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3.3 Substrats i proteines que interaccionen amb proteina quinasa CK2.

S’han descrit més de 160 substrats in vitro de la proteina quinasa CK2,
involucrats en nombrosos i diferents processos cel.lulars com transduccié del senyal
biologic, metabolisme, transcripcié i traduccioé dels acids nucléics, apoptosi, regulacio
del cicle cel.lular, cancer, proliferacié i desenvolupament, etc... (Pinna and Meggio,
1997). No obstant, en la gran majoria del casos no es coneix quin és el significat

biologic d’aquesta fosforilacio.

Sembla cada vegada més clar que la CK2 no només actua en la forma classica
de I'holoenzim siné que a la cél.lula també es troben les subunitats lliures que poden
estar interaccionant amb altres proteines i per tant, tenir altres funcions, a més de la de
formar part de I'holoenzim. Técniques bioquimiques classiques com la purificacié o
immunoprecipitacié de proteines han permeés detectar complexes de CK2 i diverses
proteines que poden alterar I'activitat, estabilitat o localitzacié cel.lular de I'enzim. Per
exemple, complexes de CK2 amb HSP90 (Miyata and Yahara, 1992) i grp94/
endoplasmina (Roher et al., 2001) protegeixen a la subunitat CK2a de la formacio
d’agregats. També co-purifiquen o immunoprecipiten amb CK2 proteines com DNA
topoisomerasa Il (Bojanowski et al., 1993), nucleolina (Li et al., 1996), la proteina
fosfatasa PP2A (Hériché et al., 1997), el factor d'inici de traduccioé elF-2 (Riera et al.,
1999) o la proteina supressora de tumors p53 (Filhol et al., 1993), de la que s’ha
postulat que podria estar implicada en la regulacié génica de CK2 (Miré et al., 1999),

entre moltes altres.

Als darrers anys, la técnica del doble hibrid (Fields and Song, 1989) ha permés
identificar nombroses proteines “partners” que interaccionen amb CK2 (o bé amb
'holoenzim o bé només amb alguna de les subunitats) i que poden ser o no
fosforilades per CK2, com A-Raf (Boldyreff and Issinger,1997), el receptor CD5

(Raman et al., 1998), o proteines ribosomals com L5 (Kim et al., 1995).

L’estudi de la interaccié de la CK2 amb altres proteines aixi com de la funcio
d’aquestes proteines “partners” és de gran interés de cara a conéixer els mecanismes
de regulacié de la proteina quinasa CK2. A la taula | es resumeixen algunes de les

proteines subtrats i/o proteines que interaccionen amb la proteina quinasa CK2.
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Taula I: Substrats in vitro i proteines que interaccionen amb la proteina quinasa CK2.

Taula l. Llista parcial de substrats i/o "partners" de la proteina quinasa CK2

TRANSDUCCIO DE SENYAL FACTORS DE TRANSCRIPCIO

Proteina quinasa C (PKC) c-Myc

Proteina quinasa A-Raf c-Myb

Proteina quinasa p34%® p53

Proteina quinasa c-Mos c-Jun
Calmodulina Retinoblastoma

Proteina fosfatasa PP2A

TRANSCRIPCIO DNA PROTEINES DEL CITOESQUELET
DNA topoisomerasa | B-tubulina

DNA topoisomerasa |l Dineina

DNA lligasa Miosina (cadena lleugera i pesada)
HMG 1i 14 Clatrina

TRADUCCIO DEL RNA PROTEINES NUCLEOLARS

RNA polimerasa | Nucleolina

RNA polimerasa |l Nopp140

elF-2p hnRNP A2

elF-5

Proteina Ribosomal L5

3.4 Funcionalitat de la proteina quinasa CK2.

L’analisi de la funcié de CK2 en el llevat S.cerevisiae a partir de la construccié
de soques mutants de les subunitats CK2 ha permés demostrar que la CK2 és
essencial per la viabilitat cel.lular i pel control del cicle cel.lular. Aixi, la disrupcié
d’ambdds gens CKA1 i CKA2 que codifiquen per les subunitats catalitiques CK2a/a’ és
letal pel llevat, que presenta un fenotip de parada de cicle cel.lular (Padmanabha et al.,
1990). També l'estudi de soques mutants de CK2a sensibles a temperatura va
demostrar que CK2 és essencial per la progressio del cicle cel.lular durant G1i G2/M a
llevat (Hanna et al., 1995). En canvi, la deleccid dels gens de les subunitats
reguladores CKB1 i/o CKB2 no afecta al creixement del llevat en condicions normals

perd comporta un fenotip de resisténcia a salinitat (Bidwai et al., 1995)

