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Introducción

INTRODUCCION

I- MODIFICACIONES QUIMICAS PDST-TRADUCCIÜNALES REUERSIBLES

Las modificaciones químicas reversibles postmtraduc:iona1es de las

proteinas proporcionan un mecanismo fundamental de Pegulaciün

celular tanto en celulas procarióticas comoeucarxüticas. De

acuerdo a los requerimientos celulares, una protelna
interconvertible cambia de una forma modificada covalentemente a

una no modificada. Estas modificaciones son catalizadas por

enzimas conversoras, que cataliïan reacc10nes opuestas y
deierminan un estado estacionaflie en el nivel de mOUIficacündel

sustrato IntHPCOHVEPtIDIE.Estes ciclos se definen como sistemas

de cascada (Chuck et al., 1980). y en ellos cada reaccinn de

modificación utiliza comosustvata al producto de la otra
reacción.

Estas modificac1ones quimicas pueden ser c1a51ficc as en cinco

clases (hrebs y Beavo, 1980):

a) Fosforilación-defosforilación
b) Acetilación-desacetilación

Adenilación-deadenilaciónr
y.

d) Uridilación-deuridilación
Metilación-demetilación

x.
E

f) lnterconversión S-S/ 28H



Introducción

El analisis teórico de los sistemas de modificacion covalente

reversible, corroborado por estudios in vitro, ha revelado que

ellos poseen capacidades regulatorias extraordinarias que proveen

a 11 celula de 1a capac1dad de coordinar y regular muchas vias

metabolicas (Chock y Stadman, 1977; Stadman y Chocrq 1977 y 1978).

Estos sistemas combinan la amplificación de sefiales con la

flexibilidad y sensibilidad de 1a regulac1on alosterica. Si el

sustrato de la modificación participa en un segundo ciclo de

modificacion reversible, la capacidad regulatoria de todo el

sistema se multiplica varios ordenes de magnitud (Shacter et al.,

1984). Todos los sistemas de cascada descriptos son capaces de
detectar fluctuaciones en la concentracion de sustratos de

diferentes vias metabólicas y func1onan por lo tanto comosistemas

integradores (Chucket a1., 1980).

II- FÜSFDRILACIDN Y DEFÜSFÜRILACIÜN DE PRDTEINAS

Ilwlnfieneralidades

Uno de los Sistemas de modificacion quimica meJor estudiado y mas

difundido en la naturaleïa es 1a fosforilac1on de proteinas. La

modificac1ón covalente de proteinas a traves del Ciclo de

fosforilacion_defosforilac1on es un mecanismomuy importante en la

regulacion de las func1ones celulares (weller, IVÏW;Lohen, 1978;

Cohen et al., 198]). Su 1mportanc1a deriva de la función que

cumple en la transducc1on de señales: las señales que llegan a las
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celulas diseminan y amplifican sus efectos por una red de

reacc1ones de fosforilacion y defosforilacion (Hrebs, 1986).

En 1a decada del 30, se demostro la eH1stenc1a de fosfato unido

covalentemente a proteinas de la clara de huevo y de la leche

(Lipmann y Levene, 1932 y Lipmann, 1'33). Veinte años mas tarde,

se establec1o por primera vez, 1a relaciOn entre los procesos de

fosforilacion-defosforilacion y la regulacion de ia actividad

enzimática, en este caso, de las enzimas que interv1enen en 1a

sintesis del glucogeno (Sutherland y Wosilait, 1955: Hrebs y

Fischer, [956; Hrebs et a1., 1959 y Friedman y Larner. i965).

La interconversion de una proteina fosforilable ee catalizada por

una proteina quinasa y por una proteina fosfatasa. La primera,
transfiere el fosfato terminal de un nucleosido trifosfato a un

residuo de aminoácido. Usualmente el aminoacido modificado es

serina o treonina y, menos frecuentemente, tirDSina; aunque

existen evidencias de enzimas espeCificas para otros aminoácidos

(FuJitaki y Smith, 1984; Martensen, 1984). La segunda, produce 1a

remoción del fosfato. E1 fosfato, unido en forma covalente a 1a

proteina, puede modificar las propiedades originaies de la misma,

y, de esta forma, afectar el proceso metabólico en el que esta

forma parte. Si bien, es en si mismo, un mecanismo de regulacion

sencillo, ee importante tener en cuenta que, numerosas proteinas

se modifican en mas de un sitio iHayahawa et a1., 19 5; Lohen,

1Q73)y estas modificaciones pueden tener efectos distintos y ser

natalizauas por mas de una quinasa (Embi et a1., 'VBO; Cohen,
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1982). Asimismo,diferentes fosfatasas pueden llevar a cabo la

defosforilacion (Antoniw y Cohen, 197o; Ganapathi et 31., 1981;

Cohen, 1982).

II_2- gg importancia Dioioqica

Dada 1a capacidad regulatoria de los ligandos no COValentes y el

control alosterico, resulta llamativo que 1a evolucion haya

desarrollado el sistema de regulacion por fosforilacion
rever51b1e.

Se ha interpretado a1 control alasterico comouna forma de

regulaCLÓnrapida, mientras que las modificaciones cuvalentes, y

entre ellas, la fosforilac1on reversible de proteinas, serian
mecanismos reguladores que actúan mas lentamente.

Otra propuesta (Hrehs, 1985) plantea que los dos sistemas de

control han surgido comorespuesta a distintas SituaCiones. E1

control alosterico responderia a señales originadas en el interior
de 1a celula, mientras que el control por fosforilacxon lo haria a

señales provenientes del exterior celular. Esta idea se

corresponde con el hecho de que la regulacion por ïoeforiiac1on

proteica se encuentre muchomas difundida en celulas eucarioticas,

donde las señales emtraceluiares son mas importantes y que en

celulas procarioticas se la haya Encontrado asociada a los

fenomenos quimiotacticos (Parkinson, 1988).



Introducción

Cuales son los procesos regulados por fosforilacion proteica?
La activ1dad de mas de treinta enzimas involucradas en el

metabolismo de carbohidratos, llpidos, proteinas y atldDS

nucle1cos estan reguladas por fosforilacion (Hrebs y Beavo, 1979).

La transducc1on de señales a traves de la membranaes otro sistema

mediado por eventos de fosforilacion proteica. Una gran cantidad

de proteinas quinasas se expanden a traves de la membrana

plasmatica o estan asociadas a su cara interna, y estan por lo

tanto en una posic1on ideal para transducir las señales de los

estímulos externos. Por ejemplo, muchosreceptores de factores de

crec1miento transmiten sus señales mitogenicas a traves de

fosforilaciones en tir051na y el receptor de insulina transmite de

la misma manera una seña] anabólica (Cohen, 1982). Las

alterac1ones en la organizacion del citoesqueleto dependen

funüamentalmentede la fosforilac1on de proteinas claves

regulatorias que, generalmente, no corresponden a las principales

proteinas estructurales. Otros diversos procesos, comola
contracc1on del musculo liso xAdelsteln y Eisenberq, 1980) y la

resistencia celular a algunos virus (Lengyel, 1983), estan

mediadospor fosforilacion reversible de proteinas.

IIl- PRDTEINA QUINASH

IIle- Generalidades 1 clas1ficac1on

Hace die: años se conocian unas pocas proteina quinasas oien

caracteriaadas. Con el advenimiento del clonado molecular y el
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descubrimiento de que muchosoncogenes codificaban para este tipo

de engimas, el numero de prote1na quinasas probadas o putativas

ascendió a aproximadamente un Ciento y se postula quo el genoma de

los mamiferos codifica para cerca de mil proteina quinasas

diferentes (Hunter, 1987).

La primera proteina quinasa que se purifico fue 1a quinasa de 1a

fosforilasa en 1959 (Krebs et a1., 1959) seguida en 1968 por la

proteina quinasa dependiente de AMP:(Walsh et a1., 1938). En

1979, se purifico por primera vez una proteina quinasa que

fosforila residuos de tirosina, ppoü V—'”=(Erikson et a1.,1979)

seguida en 1982 por el receptor del EGF (factor de creCimiento

epidermal) (Cohenet al., 1982). Existen tambien reportes de

protein-histidina quinasas y protein-1151na quinasas, pero no se

conoce la estructura de estas enzimas (Smith et al., 1%74).

Desde 1980 ha habido una verdadera explosiOn en el numero de

proteina quinasas identificadas que ha resultado mas del clonado

molecular de genes de proteina quinasas que de la purificac1on

en21matica. Un factor importante en este sentido ha Sido el

descubrimiento de una gran similitud entre las secuennlas de los

dominios cataliticos de todas las prteina quinasas. La primera

demostracion provino del hallazgo de que la subunidad catalitica

de la prote1na quinasa dependiente de AHF.=y la proteintirosina

qu1nasa ppbü V-'"= estan relac1onadas por su homologla en una

region de EDUaminoacidos (Barker y Uayhoff, 1982). Esto resulta

sorprendente dada la diferente especif1c1oad de aminoacido de
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estas enzimas. Esta homologia significa que 1a proteina quinasa

dependiente de AMP:y ppóü V“‘"“ provienen de 1a misma proteina

quinasa ancestral. La comparac1on de un gran numero de dominios

cataliticos reveló que existe una serie de secuencias cortas que

estan altamente conservadas. A partir del extremo Nmterminal,

estas incluyen una secuencia Gly“X"BIy—x—x—Glyseguida por una Lys

a una distancia de 15 a 20 residuos, ambas formando parte del

sitio de union de ATP, y luego, a una distancia de 80 a lBO

residuos, una region de 60 aminoácidos que contiene las secuencias

conservadas Arg-Asp-Leu, Asp-Phe—Glyy Ala-Pro-Glu (Hunter y

Cooper, 1985; 1986).

Las proteina quinasas especificas para serina y treonina y las

tirosina quinasas, si bien estan muyrelacionadas, pueden

distinguirse por algunos aspectos de la secuencia primaria de su

dominioscataliticos. Entre ellos, esta la region entre los

elementos AspuPhe-Gly y Ala«Pro-Gl, que contiene el sitio de

autofosforilacion; la presenc1a en esta zona de una tirosina

rodeada de aminoacidos acidicos es perfectamente indicativo de que

la proteina es una tirosina quinasa (Hunter y Cooper, 1985).

Según estos criterios, se pudo establecer una taxonomia de

proteina quinasas formada por series de familias generadas en base

a los diferentes grados de homologia entre los genes de las

proteinas quinasas (ver TABLA1). Este analisis QEHÉE1CDha

arrOJado algunos resultados sorprendentes, ya que algunas proteina
7
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quinasas bien caracterizadas comoentidades cataliticas unicas, se

promo que estan codificadas por multiples genes. Por eJemplo, se

han identificado cuatro genes para 1a proteina quinaea C de

mamiferos, una de los cuales da lugar a dos proteinas con

diferente extremo C-terminal, por maduración alternativa de su RNA

mensajero y esto genera a1 menos Cinco isoenzimas aiferentes en 1a

subfamilia de 1a proteina quinasa C (Coussens et a1..| 19Ba; hnopf

et a1., 1986; Üno et a1., 1986a; 19Bób; Parker et a1., 1986;

Housey et a1., 1987: Dhno et al., 1987). Del mismo modo, la

proteina qu1nasa dependiente de HMPC,si bien era sabido que

presenta múltiples subunidades regulatorias. se crema que tenia un

unico tipo de subunidad catalitica. Ahora, se han encontrado al

menosdos genes que codifican para subunidades cataliticas

altamente relacionadas (Uhler et ai., 1986; Shouers y Maurer,

1986). La formacion de múltiples proteina quinasas, a partir de un

solo gen, ejemplificado por la proteina quinasa Ü, se na

encontrado tambien para el gen c-abl, cuyos productos tienen uno

de dos extremos Nwterminales p051bles (Ben-Neriah et a1., 19Bb;

Shtivelman et a1., 1985) y el gen c-src. que CÜdifiCm dos formas

de ppbü =“'"= que difieren por la presencia o ausencua de un exón

interno de ó aminoac1dos (Martinez et a1., 1987).

La existencia de mas de setenta proteina qu1nasas descubiertas

hasta el momentoresulta llamativo, y la pista mas importante

sobre el proposito de un número tan vasto prov1ene del estudio de

las mutantes de levaduras del ciclo de div1sión celujar (CDC).
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Los productos de los genes CDC28 en Saccharomyces cerevísiae y

cdc 2‘, el gen homólogo en Schizosaccharomyces pombe, son

necesarios para pasar un punto en G; llamado "start", y en el caso

de cch’ un segundo punto en 62. Los dos genes codifican productos

con actividad de proteina qulnasas especificas para serina y

breonlna (Reed et al., 1985; Simanis y Nurse, 198a). Existen

1nd1cios de que la proteina weel‘ regula la actividad de la

proteina cdc 2‘ por fosforilacion (Simanis y Nurse, 1986). A su

VEB,la proteina weel' parece estar regulada por otra proteina

quinasa, el producto del gen niml’ (Russell y Nurse, 1987). De

este modo, un punto de control del ciclo celular de la levadura

esta regulado por una cascada de al menos tres proteinas quinasas.

En mamiferos se encuentran genes relacionados con CDC28y cdc2‘

(Lee y Nurse, 1987; Hanks, 1987; b atta et al., lïb7) y la

secuencia de cDNAhumano CDCEHs, complementa la mutacion cdc2 en

S. pombe, lo que Significa que estos genes podrian tener funciones

similares en levaduras y mamiferos (Lee y Nurse, 1387i.

El numero CoLal de proteina quinasas encontradas en levaduras es

ahora próximo a veinte (ver TABLAl) y, hasta ahora, todas ellas

son quinasas de serina o treonina. Si bien, se ha detectado en

extractos de levaduras actividad de tir051na quinasa «Schieven et

al., 1986), no se ha logrado aislar una en21ma con eena

especificidad.

En Drosophila melanogaster, en cambio, los genes que codifican

para proteinas quinasas incluyen tanto genes de ElFurlfiü quinasas
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como genes de serina quinasas (ver TABLA1).

llI-¿- Regulación

Los mecanismos involucrados en la regulacion de la actividad de

las proteina quinasas son muydiversos.

Las proteina quinasas son, a menudo, enzimas multimericaS'de

naturaleza homo- o hetero-oligomerica. Sus subunidades pueden

tener todas actividad catalitica o algunas de ellas puedenser

puramenteregulatorias. Estas estructuras oligoméricas les permite

responder en forma cooperativa y muysensible a factores

regulatorios.

Las proteina quinasas monomericas suelen tener dominios

regulatorios discretos. Estos dominios contienen secuencias que

funcionan como seudosustratos y actuan comoreguladores negativos

(Soderling, 1990).



TABLA l: PRÜÏEINA ÜUlNASRS DE HAMIFERÜS, DRÜSDPHILA Y LEVADURA

A- Haliteros (total: 79)

Protein serina/treonina guinasas (50)

Reguladas por nucleótidos cíclico;
Proteina quinasas oependientes de RNP: (Ca, CB)
Proteina quinasa dependiente de GMPc

Reguladas por calnodulina
Fosforilasa quinasa (forma muscular y hepática)
Quinasa de la cadena liviana de la niosina (esquelética‘ de musculo liso)
Proteinas quinasas dependientes de calmodulina l y ll
Proteina quxnasa dependiente ae calnodulina de tipo ll
(suounidades o, B, fl' en cerebro; subunidades o y o' en higado;
suounidades B y B' en musculo)

Reguladospor diacilglicerol
Tleb)

Proteina quinasas C (a, fi, B. 1. 2)
Otras

Cassina quinasas l y Il
Proteina ouinasas nucleares N1 y N2
Proteina qu1nasas activadas por proteasas l y lI
Blucdgeno Sintetasa qu1nasas 3 y 4
Proteina qu1nasa nena-regulada
Proteina quinasa regulada por RNAdoble cadena
So quinasa
Receptor B-adrenérgico quinasa
Rodopsina quinasa
Histona Hl qu1nasa
Hidroxlmetilglutaril-Cofl reductasa quinasa
Firuvato dehidrogenasa quinasa
Cetoac1dos oe cadena ranificada dehidroqenasa quinasa
Proteina qUinasa dependiente de polipéptido
Proteina quinasa dependiente de poliamina
CDC-R (PSM-JJ). CDC2Hs, PSK Hl. PSE-CB

Introducción

Protein tirosina guinasas (29)

Familia genica src
ppbü""‘ (formas fibroblastica y neuronal)
ppbgc-yo" posó”!
Proteinas fgr, hck, fyn, Iyn

Familia gen1ca abl
p150"“‘ (Tipo l y Tipo Il)
Proteina arg

Familia génica fps
pgfic-ípl
NCP94

Proteinas relac10nadas con c-fps (TKRll y

Receptores de factores de crecimiento
Familia del receptor de EGF

Receptor de EGFiproteina c-erb)
Proteina neu aproteina erbBQ;

Familia del receptor de insulina
Receptor de insulina
Receptor de lGF-l
Proteinas c-ros. let, trk

Familia del receptor de FDGF

Receptor de PDGF

Receptor de ESF-l (proteina c-fls)
Proteina c-kit
Proteinas c-sea, ret
Otras

p75 (higado;
plEO (cerebro)
Proteinas c-nos, c-raí, A-raf, pks1 piI-l



Drosophila (total = 18)

Protein serlna/trepnina guinasas

Reguladas por nuclaótidos ciclicos
Relacxonadas con proteína quinasas dependlente de AMPe(CO, Cl, CZ)
Relacionadas con proteína quinasas dependiente de GMF‘c(GO[2 genes], 61)

Reguladas por díacilglicerol
Proteína qulnasa C

Otras
Caselna quinasa II

Levaduras (total = 14)

Protein serína/trepnina guxnasas

Reguladas por nucleótidos cíclicos
Relacnpnadaa con la protelna quinasa dependiente de AHFc

ÏFHI, TPH: , TPKE, SRA} (S. cerovisiae)

Otras

CDCZB(S. cerevisiaei, cdc2’ (S. ponbe)
CDC7lS. carevisíael
KINQB(S. cerevisiaal

ueel' (S. ponbe)
nill' (S. ponbe)
STET, STEll (S. cerevisiae)
KINI, KINÍ (S. cerevisiae)
SNFI (S. carevisiae)

ranl‘ ls. ponbe)

Introducción

Protein tirosnna guxnasas

Proteína Dsrc64B
Proteína Dsrc2BE
Proteína Dash

Proteinas relacionadas con fps
Receptor del EGF (Extremos N-terllnal de tipo
I. ll, III)
Receptor de insulzna
Proteína sevenless
Proteina raf
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Muchasproteinas quinasas son reguladas positivamente por

ligandos, que se unen a dominios o suounidades regulatorias.

Por ejemplo, las tirosina quinasas que son receptores de factores

de crec1miento, se estimulan por la union del factor respectivo.

Otras proteina quinasas se activan por segundos mensajeros. La

actividad de las proteinas quinasas reguladas por nucleotidos

:1clicos, se aumenta por elevación de los niveles de los

nucleotidos ciclicos generados por ciclasas que suelen actuar, a

su vez, en forma hormono-dependiente; mientras que la familia de

las proteinas quinasas C es estimulada por diacilglicerol

producido por un aumento en 1a velocidad de recambio de los

fosfoinositidos inducido por hormonaso factores de crec1miento.

Por ultimo, tambien hay proteinas quinasas reguladas por cambios

en 1a concentrac1on de Ca=*' Siendo esta regulac1on mediada por

calmodulina. Ademasde las quinasas nombradas y de las reguladas

por RNAde doble hebra (London et al., 1985) y por hemo (Proud,

1986), existen varias de las que no se conocen moduladores.

Es tambien comun la regulac1on positiva o negativa ue la actividad

de quinasa mediante autofosforilación o fosforilación heteróloga.
La autofosforilacion generalmente resulta en una autoactivacion,

comoen el caso de los receptores de insulina (Rosen et a1., 1983)

y probablemente el de ESF (Bertics y Bill, 1985). La regulac1on

por fosforilacion heterologa puede ocurrir entre tirosina y serina

13
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quinasas o dentro de cada clase. La actividad del receptor de EGF

esta regulada por fosfor11acion por la prote1na quinasa C (Cochet

et a1., 1984; Friedman et a1., 1984). La actividad de 1a tirosina

quinasa ppóü""‘c es suprimida por un evento de fosforilacion en

t1r051na que se cree esta mediado por otra tirosina quinasa

(Cooper y Ming, 1986; Jove et a1., 1987). Un ejemplo de regulacion

positiva es 1a activación de la fosforilasa quinasa mediada por

fosforilacion por una proteina quinasa depend1ente de AMP:(Walsh

et a1., 1968).

La complejidad de los Sistemas regulados por fosforilac1on.

proteica no depende sñlo del numero de factores capaces de regular

la autividad de cada proteina quinasa, sino también del numero de

sustratos que son capaces de fosforilar. La mayoria de las

proteina quinasas tienen multiples sustratos, pero hay ejemplos

comoen el caso de 1a rodopsina quinasa, la receptor ú-adrenergico

quinasa y la Só quinasa donde se conoce un solo sustrato.

