilacién de algunos sustra-
tos mediante esta enzima puede ser resistente a la inhibicidn
por heparina, tal como ocurre en el caso de la fosforilacidn
de la nucleoplasmina (Taylor y col., 1987). La disminucion de
la sensibilidad de la caseinaquinasa II a la heparina cuando
fosforila determinados sustratos se atribuye a que estos
tienen una mayor cantidad de residuos aminoacidicos écidos.
Si bien se ha demostrado que la inhibicién por
heparina es competitiva con respecto al sustrato proteico, no
se descarta la posibilidad de que ademéds interactiie con otros
sitios lejanos al sitio activo (Hathaway y Traugh, 1982).
Dentro de las moléculas que inhiben a la caseinaqui-
nésa II se encuentran también algunos cligonucle6tidos, obser-
vandose que los oligonucledtidos ricos en uracilo y el DNA de
una hebra presentan el mayor efecto inhibidor (Gatica y col.,
1989). Podria ser muy interesante que algunos acidos nuclei-
cos, dependiendo de su secuencia, fuesen reguladores de la
caseinaquinasa II, tanto en su actividad nuclear como cito_—

plasmatica.
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El hecho de que moléculas polianiénicas inhiban a la
caseinaquinasa II, asi como también las caracteristicas de la
secuencia consensual de fosforilacién de la enzima, han moti-
vado el estudio del efecto de moléculas polipeptidicas cén
alto contenido de residuos aminoacidicos acidos. Meggio y col.
(Meggio y col. 1983; Meggio ¥y col. 1984), realizaron estudios
para observar el comportamiento de este tipo de moléculas tan-
to como sustratos o como inhibidores de la caseinaquinasa II.
Estos autores, utilizando caseinaquinasa II de higado de rata,
analizaron el efecto de polipéptidos de &acido glutamico y
encontraron que el &cido poliglutamico presenta un efecto
inhibidor sobre la enzima, si dicho compuesto posee 10 o mas
residuos de aminodcidos. Este efecto es realmente notable si
el nimero de residuos es de 70, obteniéndose una Ki de 0,11 pM
¥ un Im de 1 pM. Los valores de estas constantes se aproximan
a los valores obtenidos con heparina. Posteriormente se com-
probé que el &acido poliaspartico es atn mas efectivo como
inhibidor (Meggio y col, 1984).

Si bien es cierto que estos compuestos son sintéti-
cos, lo cual también ocurre en el caso de la polilisina, al
efectuar un analisis de las secuencias de diversas proteinas
de interés fisioldgico, es posible encontrar en ellas segmen-
tos con un alto contenido de residuos de aminocacidos écidos,

y si estas proteinas estan relacionadas con la actividad de la
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caseinaquinasa I1, pedrian a la vez actuar como inhibidores de

la actividad de esta enzima.

I. FUNCION BIOLOGICA Y SUSTRATOS DE LA CASEINAQUINASA II

Muchas de las caracteristicas de la caseinaquinasa
11 hacen pensar que la funcidn de esta enzima es indispensable
para la célula. Ademias de sus ya mencionadas caracteristicas
de ubicuidad en los diferentes tipos de células y de conser-
vacion de su secuencia, se ha demostrado que cepas mutantes de
levadura, deficientes en caseinaquinasa II, son letales
(Padmanabha y col., 1990). Apoya esta idea el hecho de que
numerosas proteinas sustratos de la caseinaquinasa II tienen
gran importancia en el metabolismo celular, asi como también
las evidencias indican que la enzima experimenta cambios en su
actividad bajo distintas condiciones fisiolo6gicas o patolodgi-
cas del desarrollo celular. En algunos casos, como en el de
la topoisomerasa I1 (Corbett y col., 1992) y en el del produc-
to del oncogen myb (Liischer y col., 1890 ), se ha podido esta-
blecer una relacion directa entre la fosforilacidén catalizada
por la caseinaquinasa II y un cambio en la actividad de la
proteina sustrato.

La actividad de la enzima estéd aumentada en células
en activa proliferacién, como es el caso de células tumoraleg

(Pena y col., 1983; Prowald y col., 1984). Schneider y cola-
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boradores (Schneider y col., 1984) compararon la actividad de
la caseinaquinasa II en tejido total de ratdm, en diferentes
estados de la embriogénesis y en células de tumor ascitico de
ratén. Estos autores observaron un aumento de 2 a 3 veces en
la actividad enzimidtica a los doce dias después de iniciada la
gestacion. Ademas encontraron mayor fosforilacién de una pro-
teina de 110 kDa la cual coincide en sus caracteristicas con
una proteina de la cromatina no histdénica (NHCP). Esta
proteina también es fosforilada en gran cantidad en 1las
células tumorales de raton.

En hepatocitos fetales de rata (Pérez y col., 1987;
GranQe y col., 1989) también se ha observado un aumento de la
actividad de la caseinaquinasa II, con un maximo a los 21 dias
de iniciada la gestacion. Este aumento es paralelo al aumento
de la actividad de la histona quuinasa (ahora conocida como
cdc2 o p34 cdc2 quinasa). Llama la atencidén este aumento de
la actividad de la caseinaquinasa II en el higado fetal,
puesto que coincide con el comienzo de la acumulacidén del
glicogeno y con el aumento de la concentracién de insulina en
el plasma del embrién. Estos autores observaron ademas, que
la administracion de insulina a ratas de un dia no causa un
aumento en la actividad de la caseinaquinasa II, pero si pro-

voca un aumento en la Kma de la enzima para la caseina.

p
Recientemente, se ha encontrado otro nexo entre la
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accion de la insulina y la de la caseinaquinasa II, a través
de la proteina nucleolina (denominada C23). Esta proteina
participa en la regulacién de la transcripci6n de la RNA
polimerasa I y en los procesos relacionados con el transporte
del RNA ribosomal. La nucleolina se regularia mediante fos-
forilacion (Jordan, 1987). A su vez, la insulina induce la
diferenciacién de las células 3T3-442A y este proceso va
acompafiado de un aumento en la fosforilacioén de la nucleolina.
Sin embargo, cuando el tratamiento con insulina se realiza en
presencia de DRB (5,6-diclorobenzimida ribosido), un inhibidor
difusible de la caseinaquinasa II, no ocurre la fosforilacidén
de la nucleolina (Csermely y col. 1993).

Otras hormonas también modifican la actividad de la
caseinaquinasa II. Sommercorn y Krebs (Sommercorn y Krebs,
1987) al inducir la diferenciacion de células 3T3-LI a adipo-
citos mediante dexametasona o 3-~isobutil-l-metilxantina,
observaron un aumento transitorio en la actividad de la casei-
naquinasa II, con un maximo al cuarto dia. Este aumento
corresponde también a un aumento en la cantidad de la enzima.
El aumento de la actividad de la enzima coincide con un au-
mento en los receptores de insulina, pero cuando la actividad
de la enzima comienza a declinar, la cantidad de receptores
continfia elevada. Todas estas observaciones muestran que
existe una relacién compleja entre la insulina y la actividad

de la caseipaquinasa I1.




38

Los estudios con respecto al efecto del factor de
crecimiento epidérmico sobre la caseinaquinasa II (Ackerman y
Osheroff, 1989) aportan més evidencias sobre el papel de la
enzima en los procesos de proliferacién celular. Estos
autores observaron que el tratamiento de células del carcinoma
humano A-431 con EGF produce una estimulacidén transitoria de
4 veces en la actividad de la caseinaquinasa I1I, la cual no
est& acompafiada de un aumento en la cantidad de enzima. No se
han logrado evidencias de una relacidén directa entre 1la
actividad tirosina proteinaquinasa del receptor de EGF y la
modificacion de la actividad de la caseinaquinasa II, pues
mediante el uso de anticuerpos contra fosfotirosina no se ha
encontrado tirosinas fosforiladas en la enzima. Pero, dada la
posibilidad de una o mas fosforilaciones en serina o en
treonina de la caseinaquinasa II, los autores postulan el
requerimiento de una o mé&s serina/treonina proteinaquinasas
como intermediarios en la cascada de reacciones.

La accion de factores hormonales sobre la caseina-
quinasa II también ocurre en distintos tejidos en forma espe-
cifica. Una situacidtn de este tipo ha sido descrita por
Klarlund y Czech (Klarlund y Czech, 1989). Estos autores ob-

servaron que los fibroblastos BALB/c 3T3, deprivados de suero,

experimentan un aumento rapido en la actividad de la caseina-




jante a insulina-1 (IGF-I) o con insulina. Debido a la rapidez
con la que se manifiesta, esta activacidn podria deberse a una
modificacién de la enzima, hipdtesis que es apoyada por el
hecho de que no se observa un aumento paralelo de incorpora-
cion de timidina tritiada en DNA. Este aumento de actividad
de la enzima en las células BALB/c 3T3 no es reproducido ni
por el factor de crecimiento derivado de plaquetas {PDGF) ni
por EGF.

Muchos de los antecedentes que relacionan a la
caseinaquinasa II con los procesos de proliferacidn celular
son apoyados por el trabajo de Carroll y Marshak (Carroll y
Marshak, 1989). Estos autores estimularon con suero a fibro-
blastos humanos de pulmdédn W138 y observaron un aumento rapido
en la actividad de la caseinaquinasa II, a los 30 minutos de
adicionado el suero, seguido de un aumento posterior lento.
Estos resultados fueron corroborados por De Benedette y Snow
(De Benedette y Snow, 1991) en estudios realizados con linfo-
citos B de ratén, sistema en el cual observaron que la activi-
dad y la expresién de la caseinaquinasa II oscila durante el
ciclo celular inducido por derivados de forboles e ionomicina.
Se produce un maximo de actividad a las 18 horas, el cual cae
a las 24 horas después de la estimulacion. Esta caida de la
actividad de la caseinaquinasa II estd relacionada con una

mayor actividad de la proteinaquinasa C. Estos resultados
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aportan antecedentes que apoyan la idea de que, junto con una
regulacién de la actividad de la caseinaquinasa I] mediante
modificaciones covalentes, ocurriria una regulacién de su
expresién durante el desarrollo y el ciclo celular. Sin
embargo, actualmente existe controversia con respecto a estos
resultados. En efecto, cabe hacer notar que Hunter criticod
los trabajos de Carroll y Marshak y los de Klarlund y Czech
como .no reproducibles {(Hunter y Karin, 1982).

La relacion de la caseinaquinasa I1I con el ciclo
celular se pone de manifiesto a través de otras evidencias
experimentales, como es el caso de la fosforilacioén in vitro
tanto de la subunidad a como de la B de la enzima por la p34
cdc2 quinasa (Miilner-Lorillon y col., 1890). La p34 cdc2
quinasa fosforila a sustratos determinantes del ciclo celular,
como la histona H1, c-src y laminas tipo B (Nakawaga y col.,
1990). Algunos de los sustratos de esta enzima también poseen
sitios de fosforilacidon por la caseinaquinasa II, como es el
caso de la BRNA polimerasa II, el antigeno T del virus 5V40,
nucleolina y la proteina p53 (Lewin, 1990).

En la busqueda de la funcién que cumple la caseina-
quinasa II en la célula es interesante también analizar su
participacién en la fosforilacién de algunas proteinas rela-

cionadas con la expresion génica. Se ha encontrado que la

caseinaquinasa II participa en este proceso en varios niveles,




ya sea afectando el traslado al micleo de ciertos factores de
transcripcién, su unién al DNA o bien su interaccién con el
resto de la maquinaria transcripcional. Es el caso del anti-
geno T del virus SvV40 (Kalderon y Smith., 1984}, el cual
ademas de la seifial de entrada al nicleo (NLS) PK K KR K V,
posee otra secuencia responsable de la cinética de transporte
y en la cual se encuentran dos serinas fosforilables por la
caseinaquinasa II, la 111 y la 112; estas serinas al estar
fosforiladas aceleran el transporte al nicleo (Rihs y col.,
1991). Esta secuencia fosforilable por la caseinaquinasa II
es altamente conservada entre los virus animales, por ejemplo,
entre la proteina E1A del adenovirus y la proteina E7 del
virus de papiloma humana. También se ha relacionado la fosfo-
rilacion de las serinas hom6logas a las 111 y 112 del antigeno
T del virus SV40 con el potencial oncogénico de estas protei-
nas (Barbosa y col., 1990).

Numerosos productos oncogénicos corresponden a fac-
tores de transcripcién, entre ellos, Myb, Myc, Fos y Jun. Se
ha descrito que la uniéon al DNA de algunos de ellos se afecta
por fosforilacién. En efecto, la fosforilacidén del c-Myb por
la caseinaquinasa II da como resultado una gran disminucién en
su capacidad de unirse al DNA (Liischer y col., 1990). Asi
mismo, es interesante la regulacién negativa del c-Jun, gl

cual constituye el componente principal del factor de trans-
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cripcidén AP-1. Se ha demostrado que la fosforilacidén de Jun
por caseinaquinasa II en el extremo carboxilo terminal causa
la inhibicién de su unién al DNA (Boyle y col., 1991).

En otros casos se ha observado que la unién al DNA
del factor de transcripcién es activada por la fosforilacion.
Uno de ellos es el del factor de respuesta al suero (SRF), el
cual se une al promotor de c-Fos a través de una secuencia
denominada SRS (Treisman, 1986) y que en células A 431 se ha
visto que es inducible por EGF (Prywes y Roeder, 1986). E1
SRF tiene 4 serinas fosforilables por la caseinaquinasa 11, de
las cuales la serina 83 y la 85 serian importantes dado que su
fosforilacién estaria relacionada con cambios en su unién al
DNA.

Es interesante el hecho de que la caseinaquinasa II
fosforila al factor de unioén al DNA y al elemento de respuesta
a cAMP (CREB) humano en una regién comprendida entre los ami-
noacidos 92 y 108 (Lee y col., 1990). Se sabe que la fosfori-
iaciéon de este factor de transcripcién por medio de la
proteinaquinasa A da como resultado un aumento de la
transcripcién de los genes que poseen el motivo CRE. Asi, es
necesario establecer si la fosforilacion de CREB por la
caseinaquinasa II, altera o no la velocidad de transcripcion
de genes especificos.

Los antecedentes existentes muestran que la
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caseinaquinasa II participa en distintos mniveles de la
actividad celular. Cada vez es méas evidente que la enzima
participa en los mecanismos de transduccidén de sefiales. En
este caso, su accion se ejerce tanto en el citoplasma como en
el nicleo, integrando probablemente cascadas de fosforilacio-
nes, y en ellas podria estar relacionada tanto con la familia
de las serina/treonina proteinaquinasas como con de las tiro-
gina proteinagquinasas.

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de trabajo
realizado, quedan atn aspectos fundamentales que aclarar con
respecto a las funciones fisiolégicas de la enzima y a su
regulacion.

Es de suponer que la gran potencialidad de fosfo-
rilacion de la caseinaquinasa II debe estar siendo ejercida
dentro de la célula en forma coordinada, y para ello, su acti-
vidad debe ser modulada de numerosas formas. Policationes,
polianiones, metabolitos, hormonas y factores proteicos pueden
regularla tanto en su actividad como en su expresion. Ademas,
sin duda existen fosfatasas especificas que contrarrestan
especificamente su actividad y que, a su vez, también pueden

ser reguladas.
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OBJETIVOS

El trabajo de esta tesis estd centrado en el
estudio de la regulacién de la caseinaquinasa II, considerando
su especificidad.

Este estudio se abordd desde el punto de vista de
la inhibici6én mediante moléculas cuyas estructuras cumpliesen

los requisitos siguientes:

a. presentar homologia con el consenso de fosforilacidn de la

caseinaquinasa II.

b. tener representacién en estructuras de moléculas de

importancia fisiolégica.

Con este objetivo general se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

i. estudiar las caracteristicas de la inhibicidén de la
caseinaquinasa II por polipéptidos ricos en &cido

glutamico.
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estudiar la jinfluencia de la presencia de aminoacidos
aromiaticos y alifaticos en el efecto inhibidor de un

copolimero con acido glutamico.

estudiar especificamente el efecto de la presencia de
tirosina, ya sea en polipéptidos o en péptidos pequenos
de secuencia conocida que se comporten como sustratos o

inhibidores de la caseinaquinasa II.

estudiar el efecto de moléculas de interés fisioloégico,
las cuales presenten estructuras que cumplan requisitos
para comportarse como sustratos o inhibidores de la

caseinaquinasa II.




MATERIALES Y METODOS

A. REACTIVOS Y ANIMALES DE EXPERIMENTACION

ADP, ATP, benzamidina, caseina, colagenasa (tipo
IA), <carboxipeptidasa A, DTT, EDTA, EGTA, espermina,
espermidina, glicerol, GTP, Hepes, heparina, L-a-
glicerofosfato, 2-mercaptoetancl, piruvato de sodio, PMSF,
seroalbimina de bovino (fraccidon V), PPO, POPOP, polilisina
(12 y 24 kDa, determinados por wviscosidad), acido
poliaspartico (11,5 y 42,5 kDa), &cido poliglutamico (14 y 43
kDa), copolimero de &acido glutamico y alanina 6:4 (30 kDa),
copolimero de &cido glutamico y &cido glutamico esterificado
4:1 (91 kDa), copolimero de acido glutamico y leucina 4:1 (10
kDa), copolimero de acido glutémico, alanina y tirosina 6:3:1
(25 kDa), copolimero de &acido glutéamico, lisina y tirosina
6:3:1 (28 kDa), copolimero de &acido glutamico y tirosina 4:1
(46 kDa), copolimero de é&cido glutadmico y tirosina 1:1 (30
kDa), Tris y Tritdén X-100, fueron obtenidos de Sigma Chemical
Co.

Gliceraldehido 3-fosfatodeshidrogenasa (de
levadura), L-a-glicerofosfatodeshidrogenasa, triosafosfato
isomerasa (de misculo de conejo), lactatodeshidrogenasa (de

coraz6on de porcino), 3-fosfogliceratoquinasa (de levadura),
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creatinaquinasa (de mGsculo de conejo), NAD' y proteasa (tipo
ViI), fueron adquiridos a Boehringer Mannheim GmbH Biochemica.

Sacarosa, cloruro de potasio, cloruro de magnesio,
cloruro de manganeso, fosfato monoacido de potasio,
pirofosfato de sodio, sulfato de amonio, tartrato de sodio ¥y
potasio, acido clorhidrico, dcido ortofosférico, acido
tricloroacético, etanol, hidroxido de sodio, todos grado
analitico, se adquirieron en Merck A.G., Riedel-de Haén A.G.
o Fluka A.G.

El péptido sustrato RRREEETTTEEEE fue donado por el
Dr. Rodrigo Bravo, entonces en el European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg, Alemania. El péptido sustrato
RRREEETEEEE fue adquirido en Penninsula Laboratories.

Los péptidos sintéticos de tubulina:
RRRGVOSVEGEGEEEGEE y RRRGVDSVEGEGEEGGEEY; los péptidos
inhibidores: YzEg, Eng, E3YE4YE2 y D3YD4YD2; los péptidos
sustratos: R3EYE2TE4, R3E:3YTE4 ¥ R3E3FTE4. fueron sintetizados y
purificados por el Dr. Sandor Pomgor del International Centre
for Genetic Engineering and Biotechnology, Trieste, Italia.

La tubulina fue preparada y purificada por la Sra.
Marina Acoria y donada por el Dr. Octavio Monasterio,
Laboratorio Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

El copolimero de acido glutamico y tirosina 4:1 de

a7
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4,2 kDa y el copolimero de acido glutamico y tirosina 1:1
(12,5 kDa) fueron donados por el Dr. Michael Sela del Weizmann
Institute of Science, Rehovot, Israel.

Los derivados poliglutamilados del acido fo6lico, del
acido para—amino—benzoico y metotrexato fueron obtenidos de
Dr. B. Schirchs Laboratories, Jona, Suiza.

La caseinaquinasa II de levadura fue donada por el
Dr. Hans Sternbach del Max Planck Institute, Gottingen,
Alemania.

DEAE Sephadex A-25 Yy Sephadex G-25 fueron adquiridos
en Pharmacia Fine Chemicals.

Los papeles Whatman P81 y Whatman 3 MM provienen de
whatman y R. Balstm. Ltda.

[MP] fosfato se adquirié tanto en Amersham
International como en New England Nuclear Research Products.

Las hembras adultas de Xenopus laevis fueron
adquiridas en South African Snake Farm, Cape Province, R.S.A

y mantenidas en tanques a 22 el

B. METODOS
1. Sintesis de [y-‘P]-ATP

El [Y—HP]—ATP se prepard segun el método de walseth
y Johnson (Walseth y Johnson, 1979).

El procedimiento experimental se describe a
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continuacién: la solucidn de nPi (10 mCi) en HCl 0,2 N se
lleva a pH 8,0 con NaOH 2 N. Luego la solucidn se incuba por
una hora a 37 C en un medio compuesto por: Tris-HC1 80 mM, pH
9: DTT 10 mM; L-a-glicerofosfato 0,2 mM; NaD! 0,8 mM; MgCl,
20mM; ADP 0,08 mM; piruvato de sodio 2 mM; L-a-
glicerofosfatodeshidrogenasa i4 pg/ml (0,8 unidades);
triosafosfatoisomerasa 140 pg/ml (0,7 unidades) :
glicgraldehido 3-fosfatodeshidrogenasa i4 pg/ml {1,1
unidades); 3-fosfogliceratoquinasa 1,4 pg/ml (0,6 unidades) y
lactatodeshidrogenasa 7 ng/ml (3,5 unidades). El volumen final
es de 1 ml. Las enzimas suspendidas en sulfato de amonio se
mezclan previamente en la proporcion adecuada, se centrifugan
a 1.000 x g por 10 minutos ¥ el residuo se resuspende en una
solucion amortiguadora que contiene Tris-HCl1 50 mM, pH 9 y DTT
1 mM, para luego agregarlas a la mezcla de reaccidn. La
reaccion se detiene calentando a 100 C durante 2 minutos.

La determinacidén de la pureza del [ Y—MP] ATP
sintetizado, asi como también del rendimiento de la
incorporacién de 3pi en [y-uP] ATP, se realiza a través de
una cromatografia ascendente en placas de polietilenimino
celulosa, usando como solvente fosfato de potasio 0,75 M, pH
3.5. La migracioén del patron de ATP se determina exponiendo la
placa cromatografica a la luz U.V. de onda corta. El ATP migra

a una distancia relativa (Rf) entre 0,4 y 0,5.
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2. Preparacion de la caseina desfosforilada

La caseina desfosforilada, la cual se utiliza como
sustrato de la caseinaquinasa 11, es preparada segin el método
descrito por Hathaway y Traugh (Hathaway y Traugh, 1983) y que
consiste en lo siguiente: se resuspende 10 g de caseina mixta
en 100 ml de amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 9,5. La soluciodn
se calienta a 100 C y se mantiene a esa temperatura durante
10 minutos. Si es necesario, se adiciona NaOH 0,1 N para
mantener el pH en 9,5. Luego se dializa la caseina
extensivamente contra 40 volumenes de wuna solucidén que
contiene: amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 7,5; EGTA 1 mM,
pH 7,5; y EDTA 5 mM, pH 7,5. Finalmente, se dializa contra 10
volumenes de agua durante 48 horas, cambiando seis veces. La
solucioén se guarda congelada a -20 ‘C en una concentracién de
60 mg/ml.
3. Preparacion de la caseinaquinasa II de niacleos de oocitos

de Xenopus laevis

3.a. Obtencioéon del ovario de Xenopus laevis

Las hembras adultas de Xenopus laevis son
anestesiadas previamente por hipotermia en un bano de agua con
hielo. El ovario se extrae quirurgicamente mediante una
pequefla incisiéon en el abdomen. El ovario extraido se coloca
en solucién salina de Barth para anfibios y se mantiene en

ella a 4 C. Esta solucidén tiene los siguientes componentes:
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amortiguador Tris-HC1 10 mM, pH 7,6; MgSO, 0,82 mM; CaCl, 0,74
mM; KC1 1 mM; Ca(N03)2 0,33 mM; NaCl 88 mM; NaHCOS 2,4 mM;
penicilina 0,1 mM y estreptomicina 0,1 mM) .
3.b. Obtencidén de oocitos estado VI

Se aislan los oocitos provenientes de cuatro ovarios
de rana. Para esto, se cortan los ovarios en trozos pequefos
y se lavan con solucién salina de Barth. Luego se incuba por
3 a 4 horas a 22 C en la misma solucidn a la cual se le
adiciona colagenasa en una concentracion final de 0,2% p/v.
Este tratamiento disocia el tejido del ovario, dejando oocitos
libres y células foliculares en suspensiom. Se deja decantar
los oocitos, se elimina la solucién de incubacién y las
células se lavan repetidas veces. De esta forma se elimina
parte de la células foliculares, asi como también los oocitos
de los primeros estados de la oogénesis y los trozos de tejido
conectivo. Los oocitos de distinto tamailoc se separan de
acuerdo a su diametro por filtracitn a través de una malla de
nylon (Nitex) (Burzio y Koide, 1977), con la cual se retienen
los oocitos gque poseen mas de 700 pm y que corresponden a
oocitos de los estados 1V, Vy VI. (Dumont, 1972). Finalmente,
jos oocitos de estados Vy VI (1.000 a 1.300 pm de diametro)
se separan de los de estado IV (700 a 900 um) en forma manual.

