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Resum

RESUM

La proteina quinasa CK2 és una serina treonina quinasa que s’expressa ubiquament a
la cél-lula i de manera pleiotropica en humans, és constitutivament activa i se n’han
descrit més d’un centenar de substrats.

En aquest treball hem estudiat el paper que juga aquesta proteina en dos entorns
diferents: en la regulacié de l'inici del procés de traduccié en el marc de la sintesi
proteica i en el paper que juga quan apareix associada a microdominis de membrana i,
meés concretament a, lipid raft. CK2 presenta diversos substrats en tot I'entramat de
proteines que conformen el Multifactor Complex, un compendi de proteines
responsables dels primers passos de la de la sintesi proteica, i en aquest treball ens
hem centrat en elF2 i elF3, on algunes de les seves subunitats sén substrats de la
quinasa.

Després de plantejar-nos dues aproximacions, la farmacoldgica amb un dels inhibidor
canodnics de CK2 com és TBB (4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazole), i la genética,
alterant els patrons d’expressio de les subunitats de CK2 es va arribar a la conclusio
que la fosforilacié d’elF2B en la seva Ser? era clau per mantenir I'estabilitat del
complex de preiniciacio de la sintesi proteica. L’abséncia de la fosforilacié provocava el
desassamblatge dels complexos de preiniciacid, que es traduia amb una menor
formacio del ribosoma actiu, amb la consequent disminucié de la sintesi proteica.

En la segona part d’aquest treball es va aportar llum sobre un nou paper de CK2, en
aquest cas, quan apareixia associada a microdominis de membrana, tant en
sinaptosomes de rata com en cél-lules humanes de rony6é HK-2.

Aquests microdominis, i en concret els lipid raft, son estructures lipidiques riques en
colesterol i esfingolipids, i s’han descrit com a grans plataformes de senyalitzacié
cel-lular. L'eliminacié del colesterol amb metil-B-ciclodextrina (MCD) de les nostres
membranes provocava el desancoratge i la pérdua d’activitat de CK2 en aquests
microdominis i aixd ens va portar a intentar entendre’n la raé fisiologica i estructural de
la seva associacio.

Com que esta descrit en la bibliografia que la Ser' de Sintaxina-1 és substrat de CK2,
vam centrar els nostres estudis en veure quin paper podia tenir en el cas dels
sinaptosomes de rata. La Sintaxina-1 forma part del complex SNARE responsable de
regular la fusié de les vesicules exocitotiques amb la membrana presinaptica i varem
poder comprovar que la inhibici6 de CK2 amb DMAT (2-dimethylamino-4,5,6,7-
tetrabromo-1H-benzimidazole) provocava una desregulacié a I'alca de la secrecié de
glutamat. Per tant, semblava evident que la preséncia de CK2 en lipid raft de
sinaptosomes de rata t¢, com a minim, la funcié de regular I'exocitosi cel-lular.

L’estudi de la preséncia de CK2 en lipid raft de les cél-lules renals HK-2 va demostrar
que també vam ser capacgos de detectar CK2 activa a la fraccié corresponent als lipid
raft, i es va comencar a caracteritzar la resposta cel-lular als tractaments amb MCD
com a treball previ per estudiar la possible relaci6 de CK2 i la via de MAPK, on la
quinasa hi té diversos substrats.

Tot i quedar lluny dels objectius marcats, va posar les bases técniques i els primers
indicis experimentals per poder-ne descriure la seva funcié fisioldogica en un futur.
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AUG Codo d’iniciacio de la traduccié. Conté Adenina, Uracil i Guanidina

BCA De I'anglés Bicinchoninic Acid Assay. Métode de quantificacié de proteines

BSA De l'anglés Bovine Serum Albumin.

BSL-2 De l'anglés Biosafety Level 2

ca” Catié Calci

CAV-2 De l'anglés Canine Adenovirus Type 2
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CDK De l'anglés Cyclin-dependent kinases
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DMAT Inhibidor de CK2

DMEM De I'anglés Dulbecco's Modified Eagle Medium
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ERK De 'anglés Extracellular signal-regulated kinases

Erk2 De 'anglés Extracellular signal-regulated kinases

FAF-1 De l'angles FAS-associated factor 1. FAS és I'antigen TNFRSF6

FBS De l'anglés Serum Fetal Bovi

FGF De l'anglés Fibroblast growth factor
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GAP43 De l'anglés Growth Associated Protein 43
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Henrietta Lacks,

HER Grup de receptors ’EGF. Conté HER1, HER2, HER3 i HERA4.

His Aminoacid Histidina
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HPV-16 De l'anglés Virus del Papil-loma Huma
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Hsp90 De l'anglés Heat Shock Protein de 90 kDa
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KCI Clorur Potassic
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KSR1 De l'anglés Kinase Suppressor of Ras

LDH Lactat deshidrogenasa

LTP De I'anglés Long term potentiation

Lys Aminoacid Lisina
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MAPK De I'angles Mitogen-activated protein kinase - Wikipedia

MCD De I'angles Methyl-B-cyclodextrin
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MEK-1 De I'angles Mitogen-activated protein kinase kinase

Met Aminoacid Metionina

MFC De l'angles Multifactor Complex

Mg Magnesi
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De l'anglés Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, forma reduida
De l'anglés NCK Adaptor Protein 1

Gen que codifica per la Sialidasa-3

De l'anglés Nerve Growth Factor

Nomenclatura equivalent en llevat per elF3c d’huma

De l'anglés Nuclear localization signal

Unitats: nandmetres

Unitats: nanomolar

De 'anglés N-methyl-D-aspartate

De l'anglés Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1

Estadistica: no significant

De l'anglés N-ethylmaleimide-sensitive factor

De l'anglés Penicillin/Streptomycin Solution

Unitats: Pes/volum

Fraccié membranosa obtinguda després de la primera centrifugacié a 1000 g
Fraccié membranosa obtinguda després de la segona centrifugacié a 12000 g
De l'anglés Cyclin-dependent kinase inhibitor p21

De l'anglés Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

De l'anglés 90 kDa ribosomal protein S6 kinase 1

De l'anglés Polyacrylamide gel electrophoresis

De l'anglés Phosphate-buffered saline

Domini proteic derivat de proteasoma, COP9 signalosoma, elF3

Vector de clonacio derivat del citomegalovirus amb el tag d’hemagglutinin
De l'anglés Platelet-derived growth factor

De l'anglés protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase
De I'anglés Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

De l'anglés Pre-initiation complexes

De l'anglés Phosphatidylinositol (3,4, 5)-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3)
De l'anglés Protein Kinase A

De l'anglés Protein Kinase C

De l'anglés Protein kinase RNA-activated o Protein kinase R

De l'anglés Phospholipase C

De l'anglés Phenylmethane Sulfonyl Fluoride

De l'anglés Protein phosphatase 1

Nomenclatura equivalent en llevat per elF3b d’huma

De I'anglés Phosphotyrosine-binding domain

De l'anglés Proximal Tube Cells

De l'anglés Phosphatase and tensin homolog

De l'anglés Parathyroid hormone

De I'anglés Polyvinylidene fluoride o polyvinylidene difluoride

De l'anglés Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Sequiencia peptidica per I'estudi de I'activitat de CK2 RRRADDSDDDDD
De l'anglés Ribonucleic acid

De l'anglés Ribonucleoprotein

Unitats: revolucions per minut

De l'anglés Ribosomal Protein S6

De I'anglés ribosomal Ribonucleic acid

Dodecilsulfat sodic

De I'anglés Size-exclusion chromatography

Aminoacid Serina

De l'anglés Src Homology 2

De I'anglés short hairpin RNA

De I'anglés small interferent RNA

De l'anglés Soluble NSF Attachment Protein



Abreviatures

SNARE
S0OS-1
Src
STED
Stx1
Syk
TBB
TBBz
TCA
TEMED
TfR
TGF
TGN
Thr
Thy-1
TIF32
Tif34
Tif35
TMR
TrkA
TrkB
tRNA
T-SNARE
TTBS
Tyr
U/mL
uoa37
UAB
uPAR
UTR

\%

Val
VAMP
V-SNARE
wce
WHD
XRCCA1

De l'angles Soluble NSF Attachment Protein REceptor
De l'anglés Son of sevenless homolog 1

De 'anglés Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
De I'angles Stimulated emission depletion (STED) microscopy
De l'anglés Syntaxin-1

De l'anglés Spleen tyrosine kinase

Inhibidor de CK2 4,5,6, 7-tetrabromobenzotriazole
Inhibidor de CK2 4,5,6,7-Tetrabromobenzimidazole

De l'anglés Trichloroacetic acid

De l'anglés Tetrametiletilendiamina

De l'anglés Transferrin Receptor

De l'anglés Transforming Growth factor

De l'anglés Trans-Golgi Network

Aminoacid Treonina

Coneguda també com CD90, de 'anglés Cluster of Differentiation 90

Nomenclatura equivalent en llevat per elF3a d’huma
Nomenclatura equivalent en llevat per elF3i d’huma
Nomenclatura equivalent en llevat per elF3g d’huma
Tampo de mostra reductor

De l'anglés Tropomyosin receptor kinase A

De l'anglés Tropomyosin receptor kinase A

De l'anglés transfer RNA

De l'anglés Target - Soluble NSF Attachment Protein REceptor
De l'anglés Tween 20 Tris-Buffered Saline

Amioacid Tirosina

Unitats: Unitats per mililitre

Linia cel-lular humana derivada de la pleura

Universitat Autobnoma de Barcelona

De l'anglés Urokinase receptor,

De l'anglés untranslated region

Unitat: Volts

Aminoacid Valina

De l'anglés Vesicle associated membrane proteins

De l'anglés Target - Soluble NSF Attachment Protein REceptor
De l'anglés Whole Cell Extract

De l'anglés Winged Helix Domain

De l'anglés X-ray repair cross-complementing protein 1
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1 Proteina Quinasa CK2

1.1 Caracteristiques generals

La proteina quinasa CK2 pertany a la familia de les caseina quinases, que es van
descriure per primera vegada I'any 1954 [1]. Aquesta familia engloba dues proteines
quinasa més, com son CK1 i GEF-CK, pero, tot i aixd, només GEF-CK és capac de
fosforilar la caseina en condicions “in vivo”. La comprovacié d’aquest fenomen va fer
que I'any 1994 se’ls canviés el nom pel de proteina quinasa CK1 i proteina quinasa
CK2.

“La proteina CK2 s’ha descrit tradicionalment com una serina/treonina quinasa
independent de missatger, constitutivament activa, essencial per a la viabilitat cel-lular,
trobant-se ubiquament expressada en eucariotes, donant lloc a complexos tetramerics,
formats per les seves subunitats catalitiques i requladores. Existeixen, pero, diferents
mecanismes en els quals l'activitat de I'enzim pot ser modulada o dirigida cap a
determinats substrats, a la vegada que en pot excloure d’altres com la localitzacié

subcel-lular, la fosforilacio i la interaccié amb altres proteines [2]”.

Aquest dos ultims paragrafs, amb algunes variacions, han estat presents a la majoria
de tesis doctorals del nostre grup i en articles relacionats. Amb el temps, pero, la visio
de l'estructura, l'activitat i la seva distribucid ha evolucionat i s’ha convertit en més
flexible. Abans d’entrar en detall de l'activitat de la proteina quinasa CK2 cal fer un

repas a les seves caracteristiques estructurals.

1.1.1 Estructura general i caracteristiques enzimatiques de CK2

Com ja s’ha comentat, la proteina quinasa CK2 es troba distribuida de manera ubiqua
als organismes eucariotes, on de manera més habitual apareix formant un tetramer
composat per dues subunitats catalitiques i dues de reguladores [2], tot i que en forca
organismes s’han detectat diversos isoenzims, 2 subunitats CK2a o 2 subunitats
CK2B. En humans només s’ha descrit una subunitat reguladora CK2, perd en canvi
s’han detectat tres subunitats catalitiques: CK2a, CK2a’ i CK2a” [4, 5 6].

En canvi, en altres organismes també s’han descrit variants de la subunitat reguladora
CK2pB, com en Saccharomyces Cerevisiae [6] 0 en plantes on arribem a trobar 4 gens
que codifiquen per diverses variants de CK2a i 4 més que codifiquen per variants de
CK2B [7].
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Centrant-nos en mamifers, els tetramers de CK2 poden ser formats per dues

subunitats idéntiques de CK2a o CK2a’ o per una subunitat de cada [24].

En les etapes inicials de I'estudi de CK2 s’havia descrit que eren capaces de fosforilar
un residu de serina o treonina que es trobés proper a aminoacids acidic. Perd amb la
feina de Pinna i Meggio al llarg dels anys s’ha pogut conéixer millor la sequéncia de

reconeixement de CK2 a I'hora de fosforilar.

L’any 1994 el grup del Dr. Meggio va proposar que la sequéncia de consens per a CK2
era XXS/T-XXE/D. Gran part de les Ser/Thr quinases reconeixen seqliéncies

semblants a aquesta, on hi estan involucrats residus basics o prolines [8].

C-terminus of CK2a —

c

C-terminus of
CK2f _ ¢

\'7  ATP Binding Site

AMPPNP , ~ : p2

N-terminus of CK2f

ll-lustracio 1 — Estructura de CK2 en alta resolucid. Estructura en alta resolucié de I'holoenzim de CK2
on es van representar en lila les subunitats catalitiques CK2a, i en groc i en blau les dues subunitats
reguladores CK2f3, amb la preséncia d’'un ATP que no és hidrolitzable [2].

En contrast, pero, les prolines i els residus basics son molt poc freqlents en la
fosforilacié de CK2, fins i tot alguns estudis els ha demostrat com dominants negatius

per a la fosforilacié per aquesta quinasa.

Entre 'any 2002 i 2003 Pinna i Meggio van proposar que la fosforilacié de les serines o
treonines es produeix normalment en posicié +3 de 'aminoacid acid [9], perd també es
donen casos on la fosforilacié es produeix en posicié +1 [10], fet que més endavant en

aquesta tesi veurem que és forgca important.

Una sequéncia de fosforilacid tan curta ha facilitat molt la identificacié teodrica de
possibles nous substrats de CK2, perd també ha posat en relleu que no sempre es

compleix.
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En un article de 'any 2003 de Lichfield [2] hi ha algun exemple, com el cas de p53, que
presenta una fosforilacid per CK2 a la Ser® tot i no presentar la seqiiéncia de

consens [11].

Per altra banda, la preséncia de la sequiéncia de consens no garanteix una fosforilacié
eficient, ja que pot dependre de molts altres factors que la poden modular, com ja van

demostrar Pinna i Meggio molt abans [8].

1.1.2 Especificitat dual de CK2

La caracteritzacio inicial de CK2 la situava tradicionalment com a una serina/treonina
quinasa, perd amb el pas del temps s’ha pogut aprofundir en la definicié dels substrats

i s’ha vist que, sota certes condicions, CK2 pot tenir un comportament dual.

En diversos articles es posen exemples d’aquest comportament, sobretot en llevats, on
en abséncia de la quinasa bona fide, CK2 fosforila la immunofilina FPR3 en la seva
Tyr'® in vitro [12)].

En el cas de la fosforilacié de la histona H2A en la Tyr’’. S’ha pogut comprovar la
implicacié de CK2 mitjangant la inhibici6 amb TBBz i també per la mutacié puntual de
la tirosina en questid. Aquesta tirosina, fosforilada en llevats i en humans és important
per la ubiquitinizacié de la histona, i el treball amb I'inhibidor comparat amb la mutacié

puntual en confirmen I'efecte que hi té CK2.

Tot i aixd, un cop més el grup del Dr. Pinna, estudiant la resposta de CK2 davant de
peptids sintétics amb serines, treonines i tirosines fosforilables, van demostrar que

I'afinitat per aquesta ultima era molt més baixa que pels dos residus primers [13].

La condicié dual de CK2 també es manté en el tipus de donadors de fosfats que pot
utilitzar, ja que ho pot fer a través d’ATP i GTP. A més a més, aquesta quinasa no es
veu afectada per cap dels classics missatgers secundaris com Ca2+, nucledtids ciclics
o fosfatidilinositols, ni es troba integrada en cap via especifica de transduccié de

senyal.

Péptids polibasics com les polilisines poden afectar la seva activitat en funcié del
substrat a fosforilar [14], en canvi, compostos polianidonics com I'’heparina n’inhibeixen
I'activitat i s’ha vist també que la preséncia de DNA també produeix el mateix efecte
[15].
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1.2 Estructura de CK2

A l'inici d’aquest apartat ja hem comentat els detalls més generals de I'estructura de
CK2. En aquest punt entrarem en més concrecio en els aspectes estructurals que en
gran part en determinen la seva activitat enzimatica i també la interaccio entre les

diferents subunitats.

1.2.1 Subunitats catalitiques de CK2, compensacié funcional i

especialitzacié

Tot i ser molt semblants, CK2a i CK2a’ sén sintetitzades a partir de diferents gens. La
seva semblanga estructural, el mimetisme funcional i la impossibilitat de distingir-ne la
seva activitat in vitro, fa que molts articles no facin diferéncies entre les dues

isoformes.

L’alt grau d’identitat en els dominis catalitics N-terminal de CK2a i CK2a’, que arriba al
90 %, possiblement justifica el fet que ambdues subunitats presentin una activitat
enzimatica tan semblant. Perd com era d’esperar, venint de dues seqliéncies géniques
diferents, la diferéncia entre CK2a i CK2a’ es troba a I'extrem C-terminal, tot i que
I'evolucio de les espécies ha conservat molt aquest extrem, proposant aixi I'existéncia

d’alguna funcié important en aquests dominis [2].

Pel que fa a CK2a”, fins ara és la subunitat més desconeguda. La seva sequiéncia
d’aminoacids s’acosta més a CK2a que no pas a CK2a’'. En aquest cas ’homologia
supera el 90 % en I'extrem N-terminal també i les diferéncies es tornen a produir a

I'extrem C-terminal, on difereixen clarament [2].

La similitud entre aquestes isoformes explica els fenomens de compensacié funcional
observats en alguns organismes. Fins avui no s’han pogut aconseguir ratolins
knockouts viables per CK2a ni per CK2a”. En el cas de CK2a’ els ratolins homozigots
deficients de CK2a’ son viables, fet que proposa que alguna de les altres dues formes
possibles de la quinasa compensa aquesta disminucié. Tot i aixd apareixen
consequeéncies fisiologiques com l'esterilitat que fan pensar que la compensacio no és

completa o almenys no és 100 % funcional [2].

En llevats, el knockout d’'una de les dues isoformes de CK2a (CKA1 i CKA2) fan que
siguin viables, pero el doble mutant no ho és, suggerint també I'existéncia d’una funcio

compensatoria com en els ratolins.
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Tal i com hem vist anteriorment amb els ratolins, també es produeixen afectacions

fenotipiques, obtenint soques més sensibles a la temperatura provocant canvis tant en

la mida de les coldnies com en la morfologia cel-lular. De nou, doncs, la compensacio

funcional no acaba de ser completa per mantenir-ho [6].

Per aprofundir en I'estructura de CK2, ens hem basant principalment en dos articles, el

primer de Litchfield [2], el segon de Niefind, Raaf i Issinger [16].

1.2.2 Estructura de CK2a

Estructuralment parlant, CK2a
s’engloba a la familia dels EPK (de
l'anglés proteines quinases
eucariotes). Esta formada per dos

dominis de plegament ben definits:

a) El domini N-terminal és el més
petit i presenta 5 fulles beta
antiparal-leles (B1-B5), seguides
d’una llarga hélix alfa (aC), prévia
a la regi6 interdomini.

b) La regié C-terminal és més gran
que la N-terminal i esta formada

basicament per una successio

CK2a

N-terminal lobe

Helix aC

Lysine rich

k= <_/-' region

ATP binding b oo

pocket

C-terminus

p—, ;
Segment typical

C-terminal lobe for CMGC kinases

ll-lustraci6 2 — Detall de P'estructura CK2a. Figura
adaptada de l'article “Site-Directed Mutagenesis in the
Research of Protein Kinases - The Case of Protein Kinase
CK2” [17], on s’hi poden veure les caracteristiques
estructurals descrites en aquest apartat.

d’hélix alfa a excepcié de dues fulles beta (B7/B88 i B6/B9) que es troben a la regié

interdomini i que sén essencials per la seva funcio. L’alt grau de conservacié de les

helix alfa d’aquest domini, i que també es produeix en la familia de les CMGC, fa

que es pugui considerar CK2a com a parent d’aquest grup.

En aquest grup hi trobem també les quinases dependents de ciclines (CDK), les

quinases activades per mitdogens (MAPK), les glicogen sintases quinases (GSK) i les

quinases semblants a CDK.

Com és habitual, la mateixa estructura de la proteina ens defineix les seves

caracteristiques funcionals. A continuacié es detallen les més importants, agafant

CK2a humana com a exemple.
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Llag¢ de glicines

Localitzat al segment N-terminal, és el responsable de la uni6 a ATP, es troba
involucrat en el reconeixement de substrats i en I'estabilitzacié del segment d’activacio
per interacci6 amb aquest. Destaquen 3 aminoacids en aquesta regié, com sén la

*implicada en el reconeixement de substrat en posicié n+2; la Tyr*® que regula

Lys
l'activitat de proteines homologues a CK2 per fosforilacié (perd en aquest cas se'n

desconeix la seva funcié) i la Ser®', que sembla que li confereix activitat ATPasa.

Cluster basic

Agrupacioé de residus basics entre els aminoacids 70-83 amb multiples implicacions
funcionals i no gens habitual entre les quinases en aquesta regié. Localitzat just davant
d’aquest cluster trobem la Lys®®, que s’ha descrit com a residu essencial en la unié a

ATP. La mutacié d’aquesta lisina inhibeix totalment I'activitat de CK2a.

Histidines encadenades
(reconeixement de substrat i llag catalitic)

S

Llac de glicines  Clusterbasic (unio Tirosines Segment Domini C-terminal
(reconeixement ATP ATPiinteraccio autofosforilables d’activacio (fosforilable per p34<dc?)
i substrats) amb CK2p)

Il-lustracié 3 — Caracteristiques estructurals de CK2a. Esquema adaptat de l'article de Blanquet [18],
seguint el format de Litchfield [2] per resumir les principals caracteristiques de I'estructura de CK2a. LIa%
de glicines (en verd) implicat en el reconeixement de substrat, de 'ATP i amb la preséncia de la Tyr®
fosforilable. El cluster basic (en vermell) presenta el cluster de lisines clau per la uni6 de I'ATP i la
interaccio amb la subunitat reguladora CK2[3. En posicid més central trobem les tirosines autofosforilables
(blau) seguides de I'encadenament d’histidines, on hi trobem el lla¢ catalitic i és una regi6 important pel
reconeixement de substrat, que ve seguit del segment d’'activacié (blau cel). A I'extrem C-terminal hi
trobem la regié menys conservada de CK2a que conté les treonines fosforilables per p34°d°2.

Estudis estructurals semblen implicar també la Lys®®, conjuntament amb el glutamic
81, en la formacié d’'un pont sali que estabilitzaria el cluster de lisines i ajudaria a

mantenir la conformacio activa de CK2a de blat de moro [19].

Aquest cluster de residus basics interacciona amb la subunitat reguladora
CK2B per una seqiéncia acidica i sembla mediar el procés de regulacid

per CK2[ enfront diversos substrats com calmodulina [20].

Aquesta sequeéncia basica es pot dividir en 2 segments, el primer (74-77) esta implicat
en la inhibicié de CK2 per heparina [21] entre d’altres, i el segon (79-83) esta implicat
en el reconeixement de substrat per interaccié amb el determinant acidic de la posicid
n+3 [22].
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Aquest cluster també sembla clau a I'hora de la importacié de la quinasa cap al nucli,
ja que presenta una potencial seqiéncia de localitzacié nuclear (NLS). S’ha descrit
que la mutacid dels residus 74-77 per alanines afecta drasticament la capacitat de

CK2a de translocar-se cap a nucli [25].

Regié d’autofosforilacié
Entre les Thr'” i Thr'®® es conforma una regié que conté determinants

d’autofosforilacio.

Histidines encadenades
Aquesta quarta regié destacada comprén una série de sis residus basics espaiats per
5 aminoacids (142-KALDYCHSMGIMHRDVKPHNNVMIDHEHRKLR-172).

Aquesta distribucié espaiada d’histidines amb una lisina i una arginina a cada extrem
forma una hélix a que aporta la base molecular del reconeixement de cadenes

acidiques dels centres de fosforilacié de CK2 (Pinna, 1990).

En aquest cas, destaquen també la His'®®

implicada en el reconeixement de substrat, i
el Trp'® que, conjuntament amb la Val®®, donen a CK2 la propietat de poder escollir

ATP i GTP com a donadors de fosfat.

Diversos estudis de mutagénesis substituint el triptdéfan per la fenilalanina han mostrat
una disminucié de I'activitat de CK2, tant per la subunitat catalitica aillada com per la

forma holoenzimatica.

Segment d’activacié
El localitzem entre els aminoacids 184-191. Abans de linici de citat segment

d'activacio es troba la Tyr'®2

, que s’autofosforila en una reacci6 intramolecular (trans),
la qual és inhibida per la preséncia de la subunitat reguladora CK2( i de la qual se'n

desconeix el significat biologic [24].

A diferéncia amb la resta de quinases del mateix grup (CdKs, MAPK, GSK-3), el
segment d’activacié de CK2 no presenta residus de serina o treonina ni s’ha descrit
cap tipus de fosforilacié en aquesta regi6. La fosforilacié en aquests centres desplega
el segment d’activacio de forma que estabilitza la quinasa i la porta a una conformacié

activa.

Aquestes dades suporten la idea que CK2a sempre es troba en conformacié oberta,
fet que explicaria la seva activitat constitutiva. Tot i aixd, la mutacié d’aquests residus
provoca una disminucio en l'activitat de la quinasa, ja que la seva interaccié amb el

domini N-terminal sembla clau per una activacio total de CK2 [25].
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Domini C-terminal
Presenta 4 llocs de fosforilacié per p34°°?, on dos d’aquests centres, la Thr*** i Thr*®°,
van ser identificats com a residus fosforilats in vivo en cél-lules mitotiques, tot i que

aquesta regi6 es troba poc conservada.

Loop catalitic

El procés quimic de transferéncia d’'un grup fosfat d’alta energia d’un nucledtid a una
proteina que actua com a substrat és un procés forca complicat. El reconeixement, la
unié, l'alineament especial de dos substrats i I'estabilitzacié de I'estat de transicio
requereixen diverses cadenes laterals i regions de cadena principal dels dos principals

dominis del nucli catalitic d'un EPK.

Per tant, una localitzacié espacial precisa de tots aquests elements és un pre-requisit
indispensable perqué aquesta reaccidé es dugui a terme, i si només un d’aquest

elements falla el procés pot quedar inactivat.

S’ha observat que en CK2a, per permetre I'alineacid correcta dels substrats, cal
contrarestar la carrega negativa de I'ATP, present com a donador de fosfats,

mitjancant grups carregats positivament (2 ions Mg?*i les Lys® i Lys'®).

Aquesta Lys'® forma part de I'anomenat loop catalitic, que va dels residus Arg™® i
Asn'' en el cas de CK2aq, perd que es troba conservada en les EPK. Per a la unié de
'i6 de magnesi cal la intervencié de dos residus més: Asn™' i Asp'® i que
constitueixen part de 'anomenat loop d’unié al magnesi. D’aquesta manera, la unié del
loop catalitic, el loop d’'unié al magnesi, la fulla B9 i el loop P+1 creen el que es coneix

com a segment d’activacio, crucial per al coneixement i unié a substrat.

10
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1.2.3 Subunitat reguladora CK2

A diferencia de les subunitats  ckap
catalitiques, en humans només es
coneix una forma de subunitat

reguladora, CK2[3 [26]. oS

KEN o
Si en I'apartat anterior destacavem ['alt box™\_, £

grau de conservacié de CK2q, en el cas N-terminGis®

de la subunitat CK2B, el grau de Des‘ﬁ;ggon»

conservacio encara és més alt. De fet, la

totalitat de la seva sequéncia de 215 Acidic Toop

aminoacids és idéntica entre les aus i els

ll-lustracié 4 — Detall de I'estructura de CK2.

mamifers, i difereix només en un Figura adaptada de Ilarticle “Site-Directed
S Mutagenesis in the Research of Protein Kinases -
aminoacid dels Xenopus. La  The Case of Protein Kinase CK2” [17], on s'hi poden

veure les caracteristiques estructurals descrites en

representaci® esquematica de la aquest apartat.

lI-lustraci6 5 mostra els trets
caracteristics més importants de la subunitat reguladora CK2B. Si hi entrem en més

detall trobem:

Llocs de fosforilacio
La proteina CK2B conté un lloc d’autofosforilaci6 que comprén les serines 2 i 3 i
possiblement també la Ser® del seu extrem N-terminal. S’ha descrit que aquesta

autofosforilaci6 és un procés intramolecular, basant-se en les dades cinétiques

obtingudes.
Ser2/Ser3 Ser209
Caixa de Loop Acidic Ditde zinc Regid de regulacioé positiva

destruccio (uniode poliamines) (Dimeritzacio de CK2B) (Interaccions amb CK2a)

Il-lustracié 5 — Caracteristiques estructurals de CK2B. Esquema adaptat de I'article de Litchfield [2] on
de manera lineal podem veure els trets més caracteristics de I'estructura de CK2B. Hi veiem la caixa de
destruccié (en verd), el loop acidic d'uni6 a poliamines i possiblement relacionat amb la regulacié de
I'activitat de CK2 (en vermell), el dit de zinc (en blau) on es produeix la dimeritzacié de CK2pB, i a la dreta
de la figura la zona d’interacci6 amb CK2a (en lila) i la regidé proxima que s’ha descrit [27] que pot tenir
implicacions amb la regulacio positiva de CK2.
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No obstant aix0, I'estructura d'alta resolucié recent de CK2 tetramérica, que es va
determinar per cristal-lografia de raigs X, planteja alguns dubtes respecte al
mecanisme precis de I'autofosforilacid, ja que el domini N-terminal de CK2[3 es troba a
una distancia de més de 40 A des del lloc actiu de qualsevol de les subunitats

catalitiques dins del complex de CK2 tetramérica [27] (veure la ll-lustracio 1).

Veient aquesta distancia s’ha proposat que el mecanisme autofosforilacié podria raure
en la formacié d'estructures CK2 d'ordre superior formades per diversos tetramers

CK2, que s'han caracteritzat in vitro [28]. CK2B també és fosforilada a Ser®®®

. Aquesta
serina s’ha descrit que esta fosforilada d'una manera dependent del cicle cel-lular en

les cél-lules in vitro per p34°*°2 [29].

Caixa de destruccié

Indicada en verd a la figura, va ser inicialment proposada per Allende i Allende [30],
que proposen que CK2B conté una seqiéncia molt semblant a la caixa de destruccié
que confereix la degradacié mitosi-especifica a la ciclina B. Tot i que no sembla que la
caixa de destrucciéo de CK2B actui sola per regular-ne I'estabilitat, queda per veure si
la caixa de destruccié actua en concert amb altres senyals, com ara la fosforilacio, per

regular l'estabilitat de CK2 tetrameérica o la propia CK2[3.

Regié de residus acids

Del residu 55 al 64 hi trobem una zona d’aminoacids acids. La seva similitud amb les
sequiéncies tipiques dels substrats de CK2 (DLEPDEELED) ha fet que diversos autors
s’hagin permés especular que aquesta regié és una mostra ancestral de seqliéncies

d’autoinhibicié que ja s’han descrit en altres proteines quinases [31].

Diverses linies d'evidéncia experimental son consistents amb la conclusié que aquesta
regio de CK2pB, en efecte, regula l'activitat de CK2. Les mutacions que neutralitzen les
carregues negatives dins d'aquest segment de CK2B inhibeixen I'estimulacié per

poliamines i augmenten l'activitat basal de I'enzim.

Sobre la base d'aquestes i altres observacions, es va proposar un model per a la
regulacié intramolecular de CK2, segons el qual els residus d’aquesta regié 55 - 64
d'CK2B es van postular per interactuar amb un grup basic dels aminoacids en una

subunitat catalitica de CK2a dins el mateix complex de CK2 tetramérica.

Aquest model, perd, no és consistent amb I'estructura cristal-lina de CK2 tetrameérica
[27] que demostra que aquest cluster d’aminoacids esta situat a una distancia
considerable del lloc actiu de qualsevol subunitat catalitica (ll-lustracié 6). De fet,

aquest tram acid es troba a més de 30 A des del tram basic d'aminoacids que comprén

12
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els residus 74 - 80 de CK2a. No obstant aixd, com pot ser el cas per a
I'autofosforilacid, és concebible que les interaccions entre els residus 55 - 64 d'CK2pB i
residus 74 - 80 d'CK2a es produeixen a través d'interaccions d'ordre superior entre
tetramers CK2 [27].

Dit de zinc

Més endavant també hi trobem un dit de
zinc que conté quatre cisteines en les
posicions 109, 114, 137 i 140, que és

important per la dimeritzacié de CK2[ i i ‘i‘
també una regié a C-terminal implicada %;ﬁ
amb la regulacié de I'activitat catalitica de ‘fy

CK2 holoenzim.

ll-lustracié 6 — Estructura en 3D de I’holoenzim.

L’atom de zinc present genera una area Aquesta representacioé mostra la distribucio a llarg
. . . de l'estructura de CK2 de les regions destacades
hidrofobica al voltant del seu eix de enlall-lustracio 5. El punt negre indica la unié dels

dos dits de zinc.

rotacid, originant un nucli hidrofdbic entre
les dues subunitats reguladores. Aquest nucli presenta una interfase petita (540 A)
donant lloc a un dimer de CK2pB allargat, amb una gran superficie respecte al seu pes

molecular.

Aquesta gran superficie permet que pugui ser un potencial punt d’ancoratge per altres

substrats, fet pel qual cada cop més es parla de CK2B com a un multivariant docking

109 ; 114

partner per part d’altres substrats [62]. Com era d'esperar, la mutacié de Cys " i Cys
desestructuren el dit de zinc i provoquen la pérdua de les interaccions entre les
subunitats reguladores CK2[ [27] tant in vitro com quan s’expressen en cél-lules de
mamifer. Estudis previs havien demostrat que CK2f( es sintetitza en excés respecte a
CK2a i que la formacié de dimers de CK2(3 es poden donar en abséncia de subunitats
CK2a [32] i també s’ha observat que la formacié de dimers CK2B és un requisit previ
per a la formacié de complexos amb les subunitats catalitiques de CK2. Més endavant

en parlarem.

El segment C-terminal

Aquest segment, inicialment, va ser catalogat com a un domini de regulacié positiva
per la seva capacitat de millorar i estabilitzar I'activitat catalitica de CK2 [33], del residu
181 al 204, perd també s’ha vist posteriorment, treballant amb péptids sintétics, que és
clau per a la interaccio entre CK2a i CK2B. Vistes aquestes caracteristiques
estructurals que semblen indicar una tendéencia a que CK2B es trobi en forma de

dimer, cal parlar d’algunes de les funcions que se li han descrit.
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1.2.4 Funcions del dimer de CK2p aillat

Fins ara hem descrit la implicaci6 de CK2B en l'acoblament de complexos CK2
tetramérics, en la millora de I'activitat catalitica i I'estabilitat de CK2, i en la modulaci6
de la selectivitat de substrat de CK2. A més, en molts casos, és evident que CK23 és
responsable de I'ancoratge o reclutament de substrats CK2 o reguladors potencials. A
més a meés, dianes potencials de CK2 com p53, FAF-1 o CD5 s’ha descrit que

interaccionen amb CK2 via CK2f (alguns exemples com [36 i 37]).

* ok * * * ok

CK2a NOQDDYQLVRKLGRGKYSEVFEAINI 59

CK2a' QDDYQLVRKL I 60

Chlkl 1 'FVEDWDLVQTLG IR: 29

c-Mos [...]RLAWCSIDWEQVLLLEPLGSGGFGSVYRAT-- 81

A-Raf [...] PPSEVOLLKRIGTGSFGTVFRG——— 344
* %k *kk *

CK2d 'NNEKVVVKILKE

CK2a’

Chkl

c—-Mos

A-Raf

Il-lustracié 7 — Seqiiéncia de l'alineacié de les serinal/treonina quinases amb un putatiu domini
d'unié CK2B. Comparacio de la regio d'unio CK2B de les subunitats CK2a i CK2a’ amb les regions d'unié
CK2p putatives identificades en altres serina/treonina quinases com Chk1 (aa1-87), c-Mos (aa52-115) i A-
Raf (aa323-373) o hi veiem els residus basics en negre, els acids en blau, els petits o hidrofobs en
vermell, i la resta en verd. Els residus subratllats en groc son invariables i les marcats amb * es troben
altament conservats. Imatge extreta de I'article de Bibby i Litchfield [26].

Al voltant de CK2[3 s’ha desenvolupat tota una recerca per la seva forma dimérica i se
n’han descrit uns quants casos. A nivell de bioquimica més basica s’ha descobert per
assajos d’immunofluorescéncia i també per immunoprecipitacié que es detecten
dimers de CK2 en abséncia de CK2a [38 i 39].

Altres descobriments de la funcionalitat del dimer s’han fet amb el sistema de doble
hibrid en llevats, on s’ha vist que la interaccid de CK2B i c-Mos i Raf-A es feia per

I'extrem C-terminal, igual que es fa amb CK2a [40 i 41].

Més experiments s’han realitzat al voltant de c-Mos en odcits de Xenopus i s’ha vist
que CK2B també interacciona amb els inhibidors de c-Mos inhibint-ne la maduracio,
correlacionant-se aixi amb el que s’ha observat en llevats, on la sobreexpressié de

CK2f n’atura el creixement [40].

Encara que aquests resultats impliquen que CK2B generalment exerceix un efecte
negatiu sobre la proliferacid, és important tenir en compte que la sobreexpressio de
CK2B no afecta drasticament la proliferaci6 quan es sobreexpressa en cél-lules

d'osteosarcoma huma o en fibroblasts de ratoli [41].
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Proteines d’interaccio Funcié fisiologica Detectada
Proteines d’interaccio amb CK2f dependents de CK2
p90Rsk S/T proteina quinasa in vitro
PKC¢ S/T proteina quinasa, intervé en l'activacié de NF- in vitro
KB
Topoisomerasa Il Remodelacio del DNA, essencial durat la mitosii in vitro
la meiosi
p53 Supressor tumoral in vitro/in vivo
P27KIP1 Inhibidor CDK, progressio cicle cel-lular in vitro
P21WAF1/CIP1 Inhibidor CDK, progressio cicle cel-lular in vitro/in vivo
Cdc25B Fosfatasa, activador CDK, progressio cicle in vitro/in vivo
cel-lular
CD5 Receptor superficie cel-lular, timocits, limfocits T in vitro
FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2, proliferacié cel-lular  in vitro
Nopp 140 Proteina nucleolar, possible xaperona de transport in vitro
nuclear
L5 Proteina ribosomal in vitro/in vivo
L41 Proteina ribosomal in vitro
HHV-6 IE2 Human herpesvirus 6 immediate-early protein, in vitro/in vivo

activador transcripcional
Proteines d’interaccié amb CK2f independents de CK2

c-Mos S/T proteina quinasa, activador MAPK, progressio in vitro/in vivo
cicle cel-lular

Chk1 S/T proteina quinasa, Dany DNA in vitro/in vivo

A-Raf S/T proteina quinasa, proliferacié cel-lular in vitro/in vivo

Taula 1 — Proteines que interactuen amb CK2. Recull de proteines que interactuen amb CK2[3 extret
de I'article de Bibby i Litchfield [26].

Es desconeix el motiu de la diferéncia de resposta entre diverses linies, ressaltant aixi
la complexitat de CK2. D'altra banda, aquests resultats demostren que, tot i que CK23
té un paper molt important en la formacié del tetramer de CK2, la seva activitat

individual no és gens menyspreabile.

1.3 Regulacié cel-lular de CK2

A l'article [2] de David W. Lichtfield, el capitol de la regulacié s’obre amb una frase que
ja posa de manifest les dificultats de regulacié: “A major area of confusion, controversy
and excitement within the CK2 field over the years has been the debate over its

regulation in cells”.

La creenca original en el moén cientific era que I'activitat de CK2 es troba activada
constitutivament i que no estava regulada. Pero a partir de I'Ultima part de la década
de 1980 es van publicar estudis que parlen de l'activaci6 de CK2 en resposta a una

gran varietat d'estimuls [42].
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Aquests estudis no han
donat cap indici consistent,
o general, en els
mecanismes responsables
de la regulacié de CK2 en
les célllules. Tot i que
encara no és possible
conciliar amb precisio tots
els punts de vista oposats
que han aparegut, sembla
que una serie de
mecanismes diferents
contribueixen a la regulacié

fisiologica de CK2.

Alguns dels mecanismes

que contribueixen a la
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Il-lustracié 7 — Resum de la regulacio cel-lular de CK2. El nombre
de mecanismes de regulacié de CK2 poden ser molts, i en alguns
casos pot estar regulada per més d’'un. Aquest mecanismes es troben
descrits amb més detall al text que acompanya aquesta figura. Imatge
adaptada de I'article de Litchfield [2].

regulacié de CK2 en les cél-lules inclouen:

e Regulacié de I'expressio i de 'assemblatge.

e Regulacié per modificacions covalents.

¢ Regulaci6 de les interaccions amb proteines i/o molécules no proteiques.

A continuacié s’exposen amb més detall.

1.3.1 Regulacio de I’'expressio i de I'assemblatge

La semblancga estructural entre CK2( i les ciclines ens mostra alguns trets compartits

en la regulacié. CK23 modula l'activitat catalitica de CK2 i en regula I'especificitat de

substrat i també la formacioé del tetramer actiu. L'existéncia d’'una putativa caixa de

destruccié dins de la sequéncia de CK2p i la demostracié que CK2[ es ubiquitinada i

degrada a través de la via de proteasomal subratlla, a més, les seves possibles

similituds amb les ciclines [43].

D'acord amb la perspectiva que CK2 és analoga a les ciclines dependents de

quinases, s'ha vist que l'activitat de CK2 oscil-la durant el cicle cel-lular, tot i que

aquest fenomen no es va observar universalment [43].

En general, sembla que els nivells de CK2 corresponen a la taxa de proliferacio, com

cel-lules amb majors taxes de proliferacié mostren generalment majors nivells de CK2.
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En la mateixa linia, CK2a’ ha estat identificada com un gen d’expressio retardada quan
s’induien fibroblasts quiescents [43]. No obstant aixd, a diferéncia de les quinases
dependents de ciclina, les alteracions en I'activitat o expressio de CK2 en les diferents
etapes del cicle cel-lular no semblen ser absolutes, i totes les subunitats CK2

s'expressen a través del cicle cel-lular [43].

Si ens centrem a parlar de la regulacié per assemblatge, com ja s’ha comentat
anteriorment, CK2 s'ha considerat tradicionalment un enzim tetrameéric, amb CK2f3
exercint el control sobre l'activitat catalitica de CK2a, pero, tal i com hem vist amb
CK2p, a la subunitat catalitica també se |li han trobat substrats Unics del dimer com la

calmodulina [43].

No deixa de ser sorprenent, perd, que in vitro el tetramer de CK2 només es pot
dissociar si es tracta amb agents desnaturalitzants. Per tant, cal assumir que I'aparicié
de les subunitats soles respon al mal assemblatge, tot i que no es descarta que hi

pugui haver algun mecanisme de regulacié, sobretot a nivell de localitzacié cel-lular.

1.3.2 Regulacio per fosforilacié de CK2

En moltes de les quinases, la regulacié de la seva activitat depén de la fosforilacio per
part daltres quinases en dianes especifiques presents als anomenats dominis
d’activacid, i quan son expressades en bacteris, moltes no solen trobar-se actives. Les
subunitats catalitiques de CK2, en canvi, son cataliticament actives quan s’expressen

en bacteris, tant amb la preséncia com en I'abséncia de CK2[3.

L’existéncia de diferents dianes de fosforilacié tant en CK2a com en CK2B fa pensar
que, malgrat que la fosforilacié no sigui totalment indispensable per I'activitat, podria

contribuir en certa manera a la seva regulacio [2].

Entre aquestes regions de fosforilacid cal destacar, tal i com s’indica a la ll-lustracié 5,
I'autofosforilacié de la Ser®® de CK2B, aixi com les dianes de fosforilacié presents a

I'extrem C-terminal de CK2a (veure ll-lustracié 3).

Malgrat que aquestes fosforilacions no afecten la seva activitat, s’ha vist que la
fosforilacié de la subunitat reguladora estabilitza I'holoenzim, o que en abséncia de
CK2B, la subunitat CK2a pot ser autofosforilada a la Tyr'®?, situada dins del domini

d’activacio [2].
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1.3.3 Regulacié de les interaccions amb proteines i/o molécules no

proteiques

Interaccions proteina-molécules no proteiques
La classificacio establerta que CK2 és una quinasa independent de missatger, per no
trobar-se regulada per aquestes petites molécules com les ciclines, lipids o calci, no

exclou la possibilitat que aquestes participin en algun aspecte de la regulacié CK2.

Per exemple, compostos amb carrega negativa com I'’heparina inhibeixen CK2 o que
compostos com les poliamines, carregades positivament, l'activen. També s’ha vist
que els estudis fets in vitro es poden reproduir en condicions fisioldgiques i que, per

tant, podriem arribar a modular-ne 'activitat.

Interaccions proteina-proteina

Les interaccions entre proteines representen el major mecanisme de regulacié de
quinases, i ho poden fer de maneres diferents. En certes interaccions entre proteines
poden regular directament la seva activitat, en altres actuaran com a proteines

dirigides o d’ancoratge, i CK2 no n’és una excepcio.

Alguns exemples d’interacci6 de CK2 amb altres proteines es poden agrupar de la
seglient manera: la interacci6 de CK2 amb FGF-1, FGF-2, Hsp90, Cdc37 actua
directament estabilitzant o alterant l'activitat catalitica de CK2, perd si ho fa amb
tubulina, FAF-1 o CKIP-1 redistribueixen CK2 cap a localitzacions subcel-lulars més
especifiques. Moltes d’aquestes proteines actuen sobre la subunitat reguladora de la

forma holoenzimatica de CK2, tal i com es pot veure a la Taula 1.

1.4 Localitzacio tissular i subcel-lular de CK2

En un article publicat 'any 2000 de Michael Faust i Mathias Montenarh sota el titol
"Subcellular localization of protein kinase CK2 - A key to its function?" [44] es
proposava una extensa revisié del que fins llavors es considerava la distribucio tissular
i subcel-lular de CK2.

Pel que fa a la distribucio tissular destaca que s’ha trobat en gairebé tots els drgans de
'embri6 de ratoli, suggerint aixi un important paper en el desenvolupament embrionari,
perdo en destaquen el seu paper en el desenvolupament del cervell i del sistema

nervios.

Quan s’estudia I'activitat de CK2 mitjangant marcatge radioactiu en ratolins adults, les

activitats més altes es detecten en els testicles, el cervell i el fetge, mentre que
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l'activitat de CK2 en el ronyd i la melsa és baixa. L’activitat presenta uns nivells molt
baixos en el muscul esquelétic i teixit adipds. Aquestes activitats s’han corroborat
també amb l'estudi per westemn blot dels diversos teixits, mostrant també que en cor la

preséncia de CK2 és baixa.

Recentment, I'observacié que l'activitat de CK2 més alta es troba en els testicles i el
cervell s'ha confirmat per al ratoli. A més, aquest informe ha demostrat que l'activitat
de la proteina quinasa CK2 es correlaciona directament amb el nivell d'expressio de

CK2a i CK2B, tal i com ja proposava Guerra et al. 'any 1999 [45].