Llamativamente en estos casos 1a enzima a menudo actua

procesivamente y agrega varios fosfatos a cada molecula de

sustrato. Alternativamente, en algunos ejemplos, el mismosustrato

puede ser fosforilado por distintas proteina quinasae en el mismo
o en distintos sitios. La fosforilac1on en distintos sitios sobre

una proteina puede tener efecto sinergistico o antagonista. El

numerode sustratos potenciales de las proteinas quinases no se

conoce y s1 bien, casi todas las proce1nas son capacem de sufrir

fosforilacion, es difiCil distinguir entre la fosforllac1on
gratuita o significativa.

14



Introducción

IVÚFÜSFATASHS DE FRÜTEINAS

Para que ia fosforilacion proteica funcione comomecanismo

regulatorio, esta modificacion debe ser reversible. La

defosforilac1on es llevada a cabo por proteinas fosfatasas. En

principio, todo el control del circuito de fosforilac1ones podria

ser llevado a cabo por las proteinas quinasas. Sin embano, se ha

encontrado que al menosalgunas proteina fosfatasas estan

reguladas. Existen dos inhibidores de proteina fosfauasas que son

activos solo cuando son fosforilados por 1a proteina quinasa que

fosforila a los sustratos sobre los que actua 1a fosfatasa

respectiva (Cohen, 1985). La posibilidad de regular las proteina

fosfatasas agrega a estos sistemas fexibilidad y sen51bilidad. Es

materia de debate si las proteina fosfatasas tienen la misma

diversidad que las pPoteina quinasas o si existen pocas fosfatasas

de amplia especificidad.

V‘ LAS CASEINA QUINASAS

V-l- Definic1on

La mayoria de las proteina quinasas han sido identificadas de

acuerdo a su sustrato especifico o por el compuesto regulatorio

que activa o inactiva la enzima. En el caso de las caseina (o

15
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fosvitina) quinasas, fueron de51gnadas de acuerdo a1 sustrato

usado para detectar su actividad durante 1a purificac1on; el cual,

hasta el momento,no parece ser un sustrato fisiologico.

Estas enzimas pertenecen a1 grupo de las proteina quinasas que
catalizan la fosforilacion de residuos de serina o treonina

(serina/treonina quinasas), son independientes de mensaJeros, no

responden directamente a estímulos hormonales o a factores de

crecimiento y se las define operaCionalmente por preferir

sustratos acidos comocaseina o fosvitina (Hathaway Traugh,

1982; Edelman et al.,1987).

V-E" Distribucion

Las case1na quinasas parecen ser ubicuas. Se las ha encontrado en

numerosas celulas de mamiferos que incluyen reticulocitos (Traugh

y Traut, 1974), eritrocitos (Kumar y Tao, 1975; Traugh y Traut,

1974), linfocitos (Hempet al., 1975); en celulas de higado

(Baggio et al., 1970; Burnett y Kennedy, 1954; Desaardins et al.,

1972; TaHedaet al., 1971), útero (Puta et al., 19722. cerebro

(Habinowitz y Lipmann, 1960; Rodnight y Lavín, 1964), rifion (Damum

y Reed, 1988) epidermis (Murray et al.,197ó), musculo esquelético

(Risnik y Gusev, 1984), miocardio (Gibson et al, 1€74), corteza

adrenal (Eochet et al., 1977), timo (Dahmus, 1981) y en celulas

tumorales, de tumor asc1tico (Dahmus, 1976), de eritruleucemia

(Neumannet al., 1979), de carcinoma cerv1ca1 (üuarless, 1985), de

neuroblastoma (Verma y Chen, 1986) y de hepatoma (Stetler et al.,

16
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1984). Tambiense las ha encontrado en aves (heller et al., 1976);

en invertebrados comoel calamar (Pant et al,. 1983;: Artemla

salina (Thden et al., 1984) y Ascaridia galli (Üssihovshi y

Walter, 1984); en plantas, en particular, soja (Murrayet al.,

197Ba). cnliflpr (Murray et al., 1978b) y trigo (Yan y Tao, 1982);

en algunos hongos como Saccharomyces cerevisiae (Huuiicki et a1_,

1Q7B; 1980; 1984 y Rigobelld et al,, 1982) y Physarum polycephalum

(Daniels et a1., 1981) y en 1a ameba Dictyostelium discoideum

(Henart et al., 1984).

En la mayoria de los tipos celulares, se han encontrado dos tipos

diferentes de caseina quinasas. Hansido designadas caseina

quinasa I y case1na quinasa Il de acuerdo al orden me e1uc1ón

cromatografico en dietilaminetildcelulosa (DEfiEmcelulpsa)

(Hathaway y Traugh, 1982).

La caseina quinasa I ha sido encontrado tanto en el reino animal

comoen el vegetal. En la rata los nivele mas altos de actividad

se encuentran en el müsculd esqueletico y en celulas grasa (Singh

y Huang, 1985). Esta proteina quinasa ha sido encontrada tanto en

el citoplasma como asdc1ada a membranas (Hpsey y Tau, 1977);

nucleos (Desjardins et a1., 1972; heller et a1., 1Q7b; Murray et

al., 1978; Thornburq et al., 1978); ribDSDmas (Traugh y Sharp,

19??) y m1tuc0ndr1as (Clari et a1., 1976).

La enzima de tipo II, también esta ampliamente distribuida en

organismos eucaripticos. En la rata, las niveles de actividad mas
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elevados se encuentran en bazo, testiculo y cerebro y los más

bajos en celulas grasas y musculo esquelético (Singh y Huang,

1985). La caseina quinasa II es fundamentalmente c1tos01ica, pero

también se la ha encontrado en nucleos (Taheda et al..1971;

Thornburg y Lindell,I 1977), membranas (Hosey y Tao, 1W77);

ribosomas (Traugh y Sharp, 1917) y mitocondrias (Clari et al.,

1976).

La asoc1acion de las caseina quinasas a los diferentes componentes

celulares depende del tejido y de la especie (Hosey Tao, 1?77).

Caracterizacion fisicoquimica

La caseina quinasa I purificada a partir de diversas Íuentes

(Hathaway y Traugh, 1979 y 1982; Dahmus, 1981; Itarte y Huang,

19?9; Ahmadet al.,]984; Lerch et al., 1975;Hudlich1 et al., 1978;

Itarte et al., 1981; Thornburg et al., 1979) es s1milar en cuanto

a sus propiedades moleculares. Eluye de DEAE-celulosa a una

concentracion de ion monovalente de aproximadamente 0,0? a 0,13 M

a pH 7,4; se adhiere a Tosfocelulosa a pH 7 y es eluida a una

concentrac1on de ion monovalente de 0,5 M (Hathaway y Traugh,

1981}. La enzima altamente purificada analizada por electroforesis

en gel parece ser un unico peptido de E7000 Daltones (Dahmus,

1981; Hathaway y Traugh, 1981; Tao et al., 1980)

La caseina quinasa II ha sido purlficada y caracterlxada en la



Introducción

mayoria de las fuentes usadas para la purificación de 1a enzima de

tpo I (Dahmus, 1981; Hathaway y Traugh, 1979; Hudllchi et al.,

1978; Itarte et a1., 1981; Thornburg y Lindell, 19?7; DePaoli

Roach et al., 1981; Rigobello et al., 1982; Meggio y Pinna, 1984)

y de otros tejidos de organismos eucarioticos superiores e

inferiores (Cochet et al., 1981; Glover et al., IWHE;Renart et

a1., 1984 y Villar-Falasi y Humon). Esta enzima eluye de DEAE

celulosa a una concentracion de ion monovalente de 0,15 a 0,22 Ma

pH ?,4. A pH 7, bajo condiciones de Daja fuerza iónica, la caseina

quinasa II no se adhiere a 1a fosfocelulosa; sin embargo cuando se

eleva la concentración de ion monovalente a 0,25 Mantes de su

aplicacion, la enzima se adhiere fuertemente a la fosfocelulosa y

eluye a una concentracion de aproximadamente 0,7 M. Este

comportamiento parece ser la consecuencia de la forffizion de

grandes agregados enzimáticos a baja fuerza iónica ¿Hathawayy

Traugh, 1981; Hosey y Tao, 1977).

La caseina quinasa II tiene un peso molecular de aproximadamente

130000 Daltones, segun se determine por veloc1dad de sedimentación

y equilibrio de sedimentaCJon (Hathaway y Traugh, IQBI). El.
analisis por geles desnaturalizantes ev1dencia una composicion de

subunidades consistente con un heterodimero azfiz, con pesos

moleculares que segun 1a fuente enzimática varian entre 38000 y

44000 Daltones para la subunidad a y entre 24000 y 36000 Daltones

para la H (Hathaway y Traugh, 1982; Heggio y Pinna, 1984;

Rigobello et a1., 1982). Esta estructura es resistente a 1a
disoc1aCion por alta fuerza iónica; oetergentes y proteolisis
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limitada. En forma espontánea se obtiene un producto proteolizado

con estructura aa'Bg, donde a tiene un peso molecular que varia

entre 35000 y 39000 Daltones segun la fuente enzimatica (Dahmus,

1981: Hathaway y Traugh, 1979; Meggio et a1., 1983; Thornburg y

Lindell, 1977). Recientemente se detecto una heterogeneidad de a

debida a diferencias de carga (Fabmanadabhamy Glover, 1987) y por

secuenciaciOn de fragmentos tripticos se detecto una

heterogeneidad consistente con 1a presencia de a1 menos tres

variantes de cadena polipeptidica (Takio et a1., 198?).

Las caselna qu1nasas de tipo II de Eucariontes inferiores tiene

subunidades a pero no subunidades fl (Hudlicki et a1., 1984; Meggio

et al., 1986; Renart et a1., 1984; Rigobello et a1., 1982). En

levaduras (Meggioet a1., 1986), se encontro una case1na quinasa

de tipo II de 150000 Daltones que carece de la subunidad B de

25000 Daltones tipica de las caseina quinasas II de animales; se

ha propuesto para esta enzima una estructura tetramerica formada

sólo por subunidades cataliticas de 37000 Daltones o asoc1adas con

subunidades de 39000 y 31000 Daltones probablemente deeprovistas
de actividad catalitica.

A baja fuerza ionica, la enïima forma grandes agregados Visibles

a1 microscopio electronico comofilamentos lineales que luego se

agregan lado a lado (Glover, 1986).

La subunidad a contiene el sitio de union del ATP, segun se

demostro por experimentos de marcac1ón por fotoafinidad con E14CJ
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5 -pmf1uorosulfonilbenzoil adenosina (Hathawayet al.. 1981b).

Esta subunidad presenta homologia de secuencia con dominios

cataliticos de otras proteina quinasas (SaHenaet al.,1987) y una

relacion especial con la region GOGH-terminaldel gen de levadura

CDC28(Saxena et al., 1987; Takio et al., 1987). La reconstitucion

usando subunidades a y B separadas da mayor actividad que la

obtenida con la subunidad a sola alcanzando un maximocon una

relacion a:B de 1:1; lo que sugiere que B cumple un rol en la

produccion de actividad optima (Cochet y Chambaz.l 1983). La

secuencia de la subunidad B (Takio et al.,1987) no muestra

homologia con otras proteinas.

Las dos caseina quinasas requieren “92* para su actividad, el

optimo de Mg2+varia entre 5 y 15 mm; esto sugiere que ademas de

la formacion de un complejo Mg2*mATP,el catidn es necesario para

la actividad enzimatica. En la mayoria de los casos, la presencia

de cationes monovalentes en concentrac1ones desde 140 a 250 mM,

estimula marcadamente la activ1dad de caseina quinasa tanto con

caseina como con sustratos endógenos (Hathaway y Traugh, 1982). En

los dos casos, el sustrato usado influye en el grado de

est1mu1ac1on (Itarte y Huang, 1979; ltarte et al., 1ÉBI; Plana et

a1., 1985).

V-L—Hutofosforilacion

Las dos caseina quinasas se autofosforilan. La enzima de tipo I
21
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sufre autofosforilación sin ningun efecto aparente sobre la

act1v1dad (Ahmadet al., 1984). En general incorpora l mol de

fosfato por mol de enzima; pero la ensima de timo de ternera puede

incorporar hasta 4 moles de fosfato (Dahmus, 1981).

La caseina quinasa de tipo II; incorpora intramolecularmente 2

moles de fosfato casi exclusivamente en la subunidad B sin que

esto tenga efecto sobre 1a actividad (Dahmus, 1981; De-Paoli-Roach

et al., 1981; Hathaway y Traugh, 1979). Sin embargo, efectores

(por ejemplo: espermina) que bloquean la autofosforilac1on también

disminuyen la Km para los sustratos proteicos, sugiriendo una

influencia negativa de la autofosforilacion sobre la actividad
(Meggio y Pinna, 1984).

V-S- Especificidad gg sustrato

La enzima de tipo I tiene especificidad absoluta para ATPcomo

dador de fosfato. Los valores de K. para ATPcon las enzimas

c1tosp1asmaticas de celulas de mamíferos varian entre 11 y 20 pM.

Las enzimas provenientes de levadura (Hudlicki et al.1 1978),

membranas de eritroc1tos (Hosey y Tao, 1977) y núcleos de higado

de rata (Thornburg et al., 1979) presentan valores ue km mayores

(ver TABLA2).

22



Introducción

TABLA 2: PROPIEDADES FISICÜÜUIMICAS DE LAS CASEINA
QUINASAS DE TIPO I

Fuente PM hmATp Aminoacido Referencia
[pH] modificado

Reticulocito 37000 13 Ser Hathaway y
de conejo Traugh, 1979

Higado de ND 10 Ser Matsumura y
rata Takeda, 1972

Timo de 37000 22 ND Dahmus, 1981ternera

Eritrocitos 30000 20 ND Simkowshi y Tao,
humanos 1980

Higado de 28000 50 ND Thornburg et a1.,
rata,nücleos 1979

Membranas de 65 ND Hosey y Tao, 1977eritrocitos de
CDnEJÜ

Membranas de 32000 11 ND Tao et a1., 1980eritrocitos
humanos

Levadura 42000 33 Ser Huoicki et a1.,
1978

23000 ND Treo Sayska et al.,
1985

Núcleos de 55000 B ND Murray et a1.,
soja 19ïua

Núcleos de 39000 ND MUPme et a1.,
CDIIleP 197Hb

La caseina quinasa II es única entre las proteina qu1nasas en que
utiliza GTPcomo dador de fosfato casi tan eficazmente como el ATP

en la reacc1on fosfotransfevasica. Los valores de hmpara las

enzimas c1tosolicas varian entre 4 a 15 pH para el AIP y desde 7 a

40 pH para el GTP (ver TABLA3).
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TABLA 3: CARACTERIZACION FISICDQUIMICA
DE TIPÜ II

Fuente

Reticulocito
de conejo

Eritrocito
humano

Timo de
ternera

Hígado derata

quado de
rata,nüc1eo

Membranas oe
er1trocitoe
de coneJo

Levadura

V-Sub) Eepecificidad gg sustrato Qroteico

Subunidades
[Daltones]

43000 (a)
24000(B)

75-5000(a)
25000(B)

4400001)
40600(a')
26000 ([3)

ND

42000(a)
39000(a')
23000(B)

ND

37001."! ( [X)

ESÜOO(H)

Hm [HM]
ATP GTP

10 4o

15 26

14 Éü

ó ND

ó 32

62 4B

ND ND

Aminoacido
modificado

Treo

ND

ND

Treo

Treo

ND

Treo

V-5_b-1) Estudios con caseína y sus variantes

Introducción

DE CASEINA QUINASAS

Referencia

Hathaway y
Traugh,1979

Boivin y
Baland,1979

Dahmus,1981

Matsumura y
Takeda,1972

Thornburg
et a1.,1979

Hoeey y
Tao,1977

Rigobello
et a1.,1982

Las caeelna qulnaeae prefieren eusvratos acidicoe tlplficados por

la caeelna y 1a fosvit1na; 1a protamina y 1a mezcla de h1etonas no
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son modificadas por estas enzimas. En estos sustratos acídicos

reconocen secuencias especificas que estan afectadas por el estado
de fosforilacion de 1a molécula.

Las caseinas son una familia de fosfoproteinas, cuyos principales

componentes son las caseinas a--¡(45-50Z), B (33%) y h (15%); la

caseina a--2 es una fraccion menor (Brignon et a1., 1970). Los

estudios con estas variantes de caseina usando las caseina

quinasas de tipo I y de tipo II de higado de rata y de

reticulocitos de conejo se resumen en 1a TABLA4 (Hathaway y

Traugh, 1982).

Con caseina quinasa I, se modifica un residuo serina y el

determinante estructural para el sitio de fosforilaclon parece

ser un acido glutamico a dos res1duos hacia el extremo Nnterminal

seguido por un aminoácido acido o neutro.

La presencia de grupos fosfato hac1a el extremo N-terminal podrian

tambien tener efecto, ya que 1a velocidad de incorporac1ón de

fosfatos disminuwe con B-case1nas completamente defoeïoriladas

(Traugh y Traut, 1974). Los valores de km para caseina varian de

0,53 a 1,7 mg/ml (Desjardins et a1., 1972; ltarte y Huang, 1979;

Traugh y Traut, 1974).

La caseina quinasa II modifica tanto residuos de serina comode

treonina ubicados en regiones con ac1do glutamico o aspartico
hac1a el extremo C-terminal. En la caseina comercial defosforilada

(Reimannet a1., 1971) el principal aminoac1do fosforilado es
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treonina; al igual que en la caseina nativa. Sin embargo, cuando

Las caseinas fi, a-¿ y a-2 están parcialmente defosforiiadas, se

fosforilan preferencialmente grupos de tres residuos de serina que
están fosforilados en 1a caseina nativa; donde la ser"P funciona
comodeterminante acidico. De acuerdo a esto la secuencia de

reconocimiento seria Thr/Ser-G1u/Ser-P-Blu/Asp. La Em para 1a

caseina nativa o completamente defosforilada es de aproximadamente

img/m1 (Traugh y Traut, 1974); la defosforilación parc1a1 no

afecta la Kmpero aumenta la VM.u (Donella-Deana et a1., 1979).

Los Sitios fosforilados por las caseina quinasas se encuentran en

zonas B-plegadas; otros sitios de fosforilac1on potenciales
ubicados fuera de estas zonas no son fosforilados (Pinna et

a1.,1979).
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TABLA 4: SECUENCIAS DE RECONOCIMIENTO EN VARIANTES DE CASEINA

Sustrato

m}.
B-caseinas

a.1-caseinas

«-2-caseinas

ZÏi EQ _H

B-caseinas

a.1-ca591nas

a-2-case1nas

B-caselnas
defusforiladas
a-,-caselnas
defosfariladas

a-2-caseinas
defasforiladas

Secuencia fosforilada

Ser-Leu-Ser-Ser-Sev-Glu-Glu-Ser-Ile-ThP-Arg
P P P P

Lys-Glu-Lys-Va1-Asn—ú1u-Leu-Ser-Lys-Hsp-Ile

His-Va1"Ser-SeP-Sernü1u-Glu-SeráIlewlle-Ser
I'.

Leu-SeP-ThP-Ser-Glu-G1u-Asn-Ser-LyswLys-Thr
Fc

Ser-Glu-Glu-Gln-Gln-Thrufilg;fisgmúlu"Leu
Fl

Asp-Ile-GJy-Ser-Glu-Ser-Thr-Blu-Asgmüln-Ala
P P

Asn-APg-Blu-Gln-Leu-Ser-ThP-Ser-GlH-Glu-Asn
F.‘ F.

Ile-Val-G1u"SernLeu-Ser-gew-SEP—ELHTG13-1le
(F0 (FW (Ffi (Ffl

Blu-Ala-Glu_Ser—Ile"Ser-Serïggg;g¿H;QLH-Ile
(Ffl (FW (P) (P)

ThE-Metnülu-His-Va1-Ser-Ser_SePwGLh:Q¿g-Ser
(P) (P) (P)

BlumTyF“SEP"IlemGly"SEP-SEP-SEP-GIU‘Ülu—SEP
(P) (P) (F)
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V-Smbn2)Estudios con péptidos sintéticos

Se ha estudiado la especificidad de la caseina quinass II

analizando la cinética de 1a reaccion de fosforilaC1on usando

peptidos sinteticos comosustratos. Los primeros estudios

realizados demostraron que péptidos con una serina en el extremo

Nnterminal seguida por glutamatos eran fosforilados por la caseina

quinasa II pero no por la proteina quinasa dependiente de AMP:ni

por 1a fosforilasa quinasa (Meggioet a1., 1984; Pinna et a1.,

1984). Más adelante (Huenzel et al., 1987), se demostro que 1a

caseina quinasa II prefiere serina a treonina; péptidos con serina

en lugar de treonina presentan una diferencia en la relacion

VlnAN/an de .1C’VECES.