Todo este procedimiento se realiza a 4 T en la solucién

salina.
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3.c. Obtencion de nicleos aislados

La obtencion de nficleos se realiza de acuerdo a la
técnica de Burzio y Koide (Burzio y Koide, 1976), con algunas
modificaciones. Los oocitos de los estados V y VI separados
por el procedimiento ya sefialado, se colocan en forma de
monocapa en tubos de centrifuga de 250 ml con 15 ml de
solucion salina, a la cual se agrega proteasa (tipo VII) en
una concentracion final de 0,01% y se incuba durante 15
minutos a 25 C. Al término de la incubacidn se elimina la
solucién por succién, se adiciona 5 ml de solucién salina
conteniendoc PMSF 0,5 mM y se deja reposar durante 5 minutos.
Esta operacidén se repite dos veces. A continuacidn, los
cocitos se suspenden en 10 ml de solucién de lisis,
constituida por sacarosa 0,25 M; PMSF 0,5 mM; MgCl2 3,bmM ¥y
tritén X-100 0,2%. La suspensioén se mantiene en hielo por 10
minutos y luego se centrifuga a 250 x g por 10 minutos a 4 C.
Se adiciona 30 ml de una solucidn que contiene sacarosa 0,25
M: MgCl2 7 mM; PMSF 0,5 mM y triton X-100 0,1% (solucidn A).

Los niicleos liberados y suspendidos se colocan sobre
una malla de nylon de 25 pm, la que se mantiene sumergida en
la solucién A. Se lavan los niucleos pasando sobre ellos
solucién A hasta eliminar todos los residuos ajenos a la
suspensi6én de nicleos. Los nicleos se colectan con una pipeta

Pasteur y se colocan en un tubo que contiene una solucién de
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sacarosa 0,25 M y MgCly 7 mM. Todas estas tltimas etapas se
realizan también a 4 C.
3.d.Preparacion de los extractos nucleares

Los nucleos, obtenidos por el método anteriormente
descrito, se colocan en un volumen adecuado de una solucidn
cuya composicién es la siguiente: amortiguador Tris-HC1 50 mM,
pH 7,6; MgClz 7 mM: EDTA 1 mM; DTT 0,5 mM y glicerol 5%
(amo;tiguador' A). Luego se agrega sulfato de amonio para
obtener una concentracidén final de 0,3 M y se homogeneiza a
4 C, utilizando un homogeneizador con vastago de vidrio. Se
diluye este extracto con amortiguador A, hasta obtener una
concentraci6én de sulfato de amonio de 0,1 M. Se centrifuga a
40.000 x g por 20 minutos a 4 T y se recupera el liquido
sobrenadante.
3.e. Purificacion de la caseinaquinasa II del extracto

nuclear

La purificacion de 1la enzima se realiza por
fraccionamiento en DEAE-Sephadex, seguido de una cromatografia
en fosfocelulosa. Este método fue descrito originalmente por
Hathaway y Traugh (Hathaway y Traugh, 1983) y modificado en
nuestro laboratorio. (Leiva y col., 1987; Taylor y col.,
1987).
3.e.i. Cromatografia en DEAE-Sephadex

Al liquido sobrenandante, correspondiente a la
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iltima etapa de la preparacion del extracto de nicleos, se le
agrega NaCl hasta obtener una concentracion de 0,05 M. Se
equilibra la columna (1,4 cm x 5 cm) con amortiguador A que
contiene NaCl 0,05 M. Se coloca la muestra en la columna y se
lava con 10 volumenes de la misma solucién. La elucidén se
realiza mediante una gradiente lineal de NaCl entre 0,05 y 1M,
utizando el equivalente a 20 volimenes de columna (160 ml}. Se
colectan fracciones de 2 ml, a las cuales se les determina la
absorbancia a 280 nm y las actividades de las caseinaquinasas
Iy II. La caseinaquinasa II eluye entre 0,22 y 0,25 mM NaCl.
3.2.ii. Cromatografia en fosfocelulosa

Se juntan las fracciones que contienen actividad de
caseinaquinasa II, eluidas de la cromatografia anterior, y se
le adiciona sulfato de amonic hasta una saturacidén de 80%. El
sedimento obtenido se colecta por centrifugacion a 10.000 x g
por 10 minutos y se disuelve en un minimo de una solucién
constituida por fosfato de sodic 25 mM, pH 6,8; 2-
mercaptoetanol 10 mM; EDTA 1 mM; EGTA 2 mM (amortiguador B).
Se agrega NaCl hasta obtener una concentracidén final de 0,25
mM y se aplica a una columna de fosfocelulosa (1,4 cm x 5 cm),
equilibrada con amortiguador B. Se lava con 10 volimenes de
amortiguador B que contiene 0,25 M NaCl y se eluye con una
gradiente lineal entre 0,25 y 1 M de NaCl, utilizando el

equivalente a 20 volamenes de columna. Se colectan fracciones
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de 4 ml y se mide la absorbancia a 280 nm y la actividad de la
caseinaquinasa II. Esta ultima eluye a una concentraciéon de
NaCl de 0,7 M. Se colectan las fracciones que tienen actividad
para caseinaquinasa II ¥y se conservan a 4 TC.

Esta preparacién contiene la caseinaquinasa 11
purificada y presenta normalmente entre 150 a 250 unidades por
ml. Una unidad enzimiatica se define como la cantidad de enzima
que cataliza la incorporaci6én de 1 pmol de {wP] fosfato en
caseina por minuto, en condiciones estandar. La preparacion
contiene aproximadamente 10 pg de proteina por ml y la
actividad especifica estimada es de 25 nmoles de‘[nP] fosfato
incorporados en caseina por minuto y por mg de proteina.

4, Preparaciéon de las subunidades ac y B de la
caseinaquinasa II

Las subunidades a y B de la caseinaquinasa II de
Xenopus laevis fueron clonadas y expresadas en el laboratorio
por A.Jedlicki y M.V.Hinrichs (Jedlicki y col., 1992). Las
preparaciones utilizadas fueron también purificadas en el
laboratorio por M.Gatica (Gatica, M., comunicacién personal).
La preparacidon de la subunidad a contenia 2 a 3 nmoles /ml y
la de la subunidad B, entre 15 a 20 nmoles/ml.

5. Preparacioén de la subunidad a mutada

La subunidad a mutada fue preparada por A. Jedlicki

en el laboratorio, segin la técnica de "primer overlap" (Ho y
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col., 1989). En esta subunidad las lisinas 75 y 76 se
reemplazaron por residuos de dcido glutamico. También fue
purificada en el laboratorio y las preparaciones contenian
aproximadamente 3 nmoles/ml.
6. Determinacion de la actividad de la caseinaquinasa II

La actividad de la caseinaquinasa II se determina
midiendo la cantidad de [HP] fosfato incorporado en el
sust;ato proteico, a partir de [y-nP] ATP , el cual se utiliza
como dador de fosforilo.
6.a. Ensayo estandar

El ensayo estandar de actividad de la caseinaquinasa
II se realiza segin la técnica descrita por Hathaway y Traugh
(Hathaway y Traugh, 1983), con algunas modificaciones.

En un volumen final de 30 pl se tienen los
siguientes componentes: Hepes 50 mM, pH 7,8; KC1 150 mM; MgCl,
7 mM; DTT 10 mM; [y-°’P] ATP 100 uM (0,5 a 2,0 uCi/pmol) ¥
caseina desfosforilada 5 mg/ml. Se incuba a 30 € por 10 o 15
minutos (segin el ensayo), considerando que la reaccidon es
lineal hasta los 30 minutos (Leiva y col., 1987). La reacciodn
se inicia agregando 0,5 a 3,0 unidades de 1la enzima
purificada. Se detiene la reaccién colocando una alicuota de
25 pl del incubado en un trozo de papel de fosfocelulosa

Whatman P81 de 2 cm x 1 cm. Estos trozos de papel,

correspondiendo cada uno de ellos a un tubo de reaccion, se
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iavan con una solucién que contiene dcido ortofosforico 75 mM.
El lavado se repite 3 veces, durante 10 minutos cada vez. Los
trozos de papel se secan y la radiactividad se cuantifica por
espectrometria de centelleo liguido.

Para descontar la actividad de proteinaquinasa
proveniente de una posible contaminacion con caseinaquinasa I,
se realiza el ensayo en presencia y en ausencia de heparina en
concgntracién de 10 pg/ml {Leiva y col., 1887). A esta
concentracion la heparina inhibe casi en un 100% la actividad
de la caseinaquinasa II. De esta forma se determina como
actividad caseinaquinasa II aquella que es inhibida por
heparina y se calcula restando la actividad remanente en

¢
presencia de heparina de la actividad medida en ausencia del
inhibidor. La actividad no inhibida por heparina variaba entre
1y 5% de la actividad total en las diferentes preparaciones.
6.b. Ensayo de la actividad enzimatica de la subunidad a

Para ensayar la actividad de la subunidad a se
utiliza el ensayo estandar, pero en vez de la caseinaquinasa
II se utiliza 1-2 pmoles de la subunidad a (42 a 84 ngramos)
de una preparacidon ccn una actividad especifica de 65 nmoles
de fosfato incorporados por minuto y por mg de proteina, de
manera de tener entre 0,5 y 3,0 unidades de actividad

enzimatica por ensayo. La concentracion de KCl en el ensayo

fue 50 mM, a menos que se indique otro valor.
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6.c. Ensayo de la actividad enzimatica usando enzima
reconstituida
Para ensayar la actividad enzimdtica con enzima
reconstituida se usa el ensayo estdndar, pero en vez de
caseinaquinasa II se utilizan cantidades equimolares de las
subunidades a y B (1,5 pmoles por ensayo de cada una, lo que
equivale aproximadamente a 60 ng de subunidad a y 40 ng de
subunidad B). En estas condiciones se obtiene entre 2 y 3
unidades de actividad enzimitica. La concentracién de KCl en
el ensayo fue 120 mM, a menos que se€ indique otro valor.
6.d. Determinacion de la actividad enzimatica utilizando
péptido sustrato
La actividad enzimatica de la caseinaquinasa 11 se
determina en este caso a través del ensayo estandar, pero
usando una concentracién de péptido sustrato de 3,5 mM, a
menos que se indique otro valor.
6.e. Determinacion de la actividad enzimdtica utilizando
los péptidos de tubulina como sustratos
En este caso, la actividad enzimatica de 1la
caseinaquinasa II se determina a través del ensayo esténdar,
pero usando los péptidos de tubulina como sustratos, en una

concentracion de 4,2 mM.




6.f. Determinacién de la actividad enzimdtica utilizando
tubulina como sustrato

La actividad de la caseinaquinasa II se determina en
este caso utilizando el mismo medio de incubacién descrito en
el ensayo estéandar, pero usando tubulina como sustrato, en una
concentracién de 5 pg/pl. La reaccion se detiene colocando una
alicuota de 25 nl en un trozo de papel Whatman 3 MM, de 2 cm
x 1 cm. Los trozos de papel se lavan una vez en una soluciodn
de TCA al 10%, pirofosfato de sodio 10 mM y ATP 1 mM, seguido
de 5 lavados en TCA al 10% y pirofosfato de sodio 10 mM. Los
papeles se lavan con etanol, se secan y Sse cuantifica la
radiactividad por espectrometria de centelleo liquido.

La tubulina purificada se encuentra en un medio con
fosfato 10 mM, MgCl, 0.5 mM y sacarosa 1 M. Para utilizar esta
tubulina como sustrato, se cambia este medio por una solucion
amortiguadora de Hepes 50 mM, pH 7,9, para lo cual se procede
de la siguiente manera: en una jeringa de 5 ml se coloca
Sephadex G-25 y se equilibra con la solucién de amortiguador
Hepes 50 mM, pH 7,9. Esta columna se centrifuga a 3.000 x g
por 3 minutos. La tubulina, diluida 1:1 con la misma solucién
amortiguadora, se coloca sobre la resina seca y se centrifuga
nuevamente a 3.000 x g durante 3 minutos. La tubulina se
recupera en el filtrado y se le determina la concentracién de

proteinas por el método de Lowry (Lowry y col., 1851).
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Cuando se utiliza [“C] tubulina como sustrato, para
calcular las dpm de [”P] incorporadas en tubulina se debe
descontar de las dpm totales aquellas que corresponden al Ug,
6.¢g. Determinacién de la actividad enzimatica de la

caseinaquinasa I1 de levadura

Para ensayar la actividad de la enzima de levadura
se utiliza el ensayo estandar, pero usando 3 unidades de
case;naquinasa II de levadura.

7. Determinaciéon de la actividad enzimatica de la
caseinaquinasa I de oocitos de Xenopus laevis

Cuando se prepara la caseinaquinasa II, la caseina
quinasa I se obtiene en la cromatografia en DEAE Sephadex del
extracto nuclear, en la cual eluye a una concentracién de NaCl
entre 0,10 ¥ 0,18 mM. Se colecta las fracciones
correspondientes al pico cuya actividad proteinaquinasa es
insensible a heparina y se conservan a 4 C. Esta preparacioén
contiene entre 50 y 150 unidades de caseinaquinasa I por ml.
La unidad de actividad de la caseinaquinasa I se define de
igual forma que la de la caseinaquinasa II.

Para ensayar la actividad de la caseinaquinasa I se
utiliza el mismo ensayo estandar que para la caseinaquinasa
II, pero usando 0,5 unidades de la enzima. La actividad de la

caseinaquinasa I corresponde a la actividad que se obtiene en

presencia de heparina.
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8. Tirosinilacion de la tubulina con [“C] tirosina

La tirosinilacién de la tubulina se realiz6é6 en el
Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile, conjuntamente con el Sr.Carlos Gonzalez y bajo la
asesoria del Dr. Octavio Monasterio.

Se siguié el método descrito por Arce y col. (Arce
y col., 1975), el cual se detalla a continuacidon: se tiene 50
ng de tubulina purificada de cerebro de pollo en 0,2 ml de un
medio que contiene ATP 3,125 mM; KCl 3,75 mM; MgClz 16,25 mM;
tirosina 0,125 mM y 1,8 mCi de [“C] tirosina. A esta solucién
se le agrega 0,8 ml de extracto de cerebro de pollo y se
incuba durante 30 minutos a 37 TC.

El extracto de cerebro de pollo contiene 1la
actividad enzimatica de tubulinatirosinaligasa y se prepara de
cerebros recién extraidos, procediendo como se indica bre-
vemente a continuaciéon: se homogeneiza el tejido con una
solucién que contiene fosfato de sodic 10 mM, pH 7,0; MgCl,
S5mM: GTP 0,1 mM y sacarosa 0,24 mM, en una relacidén de 1 ml de
solucién por cada gramo de tejido. Luego se centrifuga a
100.000 x g durante 1 hora a 4 C. En el liquido sobrenadante
se encuentra la actividad tubulinatirosinaligasa. Puesto que
en esta preparacién deben estar presentes numerosas proteasas,
cuando se ensaya la actividad tubulinatirosinaquinasa se

realizan dos incubaciones, una en ausencia y oira en presencia
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de benzamidina 0,05 M. Este compuesto es un eficiente
inhibidor de proteasas y se adiciona para comprobar si se
modifica o no la eficiencia de la tirosinilacion.
9. Analisis de la ['C] tubulina

La tubulina tirosinilada con [HC] tirosina, en
presencia y en ausencia de benzamidina, se separa de la [“C]
tirosina libre por filtracién en Sephadex G-25, segin el
método descrito en el punto 6.f. A la tubulina presente en el
filtrado se le determina la incorporacidén de [HC] tirosina,
contando una alicuota de este filtrado por espectrometria de
centelleo liquido. A ambas preparaciones se les determind
proteinas por el método de Lowry (Lowry y col., 1951).
10. Cinética de digestiéon de 1la tubulina con carboxi-

peptidasa A

La carboxipeptidasa A (CPA) de pancreas de bovino se
trata segan indica el catalogo de Sigma Chem.Co.: se toma 1 mg
de CPA disuelta en tolueno:agua y se lleva a sequedad bajo Nz.
El residuo se disuelve en 15 ul de NaOH 0,1 N, se agrega 40 nl
de bicarbonato de sodio al 1% y se diluye con agua hasta
350 nl.

La digestiéon con CPA se realiza segin el método de
Kumar y Flavin (Kumar y Flavin, 1981), el cual consiste en lo
siguiente: un volumen de tubulina se diluye con un volumen de

amortiguador Hepes 0,05 M, pH 8,0. El volumen del amortiguador
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a utilizar depende de la concentracidn de ftubulina y se

calcula de manera de obtener una concentracién de tubulina de
60 ng/ul. A la solucion obtenida se le adiciona 1/5 de gramos
de CPA por grémo de tubulina y se incuba a temperatura
ambiente por los tiempos indicados en cada caso. La digestion
se detiene colocando una alicuota del incubado en una alicuota
igual de DTT 30 mM a 37 C por 15 minutos (la concentracioén
fina} de DTT, 15 mM, inactiva a la CPA en forma irreversible).

De aqui se toma una alicuota de 5 pl (que contiene tubulina en

concentracién de 30 pg/nl) para el ensayo de fosforilacién de

la tubulina con caseinaquinasa II.

11. Determinacion de la concentracion de los péptidos
sintéticos usados como sustratos e inhibidores de la
caseinaquinasa I1

La concentracidéon de los péptidos sintéticos se
determind en primer término por pesada. En el caso de los pép-
tidos que contienen tirosina y fenilalanina, se confirmé la
concentracién por espectrometria U.V., considerando el

coeficiente de extincion de la tirosina, a pH 7,0, de 1.300

Md/cm, a 275 nm, y el de la fenilalanina, a pH 7,0, de 200

M4/cm, a 257 nm (Van Holde, 1971). La diferencia entre ambos

métodos no superd el 5%.

12. Tratamiento dg los resultados

Cada experimento fue realizado con duplicados o




triplicados en idénticas condiciones. Los graficos y tablas
fueron confeccionados con los valores promedios.

Las determinaciones de los parametros cinéticos de
Km, Ki y Vmax se ajustaron con el programa "Leonora" creado
por el Dr. Athel Cornish-Bowden, versién 1.0.33., 1993., CNRS-
CCBM BP 71., comnsiderando la ecuacion:

v = V[S]/{Km[1+([I]/Ki)]+[S]{1+([X]1/Ki)]}, (Cornish-
Bowdgn, 1974). Con los valores obtenidos se realizaron los
graficos de Lineweaver y Burk.

Las determinaciones de 1los ISU normalizados, para
contrarrestar el efecto del tamafio de los polipéptidos, se
realizaron considerando unidades monoméricas representativas,
tanto de 1los homopolimeros como de los copolimeros. Por
ejemplo, para el &cido poliglutamico se considerdé Glu;, para
el copolimero de &cido glutamico y tirosina en proporcion 4:1
se consider6 Gluﬂﬁx}. para el copelimero de acido glutamico
y fenilalanina en proporcion 4:1 se considerd Gluﬁ%nn. etc.
Los wvalores de estas masas moleculares se utilizaron para
calcular las concentraciones de las unidades monoméricas

usadas en cada caso.
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RESULTADOS

A. ESTUDIO DEL EFECTO DE POLIMEROS POLIPEPTIDICOS DE L-
AMINOACIDOS ACIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
CASEINAQUINASA I1 DE XENOPUS LAEVIS

Como se establecié en la Introduccién, la caseina-
quinasa II tiene una especificidad bien definida que se
caracteriza por fosforilar proteinas en serinas o treoninas
insertas en una secuencia de aminoacidos &acidos. Con este
anteéedente resulté de interés estudiar el efecto de poli-
péptidos ricos en aminoacidos &acidos como lo son el acido

poliglutamico y el acido poliaspartico.

1. Efecto del acido poliglutamico y del acido poliaspartico
sobre la actividad de la caseinaquinasa II
En la Figura 1.Ay 1.B. se muestra el porcentaje de
actividad enzimatica como funcidén de la concentracidén micro-
molar de los polipéptidos acido poliglutamico, de 43 kDa, ¥y
dcido poliaspartico, de 42,5 kDa.

Se puede observar que el acido poliaspartico es
mejor inhibidor de la caseinaquinasa II que el a4cido poliglu-
tamico, obteniéndose un Im de 5 M para el acido peoliglutamico
y de 0,25 pM para el acido poliaspartico.

También se analizd como influye el peso molecular

de los polipéptidos en el efecto inhibidor que ellos ejercen.
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FIGURA 1: INITIBICION DE LA CASEINAQUINASA II POR POLIPEPTIDOS DE
AMINOACIDOS ACIDOS.

La actividad de la caseinaquinasa Il se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrate cascina 5 mg/ml, en
presencia de diferentes concentraciones de polipéptidos de aminodcidos
acidos.

A: acido poliglutamico de 43 kDa (e), y acido poliglutamico de 14 kDa (o).
B: acido poliaspartico de 42,5 kDa (a) y acido poliaspartico 11,5 de kDa
(4). .

El 100% corresponde a la actividad determinada en ausencia de
polipéptidos inpibidores. El 100% corresponde a una incorporacion de 1,4
pmoles/min de ["“P] losfato cuando se utilizé los inhibidores de mayor

peso molecular y de 0,2 pmoles/min cuando se utilizé los inhibidores de
menor peso molecular.
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En la Figura 1.A. se muestra, en forma comparativa,
el efecto del acido poliglutémico de 14 kDa, junto con los
valores obtenidos con el acido poliglutamico de 43 kba.

A su vez, en la Figura 1.B. se muestra, de igual
forma, lo que ocurre al usar como inhibidor &4cido poliaspar-
tico de 11,5 kbPa y se compara su efecto con el del acido
poliaspartico de peso molecular casi 4 veces mayor (42,5 kDa).

Los resultados muestran que los I, de los poli-
péptidos de menor peso molecular son 20 uM para el acido
poliglutamico y 15 pM para el &acido poliaspartico.

Esto indica que el efecto inhibidor es menor al
disminuir el peso molecular del polipéptido. Al calcular los
Igg basdndose en una unidad monomérica (Glu}; o (Asp); (ver
Materiales y Métodos), se tiene los valores de 420 pM y 280 uM
para el acido poliglutadmico y para el acido poliaspartico,
respectivamente. Al comparar estos valores de ISU con los
calculados en forma similar para los polipéptidos de mayor
peso molecular, que son 324 pM para el &cido poliglutamico y
18 pM para el acido poliaspértico, se ve que en el caso de los
polipéptidos de Aacido aspartico hay un aparente efecto
adicional por el tamafioc del polipéptido, cosa que no se
evidencia en el caso de los polipéptidos de acido glutamico.
Analizando los resu}tados obtenidos en la seccidn A.l., se

concluye que los homopolimeros de aminodcidos acidos son

67




buenos inhibidores de la actividad de la caseinaquinasa I1 de
cocitos de Xenopus laevis, teniendo una mayor capacidad

inhibidora el homopolimero de acido aspartico.

2. Efecto de copolimeros de acido glutéamico y aminoacidos
aromaticos o neutros sobre la actividad de la caseina-
quinasa 11

Para analizar en una forma m&s acabada el grado de
sensibilidad de la caseinaquinasa II1 a polipéptidos con
aminoacidos con carga negativa, se inicid una serie de
estudios usando como inhibidores polimeros de acido glutamico
en los cuales se encuentran intercalados al azar aminodcidos
de otro tipo. Este estudio también pudo haberse realizado con
polimeros de Acido aspartico, sin embargo, se utilizaron poli-
péptidos ricos en residuos de &cido glutamico debido a su
disponibilidad comercial, 1o cual no ocurre en el caso de los
polipéptidos ricos en acido aspartico.

Asi, se analizd el efecto inhibidor de copolimeros
de acido glutamico con diferentes contenidos de aminodcidos
alifédticos neutros o aromaticos. Por ejemplo, se analizé el
efecto de los copolimeros glu:ala, 6:4; glu:leu, 4:1; glu:fen,
4:1 y glu:tir, 4:1 y los resultados se presentan en las
Figuras 2 y 3.