1.4.1 Localitzacio subcel-lular de la proteina quinasa CK2

Inicialment no es van detectar diferéncies entre 'activitat de CK2 entre el citosol i el
nucli, perd estudis posteriors van demostrar que la proteina no només es trobava en
citosol i nucli, siné que ho feia en gairebé tots els organuls de la cél-lula. La millora de
lanalisi de CK2 en els organuls va millorar ostensiblement quan es van tenir

anticossos especifics per les diverses subunitats.

1.4.2 CK2 a membrana plasmatica

Des del 1986 [46] es coneix que CK2 és present en membranes citoplasmatiques en
forma oligomérica en fetge de ratoli i diverses linies cel-lulars. S’ha descrit que
I'encarregada de fixar I'holoenzim a la membrana és la subunitat beta, per la mateixa

regid que s’uneix a les poliamines.

També s’ha vist que I'expressio de CK2 en les membranes no és constant en totes les
fases del desenvolupament, i aixi trobem que és molt baix durant les etapes prenatals
en rata, perd que augmenta una setmana després del naixement. Aixi mateix s’ha
descrit en diversos articles que CK2 pot actuar també com a ectoquinasa [48 i 49], i
aquestes afirmacions s’han pogut confirmar els ultims anys amb estudis fins de

microscopia electronica.

Recentment s’ha caracteritzat la preséncia de CK2 a les vesicules lipidiques o lipid raft
de cervell de rata [49], com veurem més endavant en aquesta tesi doctoral, i on es
postula que hi tenen un paper important per a la senyalitzacié cel-lular i amb la
regulacié de la secrecid de neurotransmissors. Amb tot aixd6 podem concloure que la
proteina quinasa CK2 és un enzim associat a membrana a través de socis o substrats
d'unié extracel-lular, aixi com intracel-lulars. La fosforilacid d'aquests substrats o la
unid6 a les proteines associades a la membrana de plasma esta implicada

principalment en la regulacié de la proliferacio cel-lular o la vigilancia immune.
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1.4.3 CK2 al citosol

L’any 1985 [50] es van tenir les primeres proves de la preséncia de CK2 al citosol de

les cél-lules i han estat forca autors també els que ho han anat acotant millor [52 i 53].

S’ha estudiat la localitzaci6 de CK2 per immunofluorescéncia i microscopia
immunoelectronica en cél-lules HelLa, on s’ha observat que les subunitats CK2a i
CK2p es localitzen al citoplasma durant la interfase i es distribueixen per tota la cél-lula
durant la mitosi. En contrast, la subunitat CK2a’ es localitza en nucli durant la fase G1 i
al citoplasma durant la fase S. Aquests resultats suggereixen que CK2 pot jugar un
paper important durant la divisié cel-lular en canviar la seva localitzacié entre el
citoplasma i el nucli. D'altra banda, aquests resultats també indiquen una distribucio

asimétrica de les diferents subunitats de CK2.

Aixi mateix, també s’ha observat que en algun tipus de cancer, la distribucié de les
subunitats de CK2 varia. Per exemple, en el cas de la leucémia estudiat per Watabe,
on en les cél-lules de leucémia humana U937 eren privades de sérum, CK2 es trobava
al citoplasma. Si aquestes cél-lules es tractaven amb Bufalin, un farmac derivat d’un
veri de gripau que inhibeix selectivament la proliferaciéo de diverses linies tumorals,
CK2 es translocava a nucli [53]. Es creu que aquesta translocacio indueix I'apoptosi a

través de la fosforilaci6 i I'activacié de la topoisomerasa Il per CK2.

Tots aquests resultats semblen encarats a concloure que la localitzacié en ambdds
compartiments, nucli i citoplasma, pot dependre de condicions cel-lulars definides i que
aquesta localitzacié pot variar d'un tipus de cél-lula a un altre. D'altra banda, la
localitzacié6 de CK2 al citoplasma o al nucli sembla reflectir un procés dinamic. Si
estudiem amb més deteniment els organuls citosolics, veurem que apareix en diversos

d’ells.

1.4.4 CK2 a mitocondris

Als mitocondris, CK2 s’hi ha caracteritzat des del 1988 [54], partint d’estudis fets en
ronyd bovi i en fetge de rata. L'activitat de CK2 es troba sobretot a l'espai
intermembrana del mitocondri en repos, perd la quinasa es transloca a la membrana
interna si es tracten les cél-lules amb espermina. Aquesta translocacié sembla logica si
tenim en compte que la matriu mitocondrial conté alguns substrats potencials de CK2
[55]. Després de diversos estudis publicats sobre la relacié de la proteina quinasa CK2
i el mitocondri, un dels més recents, que data del 2014, postula que la inhibicié de la
quinasa per les molécules més utilitzades com TBB, afecta primer de tot a CK2

mitocondrial i en provoca la mort [56].
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1.4.5 CK2 en reticle endoplasmatic

Al reticle endoplasmatic també s’hi ha identificat la preséncia de la quinasa, sobretot
com a responsable de la fosforilacié de calnexina, una xaperona responsable del
plegament de glicoproteines sintetitzades al reticle. Presenta un domini N-terminal
fosforilable per CK2 i PKC i el domini extracel-lular també té una diana per ERK-1. La

fosforilacié d’aquests llocs ancora la proteina al reticle i facilita la seva funcio.

Recentment, i en farem esment més endavant en aquesta tesi, Mogri et al. han descrit
meés substrats de la proteina quinasa CK2 al reticle endoplasmatic, en aquest cas,
regulant I'activitat de la ceramida sintasa, en llevats. L’article conclou que la quinasa té
un paper rellevant en la regulacié del metabolisme dels esfingolipids, un dels

components principals dels lipid raft [57].

1.4.6 CK2 en citoesquelet

La preséncia de CK2 al citoesquelet també s’ha pogut comprovar ampliament. En un
primer moment es va descriure la seva preséncia en microtubuls de cervell de rata
[58]. Al llarg dels anys se n’han descrit més substrats, entre ells les cadenes pesada i
lleugera de la miosina [59] o la B-tubulina [60] que, tot i no ser-ne substrat, s’hi troba
unida per la subunitat catalitica, i s’ha observat que en el cas de cél-lules en divisio
també es troba en el fus mitdtic, confirmant-hi la preséncia de les subunitats CK2aq,
CK2a'i CK2p [36].

La uni6é entre la proteina quinasa CK2 i els microtubuls estables permet localitzar la
quinasa molt a prop dels seus substrats al citoesquelet, de manera que puguin ser
fosforilats més eficientment. L’'important paper del citoesquelet a I'hora de mantenir la
forma cel-lular i la seva polaritat permet suggerir que CK2 també hi juga un paper

important [61].

1.4.7 Altres localitzacions de CK2

S’han detectat també evidéncies de la preséncia de CK2 en centrosomes, que podrien
situar CK2 com a proteina en I'organitzacié del fus mitotic [62]. La seva preséncia en
nucli ha generat molta controvérsia al llarg de la historia, tot i haver-se detectat molts
substrats nuclears, des d’enzims que participen en la sintesi dels acids nucleics,
factors de transcripcio, oncoproteines nuclears, proteines supressores de tumors, i les
proteines nucleolars. Sembla que la preséncia al nucli de CK2, a banda de ser variable

entre les diferents linies cel-lulars també depén en gran part del punt del cicle cel-lular.
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Les estructures de CK2a i CK2a’' tenen una senyal de localitzacié nuclear, per tant,
sembla logic que CK2 holoenzim s’hi pugui detectar, sobretot després de tractaments
com, per exemple, el que es fa amb andrdgens o altres factors de creixement, on CK2
es transloca des del citosol al nucli i s'associa preferentment amb el de la cromatina i
la matriu nuclear [63]. Encara que es te poca informacio sobre els substrats de CK2 en
la matriu nuclear, CK2 sembla ser un modulador important del manteniment de

I'arquitectura nuclear a través de la fosforilacié i potser la interaccié proteina-proteina.

1.5 Paper fisiologic de CK2

La llarga llista de compartiments on s’ha ubicat CK2 i també la gran quantitat de
substrats que se li han atorgat fa que la seva importancia a nivell fisioldgic sigui gran,

perd al mateix temps dificil d’acotar.

Functonal category No. of proteins

Signaling proteins (with the exclusion of transcription factors) 87
(e.g.: B-catenin, androgen receptor BID, calmodulin, caveolin, CD44, CD45, DARPP-32, disheveled, IRS1,
MPR300, NLS receptor (Srplp), PRA RII, I-2 of PP-1, PKC IIB, SAPK1/JNKI1, neuromodulin, NIPP-1,

PTEN)
Transcription factors 60
(e.g.: c-Myb, ABF-1, c—Mbt" CREB, CREM, Hoxb-6 and 7, Ikbg, p53, MAX, mUBF, PU-1, SRF, Tal-1,
TFIIIA,)
Proteins affecting DNA/RNA functions and protein synthesis 50

(e.g.: B23, DNA ligase, DNA topoisomerase I, and Ilo, eIF2, nucleolin, RNA polymerase I, Noppl40,
RNA polymerase III, hnRNP A2, TBP, ribosomal proteins PO, P1 and P2)
Viral proteins 38
(e.g.: EBNA-2, HPV E7, HSV IE63, SV40 large T Ag, influenza virus PA, NSP5, EBV ZEBRA, HIV-2 Nef,
HIV-1 Rev, HIV Vpu, HIV RT, HSV VP1, VZV-gpl)

Cytoskeleton and structural proteins 14
(e.g.: spectrin, glycophorin, tubulin, connexin, vitronectin)
Metabolic enzymes 9
(e.g.: acetylCoA carboxylase, glycogen synthase, ornithine decarboxylase, phospholipase Dla, PGD
synthase)
Miscellaneous 49

(e.g.: bPrP, CDC34, chromogranin, furin, myosin light chain, osteopontin, phosphophorin, a-synuclein,
complement C3, immunophilin Fpr3)

Taula 2 — Substrats de CK2 i funcions. Taula extreta de l'article "One-thousand-and-one substrates of
protein kinase CK2" [10] on Meggio et al. van fer un extens recull de substrats de CK2 i en van estudiar
les sequiencies consens i altres caracteristiques.

La seva ubiquitat, pleitropia i la senzillesa de la seqliéncia consens de fosforilacio, fa
que una de cada quatre proteines del genoma puguin ser fosforilades per CK2, segons
prediccions in silico [10]. Un dels treballs més extensos fins a I'actualitat i que recull
gran part de les proteines que s’han detectat com a substrat, més de 300, és "One-

thousand-and-one substrates of protein kinase CK2?".

En aquest treball s'apunta que més d'un ter¢ d'aquests substrats de CK2 descrits
estan implicats en l'expressié génica i la sintesi de proteines com a factors de
transcripcié (60) o efectors de I'estructura de 'ADN/ARN (50) o com a factors de

traduccio.
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La implicaci6 de CK2 en processos de neoplasia, de supervivéncia cel-lular o
d’infeccid virica, la situa com a focus d’interés en la investigacié de la relacié de la

funcié fisiologica i el substrat fosforilat per tal d’entendre aquests processos.

El que sembla evident és que la distribuci6 de CK2 al llarg dels diversos
compartiments de la cél-lula i les funcions que se’n deriven no responen a un patro
aleatori, i hi ha fins i tot qui s’atreveix a atribuir-li un paper d’element integrador de
senyals i de control global de les vies de senyalitzacid, fugint del rol de proteina

quinasa canonica de senyalitzacio cel-lular [16].
A continuacio es detallen 3 exemples d’implicacié fisioldgica de CK2:

e Al llarg del cicle cel-lular
e En supervivéncia i apoptosi

e Enresposta a estrés

1.5.1 CK2 al cicle cel-lular i la proliferaci6

A la bibliografia hi ha forga evidéncies que senyalen CK2 com un possible regulador
del cicle cel-lular. Estudis genétics en llevat indiquen que CK2 és necessaria per a la
progressio a través de G1/S i G2/M [6].

En cél-lules eucariotes, la progressio a través del cicle pot ser inhibida per I'addici6 de
nucledtids antisentit contra les subunitats CK2a i CK2B o per la microinjeccio

d’anticossos.

Aquest requeriment de CK2 en nucli de cél-lules en un estat de proliferacié alt també
s’ha demostrat per activitat de CK2, nivells de proteina i immunofluorescéncia en

cél-lules reestimulades amb sérum [64].

Tot i els multiples estudis que demostren la necessitat de CK2 en el cicle cel-lular i
proliferacié, es desconeixen els mecanismes moleculars d’aquest requeriment, es
postula perd, que és degut a la fosforilacio i regulacié de proteines associades a la
progressié del cicle cel-lular, de les que podem destacar les fosforilacions de p34°©2,

cdc34 i la topoisomerasa Il en llevat.
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1.5.2 CK2 en supervivencia cel-lular i apoptosi

L’'us de cél-lules de mamifer com a model d’estudi va poder confirmar les evidéncies

aportades al llarg dels anys de la implicaciéo de CK2 en supervivéncia cel-lular [65].

En llevats ja es proposava que la preséncia i I'activitat de CK2 eren necessaries per a
la viabilitat cel-lular, ja que cél-lules amb la quinasa inactiva eren incapaces de
sobreviure. En cél-lules de mamifer també s’ha observat que la sobreexpressid de
mutants inactius de la subunitat catalitica posava en serios compromis la viabilitat
cel-lular [66].

,/ P Bia .
/ Caspase Bid Bid

M P Bia S~
e p . Bid
Caspase ARC >
Caspase ARC ‘P Caspase ‘/ -
P Bia Caspase
Mitochondria Mitochondria
Cyt.c
//
Cyt.c / \
Cyt.c Cyt.c
A. B

ll-lustracié 8 — Paper de CK2 en la regulacié de I'apoptosi. A) En condicions on CK2 no es
troba compromesa fosforila proteines com Bid i ARC. Quan ARC es troba fosfonlada per CK2 es
localitza al mitocondri on inhibeix la caspasa 8. Quan Bid es troba fosforilada per CK2 es resistent
al tall per la caspassa 8. B) En condicions d’apoptosis o quan l'activitat de CK2 es troba
compromesa, ni ARC ni Bid poden ser fosforilades per CK2. En aquestes condicions ARC no es
localitza en mitocondri i no inhibeix la caspasa 8 i Bid es més sensible al tall per caspasa 8. La
translocacié de Bid a mitocondria provoca l'alliberament del citocrom C i I'amplificacié de
I'activacié de les caspases [2].

També s’ha demostrat la implicacié de CK2 en apoptosi utilitzant I'inhibidor especific
de CK2 TBB [67]. En aquest estudi s’observa com la inhibicié6 de CK2 promou la
defosforilacié de la proteina apoptotica HS1, especifica en cél-lules hematopoétiques i
la seva degradacié per caspases. Perdo HS1 no és I'Unica proteina protegida del tall per

caspasa amb la fosforilacié de CK2.

S’ha descrit un altre mecanisme complementari per la regulacié del tall per caspases,
en el qual es demostra la necessitat de la fosforilaci6 d’ARC (repressor d’apoptosis
amb el domini de reclutament de caspasa) per CK2 perquée aquesta proteina dugui a
terme la seva activitat inhibidora en front de la caspasa 8 [68], tal i com indica la

Il-lustracio 8.
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1.5.3 CK2 en resposta a l'estrés

La idea que CK2 podria ser un component clau de vies induides per l'estrés ha estat
reforcada per diversos estudis. En resposta a estimuls d'estrés especifics (xoc térmic,
llum ultraviolada o radiaci6 ionitzant), un pool de CK2 es relocalitza al compartiment
nuclear. Quan el dany es produeix, cada subunitat CK2 es troba associada amb

dominis subnuclears com la matriu nuclear.

Com a exemple del paper de CK2 en resposta a la llum ultraviolada, s’ha descrit que la
quinasa juga un paper important a '’hora de reparar el dany a 'ADN. Per mantenir la
seva integritat genética, les cél-lules eucariotes estan equipades amb mecanismes

sofisticats per detectar i reparar el dany de les cadenes simples i dobles de I'ADN.

Aquesta reparacié es fa amb la proteina XRCC1, que s’encarrega de refer 'ADN
trencat. Aquesta proteina fa d’scaffold de la maquinaria necessaria per a la reparacio i

la fosforilacié per CK2.

Aquestes dades suggereixen un nou paper per CK2 en el reclutament/acoblament de
complexos de proteines de reparacio de I'ADN als llocs de trencament de la cadena
d'ADN a través d'una capacitat d'interactuar amb els llocs de poli-ADP-ribosa (PAR) en

la sintesi de trencaments de la cadena d'ADN [69].

Els dos principals camps d’estudi d’aquesta tesi doctoral han estat intentar dilucidar la
implicacié de CK2 i de la seva activitat a I'inici de la traduccié de les proteines, i també

caracteritzar la seva preséncia en lipid raft i trobar-hi una explicacio fisioldgica.

A continuacié, fem una ullada als factors d’iniciacio de la traduccioé i als seus processos

associats.
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2 Factors d’iniciacio de la traduccio

A principis de segle, el primer autor en comengar a parlar de la formacio del Multifactor
Complex com a clau intermediari a I'hora d’iniciar la traduccié proteica va ser el Dr.
Alan G. Hinnebusch, amb el seu article “A Multifactor Complex of eukaryotic initiation
factors, elF1, elF2, elF3, elF5, and initiator tRNAMet is an important translation
initiation intermediate in vivo” [70]. En ell posava les bases de les interaccions entre els
diversos factors amb el tRNA i suggeria el mecanisme pel qual aquests complexos
s’unien i també algunes vies de regulacié. A partir d’aquest article realitzat en llevat,
diversos grups han dedicat esforcos a entendre les interaccions entre les diverses

subunitats i el seu significat i funcié bioldgica.

En aquesta part de la introduccié ens centrarem en donar una visid6 general del
Multifactor Complex, parlarem dels trets caracteristics més importants d’elF2 i elF3
com a proteines centrals d'un dels nostres estudis i també veurem la possible

implicacié de CK2 en tot aquest procés.

21 Multifactor Complex, l'inici de la traduccié proteica i la

formacio dels complexos de preiniciacié de la traduccio

La sintesi proteica és un procés dinamic que consta de tres etapes. L’etapa d’iniciacié
inclou tots els mecanismes necessaris per a I'assemblatge dels ribosomes amb el
tRNA, que conté la metionina iniciadora (Met-tRNAi) i amb el codé d’iniciacié de
I'mRNA en el lloc P del ribosoma. Durant I'elongacié es porta a terme la sintesis
polipeptidica, on la formacié de I'enllag peptidic es dona en els centres catalitics
formats per RNA ribosomal (rRNA) de la subunitat gran del ribosoma [70 i 71]. Quan el
ribosoma arriba al codé d’'STOP s’allibera la nova cadena polipeptidica i I'mRNA,

procés anomenat terminacio.

El procés d’iniciacié de la traduccié proteica pressuposa, com a tal, la formacié del
complex d’iniciacié ribosomal, on l'anticodd Met-tRNAi Met s’aparella amb el codé
d’iniciacio de la traduccio de 'mRNA. En eucariotes, el codd que determina l'inici de la
traduccio és 'AUG i sempre és present a I'extrem de 'mRNA sense tenir-ne en compte

I'estructura.

L’estructura del complex d’iniciacié de la traduccié esta conformada per multiples
factors d'’iniciacié de la traduccié, anomenats a partir d’ara elFs, que interaccionen

amb la subunitat 40S del ribosoma per tal d’estimular la formacié del complex.
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ll-lustracio 9 — Esquema canonic de la cascada d’inici de la traduccio proteica. Imatge adaptada de
I'article “The Scanning Mechanism of Eukaryotic Translation Initiation” del Dr. Hinnebusch [73]. Tot el
procés comenga amb I'assemblatge del PIC 43S, que es forma després de la unié per un costat de 'MFC
format per elF1, elF1A, elF3, amb el TC format per elF2-GTP i el Met-tRNA; i amb elF5. A la subunitat
40S també hi podem observar els llocs de codificacié A, P i E que un cop format el ribosoma actiu
efectuaran la traduccié de ’'mRNA. El PIC 43S s’afegeix a un mRNA activat, amb el complex mRNA-elF4
en el seu extrem 5. Un cop s’ha fet el reconeixement del codd d’inici AUG, elF5 hidrolitza GTP d’'elF2,
que produeix la dissociacié d’elF1 i el tancament cap a la posicid d’escaneig del PIC. La preséncia
d’elF5B-GTP, recluta cap al PIC la subunitat 60S i s’acaben alliberant elF5B-GDP, elF1a i elF2 que sera
reciclat per reiniciar el procés.

El model més acceptat diu que elF3, conformat per multiples subunitats com
detallarem més endavant, elF1 i elF5 s’'uneixen a la subunitat 40S del ribosoma,
impedint la unié de la subunitat 60S i aixi evitant la formacié del ribosoma actiu. Un
cop format el complex elF1-elF5-elF3-40S, s’hi uneix el Met-tRNAi Met a través d’un

complex ternari format per elF2 amb una molecula de GTP unida, formant el complex
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43S. Aquest complex sera I'encarregat ja d’interaccionar amb 'RNA missatger. Aquest
MRNA incorporara elF4, que s’hi troba unit en el seu extrem 5 a través de I'estructura
m7GpppN. Aquest nou complex de preiniciacio, que rep el nom de 48S, sera

'encarregat del reconeixement del codé AUG.

La unio correcta entre codd i anticoddé provoca l'activacié de l'activitat GTPasa d’elF5,
que en eliminar GTP unit a elF2, provoca I'eliminacio del complex elF1-elF3-elF2-elF5
que fins ara bloquejava la unié amb la subunitat 60S, i es permet la formacié del

complex 80S i l'inici del procés d’elongacié.

Vist 'esquema general de l'inici de la traduccio a la ll-lustracié 9, cal comentar alguns

aspectes amb més detall dels protagonistes del procés.

2.2 La familia dels factors d’iniciacio de la traduccio

Aquesta amplia familia de proteines agrupa totes les proteines que d’'una manera o
altra estan implicades en l'inici de la traduccié proteica. Dins d’aquesta familia hi
trobem els conjunts de proteines elF1, elF2, elF3, elF4 i elF5 molt diferents entre elles

i en alguns casos amb fins a 13 subunitats.

2.2.1 elF1, el més petit de la familia

En el cas d’elF1 (12 kDa en llevat), al qual sempre se li atribueix associat elF1A (17
kDa en llevat), que antigament era conegut com a elF4C [74], s’uneix a la subunitat
40S del ribosoma, i n’estabilitzen la seva conformacié oberta. De fet, elF1 es defineix
com a essencial a 'hora de transferir el complex ternari format per Met-tRNAiMet i

elF2-GTP a la subunitat petita del ribosoma per formar el PIC 43S.

El paper d’elF1A es redueix a catalitzar aquesta reaccio, ja que s’ha vist que no juga
cap rol estructural a I'hora de fer la transferéncia o en la generacié del ribosoma actiu
[75].

2.2.2 elF5, la seva activitat GTPasa és clau

Tal i com comentavem en el cas d’elF1, elF5 també presenta dues proteines diferents.
Conegut habitualment com a elF5A o senzillament elF5, és una proteina monomérica
d'uns 50 kDa, té un paper principal en la formacié del Multifactor Complex
acompanyant elF1, elF1A, elF3 i la subunitat 40S del ribosoma, i hi desenvolupa una

funcio clau.
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El seu extrem N-terminal presenta activitat GTPasa i s’encarrega d’hidrolitzar el GTP
unit a elF2, i afavoreix la uni6 amb la subunitat 60S del ribosoma, formant aixi el
ribosoma actiu o complex 80S. Pel que fa al seu domini C-terminal, és I'encarregat
d’interaccionar amb altres elFs, com ara elF1, que mentre es troba unit, n’inhibeix la
funcio GTPasa [76].

L’altra proteina de la familia d’elF5, és elF5B, que intervé més endavant en el procés
d’inici de la traduccio, perd abans de la hidrolisi de GTP d’elF2. Un cop el codd d’inici
de la traduccié s’ha reconegut, elF5B-GTP entra al complex i en surt elF5-elF2-GDP i

el sistema recupera el fosfat perdut [77].

2.2.3 elF4, responsable de guiar ’'mRNA cap al ribosoma

El paper d’elF4, també anomenat elF4F, és lleugerament diferent al que haviem vist
fins ara. Es tracta d’'un complex de proteines que facilita el reclutament dels ribosomes
cap al RNA missatger. Aquest esdeveniment és el pas limitant de la velocitat de la
traduccio en la majoria de circumstancies, i és un objectiu principal per a la traduccio

de control.

Les funcions de les proteines que formen part del core delF4F inclouen el
reconeixement de l'estructura cap 5 de 'mRNA (elF4E), el lliurament d'una RNA
helicassa (elF4A), la uni6 de 'mRNA i el ribosoma (elF4G), i la circularitzaci6 de

I’'mRNA a través de la interaccié amb la cua poliadenines (elF4G).

S’ha descrit que la seva activitat pot venir regulada per factors de transcripcio, per
fosforilacié de les seves subunitats, per inhibicid o per trencament proteolitic. De fet,
alguns estimuls extracel-lulars, utilitzant vies com la PI3K i Ras, en poden alterar el
seu estat de fosforilacié. Hi ha determinades infeccions viriques que afecten

directament a la funcié d’elF4F.

Hem deixat elF2 i elF3 pel final d’aquest apartat per tal d’entrar-hi amb més detall.
Aquests dos factors d'inici de la traduccié proteica son protagonistes del primer capitol
d’aquesta tesi. La interaccié entre aquests dos factors es va descriure I'any 2002 en
llevats en un article de Valasek [78], on després de diversos experiments es veia clara

la necessitat d’aquesta interaccio per la formacié correcte del complex ternari.
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2.2.4 elF3, I'esquelet del complex ternari

El complex multiproteic elF3 el forman un conjunt de 13 proteines (elF3a-m) de les

quals 8 formen part del que es coneix com a “core d’elF3” [79].
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Il-lustracié 10 — Mapa de les interaccions entre les subunitats elF3. Els subcomplexos estables que
podrien ser separats per SEC es representen per linies de tragos vermelles. La interaccié de Nip1/elF3c
amb el subcomplex Prt1/elF3b-Tif34/elF3i-Tif35/elF3g subcomplex esta representat per una linia solida al
voltant de Prt1/elF3b-Tif34/elF3i-Tif35/elF3g. La uni6 de Nip1/elF3c amb el domini C-terminal de Prt1/elF3b
es va observar per Valasek et al. [78], mentre que la unié del domini C-terminal de Tif35/elF3g amb el C-
terminal de Prt1/elF3b es va concloure a partir d'observacions indirectes. Per tant aquests dues interaccions
estan representades per linies de punts blaves. Figura adaptada de l'article “Novel insights into the
architecture and protein interaction network of yeast elF3” [80] publicat I'any 2012 per Khoshneuvis et al.

Temps enrere, i quan només se n’havia resolt I'estructura en llevats, es proposava un
model amb només 5 proteines formant part del (a, b, ¢, g & i) que es troben altament

conservades [78].

La resta de proteines hi son presents o absents en funcié del | Nomenclatura elF3
nt del procés en € ens trobem. Degut a la seva Llevat Huma
pu P au - e Va8 T2 elF3a
variabilitat de subunitats, la massa del complex oscil-la entre Prt1 elF3b
els 550 kDa i el 800 kDa i, només recentment, se n'ha pogut | NP1 elF3c
Moe1 elF3d
resoldre una imatge estructural en I'entorn del PIC 43S [78]. Int-6 elF3e
elF3f
En tractar-se d’'un complex implicat en moltes de les etapes Tif35 elF3g
del procés, la seva estructura és forgca complexa. L’any 2012 elF3h
] i . Tif34 elF3i
es va aportar més llum a I'estructura d'elF3, pero la dificultat | 4.c4 elF3]
de purificar-la sola (fins al moment les purificacions elF3k
elF3l
publicades comptaven amb una elevada preséncia d’eFI5 [82 elF3m

i 83]), va portar a Khoshnevis et al. a treballar amb un model

Taula 3 — Nomenclatura
equivalent de les

modificacions post-transduccionals. subunitats d’elF3. Taula
extreta de diversos articles.

d’elF3 de llevat reconstituit [80], obviant la preséncia de les
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Aquests estudis van revelar la necessitat, per exemple, d’'un subcomplex format per
Prt1-Tif34-Tif35 per tal que Nip1 s’hi pugui unir de manera estable, també que Tif34

s’'uneix a PRT1 per estabilitzar I'associacié de Tif35 amb el complex [83].

Aixi mateix s’ha vist que Tif32 serveix com la plataforma de la interacci6 de la uni6 de
la part C-terminal de Nip1.

Els estudis per criomiscroscopia d’'alta resolucié (6A), perd, han permés afinar la

A elF3acelf3c Rpn6
( elF3e

ll-lustracié 11 — Conservacié del core proteic PCI/MPN. Imatge contraposada entre I'octamer
d’elF3 i la tapa del proteasomal per tal de veure les similituds estructurals. La coloracié de les
subunitats del core d’elF3 s’ha utilitzat també en la coloracié del proteasoma. Figura adaptada de
I'article “Architecture of human translation initiation factor 3” de Jordi Querol-Audi [84] (PCI:
Proteasome, COP9, elF3; MPN (Mpr1—Pad1 N-terminal).

caracteritzacié de I'estructura [79]. De les 8 subunitats que formen part del core,
podem dividir-les en dos grups per les seves caracteristiques estructurals. Les
subunitats (a, c, e, k, | and m) contenen els dominis anomenats PCIl (proteasoma,
COP9 signalosoma, elF3), que presenten al seu extrem N-terminal un domini WHD
(winged helix domain) i dues de les subunitats (f i h) presenten el domini MPN (Mpr1,
Pad1, amino-terminal). Segons ja proposaven Enchev et al. 'any 2010 [85], les
subunitats que presenten les estructures PCI/MPN tenen una semblanga important
amb la tapa del proteosoma i amb el signalosoma COP9. Aquesta semblanga queda

clara amb la ll-lustracié 11, on es comparen les dues estructures.
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A la ll-lustracié 10 podem veure com s’estructuren aquestes subunitats del core. Les

subunitats elF3b, elF3d, elF3g i elF3i, per la seva part, es troben unides al core de

manera estable i flexible i semblen ser les encarregades del reconeixement de 'RNA.

h_|elF3k ¢

2N

\)
~

elF3l  “elF3c T
"a! elF3e

ZIN J
Solvent face

ll-lustracié 12 — Interaccions de ’'MFC amb el ribosoma. La figura ens mostra els contactes entre el
factor elF3 amb la subunitat petita del ribosoma, un cop formen el complex 43S. Per millorar la qualitat de
la purificacio, s’ha dut terme amb la helicassa DHX29 unida. El requadre negre de la figura de la dreta ens
mostra els contactes amb més detall, veient també a la figura complet la preséncia d’elF3b i elF3a
abracant la subunitat petita del ribosoma. A la mateixa figura hi ha el codi de colors. Aquesta figura s’ha
adaptat de l'article “Structure of mammalian elF3 in the context of the 43S preinitiation complex” de Des
Georges [79].

L’'ultima de les 13 subunitats, elF3j, és subestequiométrica i es descriu com a no
essencial, tot i que al 2004 ja hi havia autors que proposaven el contrari [71]. Tot i no
ser essencial, publicacions recents que també I'han descrit com a substrat de CK2,

han proposat que la fosforilacié per aquesta quinasa altera la sintesi proteica [86].

Els contactes entre elF3 i la subunitat petita del ribosoma
Recentment s’han descrit amb forgca resolucio les interaccions entre elF3 amb altres
elFs i també amb la subunitat petita 40S del ribosoma, el que es coneix com a

complex de preiniciacié 43S.

En larticle “Structure of mammalian elF3 in the context of the 43S preinitiation

complex” [79] s’hi ha fet un exhaustiu repas.

Després d’integrar diversos models i fonts d’informacié, a I'article [79] es conclou que
s’han observat interaccions entre elF3a i elF3c amb les proteines ribosomals de la

subunitat 40S, tal i com s’observa a la ll-lustracié 12.
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2.2.5 elF2, un trimer clau

Per acabar el repas dels factors d’inici de la traduccié convé repassar en profunditat
l'estructura i les caracteristiques d’elF2. Aquest factor és un heterotrimer de 126 kDa
format per una subunitat a de 36 kDa, una subunitat 8 de 38 kDa i una subunitat y de
56 kDa, i es considera essencial per a 'inici de la sintesi proteica, ja que forma part del

complex ternari en forma d’elF2-GTP amb el Met-tRNA Met unit.

Aquest complex, un cop format, s’'uneix a la subunitat petita del ribosoma 40S, que
amb la resta d’elFs forma el PIC43S. El procés segueix, com ja hem descrit abans, fins
al moment del I'aparellament entre el coddé AUG i el Met-tRNA d’iniciacié. En aquest
moment, elF5 i la seva activitat GTPasa hidrolitzen GTP que es troba unit a elF2 i
I'activen, provocant que sigui alliberat del complex 48S, elF5 recluta la subunitat 60S,

el ribosoma es tanca i comenca la traduccio.

El procés de reciclatge d’elF2-GDP el duu a terme elF2B, el qual intercanvia amb ell

un fosfat i elF2-GTP esta preparat per una nova ronda d’iniciacié de la traducci6 [87].

elF2 q, la subunitat reguladora del complex

La fosforilacié de la Ser51 d’elF2a i la seva implicacié en la inhibicidé de la sintesi de
proteines es coneix bé, i des de fa temps [88]. Aquesta serina és diana per diverses
quinases, i la seva fosforilacid provoca una unié de la subunitat a a la forma no
catalitica d’elF2B, provocant un complex inactiu [89]. Aquesta fosforilacié es produeix,
per exemple, per deprivacido d’aminoacids via GCN2, per estrés de reticle via PERK,

preséncia de dsRNA via PKR o preséncia de metalls pesats via HRI [92 i 93].

elF2y, 'esquelet estructural

La subunitat elF2y és, estructuralment parlant, el component central per 'assemblatge
de la subunitat elF2, fent de pont entre la subunitat elF2a i elF2f3, també conjuntament
amb elF2B ajuden a la uni6 del Met-tRNA;-Met.

2.2.6 elF2B, substrat de CK2 i estabilitzadora del complex

Estructura i funcié

La subunitat beta del factor d’iniciacié de la traduccié elF2 presenta una sequéncia de
333 aminoacids, ampliament conservats, obtenint una proteina d’'uns 38 kDa. Hi ha
poques homologies descrites per la seva sequéncia excepte amb I'extrem C-terminal
d’elF5 [92]. Les analisis funcionals i estructurals d’elF23 han evidenciat que conté tres
regions diferents: el N-terminal desestructurat i el centre i les regions C-terminal amb

una estructura més definida.
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La regio6 central conté el lloc d'unié a elF2y, mentre que la regié C-terminal conté un dit
de zinc que contribueix a la unié d’'RNA i és important pel procés de seleccié de codd
del tRNA d’iniciacié [93]. Aquesta funcié és molt important en el procés d’inici de la
traduccio, i s’ha vist que mutacions en elF2[3 suposen inicis del procés de traduccié

sense tenir en compte el codé AUG d’iniciacié en C. Elegans [94].

La regi6 central i la C-terminal també s’ha vist que contenen els llocs d'unié per CK2,
mentre que els llocs de fosforilacié d'aquesta proteina quinasa es troben a la regié N-
terminal. La preséncia de tres blocs de lisina [95] i els llocs de fosforilaciod in vitro de la
proteina quinasa CK2 i PKC (proteina quinasa C) son caracteristics de la regié N-

terminal de mamifers elF2[3 [96].

Ser2 Ser13 Ser67 Ser218
l l * % l * l
elF5 elF2y elF2B, elF2By, elF2Be
(68-95) (128-159) (268-333)
elF5/elF2Be
(1-140)
mRNA mRNA
(1-95) (180-333)

ll-lustracio 13 — Esquema de I’estructura d’elF2@. A la part superior de la figura hi trobem els llocs de
fosforilacio descrits per elF2f3. En blau els llocs per CK2, en negre per PKC i en verd per PKA. Amb els
signes “*”, “+”’s’indiquen els putatius llocs de fosforilacio descrits en estudis de protedmica per altres
quinases i amb el signe “-“ s'indiquen llocs d’acetilacid. En vermell hi podem trobar els blocs de polilisina a
la part N-terminal i en taronja el dit de Zinc. A la part inferior de la figura hi trobem els principals punts
d’interaccio d’elF2 amb altres proteines i amb 'mRNA. Esquema adaptat de la tesi doctoral del Dr. Franc

Llorens i ampliat amb la informacio present a la base de dades d’Uniprot.

En el cas dels llevats, els blocs de lisina es conserven i participen en la unié a elF5,
elF2Be i ARNm, pero si es suprimeixen comprometen el creixement cel-lular, la qual
cosa apunta a un paper important per a aquesta funcié estructural [7]. Si aquests
efectes del creixement cel-lular també s'exerceixen sobre les cél-lules de mamifers

encara no s'’ha explorat.

Les interaccio d’elF2

Una de les caracteristiques principals de la subunitat elF23 és la seva capacitat
d’interactuar amb altres proteines, encarregant-se de la majoria de contactes del
complex elF2. S’ha descrit que s’uneix a 'mRNA [97] a través d’un dels clusters de
lisines que presenta, i aixi mateix, la bibliografia en descriu que s’uneix a la subunitat
catalitica elF2B [98] i també amb elF5, regulant-ne I'activitat GTPasa [99].
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Com ja hem vist quan parlavem d’elF3, la interaccié entre aquesta subunitat i la
d’elF2[ és estreta. Interactua directament amb elF3a, i la seva unié amb elF5 potencia
la posterior unié amb elF3c, que acabara introduint el complex ternari al Multifactor
Complex [100].

D'altra banda, elF2B s'uneix directament a TIF32/elF3a [101] i la uni6 a elF23 amb
elF5 potencia l'associacié d'aquests ultims amb Nip1/elF3c, que també ajuda a

integrar el complex ternari al Multifactor Complex [102].

A més a més, elF2B s'uneix a la proteina adaptadora NCK-1 i aquesta uni6 evita la
fosforilacié d’elF2a i la posterior aturada de la traduccié en resposta a l'estrés reticle

endoplasmatic [103].

El nostre grup va demostrar que elF2p3 també s'uneix a CK2, que fosforila altres elFs i
proteines ribosomals i que la uni6 d’elF2f a la subunitat catalitica lliure de CK2 (CK2a)

inhibeix la seva activitat en substrats de proteina [104].

Fosforilacié d’elF23

La fosforilacié d’elF2B in vitro i in vivo ha | Aminoacid Modificacié Prot. Ref.
. Ser’ Acetilacié [105]
estat coneguda des de finals dels anys 70 Serfa Fosforilacio CK2  [106]
[110]. Els llocs de fosforilacié principals %e]rm llzos:or!:ac!c') PKC Hgg}
r osftorilacio

d’elF2B en huma que s’han descrit son: Thr* Fosforilacié [106]
Ser® Fosforilacié CK2 [107]
a) Per CK2 a Ser?ila Ser” Ser"” Fosforilacio [108]
Thr Fosforilacio [107]
b) Per PKC la Ser™ Selr:;f: Fosforilacié [107]

Se Fosforilacio PKA

18 .

c) PerPKAla Ser’ Lys?® Acetilacio [109]
Lys**® Acetilacid [109]

A banda d’aixd, a través d’Uniprot s’han

Taula 4 — Modificacions post-transduccionals
d’elF2B3. Taula adaptada de la informacié present

post-transduccionals  recollides a la enlentrada P20042 d'Uniprot.

bibliografia, i presents en la Taula 4. S’ha

recollit altres possibles modificacions

proposat també que elF2[3 podria ser substrat de la proteina quinasa d’ADN tot i que

no se n’ha descrit el lloc de fosforilacio.

Totes aquestes unions i elevat numero de proteines cal que estiguin ben regulades. A

continuacio veurem els mecanismes més importants.
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2.3 Mecanismes de control de la traduccio

L'expressio génica esta regulada en diversos nivells, incloent la traducciéo d'ARNm en
proteines. En comparacié amb la regulacié transcripcional, el control de la traduccio
dels mRNA permet canvis més rapids en les concentracions cel-lulars de les proteines
codificades i, per tant, es pot utilitzar per mantenir 'homeostasi, a més de la modulacio

de més canvis permanents en la fisiologia cel-lular o la destinacio.

Com ja hem comentat, el procés de traduccié es pot dividir en la iniciacid, elongacié,
terminacio, i el reciclatge de ribosoma, essent la primera etapa on es fan la majoria de

processos de regulacié.

La mateixa existéncia d’'un codd d’iniciacid ja és un punt important de la regulacio.
Aquest codé s'identifica generalment per un mecanisme d’escaneig, on la subunitat
petita del ribosoma (40S) carregat amb Met-tRNAi, formant el complex PIC, s'uneix a
I'RNAm prop de I'extrem 5' i n'escaneja la regié no traduida (5'UTR) fins a trobar el
codo AUG. Per tant, la mateixa estructura de 'RNA ribosomal ja impedeix un inici de la

traduccio incorrecte a sobre la regié de 5’UTR.

La preséncia en aquest punt dels factors d’inici de la traduccié implicats en el
reconeixement de I'estructura de poliadenines de I’'mRNA missatger també és un altre
procés de regulacié que, per exemple, es troba disminuit en casos d’estrés o

deprivacio.

En altres condicions també poden intervenir en la regulacid les proteines que
s’'uneixen a 'mRNA, els microRNA o RNPs que s’uneixen al 3’'UTR i recluten cap al

complex alguns factors d’inhibicio dels elFs.

Perd com sempre, també hi ha maneres de saltar-se aquesta regulacié en I'escanejat.
Hi ha un subconjunt d'mRNA en els quals els PIC s’uneixen a una regié coneguda com
IRES (de l'anglés, llocs interns d’entrada del ribosoma) i comencen a traduir sense
seguir els passos habituals. Aquest mecanisme és habitual en els mRNA virics per

eludir les regulacions de les cél-lules infectades.

Un altre dels mecanismes destacats per bloquejar la traduccié és inhibir I'activitat dels
elFs i impedir el reclutament del Met-tRNAi cap a la subunitat 40S. Tot i que pugui
semblar un mecanisme massa generalista d’inhibicié, hi ha processos que han
evolucionat per permetre la transcripci6 d’'mRNA especifics en condicions d’estres,

quan la majoria de processos es troben reprimits.
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2.4 El paper de la proteina CK2 en sintesi proteica

Tal i com s’ha descrit anteriorment, CK2 presenta molts substrats implicats en el
procés d’expressio génica, i com en alguns punts també hem anat veient, alguns d’ells

es troben relacionats amb la sintesi proteica.

Es coneix que CK2 fosforila i interacciona amb una amplia gamma de proteines, tant
factors de la traduccio, com proteines ribosomals i proteines d’interaccid amb mRNA

[10] que poden estar en intim contacte durant la traduccid.

Com a exemple, en 'MFC, tres de les quatre proteines que el formen (eiF2, elF5 i
elF3), son substrats de CK2.

elF3 va ser el primer substrat endogen caracteritzat de CK2 I'any 1976. Dues de les
seves subunitats, elF3d (p67) i elF3c (p120) sén fosforilades eficientment per CK2
purificada de diversos origens [111]. A 'any 2008 [112] es va proposar també elF3b
com a substrat de CK2 i recentment s’hi ha afegit elF3j [86].

TABLE |
Identification of elF3 protein subunits and their corresponding PTMs using nano-LC-LTQ-FTMS

Protein  UniProt accession  Molecular  Seguence Pkt tichal iAo

name number mass® cowverage
Da %%

elF3a Q14152 166,758.3 B6 Loss of Met-1, phosphorylation (Ser-881, Ser-1198, Ser-1336", Ser-13647)

elF3b P55884 93,083.7 77 Acetylation (Met-1), phosphorylation (Ser-83, Ser-85, Ser-119, Sar-125°,
Ser-152, Ser-154, Ser-164)

elF3c Q99613 106,143.8 65 Phosphorylation (Ser-9, Ser-11, Ser-13, Ser-15, Ser-16, Ser-18, Ser-39,
Ser-166"", Thr-524", Ser-809*)

elF3d 015371 63,872.9 74 Not found

elF3e PG0228 52,131.8 B4 Loss of Met-1, acetylation (Ala-2)

elF3f 000303 37,554.8 79 Loss of Met-1, acetylation (Ala-2), phosphorylation (Ser-2587)

elF3g o75821 35,639.8 83 Loss of Met-1, phosphorylation (Thr-41, Ser-42)

elF3h 015372 40,0104 Ba Phosphorylation (Ser-1837)

elF3i Q13347 36,501.9 a3 Not found

elF3j 075822 29,2932 81 Loss of Met-1, acetylation {Ala-2), phosphorylation (Ser-11, Ser-13, Ser-20,
Thr-109")

elF3k Q8UBO5 24,970.6 75 Loss of Met-1, acetylation (Ala-2)

elF3l QaYae62 66,637.9 70 Loss of Met-1, acetylation (Ser-2)

elF3m Q7L2H7 42,413.8 74 Loss of Met-1, acetylation {Ser-2)

# Calculated from the theoretical average mass of the corresponding elF3 protein subunit plus any post-translational modifications identified.
&+ found only after Ti0,, phosphopeptide enrichment **, found only after Ga(lll) IMAC or TiO, phosphopeptide enrichment.

Taula 5 — Resum de les modificacions post-transduccionals d’elF3. Taula extreta i adaptada de
I'article [112] on s’ha estudiat per espectrometria de masses el complex elF3.

De fet, el cas de I'extrem N-terminal d’elF3c, tal i com s’observa a la Taula 5, presenta
molts llocs de fosforilacid, i com a minim en tres d’ells, s’hi ha descrit fosforilacio per
CK2. La fosforilacié d’aquesta regié és important perqué és la responsable dels

contactes amb elF1 i per facilitar contactes també amb elF5.

Pel que fa a elF2 també va ser un dels primers substrats coneguts de CK2 [113]. La
seva fosforilacié per CK2 fou caracteritzada in vitro en les Ser? i Ser®” d’elF2p [95] i
membres del nostre grup en van descriure les seves implicacions i la seva necessitat

pel bon funcionament del complex elF2 [114].
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Alguns estudis van intentar buscar alguna relacié funcional en la fosforilacio d’elF2[3
per CK2. Per exemple es va veure que la fosforilacio d’elF23 de blat per CK2 no
modificava el bescanvi de GDP-GTP en elF2. Cal destacar, perd, que en aquests
estudis s'utilitzava proteina purificada, i per tant, aquesta, probablement ja es trobava
fosforilada. A més, no eren presents tots els components de la maquinaria de sintesi,

només estudiant-se en aquest cas el bescanvi espontani pel propi elF2 [115].

Per contra, altres autors a l'any 1994 observaren que la fosforilacié del complex
d’elF2-elF2B per CK2 disminuia I'afinitat d'uni6é d’elF2 al GDP, augmentant la capacitat
de bescanvi GTP-GDP en preséncia d’elF23 [116]. Aquest treball es basa en
defosforilacions i refosforilacions in vitro mitjancant fosfatasa alcalina i CK2,
respectivament, d’elF2 i elF2B purificades, sense la resta d’elements d’iniciacié de la

sintesi proteica i sense demostrar-se els centres implicats en aquestes fosforilacions.

Posteriors estudis han descrit com elF2B també és substrat de CK2, tant in vitro com

2 i la Ser’™ del domini C-terminal. En aquest cas la mutaci6 dels

in vivo, a les Ser”
centres de CK2 redueix la interaccio entre elF2B i elF2, provocant una disminucio de

I'activitat elF2B [117], tal i com postulaven els autors de I'anterior treball.

En llevat també s'ha descrit la fosforilacié d’elF2a per CK2, probablement en tres
serines situades en el domini C-terminal (Ser®?, Ser®® i Ser®®"), la mutacié de les quals

per alanines sembla comprometre I'dptima funcionalitat d’elF2 [93].