La presenc1a de un residuo acidico en la posicion n13 (n= posicion

del residuo fosforilable) es la condicion para que la caseina

quinasa II reconozca a un péptido comosustrato; por lo tanto la

secuencia Ser-X-X-Blu/Hsp puede representar la secuencia con los

requerimientos estructurales minimospara la caseina quinasa II

(Huenzel et a1., 1987). Sin embargo, en algunos sustratos

prote1cos conoc1dos la existencia de un residuo acidico en la

posición n+4 o n+5 resulta un determinante sufic1enie en lugar del

determinante en 1a posicion n+3 (ver TABLAó). La presencia de un

residuo acidico en la p051cion n+1 meJora la HM,en cambio este

tipo de aminoácido en la pos1ción n+2 no contribuye de manera

importante, lo que contrasta con la hlpÓteSIS que postula el
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reconocimiento de una secuenc1a SermX-Glu. Estudiando el efecto de

la longitud de este cluster acidico CÜDH-terminalse encontró que

un péptido con un cluster de 5 residuos acidicos se fosforila 10

veces mas rapido que un cluster con 3 residuos acidicos (Marin et

51., 1986).

La presencia de residuos acidicos en posición N“tEPanal respecto

del residuo fosforilable parece ser importante para el

reconocimiento por la caseina quinasa II que ademas prefiere

aspartato a glutamato comoproveedor de determinantes acidicos

(Huenzel et al., 1987).

V_ó) Fosforilación gg proteinas endooenas

Se ha encontrado que las case1nas quinasas fosforilan varios

componentes involucrados en la sintesis de proteinas comofactores

de iniciación y proteinas ribosomales acidicas; proteinas de

membranay proteinas nucleares acidicas incluyendo las RNA

polimerasas I y II (ver TABLAS5 y ó). Las enzimas de tipo I y de

tipo Il fosforilan en muchoscasos la mismaproteina, aunque es

probable que modifiquen Sitios diferentes.

En varios casos, la fosforilac1on por caseina quinasa ll ha

mostrado regular la actividad, esto ha sido demostrado para la DNA

topoisomerasa II (Ackerman et al., 1985) y para las RNA

29



polimerasas I y II de hepatoma

fosforilacion de varias proteinas por

Il potencia su fosforilación por
es el caso de 1a subunidad

quinasa dependiente de AHF“c

2 de la fosfatasa 1 de proteinas

(Stetler y Rose,

Introducción

1982). La

1a caeeina qu1nasa de tipo

la glucogeno sintetaea E/Fa; tal

regulatoria de tipo II de la proteina

glucogeno eintetasa (DePaoli-Roach et a1.,
1?82).

(Hemmings et a1.,

(DePaoli-Roach,

1982); el inhibidor

1984) y la

Picton et a1.,

TABLA 5: SUSTRATDS ENDDGENÜS FDSFÜRILAÜLES FOR LA CASEINA
QUINASA DE TIPÜ I

Sustrato

Proteinas cromosomales
no histonicas
(56,4? y 43 HDaltones)

RNApolimerasa I

RNApolimeraaa II

Glucogenosintetasa

Fibrinügeno

Acetiluoñcavboxilasa

Receptor de insulina

Fuente enzimática

Tumorascitico de
Pata

Timo de ternera

Timo de ternera

Mosculo de coneJo

Glübulos rojos
humanos

Hígado de rata

Reticulocitos de
conejo

Referencia

Chrietmann
y Dahmus,
1981

Dahmus,1981

Dahmu5,1981

DePaolimRoach et
a1.,1981

Itarte et a1.,
1983

Tipper et a1.,
198i

Tuazon et a1.,
1985
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TABLA 6: SUSTRATÜS ENDÜBENÜS FÜSFÜRILABLES PÜH LA
CASEINA QUINASA DE TIPÜ II

Sustrato Secuencia

R11de la
dep de AMP:

Asp"Ser-GlungggnülunAsp-Glu-Glu

Inhibiddr 2 de
1a fosfatasa
de fosfoprdteinas

Blu-Glnmülu- 5er—ggg-Gly—Blu-Glu
Asp-Asp-Ala-Tyr-SennAsprhr-Glu

Glucaqend ProwHis-Gln-Sgr-Blu—ásp-Glu-GluSintetasa

Proteina Blu-Asp-Alanülu-Qgg-Blu-Asp-Glu
nucledlar 523

Prute1na HHGI4 Glu"Ser-Pr0"A1a-@;:“Asp-Glu-Ala

RNApulimerasa I ND

RNApolimerasa II ND

Topdisomerasa II ND

Tropdnina T ND

Nucledplasmina ND

Ürnitina ND
decarbdxilasa

AcetILCdaA ND
carboxilasa

ND = N0 determinada

V-7—Seguiac1ún

V-7-a) Estudios in vitro

Introducción

Referencia

Hemmings et
a1.. 1982

Holmes et
1986a1.,

udnen et
a1., 1982

Chan et
a1., 1986

Walton et
al., 1985
Uahmus.1981

Uahmus,1981

Ackerman et

a1., 1985
Risnik et
a1.. 1984

faylor et
51., 1987
Atmar y
Huenn.1981

CEECh et
al., 1988

Las caseina quinasas se definen comoproteIna quinasas

independientes de mensajeros y que no responden directamente a
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moduladores o estímulos hormonales. Con el fin de establecer un

rol regulatorio para estas enzimas se han buscado reguladores

potenciales. Los esfuerzos han estado dirigidos fundamentalmente a

las caseina quinasas de tipo II, debido a su estructura mas

compleja.

Se han encontrado algunos compuestos que regulan la actividad de

las caseina quinasas de tipo II por inhibición (heparina; otros

glicosaminoglicanos y 2,3 difosfoglicerato) o por activación

(poliaminas).

La inhibición por 2,3 difosfoglicerato (ICSO= 3 mM)es reversible

por caseina pero no por ATP (Kumar y Tao,I 1975). La concentración

de este compuesto necesaria para un 50%de inhibición de la

caselna quinasa II es cercana a 1a fisiológica en eritróc1tos y

podria regular la enzima en este tipo celular.

La heparina es un inhibidor potente de la caseina quinasa II (H1 =

1,4 nM) (Hathaway et al., 1980). La inhibición es competitiva para

el sustrato caseina y no competitiva para el ATP. La heparina es

un polisacarido sulfatado formado por ac1do L-iduronico: N-acetil

y N-sulfato glucosamina y acido Dnglucurónico. El baJo valor de K¿

sugiere que la heparina podria ser un regulador de esta enzima

aunque tambien podria representar un analogo estructural de un

inhibidor endógeno verdadero. En corteza adrenal bovina se ha

identificado un factor proteico endógenoque inhibe selectivamente
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a 1a caseina quinasa de tipo II de baJo peso molecular, con

propiedades acidicas que contiene dos regiones de

glicosaminoglicanos identificados por su contenido en sulfato y en

azúcares comoestructuras de tipo heparina y condroitinnsulfato

(Pirollet el a1., 1981).

E1 inositol hexasulfato inhibe a 1a caseina quinasa II con una H1

= 0,02 mmy es el unico inhibidor de esta enzima y es el unico

inhibidor de esta enzima que tambien inhibe a la caselna quinasa I

con una concentrac1on dos veces superior a 1a requerida para

inhibir la caseina quinasa II (Hathawayy Traugh, 1?8;).

Se encontro ademasun inhibidor artificial especifico de 1a

Caseina quinasa de tipo II, el 5.6 dicioro 1-8-0 ribofuran0511

benïimidazol, un análogo de la adenosina. Estudiando la

inhibición sobre la iniciacion de 1a transcripcion por la RNA

polimerasa II producida por este compuesto, se comprobó que este

efecto estaba mediado por la inhibicion de 1a actividad de 1a

caseina quinasa II (Zandomei y Weinmann, 1984).

Algunos policationes, comopor ejemplo, las poliaminas son capaces

de estimular 1a actividad de 1a caseina quinasa de tipo Il y 1a

activacion de 1a enzima por putrescina, espermidina o espermina es

superior a 1a observada con Mg2wa cualquier concentracion. A

diferencia del Mgz+,1- espermina y 1a espermidina son capaces de

contrarrestar el efecto inhibitorio de 1a heparina (Feige et a1.,

1980; Maepaa,1977)
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Si bien la caseina quinasa II, es muysensible a algunos de estos

componentes in vitro, no ha sido demostrado aun que las

f1uctuac1ones en su concentracion intracelular regulen la
actividad de esta enzima.

V-7-b) Regulación de la actividad de caseina quinasa Il por
factores de crecimiento

La actividad de caseina quinasa Il evidenciada por fosforilacion

de sustratos peptidicos especificos aumentapor insulina en 1a

linea celular de adipocitos STS-L1 (Sommercorn y Hrebs, 1987) y

por insulina y el factor de crecimiento “insulina-lite“ en

fibroblastos BALB/c/ETE(Elarlund y Exech, 1988). La magnitud de

la act1vacion varia entre 30 y 1aox.

La activacion es muysens1b1e a insulina con una respuesta media a

0,15 nM y se debe a un aumento en la Vm.“ y no a cambios en 1a Km

por el sustrato peptldico (Hrebs et al., 1988). Una pequeña

activacion de 1a caseina quinasa ll tambien se observo luego de 1a

adic1on de factor de crecimiento epidermal a celulas H431

(Sommercon et a1., 1987).

La activacion de 1a caseina quinasa II por insulina se puede

relacionar con algunos estudios sobre sustratos endógenos

potenciales de esta enzima. La fosforilacion de la acet11-CoA

carboHilasa en adipocitos estimulados con insulina aumenta en un

31%en unico peptido triptico de 1a suounidad de 2400uü que
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tambien es fosforilado por incubación de 1a enzima purificada con

case1na quinasa II in vitro (Czech et al., 1988)

V-B“ lmgortanc1a de la caseina quinasa gg tipo II en ¿a

transduccion de señales 1 el control del g¿_l celular

En los ultimos años, se han reunido ev1dencias que sugieren que 1a

activacion de 1a caseina quinasa de tipo II puede ser un paso

fundamental en la regulacion del crecimiento celular.

Utilizando la información disponible sobre las bases moleculares

de la espec1f1cidad de sustrato para la caseina quinasa de tipo

ll, se encontraron nuevos sustratos potenciales para esta enzima.

Estos incluyen la mayoria de las prote1nas nucleares codificadas

por oncogenes (las proteinas transformantes EIA, myc, myb, fos,

erb-A, n-myc y el antigeno T) (Hrebs et a1., 1988) y otras

reguladores de 1a transcripcion (ÜCN4,Jun y Ga14) (Carroll et

al., 1988). Peptidos derivados de los dominios asociados a la

transformacion e inmortalizacion de myc, fos, EIA y el antígeno T

tienen alta afinidad por 1a caseina quinasa Il y no son

fosforilables por la caseina quinasa I. la proteina quinasa

dependiente de AMP.=ni la fosforilasa quinasa (Carroll et a1.,

1988). Las secuencias reconocidas por la enzima se encuentran en

los dominios acidicos ligados a la capacidad trans1ormanLe de las

proteinas oncogenicas (Figge et al., 1988} y en los dominios

activadores de los factores transcripcionales que contienen la
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actividad sobre la transcripcion (May Ptashne, 1987; Eitruhl,I

1988). Existen algunas evidencias que permiten postular que la

fosforilacion transiente de residuos de serina o treonina,
introduciendo cargas negativas adicionales en estas porciones
acidicas de los dominios asociados a la transformacion de las

proteinas oncogenicas y los dominios asociados a 1a activacion de

1a transcripcion de los activadores transcripcionales sirve para

aumentar la funcion de estos dominios (Carroll et a1., 1988; Hrebs

et a1., 1988).

Por otra parte, se ha observado que los niveles de caseina quinasa

II aumentan seis veces por estimulacion con suero humanode

celulas W138 quiescentes a los 50 minutos postuestimulacion y su

nivel desciende luego de dos horas. Aparecen ciclos adicionales

de activacion y desactivación a las 12 y 24 horas despues de la

est1mulac1on (Carroll et a1., 1988).

La activac1on de la caseina quinasa II podria estar ligada con las

tran51ciones de Ga a G1 y de B1 a la fase B. En Xenopus laevis se

observo que la actividad de la caseina quinasa II esta asociada a

la transición entre profase y metafase de la div1s1on meiotica de

los oocitos (MuhlnermLoullonet al., 1988).

La activac1on de la case1na quinasa II podria ser el resultado de

otros caminos metabólicos que intervienen en la transduccion de

señales. El ester de forboly TPA, promotor de tumores ; activador

potente de la proteina quinasa C, produce una elevacion de tres
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veces en la actividad de 1a caseina quinasa en cultivos primarios

de celulas BRH.De acuerdo a estos resultados, la prote1na quinasa

C mediaria 1a activacion de la caseina quinasa II. La activacion

temprana por suero humano en celulas N 138 coincide con una

inhibición de la activ1dad de 1a proteina quinasa dependiente de

AMP=_ El agregado de dibutiril AMP:a los cultivos inhibe 1a

capacidad del ester de forbol de activar 1a caseina quinasa II.

Esto sugiere que 1a proteina quinasa dependiente de AMP:y 1a

proteina quinasa C actuan regulando en forma directa o indirecta

1a actividad de 1a caseina quinasa de tipo II (Carroll et a1.,

1988).
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Ul- MECANISMOSDE FÜSFÜRILACIÜN EN EL HÜNGÜMucor rouxii

V1«1) Biologia del genero Mucor

Mucor es un genero de hongos perteneciente a 1a clase Zigomicetes,

orden Mucorales, que crece baJo dos formas diferentes segun el

medio en que se halle.

En aerobiosis, en medio solido o liquido, desarrolla un micelio

cenocitico tipico produciendo estructuras de reproduCCion

vegetativa: las clamidosporas. Bajo ciertas condic1ones, se

producen en los extremos de las hifas esporangios portadores de

esporas asexuales. La reproducc1on sexual se produce por

cupulacion gametangial produc1endo una cigospora. En el esquema 1

se muestra el ciclo de v1da aerobico de este genero.

Lomouna respuesta adaptativa de Mucor a una atmosfera poore en

oxigeno aparecen celulas esféricas o hifas cortas muj engrosadas

que se reproducen por gemac1on; este estado se denomino fase

levaduriforme y revierte a mlcelio por oxigenación hartnick

Barc1a y Nicherson, l9b2; Bartnickimüarcla,1968).

VI-E) Dimorfismo gg Mucor 1 accion del AMPr

Ha sido demostrado que el AMP: Juega un rol importante en 1a

morfologla del hongo. En Mucor racemosus, el agregado de dibutiril
38
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AMP:a cultivos levadurifowmes inhibe el desarrollo de las hifas
cuando este se airea e induce la forma levaduriforme en cultivos

aeróbicos jovenes (Larsen y Sypherd, 1974).

En Mucor rouxii, el dibutiril AMP:y el AMP:impiden el desarrollo

de las hifas aún en condic1ones aerobicas; por otra parte, el
dibutiril AMP:tambien inhibe la transformacion de leaadura a

micelio cuando se expone un cultivo levaduriforme al aire. La

forma levaduriforme tiene mayowcontenido de AMP:que 1a forma

micelial (Paveto et a1., 1975). Se evidenció, ademas efecto

sinergistico de los analogos de sitio del AMP:para la proteina

quinasa dependiente de AMP:sobre el cambio de morfología del

hongo, lo que permite establecen que este efecto es producido poc

1a proteina quinasa sin que medie otro efector (Pardo y Moreno,

resultados no publicados).

VIMS) _studios QPEVIOSsobre los mecanismos gg fosiggilacion en

Mucor rouxii

Dada la importancia Pegulatowia del ANP:en la mowfclogia de este

hongo, se ha dedicado muchoesfuerzo al estudio de la proteina

quinasa dependiente de AHPC(FH A) en esta espec1e.

Se han encontrado dos fovmas de esta enzima, una tetramerica

(HQCQ)de peso molecular EEÚOÜOy otra forma dimerica (R’C ) de

peso molecular 88000 (Noveno y Passeron, 1981; Paveto et al.,
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1989). Esta ultima se genera en forma espontanea en cultivos de

fase estac1onaria y se obtuvo con idénticas caracteristicas por
proteolisis limitada. Las dos formas son inactivas en ausencia de

AMP:y para que ocurra la activacion es necesaria la disociación

de las subunidades de forma que se libere la forma catalitica (C).

A diferencia de Eucariontes, en Mucorrouxii la disociación"

activacion no ocurre por la sola presencia de AMPCy se obtuvo in

vitro por agregado de AMP:y sal (Moreno y Passeron, 1980).

Se demostro que la forma tetramerica tiene dos calidades de sitios

por cada subunidad R y que en el complejo ternario REC: (AHP=)2se

ocupan solo una calidad de sitios (Pastori et al., 1981, Moreno

et al., 1983; Paveto et a1., 1989).

Se estudio tambien la influencia del sustrato proteico en la

activacion de la proteina quinasa dependiente de AHF:por AMP:y

se observo que la activacion por sustratos basicos comoprotamina

e histona era mayor que por el heptapeptido sintetico de Hemp.Se

encontro, ademasque los policationes, polilisina, un grupo de

histonas no fosforilables por esta ensima y las poliaminas,

promueven la activacion total de esta proteina quinasa por AMPC,

cuando se usa peptido de Hempcomo sustrato. H partir de estos

resultados se postula que dominios basicos en el sustrato proteico

o la presencia de poliaminas puede tener gran importanc1a en la

activacion de la proteina quinasa por AMP: (Guthmann y Moreno,

resultados no publicadQSJ.
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Se estudio ademas la sensibilidad de 1a PK A de Mucor rodxii al

inhibidor termoestable de 1a proteina quinasa dependiente de AMPe

aislado de músculo de conejo y del péptido derivado de este

inhibidor. Si bien el péptido inhibe a 1a subunidad catalitica (C)

de Mucor con una eficiencia similar a la C de corazon bovino;

tanto 1a holoenzima comola subunidad catalitica son insensibles a

1a proteina inhibidora completa (Buthmannet a1., 1990)

Ademasde los estudios sobre la proteina quinasa dependiente de

AMPC,se aislaron y caracterizaron dos fosfatasas de proteinas que

resultaron susceptibles de inhibición por inhibidores endógenos

(Seigelchifer y Passeron, 1984 y 1985).
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OBJETIVO DE ESTA TESIS

Ha sido demostrada la importancia del rol del AMPCen la

regulacion de 1a morfología del hongo Mucor rouxii. Los efectos

producidos en el hongo por cambios en los niveles oe AMP:son

llevados a cabo por 1a proteina quinasa dependiente de QMPG,unica

proteina receptora de este nucleotido.

Teniendo en cuenta que las proteina quinasas suelen actuar como

complejos sistemas en cascada, se considero importante la

caracterización de otras proteina quinasas del hongo. Resultaron

de particular interes las caseina quinasas por su ubicuidad y por

la multiplicidad de sustratos que, en otros sistemas. son

fosforilados por estas enzimas. Investigaciones rec1entes

confirman el interes de estas quinasas debido a su importancia en
el control del ciclo celular.

Asimismo, se intento una primera caracterizaCion de los sustratos

enoogenos de las proteina quinasas cuya ex stencia ha sido

demostrada en Mucor rouxii, como intento me apPOHIMHLIÜHa la

comprension de los mecanismos que regulan el metabolismo oe este

hongo y en particular, su dimorfismo.
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MATERIALES Y METODOS

ORGANISMO UTILIZADO

Para la realizacion de este estudio se utilizo la cepa NRRL1894

del hongo Mucor rouxii obtenida originalmente por el Dr. w. C.

Hesseltine y cedida a nuestro laboratorio por el Dr. Roger Storck

El mantenimiento de la cepa y la obtencion de las esporas usadas

para el cultivo del hongo fueron realizadas de acuerdo a lo

descripto por Haidle y Storck (Haidle y Storck, 19bó).

PARTE A: PURIFICACION PARCIAL Y CARACTERIZACION DE LAS CASEINA

QUINASAS DEL HÜNGDMucor rouxii

I- CONDICIONES DE CULTIVO

La forma micelial del hongo se obtuvo inoculanoo üxlü” esporas por

m1 de medio compleJo YPGque contenia EZ (p/v) de glucosa como

fuente principal de carbono (Bartn1cki-Garc1a y Nicherson, 1962).

Los cultivos se desarrollaron a 28‘ con agitacion rotatoria en

Erlenmeyers de a litros que contenian L litros de medio. Luego de

13 a 16 horas de crecimiento (fase logaritmica}, se Lusecharon por
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filtracion en un embudo Büchner con vacio y se lavaron con 2

volumenes de agua destilada mantenida a 4“. El micelio obtenido

(entre 5 y 8 g/litro de medio) se conservo a "70° has a el momento

de su uso.

II- PREPARACION DE SUSTRATÜS

IIml) Defosforilac10n de caseina

Las caseinas son un grupo heterogeneo de proteinas aisladas a

partir de 1a leche que contienen grupos fosfatos agregados

endógenamente por la case1na quinasa de la glándula mamaria

(WEIlEP, 1979).