En la Figura 2 s¢ presentan las curvas obtenidas con
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FIGURA 2:  INHIBICION DE LA CASEINAQUINASA 1I POR COPOLIMEROS RICOS EN
ACIDO GLUTAMICO

La actividad de la caseinaquinasa II se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina 5 mg/ml, en
presencia de diferentes concentraciones de acido poliglutamico de 43 kDa
(®) copolimero de &cido glutamico y leucina (4:1) de 10 kba (H) y
copolimero de &cido glutamico y alanina (6:4) de 30 kba (a). El 100%
corresponde a la actividad determinada en ausencia (yﬁ polipéptidos
inhibidores. El 100% corresponde a una incorporacién de [“P] fosfato de
1.4 pmoles/min cuando se utilizd el inhibidor &cido poliglutdmico y 0,9
pmeles/min en el caso de los inhibidores constituidos por dcido glutamico
¥ leucina o alanina.
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acido poliglutamico y con los copolimeros glu:ala y glu:leu.
Por su parte, en la Figura 3 se muestran las obtenidas con
poliglu; glu:fen, 4:1 Yy glu:tir, 4:1. Se puede observar que
los copolimeros de acido glutamico y alanina ¥y de &cido
glutamico y leucina son menos efectivos como inhibidores,
comparados con el &cido poliglutamico. Los valores de los I%'
expresados segun las unidades monoméricas, son 2,23 mM para el
copo;imero de &acido glutéamico y alanina y 1,26 mM para el
copolimero de &cido glutémico y leucina.

Los copolimeros de &cido glutamico y fenilalanina
4:1 y de acido glutamico Yy tirosina 4:1 mostraron ser muy
diferentes en su capacidad para inhibir a la caseinaquinasa
i1, y se observd una notable sensibilidad de la enzima al
copolimerc que posee un 20% de tirosinas en su estructura.
Este copolimero de acido glutamico y tirosina, 4:1, presenta
un efecto inhibidor superior tanto al del &cido poliglutamico,
como al del Acido poliaspéartico.

En la Figura 3 se observa el efecto de este copo-
iimero, junto con el del acido poliglutamico y del copolimero
de acido glutamico y fenilalanina. El Iy obtenido con el
copolimero acido glutamico:tirosina es de 0,02 uM, valor que
es 2 o6rdenes de magnitud inferior al del dcido poliglutéamico
de peso molecular s%milar.

También se estudid el efecto de un copolimero de
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FIGURA 3: INHIBICION DE LA CASEINAQUINASA 11 POR COPOLIMEROS DE ACIDO
GLUTAMICO Y AMINOACIDOS AROMATI1COS.

La actividad de la caseinagquinasa 11 se determind como S€ indica en
Materiales Y Métodos, utilizando como sustrato caseina 5 mg/ml, en
presencia de diferentes concentraciones de copolimero de scido glutamico
y fenilalanina {4:1) de 16 kba {v), acido glutamico ¥ rirosina (4:1) de 46
kDa (B ¥ acido poliglutﬁmico de 43 kba (Q. E1 100% corresponde @ la
actividad determinada en ausencia de polipég}idos johibidores. El
100% equivale @ una incorporacion de 1°°P1 fosfato de 1,4
pmoles/min cuando se utilizo el inhibidor de acido puliglutémico y el
copolimero de acido glutamico ¥ tirosina y de 2,4 pmoles/min en el caso
del inhibidor de acido g}utémico y fenilalanina.




dcido glutamico y tirosina 4:1, de 4,2 kba, y su I es de
2,5 pM.

El sorprendente efecto de la presencia de tirosina
en un polimero de acido glutamico fue de gran interés y se
procedié entonces al estudio del efecto de copolimeros de
dcido glutamico y tirosina emn los cuales las cantidades de
ambos aminodcidos son equivalentes, esto es, donde se altera
la distribucién de carga del polimero con una cantidad mayor
de residuos aromdticos.

Para esto, se utilizaron dos copolimeros de acido
glutamico y tirosina en proporcion 1:1, uno de 30 kDa y el
otro de 12,5 kDa, y los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 4. En ella se puede apreciar que estos dos polipéptidos
son inhibidores de la enzima, pero su efecto es menor al del
copolimero que tiene el acido glutamico y la tirosina en
proporcioén 4:1.

Esto indica gque la proporcidn de dcido glutamico
con respecto a la tirosina es un factor importante en la
inhibicién que ejercen estos compuestos sobre la caseina-
quinasa II.

Resulta evidente que, en los polimeros de secuencia
al azar (como lo son todos estos copolimeros), la proporcidn
4:1 aumenta las probgbilidades de que los residuos de tirosina

estén separados entre si por um nimero aproximado de 4

72




% actividad caseinaquinasa II

10097

. | I |

0O 0,1 | 10
Conceniracion del polipéptido,uM

FIGURA 4: INHNIBICION DE LA CASEINAQUINASA I1 POR COPOLIMEROS DE ACIDO
GLUTAMICO Y TIROSINA EN PROPORCION 1:1.

La actividad de la caseinaquinasa II se determiné como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato cascina 5 mg/ml, en
presencia de diferentes concentraciones de copolimero de &cido glutamico
y tirosina 1:1 de 30 kDa (e®) y copolimero de acido glulimico y tirosina
1:1 de 12,5 kba (o). El 100% corresponde a la actividad determinada en
auseﬂfia de polipéptidos inhibidores. E1 100% equivale a una incorporacion
de ["“P] fosfato de 2,9 pmoles/min cuande se utiliz6 el copolimero de 30
kDa y de 1,9 pmoles/min cuando se utilizd el copolimero de 12,5 kDa.
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residuos de acido glutamico. Esto indicaria que la enzima
presenta mayor afinidad por secuencias con tales
caracteristicas.

Para obtener una mayor discriminacidén entre los
posibles factores que son determinantes para conferir un mayor
efecto inhibidor al polipéptido, se probé un copolimero
constituido por residuos de acido glutémico y acido glutamico
esteqificado con el grupo etilo y también otros copolimeros.
Estos fueron los siguientes: copolimero de acido glutamico y
acido glutamico esterificado, en proporcién 4:1, de 91 kDa;
copolimero de acido glutamico, lisina y tirosina en proporcién
6:3:1, de 30 kDa y copolimero de acido glutamico, alanina ¥y
tirosina en proporcién 6:3:1, de 25 kDa.

En la Figura 5 se ve el efecto de estos compuestos:
el copolimero que tiene la cadena poliglutamilada interrumpida
con dcido glutamico esterificado muestra una gran disminuciodn
en la capacidad inhibidora, comparado con el acido
poliglutamico, a pesar de tener un peso molecular dos veces
mayor. De los copolimeros que poseen, adem&s de los residuos
de acido glutamico y tirosina, un tercer aminoadcido, el que
tiene lisina ejerce una menor inhibicidn que el que posee
alanina. Este hecho puede atribuirse a la presencia de las

lisinas, las cuales, cargadas positivamente, podrian estar

contrarrestando parcialmente el efecto de los residuos
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FIGURA 5:  EFECTO DE COPOLIMEROS DE ACIDO GLUTAMICO, TIROSINA, AMINOACIDOS
NEUTROS Y LISINA SOBRE LA CASEINAQUINASA I1

La actividad de la caseinaquinasa II se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina § mg/ml, en
presencia de diferentes concentraciones de los copolimeros: acido
glutdmico y acido glutdmico esterificado (vy-glutamato de etilo) (4:1}, 91
kDa (A), copolimero de acido glutamico, alanina y tirosina {6:3:1), 25 kDa
(#) y acido glutémico, lisina y tirosima (6:3:1), 28 kba (o). El 100%
corresponde a la actividad determinada en ausencia de polipéptidos
inkibidores. E1 100% equivale a una incorporacion de 5,2 pmoles/min
cuando se utilizdé el copolimero de é&cido glutédmico y acido glutimico
esterificado y de 2,1 pmoles/min cuando se utilizd los copolimeros de
acido glutamico, alanina y tirosina o acido glutamico, lisina y tirosina.
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anionicos. Sin embargo, este efecto no es considerable en
comparaciéon con factores tales como la interrupcidn de la
cadena polipeptidica por residuos aminoacidicos hidrofobicos
o ramificados.

En la Tabla I se dan los valores de los Iy
obtenidos directamente y de los valores de Ij corregidos segin
los pesos moleculares. Para este efecto, la concentracidn del
polipéptido se calcula basandose en una unidad monomérica
corrgspondiente a G1u4ﬂﬁ {(ver Materiales y Métodos). Se puede
observar que la presencia de tirosina incrementa la inhibicidn
ejercida por un polimero de acido glutamico y este efecto se
ve como propio solamente de este aminoacido, puesto que otros
aminoacidos de naturaleza semejante no son capaces de igualar
este efecto. La fenilalanina, que comparte con la tirosina las
caracteristicas de aromaticidad y de tamafic, no puede
incrementar la capacidad inhibidora del polimero acidico.

También se observa que la proporcioén de tirosina
presente en el copolimero es importante: el efecto inhibidor
es mayor si, en la proporcidn dada, existe mayor probabilidad
de encontrar secuencias en las cuales las tirosinas estan
separadas entre si por un nimero promedio de 4 residuos de
dcido glutamico. Por otra parte, en la mayoria de los casos se
observa que la interrupcién de la cadena de residuos de acido

glutamico por residuos hidrofobicos, hace que el copolimero

presente un menor efecto inhibidor que el homopolimero.
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TABLA I: INHIBICION DE LA CASEINAQUINASA II POR DIFERENTES
POLIPEPTIDOS ANIONICOS

POLIPEPTIDO kDa Lz

M pM*
Acido poliaspartico 11,5 ib 290
Acido poliaspartico 42,5 0,25 21
Acidg poliglutamico 43 5 324
Acido poliglutamico 14 18 398
Poli glu:tir (4:1) 46 0,02 1,3
Poli glu:tir (4:1) 4,2 2,5 15
Poli glu:fen (4:1) 16 6,4 150
Poli glu:leu (4:1) 10 80 1236
Poli glu:gluOEt (4:1) 91 30 3957
Poli glu:tir (1:1) 12,5 1,3 21
Poli glu:ala (6:4) 30 40 2232
Poli glu:ala:tir (6:3:1) 25 10 428
Poli glu:lis:tir (6:3:1) 28 25 858
¥ é?qu:malizados basandose en una unidad monomérica correspondiente a
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3. Determinacién de las constantes de inhibicién del acido
poliglutamico y del copolimero de A&cido glutamico ¥y
tirosina en proporcién 4:1

Es posible pensar que los polipéptidos constituidos
por aminodcidos dcidos actiian como inhibidores, uniéndose al
sitio activoe debido a su semejanza estructural con el
sustrato.

La afinidad por el inhibidor podria estar relacio-
nada con el grado de similitud entre el inhibidor y la
estructura preferida como sustrato.

Por tal motivo, se hizo el andlisis de Lineweaver
y Burk para determinar el tipo de inhibicidn que ejerce tanto
el 4cido poliglutéamico como el copolimero glutamico: tirosina
4:1. En la Figura 6 se muestra el grafico de Lineweaver y Burk
para el Acido poliglutamico, y en la Figura 7 el correspon-
diente al copolimerc glutamico: tirosina 4:1. En ambos casos,
los graficos obtenidos muestran que la inhibicion es de tipo
competitivo.

Los valores de Ki determinados con este método re-
sultaron ser 7,2 * 0,3 pM para el Acido poliglutamico, de 43
kDa y 0,023 £ 0,001 uM para el copolimero glutamico:tirosina

4:1, de 46 kDa.
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FIGURA 6: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBICION DE LA
CASEINAQUINASA 11 POR EL ACIDO POLIGLUTAMICO

La actividad de la caseinaquinasa II se determiné como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina.

La concentraciéon del inhibidor fué: 0 pM (#); 5 pM (9), 10 pM (a) ¥
20 pM (OD.
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FIGURA 7: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBICION DE LA
CASEINAQUINASA II POR EL COPOLIMERO DE ACIDO GLUTAMICO Y
TIROSINA 4:1

l.a actividad de la caseinaquinasa II se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato cascina. La concentracion
del inhibidor fué: 0 uM (®}; 0,025 pM (O); 0,05 pM {(a) y 0,1 pM (3.
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4, Efecto de la fuerza idonica en la inhibicion ejercida por
el acido poliglutamico y por el copolimero de &acido
glutamico y tirosina 4:1

La actividad de la caseinaquinasa Il es altamente
dependiente de la fuerza i6nica. En las condiciones de ensayo
utilizadas, el valor oOptimo estd alrededor de una concentra-
cioén de KC1 o NaCl de 180 mM. Ademas, como ya se indicd, a
concentraciéon de sal de 50 mM o menor, la enzima forma
agregados inactivos.

Por esto, fue de interés estudiar el efecto inhi-
bidor de los polipéptidos acidos en presencia de diferentes
concentraciones de KCl. Para realizar el estudio en f{orma
optima, se usd las concentraciones de acido poliglutamico y de
poliglu:tir 4:1 que, en las condiciones estandar de sal,
producen, en cada caso, un 40% de inhibicidén. S5e asegurd
ademas, que los niveles de actividad enzimatica obtenidos a
las diferentes concentraciones salinas fuesen lo
suficientemente altos como para garantizar una interpretacion
significativa de los resultados.

En la Figura 8 se muestran los resultados obte-
nidos. Se observa que al aumentar la fuerza idnica sobre 100
mM y sobre 150 mM de KCl, comienza a disminuir el efecto
inhibidor del copolimero de Acido glutéamico y tirosina y del

acido poliglutamico, respectivamente.
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FIGURA 8:  EFECTO DE LA FUERZA IONICA SOBRE LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD
DE LA CASEINAQUINASA II POR ACIDO POLIGLUTAMICO Y POR EL
COPOLIMERO DE ACIDO GLUTAMICO:TIROSINA 4:1

La actividad de la caseinaquinasa II se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina 5 mg/ml y como
inhibidores dacido poliglutamico 43 kDa, 85 M (o) y el copolimero acido
glutdmico:tirosina 4:1, 46 kDa, 35 oM (e), en las correspondientes
concentraciones que causan un 60 % de inhibicién (a 180 mM de KCl). Las
determinaciones se realizaron a diferentes concentraciones de KCl. A cada
concentracion de KCl se realizd un control sin inhibidor, al cual se le
aiign() el 100 % de actividad. El 100 % equivale a una incorporacién de
[*P] fosfato que fue de 0,3 a 2,4 pmoles/min cuando se utilizd el
inhibidor de éacido poliglutimico y que vario entre 0,3 y 2,8 pmoles/min
cuando se utiliz¢ el copolimero de acido glutdmico y tireosina.
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B. EFECTO DEL ACIDO POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERO DE ACIDO
GLUTAMICO Y TIROSINA EN PROPORCION 4:1 SOBRE LA ACTIVIDAD
DE OTRAS CASEINAQUINASAS

El efecto inhibidor de polianiones, incluyendo
algunos poliaminoacidos, sobre la caseinaquinasa II habia sido
descrito para la enzima de higado de rata Meggio y col.,
1983). Este antecedente y 1los resultados de esta tesis
estarian indicando que la susceptibilidad frente al acido
poliglutamico es propia de las caseinaquinasa II, aun cuando
sean de diferentes origenes.

Para evaluar si una caseinaquinasa 11 proveniente
de otra especie presenta un comportamiento semejante al de la
enzima de oocitos de Xenopus laevis, se probd el efecto del
inhibidores polianiénicos sobre la caseinaquinasa II de leva-
dura purificada a homogeneidad.

En la Tabla II se muestran los valores obtenidos al
usar los dos inhibidores en ciertas concentraciones, dentro de
los intervalos en que estos inhiben a la caseinaquinasa II de
oocitos de Xenopus laevis.

Se observa que la caseinaquinasa II de levadura
presenta el mismoc patrénm de inhibiciém que la enzima de
oocitos de Xenopus laevis, siendo mucho més inhibida por el
copolimero de &cido glutéamico y tfirosina que por el éci@o

poliglutamico.
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TABLA I1: EFECTO DEL ACIDO POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERO
GLUTAMICO:TIROSINA 4:1 SOBRE LA CASEINAQUINASA 11
DE LEVADURA

INHIBIDOR CONCENTRACION % ACTIVIDAD
M

dcido poliglutamico 0 100
n " 0,2 92
" " 1,0 76
m " 10,0 42
" " 40,0 28

copolimero gluta-

mico:tirosina 4:1 0 100
" " 0,08 54
" | " 0,20 25
" " 1,00 10
" " 10,00 2

El ensayo de la actividad de la caseinaquinasa II de levadura se realizod
como se describe en Materiales y Métodos, utilizando como inhibidor el
dcido poliglutdmico de 43 kDa y el copolimero de &cido glutamico y tirosi-
na 4:1 de 46 kDa. E1 100% corresponde a la ﬁFtividad de la enzima sin in-
hibidor y equivale a una incorporacion de [“P] fosfato de 2,8 pmoles/min.
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Por otra parte, también interesd ver el efecto de
estos polipéptidos sobre la caseinaquinasa 1 purificada de
oocitos de Xenopus laevis. Esta enzima, al igual que la
caseinaquinasa 11, fosforila serinas insertas en secuencias de
aminoacidos acidos.

En la Tabla III se ven los resultados al usar
concentraciones similares de los polipéptidos inhibidores con
la caseinagquinasa 1 de oocitos de Xenopus laevis. Se observa
que la concentracion de dcido poliglutamico que produce un 80%
de inhibicién sobre la caseinaquinasa II, inhibe s6lo en
aproximadamente un 10% a la caseinaquinasa I.

El copolimero &dcido glutamico:tirosina muestra un
efecto inhibidor sobre la enzima, pero a la concentracion de
1 uM, con la que se inhibe practicamente el 100% de la acti-
vidad de la caseinaquinasa II, s6lo se inhibe entre un 25 y un
30% a la caseinaquinasa I.

Cabe sefialar que la proteinaquinasa dependiente de
AMPc no es inhibida por estos polipéptidos en su actividad
fosforilante de histonas ( Gatica M., comunicacién personal).

Con los resultados obtenidos en la seccidn B se
puede concluir que el efecto del copolimero glutamico:tirosina
4:1 se debe a una interaccidn especifica, propia de las

caseinaquinasas II con este tipo de secuencias.
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TABLA III: EFECTO DE ACIDO POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERO
GLUTAMICO:TIROSINA 4:1 SOBRE LA CASEINAQUINASA I
DE QOCITOS DE Xenopus laevis
INHIBIDOR CONCENTRACION % ACTIVIDAD
M
acido poliglutamico 0,0 100
" " 5.0 91
" " 20,0 92
" " 40,0 92
poli glu:tir 4:1 0,0 100
" " 0,025 82
" " 0,100 80
" " 1,000 73
" " 5,000 68

El ensayo se realizd como se indica en Materiales y Métodos, utilizando
como inhibidor el acido poliglutamico de 43 kDa y el copolimero de acido
glutamico y tirosina 4:1 de 46 kDa. El 100% corresponde a la actividad de
lﬁ enzima sin inhibidor y equivale a una incorperacién 1,2 pmoles/min de
[“P] fosfato.
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C. EFECTO DEL ACIDO POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERO DE ACIDO
GLUTAMICO Y TIROSINA SOBRE LA CASEINAQUINASA II USANDO EL
PEPTIDO SUSTRATO RRREEETTTEEEE

Los estudios descritos hasta ahora muestran los re-
sultados obtenidos utilizando la proteina caseina como sus-
trato de la caseinaquinasa II. Con el objetivo de precisar los
resultados con los inhibidores especificos, se inicid una
serie de analisis utilizando un sustrato que corresponde a un
péptido sintético.

Considerando las secuencias que son fosforiladas
por la caseinaquinasa Il y basandose en las estructuras de
péptidos sustratos descritas en la literatura (Meggio y col.,
1984; Kuenzel y Krebs, 1985; Kuenzel y col., 1987), se diseiid
un péptido sustrato que tiene la estructura 6ptima minima de
acuerdo a la secuencia consensual de fosforilacidén por la
caseinaquinasa II. Este péptido posee tres residuos de
treonina insertos en medio de residuos de &acido glutamico.
Ademas posee, en su extremo amino, un grupo de tres residuos
de arginina (este grupo basico permite que el péptido se una
al papel de fosfocelulosa P81 y de esta forma su fosforilacidn
mediante la caseinaquinasa II se analiza por el mismo método
utilizade para analizar la fosforilaciéon del sustrato
caseina).

El péptido sustrato sintético usado para los
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trabajos presentados a confinuacién tiene la secuencia
RRREEETTTEEEEE
En primer término, se determindé la Km aparente de
este péptido sintético, al ser fosforilado mediante la
caseinaquinasa II de oocitos de Xenopus laevis, lo cual se

muestra en la Figura 9. Se obtuvo una Km, de 0,35 mM, valor

)
que estid dentro del intervalo descrito en la literatura para
un péptido sustrato semejante, pero que, a diferencia del
utilizado en este trabajo, posee un solo residuo de treonina
fosforilable (Kuenzel y Krebs, 1985; Kuenzel y col., 1987).

Luego, usando nuestro péptido como susirato, en una
concentracion de 3,5 mM, se probd el efecto del acido poliglu-
tamico y del copolimero acido glutémico:tirosina 4:1 y los
resultados se muestran en la Figura 10. Los valores de los Iz
son de 0,5 uM para el acido poliglutamico y de 0,0025 pM para
el copolimero de acido glutamico y tirosina.

Nuevamente, el efecto inhibidor del copolimero es
dos é6rdenes de magnitud inferior al del homopolimero. Ademas,
se observa que los Iy obtenidos para ambos inhibidores con el
péptido sustrato son un orden de magnitud inferior a los
obtenidos usando caseina como sustrato.

Los resultados mostrados en esta seccidén apoyan la

hipoétesis de la existencia de una interaccidn especifica entre

la caseinaquinasa II y un tipo particular de secuencia, en la




5_
O
—_— 4._
o
@
PO
(o3
~ —
e ar
=
>
~ |
| | {
0 I 2 3

FIGURA 9:  GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA DETERMINACION DE LA Km
APARENTE DEL PEPTIDO SUSTRATO RRREEETTTEEEE

l.a actividad de la cascinaquinasa 1! se determind come se indica eon
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato diferentes concentraciones
del péptido sustrato indicado,
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FIGURA 10: INHIBICION DE LA CASEINAQUINASA 1I POR ACIDO POLIGLUTAMICO

Y EL COPOLIMERO ACIDO GLUTAMICO: TIROSINA 4:1, USANDO EL
PEPTIDO SUSTRATOG.

La actividad de la cascinaguinasa I! se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato el péptido RRREEETTTEEEE
a una concentracion de 3,5 mM, en presencia de diferentes concentraciones
de &cido poliglutdmice (0) y del copolimero de acido glutamico: tirosina
4:1 (o). E! 100% corresponde a la actividad de caseinaquinasa 11

(IutcHninada en ausencia de inhibtidor. EI [00% equivale a una incorporacion
de ["P] loslato de 1,1 pmoles/min.

S0
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cual se tiene un grupo de residuos de acido glutamico junto a

una tirosina.

D. EFECTO DE PEPTIDOS SINTETICOS DE SECUENCIA CONOCIDA EN
LOS CUALES SE TIENE NUEVE RESIDUOS DE ACIDO GLUTAMICO Y
DOS RESIDUOS DE TIROSINA

Debido a que los copolimeros de acido glutamico y
tirosina en relacién 4:1 poseen una secuencia al azar,
mediante ellos no es posible discriminar si la posicion del
residuo de tirosina con respecto a los residuos &cidos es o0 no
importante para el efecto inhibidor. Por tal motivo, se
disefiaron péptidos de secuencia conocida en los cuales se
mantuvo, en una estructura minima, la proporcidon 4:1 de
residuos de aminoacidos dcidos y tirosina. Estos péptidos son:

YYEEEEEEEEE, EEEEEEEEEYY y EEEYEEEEYEE

y ademas un péptido de acido aspartico y tirosina de secuencia

DDDYDDDDYDD. Estos péptidos se van a simbolizar como Y,Ej, EzY,,

E@Q(int) y'Dng(int), donde "int" significa la posicidn interna

de las tirosinas.

