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1. LA SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS EUCARIQOTICAS

lLa traduccidén o sintesis de proteinas consiste en la lectura
de 1los codones del mRNA y en la construcciéon de cadenas
polipeptidicas. Es un proceso que tiene lugar en el citosol
celular, en =l que se consume gran cantidad de energia de la
célula y que estda integrado con el resto de las rutas meta-
bélicas. La traduccidn tiene lugar en tres etapas diferentes, en
cada una de las cuales intervienen diferentes factores o
moléculas que catalizan las reacciones especificas de los otros
componentes que participan en este proceso. Las tres etapas son:

inicliacidn, elongacidén y terminacidn.

a) Iniciaciodn

La iniciacién comienza con la lectura del codén de
iniciacidédn AUG, que codifica una metionina al principioc del
cistrén. Este codén de iniciacidén sélo es reconocido por el

anticoddn de un amincacil-tRNA, el Met—tRNAi, que junto con GTP,
ATP, varios factores de iniciacidén, mRNA vy las subunidades
ribosomales, forman el complejo de iniciacidn 80S (Figura 1.).
Esta etapa de iniciacion de cadenas peptidicas se puede dividir

en tres fases principales (1-4):

I. La subunidad ribosomal 40S Jjunto con los factores de
iniciacién elF-3, elF-4C vy elF-2, este ultimo como complejo
ternario con el tRNA 1niciador (Met—tRNAi) y GTP, forma el

complejo preiniciador 43S.

II. La asociacidn de este complejo con la particula mRNP,
incluyendo otra serie de factores de iniciacidén, como elF-4A,
-4B, -4E y -4F, la hidrélisis de ATP y el movimiento de la

subunidad iniciadora ribosomal 40S al coddédn i1niciador AUG del
mRNA, con la posible salida de estos factores, forma el complejo

preiniciador 48S.

INTRODUCCION 3



ITI. La wunién de la subunidad ribosomal 60S al complejo
preiniciador 488, que incluye el factor de iniciacién elF-85, 1a
hidrélisis de GTP y la liberacién de los factores de iniciacién
ligados anteriormente (elF-3, -4C y elF-2 con GDP), forma el

complejo de iniciacién 80S.

Los factores de iniciacidn son un grupo heterogéneo de
proteinas compuestas de una o mas (hasta 11) subunidades gue son
necesarias en las diferentes etapas de la iniciacidn, con un peso
molecular en un rango desde 17 kDa (eIF-4C) a 700 kDa {(elF-3).
Estos factores han sido revisados extensamente por algunos

autores como Pain (19868) (2) y Rhoads (1988) (3).
b) Elongacidon y Terminacidn

En la etapa de elongacidén se produce la traduccidn de los
codones del mRNA entre el triplete de iniciacidén y el de
terminacién. Esto se produce por una serie de reacciones en el
complejo ribosomal 805 que se repiten para cada coddn segln son
traducidos secuencialmente. De este modo, la cadena polipeptidica
se va extendiendo desde su extremo N-terminal al C-terminal. En
esta fase bhay hidrédlisis de GTP e intervienen todos los
amincacil-tRNAs y los factores de elongacidn eEF-1 y eEF-2 (1,5).
El aminoacil-tRNA correspondiente al codén disponible ingresa en
el sitio aceptor del ribosoma, y se liga a este sitio en una
reaccién catalizada por GTP y por el factor de elongacidn eEF-1.
Una vez ocupado el sitio aceptor, se produce la formacion del
enlace peptidico entre el Met—tRNAi, que se encuentra en el
denominado sitio donador del ribosoma, y el nuevo amincacil-tRNA
del sitio aceptor, liberandose el tRNA deacilado del sitio
donador y formandose un dipéptido 1ligade a tRNA en el lugar
aceptor. A continuacién, por accién de GTP y el factor de
traslocacion eEF-2, el ribosoma se mueve un triplete sobre el
mRNA trasladandose el dipeptidil-tRNA al sitio donador, guedando
el sitio aceptor libre y situado sobre el siguiente coddn para la

entrada del nuevo aminoacil-tRNA correspondiente.



El proceso de elongacidén se repite tantas veces como codones
tiene el mRNA, y de esta manera se va formando la cadena
peptidica. Este proceso tiene lugar hasta que el ribosoma llega a
alguno de los codones de terminacién UAA, UAG o UGA, para los
cuales no hay ningun tRNA con su anticoddn complementario (1).
Entonces el sitio aceptor vacio es ocupado por el factor de
terminacidén RF, el cual en presencia de GTP y mediante su
hidrélisis, cataliza la reaccidén de terminacidn con la hidrélisis
del enlace ester del peptidil-tRNA, liberandose de la cadena

polipeptidica el tRNA deacilado y el ribosoma del mRNA.

2. EL FACTOR DE INICIACION elF-2

El factor de 1iniciacidén elIF-2 es un requisito absoluto para

la iniciacidn de la sintesis de proteinas en cada ciclo de la

traduccién (Figura I.) (4). El factor ha sido aislado y caracte-
rizado en varias celulas eucaridticas, tales como reticulccitos,
Artemia, germen de trigo, higado, cultivos celulares, levadura,
cerebro, Drosophila, Strongylocentrotus, etc. (1,6-8). E1 factor
elF-2 esta compuesto de tres subunidades diferentes, denominadas
a, B v T3 con un  peso molecular en su forma nativa de unos

145.000 y con masas moleculares relativas determinadas por
electroforesis con SDS de 35.000 a 38.000 para a, de 48.000 a
52.000 para t, vy de 52.000 a 56.000 para B, si1 bién ésta
subunidad tiene comportamientos andmales (1, vy referencias

cltadas anteriormente}.

Su actividad esta definida por la formacién de complejos
ternarios eIF~2-GTP-Met—tRNAi y su posterior unidén a la subunidad
ribosomal 40S. Tantoc la formacidén de complejos ternarios, como la
aparicion de complejos de preiniciacidn 43S, se han utilizado
para la medida de la actividad elF-2 tanto in vivo como in  vitro
{(2). Se cree que el GTP interacciona con las subunidades B y t,
de este modo el elF-2 es capaz de ascciarse con el Met-—tRNAi

{9,10). E1 ultimo paso de la iniciacién (formacidn del complejo
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80S) precisa de la hidrélisis del complejo ternario ligado con
GTP y ello produce 1la salida del elF-2 probablemente como
complejo elF-2-GDP (2,11).

ta afinidad del elF-2 por GDP, en presencia de Mg2+ a las
concentraciones existentes en la célula (1 mM), es de unas 100 a
400 veces mayor que para el GTP (2,1!1), de esta forma en cada
ciclo de iniciaciédn se produce un complejo elF~2-GOP, incapaz de
unir mas GTP y Met—tRNAi (2,4,11). Para comprender el mecanismo
por el cual el elF-2 es reactivadoe fue necesario el aislamiento y
purificacién de una actividad capaz de reciclar el elF-2 por
desplazamiento del GDP por GTP (2,12). Este factor intercambiador
de nucledtidos de guanina o GEF, ha sido llamadc también Co-~elF~-
2, elF-2B o RF (Figura I.), y se han propuesto muchos mecanismecs

para explicar su accidén e interaccidn con el elF-2 (13-19).

El factor elF-2 presenta una gran heterogeneidad en su
distribucidén celular, ya que ademas de libre, unido al complejo
ternario y a la subunidad 40S, y ligado al GEF; el elF-2 ha sido
encontrado asociade a la subunidad ribosomal 605 y a los
ribosomas B80S, asi como también se ha descrito su alta afinidad

por mRNA y por el citoesqueleto (2.,4).

Debido a su importante papel en la sintesis de proteinas,
el factor elF-2 se ha conservado a lo largo de la evolucién (20).
Ademas, por estar constituido por tres subunidades a, B y «t,
ligar GTP vy poseer un factor gque cataliza el intercambio de los
nucleétidos de guanina (el referido GEF), se le ha incluido, por
algunos autores, dentro de las proteinas G (12,21,22), proteinas

de gran importancia reguladora de la funcidn celular (23,24).
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3. REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS

La expresidén génica se regula, tanto en procariotas comoc en
eucariotas, a nivel de la transcripcién. En los Gltimos veinte

afios se han acumulado resultades que indican un control de 1la

expresion génica a nivel de la traduccion (12,25,26). En las
células eucaridéticas, donde las poblaciones de mRNA se producen
por mecanismos de procesamiento, transporte nucleocitoplasmico e

incorporacion a las llamadas ribonucleoproteinas mensajeras o
mRNP , cambios mediocambientales inducen frecuentemente modifica-
ciones en los niveles de biosintesis de proteinas vy alteraciones
en los niveles de transcripcion (4). En respuesta a diferentes
estados fisioldbégicos de la célula {cambios de energia, nutricio-
nales, hormonales, fertilizacidn, diferenciacidn celular o
infeccidn viral), asi como en situaciones de estres celular
{calor, chogue hipertoénico, evenenamiento celular) (4,12,27,28),
se ha descrito un control de la traduccién, que puede ser de
naturaleza cualitativa (afectando la traduccidn especifica de
determinados mensajeros) o bien cuantitativa con modificacioén de

los niveles de traduccién.

El control de la traducciédn, en la mayeoria de los casos, se
realiza en la iniciacidon de las cadenas peptidicas, en algunoc de

los elementos que intervienen en la compleja secuencia de sucesos

que hemos descrito brevemente en el Capitulo 1, y gue incluye
junto al tRNA iniciador y a 1las subunidades ribosomales, unos
diez factores de iniciacion, ciertas sefales importantes para la

traduccién del mRNA, como la estructura del la regidon 5°cap (una
secuencia 1inicial neo traducible y que se encuentra entorno a la
regiédn del coddén iniciador AUG), un numero desconocido de

Y
proteinas asociadas a mRNA (2,4,12,25,28). A _ continuacidn

analizaremos los mecanismos de control de la 1iniciacidén de 1la
traduccidén, prestando especial atencién a la fosforilacién del
factor eucaridtico de iniciacidén 2 o elF-2, por ser éste el tema

central del presente trabajo.



FOSFORILACION DEL FACTOR elF-2

Uno de los sistemas eucaridticos mas eficientes de sintesis
de proteinas in vitro es el lisado de reticulocitos de conejo, su
estudio en los uUltimos veinte afocs, nos ha permitido conocer el
proceso de la iniciacidén asi como sus mecanismos de control
(1,2,4,12,25). bLa sintesis de las cadenas de globina a y B
representan mas del 90% de la sintesis de proteinas en el lisado
de reticulocitos, y es dependiente de hemina, el grupoc prostético
de la hemoglobina. En ausencia de hemina, los niveles de sintesis

de proteinas caen por debajo del 10% del valor normal al cabo de

5 6 10 minutos, debido al blogquec de la iniciacién de cadenas
peptidicas, loe cual se acompana de un incremento de la fosfo-
rilaciédn de la subunidad a del elF-2 (29,30). Dos residucs de

serina en la subunidad a (en las posiciones 48 y 51) son los
candidatos a ser el lugar de fosforilacién, si1 bién recientemente
se ha sefalado que es la serina 51 la que se fosforila bajo

condiciones de inhibicidén de la traduccién (31-33).

Actualmente se conocen dos proteinas quinasas que fosforilan
la subunidad a del factor elF-2 (elF-2a) y dicha fosforilacidén se
acompana de la inhibicidn de la sintesis de proteinas; se las ha
denominado genéricamente elF-2a quinasas. Ambas han sido
purificadas en reticulocitos y es en este sistema donde la
fosfeorilacidén de elF-2a produce la inhibicién de la iniciacion.
Una es la proteina quinasa o inhibidor controlado por hemina
(HC1}), ¥y la otra es la proteina quinasa o inhibidor activadeo por
RNA de doble cadena (DAI) (25,26,34,35). HCI se inhibe por hemina
y s6lo se ha descrito en reticulocitos; DAI se activa con bajas
concentraciones de RNA de doble cadena mas ATP, se ha encontrado
en alglin otro tipo celular como en células HelLa y fosforila
ademas proteinas histonas (4,25). En el Capitulo & se describen
mas detalladamente las caracteristicas de estas dos proteinas.
También se ha publicado la existencia de otra proteina quinasa
que fosforila elF-2a en corteza adrenal llamada PK 380; se inhibe

por poliaminas, peroc no se ha descrito que disminuya la
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iniciacidén de sintesis de proteinas (36).