En cél.lules de mamifers, la microinjeccié d’oligonucleotids antisentit de CK2a i
CK2B provoca una significant parada del creixement en resposta a estimulacié per
sérum, demostrant el paper de CK2 en les primeres fases del cicle cel.lular, GO/G1, G1

i G1/S (Pepperok et al., 1994). També la sobrexpressid6 de CK2o en ratolins
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transgénics provoca el desenvolupament de linfomes (Seldin and Leder, 1995),
demostrant aixi el paper fonamental de CK2 en control de la proliferacio,
desenvolupament i patologies cel.lulars. Recentment, s’ha demostrat una funcié
especifica de I'isoforma CK2a’ en el desenvolupament, ja que la disrupcié d’aquesta
subunitat en ratolins mascles provoca infertilitat amb oligoespermia i globozoospermia
(Xu et al., 1999).

També s’ha descrit una funcié de la CK2 en la resposta enfront al estrés
genotoxic o al dany en el DNA. L'expressié del cDNA huma de la subunitat CK2f en
cél.lules Xeroderma pigmentosum els hi confereix resisténcia parcial als danys
provocats per raigs UV (Teitz et al., 1990). Recentment, noves dades impliquen a la
CK2 en aquesta resposta, ja que s’ha demostrat que la CK2 transdueix la senyal des
dels sensors que detecten el dany al DNA al factor de transcripcié TFIIB, al que
s’associa i activa. Aquest factor és el responsable de reprimir la transcripcio de la RNA
polimerasa lll (Ghavidel and Schultz, 2001)

3.5 Localitzacio subcelular de la proteina quinasa CK2.

La proteina quinasa CK2 no només esta expressada a tots els teixits eucariotes
examinats sind que també I'ls d’anticossos especifics contra les subunitats han
permés detectar CK2 a gairebé tots els compartiments subcel.lulars: membrana
plasmatica, citoplasma, mitocondria, reticle endoplasmatic, citoesquelet, centrosomes,

nucli, matriu nuclear, nucleol i nucleosomes (Faust and Montenarh, 2000).

A la membrana plasmatica, la CK2 es pot trobar tant lliure com associada a
altres proteines transmembrana. L’holoenzim es troba anclat a la membrana a través
de la subunitat CK2p. Sembla que el domini de CK2B responsable de la unié a
membrana és el mateix domini que s’uneix a polilamines (Sarrouilhe et al., 1998). Una
possible funcié d’aquesta localitzacié seria la regulacié de la internalitzacié de senyals
extracel.lulars a través de receptors, com en el cas de CD5, un receptor de cél.lules T,
que és substrat de CK2 i que interacciona especificament amb la subunitat
CK2B (Raman et al., 1998).

Existeixen dades contradictories sobre la localitzacié nuclear o citoplasmatica

de les subunitats CK2. A nucli, la CK2 fosforila enzims de la sintesi d’acids nucleics,
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factors de transcripcid, oncoproteines, proteines supressores de tumors i un gran
nombre de proteines nucleolars. Les subunitats CK2a/a' presenten senyals de
localitzacid nuclear (NLS) que facilitarien el seu transport a nucli, mentre que les
subunitats CK2p no tenen sequéncies NLS pero es postula que la seva entrada a nucli
pot estar modulada per interaccié o bé amb les subunitats CK2a o bé amb altres
proteines com és el cas de Nopp140 (Li et al., 1997). No obstant, la localitzaci6
nuclear i/o citoplasmatica de la CK2 sembla conseqiiéncia d’'un procés dinamic que
depén tant del tipus cel.lular com de les condicions en que es troba la cél.lula. Per
exemple, en resposta a androgens o certs estimuls de creixement, la CK2 es transloca
del citosol al nucli, a on s’associa preferentment amb cromatina i matriu nuclear (Guo
et al.,, 1999). També en condicions d’estrés produit per “heat-shock” hi ha una re-
localitzacioé de la subunitat CK2a cap a nucleol en cél.lules animals, mentre que no
s‘observa preséencia de subunitat CK23 en aquest compartiment, indicant una possible

funci6 diferent entre les subunitats CK2a/p3 en resposta a estrés (Gerber et al., 2000).