1. Determinacioén de las Ki de los péptidos EY,(int),
En la Figura 11.A se muestra el efecto de los

péptidos de acido glutamico y tirosina y de acido aspartico y
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FIGURA 11: INHIBICION DE LA CASEINAQUINASA 11 POR PEPTIDOS

CONSTI'TUIDOS POR 9 RESIDUOS DE ACIDO GLUTAMICO Y
2 DE TIROSINA

la actividad de la caseinaquinasa Il se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina 5 mg/ml, en
presencia de diferentes concentraciones del péptido inhibidor.
A: péptido DIY2 (int) (o) y E9Y2 int. (e)

B: péptido Y2E9 (o) y E9Y2 (e).

Kl 100% corresponde a la actividad de cascinaquinasa 11 determinada, en
auscncia de inhibidor. EI 100 % ecquivale a una incorporacion de|"P]
fosfato de 2,4 pmoles/min.,
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tirosina, en los cuales las tirosinas se encuentran en el
interior de la cadena, separados por un grupo de 4 aminoacidos
Acidos: E@Q(int) vy Dgﬁ(int). Se observa que ambos péptidos
inhiben a la enzima y que el efecto del péptido constituido
por acido aspartico es levemente mayor.

En la Figura 11.B se muestra el efecto de los
péptidos constituidos s0lo por acido glutamico y tirosina; en
uno de ellos las tirosinas estan ubicadas en el extremo amino
terminal (Yﬁ%) y en el otro se encuentran en el extremo
carboxilo terminal (E@Q). En esta Gltima figura, llama la
atencioén la influencia de la posicidn de las tirosinas con
respecto a la cadena de &cidos glutéamicos. En efecto, se
observa que el péptido con las tirosinas en el extremo amino
causa una mayor inhibicidon que el péptido con las tirosinas en
el extremo carboxilo terminal. Por otra parte, al observar la
Rigura 11.A se puede comprobar que el péptido con la cadena de
dcidos glutémicos interrumpida por tirosinas, tiene un efecto
inhibidor intermedio.

A pesar de que el efecto inhibidor de los péptidos
Y.Ey ¥ EgY, no difiere en Ordenes de magnitud (las Xi son 0,1
¥ 0,005 mM ¥ 0,18 % 0,005 mM, respectivamente}), se puede
afirmar que el péptido con los residuos de tirosina en el
extremo amino terminal es mejor inhibidor que el péptido que

posee estos residuos en el extremo carboxilico. Esta afirma-
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cién se apoya en los resultados obtenidos con los péptidos que
tienen los residucs de tirosina ubicados en medio de la cadena
de aminoaAcidos acidos. De éstos, como ya se hizo notar, el
péptido constituido por acido aspartico y tirosina tiene un
efecto que es s0lo levemente mayor al péptido que estéd formado
por acido glutamico y tirosina. La diferencia es muy pequefia
en comparacidén con la diferencia en el efecto inhibidor que
muestran los homopolimeros de &cido glutamico y de &cido
aspartico, de 43 y 42,5 kDa respectivamente. Por lo tanto, la
disminucién en la diferencia de los efectos inhibidores puede
considerarse como una consecuencia de la disminucién en el
tamafio de los péptidos con respecto a los polipéptidos. Siendo
asi, y dado que siempre estas diferencias son reproducibles,
se concluye que la posicién de la tirosina en el extremo amino
de una secuencia de residuos Acidos hace aumentar la afinidad
de la caseinagquinasa II por los péptidos o polipéptidos que
las poseen.

También se determind el tipo de inhibicidn que
ejercen estos péptidos. De acuerdo a los graficos de
Lineweaver y Burk y considerando también los graficos secun-
darios cobtenidos, se observa que todos estos péptidos estu-
diados son inhibidores de tipo competitivo.

Ademas, .para corroborar las conclusiones con

respecto al efecto de la posicion de la tirosina en una
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secuencia de aminoacidos acidos, se determiné las Ki de los
péptidos. En las Figuras 12, 13, 14 y 15 se muestran los
graficos de Lineweaver y Burk obtenidos. Los valores de las Ki
calculados son:
EgY, = 0,18 £ 0,005 mM Y;E, = 0,10 0,004 mM
E)Y,(int) = 0,12 * 0,010 mM y DyY,(int) = 0,09 = 0,004 mM
Estos valores de Ki concuerdan con las conclusiones
seflaladas a raiz de los resultados que se muestran en la
Figura 11 y reflejan la sensibilidad de la enzima a estos

inhibidores.

2. Efecto de los péptidos YYEEEEEEEEE (Yg%) y EEEEEEEEEYY
(EqY,) sobre la actividad de la caseinaquinasa II al

2 ¥y al sustituirlo por

cambiar la concentracion del Mg'
Mn;z
La caseinaquinasa II requiere de una alta concen-
tracioén de Mg’2 para su actividad (7-12 mM).

2 por el Mn'®

Al sustituir el Mg' y usando ATP como
sustrato nucleotidico, la enzima presenta aproximadamente un
30% de la actividad obtenida con Mg*2 y se observa un maximo
de actividad a 0,75 mM de este catidén (Gatica, M., comuni-
cacidén personal; Gatica y col., 1981).

En primer término, se estudidé el efecto de los

péptidos de &cido glutamico y tirosina, Y;Eg pff%YL sobre la
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FIGURA 12: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBICION
DE LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE EL PEPTINO
CONSTITUIDG POR 9 RESIDUOS DE ACIDO ASPARTICO Y
2 DE TIROSINA INTERCALADOS EN LA SECUENCIA:
Dng(inl;)

La actividad de la caseinaquinasa II se determing como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina y en presencia de
diferentes concentraciones de los péptidos inhibidores:

Concentracion del inhibidor: 0 (e); 0,0625 mM (O); 0,125 mM (a) v
0,250 m¥M (O3. '
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FIGURA 13:
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GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBLCION
DE LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE EL PEPTIDO
CONSTITUIDO POR 9 RESIDUOS DE ACIDO GLUTAMICO Y 2
DE TIROSINA INTERCALADOS EN LA SECUENCIA:
EgY,(int)

.a actividad 'de la cascipnaquinasa Il sc¢ determind como sc indica en
Materiales y Métodvs, utilizando caseina como sustrato y cn presencia de
diferentes concentraciones del péptido inhibidor. Concentracion de

inhibidor :

0 (@); 0,04 mM (O); 0,08 mM (a) y 0,16 mM (O).
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FIGURA 14:  GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INNIBICION DEH
LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE EL PEPTIDO
CONSTITUIDO POR 9 RESIDUOS DE ACIDO GLUTAMICO Y 2
DE TIROSINA: EgY,

La actividad de la caseinaquinasa II se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina cn prescencia de
diferentes concentraciones del inhibidor,

Concentracion del inhibidor: 0 (e); 0,043 m¥ (O): 0,086 mM (a) ¥
0,1725 mM (O .
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FIGURA 15:  GRAFICO DE LINHWEAVER ¥ BURK PARA LA INHIBICION DE
LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE EL PEPTIDO
CONSTITUIDO POR 2 RESIDUOS DE TIROSINA Y 9 DE
ACIDO GLUTAMICO: Y,E,

Ia actividad de la cascinaquinasa Il sc determing comg se indica en
Materiales y Métodos, ulilizando cascina como suslrato y en presencia de
diferentes concentraciones del péptido inhibidor.

Concentracion del inhibidor: 0 (e); 0,056mM (O); 0,13 mM (a) y

0,26 mM (D).

T
99




actividad de la caseinaquinasa 11, incubando la enzima en un
medio en el cual se sustituye el Mgﬁ por Mn'! en una concen-
tracién de 0,75 mM, manteniendo el resto de las condiciones
sin alterar y utilizando como sustrato el péptido sustrato.
En forma paralela, se realiza un experimento
control utilizando las mismas concentraciones de los péptidos,
en presencia de Mg"2 7 mM. Los resultados se expresan como
porcentajes respecto a la actividad obtenida en cada caso en
ausencia de los péptidos inhibidores. En la Figura 16 se
observa que los péptidos ejercen un menor efecto inhibidor
cuando en el medio de reaccidon se ha sustituido el Mgiz por
Mn*2 .
Luego, y con ¢l objeto de estudiar si los péptidos
presentaban diferencias en su efecto inhibidor al modificarse
la concentracidn de Mgiz en el medio, se realizaron ensayos

z entre 2 ¥y 12 mM. La concen-

utilizando concentraciones de Mg*
tracién de los péptidos en estos ensayos fué de 0,15 mM. En
todos los casos se realizaron los experimentos controles
correspondientes, en ausencia de los péptidos inhibidores. Los
resultados, expresados como porcentajes de la actividad
control, se muestran en la Figura 17. Se observa que, sea cual
sea el cation y su concentraciodon, siempre el péptido Y;E, mani-

fiesta un mayor efecto inhibidor sobre la caseinaquinasa II.

Sin embargo, puede notarse que la inhibicidén de la enzima es
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FIGURA 16: COMPARACION DE LA INHIBICION DE LA CASEINAQUINASA

II POR LOS PEPTIDOS Y,E, Y E,Y, EN PRESENCIA DE
£0 b 2
Mg' 0 Mn'ZS ’

La actividad de la caseinagquinasa lI se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina 5 mg/ml y en
presencia de diferentes concentraciones de los péptidos inhibidores.

Az Y,E (o) y EgY, (O}, MgCl, 7 mM.

B: Y,E, (e} y Eg¥, (W), MnCl, 0.75 mM.

El 1%)09% corresponde a la actividad sin inhjibidor,

El 100% equivalc a una incorporacion de [*P] fosfato de 1.4 pmoles/min
cuando ¢l medio de incubacidén tenia MgCl2 7mM y de 0,3 pmoles/min cuando
se utilizé MnCl, 0,75 mM, ' '
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FIGURA 17: [EFECTO DE LOS PEPTIDO; Y.E, Y EgYZ A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE Mg ng UNA" CONCENTRACION DE
Mn+2 DE 0,75 MmM

La actividad de la caseinaquinasa II se determind como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando como sustrato caseina 5 mg/ml y en
presencia de péptido inhibidor a una concentracion de 0,15 mM. Las barras
vacias muestran el efecto del péptido Yﬂi ¥y las barras achuradas muestran
el efecto del péptido EY, a las concengraciones de metal indicadas. El
100% corresponde a la acdtividad enzimdtica obtenida en ausencia del
inhibidor a cada_concentraciéon de metal. El 100% equivale a una
incorporacién de [MP] fosfato entre 2 y 3 pmoles/min cuando se utilizé
diferentes concentraciones de MgCl,, y de 0,9 pmoles/min cuando se utilizd

MnCl, 0,75 mM. Los valores de p (calculados mediante el test de Student)
fueron entre 0,02 y 0,05.




méxima cuando se tiene en el medio una concentracidédn de Mg+2
dentro del intervalo 6ptimo para la actividad enzimatica, es
decir, 7-12 mM. También se observa que, a esas concentraciones
optimas, todos los porcentajes de actividad en presencia de
los péptidos son semejantes. Los porcentajes de actividad son,
en promedio, aproximadamente de 45% en presencia de Y.Ey ¥ de
64% en presencia de E@YT Sin embargo, cuando la concentracion

de Mg'z

baja a 4 y a 2 mM, los porcentajes de actividad son,
respectivamente, de 53 y 61% en presencia de YoEy, ¥ de 74 y
80% en presencia de EQYZ. Estos resultados indican que el
efecto inhibidor de ambos péptidos disminuye al disminuir 1la

ﬂ. En forma adicional, se observa que la

concentracidon de Mg
diferencia entre los efectos inhibidores de los dos péptidos
tiende a disminuir.

Finalmente, cuando en el medio el Mg“2 se sustituye
por Mn”, la disminucidn del efecto inhibidor de ambos péptidos
se hace mas evidente. Los porcentajes de actividad son de 72%
con el péptido Y;Ey ¥ de 86% con el péptido EgY, . Ademas, en
forma semejante a lo observado a bajas concentraciones de Mg”,
se nota que en presencia de Mn+2 la diferencia en la capacidad
inhibidora de ambos péptidos tiende a desaparecer.

En resumen, estos estudios muestran que existe un

. . - ts - . . P
intervalo de concentracidon de Mg2 optimo para la manifestacion

del efecto inhibidor de los péptidos. Este intervalo coincide
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con el grado de concentracidon de Mfg,“z que es o6ptimo para la
actividad de la enzima. Ademas, el efecto diferencial de los
péptidos con diferentes posiciones de la tirosina con respecto
a los acidos glutamicos, también es influenciado por 1la

concentracién de Mg“2 y por su sustitucidn por an.

E. EFECTO DE INHIBIDORES CONSTITUIDOS POR ACIDO GLUTAMICO Y
.TIROSINA SOBRE LA SUBUNIDAD a RECOMBINANTE DE LA CASEINA
QUINASA 1I. COMPARACION CON RESPECTO A LA HOLOENZIMA Y A
LA RECOMBINANTE a + B

En el laboratoric se clonaron y se expresaron los
cDNA para las subunidades a y B de la caseinaquinasa II de
Xenopus laevis (Jedlicki y col., 1982; Hinrichs y col., 1983).
Esto permitié dispomner tanto de la subunidad ¢ como de la
subunidad B recombinantes y en estado de alta pureza (Gatica
M., comunicacién personal).

Disponiendo de la subunidad a, se probdo el efecto
sobre ella de los inhibidores peptidicos y polipeptidicos
constituidos por &acido glutamico y por Aacido glutémico y
tirosina, con el objeto de determinar si esta subunidad
catalitica tiene un compertamiento similar al de la holo-
enzima.

La subunidad a catalitica presenta similitudes y

diferencias con respecto a la holoenzima. Por ejemplo, es
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inhibida en forma similar por heparina (Traugh, y col., 1990Q),
pero difiere de la holoenzima en que requiere una concen-
tracién de KCl menor, 50 mM, para su actividad 6ptima (Lin, ¥y
col., 1991). Ademas, tampoco es estimulada por poliaminas, ya
sea en las reacciones de autofosforilacidén o en las de fosfo-
rilacién de sustratos exodgenos (Traugh, y col., 1990; Lin, y
col., 1991).

Para estudiar el efecto de los inhibidores pepti-
dicos y polipeptidicos sobre la subunidad a, se mantuvo las
condiciones del ensayo iguales a las usadas para la caseina-
quinasa II (pH, concentracidén de Mgw. etc), pero se utilizd
una concentracion de KC1 de 0,12 M, valor intermedio entre el

6ptimo de la holoenzima Yy el 6ptimo de la subunidad a.

1. Efecto del acido poliglutimico y del copolimero de acido
glutémico y tirosina 4:1 sobre la actividad de la
subunidad a recombinante de la caseinaquinasa II

En primer término, se probd el efecto de acido

poliglutamico (43 kDa) y del copolimero de &cido glutémico y

tirosina 4:1 (46 kDa) sobre la actividad enzimatica de la

subunidad a. En un experimento paralelo, utilizando las mismas

condiciones del ensayo que las utilizadas para la subunidad a,

se probd el efecto de estos dos inhibidores sobre la

holoenzima.




En la Figura 18 se ve el efecto de estos compuestos
sobre ambas actividades enzimaticas. Analizando las curvas, se
observa que con la subunidad a la presencia de la tirosina no
incrementa tanto la capacidad inhibidora del péptido como lo
hace con la holoenzima. Esto se ve mads claramente con los
correspondientes valores de los IW, los cuales estan grafi-
cados en la Figura 19. En efecto, en el caso de la subunidad
a, los Igp del acido poliglutamico y del copolimero de acido
glutamico y tirosina son 3,4 y 0,3 nM, respectivamente. Estos
valores tienen una diferencia de un orden de magnitud entre
si, en cambio, los valores cobservados en el caso de la holo-
enzima nativa difieren en dos 6rdenes de magnitud (4,2 y 0,048
uM, respectivamente).

Por otra parte, la subunidad a se muestra levemente
mas susceptible a la inhibicién por acido poliglutamico.

A su vez, si los mismos péptidos inhibidores se
ensayan utilizando una mezcla de las subunidades a y B recom-
binantes, en condiciones adecuadas para reconstituir la enzima
(Hinrichs, y col., 1993), se observa que, aungue también los
Iy, son algo superiores a los de la holoenzima, mantienen los
dos 6rdenes de magnitud de diferencia (10,5 y 0,15 pM, respec-

tivamente) (ver Figura 19).
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FIGURA 18:  EFECTO DEL ACIDC POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERQ Did
ACIDO GLUTAMICO Y TIROSINA 4:1 SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LA SUBUNIDAD a DE LA CASEINAQUINASA [1

El ensayo sec realizd como sc describe en Materiales y Métodos, con la
excepcion de que cn ambos casos la conceontracion de KCI en el medio de
incubacion fue de 0,12 M. En ¢l recuadro de la izquierda se ticne el
efecto de los inhibidores sobre la actividad de la cascinaquinasa 11
holoenzima y en el de la derecha se presenta el cfecto de los inhibidores
sobre la subunidad a recombinante; (O) corresponde a acido poliglutamicao,
43 kDa y (e) al copolimero de acido glutamico y tirosiqg 1:1, 46 kDa. El
100% de actividad cquivale a una incorporacién de [Y“P] fosfalo de 2
pmoles/min en ¢l caso de la holoenzima y de 3,7 pmoles/min cuando sc usd

la subunidad a. Bl 100% corresponde a la aclividad enzimdtica en ausencia
de inhibidores.
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" FIGURA 19: ID DEL ACINO POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERO DI

AiIDO GLUTAMICO Y TIROSINA 4:1 CORRESPONDIENTES AL
EFECT0Q SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CASEINAQUINASA 1T
HOLOENZIMA, LA SUBUNIDAD a Y LA ENZIMA RECOMBINANTE
(a + B)

La actividad enzimatica se determindé como se indica en la Figura 18. La
subunidad 8 se utilizd en una proporcidon molar 1:1 que produce una
estimulacion de 5 veces de la actividad de la subunidad a (estimulacidn
maxima). Las barras negras corresponden al I, del acido poliglutamico y
las barras achuradas al I, del copolimero de acido glutémﬁﬂu y Ltirosina
4:1. E1 100% de actividad equivale a una incorporacidn de [P} fosfato de
3;7 pmoles/min en el caso de la subunidad a, 19 pmoles/min cuando se usd
la enzima recombinante (a + B) y de 20 pmoles/min cuando se utilizd la
holoenzima. El1 100% corresponde a la actividad enzimalica cn ausencia de
inhibidor.
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2. Efecto de los péptidos Y,E, y EgY, sobre la subunidad a
recombinante de la caseinaquinasa II. Comparacién con la
holoenzima y la enzima recombinante a + B.

Los resultados de la seccién anterior muestran que
la subunidad a presenta una menor sensibilidad a la inhibicioén
por péptidos que contienen acido glutamico y tirosina. Por tal
motivo, fue de interés estudiar el efecto de los péptidos Yﬁ%
Yy E§[2 sobre la subunidad a. Para ello se probd el efecto de
estos péptidos tanto sobre la subunidad a como sobre la
holoenzima y la enzima recombinante a + B, en las condiciones
de ensayo descritos en la seccién anterior, de modo de poder
efectuar las comparaciones correspondientes.

En la Figura 20 se muestra el efecto de distintas
concentraciones de los péptidos Y}Eg y Eng con la holoenzima
¥y con la subunidad a recombinante. Es evidente que, al
contrario de lo observado con la holoenzima, la subunidad a
discrimina muy poco entre ambas secuencias. Los IW obtenidos
para estos péptidos son 0,42 y 0,48 mM, respectivamente.

En la Figura 21 se muestra el efecto los péptidos
Y;Eq ¥ EqY,, en concentracién de 0,3 mM, sobre la subunidad a,
la holoenzima nativa y la holoenzima obtenida por recons-
tituciodon con las subunidades recombinantes ay B. En todos los
casos el ensayo se realiza bajo las mismas condiciones. Los

resultados muestran que la enzima recombinante a + B, aun
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FIGURA 20:  EFECTC DE LOS PEPTIDOS Y. [‘9 Y L4Y, SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA SUBUNIDA

Los ensayos se realizaron como se indica en Materiales y Métodos, con la
excepcion de que la concentracion de KC1 utilizada fue de 0,05 M. Hn el
recuadro de la izquierda se ve el eflecto de los péptidos EqY, (0 e Y F (+)
sobre la actividad de la holoenzima y en el recuadro de ﬂ1 dero(ha se ve
el efecto de los mismos peptldos. [‘Y (Q) %2 [3 (®) sobre la subunidad a.

El 100% equlvale a una 1ncorp0ra010n de | Pa fosfalo de 1,4 pmoles/min
cuando se usd la holoenzima y de 27 pmoles/mln cuando se usd la subunidad

a. El 100% corresponde a la actividad de la enzima en ausencia de
inhibidores.
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FIGURA 21: EFECTO DE LOS PEPTINOS Y, E Y.l SOBRE LA
HOLOENZIMA, 1A ENZIMA Ré&&hBIN NTE (a + B) Y LA
SUBUNIDAD a

El ensayo se realizd como se indica en la Figura 20. Las barras negras
corresponden al efeclo del péptido YI% vy las barras achuradas al efecto
del péptidoI%Yz.Ijlconcentracién utiilzada de los péptidos fue de 0,3 mM.
Para el ensayo con {a + B) se utilizaron cantidadcs:ﬁquimolares de las
subunidades. El 100% equivale a la incorporacién de["P] fosfato de 1.4
pmoles/min cuando se usd la holoenzima, 2,7 pmoles/min cuando se usé la
subunidad a y 12 pmoles/min cuando se usé la recombinante (a + 8). E1 100%
corresponde a la actividad enzimdtica en ausencia de inhibidores.




cuando sufre menor inhibicién por estos dos péptidos, presenta
la misma discriminacién que la holoenzima, en cuanto a que es

mas inhibida por el péptido Y,E; que por el péptido EqY, .

F. EFECTO DEL ACIDO POLIGLUTAMICO Y DEL COPOLIMERO DE ACIDO
GLUTAMICO Y TIROSINA SOBRE UNA SUBUNIDAD a MUTANTE DE LA
CASEINAQUINASA IT

El objetivo de este estudio fue obtener informacioén
con respecto a la influencia del segmento basico, presente
entre los aminodcidos 64 y 83 de la subunidad a de la caseina-
quinasa 11 (ver Apéndice II), sobre la afinidad de la enzima
por secuencias acidas.

Para ello, se estudiéo el efecto del acido
poliglutamico ¥ del copolimero de acido glutémico y tirosina
(de 43 y 46 kDa, respectivamente) sobre la actividad de la
subunidad a mutada, en la cual las 1lisinas 75 y 76 se
cambiaron por residuos de acido glutdmico (Jedlicki,A.M.,
comunicacién personal; Ho y col.,198%9). En la Figura 22 se
muestran los resultados obtenidos y se observa dque la
subunidad a mutada es menos sensible a la inhibicidén por ambos
polipéptidos; sin embargo, manifiesta afin wna mayor
sensibilidad frente al copolimero de Acido glutémico y

tirosina 4: 1.
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FIGURA 22:  EFECTO DEL ACIDPO POLIGLUTAMICO Y DEL COPLIMERO DE
ACIDO GLUTAMICO Y TIROSINA 4:1 SOBRE LA SUBUNIDAD
a Y LA SUBUNIDAD a MUTADA

Los ensayos se realizaron como se indica en Materiales y Métodos, con la
excepcion de que la concentracion de KCl utilizada fue de 0,05 M. (e) y
(O) corresponden al efeclo del copolimero de acido glutamico y tirosina
4:1 sobre la subunidad a y la subunidad a mutada respectivamente; (W) y
(O3 corresponden al efecto del acido poliglutamico sobre la subunidad a y
la subunidad a mutada respeclivamente. EI 100% equivale a una
incorporacién de 11,8 pmoles/min en el caso de la subunidad a y de 12
pmoles/min en el caso de la subunidad a mutada. El 100% co rresponde a la
actividad en ausencia de los inhibidores.
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G. DETERMINACION DE LA Km APARENTE DE 1.0S PEPTIDOS SUSTRATOS
QUE TIENEN TIROSINA EN MEDIO DE LAS SECUENCIAS DE ACIDO
GLUTAMICO

Los resultados obtenidos con los péptidos inhibi-
dores constituidos por &cido glutamico y tirosina indican que
la ubicacidon de la tirosina en la cadena de aminodcidos es
importante para determinar la afinidad de la caseinaquinasa II
por estas secuencias. Se observa en forma repetida que 1la
ubicacién de la tirosina hacia el extremo amino terminal hace
que la caseinaquinasa 11 manifieste una mayor afinidad por el
péptido.