El elF-2 fosforilado en su subunidad a o elF-2a(P)}, no es
inactivo como tal, pero impide que el factor pueda ser reciclado
por el GEF después de ser liberado el complejo elF-2a-GDP. El
elF-2a(P)-GDP forma un complejo estable con el GEF, el cual es
asi secuestrado y no puede reciclar el elF-2 restante no fos-
forilado presente en la célula (2,18,25). Asumiendo que en
lisados de reticulocitos la relacién entre el elF-2 yv el GEF es
alta (2,25,37), se estaria de acuerdo con el hecho de que la
fosforilacidn de sdélo una fraccidn del elF-2a es suficiente para
inhibir sustancialmente la traduccidn. Por ello, es importante

comprobar ctal es la proporcién elF~2/GEF en otros tejidos o

tipos celulares (2,4). Sobre este modelo, algunos autores (38)
han indicado la participacidén adicional de una proteina
denominada 67 kDa, la cual protegeria a elF-2a de ser

fosforilada.

Por otra parte, la subunidad B del elF-2 puede ser
fosforilada por varias proteinas quinasas, tales como la caseina
guinasa II, quinasa Il activada por proteasas y proteina quinasa
C (39-42), pero sin que ello produzca aparentemente ningdn

efecto sobre la actividad del factor elF-2 o sobre la sintesis de

proteinas.

La fosforilacién de elF-2 en la subunidad o y B esta
contrarrestada por su defosforilacidén y el resultado es el estado
de fosforilacidén, el cual sélo se modifica cuando se activa la
respectiva quinasa. En lisados de reticulocitos de conejo, se han
encontrado proteinas fosfatasas con especificidad para elF-2a(P)
y elF-2B(P) (44,45), las cuales han sido purificadas y c¢lasi-~
ficadas como proteinas fosfatasas de tipo 1 y de tipo 2A (46,47},
seglin la c¢lasificacién de estas proteinas por Cohen (48,49)
(Capitulo 6). Hasta donde se conoce en la actualidad, las fos-
fatasas no estan implicadas en ningitn mecanismo de control, pero

la accesibilidad del elF-2 para su defosforilacidén se encuentra
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afectada por su asociacidén con otras moléculas, como por ejemplo

Met—tRNAi o GEF (45). Por ultime, en el lisado de reticulocitos

de conejo, la subunidad de 90 kDa de HCI se defosforila lenta-
mante (2%), mientras que DAI y elF-2a(P) son defosforiladas
rapidamente, con una recuperacion paralela de la traduccidn
(50,51).

OTROS MECANISMOS DE REGULACION

La fosforilacidn del factor de iniciacidén elF-2 se considera
el principal punto de control de la traduccidn en células de
mamiferos (2,4,12,25). Sin embargo, como puede observarse en la
descripcidon de las fases de la iniciliacidn y ha sido descrito en
la bibliografia, otros puntos pueden ser suceptibles de controlar

dicha traduccion. A continuacion indicamos algunos de ellos:

I. La actividad de las proteinas asociadas al mRNA. Las
cuales podrian estar reguladas por fosforilacidn al ser fos-
foriladas por caseina quinasa Il (ver mas adelante}, o diferir al
menos entre el traduccionalmente activo mRNP polisomal y el

traduccionalmente reprimido mRNP, libre en el citoplasma (52-54).

II. Variaciones estructurales de la regidn no codificadora
5 del mRNA, lo que influira en la accesibilidad del coddén de
iniciacién AUG (55).

II1. LLa actividad de los factores de iniciacidén incluidos en
el reconocimiento de la regién S5’cap del mRNA eucaridtico. Funda-
mentalmente de la subunidad de 25 kDa (elF-4E) del factor elF-4F,

el cual parece estar regulado por fosforilaciéon (3,28,56).

IV. La proteina ribosomal S6. Proteina de 31 kDa de la
subunidad ribosomal 40S localizada en el dominico que contacta con
el mRNA. Es una proteina gque parece estar regulada por fosfo/-

defosforilacidén y se la ha relacicnado con el efecto de 1la
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insulina y del factor de crecimiento epidérmico sobre el cre-
cimiento celular y la estimulacién de la sintesis de proteinas
(26,57).

V. Otros factores de iniciacién como el propio GEF o el
elF-3. El GEF, ademas de ser importantes sus niveles (ver
anteriormente}, se fosforila por caseina quinasa II al igual que

el elF-3, incrementandose su actividad (58,59).

VI. Las aminoacil—-tRNA sintetasas, enzimas encargadas de
efectuar la carga de los aminoacidos sobre sus respectivos tRNAs,
algunas de las cuales son fosfoproteinas, si bien no esta clara

su importancia sobre la sintesis de proteinas (26,60).

VII, Los factores de elongacion eEF-1 y eEF-2, que también
son suceptibles de fosforilacidédn. Fundamentalmente tiene interés
la fosforilacidn del eEF-2 por una proteina quinasa especifica

2+

dependiende de Ca y calmodulina, lo cual provoca la inhibicidn

de la actividad de este factor (61-63).

Por dltimao, no estd establecido si todos estos mecanismos de
control afectan al nivel total de la sintesis de proteinas, o si
alguno de ellos ejerce un control especifico de la traduccién del
mRNA (4,28).

4, INTRODUCCION A LA FOSFORILACION DE PROTEINAS Y PROTEINAS
QUINASAS

FOSFORILACION DE PROTEINAS

La fosforilacidédn de proteinas por proteinas quinasas es la
base de un complejo mecanismo por el que sefflales extracelulares,
tales como hormonas o neurctransmisores, a través de segundos
mensajeros, producen una respuesta fisioldgica celular coordinada
(64,64a).
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Las sefiales extracelulares se denominan primeros mensajeros,
e incluyen hormonas, neurctransmisores e 1mpulscs nerviosos,
estos Ultimos en células excitables. Los primeros mensajeros
interaccionan con receptores ligados a la membrana plasmatica
celular y alteran la concentracidon de unas pequefias moléculas
intracelulares: los segundos mensajerocs. Estos segundos mensa-
jeros activan o inhiben proteinas quinasas, que fosforilan restos
de serina, treonina, y tirosina de numerosas proteinas. La
fosforilacidén induce cambios conformacionales en las proteinas,
que modifican sus propiedades biolédgicas y su funcidén. Dicha
modificacidédn de proteinas producira, bien directa o© indirecta-

mente, la respuesta fisioldgica celular (Figura II.) (65,866).

Para que la fosforilacién de proteinas sea un mecanismo de
regulacién completo debe ser reversible, y lo es gracias a la
existencia de proteinas fosfatasas, que también poseen su propia
regulacién (Capituleo 6). La fosfo/defosforilacién de proteinas,
que también pueden ser enzimas, producida por proteinas quinasas
y fosfatasas se considera el mecanismo de regulacién celular mas
importante (48,67). Esta regulacidén se caracteriza por ser
especifica, de gran sensibilidad y flexibilidad, e inducir

amplificacion de la senal extracelular.

Entre los procesos bioldégicos en cuya regqulacidn interviene
la fosforilacidén de proteinas por proteinas quinasas, podemos
citar: metabolismo del glucdégeno y colesterol, transformacidn de
seffales extracelulares (factores de crecimiento e insulina, por
ejemplo), organizacién del citoesqueleto, proceso y factores de
transcripcidon, neurctransmisién y otros mecanismos neuronales,
contraccidédn muscular, procesos de visiéon, ciclo celular e
infeccidn viral, y traduccidén o sintesis de proteinas por fos-
forilacidn de factores de iniciacidén y proteinas ribosomales
(26,88-72). Los efectos de la fosforilacidén de proteinas incluyen
procesos bioldgicos a corto plazo, por fosforilacidn de proteinas
preexistentes y que afectara a los procesos que determinan la

funcidén celular, y a largo plazo por la induccidn de la sintesis
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de nuevas proteinas mediante la regulacién de fosfoproteinas que

intervienen en el control de la expresidn génica (73).

Los sistemas de fosforilacién de proteinas son mucho mas
activos en tejido nervioso que en otros tejides. E1 aumento de
fosforilacidén en tejido nervioso se debe a un mayor nimero de
distintas quinasas y a un mayor numero de diferentes proteinas
fosforilables (74). Asi, la fosforilacién de proteinas esta
implicada también en la regulacion de diversos procesos, tales
como sintesis de neurctransmiscres, transporte axoplasmico,
liberacién de neurotransmisores, generacidn de potenciales
postsinapticos, conductancia de canales 1idénicos, formacion y
movilidad neuronal, elaboraciéon de procesos dendriticos Y%
axonales, desarrolle y diferenciacién de distintos tipos de

neuronas, etc. (69,75,786).

PROTEINAS QUINASAS

Las proteinas quinasas son enzimas que catalizan la
transferencia del grupc fosfato en posicidédn t del ATP a una
proteina aceptora. Son fosforil~fosfotransferasas (ATP: proteina
fosfotransferasas, EC 2.7.1.37) (77), vy el resultado de esta
reaccion es una proteina fosforilada o fosfoproteina y ADP (78).
La unidn del grupo fosfato a la proteina o enzima, 1nduce un
cambio estructural en la misma que altera sus propiedades y

caracteristicas (79,80}.

La fosforilacién covalente de la proteina se realiza
fundamentalmente sobre los grupos hidroxilo de serinas, treoninas
o tirosinas en menor medida. En funcidén del aminoacido fosforila-
do, las proteinas quinasas se han clasificado en serina/treocnina
guinasas © en tirosinas quinasas (81,82). A su vez las primeras
se han subdividido en funcién de su activador, segln sea: un
segundo mensajero ¥y el tipo de éste, un estimulo intracelular, o

si es desconocido (72). Las tirosinas guinasas son activadas por
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primeros mensajercos o han sido reconocidas como productos de
ohcogenes, dato este (ltimo de gran importancia para el futuro

del estudio de las proteinas quinasas (83,84).

La primera proteina quinasa se purificé en 19639 (85). Desde
entonces no se han dejado de descubrir nuevas proteinas guinasas
y ha sido sobre todo a partir de 1980 cuando se ha producido wuna

auténtica explosidn en la identificacidn y reconocimiento de

numerosas proteinas quinasas, a las gque algun autor se ha
referido como las 1001 quinasas (86). A ello han contribuide las
técnicas de secuenciacidén y clonacidén, gque han posibilitado

demostrar la existencia de wuna similitud de secuencia en su
dominio catalitico, por lo gue derivarian de un ancestro comdn.
Con ello se han podido establecer familias de proteinas quinasas
(87-89).

Una de las causas de la relativa abundancia de proteinas
quinasas reside en sus cualidades como elemento regulador. Las
proteinas quinasas reciben una sefial intracelular y la pueden
amplificar fosforilando diversos sustratos, a la vez gue estan
sometidas a una propila regulacidn, Por esta razoéon, se las ha

comparado con los transistores de la electrénica analégica (86).

Como ellos, reciben dos "entradas", la sefnal intracelular y su
regulacién, dando o© no una uUnica "salida" amplificada. Ademas,
las proteinas quinasas pueden 1ir conectadas en “serie" o en
"paralelo”. Mas aun, algunas de ellas pueden compararse a

circultos integrados o chips de la electrédnica digital (86),
debido a que poseen varias vias de "entrada" o seflales intra-

celulares y maltiples "salidas" o sustratos.

La regulacién de las proteinas quinasas es muy variliada. Hay

enzimas de naturaleza homo o hetero-oligomérica constituidas por

varias subunidades, siendo algunas de ellas las subunidades
cataliticas y otras las reguladoras, presentando fendmenos de
cooperatividad y de gran sensibllidad de respuesta a los
mecanismos de regulacién; otras quinasas en cambio son mono-
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méricas, conteniendo dominics cataliticeo y regulador (89,90).
Muchas proteinas se activan por ligandos gue se unen a sus
dominios reguladores, otras en cambio lo son por segundos
mensajeros, Yy también pueden regularse positiva o negativamente

por su propla fosforilacién, o por fosforilacidon de otra proteina

quinasa (66,72). Por ultimo, se han descrito algunos inhibidores
endégenos de quinasas, tales como seudosustratos y reglones
intrinsecas de la secuencia primaria de Qquinasas, que podrian

servir de inhibidores constitutivos de la actividad de la propia

enzima (91,92).