3.6 Estructura molecular de la proteina quinasa CK2 de plantes.

Durant anys, l'estructura tetramérica de la CK2, que estava ben definida en
animals i en llevat, no semblava tant clara en el cas daltres organismes com
protozous, o plantes. En el cas de Dictiostelium i fins al moment, només s’ha descrit
una forma monomerica de CK2 que correspon a la subunitat catalitica CK2a (Kikkawa
et al., 1992). En plantes, I'existéncia d’'una activitat CK2-like va ser descrita per primera
vegada en blat per Yan and Tao, (1982) quan es va purificar una proteina monomérica
amb caracteristiques propies de CK2. Seguidament, es van descriure també formes
oligomériques que presentaven activitat CK2-like en blat de moro (Drobrowska et al.,
1989) broquil (Klimczak et al., 1992) o peésol (Li and Roux, 1992). No obstant, la
composicié d’aquestes formes oligomériques no estava clara, ja que anticossos contra
subunitats CK2B d’animal no detectaven preséncia de subunitats reguladores en

aquests oligomers.
3.6.1 Les subunitats catalitiques CK2a.
Existeixen diferéncies entre la organitzacié génica de les subunitats CK2 de

plantes i la d’altres organismes. En plantes, les subunitats CK2a estan estructurades

en families multigéniques de 3 a 4 gens. A nivell molecular, la primera CK2 clonada va
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ser la subunitat catalitica CK2a, CK20—1 de blat de moro (Drobrowska et al., 1991).
Poc després es van identificar dos cDNAs de subunitats catalitiques (CK2A1 i CK2A2)
en Arabidopsis thaliana (Mizoguchi et al., 1991)i la finalitzacié de la seqlenciacié del
genoma d’ Arabidopsis indica que poden existir com a minim dos gens més. En blat de
moro es va descriure una segona subunitat catalitica, CK2a-2, per Peracchia et al.,
(1999) i en aquesta tesi s’identifica un tercer membre de la familia. També s’han clonat
tres cDNA de subunitats CK2a en tabac (Espunya et al., 1999; Salinas et al., 2001;), i
subunitats CK2a en arros i en blat, (Takahaski et al., 2001) i en esbargiria (Kanhonou
et al., 2001).

Els gens de les subunitats CK2a de plantes no presenten cap homologia entre
ells en el seu extrems 5’ i 3’ no codificants. En canvi, a nivell de proteina, presenten
més del 90% d’homologia entre elles. En animals, CK2a i CK2a’ tot i estar molt
conservades principalment en el seu extrem amino terminal i part central, presenten
baixa homologia a la regié carboxi terminal i CK2a’ és 41 residus més curta que
CK2a . En plantes, en canvi, totes les CK2a descrites presenten practicament la
mateixa llargada i I'alt grau d’homologia es manté al llarg de tota la sequéncia. A la
figura 6 es presenta un alineament entre algunes de les proteines CK2a de diferents
plantes (Arabidopsis, blat de moro, arros i tabac) amb les CK2a/a’ humanes. Es por
veure que els determinants estructurals definits per les subunitats catalitiques (lloc

d’'unié a ATP, “cluster” de lisines) estan conservats en tots els casos.