La caseina mezcla que se obtiene comercialmente es ideal como

sustrato aceptor de grupos fosfato para los ensayos de rutina que

conducena la purificación y caracterización de las caseina

quinasas, pero debe defosforilarse antes de ser usada con el fin
de obtener un sustrato mas homogéneo.

Nosotros hemos usado una modificac1on del metodo de Msinmann et

al. (Reinmannet a1., 1986) para defosforilar la caselna. Se

suspendieron 500 mg de esta proteina en 10 ml de bufisr Tris HCl

50 mH pH B y la mezcla se llevo a pH 9,5 con NaÜH ú.1 N; se

calentó a 100“ en un baño de agua hirv1endo y se mantuvo a esta

temperatura durante 10 minutos. En este momento la case1na se
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solubiliza completamente. Luego, se dializa contwa buffer Tris

DIH 50 mMpH 7,4 y finalmente contra 10 volúmenes de agua

destilada. La solución se hizo 1 mMen azida sódica y se guardó a

II-E) Sinte515 de nucledtidos radicactivas: [T—32PJATPy [T—52PJ

QIE

Se usó [T-JÉFJ ATPsintetizado según 1a tecnica de Ülynn y

Chappell (Glynn y Chappell, 1966) con las modificaCiunes

introducidas por Chang et a1. (Chang et a1., 1974). El [T-32PJ GTP

se obtuvo según el mismo procedimiento reemplazandü en 1a mezcla

de Peacc10n el ATP por BTP.

El grado de COHVEPSIÜHde 32P-PD4 a ATP o GTP se evaluó por

cromatografía ascendente sobre PEI“CEIU105adesarrollada con LiCl

1 My se tuvo en cuenta para todas las determ1nac1one5 de

actividad espec1fica del ATPD GTP.

III- ENSAYÜ DE LA ACTIVIDAD DE CASEINA QUINASA

La actividad enzimática se ensayo en un volumen final de IUO ul.

La mezcla estandar contenía buffer Ïris HCI pH 7,4 50 mn; Bm

mercaptdetanol 2 mM; MgClz 10 mM; [T-EÉP] ATP 0,05 mmcon una

actividad especifica entre 200 y 1000 cpm/pmdl; d mTKmJde caeeina
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defosforilada y cantidades variables de la preparac1ün enzimática.

La incubación se realizó a 30° por 10 minutos.

La incorporacion de 32P a caseina se midió por union a papeles de

fosfocelulosa segun el metodo de Hoshoski jr. (Roshoski, 1983). Se

sembraron alicuotas de los ensayos (50 - 70 ul) en cuadrados de

papel de fosfocelulosa de 2 cm H E cm y se sumergieron en H3P04

75 mM;el liquido se descarto y los papeles se lavaron tres veces

mas en la misma solución con agitación suave durante 4 minutos.

Por ultimo, los papeles se lavaron con etanol, el llquldo se

descarto, se secaron bajo aire caliente y se sumergieron en mezcla

centelleadora contenida en viales para su conteo.

Los ensayos enzimaticos se realizaron en condic1ones de linealidad

respecto del tiempo y de la concentraCion de enzima. La actividad

de caseina quinasa se expreso comopmoles de fosfato incorporados

al sustrato proteico por minuto.

La fosforllacion endógena se determinó con 1a mezcla estandar de

incubación libre de caseina.

Para el estudio de la espec1ficidad de sustrato proteico.I la

caseina fue reemplazada por fosvitina (5 mg/ml); hietona mezcla

(1,5 mg/ml); fosforilasa b (4 mg/ml); protamina (1,5 mg/ml) o
:1“:péptido de hemp (O.co mg/ml).
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IV- PREPARACION DE CASEINA QUINASAS SÜLUBLES DE Mucor rouxii

El micelio congelado a "70° fue molido con N2 liquido hasna

obtener un polvo fino. Luego de esto. todas las operaciones que se

detallan se realizaron a 4°. El polvo micelial fue entraioo con E

volumenes de Tris HDI pH 7,4 10 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 1

mM, ESTA 4 mM, NgNa 1 mMy PMSF 0.5 mM (buffer A) con agitación

suave durante 60 minutos.

El extracto crudo se centrifugó por 30 minutos a ISÜÚOg y el

sobrenadante (815) se sembró en DEAE"Sepharosaa una relacion de

20 mg de proteina ml de resina . La columna se desarrollo con un

gradiente de 0 a Ü,4 N de NaCl en buffer A. Con esta procedimiento

se separaron dos tipos de actividades de caseina quinasa a las que

llamamos CH I y CK II según el orden de elucion.

Las fracc1ones que contenian la actividad CHI se Juntaron y se

sembraron en una columna de fosfocelulosa con un volumen tal que

la relacion con la cantidad de prote1na sembrada fuera de 10 mg/ml

de resina. La columna se eluyo con un gradiente de i'.)a. 1 M de NaCl

en buffer A. Las fracciones activas se Juntaron y la proteina se

precipitó por diali51s contra una solucion saturada de {NH4)2804

en buffer A. La proteina precipitada se resuspendio en el minimo

volumen de buffer A y se desalo por filtración a traves de

Sephadex ü 25 o por dialiSis contra buffer A. La preparac1on

enzimática asi obtenida se distribuyó en alicuotas y se conservo a

-20’ hasta el momento de su uso.
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Las fracciones con actividad de CKII se juntaron, se dializaron

contra 0,25 H de NaCl en buffer A y se sembraron en una columna de

fosfocelulosa según una relacion de 40 mg de prote1na / ml de

resina. La columna se eluyo con un gradiente entre 0,25 y 1,25 M

de NaCl en buffer A. Las fracciones que contenian actividad de

caseina quinasa se juntaron, se dializaron contra buffer A 0,25 M
nen NaCl y se guardaron en alícuotas a "¿0° hasta el momentode ser

usadas.

Para estas preparaciones las cromatografias en columnas se

desarrrollaron de 1a siguiente forma: despues de cargar 1a muestra

en las relaciones masa proteica a volumen de lecho indicadas mas

arriba; las columnas fueron lavadas con 2 volumenes de buffer y

eluidas con 10 volumenes de un gradiente lineal de NaDl; se

recogieron fracciones de 0,1 volumen y la actividad de caselna

quinasa fue ensayada en allcuotas adecuadas cada dos fracciones.

Las activ1dades especificas de las preparaciones fueron de

aproximadamente 1400 pmoles de fosfato incorporados/min/mg de

proteina para CK I (20 veces purificada) y de 9000 pmules de

fosfato incorporado/min/mg de proteina para CKII (300 veces

purificada).

En algunas preparaciones se separo en DEAE-Sepharosaun tercer

pico de actividad minoritario. En estos casos, se Juntaron estas

fracciones, se concentraron por diálisis contra una solucion
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saturada de (NH4)2504y la proteina precipitada se dlSülVlÓ en el

minimo volumen de buffer A y se dializo contra el mismo buffer.

Esta preparacion se conservo en alicuotas a _20°.

V" PREPGRACIDN DE CASEINA QUINHSAS PARTICULADQS

A partir de un cultivo micelial se preparo un extracto según el

procedimiento indicado previamente. Este extracto crudo se

centrifuó a 15000 g por 30 minutos, el sobrenadante se conservo a

4° y el precipitado obtenido (P15), luego de un lavado en buffer

A, se resuspendio en el minimo volumen de buffer hecho 1 M en NaCl

y se dejo extrayendo por 30 minutos a 4°. Este nuevo extracto se

centrífugo en las mlsmas condiciones y el sobrenadante (SN-c¡) se

dializo contra buffer A y se conservo a 4° para ser ensayado como

se indica más adelante. El precipitado, luego de un lavado.en

buffer A, se resuspendio en el minimo volumen de buffer A hecho 1%

en Nonidet P-4Ü y se extrajo durante 30 minutos a 4‘. Este

extracto se centrifugó, se guardo el sobrenadante (bout) y el

sedimento se lavo y se resuspendio en buffer A (Pp-t¡.

Las actividades de caseina quinasa del SN-c¡ y del En": se

analizaron por cromatografía en DEHE-Sepharosay por

centrifugacion en grad1entes de sacarosa comose indica mas
adelante.
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VI- ANALISIS CRÜMATÜGRAFICÜ DE CASEINA QUINASAS PARTICULADAS EN

DEAE"SEPHARÜSA

El SN-c1 previamente dializado se cromatografio en una columna de

DEAE"Sepnarosa equilibrada con buffer A. Se sembraron 10 mg de

proteina/ m1 de resina y luego de un lavado con 1,5 volúmenes de

buffer A se aplicaron 20 volúmenes de un gradiente entre 0 y 0,4 M

de NaCl en el mismo buffer. Se recogieron fracciones de 0 4

volúmenes y 1a actividad de caseina quinasa fue ensayada en
alícuotas de las fracciones.

E1 SD-t se sembró en una columna de DEAE-Sepharosa equ11ibrada en

buffer A hecho 1%en Nonidet Pw4ü a 20 mg de proteina/m1 de resina

y luego de un lavado con 1,5 volúmenes del mismo buffer, se eluyo

con 10 volúmenes de un gradiente entre D y 0,4 Mde NaCl en buffer

A 1%Nonidet P-4D. Se recogieron fracc1ones de 0,2 xulumenes y

allcuotas de las fracc1ones se ensayaron para caseina quinasa.

VII" DETERMINACIÜN DE CDNSTANTES CINETICAS DE LAS CASELNH QUINASAS

SDLUBLES

La caracteri:ac1on cinética de CHI y CHII respecto de los

nucleótidos dadores de fosfatos se realizo ensayando la actividad

de caseina quinasa en presenc1a de 2,5 mg/ml de caselna, MgClz20

mM,las preparac1ones obtenidas de fosfocelulosa y concentraciones

variables de ATP y GTP desde 4 a 400 uN. Todos los ensayos se
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realizaron en condiciones tales que 1a cantidad de compuesto

radioactivo agregada (ATPo GTP) se mantuviera fija.

Las constantes cinéticas fueron calculadas a partir de graficos de

dobles recíprocas. Los valores calculados fueron corroborados

calculando estas constantes en graficos de v vs v/s y s/v vs s.

VIIIW DETERMINACION Y CALCULO DE LOS PARAMETRÜS FISICÜS E

HIDRDDINAMICÜS DE LAS CASEINA ÜUINASAS

VIII-1) Radios de Stokes

Los radios de Btokes de las caseina quinasas solubles se

obtuvieron utilizando los datos de elucion de una columna de

Sephacryl SNEOÜde 1 41 cm.

La columna se equilibro con 20 mHNaCl en buffer A para CH I y con

1-350ml'lNaCl en buffer A para CHIIl. El volumen de enclusion se

calculo como el volumen de elucion de Azul de Dextrano. Como

proteinas marcadoras se usaron catalasa de higado bovino,

seroalbumina bov1na, peroxidasa de rabano picante y Cltocromo c de

corazon equino.

E1 valor del radio de Stones se determinó segun el metodo de

Laurent y Hillander (Laurent y Hillander, 1?ó4), representando (

log I‘=;'..v)“Iversus el radio de Stohes la) de las prote1nas
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marcadoras e interpolando el valor de (-log H.V)mde las proteinas

en estudio.l donde: H-V = (Ve-Vo) / (Vt«Vo) y Ve=volumen de

elución de 1a proteina, Vo=volumende exclusión y Vt=volumen total

de la columna.

VIII-2) Coeficientes de sedimentacion (52°,W)

Los coeficientes de sed1mentac1on se determinaron de acuerdo a

Martin y Ames (Martin y Ames, 1961). Se prepararon gradientes

lineales de 5 a 20X en sacarosa (p/v) en buffer A para Ch I y Ch

I'y UH ll; en buffer A 0,25 M en NaCl para CH II desagreqada o en

buffer A 1X en Nonidet Pm40, para 50m}. Las muestras respectivas

se sembraron en presencia de las proteinas marcadores (catalasa de

higado bovino, 11,3 S; fosfatasa alcalina de mucosa intestinal,

6,3 S; peroxidasa de rabano picante, 3,5 S y Citocromo c de

corazon equino, 1.7 S) y fueron centrifugadas por 17 horas a 35000

rpm en un rotor SW SS Ti.

VlIIw3) Pesos moleculares

Los pesos moleculares de las caseina quinasas solubles fueron

calculados segun el metodo de Siegel y Monty (Siegel y Monty,

19bb) usando la siguiente ecuacion:

PM= [ónNfi20,w / (luv)p30,wg a 520,“

donde PM=peso molecular; N=nümero de Avogadro; Ñ=viscosidad del

agua a 20“; v=volumen especifico parc1a1 (se CDHSIÜEPÜ0,?4 mlxg);

p=densidad del agua a 20“; a=radio de Stokes y 52°,W=Loeficiente
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de sedimentación en agua a 20°.

VIII-4) Coeficientes friccionales

Se determinaron según la ecuac10n de Siegel y Monty a partir de

los radios de Stokes (a) y los pesos moleculares calculados.l

considerando que el volumenespecifico parcial (v) para proteinas

solubles es de 0,74 ml/g:

f/fa - a [4HÑN/ EVPMJ‘/3vdonde f/fa=coeficiente friccional.

VIII-5) Parámetros moleculares de las proteinas marcadoras

Los parametros de las proteinas marcadoras usadas para determinar

los radios de Btokes y los coefic1entes de sedimentación se

resumen en la siguiente tabla:

Proteina Coeficiente de Radio de Peso
sedimentación Stokes molecular

[S] [nm] [Daltones]

Catalasa 11.3 5,2 247000

Fosfatasa alcalina 6,3 2.9 100000

Seroalbúmina bovina 4.3 3,6 67000

Peroxidasa 3,5 3.0 40000

Citocromo c 1,7 1.8 12400
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Ixm DETERMINACION DEL AMINÜACIDÜ FÜBFÜRILADÜ EN ÜASEINÑ

Para este analisis se fosforilaron 1,5 mgde caseina en un volumen
final de 1 m1 con una cantidad apropiada de las preparaciones

enzimaticas de CH I y CHII, en las condiciones estandar a

excepcion de que 1a actividad especifica del [7-32PJ NTPse

aumento a 2000 cpm/pmol y 1a incubacion se entendio durante 45

minutos.

Las meïclas de incubación se concentraron por Minicon CS-IS hasta

30 pl, luego se diluyeron por agregado de agua destiJada hasta 2,5

m1y se concentraron nuevamente. Esta operacion se repitio una vez

y tuvo por obJeto concentrar las muestras y eliminar el [7"32P]

ATP. Las muestras concentradas se hidrolizaron en 2 m1 de HDI ó N

durante 60 min en un baño de glicerina mantenido a llü”. El HCl se

removio’completamente por evaporaciones sucesivas Darlüpresion

reduc1da, luego de resuspension en agua.

Los productos de hidrolisis se resuspendieron en 50 ul de agua y

se analizaron por electroforesis monoy bidimensionales en placas

delgadas de microcelulosa. Entre 0,5 y 2 pl de las muestras

hidrolizadas en presencia de 10 a 15 ug de una mezcla oe

fosfoserina, fosfotreonina y fosfotirosina no radioactiyos usados

como marcadores internos, se sembraron en placas de lOcmxIÜcma

1,5 cm de uno de los bordes.
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Las electroforesis monodimensionales se corrieron a pH 1,9 en

buffer acido formico BBZ: acido acetico glac1a1 : agua

(50:156:1794) durante dos horas a 300 V.

En las electroforesis bidimensionales la primera dimen51onse

corrio a pH 1,9 como se indico anteriormente y la segunda

dimen51ona pH 3,5 en buffer piridina : acido acético glacial :

agua (10:100:1890) durante una hora a 300 V.

Los aminoac1dos fosforilados patrones fueron revelados vaporizando

con ninhidrina 0,21 en acetona. Las manchas radioctivms se

ubicaron por autoradiografia.

MIECELANEAS

xml) Ensayo de la actividad de proteina quinasa dependiente de

AMPg

La actividad de prote1na quinasa dependiente de AMP:se ensayo en

un volumen final de 100 pl de una meacla de inCUDaCth que

contenia Tris HCl SO mN, HgCl: lO mM, Bumercaptoetanol ¿ mm, [7

z2P] ATP 100 pM (300 cpm/pmol), peptido de hemp 125 ug,m1 y AMP:

0,1 “H en presencia de una alicuota adecuada de la fraccion

enzimatica correspondiente. La incubac1on se realizo a 3Q

durante lo minutos. La incorporac1on de fosfato radioactivo al

péptido de hemp se realizo por el metodo de Roskosk'

(Hoskoski, 1983).
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X”21 Medición de proteínas

La proteina se midió segun Bradford (Bradford, 1?7ó; usando

seroalbumina Dov1nacomopatrón. La proteina particulada se midió

por el metodo de Lowa (Lowwyet a1., 1951), luego de solubilizar

la pPoteina calentando 30 minutos a 100° en HÜNa0,1 H.

PARTE B: ESTUDIO DE LA FÜSFÜRILACIÜN ENDÜGENA DEBIDH H CASEINA

QUINASAS Y PRÜTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE AMP: PÜH MEDICION in

situ EN LEVADURASPERMEABILIZADASDE Mucor rouxii.

1- CULTIVOS

La forma levadurifowme del hongo se obtuvo oe acuerdo a1 método de

Reyes (Reyes et a1., 1983). Se inoculavon 1,2 x 11'.)9esporas en

Erlenmeyers de 125 m1 que contenian un volumen de medio YPG22

(p/VJ de glucosa tal que quedara una pequeña camara de aiPe. Los

cultivos se incubaron a temperatura ambiente durante 2D a 22 horas

(fase logaritmica) y para ev1tar que las celulas sedimenten

durante la incubación se las sometió a agitación suave con barra

magnet1ca.

Las celulas levaduviformes obtenidas (300-400 mg/lüú mi de medio)

fuePon cosechadas or filtrac1ón con vac1o lavadas con dos
'I
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volumenes de agua destilada enfriada a 4° y usadas inmediatamente.

II- PROCEDIMIENTO DE PERMEABILIZACIDN DE CELULAS LEVADURIFÜRMES DE

Mucor rouxii

La permeabilizaciún de células levaduriformes de Mucor rouxii se

realizó según el método de Passeron (Maggese et a1., 1982) con

algunas modificaciones.

Entre 300 y 400 mg (peso humedo) de levaduras se suspendieron en

buffer imidazol-HCI pH 7, 75 mM; HCl 0,1 M; MgC12 IDmH; PMBF 0,5

mM(buffer F1, a una concentración de 30 mg/ml. A 10 m1 de esta

suspensión celular se agregaron 0,5 ml de una mezcla tolueno .

etanol (1:4, v/v) y esta mezcla se agitó ininterrumpidamente por 5

min en un vórtex. Las celulas se centrifugaron a 5000 rpm por 5

min en un rotor JA 20 y se lavaron con buffer P1, Finalmente se

resuspendieron en buffer imidazol-HCI pH 7 75 mM; PMSF0,5 mM

(buffer F53)_

III" PREPARACIONDE SUSTRATÜSRADIÜHCTIVÜS: Sintesis de [T—32PJ

ATP y [1-12PJ GTP

Se uso ET-JÉPJ ATPsintetizado de acuerdo al metodo de Walseth y

Johnson (Walseth y Johnson, 1979) modificado por üupta ut al.

(Gupta et al.,1982). Este métodopermitía obtener nucleütido de

mayor activ1dad especifica y como resultado de la reuccuen mas del

95h de la radioactividad se encontró asociada al ATF. Ei [T—32PJ
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GTPse sintetizo segun el metodo de Glynn y Chappell modificado

(Glynn y Chappell, 1966; Chang et a1., 1974).

IV" ENSAYO DE FÜSFDRILACIÜN ENDDGENA

La 1ncorporacion de fosfato a proteinas endogenas se realizó en

presencia de buffer fosfato pH 7 20 mM, [T—32PJ ATP o [7-32P] GTP

20 uNcuando no se indica una concentracion diferente (1-2 107

cpm/ensayo), fi-mercaptoetanol 2 mM, MgClz 10 mM, EGTH 1mm, ECI 0,1

My las cantidades indicadas de celulas permeabilizadas en un

volumen final de 100 pl, con los agregados que se indican en cada

caso. La mezcla se incubo durante 3 min con agitaC1on constante.

La reaccion se inicio con el agregado de las celulas se paro por

el agregado de l ml de TCA 10% y 10 pl de ESA 50 mg/ml. Los

precipitados se resuspendieron en 0,2 ml de una solucion saturada

de PÜ4HNaNH4en agua y luego de tres lavados y reprec1pitaciones

se solubilizaron en HÜH1 My el volumen completo de la solucion

resultante se sembró en cuadrados de 2,5 cm 2,5 cm de papel

Whatman3M. Los papeles se secaron en estufa y se reeuspendieron

en viales conteniendo mezcla centelleadora.

En los casos en los que se estudió la degradacion del ATP, se tomo

una alicuota del sobrenadante de TCG10%, se analizaron por

cromatügrafla ascendente en placas de PEI-celulosa y se cuantifico

la proporc1on de radiactividad asociada a fosfato libre.