El factor elF5 huma també és fosforilat per CK2 in vitro i in vivo en la Ser’® i Ser*® del
domini C-terminal, i se’n va descriure una possible relacié amb la progressio del cicle
cel-lular [118]. A banda d’aquesta funcio, en cél-lules eucariotes sembla afectar molt
lleugerament la formacié del complex 80S, la interaccié amb elF2 no és modificada i
en llevat la viabilitat cel-lular no és compromesa i no s'observen defectes en

creixement [118 i 119].

Com hem vist, les implicacions de CK2 en tot el procés de la traduccid proteica és

forga extens i nosaltres hi hem intentat aportar una mica més de llum.

Abans d’entrar en detall en els resultats d’aquest capitol, en I'Ultim punt de la
introduccié plantejarem un camp alternatiu d’estudi de CK2, les membranes i els

microdominis de membrana.

38



Introduccio — Microdominis de membrana

3 Microdominis de membrana

El model original de “mosaic fluid” ens transporta a la idea que les proteines floten de
manera lliure en un mar lipidic, perd d’'uns anys cap aqui l'idea d'una membrana
uniforme ha canviat. La troballa de dos tipus de microdominis anomenats lipid raft i
caveoles n’ha canviat el punt de vista. Abans d’entrar en detall amb els microdominis

cal fer una ullada al model de mosaic fluid.

3.1 El model del mosaic fluid

Aquest model va ser proposat 'any 1972 per Singer i Nicolson per tal d’explicar
'estructura i el funcionament de les membranes cel-lulars. El model de mosaic fluid es
va proposar gracies a observacions de microscopia electronica, ajudat amb I'estudi
d'interaccions hidrofiles, dels enllagos no covalents com ponts d'hidrogen i el
desenvolupament de les técniques com la criofractura i de contrast negatiu. Gran part
de la informacié d’aquest punt deriva de larticle “The Fluid Mosaic Model of the
Structure of Cell Membranes”[121].

El model presenta la membrana
plasmatica com una estructura
dinamica en la qual els seus
components poden fluir en major o
menor mesura pel pla de
membrana. La hipotesi es basa en
una membrana plasmatica, on els

fosfolipids es disposen formant una

bicapa lipidica. Les proteines

s'intercalen en aquesta bicapa de

ll-lustracié6 14 — Model tridimensional del mosaic fluid

lipids depenent de les interaccions original. Figura adaptada de /larticle “The Fluid Mosaic
. L Model of the Structure of Cell Membranes” [121] d'una

amb les regions de la zona lipidica. representacié tridimensional de la membrana, on hi podem

.. , . veure les proteines globulars transmembrana distribuides en
Defineix també dos tipus de |amatriu|ﬁ,,rdica_ 9

proteines segons la disposicio a la

bicapa:

a) Proteines integrals o intrinseques: embegudes en la bicapa lipidica, travessen la
membrana una o diverses vegades, sortint per una o per les dues cares (sén
proteines transmembrana) i s’hi poden trobar unides mitjangant enllagos covalents

a un lipid o un glucid de la membrana.
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L'aillament d'aquestes proteines requereix el trencament de la bicapa. Les
glicoproteines es troben travessant tota la capa de la membrana cel-lular i el seu
nom respon al fet que contenen glucids.

b) Proteines perifériques o extrinseques: es troben principalment al costat citosolic de
la bicapa lipidica, tot i que també n'hi ha al domini extracitosolic. No son proteines
transmembrana. Estan débilment unides a la membrana per enllagos no covalents
de manera que son facilment separables de la bicapa (sense provocar-ne la seva

ruptura) mitjangant solucions salines.

De manera similar a la distribucid, la preséncia i la funcié de les proteines de
membrana depenen del tipus i de I'origen de la membrana en qulestié. Les membranes
intracel-lulars, com les membranes mitocondrials o les membranes del reticle
endoplasmatic, tenen un contingut en proteines extremadament elevat, que representa
fins a un 75 % en pes del total de la membrana. Aquest valor reflecteix l'alta activitat

funcional d'aquestes membranes.

D'altra banda, les membranes de mielina dels axons tenen un baix contingut en
proteines (<25 %) i treballen en primer lloc com a aillants eléctrics, i per fer-ho, hi

ajuda un elevat contingut en lipids.

En canvi, les membranes plasmatiques tenen una distribucié compensada de lipids i
proteines. Les membranes bacterianes s'assemblen més, en la seva distribucio
proteina-lipid, a la membrana mitocondrial interna. La diferent distribucié proteica és

sobretot un reflex dels diferents requisits funcionals de les membranes especialitzades.

Mentre que els lipids sén els elements bioldgics que constitueixen l'estructura de les
membranes, les proteines els hi confereixen funcions especifiques. D'acord amb el
model del mosaic fluid, les membranes bioldgiques poden ser considerades com un
“fluid de dues dimensions” que “dissol” les proteines de membrana hidréfobes i on tots

els lipids i proteines poden moure's per difusio amb més o menys llibertat.

Donat que les principals proteines son més grans que el gruix d'una membrana
bioldgica, sobresurten per fora d'un o dels dos costats de la membrana. De la mateixa
manera que els lipids, les proteines també poden difondre lateralment, tot i que de
forma molt més lenta, de manera que les membranes bioldgiques ofereixen una

superficie constantment canviant: es parla d'un mosaic fluid.
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Aquesta dinamica de les membranes bioldogiques, que permet reaccions rapides

davant d'impulsos externs, és una immediata consequéncia de la seva fluidesa. La

barrera energética per la translocacié de proteines a través de la doble capa és

elevada igual que per als glicolipids.

En la revisio de lany 2014
[122]

treball original, Nicolson, posa

un dels autors del

al dia el que s’ha descobert
fins ara. La lllustracié 15 mira
de ser un exemple de com ha
evolucionat la teoria fins ara,
tot i que manté les bases de
lany 1972.

La revisié de larticle original
parla de moltes de les noves
estructures que s’han descrit i
fa evident que la teoria
original no es pot aplicar a

totes les membranes.

Aquest article proposa una
série nous microdominis que
sén menys fluids que la resta
de la membrana i es troben
amb

enriquits algunes

ll-lustracié 15 — Actualitzacié del model de mosaic fluid. La
figura, adaptada de [larticle “The Fluid - Mosaic Model of
Membrane Structure: Still relevant to understanding the structure,
function and dynamics of biological membranes after more than 40
years” [122] mostra les estructures presents a la membrana, les
interaccions amb el citoesquelet i algunes estructures
extracel-lulars. S’hi representen proteines integrals, glicoproteines,
lipids i oligosacarids en diferents color. La membrana s’ha “pelat’
per la part superior per veure la superficie de la membrana interna.
S’hi pot veure també que altres mecanismes de restriccid de la
difusio lateral també hi sén representats, com dominis de lipids de
membrana integral, la formacié del complex de glicoproteines (vist
a la membrana de tall transversal), associacions de polisacarids-
glicoproteina (a I'extrem superior esquerre) i interaccio directa o
indirecta dels dominis de la membrana amb elements de la part
interior del citoesquelet (a baix a I'esquerra).

proteines, moltes d’elles implicades en processos de transduccié de senyal, fet que ha

portat a pensar que aquestes estructures son grans plataformes de senyalitzacié [123].

Perd anem per passos.
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3.2 Primeres caracteritzacions de les membranes resistents al

detergent

En un article publicat 'any 1992, Brown i Rose [124] van demostrar que les proteines
ancorades a fosfoglicerids poden ser recuperades a partir de lisats de cél-lules

epitelials en una baixa densitat, la forma insoluble en detergent.

Aquesta va ser la primera evidéncia que va donar suport a la publicada I'any 1988 per
Simons i van Meer, que van proposar la localitzacié de certes proteines al domini
apical de les membranes de certs tipus cel-lulars, com a conseqliéncia de la seva

associacié amb glicoesfingolipids, com ara els lipid raft [125].

En aquell moment hi va haver diversos estudis bioquimics sobre la composicid,
organitzacié i funcions bioldgiques dels lipid raft basats en el métode de Brown i de
Rose, i molts investigadors equiparaven els lipid raft a “una fracci6 de membrana que
es caracteritza per una composicio lipidica particular que condueix a una membrana
liquida ordenada o també es defineix en termes d’insolubilitat en detergents aquosos

no ionics” [124].
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ll-lustracié 16 — Esquema de la purificacié dels lipid raft. A la il-lustracié hi veiem les diferéncies de
solubilitat entre els dos tipus de membrana en preséncia de Tritdon X-100. La poblacié6 de membranes
insoluble, que trobem a la part menys densa del gradient, correspon a les DRM. A una concentracio de
Tritén X-100 a I'1 % el detergent es troba en forma monomerica i és capa¢ d’introduir-se a la membrana
(no-raft) i formen petites micel-les. En el cas de les membranes tipus lipid raft, les membranes es troben
enriquides amb esfingolipids i colesterol, i aixd fa que els trossos de membrana no puguin formar
micel-les. El grafic s’ha adaptat de I'article Membrane Domains and the “Lipid raft” Concept de Sonnino i
Prinetti [126].

La major part dels components de les membranes cel-lulars (incloent GPLs,
components de lipids lliures, i glicoproteines de membrana intrinsecs) es solubilitzen

pels detergents i agents caotropics.
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Perd en els primers estudis, es va demostrar que "el material insoluble en detergent"
(DIM) es trobava enriquit amb proteines de la matriu pericel-lular, components del
citoesquelet i amb glicoesfingolipids, perd el temps va demostrar que eren molt més
complexos, contenent esfingolipids, esfingomielina, colesterol, proteines ancorades a
fosfoglicerids o altres proteines hidrofobiques de membrana, i tots ells es mostraven
insolubles al tractament amb detergent no-idnic, com el Tritdn X-100. En canvi, la resta
d’elements de les membranes fora del la regié dels lipid raft es solubilitzaven formant

micromiscel-les amb el detergent, tal i com mostra la Il-lustraci6 16.

La fracci6 DIM/DRM pot ser separada després del tractament amb detergent a partir
de la seva baixa densitat, a causa de I'alt nombre de lipids presents, utilitzant gradients
lineals o discontinus [124]. La capacitat de poder purificar els lipid raft va fer que la
seva investigacié creixés de manera molt important. Es va concloure, doncs que els

DRM tenen principalment esfingolipids, colesterol i acids grassos palmitoleats.

No obstant aix0, es van plantejar diverses critiques pel que fa a la importancia de les
dades bioquimiques obtingudes mitjangant I'analisi de les fraccions DRM, com ara les
presents en aquest tres articles [126, 127 i 128] alguns d’ells amb titols prou laconics

com “Lipid rafts: Elusive or Illlusive?”

Un argument era que l'aparent insolubilitat en un detergent d'un component cel-lular
concret pot provocar un reordenament de diversos elements de la membrana i acabar
insolubilitzant tot el conjunt, o també s’esgrimia que el métode de purificacié és molt
sensible als parametres experimentals de temperatura, concentracié de detergenti la
seva capacitat de penetracié en la membrana cel-lular, sense obviar procediments
mecanics utilitzats per la lisi o la homogeneitzacié o, fins i tot, el pH dels tampons

utilitzats.

Com a resposta d’aquestes preocupacions de la comunitat cientifica, es van realitzar
estudis comparatius utilitzant una amplia varietat de detergents i de condicions,

algunes d’elles utilitzades en els materials i métodes d’aquesta tesi [129 i 130].

Aquests estudis van mostrar que les DRM enriquides en colesterol i esfingolipids,
acompanyades de les proteines unides a fosfatidilinositols o proteines acilades es

poden obtenir.

L’'esforg per estandarditzar el protocol va propiciar un estudi més detallat d’aquestes

microdominis membranosos i se’n van poder estudiar en profunditat diversos tipus.
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3.3 Dos tipus de microdominis: Caveoles i Lipid raft

3.3.1 Les caveoles

de

estructures de DRM que es va

Una les primeres
descriure van se les caveoles,
originalment descrites com a
invaginacions arrodonides de la
membrana plasmatica d'uns
50-100 [133],

mostren resistents

nm que es

als
detergents no ionics com el
Tritdn X-100 i comparteixen la
caracteristica dels DRM de
flotar quan es disgrega la

membrana plasmatica [134].

La

detergents no idnics s’atribueix

insolubilitat amb  els
a I'enriquiment de la membrana
amb esfingolipids i colesterol, a
diferencia de la majoria de la
membrana que esta formada

per fosfolipids.

La diferent conformacié de les
cadenes lipidiques, insaturades

amb els fosfolipids, i saturades
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ll-lustracié 17 — Organitzacié detallada dels lipid raft i les
caveoles a les membranes. A la part de dalt hi trobem els lipid
raft. El mosaic liquid ordenat s'enriqueix de manera espectacular
amb colesterol (en groc), els esfingolipids s’orienten al costat
exoplasmatic (esfingomielina i glicoesfingolipids) (en taronja).
Per contra, la fase desordenada es compon essencialment de
fosfolipids, com ara fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, i
fosfatidilserina (es mostra en verd). A baix hi ha I'estructura de
les caveoles: L’estructura de la membrana desordenada és la
mateixa que a la figura superior. Després de la integracio de la
proteina caveolina-1, la membrana forma petites invaginacions.
Els mondmers de Caveolina-1 s'acoblen per formar homo-
oligobmers discrets (que es mostren com dimers per simplificar)
que contenen entre 14 a 16 molécules caveolina. Aquestes
estructures confereixen [|'estructura de les caveoles. A la
il-lustracié els oligdmers de caveolina-1 son vermells i el domini
d'oligomeritzacié de la caveolina-1 és blau [132].

en els esfingolipids, fa que el seu empaquetament sigui molt més fort, en el segon cas

[135]. Les membranes de les caveoles, a banda de contenir esfingolipids que li

concedeixen aquesta duresa, també incorporen molecules de colesterol. Aquestes i

provoquen una lleugera desestabilitzacio, creant una bicapa anomenada “fase liquida

ordenada” [136].

En aquestes estructures, la preséncia de colesterol els dona un cert grau de mobilitat

lateral a les proteines presents, perd tambeé les converteix en insolubles en detergents

ionics.
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A la part citoplasmatica de les caveoles hi trobem una alta preséncia de proteines, on
destaquen les caveolines, de les quals se’'n coneixen tres membres, caveolina-1 amb

dues isoformes, caveolina-2 amb tres isoformes i caveolina-3.

Aquestes proteines, tot i ser presents a la membrana, els seus extrems C-terminal i N-
terminal es troben a la cara citoplasmatica [137], on la palmitolitzacié d’alguns dels
seus residus sembla ser clau per a la unié d’alguns receptors, com en el cas de la

familia d’'SRC que s’uneix a I'extrem N-terminal.

Estructuralment s’han descrit dos tipus de caveoles, en funcio de la seva profunditat, i
es creu que les caveolines juguen un paper important a I'hora d’estructurar-les, i molt
probablement es deu a la capacitat d’aquestes proteines d’unir colesterol i
esfingolipids. De fet, hi ha estudis que descriuen I'estret equilibri entre I'expressio de
les diverses caveolines i les seves isoformes amb la major o menor abundancia de

colesterol a I'entorn [135 i 136].

Des del punt de vista estructural, també destaca la preséncia d’un altra proteina, la
Flotilina, en forma de Flotilina-1 i Flotilina-2, que té la capacitat de formar complexos

amb la caveolina i que es descriu com a clau en I'estructuracié de les caveoles [139].

3.3.2 Lipid raft

Tot i que ja s’han introduit més enrere, cal fer una ullada en més profunditat a

I'estructura i les caracteristiques d’aquestes microestructures de membrana.

Les estructures

membranoses

resistents a
detergent es
troben forca

distribuides en
diferents tipus
cel-lulars. L’estudi

en profunditat va

demostrar que no

ll-lustracié 18 — Lipid raft en 3D. L'evolucié tecnologica ha portat a poder

totes presentaven opservar els microdominis de membrana amb microscopia laser confocal. En

. aquest article [140] del 2014, hi observem en vermell la caveolina, en blau el
unides alguna de p,cjijen verd les fibres d'elastina.

les caveolines

descrites anteriorment.
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Aquestes estructures van ser descrites per primer cop I'any 1997 [141] com a lipid raft,
o vesicules lipidiques, partint de I'aproximacié experimental de la seva copurificacié
amb les caveoles, perd amb una mida lleugerament més petita, entre 13 i 26 nm, i

sempre inferiors a 70 nm.

Tot i mantenir I'estructura a “fase liquida ordenada” descrita anteriorment, la diferéncia
principal rau en que en aquest cas, la membrana es manté planta i desapareix la

invaginacié mostrada per les caveoles i provocada per la preséncia de caveolines.

Tal i com hem comentat abans, els primers anys d’investigacié d’aquesta estructura
lipidica no van ser facils i hi havia forca controvérsia. Perd a banda dels estudis
comentats anteriorment per concretar els detalls del protocol, 'aplicacié de técniques
biofisiques o0 de microscopia van aportar molta llum en aquest tema [133 i 140] i van

acabar d’aportar solidesa a la idea que aquestes estructures existien a les cél-lules.

Derivat d’aquests estudis, a banda de conéixer mica en mica la dinamica molecular
d’aquestes estructures, s’hi ha pogut identificar les flotilines com a proteina estructural

principal.

A partir d’'aquest punt, tota I'estructuracié de la membrana pren més sentit encara, i
s’estudien amb més detall les proteines presents a la mateixa membrana o que de

manera tangencial es copurifiquen amb els lipid raft.

3.4 Els microdominis de membrana i les proteines associades

A banda de la preséncia ja esmentada de les diverses formes de caveolina i Flotilina
en els microdominis, també destaca la preséncia de proteines ancorades de
glicofosfatidilinositols, perd aquestes no sé6n ni molt menys iguals a tots els

microdominis i porten a pensar en una possible especialitzacié de cada raft [143].

Un gran nombre de proteines ancorades als raff, sén receptors o proteines
relacionades amb la transduccié de senyal, corresponent en gran part a la familia de

les proteines G, com Ras o Src i receptors associats del tipus tirosina quinasa [144].

La Taula 6 mostra un resum de les proteines presents tant en les caveoles com en els
lipid raft. Tot i el bon nombre de proteines que s’hi detallen, la preséncia proteica
global als raft és molt baixa, i d’aqui un dels motius principals de la seva baixa

densitat, com ja s’ha descrit abans.
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Pero si s’analitza la llista de la taula, veiem com moltes d’elles sén desencadenants de
cascades de resposta cel-lular, ja siguin proteines senyalitzadores o receptors de

senyal extracel-lulars.

Les funcions de totes aquestes proteines es poden veure afectades pel seu tipus
d’ancoratge a la membrana. En un article de 'any 2013 [126] Sonnino i Prinetti ho

agrupaven aixi:

L’associacié6 d'una proteina a la fase liquida Lipid raft Caveoles

ordenada, que mostra una reducci®é de la Components Lipidics
Colesterol Colesterol

fluidesa respecte el seu entorn, pot reduir la  Esfingomielina Esfingomielina
Glicoesfingolipids  Glicoesfingolipids

seva mobilitat lateral, afavorint aixi interaccions Fosfatidilinositol Fosfatidilinositol

més estables amb altres proteines del mateix  Gangliosid GM1  Gangliosid GM1
Ganglidosid GM3

domini. Per exemple: 'associaci® amb els Ilpld Proteines estructurals
raft permet un mecanismes de “co-clustering” de Flotilina-1i2 Flotilina-112
Caveolina1,2i3
diferents proteines de membrana. Proteines de senyalitzacio
H-Ras H-Ras
Fins i tot en alguns casos, tots els membres que Gi’_Go’ Gg GQ_
Quinasa Src Quinasa Src
pertanyen a una mateixa via de senyalitzacié es  Quinasa Syk eNOS

Grb2, Erk2 Shc PIP3 quinasa

troben ancorats als lipid raft, quan no estan Fosfolipasa C

activades. O en altres casos, l'activacio dels Receptors
PDGF PDGF

receptors de membrana provoca el reclutament EGF EGF
i ; IGF-1 IGF-1
a lipid raft dels mateixos receptors o de les TrkA. TrkB TrkA.,
proteines de resposta. CD36

Proteines GPI ancorades

També es pot donar el cas que diverses CD99 (perex) UPAR

poblacions de lipid raft s’agreguin en resposta a Taula 6 — Recull components presents

; ) L. ) ., als microdominis lipidics tant en
un estimul determinat, optimitzant la interaccid caveoles com en lipid raft. Taula adaptada
de larticle "Lipid rafts and Caveolae in
Signaling by Growth Factor Receptors”, de
Laurentiis et al. [123].

de diversos conjunts de proteina que es

trobaven fisicament separades originalment.

Anteriorment esgrimiem un argument, perd, que contrasta amb aquesta darrera
afirmacio de l'article de Sonnino i Prinetti, ja que la densitat de proteines als lipid raft
és baixa. Pero per altra banda la “captura” d’aquestes proteines en els lipid raft també
pot prevenir d’interactuar amb proteines de la resta de la membrana, que en alguns

casos suposa la inhibicié d’alguns processos biologics.
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Tornant a I'article, [126] afegeixen dos punts més a la classificacio:

L’associacié d’una proteina a una zona rigida de la membrana pot induir canvis
conformacionals a la cadena peptidica que poden afectar a la seva activitat funcional a

part de dificultar les interaccions laterals amb els altres components dels raft.

Les proteines que es troben concentrades als lipid raft tenen una interacci6 més
favorable amb els components dels lipid raft. Els glicoesfingolipids de I'estructura dels
raft sén grans candidats a la unié lipid-proteina gracies als seus complexos

d’oligosacarids.

A banda de la unié dels glicoesfingolipids als lipid raft, s’ha descrit també la seva
capacitat de modular I'activitat dels receptors tirosina quinasa, tot i que en molts casos

no se’n té el mecanisme clar.

El mateix article ens proposa també tres possibles interaccions entre els

glicoesfingolipids de la membrana i les proteines:

a) A través dels aminoacids presents ens els loops extracel-lulars de la proteina si la
conformacio de la cadena polipeptidica permet que aquests residus siguin prou a
prop de la superficie de la membrana.

b) A través dels residus de sucre en els glicans d'una proteina glicosilada, si la
dinamica de la cadena d’oligosacarid de proteines permet l'orientacié adequada
cap a la superficie de la cél-lula.

c) A través de la part hidrofila de I'ancoratge en el cas de les proteines GPI; aquesta

part és, per definicio situada a prop de la superficie extracel-lular de la membrana.

3.5 Els receptors dels factors de creixement i els lipid raft

L’estudi del paper dels lipid raft i de les caveoles s’ha dut a terme de manera forca
amplia, pero sobretot s’ha aprofundit en el paper del receptor del factor de creixement

epidérmic, a partir d'aqui EGFR.

3.5.1 El receptor d’EGF

El receptor de factor de creixement epidérmic (en angles EGFR) s’ha descrit com un
mediador important de I'oncogénesi de les cél-lules del cancer, de la proliferacio, del

creixement i de la supervivencia cel-lular.

Aquest receptor s'expressa en totes les cél-lules de I'epidermis i de I'estroma, aixi com

algunes ceél-lules glials i de muscul llis, i té diversos lligands, inclos el propi EGF, el
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factor de creixement transformant TGF-a, i 'EGF que uneix heparina (HB-EGF).
Aquest receptor també es pot transactivar per la unié de lligands a certs receptors

acoblats a proteina G, com ara el receptor de I'angiotensina Il [143 i 144].

EGFR té tres homolegs coneguts: ErbB2 (Neu o HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4
(HER4), amb la qual pot formar heterodimers [147]. La unié del lligand provoca la
homodimeritzacio o la heterodimertizacio del receptor i n’activa la seva activitat tirosina

quinasa, que li permet autofosforilar-se o fosforilar altres proteines downstream.

EGFR es compon d'un nombre
EGFR
de dominis extracel-lulars que DD

Lipid raft

‘ i %

presenta també un domini \
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formen el |l 'unié al lligan
ormen el lloc dunio a ga t P|(3.4)P;ﬂplp,o— Plp,c—@u f"/P(\:
\ U :

domini quinasa intracel-lular i el @TOR)
domini C-terminal. Presenta cinc e o @?K\l
motius  d’autofosforilaci6  al l ®V(SE
domini C-terminal, proporcionant Gene Expression,
Pro Protenton ® - Prosat

llocs d'ancoratge per a proteines

que contenen SH2 (homologia @ -justracié 19 - Via de senyalitzacié per EGFR en lipid raft.
Exemple d’'una de les vies de senyalitzacié presents als Lipid
raft. “Lipid rafts and Caveolae in Signaling by Growth Factor
Receptors” [123].

la regié 2 de Src) o per la unié

amb altres proteines

adaptadores com Grb2.

El domini C-terminal també pot actuar de forma autoinhibidora quan es troba substrats
no fosforilats, i també s’hi han descrit nou llocs de fosforilacié que determinaran quina
via s’activara downstream, com per exemple la via de les MAPK o la de la fosfolipasa
CiDiPI3K, entre d’altres [146 i 147].

3.5.2 Paper dels lipid raft i caveoles en senyalitzacié per EGFR

A l'article “Lipid rafts and Caveolae in Signaling by Growth Factor Receptors” d’Arcaro
et al. [123], del qual s’ha extret bona part de la informacié d’aquest punt de la
introduccid, els autors posen de manifest la gran discrepancia que es troba en la
literatura a I'hora d’explicar d’'una manera clara la implicacié dels lipid raft i les
caveoles en la senyalitzacidé pel receptor d’'EGF, basant-se sobretot en els métodes

que s’utilitzen per tal de purificar-los.
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Les purificacions sense detergent, basades en la flotacié de les membranes de baixa
densitat, van mostrar una preséncia d’H-Ras, Grb2 i SOS-1 tant en les mostres
tractades amb EGF com les control, i Raf-1 s’hi trobava present també després de

I'estimulacio.

Al revés, EGFR era present en la fraccié de caveolina en les cél-lules no estimulades,
perd els seus nivells comengaven a disminuir després de 30 segons de I'estimulacié
per EGF, i després de 60 minuts d'estimulacié que ja no era detectable en aquesta
fraccid. Amb aquests resultats, es va proposar que, un cop produida la dimeritzacio del
receptor i amb la via activada, EGFR es desplacava fora de les caveoles per aturar-ne

I’activacio.

Mineo et al. [81] van obtenir resultats similars per a EGFR, cosa que demostra que
abans de l'activacio, 60 % d'EGFR estaven presents en la fraccido de caveolina de
fibroblasts humans, perd hi va haver una disminucié dramatica en el nombre després

de l'aplicacié EGF.

Diversos autors han reproduit i ampliat els resultats, mostrant, per exemple, que EGFR
sembla seguir actiu lluny de les caveoles. La deplecié de colesterol a les cél-lules va
provocar la sortida d’'EGFR i caveolina-1 de les caveoles, allunyant-ne la PLCy que
fins llavors havia colocalitzat amb EGFR, perd tot aixi semblava que seguia essent

capag d’activar PLCy.

Per contra, diverses linies d’investigacié questionen la idea que les caveoles soén
bones zones per a la senyalitzacié via EGFR, no en va en suggereixen fins i tot que les
caveoles podrien tenir un paper regulador negatiu. Concretament, sembla ser que
I'scaffold de caveolina-1 estabilitza EGFR quinasa en una conformacioé inactiva [83], i
la mateixa regulacié negativa també existeix en el cas de l'activitat de la tirosina
quinasa d’ErbB2 [84, 85].

En el primer cas, Couet et al. [150] van demostrar el cofraccionament d EGFR, ErbB2 i
la seva estreta relacio, amb caveolina, justificant I'existéncia de dominis d’'unié a

caveolina-1 en I'estructura d’EGFR.

Entre altres evidéncies es va veure que una sobreexpressid de la caveolina-1 també
va provocar la inhibicié de I'activitat quinasa d’EGFR, també va inhibir I'activitat de Raf-
1, MEK-1 i ERK2. Aixi mateix, la sobreexpressiéo de GM3 provoca una major interaccio

entre la proteina i 'EFGR disminuint-ne encara més I'activitat.
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3.6 Els dominis lipidics al sistema nerviés: una funcié essencial

per als esfingolipids

En general, "A Treatise on the Chemical Constitution of the Brain" [151], publicat per J.
L.W. Thudichum el 1884, document amb el qual es va elucidar l'estructura de
I'esfingosina i dels lipids cerebrals basats en esfingosina, és considerat com una fita

que marca el naixement de la neuroquimica moderna.

El cervell és I'6rgan amb el contingut de lipids més alt en el cos huma (excloent el teixit
adipds). Aixd provoca que les cél-lules del cervell absorbeixin avidament els acids
grassos essencials a través de la barrera hematoencefalica per satisfer les seves

necessitats per a la sintesi de complexos glicolipidics [152].

Les membranes plasmatiques de les cél-lules neuronals estan altament enriquides en
colesterol, en els esfingolipids i en alguns glicoesfingolipids. Aquests ultims es
caracteritzen per I'alt nivell de complexitat estructural, a causa de I'alta complexitat dels
seus grups de cap hidrofils i de la gran heterogeneitat en la cua hidrofdbica donant

origen a un nombre increible d'espécies moleculars diferents.

Les diverses composicions d’aquests lipids semblen establir patrons fins i tot en funcié
de l'envelliment fisioldgic. En particular, el contingut de glicoesfingolipids total i la
complexitat de I'espécie molecular en el cervell huma incrementen marcadament des

de les etapes embrionaries a la vida postnatal [153].

Com a exemple d’aquests canvis amb la composicié lipidica podem destacar el que
s’observa en ratoli on la sintesi de galactolipids, normalment enriquits en la mielina
central i periférica, que esta absent durant les etapes embrionaries del cervell de ratoli,
s’activa quan els oligodendrocits entren en la diferenciacioé terminal, i s’ha vist que esta

molt activa durant I'extensié de les beines de mielina [154].

Com a regla general, la matéria grisa del cervell i les neurones son altament enriquides
en els ganglidsids (glicoesfingolipids que contenen acid sialic [81]) i es caracteritzen
per la molt alta complexitat i I'neterogeneitat de les espécies moleculars de ganglidsids
[82].

La mielina i oligodendrocits estan enriquits en galactolipids, més concretament en
sulfat de galactosilceramida, i amb esfingomielina [83,84], mentre que els astrocits es
caracteritzen per un contingut d'esfingolipids inferior i per la preséncia d'especies de

glicolipids simples.
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Il-lustracié 20 — Polaritzacié de les neurones. Model esquematic de I'especialitzacio de les neurones
per a axons GM1 / TrkA-dependents. L’augment de 'activitat de I'enzim NEU3, una gangliosidsialidasa, i
el consequent augment de la concentracié de GM1 en un domini concret de la membrana que provoca el
reclutament i I'activacio del receptor tirosina quinasa per NGF. L’activacié provoca també el reclutament
dels seus efectors downstream PI3K i Rac1. Aixd provoca una despolimeritzacio de I'actina i un augment
de NEU3 provocant aixi 'inici de la polaritzacio i el creixement de I'axé [155].

Un altre exemple de I'especificitat dels lipids a la membrana del cervell el tenim amb la
la hidrolitzacié dels
de

membrana, apareixent zones d’alta concertacié de colesterol, permetent I'agrupament

polaritzaci6 de les neurones de la IlI-lustraci6 20, amb

polisialganglosids obtenint GM1, que provoca el canvi conformacional la

dels receptors TrkA i activant les vies downstream que permeten la polaritzacio de les

cél-lules neuronals.
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3.7 El lipid rafti el seu paper en I’exocitosi neuronal

El transit vesicular és essencial per a una varietat de processos en les cél-lules
eucariotes, incloent el manteniment dels diferents compartiments subcel-lulars,
proteines i hormones, la secrecié, la fertilitzacio de I'0vul, i [l'alliberament de

neurotransmissors.
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ll-lustracié 21 — Esquema de I’exocitosi a nivell neuronal. Als passos 1-4 es resumeix com els
potencials d'accio estlmulen I'exocitosi de vesicules sinaptiques. Els potencials d'accié obren els
canals oberts pel Ca®', les vesicules es van acostant a la membrana plasmatica i s’uneixen al
complex de proteines SNARE;. els sensors de Ca®" alteren el complex SNARE per permetre la
fusié completa de les vesicules sinaptiques amb la membrana plasmatica. El lligant (quimicament)
es troba entre els canals tancats de les dendrites i el cos de la cél-lula. Aixd permet que aquestes
regions responguin als neurotransmissors quimics. La despolaritzacio produida per aquests canals
s'ha d'estendre a I'ax6. L'axd és on es produeixen els primers potencials d'accid. Després
d'estimul de despolaritzacié es provoca l'obertura dels canals dependents de voltatge i els
potencials d'acci6 es poden transferir sense disminucié al llarg de l'ax6. Adaptada des
d’humanphysiology2011 amb el © The McGraw-Hill.

3.7.1 Procés d’exocitosi
El procés d’exocitosi a nivell cel-lular es pot dur a terme de dues maneres diferents:

1) Ruta constitutiva o per defecte. Es troba a totes les cél-lules, ja siguin
especialitzades en secreci®é o no, i és necessaria per a la comunicacio i
manteniment de la cel-lula. Aquest transport és continu i no regulat, no necessita
senyals externs per dur a terme. En aquesta via s'engloben tant els processos que
van cap a la matriu extracel-lular com aquells que van a parar d'uns organuls a uns
altres. La importancia d'aquesta ruta és que aporta a la membrana plasmatica
proteines i lipids nous, que s'acaben de sintetitzar, i aixi manté I'equilibri de la
membrana i evita que perdi volum a causa de la constant endocitosi. Alguns
exemples d'aquesta secrecid constitutiva son I'alliberament de col-lagen que

fabriquen els fibroblasts o d'anticossos per part dels limfocits B activats.
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2) Ruta de secrecio regulada. A diferéncia de la constitutiva, no la trobem a totes les
cél-lules, ja que és més freqlent en aquelles cél-lules especialitzades en secrecio
de productes com hormones, neurotransmissors en el cas de les neurones,
enzims, etc. Aquesta via rep el nom de regulada, ja que les vesicules formades en
el I'aparell de Golgi viatgen fins a la membrana plasmatica perd sense fusionar-se,
és a dir, es queden molt a prop, fins que reben una senyal o estimul que
definitivament les fa fusionar amb la membrana plasmatica i abocar a I'exterior el
seu contingut.

Alguns exemples d'aquesta secrecié regulada son l'alliberament d'insulina a la
sang en cél-lules-B del pancrees, quan els nivells de glucosa en sang son elevats;

o l'alliberament de neurotransmissors.

L’exocitosi a nivell neuronal implica les vesicules sinaptiques, que contenen els
neurotransmissors, i que son alliberats en un procés regulat també per calci. Aquest
procés requereix la preséncia dels canals de calci i de les vesicules al que es coneix
com a zona presinaptica. Perqué aquest procés funcioni correctament es requereix la

presencia d’'un complex multiproteic conegut com a SNARE [156].

3.7.2 Complex SNARE

Les proteines SNARE (de l'angles “SNAP - Soluble NSF Attachment Protein
REceptor”) sén una gran familia de proteines que es subdivideix en més de 60 tipus i

son presents en llevats i mamifers.

La funcio principal de les proteines SNARE és intervenir en la fusié de vesicules, és a
dir, en el cas de I'exocitosi en la fusié de les vesicules de transport amb la membrana
plasmatica o, en un altre cas, en la fusié de la vesicula de transport amb un

compartiment de destinacio, per exemple un lisosoma.

Les proteines SNARE es poden dividir en dos subgrups, en funcié de si son proteines
de vesicula (v-SNARE) [157] que s’incorporen a les membranes de les vesicules de
transport durant el procés de gemmacio, o com a proteines objectiu (--SNARE) [158],
que es troben en les membranes dels compartiments de destinacio de les vesicules de

transport.

Les proteines SNARE més estudiades sén aquelles que controlen I'acoblament de les
vesicules sinaptiques amb la membrana presinaptica. Aquestes SNARE son I'objectiu
de les neurotoxines que secreten els bacteris responsables del botulisme i del tétanus
[159].
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Les SNARE son molécules petites i abundants. Principalment les trobem unides a la
membrana plasmatica mitjangant proteines d‘unié. Tot i que la seva estructura i mida
és forga variable, totes comparteixen un segment en el seu domini citosolic anomenat
“SNARE motif” que consta d’'uns 60-70 aminoacids capagos de formar un muntatge

reversible estret, creant paquets de quatre hélix anomenats complexos trans SNARE.

Els complexos metaestables trans-SNARE es formen de manera rapida i es componen

per la unié de tres proteines SNARE:

- Sintaxina-1 i SNAP-25, residents a la membrana cel-lular,
- Sinaptobrevina (també coneguda com a proteina de membrana associada a

vesicules o0 VAMP) ancorada a la membrana vesicular.

En I'exocitosi neuronal,

Sintaxina-1 i Sinaptobrevina

estan ancorades a les o

K-' N Zippering / - ‘\\*
\:‘. = @S .\:-;

respectives membranes pel

| 1

Ca®* Fusion-pore
opening

N4

seu domini C-terminal, mentre
que la SNAP-25 esta unida a
la membrana plasmatica
mitjancant diverses cadenes

de cisteina palmitolades.

ll-lustracié 22 - Cicle d’assemblatge i desassamblatge del

El nucli del complex SNARE complex SNARE en I'exocitosi de vesicules sinaptiques.

A . ... Sintaxina-1 existeix en una conformacié tancada que necessita

és un conjunt de quatre hélix oprir-se per iniciar la nucleacié. El Zippering del feix de les quatre

. hélixs alfa cap a l'extrem carboxil acosta les membranes de la

a aportades per les diferents vesicula sinaptica i la plasmatica una cap a l'altra, el que podria

conduir a la fusi6 de membranes. Després de la fusio, la proteina

N-etiimaleimida sensible a la fusié (NSF) i les proteines d'unié

Sintaxina-1 com NSF-solubles (SNAP) es desmunten els complexos cis-nucli que

romanen en la mateixa membrana per reciclar-los per a una altra

Sinaptobrevina aporten una ronda de fusié. SNAP-25, proteina synaptosomalassociated de 25

kDa; SNARE, receptor de SNAP. Figura adaptada de larticle

hélix cadascuna i la SNAP-25 “Snares and Munc18 in synaptic vesicle fusion” de Rizo i Stidhof
[160].

proteines que el formen: tant

n’aporta dues.

S’ha demostrat que les SNARE residents a la membrana plasmatica es troben en
diferents microdominis o agrupacions, la integritat dels quals és essencial per a la

competéncia exocitica de la cél-lula [157].

Molts altres factors que interactuen amb SNAREs s'han caracteritzat, i en conjunt
mostra dues caracteristiques principals: poden ser molecules reclutades per altres poo/
proteics presents i lliures a les membranes, o formen part d’altres clusters necessaris

per a la fusié6 de membranes [161].
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3.7.3 La familia de Sintaxina

Les sintaxines, tal i com s’ha descrit abans, sén una familia de proteines exclusives del
sistema nervids implicades en I'exocitosi de vesicules sinaptiques, on hi juguen un
paper important, mediant en I'ancoratge de les vesicules sinaptiques a la cara interna

de la membrana presinaptica.

Estructuralment presenten un domini C-terminal transmembrana, el domini H3 formant
part del complex SNARE i una cua N-terminal reguladora. Una de les caracteristiques
principals que tenen és que una de les seves hélix a forma part del complex SNARE
[160].

Sintaxina-1 interacciona amb  a Neuronal exocytosis / 5\ .
Syntaxin 1 ::’ >
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amb els canals de calci i

& -
potassi a través del seu domi  wembrane P

U

C-terminal. Aquesta ,
b ER, Golgi, TGN, early endosomes

interaccid6 directa amb els

canals és un mecanisme

Habe
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molecular adequat per Hanc

aproximar el mecanisme de
Syntaxin

fusi6 de membranes amb els Iﬁjf‘\\ﬂﬁw\
i

canals de calci durant Ia

despolaritzacio dels botons I-lustraci6 23 - Diferents maneres d'acoblament entre

.. . Sintaxina-1 i proteines SM (Sec1/Munc18). a) En l'exocitosi

axonals presinapitcs, on hi neyronal, la interaccié entre Munc18-1 (gris) i la conformacié

tancada de Sintaxina-1 (groc i taronja) és incompatible amb la

formacid del complex entre els motius SNARE (receptor SNAP), la

sinaptobrevina i SNAP-25 b) La interaccio dels motius peptidics

En el cas de Sintaxina-1 que Sintaxina-1 amino-terminals amb homodlegs ~ Sec1/Munc18

(proteines SM) que es produeixen en el reticle endoplasmatic (ER),

té un paper rellevant en laparell de Golgi, la xarxa trans-Golgi (TGN) i els endosomes

. . . primerencs és totalment compatible amb la formacié dels

aquesta tesi, se li han descrit complexos. Figura adaptada de Iarticle “Snares and Munc18 in
synaptic vesicle fusion” de Rizo i Sudhof [160].

juga un paper clau.

més d'una dotzena de
proteines que s’hi uneixen especificament, suggerint aixi un paper important en la

interaccio proteina-proteina [162].

Pel que fa a I'estricta regulacio del procés, s’ha descrit que la familia de les proteines
Munc18 s’uneixen a les sintaxines i en regulen negativament la seva activitat [163]. En
el cas de Sintaxina-1 s’hi uneix per dos llocs diferents donant lloc a la conformacié
tancada: al domini N-terminal i al central amb la part reguladora inclosa. Quan Munc

s’allibera de la regi6 central, Sintaxina-1 passa a ser activa.
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Aquest procés de regulacié que impedeix la formacié del complex SNARE, tal i com
s’observa a la ll-lustracié 23, és un element de control exclusiu de I'exocitosi neuronal,
ja que en els processos que es produeixen a l'aparell de Golgi o al reticle
endoplasmatic el procediment és al revés, i Munc18 és necessaria per a la formacio

del complex.

De fet, hi ha autors que proposen que la desregulaci6 daquesta uniod
Munc18/Sintaxina-1 es relaciona amb patologies neuronals com ara |'esquizofrénia
[164], on s’ha vist una alteracio de la relacié estequiométrica en algunes regions del
teixit del cervell. Aquesta aproximacio, pero, no és compartida per tots els autors del

camp.

Altres autors han posat de relleu el paper de la fosforilacié de la Thr'* d’un altre
membre de la familia de les sintaxines, Sintaxina-3, com a clau a I’hora de regular

I'exocitosi en mastocits [165].

El paper clau que desenvolupa Sintaxina-1 en el procés de I'exocitosi neuronal fa que
l'estudi sobre les seves caracteristiques bioquimiques i implicacions fisioldgiques
siguin un camp d’estudi important. En aquesta tesi també hi hem dedicat esforgos per

aportar coneixement nou en aquest camp.

Després d’introduir els elements necessaris per entendre el context del nostre treball

experimental, plantegem els objectius i passem a veure fins on hem aconseguit arribar.
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La proteina quinasa CK2 s’expressa de manera ubiqua i és present en molts dels
processos que tenen lloc a la cél-lula i I'alteracio de la seva activat hi produeix efectes

evidents, ja observats en el nostre grup d’'investigacio.

La primera part d’aquesta treball neix de I'’heréncia deixada pel Dr. Franc Llorens i la
seva tesi doctoral “Caracteritzacié funcional de la interaccio i fosforilacié de la
subunitat B del factor d’inici de la sintesi proteica elF2 per la proteina quinasa CK2”
(Ref. Teseo 381735). Derivat d’aquesta tesi i de noves aportacions a la bibliografia, els

nostres objectius van ser:

1) Caracteritzar in vivo la fosforilacié d’elF2[3 per CK2.

2) Estudiar els efectes de la inhibici6é farmacoldgica de CK2 i I'alteracié del seu patro
d’expressio sobre la formacio del Multifactor Complex i la sintesi de proteines.

3) Estudiar les interaccions entre elF2 i elF3 i la seva relacié amb l'activitat de la

proteina quinasa CK2.

La segona part d’aquest treball mostra, de nou, 'amplia varietat de substrats i funcions
de CK2, que en aquest cas es situava en I'estudi de la seva preséncia en membranes.

Els objectius d’aquesta segona part van ser:

1) Caracteritzar I'activitat de CK2 en membranes resistents a detergent i confirmar
que es tracta d’estructures tipus lipid raft, en membranes sinaptosomals de rata i
en cél-lules de ronyé huma.

2) Estudiar el motiu fisioldgic que justifiqui la preséncia de CK2 en aquests

microdominis de membrana.
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5.1 Cultius cel-lulars

5.1.1 Linies cel-lulars

Per dur a terme els experiments d’aquesta tesi s’han utilitzat dues linies cel-lulars

diferents:

HEK293T (CRL-11268TM): BSL-2

Variant d’una linia cel-lular humana HEK293 derivada de rony6 embrionari (Human
Embryonic Kidney 293 cells), transformada amb el gen que codifica per I'antigen T
gran del virus SV40. Aquesta linia és originaria de cél-lules embrionaries de ronyé
huma. Es caracteritzen per presentar una morfologia epitelial i créixer de forma

adherent.

Son d’ampli Us experimental, en ser unes linies de proliferacié rapida, amb una
elevada facilitat de transfeccié i expressié dels transgens. Aquesta elevada expressié
del transgen ve donada per 'amplificacié episomal d’aquells plasmids transfectats que

contenen I'origen de replicacié del SV40.

HK-2 (CRL-2190™): BSL-2

Linia humana derivada de cél-lules del tabul proximal (PTC) d’'un ronyé sa d’'un home
adult. Aquesta linia ha estat immortalitzada mitjangant particules virals portadores del
vector sintétic pLXSN, que conté els gens E6/E7 del virus del papil-loma huma 16
(HPV-16). El vector té el gen de resisténcia a la Neomicina, fent que les cél-lules

tinguin resisténcia per I'antibidtic G418.

La linia prové d’'una sola cél-lula originaria, i es caracteritza per ser una linia de
morfologia epitelial i que manté un creixement dependent d’ancoratge, la qual cosa

impossibilita la seva expansio en metilcel-lulosa, agar tou o suspensié.

La linia manté caracteristiques funcionals de I'epiteli tubular, com transportadors de
glicids sodi-dependents, resposta de I'adenilat ciclasa dependent de I'hormona
paratiroidea (PTH) perd no [lantidiirética (ADH). Poden generar també

gluconeogénesis i emmagatzemar glicogen.

En tractar-se de cel-lules amb un nivell de bioseguretat 2, tots els tractaments s’han
dut a terme a la campana de flux laminar mantenint totes les mesures de seguretat

pertinents durant la manipulacio i també en I'eliminacié de residus.
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5.1.2 Manteniment de les linies cel-lulars

Les linies cel-lulars que s’han fet servir en aquesta tesi es mantenen en creixement en
un flasc T75 fins que assoleixen 80-90 % de confluéncia, moment en el qual s’ha
decidit que s’ha de fer el passatge a un nou flasc. El temps transcorregut entre
passatges varia en funcié de la velocitat de creixement de la linia i de la densitat de

cel-lules sembrades en el nou passatge.

Es important remarcar el fet que cal conéixer en tot moment quants passatges
presenten les linies del nostre cultiu, ja que a mesura que aquests augmenten, les

linies cel-lulars van canviant les seves caracteristiques.

Aixd és molt més rellevant en el cas de les linies silenciades de manera estable
mitjangcant shRNA, ja que s’ha demostrat que un alt nombre de passatges pot provocar
la pérdua del silenciament. Internament s’ha decidit que el nimero de passatges

maxim per fer experiments significatius amb aquestes linies és de 15.