L’estructura terciaria de la subunitat CK2a es coneix gracies a la cristal.litzacio
de la CK2a de blat de moro (Niefind et al., 1998). Una imatge d’aquesta estructura es
mostra a la figura 7. La CK2a de blat de moro és 59 aminoacids més curta en el
extrem carboxi terminal que la CK2a humana i presenta un 65% d’homologia amb
CK2a i un 70% amb CK2a'. La CK2a de blat de moro és més estable i presenta major
activitat especifica que la CK2a, humana, per aquest motiu va ser la primera i fins al
moment ['Unica subunitat catalitica CK2 cristal.litzada individualment. En la
cristal.litzacié de I'holoenzim huma les subunitats CK2a presenten una degradacio
d’'un 5 kDa de I'extrem carboxi terminal, aixd sembla indicar que aquesta regioé esta
implicada en I'estabilitat de la proteina. (Niefind et al., 2001). La resolucié a 2.1 A de la
CK2o. de blat de moro, en preséncia d’ATP i Mg®*, va permetre avancar en el

coneixement de la relacié estructura-funcié de I'’enzim.
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ARABIDOPSIS
TABAC
ARROS
MAIZE

HUMAN

ARABIDOPSIS
TABAC
ARROS
MAIZE

MSKARVYRDVNVLRPIMEYWDYEALTVQWGEQDDYEVVRKVGRGKYSEVFEGIN

unié a ATP
INSINEKCIIKILKPVKKKKIRREIKILONLCGGPNIVKLLDWMVRDOHSKTPSLIFEYVNET]
NSHEKCIIKILKPVKKKKIKREIKILQNLCGGPEIVKLLDIVRDQHSKTPSLIFEYVNST

INNNEKCITIKILKPVKKKKIKREIKILONLCGGPNIVKLLDIVRDQHSKTPSLIFEYVNNT]

INNNEKCITIKILKPVKKKKIKREIKILONLCGGPNIVKLLDIVRDOQHSKTPSLIFEYVNNT]

HUMAN T MAYKILKPVKKKKIKREI KT LIZNT, IT P
HUMAN2Z2 T BWAAYK T TLKPVKKKKIKREWYK I LIBNT) ISN TR K LE DN P I

Domini basic (NLS)

PNV SENDIO) SRS NS D F KVLYPTLTDYDIRYYIYELLKALDIYCHSQGIMMHRDVKPHNVMI DHELRKLRLI DWGLA
TABAC IR D KVLYPTLTDYDIRYYIYELLKALDYCHSQGIMHRDVKPHNVMIDHELRKLRLIDWGLA
ARROS IR D KVLYPTLTDYDIRYYIYELLKALDYCHSQGIMHRDVKPHNVMIDHELRKLRLIDWGLA
MAIZE IR D KVLYPTLTDYDIRYYIYELLKALDYCHSQGIMHRDVKPHNVMIDHELRKLRLIDWGLA
HUMAN 120 YUYEMLKALDYCHSMGIMHRDVKPHNVMI DHERIRKLRLI DWGLA
HUMAN2 121 YOMTLTDEDIRPYNMYELLKALDYCHSINGIMHRDVKPHNVMI DHO@JNKTL.RLIDWGLA
ARABIDOPSIS 175 RSREIZEINENVNYVEINGDNE)ZSARAUNINCINENESINDUIIISINESIUIPNE T LINNNINDAEIINN O
TABAC IS 'Y HPGKEYNVRVASRYFKGPELLVDLODYDY SLDMWSLGCMFAGMI FRKEPFFYGHDN{@®]
ARROS IR 'Y HPGKEYNVRVASRYFKGPELLVDLODYDY SLDMWSLGCMFAGMIFRKEPFFYGHDNIs
MAIZE IR 'Y HPGKEYNVRVASRYFKGPELLVDLODYDY SLDMWSLGCMFAGMIFRKEPFFYGHDNIs
HUMAN IRJONF Y HPGOE YNVRVASRY FKGPELLVDMONMY DY SLDMWS LGCMIBARM I FRKE PF Fjs| Y
HUMAN2 IRSNANF 'Y HPINOE YNVRVASRYFKGPELLVDMOMY DY SLDMWS LGCMIBARIM I FRIJIE PF FisIGlO)DN)4
ARABIDOPSIS 235 KIAKEYGTIELNAYLNKY@WELDPQLEALVGRHSRKPWSKFINADNQHLVSPEATID,
TABAC 235 DQLVKIAKVLGTDELNAYLHKYQLELDPQLEAMVGRHSRKPWSKFINADNQHLVSPEAID
ARROS 235 DQLVKIAKVLGTE‘LNAYLNKYHIELDPQLEALVGRHSRKPWSKFINADNQHLVSPEAED
MAIZE PAREDOLVKIAKVLGTBELNYY LNKYRIELDPQLEALVGRHSRKPWIRK FINADNQHLVSPEATD|
HUMAN AV DO L VRITAKVLGTIH LGS YESRK YN T E LD PREBNBARNGR H S RKIVINA F|YISIaN QO HLV S PE AR DY
HUMAN2 PSRN D O VIRIT AKVLGTIHE L€ 12| 1B T.D PIsEN\IBARN G(®)H SR K I\ F TISIANIRH LV S PEAIRD
ARABIDOPSIS 295