En el capitulo siguiente se describen brevemente las
principales proteinas quinasas que fosforilan el factor elF-2 en
otros tejidos diferentes de cerebro, asi como agquellas quinasas
relacionadas con el proceso de la traduccidn, comentando su

localizacidn, estructura, principales sustratos y regulacién.

5. PROTEINAS QUINASAS RELACIONADAS CON EL FACTOR elf-2 Y LA
TRADUCCION

PROTEINA QUINASA CONTROLADA POR HEMINA

Denominada también inhibidor controlado por hemina (HCI) o
represcr controlado por hemina (HCR), sélo se ha encontrado en
reticulocitos y fosforila especificamente la subunidad a del
factor elF-2, lo gque en dicho sistema produce la inmhibicidén de la
sintesis de proteinas (4,25). La enzima purificada es de 95.000
Da, bajo condiciones no desnaturalizantes da un peso de 140.000 a
160.000 y por filtracioén en gel valores de 300 a 350 kDa. Utiliza
mejor ATP que GTP como donador de grupos fosfato y posee un Unico

sustrato, que es la subunidad a del factor elF-2, con una K de

0,5 uM, aungue recientemente se ha descrito que tambiéen fosforila
proteinas histonas (33,34,82). La subunidad de 95 kDa de la HCI
se auteofosforila, peroc ni su activacidn, Nni su actividad elF-2a

gquinasa, dependen de esta autofosforilacidn (4,82).
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El mecanismo preciso de regulacidn de esta quinasa no esta

aun aclarado. La enzima en su activacién pasa de un estado
precursor ProHCI a otro activo o HCI, peroc se desconoce la
relacidén entre ambos sucesos. Si se conoce, por el contrario, la

inhibicidén por hemina de la activacién de HCI y su actividad
fosforiladora de elF-2qa; la hemina a una concentracidén de 5 M
reduce la actividad de HCI a la mitad. La N-etil-maleimida activa
irreversiblemente la enzima y el glutatién oxidado (GSSG) lo hace
de manera reversible (93,94). Estos resultados sugieren que la
ferma inactiva de HCI posee ciertos grupos SH reducidos, mientras
que la activa seria una configuraciédn oxidada, siendo asi sensi-
ble al deterioro del equilibric de éxido-reduccién. En lisados
suplementados con hemina, la forma de HCI irreversible se induce
por pH alcalino., por un incremento de la presidén hidrostatica o
por elevacién de la temperatura ("choque térmico") (25,95,96). La
supresidn de azucares y fosfoaziicares en lisados de reticulocitos
de conejo da lugar a la inhibicidén de sintesis de proteinas por
activacién de HCI, qgque puede ser revertida por la adicién de
NADPH, fosfoazlUcares u otros sustratos ligantes de NADP? (25,93).
FPor Galtimo, la interacidn de la enzima con otras proteinas, tales
como la espectrina, se considera de importancia en el control de
HCI (97).

PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE RNA DE DOBLE CADENA

Se la ha llamado inhibidor activado por RNA de doble cadena
o DAl (o también dsl). Esta enzima se localizd en reticulocitos,
donde fosforila la subunidad a del factor de iniciacidn elF-2 an
el mismo sitio que la proteina quinasa HCI, produciendo la inhi-
bicidén de la gsintesis de proteinas (4,25). Posteriormente ha sido

encontrada en células no eritrocitarias (98-100).

Su localizacién es principalmente de fraccidn microsomal.

Ademas de la subunidad o del elF-2, puede fosforilar proteinas

histonas H2 de mamiferos (33,82). La proteina guinasa dependiente
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de RNA de doble cadena (DAI o PKR) es monomérica, con un peso
molecular de 68.000 a 72.000. Esta guinasa aparece como un
precursor inactivo, el cual es activado por bajas concentraciones
de RNA de doble cadena (dsRNA) en presencia de ATP (35,82). EIl
procesc de activacidén se acompafia de su autofosforilacidon, que
constituye un requisito previo y necesario para su activacidn
(4,25),

Se 1induce por tratamiento con interferdén a, B8 v t (agente
antiviral que disminuye la preoliferacién viral), aumentando su
actividad unhas diez veces, lo cual indica que DAI debe estar

asoclada con el estado antiviral inducido por el 1interferén
(72,99). Esta hipétesis ha recibido apoyo por los datos obtenidos

de las células Hel.a infectadas con un mutante del adenovirus VAI

-RNA. En infecciones avanzadas, estas células producen un corte
total de la sintesis de proteinas celulares y virales, a la vez
que se produce la fosforilacidn del eIF-2a; se piensa que

probablemente DAI es activada por los mRNAs de doble cadena
producidos por la transcripcién simétrica de ambas cadenas del
DNA viral (72,99).

PROTEINA QUINASA DEPENDIENTE DE AMP CICLICO

lLa proteina quinasa dependiente de AMP ciclico (PKA) es la
me jor conocida. Se activa especificamente por concentraciones
bajas de AMP ciclico, actuando como mediador de casi todos sus

efectos fisioldgicos conocidos.

Tiene una amplia distribucidén en los seres vives, desde
animales hasta hongos, incluyendo plantas y procariotas. En los
tejidos animales se encuentran altos niveles de PKA, la mitad en

fraccidn citosdlica y la otra mitad en fraccidn de membrana (82).
Su estructura es tetramérica, con dos subunidades reguladcras R y
dos subunidades cataliticas C. Hay dos tipos de PKA denominadas

tipo I y II. Ambas contienen idénticas subunidades cataliticas
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pero diferentes subunidades reguladoras, nombradas como Ry y Rrr
y pertenecientes a los tipos I y Il respectivamente. La subunidad
C pesa 42.000 Da, RI uhos 45.000 Da vy RII alrededor de 40.000 Da.
Esto da un peso total de la holoenzima R202 de 150 kDa yv de 170
kBa. Asimismo, se ha encontrado una heterogeneidad en la misma
subunidad R-I1 (82). De los dos tipos de PKA, la tipo Il parece
ser predominante en tejido neuronal (101). En su forma tetramé-
rica la enzima es inactiva. Las dos subunidades reguladoras se
encuentran unidas por puentes disulfuro dando un dimero, que se

liga a las subunidades cataliticas inhibiéndolas. En presencia de

AMP ciclico, éste se une a las subunidades reguladoras, causando
la disociaciodon del tetramero, liberando las subunidades
cataliticas, las cuales son ya enzimaticamente activas. Se unen

cuatro moléculas de AMP ciclico por molécula de PKA y su unién
parece ser cooperativa. La fosforilacién de R debe estar
relacionada con la regulaciéon de PKA, y cambios en la actividad

de R deben modificar la actividad de PKA (102).

La enzima sclamente fosforila en serinas o treoninas. Entre
los sustratos que fosforila se encuentran su propia subunidad R,
la proteina asocliada a microtibulos 2 (MAP-2), sinapsina I (sitio
1}, proteina III, DARPP-32, <c¢anal de sodioc voltage-dependiente,
canales de potasio, receptor nicotinico de acetilcolina, receptor
B-adrenérgico, tirosina hidroxilasa, neurofilamentos, proteina
basica de mielina, guanilato c¢iclasa, fosfodiesterasa, GABA-
modulina, la protaeina ribosomal S6 y el factor elF-4B
(59,81,103).

Las hormonas estercideas (mineralocorticoides, glucocorti-
coides y estercides gonadales) alteran el estado de fosforilacién
de la subunidad R. De igual modo, en cerebro, la corticosterona
altera la fosforilacidén de R en el hipocampo. Todas las hormonas

0 neurotransmiscres que producen un aumento de los niveles de AMP

ciclico (por activacidn de adenilato ciclasa), por ejemplo la
hormona adrenocorticotrdpica  (ACTH)Y, la hormona luteinizante
(LH)Y, noradrenalina, adrenalina, glucagdén o acetilcolina, asi
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como el efecto descrito del AMP ciclico come estimulador de la
iniciacién de la sintesis de proteinas, actuan a través de PKA
(65,104). Alta actividad de PKA se corresponde c¢con alta sen-
sibilidad celular, por ello, las variaciones en los niveles de
actividad de PKA seran unco de los mecanismos de regulacién de 1la

sensibilidad celular (81).

PROTEINA QUINASA C

La proteina quinasa C (PKC), originalmente denominada
proteina quinasa dependiente de calcioc y fosfolipidos, se suele
relacionar con procesos de proliferacidn celular. Esta enzima

estad muy extendida en todo el reino animal, con heterogeneidad en
la localizacién celular y en la funcidédn (83), vy es muy abundante
en algunos tejidos, sobre todo en cerebro, tanto en fracciodn

citesdlica como en fraccién de membrana (105).

La proteina quinasa C es un mondmero de 80.000 a 87.000 Da
que posee dos dominios estructurales, un dominio regulador o
hidrofébico que liga calcio, fosfolipidos, diacilglicerol vy
ésteres de forbol, y un dominio catalitico o hidrofiliceo que liga

ATP vy los sustratos proteicos y es independiente de sus acti-

vadores. Ambos dominios se han deducido de su secuencia de
amingacidos (106, 107). Por proteolisis limitada de la proteina
nativa, se aisla el dominio regulador de 30.000 Da y el dominio

catalitico de 50.000 Da (108), y tanto el fragmento catalitico de
PKC como el fragmento regulador conservan sus propiedades espe-
cificas. La presencia de estos fragmentos en la célula puede

tener consecuencias bicldgicas.

Los analisis de los clones de cDNA que codifican para PKCs
revelan que ésta es una familia de 1scenzimas de gran hetero-
geneidad molecular estrechamente relacionadas y codificadas por
al menos tres genes diferentes (106,107,109}. Las 1soenzimas

poseen unas propiedades fisicas similares, asi como la misma
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regulacién por fosfolipidos, calcioc, diacilglicerol o ésteres de
forbol. Sin embargo, difieren en los lugares de autofosforilacién
y en la i1nmunorreactividad frente a anticuerpos monoclonales
(110,111). Por todo ello actualmente a la proteina quinasa C se
la considera una familia de proteinas guinasas, denominando a las
diferentes especies encontradas hasta hoy por a, B, g, Ty 0
(112). También se ha visto una diferente distribucién de las
isoenzimas de PKC en distintas regiones del cerebro y en dife-
rentes tejidos (111,113). EIl hecho de su origen genético vy su
localizacidn especifica en ciertas regiones del cerebro y de
ciertos tejidos, sugiere para cada iscenzima umna especifica

funcidn celular y una actividad.

PKC es wuna proteina multifuncional, que al igual que PKA,
fosforila gran nimero de diferentes sustratos, algunos de ellos
comunes a PKA y a PKCaM II (ver mas adelante). Esta quinasa se

considera el mayor sistema de fosforilacidén de proteinas (114).

Fosforila en serinas y treoninas y es autofosforilable. Fosforila

tirosina hidroxilasa, GABA-modulina, proteina bAsica de mielina,
MAP-2, la proteina "87 kbDa", la proteina B-50, la proteina

ribosomal S6, elF-4E, elF-4B, elF-3 y elF-2p (26,56,59,81,115).

Su activacidn requiere la presencia de calcio y fosfolipidos
(PL), siendo el mas eficaz fosfatidilserina (PS), pero si en el
medio hay diacilglicercol (DG) la activacidn producida es maxima,
debido a un aumento de la afinidad de la enzima por calcio (116).

También se activa por proteolisis limitada producida por protea-

sas, siendo entoces independiente de calcio, PL ¢ DG. El aumento
en la concentracién de calcio intracelular, producido por
estimulacidén celular, activa PKC. En presencia de DG, sdlc se

precisa una concentracidon de calcio intracelular de 1077-10"8 ™
(concentracidén existente en una célula excitable en estado de
reposc) para activar PKC . Es decir, la activacidn fisioldgica de
PKC sélo precisa diacilglicerol y por esta razén se considera a
este Ultimo el segundo mensajero de PKC (105). Hormonas vy

neurotransmisores como vasopresina, acetilcolina, serotonina,
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etc., activan PKC via activacidon de una fosfolipasa C, la cual
degrada fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, liberando DG que actua
sochre PKC (65).