Medi Composicié Linia cel-lular Condicié
DMEM (10 % FBS, 1 mM piruvat HEK293T Creixement i
DMEM complet |sodic, 1 % (v/v) Glutamina, 1 % HK-2 manteniment de linies
(v/v) Penicil-lina Estreptomicina) salvatges
DMEM+  |PMEM (10 % FBS, 1 mM piruvat gf;]’t‘eem;gtnt i
antibiotics de sodic, 1 % Glutamina, 1 % HEK293T-CK2B seleccio de linies
seleccié Penicil-lina Egtreptomlcma) +1 HEK293T-CV silenciades per CK2 |
pg/mL puromicina control

Taula 7 — Medis i condicions de cultiu. Recull de condicions, composicions de medis pel cultiu cel-lular
de les linies cel-lulars estudiades a la tesi.

De manera rutinaria, totes les linies cel-lulars que s’han fet servir creixen en medi
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) complet. Tot i aix0, en el cas de la linia
silenciada per les subunitats beta de CK2, el medi presentara un antibidtic de seleccio
per assegurar que continua creixent en condicions de silenciament. A la Taula 7 hi ha

els medis principals utilitzats en funcié de la

linia o tractament. Composicié PBS 1X
Materials i reactius e 137 mM NaCl,
e 2.7mMKCI,
DMEM Complet e 10 mM Nay,PO,4-2H,0,
Tripsina e 1.8 MM KH,PO,, pH 7.4)
PBS 1x esteéril Pipetes Pasteur

Pipetes serologiques - —
Flascs T75 aula o — rormuilacio ael tampo . lampo

d’ampli Us en técniques de cultiu cel-lular
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Metodologia

Nota: El protocol descrit a continuacio es basa en el manteniment del cultiu en flascs
de 75cm?, tot i que el procés és molt similar a I'hora de plaquejar les cél-lules per fer

els tractaments, perd amb volums de reactius al volum dels pous i plaques de cultiu.

1. S’aspira el medi i es renta el flasc amb 10 mL de PBS 1x estéril.

2. S’afegeixen 2 mL de tripsina i s'incuba el flasc a I'incubador de 37°C durant 2

minuts per ajudar a les cél-lules a desenganxar-se.

Plaques i flascs Rentats Tripsina Medi Volum
PBS resuspen. final medi

Plaques de 6 pous 2mL 04mL |1mL 2mL
Plaques de 35mm @ |2 mL 04mL |1mL 2mL
Plaques de 60 mm @ |6 mL 1mL 2mL 6 mL
Plaques de 90 mm @ |10mL 1,5mL  |3mL

Flascs T25 5mL 1mL 2mL 5mL
Flascs T75 12 mL 3 mL 5mL 15 mL

Taula 9 — Volums de reactius de cultius. Adaptacidé dels volums descrits en el
protocol pels rentats, tripsinitzacio, resuspensié i volum final de medi per les diferents
plaques utilitzades.

3. Es poden fer cops suaus al lateral del flasc per acabar de desenganxar les
cél-lules. Per inactivar la tripsina s’afegeixen 8 mL de medi complet per tal
d’inactivar la tripsina.

4. Es resuspenen les cél-lules del flasc i s’afegeixen 2 mL de resuspensio cel-lular a
un nou flasc. D’aquesta forma es sembra aproximadament 1/5 de les cél-lules del
cultiu original. Aquesta proporcié és variable en funcié de la densitat cel-lular
necessaria.

5. Al nou flasc s’afegeix medi complet fins a un volum final de 15 mL.

El flasc es manté en un incubador a 37°C, al 5 % CO,i en una atmosfera humida.

5.1.3 Sincronitzacio de cultius

Alguns dels protocols utilitzats requerien sincronitzar el cicle de les cél-lules, i
habitualment es fa a Gy. Aix0 s’ha fet deprivant-les entre 18 i 24 hores, canviant el
medi habitual per un que contenia DMEM completat amb 1 % L-Glutamina, 1 %

Penicil-lina-estreptomicina, 1 % Piruvat Sodic perd amb només 0,5 % de FBS.
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5.1.4 Recompte cel-lular

En gran part dels experiments d’aquesta tesi calia conéixer la concentracié de cél-lules
inicial a I'hora de plaquejar les cél-lules per I'experiment, per aconseguir un resultat el
maxim de produible possible. Per poder fer aquest recompte cel-lular s’han utilitzat
dues técniques, el recompte amb cambra de Neubauer i el comptador automatic de

cél-lules Cell Counter [Bio-Rad].

Recompte amb cambra de Neubauer

Per aquesta técnica s’ha utilitzat el que T R T | 0

es coneix com a cambra de Neubauer,

un portaobjectes que presenta dues ‘ ,‘.
= ¥ T T T ias - 3 T T "

zones deprimides al fons de les quals hi = RS
— AT T
ha marcada wuna quadricula de = : : \ AR
H - U 3
dimensions conegudes. Aquesta cambra \ \\;}\ 4

es tapa amb un cobreobjectes que

queda adherit per tensié superficial i

s'afegeix la suspensio de cel-lules, que ll-lustraci6 24 - Reticula de la cambra de
Neubauer. S’hi observen les diverses zones que es
fan servir com a referéncia a I'hora de comptar el

cambra. Les cél-lules comptades a la nombre de cél-lules presents, amb la capacitat de ser
extrapolable proporcionalment al cultiu de partida

cambra amb [lajut d’'un microscopi [166].

per capil-laritat s'incorporara dins de la

invertit ens permetran coneixer la

concentracié de cél-lules de la solucié original.

Materials i reactius

e Tripan blue o Cobreobjectes

e Cambra de Neubauer e PBS 1x estéril

Metodologia

1. S’agafa una petita aliquota de la resuspensio cel-lular d’interés.

2. Es dilueixen 50 uL de la resuspensio en 150 yL PBS 1X i 50 uyL de Tripan blue
(colorant per cél-lules mortes) en un tub eppendorff estéril i després d’un pols de
centrifugar, es pipeteja la dissolucié a la cambra de Neubauer

3. Es compten les cél-lules que no han quedat tenyides amb blau de tripa en quatre
camps diferents. A partir del nombre de cél-lules comptades en els 4 camps i
seguint la formula seguent, es podra coneixer la quantitat de cél-lules que hi ha en
resuspensio. Si es compten també les mortes es pot arribar a conéixer la relacio de

viables/mortes del cultiu.

N° cel/mL = n° cél comptades : 4 camps x 5 (dilucié resuspensié) x 10* (factor dilucid)
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Recompte amb comptador automatic de cél-lules cell counter
Aquest métode és més senzill, ja que fa us d’'un comptador automatic cel-lular i no cal

utilitzar ni la cambra de Neubauer ni el microscopi invertit.

Té l'avantatge que és rapid i agil, resultant util en els casos en qué es treballa amb

multiples linies de forma simultania i no poden estar massa temps en resuspensio.

Perd té l'inconvenient que no pot detectar densitats inferiors a les 25.000 cél-lules/mL
ni superiors a 2.000.000 cél-lules/mL, aixi com linies cel-lulars que tinguin una mida

petita (< 25 um diametre) i/o que es trobin agrupades.

Materials i reactius

e Tripan blue e Cell counter [Bio-Rad]

e Cambra de recompte cel-lular automatitzada.

Metodologia

1. S’afegeixen 50 pL de resuspensié cel-lular en un tub eppendorf estéril i
s’addicionen 50 pL de Tripan blue.

2. S’hi fa un pols de vortex a la mostra. Es carreguen 20 uyL a una de les cavitats de
recompte de la cambra de recompte cel-lular automatitzada.

3. Es col‘loca la cambra de recompte dins del comptador cel-lular. L’aparell donara el

nombre de cél-lules viables de la mostra.

5.1.5 Congelacié i descongelacio de linies cel-lulars

Congelacio de linies cel-lulars
Les linies cel-lulars eucariotes poden criopreservar-se en nitrogen liquid per a

mantenir-ne un estoc per a posteriors usos. El protocol és el segient:

Materials i reactius

e DMSO pur e FBS (Foetal Bovine Serum)

e Criotubs de 1,5 mL ¢ Contenidor especial de congelacio
Metodologia

1. Es deixa créixer el cultiu cel-lular fins assolir la confluéncia i es resuspenen les
cél-lules en 1 mL de medi.

2. Esrecompten les cél-lules i se sembra a cada criotub 0,5-1x1 0° cél-lules totals.
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3. Préviament es dilueix el DMSO fred en FBS (dil 1:10). Enlloc de diluir-lo amb FBS
es pot diluir també en DMEM complert, perd la dilucié en FBS permet una millor
recuperacio de les linies en el moment de descongelar-les.

S’afegeix a cada tub 1000 pyL de medi de congelacio.
Es protegeixen els criotubs dins d’'un contenidor especial de congelacié i es deixen
a -80°C durant 48 hores.

6. Al cap de 2 dies, els criotubs es traspassen al contenidor de nitrogen liquid.

Descongelacio de linies cel-lulars
A diferéncia de la congelacié de les linies, que ha de ser un procés lent per evitar la
formacio de cristalls de gel, la descongelacié ha de ser rapida, ja que el DMSO és toxic

per la cél-lula.

Materials i reactius

e DMEM complet e Banya37°C
o Flascs de cultius T250 T75 ¢ Centrifuga

e Falconsde 15 mL
Metodologia

1. Es treu el vial del rack de nitrogen liquid i es deixa temperar 2 minuts a
temperatura ambient. S’acaba de descongelar el vial a un bany de 37 °C.

2. Quan ja estigui gairebé descongelat s’aboca el contingut del vial en un tub de
centrifuga tipus “falcon” on hi ha 8 mL de DMEM complet préviament temperat.

3. Se centrifuguen 5 min a 1000 rpm per rentar el pellet cel-lular i es retira el
sobrenedant i es resuspén de nou el pellet amb DMEM complert.

4. La nova resuspensié s’afegeix a un flasc T25 o T75 depenent de la densitat
cel-lular del criovial i de la taxa de divisio de les cél-lules.

5. Al dia seguent es canvia el medi, eliminant aixi les cél-lules mortes.
En el cas que la linia requereixi un antibidtic de seleccié (com les silenciades per

les subunitats de CK2), aquest es podra afegir en aquest punt, no abans.

5.1.6 Tractaments amb inhibidors de CK2

En el capitol de resultats d’aquesta tesi també es mostren resultats obtinguts en
treballar amb inhibidors de CK2 com TBB (4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole), i DMAT

(2-dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole).
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Quan aquests tractaments s’han fet sobre cél-lules en cultiu, 'administracié de
inhibidor es fa directament sobre el medi de cultiu ja que aquest és permeable a la
membrana. La dilucidé stock de cada un dels inhibidors conté DMSO que no superara

mai la concertacio de 0,5 % (v/v).

5.2 Obtencio de linies silenciades

L’obtencié de linies cel-lulars silenciades, tant de manera transitdoria com estable,

permet veure com afecta I'abséncia de la proteina d’estudi en el nostre model.

En aquesta tesi s’ha aplicat tant la técnica del silenciament transitori amb siRNA per
les subunitats CK2a i CK2[3, com el silenciament estable només per CK2B3. En aquest

apartat es detallen els protocols.

5.2.1 Silenciament transitori amb siRNA

La técnica del siRNA es basa en la interaccié6 d’'una molécula curta d’'RNA de doble
cadena dentre 20 i 25 nucledtids d’extrems asimétrics. Un cop dins la cél-lula, les
dues cadenes de I'RNA sén enzimaticament separades i hibriden amb I'RNA missatger
de la proteina que es vol silenciar. L’estructura resultant és inestable i, en

consequeéncia, els mecanismes cel-lulars I'eliminaran.

Aquestes estructures es poden introduir a la cél-lula de dues maneres: transfectant els
fragments d’'RNA com a petites estructures, o transfectant-los introduits dins un vector
d’expressidé. En els nostres experiments s’ha optat per utilitzar el kit comercial
siGENOME SMARTpoo/ de Dharmacon® que presenta un conjunt de 3 0 4 sequéncies

que per estudis in silico s’ha pronosticat que hibriden amb la proteina d’estudi.

Materials i reactius

¢ sSiIGENOME SMARTpool de Dharmacon M-003475 per CK2a i M-007679 CK2p.
¢ Reactiu de transfeccié DharmaFECT 1 T-2001.
¢ Aigua RNAse free.

o Medi complert amb i sense antibiotics.
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Materials i reactius

Es tripsinitzen les cél-lules HEK293T plaquejades.

2. Es dissolen les cél-lules en un medi complet per tal de plaquejar 2.5 x 10°
cél-lules/mL per tal de transfectar-les amb DharmaFECT 1.
3. Es plaquegen 2 mL de la dissolucié a cada pou de la placa de 6 pous, i s'incuben
les cel-lules over night a 37°C.
4. Es prepara una dissolucié a 5 yM siRNA en aigua RNAsa-free (per transfeccions
de 25 nM i 50 nM de siRNA).
CK2a 1 | CK2a 2 CK2B 1 CK2pB 2
Control | Scramble| 55\ | 50nM | 25nM | 50 nM
< siRNA 0uL 10 pL 10 pL 10 L 10 L 10 uL
[a2] . .
S | Medi complert lliure
P Jantibiatics 200pL | 190pL | 190pL | 190pL | 190pL | 190 pL
o Dharmafect1 5puL 5L 5L 7,5 uL 5 puL 7,5 L
M . -
P | Medi complert lliure | o5, | 105 | | 195l [1925uL| 195uL |1925 L

d’antibiotics

Medi complert lliure

d’antibiotics 1600 uL | 1600 yL | 1600 yL | 1600 yL | 1600 pL | 1600 pL

Taula 10 — Relacié de volums necessaris per a la transfeccio dels siRNA per CK2B. Volums de
referencia utilitzats per transfectar una placa de 6 pous. Per consultar la composicié del medi complert es
pot consultar la Taula 7.

5.

En tubs separats, i tal i com indica la Taula 10, cal diluir la quantitat necessaria de
dissolucié de 5 uM de siRNA (en el Tub A) i el DharmaFECT 1 (en el tub B) amb
medi lliure d’antibiotics.

Es barreja el contingut de cada tub pipetejant amunt i avall i es deixa a temperatura
ambient durant 5 minuts.

S’afegeix el contingut del tub A al tub B i es barreja de nou pipetejant amunt i avall.
Es deixa incubant a temperatura ambient durant 20 minuts.

S’afegeix el volum necessari de medi complet sense antibiotics per arribar al volum
establert per la transfeccid, segons indica Taula 10.

S’elimina el medi de cultiu de cada pou de la placa i s’hi afegeix el que correspon
de les mescles preparades i s'incuben les cél-lules a 37°C i 5 % CO; durant 65

hores.
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5.2.2 Linies cel-lulars silenciades de manera estable amb shRNA

Vectors i shRNA (short hairpin RNA)

Nota: Aquest protocol i la produccié de les linies silenciades de manera estable sén obra del
Dr. Jordi Vilardell i forma part de la seva Tesi Doctoral DESREGULACIO DELS NIVELLS DE
LES SUBUNITATS ALFA | BETA DE LA PROTEINA QUINASA CK2 EN EL CARCINOMA
RENAL DE CEL-LULES CLARES (CCRCC) (Referenciada al Teseo amb el numero 1064787).

Per coherencia amb els resultats mostrats, creia oportu que el protocol hi fos present.

Els siRNA (small interfering RNA) processats a partir dels shRNAs (short hairpin RNA)
s6n un altre bon mecanisme per tal d’interferir de manera especifica en determinats

MRNA, provocant la supressido de la

. . e \ Referéencia| NM_001320.x-823s1c1

proteina codificada pel gen d’interés.
N° Clon TRCNO0000003796
En aquest segon cas de silenciament | Gen CSNK2B
, . pLKO.1-puro (U6, cppt, hPGK,
s'opta per uns shRNA comercials contra | piasmid puroR, SIN/3' LTR, f1 ori, ampR,
la subunitat CK2B, clonats d’un vector pUC ori, 5’ LTR, Psi, RRE)
. . , 5CGGTGGTTTCCCTCACATGC
integratiu, empaquetat en particules | gegiiéncia| TCTTCTCGAGAAGAGCATGTG
lentivirals, MISSION®  Lentiviral AGGGAAACCATTTTT-3
. . c CDS (unid ledtids 823-844

Transduction Particles. Diana de Cs(l,ilnég rr;]ué,\?g)l S

Iniciaiment la nostra idea era poder Taula 11 — Caracteristiques técniques del shRNA

contra CK2. Recull de les caracteristiques del vector
que s’ha utilitzat per silenciar la subunitat CK23 en la
linia cel-lular HEK293T.

silenciar les dues subunitats de CK2,

CK2a i CK2B, pero després de diversos

intents, el silenciament de la subunitat
catalitica no ha estat possible a causa de I'alta mortalitat del model. Per tant, a partir
d’aqui ens centrarem en el procés amb la subunitat reguladora CK23. Els shRNA

contra la subunitat de CK2B i el shRNA control estan clonats dins de dos tipus de

vectors diferents: pLKO.1-puro vector i [ Referencia | SHC202V
TRC2-pLKO-puro  vector. Els dos | N°Clon nd
vectors tenen capacitat integrativa, un | _Gen Non target
I , . TRC2-pLKO-puro (U6, cppt,
promotor constitutiu per I'expressié del Plasmid hPGK, puroR, SIN/3' LTR, f1 ori
asmi ’ g - ’
shRNA (U6 promoter) i un gen de ampR, pUC ori, 5’ LTR, Psi,
RRE, WPRE)
resisténcia a la puromicina (puroR) per Seqiiencia | Nd
seleccionar les linies que I'expressen. | Diana Non target

Les caracteristiques técniques dels
shRNA que s’han fet servir per silenciar
la linia cel-lular HEK293T es troben a la

Taula 11 ila Taula 12.

Taula 12 — Caracteristiques técniques del vector de
control per la transfeccié del shRNA contra CK2p.
Recull de les caracteristiques del vector que s’ha
utilitzat per silenciar la subunitat CK2B en la linia
cel-lular HEK293T.
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Per tal d’obtenir la linia cel-lular estable que es trobi silenciada per CK2[3, es va decidir
fer servir les particules lentivirals empaquetades de la casa comercial Sigma-Aldrich,
MISSION® Lentiviral Transduction Particles, portadores d’'un shRNA clonat dins d’un

plasmid integratiu, tal com es detalla al protocol comercial.

Aquestes particules tenen l'avantatge que permeten una eficient transfeccié en
cél-lules com HEK293T i també en linies més complicades de transfectar que també
s’ha utilitzat en el nostre grup HK-2 i 786-O. Amb el protocol que hi ha a continuacié es
van obtenir, entre d’altres, les linies cel-lulars shRNA-CK2B i shRNA-CV que s’han

utilitzat en aquesta tesi.

Materials i reactius

e Plaques multi pou de 6 pous e DMEM complet + 1 ug/mL
e Tripsina puromicina

e PBS1X o Polybrene (hexadimethrine
e DMEM complet bromide)

Metodologia

Dia 1:

e Es plaqueja la linia cel-lular HEK293T en medi complet les 24h prévies a la
transduccié a la densitat desitjada. Cal preveure la sembra de tal forma que, en el
moment de la transduccié amb les particules lentivirals, les cél-lules no superin el
50-80 % de confluéncia, per ajudar a la futura seleccio de les linies.

o De la mateixa forma, es sembra per a cada cas una placa control a la mateixa

densitat cel-lular.

Dia 2:

e Es descongela I'estoc de particules lentivirals lentament en gel i s’afegeixen 8
Mg/mL de Polybrene (hexadimethrine bromide) a cadascun dels pous de la placa
per facilitar el procés de transduccié.

e Per a cadascun dels pous, s’afegeix el volum necessari de suspensio de particules
lentivirals per tal de tenir la MOI (Mutiplicity of Infection) desitjada. En el nostre cas
es va usar una MOI de 2 per a cadascuna de les linies (2 particules
lentivirals/cél-lula.

e Per calcular els volums de particules a afegir es van usar les seguents formules:

Unitats transductants necessaries (TU) = (n° cél-lules per pou) x (MOI desitjada)
Total particules lentivirals a afegir = (fotal de TU necessaries)/ (TU/mL del vial)

e S’incuben les cel-lules O/N a 37°C en un incubador preparat per aquesta finalitat.
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Dia 3:
o Es renova el medi que conté les particules lentivirals per medi complet préviament

temperat.

Dia 4 i posteriors:

Per tenir una transduccié estable, cal seleccionar les cél-lules que han integrat el
vector al seu genoma. Per fer-ho es renova el medi amb medi complet amb 1 yg/mL
de puromicina. La concentracié de puromicina escollida per a la seleccié depén de la
sensibilitat de la linia a l'antibidtic, i es va determinar préviament amb una corba de

mort cel-lular per a cadascuna de les linies.

Cal canviar cada 2 o 3 dies el medi complet amb 1 pg/mL de puromicina, fins a tenir la
linia seleccionada. La seleccié dura entre 5 i 6 dies, i després cal fer un passatge a
una placa nova per duplicat, amb i sense medi de seleccid, per assegurar que sense
I'antibidtic hi ha un 100 % de mortalitat.

5.3 Gradients de Sucrosa

Els gradients de sucrosa ens permeten separar els diversos components de 'extracte
cel-lular sense alterar-ne les seves interaccions, i només regit pel diferent coeficient de
sedimentacié. En el nostre cas els hem utilitzat per intentar dilucidar la diferent
distribucié de les subunitats d’elFs i de CK2 en funcié del tractament al que sotmetem

les nostres cél-lules.

Per formar aquests gradients, el tampo6 que hem utilitzat [ Tampé de formacié dels

conté el que descriu la Taula 13 i es conserva a 4°C. | 9radients
. e , . o e 50 mM Hepes pH7,9,
Amb petites modificacions, és el tamp6 que utilitzaven | | 4100 mM NaCl

en el seu article de 'any 2005 Miyamoto, Patel i Hershey | ¢ 10 mM Mg(OAc).

JW, titulat “Changes in ribosomal binding activity of elF3

Taula 13 - Composicio del

correlate  with increased translation rates during Tampé de Gradients. Detall de la
composici6 del tampd dels

activation of T lymphocytes” [168]. gradients derivat del que es va
utilitzar en Tlarticle de Hershey
(2005) [168].

En aquesta tesi s’han utilitzat tres tipus de gradients,
discontinus, lineals i de flotaci6. Aquests Ultims
quedaran descrits més endavant dins I'apartat dels treballs realitzats amb membranes.

Ho trobarem al punt 5.7.2.
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5.3.1 Gradients discontinus

Aquest tipus de gradients els hem intentat optimitzar per separar i concentrar les

fraccions que més ens interessen.

Materials i reactius

Ultracentrifuga Beckman

Rotor basculant SW32 Ti

Tubs de centrifuga de poliestiré de
16,8 mL

Metodologia

1.

Es preparen 5 solucions de
concentracio creixent de sucrosa
5:15:25:35:45 % dissoltes en Tampo
de Gradients fred (Taula 13).

Es dipositen 3 mL de la solucio al 45
% de sucrosa al fons del tub de
centrifugar. A continuacié, i amb
lajuda de la bomba peristaltica
Pharmacia LKB Pump P1 a una
velocitat mai superior a 10, s’hi
afegeixen 3 mL de 35 %, 25 %, 15 %
i 5 %. Es convenient que el gradient
passi el maxim temps possible
submergit en gel.

Un cop format el gradient, s’hi
apliquen amb pipeta i molta cura els
800 uL d’extracte corresponent.

Es carreguen els tubs amb el
gradient als buckets del rotor SW
32.1 Tii es posa a centrifugar durant
15h a 100.000 g i 4°C.

Es fracciona el gradient recollint

e Bomba peristaltica Pharmacia LKB
Pump P1
e Tampé de gradients (Taula 13)

A

i 24 hr with [+P
T 230
<
X 20 |
(=]
(o]
P
=
23
j polysomes
§ : ws 98
< N ¥

110

§ 1§

B

ll-lustracio 25 — Exemple de perfil de 254 nm. A)
Figura adaptada de l'article de Hershey [168] on es
mostren amb sagetes els pics més importants (40S,
60S i 80S) i la zona dels polisomes. B) Exemple de
perfil a 254 nm cru obtingut després de fraccionar un
dels gradients d’aquesta tesi. (Part de la Figura 12).

fraccions d'1 mL, de dalt a baix, assegurant aixi que les possibles interfases entre

els diversos coixins queden practicament integres en una fraccié. Caldra conservar

les fraccions en gel per seguir amb I'estudi.
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5.3.2 Gradients lineals

Aquesta és la técnica original que figurava en l'article de Miyamoto, Patel i Hershey
[168] (Il-lustracié 25) a partir de la qual nosaltres hem posat a punt el nostre protocol.
Amb aquest tipus de gradient volem estudiar d’'una manera més fina i dinamica el
moviments de les diverses subunitats d’elFs i de CK2, en funcié del tractament a que

sotmetem les cél-lules.

Aixi mateix, acoblant un espectrometre que ens mesuri I'absorbancia a 254 nm
podrem seguir I'evolucié de la subunitat 40S, 60S i 80S del ribosoma, ja que aquesta

longitud d’ona correspon al maxim d’absorbancia de I'RNA ribosomal.

Les figures presents en l'article de Hershey [168] ens van servir de referéncia a I'’hora
d’entendre els patrons d’absorbancia obtinguts, perd nosaltres hi vam afegir un punt

més per atribuir correctament els pics observats.

Es tracta del seguiment per western blot de la proteina ribosomal RP-S6 present a la
subunitat 40S del ribosoma i també a la 80S (Figura 3).

Originariament, i en resultats publicats a la meva tesina, vam comencar treballant amb
gradients del 5 al 30 % de sucrosa, pero per tots els resultats exposats a aquesta tesi,

ho hem fet amb gradients del 5 % al 45 % de sucrosa, que resol la zona polisomal.

Material i reactius

e Formador de gradients Hoefer e Ultracentrifuga Beckman

SG50 e Tubs de centrifuga de poliestiré de
e Bomba peristaltica Pharmacia LKB 16,8 mL

Pump P1 e Rotor basculant de Beckman
e Fraccionador de gradients Coulter ® SW32 Ti

Haaekebuchler Autodensiflow |l e Tampd de gradients (Taula 13)

Metodologia

1. Es preparen dues solucions de sucrosa, una al 5 % i l'altre al 45 % (p/v) en el
tampé de gradients (Taula 13) fred.

2. Amb l'ajut d’'un formador de gradients Hoefer SG50, un agitador magnétic que no
superara les 250 rpm i amb la bomba peristaltica Pharmacia LKB Pump P1, que
tampoc hauria de superar la velocitat 40, es formen els gradients en tubs de 16.8
mL, preparats per anar al rotor basculant SW 32 Ti. El tub del gradient hauria

d’estar el maxim temps possible en gel.
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3. Es carreguen 800 yL de I'extracte corresponent a la part superior del gradient i es
posa a centrifugar. El temps de centrifugacié anira en funcié de la zona del
gradient que ens interessi més. Si volem veure amb més detall la zona dels
polisomes, la centrifugacié sera més curta, entre 10 i 12 hores. En canvi, si ens
interessa veure amb més detall la zona dels PICs, centrifugarem durant 16 hores
per tal d’afavorir una bona separacio a la part menys densa.

La velocitat de centrifugacié no variara i sera de 100.000 g i a una temperatura de
4°C.

4. Per fraccionar el gradient cal ajudar-se amb un fraccionador Haaekebuchler
Autodensiflow Il al qual se li acobla una bomba peristaltica, que mai superara la
velocitat de 40. Per tal de seguir I'evolucié del fraccionament i tenir controlada la
posicié de les diverses subunitats ribosomals, es segueix I'absorbancia a 254 nm.,
el maxim d’absorbancia del rRNA, ajudats per la Unitat de Control UV-1 de LKB
Pharmacia.

Com que ens interessa obtenir-ne un registre grafic, s’hi acobla el registrador
REC101, també de LKB Pharmacia, que permetra tenir una idea de com es mouen
les subunitats ribosomals.

Se’n recullen 21 fraccions de 800 pL i es conserven en gel per seguir amb I'estudi.
Per assignar els pics de 254 nm obtinguts caldra fer un western blot contra la

proteina ribosomal RPS6.

En alguns casos dels dos capitols d’aquesta tesi, per tal de concentrar la proteina
present en les fraccions dels gradients s’ha hagut de recorrer a la precipitacié de les
proteines, i s’ha fet amb acid tricloroacétic i deoxicolat sodic (punt 5.4.4 d’aquest

capitol de materials i métodes)
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5.4 Tecniques de proteines

5.4.1 Obtencioé d’extractes cel-lulars totals i fraccionament subcel-lular

Per fer gran part de les analisis presents en

aquesta tesi s’ha utilitzat aquest protocol de lisi | «

cel-lular, amb el tamp¢ descrit a la Taula 14.

Materials i reactius

Pipetes Pasteur

Pipetes serologiques

Tubs Eppendorf

Tampo de lisi fred
Microcentrifuga refrigerada

Metodologia

1.

Es renten dues vegades les cél-lules amb | «
PBS 1xi s’hi afegeixen 750 pL de tampd de

lisi fred per a cada placa de 9 cm de

diametre. A la Taula 14 se n’indica

COMPpOSICio i

Composicio Tampo de Lisi
50 mM Tris-HCI pH 7,5
e 10 mM MgCl;,,

e 125 mM KCl,

e 1mMDTT,

e 0,1 % v/v Tritdon X-100,
e PMSF 0,1 mM,

e EGTA1,5mM,

e EDTA 1 mM,

e NaF 25 mM,

e NayVO3 0,2 mM

e PPi2mM

1ug/ uL aprotinina,
pepstatina i benzamidina

leupeptina,

Taula 14 — Tampé de lisi. Composicio del
|a tampd de lisi utilitzat de manera rutinaria en
aquest treball.

la Taula 15 els volums

adaptats en funcié del tipus de placa de cultiu que s'utilitzi.

Es deixa actuar el tampé de lisi durant 10 minuts mantenint la placa en gel.

Es recullen les cél-lules amb un scrapper. Les cél-lules son recuperades amb una

pipeta Pasteur en un eppendorff.

S’homogeneitzen les cél-lules amb un
Dounce, on hi fem 10 embolades.

Les mostres es centrifuguen a 14.000
g, durant 10 minuts a 4°C, per eliminar
les restes cel-lulars no llisades.

Es recupera el sobrenedant, el qual
contindra I'extracte cel-lular total, que
s’anomenara també wce (de l'anglés

whole cell extract).
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Tipus de Placa Volum de Tampé

Plaques de 6 pous 200 pL
Plaques de 35 mm @ 350 uL
Plaques de 60 mm @ 400 pL
Plaques de 90 mm @ 700 uL

Taula 15 — Volum del tampé de lisi. Recull dels
diversos volums utilitzats per llisar les cél-lules en
funcio de la superficie de la placa a tractar.
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5.4.2 Determinacio de la concentracio de proteina

Métode de Bradford
El calcul de la concentracié de proteina per les mostres obtingudes des de cultius
cel-lulars es va fer seguint el métode de Bradford [169] basat en la unié del colorant

Blau de Comassie a les proteines.

Materials i reactius

e Tubs eppendorff e Solucié concentrada de BSA 1 g/mL
o Cubetes d’espectrofotometria ¢ Reactiu Bradford (Bio-Rad)

Metodologia

1. Es preparen les dilucions necessaries per fer la recta patrd. Habitualment entre 1
mg/mL i 12 mg/mL. S’ajusten les dilucions a 200 yL amb aigua destil-lada.

2. Es pipetegen 2 yL i 4 yL de cada mostra i també s’enrasen a 200 yL amb aigua
destil-lada.

3. Es dilueix el reactiu de Bradford 4 vegades i se n’afegeix 800 uL a cada tub i se li
fa un pols de vortex i s'incuben les mostres a temperatura ambient durant 15

minuts i se’n llegeix I'absorbancia de les mostres a 595 nm .

Meéetode de BCA

Aquest meétode alternatiu de determinacié de quantitat de proteina es basa amb el
descrit per Stoscheck [170] i ha estat utilitzat per les mostres del capitol Il, procedents
de 'homogeneitzacié de cervell de rata. El canvi de méts deu a la millor tolerancia
d’aquest a les substancies presents al tampons, sobretot detergents, que s’utilitzen en

aquest capitol, respecte a com es comportaria el métode de Bradford.

Materials i reactius

e Tubs eppendorffi PBS 1X e Solucio estandard de BSA 1g/mL
¢ Placa de 96 pous o Reactius (AiB) de BCA.

Metodologia

1. Es prepara el reactiu de treball de BCA barrejant 50 parts del reactiu A amb 1 part
del reactiu B.
S’afegeix 1 pL de I'estandard de BSA a cada pou o 1 pL de cada mostra.

3. S’afegeixen 100 uL de PBS 1x a cada pou i es completa la barreja de reaccié amb
100 pL més del reactiu de treball de BCA.
S’agita la placa durant 30 segons i s’incuba a 37°C durant 30 minuts.

Es tempera la placa a temperatura ambient i es llegeix I'absorbancia a 562 nm.
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5.4.3 Coimmunoprecipitacio

Amb proteina A-Sepharosa
Per tal d’estudiar les interaccions entre els elFs, i veure si els tractaments als quals
hem sotmés a les nostres cél-lules afecten aquesta interaccié, hem posat apunt un

protocol de coimmunoprecipitacions basat en diversos d’existents al laboratori.

Materials i reactius

e Resina HA-Agarosa e Centrifuga
e Tubs eppendorf e Tampo lisi
o Agitador orbital e Tampd TMR 5X

Metodologia

1. Es lisen les cél-lules amb el protocol |Control d’interaccié directa amb la resina

anterior (veure 5.4.1), tot centrifugant |Només incubem I'extracte corresponent amb

15 minuts a 15.000 rpm per tal fa resina, sense anticos.

Control d’interaccié amb regions
inespecifiques de I'anticos
n'obté 'extracte total. Afegim a la barreja de resina i extracte la

2. Saliquota la resina en tubs |mateixa quantitat d'anticos secundari de la
mateixa espécie que el que utilitzarem.

d’eliminar les restes cel-lulars i se

eppendorf. Cada tub ha de contenir

un minim de 30 pL de resina. Taula 16 - Controls d’immunoprecipitacio.

Donada la naturalesa de la tecnica cal tenir uns

3. Es renta i s’equilibra la resina amb  bons controls negatius per poder descartar
interaccions inespecifiques.

tampé de lisi fent centrifugacions
curtes de 30 segons a 4.000 rpm. Cal mantenir els tubs el maxim de temps
possible en gel. El rentat és necessari per tal d’eliminar el tampé de conservacio de
la resina que conté 20 % d’etanol.

4. Es reparteix per cada tub amb resina I'extracte corresponent, guardant-ne una
petita part que correspondra al wce, que ens servira com a control de carrega. Es
deixa 5 minuts en gel i s’hi afegeix 1 ug d’anticos per cada 10 uL de resina.

5. Un cop totes les barreges estan llestes, es posen a incubar overnight a 4°C amb
agitacio orbital.

6. L’endema es fa una primera centrifugacio de 30 segons a 800 g per sedimentar la
resina i es recupera tot el sobrenedant, que s’anomena “cleared” i que conté tot el
qgue no s’ha unit al complex resina anticos.

7. Es fa una altra série de rentats, com els descrits anteriorment, de la resina i
s’elueix tot el que hi ha quedat unit amb Tampé de Mostra Reductor (TMR) 5x

(Taula 17) i es bull durant 10 minuts.
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8. Les mostres estan a punt per ser analitzades, tot i que és recomanable fer una
centrifugada a 13.000 rpm per sedimentar la resina i separar el sobrenedant. Aixi,

la carrega del gel sera més facil.

Amb anti-HA conjugat amb agarosa

Aquest protocol, en esséncia, és molt semblant al que hem utilitzat per la resina de
proteina A-sepharosa, per0 la resina Anti-HA-Agarose (Sigma) porta ja l'anticos
conjugat utilitzant una resina activada amb Bromur de Cianogen, resultant-ne una unio

és molt més forta.

L’anticds anti-HA reconeix I'epitop YPYDVPDYA, que és el que expressen totes les
proteines que hem transfectat en aquesta tesi, ja que ho hem fet amb el vector pCMV-
HA que porta integrat el HAg.

La forta unié entre I'anti-HA i I'agarosa, ens permet fer uns rentats una mica més
abundants, passant de 4 a 5 rentats i essent altament recomanable separar 'eluit amb

TMR de la resina, centrifugant només acabar de bullir.

Un dels problemes que mostren les immunoprecipitacions és la possible interferéncia
de les cadenes pesades i lleugeres dels anticossos a I’hora de fer western blot, ja que
es poden produir reaccions creuades amb 'anticds secundari i donar falsos positius, o
molta senyal de fons. Amb la resina conjugada amb lanti-HA, si ho separem

rapidament 'anticds no es deixa anar, no es desnaturalitza i no interfereix.

Metodologia

1. Es lisa a la sala de cultius les plaques amb les cél-lules a analitzar i es
centrifuguen els extractes durant 15 minuts a 15.000 g a 4°C. Dels sobrenedants
es conserva una aliquota de 100 puL com a extracte total “wce”, per carregar com a
control en els western blot i per calcular la concentracié de proteina.

2. S’afegeixen 35 ul d’aigua en un eppendorff per utilitzar-lo de referéncia amb el
volum de resina que s’afegeixen. Aproximadament caldra afegir uns 65-70 pl de la
solucio al 50 % de resina, que es troben dissoltes en 20 % de metanol.

3. S’equilibra la resina amb 4 rentats de 30 segons a 4000 rpm amb tamp6 de lisi per
eliminar les restes de metanol present en el buffer de la resina. Deixem reposar
I'ultim rentat en gel.

4. S’aspira el sobrenedant. Es deixa de la resina enrasada, s’hi afegeix el mateix
volum d’extracte a cada tub i es resuspeén la resina amb cops suaus al fons del tub.

5. Els tubs s’incuben amb agitacié orbital a 4°C overnight.
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6. Es recupera el sobrenedant centrifugant 30 segons a 4000 rpm els tubs i el
sobrenedant es conserva com a cleared “CI”.

7. La resina incubada amb els extractes totals es renten amb 4 rentats de 30 segons
a 4°C amb tamp06 de lisi, acabat de preparar.
Es resuspén la resina amb TMR 2,5x i es bull la mostra durant 5 minuts.
Se centrifuguen 30 segons a 4.000 rpm i s’afegeix el mateix volum de tampé de lisi
que de TMR 2,5x.

5.4.4 Extraccié de proteines amb Acid Tricloroacétic

La precipitacié de proteines amb acid tricloroacetic (TCA) és una técnica que s’utilitza
quan es necessita concentrar la mostra de proteina obtinguda o per eliminar possibles
interferents presents a la matriu de la mostra i que podrien interferir en la deteccio per
western blot. En alguns protocols haviem vist que s’hi afegia deoxicolat sodic com a

coadjuvant de la precipitacio i nosaltres també li vam afegir.

En aquesta tesi 'hem utilitzat en el capitol | a 'hora de concentrar algunes de les
mostres obtingudes dels gradients i en el capitol I per concentrar les proteines

alliberades al sobrenedant de les membranes purificades i posteriorment tractades.

Materials i reactius

e Tubs eppendorff e Acid Tricloroacétic 50 %
e Agitador vortex. ¢ TMR 2,5x “basic” (pH 8,5)
e Centrifuga per tubs eppendorf e Acetona glaciar

Deoxicolat Sodic 2 %

Metodologia

1. S’afegeix a les mostres a precipitar el volum suficient de la solucié de deoxicolat
sodic 2 % perqué la concentracio final sigui de 0,02 % i es deixa incubar 20 minuts
en gel.

2. A la campana d’extraccié s’hi afegeix el volum necessari d’'una solucié al 50 % de
TCA, perqué la concentracié final sigui del 12,5 % i es deixa una hora en gel. Cal
fer un pols d’agitacié amb vortex.

3. Es centrifuguen els tubs a 13.000 rpm durant 20 minuts a 4°C i se n’aspira el
sobrenedant. Es deixa que s’evaporin les possibles restes de TCA.

4. Esrenta el pellet amb 200 pL d’acetona freda (-20°C) i es torna a centrifugar durant
15 minuts també a 13.000 rpm. S’aspira el sobrenedant i es deixa assecar a l'aire

durant 10 minuts.
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5. Es resuspén el pellet, amb un TMR 2,5x més basic del habitual (pH 8,5). El pH és
important per corregir 'acidesa de les mostres provocada per la preséncia de
traces de TCA. S’ha vist que aquestes traces poden provocar canvis de pH
importants que ens poden donar problemes a I'hora de carregar el gel i en la

deteccié de la proteina.

5.4.5 Transfeccio transitoria amb PEI

La transfeccid amb PEI esta basat amb el que va proposar Kamen I'any 2002 [171].
Aquest métode es basa amb la utilitzacio d’'un polimer de 25kDa anomenat
Polyethylenimina, que presenta una alta capacitat de transfectar les cél-lules HEK293T

i altres linies similars.

Materials i reactius

e Solucié PEI

¢ Medi de cultiu DMEM sense serum

Metodologia

1) Dissolem el DNA plasmidic amb el medi de cultiu DMEN sense sérum.

2) Afegim la soluci6 de PEI fins a una concentracié final de 1 pg/uL, sempre
mantenint la relacié 3:1 amb ug DNA:uL PEI.

3) Ho deixem incubar a temperatura ambient durant 10 minuts i aboquem la barreja
sobre el cultiu cel-lular.

4) Incubem les cél-lules com a minim 20 hores a 37°C, 5% CO. i humitat.
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5.5 Electroforesis de proteines i analisi per immunodeteccio

El western-blot és la técnica més utilitzada de la tesi, i com a tal, hem adaptat el

protocol original descrit per Renart [172] i Towbin [173] a les nostres necessitats.

5.5.1 Electroforesi

La tecnica de [lelectroforesi en gels de [ composicié TMR 5X

poliacrilamida (i el seu acronim en anglés | ¢ 350 mM Tris pH 6,9,

PAGE) s'utilitza per a la separaci6 i visualitzacié | * 10 % SDS,

50 % glicerol

DTT 250 mM,

EDTA 10 mM

0,0125 % de Blau de Bromofenol
0,5 % B-mercaptoetanol

de proteines separades en funcié del seu pes

molecular, encara que també es pot fer servir

per a la separaci6 d’'RNA i DNA de baix pes

molecular. Quan en aquests gels se’ls hi afegeix

SDS (I'acronim en anglés de Dodecil sulfat Taula 17 — Composicié tampé de mostra

sodic) lelectroforesi es converteix en reductor. Formulacié del tamp6 de mostra
reductor utilitzat en aquesta tesi.

desnaturalitzant i se I'anomena SDS-PAGE.

En aquesta técnica, les proteines es bullen durant 5 minuts a 100 °C en preséncia d’'un
tampé amb SDS i B-mercaptoetanol (TMR) (Taula 17), fent que es trenquin els ponts
disulfur de les proteines, adquirint una estructura primaria per efecte de la

desnaturalitzacio.

Solucié B Solucié C Tampé Electroforesi
Tris/lHCI |1 M (pH8,8) [0,5M(pH6,8) [25Mm (pH 7,5)
SDS 0,4 % 0,4 % 0,1 %
Glicina 129 mM

Taula 18 — Composicié dels tampons d’electroforesi. Formulacio dels
tampons més utilitzats per polimeritzar els gels i fer I'electroforesi.

La quantitat de SDS que s’uneix a les proteines és constant (1,4 g SDS/g proteina)i la
relacidé carrega-massa esdeve igual per a totes les proteines, per tant la mobilitat

d’aquestes vindra determinada principalment pel seu pes molecular.

Tots els gels presents en aquesta tesi han estat fets a ma seguint el métode descrit
per Laemmli [174] utilitzant els kits de Bio-Rad que ens permeten fer gels de 10 x 7

cm.
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Material i reactius

e Acrilamida-bisacrilamida 30% J
e Solucié B (Taula 18) o
e Solucié C (Taula 18) o
o Tampo d’electroforesis (Taula 18) o
e HOmili-Q

Metodologia

TEMED (Sigma Aldrich)

Persulfat amoni 10 %

Tampo6 de TMR 5X (Taula 17)
Mini-PROTEAN
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)

[/ Mini-

1. Es netegen els vidres amb alcohol 70 % i es col-loquen al suport per polimeritzar

els gels.

2. Es prepara la mescla per al gel apilador i el separador sense TEMED i PSA que

s’afegiran al moment abocar la barreja entre els dos vidres. Cal seguir la formulacié

que indica la Taula 19.

3. Un cop polimeritzats els gels es munten a la cubeta d’electroforesi i es recobreixen

amb tampo d’electroforesi.

4. Es bullen les mostres

durant 5 minuts a 100°C i Sep(::aldor Apﬁaetlior

sels fa un pols de | Acrilamida (%) [10% |12% |15 % 3,5%

centrifuga per recollir les | Acrilamida (mL) 2,50 | 3,00 | 3,75 0,70

possibles gotes presents | Solucié B (mL) 1,87

a la part interior del tap. Solugié C (mL) 1,50
5 Per millorar Ia H,OmQ (mL) 3,12 | 2,63 | 1,86 3,80

TEMED (uL) 10 10
reproductibilitat de PSA 10 % (L) 100 100

I'electroforesi, es fixen
unes condicions que es
repetiran sempre:

a. Stacking: voltatge

Taula 19 — Composicié dels gels. Volums necessaris per
polimeritzar els gels d’acrilamida, en funcié del % necessari en

funcio de I'experiment.

maxim: 100 V; amperatge maxim 50 mA (25 mA per gel); 15 minuts

b. Running: voltatge maxim 160 V; amperatge maxim 75 mA (35 mA per gel); 65

minuts.

Amb aquest programa, passats 80 minuts el front de les mostres esta al final del gel.

Arribats a aquest punt, el procés pot seguir cap a la tinci6 amb Blau de Comassie

(5.5.2) o cap a l'electrotransferencia (5.5.3).
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5.5.2 Tinci6 dels gels SDS-PAGE en blau de coomassie

La tinci6 del gel es fa amb una soluci6 de blau de coomassie i s'utilitza quan
s’analitzen proteines purificades o per comprovar que la concentracié dels extractes
proteics siguin els correctes. La tincid de gels amb coomassie és irreversible, per la

qual cosa un cop tenyits no es podran processar cap a |'electrotransferéncia.

Materials i reactius

e Solucié de tincié (50 % metanol, 10 % acid acétic, 40 % H,O, 0,1 % coomassie
brilliant blue)
e Solucié destenyir (50 % metanol, 10 % acid acétic, 40 % H,0)

¢ H,O destil-lada

Metodologia

1. Es desmunten els gels dels vidres i es deixen en aigua destil-lada.
Es submergeixen els gels amb la solucié coomassie durant 10 minuts.

3. Es fan 3 rentats de 15 minuts amb solucié per destenyir. L'Ultim rentat es pot
allargar fins a 1 hora.

4. Si és necessari, per contrastar més les bandes es fa un rentat amb aigua

destil-lada over-night.

5.5.3 Electrotransferencia

Si després d’acabar I'electroforesi no es decideix tenyir el gel, el procés pot seguir amb

I'electrotransferéncia.

Materials i reactius

e Membranes de difluorur de polivinilidé (PVDF) Immobilon-P de Millipore

e Paper de filtre 3MM

e Tampod de transferéncia (192 mM glicina, 25 mM Tris, 10 % metanol)

e Metanol absolut

e Ponceau-Sred (0,1 % (p/v) en 5 % d’acid acétic)

e Dispositiu de transferencia Mini-Protean 3

e Tampod TTBS (150 mM NaCl, 25 mM Tris pH 8,0, 3 mM KCI, 0,1 % (v/v) Tween
20)

e Solucié bloquejant (TTBS 1X + 5 % llet en pols, Central Lechera Asturiana,
desnatada 1 % M.G.)

e Anticossos primaris (Taula 20)

87



Materials i métodes

Metodologia

1.