Los ensayos realizados con el doble objeto de analizar las
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proteinas fosforiladas por electroforesis en geles de
poliacrilamida y cuantificar 1a radioactividad incorporada, se

hic1eron en las mismas condiciones en un volumen final de 250 pl

de los cuales se tomo una alícuota de 50 pl que se trato como se

indico en el parrafo anterior; el resto de la meacla de reaccion

se paro por el agregado de SÜ pl de buffer de solubilizac1on

conteniendo Tris HCl pH 6,8 0,325 M; SDS 10X; B-mercaptoetanol 25%

y glicerol 50% (Dunbar, 1987). Estas muestras fueron calentadas

en un baño a 95° durante 15 min y luego se centrifugaron durante

10 min a lÜOOOrpmen microcentrifuga. E1 sobrenadante se recogió

y se conservo a -20° hasta el momentode ser usado.

V-ANALISIS DE LAS PRÜTEINAS ENDÚBENAS FÜSFÜRILADAS PUR

ELECTRÜFÜRESIS EN GELES DE PDLIACRILAMIDQ DESNATURALJLHNTES

Las muestras tratadas como se indico prev1amente y en presenc1a de

azul de bromofenol fueron corridas electroforeticamenLe

minigeles (10 cm lü cm 0,8 cm; de poliacrilamida .52 con SDS

0,11 segun Laemmli (Laemmli, 1Q702. Los geles se calibraron usando

comomarcadores de peso molecular las siguientes proteinas;

fosforilasa b de musculo de conejo (#4000); seroalbumina Dov1na

(biüüü): ovoalbumina de clara de huevo (45000); anhidra

carbonica de eritroc1to bovino (ZOÜUUJ,inhibidor de tripsina de

soja tfiülüü) y d—lactoa1bumina de leche bovina (14400; o B“

galaccosidasa de Escherichia coli lllbÚÚÚ); fructosa fosfato

quinasa de musculo de coneao (84000): piruvato quinaaa de musculo

de pollo KÜBUÚÚ)fumarasa de corazon porcino l48500'; lactico
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deshidrogenasa de músculo de coneJo (36500) y triosa fosfato

isomerasa de músculo de conejo (26600).

"3'" ’7'!Los geles fueron teñidos con Coomassie Brilliant Blue R ¿JO Ü,¿u

en metanol : acido acético : agua (50:5:45) overnight a

temperatura ambiente y se destifieron en metanol : acido acético :

agua (20:5:75). Los geles teñidos se secaron bajo vacio y se

autoradiografiaron. E1 tiempo de exposicion se calculo en cada

caso de acuerdo a los experimentos de incorporacion endógena total

correspondientes.

Las placas autoraoiograficas fueron analizadas por densitometria

a1 igual que las bandas teñidas por Coomassie. Las areas de las

picos obtenidos a partir de las autoradiografias se compararon

para evaluar los cambios producidos en las bandas de

fosfoproteinas. La densitometria de la tincion con Cooma551ese

uso para establecer coincidencias entre las bandas teñidas y las
bandas fosforiladas.



Resultados y Discusión

PARTE A: PURIFICACIÜN PARCIAL Y CARACTERIZACION DE LAS CASEINA

QUINASAS DEL HONGÜHucor rouxii

RESULTADOS

I- DISTRIBUClÜN DE La ACTIVIDAD DE CASEINA QUINASAS EN EL HÜNBÜ

Mucor rouxii

En traoajos previos del laboratorio se demostro 1a EHiStEflClade

actividad de caseina quinasas en la forma micelial y levaduriforme

del hongo (Moreno et a1., 1977).

Retomandoel estudio de estas enZimas, se determino su

distribucion en 1a forma micelial del hongo. Debido a que en

extractos crudos se pierde la linealiaad de estas actiwldades

respecto de la cantidad de proteina, aún a muybajas

concentraciones de proteina, fue necesario hacer algunas

coneideraciones para estimar cuantitativamente la distriblucibon
de esta activ1dad enzimatica.

Se considero como fracc1on soluble a los sobrenadantes de 15000 g

obtenidos a partir de extractos crudos de micelios y, teniendo en

cuenta las actividades obtenidas con extractos crudos muy

diluidos, pudimos establecer que mas del 50%de la actividad
contenida en el extracto se encuentra asociada a 1a fraccion

soluble.
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Con el fin de establecer una relac1on mas aJustada entre las

actividades solubles y particuladas de estas enzimas se considero

que la suma de las actividades medidas en los sobrenadantes y

prec1pitados de 15000g contenía la totalidad de caseina quinasa

del hongo. Segun este criterio aproximadamente el 65%de la

actividad de caseina quinasa esta presente en la fraccion Eoluble
(ver resultados en la Tabla 7)

TABLA 7 : DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE CASEINA ÜUINASA

Fracción Z de la activ1dad total

(*)

815 oí

F15 35

(*J Estas relaciones se obtuv1eron calculando el promedio de las

actividades de caseina quinasa de los sobrenadantes de 15000 g y

los correspondientes sedimentos (S15 y P15, respectivamente) de

tres preparaciones diferentes y con51derando como 1002 a la suma

de estas (la actividad total de 3 gramos de micelio conteniendo

170 mg de proteina celular fue de 58500 pmoles/min).
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II- PURIFICACIÜN PARCIAL Y CARACTERIZACION DE LAS CASEINA QUINASAS

SDLUBLESDE Mucor rouxii

II-l) Cromatoqrafia en DEAE"Sepharosade los extractos solubles

El analiSis cromatografico de sobrenadantes de 15000 q obtenidos

de extractos crudos de micelio de Mucor rouxii en DEHE-Sepharosa,

permitió detectar dos tipos de actividad de caseina quinasa a las

que llamamos CH I y CH II segun su orden de elucion :ver figura

1).

El primer pico (CH I) no se unio a 1a resina mientras que el

segundo (CH 11) eluyo entre 0,18 y 0.25 Mde NaCl, paraialmente

separado de la prote1na quinasa dependiente de AMPCque eluyo a

concentraciones levemente inferiores de NaC]. En algunas

preparac1ones, se observo ademas. la aparición de un tercer pico

9con menor actividad que los ya menc1onados que eluyo a 0,05 Mde

NaCl y a esta especie se 1a llamo CH 1*. Ninguna de estas

actividades se modificaron cuando se ensayaron en preeenc1a de

AMP.= o GMP.= 10 “M.

lina) Efecto de la heparina sobre las act1v1dades de caseina

Ha sido demostrado en experimentos in vitro que 1a heparina es el

inhibidor mas potente y selectivo para las caseina quinaeas de

tipo 2 (Hathawayet a1., 1980) y este criterio es usado de rutina
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FIGURAl: Cromatografía en DEAE-Sepharosa de las actividades de
caselna quinasa

La cromatografía se desarrolló cono se indica en Materiales y
métodos aplicando un gradiente de 0 a 0.4 H de NaCI.

Se ensayaron en allcuotas de 50 pl las siguientes actividades:
caseina quinasa l-o-l; proteina quinasa dependiente de AHP‘(-o-l
y ioslorilaciOn endógena (---) según se detalla en Materiales y
métodos.

La proteina esta expresada cono la absorbancia a 595 nn t...)
de allcuotas de 5 ul de las fracciones pares en un volumen final de
1,5 nl de reactivo de Bradford.
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para clasificar las caseina quinasas en los tipos 1 y 2. Por esta

razon, se estudio la sensibilidad a 1a heparina de las dos

act1v1dades de caseina quinasa separadas por cromatografia en

DEAE-Sepharosa. Para ello, alicuotas de los conjuntos de

fracciones activas e indicadas como CH I y CH Il se unsayaron, en

las condiCiones previamente establecidas comooptimas. e

presencia de distintas concentraciones de heparina.

La figura 2 muestra que CHII fue inhibida por heparina con un

ICso de 0,5 ug/ml mientras que CHI resulto practicamente

insensible a este compuesto hasta E5 pg/ml. Se estudio esta misma

propiedad en 1a enzima CH1* que resulto insensible a heparina a

estas mismasconcentraciones.

De acuerdo a la sensibilidad a heparina y al perfil de elucion en

DEAEwSepharosa, las enzimas CH I y CH 1* se clasificaron en forma

tentativa como caseina quinasas de tipo 1 y a la engima CH Il como

caseina quinasa de tipo 2. Para confirmar esta clasificación se
estudiaron otras caracteristicas que se detallan a continuación.

11-3) Cromatoorafia en columnas de fosfocelulosa

Con el fin de continuar 1a caracterización de las caseina quinasas

de Mucorrouxii se sometieron las actividades separadas por

cromatografía en DEAEMSepharosaa un segundo paso de purificac1on.
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FIGURA2: Efecto de la heparina sobre las actividades da CK l y CK ll

Allcuatas de las fracciones enziláticas de caseína quinasa l,
CK l (1-) y caseina quinasa ll, CK ll (-o-). de 25 y 10 pl
respectivamente, obtenidas dal paso en DEAE-Sepharosa. fueron
ensayadas en presencia de concentraciones crecientes entle 0 y 25
ugml de hepaiina en las condiciones del ensayo estándar.
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Las caseina quinasas de tipo 1 y de tipo 2 de otros organismos

(Haythaway y Traugh, 1982) se unen a columnas de fosfocelulosa a

pHs proximos a 7. Se introdujo entonces este paso cromatografico

en la purificación de estas enzimas.

Según se observa en la figura 3A 1a enzima CH I se un1o a columnas

de fosfocelulosa a pH 7,5 y eluyo a una concentracion de NaCl de

aproximadamente 0,4 H.

La enzima CH II presentó un comportamiento diferente segun que la

cromatografía se realizara en condic1ones de baja o alta fuerza
ionica. Cuando la concentracion de ion monovalente (HaCl) de las

Tracc1ones de 1a columna de DEAE‘Bepharosa con activ1dad de CH II

se llevo a 0,25 Mantes de su aplicacion, la en21mase adhirio
ufuertemente a la fosfocelulosa y a pH 7,4 eluyo a aprox1madamente

0,5 H de NaCl. El perfil de eluc1on se muestra en la figura SB.

Comoresultado de este paso se obtuvieron preparac1ones con

actividades espec1ficas promed1ode 1400 pmoles de fosfato

incorporados/min/mg de proteina para CH l y de 10000 pmoles de

fosfato incorporadosxmin/mg de proteina para CHII. Esto

representa una purificación de 20 veces para CH 1 y de 300 veces

para UHII (ver Tabla 8). La peculiaridad que presenta la ensima

Ch 11 de unirse a un intercambiador anionico y a uno catiónico al

mismopH se refleJa en la diferencia en la purificac1on obtenida

para las dos enzimas.
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FIGURA3: Análisis cronatográfico de CK l (A) y CK ll (B) en
columnas de tosiocelulosa

Las iracciones obtenidas en DEAE-Sepharosacon actividad de
caseina quinasa I (A) o caseina quinasa ll (B) se sembraron en
columnas de iosiocelulosa y se procesaron según se indica en
Materiales y metodos. Se ensayaron allcuotas de 50 pl para la
actividad de caseina quinasa (-o-). La proteina se ensayo cono se
indica en la figura i en alicuolas de 20 pl.

0.75

- 0.50
-0.l.

3?
4.28 ‘ 0'25

0.;.......- ' l z. ._ 0

CK ll
- 0.75

—0.50

0.4

3:

. ' 0.23 —0.25

O: o l n .........-I.-'-'°""°u..a.... AA_ AA- A“ o20 1.0 60 80 100

DEN

(H)



Resultados y Discusión

Sin embargo, cuando las fracciones con actividad de CHII se

dialiïaron para disminuir su fuerza iónica y 1a cromatografia se

TABLA 8: PURIFICACIDN DE LAS CASEINAS QUINASAS CH I T CH II

Paso Proteina Actividad Actividad Pur1ficac1on Rendi
especifica total miento

[mg] [pmol P04, [pmol PÜ4/ (veces) (Z)
min/mg] min]

S15 1400 59,1* 82684 1 100
40,3** 56434 1 100

DEAE"Sepharosa
CH 1 264 247,4 65311 4,2 79
CH II 128 354,1 45326 U,8 80,3

Fosfocelulosa
CH I 2B 12BO,5 35854 21,? 43,4
CH Il 5 11192,3 32458 27?.7 57,5

* actividad medida en presencia de 12,5 pg/ml de heparina (se tomo
como 100% de CH I).

** actividad total - actividad medida en presencia de 12,5 pg/ml
de heparina (se tomo como 100% de CH II).

Los datos presentados en esta tabla fueron obtenidos de una
preparacion realizada a partir de 30 g de micelio segün el
procedimiento de purificac1on tipico descripto en Materiales y
metodo (seccion IV)
desarrollo a pH 7,5 en ausencia de iones monovalentes, la enzima

se distribuyó en dos poblaciones: entre el 55 y el But de 1a

activ1dad apareció en el percolado, mientras que el resto se unio

a 1a resina. Este comportamiento cromatografico de Ch 11 en

columnas de fosfocelulosa puede explicarse por 1a formación de

agregados enzimáticos que se destruyen a alta fuerza ionica,de
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forma tal que cuando esta desagregada se exponen grupos de 1a

proteina capaces de interactuar con el intercambiador catiónico.

La existencia de grandes agregados con estructura definida ha sido

descripta para algunas caseina quinasas de tipo 2 (Glover, 1986).

Este proceso de agregación es reversible segun se aumente o

disminuya la fuerza iónica de 1a preparación; sin embargo, cuando

la preparación enzimática obtenida de DEAE-Sepharosase concentró

por salting out producido por diálisis contra una solución
saturada de (NH4)2SÜ4en buffer A y se dializó contra este mismo

buffer antes de la siembra, aunque la fuerza iónica se aumentara

hasta 0,25 H de NaCl, 1a actividad de CH II se repartió en un 75%

que percoló y un 252 que se unió a 1a resina. Por lo tanto, para

obtener la enzima desagregada, se evitó la concentracion por

(NH4)2504en la rutina de purificación.

Para corroborar la hipótesis de la formac1ón de agregados, se

estudió 1a sedimentación de esta enzima en gradientes de sacarosa

isocinetiCós a baja y a alta fueraa iónica.

11-4) SedimentaCLDn de CH I y CH II en gradientes de sacarosa

Con el fin de determinar los coeficientes de sedimentación de CH

l, Ch li y CHII y la probable agregación de esta ultima a baja

concentración de iones se sometió a estas en21masa centrifugación

en gradientes de sacarosa.
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La figura 4A muestra la posición de la enzima CH I y de las

proteinas marcadoras en el gradiente, luego de 1a centrifugación.

El coeficiente de sedimentación determinado por interpolación en

la recta que relaciona las distancias recorridas por las proteinas

marcadoras con sus coeficientes de sedimentación, fue de 3,5 S.

Se determinó el coeficiente de sedimentación de la especie CH1*

obtenida en algunas preparaciones que resultó de 2,7 Siver figura
5).

Comose muestra en la figura o, cuando CH II se centrifugó en

gradientes de sacarosa preparados a baja fuerza iónica. la

actividad enzimática se recuperó en el fondo del tubo o se

repartió en 1a zona pesada del gradiente. Cuando 1a concentrac1ón

de iones monovalentes de 1a preparac1ón en21matica y del gradiente

se mantuvo en 0,25 M de NaCl, CH II sedimento como un pico unico

de 7.4 S (ver figura 4B). Este resultado confirma la existencia

de agregados que involucran esta actividad enzimática.

Para estudiar la naturaleza de estos agregados se INVüEthÓsi

alguno de los sustratos endogenos era responsable de 1a

agregaCión. Se analizaron entonces los sustratos fósforilados por

CHIl que acompañaban la preparación enzimatica en gradientes de

sacarosa de baja fuerza iónica. Con este fin, una alicuóta de una

preparación de CH II proveniente de DEHE_Sepharosase fósforiló en

presencia de [*“32P] ATPy el resultado de 1a incubacuon se sembró

en el gradiente y se analizó 1a radioactividad que acompañabaa
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FIGURA4: Centriiugación en gradientes de sacarosa ísocineticos de
CK l (A) y CK Il (B)

Muestras con actividad de caselna quinasa l (A) y caselna
quinasa ll (B) obtenidas luego del paso cronatográfico en
rosiocelulosa se nezclaron con marcadores de coeliciente de

sedinentacrón y se sembraron en gradientes lineales de sacarosa 5 a
20% en buller A (A! o en buller A hecho 0.25 H en NaCl (B) y lueron

centrilugadas COIOse indico en Materiales y metodos. Se ensayó Ia
actividad de caselna quinasa en allcuotas de 80 ul (-o-l. Se indica
la posicron de los ¡arcadoresz catalasa (cat); fosfatasa alcalina
(l. alc.l; peroxidasa (per) y citocrono c (cit c).

Los coelícientes de sedimentación de las dos proteinas con
activldad de caselna quinasa. CK I y CK ll, se calculó por
lnterpolaclon en la recta que resulta de graficar los coeficientes de
sedinentación de los marcadores respecto de su Iigración.
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FIGURA5: Centrirugación en gradiente de sacarosa de CK II

Una alrcuota con la actividad de casetna quinasa II obtenida por
cronatogralra en DEAE-Sepharosase senbro junto con marcadores de
coeficrente da sedimentacion: foslatasa alcalina (l. alc.);
peroxidasa (perl y citocrono c (cit c). en un gradiente lineal 5 a
20%de sacarosa en builer A. Se centrilugó como se indica en
Materiales y métodos. Se midió la actividad de caselna quinasa en
allcuotas de 80 pl r-o-J. La actividad de los marcadores se lidia en
alicuotas apropiadas y los naxinos se indican con flechas en la parte
superlor del grafico. El coeliciiente de sedilentacian de CKll se
deterninó por interpolacion en la recta que queda determinada
relacionando los coelicientes de sedinenlaciou de los marcadores con

su velocidad de migracion representada como la distancia al londo del
tubo.
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FIGURA6: Análisis por ultracentrilugación en gradientes de sacarosa
de los sustratos endógenos que coeluyen con CK Il en DEAE-Sepharosa.

Una allcuota con Ia actividad de CK ll obtenida de DEAE-Sepharosa
se incubo con [r-"PlATF en las condiciones establecidas para
ensayar caserna quinasa en ausencia de sustrato exógeno. La mezcla de
incubación se sembró sobre un gradiente lineal de sacarosa 5 a 20! en
bulrer A. En un gradiente similar se senbró otra alícuota de esta
preparacón de CK ll, en presencia de marcadores de coeficiente de
sedimentación: losfatasa alcalina (f. alc.); peroxidasa (per) y
citocromo c (cit c). Se centrilugó a 35000 rpm durante IG horas en un
rotor SU55 Ti y luego se fraccionó el contenido de los tubos.

Alicuotas de 80 ul de las fracciones del gradiente que contenía
la mezcla incubada se sembraron en papeles de loslocelulosa: se
lavaron cuatro veces en H,P0. 75 IH y se contó la radioactividad
unida al papel (---l. Las fracciones del gradiente que contenía la
enzima no incubada se ensayaron para actividad de caseína quinasa
l-o-l y de los marcadores de coeficiente de sedimentación cuyos
máximos se indican con flechas.
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las fracc1ones. Comose observa en la figura ó , si bien hay

numerosos sustratos acompañandola preparacion, ninguno de ellos

acompañoal pico de la actividad enzimatica; por lo tanto, no hay

sustratos endógenos formando parte de estos agregados.

II—5) Determinación de los radios de Stones y estimación de pesos

moleculares y coeficientes friccionales

Los radios de Stokes de las caseina quinasas de Mucor rouxii se

determinaron por filtrac1on en gel en columnas de Sephacryl S 300.

Cuando se cromatografio CHII, la columna se equilibro con buffer

hecho 0,25 Men NaCl para evitar 1a formacion de agregados. Los

radios obtenidos fueron de 3,0 nm para CH I y de 4,8 nm para Ch II

(ver figura 7).

Los pesos moleculares estimados en base a los radios de Stokes y

los coeficientes de sedimentación (Siegel y Monty, 193o) de cada

una de las proteinas en estudio son de 44300 para CH I.I 150000

para CHII. De acuerdo a los coeficientes friccionales

calculados, las case1na quinasas solubles del hongo Mucorrouxii

son globulares. En la Tabla 9 se resumen los parametros

moleculares de CH I y CK II.
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FIGURA7: Filtración en columnas de Sephacryl 5-300 de las caseina
quinasas Ch l y CK ll.

