
CAPÍTOL I

49

CAPÍTOL I

Identificació de dues formes moleculars

diferents de la proteïna quinasa CK2

d’Arabidopsis thaliana.
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Resum dels resultats presentats a l’article “Identification of two different

molecular forms of Arabidopsis thaliana casein kinase II”. Plant Science

(1997) 124, 131-142.

En aquest treball es va presentar l’aïllament, per cromatografia líquida, de la proteïna

quinasa CK2 d’Arabidopsis thaliana, i la caracterització bioquímica de dues isoformes

d’aquesta proteïna.    

El material de partida eren plantes d’Arabidopsis en estadi de roseta, crescudes

indistintament en terra o en medi líquid MS (Murashige and Skoog). Mitjançant la

combinació de diversos tipus de reïnes cromatogràfiques, es va establir un protocol de

separació i purificació parcial de la CK2, que es resumeix a continuació.

L’extracte cru de proteïnes es precipitava amb sulfat amònic i, a continuació, s’aplicava a

una reïna de bescanvi iònioc en DEAE-cel.lulosa. Es van detectar tres pics d’activitat

“caseïna quinasa” al llarg del perfil de la cromatografia (Fig 1, A). La primera de les

activitats es detectava en el rentat de la reïna i no era inhibida per heparina, per la qual

cosa, es va identificar com activitat CK1. Els altres dos pics es detectaven en aplicar un

gradient linear salí (0-1M). El primer pic eluïa a una concentració de 0.1M NaCl i es va

anomenar CKIIB, mentre que el segon pic eluïa a 0.3M NaCl i es va anomenar CKIIA.

Les fraccions corresponents a les formes CKIIA i CKIIB, es van reunir i es van

cromatografiar per separat en una reïna de bescanvi iònic en fosfocel.lulosa, que uneix

fortament la CK2 i, per tant és molt utilitzada en els procediments de purificació.

Contràriament al que s’esperava, la forma CKIIB no es va unir a la reïna, en cap de les

condicions de força iònica experimentades. La forma CKIIA es va unir eficaçment a la

reïna, d’on n’eluïa a una concentració de 0.6M de NaCl (Fig 1, B).

Per tal de purificar la forma CKIIB, les fraccions obtingudes en la cromatografia en DEAE-

cel.lulosa es van aplicar a una reïna d’afinitat en heparina agarosa. Malgrat que la CKIIB

s’unïa a aquesta reïna, el grau de purificació que s’assolia era molt baix, raó per la qual es

va omitir aquesta cromatografia del protocol general de purificació. Com a pas final de la

purificació de la forma CKIIB, es va realitzar una cromatografia líquida a alta pressió amb

una columna de bescanvi aniònic Protein-Pak Q AP-1. La proteïna s’unïa completament a

la reïna, d’on n’eluïa en un únic pic, en aplicar el gradient salí (Fig 1, C).
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A les Taules 1 i 2 es presenta un sumari del resultat de l’aïllament de les formes CKIIA i

CKIIB d’Arabidopsis. Les activitats específiques després de la purificació foren de 855

U/mg per a la CKIIA, i de 91 U/mg per a la CKIIB. Els graus de purificació assolits foren de

87 vegades la CKIIA i 78 vegades la CKIIB.

A continuació, es va determinar l’estructura polipeptídica de les formes CKIIA i CKIIB. 5 µg

de cada isoforma continguts a la fracció que mostrava una activitat catalítica més alta en

l’última etapa de purificació, es van separar en una electroforesi SDS-PAGE i es van

processar per a un experiment de Western blot. Les membranes es van incubar amb

anticossos policlonals preparats contra la CK2 oligomèrica de timus de vedella (cedits pel

Dr. M. Dahmus, Universitat de California, CA, USA) i que reconeixien específicament les

dues subunitats de l’enzim. Les dues isoformes crosreaccionaven amb els anticossos, si bé

el patró de bandes que es detectava era diferent (Fig 2). En la mostra corresponent a la

isoforma CKIIB, els anticossos reconeixien una única banda d’aproximadament 43 KDa,

que concordaria amb la massa molecular deduïda dels dos cDNAs aïllats per a la subunitat

α de la CK2 d’Arabidopsis (Mizoguchi, 1993). En canvi, en la mostra corresponent a la

isoforma CKIIA es detactaven dues bandes, d’aproximadament 43 i 27 KDa. La banda de

43 KDa podria correspondre a la subunitat α, mentre que la banda de 27 KDa concordaria

amb la massa molecular deduïda dels cDNAs aïllats per a la subunitat β d’Arabidopsis

(Collinge, 1994). A partir d’aquests resultats es podia concloure que la forma CKIIB es

composava únicament de subunitat α, mentre que la forma CKIIA contenia els dos tipus de

polipèptids, α i β.