Considerando estas observaciones, se estudié el
eTecto de la ubicacidn de la tirosina en un péptido sustratoc.
Para este estudio se disefiaron y se sintetizaron 1los
siguientes péptidos sustratos con tirosina:

RRREYEETEEEE = P; y RRREEEYTEEEE = P,

También se diseifid un péptido que posee fenilalanina
en vez de tirosina, ubicada junto a la treonina:
RRREEEFTEEEE = P5

El objetivo de este estudio fue obtener informacidn
con respecto a la influencia de la presencia de una tirosina,
insertada en la secuencia consensual de fosforilacién de 1la
caseinaquinasa 11, en la afinidad de la enzima por dichas

secuencias.
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El péptido con fenilalanina se considerd un control
adecuado, debido a que este aminoacido tiene caracteristicas
moleculares semejantes a la tirosina.

La determinacidon de las Km aparente se realizd a
través de los graficos de Lineweaver y Burk que se muestran en
la Figura 23 y los valores de los parametros cinéticos se
encuentran en la Tabla IV. Aunque no existen diferencias muy
notahles en estos valores, todos ellos se encuentran cercanos
al wvalor de me determinado para el péptido sustrato
RRREEETTTEEEE, el cual es 0,35 mM. Sin embargo, se puede
considerar que las diferencias tienen cierta consistencia con
las observaciones anteriores usando péptidos inhibidores. En
general, cuando la tirosina esté presente, y especialmente en
el caso del péptida P,, se ve que los valores de 1las Km,

P

tienden a disminuir. Si esta diferencia en los valores de me

se considera junto a los valores de las Vmax se observa que

ap’
el péptido Py {(que tiene la tirosina adyacente a la treonina)

también muestra un menor valor de Vmax y de esta forma, su
razbén Vmax/Km es inferior a la del péptido con fenilalanina
(tomado como referencia). Los valores del péptido Py (que
tiene la tirosina separada por dos &acidos glutamicos de la

treonina fosforilable) muestra un valor de Vmax, un poco

ap

menocr, pero su me también es menor, de manera gque su razdn

Vmax/Km duplica la del péptido con fenilalanina, lo cual indi-
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FIGURA 23: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA DETERMINACION
DE LA Km APARENTE DE LOS PEPTIDOS SUSTRATOS QUE

CONTIENEN UNA TIROSINA INTERCALADA EN SU
SECUENCIA

La actividad de la caseinaquinasa II se determindé como se indica en
Materiales y Métodos, utilizando los péptidos sustratos en diferentes
concentraciones. P4, RRREEEYTEEE (o); PS5, RRREFEFIEEE (e) y P3,
RRREYEETEEE (4). '




TABLA 1V: PARAMETROS CINETICOS APARENTES DE LOS PEPTIDOS
SUSTRATOS FOSFORILADOS POR CASEINAQUINASA II

Kﬂ I2Vmax Vmax g LY
Péptido x 10° M x 10" moles/min Km x 10
RRREEETTTEEEE 3,5% 4,48% 1,39% 95%
RRREEEFTEEE (P;) 3,30 4,86 1,47 100
RRREEEYTEEE (P,) 2,35 2,76 0,94 64
RRREYEETEEE (P;) 1,30 3,83 2,94 200

¥ : Eficiencia catalitica relativa (%). El valor de Vmax/Km del péptido
con fenilalanina se considera 100%

¥ Datos correspondientes al experimento mostrade en la Figara 10.

¥, Los % obtenidos fueron respectivamente: 0,004; 0,002 y 0,005.
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caria que la enzima presenta una mayor eficiencia catalitica

con este péptido.

H. INTERACCION DE LA CASEINAQUINASA II CON MOLECULAS
NATURALES Y COMPUESTOS CON ACTIVIDAD FISIOLOGICA

Con el propo6sito de definir un papel fisioldgico

para la caseinaquinasa II, se eligid dos sistemas biol&égicos

en los cuales la enzima interactuaria con compuesfos ricos en

grupos éacidos, la tubulina y el acido fdélico.

1. Estudios con tubulina y derivados.

l.a. Interaccion de la caseinaquinasa II con tubulina y
péptidos derivados.

La tubulina es una proteina oligomérica que tiene
dos tipos de mondmeros, uno a y otro B, ambos aproximadamente
de 50-55 kDa (Valenzuela y col., 1981; Serrano y Avila, 1985).

Existen varios hechos de interés con respecto a la
tubulina. En primer lugar es sustrato de la caseinaquinasa II;
se encontrd que un péptido de 16 aminodAcidos correspondientes
al extremo carboxilo terminal de la subunidad B (isotipo B“
es fosforilado por la caseinaquinasa I] en la serina 444
(Diaz-Nido y col., 1990). Por otro lado, el extremo carboxilo

terminal de la subunidad a de la tubulina es tirosinilado por




una actividad tubulina tirosinaligasa (Beltramo y col., 1987).
También existe una actividad carboxipeptidasa especifica (CTP
0 TTCP) que hidroliza el residuo de tirosina (Nath y Flavin,
1980; Kumar y Flavin, 1981). Estos sistemas enzimaticos
mantienen un equilibrio entre la forma tirosinilada y la forma
destirosinilada de la tubulina (Nath y Flavin, 19860).

Al purificar la tubulina, se obtiene una mezcla que
contiene una proporciéon constante de tubulina con tirosina y
de tubulina carente de este aminoacido en el extremo carboxilo
terminal de la subunidad a.

La secuencia de los tGltimos 32 aminoédcidos del

extremo carboxilo terminal de la subunidad a de la tubulina es

la siguiente:

FSEAREQMAALERDYEEVGVDSVEGEGEEEGEE (Y)

Este péptido se caracteriza por tener un gran
nimero de aminodcidos &cidos, ya que de 1los 18 dltimos
aminoacidos, 10 son residuos acidos.

Considerando esta secuencia, la serina 439 podria
ser fosforilada por la caseinaquinasa Il y en este proceso
podria influir la eventual presencia de la tirosina en el

extremo carboxilo terminal.
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1.b. Tirosinilizacién de la tubulina con [“C] tirosina y
posterior utilizacién de esta proteina como sustrato de
la caseinaquinasa I1

La tubulina se tirosinilizé en presencia y ausencia
de benzamidina. Se utilizdé benzamidina para proteger a 1la
tubulina de protedlisis.

La tubulina tirosinilada en ausencia de benzamidina
muestra una incorporacion de (4,163 pmoles de [“C] tirosina por
mg de proteina (lo cual equivale aproximadamente a 1,81 x 107
moles de [“C} tirosina por mol de tubulina) y 1la tubulina
tirosinilada en presencia de benzimidina muestra una
incorporacion de 0,104 pmoles de [“C] tirosina por mg de

z moles de [“C] tirosina por

proteina (equivalente a 1,16 x 10°
mol de tubulina). Estos resultados muestran que el porcentaje
de tirosinilacidn de la tubulina fue entre el 1 y el 2 %. El
bajo rendimiento en la tirosinilacidén puede atribuirse a que
la tubulina utilizada (purificada de cerebro de pollo) posee
un grado de tirosinilacidn previo, debido a la accidén de la
tirosinaligasa especifica. Por otra parte, la presencia de
benzamidina no favorecid la incorporacién de tirosina marcada
en la tubulina.

Debido a que la baja incorporacion de tirosina se

atribuye a la presencia de tirosina no marcada en los extremos

terminales de la tubulina, se estudido la posibilidad de tratar
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la tubulina con una enzima capaz de retirar la tirosina del
extremo carboxilo terminal. En esta forma la preparacidén de
tubulina se enriquece con una poblacidon de moléculas sin la
tirosina en el ex{remo carboxilo terminal. Para este efecto se
utilizé la carboxipeptidasa A de pancreas (CPA) de bovino gque
posee una actividad enzimatica que hidroliza exclusivamente la
tirosina terminal de la subunidad a de la tubulina (Nath y
Flavin, 1980; Kumar y Flavin, 1981). Con el propdsito de medir
el efecto de la remocidén del residuo de tirosina del extremo
carboxilo terminal de tubulina con respecto a su fosforilacidn
por la caseinaquinasa II, se analizaron muestras de tubulina
purificada, tratadas durante diferentes tiempos con la
carboxipeptidasa A y posteriormente se utilizaron estos
productos como sustratos de la caseinaquinasa 11. Los
resultados se muestran en la Tabla V y en ella se observa que,
a medida que aumenta el tiempo de incubacién de la tubulina
con CPA, aumenta su fosforilacion por la caseinaquinasa II.

Considerando el hecho de que la CPA solo esta
hidrolizando a la tirosina terminal, se puede establecer
en forma indirecta, una relacidn entre el grado de tirosini-
lacion de la tubulina y su accesibilidad a ser sustirato de la
caseinaquinasa II.

Este mismo experimento estd ilustrado en la Figura

24. Al estudiar la cinética de remocidn de la [“C] tirosina
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TABLA V: EFECTO DE LA PREINCUBACION DE TUBULINA CON
CARBOXIPEPTIDASA A SOBRE EL GRADO DE FOSFORILACION
DE LA TUBULINA POR CASEINAQUINASA II

Incorporacién de [MP] fosfato
en tubulina

Tiempo de preincubacidn

con carboxipeptidasa A pmoles [”P]/min %
(minutos)

0 2,88 100

10 4,14 144

20 5,18 180

45 6,23 216

La actividad de la caseinagquinasa II se midid en laﬁ condiciones
indicadas en Materiales y Métodos, pero utilizando [*'C] tubulina,
tratada previamente con carboxipeptidasa A (CPA) en una relacion de
1 pug de CPA por 5 ug de tubulina, durante los tiempos indicados.
Los valore§4estén.corregidos descontando la radiactividad correspon-
diente a [“C].
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FIGURA 24:  COMPARACION ENTRE El. GRADO DE DEGRADACION I)EIHC]
TUBULINA POR CARBOXIPEPTIDASA A Y LA FOSFORILACION
DE ESTA TUBULINA POR CASEINAQUINASA 1! EN FUNCION
DEL TIEMPO DE INCUBACION CON LA PROTEASA

Como sc indica cn la Tabla Vv, {HCI tubulina sc incq
A (CPA) a los tiempos indicados (©O). El 100% de IIC] tubulina corresponde
a la radiactividad en tubulina al tieTTO cero de la incubacion con CPA.
En un experimento paralclo se incubd [7C] tubulina con CPA por diferentes
tiempos. Bl producto de esta digestion se utilizdo como sustrale de la
caseinaquinasa II, ecn un ensayo come sc describe en Materiales y Métodos,
utilizando una concentracion final dec tubulina 0.6 pg/ul cn cl ensayo (e).
1 100% de actividad corresponde a la Fosforilacion de tubulina al liempo
cero de la digestion con CPA. La concentracion de CPA cs igual a %as
indicadas en la Tabla V. El 100% equivale a una incorporacion de [J?l
fosfato de 3 pmoles/min,

bo con carboxipeptidasa
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terminal de la tubulina, se utilizan, en forma paralela, las
muestras obtenidas a los distintos tiempos de incubacidén con
CPA como sustratos de la caseinaquinasa II.

Estos resultados muestran que la tubulina, marcada
con [“C] tirosina en el extremo carboxilo, al ser tratada con
CPA pierde gradualmente la radiactividad y esta pérdida esta
relacionada con un aumento en la capacidad de la tubulina para

ser sustrato de la caseinaquinasa II.

i.c. Utilizacion de péptidos sintéticos correspondientes al
segmento carboxilo terminal de la tubulina como sustratos
de la caseinaquinasa II
Como se indicd anteriormente, al observar la
secuencia del extremo carboxilo terminal de la subunidad a de
la tubulina, se ve que la serina 439 precede a una sSecuencia
de residuos de acido glutamico de tal forma que podria ser
fosforilada por la caseinaquinasa II.

Para estudiar esta posibilidad en un sistema méas
definido y para analizar la influencia que en este hecho
podria tener la presencia de la tirosina, se sintetizaron los
siguientes péptidos correspondientes al extremo carboxilo
terminal de la subunidad a de la tubulina, con 3 argininas

adicionales en el extremo amino terminal, para facilitar su

unién al filtro de fosfocelulosa:
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RRRGVDSVEGEGEEEGEE

RRRGVDSVEGEGEEEGEEY
(la serina sefialada corresponde al aminoacido 439, indicado
como S ).

Estos péptidos se utilizaron como sustratos en un
ensayo tipico de la caseinaquinasa II. Las concentraciones de
los péptidos en los ensayos se eligieron considerando que los

ellos. podrian presentar Kma cercanos al me del péptido

p
sustrato (0,3 mM).

En la Tabla VI se muestran los resultados obtenidos
en distintos experimentos en los cuales se modifico la
cantidad de péptido utilizado. En estos experimentos, los
controles incluyeron la medicién de la fosforilacion de la
caseina o del péptido sustrato (RRREEETTTEEEEE).

Se observa que la fosforilacidén de los péptidos de
tubulina por la caseinaquinasa II ocurre en mucho menor grado,
comparado con el sustrato caseina o con el péptido sustrato
sintético. Al comparar el grado de fosforilacién de estos
péptidos de tubulina con el del péptido sustrato, se ve que
éste incorpora aproximadamente 20 veces mas radiactividad que
el péptido de tubulina sin tirosina y 40 veces mads que el
péptido de tubulina con tirosina.

Los resultados obtenidos muestran que ambos pép-

tidos de tubulina son malos sustratos de la caseinaquinasa I11I.
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TABLA VI: FOSFORILACION DE LOS PEPTIDOS SINTETICOS DE
TUBULINA POR CASEINAQUINASA II

[MP] fosfato incorporado

SUSTRATO (pmoles/min)

EXP I EXP II
"CASEINA 15,15 13,49
PEPTIDO SUSTRATO - 4,60
(RRREEETEEEE)

PEPTIDO DE TUBULINA
SIN TIROSINA 0,29 0,22

PEPTIDO DE TUBULINA
CON TIROSINA 0,16 0,11

El ensayo se realizdé en un volumen total de 30 pl segin lo indicado
en Materiales y Métodos, pero con las siguientes modificaciones:

EXP I : caseina 150 pg; péptidos de tubulina 0,126 pmoles
EXP I1I: caseina 150 ng; péptidos de tubulina 0,126 pmoles; péptido
sustrato 0,142 pmoles.

En esteos experimentos (I y II) se realizd como control la fosforila-
cifn de los sustratos caseina y péptido sustrato, con el objeto de
comparar con ellos la fosforilacidén de los péptidos de tubulina.
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Sin embargo no se puede descartar la posibilidad de que la
serina 439, de la subunidad a de la tubulina, sea fosforilada
in vivo por la caseinaquinasa II. Es posible que cuando la
tubulina se encuentra en la célula, factores ambientales y
estructurales pueden permitir o favorecer este proceso. Al
respecto, cabe mencionar el hecho de que la subunidad a de la
tubulina sufre otras modificaciones postraduccionales, como
por ejemplo acetilaciém y poliglutamilacidn (Eddé y col.,
1990). Esta tltima ocurre en el residuo de acido glutamico
445, de manera que el primer enlace amido ocurre en el grupo
y carboxilico de este residuo. Segan los autores mencionados,
las adiciones sucesivas (con un promedio de cinco residuos)

pueden ocurrir tanto en el grupo a como en el y carboxilico
de los residuos de acido glutamico. Es muy probable que este
tipo de modificacibén, que ocurre en forma mayoritaria en la a
tubulina neuronal, tenga un papel en la estructuracidén y
funcionamiento de los microtdbulos. Evidentemente, se
requieren mayores estudios, en particular para ver si éstas
influyen en la fosforilacién de la tubulina, asi como también,
en forma integrada aclarar la importancia fisiolodgica de estas

modificaciones.
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1.d. Péptidos de tubulina como inhibidores de 1a
caseinaquinasa II

Debido a que la fosforilacién de los péptidos de
tubulina mediante la caseinaquinasa II es muy pequeila, no es
posible sacar conclusiones con respecto al efecto de la
tirosina, presente en el extremo carboxilo terminal del
péptido, en dicha reaccién. Sin embargo, no se puede descartar
la posibilidad de que, in vivo, la mencionada tirosina afecte
la fosforilacién de alguna serina presente en la molécula de
tubulina, la cual sea efectivamente sustrato de Ila
caseinaquinasa II (como es el caso de la serina 444 de la
subunidad B). Esta posibilidad puede apoyarse en el hecho de
que los extremos carboxilo terminal de ambas subunidades de la
tubulina se encuentran relativamente desplegados y con mayor
libertad para realizar interacciones ( Maccioni y col., 1986;
Bryce y col., 19889). El posible efecto inhibidor del segmento
carboxilo terminal de la subunidad a de 1la tubulina podria ser
ejercido en forma intra o intermolecular.

Considerando esas posibilidades, se realizaron
experimentos para ver si los péptidos de tubulina son o no
inhibidores de la actividad de la caseinaquinasa II. Se
utilizé caseina y péptido sustrato como sustratos y los
resultados se muestran en la Tabla VII. En ella se observa que

ambos péptidos son inhibidores de la caseinaquinasa II. La
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TABLA VII: EFECTO INHIBIDOR DE 1.OS PEPTIDOS DE TUBULINA

SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CASEINAQUINASA 11

SUSTRATO

CASEINA PEPTIDO RRREEETEEEE
ADICION % DE ACTIVIDAD
NINGUNA 100 100
PEPTIDO DE TUBULINA
SIN TIROSINA 77,4 20,9
PEPTIDO DE TUBULINA
CON TIROSINA 65,5 17,1

La actividad se determind segiin lo indicado en Materiales y Métodos,
usando como sustrato caseina en una concentracién- de 5 mg/ml o
péptido sustrato 2,4 mM.

Los péptidos de tubulina se adicionaron en una concentracién final
de 2 mM para el ensayo con caseina y de 0,9 mM para el ensayo con el
péptido sustrato.

El 100% de actividad equivale a una incorporacion de [HP] fosfato
de 5,6 pmoles/min cuando se usé caseina como sustrato y de 3,6
pmoles/min cuando se usd el péptido sustrato.
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actividad de la enzima en presencia del péptido con tirosina
es menor, tanto en la fosforilacién de la caseina como en la
del péptido sustrato. Sin embargo, las diferencias son
pequefias y no se puede concluir, sin lugar a dudas, si este
péptido con tirosina es mejor inhibidor que el péptido que
carece de ese residuo.

Esto motivo el estudio del tipo de inhibicidén que
ejercen estos péptidos y la determinacidon de las constantes
de inhibicién.

En la Figura 25 se muestran los graficos de
Lineweaver y Burk obtenidos para el péptido que tiene tirosina
y para aquel que carece de ella, respectivamente (A y B).
Estos grafices indican que ambos péptidos son inhibidores
competitivos. Se determindé una Ki de 1,8 * 0,16 mM para el
péptido sin tirosina y una Ki de 1,3 £ 0,07 mM para el péptido
con tirosina.

Las diferencias observadas entre los valores de Ki
para estos péptidos son pequeiias, coincidiendo con lo
observado en la Tabla VII. No se pueden sacar conclusiones
fehacientes, sin embargo, tomando en consideracién lo
mencionadc recientemente con respecto a la estructura de la
tubulina, se da la posibilidad de que este segmento peptidico,
al pertenecer al extremo carboxilo terminal de la subunidad a,

posea en forma mas efectiva un efecto inhibidor sobre la
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FIGURA 25: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBICION DE
LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE LOS PEPTIDOS DE
TUBULINA

L.a actividad de la caseinaguinasa Il se determiné como se indica cn
Materiales y Métodes, utilizando como susirato caseina.

A: Grafico para el péptido de tubulina con tirosina terminal. La
concentracién del inhibidor fue: 0 mM (e): 0,5 mM (O); 1 mM (A} ¥ 2 mM
(3.

B: Grafico para cl péptido de tubulina sin tirosina terminal. La
concentracion del inhibidor fuc: 0 mM (e); 0,5 mM (O); I mM (a) y 2 mM
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fosforilacién de esta molécula y que este efecto sea mas

evidente si posee un residuc de tirosina en el extremo.

2. Estudios con dcido fdolico y derivados.

Se buscd compuestos naturales de interés
fisiolégico, con caracteristicas adecuadas para afectar a la
caseinaquinasa II y que a la vez permitieran ver posibles
relaciones de la enzima con otro tipo de vias metabblicas.
Para ello se eligid estudiar los efectos de los derivados del

Acido félico y analogos.

2.a. Efecto de los derivados del &acido fo6lico y analogos
sobre la caseinaquinasa II.

El acido félico, cuya estructura se puede ver en la
Figura 26.A, adquiere una cadena y-poliglutamilada al ir
siendo glutamilados en forma sucesiva los residuos de acido
glutamico en su grupo y-carboxilo, formando enlaces amido.
Este proceso ocurre en el interior de la célula, y en é&l
participa un sistema enzimatico especifico (Schirch y Strong,
1989; Mc. Guire y col., 1990).

Por lo general, se encuentra como una mezcla de
derivados que contiene un promedio de 4-7 residuos de éacido
glutamico, y se ha demostradoc que, en la forma poliglutami-

lada, estos compuestos constituyen los verdaderos sustratos
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133




de las enzimas que participan en el metabolismo en la trans-
ferencia de un atomo de carbono (Schirch y Strong, 1989).

El metotrexato, droga utilizada para bloquear las
funciones del acido f6lico, también es poliglutamilado en el
interior de la célula (Schirch y Strong, 1989).

En la Figura 26.A se presenta la estructura béasica
del &acido fo6lico, el cual comprende un anillo pteridina y
luego el Acido para-aminobenzoico unido por enlace peptidico
a con un residuo de &acido glutamico. A continuacidén, en el
grupo carboxilo y de este acido glutamico, se une el siguiente
dcido glutamico mediante enlace peptidico con su grupo a
carboxilo. Asi va ocurriendo, en forma sucesiva, la unién de
los restantes residuos de aAcido glutéamico.

Los derivados glutamilados se nombran considerando
esta estructura bésica del acido fdlico. De esta forma el
compuesto que en total posee dos residuos de acido glutamico
se denomina aAcido-a-pteroil-L-glutamil-mono-y-L-glutamico y el
derivado con un total de tres residuos de acido glutamico se
denomina Acido-a-pteroil-L-glutamil-di-y-L-glutamico.

Para nombrar a los derivados del metotrexato, cuya
estructura se encuentra en la Figura 26.B, se mencionan las
diferencias en el anillo pteridina y el resto se nombra en
forma andloga a como se hizo con el acido f6lico. De esta

manera, el derivado de metotrexato con un total de tres
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residuos de acido glutamico se denomina: acido a—(4—amin0—Nw—
metil-pteroil)-y-glutamil-di-y-L-glutamico.

En primer término, se estudid el efecto del namero
de residuos de acido glutamico sobre el probable efecto
inhibidor. Para efectuar este apnalisis, se utilizaron los
derivados con 3, 5 y 6 residuos de acido glutédmico del acido
folico y del acido para-amino-benzoico y derivados con 2, 3,
6 y 7 residuos de acido glutdmico del metotrexato.

Para ver como influye en la inhibicién la natura-
leza del grupo aromatico, se utilizaron los correspandientes
derivados glutamilados del acido para-amino-benzoico y ademas
en este aspecto interesé estudiar el comportamiento de los
derivados del metotrexato y para ello se utilizaron 1los
derivados con 2, 3, 6 y 7 residuos de acido glutamico.

Finalmente, con objeto comparativo, se vido el
efecto de 4cido hexa y-glutamico

En la Tabla VIII se muestra como afecta a la
inhibicidon la longitud de l1la cadena de &acidos glutamicos,
usando una concentracién 1 mM de estos derivados. Se abserva
que, a medida que tenemos un nimeroc mayor de residuos de acido
glutamico, aumenta el efecto inhibidor. Esto ocurre tanto con
los derivados del acido félico como con los derivados del
dcido para-aminobenzoico.

También se puede observar que los derivados




TABLA VIII: EFECTO DE DERIVADOS DEL ACIDO FOLICO SOBRE
LA ACTIVIDAD DE LA CASEINAQUINASA 11

ADICION

% ACTIVIDAD

.acido-a-(p-amino benzoil-L-glutamil:
-di-y-L-glutamico
-tetra-y-L-glutamico
-penta-y-L-glutamico

adcido-a-(pteroil-L-gilutamil):
-di-y-L-glutamico
-tetra-y-L-glutamico
-penta-y-L-glutéamico

84
70
54

60
53
34

La actividad de la caseinaquinasa II se determindé segin lo descrito
en Materiales y Métodos, en presencia de los diferentes derivados en

una concentracion final de 1 mM.