Otros lipidos diferentes de los diacilgliceroles pusden
intervenir en la activacién o inhibicidén de la proteina quinasa
C. Por ejemplo, la esfingosina (117) v los liscesfingolipidos
(118) inhiben la actividad de PKC, lo que sugiere gque estos
metabolitos de membrana funcionan como efectores negativos de los
procesos celulares en los que interviene PKC. Como la acumulacidn
de liscesfingolipidos esta relacionada con la esfingolipidosis,
se ha sugerido que la inhibicién de PKC debe participar en la

toxicidad metabdlica de estos compuestos y en sus manifestaciones

patolégicas (119). Ciertos lisofosfolipidos pueden regular de
forma bifasica PKC, activan la enzima a bajas concentraciones y
la inhiben a altas (119,120). Ello unido a la accidédn activadora

sobre la enzima de Acidos grasos 1nsaturados {oleico y ara-
quiddniceo), sugiere la existencia de otros sistemas de sefiales
para la activacidéon de PKC, que implican la degradacidn de
fosfolipidos de membrana, probablemente catalizada por fos-
folipasa A2 (83).

La proteina quinasa C se ha relacionado con fendémenos de

proliferacidén celular. PKC fosforila el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGF) y el receptor de insulina, ambas
estimuladoras del crecimiento celular; los ésteres de
forbol, potentes agentes carcinogénicos, activan PKC; vy se ha
sugerido que productos de oncogenes coOomo sSrc y ros, degradarian
fosfatidilinositol con la aparicién de DG y la activacidn
de PKC (121). Es pues altamente interesante esta relacién

de PKC con fenomenos de crecimiento celular normal y aberran-
te, por lo que esta proteina quinasa ha despertadeo un gran

interés.
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QUINASAS DEPENDIENTES DE CALCIO Y CALMODULINA

La calmodulina (CaM) es una proteina de bajo peso molecular,
17.000 Da vy esta presente en todo el reino animal (122). La
calmodulina, al unirse al calcic (cuatro moléculas de ca2? por
molécula de CaM), forma un complejo calcio/CaM que altera a otras
proteinas celulares, como por ejemplo proteinas gquinasas, acti-
vandolas y confiriéndolas una sensibilidad al calcio mediada por
la calmodulina (48,123). Se conocen c¢inco tipos de quinasas
dependientes de Ca2+/CaM, gue han sido caracterizadas en sistemas
de mamiferos y poseen una especificiadad de sustratos muy dife-
rente (123-126). Estas proteinas activadas por el complejo
calcio/CaM, el factor limitante es la concentracidén de calcio
libre intracelular. Dos de ellas, llamadas fosforilasa quinasa y
quinasa de la cadena ligera de la miosima, estan bién carac-
terizadas y se conocieron antes de saber que estaban reguladas
por calcio mediado por calmodulina. Las otras tres enzimas han
sido caracterizadas en base a las proteinas que fosforilaban y su
funcién (la de las proteinas) se desconocia. Por esta razédn, se

las clasificd arbitrariamente como Ca2+/CaM quinasas (PKCaM} de

tipos 1, 11 v 111. Una de estas enzimas, la de tipo 11, parecen
ser importante en la transmisidén sinaptica, y la qguinasa
dependiente de calcie/CaM III, en la regulacidén de la sinteisis

de proteinas.

a) Proteina Quinasa dependiente de calcio y calmodulina II

Esta quinasa {PKCaM I1) es muy abundante en cerebro (0.1% de
la proteina total celular), se encuenhtra en axones, dendritas,
soma, etc., y en fraccién citosédélica y de membrana (127). Se ha

encontrado en todos los tejidos animales estudiados.

lLa enzima PKCaM I1 esta formada por dos subunidades
denominadas a y B de 50.000 Da y 61.000 Da respectivamente (81).
PKCaM I1 consiste en una familia de isoenzimas que se diferencian

en la proporcidén de subunidades a v B que las constituyen, Yy gue
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poseen un peso molecular de 250.000-650.000 en su forma molecular
nativa (81,128-130). Asi, por ejemplo, en corteza cerebral de
rata la enzima se compone de una subunidad mayoritaria con una
masa molecular relativa de 50.000 (subunidad a), ¥y una subunidad
minoritaria con 58.000-60.000 (subunidades B/B’") de masa
molecular relativa. Recientemente se ha encontrado que estas
subunidades estan codificadas por genes distintos, mientras que
diferencias entre las subunidades fs se deben a distintas
transcripciones del mismo gen (129,131).

La quinasa dependiente de ca?t

/CaM Il fosforila en serinas y
treoninas y es autofosforilable. PKCaM Il es diferente a la I por
sus sutratcs, asi, fosforila los siticos 2 v 3 de la sinapsina I,
proteina asociada a microtubulos 2 (MAP-2), proteina tau,
tirosina hidroxilasa, triptéfano hidroxilasa, proteina basica de
mielina, glucégenoc sintetasa, hidroximetilglutaril-CoA reductasa,

cadena ligera de la miosina y la proteina ribosomal $S6 (81,132).

La sinapsina I es su sustrato mejor conocido y se le asigna un
papel regulador de la liberacién de neurotransmisores, debide a
su asociliacidn con las pequefias vesiculas sinapticas en los
terminales de las neuronas. In vitro, la fosforilacidn de
sinapsina en su sitio 2 reduce la afinidad por las vesiculas
sinapticas y disminuye su capacidad de empaquetar la actina-F
(128,133). Estos y otros estudios sugieren que la quinasa
Ca2+/CaM Il regula la liberacién de neurotransmisores a través de
la fosforilacidn de sinapsina I, debido probablemente a la
alteracidén de la asoclacidén de la vesiculas sipapticas que

contienen los neurotransmisores con el citoesqueleto (83).

l.a autofosforilacidédn de la quinasa Caz+/CaM Il convierte a
la enzima en poco regulable por Ca2+/CaM (128,129,134-136); este
efecto se revierte por una fosfatasa (136). La conversién de la
enzima en su forma independiente de Ca2+/CaM asta relacionada con
la autofosforilacién de wuna treonina por un mecanismo intramo-
lecular. Dicho fendmeno se produce en las dos subunidades a y B,

siendo Thr286 an o vy Thr287 en B (137,138). Esta posicion se
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encuentra en una zona adyacente a la regidén donde se presupone
gue se liga la CaM en cada subunidad de la enzima, lo cual hace
pensar que la autofosforilacidn altera estructural v funcional-
mente a la enzima de forma equivalente a como ocurre con la unidén
de Ca2+/CaM (83). Varios estudios indican que el efecto de la
formacidn de la enzima independiente de Ca2+/CaM por auto-
fosforilacion, puede tener lugar con la fosforilacién de séleo 3-4
subunidades de las 10-12 subunidades posibles, indicando un
efecto cooperativo entre las subunidades fosforiladas y no
fosforiladas (135,137). Resultados obtenidos de autofosforilacion
en otras serinas o trecninas (como por ejemplo Ser314 de la

subunidad a) son controvertidos (139).

La generacidon de una forma de la enzima independiente de
Ca2+/CaM, es de gran 1interés ya que seria un mecanismo por el
cual permaneceria activa después de que los niveles de calcio
hayan retornado a su concentracidén basal (134-138). En general, a
PKCaM II se le atribuye el papel de mediar el efecto del calcio,
y en el caso de la enzima de cerebro, se piensa que es activada
por la entrada de calcio ocasionada por la despolarizacidén de la
membrana, pudiendo jugar un papel de controlador de la plasti-

cidad celular, incluyendo la sintesis de proteinas (83,135,140).
b) Proteina Quinasa dependiente de calcio y calmodulina I1I1

Esta enzima ha sido la dltima proteina quinasa dependiente
de Ca2+/CaM identificada y no esta completamente <caracterizada.
La enzima nativa posee una masa molecular relativa de 140.000 y
parece consistir en una especie mayoritaria fosforilable con una
masa molecular relativa de 95.000 y 85.000. PKCaM 111l parece

fosforilar solo en trecninas y una sola proteina, el factor de
elongacidn 2 (eEF-2) (124,141, proteina que cataliza la
traslocacidn del peptidil-tRBNA en el ribosoma. Este factor es
fosforilado con una estequiometria de 1 mol:1 mol. La fosfori-
lacién de eEF-2 inhibe su actividad in vitro, este efecto se

revierte por defosfaorilacidon del eEF-2 por wuna fosfatasa 2A
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(Capitulo 6) (124). E1l mecanismo exacto de la inhibicidn no se
conoce, ya gue no parece afectar a su actividad GTPasa, a la
union de GTP o a la unién al ribosoma. En cultivos celulares, la
quinasa dependiente de Ca2+/CaM III esta regulada por una serie
de factores que incluyen factores mitogénicos y de crecimiento,
lo que sugiere que ésta proteina regula la sintesis de proteinas
in vivo. Asi, la estimulacién de los fibroblastos con bradiqui-
nina causa una elevacidén transitoria del calcio intracelular, que

activa PKCaM III y resulta en una fosforilacidén de eEF-2 (142).

CASEINAS QUINASAS

Son proteinas quinasas independientes que fosforilan
sustratos acidos como caseina o fosvitina. Se han descrito dos
tipos fundamentalmente, caseina quinasa [ (CK I) vy caseina
quinasa I] (CK Il). Recientemente se ha encontrado un tercero o

caseina quinasa II] (143, 144).
a) Caseina Quinasa I

Es una proteina ampliamente extendida tanto en plantas como
animales, se localiza tanto en fraccidén citosolica, como
microsomal, mitocondrial y nuclear. Estructuralmente CK 1 es un
mondémero de 37.000 Da y se autecfosforila, sin que ello modifique
aparentemente su actividad. Utiliza preferentemente ATP vy
dependiendo del tipoc de sustratoc se activa por cationes

monovalentes (143,145).

Tanto caseina quinasa I como la Il son enzimas multipoten-
ciales, con gran numero de diferentes sustratos, sin producir, en
la mayoria de ellos, cambios en la funcionalidad del mismo. CK I
fosforila a la fosforilasa quinasa y polimerasa poliA produciendo
su activacién, por el contrario, la fosforilacidén de glucdgeno
sintetasa y amincacil-tRNA sintetasas por esta enzima inhibe su
actividad (146).
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Se conoce muy poco sobre la regulacién de esta proteina. CK

I fosforila preferentemente en residuos de serina, y lo hace
sobre dominios acidos N-terminales (147). Es relativamente poco
sensible a la inhibicidn por heparina, la cual es un potente

inhibidor de CK Il (145). Diferentes datos sugieren gue el

tratamiento con insulina o glucagdén produce su activacioén in vive
{148).

b) Caseina Quinasa I1

Esta tan extendida como CK I, aunque es preferentemente
citosdlica. Esta enzima es de estructura tetramérica (0292), con
dos cadenas a de 42.000 Da y dos cadenas B de 26.000 Da, v a baja
fuerza idénica forma agregados de gran peso molecular (149,150).
Su  subunidad a posee hetercgeneidad y contiene el dominio
catalitico, presentando homologia con el de otras proteinas
gquinasas (143,151). No se conoce la funcién de la subunidad B, si
bién es necesaria una relacidon a:8 de 1:1 para llegar al optimo
de actividad de la enzima; ademas se autofosforila en dicha
subunidad sin que ello parezca afectar a la actividad de la
enzima (143). Utiliza tanto ATP comc GTP como donador de grupos

fosfato y se activa por cationes monovalentes (149).

CK 11 fosforila muchos de los sustratos de CK I y otros mas,
entre los que se puede citar RNA polimerasas [ y II, espectrina,
la subunidad R de PKA, calsecuestrina, etc. (143), y factores de

iniciacién de proteinas como GEF, elF-3, elF-4B, elF-208 o elF-5§

(26,58,59,152). Fosforila preferentemente en serinas que se
encuentran en regiones acidas del extremo C-terminal (153,154).
Para la regulacién de CK I1 se han propueste una serie de
componentes inhibidores, como heparina 6 2,3-difosfoglicerato, y

activadores como poliaminas (145,1558).
El interés por caseina gquinasa Il ha aumentado en los

ultimos tiempos vya gue diferentes resultados la implican en la

sefhal producida por factores de crecimiento y agentes mitogénices
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{(156,157). Estos estudios sugieren gue tanto CK Il como la S86
guinasa (ver a continuacién) son dos elementos importantes en el
camino que conduce a la iniciacién de los procesos de proli-

feracidén y crecimiento celular.