Es desmunten els vidres i es deixa el gel 1 minut en aigua destil-lada. Mentrestant

es rehidrata i equilibra una membrana de PVDF fent els passos seguents:
a) Se submergeix la membrana 1 minut en metanol
b) Es renta amb aigua destil-lada durant 1 minut
¢) S’incuba més de 5 minuts amb tampé de transferéncia.

Es munta el kit de transferéncia en una cubeta amb tampd de transferéncia,

eliminant totes les bombolles daire presents entre les diverses capes del

sandwich. Suport negre — esponja — paper de filtre — gel — membrana — paper de
filtre — esponja — Suport blanc (sempre que es faci amb els kits de Bio-Rad).

Es col-loca el sandwich en el suport de I'electrotransferéncia i se submergeix tot en

tampo de transferéncia. Es configura la font d’electroforesi a un voltatge de 100V

durant 60 minuts i cal controlar que 'amperatge es mantingui com a molt entre 200

i 400 mA.

Un cop acabada la transferéncia, i per tal de comprovar que hagi funcionat

correctament es fa una tinci6 amb Ponceau-S, seguint el seglent protocol:

a. Esrenta la membrana amb aigua destil-lada durant 5 minuts.

b. S’incuba la membrana neta amb una soluci6 que conté 0,1 % (p/v) de
Ponceau-S en 5 % d’acid acétic, també durant 5 minuts.

c. Esrecupera la solucié i es renta la membrana amb aigua destil-lada. En aquest
punt és important marcar bé la membrana amb tot el que més endavant ens
pugui ser necessari (algada de pesos moleculars, delimitacié dels carrils per si
s’ha de tallar, possibles bombolles que s’hagin pogut produir i que puguin
interferir amb la deteccio posterior amb I'anticos).

d. S’elimina la tinci6 amb Ponceau-S amb tampé de transferéncia o amb una
solucié de metanol al 20 %.

Amb el Ponceau-S eliminat de la membrana, cal que s’equilibri amb TTBS durant 5

minuts, i tot seguit s'incuba una hora amb una solucié de bloqueig que conté TTBS

amb un 5 % de llet en pols.

Un cop passada I'hora de bloqueig, es renta la membrana 3 cop durant 10 minuts

amb TTBS i es posa l'anticos primari desitjat. Es deixa incubant overnight a 4°C

amb agitacié suau. La solucié on esta diluit I'anticos conté un 5 % BSA i un 0,02

d’azida sodica en TTBS. La Taula 20 mostra els anticossos utilitzats en aquesta

tesi.
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5.5.4 Immunodeteccio

El procés d'immunodeteccié que s’aplica a partir d’aquest punt és comu per la técnica

del western blot i també per técniques com el dot-blot o el spot-blot, que es van utilitzar

al llarg de I'experimental de la tesi, perd que no son presents als resultats finals.

Material i reactius

Anticossos secundaris (Taula 21)

Kit de revelat:

o  West Pico Chemioluminescent Substrate de Pierce
o Lumi-Light Western Blotting Substrate de Pierce
Films fotografics Hyperfilm ECL de GE-Amersham

e Sistema de revelat Chemidoc de Bio-Rad

Anticos Casa comercial Pes Molecular Dilucié | Espécie productora
CK2a (H-286) | SCBT 38-44 kDa 1:500 Rabbit
CK2a (1AD9) Abcam 38-44 kDa 1:1000 Mouse
CK23 home homemade 28 kDa 1:4000 Rabbit
CK2p (6D5) SCBT 28 kDa 1:125 Mouse
B-Actin SCBT 43 kDa 1:1000 Mouse
elF23 SCBT 50 kDa 1:1000 Mouse
elF2[3 homemade 50 kDa 1:2000 Rabbit
p-elF2B (Ser’) | Cedit pel Dr. Oriano | 50 kDa 1:1000 Rabbit
Univ. Padua
elF3b SCBT 100 kDa 1:1000 Rabbit
elF3c-Nter Bethyl 110 kDa 1:2000 Mouse
elF3c-Cter SCBT 110 kDa 1:500 Rabbit
elF5 SCBT 58 kDa 1:1000 Rabbit
RP-S6 SCBT 31 kDa 1:500 Cabra
Anti-HA Roche 1:1000 Mouse
ERK 1/2 CST 42/44 kDa 1:1000 Mouse
p-ERK 1/2 CST 42/44 kDa 1:000 Mouse

Taula 20 — Anticossos primaris. Recull d’anticossos primaris que s’han utilitzat en el treball

experimental d’aquesta tesi i que apareixen a les figures del capitol de resultats.

Metodologia

1.

Es recupera 'anticds primari i es tornen a fer 3 rentats de 10 minuts a la membrana
amb TTBS.

2. S’hi afegeix solucid bloquejant i s’hi dilueix I'anticds secundari (Taula 21),
normalment a 1:5000, i es deixa durant 1 hora a temperatura ambient.
3. Un cop s’acaba la incubacio es repeteix el protocol de rentat de 3 vegades per

espai de 10 minuts, i ja esta a punt per revelar.
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4. Es prepara el reactiu de revelat segons el protocol comercial i es deixa incubar 5

minuts sobre les membranes.

Anticos Casa comercial | Dilucio Espeécie productora
IgG Goat Anti-Rabbit 1I9G . .

(H+L)-HRP conjugate Bio-Rad 1:5000 Cabra

IgG Goat-Anti-Mouse 1gG . .

(H+L)-HRP conjugate Bio-Rad 1:5000 Cabra

l9G Rabbit Anti-Goat 1gG Calmbiochem 1:5000 Conill

(H+L)-HRP Conjugate

Taula 21 — Anticossos secundaris. Relacio d’anticossos secundaris utilitzats per fer la immunodeteccio
d’aquesta tesi.

5. En aquesta tesi hi ha resultats obtinguts amb dues técniques de revelat:

a. Analdgic: A la cambra fosca amb la utilitzacié de films de revelat a diferents
temps i incubant-lo en revelador — aigua — fixador — aigua per obtenir les
imatges.

b. Digital: Utilitzant els sistema Chemidoc de Bio-rad, on habitualment hem utilitzat

un protocol que ens donava 8 imatges en 5 minuts.

5.6 Activitats enzimatiques i marcatges radioactius

5.6.1 Assaig d’activitat de CK2 en mostres biolégiques

L’activitat enzimatica de la proteina quinasa CK2 es pot determinar en els extractes de
cél-lules totals, i al tractar-se d’'una proteina forgca soluble no requereix d’unes
condicions gaire drastiques per solubilitzar-la. Cal vetllar perd per treballar amb

tractaments que respectin les condicions natives de la proteina i la seva activitat.

S’ha vist que els lisats de cél-lules es poden emmagatzemar a -20°C i es poden
utilitzar diverses vegades per als assajos de CK2. El tamp¢6 de lisi utilitzat per fer els
assajos (Taula 14) s’ha de mantenir sempre entre 0-4°C de temperatura, i els
inhibidors de proteases i fosfatases de proteines han de ser sempre acabats d'afegir

per garantir-ne la seva eficiéncia.

CK2 esta present a la cél-lula en forma sobretot d’holoenzim, perd també s’hi pot
trobar com a dues subunitats separades. Les dues formes competeixen
enzimaticament, perd0 mostren diferéncies en la seva especificitat per a diferents

substrats i aquests poden ser utilitzats per distingir entre ells.
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Amb aquesta finalitat, s'utilitza un substrat peptidic de CK2, que deriva de la seqliéncia

d’elF2B i que es fosforila només per a I’holoenzim, mentre que el peptid RADA pot ser

fosforilada també per CK2a subunitats lliures.

CK2 3B, CK2a
Péptid Seqiiéncia Kn Ve Km Vinax
RADA RRRADDSDDDDD 14 56.5 25 18.9
eiF23 MSGDEMIFDPTMSKKKKKKKKP 10 714 660 5.0

Taula 22 - Valors cinétics de CK2. Valors enzimatics per I'activitat de la proteina quinasa CK2 davant
dels dos péptids més habituals d’estudi. Dades adaptades de I'article de Poletto et al. (2008) [96]

Material i reactius

0,5M M Tris—HCI pH 7.4 e Peéptid eiF2 1 mM
0,1M MgClI2 e Paper de fosfocel-lulosa
NaCl 1M e Acid Ortofosforic 0,5 %
ATP 0,1 mM e Liquid de centelleig
[y-*P] ATP (1-2x10° cpm/ reaccio). e Comptador de centelleig

Péptid RADA 1 mM

—~~

Perkin Elmer)

Metodologia

1

Es prepara la barreja de reaccié. Per a un volum final de 20 uL s’hi afegeix: 0,5 M
Tris—HCI pH 7.4, 0,1 M MgClI2, NaCl 1 M, ATP 0,1 mM, 1 o 2 ug d’extracte o
proteina purificada, 1 mM del péptid escollit. En el cas que vulguem determinar
I'activitat de CK2a, no s’haura d’afegir NaCl a la barreja de reaccio.

Un cop estan tots els tubs de reaccié preparats, s'inicia la reaccié afegint [y->>P]
ATP (1-2x10° cpm/ reaccid) i s'incuba durant 30 minuts a 30°C.

Es diposita tot el volum del tub de reaccié sobre un tros de paper de filtre per
aturar la reaccio.

Es renten els filtres 3 vegades durant 5 minuts amb una solucié 0,5 % d’acid boric.
S’assequen els papers i es posen als vials de centelleig i s’hi afegeixen 3 mL de
liquid de centelleig.

S’incuben les mostres durant 30 minuts a temperatura ambient i es llegeix al
comptador de centelleig Liquid Scintillation Analyzer (Tri-Carb 2810TR, Perkin

Elmer).
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5.6.2 Fosforilacié in vitro d’elF23 per CK2

L’assaig de fosforilacié de proteines in vivo és un métode rapid per conéixer si una
proteina és substrat d’'una quinasa determinada. En linici del capitol | de resultats

d’aquesta tesi voliem estudiar I'activitat de CK2 sobre elF2( (Figura 2).

Per fer-ho es va barrejar una part d’elF2B recombinant purificat anteriorment amb
CK2a, també amb una mescla estequiométrica de CK2 en forma de a,[3, reconstituida.

Per activar la reaccié s’hi va afegir ATP radioactiu en forma de [y-*P] ATP.

Les diverses mostres es van carregar en un gel SDS/PAGE i la radioactivitat

incorporada es va detectar amb el Phospho Imager de Bio-Rad.

Abans de I'assaig CK2a,[3; es va reconstituir incubant 50 pmols de CK2a i 50 pmols de
CK2B en un tampd, que conté Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM i 0,1 % (1 mg/mL) de

BSA, previament refredat entre 0 i 4°C.

La barreja es va posar a 30°C durant 5 minuts, i després es va incubar overnight a
4°C. L'activitat de I'noloenzim de CK2 es va determinar préviament per assajos

d’activitat quinasa, com els descrits en I'apart anterior.

Material i reactius

e 0,5M Tris-HCIpH 7.4 e [y-**P] ATP (1-2x10° cpmalreaccid)
¢ 0,1 M MgCl, o elF2B wt recombinant

e 0,1mMATP o CK2ai CK2a,B, recombinants

e 0,1 M NaCl ¢ Phospho Imager de Bio-Rad

Metodologia

1. Es prepara la barreja de reaccio, que conté 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 0.1 mM
ATP, 1 M NaCl 0.1 mM Péptid RADA. La barreja s’hauria de conservar en gel.
S’hi afegeixen 0,3 ug d’elF2B3 i 100 ng de CK2a’ 0 25 ng de CK2a,[3;
S’hi afegeix el [y->*P] ATP (1-2x10° cpmalreaccid) a la barreja de reaccio, i es
deixa incubar durant 20 minuts a 30°C.
S’hi afegeix el TMR 5x i es bull durant 10 minuts a 100°C per tal d’aturar la reaccio.
Es carreguen les mostres a un gel de SDS/PAGE i es segueix el protocol indicat
anteriorment per les electroforesis, tenint en compte que treballem amb material
radioactiu i que convé mantenir les mesures de seguretat.

6. Es tenyeix el gel amb blau de comassie (protocol indicat al punt 5.5.2), s’asseca
per evaporacio o amb buit i s’exposa al Phospho Imager de Bio-rad. Els periodes

de deteccié poden anar des d’hores a dies.
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5.6.3 Marcatge metabolic amb **S-Met/Cys

Els experiments de marcatge metabolic amb *°S-Met ens permeten seguir la

incorporacio de 'aminoacid marcat a les noves proteines sintetitzades i per tant podem

extrapolar i comparar les taxes de produccid de noves proteines en funcié de

I'aminoacid radioactiu incorporat i del tractament realitzat.

Una de les claus d’aquest experiment és que el medi de cultiu de les cél-lules és

deficient en metionina, per tant, al complementar el medi de cultiu amb I'aminoacid

marcat, les cél-lules només disposen d’aquest per a produir noves proteines.

Materials i reactius

Medis de cultiu (Taula 23)
PBS 1x

[**S]L-Methionine (>800 Ci/mmol). Hartmann Analytic.
Material i reactius necessaris per la precipitacio amb TCA (punt 1.6.1)

Liquid de centelleig

Comptador de centelleig (Perkin Elmer)

Metodologia

Dia 1

1.

Es sembren les cél-lules
HEK293T al 50 % de
confluéncia, en dues
plaques de 6 pous, una
per treballar amb
radioactivitat i I'altre per

treballar en fred.

Dia 2

2. Es preparen els medis

Medi de cultiu Composicio

Medi DMEM + 1 % Glu + 1 % P/S 1 mM
Deprivacié Piruvat Sodic + 0,5 % FBS

Medi Lliure DMEM lliure de Cys i Met + 1 % Glu + 1
Complet % P/S 1 mM Piruvat Sodic + 10 % FBS
Medi Lliure DMEM lliure de Cys i Met + 1 % Glu + 1
Deprivacié % P/S 1 mM Piruvat Sodic + 0,5 % FBS

Taula 23 — Medi de cultiu pel marcatge. Formulacio dels medis de
cultiu necessari per fer el marcatge radioactiu amb *°S-Met.

de cultiu necessaris. A part del ja habitual medi complert (Taula 23) cal preparar3

medis més.

Es fa un rentat amb PBS 1x temperat de les plaques i se substitueix el medi de

cultiu en funcié de si el creixement ha de ser asincronic, sincronic i mantenir la

condicié de deprivacio pel tractament. Aquest medi es mantindra un minim de 16

hores.
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Dia 3

4. L’experiment de marcatge present en aquesta tesi conté un tractament per inhibicié
de CK2 amb TBB al llarg de 3 hores. Per tant, cal fer un canvi de medi a les

cél-lules i afegir-hi I'inhibidor de la quinasa, tal i com indica la Taula 24.

Condicioé Composicio del medi tractament
Asincroniques (-TBB) 2 mL de M. Complet + 5 uyL de DMSO
Asincroniques (+TBB) 2 mL de M. Complet + 5 uL de TBB 10 mM
Re-estimulades (- TBB) | 2 mL de M. Complet + 5 yL de DMSO
Re-estimulades (+TBB) | 2 mL de M. Complet + 5 pL de TBB 10 mM
Deprivades (- TBB) 2 mL de M. Deprivaci6 + 5 yL de DMSO
Deprivades (+TBB) 2 mL de M. Deprivacié + 5 yL de TBB 10 mM

Taula 24 — Composicié dels medis de tractament. Recull de les condicions de
tractament de les cél-lules pel marcatge radioactiu i el tractament d'inhibicié amb TBB.

5. Es prepara la soluci6 de marcatge amb **S-Met. Agafem 260 uL de Medi de
Deprivacié Lliure (Taula 23) i s’hi afegeixen 15 uL de la solucié [**S]Met-label (2
mCi/200 uL).

6. Per tal de fer el pols de marcatge, es fa un nou canvi de medi cap al Medi complet
lliure de metionina o cisteina, o quan s’escaigui el seu analeg de deprivacio.
| s’afegeixen 20 pL de la Solucié de Marcatge a cada pou. S’agita suaument i es
posa dins la caixa de metacrilat sense tapar del tot. 1 hora a 37°C, 5 % CO,. Cal
que, préviament, la caixa de metacrilat hagi estat temperada a 37°C durant 1 hora.

7. S’eliminen les restes de medi radioactiu de cada pou i es renten les cél-lules amb 1
mL de PBS temperat a 37°C.

Condicié Composicio del medi del pols de marcatge
Asincroniques (-TBB) 1 mL de M. Lliure Complet + 2,5 yL de DMSO
Asincroniques (+TBB) 1 mL de M. Lliure Complet + 2,5 uL de TBB 10 mM
Re-estimulades (- TBB) 1 mL de M. Lliure Complet + 2,5 uL de DMSO
Re-estimulades (+TBB) 1 mL de M. Lliure Complet + 2,5 yL de TBB 10 mM
Deprivades (- TBB) 1 mL de M. Lliure Deprivacié + 2,5 yL de DMSO
Deprivades (+TBB) 1 mL de M. Lliure Deprivacié + 2,5 yL de TBB 10 mM

Taula 25 — Composicié dels medis de tractament pel marcatge. Recull de les condicions
de tractament de les cel-lules pel marcatge radioactiu i el tractament d’inhibici6 amb TBB amb
el medi lliure de metionina i cisteina.

8. Es col-loquen les plaques sobre gel i s’hi afegeixen 300 yL de Tampo de Lisi i es
deixa actuar durant 10 min. Es resuspenen les cel-lules amb el mateix tampd i es

centrifuga a 16.000 rpm.
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9. Sapliquen 30 pyL de cada mostra sobre un tros de paper de filtre 3MM. La mida
recomanable és 2x2 cm. Es deixa absorbir bé pel paper i es renta durant 15 minuts
amb una solucié 10 % TCA freda. Es fan dos rentats més de 10 minuts.

10. Es fa un rentat rapid amb acetona i es deixa que els papers s’assequin. Si s’escau
ens podem ajudar de la bombeta d’infraroig.

11. Un cop secs es posen els papers als vials que contenen el liquid de centelleig i es

compta utilitzant el canal de *°S.

5.7 Teécniques amb membranes cel-lulars

5.7.1 Obtencié de membranes sinaptosomals — Fraccio P2

Per tal d’obtenir les fraccions
dendrites homogenization

/I\A synaptosome
cell body

dentrite
of adjacent
f neuron

riques amb membranes

sinaptosomals ens hem basat

amb un protocol de [larticle
“The isolation of nerve endings

synapse

from brain” [176], amb petites

modificacions. En el nostre !l'lustracié 26 — Els sinaptosomes. Son estructures formades
per la membrana presinaptica del terminal sinaptic que es tanca
cas el nostre model han estat formant una vesicula i per la membrana postsinaptica que queda
unida a la presinaptica, mantenint una estructura semblant a la de
les rates la sinapsi nerviosa [175].

Animals utilitzats
Per a la preparacié de la fraccio enriquida en sinaptosomes (P2), es van utilitzar rates

mascle de la soca Sprague-Dawley amb una edat aproximada de 7 setmanes.

Segons el que es va acordar amb el Servei Tampé HB

d’Estabulacié de la Universitat Autonoma de

e 20 mM Tris-HCI (pH 7.5)

. L o 2mM EDTA,
Barcelona, les rates van rebre aliment i aigua ad e 0.5mM EGTA,
libitum i van ser mantingudes en cicles de | ¢« 2mMDTT,

, e 25 ug/mL Aprotinina,
llum/foscor de 12 h (Ilum de les 8 h fins les 20 h) | | 44 ug/mL Leupeptina,
amb temperatura i humitat controlades (temperatura | * 2 mM PMSF,
o o ¢ Inhibidors de proteases i de

de 21°C £ 1°C). fosfatases de Sigma Aldrich

Tots els animals utilitzats en els experiments van ser Tayia 26 — Composicié Tampo HB.

Aquest tamp6 sera la matriu de partida
on tindrem resuspeses les membranes

abans de la seva utilitzacié al laboratori, segons Sinaptosomals.

proporcionats pel Servei d’Estabulacié mitja hora

protocol experimental aprovat pel Comité d’Etica en

Experimentacié Animal de la UAB.
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Material i reactius

Rata Sprague-Dawley (aprox. 7 e Homogeneitzador Potter
setmanes.) e Centrifuga Bekman Coulter J2-21
Guillotina e Tampd HB (Taula 26)

Metodologia

1.

Es decapita la rata sense anestésia amb la guillotina i se n’extreu el cervell de la
cavitat cranial, descartant el cerebel.

S’homogeneitza amb 40 volums d’una solucié 0.32M de sucrosa en PBS 1x freda i
se li fan 12 cops d’émbol, sempre en gel, amb un homogeneitzador Potter a 900
rpm i un émbol de teflé amb un espai de 0.1mm

Es centrifuga durant 5 minuts a 1000 g amb el rotor JA20 de Beckman Coulter. Un
cop eliminat el debris cel-lular i els nuclis (P1), es recupera el sobrenedant i es
centrifuga 20 minuts a 12.000 g, també amb el rotor JA20.

Es descarta el sobrenedant i es resuspén el pellet obtingut (P2) que és ric amb
sinaptosomes i mitocondris amb el Tampd HB (Taula 26). Aquesta fraccié P2 sera

el nostre punt de partida en gran part del treball en membranes aquest apartat.

5.7.2 Aillament de membranes resistents a detergent

Extracci6é amb detergent Composicié Tampoé de sodi (NaB)
_ , 140 mM NaCl
Material i reactius : 5 ml\;In KCl a
e Sonicador * 5mMNaHCO,
. . . e 1TmM MgC|2
e Ultra centrifuga Hitachi cp 100 wx ¢ 1,2 mM Na,HPO,
e Rotor SW41 — Beckman Coulter ¢ 20 mM HEPES/NaOH
e Tubs de centrifuga 10 mM glucosa, pH 7,4

Tampo sodi (Taula 27) + detergents.

Taula 27 — Tampo sodi. Formulacié del

Metodologia tampo sodi amb el que es resuspen la

1.

fracci6 M. Cal completarlo amb el
detergent necessari.

Es resuspén el pellet P2 amb 2 mL de tampé
sodic fred, (Taula 27) que caldra completar-lo amb el detergent corresponent, que
en els experiments d’aquesta tesi poden ser:

a. 1 % Triton X-100

b. 1 % Brij-98
L’ds d’'un o altre detergent marcara la temperatura d’extraccié que en el cas del
Tritdbn X-100 sera de 4°C i del Brij-98 sera de 37°C. El temps d’agitacio, pero, és

manté fix als 30 minuts.
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Gradient de Flotacié
Les membranes resistents a detergent presenten una propietat caracteristica, i €s que
son capaces de flotar en un gradient 5:35:45 % de sucrosa, fenomen que es produeix

per la seva baixa densitat.

Material i reactius

o Tubs de centrifuga pel rotor SW41.
o Ultracentrifuga Hitachi cp 100 wx
o Tampé sodi (Taula 26) + sucrosa solida

Metodologia

1. Afegim sucrosa solida a la preparacid6 de membranes fins que es trobi al 45 %
(p/v). Un cop dissolt s’hi afegeix a sobre amb molta cura un coixi de sucrosa de 35
% de 8 mL i 2,5 mL al 5 %. La sucrosa esta dissolta en el mateix tampé sodi (Taula
27).

2. Es centrifuga el gradient a 100.000 g durant 18 hores a 4°C amb el rotor SW41 de
Beckman Coulter.

3. Es fracciona el gradient en fraccions d'1 mL, de dalt a baix, trobant entre la fraccio

2 i 3 la zona de membranes resistents a detergent.

5.7.3 Extraccio i mesura de colesterol

Un dels elements més caracteristics de les RO
. RO O 0,
membranes resistents a detergent, entre ,o%&v\

. . 3 ’ O
les que hi trobem els lipid raft, és la o OR RO, oR
OR
\ . P O
presencia de colesterol. Aquest lipid, © ROY
RO o
gracies a la seva estructura quimica, OR RO
N r .
estructura aquestes regions lipidiques de la ! OR
0 OR RR\O OO O
membrana i els hi confereix estabilitat. RO Oxoeé/
O

OR
Per tal de determinar si les membranes

llI-lustracié 27 — Metil-B-ciclodextrina. Estructura
de la ciclodextrina utilitzada per extreure el
purificar per flotacio corresponen lipid raft colesterol de les membranes cel-lulars. La

molécula presenta un anell, on la cara interna és
cal que n’‘analitzem el contingut amb hidrofobica i I'externa hidroéfila. Aquest distribucid

provoca que el colesterol tingui gran afinitat per
colesterol. linterior de I'anell i es pugui solubilitzar. En el
nostre cas la “R” és un grup metil.

resistents a detergent que hem aconseguit
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Extraccio de colesterol

Per fer I'extraccié del colesterol de les membranes, i també pels tractaments sobre les

mateixes ceél-lules, utilitzarem

la metil-B-ciclodextrina (ll-lustracié 27). Aquesta

ciclodextrina té una alta afinitat per les molécules de colesterol i és capag¢ d’arrencar-

les per afinitat de la membrana cel-lular, tot i que el mecanisme no és del tot clar [177].

Material i reactius

o Metil-B-ciclodextrina

o Centrifuga J2-21 Beckman Coulter

e Tampé sodi amb 1 % Brij-98

Metodologia

1. A partir de la fraccié rica amb membranes sinaptosomals (P2), es fan incubacions

a concentracions creixents de 10 mM, 35 mM i 50 mM de metil-B-ciclodextrina amb

agitacié suau durant 1 hora a 37°C.

2. A continuacié es centrifuguen durant 15 minuts a 190.000 g i 4°C també amb el

rotor SW41 i es separa els sobrenedants.

3. Es solubilitzen les membranes amb el mateix volum que el de partida de la fraccio

P2 amb tampd sodic (Taula 27) i, en aquest cas, 1 % Brij-98 durant 20 minuts a

37°C.

4. En el cas que sigui necessari s’aillen les DRM segons el protocol anteriorment

descrit.
Determinacio de colesterol

La preséncia de colesterol a
les nostres mostres sha
determinat seguint un protocol
que es basa en un métode
enzimatic i consisteix en
utilitzar una reactiu comercial

de Biosystems que es mesura

col. esterasa

Colesterol esterificado + H{0 —————  Colesterol + Acido graso

col. oxidasa

Colesterol + % Oz + HHO ————>»  Colestenona + H0;

peroxidasa

2 H20; + 4 — Aminoantipirina + Fenol —————>  Quinonaimina + 4 H;0

ll-lustraci6 28 - Reaccié de la detecciéo del Colesterol.
Reaccié quimica que es produeix en el procés de deteccié del
colesterol amb el kit comercial de Biosystems.

a I'analitzador automatic de Cobras-Mira i referenciar-la a un patré conegut.

Aquest métode es basa en la determinacié espectrofotométrica de la quinonaimina,

formada com a consequéncia de les dues reaccions consecutives la del la colesterol

oxidasa i la peroxidasa.

98



Materials i métodes

Material i reactius

o Reactiu de determinacio de colesterol conté: 35 mM Pipes a pH 7.0, 0.5 mM Colat
Sadic, 28 mM fenol, 0.2 U/mL Colesterol esterasa, 0.1 U/mL colesterol oxidasa, 0.8
U/mL peroxidasa i 0.5 mM de 4 aminoantipirina (Biosystems)

o Espectrofotometre

Metodologia

1. Es barregen 10 yL de mostra i de patrd respectivament amb el reactiu comercial,
s’agita bé i es deixa reaccionar durant 10 minuts a temperatura ambient.

2. Per calcular la concentracié de colesterol, es llegeix I'absorbancia de cada mostra
a 500 nm .

5.7.4 Alliberament de Glutamat

Amb aquesta técnica volem

a]

i o
conéixer si els tractaments fets a 0" Glutamate .
HC—HH; . dehydrogenase (I:»—L.
. MNAD —_— = + o
les  nostres  sinaptosomes I Tormaney T O N L Ry
1= - c—0~
’ . y . =0 1
n'alteren la capacitat d’alliberar I o
Glutamate o-Ketoglutarate

neurotransmissors. En aquest

cas ens centrem amb el jijyustracie 29 — Reaccio de la GDH. Reaccié quimica de la
lutamat glutamat deshidrogenasa que és clau en la deteccido de
glu : glutamat a través de la fluorescencia del NADPH reduit [178].

Aquesta metodologia esta
basada en larticle de “Ca?"evoked synaptic transmission and neurotransmitter

receptor levels are impaired in the forebrain of trkB (-/-) mice” [179].

Material i reactius

o Espectrofluorimetre (Shimadzu RF5001PC)
e Tampd sodi amb 10 mM de glucosa
e Barreja de reaccio: NADP*, Glutamat Deshidrogenasa i Clorur de Calci.

Metodologia

1. Es resuspenen les aliquotes de P2 en tampo sodic préviament temperat a 37°C.
Aquest tampé conté 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM NaHCOj3;, 1 mM MgCl,-6H,0,
20 mM Hepes, 1.2 mM Na,HPO, -12H,0 a pH 7.4, al qual s’hi afegeixen 10 mM

glucosa al moment d’us. S’incuba la barreja durant uns minuts per temperar-ho tot.
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2. Es transfereixen les aliquotes a una cubeta de quars que ja conté el mateix tampéd
sodic perd completat amb 1 mM NADP*, 100 U de glutamat deshidrogenasa i 1.3
mM CacCl,. Cal que la cubeta estigui en un entorn termostatitzat a 37°C.

3. Per provocar la despolaritzaci6 de la membrana i lalliberament del glutamat
s’afegeix KCI a la barreja de reaccio, fins a una concentracio final a la cubeta de 50
mM. Com a control intern s’afegeix L-Glutamat fins a una concentracié final de
5 nM.

4. L’alliberament es monitoritza determinant els nivells de NADPH seguint

'absorbancia a 440 nm (Aex.= 340 nm) amb I'ajut d’'un espectrofluorimetre.
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Paper de la proteina quinasa CK2 en 'assemblatge de complexos

d’iniciacio de la traducci6 en cel-lules HEK293T
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En aquest primer capitol de resultats de la tesi desgranarem els efectes de l'alteracié de
l'activitat de la proteina quinasa CK2 sobre linici de la traduccié de les proteines, i
alguna de les proteines que en formen part. Aquesta alteracié de l'activitat es va fer tant

a través de la inhibicio farmacologica com alterant-ne la seva expressio génica.

6.1 Caracteritzacié dels complexos d’iniciacié de la traduccioé
proteica en HEK293T
Per tal de caracteritzar els complexos d’iniciacié de la traduccié en la linia cel-lular

HEK293T, el primer que es va fer als inicis de la fase experimental de la tesi va ser la

purificacié del complex elF3 en aquesta linia cel-lular.

A
% 1 2 3 12 13 14 28 29 30 31 32 33 Py

Abs 280 (U.A)

, X -E:l br.
: - - ’ ' elF3c
s e @ ® cr2p

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 Pg

- il @y - = ® clF3b

R ——— . elF3c
-0 ® cF2p
— PO T - ® .r5

Figura 1 — Copurificacié del Multifactor complex. A) Analisi per tinci6 amb blau de comassie de les
fraccions seleccionades per tal de fer el primer screaning de la cromatografia amb fosfocel-lulosa. A sota,
analisi per western blot de les mateixes fraccions per detectar la preséncia d'elF2B3 i elF3c amb els
corresponents anticossos. B) Detall de les fraccions on es va detecta la preséncia d'elF23 i elF3c,
detectant també per western blot dos components més del Multifactor Complex com sén elF5 i elF3b.
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La dificultat de purificar un complex amb gairebé 13 subunitats, perd, ens va portar a
centrar-nos en dues d’elles, elF3b i elF3c, com a representants del core del complex, i

que al mateix temps, en el cas d’elF3c és substrat de 'holoenzim de CK2.

La purificacié es va dur a terme mitjangant una cromatografia liquida d’absorcié, amb
matriu de fosfocel-lulosa. Al voltant de la fracciéd 30 van ser detectats tres dels quatre
components del conegut com Multifactor Complex. S’hi van trobar elF2, elF3 i elF5 i,
més concretament, les subunitats elF2B3, elF3b, elF3c i elF5 (Figura 1). El fet de
colocalitzar aquestes subunitats del Multifactor Complex en la nostra linia cel-lular
d’estudi va posar les bases per comencar a estudiar els efectes de la modificacié de

I'activitat i preséncia de CK2.

Abans, perod, calia també estudiar una de les proteines implicades en aquest complex i
que també es coneix com a substrat de CK2, com és el factor d’iniciacio de la traduccié

elF2 i més concretament la seva subunitat elF2(3.

6.2 Quantificacié de la fosforilacié d’elF2 en les dianes per CK2

En estudis previs utilitzant pirofosfat marcat radioactivament amb lisdtop **P per fer
marcatges cel-lulars es va veure que 'aminoacid Ser” d’elF2p era el lloc de fosforilacié
preferit per CK2, revelant-se com a menys prevalent la fosforilacié que es produia a la

Ser® de la mateixa proteina [114].

El primer que calia fer per entrar a veure com es comportava CK2 en la seva diana de
fosforilacié preferida in vivo, era caracteritzar el comportament de I'anticdos contra la
forma fosforilada en la Ser? de la subunitat elF2B, que ens va cedir el Dr. Oriano de la

Universitat de Padua.

La Figura 2A, que mostra el resultat d’'un assaig de fosforilacio in vitro, ens demostrava
en la seva part inferior la capacitat de I'anticds per recongixer la fosforilacié en la Ser?
d’elF2 recombinant. Aquesta banda intensa correlacionava perfectament amb la banda
apareguda amb l'autoradiografia, on es veia clara la incorporacié del fosfat marcat amb
lisotop %P, i demostrava, una vegada més, que elF2B és substrat exclusiu de
'holoenzim de CK2.

A més a més, la sobreexpressid del vector HA-elF23-wt, que codifica per la proteina
salvatge, va provocar un augment marcat de la deteccié de la forma fosforilada d’elF23,
correlacionant perfectament amb l'augment de la deteccié d'elF23 total que es va
detectar. Aquesta correlacio, pero, no es va donar en el cas de la sobreexpressio dels

mutants puntuals d’elF2p, tant en la Ser? com en la Ser®’.
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La quantificaci6 dambdues bandes 1 5 10 15 20
respecte a elF2B total presentaven un elF2p-wt MSGDEMIFDPTMSKKKKKKKKPE
P P elF2p-S2A  MAGDEMIFDPTMSKKKKKKKKPF

grau de fosforilacié d’elF2B, computant ©/F2B-FD MSGDEMIAAPTMSKKKKKKKKPF
elF2p-4A MSGDEMIFDPTMSKKAAAAKKPF

aixi la forma endogena i la elF2p-S67A MSGDEMIFDPTMSKKKKKKKKPF
(24-45)MLDEEGDTQTEETQPSETKEVEP
sobreexpresada, menor que amb la EPTEDKDLEADEEDTRKKDASDV
50 55 60 65
control. ° °

ll-lustraciéo 30 — Seqiiéncies d’elF2B. Primers 23
aminoacids (excepte en el mutant elF23-S67A on
arribem al 69) de les seqiiéncies de les diverses

baixada en la detecci® de la forma formes d'elF2( transfectades en aquests experiments.
[Font: FASTA-NCBI]

Destacava per sobre de tot, pero, la

fosforilada en la transfeccid de la forma
mutant HA-elF2[3-S2A, reduint-se al voltant d’'un 60 % (Figura 2B).

Per eliminar la possible interferéncia de la forma enddgena, es va immunoprecipitar la

proteina transfectada amb una resina anti-HA-agarosa (Figura 2C).

En avaluar-ne el grau de fosforilaci6 es va observar una disminuci6 més marcada
encara en el cas de la transfeccié del vector HA-elF23-S2A, mantenint-se en la forma
HA-elF2B-S67A a uns nivells semblants que en el cas anterior, tal i com s’observava en

la Figura 2B.

Resultats similars s’havien observat en estudis previs del grup en experiments fets en la
linia cel-lular HeLa i marcatge radioactiu amb pirofosfat amb I'isdtop %P [114], fet que
validava la utilitzacié de 'anticos anti-p-elF2B per tal de mesurar, de manera relativa, el

grau de fosforilacié d’elF2[3 en extractes cel-lulars.

Aprofitant el coneixement obtingut també en la publicacié The regulatory beta subunit of
protein kinase CK2 contributes to the recognition of the substrate consensus sequence.
A study with an elF2 beta-derived peptide [96], en la qual diversos membres del grup
van fer una aproximacié in vitro del comportament i el paper CK2 en el reconeixement
de les sequéncies consens de fosforilacid, es va afegir també a la Figura 2C I'estudi de

la fosforilacio in vivo de dos mutants més d’elF2p.

Es tractava del mutant elF2B3-FD, on es substituia un residu fenilalanina i un d’aspartic
de les posicions 8 i 9 corresponents a la zona de contacte de la quinasa per dues
alanines, i també elF23-4A, on es van substituir 4 residus de lisines també per alanines,
de la 16 ala 19, del cluster acid de I'extrem N-terminal d’elF2, necessari per optimitzar

I'activitat de la quinasa.
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Figura 2 — Caracteritzacié de I’anticos anti-p-elF2B. A) Estudi de la fosforilaci6 in vitro d’elF2f3 en
funcio de la preséncia de les diverses subunitats de CK2. De dalt a baix: Tincié amb blau de comassie on
sobservava I'abséncia i presencia d’elF2[3. Autoradiografia en presencia d’ATP marcat radioactivament
amb *P. Les dues Ultimes |matges corresponien a l'analisi immunologica per western blot, primer revelat
amb I'anticos anti-elF23 total i la segona imatge corresponia al revelat amb I'anticos per elF2( en la seva
forma fosforilada a la Ser’. B) Western blot dels extractes cel-lulars obtinguts de la lisi de les cél-lules
HEK293T transfectades amb els vectors HA-elF23-wt, HA-elF23-S2A, HA-elF2p-S67A, HA-elF2B-FD i
HA-elF2(3-4A i revelats amb els anticossos anti-elF23 i anti-p-elF23. C) Western blot del resultat
d'immunoprecipitar els extractes anteriors amb una resina unida a un anticos monoclonal contra la
hemaglutinina, que era el marcatge utilitzat pels vectors sobreexperesats.

Analitzant aquests dos casos en concret de sobreexpressié in vivo en cél-lules
HEK293T, la baixada de la fosforilacié en el mutant elF23-FD era superior al 40 % de la
fosforilacié en la Ser?. En el cas del mutant elF2B-4A, la baixada era més lleugera i

fregava el 20 %.

Aixi mateix, i tal i com passava en el cas dels experiments in vitro [96] realitzats pel
nostre grup, la diferent fosforilacio de la Ser? depenia també del mutant en estudi, i aixo

ens va corroborar que I'anticos anti-p-elF23 era sensible a aquest canvi.

Un cop varem ser capacos de mesurar la fosforilacié d’elF2[3, calia veure com afectava

el grau d’aquesta fosforilacié a processos vitals per a la cél-lula.
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6.3 La mutacié S2A d’elF2 alterava el patré de sedimentacié d’elF3

S’ha vist que les alteracions en la sintesi de les proteines a nivell ribosomal podien venir
provocades per alteracions en la formacio dels complexos d’iniciacié de la traduccio

proteica.

El métode tradicional per poder seguir la formacié d’aquests complexos d’iniciacié de la
traduccid i de la formacio de les subunitats ribosomals havia estat per mitja de gradients

de sedimentacié [168], i aixi ho varem fer nosaltres.

La primera aproximacioé que es va fer per determinar la influéncia de la fosforilacié de la
Ser? d’elF2B per a la formacié dels complexos consistia en transfectar la linia cel-lular
HEK293T amb dues formes recombinants d’elF2(3, HA-elF2B-wt com a control i el

mutant puntual pel lloc de fosforilacid HA-elF23-S2A.

A partit d’aquest punt, una de les eines que ens van ser més utils per al nostre estudi
van ser els gradients lineals de sucrosa, per la seva bona capacitat de separacio i
resolucio de les proteines, sense alterar els complexos formats fins al moment de la lisi

cel-lular.

Els extractes cel-lulars de les transfeccions es van analitzar per aquests gradients
seguint el protocol detallat en I'apart de materials i metodes d’aquesta tesi. En aquest
cas es va treballar amb gradients de sedimentacio lineals, 5 % - 45 % de sucrosa
(Figura 3).

En treballar en I'estudi dels complexos d’iniciacié de la traduccio, calia que poguéssim
ubicar de manera acurada la preséncia de les subunitats ribosomals 40S i 80S, i es va
fer seguint la preséncia de la proteina ribosomal rpS6, que forma part de la subunitat
40S del ribosoma, i que en formar-se el ribosoma actiu, es troba formant part del

complex 80S.

La Figura 3 ens mostra que la linia transfectada amb el vector HA-elF23-wt, tenia una

preséncia de la proteina recombinant en les fraccions més lleugeres de gradient (de la
fraccié 1 a la 4), perd que es podia seguir detectant fins arribar a la fraccié 8-10, on

solapava amb el pic de 40S.

La distribucié d’elF2p total correlacionava forga bé amb I'HA-elF2B-wt (detectat amb
'anticos anti-HAg), perd la forma fosforilada d'elF2B, p-elF2B, no es detectava més

enlla de la fraccié 6 i per tant no solapava amb la regié de la subunitat 40S (Figura 3A).
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Figura 3 — Sobreexpressiéo de mutants d’elF2f. Analisi per western blot de les primeres 15 fraccions de
les 21 obtingudes en fraccionar el gradient de sucrosa lineal del 5 al 45 %, on s’hi ha carregat els extractes
cel-lulars d’HEK293T transfectades amb HA-elF23-wt i amb HA-elF23-S2A. A) Els anticossos utilitzats en
aquest primer panell van ser anti-elF2(3 total, anti-p-elF2p i anti-HAwg per poder seguir la preséncia de la
proteina sobreexpressada. Al peu d’aquesta figura hi trobem el western blot de les 15 fraccions més
denses del gradient per tal d'ubicar la proteina ribosomal rpS6, que ens indicava la preséncia de la
subunitat 40S del ribosoma. Amb aixo localitzavem les fraccions on es trobaven els complexos proteics del
40S i també del ribosoma complet, el 80S ja que també hi era present. B) Western blot de les mateixes
fraccions que en el panell superior, perd en aquest cas es va estudiar la preséncia de les subunitats elF3b i
elF3c.

Pel que fa al gradient on s’analitzaven les cél-lules transfectades amb HA-elF2(3-S2A, la
deteccid per I'anticos anti-HA i anti-elF2f3 es va fer molt més difosa i la seva preséncia

va ser molt més notable cap a fraccions més internes del gradient.
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La deteccio de la forma fosforilada, a banda de no trobar-se a les fraccions
corresponents a la subunitat 40S, mostrava una marcada disminucié a les fraccions
inicials, on probablement detectavem la fosforilacié enddgena de la Ser? de la proteina
mutant. Destacava, perd, la preséncia d'una petita quantitat d’elF2f a la part

corresponent a la regié de la subunitat ribosomal 80S, al voltant de la fracci6 14.

Per tal de poder-ho estudiar, varem monitoritzar el comportament de dues de les
subunitats del core d’elF3, elF3b i elF3c, que al mateix temps sén substrats de CK2
(Figura 3B).

El comportament de les dues subunitats en el gradient, on es van estudiar les HEK293T
transfectades amb HA-elF23-wt, era forga similar. Apareixien d’'una manera abundant a
partir de la fraccio 4 fins a la 6, deixant un rastre que entrava fins a fraccions més
denses del gradient arribant a solapar les fraccions on trobavem també la proteina
ribosomal RPS6. Amb aquest solapament podiem donar per fet que les subunitats

d’elF3 arribaven a formar part del complex de preiniciacié 40S.

Pel que fa a les cél-lules transfectades amb HA-elF2B3-S2A, les bandes de protedlisi de
les subunitats d’elF3 estudiades van augmentar i van apareixer al voltant dels 100 kDa,

uns 10 kDa per sota de la mida d’elF3b i elF3c, que ronda els 110 kDa.

Al mateix temps, es va observar una desaparicié important de la zona on localitzariem el

408S. Tot i aixi, petites traces d’elF3b i elF3c s’hi seguien detectant (Figura 3B).

Aquests resultats ens van portar a pensar que I'abséncia de la fosforilacié en la Ser? de
la subunitat elF23 provocava una desestructuracié dels complexos de preiniciacio de la

sintesi proteica.

6.4 La inhibicié farmacologica de la proteina quinasa CK2 alterava

els complexos de preiniciacio i la sintesi proteica

L'aproximacié plantejada fins al moment de la sobreexpressié de les formes
recombinants d’HA-elF2 podia generar algunes suspicacies per la integracié parcial de
les proteines recombinants al trimer d’elF2 [114]. Aixd podia produir que quedi una part
significant de la proteina lliure i podia ser que interferis amb la interaccié d’elF2 amb
altres factors d’'iniciacié de la traduccioé o també amb la mateixa activitat de CK2 [104] o
de la proteina fosfatasa 1 (PP1) [180].
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Per tal d’intentar resoldre aquests dubtes, es van encarar els seglents experiments des
del punt de vista farmacocinétic, tot utilitzant 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole, a partir
d’aqui TBB, com a com a inhibidor altament especific de CK2 [181].

Es van dur a terme també altres experiments amb el 2-dimethylamino-4,5,6,7-
tetrabromobenzimidazole, DMAT, [182] un altre inhibidor especific de la proteina

quinasa CK2, perd en estudis comparatius TBB es va mostrar més eficient en la linia
HEK293T.

El tractament amb TBB sobre cél-lules HEK293T asincroniques va revelar una relacio
dosi-depenent de la inhibicié6 CK2 i la seva activitat, que es va detectar sobre extractes
crus amb un péptid especific com a substrat de la reaccid.
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Figura 4 — Inhibici6 farmacologica de CK2. A) Analisi per western blot dels extractes cel-lulars
d’'HEK293T després d’'un experiment de dosi resposta amb de 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole, TBB,
revelat amb anti elF2( i p-elF23. B) Extractes cel-lulars de la mateixa linia tractats amb diferents dosis de
TBB, durant 6 hores i analitzats per la técnica de western blot utilitzant els mateixos anticossos. Amb trama
blanc i negre la representacié de I'activitat de CK2 dels mateixos extractes cel-lulars, representat respecte a
I'activitat total del control. A la part inferior de les dues seccions, la quantificacid de les bandes on es
comparava la intensitat de les bandes d’elF2( i p-elF2f, normalitzats per la situacié control. IC: ns p>0,05,
95 % p<0,05 (*), 99 % p<0,01 (**) i 99,9 % p<0,001 (***) n=3, calculats respecte la condicié temps 0 en A) i
per la condicié control en B).
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Perd el més interessant d’aquesta inhibicid per TBB se’ns va mostrar en la disminucio
de la fosforilaci6 d’elF2B3, que correlacionava gairebé a la perfeccié la disminucio

d’activitat de la proteina quinasa CK2 (Figura 4B).

Aixd donava suport a la teoria que situa CK2 com la proteina clau per la seva
fosforilacio, i ens proposava I'anticos usat per detectar la forma fosforilada d’elF2[3, com

a bona manera per monitoritzar 'activitat de CK2 in vivo.

Amb els resultats obtinguts en aquesta primera part de l'apartat, es van fixar les
condicions de treball amb l'inhibidor TBB quan es treballava amb ceél-lules HEK293T,

que va ser de 25 uM durant 6 hores de tractament a 37°C.