El 100% de actividad equivale a una incorporacion de IRP] fosfato

entre 4-5 pmoles/min (en ausencia de los inhibidores).
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glutamilados del acido fdélico son mejores inhibidores que los
correspondientes derivados del &cido para-amino-benzoico.

Esto se puede observar mejor en la Figura 27, en la
cual se graficé el efecto de distintas concentraciones de los
derivados, con un total de 6 residuos de acido glutamico, del
dcido para-aminobenzoico, del acido félico y del metotrexato.
Esta figura muestra que el derivado hexaglutamilado del
metotrexato es el que tiene mayor efecto inhibidor, luego le
sigue el derivado de &cido félico, y por Gltimo, el derivado
del A4acido para-aminobenzoico. El acido y-hexaglutamico
practicamente no ejerce inhibiciodn.

De estos resultados se puede concluir que a medida
que aumenta la complejidad del grupo aromatico presente, el
efecto inhibidor se hace mayor. Ademas, se ve que la presencia
del anillo aromatico, con el grupo amino, también es necesaria
para que exista efecto inhibidor. Esto se evidencia. porque el
dcido y-hexaglutamico no ejerce inhibieci6n, a pesar de poseer
el mismo nimero de residuos de A&acido glutamico que los
derivados estudiados.

Con el objeto de corroborar que el nimero de resi-
duos de acido glutamico, unido a un grupo aromadtico complejo,
es importante en la capacidad inhibidora del compuesto, se
estudid el efecto de los derivados poliglutamilados del

metotrexato. Los resultados se muestran en la Figura 28, en la
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FIGURA 27:  EPFECTO DE COMPUESTOS PENTA-y-GLUTAMILADOS DE ACIDO
FOLI1CO Y DERIVADOS,SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
CASEINAQUINASA II.

La actividad de la caseinaquinasa se determind como se indica en
Materiales y Méltodos, en presencia de distintas concenlraciones de los
siguientes inhibidores:

dcido hexa-+y-glutédmico (M), &acido p-amino benzoil glutamil-penta--y-
glutamico (o), 4&cido penta-+glutamil folico (e) ¥ penta-y#glutgﬁil
metotrexato (A . El 100% de actividad equivale a una incorporacion de [*P]

fosfato entre 5 y 6 pmoles/min, y s¢ determind en auscncia de los
inhibidores.
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FIGURA 28:  EFECTO DE DERIVADOS POLIGLUTAMILADOS BEL METOTREXATO
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CASEINAQUINASA 11

La actividad de la caseinaquinasa II se determind scgiin lo descrito en
Materiales y Métodos, en presencia de distintas concentraciones de los
siguientes derivados:

di-y-glutamil metotrexato (O}, tri-y-glutamil metoirexato (e), penta-
glutamil metotrexato (O y hexa-y-glutamil meﬁﬁ-trcxalo (H}. E1 100% de
actividad equivale a una incorporacion de [¥P] fosfato cutre 5 y 6
pmoles/min y se determind en ausencia de los inhibidores.
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cual se ve el efecto de los derivados con 2, 3, 6 ¥y 7 residuos
de acido glutéamico.

Los resultados obtenidos con estos derivados
muestran, nuevamente, que un mayor namero de dcidos glutamicos

unidos al grupo aromaticc determina un efecto inhibidor mayor.

2.b. Determinacién de las constantes de inhibicidén de 1los
.derivados del acido félico

Para conocer el tipo de inhibiciémn que ejercen
estos compuestos se eligid a dos de ellos, uno el derivado con
3 acidos glutamicos del 4cido para-aminobenzoico y el otro el
derivado con 6 residuos de dcido glutamico del metotrexato. De
esta forma, se tiene por un lado el caso de un derivado con un
anillo mas simple unido a una cadena corta de residuos de
dcido glutamico, y por el otro, se tiene el analogo del meto-
trexato, el cual posee mayor efecto inhibidor, tanto por la
complejidad del grupo aromético como por el largo de la
cadena.

En la Figura 29.A se muestra el grafico de
Lineweaver y Burk para el derivado del metotrexato y en la
29.B, el grafico para el derivado del &cido para-amino-
benzoico.

Los resultados indican que la inhibicidén que

ejercen estos compuestos es de tipo competitivo y las
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FIGURA 29 A: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBICION
DE LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE PENTA--yGLUTA-
MIL METOTREXATQ

La actividad se determiné como se indica en Materiales y Métodos,
utilizando caseina como sustrato. La concentracion del inhibidor
fue: 0 mM (@); 0,05 mM (Q); 0,1 mM (a) y 0,2 mM (D).
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FIGURA 29 B: GRAFICO DE LINEWEAVER Y BURK PARA LA INHIBICION
DE LA CASEINAQUINASA 11 MEDIANTE ACIDO PARA-
AMINOBENZOIL-L-GLUTAMIL-DT - GLUTAMICO

La actividad se determind como se indica en Materiales y Métodos,
utilizando cascina como-suslralo. La concenlracion del inhibidor
fue: 0mM (@); 0,5 mM (Q); 1 mM (a) y 2 mM (DD,
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Ig obtenidas fueron de 87 % 0,006 puM para el metotrexaito y de
2,1 # 0,17 mM para el acido para-aminobenzoico.

Los valores de K; obtenidos estan dentro del
intervalo esperado para inhibidores con este tipo de es-
tructura y complejidad, puesto que el K; del derivado del
dcido para-aminobenzoico tiene una valor superior a los K;
obtenidos para los péptidos constituidos por 2 tirosinas y
9 acidos glutamicos, mientras el K; del derivado del meto-

trexato tiene un valor inferior al K; de dichos péptidos.

I. EFECTO DE INHIBIDORES DE TIROSINA PROTEINAQUINASAS SOBRE
LA CASEINAQUINASA II

La sensibilidad de la caseinaquinasa II a secuen-
cias peptidicas constituidas por &cido glutémico y tirosina,
indica una posible analogia entre los sustratos de esta enzima
y los de las tirosina proteinaquinasas, las cuales fosforilan
tirosinas ubicadas en medio de secuencias de aminoacidos
scidos, como por ejemplo E EE Y E E E.

Si la caseinaquinasa I1 es inhibida competiti-
vamente por secuencias que corresponden a secuencias que son
a su vez sustrato de las tirosina proteinaquinasas, también
podria suceder que inhibidores competitivos de lJas tirosina
proteinaquinasas afectaran a la caseinaquinasa II.

Para obtener informaciodon con respecto a esto se
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eligieron 2 inhibidores de las tirosina proteinaquinasas:

- genisteina, cuya estructura se encuentra en la Tabla IX. De
acuerdo a informacitn en la literatura, este compuesto es un
inhibidor competitivo de la unién del ATP y posee un IW entre
6 ¥ 20 mM (Enright y Booth, 1921).

- metil~2,5-dihidroxicinamato, cuya estructura se muestra en
la Tabla IX. También de acuerdo a la informacidén de la lite-
ratura, este compuesto es un inhibidor competitivo con res-
pecto a los sustratos peptidicos o polipeptidicos y no con
respecto al ATP. Posee un I de 100 mM para la actividad ti-
rosina proteinaquinasa del receptor de EGF (Enright y Booth,
1991).

Los resultados obtenidos al probar estos compuestos
como inhibidores de la actividad de la caseinaquinasa II,
usando caseina como sustrato, se muestran en la Figura 30. En
ella se grafica el porcentaje de actividad de la ca-
seinaquinasa II en presencia de los inhibidores, con respecto
a la actividad de la enzima en presencia del solvente de estos
inhibidores (DMSO).

De acuerdo al grafico, se obtiene un Iy de 500 uM
para genisteina y un valor de 300 yM para el metil-2,5-dihi-
droxicinamato.

En la Tabla IX se comparan estos valores con los @e

la literatura para el Leg de estos inhibidores actuando sobre
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TABLA IX: I;; DE INIIBIDORES DE TIROSINA PROTEINAQUINASAS

INHIBIDOR TIROSINA PROTEINA- CASEINAQUINASA 11 PQ A PQC
QUINASA (EGFR)

Iy (uM)
GENISTEINA 15,4 500 400 > 925
METIL-2,5-di0OH-
CINAMATO 100 300 > 1000 > 1300
0
HO OH
\ '(:OJN‘C
OH
OH oM
GENISTEINA MET1L-2,5-dillIDROXI

CINAMATO
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FIGURA 30: INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA CASEINAQUINASA I
MEDIANTE GENISTEINA Y METIL 2Z,5-DIHIDROXICINAMATO.

El ensayo se realizé como se describe en Materiales y Métodos, en
presencia de distintas concentraciones de genisteina(o) y de metil 2,5-
dihidroxicinamato(e).

El 100% de actividad equivale a una incorporacion de [MP] fosfato de 4
pmoles/min y sc¢ realizd en ausencia de inhibidores.
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otras serina /treonina proteinaquinasas, la proteinaquinasa A
¥y la proteinaquinasa C.

Al efectuar esta comparacién, se observa que el
inhibidor que es competitivo con respecto al sustrato pep-
tidico, el metil-2,5-dihidroxicinamato, presenta un valor de
IW aproximado al descrito para la tirosina proteinaquinasa,
¥ que es Iinferior a los wvalores de Iz obtenidos con la
proteinaquinasa A y la proteinaquinasa C.

En cambic, el inhibidor genisteina, el cual es
inhibidor competitivo con respecto al ATP para las tirosina
proteinaquinasas, presenta con la caseinaguinasa II un IW que
es 30 veces superior al I para las tirosina proteinaquinasas,
¥ que se encuentra en el rango de los IW descritos para la

proteinagquinasa A y la proteinaquinasa C.
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DISCUSION

A. LA PRESENCIA DEL RESIDUO DE TIROSINA EN SECUENCIAS DE
RESIDUOS ACIDOS ES RECONOCIDA ESPECIFICAMENTE POR LA
CASEINAQUINASA II.

Los resultados obtenidos con los polimeros poli-
peptidicos de aminoacidos &cidos muestran que la caseina-
quinasa II de oocitos de Xenopus laevis es inhibida en forma
compétitiva por estos compuestos. En este aspecto presenta un
comportamiento similar a otras caseinaquinasas II de di-
ferentes fuentes (Meggio y col., 1983; Meggio y col., 1984;
Marin y col., 1986)

En la subunidad a de la caseinaquinasa 1II se
encuentra un segmento con una gran cantidad de residuos de
lisinas y argininas. Este segmento basico se encuentra hacia
el extremo carboxilo terminal, a continuacion de la lisina 68
que participa en la unidn del ATP al sitio activo:

Mk vvVKILKPVKKEKKTIKRETIZK

Se considera que tanto la region del sitio activo de
la enzima, como los sitios de fosforilacion de los sustratos,
como asi mismo la regién semejante al segmento consensual de
fosforilacion presente en los inhibidores, se encuentran
expuestos al medio. Ain en esta situacitn, los pKa de los

radicales de los residuos aminoacidicos de una proteina
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pueden diferir de los valores que estos grupos presentan
cuando se encuentran en los aminodcidos libres (no formando
parte de una proteina). Sin embargo, postulando, para las
mencionadas regiones, una determinada estructura, como por
ejemplo de tipo helicoidal o bien algin tipo de lamina plegada
(Perutz y col., 1993), en la cual los grupos cargados se
encuentren alejados o dispuestos en wuna interrelacidn
adecuada, se puede suponer para estas macromoléculas que el
comportamiento dcido-base de los residuos {o de la mayoria de
ellos) no difiere significativamente de los aminodcidos en
solucién acuosa. Asi los grupos € amino de las lisinas
estarian protonados a pH fisiolégico y al valor de pH
utilizado en el ensayo. A la vez, a esos valores de pH, es
posible que estén ionizados los grupos carboxilicos de los
radicales de los aminoadcidos acidos, tanto de los sustratos
como de los inhibidores. Esto hace prever que en la
interaccioén de la caseinaquinasa II con los sustratos e
inhibidores son importantes las fuezas electrostéticas. Kamps
y Sefton (Kamps y Sefton, 1986) propusieron una interaccién de
tipo i6nico entre la caseinaquinasa I1 y sus sustratos.

Por otra parte, suponiendo variaciones
significativas en los pKa de 1los grupos Aacido-base,
tanto de la enzima como de los sustratos e inhibidores,
no se puede descartar interacciones de tipo puente Qe

hidrégeno, <como ocurre por ejemplo en las moléculas
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transportadoras de fosfato (Luecke y Quiocho, 1990). Sin
embargo, junto con todas estas consideraciones, es necesario
considerar los estudios mas recientes de Hu y Rubin (Hu y
Rubin, 1990 b), los cuales muestran que el cambio en la
subunidad a de las lisinas 74 y 75 por residuos de 4&cido
glutamico, afecta la inhibicidn que ejerce la heparina sobre
la actividad enzimatica. Conjuntamente, los experimentos
realizados en esta tesis con la subunidad a mutada (de Xenopus
laevis), en la cual las lisinas 75 y 76 se cambiaron por acido
glutidmico, concuerdan con lo anteriormente sefialado. Esta
subunidad a mutante es menos afectada que la subunidad a
nativa, tanto por el Aacido poliglutamico como por el
copolimero de é&cido glutamico vy tirosina 4:1. Seria
interesante analizar el efecto de estos inhibidores éacidos con
otras mutantes de la subunidad a. Por ejemplo, utilizando
enzimas "quimeras" en las cuales este dominio basico de la
subunidad a de la caseinaquinasa Il, estuviese reemplazado por
el correspondiente dominio de la proteinaquinasa A, en el cual
gse encuentra la lisina 76 (ver Apéndice I); otra "quimera"
semejante se podria realizar con el correspondiente dominio de
la caseinaquinasa I de Xenopius laevis {secuenciada
recientemente en este laboratorio por C. Tapia). El analisis
de los resultados obtenidos con caseinaquinasas II "quimeras”

de este tipo proporcionaria una valiosa informacidn para
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determinar la importancia de este sitio basico en 1la
interaccion de la enzima con los sustratos o inhibidores.

También son de interés los experimentos de
inhibicién de la enzima a diferentes concentraciones de KCI.
Se abservd que, al aumentar la fuerza iénica por sobre 0,2 M,
junto con disminuir la actividad catalitica también se anula
la inhibicién que ejercen los polipéptidos acidos. »

La caseinaquinasa II requiere una concentracidn de
sal entre 0,1 y 0,2 M de NaCl o KCl, tanto para la esta-
bilizacidén de su estructura tetramérica como para su actividad
maxima (Desjardins‘ y col., 1972; Hathaway y col., 1983;
Glover, 1986). Por lo tanto, el intervalo Optimo de
concentracion de sal debe quedar establecido entre un minimo
necesario para la formacién del tetramero y un maximo que
permita la unidén de tipo iénico con el sustrato.

Los experimentos de inhibicidéon a diferentes
concentraciones de KCl1 indican que la fuerza idnica es un
factor importante para la interaccion del inhibidor con la
enzima. Se observa que sobre 0,10 M y sobre 0,15 M de KC1,
comienzan a disminuir las inhibiciones ejercidas
respectivamente por el copolimero de &cido glutamico ¥y
tirosina y por el &acido poliglutamico. Los resultados indican

que la interaccién del inhibidor con la enzima debe ocurrir en

un determinado intervalo de concentracion salina, el cual




es proximo al oOptimo para la actividad de la enzima. Esto
permite concluir que condiciones de fuerza id6nica favorables
para la interaccidon entre la enzima y su sustrato, lo son
también para la interaccion de la enzima y los inhibidores
polianidonicos utilizados.

Se puede postular que es preciso que los
polipéptidos acidos inhibidores establezcan interacciones de
tipo.i6nico para que ejerzan su efecto inhibidor. Cabe sefialar
que el caracter competitivo determinado para ellos, no
significa que necesariamente deben unirse al sitio activo de
la enzima; sin embargo, las caracteristicas estructurales
deducidas de sus secuencias, permiten afirmar que es muy
probable que ellos establezcan este tipo de unién con la
caseinaquinasa II. Para corroborar este postulado podria
analizarse tanto el efecto del pH como el de la temperatura en
la inhibicitn que ejercen estos compuestos. Tal analisis
permitiria confirmar que la mencionada interaccién de la
caseinaquinasa II con los polimeros acidos, se establece entre
los ya senalados residuos basicos que forman parte de su sitio
activo y los residuos acidos presentes en sus sustratos e
inhibidores, si éstos se encuentran en forma idnica, en las
condiciones del ensayo. La determinaciéon de las Ks (o Km) o de
las Ki, a diferentes temperaturas, nos permiten calcular el

valor del AHS ya sea de la reaccion ES =E + S, como de la

153



154

reaccion EI =E + I (Segal, 1975; Mc Gee y col., 1992). Este
valor permite obtener informacién con respecto al tipo de
interaccion.

En los resultados obtenidos con los inhibidores
polipeptidicos, el efecto del copolimero de a4cido glutamico y
tirosina llama la atencidén en forma especial.

Desde hace aproximadamente tres décadas, se ha
descrito la inhibicidén de diversas enzimas por copolimeros de
aminoécidos &cidos y aminoacidos hidrofébicos. Sela y Steiner
(Sela y Steiner, 1963) observaron que la lisozima es inhibida
por copolimeros de dcido glutamico y tirosina, fenilalanina o
leucina, con mayor eficiencia que con un homopolimero de Acido
glutamico. Algo semejante se ha observado con tripsina y
quimotripsina (Rigbi y Sela, 1964). En estos casos el aumento
de la capacidad inhibidora del copolimero se atribuy6é al hecho
de que la presencia de aquellos aminoidcidos hace que puedan
establecerse interacciones de tipo hidrofdébico entre el
inhibidor y la enzima.

En el caso de la caseinaquinasa II, el efecto
inhibidor del copolimero de &acido glutémico y tirosina,
especificamente cuando se encuentran en una razén de 4:1, es
més de 200 veces superior al efecto del homopolimero de acido
glutamico. Este gran incremento en la capacidad inhibidora no

es atribuible en forma exclusiva a interacciones de tipo




hidrofébico o al carécter aromatico de la tirosina, puesto gue
ni los copolimeros de acido glutamico y alanina y de acido
glutamico y leucina, asi como tampoco el copolimero de &cido
glutamico y fenilalanina, todos en proporciones aminocacidicas
semejantes, presentan un incremento notable de la capacidad
inhibidora, si se comparan con el efecto del &acido
poliglutamico.

Cuande la cadena poliglutamilada estd interrumpida
por aminoacidos neutros alifaticos, se observa un aumento en
los valores de Iw, los cuales son incluso superiores a los
obtenidos con el A&acido poliglutamico. De esta manera, la
disminucidn de la carga negativa en el copolimero, debida a la
presencia de aminodcidos neutros, no es favorable para la
interaccidén del copolimero con la enzima. Estos resultados
estan dentro de lo esperado dada la reconocida especificidad
de la caseinaquinasa II, conforme a la cual la presencia de un
aminocacido como alanina reemplazando a los aminoacidos Acidos
en un péptido sustrato sintético R RR R S/T EEE (Kuenzel
y col., 1987), disminuye notablemente la velocidad de fosfo-
rilacion de éste.

Por otra parte, 1la inhibicién que ejerce el
polipéptido de acido glutamico y fenilalanina es semejante a
la del &cido poliglutamico. Esto descarta que el efecﬁo

observado sea consecuencia exclusiva del caracter aromatico
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del residuo, el cual le otorga al polipéptido inhibidor la
posibilidad de interaccidon con residuos de igual naturaleza
ubicados en el entorno del sitio activo. En cambio, sugiere
mas bien que el notable efecto inhibidor del copolimero de
acido glutamico y tirosina se debe a una interaccién
especifica de la enzima con este residuoc a través del grupo
hidroxilo del anillo aromdtico de la tirosina. En este
aspecto, seria interesante estudiar el efecto inhibidor de
copolimeros de &acido glutamico y cisteina. Esto se propone
debido a que es l6gico suponer que en la interaccion inicial
entre la enzima y el sustrato, se establece un puente de
hidrégeno en el cual participaria el grupo hidroxilo del
aminoacido que va a ser fosforilado. Se sabe que el grupo
hidroxilo puede establecer esta interaccidon de dos formas.
esto es, proporcionando el hidrégeno (protéon) o bién (debido
a su electronegatividad y a que dispone de un par de
electrones en uno de sus orbitales spa) atrayendo un hidrégeno
(como protén) perteneciente a otro &tomo. El grupo sulfhidrilo
ocasionalmente, podria formar puente de hidrdogeno (Voet y
Voet, 1990), pero considerando la mencor electronegatividad del
adtomo de azufre, existe menos posibilidades de que lo
establezca atrayendo un hidrégenc pertenecientes a atomos de
mayor electronegatividad, pero circunstancialmente, podria

interactuar proporcionando el dtomo de hidrogeno. Precisamente
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este tipo de consideraciones, proporcionan un factor adicional
de interés para efectuar este tipo de estudios.

Por otra parte, podria ser de utilidad comprobar
que tanto la sustitucidén como la esterificacion del grupo
hidroxilo de la tirosina, disminuye o anula el efecto de la
presencia de este residuo en el copolimero. Esto tiene
particular interés en vista de las observaciones relacionadas
con .la regulacién de muchas proteinas por el estado
fosforilado de residuos de tirosina (ver mas adelante).

Los resultados obtenidos en esta tesis son similares
a los obtenidos y publicados por el grupo de Meggio y Pinna
(Meggio y Pinna, 1989), casi simultidneamente con nuestras
observaciones (Téllez, y col., 1990). Estos autores,
utilizando la enzima de higado de rata, observaron que la
enzima de dicho origen es mucho mas inhibida por el copolimero
de &cido glutamico y tirosina 4:1 que por el &cido
poliglutamico. Ademas, observaron que un polipéptido de
acido glutamico y O-acetiliirosina ejerce un efecto inhibidor
incluso inferior al del homopolimero de &cido glutamico, lo
cual también estaria sefialando la importancia del grupo
hidroxilo de la tirosina.

Los datos obtenidos utilizando la caseinaquinasa II
de levadura, la cual presentd el mismo patrén de compor-

tamiento frente al copolimero de acido glutdmico y tirosina
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que la enzima de oocitos de Xenopus laevis, indican que dicho
comportamiento constituye una caracteristica general de las
caseinaquinasas II.

Lo anterior es corroborado por el hecho de que la
caseinaquinasa I, la cual es una proteinaquinasa que tiene, en
términos generales, una especificidad semejante a la de la
caseinaquinasa II puesto que cataliza la fosforilacién de
serinas ubicadas a continuacién de residuos de aminoacidos
acidos, no es afectada en igual forma que la caseinaquinasa I1I
por el copolimero de acido glutamico y tirosina. Es preciso
hacer notar que la caseinaquinasa I de X.laevis, secuenciada
recientemente en nuestro laboratorio, no posee una secuencia
basica cercana a la lisina del dominio II (equivalente a la
lisina 68 de la caseinaquinasa II). Este dominio posee un
caracter mas bien hidrofébico (Tapia, C., comunicacioén
personal). La falta de sensibilidad de la caseinaquinasa I a
este tipo de péptidos, junto con las evidencias que muestran
que la proteinaquinasa A de conejo tampoco es inhibida por
ellos (Gatica, M., comunicacién personal), estan indicando que
el copolimero acido glutamico:tirosina 4:1 no es capaz de
afectar en forma similar a otras proteinaquinasas, sean éstas
de especificidad semejante o diferente a la de la
caseinaquinasa I1I.

Si lo sefialado anteriormente se analiza junto con la
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observacion de que el copolimero de dcido glutamico y tirosina
en proporcién de 1:1 no posee una capacidad inhibidora
superior a la del &dcido poliglutamico, se puede deducir que la
enzima tiene mayor afinidad por las secuencias de acido
glutamico y tirosina cuando los residuos aromaticos se
encuentran separados por un promedio de 4 residuos acidos. Si
se acepta que la tirosina aumenta la afinidad en el copolimero
debido a que es un aminoécido hidroxilado, surge la idea de
que en el copolimero en proporcién de 4:1 se dan secuencias
correspondientes a un seudosustrato y esa caracteristica
explicaria la marcada afinidad que tiene la caseinaquinasa II
por ellas.

Esta hipdétesis ademds se reafirma al comparar las
formas que poseen las curvas de inhibicién por los polipép-
tidos acidos. El hecho de que la curva de inhibicioén por el
copolimero de 4cido glutamico y tirosina 4:1 tenga una pen-
diente mayor que la del &cido poliglutdmico es indicativa de
la mayor afinidad del copolimero por la enzima. Como se
observa, un pequefio aumento en la concentracidén del inhibidor
hace pasar abruptamente de una alta a una baja actividad
enzimatica. Por lo tanto, la enzima podria ser regulada
mediante pequefias variaciones de la concentracién de moléculas

que posean este tipo de secuencias.