S6 QUINASAS

La proteina ribosomal S6 se fosforila por proteina gquinasa

dependiente de AMP ciclico, proteinma quinasa C y por otras
quinasas, denominadas S6 quinasas, las cuales han despertado
interés debido a su estimulacién por factores de crecimiento
normal y aberrante (57,156,157). Algunos autores plensan que la
S6 quinasa purificada de mamiferos es la misma que la denominada
proteina guinasa Il activada por proteasas (59,158). Actualmente
se conocen tres 56 quinasas denominadas: S6 quinasa propiamente
dicha la purificada de mamiferos y de 67 kDa, S6 quimnasa Il de
Xenopus con 92 kDa, y pp70 de células 3T3. Se las considera
intermediarias de las sefiales extracelulares de la proliferacion
celular y se sugiere que estan reguladas por fosforilacion a

carge de una S6 quinasa quinasa (157,159, 160).

6. PROTEINAS FOSFATASAS

El nivel de fosforilacién de una proteina depende de la
actividad relativa de proteinas quinasas y fosfatasas, y si bien
hoy dia se conocen numerosas proteinas gquinasas (como hemos
sefalado y descrito algunas de ellas anteriormente), ocurre lo
contrario en el casco de proteinas fosfatasas, dénde su cono-
cimiento es mucho mas reducido y reciente. Esto uUultimo se debe a
que se encuentran en niveles muy bajos, pueden ir acompafiadas de
inhibidores con lo gue su actividad es casi nula y deben tener
gran especificidad de sustratc (49,181). Por todo ello, los
ensayos utilizados en la actualidad casi no registran su

actividad.
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Se conoccen fundamentalmente cuatro tipos de proteinas
fosfatasas (PP) de residuos de serina y treonina, denominadas 1,
2A, 2B y 2C. Se distinguen por su actividad sobre fosforilasa
quinasa y por el efecto de algunos activadores e inhibidores. La
PP1 se 1inhibe por las proteinas inhibidoras 1 y 2 (I1 e 12) y
defosforila la subunidad f de la fosforilasa. Las de tipo 2 no
defosforilan esta subunidad y las 2B y 2C son dependientes de
Ca2+/ca1modu1ina % Mg2+ respectivamente (49,162). PP1 y PP2A
poseen gran numero de sustratos conocidos, y regulan proteinas
del metabolismo de lipidos y de glucosa, contractilidad muscular,
sintesis de catecolaminas, ¢glF-2, etc. En cambio PP2B es mucho
mas especifica y posee un reducido numero de sustratos y PP2C
también tiene numerosos sustratos pero se descohoce su papel
fisioldégico (162,163).

Analizando la secuencia de los dominios cataliticos de estas

PP se ha encontrado una homologia de un 50% entre PPl y PP2A, vy

de un 40% con PP2B respecto a las dos anteriores. Asi, se han
establecido dos familias, una compuesta por PP2C y otra por PP1,
PP2A y PP2B, en la que recientemente se han encontrado nuevos

componentes, fosfatasas que se han denominado PPV, PPX, PPY y PPZ
(161). Esto nos da idea de que las proteinas fosfatasas también
estan relacionadas entre si y su actividad procede evolutivamente

de un ancestro comuln.

7. ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA REGU
PROTEINAS POR FOSFORILACION DEL FACTOR elF-2

Los resultados de estudios con lisado de reticulocitos de
conejo ofrecen una visidon clara del control de la traduccidon. Las
elF-2a quinasas, activadas por una serie de sefales fisiologicas
y antagonizadas por elF-2a fosfatasas, regulan el nivel de
fosforilacidn del elF-2a, que a su vez controla la disponibilidad
de GEF para reciclar el elF-2 (ver referencias citadas anterior-

mente). Este modelo ha dado base para discutir si podria ser
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igual en el resto de las células eucaridticas. Esta Gltima
pregunta es importante puesto que el presente trabajo trata
precisamente de responder, esta importante cuestion. Por ello

vamos a exponer algunas consideraciones sobre el tema.

Los estudios realizados en otros tipos de células de
mamifero (células HelLa, Daudi y 3T3) (98-100) sugieren la
presencia de DAI, lo que corrobora la idea de que el modelo de
reticulocitos pueda ser aplicable a otros tipos celulares. Sin
embargo, no se han obtenido datos convincentes con respecto a una
actividad elF-2a quinasa comoec HCI en ningdan tipo celular, e
inclusco se ha sugerido que no exista (4,164). Es ldégico pensar

que la fosforilacién de elF-2a controlada por hemina sea carac-

teristica de las células eritrocitarias sintetizadoras de
hemoglobina. Sin embargo, el conjunto de resultados que ligan la
activacién de HCI al pH, a mecanismos de oxido-reduccion, al
metabolismo de fosfo-azlcares, asi como a metales pesados, al

estado de sus grupos S5SH o su asociacidn a espectrina y a otra
proteina relacionada con el choque térmico (25,93-97,165),
suglieren gue una actividad similar podria estar presente en otras

células.

Loes intentos de dar una respuesta clara y definitiva a la
cuestion de si la fosforilaciédn de elF-2 es o no el principal
contrel de la traduccidn en células de mamiferos, ha encontrado

numerosos obstaculos como los citados a continuacién:

I. Los sistemas in vitro de sintesis de proteinas de
cultivos celulares o tejidos, diferentes de reticulocitos,
muestran unes niveles y una regulacién de la 1niciacién de
sintesis de proteinas no comparable a los sitemas de iniciacidn
in vivo {(2,166).

II. La demostracidon de la existencia y caracterizacidn de
elF-2a quinasas en otras células o tejidos distinta a reticu-

locitos presenta una doble dificultad:; en primer lugar el que
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pueda encontrarse en pequefias cantidades, ¥ en segundo lugar que
estas quinasas se encuentren en estado inactivo y se desconozca
su posible modulador (164, 167). La cantidad de elIF~-2a quinasa
debera ser superior en reticulocito, al tratarse de una célula
anucleada en la que no existe regulacidén transcripcional, y los
niveles de proteina quinasa son los producidos antes de 1la

desnuclearizacién.

IIT. La cuantificacién de la fosforilacién de elF-2a en los
casos de inhibicidn de la traduccion ha sido laboriosa, debido a
gque los niveles basales de fosforilacién de elF-2a difieren entre
los tipos celulares y entre experimentos, en una relacidn no muy

clara con los niveles de sintesis de proteinas (4).

IV. Un aspecto de la fosforilacién del elF-2a, que debe ser
considerado es sUu compartimentalizacién en las células y la
localizacién citoplasmatica del eIF-2 y del GEF (2,54). El1 elF-2
tiene wuna distribucién intracelular muy variada (Capitulo 2) que
parece modificarse por su fosforilacidn (18,168). Este hecho
podria tener consecuencias en la accesibilidad de las elF-2a
quinasas, fosfatasas y GEF, siendo de importancia en el modelo de

la secuestracidn de este Gltimo GEF.

V. Existen también grandes diferencias en la disponibilidad
de GEF, por ejemplo, dependiendo del estado de diferenciacidn
celular (2,169). Unos niveles altos de GEF activo en relacidén con
la cantidad de elF-2, podrian minimizar el papel de la fosfori-
lacidén de elF-2a como sistema de regulacién, de igual forma que
unos niveles reducidos de GEF podrian incrementar la sensibilidad
de la regulacidén de la sintesis de proteinas por la fosforilaciédn
de elF-2a. De un modo u otro, les niveles de GEF representarian

un fino control del efecto de la fosforilacidn del elF-2a (2,4).
VI, Por JGltimo, el elF-2 puede tener otros mecanismos de

regulacidn diferentes al de su fosforilacidon en la subunidad a,

siendo estos mecanismos mas decisivos o importantes en algunos
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tipos celulares o tejidos no eritroideos. Asi, se ha descrito la
fosforilacidn (Capitulo 3) y ADP-ribosilaciédn (30) de la
subunidad f; y diversas moléculas como M92+, GTP/GDP,
NADPH/NADP+, glucosa 6-fosfato, glutatidén oxidado (GSSG) y ATP
(11,170-174), pueden afectar a la capacidad del elF-2 de formar

complejos ternarios o a la afinidad entre el elF-2 y el GEF.

Estas consideraciones estan en contraposicién con el modelo
mas aceptado generalmente, el cual propone (ver capitulos
anteriores) que la JUnica consecuencia de la fosforilacidn del
elF-2a es el secuestro del GEF, lo gque produce la interrupciodn
total de la sintesis de proteinas. Desde el descubrimiento en
reticulocitos de conejo del control de la trasduccidn por fosfo-
rilacién de elF~2a, se han realizado grandes progresos en el
conocimiento de los mecanismos de la iniciacidédn de cadenas
peptidicas y su control. Sin embargo, por las evidencias en otros
tipos celulares, la afirmacién: "la fosforilacidon del elF-2
constituye el control principal de la traduccidén en ceélulas de
mamiferos"” debe considerarse entre comillas {(4). Es necesario
superar las barreras del mecanismo de interrelacion entre elF-2,
GEF, elF-2a quinasas y fosfatasas para llegar al conocimiento de
este sistema de regulacién y a su posible generalizacidédn en

células no eritroideas.

8. ANTECEDENTES, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Estudios realizados en diversos laboratorios, incluido el
nuestro, empleandc como animal experimental la rata y tanto 1in
vitro como in vivo, indicaban que la sintesis de proteinas
disminuia durante el desarrolleo cerebral, y esta disminucion
parecia producirse a nivel de la 1niciacidén (174a,174b).
Utilizando fraccicnes c¢crudas de factores de iniciacion de
cerebros de animales en distintas etapas del desarrocllo, en
nuestro laboratorio hemos mostrado la relacidn existente entre la

actividad del factor de 1iniciacidon elF-2 y la sintesis de
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proteinas en tejido cerebral (169,175), y hemos indicado que la
relacién entre los niveles de factor elF-2 (unido a ribosomas en
forma de eIF-2:GDP-GEF, activo) y de elF-2 fosforilado (cito-
sdlico en forma de elF2(P)-GEF, 1nactivo) podria ser una de las
bases para la regulacidén de la traduccién durante el desarrollo
cerebral (168,169). Hemos demostrado ademas, la existencia de
actividades proteina gquinasa responsables de la fosforilaciéon del
factor elF-2 en las subunidades a y B en corteza cerebral
(176,177).

Todos estos resultados obtenidos en nuestro laboratorio en
los ultimos seis ahRos, nos impulsaron al estudio del atrayente

mecanismo de la fosforilacidn del factor elF-2 de cerebro en sus

subunidades a vy f3, para conocer posteriormente su posible papel
regulador de la iniciacidén de la sintesis de proteinas.
Pretendemos asi, un doble propdsito: primero, avanzar en el

conocimiento del mecanismec de la regulacién de 1la sintesis de
proteinas en cerebro; vy segundo, estudiar si la regulacién
establecida en el sistema de reticulocitos, puede ser también

aplicable al tejido cerebral.

Por todo ello, los OBJETIVOS del presente trabajo se centran

en tres apartados:

I. Estudio de la fosforilacidn del factor de iniciacidn
elF-2 de corteza cerebral en su subunidad B3, por pro-

teinas quinasas descritas en otros tejidos.

11. Identificacion, purificacidén y caracterizacidon de una
proteina quinasa que fosforile en la subunidad a de

dicho factor en tejido cerebral.
IT]. Estudio de la fosforilacién del eIF-2 en su subunidad a,

sobre un sistema in vitro de sintesis de proteinas de

cerebro.
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Para llevar a cabo estos objetivos se& desarrclla el
siguiente PLAN DE TRABAJO:

1. Purificacion del factor elF-2, como sustrato basico.

2. Purificacién de proteinas quinasas suceptibles de fosfo-

rilar el factor elF-2.

3. Estudic de las proteinas guinasas purificadas y de la

fosforilacidn del elF-2 por las mismas.