Un cop es va veure la utilitat de I'anticos anti-p-elF2[3, es va estudiar com s’alterava el

patré de sedimentacio d’elF2 i elF3 en inhibir I'activitat de la proteina quinasa CK2.
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Figura 5 — Inhibicio i efecte sobre els complexos de preiniciacié. A) Perfils d’absorcié a 254 nm,
longitud d’ona corresponent al maxim d’absorbancia de I'RNA ribosomal, dels gradients lineals entre el 5i el
45 % de sucrosa, després de centrifugar-los durant 15 hores a 28.000 rpm. Les diverses sagetes indiquen
els canvis dels punts principals del gradient. D’esquerra a dreta, pic del 40-48S que correspon als
complexos de preiniciacid, pic de la subunitat 60S, pic del ribosoma complet o 80S i la zona final on hi
trobavem els ribosomes actius, que presenten un coeficient de sedimentacié tant gran per la presencia de
proteines en traduccié unides als ribosomes. B) Grafic resultant de la integracié dels diversos pics
d’absorbancia a 254 nm, en les dues situacions. En blanc els gradients obtinguts de la mostra Control i en
negre I'obtingut de les mostres tractades amb TBB 25 yM durant 6 hores. C) Perfil d’activitat de CK2 al llarg
de les 10 primeres fraccions del gradient seguint el protocol descrit en els materials i metodes. IC: ns
p>0,05, 95 % p<0,05 (*), 99 % p<0,01 (**) i 99,9 % p<0,001 (***) calculats entre condicions. n=3
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Tal i com es va fer en apartats anteriors, es va repetir el tractament de 6 hores amb 25
MM TBB i se’n van carregar els extractes cel-lulars en un gradient lineal de sucrosa (5-
45 % pes/volum) i es va centrifugar tal i com indica el protocol de materials i métodes,
durant 15 hores a 100.000 g i 4°C.
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Figura 6 — Inhibicio i efecte sobre la sedimentacid. A) Analisi per western blot de les 15 primeres
fraccions del gradient lineal del 5 % al 45 % de sucrosa obtingudes després de tractar la linia cel-lular
HEK293T amb l'inhibidor de CK2 TBB a una concentracié de 25 uM al llarg de 6 hores. La deteccio
immunologica es va fer amb 4 anticossos diferents per les 15 primeres fraccions, com van ser anti-elF2f3,
anti-p-elF2f3, anti-elF3b i elF3c. Just a sota hi trobem un fragment del western blot contra la proteina
ribosomal rpS6 que ens va permetre ubicar les subunitats ribosomals. B) Al peu, grafica comparativa de les
6 primeres fraccions del gradient on es mostrava la diferent ratio elF2[3 fosforilat i total, calculades després
de quantificar les bandes dels western blot superiors amb el software Quantity One de BioRad (n=3).
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L’analisi del perfil d’absorbancia a 254 nm (Figura 5A), maxim d’absorbancia de 'RNA
ribosomal, que varem obtenir de manera continua en fraccionar el gradient, ens
mostrava una disminucié del pic de 80S i també de la preséncia de polisomes o
ribosomes actius a la zona més densa del gradient. Aixi mateix, trobavem un lleuger

augment del pic del 60S, corresponent al ribosoma encara immadur.

Aquest resultat mostrava que el tractament amb TBB provocava una alteracié en la
formacio dels complexos d’iniciaciéo de la traduccid, estrictament necessaris per a la

sintesi proteica (Figura 5A i Figura 5B).

Aixi mateix, a la Figura 5C, es pot veure la distribucié de l'activitat de CK2 al llarg del
gradient i s’apreciava una davallada clara entre la fraccio 4 i la 6, que superava el 25 %,

mostrant-se lleugerament més present a les fraccions més denses.

Un cop es van veure els perfils a 254 nm i la distribuci6 de I'activitat de CK2, calia també
analitzar com es comportaven els diversos factors elFs al llarg del gradient de

sedimentacié (Figura 6 — a la pagina anterior).

L’experiment que es va fer amb cél-lules HEK293T control, no tractades amb l'inhibidor
TBB, elF3b i elF3c apareixien majoritariament a les fraccions 4, 5i 6, amb una cua cap

a fraccions més internes, i arribaven a solapar la regi6 establerta com a 40S (Figura 6A).

Es va veure també que el tractament amb TBB provocava una desaparicié d’elF3b i
elF3c de les fraccions més denses, fins i tot mostrant una desaparicié d’elF3c en les

fraccions on, en la situacid control, era més abundant.

Si s'analitzava el patré de sedimentacioé d’elF23 que es va obtenir, s’observava un pic
marcat entre la fracci6 2 i 3 en el cas de les cél-lules HEK293T sense tractar, i
practicament desapareixia de les fraccions més internes del gradient. En canvi, el
gradient de cél-lules tractades amb TBB mostrava una distribuciéo d’elF23 molt més

difusa, de la fraccio 1 a la 6, solapant aixi la regio de les regions elF3.

Per completar I'estudi, calia veure com es comportava la forma fosforilada, p-elF2(3. El
maxim de la seva preséncia es trobava a les fraccions 2 i 3, perd es van veure
variacions en la ratio p-elF2B/elF2[3 (Figura 6B) que suggeria que podrien existir dues

poblacions diferenciades d’elF2 en funcié del seu grau de fosforilacié.
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Amb l'objectiu de corroborar aquestes dues poblacions d’elF2, es van preparar uns
gradients de sucrosa discontinus, amb llits que corresponen al 5:15:25:35:45 %, sempre
en relacid pes/volum, de sucrosa (Figura 7). Aquests percentatges responen a la
voluntat de comprovar si la poblaciéo d’elF23 que es troba entre el 5 % i el 20 % era

artefactual o realment era aixi.

L’analisi per western blot d’aquestes mostres ens deixa que, de mitjana, la ratio de
fosforilacid en les fraccions 2, 3 i 4 de la mostra control era de 1,35i amb les cél-lules

tractades amb TBB s’obté un promig de 1,07 (Figura 7).
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Figura 7 — Gradient discontinu de sucrosa. A) Analisi immunologica per western blot de les fraccions
obtingudes després de fraccionar els gradients discontinus al 5:15:25:35:45 % de sucrosa, havent-los
centrifugat durant 15 hores a 100.000 g, on s’hi van carregar els extractes “Control”, on només es van
tractar les cél-lules HEK293T amb DMSO i per altra banda, I'extracte tractat amb TBB 25 uM durant 6
hores. Tal i com indica la figura, s'utilitzaven els dos anticossos contra elF2f3, per la seva forma fosforilada i
per la seva forma total. B) Grafic obtingut després de calcular la ratio entre la forma fosforilada d’elF23 i la
seva forma total a partir de la quantificacié de les 9 primeres fraccions del gradient, corresponent a les
densitats de 5 %, 15 % i 25 % de sucrosa, per tal d’intentar acotar les dues subpoblacions d’elF2p (n=2).
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Per altra banda, la ratio de fosforilaci6 de les fraccions 6 a 8 va ser de 0,29 i 0,13,
respectivament. Aix0 confirma que formes hipofosforilades d’elF2p estan presents en

les fraccions que sedimenten més profundament en el gradient (Figura 7).

Fins aquell moment haviem vist I'efecte que tenia I'inhibidor farmacologic TBB sobre
I'activitat de la proteina quinasa, tant en la fosforilacié de la Ser® de complex d’iniciacio
de la traduccio elF2[3, com en I'alteracio del patroé de sedimentacio del mateix elF23 com
de les subunitats elF3b i elF3c i també es modificava el perfil de sedimentaciéo de 'RNA

ribosomal.

Per acabar de corroborar aquests resultats, es va fer un estudi de marcatge radioactiu
amb I'isotop *S, i se’n va mesurar la incorporacio a les proteines noves sintetitzades en
forma de metionina marcada amb *S-Met, en diverses condicions d’inhibicié de CK2
amb TBB.
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Figura 8 — Marcatge amb *°S-Met. A) Estudi realitzat sobre cél-lules HEK293T sembrades de manera
asincronica en un medi que contenia 10 % en FBS. En la condicioé de deprivacio (depriv. a la figura) van
estar 16 hores en un medi pobre, amb el 0,5 % d’FBS. En aquestes condicions es va dur a terme una
inhibicié amb TBB 25uM durant 3 hores. El marcatge cel-lular es va fer amb una solucié de **S-Met/Cys a
2mCi/200 pL durant una hora, i es va analitzar amb el comptador de centelleig. El grafic es va normalitzar al
respecte la condicid de cel-lules creixent de manera asincronica i sense inhibidor. B) Les mateixes
condicions es van reproduir sense el marcatge radioactiu i es van analitzar per western blot amb els
anticossos per elF2B total i per la seva forma fosforilada a la Ser?. El grafic inferior indica la ratio p-
elF2B/elF2B després de quantificar les bandes del western blot anterior. El grafic es va normalitzar al
respecte la condicié de cel-lules creixent de manera asincronica i sense inhibidor. IC: ns p>0,05, 99 %
p<0,01 (**)i 99,9 % p<0,001 (***) (n=3), calculades entre les dues condicions en A) i per tots els valors en
B).
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En aquest experiment puntual, el tractament de les cél-lules HEK293T es va reduir a la
meitat, de 6 hores a 3 hores, ja que en la condicié de cél-lules deprivades a 6 hores es

produia una mort practicament total (Figura 8A).

Tot i aixi, a 3 hores de tractament amb TBB i amb deprivacié les cél-lules es veien forga
afectades, mostrant una mort del votant un 65 % de les cél-lules. Per aquest motiu, a
'hora de fer I'estudi per western blot es va descartar aquesta condicié perqué no era

representativa (Figura 8B).

Amb el medi de cultiu complet i en creixement asincronic, la mort pel tractament de TBB

era practicament imperceptible com en la resta d’experiments.

La inhibici6 de CK2 amb TBB va resultar amb una disminucié del 21 % en la
incorporacio de metionina marcada amb l'isdtop sofre 35, un nivell molt semblant al que

va mostrar la condicié on el cultiu estava deprivat.

Pel que fa a I'activitat de CK2 sobre el seu substrat elF2[3, es va veure com la ratio de
fosforilacié en el cas de la inhibicié es reduia un 28 % i superava lleugerament el 35 %

en el cas de les cél-lules deprivades i no inhibides.

Aixd ens suggeria que amb les nostres condicions d’inhibici6 amb TBB per CK2 en les
cél-lules HEK293T, la traduccié de noves proteines es reduia gairebé a l'activitat

metabolica basal de les cél-lules.

6.5 EI silenciament transitori de CK2a i CK2B provocava un

desassemblatge dels complexos d’inici de la traduccié

Fins aqui haviem vist I'efecte del I'inhibidor a I'activitat de CK2 a I'hora d’alterar tots els
patrons del nostre estudi, des de la fosforilacid de proteines clau en el Multifactor
Complex, l'alteracié del patré de sedimentacioé de les diverses subunitats del ribosoma i

també de les proteines que en formen part.

El pas seglient era veure si I'efecte que tenia 'inhibidor farmacolodgic també es produia
si alteravem el patré d’expressié génica de la quinasa en questio. Per fer-ho es va
estudiar com afecta el silenciament transitori de les dues subunitats de CK2 i es van
transfectar a HEK293T els siRNA de CK2a i CK2, amb els seus controls corresponents

(Més dades técniques de la seqiéncia al punt 5.2.1 de materials i métodes).

Per tal d’assegurar que el silenciament havia estat efectiu, el primer que es va fer va ser

comprovar I'efecte directe sobre I'expressié proteica tal i com s’observava a la Figura 9.
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En l'analisi per western blot Figura 9A, s’observava la clara baixada de les subunitats de
CK2 silenciades, al voltant d’'un 20 % en el cas de CK2a i d'un 60 % en el de CK2[3
(Figura 9B).

En la introduccié d’aquesta tesi, ja s’ha fet referéncia al fenomen que es produeix quan
una de les dues subunitats de CK2 es troba disminuida, la compensacié de subunitats, i

aqui també s’hi observava.

El silenciament de CK2a, provocava una baixada compensatoria de I'expressié de la
seva subunitat reguladora d’'un 40 %, i en el cas del silenciament de CK2f3, la baixada
de la subunitat catalitica emulava practicament la de I'altre membre de tetramer i també

s’aproximava al 60 %.

Tot i el fenomen de la compensacié, aquest resultat reforcava una vegada més la teoria
que la subunitat CK23 podia presentar altres funcions a la cél-lula a banda de la seva
activitat reguladora de CK2 [96].
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Figura 9 — El silenciament de CK2 alterava la fosforilacié d’elF2B. A) Western blots realitzats contra
CK2a, CK2B, elF2pB, p-elF2B, elF3c i elF3b sobre els extractes cel-lulars procedents de cél-lules HEK293T
tractades amb 25 nM siRNA Scramble, siRNA CK2a i siRNA CK23 (siGENOME SMARTpool, Dharmacon®).
B) Densitometria dels western blots de CK2a i CK2f per poder veure I'efecte del silenciament. C) Grafic de
la ratio obtinguda de la quantificacié de les bandes del western blot de la fosforilacié d’elF2[3 respecte la
proteina total, que es veu afectada pel silenciament. IC: 99 % p<0,01 (**) i 99,9 % p<0,001 (***) calculats
respecte la condicié Control en B) per cada seérie, i per tots els valors en C).

Pel que fa als efectes que aquest silenciament tenia sobre els factors d’iniciacié de la
traduccid, calia primer fixar-nos en el que utilitzem indirectament com a comprovant de
l'activitat de CK2.
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La subunitat elF2@3 patia una baixada de la ratio de proteina fosforilada respecte a
proteina total del voltant d’'un 22 % en el cas del silenciament de CK2a i d’'un 59 % en el
cas del silenciament de CK2[(3, mostrant aixi que tot i la important baixada de la
subunitat catalitica, I'holoenzim format seguia essent capac¢ de fosforilar els seus

substrats (Figura 9C).

Les subunitats d’elF3 que es van estudiar també patien canvis. Pel que fa a elF3b
s’observava una disminucid del 24 % en cas del silenciament de CK2a i era

practicament imperceptible quan es silenciava CK2p.

Perd sens dubte, el canvi més important era la practica desaparicié de la subunitat
elF3c en ambddés casos. En el cas del silenciament de CK2a, elF3c es convertia en
indetectable, i només se n’apreciava un 20 % respecte a linicial en el cas del

silenciament de la subunitat beta (Figura 9A a baix).

Val la pena recordar que la subunitat elF3c és substrat de CK2 i, per la posicié de les
seves dianes de fosforilacid, se li atribueixen funcions d’estabilitzacié del complex elF3.
Una de les hipdtesis que es va proposar per aquesta disminucié era que la no
fosforilacié de la proteina provocava que es desancorés del complex i era degradada.

Aquest extrem, perd, no es va poder confirmar experimentalment.

Un cop es va veure I'afectacié del silenciament de les subunitats de CK2 sobre els
extractes es va estudiar el comportament de l'activitat (Figura 10A) i la distribucio de les

dues subunitats en les fraccions del gradient on eren més abundants (Figura 10B).

Si analitzem la Figura 10 en conjunt, en la situacidé control detectavem el pic maxim
d’activitat de CK2 entre la fraccié 4 i 6, essent detectable cap a la regié on comengavem
a detectar el complex 40S, al voltant de la fraccio 8 i 9. |, com era d’esperar, la
distribucié de les dues subunitats de CK2a i CK2B a nivell de deteccié per western blot

correlacionaven perfectament amb el pic d’activitat (Figura 10B).

Analitzant els resultats obtinguts amb les cél-lules HEK293T silenciades per CK2a, es
va veure una baixada de I'activitat de CK2 a les primeres fraccions, sobretot a les que
es corresponen amb el pic d’activitat en la situacié control. Tot i aixd, la baixada més
marcada es produia a les fraccions internes del gradient, a partir de 6, i per tant no es

detectava a la regi6 del 40S.

El comportament de CK2[(3 en aquest cas es tradueix en un desplacament cap a les
fraccions menys denses, i arribava a solapar les fraccions que contenen la poca CK2a

que s’expressava (Figura 10B).
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El silenciament de CK23, com era d’esperar, provocava una disminucié de la preséncia
de CK2p3, pero tot i aixi es seguia observant una distribucié molt semblant a la situacié
control. Aquest ultim punt contrastava amb la situacié del silenciament amb siRNA

CK2aq, on el patré s’alterava de manera considerable.

El perfil de I'activitat de CK2 també es veia alterat. La disminucié era molt marcada, al
voltant del 60 % a la fraccio del pic, i com en el cas del silenciament de la subunitat

CK2a, a partir de la fraccio 6 era practicament indetectable.
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Figura 10 — Comportament de CK2 després del silenciament. A) Perfils d’activitat de la proteina quinasa
CK2 (en % del maxim d’activitat) de les 10 primeres fraccions dels gradients obtinguts després de
transfectar la linia cel-lular HEK293T amb siRNA Scramble, siRNA CK2a i siRNA CK2p, obtinguts amb el
péptid RADA, tal i com s’indica a I'apartat de materials i metodes. B) Les mateixes mostres es van analitzar
en fred mitjangant western blot amb els anticossos anti-CK2a i anti-CK2[3 per seguir-ne la distribucié al llarg
del gradient.

De la distribucio de les dues subunitats calia destacar dos punts més. La proteina CK2a
pateix un desplagament cap a fraccions menys denses, que es correspondrien a la seva

forma de mondmer o de dimer; en canvi quan es silenciava CK2aq, la proteina CK2[3 es
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seguia detectant en regions de pes molecular més elevat, indicant aixi que la subunitat
reguladora podia unir-se a altres complexos d’elevat pes molecular que no siguin la
seva subunitat catalitica candnica. Aquest resultat recolza la teoria que diu que CK2pB és

necessaria per al bon assemblatge dels complexos d’inici de la traduccié proteica.

Un cop analitzada I'afectacié del perfil de sedimentacié i de I'activitat de CK2 associada,

calia veure com es comporten les proteines substrat de la quinasa.

Es va observar molt poca afectacio als nivells d’elF2[3 total, perd I'afectacié maxima es
detectava en la forma fosforilada d’elF2(3, que disminuia marcadament en el cas del
silenciament de la subunitat reguladora, CK2[3. En aquest cas, la disminucié de la ratio
entre la forma fosforilada i la forma total, practicament es reduia un 50 %, confirmant-se
una vegada més la necessitat de CK2B per tal d’obtenir una fosforilacié completa
(Figura 11).
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Figura 11 — L’efecte del silenciament de CK2 sobre els elFs. Analisi de les 10 primeres fraccions dels
gradients de sucrosa 5-45 % (p/v) obtingudes després de carregar-hi els extractes cel-lulars de cél-lules
HEK293T transfectades amb els siRNA scramble, siRNA de CK2a i siRNA de CK2B. Analisi per western
blot de la distribucié i de la fosforilacié de la subunitat elF2B i de la seva forma fosforilada. També s’ha fet
I'analisi per western blot d’elF3b en les mateixes mostres.
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L’afectacié en elF3, pero, era més marcada, essent molt important sobretot en el cas
d’elF3c, que practicament desapareixia en produir-se la deplecié de CK2. Pel que fa a
elF3b, s’apreciava un lleuger decreixement amb el siRNA CK2a, i es mostrava

practicament inalterat amb el siRNA CK2[3.

Per acabar, calia també fer una ullada als perfils de 254 nm obtinguts de manera
continua en fraccionar el gradient, que ens ensenyaven la distribucié de I'RNA ribosomal

al llarg del gradient (Figura 12).

Després d’establir la condicié control, el vam comparar amb la deplecié de cada una de
les subunitats. El siRNA de CK2a provocava una disminucié molt marcada del pic de
80S reduint-lo a la meitat de la seva area, i al mateix temps es va observar un augment
de gairebé tres vegades de I'area del pic del 60S acompanyat d’'un lleuger decreixement

en el pic de 40S.

De forma practicament homologa, el siRNA de CK2B produia un efecte similar, tot i que

destacava un decreixement més marcat del pic de 40S.
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Abs 254nm (UA)
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ImsiRNA CK2a
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Figura 12 — L’efecte del silenciament de CK2 als perfils de sedimentacid. Perfils d’elucid obtinguts a
254 nm després de fraccionar els gradients lineals del 5 al 45 % (p/v) de sucrosa carregats amb els
extractes de cél-lules HEK293T tractades amb siRNA scramble, siRNA de CK2a i siRNA CK2, esmentats
en la Figura 9.La sageta indica la posicio tedrica dels ribosomes actius, segons la bibliografia. El grafic
representa la integracié de cada pic analitzat, la subunitat petita del ribosoma i els complexos de preiniciacio
de la traduccio 40-48S, la subunitat gran del ribosoma 60S i el ribosoma actiu 80S. IC: ns p>0,05, 99 %
p<0,01 (**)i 99,9 % p<0,001 (***) calculats per cada condicio respecte el seu propi control en cada pic.
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Aquestes alteracions als pics de sedimentacié i als perfils de sedimentacié van
correlacionar amb el que s’havia observat anteriorment, on ja es va intuir que era
necessaria la preséncia de la forma sencera de I'holoenzim de CK2 per tal que els
complexos d’iniciacié evolucionessin fins a un ribosoma completament actiu. Arribats a
aquest punt es va considerar que convenia intentar obtenir linies silenciades de manera
estable contra les subunitats de CK2 i es va optar per la técnica de la inclusié d’un
shRNA al genoma cel-lular.

El Dr. Jordi Vilardell, responsable de la creacié d’aquestes linies cel-lulars al laboratori,
va intentar diverses estrategies per obtenir el silenciament estable per les dues
subunitats de CK2 com havia aconseguit amb altres linies cel-lulars (HK-2 i 786-0), pero
amb HEK293T només es va poder fer amb la subunitat CK2[, ja que la linia amb la

subunitat CK2a tenia una viabilitat molt baixa.

A B
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g 80S - EIF20 | e —  CK20 | — -
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E - —~ 250 |m shRNA CV C
& = $ ] : £ 150 |
; 40488 Y l S
2 I~" __"_';\._,,t_”_—— _ g 100 ==
= : << 50 - —
5%—— Sucrosa ————> 45% 40-48S | 60S | 80S

Figura 13 — L’efecte del silenciament estable de CK2f A) Perfils d’elucio registrats a 254 nm per tal de
detectar la preséncia d’'RNA ribosomal al llarg del gradient de sucrosa 5-45 % (p/v) després de carregar-hi
els extractes cel-lulars de dues linies d’HEK293T, una d’elles expressava el shRNA de CK2 i I'altra feia el
mateix amb el vector de control. B) Analisi per western blot dels lisats de celslules HEK293T transfectades
de manera estable amb el shRNA de CK2 i amb el seu vector control (CV). Les mostres es van analitzar
amb els anticossos contra les dues subunitats de CK2, CK2a i CK2f i també contra elF2[3 i la seva forma
fosforilada. A sota, densitometria de les bandes obtingudes, representada en % respecte el control, per
analitzar quantitativament I'efecte del silenciament estable. C) Grafic obtingut de la integracié dels diversos
pics obtinguts ens els perfils d'absorbancia a 254 nm. IC: ns p>0,05, 95 % p<0,05 (*), 99 % p<0,01 (**) i
99,9 % p<0,001 (***) calculats entre els dos vectors transfectats.
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El primer que es va observar a la Figura 13B era la necessitat de les dues subunitats
per tenir un holoenzim estable. Es veu una disminucié marcada de CK2a a la linia
tractada amb shRNA per CK2p3, tal i com haviem pogut observar unes pagines més

enrere amb el silenciament transitori fet amb siRNA de CK2 (Figura 9A).

Les condicions de I'estudi es van ajustar per tal que la reduccioé de la subunitat CK2[3 fos
al voltant del 80 %. Aixd provocava una reducci6 superior al 70 % de la subunitat CK2a,
pero tot i aixi hi havia una quantitat suficient de proteina per formar 'holoenzim. Per tal
de corroborar que I'holoenzim format en les cél-lules tractades amb shRNA de CK2(3

seguia sent activa, es va estudiar també el grau de fosforilacié d’elF2p (Figura 13B).

La linia silenciada amb shRNA per CK2B va mostrar una reduccié superior al 85 % de la
relacio p-elF2[B contra la proteina total. Aixd ens va mostrar que la proteina CK2 que es

formava a les cél-lules, tot i ser menor en quantitat, seguia sent activa (Figura 13B).

Si ens centrem en I'evolucié dels perfils d’absorbancia a 254 nm, es van observar canvis
molt marcats en els 4 punts d’estudi habituals. El pic que atribuiem habitualment al 40S
creixia i s’eixamplava, probablement indicant una acumulacié a nivell cel-lular dels
diversos complexos de preiniciaci6 de la traduccié, que semblaven incapagos

d’evolucionar cap al ribosoma sencer (Figura 13A).

Possiblement fruit d’aquest bloqueig que s’observava en el pic 40S, el 60S responia de
manera simétrica i presentava una lleugera pujada. La nostra hipotesi era que, en no

poder-se acoblar amb la subunitat 40S, s’acumulava la subunitat 60S (Figura 13C).

Les dificultats per evolucionar cap al ribosoma actiu es mostraven amb els dos ultims
detalls del grafic: una reduccio fregant el 45 % del pic del 80S (Figura 13C) i una clara
baixada de la zona del polisomes, marcat amb una sageta a la Figura 13A, que era la

regio on trobariem els ribosomes formats i sintetitzant noves proteines.

L’analisi dels gradients de sedimentacié va mostrar trets singulars que alguns d’ells es
corresponen amb el que passava també amb el silenciament transitori. El silenciament
de CK2B provocava un alliberament de la subunitat CK2a que apareixia practicament
dues fraccions més enfora que quan la linia es tracta amb el vector control.
Probablement aquest desplacament es devia a que la subunitat CK2a no acabava de

formar I'’holoenzim CK2[3.

De totes maneres, la poca CK2[3 que s’expressava, un 20 % segons el que s’observava
en la Figura 13B, semblava que seguia unida a la poca CK2a disponible i es trobava en

una part lleugerament més interna del gradient.
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Figura 14 — El silenciament estable de CK2g altera el patré6 de sedimentacié dels elF. Analisi per
immunodeteccio de les 10 primeres fraccions dels gradients continus de sucrosa 5-45 % (p/v) després de
centrifugar-los durant 15 hores a 100.000 g i 4°C on s’hi ha carregat els extractes cel-lulars de dues linies
d’HEK293T, una d’elles expressant del shRNA de CK2 i l'altra fent el mateix amb el vector de control. Una
vegada meés, per tal de seguir la distribucid del complex elF3 es va utilitzar la seva subunitat elF3b ja que
elF3c havia disminuit molt la seva expressio en aquesta linia i es feia practicament indetectable al gradient.
Aquest mateix fenomen es va produir amb la forma fosforilada d’elF2(, tal i com es pot observar en la
Figura 11B i es va optar per només mostrar la imatge de la forma total. Per altra banda es van utilitzar els
anticossos contra CK2 en les seves dues formes més habituals com sén CK2a i CK2p.

Pel que feia al comportament de les subunitats d’elF3, tal i com passava amb I'efecte
del siRNA CK2a i el siRNA CK2B, la subunitat elF3c es veia molt afectada pel

tractament i es convertia practicament en indetectable.

La subunitat elF3b destacava una vegada més pel constrenyiment cap a les fraccions
menys denses del gradient, allunyant-se de les zones proximes a la subunitat 40S del
ribosoma, i insinuava aixi una desestabilitzacié dels complexos de preiniciacid de la

sintesi proteica (Figura 14).

Per tant, es tornava a demostrar que l'alteracié de I'activitat o de la preséncia de CK2

pertorbava el procés de sintesi proteica i en reduia el seu rendiment.
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6.6 EI tractament farmacologic amb TBB afectava a la incorporacioé

d’elF2B als complexos que contenen elF3b i elF3c

Els desplagcaments anti-paral-lels que es van observar entre elF2B i elF3b després dels
diversos tractaments presentats ens van permetre concloure que la seva associacio

amb els complexos d’iniciacié de la sintesi proteica es veia afectada pels tractaments.

L’analisi de les mostres d’extracte cel-lular immunoprecipitats amb anti-elF28 mostrava
que el tractament amb TBB produia un augment d’elF3b i elF3c coimmunoprecipitant
amb elF23 (Figura 15).

Perd la mateixa técnica aplicada a les cel-lules tractades amb siRNA de CK2a i CK2[3

mostrava una baixada marcada d’elF3c pero elF3b es mantenia inalterada.

siRNA

S & o & 00 R
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a-Rab a-elF2B
IP
Figura 15 - Coimmunoprecipitacié d’elF28. En aquesta figura s’hi han agrupat les

coimmunoprecipitacions fetes amb els extractes cel-lulars dels experiments dels apartats anteriors.
D'esquerra a dreta els extractes cel-lulars d’HEK293T amb les seglents condicions: control
d'immunoprecipitacio on s’hi ha carregat I'anticos secundari anti-Rabbit, per mirar les unions inespecifiques.
La mostra del segon carril, tal i com ja s’ha comentat abans, era el control de la inhibicio per TBB on només
es va aplicar a les cel-lules un tractament amb DMSO com a diluent de TBB en els experiments, i en el
tercer carril la mostra correspon al lisat de cél-lules tractades amb TBB 25uM durant 6h. A la part esquerra,
hi trobem els extractes de les cél-lules transfectades amb els vectors del kit de siGenome, “scramble-
control”, siRNA CK2a i siRNA CK2B. La carrega del gel esta normalitzada a partir de la concentracio inicial
del que coneixem com a “wce — whole cell extract” o extracte inicial.

Val la pena recalcar que els tractaments siRNA van causar una forta disminucié als
nivells d’elF3c en extractes crus (Figura 9), cosa que podria ajudar a explicar les
diferéncies en els estudis dimmunoprecipitacio i la preséncia de quantitats significatives
d’elF3c a les fraccions inicials de la densitat de sacarosa detectada als estudis de
siRNA (Figura 11B).
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Conclusions Capitol |

1.

10.

La sobreexpressié del mutant en el lloc de fosforilacio, elF2B-S2A, altera la uni6
d’elF2B amb les subunitats d’elF3 necessaries per formar els complexos de
preiniciacio de la traduccid, claus per a l'inici de la traduccio proteica.

La inhibicié farmacoldgica de CK2 amb TBB provoca una baixada significativa de la
fosforilacié d’elF2pB en la Ser? i n’altera el patré de sedimentacié. La subunitat elF3b
desapareix de la zona propera a la subunitat 40S del ribosoma, i la subunitat elF2[3
només s’hi aproxima si es troba hipofosforilada.

La formaci6 dels ribosomes actius, 80S, i polisomes, es veu afectada per la inhibicié
de CK2 i la sintesi proteica disminueix a nivells semblants a I'activitat basal de la
cél-lula.

El silenciament transitori de les subunitats de CK2, a banda de produir una
compensacidé funcional a [laltra subunitat, provoca un desassamblatge dels
complexos d’inici de la traduccié.

La fosforilacié d’elF2[3 es veu afectada pel silenciament de les subunitats, superior al
20 % en CK2a i d’'aproximadament el 60 % en CK2p.

El silenciament de les subunitats provoca una baixada en la fosforilacié d’elF2f3 i
provoca una disminucié en 'assemblatge del ribosoma, augmentant la preséncia de
la subunitat 60S sola i mostrant una baixada important del ribosoma funcional.
L’alteracio génica de I'expressié de CK2 provoca una desaparicié d’elF3c, que n'és
substrat, i altera el patré de sedimentacié d’elF3b. Aquest fet ens suggereix que els
complexos de preiniciacié 43S-48S possiblement no poden evolucionar cap a la
forma completa per I'abséncia d’elF3c.

En el cas de les linies cel-lulars amb la subunitat CK2 silenciada de manera estable
es produeix una disminucié molt important de fosforilacié de la Ser? d’elF2p, aixi
com una marcada compensacio funcional de la subunitat CK2a. La subunitat elF3c
torna a fer-se indetectable al llarg del gradient de sedimentacio, i elF3b s’ubica cap a
fraccions més properes a la regi6 40S.

La formacié del ribosoma actiu i la regié polisomal torna a decréixer respecte a la
situacié control de manera analoga amb el silenciament puntual, perd destaca
I'augment que pateix la regié corresponent als complexos de preiniciacio 40-48S.

Els tractaments farmacologics amb TBB o els silenciaments puntuals afecten a la

incorporacio d’elF2pB als complexos amb elF3.
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Capitol Il

Estudi de la presencia i funcio fisiologica de la proteina quinasa CK2

en microdominis de membrana (Lipid rafts)

129






Resultats — Capitol Il

7.1 La proteina quinasa CK2 s’associa als lipid raft dels

sinaptosomes de rata

En paral-lel al treball dels elFs es van iniciar els treballs per mirar de caracteritzar
I'activitat de la proteina quinasa CK2 als lipid raft de les membranes sinaptosomals de

rata i intentar-ne desxifrar alguna de les seves funcions biologiques.

D’aquests treballs se n’ha obtingut una publicacié, sota el titol Protein kinase CK2
associates to lipid rafts and its pharmacological inhibition enhances neurotransmitter

release que va ser publicada a la revista FEBS Letters el gener del 2011.

7.1.1 Preséncia de la proteina quinasa CK2 als DRM de sinaptosomes de

rata

Una de les eines més estudiades per poder aillar les membranes resistents a
detergent (DRM) son els gradients de flotacid, on en funcié de la densitat de les
membranes, algunes tendeixen a flotar. Tal i com s’ha descrit en 'apartat de materials
i métodes, els nostres treballs en aquest camp sempre parteixen d’una preparacié de
membranes que anomenem P2, que després de ser aplicada al gradient de flotacié és

pot analitzar per western blot.

Per tal d’'ubicar al llarg del gradient les fraccions que contenen les membranes
resistents a detergent (DRM), que normalment associem a la regio de lipid raft, es va
fer traves de la deteccié per western blot del Receptor de Transferrina (TfR) i Flotilina-
1 (Flot-1). La primera proteina ens servia com a marcador de les membranes

solubilitzades i la segona com a marcador de membranes resistents al detergent.

Calia, doncs, posar a punt les condicions d’extracci6 amb detergent que ens
permetessin aconseguir una bona separacio entre les dues regions membranoses i es
va optar per dos detergents, Triton X-100 i Brij-98. Es va decidir treballar amb aquests
detergents ja que el primer era el tipicament utilitzat en 'aillament de lipid raft, mentre
que el segon s’havia descrit que pot extreure de manera efectiva els microdominis de

membrana a temperatura fisiologica.

Un cop realitzada la centrifugacid, la Flot-1 es trobava amb la seva maxima
abundancia a la regi6é del gradient on la densitat era inferior, regi6 DRM, fraccions 1 i
2. Aquest resultat ens permetia assegurar que I'extraccié havia estat correcta (Figura
16A).
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La separacié de CK2 al llarg del gradient mostrava dos pools per cada una de les
subunitats. Tant CK2a com CK2p es podien detectar clarament tant en la regi6 de les
DRM com de les membranes solubles i, quantitativament parlant, s’atribuia que un 50
% de cada una de les dues subunitats era present a la regié del DRM.
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Figura 16 — CK2 era present a les fraccions DRM de les membranes sinaptosomals. La fraccio
enriquida amb sinaptosomes es va solubilitzar amb 1 % de Tritén X-100 (A) durant 30 minuts a 4°C, en el
panell superior, i en 1 % de Brij-98 (B) durant 30 minuts a 37°C en el panell inferior. Cada mostra va ser
fraccionada en un gradient discontinu de sucrosa 5:35:45 % (p/v). El mateix volum de cada fraccio es va
analitzar per western blot i es va revelar amb els anticossos anti-Flotilina-1 com a marcador de les lipid
raft, anti Receptor de Transferrina, TfR a la imatge, com a marcador de proteines solubles i CK2a i CK23
com a subunitats de la proteina quinasa CK2. Ubiquem les DRM a les fraccions 1,2 amb I'extraccié amb
Tritén X-100 (A) i a les 2-4 amb I'extraccio amb Brij-98 (B), corresponent a la part superior del tub, mentre
que les fraccions 10 a 12 en els dos casos corresponen a les fraccions solubles del gradient (SM).

Tot i que a l'actualitat el Triton X-100 és un dels detergents més usats per la comunitat
cientifica per aillar els lipid raft, han anat apareixent altres productes que aporten
millores sensibles als ja establerts. Tal i com s’indica més amunt, es va provar el Brij-

98, que aporta unes caracteristiques diferents al Triton X-100 (Figura 16) [183].

132



Resultats — Capitol Il

L’'extraccié de membranes es va poder fer en aquest cas a 37°C, evitant aixi les
interaccions lipidiques inespecifiques provocades per les baixes temperatures.
Aquestes interaccions inespecifiques ens haurien pogut portar a assignar de manera
errdnia a algunes proteines com a presents amb DRM.

Tal i com va passar amb el Triton X-100, la separacié entre les proteines marcadores
era total, essent encara més clara la separacid de la Flot-1, indicant una bona
extraccio de les DRM (Figura 16A). Si analitzem també la distribucié de les subunitats
de CK2 es va veure també dos pools diferenciats, tant en DRM com a les membranes
solubles. El pool present en les DRM mostrava una lleugera baixada, respecte el 50 %
que s’observava amb el Triton X-100, situant-se en aquest cas al voltant del 35 %. A la
figura observem també un petit canvi en la distribucié de les fraccions on assumim que
hi ha el DRM. Aquest podia ser provocat senzillament pel procés de fraccionament que

es duia a terme a ma.
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Figura 17 — Activitat de CK2 en els perfils de flotacié. A) El grafic de I'activitat de la proteina quinasa
CK2 (en pmols de **P incorporat) en les fraccions del gradient després de les extraccions amb 1 % Triton
X-100 i amb 1 % Brij98. S’hi pot observar la diferéncia entre la fosforilacié endogena i I'obtinguda amb el
péptid RADA. B) Grafic de I'activitat de CK2, ara si, mesurada només amb el péptid RADA, de les
fraccions del gradient amb la mostra extreta amb Brij-98. En aquest cas la comparacioé es fa amb la
mostra control amb i amb la tractada amb 25uM de DMAT. C) Perfil de la distribucio del colesterol al llarg
del gradient després de tractar les mostres amb MCD amb 35 mM metil-B-ciclodextrina (MCD, al grafic)
durant 60 minuts, abans de dur a terme la solubilitzaci6 amb 1 % de Brij-98 i fraccionar el gradient
discontinu de sucrosa. D) Les mateixes mostres de I'apartat C) van ser quantificades per la preséncia de
proteina de les fraccions al llarg del gradient.
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Un cop es va poder detectar la preséncia de CK2 a la regié corresponent al lipid raft,
calia comprovar si I'holoenzim hi era de manera activa, i ho varem fer per mitja de la
fosforilacié d’'un péptid substrat determinat, el péptid RADA, i també de la fosforilacié
endogena dels dos gradients, tant en els gradients Tritdn X-100 com en els de Brij-98
(Figura 17A).

La preséncia de CK2 i la seva activitat correlacionaven de manera exacta en les
fraccions dels lipid raft (Figura 16A) i ho feia de manera notable també amb les
fraccions de membranes solubilitzades. En analitzar la comparativa entre els dos
detergents, destacava per sobre de tot el gran pic que s’observava en la regi6é dels
DRM en l'extraccié amb Tritdon X-100. De fet, l'activitat que mostrava era quatre
vegades més gran que I'extraccié feta amb Brij-98, essent també I'activitat inespecifica
també més gran. Aquest fet, combinat amb les condicions més fisioldgiques
d’extracci6 amb Brij-98, van fer que a partir d’aquest punt, les extraccions amb

membranes sinaptosomals de rata mostrades es fessin amb aquest detergent.

A la mateixa Figura 17, en l'apartat C) i D) es mostra el perfil de preséncia de
colesterol i de proteina que es va obtenir en tractar les membranes sinaptosomals amb
35 mM metil-B-ciclodextrina (MCD). Tal i com s’ha comentat a I'apartat de materials i
meétodes (5.7.3) aquesta ciclodextrina, gracies a la seva estructura, és capag¢
d’arrencar les molécules de colesterol de les membranes [184]. El resultat que s’hi
observa, amb la marcada disminucid de colesterol i també de la concentracid de
proteina, corroborava que les fraccions 2 i 3 corresponien d’'una manera clara a la
regio de les membranes riques amb colesterol, resistents a detergent que habitualment

s’atribuien als lipid raft.

Un cop s’havia ubicat la preséncia de la proteina quinasa CK2 a la regi6é dels DRM i
s’havia comprovat que era activa, es va voler comprovar si l'activitat era o no

especifica, i es va decidir fer per la inhibicié farmacoldgica de la quinasa.

En el capitol | d’aquesta tesi ja s’ha parlat de dos dels inhibidors de CK2 que més
s'utilitzaven en el moment de la realitzacio de la part experimental d’aquest treball. En
el primer capitol es va utilitzar I'inhibidor TBB perqué es mostrava més eficient en les
cél-lules HEK293T. Tot i aix0, en les comparacions prévies entre TBB i DMAT (IM2-
dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole) que es van dur a terme amb les
membranes sinaptosomals de rata, es va veure que DMAT era més eficient en aquest
cas. Per aixd, la majoria dels tractaments d’inhibicié farmacologica de CK2 en aquest

capitol es va decidir fer-los amb DMAT.
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Amb I'experiment de la Figura 17B es va voler demostrar que I'activitat de CK2 que

mostraven les regions membranoses de la Figura 17A, realment corresponia a la

quinasa activa i es van tractar les membranes amb 25 yM de DMAT.
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Figura 18 — La deplecié de colesterol provoca desaparicié de CK2 de les membranes. A) Analisi per
western blot de dos grups de fraccions, de la 1-5 representant la zona menys densa del gradient i de les 8
a la 12 representant la part més densa, obtingudes després del tractament amb 35 mM i 50 mM metil-$3-
ciclodextrina (MCD, al grafic) durant 60 minuts de les membranes sinaptosomals i extraccié de les DRM
amb 1 % Brij-98, com a la figura 16B. Es van utilitzar els anticossos anti-Flotilina-1 (Flot-1) com a
marcador de la regio dels lipid raft, anti-Receptor de Transferrina (TfR) com a marcador de la zona de
proteines solubles i els dos anticossos per les dues subunitats de CK2, CK2a i CK2(. B) Representacio
grafica de l'activitat de CK2, en % respecte el maxim d’activitat detectada, de totes les fraccions del

gradient.
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La regio dels DRM es va mostrar sensible a aquesta inhibicio i es va produir una
reduccio de I'activitat del voltant dl 50 %, essent lleugerament més marcada a la regio
de les membranes solubles. Per tant teniem una proteina quinasa CK2 plenament
activa a les dues fraccions del gradient. Per tal d’establir que la relacié entre CK2 i
colesterol era estreta, es van tractar les membranes amb concentracions creixents
d’'MCD a les membranes i se’n va estudiar I'evolucié de les subunitats de CK2 i de la

seva activitat enzimatica (Figura 18).

Comparant la distribucié de les proteines de la Figura 16B amb el que mostrava la
Figura 18A, es va observar I'efecte que va tenir 'augment de concentracié d’'MCD, de
35 mM i 50 mM. L’'analisi dels western blot que es van obtenir en tractar les mostres
amb 35 mM MCD ens mostrava una desaparicié tant de CK2a com de CK2[ i Flot-1
de les fraccions dels DRM i corroborava aixi que la unié de les dues subunitats de la

proteina quinasa a les membranes era dependent de colesterol.

Quan es van extremar les condicions de tractament fins a 50 mM d’'MCD, es va veure
com CK2 acabava desapareixent totalment també de les fraccions on ubicavem les
membranes solubles, on fins llavors s’havia mostrat intacte. Les proteines que es van
utilitzar de control per localitzar les diverses regions, Flotilina-1 i el Receptor de

Transferrina, es mantenien presents encara a les fraccions solubles.

L’estudi de l'activitat enzimatica de CK2 va acabar de confirmar el que els western
blots havien suggerit, ja que la disminucié de l'activitat a les fraccions del DRM en el
cas del tractament amb 35 mM MCD, i al llarg del gradient en el tractament de 50 mM,

era clara (Figura 18B).

7.1.2 La deplecié del colesterol provocava un desancoratge de CK2 de la

membrana

El colesterol, juntament amb els glicoesfingolipids, sdn els components més importants
dels lipid raft, i s’ha descrit que si selimina el primer de les membranes
citoplasmatiques amb MCD, aquestes regions es tornen sensibles a detergent. Per tal
de confirmar que la relacio CK2-DRM era depenent de colesterol, es van tractar les
membranes sinaptosomals amb una concentracioé creixent d’'MCD, 10, 35 i 50 mM,
durant 60 minuts a 37°C. A continuacio, les membranes eren precipitades per

centrifugacio obtenint un sobrenedant lliure de membranes.

Els tractaments amb concentracions creixents d’MCD provocaven un alliberament
progressiu de les proteines presents a la fracci6 membranosa arribant fins a un 30 %

(en concentraci6 de proteina total) en la condicié de 50 mM MCD (B).
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Figura 19 — La deplecié de colesterol provoca I'alliberaciéo de CK2 de la membrana. Diverses
aliquotes de les preparacions de membranes es van tractar amb concentracions creixents d’'MCD, 10 mM,
35 mM i 50 mM durant una hora a 37°C. Un cop tractades, les membranes es van precipitar per
ultracentrifugacié a 190.000 g durant 30 minuts. Els sobrenedants es van conservar i les membranes van
ser solubilitzades amb una tamp6 1 % Brij98 a 37°C durant 15 minuts. A) Evolucié de la concentracio de
proteina després del tractament. B) El grafic superior mostra I'activitat de CK2 en pmols de p incorporats
al péptid RADA (més detalls als materials i métodes) en les diferents mostres.

En avaluar l'activitat quinasa de CK2 a les mateixes mostres membranoses, es va
veure que el tractament amb la dextrina provocava una disminucié de I'activitat al
voltant del 80 % a la condici6 on la concentraci6 era més alta, i l'aparicié al

sobrenedant era practicament simétrica (A).

L’alliberament al medi, des de la fracci6 membranosa de CK2 en funcié de la
concentracio dMCD ens suggeria que la presencia de CK2 a les membranes era

depenent del colesterol present.

Per tal de mirar de corroborar la relacié de dependéncia de CK2 de la preséncia de
colesterol a la membrana es va voler posar en context la quinasa amb altres proteines

de membrana que tenen un comportament ja descrit.
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En aquest cas es van utilitzar diverses proteines, algunes d’elles integrals de
membrana com Flotilina-1 o dos membres del complex SNARE com sén Sintaxina-1 i

SNAP-25, la primera integral de membrana i la segona unida a través de palmitoilacio.

També s’han comparat amb Thy-1 com a proteina de la superficie cel-lular i amb
GAP43 unida a la cara interna de la membrana també per palmitolacié. | per acabar,
també s’han afegit a aquesta contextualitzacié dues proteines quinasa relacionades
amb la cascada de senyalitzacié de les MAPK quinases, com eren KSR1, que s’havia
descrit que s’ancorava a la membrana i servia d’'scaffold per altres proteines de la via, i

Raf-1, membre també de la mateixa via de senyalitzacié (Figura 20).
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Figura 20 — La deplecié de colesterol provoca I’alliberacié de la membrana de diverses proteines,
entre elles CK2. Les mateixes mostres que a la figura 19 es van analitzar mitjangant western blot contra
proteines marcadores de membrana (Flotillina-1, Sintaxina-1, SNAP-25, Thy-1 i GAP43) i contra proteines
objecte d’estudi (CK2alfa, CK2 beta, KSR1 i Raf-1).

El comportament de les dues subunitats de CK2 a la membrana en augmentar la
concentracio d'MCD era forga similar a proteines com Thy-1 i GAP43, descrites com
proteines perifériques i presents a lipid raft, aBrij-98ixi com KSR1 i Raf-1, que també

se’ls hi havia relacionat (Figura 20).
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La desaparicié de la membrana d’aquestes proteines comengava a ser molt marcada a
partir de la concentracid de 35 mM i era practicament total a partir dels 50 mM,
suggerint-nos de nou la relacié entre la preséncia de colesterol a les membranes i el
fet de trobar-hi CK2.