159




160

B. PEPTIDOS SINTETICOS INDICAN QUE LA PQSICION DEL RESIDUO
DE TIROSINA, CON RESPECTO A LOS RESIDUOS ACIDOS, ES
IMPORTANTE.

Los resultados obtenidos con péptidos inhibidores,
en los cuales se mantuvoe la proporcidén 4:1 de residuos de
acido glutamico y tirosina en una estructura minima, aportan
evidencias de que es importante la ubicacidn del residuo de
tirosina en la secuencia de residuos 4acidos. El efecto
inhibidor del péptido Yﬂ% es mayor al del péptido EgY,, v el
efecto de este altimo es incluso levemente menor al del
péptido que tiene las tirosinas intercaladas entre los acidos
glutamicos. Cabe sefialar que si bien las diferencias en el
efecto inhibidor que presentan estos péptidos no son muy
marcadas, si son consistentes.

Se debe considerar también que una disminucién en el
tamafio de la cadena peptidica se traduce en una disminucién
cuantitativa del efecto, de manera tal que los valores de IW
¥y Ki aumentan desde el nivel micromolar al milimolar. Esto es
una caracteristica de los péptidos sintéticos pequefios (6 a 10
aminoacidos) que acttan como sustratos o inhibidores (Meggio
y col., 1884; Jakobi y Traugh, 1992; Bidwai y col., 1993).

Los experimentos realizados con 1los péptidos
sintéticos apoyan la idea de que el residuo de tirosing,

precediendo a residuos de aminodcidos a4cidos en una secuencia,




hace de ésta un sitio semejante a la secuencia consensual de
fosforilacion de la caseinaquinasa II. Por otra parte, los
resultados obtenidos con el péptido sintético que posee las
tirosinas en el extremo carboxilo y que también es inhibidor
de la enzima, abre la posibilidad de que la presencia de la
tirosina en este extremo favorezca también la interaccién con
la enzima. Esto Gltimo es de interés con respecto a la
molécula de tubulina, cuyo extremo carboxilo terminal de su
subunidad a es rico en residuos acidos y sufre una
tirosinilacion postraduccional. (Este aspecto se tratara con
mas detalle al discutir los resultados con la tubulina y los
péptidos sintéticos de ella).

Los resultados de los estudios con los péptidos
sustratos que poseen residuos de tirosina o fenilalanina
(intercalados hacia el extremo amino terminal con respecto a
la serina fosforilable), indican, en primer lugar, que el
y de Vmax

péptido con fenilalanina tiene valores de Km muy

ap ap
semejantes a los obtenidos con el péptido sustrato que carece
de dichos residuos. Luego se destaca el que los péptidos con
tirosina presenten una disminucién en los valores de me.
Considerando a este parametro indicativo de la afinidad de la
enzima por el sustrato, la disminucion en el valor refleja que

la enzima aumenta su afinidad por los péptidos sustratos

cuando en la secuencia de éstos esta presente la tirosina.
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Llama la atencidon que, en ambos casos, disminuye el valor de
la Vmaxw. Cabe destacar que la diferencia entre los valores
no es muy notable, por ello resulta adecuado analizar en
conjunto las variaciones de ambos parametros. De los valores
obtenidos, es mas evidente la disminucidn en lsa me del
péptido con la tirosina separada de la treonina por dos acidos
glutamicos, lo que indica una mayor afinidad de la enzima por
este péptido sustrato. En este caso ademas, la disminucién en
el valor de Vmaxap no e€s muy marcada, de manera que su -valor
de Vmax/Km es superior a los valores que se obtienen con los
demas péptidos. Si se considera el valor de Vmax/Km como una
medida de la eficiencia catalitica de la enzima, los valores
indican que la caseinaquinasa II presenta con este péptido una
eficiencia catalitica que es dos veces superior a la que tiene
con el péptido sustrato carente de aminoacidos aromaticos y
con el péptido que tiene fenilalanina. Llaman la atencidén los
resultados obtenidos wutilizando el péptido que tiene 1Ila
tirosina adyacente a la treonina el cual, si bien presenta un
valor de me un poco menor, muestra una disminucién mayor en
el valor de 1la Vmaxw. Su valor de Vmax/Km indica que 1la
caseinaquinasa II presenta con este péptido una eficiencia
catalitica que es aproximadamente un tercio inferior. Con

respecto a este resultado, se puede postular que la presencia

de la tirosina adyacente a la treonina, si bien favorece la
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afinidad de la enzima por este sustrato, interfiere en el
mecanismo de la catalisis. Esta hipétesis abre un campo a
numerosos e interesantes estudios de tipo cinético.

Por otra parte, dado que este tipo de secuencias se
encuentran en moléculas naturales (ver mas adelante en C.), y
considerando que la caseinaquinasa 11 se encuentra ampliamente
distribuida y que tiene una gran cantidad de sustratos, es
légico pensar que ellos mismos poseen factores estructurales
que modulan su fosforilacién por la enzima.

Los resultados anteriores muestran por lo tanto
que, este tipo de secuencias correspondientes ya sea a
sustratos o a inhibidores que poseen tirosina, estan
favorecidas en su interaccidén con la enzima. Esto es mas
notable si la tirosina se encuentra en una posicion
equivalente a la de una serina o treonina fosforilable.

Las estructuras primarias de las cadenas a y B de la
tubulina presentan secuencias muy interesantes en relacién con
las observaciones de esta tesis con respecto a los inhibidores
acidos. Precisamente los analisis de dichas estructuras
estimularon la realizaci6on de una serie de experimentos con la
proteina tubulina (disponible en forma pura) y péptidos
sintéticos disefiados basandose en la secuencia del extremo
carboxilo terminal de la subunidad a. El hecho de que una

tirosina se ligue, in vivo, al aminoacido carboxilo terminal
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de la subunidad a y que esta modificacion pueda estar
relacionada con la regulacion de 1la polimerizacién de 1la
tubulina (Beltramo y col., 1987), también contribuyé al
interés por analizar el efecto de estos péptidos.

Los resultados obtenidos usando tubulina como
sustrato son dificiles de interpretar. Como ya se menciond, en
la célula existe un equilibrio entre una forma tirosinilada y
otra destirosinilada de la tubulina, debido a la accién de dos
enzimas de acciones opuestas, encargadas respectivamente, de
ligar y de hidrolizar una tirosina en el extremo carboxilo de
la subunidad a, respectivamente (Kumar y Flavin, 1981;
Beltramo y col., 1987). Es muy intrigante el sentido
fisiolb6gico que pueda tener la presencia o la ausencia de esta
tirosina en esa posicion en la tubulina. Se sabe que esta
proteina es sustrato de la caseinaquinasa II, la cual
fosforila el extremo carboxilo terminal de su subunidad 8
(isoespecie B;) en la serina 444 (Diaz-Nido y col., 1990). La
secuencia de los altimos 16 residuos de este segmento donde se
encuentra la serina es: EMYYEDDEEESESQGPK. Llama la atencién
el que la serina que es fosforilada (subrayada en la
secuencia}, no cumpla con el requisito (establecido
consensualmente para que el residuo sea fosforilado por la
caseinaquinasa 11) de poseer un residuo Aacido en el tercgr

lugar después de esta serina. Pero también es notable que
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precediéndola se encuentre una gran cantidad de residuos
acidos y ademas esté presente una tirosina. Algo semejante
podria estar sucediendo con el extremo carboxilo terminal de
la subunidad a. En éste, donde la secuencia de sus altimos 32
aminodcidos es: FSEAREQMAALERDYEEVGVDSVEGEGEEEGEE(Y) , se
encuentra una serina (ser 439, la serina subrayada en la
secuencia) la cual tampoco cumple con el requerimiento
consensual; pero, al igual que la serina 444 de la subunidad
B, también se encuentra inmersa en un medio con una gran
cantidad de residuos acidos y también esta precedida por un
residuo de tirosina. Debido a ello, se pensdé que también
podria ser fosforilada por la caseinaquinasa II en esa serina.

Los experimentos en los cuales la tubulina, tratada
durante diferentes tiempos por carboxipeptidasa A, se utilizé
como sustrato de la caseinaquinasa II, mostraron que fue mas
fosforilada por la accidén de esta enzima mientras mayor era el
tiempo de tratamiento con carboxipeptidasa A. Sin embargo, los
resultados obtenidos con los péptidos sintéticos, modelados
tomando como base el segmento carboxilo terminal de la
subunidad a de la tubulina nativa, uno tirosinilado y el otro
no, muestran que ninguno de los dos se comporta como buen
sustrato de la caseinaquinasa 11, de forma tal que no fue
posible inferir que la fosforilacidén observada en la tubulina

podia ocurrir en la sefialada serina en el extremo carboxilo
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terminal de la subunidad a. Pero, al analizar estos resultados
negativos hay que tener en cuenta que los péptidos sintéticos
poseen s0lo los 1dltimos 15 residuos del extremo carboxilo
terminal de la subunidad a, de manera tal que carece de
algunos residucs 4acidos y de la mencionada tirosina
precedente. Debido a esto y tomando en consideracion las
caracteristicas estructurales de la  tubulina y 1las
modificaciones postraduccionales que tiene im vive, no se
puede afirmar pero tampoco descartar que in vivo la serina,
ubicada en el extremo carboxilo terminal de la subunidad a de
la tubulina, sea fosforilada por la caseinaquinasa II. Por lo
tanto tampoco se puede descartar la posibilidad de que esta
Situacidn sea modificada por la presencia de la tirosina en el
extremo carboxilo de la misma subunidad a.

Por otra parte, dado que los péptidos de tubulina
son inhibidores de la caseinaquinasa II, este segmento podria
estar afectando la fosforilacién por la caseinaquinasa II de
otra u otras serinas ubicadas en otro dominio o subunidad de
la tubulina {como es el caso de la serina 444 de la subunidad
B), de manera tal que al estar tirosinilada lz subunidad «a
podria disminuir la fosforilacioén de aquel otro sitio. Como se
indicé anteriormente, el péptido tirosinilado presenta una
capacidad inhibidora levemente superior. Es posible que, aﬁn

cuando esta diferencia es pequefia, esté reflejando algo que

<
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ocurre en forma mas ampliada con la molécula entera

de tubulina en las condiciones que se dan en la célula.

Al respecto cabe recordar que esta molécula sufre otras
modificaciones postraduccionales, como las ya mencionadas
acefilacidon y poliglutamilacidén (esta UGltima en el residuo
de acido glutamico 445 del extremo carboxile terminal
de la subunidad a (Eddé y col., 1990)). Asi, la presencia
de | tirosina, en el extremo carboxilo terminal de la

subunidad a, podria ser causa de que 1la proteina sea

mencs fosforilada por la caseinaquinasa II, dada 1la
presencia de una secuerncia con mayor capacidad
inhibidora en la misma molécula sustrato. Seria

interesante realizar mayores estudios al respecto y
ademas dejar Dbien establecido si ocurre una fosfo-
rilacién adicional de 1la +tubulina en su subunidad a, y
si ésta u otra fosforilacion de 1la molécula por 1la
caseinaquinasa II tiene un significado fisiologico.

Los resultados en este aspecto, al integrarse con los
provenientes de las investigaciones con respecto a las
otras modificaciones, constituirian un aporte para
aclarar la regulacién del funcionamiento de la molécula

de tubulina.
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C. CONSIDERACIONES CON RESPECTO A LAS SECUENCIAS
INOHIBIDORAS DE LA CASEINAQUINASA II Y SU PRESENCIA EN
MOLECULAS DE INTERES FISIOLOGICO.

Ademas de la existencia de moléculas proteicas con
segmentos de residuos écidos, los cuales podrian comportarse
como inhibidores de la caseinaquinasa II, se puede postular
que algunas proteinas poseen en su estructura segmentos con la
secuencia consensual de fosforilacidon vecina a una secuencia
inhibidora. También es posible pensar que en un mismo
segmento, ya sea en forma sobrepuesta o adyacente, se
encuentre una secuencia consensual de fosforilacién y una
secuencia inhibidora de la enzima. De esta manera, la
fosforilacidn previa de un residuo de tirosina o uno de serina
en este segmento de la molécula, podria mediar el paso de
molécula sustrato a molécula inhibidora, o viceversa.

Esta hipdotesis es apoyada por los resultados de
Meggio y col. (Meggio y col., 1991), los cuales muestran que
tanto wuna serina como una tirosina fosforiladas pueden
reemplazar eficientemente al adcido glutémico en la secuencia
consensual de fosforilacidon de la caseinaquinasa II. Si esta
situacién es valida para la secuencia fosforilable, de igual
forma podria ser valida para una secuencia inhibidora.

De esta forma, en toda proteina sustrato de lag

caseinaquinasa II, una vez fosforilada por ésta, la secuencia




consensual puede constituir un segmento capaz de inhibirla.

Por otra parte, la secuencia consensual de fosfo-
rilacion de muchas tirosina proteinaquinasas corresponde a
tirosinas inmersas en secuencias de aminoacidos acidos (EEE
Y E E ), secuencias que a su vez son inhibidoras de 1la
caseinaquinasa I1I.

Tomando en cuenta estas consideraciones, es posible
postular la existencia de secuencias constituidas por largas
series de residuos de aminodcidos acidos junto a residuos de
tirosina, o bien junto a tirosinas y serinas o treoninas, y
que estas secuencias constituyan sustratos o inhibidores de la
caseinaquinasa 11, dependiendo de su estado de fosforilacioén.

Considerando estas posibilidades, se buscd
secuencias de este tipo en los bancos de datos de secuencias
de proteinas. En esta biusqueda se encontraron numerosas
secuencias que cumplen con los requisitos necesarios. De ellas
se seleccionaron algunas proteinas que se consideraron de

interés y que se muestran a continuacién:

Proteinaquinasa A *
{subunidad catalitica) PGDTSNFDDYEEEEIRVSINEK

*

Lipocortina . ENEEQEYVQT
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*

Receptor EGF EEKEYHAE
*
CQ II, subunidad B EVDEDYIQD
Factor de transcripcionm * *
del virus H. Simplex YPEEYAEEL
#*
DNA polimerasa DDYEEEE
*

Tubulina, cadena B4 DATAEEEGEMYEDDEEESESQGPK

*
Tubulina, cadena a FSEAREQMAALERDYEEVGVDSVEGEGEEEGEE
Proteinaquinasa dependiente * *
de cGMP EETHYENGEY
Proteina Myc YDYDYDS. .. .YFYFEEEEE...

TSSDSEEEQEEDEE
*

Fenilalanina 4-hidroxilasa EYTEEEE
Proteina del canal * N
de sodio EESEIEEEYSPSEQDDLAKEEEEEEEEEPEE
Antigeno T medio ¥

virus polioma YPESDQD. . ..EPLEEEEEEY




171

S, T: sitio de fosforilacién por CQ II.
*
Y: tirosina insertada en secuencias de aminoAcidos &acidos.

(posible sustrato de tirosina proteinaquinasas)

Al realizar este analisis, llama mucho la atencioén
que las proteinas que presentan las secuencias requeridas
cumplen diversas funciones importantes en la célula, pero
ademas, es muy interesante el hecho de que constituyen un
conjunto numeroso.

Deteniéndose a analizar algunas de ellas, tenemos el
caso del antigeno T medio del virus polioma: vemos que la
serina estd precedida por una tirosina en la secuencia
consensual de fosforilaci6n por la caseinaquinasa II. Esto, de
acuerdo a lo observado a través de nuestros resultados, podria
ser favorable para la accién de la enzima. Por otro lado, la
molécula posee una secuencia semejante a la del extremo
carboxilo terminal de la subunidad a de la tubulina. Este
segmento podria afectar la fosforilacién de la serina,
actuando como un inhibidor de la caseinaquinasa II. Si la
tirosina es fosforilada por la accidén de una tirosina
proteinaquinasa, el efecto inhibidor podria disminuir,
proporcionando mejores condiciones para la fosforilacién de la

mencionada serina.




En el caso de 1la subunidad catalitica de 1la
proteinaquinasa A se puede apreciar que entre dos serinas, que
cumplen el consenso de fosforilacioén por la caseinaquinasa 11,
se encuentra una secuencia en la cual el residuo de tirosina
estd ubicado entre dos residuos de Aacido aspartico y cuatro
residuos de éacido glutamico, de manera que esta secuencia
constituye una secuencia de "seudosustrato" que podria afectar
la fosforilacién de las serinas en torno a ella. Si la
tirosina estd fosforilada, la secuencia se presenta mas
favorable para la accidén de la caseinaquinasa II.

Algo semejante podria suceder con la proteina del
canal de sodio. En este caso se encuentran tres residuos de
serina que pueden ser fosforilados por la caseinaquinasa II.
En el interior del segmento encontramos una tirosina, préxima
a la segunda y tercera serina. De acuerdo a nuestras
observaciones al estudiar la fosforilacién de los péptidos
sustrato que poseen tirosina, la presencia de este residuo de
tirosina es favorable para la fosforilacién del tercer residuo
de serina. Pero a la vez, esa misma tirosina puede no ser
favorable para la fosforilacidén de la primera serina, menos
ain si las dos serinas adyacentes a la tirosina se encuentran
fosforiladas.

Lo que ocurre con la cadena B de la tubulina es

interesante pues cuando se ensaya in vitro un péptido que

|
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tiene la secuencia EMYEDDEEESESQGPK, la serina sefalada es la
serina 444 fosforilada por la caseinaquinasa II (Diaz-Nido y
col., 1990), a pesar de no cumplir con la secuencia consensual
de fosforilacidon (S X X E/D). Seria de interés estudiar si la
tirosina presente en la secuencia tiene o no alguna influencia
sobre este hecho.

Si bien es cierto que este analisis no tiene el
apoyo de evidencias experimentales directas, estas ideas
concuerdan con la hipdétesis de una posible participacién de la
caseinaquinasa II en procesos reguladores mediados por
miltiples fosforilaciones, en 1los que intervienen otras
proteinaquinasas; incluyendo tirosina proteinaquinasas y

ademas proteinafosfatasas.

D. EFECTO DE DERIVADOS POLIGLUTAMILADOS DEL ACIDO FOLICO.

Los resultados obtenidos con los derivados del acido
folico son interesantes ya que muestran el efecto de un tipb
de moléculas no proteicas, pero con estriucturas que presentan
similitud con la del péptido inhibidor Yﬁ%. Poseen un grupo
con anillos aromaticos, en los cuales se encuentran grupos
hidroxilos o aminos, Jjunto a la cadena polianidnica
constituida por residuos de acido glutamico unidos mediante
enlaces y peptidicos.

Al analizar la accidén de estos derivados, se observa
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que la presencia del grupo aromatico, junto a la cadena
polianidnica, es muy importante para la interaccién con la
enzima. En efecto, ain cuando a mayor namero de residuos de
acido glutamico la inhibicidén es mayor, es evidente que una
cadena de hasta seis residuos de acido glutamico, por si sola,
no es capaz de ejercer un efecto inhibidor (en el intervalo de
concentracion utilizado). El efecto s6lo se logra si tiene un
anillo aromatico unido.

Llama la atencion el hecho de que sea suficiente la
presencia del anillo bencénico con el grupo amino en posicion
para, del acido para-aminobenzoico, para que se manifieste un
efecto inhibidor. Al parecer, el grupo amino aromatico podria
reemplazar al grupo hidroxilo aromatico en las interacciones.
Esto también se evidencia en el caso del metotrexato, el cual
posee un grupo amino en el carbono 4 del anillo pteridina,
reemplazando al grupo cetona. Esta sustitucién es la unica
diferencia que presenta el metotrexato en el anillo pteridina
con respecto al acido fdélico y a ella se le podria atribuir la
capacidad que tiene el metotrexato para competir
eficientemente con el acido f6lico. De igual manera, esto se
estaria manifestando en su interaccién con la caseinaquinasa
IT, pues sus derivados son mejores inhibidores que los
correspondientes derivados poliglutamilados del acido f6lico.

No se sabe si la interaccidon que presentan estos
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compuestos con la caseinaquinasa II puede ocurrir in vivo. Las
concentraciones de los derivados poliglutamilados del acido
folico, en la célula se encuentran en un intervalo entre 15 y
35 pM (Schirch y Strong, 1989), el cual se encuentra por
debajo del valor de las Ki determinadas para estos derivados
(87 puM para el derivado hexaglutamilado del metotrexato y 2,1
mM para el derivado hexaglutamilado del acido para-
aminobenzoico). Por otra parte, los valores de las Km
aparentes de la caseinaquinasa II por sus sustratos proteicos
son pequenos (entre 50 nM y 20 pM) (Ou y col., 1992). Sin
embargo, existe 1la posibilidad de que estos derivados
presenten, en determinadas situaciones un aumento de 1la
concentracién en alguna zona o compartimiento celular. A la
vez, hay que considerar que siendo la inhibicién competitiva,
si la concentraciéon de los sustratos proteicos es baja con
respecto al valor de su Km, se podria obtener una inhibicién
eficiente puesto que la relacidon entre estos parametros y la
fraccion de inhibicién (i) (el valor de i al ser multiplicado
por 100 da el porcentaje de inhibicién) estad dado por la
siguiente ecuacion:
i=[I]/ ( [I] + Ki(1 + [S]/Km)) (Segal, 1975)

Esta relaci6on indica que un valor alto en la concentracién de
inhibidor aumenta Ja fraccién de inhibicién, pero también

muestra que ésta es favorecida si la concentracion de sustrato
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es pequena.

También es interesante que el grado de poliglu-
tamilacion de estos compuestos puede definir la afinidad que
tienen por ellos las enzimas que participan en la trans-
ferencia de unidades de un atomo de carbono (Schirch y Strong,
1989). Por ejemplo, en el caso de la serina:glicina
hidroximetiltransferasa mitocondrial se encuentra una
disminucién de 200 veces en la constante de disociaciéon del
complejo binario cuando se va desde el folato con un residuo
de acido glutamico hasta el derivado con seis residuos (Strong
y col., 1989). Si en la célula estos compuestos se encuentran
firmemente unidos a algunas enzimas, es posible que en esta
forma, es decir, como derivados poliglutamilados unidos a
moléculas proteicas, constituyan mejores inhibidores de la
caseinaquinasa I1.

Aunque puede suponerse la existencia de una relacién
entre los cofactores de las enzimas responsables de 1la
sintesis de las bases nitrogenadas y la caseinaquinasa II, con
los datos disponibles en la actualidad no se puede establecer,
con propiedad, el sentido fisioldgico que podria tener la
inhibicién de la enzima por estos compuestos. Sin embargo,
llama la atencién que un tipo de estructura muy particular,
como lo es una secuencia de aminodcidos acidos precedida por

un grupo aromatico, sean reconocidas especificamente por

176



enzimas completamente diferentes en su funcidén, como lo son la
caseinaquinasa II y 1las enzimas que participan en la
transferencia de un a4tomo de carbono.

Ademés, mediante los estudios mencionados
anteriormente, resulta digna de consideraci6én la posibilidad
de que en la célula existan distintos tipos de compuestos
cuyas estructuras se adapten a la particular especificidad de
la caseinaquinasa II, y en esa forma contribuyan a su

regulacion.

E. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE TIROSINA PROTEINAQUINASAS,
GENISTEINA Y 2,5-DIHIDROXIMETILCINAMATO, SOBRE LA
CASEINAQUINASA II.

A raiz de los estudios y observaciones efectuados en
esta tesis, se evidencia una relaciton entre la caseinaquinasa
ITy la familia de las tirosina proteinaquinasas. La relacidn
entre ellas abarca el aspecto de la especificidad. En efecto,
COmo las proteinas sustratos de algunas tirosina
proteinaquinasas poseen la tirosina fosforilable inmersa en
secuencias de aminodcidos acidos, es posible que, debido a
dicha secuencia, esa misma proteina sea inhibidora de 1la
caseinaquinasa II. En este sentido, no se puede descartar la
posibilidad inversa, esto es, que un sustrato de }a

caseinaquinasa II se comporte como inhibidor de alguna o
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algunas tirosina proteinaquinasas. (Proyectandose a futuro, la
investigacion de este aspecto podria constituir un aporte
significativo en el establecimiento de una relacidén entre la
caseinaquinasa 11 y la familia de las tirosina
proteinaquinasas). Ademds, existe la posibilidad de que las
tirosina proteinaquinasas y 1la caseinaquinasa II sean
inhibidas por el mismo tipo de compuestos. Esto motivd el
estudio del efecto de inhibidores de las tirosina
proteinaquinasas sobre la caseinaquinasa II.