4. Preparacidén de un sistema in vitro de sintesis de protei-

nas de tejidoc cerebral.

5. Fosforilacidén en la subunidad a del elF-2, por alguna de
las quinasas anteriores, scobre el sistema de sintesis

de proteinas.

Dadas las limitaciones de los sistemas de sintesis de pro-
teinas in vitro, que reproducen con poca efectividad la situacidn
in wvivo, y a los escasos antecedentes sobre la existencia de
posibles quinasas que fosforilen en la subunidad a del factor
elF-2 en tejidos animales, el Ultimo punto puede desbordar las

ambiciones del presente trabajo.
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9. OBTENCION DE MATERIALES BIOLOGICOS

El material biolégico utilizado en este trabajo es
fundamentalmente corteza cerebral de ternera. Este material,
es obtenido del matadero GIRESA {(Colmenar Viejo), recogido de
animales recién sacrificados y conservade a 0-4°C hasta su

procesamiento en el laboratorioc unos 30 min después.

10. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Para la obtencidn de las distintas fracciones subcelulares,
el tejido cerebral se homocgeneiza, en proporcién 1:3 {p:v) en un
homogeneizador de vidrio-tefldn con tampén i1sotdnico o tampén H
(Tris-HCl 20 mM, pH 7,86; NH4C1 100 mM; acetato magnésico 5 mM;
EDTA O,1 mM; DTT 1 mM; PMSF 1 mM; ¥y sacarosa 0,2 M); todo el
proceso se realiza a 0-4°C. El1 homogenado se centrifuga a 17.000g
durante 30 min obteniendo el sobrenadante posmitocondrial o PMS.
Dicho scbrenadante se vuelve a centrifugar a 100.000g durante 150
min obteniéndose el sobrenadante posmicrosomal o S$S-100 y la
fraccidn microsomal. Para obtener una fraccidén enriquecida en
factores de iniciacidn, la fraccidén microsomal se resuspende en

tampdén H sin M92+

hasta una concentracidén de 60 U de A260/m1, se
lleva a una concentracidén final 0,5 M de KCl por adicién de KC1
4 M, vy se agita durante 90 min (175,178). Posteriormente se
centrifuga a 100.000g durante 180 min y el sobrenadante constitu-

vye la denominada fraccidon cruda de factores de iniciaciéon o clF.,

El sedimento obtenido anteriormente se resuspende en tampodn
H sin M92+ ni NH,Cl, vy se denomina fraccidén ribosomal o fraccidn
R. Para la wutilizacidén de las fraccicnes S-100, <c¢IF y R como
sustratos proteicos fosforilables, estas fraccicones son diali-

zadas frente al tampén H sin M92+

y sin NH4C1 durante 14 h. Todas
estas fracciones se conservan a 4°C para su inmediata utilizaciodn

o se congelan a -70°C durante no mas de un mes.
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11. ENSAYO DE ACTIVIDAD elF-2

Consiste en la medida de la formacidén del complejo ternario
entre [3H]Met-tRNAi, elF-2 y GTP. El Met-tF{NA:-L se prepara como
{BH]Met—tRNAi a partir de tRNA comercial de higado de ternera,
[3H]Met y metionil~-tBRNA sintetasa de Escherichia coli. Esta

dltima no reconoce las especies elongadoras de tRNAMet de euca-
riotas, pero si1 puede cargar las especies iniciadoras de tRNAMet
de los mismos (178). La preparacidn de aminocacil tRNA sintetasa,
necesarila para la obtencidn de Met—tRNAi a partir de Met vy
tRNAiMat eucaridticos, se obtuvo de E. coli (MRE-600) mediante

un procedimiento de purificacién previamente descrito (179, 180).

El Met-—tRNAi se prepara en un volumen final de 1 ml que
contiene: tampdén Tris-HCI 150 mM, pH 7,5; MgCl2 10 mM; KC1 50 mM;
DTT 1 mM; ATP 4 mM; tRNA 100 U de AZGOnm/ml; [3H]Met 50 upM, 30
Ci/mmol, 20.000 cpm/pmol; y amincacil-tRNA sintetasas de E. ceoli

500 U.E./ml (una unidad enzimatica o U.E. = pmol de £3H]Met~tRNAi
incorporado/30 min). Esta mezcla de reaccidn se incuba a 37°C
durante 30 min, deteniéndola por adicidén de 1 ml de fenol

recientemente saturade (v:v) con acetato aménico 10 mM, pH 5,5
(175). La mezcla anterior se agita 3 min vy se centrifuga a 700g
durante 5 min, separandose dos fases, unha superior o acuosa vy
otra inferior o fendlica. La fase acuosa se recoge, con cuildado
de no contaminarla con la fase fenélica, vy rapidamente se croma-
tografia en una columna de filtracidn SephadexTM G-25 (Pharmacia)
de 1x30 cm, equilibrada en acetato aménico 10 mM, pH 5,5. La
elucion se realiza con &l mismo tampon a un flujo de 30 ml/h y se
registra a 280 nm, recogiendose fracciones de 1 ml cuya radiac-
tividad se mide extrayendo una alicuota de 5 pl. El pico de las
fracciones que corresponde al volumen de exclusién de la columna
contiene {3H]Met—tRNAi, reuniendose las fracciocnes gue contienen
mas de 5.000 cpm. La actividad especifica del [3H]Met-tRNAi se
calcula midiendo su radiagtividad y las unidades de A260’ y se
expresa en pmol de [3H]Met—tRNAi/U de A260‘ Se considera que la

reaccién ha transcurrido satisfactoriamente si1 el tRNA que ha
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incorporado [3H]Met supone alrededor del 1% del tRNA fotal. La
preparacidén se reparte en alicuotas y es estable a -70°C al mencs

durante un ahfo.

El ensayc de actividad elF-2 o de formacidon de complejos
ternarios se lleva a cabo en un volumen final de 100 upl que
contiene: HEPES-Tris 20 mM, pH 7,6; KCl1 100 mM; DTT 1 mM; sero-
albdmina bovina 0,5 mg/ml; 3 pmol de [3H]Met—tRNAi, 20.000
cpm/pmol; GTP 1 mM; y de 0,5 a 60 ug de proteina de muestra en la
que se quiere medir actividad elF-2. La mezcla de reaccidn se
incuba durante 10 min a 30°C y la reaccidédn se detiene por adicidn
de 2 ml de tampdén de parada a 0-4°C que contiene: Tris-HCl 20 mM,
pH 7,68; KCl1 100 mM; DTT 2 mM; vy MgCl2 10 mM. Las muestras se
filtran rapidamente a través de filtros de nitrocelulosa con va-
cio de 400-500 mm de Hg, lavandc dos veces con 4 ml del tampén de
parada. Los filtros se digieren en 2 ml de liquido de centelleo
durante 1 hora con agitacidén. La actividad elF-2, como formacidn
del complejo eIF—2°GTP-[3H]Met—tRNAi, se mide por diferencia de
la radiactividad wunida entre muestras i1ncubadas en presencila y
ausencia de GTP, Yy se expresa en pmol de [3H]Met—tRNAi/mg de
proteina (6,175,181,182).

12. ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEINA QUINASA

La actividad proteina quinasa de una determinada fraccidn

subcelular se valora por incorporacién de 32P procedente de
[t—32P]ATP a un sustrato proteico exdgeno (caseina, fosvitina,
histonas) afadido al efecto. La mezcla de reaccidén en un vclumen

final de 50 pl contiene: Tris-HCl 50 mM, pH 7,5; MgCl2 5 mM: NaF
5 mM; [t-32P]ATP 100 pM, 50 mCi/mmol, 100 cpm/pmol; sustrato
exogeno 1,0 mg/ml; y hasta 50 ug de la fraccién de proteina en la
que se quiere medir la actividad proteina quinasa. Esta mezcla se
preincuba 2 min a 30°C con agitacidn, la reaccidn se inicia al
afadir [t-32P]ATP y se mantiene durante 10 min a 30°C,

Posteriormente, el contenido del ensayo se pipetea sobre tiras de
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papel P-81 (Whatman) de 1,5x3 cm que inmediatamente se lavan con
acido triclorocacético (TCA) al 10% (p:v) en un volumen de 10-20
ml de TCA por cada 50 pl de mezcla de reaccion aplicada a los
papeles, agitande a continuacidén durante 10 min., Este lavado se
repite de nuevo dos veces con TCA al 5%. Por Ultimo, los papeles
se introducen en viales con 2 ml de liquido de centelleo, se

agitan ligeramente y se determina su radiactividad {177,183).

Cuando las condiciones del ensayo asi lo precisen, los
activadores, inhibidores y cationes se afiaden en la concentracién
deseada a la mezcla de reaccidn que se preincuba. Estos modu-
ladores y su concentracidédn se indicaran conjuntamente con sus
resultados. Los blancos se realizan en los ensayos incubados en
ausencia de muestra o fraccidn, y los resultados se expresan en
pmol de 32P incorpeorados/mg de proteina correspondiente a la

fraccion empleada.

13. FOSFORILACION DE PROTEINAS IN VITRO

La reaccidon de fosforilacién es un ensayo de actividad
proteina quinasa que se realiza en un volumen final de 50 pl que
contiene: Tris-HCl 50 mM, pH 7.,5; MgCl2 5 mM; NaF &5 mM; vy
[x-32PJATP 100 uM, 0,2-1 Ci/mmol, 400-2x103 cpm/pmol. En este
medio se aftiaden como fuente de quinasa de 0,5 a 50 upg de proteina
(dependiendo de si se trata de una fraccién purificada o cruda)
que contiene la actividad quinasa, y como sustratos hasta 5 ug de
la proteina gue se quiere fosforilar (sustrato exdgeno: caseina,
histona, elIF-2, etc.) o hasta 50 pg de una fraccidédn cruda de
proteinas (sustrate enddégeno) (177,184). En este Ultimo caso, si
dicha fraccién es a la vez la que aporta la actividad proteina
quinasa, tanto el sustrato como la proteina quinasa son endé-

genos, y la reaccidn de fosforilacidén es una "autofosforilacidn",

Los activadores, inhibidores y cationes, a la concentracién

deseada, se afladen antes de la preincubacién. La mezcla de la
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reaccidén se mantiene 2 min de preincubacién a 30°C, se inicia
afadiendo [t—32P]ATP y se incuba a la misma temperatura durante
0,5 a 20 min dependiendo de las caracteristicas de la fosfori-
laciéon. Si la fosforilacidén de las proteinas se va a analizar
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS, 1la reaccidén se detiene ahRadiendoe 25 pl de sclucién de
parada, y realizada la electroforesis, el gel (teffiido o no) se

seca y se obtiene su autorradiografia (ver a continuacidn).

14. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Las muestras de proteinas obtenidas de las diferentes
fracciones subcelulares, de los distintos pasos cromatograficos,
de las reacciones de fosforilacién, o de otras procedencias, se
analizan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS. Algunas proteinas se estudian en su estado
nativo, en cuyo caso la electroforesis se realiza en condiciones

no desnaturalizantes.

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realiza en
presencia de SDS y en un sistema discontinuo, de acuerdo con el
método establecido por Laemmli (185). El gel de poliacrilamida
utilizado (de 1,5 mm de espesor y 13,5 cm de longitud) se compone
de un gel concentrador (1,5 cm) del &% (p:v) de acrilamida vy
0,058% (p:v) de N,N'-metilen~bisacrilamida, y de un gel separador
(12 cm) del 12% de acrilamida y 0,12% de N,N’-metilen-bisacri-
lamida. La electroforesis se desarrclla tal y comoc se describe en
(1886), introduciende algunas modificaciones. Los geles se
preparan en un tampdén gel que contiene: Tris-HCl 0,5 M, opH 8,7;
TEMED ©0,17% (v:v); SDS 0,1% (p:v); y persulfato aménico 0,45
mg/ml como iniciador. E1 agua utilizada siempre es bidestilada-

desionizada y filtrada con un filtro de 0,22 um.