TABAC 295
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MAIZE 295
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Figura 6: Alineament de les seqiiéncies aminoacidiques de CK2u de plantes. S’ha utlitzat
les seglients sequéncies: Arabidopsis, (CK2A1, numero d’accés Q08467) blat de moro, (CK2a-
1 n. d’accés CAA43659), tabac (CK2a, n. d’accés AAK54616), arros (CK2a, n. d’accés
BAB21589), humana (CK2a, n. d’accés AAA355503) i humana (CK2a/', n. d’accés AAA51548).
Els residus invariants estan senyalats en negre i els conservats en gris. Els dominis
caracteristics de CK2a com el lloc d’'unié ATP i la zona basica (NLS) estan subratllats en
vermell.
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La CK2a de blat de moro presenta la tipica estructura bilobal descrita per totes
les subunitats catalitiques cristal.litzades. Un dels aspectes més interessants de
I'estudi de la regulacio de la CK2 és que tant I'holoenzim com la subunitat CK2a sola
son constitutivament actius i que, per tant, els mecanismes de regulacié descrits per
altres quinases (Johnson and O’Reilly, 1996) no funcionen en aquest cas. Aquesta
estructura es va cristal.litzar en conformaci6 oberta i activa. Les fortes interaccions
entre el seu extrem amino terminal i elements estructurals del seti actiu com el “cluster”
de lisines i principalment amb el segment d’activacio expliquen, almenys en part, la
naturalesa activa de I'enzim. El “cluster” de lisines "“KKKKIKREIK® és el domini més
caracteristic de la CK2a, responsable del reconeixement de multiples determinants
acidics que especifiquen el residu fosfo-aceptor perd també implicat en la inhibicio per
compostos polianionics com heparina, en “down-regulation” per la subunitat CK2p i en
la translocacié a nucli, ja que conté una sequéncia consens de localitzacié nuclear
(NLS). S’ha demostrat que aquesta Unica NLS és suficient per translocar la proteina de
citoplasma a nucli (Peracchia et al., 1999). L’estructura revela també un lloc d’'unié a
ATP atipic que pot ser I'explicacié de perque CK2 pot utilitzar tant ATP com GTP i de
perqué és insensible a inhibidors especifics de la majoria de les quinases com la

staurosporina.

Figura 7: Estructura tridimensional de la subunitat catalitica de la CK2 de blat de moro.
Publicada a Niefind et al., (1998). Presenta una estructura bilobal, amb una fulla-p a I'extrem
amino terminal, varies hélix-o al carboxi terminal i el seti actiu situat al centre .Imatge extreta de
http://pkr.sdsc.edu/
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També en blat de moro s’ha aillat I'tinic clon gendmic de CK2a de plantes, que
correspon a CK2a-1 (Peracchia et al., 1999). Té una grandaria de 7.5 kb i conté 10
exons separats per 9 introns de diferents mides. A la regid6 promotora del gen es
troben elements del tipus caixes TATA , CAAT o GC. Manquen més dades per
determinar si I'estructura del gen de blat de moro esta compartida en altres espécies

vegetals.

Estudis de immunocitoquimica utilitzant anticossos contra la subunitat CK2a de
blat de moro han permeés localitzar la CK2a en diferents tipus de cél.lules de blat de
moro (Peracchia et al., 1999). A ligual que en el cas de cél.lules animals, s’observa
diferent localitzacié depenent del tipus cel.lular, aixi, en cél.lules d’epidermis, mesofil i
teixits meristematics la localitzacio de CK2a és predominantment citosolica mentre que

en cél.lules de I'escutel i del cortex radicular és nuclear.