A l'any 2007, Ritt et al. van publicar un article [185] on proposaven que KSR1 (quinasa
supressora de Ras, en anglés) servia d’scaffold a CK2 i que contribuia a 'activacié de
Raf. En veure que tenien un comportament forca semblant en 'estudi de la deplecié
del colesterol, es va voler precisar si KSR1 es trobava certament a les fraccions de
DRM i com ja s’havia fet abans, se’'n va estudiar el seu comportament al llarg d’'un

gradient de flotacio.

Amb la condicié control, sense afegir MCD, érem capagos de localitzar KSR1 a la
fraccié 3 del gradient, que fins ara sempre s’havia assignat als DRM, juntament amb
Raf-1. El tractament amb 50 mM de MCD en va provocar la desaparicié total de KSR1

i una marcada disminucio de la preséncia de Raf-1 (Figura 21).
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Figura 21 — El comportament de KSR1 i el seu paper com a scaffold de CK2. Les mostres utilitzades
per aquest analisi per western blot provenen del tractament de la preparaci6 de membranes
sinaptosomals amb MCD 50 mM durant 60 minuts a 37°C, seguides de la posterior solubilitzaciéo amb 1 %
de Brij-98 i per acabar la centrifugacié en un gradient discontinu de sucrosa 5:35:45 %. Com en figures
anteriors es van estudiar les fraccions menys denses, de la 1-5, i les més denses 8-12. Les fraccions es
van analitzar amb dos anticossos, anti-KSR1 i anti-Raf-1.

Amb aquest resultat podiem concloure que KSR1 es trobava a la fraccié dels DRM i
que era sensible a la deplecio de colesterol. Un cop haviem vist que CK2 era present i
activa a la membrana i avaluat el seu comportament similar a altres proteines presents

a lipid raft, ens vam proposar trobar una funcio fisioldgica d’aquesta localitzacié.
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7.1.3 La inhibicié farmacologica de CK2 provocava un augment de

I’alliberament de glutamat

Per tal de descriure una de les possibles implicacions fisioldgiques de CK2 en les
membranes sinaptosomals, ens vam fixar amb Sintaxina-1 (Stx1), ja que n’és substrat i
estava descrit que es troba a la regié dels DRM [2 i 3]. Per estudiar l'estat de
fosforilacié de la Stx1, s'utilitza I'anticos per la forma fosforilada en la seva Ser', diana
de CK2.
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Figura 22 — La inhibicié de CK2 amb DMAT reduia la fosforilacié de Sintaxina-1. Per tal d’estudiar la
fosforilacio de la Ser' de Sintaxina-1, es van tractar les preparacions de membrana sinaptosomals amb
25 yM DMAT durant 30 minuts, seguit del protocol d’extraccié de DRM descrit en les figures anteriors. En
I'analisi per western blot es van utilitzar dos anticossos per Sintaxina-1, per la seva forma total i per la
forma fosforilada en la Ser™.

En els nostres estudis es va veure que la preséncia de Stx1 i de la seva forma
fosforilada era bastant semblant a la regié dels DRM, tornant a confirmar aixi que CK2
es trobava en la seva forma fisioldgicament activa en aquestes regions. Aixi mateix,

ens mostrava que la fosforilacié de Stx1 no afectava a la seva localitzacio als lipid raft.

Si repetiem el tractament d’inhibicié de CK2 a les membranes amb 25 yM DMAT, la
baixada de la fosforilaci6 de Stx1 era forga marcada a la regié de les DRM pero es
mantenia forga intacta a la part del gradient corresponent a les membranes solubles
(Figura 22).

Un cop es va veure que érem capacos d’inhibir I'activitat de CK2, i que aquesta afecta
a la fosforilacid de Sintaxina-1, ens calia veure si aquesta disminucié de la forma

fosforilada en Ser' tenia alguna derivada fisiologica.

Tal i com comentavem a la Figura 20, Sintaxina-1 forma part del complex SNARE [4],
essencial per a la secrecié de neurotransmissors, i se’'n va estudiar I'efecte de la
inhibicié de la fosforilacié per CK2 amb DMAT.
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Per fer-ho es va fer un seguiment de I'evolucié de la fluorescéncia derivada de la
secrecié del glutamat, en poder-ne seguir el NADPH a 340 nm, un dels seus productes

de la reaccié amb la glutamat deshidrogenasa.
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Figura 23 — La inhibicio de CK2 amb DMAT augmenta la secrecié de glutamat. Les preparacions de
membranes sinaptosomals es van tractar amb 25 mM DMAT durant 30 minuts, just abans de provocar
I'alliberament de glutamat amb 50 mM KCI i seguir-lo al llarg de 4 minuts per fluorescéncia a 340 nm. La
dependéncia del calci del procés es va demostrar en la condicié “inespecific’ on es va provocar la
secrecio sense calci al medi.

La Figura 23 ens mostra I'efecte que tenia el tractament amb 25 yM DMAT sobre la
preparacido de membranes sinaptosomals. Després de provocar la despolaritzacié de la
membrana amb una dosi de 50 mM de KCI, podiem seguir la secrecio del glutamat de
manera indirecta seguint la reduccid6 del NAD(P)" a través de la glutamat
deshidrogenasa. La inhibicié de CK2 practicament duplicava la secrecio del glutamat i
proposava aixi una regulacié negativa de la fosforilacié de la Ser' de Sintaxina-1 per
CK2.

Amb aquest resultat es va poder atribuir una funcio fisiologica clara a la preséncia de
la proteina quinasa CK2 als lipid raft dels sinaptosomes de rata, com era la regulacio

negativa de I'alliberament del glutamat per la seva fosforilacié a la Ser' de Sintaxina-1.
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7.2 Caracteritzacié inicial de la preséncia i funcié fisiologica de
CK2 en membranes riques en lipid raft en cél-lules renals

humanes

Un cop vam ser capacos d’ubicar CK2 en lipid raft de membranes sinaptosomals de
rata i descriure’n una possible funcié fisioldgica, ens vam proposar fer-ho també en

cultius cel-lulars, el nostre model més habitual de treball.

Aprofitant I'experiéncia que haviem obtingut amb les técniques de purificacié de
membranes, vam comengar a treballar amb les dues linies cel-lulars habituals en
aquells moments en el nostre grup com eren HEK293T, protagonistes del primer
capitol d’aquest treball i HK-2, una linia immortalitzada que correspon a l'epiteli del
tubul proximal de ronyé huma i que en altres estudis del grup ja s’havia utilitzat per

investigar-ne la resposta davant de diversos compostos.

Tot i que per mantenir el fil argumental d’aquesta tesi hauria estat ideal poder treballar
amb HEK293T, després de diversos intents de purificar les membranes resistents a
detergent, el procés es va mostrar més eficient per HK-2 i es va decidir tirar endavant
amb aquesta linia cel-lular. Al mateix temps, i tal com veurem a la discussio, altres

autors ja havien comencat a treballar amb els lipid raft d’aquesta lina.

7.2.1 Condicions de creixement i purificacio dels lipid raft en HK-2

En tractar-se de cultius cel-lulars, calia establir correctament les condicions de
creixement de la linia d’estudi, ja que en alguns articles han proposat que el grau de
confluéncia del cultiu té influéncia en la resposta relacionada amb els lipid raft i en la

seva abundancia, en tractar-se de microdominis de la membrana [181 i 182].

Tal i com s’ha fet fins ara, per seguir la preséncia dels lipid raft a les diverses fraccions
dels gradients s’ha utilitzat Flotilina-1 (Flot-1) com a proteina marcadora, i amb el

Receptor de Transferrina (TfR) hem seguit el que atribuim a les membranes solubles.

En lisar les cél-lules a confluéncies creixents des del 50 % fins al 90 % es va observar
que la preséncia de Flotilina-1 mantenia una estreta relacio amb el grau de confluéncia
del cultiu. El nou model requeria més quantitat de cél-lules per poder resoldre bé els

experiments.
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A I'nora de fixar les condicions de lisi es va tenir en compte tant la preséncia de
Flotilina-1 com la del rendiment del cultiu cel-lular, optant aixi per treballar a partir
d’aquell moment amb uns cultius entre el 60 i el 70 % de confluéncia a I’hora de fer els

tractaments (Figura 24).
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Figura 24 — Les condicions del cultiu afecten a la preséncia de marcadors de lipid raft. A) Analisi
immunologica per western blot d’extractes de cultius cel-lulars de la linia HK-2 creixent de manera
asincronica en un medi ric. Els lisats es van obtenir pel procés habitual (descrit en I'apartat de materials i
métodes), a diversos temps de creixement en funcio del seu grau de confluéncia. Es va analitzar pel
Receptor de Transferrina (TfR) com a marcador habitual de les membranes solubles i Flotilina-1 (Flot-1)
com a proteina de referéncia a I'hora d’indicar la preséncia de vesicules lipidiques. B) Densitometria de la
figura A) normalitzada amb la condicioé de 40 % de confluéncia de cada série.

Aplicant un protocol semblant al que s’ha utilitzat amb les membranes sinaptosomals,
es van fixar les condicions per ala purificacié de les membranes resistents a detergent.
Finalment van quedar fixades en una lisiamb 0,5 % Triton X-100, una centrifugacio per
enriquir la fracci6 membranosa a 100.000 g durant 15 minuts i un gradient de flotacio
5:35:45 % sucrosa i una ultracentrifugacié de 4 hores a 200.000 g (Detalls del protocol
a I'apartat de materials i métodes). En aquest cas, enlloc de treballar amb el volum
habitual en el primer apartat s’ha reduit gairebé a la meitat per poder tenir les mostres

més concentrades.
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Un cop fraccionat el gradient es va poder seguir per western blot la distribucié de les
proteines marcadores al llarg del gradient (Figura 25A) i es va poder comprovar que

les condicions de lisi establertes ens separaven clarament les dues fraccions

membranoses.
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Figura 25 — Caracteritzacié de les DRM en cél-lules HK-2. A) Analisi per western-blot de les fraccions
del gradient de flotacioé obtingut després de fer una purificaci6 de membranes totals de cél-lules HK-2 a
100.000 g, tractar-les amb 0,5 % Tritén X-100 i fer-ne un gradient de flotacié 5:35:45 % de sucrosa,
centrifugats durant 4 hores a 200.000 g i 4°C. El western blot es va revelar amb els anticossos pel
Receptor de Transferrina (TfR) i per Flotilina-1 (Flot-1). B) Estudi de la mortalitat cel-lular amb tractaments
creixent d'MCD (indicades a la figura) durant 1 hora a 37°C, avaluant la preséncia de I'enzim LDH al
sobrenedant de les cél-lules tractades. El protocol de mesura d’LDH esta descrit en I'apartat de materials i
métodes. C) Grafic de Concentracié de proteina al llarg del gradient de flotacié discontinu de sucrosa. Els
extractes dipositats al fons del gradient corresponen al tractament amb MCD 10 mM durant 35 minuts a
37°C sobre la preparacioé de les membranes extretes amb 0,5 % Triton X-100 i al seu control en abséncia
de la dextrina. IC: ns p>0,05, 95 % p<0,05 (*), 99 % p<0,01 (**) i 99,9 % p<0,001 (***) calculats respecte
la condicio sense tractament amb MCD. Canviar fraccions
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A les fraccions més denses del gradient, la 8, 9 i 10, es va localitzar TfR tal i com
esperavem, i a la interfase entre les densitats de 5 % i 35 % s’hi va ubicar la Flot-1,
sense detectar-hi traces de TfR. Aix0 demostra la correcta extraccié de DRM a partir
de cél-lules HK-2.

Un cop analitzada la concentracié de proteina al llarg del gradient es va obtenir un
perfil on destaquen dos pics molt definits (Figura 25C en color blanc). En tractar-se
d’'un gradient de flotacio, la zona més densa del gradient s’hi van trobar les proteines
presents a les membranes solubles i corresponia al pic més important del gradient,
perod just a la interfase dels coixins de sucrosa del 5 % i el 35 %, a les fraccions 2i 3,

se n’hi observava una altra, que corresponia a les membranes resistents al detergent.

Per tal de confirmar que aquest pic de la fracci® menys densa es tractava de
membranes resistents a detergent, es va decidir tractar les cél-lules amb metil-3-

ciclodextrina i se n’havien de fixar les condicions per la toxicitat del mateix compost.

La Figura 25B mostra l'activitat LDH del sobrenedant del cultiu cel-lular que es va
obtenir després de tractar les cél-lules HK-2 amb les concentracions creixents que
mostra la mateixa figura. Analitzant les dades obtingudes es va decidir treballar amb

una concentracié de 10 mM de MCD, descartant la de 30 mM per la seva mortalitat.

Després de tractar les membranes amb 10 mM de metil-B-ciclodextrina al llarg d’'una
hora a 37°C amb agitacié suau, el perfil que es va obtenir després de carregar-ho al

gradient de flotacié es mostra en negre a la Figura 25C.

La comparacié dels dos perfils de proteina que es van obtenir mostren una clara
disminucio de les fraccions 2 i 3, que corresponien també a la interfase del coixi de
sucrosa de 5 % i el 35 % i que en I'apartat A) de la mateixa figura on hi haviem ubicat
la regi6é del DRM.

Aixo s’explicava per la disgregacié de les membranes riques en colesterol per efecte
d’'MCD, i la desaparicié de les proteines associades, corroborant que les fraccions 2 i 3

contenen els microdominis dependents de colesterol.
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7.2.2 Presencia de CK2 en DRM de cél-lules HK-2

Un cop posat a punt el protocol per tal de purificar DRM en HK-2 ens vam proposar

identificar la preséncia o no de CK2 en aquestes membranes.

Es va analitzar l'activitat de CK2 a les fraccions dels gradients obtinguts en dues
condicions diferents. En blanc a la Figura 26A, la condicié control on es van tractar les
membranes amb 0,1 % Triton, i on les estructures membranoses no es trenquen i per
tant no es permet la flotacié de les zones residents al detergent, i en la condicié DRM
on les varem tractar amb 0,5 % Triton, i que es correspon amb les condicions descrites
com a optimes per obtenir una bona separacié de membranes resistents al detergent,

que es mostra en negre a la figura.

>
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Figura 26 — La proteina quinasa CK2 és present als lipid raft d’HK-2. A) Estudi d'activitat de CK2 amb
peptid RADA de les fraccions del gradient de flotacio de 5:35:45 % de sucrosa, on s’hi havia carregat dues
fraccions membranoses diferents obtingudes després de lisar amb 0,1 % Triton X-100 (Control) i 0,5 %
Tritén X-100 (DRM) i centrifugar-les durant 15 minuts a 100.000 g i 4°C. B) Analisi per western blot de les
tres primeres fraccions del gradient de flotacié 5:35:45 % sucrosa, mostrades en A) que s’atribuien a la
regio de flotacid dels lipid raft, on s’hi va carregat el mateix volum pellet resuspes i el sobrenedant
obtinguts després de fer una extraccié amb 0,5 % Triton X-100 i centrifugar-ho a 100.000 g. Les mostres
es van analitzar amb I'anticossos per CK2, en les seves subunitats CK2a i CK2B. El carril representat amb
“C” correspon a la fracci6 citosolica obtinguda en la lisi de les mateixes mostres.

El perfil que es va obtenir ens mostrava per la condici6 DRM un pic marcat d’activitat
de CK2 en la interfase entre 5 % i 35 % de sucrosa, que no apareixia en la condicié de
control on l'activitat era practicament basal, i només mostrava un augment a les

fraccions més denses del gradient (Figura 26A).

146



Resultats — Capitol Il

Després de detectar 'activitat de CK2 a les fraccions DRM, vam voler demostrar per

western blot la preséncia de la quinasa.

A diferéncia dels experiments de la primera part d’aquest capitol on es va partir de
preparacions de membranes sinaptosomals de rata, amb el que aixd suposa de
quantitat de proteina, en aquest cas per poder purificar una quantitat significativa de
membranes, calia partir dun nombre elevat de plaques de cultiu, que un cop les
mostres es processaven en el gradient de flotacid, en dificultaven la seva deteccid per

western blot.

Per tal de millorar la sensibilitat, es van analitzar les tres primeres fraccions de cada
gradient, tornant-les a centrifugar a 100.000 g per concentrar qualsevol estructura
membranosa. Els dos gradients van ser resuspesos fins a un volum final de 75 pL i per
western blot podem observar la clara preséncia de CK2 en la fraccié 2 del gradient de

la fraccid membranosa (Figura 26B).

La correspondéncia del resultat per immunodeteccié amb la deteccié per activitat de
CK2, en la fracci6 definida anteriorment com a la corresponent a les membranes DRM,
ens suggeria d'una manera clara la preséncia de la quinasa en aquestes estructures

membranoses.

7.2.3 La deplecio de colesterol provoca que CK2 es desancori

A continuacio, i seguint el model també del primer apartat d’aquest capitol, es va voler
comprovar el comportament de CK2 en fer un tractament per dosi-resposta amb MCD

de la fracci6 de membranes totals.

Com comentavem anteriorment, perod, el fet de treballar amb cultiu cel-lular provoca
que tinguem una mostra de partida menys abundant, i després de diverses
aproximacions es va optar per no augmentar el nombre de plaques de cultiu inicials,
reduint aixi la variabilitat entre els experiments, i acabar els experiments precipitant les
mostres amb acid tricloroacétic (TCA), que a part de concentrar les mostra, elimina

possibles interferents en la deteccié per western blot (Figura 27).
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Figura 27 — Precipitacié amb TCA de les fraccions membranoses. Gels de poliacrilamida tenyits amb
blau de comassie on s’hi va carregar la fraccié citosolica (Cit) com a control de la precipitacié amb TCA de
les fraccions membranoses obtingudes en lisar les cél-lules HK-2 amb un tampé 0,5 % Triton i centrifugar-
les durant 1 hora a 100.000 g i 4°C, i conservar-ne el pellet, que un cop resuspés es van tractar amb
concentracions creixents d’'MCD, tal i com indica el grafic, durant 1 hora a 37°C amb agitacié. A) En
aquest gel s’hi van carregar volums equivalents de les fraccions “membrana” i “sobrenedant” de les
mostres sense precipitar. B) Imatge obtinguda després de precipitar les mostres amb acid tricloroacetic.
Les mostres van ser resuspeses amb un volum equivalent de TMR 1x pH 8,5.

Es va prendre com a referéncia la proteina de membrana Raf-1, ja que s’havia descrit
la seva desaparicié de la fraccid6 de membranosa i el seu alliberament al sobrenedant,
a mesura que s’augmenta la concentracié de MCD, i, per tantm la deplecié de

colesterol dels lipid raft.

Per fer-ho, partim d'una preparacié6 de membranes totals, que tractem amb MCD a
concentracions creixents. Un cop tractades, les membranes es tornen a centrifugar a
190.000 g durant 45 minuts per separar-ne les dues fraccions. El sobrenedant obtingut

es conserva, i les membranes es solubilitzen en 0,5 % Tritén X-100.

L’analisi per western blot (Figura 28) ens mostrava un comportament analeg entre Raf-
1 i les dues subunitats de CK2, CK2a i CK2[3, que desapareixien de les fraccions de
les membranes a mesura que s’augmentava la concentraci6 d’'MCD i apareixien

solubilitzades al sobrenedant.

148



Resultats — Capitol Il

A
Membrana Sobrenedant
0 5 10 20 0 5 10 20 mM MDC
- - . e Raf-1
- 4
e [ - CK20
- - CK2B
B
160
O Raf-1 B CK2a CK2pB
140 -
[a)
Q 120 -
o
c = 1L
E £ 100 %
5 | F n
= C | % % é
28 o0 | |R B R
S £ 'R R R N
= Al B B R
S 4K R E B n o
£ 7 7 % % % 7 .
7 % 7 7 7 % %
X 7 7 7 % 7 7 7
S 20 7 2 7 7 7 . .
~ B E B R K R
7 7 7 7 7 7 7

0 5 10 2 0 5 10 20 mM MCD
Membrana Sobrenedant

o

Figura 28 — CK2 s’allibera de la cél-lula en eliminar el colesterol. A) Analisi per western blot i
densitometria de les bandes obtingudes després de tractar les cél-lules HK-2 amb concentracions
creixents d’'MCD. La preparacio es va fer centrifugant els extractes obtinguts després de lisar les cél-lules
HK-2 amb un tampé 0,5 % Tritdn i centrifugar-les durant 1 hora a 100.000 g i 4°C. Els tractaments amb
MCD es van dur a terme durant 1 hora a 37°C amb agitacid i a continuacio es van centrifugar a 190.000 g
durant 45 minuts. Les mostres es precipiten amb TCA 12,5 %, amb el posterior rentat amb acetona glaciar
i la ressuspensié en volums equivalents amb TMR pH 8,5. Les mostres resuspeses es van analitzar amb
I'anticds contra la subunitat CK2a de CK2 i contra Raf-1. B) Densitometria de les bandes obtingudes on
s’observa la desaparicio i I'aparicié de cada una de les proteines representades.

7.2.4 Resposta cel-lular al tractament amb MCD

Un cop es va veure l'efecte dMCD en membranes purificades, i comprovada la
preséncia de CK2 en membranes resistents a detergent, el seglient pas que ens
varem marcar va ser saber com responien les cél-lules HK-2 al tractament a la metil-§3-

ciclodextrina, i 'afectacié d’aquesta en la resposta a estimuls externs.
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La literatura ha descrit una estreta relacié entre els lipid raft i la familia de receptors
d’EGF, on a través d’ells, la via de les MAPK ens porta fins a ERK, la proteina amb la
qual entrarem en I'estudi de la translacié intracel-lular de les afectacions produides als
lipid raft [188], i fins hi tot es va descriure que una desestructuracié important dels lipid
raft pot portar a l'activacié de la via [189]. La via de les MAPK, a més a més, ens oferia

diversos substrats de CK2, per tant semblava una bona via per comencar.
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Figura 29 — Tractament d’MCD a les cél-lules HK-2. A) Tractament de dosi-resposta d’'MCD en les
concentracions indicades a la figura, amb incubacio durant 1 hora a 372 amb agitacié. Les mostres van ser
analitzades per western blot contra ERK tant en la seva forma total com la fosforilada B) Densitometria de
I'apartat A) normalitzada pel % maxim de cada série (n=3).

Per tant, el primer que calia veure era com es comportaven ERK i la seva forma
fosforilada, al tractament d’MCD per definir-ne els nivells basals de fosforilacié produits

pel mateix tractament (Figura 29B).

En aquest cas, la dosi de 20 mM ens va mostrar una forta pujada de la fosforilacié
d’ERK, per tant es va decidir descartar aquesta condicié tant per I'elevat soroll de fons

qgue ens podia produir com per I'activacié descontrolada de la via.

Un cop varem veure la mortalitat i la fosforilaci6 d’ERK obtinguda amb el tractament
d’MCD es van fixar les condicions de treball amb la dextrina a 1 hora de tractament i

15 mM de concentracio.
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Un cop establert que CK2 era present i activa en els lipid raft, conegudes les dosis
toxiques que alteren aquestes vesicules lipidiques i establert també el grau de
fosforilacié basal del tractament, ens vam proposar comencar a posar les bases per
estudiar la interrelacié entre els lipid raft, el receptor ’EGF juntament amb la via de les
MAPK, com una de les vies cel-lulars que puguin justificar la preséncia de CK2 als lipid
raft, ja que la bibliografia ha mostrat exemples de la interrelacié entre les dues vies
[190].

El primer que es va fer va ser estudiar com responen les cél-lules HK-2 si
s’estimulaven els receptors d’EGF, si al mateix temps alteravem I'estabilitat dels lipid

raft extraient-ne part del colesterol amb MCD.

7.2.5 L’efecte dels factors de creixement

El tractament de la linia cel-lular HK-2 amb dues dosis del factor de creixement EGF,
mostrava I'efecte habitual sobre I'activacié de la via de les MAPK, que en aquest cas
seguim via la fosforilaciéo d’ERK si no s’hi aplica el tractament amb MCD i la fosforilacié
d’ERK augmentava de manera marcada (Figura 30 esquerra). Per contra, si es
tractaven les célslules amb MCD, en abséncia d’EGF es va veure l'increment en la
fosforilacid, descrita en I'apartat anterior, que queda a mig cami de la condicié basal i
la condicié de tractament amb 50 mM d’EGF durant 5 minuts. Quan el tractament amb
EGF es va fer sobre cél-lules préviament tractades amb MCD per tal de desestructurar
els lipid raft, es va veure que la resposta al factor de creixement disminuia

sensiblement.

Aquest resultat ens porta a pensar que el receptor d’EGF, HER1(ErbB1) en la linia
cel-lular HK-2 esta estretament relacionat amb la regié dels lipid raft, com ja s’havia

descrit en altres linies [191].

Aquest resultat contrasta amb el que s’obté si en lloc d’estimular les cél-lules amb el
factor de creixement EGF, ho fem amb HB-EGF. El Heparin-binding EGF-like growth
factor, es va descriure que interactua amb dos membres de la familia dels receptors
HER, HER1 i HER4. L’estimulacié de les cél-lules HK-2 amb 10 ng/mL d’'HB-EGF
durant 5 minuts, va mostrar un augment en la fosforilaci6 ERK com ja era d’esperar en

tornar-se a activar la via de les MAPK (Figura 30 centre).

Perd si la mateixa linia cel-lular es sotmetia a un tractament previ amb MCD, es va
veure que la linia cel-lular no alterava la seva resposta i el grau de fosforilacid6 d’ERK

observat era molt similar a I'obtingut sense el tractament amb la ciclodextrina.
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Per tant, es va intuir que I'afectacié sobre els receptors d’EGF d’'MCD no era la
mateixa per tots, i la senyalitzacié per HER4, selectiu per HB-EGF, no es va veure tan

afectada.

Com a ultim experiment d’aquesta caracteritzacio inicial del comportament de CK2 a la
regio dels lipid raft en cél-lules, es va estudiar la resposta del receptor d’EGF després
de la inhibici6 de l'activitat de la quinasa. En les dues condicions es va veure que
I'efecte sobre la fosforilacié de la inhibicié de proteina quinasa CK2 amb TBB era prou

clar (Figura 30 dreta).
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Figura 30 — Resposta cel-lular al tractament amb MCD. A) Analisi per western blot dels extractes
cel-lulars obtinguts després de la lisi de les cél-lules HK-2 tractades segons indica la figura. Les
condicions de tractament van ser de 5 minuts pels tractament d’'EGF a les concentracions indicades i
d’'HB-EGF a 10 ng/mL. Les condicions de tractament amb l'inhibidor de CK2, TBB, van ser de 25 yM i 3
hores. El tractament amb MCD es va fer a 15 mM durant 1 hora a 37°C. Es van utilitzar anticossos contra
ERK, en la seva forma fosforilada i la seva forma total. B) Ratio entre les densitometries de les formes
fosforilades i total d’ERK representades en funcio de la ratio maxima. IC: ns p>0,05, 95 % p<0,05 (*), 99
% p<0,01 (**) calculats per cada condicié de manera independent (n=4).

On era més rellevant aquest efecte era amb l'estimulacié per EGF, on l'efecte de
l'inhibidor provocava una baixada de la ratio de fosforilacié del 40 %, lleugerament
superior a la baixada que s’obtenia a la via del receptor de la Insulina, que era del
23%.

Per questions de temps, aquests estudis no es van poder seguir endavant, i tot i ser
uns estudis preliminars, posen la base per si es volgués reprendre I'estudi de la funcio

de la proteina CK2 ubicada als lipid raft.
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A partir d’aqui, estudis més centrats en la senyalitzacié en fraccions membranoses
més purificades, o la combinacié de la metil-B-ciclodextrina amb els inhibidors de CK2
podrien ser maneres per continuar aquesta linia, perd aixd ja s6n experiments que

potser apareixeran en altres tesis doctorals o en articles cientifics.
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Conclusions Capitol Il

1.

L’extraccid amb detergent de les membranes sinaptosomals de rata ens mostra
dos pools de CK2, en la regié de les membranes solubles i també en les
membranes resistents a detergent.

La proteina quinasa ubicada a la regié de les membranes resistents a detergent és
activa i sensible a la inhibicié per DMAT.

La unié de CK2 a la regi6 de les membranes resistents a detergent depén de
preséncia de colesterol.

El comportament homoleg proteina KSR1-1 la postula com a una de les proteines
d’ancoratge de CK2 a la membrana.

Sintaxina-1, proteina substrat de CK2 present al lipid raft, disminueix la seva
fosforilacio al tractar les membranes amb DMAT, inhibidor de CK2

Al formar part del complex SNARE, el canvi en I'estat de fosforilacié de Sintaxina-1
provocat per la inhibici6 de CK2 resulta amb un augment de la secrecié de
glutamat.

La preséncia dels marcadors de lipid raft en la linia cél-lula renal HK-2 és funcié de
la confluéncia del cultiu

L’extraccié6 amb 0,5 % Triton X-100 permet separar la regido de les membranes
resistents a detergent.

La proteina quinasa CK2 detectada a la regié de les membranes resistents a

detergent d’HK-2 és activa.

10. La deplecié del colesterol desancora CK2 de les membranes de les cél-lules HK-2.
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Conclusions

8.1 Conclusions Generals

8.1.1 Capitol |

La fosforilacid de la Ser® d’elF2B s’ha revelat com a clau per I'estabilitat dels
complexos de preiniciacio de la sintesi proteica en cél-lules HEK293T

La inhibicié farmacologica de CK2 i el seu silenciament génic altera els patrons de
sedimentacid de les subunitats d’elF2 i elF3, provocant aixi la desestabilitzacio
dels complexos de preiniciacié.

La formaci6 del ribosoma actiu és veu alterada al modificar 'activitat de la proteina
quinasa CK2, reduint el metabolisme a nivell basal en el cas de la inhibicié

farmacologica.

8.1.2 Capitol Il

La proteina quinasa CK2 és present i activa en els lipid raft de les membranes
sinaptosomals de rata i en les de cél-lules renals humanes HK-2.

La preséncia de la quinasa en aquestes regions depén de la disponibilitat de
colesterol.

En membranes sinaptosomals de rata, 'abséncia de fosforilacié de la Sintaxina-1
en el complex SNARE per la proteina quinasa CK2 desregula la secrecié de

glutamat.
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Discussio

9.1 Discussi6 general

Per tal de comencgar aquest apartat, m’agradaria introduir primer algunes dades que
poden ajudar a donar una perspectiva de la investigacié que hem dut a terme aquests
anys a tots aquells que tinguin aquest document a les mans i no siguin cientifics o

propers al nostre camp.

Quan s’introdueix “CK2 or Casein 1600
- " e | ——ck2
Kinase II” al buscador cientific per 1400 oF3
1200 | -
excel-léncia, que és Pubmed, ens @ Lipid Raft
& 1000
retorna fins a dia davui 56 & 800 -
kel
publicacions 'any 2016 que parlen § 600 -
de la quinasa al seu titol. Si agafem 400 -
200 |
de referéncia els ultims 10 anys, 0
. . . O O N v 0 - F N~ 0 0O G N W
passen a ser 732 publicacions, i 5582232328228 ¢55
- - - - — - — - O N N N N«
1.686 en el total dels anys indexats. Anys

s« - : ll-lustracié 31 — Evolucié de publicacions al llarg dels
? ?
Aixo és molt? Es poc? Si fem la anys. Dades extretes del buscador PubMed limitant la
comparativa amb la recerca recerca al fet que CK2, elF3 o Lipid raft apareguessin als
titols de les publicacions.

d’“Alzheimer”, 10.584 referéncies, i

745.576 amb “cancer”, sembla que les publicacions de CK2 sén poques. En canvi, si
analitzem la diversitat de processos en qué CK2 esta implicada, agafant com a
referéncia els 10 ultims articles publicats, hi trobem implicacié en cancer [187, 188,
189 i 190], malalties autoimmunes [196], i isquémies [192 i 193], entre d’altres, i fins i
tot se la proposa com a un bon target per a malalties hematoldgiques [199], a banda
de la seva implicacidé en processos més bioquimics, com la regulacié de la reparacié

del DNA [200], o fisioldgics, com la polaritzacié de les neurones [201].

Els altres dos grans conceptes d’aquesta tesi sén els factors d’inici de la traducci6 de
proteines, o elFs, i els lipid raft. Pel que fa als elFs, i tal i com comentavem a la
introduccio, el fet que tingui tantes subunitats fa que el seu nimero de publicacions
sigui forca més elevat, 696 en el que portem de 2016, més de 7.100 els ultims 10 anys

i superior a les 12.200 indexades en total.

L’'ultim dels noms claus que volem comparar és el concepte lipid raft, que ens ha
mostrat uns resultats de 44 publicacions els ultims mesos, 480 els ultims 10 anys i
supera els 670 des de l'inici. Si ens mirem, pero, la ll-lustracié 31, veiem que la seva
aparicié és molt més tardana que els altres dos termes comparats. Feta aquesta

introduccio, cal posar en perspectiva les conclusions obtingudes en aquesta tesi.
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9.2 Discussio del capitol 1: Paper de la proteina quinasa CK2 en
lassemblatge de complexos d’iniciacié de la traduccié en
célelules HEK293T

L’acoblament dels components del Multifactor Complex, elF1, elF2, elF3 i elF5, s’ha
descrit com a clau a I'hora d’'iniciar la sintesi proteica [70]. Inicialment, aquests estudis
s’havien fet en llevats [102] i

més recentment s’han fet bones Llevat Huma
aproximacions en el cas huma

[203]. / 4

Aquests estudis han mostrat que -
la interaccié que s’assumia clau
per a la formacio del complex en

llevats, entre elF3 i elF5, en el

ll-lustracié 32 — Interaccions entre els factors d’iniciacié de
la traduccié en llevats i humans. Figura adaptada de I'article
la interaccié clau és la que The human transiation initiation multi-factor complex promotes

methionyl-tRNAi binding to the 40S ribosomal subunit [202] on
representen elF2 i elF3 [13 i 14] s’han estudiat les interaccions entre els diferents factors en

llevat i en huma. Les linies blaves discontinues representen les
[204]. interaccions febles, les blaves gruixudes les més fortes, i les
vermelles les que s’han descrit com a claus per I'estabilitat del
complex.

cas del humans s’ha descrit que

Aquest darrer punt ens ha portat

a voler estudiar aquesta

interaccio, sobretot després de saber que la subunitat elF2f3 d’elF2 interaccionava amb
CK2 i més endavant definir-se com a substrat de la proteina quinasa in vitro, tal i com
va demostrar el nostre grup en col-laboracié amb el grup del Dr. Pinna de la universitat
de Padua [15i 16].

En aquesta tesi, s’ha vist que la inhibicié farmacoldgica de CK2 amb TBB provoca una
baixada de la fosforilacio in vivo de la subunitat elF2f3 en la seva Ser?, a I'extrem N-
terminal (Figura 4) i, per tant, hem pogut corroborar que elF2f3 també és substrat de

CK2 in vivo.

Tal i com s’ha comentat a la introduccid, una de les caracteristiques principals de la
subunitat elF2B és la seva capacitat d’interactuar amb altres proteines, encarregant-se
de la majoria de contactes del complex elF2 [100]. En particular, 'extrem N-terminal
s’ha descrit com a responsable dels contactes amb elF5 i com a estabilitzador de tot el

Multifactor Complex.
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De fet, per conéixer la implicacié d’aquesta serina en l'estabilitat del complex, s’ha
pogut veure que la sobreexpressido del mutant de fosforilacié elF23-S2A alterava el
patro de sedimentacié dels elements del Multifactor Complex (Figura 3). El mutant
provoca un desplagament cap a fraccions menys denses de les subunitats elF3b i

elF3c, suggerint una desestabilitzacié del complex.

Tal i com també s’ha esmentat a la introduccid, elF3 també és substrat de la proteina
quinasa CK2 en diverses de les seves subunitats, elF3c [206] i elF3] [86], havent-se

descrit també la seva associacié amb elF2 [78].

Els resultats obtinguts en el nostre estudi mostren que la inhibicié de CK2 amb TBB o
regulaci6 a la baixa amb siRNA anti-CK2a o anti-CK2B alteren el procés

d’assemblatge adequat dels complexos d'iniciacio de la traduccid.

Aquest procés I'hem pogut seguir a través de dos resultats. El primer d’ells és el
seguiment dels perfils d’absorbancia a 254 nm, maxim d’absorbancia de I'RNA
ribosomal, quan s’estudien els gradients de sucrosa. D’aquests estudis n’han derivat

diverses conclusions.
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disminucié significativa del pic de 80S (a) 80S Wild-type
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sedimentacié d’elF3 i elF2 que tendeixen a bottom top

superposar en una regid6 del gradient
desproveit de subunitats ribosomals (Figura (b) Bos AR

6). 80S

L’estudi de la formacié dels complexos de

preiniciacid de la sintesi proteica o PICS

utilitzant els patrons de sedimentacié I'ha 2

utilitzat el grup del Dr. Hinnebusch des de fa | stracié 33 — Perfils d’absorcid a 254 nm

4 ; del mutant per RPS6A. Figura adaptada de
mes de de 15 anys [208] | a nosaltres ens I'article de Pachler [207] on el perfil b) mostra

ha servit per treure algunes conclusions 'efecte de delecionar la proteina ribosomal
RPS6A en llevats, que és estructural de la

més. subunitat 40S.

Tant el silenciament transitori de CK2 utilitzant siRNA de CK2a i CK2( (Figura 12) com
'us de linies estables amb el shRNA CK2B (Figura 13) ens han mostrat informacio

interessant quan s’han estudiat els perfils de sedimentacio.
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Sens dubte, el canvi més important del perfil és la marcada reduccié del pic
corresponent al 80S, que és molt més important que en el cas de TBB. Tot i aixo,
també destaca la pujada que s’observa en els pics de 60S, que possiblement
representen I'acumulacié dels que no poden evolucionar cap al ribosoma complet. De
fet, a la bibliografia hi ha alguns exemples on directament s’afecta la formacié o
I'estabilitat de la subunitat 40S com en el cas de la ll-lustracié 33, on s’ha delecionat la
proteina ribosomal RPS6A i es produeix un efecte semblant al que s’observa en els

nostres resultats [207].

El que si que és un tret caracteristic en les tres condicions que alteren CK2 d’aquesta
tesi, inhibicié farmacologica, silenciament transitori i silenciament estable, és que la
zona polisomal pateix una baixada important insinuant una disminucié global de la
formacio de ribosomes actius en alterar I'activitat de CK2. Aquest fenomen també s’ha
descrit a la bibliografia en casos de mutants d’elF2B3 i elF3 en llevats, on la baixada de
la zona polisomal és important [209]. Tot i que en el nostre model d’estudi, per
questions técniques, la zona polisomal no queda tan ben definida com a [larticle,

acumulem prou dades com per poder establir un criteri per afirmar-ho.

Tal i com hem comentat anteriorment, el desplagament dels diversos factors d’iniciacié
en funcioé del tractament que apliquem a la nostra linia cel-lular ens pot mostrar el grau

d’alteracié que pateix 'TMFC a I'hora de formar-se.

Els panells d'imatges d’estudis per western blot de les diverses subunitats sén molt
habituals en aquest camp i s’utilitzen per poder comparar els diversos comportaments.
En un estudi recent publicat per Borgo et al. [86] sota el titol “Protein kinase CK2
potentiates translation efficiency by phosphorylating elF3j at Ser127” treballen en un
camp forca paral-lel al nostre, on veuen el paper important de la fosforilacié d’elF3j per
CK2 a l'hora d’alterar la traduccié proteica. Tant en el seu cas com en el nostre, el
patré de distribucié d’elF3 es veu alterat, produint-se també un desplagament cap a

fraccions del gradient menys denses en tractar les cél-lules amb un inhibidor de CK2.

Si analitzem amb més detall I'estat de fosforilacié d’elF2[3 en la seva Ser?, tal i com era
d’esperar, pateix un decreixement en els tractaments aplicats al llarg de la tesi. Val a
dir que la baixada de fosforilacid en elF23 més gran s’observa quan avaluem els

extractes de les linies silenciades de manera estable.

Aquest resultat respon a I'esforg per trobar I'equilibri entre la concentracié de I'inhibidor
o dels vectors de silenciament sense afectar en escreix la viabilitat cel-lular. En aquest
sentit, i com ja s’ha comentat al capitol de resultats, la linia transfectada estable amb el
shRNA de CK2a no era viable.
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Analitzant els panells de western blots  L’evolucié dels inhibidors de CK2 ha estat
molt dinamica al llarg dels anys. Els
experiments d’aquesta tesi, es van dur a
canvis mes destacats és en el cas de terme en la seva gran majoria entre l'any
la inhibicié per TBB, on elF2@ pateixun 2008 I el 2071. En aquell moment, elzs

_ _ inhibidors de CK2 més dutilitzats eren TBB,
efecte contrari a elF3, que tenia  itzat en el capitol 1, i DMAT, utilitzat en el
tendéncia a sortir cap a regions menys capitol 2. De llavors encéa s’han sintetitzat
diversos inhibidors de la quinasa, en gran part
sota el paraigiies del grup del Dr. Pinna a la
cap linterior del gradient (Figura  Universitat de Padua. EI TBBz o el TBCA,
entre d’altres van donar pas al CX-4549 que
va ser utilitzat per Borgo et al. en el seu article
aquesta regio es troba hipofosforilat en  [86] o el CX-5011 utilitzat per Salizzato en
[197]. Aquests inhibidors sén altament

_ . _ selectius per CK2 i fins i tot s’estan utilitzant
primeres fraccions del gradient. en assajos clinics [210].

derivats del gradients, on veiem uns

denses, i sembla que s’endinsa més

6).Sigui com sigui, elF23 present en

comparacié amb el que trobem a les

Un dels resultats que mostra I'efecte Taula 28 - Els inhibidors de CK2. La modulacio
farmacologica de l'activitat de la quinasa esta en

més clar de la inhibicio de CK2 és el ., stant evolucio,

representat a la Figura 8 on es veu la

taxa d’incorporacié de metionina marcada amb **S després del tractament amb TBB.
La disminucié de la incorporacié que s’observa als resultats d’aquesta tesi es
correspon també amb els observats, per exemple, a I'article de Salizzato et al. [211],
on després de tractar les cél-lules KCL22 i K562 amb un dels nous inhibidors de CK2
com el CX5011 veuen una baixada de la incorporacié que oscil-la entre el 43 % i el 25
% en funcié de la linia cel-lular utilitzada. En el nostre cas, el percentatge ronda el 35
% de disminucio, per tant queda palés que la inhibicié per CK2 provoca una baixada
de la sintesi proteica. Aquest resultat és robust amb la baixada que s’observa a la

zona polisoma.

Curiosament, pero, els estudis de coimmunoprecipitacié van mostrar que la inhibicio
CK2 afavoreix la preséncia d’elF2[3 i elF3b/elF3c en complexos. Aixd suggeriria que la
hipofosforilacié d’elF2[3, i presumiblement també la d’elF3c, en els llocs de fosforilacié
de CK2 estarien a favor de la seva dissociacié. Aquest fenomen també s’ha observat
en el cas d’elF3j a l'article de Borgo [86], on també per immunoprecipitacié s’ha vist

que la inhibicié de CK2 provoca un augment de la unié d’elF3j als complexos.

En contrast amb aix0, en blat s’ha vist que la preséncia de CK2 afavoreix la uni6
d’elF2p i His-elF3c recombinants in vitro, tant en la preséncia de CK2a sola o en forma
d’holoenzim [212]. La rad d'aquesta discrepancia és desconeguda, pero podria reflectir
les diferéncies en les estructures oligomeriques elF3 i en la fosforilacié d’elF2 in vivo

entre huma i vegetal.
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Diversos autors han corroborat que la fosforilacié d’elF3c per CK2 sembla ser bastant
similar des de llevat a huma, [201, 207 i 208]. Per contra, s'han observat diferéncies
importants entre espécies pel que fa a la fosforilacié d’elF2. En el llevat, CK2 fosforila
elF2 especificament en la subunitat elF2a [93], mentre que en els mamifers la
fosforilacié es produeix exclusivament en la seva subunitat elF2B [95 i 114]. En
plantes, CK2 fosforila tant la subunitat elF2a com elF2f3, pero els llocs de fosforilacio
detectats en planta elF2[3 son diferents dels principals llocs detectats en mamifers
elF2B [214].

Es probable que les diferéncies en la fosforilacié d’elF2B per CK2 afectin la interaccié
entre elF2 i elF3 i, per tant, influeixin en I'acoblament dels complexos d'iniciacié de la
traduccié. Encara que hi ha diferéncies entre els mamifers i plantes a la fosforilacio
d’elF2[ per CK2, la seva fosforilacié té un requisit en comu: ha de ser en preséncia de
la quinasa en forma holoenzimatica, ja que CK2a lliure és incapa¢ de fosforilar-los
[103, 113 206].

L’any 1991 també es va poder observar que en reticulocits de conill estudiats in vitro,
elF3 apareix fosforilada, amb un pes molecular aparent de 120 kDa, que és atribuible
a elF3b o elF3c per CK2, amb la mateixa eficiéncia per I'holoenzim que per CK2a
[111]. L'eficiencia de CK2a lliure en fosforilar elF3c¢ nativa ha estat confirmada en blat
[214] i, en aquest cas, la preséncia de subunitats CK2[3 no activen, sind que més aviat
inhibeixen, la fosforilacié in vitro per CK2a de qualsevol dels elF3 endbdgens o, més

concretament, pels elF3c recombinants.

Perd tornant als resultats, i en concret a les situacions en qué hem intentat alterar
l'activitat de CK2, n’han sorgit dos escenaris diferents. Després dels tractaments TBB i
siRNA-CK2a (Figura 9), l'activitat tant de CK2a potencialment lliure com de I'holoenzim
de CK2 es va reduir, mentre que amb el tractament amb siRNA-CK2B va augmentar el
CK2a lliure en detriment de I’holoenzim CK2; tot i aix0, I'afectacid sobre la fosforilacid

d’elF2p va disminuir més amb el silenciament de la subunitat CK2p (Figura 9C).

No obstant aix0, tots aquests tractaments tenen conseqiiéncies similars en el perfil de
sedimentacioé dels complexos d'iniciacio de la traduccid, cosa que suggereix que CK2a
lliure no és suficient per afavorir el seu muntatge, sind que també és necessaria la
presencia de la subunitat CK2@ (Figura 5 i Figura 12). D'altra banda, els resultats
mostren per primera vegada que la fosforilacié d’elF23 endogen en cel-lules vives, on
el trobem integrat a elF2 natiu, requereix la preséncia de CK2[3 (Figura 9A), cosa que

confirma les dades previes obtingudes in vitro.
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Un altre dels resultats que ens ha portat més maldecaps a I'hora d’interpretar-lo és la
baixada de la preséncia d’elF3c en alterar I'activitat de CK2, ja sigui per la inhibici6 per
TBB o pel silenciament de CK2a. Hipotetitzem que la fosforilacié d’elF3c I'estabilitza, i
que, per tant, es necessita I'enzim sencer i actiu per tal de poder fosforilar-lo. El que
ens ha resultat més inesperat és la baixada després de fer els tractaments amb el
siRNA-CK2, ja que era de suposar que la preséncia de la subunitat CK2a podria

estabilitzar elF3c a nivell del que faria I'holoenzim (Figura 9A) [214].

Aquest ultim resultat ens obliga a estirar el raonament cap al paper que desenvolupa
CK2B en lestabilitzacié d’altres elements del complex. Tal i com hem indicat a la
introduccié d’aquesta tesi, a la Taula 1 adaptada de l'article de Liechfield [26], cada
vegada més s’estan descrivint funcions de la subunitat catalitica sola, per tant, no és

gens menyspreable el seu paper estabilitzant d’altres elements del complex.