Las muestras de proteinas a analizar se preparan en un

volumen de 50 upul, que contienen hasta 50 ug de proteina, con una
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concentracidén salina total qgue no excede de 250 mM. A este
volumen de muestra se le afaden 25 Ll de solucidén de parada que
contiene: Tris-HCl1l 186 mM, pH 6,8; SDS 9%; 2-mercaptoetancol 6%
{(v:iv); glicerol 15% (p:v); y azul de bromofenol 0,025% (p:v). Una

vez afadida la solucién de parada, las muestras se calientan a
100°C durante 3 min y sa aplican sobre sl gel concentrador, o se
congelan a -20°C hasta su posterior utilizacién. La electro-

foresis se realiza en un tampdn de electroforesis que contiene
Tris 25 mM-glicina 182 mM, pH 8,3 y SDS 0,1%; vy se desarrolla a
45 mA/gel a corriente constante (unos 100 V), y durante 4 h con

refrigeracion (12°C a 15°C).

Los geles de poliacrilamida en condiciones no desnatura-
lizantes, se realizan "sin" SDS y con un sistema continuo comoc se
describe en (186), introduciendo algunas modificaciones. E1 gel
se prepara de las mismas dimensiones que el anterior pero con un
5% a 7% de acrilamida y un 0,05 a 0,07% de N,N’-metilenbisacrila-
mida. Dependiendo de 1las caracteristicas de la muestra o pro-
teina, el tampdén gel a utilizar es Tris-HCl 0,5 M, pH 8,7 & Tris-
acetato 50 mM, pH 7,5; con el resto de idénticos componenties gue
el anterior, a excepcidn del SDS. En estas condiciones, a los 50
Wl de muestra se le aflade una solucion que sdélo contiene glicerol
30% y azul de bromofenol 0,012% y se aplica inmediatamente sobre
el gel. La electroforesis se realiza en Tris 25 mM-glicina 1982
mM, pH 8,3 6 en Tris-acetato 50 mM, pH 7,5; dependiendo del tam-
pén utilizado en el gel. Las condiciones de desarrollo (10 cm del
gel) a corriente constante son 4 h a 40 mA/gel con refrigeracion,
y para el caso de una posterior extraccioén de las proteinas pre-
servando su actividad biclégica, 2 h de precorrida a 10 mA, 1 h a
10 mA y 16 h a 3 mA, todo ello a 4°C,

En el caso de la recuperacidn de proteinas con su actividad
bioldgica, una vez finalizada la electroforesis, el gel se corta
en fragmentos de 3 a 4 mm y se incuba en 100 pl de Tris-HC1l 20
mM, pH 7,8 con 250 mM de KCl y serocalbumina bovina § mg/ml
durante 24 h a 4°C.
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Concluida le electroforesis, vy si las proteinas del gel no
se quieren recuperar o transferir, el gel previamente fijado se
tiRe con azul de Coomassie (R) o con la técnica de tincién de
plata (187). Tedideo el gel, éste se deshidrata con etanol al 45%
(v:v) ¥ se seca entre dos laminas de papel de celofan en un
ambiente aireado. Una vez visualizadas en el gel las bandas
correspeondientes a las proteinas de la muestra, estas se estudian
por densitometria a 570 nm, 450 nm o 540 nm, segun el método de

tincién y el densitéometro utilizado.

15. AUTORRADIOGRAFIA Y FLUOROGRAFIA

La autorradiografia consiste en la exposicidn de material
biolégico marcado radiactivamente y sobre un soporte, a una
pelicula fotografica para rayos X. En nuestro caso, se trata de
las proteinas fosforiladas con 32P que se encuentran en geles de
poliacrilamida {(Capitulos 13 y 14). Estos geles, una vez fijados,
tefiidos © no tefiidos, deshidratados y secados, se exponen durante
12-72 h a la pelicula fotografica de 24x30 cm (Agfa RX) en un
chasis sin pantalla intensificadora. Después de este tiempo, la
pelicula se revela en un equipo automatico obteniendo la autorra-
diografia. En ella se observan las bandas que corresponden a las
proteinas marcadas con 32p o proteinas fosforiladas (177,186).
Estos resultados se analizan por densitometria a 800 nm & 540 nm,
propeorcionandonos unos datos que se expresan en unidades

arbitrarias.

Las intensidades de las bandas de proteinas marcadas también
se pueden determinar por medida directa de su radiactividad (32P
incorporado). Una vez localizada la proteina marcada radiactiva-
mente por medio de su autorradiografia, se corta su fragmento de
gel correspondiente y se solubiliza en 2 ml de agua y 1 h a
50°C, siguiendo las instrucciones de Nen M (Du Pont) (188). A
coentinuaciéon se afaden 10 mi de liquido de centelleo, se agita

después de reposar a temperatura ambiente y se mide su radiac-
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tividad. Las cpm obtenidas, se pueden expresar en pmol, después
de calcular el estandar utilizade (cpm/pmol) vy suponiendo que

todo el 32P se ha solubilizado.

S1 el isdtopo utilizado es de menor energia que el 32P, la
impresion de la pelicula fotografica es lenta, como ocurre con el

358, utilizado en nuestros experimentos como [353]Met. En

isotopo
este caso, el marcaje radiactivo de las proteinas se visualiza
mediante fluorografia (1886). Esta técnica se realizé segun las
instruccicnes de Amersham y en ella el gal teAido y deshidratado
se incuba durante 30 min en 100 ml} de AmplifyTM, se seca en papel
Whatman 3MM con un secador de geles y se coloca en un chasis con
la pelicula fotografica, en la que una vez revelada se cbtiene la

flucorografia donde ya se observan las proteinas marcadas.

La medida de la radiactividad se efectua, bien directamente
por centelleoc liquido y Cerenkov, o bien indirsctamente a traveés
de autorradicgrafia y fluorografia. La medida por centelleo
liquido se realizé con NormascintTM Cocktail-22 (Scharlau} para
muestras acuocsas, y en contadores Beckman LS 3800 y Pharmacia-LKB
Rackbeta 1219. Los isdtopos utilizados fueron [SH]Met 85 Ci/mmol,
[3H]Leu 60-170 Ci/mmol, [3%S]Met 1465 Ci/mmol y [t-32PJATP 3
Ci/mmol, de Amersham y Nen Research Products. En las condiciones
de experimentacidn utilizadas, las eficiencias fueron del 31%
para el 3y y del 91% para el 32p, La medida por Cerenkov de 32p
se efectud directamente sobre el medio acuoso en el que se

encuentra la muestra (189).

16. PURIFICACION DEL FACTOR elF-2

El factor de iniciacidén 2 fué obtenido a partir de cerebro

de ternera, basandonos en el métode previamente descrito por este

laboratorio para cerebro de rata (6), introduciendo diversas
modificaciones. El1 proceso de purificacidn se realiza a 0-4°C
y es como sigue: 2,8 kg de corteza cerebral de ternera se
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homogeneizan en tampén H tal y como se describe en el Capitulo
10, obteniendo la fraccion cIF (2,9 gramos de proteina), la
cual se fracciona con sulfato aménico del 30% al 70% y se
dializa durante 12 h frente a tampén A (Tris-HCl1 20 mM, pH
7,6; DTT 1 mM; EDTA 0,2 mM; PMSF 1 mM; y glicerol 10% (p:v})
con 0,2 M de KCI1. Posteriormente, para disminuir la cantidad de
material a purificar, se modificd el rango del fraccionamiento,
pasando a ser del 35% al 60% de sulfato amdénico en las mismas

condiciones.

El segundo paso de purificacién consiste en una cromato-
grafia en una columna de heparina—SefarosaTM (Pharmacia) {(3x8 cm)
equilibrada en tampon A con 0,2 M de KCl (Figura 1.). La muestra
dializada procedente del corte sulfate aménice se carga en la
columna a un flujo de 35 ml/h y se eluye con un gradiente lineal
{12 volimenes de columna) de ¢,2-0,5 M de KC1 en tampén A a 70
mi/h. Se recogen fracciones de 10 ml que se valoran con el ensayo
de actividad elF-2 y de actividad caseina quinasa (Capitules 11 y
17). Las que presenta actividad elF-2 se reunen, concentran {por
ultrafiltracidén}) y ajustan a 0,35 M de KC1 en tampdn A. Esta
muestra se aplica a continuacidén sobre una columna de Fosfoce-
lulosa P11 (Whatman) (1,5x4,5 cm) equilibrada en tampdén A con
0,35 M de KC1l a 25 ml/h, y se eluye con un gradiente lineal (5
volUumenes) de KCl 0,35-1,0 M en tampdn A al mismo flujo. Se
recogen fracciones de 1 ml y agquellas con actividad son reunidas,
concentradas y ajustadas a 0,35 M de KCl en tampdédn A. Segui-
damente, esta fraccidén se carga a 4 ml/h sobre una columna de
GDP-agarosa (Sigma) (1x6 cm) equilibrada en tampdn A con 0,35 M
de KCl y es eluida con un gradiente lineal (5 volumenes) de KCI
0,35-3,0 M en tampén A a 8 ml/h. Las fracciones obtenidas de 0,5
ml se ensayan para elF-2, y las que presentan actividad se reunen

y concentran en tampén A con KC1l menor de 250 mM.
Con objeto de aumentar el rendimiento y rentabilizar mas el

trabajo de obtencidn del elF-2, imprescindible comoc proteina

sustrato y objeto central de estudioc en la presente Tesis, se

48



modificd posteriormente el Ultimo paso de purificacién en GDP-
agarosa. Asi, la muestra procedente de Fosfocelulosa se ajustd a
una concentracioén de 0,15 M de KCl en tampdn A y se cargd en la
celumna de GDP-agarosa equilibrada con 0,15 M de KCl en el mismo
tampén a 4 ml/h. Después de lavar la columna con tampén A de KCl
0,15 M a 8 mlis/h, el factor elF-2 ligado a GDP-agarosa se eluye
con un segundo lavado de 1,5 M KC1l en tampén A al mismo flujo,
recogiendo fracciones de 0,5 mil. Con este procedimiento el
rendimiento obtenido se eleva unas 4 veces, mientras gque la
purificacidén se mantiene sobre el mismo rangoe que con el método

anterior.

17. PURIFICACION DE CASEINA QUINASA 11

El ensayo enzimatico de actividad caseina quinasa se realiza
de acuerdo a procedimientos previamente establecidos (Capitulo
12} en un volumen final de 50 pl que contiene: Tris-HCl 50 mM, pH
7,5; MgCl, 5 mM; NaF 5 mM; {t—32P]ATP 160 pM, 50 mCi/mmol, 100
cpm/pmol; como sustrato exogeno 1,0 mg/ml de caseina o fosvitina;
en ausencia y presencia de heparina 5 pg/ml; y hasta 40 ug de
proteina, Una unidad de actividad caseina quinasa se define como
la cantidad de enzima que cataliza la incorporacién de 1 nmol de
32p 4 caseina o fosvitinma por 10 min de incubacién. Los

resultados se expresan en cpm o en unidades/mg.

La caseina quinasa [l de cerebro fué identificada Y
purificada por un sencillo y nuevo método descrito en nuestro
laboratorio, por modificacién de los de otros autores para otros
sistemas (149). El tejido de partida fué corteza cerebral de
ternera y todos los pasos se realizan a 0-4°C. El tejido cerebral
(960 g) se homogeneiza 1:3 (p:v} en wuna batidora con tampdn:
Tris-HCl 20 mM, pH 7,6; EDTA 2 mM; EGTA 5 mM; PMSF 1 mM; 2-
mercaptoetancl 7 mM; y azida sédica 0,02%. La homogeneizacidn se
efectua a maxima velocidad y durante 1 min seguido de un psriodo

de enfriamiento y de nuevo otro minuto de homogeneizacidn. A
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continuacion, se centrifuga a 17.000g durante 30 min y el
sobrenadante resultante se centrifuga posteriormente a 100.000g

durante 60 min recogiendo de nuevo sl sobrenadante.

La mitad de este sobrenadante (1400 ml) se lleva a 50 mM de
KCl y se carga en una columna de DEAE-celulosa DE52 (Whatman)
(5x50 cm), equilibrada con tampdén B (Tris-HCl 20 mM, pH 7,6: EDTA
1 mM; EGTA 2 mM; PMSF 0,05 mM; 2-mercaptoetanol 7 mM; vy azida
sbédica 0,02%) con 50 mM de KCl y a un flujo de 300 ml/h. La
columna se lava con 2.000 ml de tampdén B con 50 mM de KCl vy se
eluye con 4.000 ml de un gradiente lineal de 50 MM a 0,5 M de KC1
en tampéon B (Figura 2.A). Las fracciones cbtenidas, de 20 ml cada
una, se recogen para la realizacidén del ensayo de actividad
quinasa. Todo este proceso se repite de nueve con la otra mitad

del sobrenadante restante.