Una allcuota de una preparación de CK l con una actividad de

úOOÚOOpnoles/nrn proveniente del paso de DEAE-Sepharosa se senbro eL

una columna de Sephacryl 5-300 (1x41 cn). La iiltracion se desarrollo
como se indicó en Materiales y métodos. Alicuotas de las fracciones
eluldas se ensayaron para actividad de caselna quinasa (-o-)

Una allcuota de una preparación de CK ll (G00000 pnole5/Iinl
proveniente del paso de DEAE-Sepharosa se sembró en la Iisna columna
a una concentracion salina de 0,25 H de NaCl. La filtración se
desarrollo comose indico en Materiales y metodos y alicuotas
adecuadas de las Iracciones obtenidas se ensayaron para actividad de
caselna quinasa l-o-L
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TABLA 9: DETERMINACIÜN DE LOS PARAMETRÜS MDLECULARES DE LAS

CASEINA QUINASAS DE Mucor rouxii

Actividad a Szo'. PM f/fo

[nm] [S] [Daltones]

CHI 3,0 3,5 44300 1,25

CHII 4,3 7,4 150000 1,28

Los valores de los radios de Stokes (a) y de los coef1c1entes de

sedimentación (s20_w)se obtuvieron comose indico en Materiales y

metodos en las secciones VIII-1 y VIIIu2, respectivamente. Los

pesos moleculares (PM)y los coefic1entes friccionales se

calcularon de acuerdo a lo indicado en las secciones vllI-E y

VIII-4 de Materiales y metodos.

Ilub) Especificidad para el sustrato fosforilable y dependencia de

cation divalente

Se investigó la capacidad de CH I, CH II y CH 1* para fosforilar

proteinas usadas comunmentecomosustratos de proteina quinasas.

La tabla 10 muestra que CK I, CH II v CH 1* prefieren a las4
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proteinas acidicas, caseina y fosvitina, comosustratos aceptores
de fosfatos.

La velocidad maximacon caseina como sustrato se obtuvo con 2,5

mg/ml para CK I y CH II (ver figura B).

Las actividades de las enzimas CH I y CH II fueron absolutamente

dependientes de magnesio y se alcanzo maxima actividad con MgClz

10 mMpara CH I y con MgClz 20 mMpara CK II (ver figura 9).

Ninguna de las dos en21mas se inhibio por aumento de la

concentraciOn de M9512 hasta 100 mm.

TABLA 10: ESPECIFICIDAD PARA EL SUSTRATD FDSFÜRILABLE

Sustrato Cantidad Actividad de caseina quinasa
(pmoles P/min)

(pg/lüüpl) CH 1 CH 1* CH II

Caseina 500 19,3 3,7 3,8

Fosvitina 500 14,5 1,6 4,0

Protamina 150 0,4 0,1

Histona 150 0,1

Peptido de Hemp 12,5 0,0

Fosforilasa b 400 0,0

Se uso como fuente de en21ma preparaCiones de CH I y Ch II
provenientes del paso de fosfocelulosa y una preparac1on de CH 1*
provenientes de DEAE-Sepharosa.Los ensayos se realiïaron en las
condiciones establecidas comoóptimas usando caseina comosustrato
(ver Materiales y metodos, sección III). Los valores fueron
corregidos restando la fosforilacion endógenaque fue inferior a
lo detectable para CH I, menor de 0,2 pmolesxmin para CH I* y
menor de 0,4 pmoles/min para CH II.
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FIGURA8: Curva de sustrato proteico

Se ensayo la actividad de caseina quinasa de alicuotas
conteniendo 3 pg de proteina de una preparación de CK l obtenida de
iosiocelulosa (o) y 0.a ng de ploteina de una preparación de CKll
obtenida de iosiocelulosa (A) en presencia de distintas
concentraciones de caseina total deiosforilada según el Iétodo de
Reinlann.
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FIGURA9: Efecto de la concentración de HgCl; sobre las actividades
de CK l y CK ll.

La actividad de caselna quinasa se determinó en presencia de
concentraciones crecientes de HgC|¡ sobre allcuotas conteniendo 9 ug
de proteina de una preparacion de CK l (-o-i y l pg de proteina de
una preparacion de CKII (-‘-). albas del paso de iosfocelulosa.
lanteniendo constantes las otras condiciones del ensayo según lo
establecido en Materiales y metodos.
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11-7) Ejecto gg iones monovalegtes

Para la mayoria de las caseina quinasas estudiadas se reportó un

efecto estimulatorio de HDI en un rango entre 140 y 250 mM

(Hathaway y Traugh, 1982). En la figura 10 se muestran los efectos

de concentraciones variables de HCI hasta 500 mM.Se observo una

leve estimulacion sobre la actividad de CH II entre ¿OOy ESOmM

(ver figura IÜB). Por el contrario, CH I y CH 1* fueron

fuertemente inhibidas por HC], obteniendose un 50%de inhibición

con 100 mMde esta sal para CH l (ver figura 10A) y con 25 mMpara

Ch I* . Los mismos resultados se obtuvieron cuando se uso NaCl en

lugar de HCI.

lima) Especif1c1dad para nucleotidos dadores del qrupo fosfato

Las enzimas CH I y CH II utilizaron ATPcomo sustrato daoor de

fosfatos. Los valores de las HMaparentes para el ATP fueron de 4Q

pM para CH I y de 10 pH para CK Il (ver figuras 119 y 118) . La

enzima Uh II fue tambien capaz de usar GTP como dador de grupos

fosfato con un valor de Hmaparente de 40 pH (ver figura 11D). Las

velocidades máximasalcanzadas por Ch II con los dos nucleótidos

fueron similares. En cambio, el GTPresulto un sustrato pobre para

Eh I. obteniéndose con 400 uMde este nucleotido una .elocidad 10

veces inferior a la maxima alcanzada con ATP. Un resumen de estos

resultados se muestra en la tabla ll.
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FIGURA10: Influencia de la concentración de KCl sobre las

actividades de CK l y CK Il

Se ensayo la actividad de caseína quinasa sobre allcuotas
conteniendo 5 ug de proteina de una preparación de CK l (A) y 0.1 pg

de proteina de una preparación de CK ll, albas del paso de
tostocelulosa, en presencia de concentraciones crecientes de KCI
entre 0 y 0,5 H.
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TABLA 11: INFLUENCIA DEL NUCLEDTIDÜ DADÜR DE FÜSFATÜS SÜBRE LA

Vmáx DE LAS ENZIMAS CH I Y CK II

Nucleotido CH I CH II

<NTF' ') Him MMM“. Him ïflLáï-‘-H.-[EÍ
[pMJ VmaH HTP [pH] Vman HTP

ATP 40 1,00 10 1,ü0

GTP ND 0,14* 40 1,30

Se uso como fuente de enzima preparaciones de CH I y CH II

provenientes del paso de fosfocelulosa. Los valores me Emse

obtuvieron comose indico en Materiales y metodos (seccion VII).

Los valores de velocidades máximas de CH I y CH II con cada uno de

los nucleotidos se midieron utiliïando alícuotas idénticas de cada

preparacion con concentraciones saturantes de ATP (400 uN para CK

1 y E00 pM para CH II) y GTP (200 uM para CK II) excepto para el

valor obtenido para CH I con GTP (la relacion se indica con *) en

que no se alcanEo 1a saturación y se eligió la veloc1dad obtenida

con BlP 400 uM.

11-9) Identificacion de los aminoacidos fosforilados en caseina

p_0r‘_f;tï__ï_y_9_*=i_1_1.

Se fosforiló caseina usando ATPcomo dador de fosfato y se

analizaron los aminoácidosfosforilados por hidrólisia parcial de

la caseina fosforilada segun se describió en "Materiales y
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FIGURA11: Determinación de las Kn de CK l y CK ll para los

nucleótldos dadores del grupo fosfato: ATPy GTP.

Alicuotas apropiadas de preparaciones de CK I (A) y CK ll (B),

anbas provenientes del paso de fosfocelulosa. iueron ensayadas usando
caseina cono sustrato fostorilable en presencia de concentraciones
variables de ATPentre 4 y 400 pH. Una alícuota idéntica de la
preparación de CK Il se ensayo usando caseina cono sustrato
tosiorllable en presencia de GTPentre 4 y 400 pH (C).

La actividad total de lr"'PlATP (A y B) y [r"'PlGTP (C) se
mantuvo constante.

En la figura se graficaron las inversas de las concentraciones de
sustrato versus las inversas de las velocidades obtenidas.
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metodos". Debido a que en nuestras condiciones experimentales no

fue posible separar fosfotreonina de fosfotirosina a pH 1,9; fue

necesario realizar una electroforesis a pH3,5 en una segunda

dimension para identificar claramente a los fosfoaminoacidos
radioactivos.

La figura IEA muestra que la fosforilac1on de caseina por CHI

ocurre principalmente sobre residuos de serina y con bajisima

ocurrencia en residuos de treonina solo aprec1able por

sobreexposicion de la placa. La figura 12Hmuestra que CH II

fosforila a la caseina tanto en serina comoen treonina con

preferencia por residuos de serina.

lI-lD) Influenc1a de las poliaminas sobre Ch Igy CHIl

Las poliaminas se encuentran ampliamente distribuidas entre los

organismos Vivientes desde las bacterias hasta los mamiferos y

Juegan un papel importante en diversas func1ones celulares (Clo et

a1., 1979; Machet a1., 1982; Marshall et al., 1979: Stevens,

1981; Tabor y Tabor, 197o). En Mucor rouxii se demostro que las

poliaminas son necesarias para la expresion de distintos patrones
de crecimiento (Ruiszerrera y Cano, 1987).

La mayoria de las caseina quinasas de tipo 2 estudiadas se

estimulan por poliaminas (Hathaway y Traugh, 1982; Raton et'a1.,

1985; Leiderman et al.; 1985), mientras que la actividad de las

caseina quinasas de tipo 1 no se ve afectada por estos compuestos

74



¡(v ' ‘Ps .
..' ‘xq ‘Pth

.‘P o y .P‘Y

l{l _ I . 2nd

B 1st-¿— o

s ¡9'‘ 'Lrh

o a P9\ \ Y

FIGURA12: Identificación del aminoácido fosforilado por CK l y CK l!

Se realizaron electroforesis monodimensionales (A y B) y
bidimensionales (A' y B’) de hidrolizados de caseina previamente
Ioslorilada por CK l y CK IlI según se indica en Materiales y
metodos. Se muestra el resultado de la placa revelada
autorradiográficamente. Las flechas indican Ia posición de los
iosioaminoácidos usados cono estándar , visualizados por tinción con
ninhrdrrna lFs: fusioserina; Pth: fosfotreonina; Pty: fosiutirosinar.
En la electroloresis bidimensional mostrada en B', Ia mancha
correspondiente al rosraio radioactivo (la más conspicua en A')
no se observa, pues corrio más allá de la placa en la segunda
dimensión.
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(Hathaway y Traugh, 1982). La figura IEA muestra que CH I tiene un

comportamiento no tipico ya que se inhibe fuertemente por

concentrac1ones milimolares de espermina y espermidina. La

activ1dad de CHII aumentó en presencia de espermina y espermidina
I:obteniéndose una estimulacion de 4 veces con o mMespermina y de

2,5 veces con 10 mMespermidina (ver figura 133). Esta

estimulac1on se observo en un amplio rango de concentraciones de

M9012 (10-100 mM), lo que parece indicar que las poliaminas tienen

efecto por si mismas y no por reemplazo del cation di«a1ente.

III- CARACTERIZACION DE LAS CASEINA QUINASAS PARTICULADAS

Dada la importanc1a cuantitativa de la activ1dad de caseina

quinasa asoc1ada a 1a fracc1on particulada, se decidio estudiar en

esta fraccion las propiedades mas distintivas de las case1na

quinasas solubles del hongo: elucion en DEAE-Sepharosa;

sensibilidad a la heparina y coeficiente de sedimentac1on.

Para solubilizar la actividad asociada a 1a fracc1on particulada

se utilizaron en forma secuencial, altas concentrac1ones de sal

(NaCl 1 M) y un detergente no iónico como se indico en "Materiales

y metodos". Comose describió previamente, aproximadamente un 421

del total de la actividad de caseina quinasa se encuentra asociada

a la fraccion particulada. Comose observa en la tabla 12, el oóZ
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FIGURA13: Influencia de la concentración de polialinas sobre la
actividad de CK l (A) y CK li (B).

La actividad de caseina quinasa fue ensayada en alicuotas
apropiadas de Ia fracción de fosfoceluiosa de CK l y CK il en

presencia de concentraciones variables de esperlidina (-6-i o
espernina (-o-i. Las condiciones de ensayo iueron las del ensayo
estándar excepto que se usó MgCI, 40 nH.
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de la actividad particulada se solubiliaó con alta sal (SN-c1, y
del 34%restante sólo la mitad se solubilizó con Nonidet P-4O

(SD-1:) .

TABLA 12: DISTRIBUCION DE LA ACTIVIDAD DE CASEINA DUIHASH

PARTICULADA

Fracción Actividad total Actividad relativa
(Z) +/- heparina (Z)

SN-c1 66“ 98

SD-t 17- 91

Pp-t 17‘ 1o?

a- Se tomó la suma de los tres valores como 1002.

Las diferentes fracciones se obtuvieron comose indica en

Materiales y metodos (sección V). La sensibilidad de la actividad

de caseina quinasa a neparina se determinó usando una

concentrac1ón de 12,5 pg/ml de este compuesto en una mezcla de

incubación estandar.

Las actividades solubilizadas por sal o por detergente fueron

indistinguibles en cuanto a las propiedades estudiadas. Ambas

percolaron en DEAE-Sepnarosa(ver figura 14); resultaron no

inhibibles por heparina 12,5 ug/ml (ver tabla 12) y mostraron un

coeficiente de sedimentación de H,2 S (ver figura 15}.
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FIGURAla: Cronatogratra en DEAE-Sepharosade las actividades de
caseina quinasas particuladas.

A partir de un pellet de 15000 g obtenido de 47 g de nicelio
joven se obtuvo una rraccion solubilizada por HaCl l H (S..¡.) y otra
tracción solubilizada por Nonidet P-AO(S...) según el procedimiento
descrito en Materiales y metodos. El S..;. (A) y el S... (B) fueron

sembrados en columnas de DEAE-Sepharosa y se cronatograiiaron según
se describió en Materiales y metodos. Allcuotas de cada dos

fracciones fueron ensayadas para actividad de caselna quinasa.

(hd)

NaCl
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FIGURA15: Análisis por ultracentriiugaciún en gradientes de sacarosa
isocinéticos de las actividades de caseína quínasa particuladas.

Alicuotas de la fracción solubilizada por NaCl 1H. S..¡. (A), y
por Nonidet P-40. S... (B) fueron sembradas, en presencia de
peroxidasa y citocrono c, en gradientes de sacarosa 5 a 20! y se
centrifugaron COIOse indicó en Materiales y métodos. Alicuoias
adecuadas de las fracciones obtenidas se ensayaron para actividad de
caseina quinasa y de los marcadores. Las flechas en la parte
superior del gráfico indican la posición de los marcadores:
peroxldasa (per) y citocrono c ( cit c).
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DISCUSION

Hemosencontrado en la forma micelial del hongo Mucor rouxli dos

activ1daoes de proteina quinasas solubles independientes de calcio

y de nucleotidos ciclicos y que prefieren comosustratos aceptores

de fosfatos a dos proteinas acidicas: caseina y fosv1t1na, lo que

permite identificarlas comocaseina quinasas.

Las caseina quinasas descriptas hasta el momento, se oueden

separar de acuerdo a sus propiedades en dos grupos: las de tipo 1

y las de tipo 2.

Las caseina quinasas de tipo 1 usan solo ATPcomo dador de

fosfatos y fosforilan casi exclusivamente res1duos de serina en

caseina. Tienen pesos moleculares relativamente bajos de entre

30000 y 42000 y han sido descriptas como monomericas {Hathaway y

Traugh, 1982). Se adhieren a fosfocelulosa a baja fuerza ionica y

su actividad no se afecta por heparina ni por poliaminas (Hathaway

y Trauqh, 1979; 1982).

Las caseina quinasas de tipo 2 usan ATPy GTPcomo daoores de

fosfato, fosforilan residuos de serina y treonina de la caseina.

Tienen estructura oligomerica con pesos moleculares entre 320000y

200000 (Hathaway y Traugh, 1979; 1982). Forman agregamos de alto

peso molecular a baja fueraa ionica (Üiover, 198o; Meqqio et al.,
1985).
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De acuerdo a su orden de elucion en DEAE-Sepharosa llamamos a las

caseina quinasas solubles del hongo CH I y CH II.

La enzima CH I se unio a columnas de fosfocelulosa a DH7,5 y

eluyo a 0,4 Mde NaCl. Su actividad es totalmente dependiente de

magnesio y alcanzo su m'Hima veloc1dad con MgClg lü mmy caseina

2,5 mg/ml. Usa ATP como dador de fosfatos con un valor de Hm

aparente de 40 “M; mientras due el GTPno es sustrato de esta

enzima. Esta proteina tiene un coefic1ente de sedimentación de 3,5

S; un radio de Stokes de 3,0 nm y el peso molecular estimado de

acuerdo a estos parametros resulto de 44300. La act1v1dad de CHI

no resulto afectada por heparina 25 ugfml, concentracion que

produce una inhibición total de la actividad de CHIl. De acuerdo

a estas propiedades fue posible c1asif1car claramente a CHl como

una caseina quinasa de tipo 1.

La sensibilidad de CH I a aumentos en la concentrac10n de

poliaminas y de cationes monovalentes es una caracteristica que

distingue a esta enzima de la mayoria de las caselna quinasas de

tipo l (Hathaway y Traugh, lGBÉ). Usando caseina como sustrato, se

observo una fuerte inhibición de la actividad fosfotransferasica

con NaCl, HCL, espermidina y espermina; obteniendose un 50% de

inhibición con NaCl o HCl 100 mM; espermidina 10 mMo espermina 2

mM.El aumento de la fuerza iónica producida por las poliaminas no

explica por si mismoel efecto inhiuitorio ya que para los valores
I:menc1onadosexiste una diferencia de por lo menos o veces entre la

fueraa ionica aportada por el NaCl (o HCl) y 1a aportada por la
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espermina. Hansido descriptas caseina quinasas inhioioles por

poliaminas en el axoplasma del axon gigante del calamar y en

celulas de neuroblastoma de raton (Pant et a1., 198m: Verma et

a1., 1986) y otras inhibibles por cationes monovalentes en

Saccharomyces carevísiae y en núcleos de celulas HeLa (Meggio et

a1., 1986; üuarless, 1985).

En cuanto a1 aminoacido fosforilado en caseina, la enZima CK I

fosÍOrila predominantemente residuos de serina y en muybaja

proporcion se ha encontrado fosfato radioactivo asoc1ado a

residuos de treonina. Si bien, esto mismoha sido encontrado para

otras caseina quinasas de tipo 1 (Sayska et a1., 1985;; no puede
descartarse la existencia de mas de una isoen21ma con

especificidad diferente en 1a preparacion de CHI.

En levaduras se ha demostrado la existencia de una espec1e

minoritaria de caseina quinasa con las propiedades de una caseina

quinasa de tipo 1, pero que fosforila a 1a caseina

predominantemente en treonina (Szysha et al., 1985). Nosotros

hemos encontrado en Mucor rouxii una tercera espeCie minoritaria

de caseina quinasa a 1a que llamamos DH 1*, separable por DEAE

Sepharosa de las otras dos. Esta enzima comparte con Ch I algunas

caracteristicas comola insensibilidad a 1a heparina y la

inhibicion de su actividad por iones monovalentes y difiere en

cuanto a su movilidad en gradientes de sacarosa en respuesta a un

campocentrifugo: tiene un coefic1ente de sedimentac1on de 2,7 S,

lo que corresponde a un tamaño menor o una forma mas desplegada
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con respecto a CHI. De acuerdo a estas caracteristicas CH1* es

una caseina quinasa de tipo l, pero no puede establecerse con

estos datos si es otra isoenzima o es un producto de proteolisis

de CHl. No se pudieron establecer las condiciones en las que

esta espec1e se produce, razon por la cual no pudieron analizarse

otras propiedades tales comoel aminoacido que fosforila en
caseina.

La enzima Ch II presenta un comportamiento cromatografico

particular en columnasde fosfocelulosa. A baja fuerza iónica, la

mayor parte de la actividad percola; mientras que cuando la fuerza

ionica de 1a preparacion enzimática se mantiene en 0.15 Mde NaCl,

la protelna se une a la resina y eluye a 0,5 Mde Nati. Este

comportamiento podria explicarse por la formacion de auregados de

la proteina con actividad enzimatica consigo misma o con alqun

otro factor de naturaleza desconoc1da. El analisis por

sedimentación en gradientes de sacarosa corrobora la en1tenc1a de

agregados enzimaticos, ya que a Dana fuerza iónica la act1v1dad
fosfotransferasica se encontro asociada a estructuras con

coeficientes de sedimentac1on desde 9 5 hasta superiores a 15 S,

mientras que a alta fuerza iDnica aparecio comoun pico unico con

un coeficiente de 7,4 S. El analisis por el mismometodo de los

sustratos endógenos de CHII contenidos en la preparacion

enzimatica de DEHEmñepharosapermitió establecer que la iormacion

de estos agregados no se debe a la asoc1ac1on de esta enzima con

un sustrato putativo, comose postuló para la caseina quinasa de

tipo 2 de higado de rata (Meggio et al., 1985). La formacion de
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estas estructuras es reversible ya que es posible obtener la

ensima desaqreqada a partir de los agregados y viceversa. A

partir de la actividad que percola en columnas de foafocelulosa

(estado agregado) se ha logrado por aumento de la concentracion

salina que parte o el total de esta actividad se una a la reelna

(estado desagregado). A la inversa. la enzima obtenida de DEAE"

Sepharosa (estado desagregado), Sl es dializada presenta en

gradientes de sacarosa coeficientes de sedimentación superiores a

7,4 S (estado agregado). Sin embargo, la reversibilidau de este

proceso se dificulta si se aumenta la concentracion de proteina de

1a preparacion por precipitación con (NH4)ÉSÜ4,probablemente

debido a un aumento en el tamaño de los agregados. Se han

encontrado agregados de caseina quinasa de tipo 2 en preparaciones

purae de estas enzimas en celulas de mamiferos y en Drosophila.