Per tal de contrastar I'efecte de la subunitat CK23 en tot el procés, es va generar una
linia silenciada amb shRNA CK2[3 (Figura 13). La correspondéncia dels resultats era
important amb l'obtingut amb el silenciament puntual, sobretot pel que fa a la
desaparicid6 d’elF3c i la baixada de fosforilacidé d’elF2B. L’dnic tret caracteristic
d’aquest tractament el trobem quan veiem el perfil de 254 nm. La baixada del pic 80S,
(Figura 13A) superior al 40 %, i el lleuger augment de 60S es mantenen, perd el més
destacable és I'eixamplament i el doble pic que pateix la zona on hi ubiquem la
subunitat 40S i els complexos de preiniciacié de la traduccio fins al 48S. Aquest tret

caracteristic no s’havia observat ni insinuat en cap altre dels tractaments.

Comparativament amb els altres tractaments, on haviem ajustat les condicions de
silenciament perqué no fossin tan agressives, com comentavem anteriorment, la

condicio de silenciament estable se’'ns escapava a tal regulacio fina.

Possiblement, la poca CK2B present (Figura 13B) provoca que la concentracié
d’holoenzim present sigui baixa i que sobretot I'activitat de CK2[ lliure disminueix i
produeix que els diversos complexos de preiniciacid no puguin progressar cap al

ribosoma actiu.

Com era d'esperar també, el perfil de sedimentacié dels casos siRNA CK2B (Figura
11) i shRNA CK2B (Figura 14) presenta unes caracteristiques similars, on se’'ns fa
indetectable elF3c i on elF3b tendeix a trobar-se en zones més denses del gradient.
De totes maneres, la disminucié en elF3c no seria I'Unic factor responsable per al
muntatge alterat de MFC ja que la preséncia d’elF2(3 i elF3b en els complexos
detectats en els estudis immunoprecipitacié no va disminuir en els tractaments amb el

siRNA i, fins i tot, va augmentar després del tractament amb TBB. Valasek I'any 2000
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[78] ja va proposar una estructura de multiples contactes entres els diversos factors,

no nomeés centrats en aquestes dues subunitats elF3c i elF2pB, en llevats.

La Il-lustraci6 34 mostra I'evolucio
d’'una de les imatges més tipiques en
l'estudi dels complexos d’iniciacio de
les proteines. La caracteritzacio feta
amb mutants en llevats els va
permetre  dilucidar molts més
contactes entre les subunitats
proteiques. Van poder confirmar
noves interaccions entre NIP1 (elF3c)
i PRT1 (elF3b) i TIF32 (elF3a) amb
elF1. A part del contacte ja descrit
entre elF2 i la regid N-terminal de
NIP1 (elF3c) puntejat per elF5, el
domini C-terminal de TIF32 (elF3a)
també s’uneix directament a elF2 i és
necessaria per l'associacid in vivo
entre elF3 i eF2. Per tant, es va veure
que, en llevats, els dos contactes
independents entre elF2 i elF3 tenen
efectes “sumatoris” in vivo. | també
s’ha revelat com a clau la regié C-
terminal d'elF3, ja que la sobre-
expressio del mutant truncat per

aquesta regid provoca el segrest del

A

ll-lustracié 34 — Contactes entre les subunitats de
I’'MFC. Figura adaptada de [larticle Direct elF2-elF3
contact in the Multifactor Complex is important for
translation initiation in vivo [78] on es veu I'evolucio del
coneixement del contactes entre les subunitat. La figura
A) mostra només contactes binaris entre les subunitats i
en el B) després d'estudis amb un gran numero de
proteines recombinants es va hipotetitzar aquesta nova
estructura o les diferents subunitats presenten més
contactes entre elles.

complex no funcional format per elF1-elF5-elF2, atribuint el paper a elF3 de reclutar

I'MFC cap a la subunitat 40S del ribosoma, en llevats.

Com s’ha comentat anteriorment, recentment s’han fet estudis d’interactdomica i de

termodinamica en les subunitats recombinants humanes [204], que han revelat, in

vitro, les possibles interaccions i les primeres explicacions fisiologiques del paper de la

presencia d’algunes de les subunitats perifériques. Tot aquest complex entramat de

contactes observat en llevats, i en constructes humans, ens podria servir per explicar

els complexos elF2B-elF3b detectats en condicions endodgenes, en els nostres estudis

fins i tot en condicions en qué es va disminuir elF3c.
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Estudis previs han demostrat en llevat I'existéncia d’'un Multifactor Complex (format per
elF3, elF1, elF2, GTP i per MetiRNAiMet) lliure de subunitats ribosomals que
sedimenten en fraccions menys denses en els gradients i sempre es localitzen per
davant del pic 40S [70]. Aquesta descoberta també s’ha trobat en cél-lules humanes
[202] i és una constant en els nostres experiments. La incorporacié d’elF2-GDP al
MFC redueix la seva afinitat pel Met-tRNAI, basicament perqué s’ha descrit que elF2
interacciona amb elF3. En canvi, l'afinitat d’elF2-GTP pel Met-tRNAi no es veu
afectada per la incorporacié al Multifactor Complex. En aquest context sembla que
elF2 hauria d’interactuar de manera transitoria amb elF2B per tal de fer el recanvi
GDP-GTP. Curiosament, la subunitat catalitica d’elF2B (elF2B¢g) també és substrat de
CK2 [117].

La possibilitat que I'augment dels complexos entre elF2(3- elF3b detectats al nostre
estudi, en resposta a la inhibici6 CK2, podrien correspondre, doncs, a multiples
complexos defectuosos en intercanvi de GTP o en la unié Met-tRNAi o per un altre
dels 12 tipus de complexos que avorten la iniciacié de la traduccié sembla que pren
forga. Aquesta hipotesi és atractiva, perd que per ser confirmada hauria demanat més

estudis.

9.3 Discussio del capitol 2: Estudi de la preséncia i funcié
fisiologica de la proteina quinasa CK2 en microdominis de

membrana (Lipid rafts)

Com ja hem comentat anteriorment, la proteina quinasa CK2 fosforila una amplia
gamma de substrats, s’expressa de manera ubiqua en la majoria de teixits i es troba
en gran part dels compartiments cel-lulars i fins i tot extracel-lulars, actuant com a

ectoquinasa [215].

L’activitat de CK2 en membranes ja va ser objecte d’estudi per part del nostre grup a
'any 1997 [216], perd en aquell cas els estudis es van centrar en membranes de fetge
de rata. En els estudis que es presenten en aquest segon capitol de la tesi, la
presencia de CK2 s’ha volgut acotar als microdominis de membrana resistents a

detergent, tant en cultiu cel-lular com en preparacions de sinaptosomes de rata.

Diversos estudis han relacionat CK2 i cervell i un dels primers d’aparéixer va ser
Regulation of protein kinase CK2 isoform expression during rat brain development
[217] a 'any 1994, on caracteritzaven el paper de les diverses subunitats de CK2 en el

desenvolupament del cervell.

169



Discussio

De fet, es coneix que l'activitat de CK2 en la majoria de regions del cervell és més gran
que en altres teixits, i evidéncies convincents demostren que CK2 fosforila una série
de substrats que tenen clares implicacions en neurogénesi [218], la transmissio

sinaptica [219] i la plasticitat sinaptica i desenvolupament neuronal [220].

Els primers estudis van demostrar un rapid augment de l'activitat de CK2 en la
potenciacié a llarg termini (LTP) en I'hnipocamp, un model neurobioldgic que preval per
a l'aprenentatge i la memoria [219]. D'acord amb aquesta observacié, s'ha demostrat
recentment, també a les neurones de I'hipocamp, que el factor de creixement nervios
(NGF) activa CK2, i seguidament fosforila i inhibeix la PTEN, que condueix a la
inhibicié de la glicogen sintasa quinasa 3b (GSK3b) i a I'estimulacié del creixement
axonal [221].

La relacié de PTEN i CK2 és interessant, ja que ens transporta al camp del lipid raft.
Aquesta fosfatasa conté un motiu d’'unié a caveolina-1 que permet el reclutament cap
als microdominis lipidics. Aquest fenomen el va observar Goswami I'any 2005 [222]. A
meés a més, se sap que la caveolina-2 (CAV-2) és fosforilada in vivo per CK2 en dos
residus (Ser” i Ser®) i que aquestes fosforilacions sén necessaries per a les seves
accions com un regulador positiu de la caveolina-1 durant la biogénesi de les caveoles
[223]. D'altra banda, estudis d’insolubilitat en detergent i experiments amb gradients de
flotaci6 amb sucrosa, com els que s’han fet servir per aquesta tesi, van revelar I'any
2008 que la fosforilacié de Ser” de CAV-2 es produeix preferentment en DRM [224].
Aquest fet proposa una possible interaccio de CK2 amb lipid raft, encara que sigui

mitjangcant un substrat.

Els primers indicis d’aquest fenomen els trobem a la Figura 16, on CK2 apareix
ancorada a la regid corresponent a les membranes resistents a detergent (DRM),
després del tractament alternatiu amb dos detergents diferents, Triton X-100 o Brij-98.
L’us d’inhibidor farmacologic de CK2 ens va permetre corroborar en aquest punt que la
quinasa es trobava conformacionalment estable i activa en la regié dels DRM (Figura
17). Amb I'ts de MCD a concentracions creixents hem pogut corroborar que la unié de
CK2 a la regi6 dels DRM depén de colesterol i que molt probablement estarem parlant
d’una regi6 lipid raft (Figura 18). La inhibicié farmacoldgica s’ha utilitzat també en altres
investigacions, proposant per exemple que CK2 també té un paper important en la
plasticitat sinaptica, ja que la seva inhibici6 farmacologica afecta la LTP per la
modificacio selectiva de la localitzacid sinaptica dels receptors de NMDA (N-metil-D-
aspartat) [220]. En el nostre cas, I'is de l'inhibidor de CK2 ens ha permés aproximar

una de les funcions de la quinasa en lipid raft.
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Tot i que ja hi ha una trajectoria
bibliografica de localitzacio de
CK2 en membranes cel-lulars,
lestructura de la quinasa no
presenta, aparentment, cap
domini d’'unié a membrana, i per
aixd calia trobar-li un possible

model d’ancoratge.

En el nostre cas es proposa la

' Cytosol i s;:,J :
proteina quinasa supressora de \ § <.,
Transcription /T’ i o . t‘ ‘~ 3.
Nucleus

Ras (KSR1) com a possible

model, ja que esta descrit que

CK2 s’hi relaciona de forma

ll-lustracié 35 — El paper de KSR1 en la senyalitzacié de
estreta, servint-li d'scaffold les MAPK. Figura adaptada de larticle Coordinating

ERK/MAPK signalling through scaffolds and inhibidors [225] on
acostant-la a la membrana [185]. es mostra esquema general de la senyalitzaci6 ERK/MAPK
amb el paper destacat per KSR1 on actua com a scaffold.

KSR1 es transloca a |la
membrana cel-lular després de ser activada, colocalitzant MEK i ERK amb les

quinases de la familia Raf i CK2, que contribueix a l'activacié de Raf [185].

L'associacié de CK2 als lipid raft, que s’ha proposat en aquesta tesi, juntament amb
I'afinitat de KSR1 per membranes riques en dominis rics en ceramida [226] podria
promoure la interaccié entre CK2 i KSR1. Per altra banda, es coneix que els lipid raft
tenen un paper clau en la regulacié de la via de fosfatidilinositol-3 quinasa/Akt, i per
tant els raft podrien actuar com a plataforma de senyalitzaci6 permetent la
convergéncia de CK2 i la via d’Akt. A més, altres substrats de CK2, alguns d’ells
analitzats a la Figura 20, s’han descrit com a presents als lipid raft, com la
Sinaptotagmina | [227], VAMP2 [228] o Sintaxina-1 [229], entre d’altres. Per tant, tenim
encara més motius que justifiquen la preséncia de CK2 en lipid raft de sinaptosomes

de rata.

Sintaxina-1 (Stx1) ha pres un paper destacat en el nostre estudi en ser fosforilada de
manera exclusiva per CK2 a la Ser' [230]. El paper cel-lular d’'aquesta proteina es
situa en la regulacié de I'exocitosi i forma part del complex SNARE, acompanyada de
la sinaptobrevina i del complex SNAP-25. Dades publicades suggereixen un paper de
CK2 i la forma fosforilada de Sintaxina-1 en la definicié dels subdominis especifics en
la membrana plasmatica axonal que estan separats de les zones actives sinaptiques

[231], pel que sembla tenir forgca logica la preséncia de la quinasa ben a prop de

171



Discussio

Sintaxina-1. El procés de fosforilacid de les proteines del complex SNARE, pero,
segueix sense ser massa clar, malgrat la seva importancia funcional. Tot i aixo,
diverses linies d'evidéncia indiquen que aquesta fosforilacié podria tenir un paper
important en el control de l'exocitosi regulada de calci [232]. D'altra banda, la
fosforilacié de la Ser' de la Stx1 és un modulador important de la interacci® amb
Munc18-1, que controla la immobilitzacié de vesicules a la membrana plasmatica amb

el conseguient control de I'exocitosi [155 i 225], tal i com ja véiem a la Il-lustracié 23.

A la bibliografia hi trobem exemples de la implicacié fisioldgica de la fosforilacié del
complex SNARE per CK2. Entre ells l'article “Deficits in syntaxin 1 phosphorylation in
schizophrenia” [234], on es conclou que l'alteracié de la fosforilacié per CK2 de la Ser™
de Sintaxina-1, pot jugar un rol a la fisiopatologia de I'esquizofrénia. El cas de la
proteina citosolica synaphin/complexin, és lleugerament diferent. La seva funcioé és
regular la velocitat de secrecié de neurotransmissors mitjangant el complex SNARE i
s’ha vist que si es troba fosforilada en la seva Ser'™® augmenta molt I'afinitat per al
complex [235]. Aquest article de I'any 2007 va ser la primera aproximacié al paper de

CK2 a I'hora de regular la secrecié de neurotransmissors.

Amb els nostres resultats hem aportat llum sobre el paper de CK2 en la fosforilacio de
Sintaxina-1 que és localitza en els lipid raft, perd en general, la relacioé dels complexos
SNARE i els lipid raft sempre ha estat complicada. Concretament a la Figura 22, veiem
que CK2 és la responsable de la fosforilacié de la Ser' de Sintaxina-1 en el nostre
model, ja que grau de fosforilacié disminueix en tractar les membranes amb l'inhibidor
farmacologic. Aquesta troballa indirecta amb l'inhibidor ens va permetre seguir buscant
una possible implicacio fisioldgica d’aquesta preséncia, i ens restringia el camp de
recerca, encarant-nos cap al complex SNARE i la seva regulacid. L’estudi detallat de la
distribucié de Sintaxina-1 i de la proteina SNAP-25 a la membrana ha mostrat que
tendeixen a trobar-se agrupades en clusters, i en alguns casos les diverses

agrupacions es troben solapades [236].

L’estudi per microscopia d’alta resolucié (STED), pero, ha revelat que el que es creia
que eren grans acumulacions de les proteines, eren més concretament petites
agrupacions de monomers de Sintaxina-1 fixant la mida d’aquests clusters al voltant
dels 100 nm [237]. La integritat d’aquests clusters s’ha revelat com a depenent de
colesterol, sobretot per les Sintaxines-1 i 3 [238] i s’ha vist que la deplecié del
colesterol provoca una redistribucié de les proteines a la membrana, que fins i tot la
I'eliminacié del colesterol pot provocar la inhibici6 de la secrecid en alguns tipus

cel-lulars [239] o el descontrol de la neurotransmissié espontania [240].
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Tot i aquestes evidéncies, la participacio dels altres elements descrits anteriorment en
el procés d’exocitosi fa que no es pugui concloure directament que la deplecié del
colesterol alteri per si sola els processos d’exocitosi. El que si que sembla evident és
que la formacié d’aquests clusters compartimenta fisicament els processos cel-lulars.
La preséncia dels complexos SNARE en les DRM s’ha estudiat en molts tipus
cel-lulars utilitzant tot tipus de variacions en el protocol, fet que comporta certa

dificultat a I'hora de comparar-los entre ells.

SNARE Association with DRMs (%)

Syntaxin 1 0% in P2 from homogenized rat brain (Hering et al. 2003); 0% in pancreatic g cells (Ohara-Imaizumi
et al. 2004); 0% and 22% in neuroendocrine cells (Lang et al. 2001; Chamberlain et al. 2001), < 10% in
synaptosomes from rat brain (Gil et al. 2005)

Syntaxin 2 0% in mast cells (Pombo et al. 2003); 15% in alveolar epithelial cells (Chintagari et al. 2006)
Syntaxin 3 > 50% in mast cells (Pombo et al. 2003; for epithelial cells see also Lafont et al. 1999)
Syntaxin 4 < 10% in endothelial cell membranes and macrophages (Predescu et al. 2005; Kay et al. 2006); approx.

35% in adipocytes (Chamberlain & Gould, 2002); less than 20% and 50% in mast cells (Puri & Roche,
2006; Pombo et al. 2003)

SNAP-25 0%, 20% and 24% in neuroendocrine cells (Lang et al. 2001; Chamberlain et al. 2001; Salaun et al.
2005b); 20% in synaptosomes from rat brain (Gil et al. 2005)
SNAP-23 < 10% in endothelial cell membranes (Predescu et al. 2005); 31% in alveolar epithelial cells (Chintagari

et al. 2006); approx. 50% in macrophages (Kay et al. 2006); 54% in neuroendocrine cells (Salaun et al.
2005b); 50 and 70% in mast cells (Pombo et al. 2003; Puri & Roche, 2006); > 70% in adipocytes
(Chamberlain & Gould, 2002)
Synaptobrevin/VAMP2 5-24% in neuroendocrine cells (Chamberlain et al. 2001); < 10% in synaptosomes from rat brain (Gil
et al. 2005); approx. 20% in mast cells (Puri & Roche, 2006); 22% in alveolar epithelial cells (Chintagari
et al. 2006); 36% in adipocytes (Chamberlain & Gould, 2002); 70-80% in macrophages (Kay et al. 2006)
Cellubrevin/VAMP3 20-30% in macrophages (Kay et al. 2006)

Taula 29 - Associaciéo de proteines SNARE amb les membranes resistents a detergent. La
solubilitzacié de les membranes cel-lulars es va realitzar utilitzant Tritén X-100 en concentracions que van
de 0,1 a 1 %. En els estudis de Lang et al. (2001) [237] i Hering et al. (2003) [241] el detergent es va
incloure en els passos de gradient de densitat. Taula adaptada de larticle “SNARE proteins and
‘membrane rafts” de Thorsten Lang [238].

Com ja s’ha vist anteriorment, la controversia en el camp dels lipid raft és gran, i amb
la copurificacié dels complexos SNARE no ho és menys. Els percentatge de deteccio
arriba al 80 % en el cas de la sinaptobrevina en macrofags, passant pel 50 % de
Sintaxina-3 en cel-lules mastiques o el 10 % en membranes sinaptosomals de rata. A
la Taula 29. hi ha un extens recull d’experiments que han mirat de situar el complex
SNARE a les DRM. Afegeix més controversia a tot aquest argumentari el fet que en
alguns experiments, les proves classiques de verificacié dels lipid raft no s’han complet
i marcadors habituals com Thy-1 o Flotilina-1 no s’han solapat a I'’hora d’estudiar els

gradients de flotacié [240].

Tornant a CK2, ja s’ha descrit la seva implicacié en alguns processos fisiologics a
I'entorn del cervell. A I'hipocamp, la possible relacié existent entre I'activitat de CK2 i la
inhibicio de la neurotransmissio es pot preveure a partir dels resultats obtinguts sobre
les neurones de I'hipocamp, que en situacid de depressié mostren I'activacié del

receptor de neurotrofina p75 per CK2 [242].
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Per tant, és factible plantejar la hipdtesi d'un mecanisme en les neurones de
I'nipocamp en la qual I'alliberament de neurotransmissors pot veure’s afectat per CK2,
després de ser activat de manera dependent per un receptor presinaptic, per exemple,
per un lligand de p75 [237 i 238].

En el nostre cas s’ha vist que la inhibicid farmacoldogica de CK2 provoca una
desregulacié de la secreci6 del glutamat, augmentant [alliberament del
neurotransmissor al medi, després de despolaritzar la membrana amb KCI (Figura 23).
Aquesta troballa, doncs, aporta un rol més de la proteina quinasa CK2. La seva
associacié amb lipid raft de la membrana sinaptosomals es podria atribuir a una
modulacié de processos exocitotics, un procés que obre un nou camp d’estudi per

aquesta quinasa a I'hora de descobrir noves funcions fisiologiques a la membrana.

A la part final del segon capitol, el canvi de model d’estudi ens ha portat a intentar
entendre el paper de CK2 en els lipid raft, després d’haver estat capacos de detectar-
la en les DRM de les cél-lules del tubul proximal de ronyé HK-2. En aquell moment el
pas d’HEK293T, que era el model d’estudi utilitzat al primer capitol, cap a HK-2 va
coincidir amb el tram final de la tesi del Dr. Jordi Vilardell, basicament centrada en
'estudi del paper de CK2 en cél-lules renals humanes. De fet, amb el mateix model
d’estudi que el que es va utilitzar en aquesta tesi, les cél-lules HK-2, es va veure que,
en casos de fallades renals agudes, la localitzacié del colesterol i la caveolina canviava
durant el procés. Aquesta troballa va proposar per primera vegada la implicacié dels
lipid raft en la induccié i el manteniment de la fase aguda quan hi ha una fallada renal
aguda [245].

Per un altre costat s’ha comprovat, també en HK-2, I'existéncia d’'un canvi de les
proteines associades a lipid raft en el cas de la sindrome de Fabry, una malaltia
genética rara, relacionada amb problemes amb el metabolisme dels esfingolipids, que
provoca una alteracié en 'emmagatzemat lisosomal a causa de la deficiéncia de la a-
galactosidasa. L'acumulacié d’esfingolipids es produeix preferentment en lipid raft i

sembla que pot alterar-ne els mecanismes de resposta [246].

Per altra banda, les alteracions als lipid raft també s’han relacionat amb la progressié
del carcinoma renal, on s’hi ha observat una regulacié a I'algca de Flotilina-2 (Flot-2), tot
i que el seu paper no és clar del tot [247]. El que si que s’ha vist és que la Flot-2 hi
esta implicada d’alguna manera i sobretot serveix com a marcador del pronostic del
tumor [248]. De fet, en trobar CK2 endogenament activa unida a la regié dels DRM,
emulant el que s’havia fet en la primera part del capitol, hem mirat de trobar una

explicacio fisiologica a aquesta situacio.
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Abans pero, i un cop més treballant amb MCD, hem pogut acotar que la uni6 es fa

dependent de colesterol (Figura 28), per tant ens trobem en un escenari semblant al

que ens trobavem a la primera part del capitol.

Una de les estructures que s’ha descrit que
es troba present en lipid raft son els
receptors del EGF [249] i per estudiar
l'efecte que es produeix downstream vam
triar la via de les MAPK per la facilitat
d'estudi de la seva activaci6 amb els
anticossos contra ERK-1/2 i p-ERK-1/2.
Aquesta via, al mateix temps, presenta
diversos substrats de CK2, i s’ha vist que la
quinasa hi juga un paper modulador
important. A la bibliografia hi ha indicis clars
que el tractament de les membranes
cellulars amb MCD provoca el que es
coneix com a clustering dels receptors
d’'EGF presents, i es pot produir una
transactivacio de la via i mostrar downstream

senyals d’activacio [189].
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ll-lustraci6 36 — EI tractament amb MCD
agrupa el receptors d’EGF. La figura mostra
I'efecte del tractament amb 1 % MCD sobre les
cél-lules HaCaT durant 30 minuts. Un cop
fixades es van incubar amb anti-EGFR (vermell)
i anti CTx-FITC (verd) per veure les membranes
[189].

A més, s’ha descrit que una deplecié severa de colesterol pot arribar a provocar fins i

tot un augment de la proliferacié cel-lular. Per tal de poder donar un valor a I'Gltima

figura de la tesi (Figura 30), on es mostra el resultat de I'estimulacié amb diversos

lligants dels receptors d’'EGF i també I'efecte de la inhibicié de la proteina quinasa

CK2, calia establir primer els nivells basals de fosforilacid després del tractament amb

MCD en veure el fenomen de la transactivacio.

La familia dels receptors d’EGF esta formada per 4 receptors tirosina-quinasa
coneguts com a EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) and HER4

(ErbB-4), els quals poden homodimeritzar o heterodimeritzar. La Il-lustracié 37 mostra

les principals combinacions amb els lligands més establerts [250].
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Alguns d’ells comparteixen lligand i altres tenen el seu d’especific i aixd ens va portar a
comparar la resposta dels receptors quan els estimulavem amb EGF (EGFR) o HB-
EGF (EGFR i HER4) després de tractar les cél-lules amb MCD, i les diferéncies han

estat prou significatives (Figura 30).

ll-lustracié 37 — Receptors d’EGF. Recull de les dimeritzacions més habituals dels
receptors d’'EGF i els seus lligands més comuns. La part inferior mostra una resum
de les principals vies d’activacio [251].

Tot i ser uns estudis inicials, el fet que la resposta no sigui la mateixa en EGF i HB-
EGF és prou interessant. El tractament amb MCD sembla que afecta més la resposta
per EGFR evitant la fosforilacié downstream de p-ERK; en canvi, la resposta a HB-
EGF es manté inalterable. De fet, treballs recents s’estan centrant molt en el paper de
I'entorn dels receptors a I'hora d’avaluar la formacio dels receptors i en els processos
d’oligomeritzacié, basant-se en que la preséncia de més monomers del receptor

agrupats poden corbar la membrana i alterar-ne la resposta [252].

Sens dubte, pero, els nostres estudis en aquest camp han quedat molt lluny de la
concrecié d’alguns dels treballs referenciats. No deixa de ser intrigant, perd, aquesta
preséncia detectada de CK2 en lipid raft de les cél-lules HK-2, i queda el camp obert

per a futurs estudis.
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In the present work we report the presence of protein kinase CK2 in lipid raft preparations from rat
brain synaptosomes, obtained after detergent extraction and subsequent isolation of detergent-
resistant membranes using sucrose gradient ultracentrifugation. Moreover, the phosphorylation
of syntaxin-1 at Ser14, a specific CK2 target, has been detected in lipid rafts, as assessed by a phos-
pho-specific antibody. Treatment with DMAT, a specific CK2 inhibitor, results in a decrease of syn-
taxin-1 Ser14 phosphorylation in lipid rafts, while the glutamate release from synaptosomes is
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enhanced. In conclusion, CK2 might control neurotransmitter release by acting on SNARE proteins

attached to chol ol
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1. Introduction

Protein kinase CK2 (also known as casein kinase Il or casein ki-
nase 2) is a ubiquitously expressed pleiotropic serine or threonine
kinase essential for life in eukaryotes. In many organisms, protein
kinase CK2 is a heterotetramer composed of two catalytic «- or o'~
subunits and two regulatory p-subunits [1]. Protein kinase CK2 is
known to phosphorylate more than 300 different substrates, which
include many proteins involved in transcription, RNA processing
and translation, and a restricted number of them also exert a reg-
ulatory role on CK2 activity [2]. These regulatory effects seem to
vary depending on the form of the enzyme (either holoenzyme
or free catalytic subunit) and the particular protein substrate.
Moreover, CK2 activity towards protein substrates involved in spe-
cific functions might also be modulated by the targeting of the ki-
nase to specific subcellular compartments | 3]. Detection of protein
kinase CK2 activity in plasma membrane preparations has been re-
ported by various authors [4 among others), and some membrane

* Con'espondmg aumor at: Departament de Bioquimica i Biologia Molecular,
Edifici M, Ui de lona, Bellaterra 08193, Barcelona, Spain.
Fax: +34 93 581 1573.
E-mail address: carles.gil@uab.cat (C. Gil).

proteins, such as CKIP-1 (CK2-Interacting Protein-1) [5], have been
identified as CK2 partners. In addition, CK2 has been recently iden-
tified as a novel component of the KSR1 (kinase suppressor of ras)
scaffolding complex found in the plasma membrane that facilitates
ERK cascade signaling [6].

Lipid rafts have been proposed to exist in cell membranes as re-
sult of the differential affinity associations of some lipids, such as
cholesterol and sphingolipids |7]. These microdomains have been
shown to be resistant to solubilization with mild detergents and,
thus, can be isolated as detergent resistant membranes (DRM) by
density ultracentrifugation [8]. Proteins incorporated into lipid
rafts are often modified, carrying glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-anchors, palmitoylation, myristoylation, or they are attached
through directly binding cholesterol |7] or by the interaction with
rafts constituents |9).

In the present work we show that CK2 is present in membrane
microdomains from rat brain nerve endings and that the pharma-
cological inhibition of CK2 results in enhancement of glutamate re-
lease and in impairment of the phosphorylation of a CK2-specific
site, such as Ser14 of DRM-attached syntaxin1 (Stx1). These results
indicate the potential involvement of CK2 in the control of neuro-
transmitter release and open the possibility to a new level of CK2
regulation by means of substrate segregation by membrane
association.

0014-5793/$36.00 © 2010 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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2. Materials and methods
2.1. Antibodies

Antibody against transferrin receptor (clone H68.4) was from
Zymed Laboratories (San Francisco, CA, USA) and anti-Thy-1 (clone
0X7) was a gift from Dr. G. Schiavo (Cancer Research UK; London,
UK). Anti-GAP-43 and anti-syntaxin 1a/b (HPC-1) were from Sigma
(St. Louis, USA), while anti-phosphoSer14-syntaxinla was from
Abcam (Cambridge, UK), anti-SNAP25 (SMI81) from Stenberger-
Meyer (Jarretsville, MD, USA), and anti-Flotillin-1 was from BD-
Transduction Laboratories (San Jose, CA, USA). Antibodies against
CK2u (clone H286), against CK28 (clone 6D5), against KSR1 (kinase
suppressor of Ras, C19) or against Raf-1 (C12) were from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

2.2. Isolation of detergent-resistant membranes

Crude synaptosomal fraction (P2) was prepared from Sprague-
Dawley as described previously [10], with slight modifications. Ali-
quots of synaptosomes were disrupted by sonication and mem-
branes precipitated by centrifugation 15 min at 190000 xg.
Protein concentration was determined according to the BCA proto-
col (Pierce; Rockford, IL, USA). Synaptosomal membranes (3 mg to-
tal protein) were solubilized with 2 ml of cold sodium buffer
(140 mM NaCl, 5 mM KCl, 5mM NaHCO3;, 1 mM MgCl;, 1.2 mM
Na;HPO4, 20 mM Hepes/NaOH, and 10 mM glucose, pH 7.4) con-
taining 1% Triton X-100 (30 min at 4 °C) or 1% Brij 98 (30 min at
37 °C) by end-over-end mixing. Thereafter, the extracts were ad-
justed to 45% sucrose, and overlaid with 8 ml of 35% sucrose in so-
dium buffer and 2.5 ml of 5% sucrose in sodium buffer, inside an
ultracentrifugation tube. The DRM were isolated by ultracentrifu-
gation at 35,000 rpm, for 18 h, 4 °C, using a SW41 rotor (Beckman
Instruments Inc.). Then the gradient was harvested in 12 fractions
of 1 ml. When indicated, synaptosomes were treated with methyl-
p-cyclodextrin at the indicated concentrations for 60 min, prior to
the detergent solubilization, in order to remove cholesterol from
the plasma membrane. Cholesterol was determined as in [10].

2.3. Electrophoresis and Western blot

Twenty-five micrograms of total cell extract protein was run on
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis gels, transferred onto
polyvinylidene difluoride membranes, and incubated with the cor-
responding antibodies. The membranes were developed with the
enhanced chemiluminescence West-pico method from Pierce.

2.4. Determination of CK2 activity

Protein kinase CK2 activity was assayed as described previously
[11]. Briefly, 0.2 mM specific CK2 peptide (RRRAADSDDDDD) were
used, in the presence of 125 uM [y-32P] ATP and kinase buffer
(50 mM Tris/HCI, pH 7.5, 1.5 mM EGTA, 25 mM MgCl,, 10 mM so-
dium p-glycerolphosphate and 3 mM DTT) for 30 min at 30 °C. The
samples were spotted on P81 papers, washed five times with 0.5%
orthophosphoric acid, once with acetone and air dried. Radioactiv-
ity was quantified in a scintillation counter.

2.5. Glutamate release

Glutamate release studies were performed as described previ-
ously [10]. Briefly, aliquots of the P2 fraction were resuspended
in 500 pl of prewarmed sodium buffer and incubated at 37 °C. Syn-
aptosomal suspensions were transferred to a cuvette containing
1.5 ml of the same buffer containing 1 mM NADP, 100 U glutamate
dehydrogenase (Sigma; Poole Dorset, UK), and 1.3 mM CaCl; in a

thermoequilibrated chamber. Glutamate release was monitored
with the aid of a spectrofluorophotometer (Shimadzu RF5001PC).
Exocytosis was triggered by addition of KCI (50 mM final concen-
tration). .-Glutamate (5 nmol) was added at the end of every deter-
mination, as an internal standard for calibration.

3. Results
3.1. Protein kinase CK2 is present in DRM from rat brain synaptosomes

Immunoblot detection of well established marker proteins
shows that TfR is totally solubilized with 1% Triton X-100, appear-
ing only in the fractions corresponding to soluble membranes,
while flotilin-1 appears exclusively in DRM fractions (Fig. 1A),
demonstrating the correct extraction of DRM (assumed to corre-
spond to membrane rafts). The immuno detection of the CK2 sub-
units shows that CK2x and CK2p subunits are distributed in two
pools (Fig. 1A), one in the soluble membranes and the other in
DRM (approximately 50% of the total for both subunits, as assessed
by densitometry with the Image) software). Although Triton X-100
is the most commonly used detergent for isolation of rafts, some
new detergents with unique properties has been introduced, being
Brij 98 one of these [12]. The extraction of membrane microdo-
mains with this detergent can be carried at 37 °C, avoiding the
non-specific clustering of lipidic components due to the low tem-
perature conditions used with Triton, that can lead to the mistaken
assignment of some proteins as raft residents [13]. The extraction
of DRM with 1% Brij 98 at 37 °C shows that TfR is totally solubi-
lized, while flotilin-1 appears exclusively in rafts fractions

A 1% Triton X-100
FIOL - e —
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Fig. 1. CK2 subunits are present in lipid rafts from nerve ending membranes.
b from synap I-enriched fraction were solubilized with 1% Triton
X-100 for 30 min at 4 °C (A) or with 1% Brij 98 for 30 min at 37 °C (B). Subsequently,
each treated sample was fractionated in a disc sucrose di Equal
volumes of the recovered fractions were separated by SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose for immunoblotting analysis with antibodies against the indicated
proteins. Flotillin-1 is used as a lipid rafts marker, while the transferrin receptor
(TfR) is used as a marker of soluble membranes. DRM are found in fractions 1 and 2
in the Triton X-100 extraction and in fractions 2-4 in the Brij 98 extraction,
corresponding to the top of the ultracentrifuge tube, while fractions 10-12
correspond to the soluble membranes (SM) in both detergents. This analysis was
P d in three independ experiments with similar results. Representative
results are shown.
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(Fig. 1B). The detection of the CK2 subunits shows similar results,
being CK2% and CK2B subunits distributed, also in this case, in
two pools, one in DRM (approximately 35% of the total for both
subunits) and the second in the non-DRM fractions (Fig. 1B).

CK2 activity in the gradients obtained with Triton X-100 or with
Brij 98 was determined by phosphorylation of a specific substrate
peptide (Fig. 2A, Triton, CK2 pept. or Brij 98, CK2 pept.), as well as
the endogen phosphorylation in absence of the substrate peptide
(Fig. 2A, Triton, endo or Brij 98, endo). The presence of CK2 activity
in the fractions corresponding to the DRM is evident in the treat-
ments with each detergent, being also present in the fractions cor-
responding to the soluble membranes (Fig. 2A). These results
totally agree with the immunoblot detection of CK2 subunits
shown in Fig. 1. In the solubilization with Triton X-100, a higher
content of unspecific endogenous phosphorylation is observed in
the rafts fraction than in the solubilization with Brij 98. This drove
us to use Brij 98 in the rest of the work. In order to confirm the
presence of CK2 activity in the ultracentrifugation gradient after
Brij 98 treatment, phosphorylation of the substrate peptide in pres-
ence of 25 uM 2-dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimid-
azole (DMAT) was performed, observing a clear decrease of peptide
phosphorylation (Fig. 2B).

3.2. Cholesterol depletion results in CK2 detachment from the
membrane

The removal of cholesterol from the plasma membrane by
methyl-g-cyclodextrin (MCD) disaggregates lipid rafts and allows

A
o *©@-+ Triton, endo.
aa 2F -@- Triton, CK2 pept.
?E’ +A+ Brij 98, endo.
8 -&~ Brij 98, CK2 pept.
Ey
2
o
©
~N
X
%)
01234567 9 10 11 12
Fraction
2r - Control

-+ DMAT

CK2 activity (pmols®2P) @

123 456 7 8 9101112
Fraction

Fig. 2. CK2 activity in DRM is inhibited by DMAT. (A) CK2 activity (as pmols of P
incorp d to sub ) in the gradient fractions after extraction with 1% Triton
X-100 (empty circles, endophosphorylation; filled circles, RADA peptide phosphor-
ylation) or with 1% Brij 98 (empty triangles, endophosphorylation; filled triangles,
RADA peptide phosphorylation). (B) CK2 activity on the RADA peptide in the
gradient fractions after extraction with 1% Brij 98 in the absence (empty circles) or
presence of DMAT 25 puM (filled triangles), a CK2 inhibi This lysis was

d in three independ experiments with similar results. Graphics show
mean £ SEM.

its solubilization with detergents. Synaptosomal membranes were
treated with 35 mM MCD for 60 min at 37 °C and subsequently sol-
ubilized with 1% Brij 98. After sucrose gradient ultracentrifugation,
the cholesterol content in each fraction was determined, showing
that MCD treatment totally eliminates the cholesterol (Fig. 3A).
The disruption of lipid rafts after 35 mM MCD treatment can also
be observed when the total protein content is determined, since
cholesterol removal dramatically decreases the protein peak from
rafts fractions and induces an increase in the protein content in
the solubilized membranes (Fig. 3B). The analysis by immunoblot
shows that 35 mM MCD allows the solubilization of the proteins
which were previously detected in DRM, since flotillin-1, CK2x
and CK2p virtually disappear from DRM fractions, demonstrating
that the association of the studied proteins is cholesterol-depen-
dent. When the MCD concentration is raised to 50 mM, CK2 sub-
units are detached from the membrane, since no signal
corresponding to CK2x or CK2f appears in any fraction from the
gradient, while the marker proteins, i.e., flotillin-1 and TR, give
the same result than with 35 mM MCD (Fig. 3D). The determina-
tion of CK2 activity from the gradients resulting from the treat-
ments with 35 or 50mM MCD totally confirm the results
observed with the immunoblots (Fig. 3E). It is noteworthy that,
in the alternative treatments with both MCD concentrations, a gen-
eral loss of CK2 activity exists, being total in the case of 50 mM
MCD (Fig. 3E).

In order to confirm the CK2 detachment from the membrane,
synaptosomal membranes were treated with increasing concentra-
tion of MCD (10, 35 or 50 mM) for 60 min. The membranes were
subsequently precipitated by centrifugation and the resulting
membrane-free medium taken for its analysis. MCD induces the re-
lease to the medium of approximately 30% of the total protein ini-
tially present in the membrane (Fig. 4A) and virtually depletes CK2
activity from the membrane, resulting the medium highly enriched
in CK2 activity (Fig. 4B). This observation is confirmed by immuno-
blot analysis, being both CK2 subunits gradually detached from the
membrane with the increasing MCD concentrations. In contrast,
the treatment with increasing concentrations of MCD has no effect
on flotillin-1 or either Stx1, two integral membrane proteins, or on
SNAP-25, a peripheral protein linked to the membrane by palmi-
toylation (Fig. 4C). In contrast, a high concentration of MCD such
as 50 mM has dramatic effects on Thy-1, a GPl-anchored protein,
and on GAP43, a membrane-attached protein via a dual palmitoy-
lation, both being totally removed from the membrane and re-
leased to the medium (Fig. 4C). Since it has been described that
CK2 is a component of the KSR1 scaffold complex that contributes
to Raf kinase activation |6], western blots for KSR1 and for Raf-1
were also performed, showing that both KSR and Raf-1 are also
gradually detached from the membrane with the increasing MCD
concentrations. Thus, these results imply that a pool that corre-
sponds to the 30% of the total protein can be completely detached
from synaptosomal membranes where they are initially bound.
This detachment is not general, being specific of certain proteins,
including CK2 subunits. Thus, peripheral membrane proteins seem
to be more sensible to the action of MCD than integral membrane
proteins. The immunodetection of KSR1 and of Raf-1 from the Brij
98-extracted DRM show that both proteins are present in DRM
fractions (Fig. 4D). Treatment with MCD 50 mM (see Fig. 3) de-
taches KSR1 and Raf-1 from membrane, as observed for CK2
subunits.

3.3. Pharmacological CK2 inhibition results in glutamate release
enhancement

Since syntaxin-1 (Stx1) is a CK2 substrate, a relevant protein in
nerve endings physiology and found in DRM from this cellular re-
gion [10,14), the presence of Ser14 phosphorylated-Stx1 was
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were treated, where indicated, with 35 mM MCD for 60 min prior to solubilization in 1% Brij

98 and fractionation on a discontinuous sucrose gradient. The cholesterol distribution in both treatments with or without 35 mM MCD (A) and the protein distribution (B)
along the gradients were determined. (C) The fractions were also analyzed by immunoblot with antibodies for flotillin-1, transferrin receptor (TfR), CK2x and CK2§. (D)
Synaptosomal membranes were also treated with 50 MCD for 60 min prior to DRM extraction and subsequent immunoblots. (E) CK2 activity in the samples from the
gradients analyzed in C and D were determined and expressed as percentage of maximum. These analyses were repeated on two separate experiments. Graphics show

mean £ SEM.

assessed by means of a phospho-specific antibody. The presence of
the phosphorylated Stx1 was found in DRM at a similar level than
the total Stx1 (Fig. 5A), corroborating the presence of physiologi-
cally active CK2 in DRM from nerve endings and also pointing to
the fact that the phosphorylation state of Stx1 does not affect its
localization in lipid rafts. Inhibition of CK2 with 25 pM DMAT re-
sults in a clear decrease in the Stx1 phosphorylation in DRM, but
was not apparent in the SM fractions (Fig. 5A). Since Stx1 is com-
ponent of the soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attach-
ment protein receptor complex (SNARE complex), which is
essential for neurotransmitter release to occur, the effect of
DMAT-mediated CK2 inhibition in glutamate release from nerve
endings was assessed. Treatment of synaptosomes with 25 uM
DMAT increased approximately twofold the potassium-induced
glutamate release, indicating a negative regulation of CK2 on re-
lease (Fig. 5B).

4. Discussion

Protein kinase CK2, one of the more conserved protein kinases
in evolution, is also one of the more challenging enzymes in the
cellular signaling field, since it is ubiquitously expressed in nearly
every tissue of eukaryotes and it is also found in nearly every com-
partment of eukaryotic cells, even found as an ectokinase [15], but
any effective type of activity regulation has been described until
now. It is well known that CK2 activity is greater in all the brain
regions studied than in most of other tissues, and compelling evi-
dences demonstrate that CK2 phosphorylates an array of sub-
strates that have clear implications in neuritogenesis, synaptic
transmission, synaptic plasticity and neuronal development. Early
studies have shown a rapid increase of CK2 activity in hippocampal
Long Term Potentiation (LTP), a prevailing neurobiological model
for learning and memory [16). In accordance to this observation,
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it has been recently demonstrated, also in hippocampal neurons,
that Nerve Growth Factor activates CK2, then phosphorylating
and inhibiting the Phosphatase and Tensin Homologue Deleted
on Chromosome 10 (PTEN), leading to the inhibition of glycogen
synthase kinase-3p and to the stimulation of axonal growth [17].
It is noteworthy that PTEN contains a caveolin-1-binding motif
and can be recruited into lipid rafts from neurotumor cell lines
after C2-ceramide treatment [18]. Furthermore, it is known that
caveolin-2 (Cav-2) is phosphorylated in vivo by CK2 at two resi-
dues (Ser23 and Ser36) and that phosphorylation of Cav-2 is neces-
sary for its actions as a positive regulator of caveolin-1 during

caveolae biogenesis [19]. Furthermore, detergent insolubility and
sucrose flotation gradient experiments revealed that Ser23 phos-
phorylation of Cav-2 preferably occurs in DRM [20], pointing to a
possible interaction of CK2 with lipid rafts by means of, at least,
a substrate-driven mechanism. Pharmacological inhibition of CK2
also envisages an important role of CK2 in synaptic plasticity, since
pharmacological CK2 inhibition, affects LTP by selective modifica-
tion in the location of synaptic NMDA (N-methyl-p-aspartate)
receptors |21}

Other CK2 membrane action that has been described is the one
that involves members of the KSR1 scaffolding complex. This
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complex is formed when KSR1 translocates to the cell membrane
upon signal activation, colocalizes MEK and ERK with the Raf fam-
ily kinases and also delivers the CK2 holoenzyme, which contrib-
utes to Raf activation [6). The association of CK2 with rafts,
described in the present work, together with the known affinity
of KSR for ceramide-rich membrane macro-domains [22] might
promote the interaction between CK2 and KSR. Since rafts play a
crucial role in regulating the phosphatidylinositol-3 kinase/Akt sig-
naling pathway [23). membrane rafts might also act as a meeting
platform allowing the convergence of CK2 and Akt signaling. Addi-
tional CK2 substrates that have been described as present in lipid
rafts in the system used in the present work [12] are synaptotag-
min | [24], VAMP/synaptobrevin [25] and Stx1 [26]. Stx1 is phos-
phorylated at Ser14 exclusively by CK2 [27]. The published data
suggest a role for CK2 and phospho-Stx1 in defining specific subdo-
mains in the axonal plasma membrane that are segregated from
the synaptic active zones [28]. In spite of the fact that the func-
tional significance and the stimuli that control the phosphorylation
of SNARE proteins remain unclear, several lines of evidence indi-
cate that this phosphorylation could have an important role in
the control of the calcium regulated exocytosis [29]. The data
shown in the present work are in support of this hypothesis. More-
over, Ser14 site in Stx1 is a critical modulator of mode 2/3 interac-
tion with Munc18-1, which controls vesicle immobilization at the
plasma membrane with the consequent control of exocytosis [30].

In fact, deficits in CK2-mediated phosphorylation of Stx1 have been
recently described as playing a role in the pathophysiology of
schizophrenia |31]. Moreover, a potential link between CK2 activ-
ity and inhibition of neurotransmission can be envisaged from the
reports on hippocampal neurons showing long-term depression by
the proBDNF-triggered activation of p75™™® [32] and the activation
of CK2 by the neurotrophin receptor p75¥™ [17]. Thus, it is feasible
to hypothesize a mechanism in hippocampal neurons in which
neurotransmitter release can be impaired by CK2, after being acti-
vated in a presynaptic receptor dependent-manner, e.g., by a
p75"™ ligand. Thus, although most studies focus on lipid rafts at
the postsynaptic site, the present work suggests that lipid rafts
act also presynaptically to regulate neuronal function, as has been
suggested in previous works [10,14].

In conclusion, the association of CK2 to membrane rafts in neu-
ronal tissue described in the present work opens the possibility to
an additional control mechanism of this intriguing kinase, by
means of a putative raft-targeted mobilization towards protein
substrates or by control of the CK2 presence in the extracellular
medium, as well as supports the CK2-mediated modulation of exo-
cytotic events.
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