El estudio con el 2,5- dihidroximetil-cinamato
muestra que este compuesto, que es un inhibidor competitiveo
para el sustrato proteico de las tirosina proteinaquinasas, es
capaz de inhibir a la caseinaquinasa II a concentraciones
comparables a las que inhiben a las tirosina proteinaquinasas
({Enright y Booth, 1991). En cambio, el compuesto genisteina,
el cual es un inhibidor competitivo de la unién del sustrato
nucleotidico, no es capaz de inhibir a la caseinaquinasa II,
dentro del intervaloc de concentracién al cual inhibe a las
tirosina proteinaguinasas. Indudablemente, se requiere
estudiar mas acabadamente cOomo se estda ejerciendo esta
inhibicidén sobre la caseinaquinasa II, y en forma paralela,
realizar lo mismo con una o mas tirosina proteinaquinasas para
efectuar una comparacién mas adecuada.

Considerando estos datos, junte con los resultados
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obtenidos utilizando polipéptidos y péptidos inhibidores, se
puede pensar que existe cierta semejanza estructural entre el
sitio catalitico de la caseinaquinasa II y el de algunas
tirosina proteinaquinasas. Una similitud de este tipo es muy
dificil de establecer, porque, como ya Se senald en la
Introduccioén, existe una gran homologia entre los dominios
cataliticos de las serina/treonina proteinaquinasas y las
tirosina proteinaquinasas, y no se ha logrado definir en estos
dominios qué secuencia o secuencias podrian ser responsables
de la diferenciacidon de la especificidad (Hanks y Quinn, 1991;
Lindberg y col., 1992). De este modo se ha postulado que en
dicha diferenciacidon estarian participando otros dominios o

subunidades de la enzima.

F. INFLUENCIA DE LA SUBUNIDAD B DE LA CASEINAQUINASA 11 EN
EL RECONOCIMIENTO DE LAS SECUENCIAS CON TIROSINA.

Los estudios realizados utilizando los inhibidores
peptidicos y polipeptidicos constituidos por residuos de acido
glutamico y de tirosina sobre 1la subunidad a de Ila
caseinaquinasa II, aportan mayor informaci6n con respecto a
las determinantes de la especificidad de la enzima.

En primer lugar, se observa que la subunidad a
catalitica es menos sensible que la holoenzima a la inhibicidn

por el copolimero de acido glutamico y tirosina (4:1) y la
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disminucidén del efecto inhibidor es de un orden de magnitud.
Esto es mas sugerente si se considera que, en contrapartida,
la subunidad a es mas sensible al acido poliglutamico, de
manera que las diferencias observadas en los efectos no pueden
atribuirse a que la subunidad a posea, en general, una
sensibilidad menor a los inhibidores polipeptidicos.

A su vez, los resultados con los péptidos
inhibidores constituidos por 9 residuos de acido glutamico y
2 de tirosina, aportan mayor evidencia de que se trata de una
pérdida selectiva de la afinidad de la subunidad a por
secuencias constituidas por tirosina seguida de un grupo de
residuos de aminoadcidos acidos, o sea, por secuencias tipo
seudosustrato.

El hecho de que, con 1la subunidad a, estas
)secuencias con tirosina ain presenten un efecto inhibidor algo
mayor al de las secuencias de acido poliglutamico, podria
atribuirse a que 1la tirosina, en el péptidc o en el
polipéptido, estd contribuyendo a que estos adopten una
estructura més adecuada para interactuar con la enzima.
Considerado en esta forma, se podria descartar que el leve
incremento en la inhibicién se deba a un efecto adicional,
causado por una interaccidén especifica entre el grupo

hidroxilo de la tirosina y el sitio catalitico de la enzima.

La pérdida de la sensibilidad de la subunidad a a




ser inhibida mas eficientemente por secuencias en las cuales
la tirosina estéd reemplazando al aminoadcido fosforilable
alifatico, hace pensar que la subunidad B estad contribuyendo
a la sensibilidad de la holoenzima. Esta idea es apoyada por
los experimentos de reconstitucidén wutilizando las dos
subunidades, en los cuales se gbservd una recuperacion de
dicha sensibilidad.

En cierta medida, los estudios con los péptidos
inhibidores en presencia de Mn+2 ¥ en presencia de distintas
concentraciones de ng, apoyan la idea de gue la subunidad B
es necesaria para la especificidad "fina" de la caseinaquinasa
I11. Hathaway y Traugh (Hathaway y Traugh, 1984 a) postularon
la existencia de 2 sitios para Mgﬂ, uno de alta afinidad y
otro de baja afinidad. Este 0ltimo explicaria el alto
requerimiento de Mg’2 de la enzima (7 a 10 mM). En el modelo
planteado por estos autores, la espermina (policatidn) podria
sustituir parcialmente el requerimiento de Mg*2 y competiria
con él por la misma forma de la enzima. Actualmente, se sabe
que la espermina y otros policationes interactfian con la
subunidad B de la enzima (Traugh y col., 1990). Se puede
postular que el Mgﬂ se une a la subunidad B en forma semejante
a como lo hacen los policationes, de manera que, el Mg*2 en
alta concentracion. le otorgaria a la subunidad 8 una

conformacidtn adecuada para que, a su vez, la holoenzima
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adquiera la conformacién 6ptima para la unidon con el sustrato.

En 1los experimentos en los gue se estudid el efecto
de los péptidos inhibidores Y,Eq y EqY, sobre la holoenzima, se
observd que a medida que disminuye la concentracién de Mg'2 la
enzima pierde, en gran medida, la sensibilidad a ser inhibida
en forma discriminada por estos péptidos. Es asi como se hace
menor la diferencia entre la capacidad inhibidora de estos
péptidos. Los resultados anteriores concuerdan con los ya
comentados, obtenidos cuando se ensayd la accion de estos
péptidos sobre la subunidad a sola. Asi, es posible postular
que, a bajas concentraciones de Mgﬂ. disminuye el efecto de
la subunidad B sobre la subunidad a. En este punto es
necesario tener en cuenta que puede existir una interaccion
entre los péptidos inhibidores y el Mg”, y que ésta puede ser
importante en la unién con la enzima. Para aclarar este
aspecto se podria analizar la actividad enzimatica modificando
las proporciones de los inhibidores con respecto al ién

t
2 es congruente

metilico. Sin embargo, lo observado con el Mn
con lo postulado. Este i6n metadlico puede sustituir al Mgﬂ en
la formacidon de un complejo con el sustrato nucleotidico, pero
no seria capaz de reemplazarlo en su accién sobre la subunidad
B. De esta forma, es 16gico que los resultados obtenidos con
Mn+2 sean similares a los obtenidos a bajas concentraciones de

+2

Mg ®. Con respecto a estos resultados, es interesante hacer
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notar ademas que la utilizacidn de an. en complejo con el

nucle6tido como sustrato, caracteriza a numerosas tirosina
proteinaquinasas las cuales usan de preferencia este metal
(Hunter y Cooper, 1985).

La hipotesis de la contribucién de la subunidad B a
la afinidad de 1la caseinaquinasa II por sus sustratos es
apoyada por los experimentos de Meggio y col.( Meggio y col.,
1992 a), en los cuales se muestra que la velocidad de
fosforilacion de algunos péptidos sintéticos es estimulada
varias veces por polilisina, la cual como ya se dijo, inter-
actia con la subunidad B. Llama especialmente la atencidn el
caso del péptido sustrato con la secuencia S A A E A A, la
cual cumple con el requerimiento minimo de poseer un
aminoacido acido en la tercera posicidon a contar de la serina
fosforilable. La velocidad de fosforilacion de este péptido
aumenta 11,6 veces en presencia de polilisina, observandose
una diminucién de 4 veces en el valor de la Km.

Sin embargo, el uso del efecto estimulador de 1la
polilisina como criterio para establecer la importancia de la
subunidad B en aumentar la eficiencia de la caseinaquinasa II
para fosforilar un sustrato, requiere de cierta precaucidén. En
muchos casos no es posible descartar que este polipéptido
basico esté interactuando ademas (o exclusivamente) con gl

sustrato. Asi ocurre con el caso de un tridecapéptido

183



sintético, cuya estructura posee la secuencia de la
calmodulina que es fosforilada por la caseinaquinasa II. La
fosforilacién de este tridecapéptido, catalizada por 1la
subunidad a de 1la caseinaquinasa II, es estimulada
aproximadamente tres wveces por polilisina, en cambio, la
fosforilacién de la calmodulina misma no es estimulada por
este policatidén. (Meggio y col., 1992 a).

Las evidencias analizadas, junto a otras, indican
que la subunidad 8 no s6lo da estabilidad a la enzima sino que
tiene un papel en la especificidad de la reaccién (Meggio y
col., 1992 b). La unidn de la subunidad B con la subunidad a
catalitica le proporcionaria a la enzima una conformacién en
la cual el sitio activo presentaria sus plenas caracteristicas
de especificidad. Esta idea es apoyada por 1los estudios
mediante dicroismo circular (Meggio y col., 1992 a), que
indican que la unién de la subunidad B a la subunidad a de la
enzima conduce a un aumento considerable en su estructura de
a-hélice.

Por otra parte, la informacidtn disponible con
respecto a la autofosforilacion de la subunidad 8, que muestra
que la polilisina disminuye esta reaccidon (Meggio y Pinna,
1984; Meggio y col., 1882 a), es contradictoria. Ambos temas
requieren mayores estudios para su mejor comprensién. En

nuestro laboratorio se obtuvo una informacién diferente con
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respecto al efecto de este polication sobre la autofos-
forilaciéon de la subunidad B de la caseinaquinasa II de
oocitos de X. laevis (Hinrichs y col., 1993). En efecto, en
este caso la autofosforilacion de 1la subunidad B no es
inhibida por este policatiéon. Por otra parte, también los
resultados de nuestro laboratorio (Hinrichs y col., 1993)
indican que la autofosforilacién de la subunidad B no es
necesaria para que ésta adquiera la capacidad de estimular a
la subunidad a. Los resultados obtenidos muestran que una
subunidad B mutante que carece del sitio de autofosforilacion

conserva su capacidad de estimular a la subunidad a

G. INTERES FISIOLOGICO DE LOS RESULTADOS PRESENTADOS
EN ESTA TESIS.

La relacidon entre la caseinaquinasa II y las
tirosina proteinaquinasas ha sido propuesta en esta tesis,
basada en la sensibilidad que muestra la caseinaquinasa II
frente a compuestos tirosinilados. Recientemente, se ha
descrito la existencia de un grupo de enzimas que son capaces
de fosforilar no solamente tirosina, sino a su vez serinas o
treoninas en sustratos naturales, sintéticos o bien en forma
intramolecular (autofosforilacidén). Estas enzimas han sido
llamadas proteinaquinasas de doble especificidad ("dual-

specificity kinases" ) (Featherstone y Russel, 1991; Parker y
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col., 1992; Piwnica-Worms, 1992). Hasta el momento son muy
pocas en namero, pero llama la atencién que algunas de ellas,
como la proteinaquinasa wee-1, tienen importancia en el ciclo
celular. El1 nimero de estas proteinaquinasas analizadas, a
nivel de estructura aminocacidica, es todavia muy limitado para
hacer comparaciones de dominios especificos con los otros
tipos de ©proteinaquinasas. Sin embargo, los estudios
filogenéticos de Hanks y col. (Hanks y col., 1988; Hanks y
Quinn, 1991) presentan a la caseinaquinasa II proxima a estas
proteinaquinasas de especificidad dual. Estos nuevos
antecedentes abren muchas interrogantes con respecto a las
proteinaquinasasl inclusc en el aspecto evolutivo. Si las
tirosina proteinaquinasas surgen paralelamente con 1la
necesidad de la relaci6n intercelular (a través de mecanismos
a nivel de la membrana celular), se puede pensar que estas
proteinaquinasas son posteriores que 1las serina/treonina
proteinaquinasas. Un proceso evolutivo podria originar o
eventualmente conservar enzimas con especificidad dual.

l.a caseinaquinasa II no es una enzima de
especificidad dual. S5in embargo, dado que ella es capaz de
reconocer al residuo de tirosina en secuencias acidicas, el
sitio activo de la enzima debe poseer alguna similitud con el
de las tirosina proteinaquinasas. El papel de la subunidad B

en el reconocimiento de estas secuencias es importante. Con
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respecto a este punto, se hace evidente que la enzima, al
tener una estructura oligomérica, presenta ventajas en cuanto
a estabilidad y a regulacidén. En este Gltimo aspecto la
subunidad 8 no s6lo tiene un papel en la interaccién con
moléculas reguladoras a nivel de secuencias ajenas al sitio
activo, sino que también participaria en la conformacion de
éste, otorgandole asi a la enzima la plenitud de sus
caracgteristicas de especificidad y afinidad.

Asi, con los resultados de esta tesis, podemos
hacer las siguientes consideraciones: la caseinaquinasa II
reconoce secuencias peptidicas mads complejas que las
constituidas s6lo por residuos de aminodcidos Aacidos. La
introduccién de los grupos fen6licos de los residuos de la
tirosina entre los residuos de Acido poliglutéamico, incrementa
la afinidad de la enzima por dichos polipéptidos. Lo mismo
ocurre con los anillos aromaticos sustituidos en el caso de
los derivados poliglutamilados del acido félico.

El reconocimiento de la caseinaquinasa II de sus
sustratos e inhibidores, en el cual la subunidad B reguladora
juega un papel importante, también incluye una seleccién
preferencial de 1los péptidos que contienen el residuo de
tirosina en el extremo amino terminal de la secuencia de
dcidos glutamicos. Esta ubicacién relativa de la tirosina es

igual a la que tienen la serina o la treonina en los péptidos
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sustratos junto a los aminoacidos acidos. Por lo tanto,
proponemos que los péptidos inhibidores que contienen residuos
de tirosina y de acidos glutamicos en esa posicion actidan como
seudosustratos. Esta proposicion adquiere importancia en vista
del reciente descubrimiento de enzimas de especificidad
dual,las cuales pueden a la vez fosforilar serinas, treoninas
y tirosinas.

Finalmente, al analizar los antecedentes y los
resultados presentados en esta tesis, se hace evidente que
existen numerosas incégnitas con respecto a la caseinaquinasa
II, tanto en lo que se refiere a su funcidon como a su relaciodn
con las otras proteinaquinasas. Por otra parte, el mismo auge
en la investigacion de esta enzima y demas proteinaquinasas,
junto con incrementar el conocimiento sobre ellas, hace surgir
nuevas interrogantes, lo cual motiva a continuar en su estudio

como enzima clave en la regulaciéon metabdlica.

H. PROYECCIONES DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS EN ESTA TESIS.
Como se menciond anteriormente, son numerosos los

aspectos interesantes con respecto a la caseinaquinasa II

¥ su funcién que requieren de mayores estudios. Muchos de

ellos estan siendo investigados actualmente en nuestro

laboratorio. A raiz de ellos y de los resultados de esta

tesis, es posible ampliar los estudios sobre la especificidad
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de la enzima, utilizando los recursos con que cuenta este
laboratorio. En efecto, tanto la subunidad a como la subunidad
B de la caseinaquinasa II de Xenopus laevis fueron clonadas
y expresadas en nuestro laboratoric (Jedlicki y col., 1992),
disponiéndose en la actualidad de estas dos subunidades, tanto
con sus secuencias nativas como mutadas (Hinrichs, M.V.,
comunicacidn personal; Jedlicki, A.M., comunicacién personal),
lo cual permite profundizar en el estudio de la funcién de
cada subunidad de la enzima y la relacion entre ellas.

Los antecedentes con respecto a la subunidad B han
dejado bien establecidce su papel en lo que se refiere a la
actividad y la estabilidad de la caseinaquinasa I1I1. Est& claro
que su presencia en el tetramero, no sélo aumenta la actividad
catalitica de la holoenzima (comparada con la subunidad a)
sino que también es necesaria para definir la especificidad de
la enzima. Sin embargo, es importante enfatizar otros aspectos
de la funcidén de la subunidad B. Estudios recientes con
mutantes, en las cuales se ha delecionado o bien se ha
introducido mutaciones en la secuencia de la subunidad B
(Boldyreff y col., 1992), han aclarado la funcién de la regidn
rica en aminoacidos acidos 55DLEPDEELEDNPQNQSD?U. Esta region
ha sido postulada como un segmento que regula negativamente a

la caseinaquinasa II, esto es, seria un seudosustrato, cuya
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accion inhibidora seria liberada por la asociacion de la
enzima con un sustrato acido, o bien por efecto de activadores
de tipo cationico o policatiénico. Sin embargo, estos estudios
sugieren que esta region puede ademas participar en la
formacion de la estructura tetramérica de la enzima. También
se observa que las deleciones o mutaciones en esta region
acidica de la subunidad B hacen que la oligomerizacidon se
dificulte. De éstas, la mutacion mas crucial es la que cambia
los aminoacidos acidos de las posiciones 63 y 64 por alanina,
puesto que al realizar con esta mutante los experimentos de
oligomerizacidon, se observa que permanecen subunidades a
libres sin oligomerizarse. Estos experimentos hacen que a la
subunidad B, y en particular, a este segmento acidico se le
atribuya una funcion adicional (ademas de un papel modulador
de la actividad enzimatica actuando como seudosustrato). Esta
estaria relacionada con la oligomerizacion de la holoenzima.

Estos estudios, relativamente recientes, pueden
corroborarse y ampliarse mediante experimentos con 1los
inhibidores polipeptidicos ricos en aminoacidos &cidos. Se
puede postular que la regidn rica en aminoadcidos acidos de la
subunidad B sirve como una especie de templado para facilitar
la oligomerizacion. Siendo asi, tanto el acido poliglutamico
como el copolimero de acido glutamico y tirosina podrian

realizar esta funcién, asi como también los péptidos
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inhibidores mas pequeiios podrian realizarla.

Experimentos utilizando estos péptidos 0
polipéptidos acidos, en ausencia de la subunidad B, podrian
mostrar si ellos influyen o no en la oligomerizacién de las
subunidades a de 1la caseinaquinasa II y también podrian
indicar si pueden ellos sustituir a la subunidad B en esa
funcién. Estos experimentos, wutilizando los péptidos o
polipéptidos a4cidos, también podrian realizarse en presencia
de la subunidad B y en este caso seria de interés efectuar
algunas modificaciones. Por ejemplo:

a. en presencia de diferentes proporciones de subunidad B y
en especial en proporciones limitantes de subunidad 8.

b. en presencia de subunidades B con distintas mutaciones en
la regién rica en aminoacidos &acidos (la region entre los
aminoacidos 55 y 70).

También se podria utilizar la subunidad 8 nativa en
presencia de polilisina. Si este polication se une a la
region acidica de 1la subunidad B, su presencia podria
interferir en el ensamblaje de las subunidades. En este
aspecto, se puede estudiar si los polipéptidos &cidos, por
competencia, son capaces de revertir el posible efecto
inhibider que podria tener la polilisina en la tetramerizacién

de la caseinaquinasa II. Las situaciones descritas, basadas en

la l6gica de las interacciones de las subunidades de la
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caseinaquinasa II con moléculas afines con una u otra
subunidad, hacen prever resultados que se contraponen con los
efectos que ejercen los polipéptidos acidos y basicos sobre la
actividad enzimética. Sin embargo, la posibilidad de que con
los experimentos mencionados se obtengan resultados
controversiales, aumenta el interés por realizarlos, tanto en
la forma planteada como con modificaciones adecuadas para
aclarar las controversias. De todas formas, es posible que en
el caso de la caseinaquinasa II exista umn balance entre
inhibicién y activacién por una determinada molécula,
dependiendo de factores tales como su disponibilidad,
concentracion o condiciones del medio o compartimiento en el
cual se encuentra.

Por otra parte, como es sabido, la oligomerizacidn
es favorecida por una concentraciénm de sal (NaCl o KC1 )
superior a 0,1 M. En este aspecto seria interesante analizar
si los péptidos o polipéptidos acidicos pueden contrarrestar
un efecto adverso debido a una concentracién salina inferior.

Si con este tipo de experimentos se observa que los
péptidos o los polipéptidos acidos influyen en la
oligomerizacion de la caseinaquinasa 11, es posible proyectar
estos resultados, postulandoe gque numerosas proteinas dque
poseen largas secuencias de aminoacidos &cidos puedgn

influenciar la oligomerizacién de la caseinaquinasa II, y asi
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participar en otra forma en la regulacién de la enzima. Desde
este punto de vista, se trataria de una situacidn en la cual
las proteinas que poseen secuencias acidicas y por ello tienen
la potencialidad de inhibir la actividad enzimatica, también
podrian constituir un factor favorable para la formacion del
tetramero y, en esta forma, originar una enzima plenamente
activa. Tal como se discutid anteriormente, la accibén en uno
1 otro sentido podria depender de factores ambientales o de la
concentracion de estas proteinas acidas. Ademas,
indudablemente en forma mas estricta, dependeria de la
disponibilidad de subunidad 8 libre.

Al mencionar este dltimo punto, es indispensable
referirse al aspecto de la regulacidon de la expresioén de las
subunidades de la caseinaquinasa I1I. Es 1l06gico pensar que
ambas subunidades se sintetizan en proporciones adecuadas para
formar el tetrameroc. Estudios muy recientes indican que la
subunidad a de la caseinaquinasa II regula la expresion de la
subunidad B (Robitzki y col., 1993), actuando como un factor
de transcripcion. En esta forma ocurriria 1la expresion
coordinada de ambas subunidades de la enzima. Cuando existe un
exceso de subunidad a libre, se une al promotor del gen de la
subunidad B, produciendo la activacidén de la transcripciodn.
Por otra parte, un exceso de subunidad B libre puede unirse.a

la subunidad a unida a la regi6n promotora del DNA,
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liberandola y a la vez formando asi el tetramero enzimatico
activo.

Actualmente ain se desconoce cdOmo la subunidad B
logra liberar a la subunidad a del DNA., La disociacién podria
ocurrir gracias a que la regidén acidica de la subunidad B
compite con el DNA por la unidén a la subunidad a. Si 1la
liberacion sucede en esta forma, la subunidad B podria ser
reemplazada por polipéptidos © péptidos acidos.

Ademas, también seria interesante estudiar si los
polipéptidos y péptidos que contienen tirosina, poseen esta
capacidad para liberar a la subunidad a del DNA, y ver si en
esto son similares o diferentes a los que carecen de este
aminoacido. Esta hip6tesis se basa en la homologia de las
bases piuricas y pirimidinicas con los anillos aromaticos de la
tirosina. También se apoya en los experimentos de Gatica y
col. (Gatica y col., 1889) en los que se observa que
oligonucledtidos ricos en la base wuracilo son buenos
inhibidores de la caseinaquinasa II. La utilizacid6n de este
tipo de compuestos impediria la regulacibén coordinada de la
expresion de ambas subunidades.

En esta forma, los estudios realizados en esta
tesis con los péptidos y polipéptidos ricos en aminoaci-
dos acidos, ademas de lo que establecen con respecto a

la especificidad y a la regulacién de la caseinaqui-




nasa II, abren un nuevo enfoque con respecto a la regulacidn
de la enzima, como lo es la posible regulacién a nivel de su

expresion y oligomerizacion.
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CONCLUSTIONES

El trabajo presentado en esta tesis permite concluir

lo siguiente:

1. La caseinaquinasa II reconoce especificamente la tirosina
inmersa en secuencias de acido glutémico. Estas secuencias son

potentes inhibidores de la enzima.

2. Los grupos aromaticos sustituidos, como los que existen en
derivados poliglutamilados del Aacido félico, también
incrementan la capacidad inhibidora de las secuencias

polianionicas.

3. La enzima interactia preferentemente con péptidos que
tienen tirosinas en el extremo amino terminal de los grupos de
Acidos glutéamicos. Este reconocimiento se asemeja a su
interaccién con péptidos sustratos compuestos por serinas o

treoninas y acidos glutamicos.

4, La subunidad B de la caseinaquinasa II influye en el
reconocimiento de la tirosina en péptidos ricos en residuos

dcidos y en la discriminacién de la posicidén de esa tirosina

en secuencias inhibidoras.
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APENDICE I : Secuencia de los dominios o subunidades cataliticas de
diferentes serina/treonina proteinaquinasas y tirosina proteinaquinasas.
Obtenido de Hanks y col. 1988.
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APENDICE 11 : Secuencia de las subunidades cataliticas a de
caseinaquinasas II de diferente origen. Obtenido de Jedlicki y col., 1992.
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APENDICE 1III : Secuencias de las subunidades B reguladoras de
caseinaquinasas II de distintas especies. Obtenidas de Jedlicki . y
col.,1992.
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