3.6.2 Les subunitats reguladores CK2p.

Al igual que les subunitats CK2a, les subunitats reguladores de plantes també
semblen estructurades en families multigéniques de 3 a 4 gens. En el cas
d’'Arabidopsis thaliana s’han descrit tres gens CK2B (Collinge and Walker, 1994;
Sugano et al.,1998) i s’ha predit un quart gen una vegada finalitzada la seqlienciacio

del genoma d’Arabidopsis.

La baixa homologia entre les subunitats reguladores de plantes i d’animals, al
voltant del 30%, va dificultar el seu clonatge. La primera evidéncia de I'existéncia de
subunitats CK2f en plantes va ser gracies a estudis funcionals llevat. Aixi, experiments
de complementaci6 en la soca YDHS8, una soca termosensible mutada en la subunitat
catalitica, van permetre l'aillament de dos gens CKB1 i CKB2 corresponents a
subunitats reguladores d’ Arabidopsis thaliana (Collinge and Walker, 1994). També
s’ha descrit la preséncia de CK2p en tabac (Espunya et al., 1999). L'expressio de les
proteines recombinants CKA1 i CKB1 d’Arabidopsis va demostrar que també en
plantes I'holoenzim es podia reconstituir donant lloc a I'estructura tetramérica tipica

descrita en llevats i animals (Klimczac et al., 1995).

Tot i que la preséncia de subunitats reguladores era un fet en Arabidopsis, en

blat de moro hi havia dades contradictories sobre I'existéncia de CK2p. Per una banda,
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anticossos d’espécies animals contra CK2B no detectaven preséncia de subunitats
reguladores en extractes de blat de moro (Drobrowska et al., 1992). Posteriorment, la
cristal.litzacié de la CK2a de blat de moro va demostrar que aquesta subunitat per si
sola era molt més estable i presentava major activitat especifica que la CK2a humana.
Aquestes dades permetien especular sobre que blat de moro podia haver una forma
monomeérica de CK2a que suplia I'abséncia de subunitats reguladores (Niefind et al.,
1998). Per altre banda, s’havien purificat dues formes de I'enzim de blat de moro: una
forma oligomérica, anomenada CK2A i una altra monomerica, relacionada amb CK2a.
anomenada CK2B (Drobrowska et al., 1992). No obstant, les caracteristiques
bioquimiques de la forma monomeérica CK2B eren diferents de la CK2a recombinant
de blat de moro, ja que aquesta ultima podia interaccionar amb CK2p humana donant
lloc a la reconstitucié d’'un holoenzim quiméric mentre que amb CK2B no era possible
la formacio de I'holoenzim. (Boldyreff et al., 1993b; Battutista et al., 2000). Al llarg
d’aquesta tesi es demostra I'existéncia de subunitats reguladores en blat de moro i es
parlara de I'estructuracié de la familia multigénica de la CK2p en blat de moro aixi com

de la caracteritzacié de I'holoenzim.

3.7 Funcionalitat de la proteina quinasa CK2 en plantes.

En plantes, al igual que en animals, la proteina quinasa CK2 té un efecte
pleiotropic dins la cel.lula ja que es troba involucrada a la regulacié de gran nombre de
processos essencials per la viabilitat de I'organisme, com el control del cicle cel.lular,
mecanismes de transduccio de senyal de llum, ritme circadia, transcripcio i traduccid
d’acids nucleics, o transport intracel.lular de proteines entre altres. No obstant, el
nombre de substrats in vitro o proteines que interaccionen amb la CK2 de plantes
descrits fins al moment no es tant gran com en el cas d’animals. Una recopilacié de

totes les descrites fins al moment es presenta a la taula .

La funcié de la CK2 en cicle cel.lular s’ha demostrat ampliament en llevat i en
mamifers (Padmanabha et al., 1990; Pepperkok et al., 1994). En plantes, en un
sistema de cél.lules de tabac BY-2 s’ha comprovat que CK2 és essencial per la
progressié del cicle de divisid cel.lular i té un paper fonamental en la transicié de fase
G2 a M (Espunya et al., 1999).
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Recentment s’ha descrit que la sobrexpressié de la subunitat CK2o de plantes
augmenta la tolerancia a sal en llevat (Kanhonou et al., 2001) . Es remarcable el fet de
que en animals aquesta caracteristica s’ha descrit per la subunitat CK2p (Bidwai et al.,
1995).