Les dades immunològiques sobre l’estructura de la forma CKIIB, es van confirmar

mitjançant una cromatografia de gel filtració en una columna protein Pak 125, per a HPLC.

La mesura de l’activitat enzimàtica de les diferents fraccions recollides va permetre

determinar una massa molecular aparent de la CKIIB de 55 KDa (Fig 3). Aquesta dada

concordava amb la hipòtesi de què la forma CKIIB tenia estructura monomèrica, composta

únicament de subunitat α.

Per tal de caracteritzar a nivell bioquímic les dues formes aïllades i establir possibles

diferències entre elles, es van estudiar algunes propietats enzimàtiques de la CK2, com la

utilització de GTP com a donador de fosfat, la inhibició per heparina, l’estimulació per

polipèptids bàsics, la fosforilació de substrats acídics i l’autofosforilació de la subunitat β. A
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la taula 3 i també a continuació, es resumeixen els resultats obtinguts en aquesta

caracterització.

Les dues formes tenien en comú tres propietats de la CK2: la utilització de GTP, a més

d’ATP, com a donador de fosfat, la inhibició de l’activitat enzimàtica per heparina i la

fosforilació del pèptid específic RRRDDDSDDD. No obstant, es van observar algunes

diferències entre les dues isoformes. Les constants cinètiques per al substrat caseïna, Km i

Vmax, eren 0.068 mg/ml i 3.7 U/ml, respectivament, per a la CKIIA, i 0.175 mg/ml i 18.2

U/ml, per a la CKIIB. En presència de polipèptids bàsics, com la polilisina, l’activitat de la

CKIIA s’estimulava 2 vegades, mentre que la CKIIB, ho feia en 25 vegades, sota les

mateixes condicions experimentals.

Un dels substrats de la CK2 més ben estudiats és la calmodulina. Aquesta proteïna només

pot ser fosforilada eficientment i en absència d’efectors, per la subunitat α sola.

L’holoenzim necesita de polipèptids bàsics per poder-la fosforilar. Per tal d’explorar l’efecte

de la subunitat β en l’especificitat de substrat, es va mesurar l’activitat de les formes CKIIA i

CKIIB sobre la calmodulina, en presència i en absència de polilisina. D’acord amb aquesta

premisa, la forma CKIIB es comportava com una proteïna monomèrica ja que era capaç de

fosforilar la calmodulina en absència de polilisina. En canvi, la fosforilació de calmodulina

per part de la CKIIA era gairebé insignificant en absència de polilisina, però s’observava

una estimulació molt gran en presència del polipèptid (Fig 4).

L’última característica que es va estudiar en les formes CKIIA i CKIIB fou l’autofosforilació

de les subunitats α i β. Les poliamines estimulen l’autofosforilació a la subunitat β, mentre

els polications, com la polilisina o la protamina, estimulen la fosforilació a la subunitat α, en

detriment de la subunitat β. Els assatjos realitzats amb les formes CKIIA i CKIIB, en

presència de diferents efectors, van mostrar que les subunitats de la CK2 d’Arabidopsis no

s’autofosforilen. No obstant, amb la forma CKIIB, es va detectar la fosforilació d’una banda

d’aproximadament 15 KDa, que copurificava amb la proteïna (Fig 5). La fosforilació

d’aquest substrat endogen era específica de CK2, ja que la incorporació de fosfat s’inhibia

per heparina, però cap dels altres moduladors assajats afectava la reacció.

L’estudi de l’expressió de la subunitat CK2β a nivell transcripcional en diferents òrgans de

la planta d’Arabiodopsis va demostrar que aquesta subunitat no s’expressa per igual als

diferents òrgans analitzats, sinó que és molt més elevada en flors i en fulles (Fig 6).
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