Dado que se han obtenido agregados ue CH II independientemente de

su grado de purificac1ón suponemos que tambien la en21ma de Mucor

rouxii se agrega por asociacion consigo misma.

Se obtuvo para la enzima CH Il en su estado desagregado un radio

de Stokes de 4,8 nm y de acuerdo a Siegel y Monty se estimo para

esta proteina un peso molecular de 150000.

La enzima CH il requiere magnESio para su actividad y alcanza su

maxima velocidad con M9612 20 mMy 2,5 mg/ml de caaeina. Es capaz

de usar ATP o GTP como sustratos dadores de fosfato con Km

aparentes de 10 pMy 40 pH, respectivamente. Es inhibible por

heparina y estimulada por espermidina y espermina. [ambien se
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observa cierta estimulación de su actividad por iones monovalentes

a concentraciones entre 200 y 250 mmy en este caso la

estimulacion podria deberse al cambio producido en el estado de

agregación de la ensima. Segun las caracteristicas mencionadas, CH
,.Il se comporta como una caseina quinasa de tipo ¿; sin embargo,

esta enzima difiere de otras caseina quinasas de tipo 2 en cuanto

a los aminoac1dos que fosforila en caseina puesto que, si bien 1a

fosforilacion de treonina por CHII fue evidente, no resulto
apreferencial comoocurre con las caseina quinasas de tipo ¿

estudiadas en otros organismos.

Ademasde los dos tipos de caseina guinasas solubles hemos

encontrado en Mucor rouxii este tipo de actividad asoc1ada a 1a

fraccion particulada. En distintas celulas de mamíferosy diversos

organismos han sido encontradas caseina quinasas asociadas a

membranas (Hathaway y Traugh, 1982) y a otros componentes

celulares como ribosomas (Nuutimen y Londesborough, 1488); mRNA

ribonucleoproteinas (Thoenet al., 1984) o mitocondrias (Rigobello

et al., 1978). Debido a que el procedimiento utilizado para 1a

homogeneizaciónno preserva las estructuras subcelulares, solo se

pueden distinguir entre las actiVIdades solubles y las asociadas a

membranas. En este punto es conveniente aclarar que debido a la

organizacion estructural de este hongo, las membranasquedan

fuertemente asociadas a 1a pared celular (Cantore, 198:) y por lo

tanto, el sedimento de 15000g es representativo de la fraccion

membranosa. Los resultados obtenidos por fraccionamiento a 100000

g no arrogaron una distribucion significativamente uiierente.
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Hemosencontrado que aproximadamente una tercera parte de la

actiVidad total de caseina quinasas se encuentra asoc1ada a las

membranasy esta actividad es mayoritariamente solubilizable por

sal, pertenece al tipo 1 de caseina quinasas y presenta un
coeficiente de sedimentación similar al de CHI. Los estudios

realizados no nos permiten establecer si 1a actividad asociada a

membranas y la enzima CH I soluble son o no la misma proteina.
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PARTE B: ESTUDIO DE LA FÜSFÜRILACÏÜN ENDÜGENA BEBIDA H CASEINA

QUINASAS Y.A PRUTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE ANP: PUR

MEDICION ln situ EN LEVADURABPERMEABILIZADÑS

RESULTADOS

Investigando las caracteristicas de las caseina quinasas de Mucor

rouxii se hizo evidente por analisis en DEAEnSepharosay

gradientes de sacarosa (ver figuras 1 y o), 1a existenC1a de

numerosos sustratos endógenos de CHII, la caseina quinasa de tipo

2 de este hongo. La fosforilacion de los sustratos endogenos que

acompañan a CH II en columnas de DEAE-Sepharosa por esta enzima

resulto inhibible por heparina del mismomodoque 1a fosforilacion

de caseina (ver figura lb).

Con el objeto de identificar a los sustratos endogenos de 1a

caselna quinasa de tipo 2 y de las otras proteina quinasas cuya

existenc1a ha sido demostrada en Mucor rouxii: 1a proteira quinasa

dependiente de AMP: (Moreno y Passeroni 1980; Pastor1 et a1.,

1?81: Moreno et a1.a 1983: Paveto et a1., 1987) y caseina quinasas

de tipo 1 (Pardo y Moreno, 1988), se busco modular la actividad de

estas enzimas y observar, entonces, cambios en el patron de

fosforilacion de las proteinas del hongo analizadas en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes.

Para llevar adelante este objetivo se opto por 1a utillzacion del

sistema de permeabilizacion de celulas levaduriformes de Mucor
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FlGURA16: Inhibición por heparina de la iosforilación por CK ll da
los sustratos endógenos que coeluyen en DEAE-Sepharosa.

Altcuotas crecientes de una preparación de CKll obtenida en el
paso de DEAE-Sepharosafueron ansayadas para actividad de casetna
quinasa en presencia de 2.5 ¡ig/nl de caseína con (10-) y sin (-o-)
heparina 12.5 ¡ig/Il y para fosforilación endógenacon (i-i y sin
(1-) heparina 12,5 ing/Il.
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rouxii (ver Materiales y metodos, seccion II oe la parte B),

prev1amente usado en nuestro laboratorio para la mEUIElÓnde

actividades ensimaticas in situ (Maogeseet al., 193;). Este

sistema permite incorporar fosfato radioactivo a las proteinas de

la celula cuando se ponen en presencia de I='*—""2PJATP

Materiales y metodos, parte B, secc1on IV)

Las apr Himaciones experimentales que se hacen para estudiar la

fosforilacion de proteinas en sistemas libres de celulas o por
marcac1on de celulas intactas en presenc1a de [32FJ F04"* adolecen

de limitaciones teóricas y tecnicas (Colca et al.. Igual.

En cuanto al primer tipo de apr Himacion, no se puede asegurar que

una interacción enzima sustrato medida en homogenatos celulares

sea representativa de aquellas que ocurren en la celula intacta ya

que podrla ser un artificio resultante del fracc1onamiento
celular.

Por otra parte, los estudios con celulas intactas estan limitados

por el hecho de que el tiempo necesario para marcar con fosfato

radioactivo los pooles endógenos de AIP son relativamente largos y

esto produce un fondo de fosforilacion proteica sobre el cual

deben medirse los cambios producidos experimentalmente. Ademas, no

pueden descartarse cambios en la activ1dad especifica del pool de

ATPend09eno como consecuencia de los tratamientos experimentales,

ya sea que estos se realicen en presencia del fosfato radioactivo

o luego de que este haya sido remov1do. Mas aun, este metodo no
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permite controlar probables cambios en los niveles endógenos de

los moduladores de las proteina quinasas como el calc1o.I el AMP:o

las poliaminas, en respuesta a los tratamientos experimentales.

La medicion de la fosforilacion proteica en celulas

permeabilizadas, comoherramienta para identificar sustratos

endógenos, ofrece mayores ventajas sobre estos metodos ya que

permite incubar las celulas directamente con nucleotido

radioactivo durante un tiempo definido evitando el fondo de

fosforilacion proteica. Ademas,hace posible controlar la

concentracion de efectores y moduladores de las proteina quinasas

por adic1on directa al medio externo, ya que 1a membranacelular

se hace libremente permeable a estos cuando tienen tamaños

moleculares suficientemente pequeños.

I" ESTUDIO DE LA FÜSFÜRlLACIÜN DE PRDTEINAS ENDÜGENAS MEDIDA in

toto

Con el fin de establecer las condic1ones en las que debian

realizarse los ensayos para evidenciar, por ana11s1s en geles de

poliacrilamida, la fosforilación de los sustratos endógenospor

las caselna quinasas y la proteina quinasa dependiente de AMP:de

Mucor, se estudio cuantitativamente, la incorporacion de fosfato a

proteinas endógenas totales en funcion de la cantidad de celulas,

del tiempo y de la concentracion de ATPagregada al ensayo (ver

figura 17).
66



I I Í

12,5" A ..

ICA)“ .

7.5- .4

s,o- .

__ 2,5r <
É
E l
¿a 0 0 40 60

a Proteína celular (pg)

g I I Í |
{a 14- B .1
O
3 .
3 ¡2' 
E0
U

.E ¡0- _
O
I'
u 3- .
'2 n 1 a l 14M

0 L 8 ' ¡2 16 20
fiempo deincubadón (mínl

Í I I

¿0- C a

30- , 
O

20- 1

lor 4
n I 44.____4_

0 Q2 Q4 05
ATleMl

FIGURA17: Incorporación de fosfato a proteínas totales en funcion de
la cantidad de celulas (A), del tienpo de incubación (B) y da la
concentracion de ATPen el ensayo (C)

Se incubaron en un volumen final de l00 pl:

> : distintas cantidades de células perueadas correspondientes a 8.5;
17; 25,5; 3h y 60 pg de proteina celular en presencia de
lr"¡PlATP 20 pH (2000 cpn/pnol)

m : celulas perneadas conteniendo 60 pg de proteina celular durante 3.
10 y 20 ninutos en presencia de [r"’PJATP (2000 cpu/pool)

ñ : celulas perneadas conteniendo 60 pg de proteina celular durante un
tiempo de incubacion de 3 minutos en presencia de distintas
concentraciones de lr"‘F]ATP: 20. 40. 80. 120. 220. 320 y 520 pH
con una actividad total de 4x10‘ cpu/ensayo.
En todos los casos se IÍdÍO la radioactividad precipitable por

TCA10! y se calculo Ia incorporaciOn de fosfato.
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La fosforilacion de prote1nas endógenas aumenta constantemente en

todo el rango de concentraciones de ce1ulas probado: sin embargo,

se observa rapidamente una perdida de 1a linealidad ¿vvr figura
17A).

Esta pérdida de la linealidad no puede explicarse por aumento de

la concentracion de moduladores endogenos, pues aquellos que son

liberados al medio, se eliminan en el lavado previo a la

incubación y aquellos que, debido a su tamaño, quedan localizados

dentro de la celula, mantienen su concentracion intracelular

constante, independientemente de la cantidad de celulas agregadas.

Esto ultimo ocurre tambien, con las enzimas y los sustratos

proteicos involucrados en la reaccion. La concentrac1on de ATPen

el medio de incubación de las celulas es la misma en todos los

ensayos, sin embargo, es importante tener en cuenta que a mayor

concentracion de celulas, el ATPesta interactuando con un mayor

numero de moleculas y por lo tanto. la concentracion de HTP

disponible por celula es menor. Dado que la concentrac1on de ATP

usada no es saturante, esta deficienc1a en el sustrato dador de

los fosfatos.l explicaria el cambio en el estado de fosTorilación

de las proteinas celulares y la consecuente perdida de la
linealidad con el aumento en el numero de celulas en la

incubación.

El efecto resultante de un aumento en los tiempos de incubac1on de

3 a EUminutos, a una concentracion de celulas equivalente a 0,6
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mg/ml de proteinas, fue una disminución de los niveles de

fosforilacion proteica (ver figura 17H), explicable por un cambio
en el estado estable de los ciclos de fosforilacionm

defosforilac1ón tal que, 1a actividad de las fosfatasas de

protelnas aumentó respecto de 1a actividad de las quinasas. Este

cambio puede explicarse por una disminución con el curso del

tiempo, de 1a concentración de ATPdisponible debida a su

localización, ya que no se detectó degradación del ATPentre D y

20 m1nutos.

Por aumento de 1a concentración de ATPhasta 0,5 mMno se alcanza

la saturación para este sustrato (ver figura 178). Dadoque una de

las estrategias para evidenciar 1a fosforilacion de proteinas

enoógenas debida a caseina quinasa de tipo 2 era la visualización

de la competenc1a por GTPno radioactivo, se estuoiarcn las

condic1ones para evidenc1ar esta competencia. Comose observa en

la Tabla 13,el ÜTP compite a una concentraCion de ATP de 20 pH,

dism1nuyendola incorporación de fosfato radioactivo a proteinas a

un 56%de la obtenida en su ausencia, un valor menor del obtenido

cuando se diluyó isotopicamente con ATPno radioactivo; en cambio,

a una concentracion de ATP 10 veces mayor se observa una mayor

disminución de la incorporación de fosfato radioactivo a proteinas

por dilución con ATPno radioactivo, mientras que el HTPcasi no

logra competir. Esta diferenc1a puede explicarse teniendo en

cuenta que a baJas concentraciones oe ATP, el efecto de la

diluc1ón isotópica esta compensadopor el aumento de la

fosforilación total (ver figura 17€). a diferencia de lo que
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ocurre a altas concentraciones de ATP. E1 GTP, en cambio, no

parece producir un aumento de 1a fosforilacion, pero si funciona

como sustrato competitivo del ATPproduciendo una disminución en

la incorporación de fosfato radioactivo a las proteinas celulares

y esto se evidencia fundamentalmente a la menor concentrac1on de

ATP.

En base a estas observac1ones se decidio ensayar la fosforilacion

endogena a una concentracion de 0,3 mg/ml de proteina celular con

un tiempo de incubación de 3 minutos y una concentracion de ATPde

20 pH. Estas condiciones permitirían evidenciar 1a fosforilación

proteica debida a caseina quinasa de tipo 2 por competencia con

GTPno radioactivo y detectar la influencia de los distintos
moduladores en condiciones mas cercanas a 1a linealidao con

incorporaciones que se pudieran detectar por autorradiografia en

geles de poliacrilamida y minimizando la accion de las fosfatasas

de proteinas. Para acercarse a las condiciones fisiológicas de
fuerea iónica los ensayos se realizaron en presenc1a de RC10,1 M.

Ademas se agrego EGTA1 mMpara impedir las fosforilac1ones

dependientes de calc1o y buffer fosfato EOmMpara minimizar la

acc1ón de las fosfatasas. De este momo,en ausencia de

moduladores, la fosforilacion proteica observada se deberia

fundamentalmente a caseina quinasa de tipo 2 y en menor medida a

caseina quinasa de tipo 1 ya que la concentración de ATPusada se

encuentra por debajo de la Kmde esta ensima para el nucleótido.
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TABLA 13: INFLUENCIA DEL GTP EN LA FOSFÜRILACION ENDÜGENA'

Z de incorporacion relativa a1 control

AIP en el ensayo + ATP 200 uN + GTP 200 uN

COHtPDl

20 pM 86 5o

200 pM ¿4 96

II" ESTIMULACIÜN DE LA FÜSFÜRILACIÜN ENDÜGENA PÜR CAÏIÜNES

Comose discutió anteriormente (ver Resultados, Parte H. item II

10), la caseina quinasa de tipo 2 de Mucorrouxii sufre

estimulacion por poliaminas del orden de 2,5 veces con espermidina

y de 4 veces con espermina, con maximos de estimulac1on de 10 mMy

5 mMrespectivamente. En cambio, 1a caseina quinasa de tipo 1 se

inhibe hasta un 50%de su actividad por espermidina ¿o mflo

espermina 2 mM.

Por otra parte, la actividad de Ch II, 1a caseina quinasa de tipo

2. es estimulable hasta un 100%por aumento de 1a concentracion de

ECI, con un DptlmD a 0,25 M; mientras que 1a actividad de CH I, 1a

caseina quinasa de tipo 1, se inhibe un 75%a la misma

concentPaCion.

Estas dos caracteristicas se estudiaron en relacion a la

fosforilacion de sustratos endógenosmedida in situ.
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Con esperm1na se observo una estimulacion de 1a fosforilacion de

proteinas totales que con 10 mMalcanzo a ser de un ¿oz sobre 1a

actividad basal, muypor debajo de 1a obtenida in vitro para CH

Il, sin que se alcance un optimo de estimulacion (ver figuras 18A

y 138). En principlo, este resultado podria explicarse por los

efectos contrapuestos de 1a espermina sobre las activ1dades de CK

I y CHII. Sin embargo, de acuerdo a1 analisis de las proteinas

fosforiladas por electroforesis en geles de poliacrilamida (ver

figura 22 no se observa disminución en el nivel de fosforilación

de ninguna de las bandas.

E1 desplazamiento de la estimulacion a concentraciones de

espermina mayores que las necesarias para producir la misma

estimulación con la enzima CHII aislada, se debe prooablemente a

que las poliaminas se unen en 1a celula a diferentes elementos

subcelulares tales como la membranaplasmatica y los microsbmas

(Schuber, 1989) y a macromoleculas (labor y Tabor, 1984; Pegg,

IWBó), de manera que la concentracion de espermina libre en la

celula resulta muchomenor a 1a agregada en el ensayo.

En base a1 comportamiento de las caseina quinasas de Mucor rouxii

observado in vitro, se esperaba obtener por agregado de HDI 1a

inhibición de la fosforilacion de los sustratos de la enzima CHl

y la estimulacion de la fosforilacion de los sustratos oe la
enzima CHII. El resultado de esta influencia sobre la

fosforilacion endógena total era dif1c11 de prever; s1n embargo,
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FIGURA18: Estilulación de la fosforilación endógena por espernina
(A) y por KCI (B)

Se midió la incorporación de fosfato a células perneadas (60 pg
de proteina celular) luego de una incubación de 3 minutos con
[1'”P1ATP 20 ¡LH(2000 cpI/pnol) y en presencia de KCI 0,1H y

distintas concentraciones de espernina entre 0 y 10 nH (A) o
distintas concentraciones de KCl desde 0 a 0,5!1 (B).
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el resultado obtenido no concuerda con lo esperado; pues el

aumento en la concentracion de HDI produjo una estimulacion mucho

mayor que la obtenida in vitro sobre la enzima CHII parcialmente

purificada usando caseina comosustrato (ver figuras 188 y 108).

Nuevamente.el analisis de las fosfoproteinas por geles de

poliacrilamida no evidencia una disminución en los niveles de

fosforilación de ninguna de las bandas proteicas.

La estimulacion observada por el aumento de 1a concentracion

salina puede atribuirse no sólo a efectos sobre la actividad

catalitica de las enaimas, por ejemplo por desagregacion de la

caseina quinasa de tipo 2, sino a efectos sobre los sustratos

endógenos en cuestion, ya sea sobre su estructura, de manera que

se expongannuevos sitios de fosforilacion o por solubilizacion de

los mismos de manera que queden accesibles a las proteina

quinasas.

III- CQMBIÜS EN EL PATRON DE FÜSFÜPRÜTEINAS PRUDUCIDÜE POR LÜS

MDDULADÜRESCÜNÜCIDÜS DE LAS PROTEIHA QUINASAS DE Mucor rouxii

Por ana1151s electroforeico en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes se estudiaron los cambios producidos en el

patron de fosfoproteinas por distintos moduladoresde las proteina

quinasas en estudio y por el reemplazo de ATPpor GTPcomo'

sustrato dador de los fosfatos radioactivos, sobre una condicion

basal establecida de acuerdo a los criterios expresados
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anteriormente (ver Resultados, secc1on II de la parte B y

Materiales y metodos, seccion IV de la parte B).

En las condiciones basales, se pudo establecer la existencia de

diex bandas fosforiladas, de 12, 20, 25, 30, 42, 52, ol. 73, B4 y

106 hilodaltones (HD), identificables en todos los geles y

condiciones analizadas. En una sola condicion (con AMFC)aparecio

una nueva banda de 95 HD, y otra de 34 HD. Sus pesos moleculares

se determinaron teniendo en cuenta sus movilidades.l segun la

relacion lineal entre la relación de frente y el logaritmo del

peso molecular (Weber y Dsborn, 196?; Laemmli, 1970) tomando como

patrones dos conjuntos de proteinas marcadoras (ver fiqura 19).

Conel objeto de identificar las bandas que sufren fosforilacion

dependiente de (¿WIPcse incubaron las celulas como se indico en

Materiales y metodos en las condiciones basales, en presencia de

AMP:y en presencia de AMP:y del peptido inhibidor de la proteina

quinasa dependiente de AMP:y se analizo el patron de

fosfoproteinas obtenido en cada caso (ver figura EU).

En presenc1a de AMPC,se observo la aparicion de dos nuevas banda

fosforiladas, una muyconspicua de 95 Hilodaltones y otra menos

intensa de 34 Hilodaltones; la fosforilac1on de estas banda se

rev1erte en mas de un 50%por agregado de péptido inhibidor. La

concentracion de péptido inhibidor necesaria para inhibir en esa

proporcibn la fosforilac1on de estas bandas es 500 veces superior

a la ht obtenida in vitro por fosforilaCIÓn del heptapeptido de
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FIGURA19: Caracterización electroforética en geles de políacrilanida I
de las bandas de proteina fosforiladas en celulas levaduriformes de
Huoor rouxii

l- Se analizaron electroforelicamente en geles 7,5% (carriles b,c
y dJ o 10%lcarril el las proteínas endagenas fosforiladas en células
levaduriformes permeabilizadas de acuerdo a lo establecido en
Materiales y metodos.