També CK2 sembla implicada en l'activacio de la senyal de transduccié d’acid
salicilic (SA) en tabac (Hidalgo et al.,, 2001). La via activada per SA és un dels
mecanisme de defensa més estudiats en plantes (Durner et al., 1996). En resposta a
acid salicilic augmenta I'activitat CK2 al nucli. Aquesta dada és important ja que és la

primera descripcio d’activacié de la CK2 per una hormona vegetal.

La obtencié en Arabidopsis de plantes transgéniques que expressen el gen
antisentit de la subunitat catalitica CK2a ha demostrat una funcié fisiologica clara de la
CK2 en la regulacio de la transduccié de senyal de la llum i del creixement de la planta
(Lee et al., 1999). Aquesta regulacié sembla que funciona, en gran part, a través de la
fosforilacio de factors de transcripcié que s’'uneixen a promotors de resposta a llum. La
fosforilacio pot afectar a I'unié dels factors al DNA de diferents maneres: en alguns
casos, com en el del factor GBF1, la fosforilacié per CK2 estimula la seva unio a
caixes G dels promotors de llum (Klimczac et al.,, 1995). En altres ocasions, la
fosforilacié de factors transactivadors com AT-1 o ATBP-1 inhibeix la unié d’aquestes
proteines a caixes riques en AT (Datta and Cashmore, 1989; Tjaden et al., 1994).
També s’ha descrit que factors de transcripcid essencials en la regulacié del ritme
circadia com CCA-1 o LHY interaccionen amb la subunitat CK2p3i també estan
fosforilats i regulats per CK2 (Sugano et al., 1998; Sugano et al., 1999). A més, la
sobrexpressié de una de les subunitats reguladores (CK2B3) en Arabidopsis modifica
'expressio circadiana d’aquests gens, demostrant la importancia de la CK2 en la
regulacio del ritme circadia (Sugano et al., 1999). També HY5, un factor de transcripcio
del tipus bZIP (d’estructura de cremallera de leucines) que té funcions de promocio de
fotomorfogénesi esta regulat per fosforilacié per CK2 (Hardtke et al., 2000). Les formes
no fosforilades de HY5 s’uneixen millor al DNA que les fosforilades i a més sembla que
en aquest cas l'activitat CK2 esta regulada per llum ja que es detecten un gran alt
nombre de formes fosforilades en la foscor , a més, la fosforilacié de HY5 protegeix a

la proteina de la degradacio pel proteosoma 26A.
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També factors de transcripcio implicats en altres vies estan regulats per CK2.
Es el cas de Opaque2, que en blat de moro regula I'expressié de gens de zeines, que
son proteines de reserva del endosperma (Cicceri et al., 1997). Com en el cas de HY5,
la fosforilacié d’aquest factor sembla regulada per llum, ja que les formes fosforilades
que s’acumulen en foscor presenten una activitat d’'unié a DNA menor que les formes
hipofosforilades. Altres proteines de reserva com B-conglicina o calreticulina també
sén substrats in vitro de CK2 (Ralet et al., 1999; Baldan et al., 1996). Es remarcable
que en animals no s’ha demostrat que la calreticulina sigui substrat de CK2, tot i que la
CK2 animal fosforila altres proteines d’unié a Ca?* com la calmodulina o calcinexina
(Bidwai et al., 1993; Ou et al., 1992).

També esta descrit que en plantes la CK2 fosforila gran nombre de proteines
nuclears i nucleolars, com lamina-like de la matriu nuclear (Li et al., 1992) o altres
implicada en els processos de transcripcié del DNA, traduccié del RNA i sintesi de
proteines. Recentment s’ha descrit que CK2 co-purifica amb RNA polimerasa Il en
brocol (Saez-Vasquez et al., 2001). També CK2 sembla que esta regulant altres
proteines implicades en la transcripcié del rDNA i el procesament del pre-RNA com la
DNA helicasa PDH65 (Tuteja et al., 2000) aixi com determinades proteines de alta
mobilitat HMGB de blat de moro que interaccionen amb la cromatina i estan
fosforilades de manera especifica per CK2 (Stemmer et al., 2002). Riboproteines com
les proteines P que formen part dels complexes ribosomals 60S en blat de moro o p34
involucrada en el processament de RNA missatger a cloroplast d’espinacs son també
fosforilades per CK2 (Bailey-Serres et al.,, 1999; Kanekatsu et al., 1993). Un altre
substrat in vitro és la proteina p36 o subunitat elF-2a de blat (Jakani et al., 1995), no
obstant la funcionalitat d’aquesta fosforilacié en el cas de plantes no es clara tot i que
en mamifers es coneix que la fosforilacié de elF-2a inhibeix la sintesi proteica (Pain
and Clemens, 1983).

A la taula Il queda resumida la implicaci6 de CK2 en altres processos més
generals com la sintesi d’ATP, de lipids o degradacié de proteines pel proteosoma.
Tambe dues proteines LEA (Late Embryogenesis Abundant), la proteina Rab17 de blat
de moro i la seva homologa de tomaquet TAS-16, sén fosforilades in vitro per CK2
(Plana et al., 1990; Godoy et al., 1994). L'estudi de la fosforilacié de la proteina Rab17

de blat de moro és un dels objectius d’aquesta tesi.
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Taula ll: Substrats in vitro i proteines que interaccionen amb la proteina quinasa CK2 en

plantes.

NOM TIPUS PLANTA FUNCIO REFERENCIA
TRANSDUCCIO DE SENYAL DE LLUM

GBF-1 factor de transcripcié bZIP Arabidopsis unié a caixes G de promotors Klimzac et al., 1995
AT-1 factor transactivador Pésol unié a caixes riques en AT de promotors Datta et al., 1989
ATBP-1 factor transactivador Pésol unié a caixes riques en AT de promotors Tjaden et al., 1994
CCA-1 factor de transcripcié Myb Arabidopsis control ritme circadia Sugano et al., 1998
LHY factor de transcripcié Myb Arabidopsis control ritme circadia Sugano et al., 1999
HY5 factor de transcripcio bZIP Arabidopsis promou fotomorfogenesi Hardtke et al., 2000
EMMAGATZAMENT A LLAVOR

Opaque2 factor de transcripcié bZIP Blat de moro unié a promotor zeina Cicceri et al., 1997
B-conglicinina proteina de reservori Soybean proteina d'emmagatzament Ralet et al., 1999
calreticulina proteina d'unié a Calci Espinac Metabolisme del calci Baldan et al., 1996
TRADUCCIO DEL RNA

proteines P proteines ribosomals Blat de moro complex amb subunitat ribosomal 60S  Bailey-Serres et al.,1997
p34 ribonucleoproteines cloroplastes d'espinac  processament de mRNA 3' Kanekatsu et al., 1993
p36 subunitat d'elF-2 Blat intercanvi de nucleotid guanina Janaki et al., 1995
RNA pol | Brocol Saez-Vasquez et al. 2001
TRANSCRIPCIO DEL DNA

PDH65 DNA helicasa Pésol obertura del duplex DNA Tuteja et al., 2001
HMGB proteines d'alta mobilitat grup B Blat de moro interacci6 amb DNA/cromatina Stemmer et al., 2002

TRANSDUCCIO DE SENYAL D'ABA

Rab 17
TAS-14

proteina LEA
proteina LEA

SINTESID'ATP

Blat de moro

Tomaquet

proteina induible per estrés i ABA

proteina induible per estres i ABA

Plana et al., 1990
Godoy et al., 1994

CFOCF1-ATPasa subunitat ATPasa sintasa B cloroplastes d'espinac  sintesi d'ATP Kanekatsu et al., 1998
apirasa Peésol hidrolisi d' ATP Hsieh et al., 2000
SINTESI DE LIPIDS

gp96 lipoxigenasa Soybean oxigenacio d'acids grassos insaturats ~ Ohtsuki et al., 1995
MAQUINARIA DEL PROTEASOMA

C2 proteina del proteasoma Arros degradacié de proteines Umeda et al., 1997
PROTEINES DE LA MATRI NUCLEAR

lamina-like proteina de la lamina matrix Pésol proteina de la lamina matrix Lietal., 1992
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