En el carril a se muestran los marcadores de peso molecular:
loslorilasa b (94 KDl; albumina (67 KD); 0voalbúmina (43 KD);
anhidrasa carbonioa (30 KD); y a-Iactoalbúmina (14,4KD).

En el carril b se observa el perfil de bandas de proteínas
obtenido de levaduras perneabilizadas (3 pg de proteína total)

En el carril c, d y e se observa el perfil de bandas fosforiladas
en las condiciones estandar (c y e) y en presencia de 20 pH AllPE(d).

Il- Curvas de calibración de los dos juegos de marcadores usados
para la determinacion de los pesos moleculares de las bandas lver
TABLA14) corridos en un gel 7,5% (Abreviaturas usadas : Fb =
tosforilasa b; ESA = seroalDUmina bovina; UA = ovoalbumina; AC =

anhidrasa carbonica; lT = inhibidor de tripsina; LA= a-lactoalbunina 4
y B'gal = B-galactosrdasa; FBPDH= Fructosa 6 loslato deshidrogenasa;
PQ = piruvato quinasa; F = lunarasa; LDH= láctico dehidrogenasa;
TPl = triosa fosfato isomerasa).



FIGURA20: Canbios producidos por AHP. en el patrón de fosfoprotelnas
obtenido a partir de levaduras perneabilízadas

Allcuotas provenientes de incubaciones realizadas comose indicó
en Materiales y métodos sin (carril a) y con el agregado de AMPrZOpH

(carril b) o con el agregado de AMP.ZOpMy péptido inhibidor de la

proteina quínasa dependiente de AHPclOOpH(carril c) se corrieron
electroloréticanente en un gel de poliacrilanida 10%de acuerdo a lo
indicado en Materiales y métodos.

Se muestran la autorradiografia del gel (A) y el densitograma de
la autorradiografia (B) en el que las bandas se identificaron por sus
números. Las bandas modificadas se indican con flechas.
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hemppor la subunidad catalitica de 1a proteina quinasa

dependiente de AMP:de Mucor (Guthmann y Moreno. resultados no

publicados). Se observo ademas, un aumento en 1a fosforilacion de

1a banda de 63 HD (banda 7) y de la banda de 52 HD , la primera se

estimulo en un 40%aproximadamente, y este aumento se revierte

solo en un 50%por el péptido inhibidor; mientras que la

estimulacion en 1a fosforilacion de la banda de 52 HD (banda ó)

fue de 1001 apr Himadamentey se revirtio casi totalmente por el

peptido inhibidor.

Para identificar las bandas fosforilables por caseina quinasa de

tipo 2, se incubaron las celulas levaduriformes permeabilizadas en

presencia de [T—=2PJGTP. Este patron de fosfoproteinas se comparó

con el obtenido en presencia de [7-32P] ATPen condic1ones basales

y con los obtenidos por competencia del ATP con GTP 200 uN o con

el agregado de espermidina 5 mM.

El patron obtenido usando GTPcomo sustrato daoor de los fosfatos

radioactivos es cualitativamente muysimilar a1 obtenido con ATP,

sin embargo, el nivel de fosforilacion de algunas proteinas se

destaca por sobre las demas sugiriendo que las mismas son

sustratos preferenciales de 1a caseina quinasa de tipo ¿. Tal es

el caso de las bandas de 25 HD (banda 3), de 42 HD (banda Ü) y la

de 63 hD (banda 7). Diferencias menos notorias se observan en las

bandas de 20 HD (banda 2) y una de 30 HD (banda 4h) (ver figura

21)
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FIGURA21: Diferencias observadas en el patrón de bandas fosforiladas
obtenido usando cono dadores de fosfatos ATPo GTP.

Allcuotas provenientes de incubaciones realizadeas en presencia
de [1"’PJGTP 20v" (carril a) o [1'31PJATP ZOpH(carril b) se
corrieron electroforéticanente en un gel de poliacrilanida 7,5! de
acuerdo a lo indicado en Materiales y métodos.

En A se observa el resultado de la autorradiografia del gel y en
B el densitograma correspondiente; en B las bandas se identifican por
sus números.
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Por competencia con GTPse produce una disminuciOn generalizada

del nivel de fosforilacion de las proteinas identificadas. Por

sobre esta disminución se observo un mayor efecto sobre las bandas

de 20; 25; una de las de 30 y 1a de 42 HD (datos no mostrados).

Con poliaminas se observo una estimulacion generalizada de 1a

fosforilacion de las bandas proteicas presentes. Para una mejor

visualizacion de esta estimulacion en geles se uso espermidina en

lugar de espermina debido a que esta última interfiere en 1a

solubilizacion de las proteinas previa a la electroforesis (ver
figura 22). Por sobre esta estimulacion, se observo un aumento en

1a fosforilación de 1a banda de 25 HD (banda 3), una de 30 HD

(banda 4D); y las de 42, 52, ¿3 y 84 HD (bandas 5, a, 7 y 9

respectivamente). Ademas, se hace ev1oente una nueva banda

fosforilada de 34 HD (banda 4C).

Por agregado de HCl 0,4 Mal ensayo de fosforilacion endógena, se

observo una estimulacion de la fosforilacion de todas las bandas

detectadas en 1a condicion basal, aun mayor que la obtenida con

espermidina. Nuevamente, por sobre este nivel de estimulación

generalizado, se destaco el de algunas bandas de proteina (ver

figura 23); fundamentalmente, de las de 12, 25, 30, 42, 63 y B4 HD

(bandas 1, 3, 4o, 5, 7 y 9, respectivamente)
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FIGURA22: Efecto de espernidina sobre el patrón de bandas
tosforiladas en células levadurífornes permeabilizadas.

Alícuotas provenientes de incubagiones realizadas comose indicó
en Materiales y métodos sin agregados (carril a) o con el agregado de
espernidina 5 nM(carril b) corridos en un gel de poliacrilanida
7,5%. Se muestran la autorradíografía del gel (A) y el densitograma
correspondiente (B) a cada uno de los carriles.



FIGURA23: Efecto del KCI sobre el patrón de bandas fosforiladas en
células levaduriforles perleabilizadas.

Allcuotas provenientes de incubaciones realizadas según se
estableció en Hateriales y Iétodos sin agregados (carril b) y con el
agregados de KCI lH (carril a) se corrieron en un gel de
poliacrilalida 7,5 I. A: autorradíografla del gel . B: densitograla
de cada uno de los carriles.
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TABLA 14: CAMBIOS DESERVADÜS EN EL NIVEL DE FÜSFDRILACIÜN,DE LAS

BANDAS DE FÜSFÜPRÜTEINAS

Banda PM CONDICION

(HD) basal +AMP= +AMP=* T32P-GTP +GTP +Ed +HC1
(20 pM) (20 pM) (EOOpM) (SmM) (0.4“)

+p. inh.
(ICN) prn

1 12 D U 0 U U +

1h 14 ND ND ND ND ND + ND

2 20 D + Ü O

25 D U — + +

4a D u u u u u o
b D o 0 + _ +
c 34 ND + ND ND ND + ND

5 42 D + + +

b 52 D + — + o

7 o” D + — + + +

8 73 D O O

9 84 D + +

10 95 ND - ND ND ND ND

1 1 106 D o o

D = detectable
ND= no detectable

* Los signos - indican una disminucion en la inten51dad de la
banda fosforilada respecto de 1a obten1da en pvesenc1a de AMP=_
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De acuerdo a estos resultados, las bandas de ES (a): 30 (4o); 42

(5) y 63 Hilodaltones (7), que reunen las siguientes

caracteristicas: se fosforilan en presenc1a de TEIÉPJ ñTP y TEBÉPJ

ÜTP, sus intensidades aumentan en presencia de espermina y

disminuyen por agregado de GTPfrio, se consideraron sustratos de

1a caseina quinasa de tipo E.

LFPor otra parte, las bandas de 34 (4C), 52 (ó), 63 (7} y 9’

Hilodaltones (10) que aparecen o se estimulan por el agregado de

AHF:se consideraron sustratos de la proteina quinass dependiente

de HMP=_

El resto de las bandas observadas pueden ser : sustratos de la

caseina quinasa de tipo 1, el resultado de autofosfor11ac1ones o
intermediarios fosforilados de ensimas.

DISCUSION

Teniendo en cuenta aquellos factores que modulan in vitro 1a

actividad de las proteina quinasas encontradas en Mucorrouxii y

estudiando los cambios producidos por estos factores en el patron

de fosfoproteinas obtenido por fosforilacion in situ de las
proteinas de levaduras permeabilizadas, se pretendio identificar a

los sustratos de las case1na quinasas y de la proteina quinasa

dependiente de AMP:del hongo.
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En este punto es importante considerar, de acuerdo a los

conocimientos alcanzados respecto a los mecanismos de

fosforilacion en Mucorrouxii y teniendo en cuenta las condiciones

establecidas para realizar estos ensayos, cuáles serian las

actividades responsables de la fosforilacion de proteinas

endogenas en las condiciones basales. Se han estudiado en Mucor

rouxii.I tres tipos de proteina quinasas: la proteina quinasa

dependiente de AMP: (Moreno y Passeron, 1980: Moreno et a1., 1983;

Pastori et a1..l 1981} y las caseina quinasas de tipo 1 y de tipo 2

(Pardo y Moreno. 1988). Si bien no han sido demostradas en Mucor

rouxii. existen evidencias de 1a existencia de proteinas quinasas

dependientes de calcio y de otras proteina quinasas independientes

en otros hongos (Hunter, 1987; Gupta Roy y Datta. 198o). Los

ensayos de fosforilacion endógena presentados fueron realizados en

presencia de ESTA1 mM,de esta manera se quelo el ca1c1o

intracelular y se impidieron las fosforilaciones que lo requieren.

En ausenc1a de moduladores, las fosforilaciones se deberian

principalmente a las caseina quinasas y a la subunidad catalitica
de la proteina quinasa dependiente de AMP.=generada previamente a

la permeabillzacion. La contribucion de otras proteina quinasas

independientes aun no halladas en Mucorrouxii, a 1a fosforilacion

endogena.I no puede descartarse. En estas condiCiones, también se

miden las autofosforiiaciones de las proteinas quinasas existentes

en el hongo y los intermediarios fosforilados de ensimas.

1La caseina quinasa de tipo s de Mucor rouxii, CH 11. se
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caracteriza por utilizar ATPo GTPcomosustratos dadores de

fosfatos y según los experimentos realizados in vitro usando

caseina comosustrato, su actividad resulto estimulable por

'poliaminas y por sales. La inhibiCion de la fosforilacion debida a

CH Il por heparina no pudo ser usada como parametro indicador

debido a que esta molécula no es capa: de ingresar en la celula

permeabilizada por su tamaño. Teniendo en cuenta estas propiedades

se puede considerar que aquellas bandas que resultaron

fosforiladas tanto con [TnuzP] ATPcomo con [7-32FJ UTPy cuya

fosforilac1on resulto estimulada por espermidina y por Hül y

disminuida en presencia de GTPfrio, son sustratos probables de la

caseina quinasa de tipo 2. Las bandas de 25 (3); 30 i4b); 2 (5)

y 63 hilodaltones (7) reunen estas tres caracteristicas.

Del mismomodoy-teniendo en cuenta las propiedades de la proteina

quinasa dependiente de AMP:de Mucor rouxii se investigaron los

sustratos endógenos de esta proteina qu1nasa, considerando

aquellas bandas cuya fusforilacion aumentara en presencia de AMP:

y corroborando la reversión de este efecto mediante el agregado de

un peptido sintetico que contiene la actividad del innibidor

especifico de la proteina quinasa dependiente de AMP:(Walsh et

al., 1971). Segun este criterio, las bandas proteicas de 53 (7) y

Su (b) y las bandas de 95 HD (10) y 34 HD (4C) que aparece sólo

frente al agregado de AMP:son los sustratos encontrados para la

proteina quinasa dependiente de AMPC. Llama la atenCIDn que solo

unas pocas bandas resulten fosforiladas comorespuesta al agregado

de AMPC.Esto puede deberse a una dificultad para produc1r la
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disociación de 1a proteina quinasa dependiente de AMP:de Mucor

rouxii, ya que esta no solo depende de 1a concentrac1on de AMFC,

sino de 1a presencia de compuestos basicos, policationes o

dominios basicos de la proteina sustrato que interactuan con un

dominio regulatorio de 1a proteina quinasa (Guthmannet a1.,

1990). Por otra parte resulta tambien llamativo, 1a necesidad de

altas concentraciones de péptido inhibidor para impedir la

fosforilacion de estas proteinas por 1a proteina quinasa

dependiente de AMPC;esto podria indicar que 1a afinidad de 1a

enzima por estos sustratos es muyimportante, dada la naturaleza

competitiva respecto del sustrato proteico de este inhibidor.

La estimulacion generalizada de la fosforilacion proteica

observada en presencia de sales y de poliaminas puede deberse a

que estos compuestos sean capaces de producir alterac1ones en la

estructura de las proteinas sustrato, de manera que se expongan

nuevos sitios o que se favorezca 1a interacción con 1a quinasa

respectiva.

En el caso de las poliaminas no solo esta demostrada su capacidad

estimulatoria sobre las fosforilaciones producidas por Ch Il sino

tambien sobre 1a subunidad catalitica de 1a proteina quinasa

dependiente de AMP“,este efecto puede explicar la estimulacion

por espermidina de la fosforilacion de las bandas de SE HDy de 34

HD, sustratos de 1a proteina quinasa dependiente de HMFC.

Segun los experimentos realizados in vitro usando caseina como
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sustrato, CKI, 1a caseina quinasa de tipo 1 de Mucor rouxíi, se

caracteriao por ser inhibible por espermina o espermidina y por

sales. Sin embargo, estas caracteristicas no pudieron ser

eVidenciadas estudiando 1a fosforilacion endógena in situ.

Una explicacion para este resultado podria ser 1a ausencia de

actividad de CHI en 1a forma levaduriforme, sin embargo, existen

evidencias de la ex1stenc1a en levaduras de una actividad de

case1na quinasa que percola en columnas de intercambio anionico

(Morenoet a1., 1977), lo que es característico de Ch 1.

Es probable que los efectos observados in vitro, con eales y con

poliaminas usando case1na como sustrato exogeno, se deban a

efectos sobre 1a estructura de 1a case1na o sobre la interacción

entre este sustrato y 1a quinasa y que por esta raïon no se

verifiquen con los sustratos endógenos. D1ferenc1as en la,

estimulacion por poliaminas han sido observadas en experimentos in

vitro con las case1na quinasas nucleares de tipo 2 de higado y de

próstata en presencia de distintos sustratos artific1ales, lo que
parece indicar que la 1nf1uenc1ade estos policationes esta
relac1onada con su interacción con el sustrato proteico y no sobre

la actividad catalitica en si (Ahmedet al., 1985).

La fosforilaciün de sustratos endogenos por CH1 pudo haber

quedado enmascarada si estos sustratos fueran, a su vea. sustratos
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de 1a caseina quinasa de tipo 2. Hay evidencias de sustratos

comunes, identificados por fosforilaCion in vitro con ambas

enuimas purificadas. Entre ellos se encuentran 1a glucoegeno

sintetasa (De Pauli-Roach et a1., 1981 y Cohen et a1.. 1992), la

RNApolimerasa I y 1a RNApolimerasa II (Dahmus, 1981) y un

sustrato purificado a partir de celulas de hepatoma (bhinkawaet

a1., 1997).

No puede descartarse que esta act1v1dad se encuentre inhibida o

localizada de forma tal que su actividad no se manifieste o bien

que haya quedado por debajo del nivel de detección del metodo.

Las bandas fosforiladas que no se modifican por agregados pueden

tambien ser el producto de autofosforilaciones o deberse a la

presencia de intermediarios fosforilados de enzimas. Casi todas

ias proteina quinasas se autofosforilan y Sl bien estae no son

proteinas abundantes, la autofosforilacion es un proceso que por

ser muyeficiente e independiente de 1a concentracion proteica,

permitiría 1a detección de las proteinas o subunidades

fosforiladas. Por otra parte,I Bill y hoshland han descripto 1a

existencia de numerosas enzimas que tienen intermediarios

fosforilados y pirofosforilados (Bill y Hoshland, 1971).

En la literatura se encuentra que el estudio de los sustratos

endogenos de las caseina quinasas se ha realizado por dos

abordajes: 1) fosforilación de proteinas puras (los resultados de

estas investigaciones aparecen resumidos en las tables 5 y ó de 1a
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"lIntroduccion); 2) fosforilacion in vitro en Sistemas crudos o

fracciones subcelulares, con las caseina quinasas endogenas o

suplementando con CH I y/o CH II.

De este ultimo enfoque se puede concluir: 1a fracción citosolico

de higado de rata contiene cuatro bandas proteicas fosforiladas

por CH II, de 89000, 49000, 40000 y 25000 Daltones (Heggio et a1.,

1981); segun estos autores la banda de 89000 correspondería a 1a

glucogeno sintetasa, 1a de 49000 reúne las caracteristicas de 1a

calsecuestrina y la de 25000 podria ser la subunidad B de la CHII

o el inhibidor 1 de la fosfatasa de fosfoproteinas. En 1a fraccion

microsomal se han encontrado seis proteinas fosforilabies; una de

35000 Daltones y dos polipeptidos de 15000 Daltones asociados a

ribosomas y tres proteinas de 91000, 790000 y 52000 Daitones

asociadas a 1a membrana (Meggio et a1., 1984). La caseina quinasa

de tipo 2 de levadura que se encuentra asociada a ribosomas

fosforila cuatro polipeptidos de 1a fracc1on ribosomal de 36000,

32000, 17000 y 12000 Daltones en presenc1a de espermina (Nuutimen

y Londesborough, 1988).

La fosforilacion de proteinas dependiente de HMPc tamoien ha sido

estudiada en numerosos organismos. En 1a ameba Dictyostelium

discoideum, la estimulacion con AMP:induce la fosforilacion de

una proteina de 47000 Daltones (Lubs—Hauhenessy H1e1n, 1982).

En el hongo Coprinus macrorhizus, el AMP:estimula 1a

fosforilacion de dos proteinas de peso molecular o4000 / 45000 e

inhibe 1a fosforilacion de una proteina de 18000. Usando mutantes
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de Saccharomyces cerevisiae que requieren AMP:para su

crecimiento, se encontro que el agregado del nucleotido. luego de

su remocion, provoca la acumulación de cuatro fosfoprote1nas de

76000, 65000, 56000 y 30000 Daltones (Wang y Sy, 1985). La adicion

de ANP:a extractos c1top1asmaticos de celulas BHHen estado

quiescente produce 1a fosforilacion de dos proteinas mayores que

220000 Daltones y de proteinas de 140000, 76000 y 66000 e inhibe

la fosforilacion de una proteina de 96000 Daltones, cuando las

celulas se encuentran en estado proliferativo el AMP:estimula la

fosforilacion de una proteina de 160000Daltones (Kletzien et a1.,
1977).

E1 alcance de los estudios realizados en esta tesis no permite

correlacionar ninguna de las bandas observadas con los sustratos

conocidos para las caseina quinasas. No debe inferirse que el

patrOn de bandas obtenido en cond1c1ones basales y con el agregado

de AMP:constituye el espectro completo de proteinas

fosforilables, s1no mas bien aquellas ev1denciadas con las
tecnicas usadas.

Conocer el patron y las principales bandas fosforiladas por la

proteina quinasa dependiente de ¡AMI-I=y por Ch Il por el metodo de

fosforilacion in situ puede resultar de utilidad para monitorear
1a fosforilacion proteica en distintas situaciones f151ologicas
del hongo. ya que consideramos que este sistema es el que mejor

evidenc1a las fosforilac1ones ocurridas in vivo ya que mantiene la

localizacion intracelular de las enzimas y sus sustratos
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respectivos y permite ademássimular distintas situac1ünes

fisiológicas de la Célula controlando la concentración
intracelular de determinados efectores.
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ABREVIATURAS

ANP:

ATF'

[T-JQP]

ESA :

CH I

DEAE

EDTA

ESTA

II

Abreviaturas

adenosina 3 - 5' monofosfato c1clico.

adenosina S’trifosfato.

adenosina 5‘ tPifosfato conteniendo fosfato T

rad1oactivo

seroalbúmina bovina

caseina quinasas de tipo I y de tlpo II
dietilaminoetil
ácido etilendiamintetraacetico
ácido et11enbis(oxietilennitrilo} tetracetico.
kilodaltones

constante de Michaelis

fosfato unido a proteinas

polietilenimino
fluowuro de fenilmetilensulfonilo

sobrenadante

dodecilsulfato de sodlo
ácido tricloroacetico
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