Las fracciones que contienen la actividad caseina quinasa
de las dos cromatografias son reunidas, ajustadas a una
concentracién de KCl1 0,25 M y aplicadas a una columna de
Fosfocelulosa (1,6x5 cm), equilibrada en tampén B con KC! 0,25 M,
a un flujo de 25 mls/h., La columna es lavada con 10 ml‘de tampén B
con 0,25 M de KCl vy es eluida con 80 ml de un gradiente lineal
0,25-1,26 M de KC1l en el mismo tampdédn (Figura 2.8). Se recogen
fracciones de 2 ml y se ensayan para actividad caseina quinasa.
Con el gradiente se obtienen dos picos de actividad caseina
quinasa, el primero de los cuales se descarta por su menor

inhibicién por heparina.

Las fracciones de la columna de Fosfocelulosa con actividad
caseina quinasa, son llevadas a 0,25 M de KCl por sucesivas
diluciones y concentraciones por ultrafiltracidn con tampdn B. A
continuacidn, la purificacién de la caseina quinasa se realiza
mediante cromatografias de afinidad. Se probaron tres diferentes
ligandos: heparina, caseina y fosvitina, siendo esta Ultima la de
mejor purificacién y rendimiento. La fosvitina—SefarosaTM 4B

{Pharmacia) se prepard de acuerdo c¢on las instrucciones del
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fabricante y en este proceso la cantidad de fosvitina ligada al
gel de Sefarcsa 4B fué del 45%. La muestra se aplica a una
columna de fosvitina-Sefarosa 4B {1x2 cm) a un flujo de 6 ml/h,
se lava con 2 ml de tampdédn B con 0,25 M de KCl y se eluye con
30 ml de un gradiente Ilineal de KCl1 0,25-1,25 M en tampén B.
Las fracciones de 0,5 ml son recolectadas para su ensayo de
actividad proteina quinasa y el perfil de elucicén se muestra en

la Figura 2.C.

{_las fracciones activas se concentran, se igualan a 0,25 M de
KCl como se ha descrito anteriormente, y se aplican a una columna
de ATP-agarosa (Pharmacia) (1x1,5 cm)} equilibrada con tampén B
de KC1l 0,25 M a un flujo de 6 ml/h. lLa elucidn se realiza con 16

ml de un gradiente lineal de KCl 0,25-2,5 M en tampdén B. La

Figura 2.0 muestra que con este procedimiento se aluye la
mayor parte de la actividad quinasa, reuniéndose las fracciones
10-15, las cuales son concentradas y conservadas a 4°'C (en tam-

pén B con glicerol al 10% y una concentracién de KCl no inferior

a 250 mM) para su utilizacidén en la caracterizacidn de la enzima.

18. PURIFICACION DE PROTEINA QUINASA C

El ensayoc enzimatico de actividad proteina quinasa C se
realiza de acuerdo a procedimientos previamente descritos
(Capitulo 12), en un volumen final de 50 pl que contiene: Tris-
HC1 50 mM, pH 7,5; MgCl, 5 mM; NaF 5 mM; [t-32P]ATP 100 uM, 50
mCi/mmol, 100 cpm/pmol; como sustrato exdgeno 1,0 mg/ml de
histona Hl (III~-S, Sigma No.H-5505); y en presencia y ausencia de
c.5 mM cal® mas 15 pug de fosfolipidos (Sigma No.B-1627, con un
80-85% de fosfatidilserina) como activadores especificos de PKC.
En esta mezcla de reaccidén se afiaden hasta 50 pg de proteina gue
contiene la actividad proteina quinasa C gque se guiere ensayar ¥
se incuba un tiempo de 10 min. Los resultados se expresan en pmol
de 32P incorporados a histona en 10 min de incubacidén por mg

(pmol 32P/mg) o en cpm.
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lLa proteina quinasa dependiente de Ca2+ y fosfolipidos o €
(PKC) de cerebro, fué purificada segln procedimiento previamente
descrito (184) con algunas modificaciones (Figura 3.). Unos 390 g
de corteza cerebral de ternera se homogeneizaron por el método
anteriormente descrito en el Capitule 10. El 5-100 obtenido con
este método se precipita con un 70% de sulfato amoénico y se
dializa durante 14 h frente a un tampén: Tris-HCl 20 mM, pH 7.5,
1 mM de EGTA; 1 m™M de EDTA; y I mM de DTT. La muestra una vez
dializada, se 1lleva a una concentracion de 2 mM de Cl,Ca y 2 mM
de Cl,Mg y se carga en una columna de fenil-Sefarosa '™
(Pharmacia) (2x16 cm) equilibrada en tampén D (Tris~HCl1l 20 mM, pH
7,5; 0,1 mM de ClZCa; y 1 mM de DTT) a 40 ml/h. Después de lavar
la columna con el mismo tampén, se efectia al mismo flujo otro
lavado (a) de tampdn D con 1,0 M de NaCl, vy a continuacidn un
Ultimo lavado (b) con tampén E (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5; 1 mM de
EGTA; ¥y 1 mM de DTT), recogiendo estas Gltimas fracciones de 5 ml
y ensayando su actividad proteina quinasa C. Las fracciones mas
activas se reunen y se concentran, reduciendo su concentracidn

residual de NaCl hasta su practica eliminaciodn.

La muestra anterior se afiade a una columna de DEAE-celulosa
(1,6x3 cm) a 25 ml/h equilibrada en tampén E y se eluye con un
gradiente lineal (4 volumenes de columna) de 0,0-0,5 M de NaCl en
tampén E a 30 ml/h. Se recogen fracciones de 1] ml y se ensaya su
actividad quinasa C, reuniendo las fracciones c¢con actividad,
concentrandolas y reduciendo su NaCl hasta su practica elimina-
cidén. Esta fraccién se carga a 4 ml/h sobre una columna de ATP-
agarosa (1x4 cm) equilibrada en tampén E, la cual se lava con
idéntico tampdn, posteriormente se lava con tampén E de NaCl 2,5
M a 8 mls/h (c), y se recogen fraccicnes de 1 ml. Después de
ensayar su actividad quinasa C, ésta se encuentra en la fraccidn
no 1ligada a ATP-agarosa debido a que la proteina quinasa C de
nuestra fraccién se encuentra "inactivada" y por tanto sin
afinidad por ATP. Con este método, PKC se conserva concentrada a

-70°C en tampén E con 10% de glicerol y 0,05% de Triton X-100.
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18. PURIFICACION DE PROTE

El ensayo enzimatico de actividad proteinma gquinasa depen-
diente de AMP <ciclico se realiza de acusrdo a procedimientos
previamente descritos (Capitulo 12), en un volumen final de 50 ul
que contiene: Tris-HClI 50 mM, pH 7,5; MgCl2 5 mM; NaF § mM; [t~
32P]ATP 100 pM, 50 mCi/mmol, 100 cpm/pmol; como sustrato exdgeno
1,0 mg/ml de histonas (II-AS, Sigma No.H-7755); vy en presencia o
ausencia de 10 uM de AMP ciclico. En esta mezcla de reaccién se
anaden hasta 50 pg de proteina gue contiene la actividad proteina
guinasa A. Los resultadeos se expresan en pmol de 32p incorporados

a histona en 10 min de incubacién por mg (pmol 32P/mg) o en cpm,

La purificacidén de proteina quinasa dependiente de AMP
ciclico é A (PKA) (subunidad catalitica) de cerebro se realizé
segln procedimientos previamente descritos (180) con algunas
modificaciones. El tejide de partida fueron 430 g de corteza
cerebral de ternera, homogeneizados en tampén H y cbteniende el
sobrenadante S5-100 conforme a lo descrito en el Capitule 10. A
este sobrenadante se le afiade un 70% de sulfato aménico y el
precipitado, tras su resuspension, se dializa durante 18 h en
tampdédn F (tampoén fosfato 10 mM, pH 6,8; 0,1 mM de DTT v 1 mM de
EDTA). La muestra de proteina dializada se carga en una columna
de DEAE-celulosa (3x16,5 cm) equilibrada en el mismo tampén a 80
ml/h vy posteriormente, la columna se lava (8 volumenes de colum-
na) con tampdén F 55 mM al mismo flujo. A continuacidn, se procede
a un segundo lavado (a) de 0.5 volumenes con tampdn F 45 mM con-
teniendo 55 uM de AMP ciclico, seguido de otro lavado (b) de 3
volumenes con el mismo tampdén peroc sin AMP ciclico y a idéntico
flujo. Se recogen fracciones de 10 ml desde que la A280 disminuye
a la mitad (como consecuencia de la disminucidén de la molaridad

del tampén F de 55 a 45 mM) hasta que aumenta claramente la rela-

cidn A260/A280 (unos 2 volumenes de columna, come consecuencia
del inicio de la elucidén del AMP ciclico de la columna). Median-
te el ensayo de actividad para PKA, se comprueba que dicha acti-

vidad eluye en el intervalo de fracciones indicado {Figura 4.).
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Estas fracciones se cargan en una columna de Hidroxiapatito
(Bio~Rad) (1,5x3 cm} equilibrada en tampén F 45 mM a un flujo de
18 ml/h, y se eluye con un gradiente lineal (6 volumenes) de
tampén F 45 mM a 500 mM a un flujo de 25 ml/h, recogiéndose
fracciones de 1 ml. Tras el ensayo de actividad quinasa, las
fracciones elegidas se concentran y ajustan a un tampén F 45 mM.
Dicha muestra, se carga a 5 ml/h en una columna de ATP-agarosa
(Ix2 cm) equilibrada en tampén F 45 mM y se eluye con un gradien-
te lineal (de 6.5 volumenes) de 0 a 2,5 M de NaCl en tampoén F 45
mM y a 10 ml/h, recogiendo fracciones de 0,5 ml.Tras el ensayo de
actividad quinasa, las fracciones con mas actividad proteina qui-
nasa A se reunen y concentran, se llevan a NaCl menor de 100 mM vy

20% de sacarosa, y se conservan a -70°C hasta su utilizacién.

20. ENSAYO EEA Y PURIFICACION DE PROTEINA QUINASA 1 (PK1l)

El ensayo de la actividad quinasa que fosforila el factor de
iniciacidon elF-2 en la subunidad a ¢ actividad proteina quinasa I
es un ensayoc gque combina varias de las técnicas anteriormente
expuestas (Capitulos 13 a 15). Esta actividad, al ser reducida y
muy especifica para el factor elF-2 (de trabajosa cobtencidn y gue
requiere todo un proceso de completa purificacidédn, Capitulo 186),
no se pudo valorar con el ensayo de actividad proteina guinasa
descrito en el Capitulo 12, al no proporcionar la suficiente
sensibilidad, no ser totalmente especifico y ser particularmente
"caro" al reqguerir cantidades relativamente altas de sustrato,
esto es, de elF-2., Por esta razédn, se recurrid a un ensayo mucho
mas sensible, especifico y que economiza sustrato o elF-2;

aunque, tiene como desventaja su gran laboriosidad.

Basicamente, este ensayo de actividad proteina quinasa I, al

que denominaremos Ensayo de Electroforesis y Autorradiografia o

EEA, consiste en la fosforilacién in vitro del elF-2 en su
subunidad a por la actividad quinasa a valorar, su posterior

electroforesis en un gel de poliacrilamida en presencia de SDS vy
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la obtencion de su  correspondiente autorradiografia, donde se
visualiza y se mide dicha actividad. E1l1 ensayo se realiza en un
volumen final de 50 ul que contiene: HEPES-KOH 50 mM, pH 7.,5;
acetato potasico 150 mM; acetato magnésico 5 mM; 0,32 M de saca-
rosa; [t—32P]ATP 25-50 pM, 2-4 Ci/mmol, 4--8x103 cpm/pmol; y como
sustrato, de 0,15 a 1,0 pg de elF-2 purificado. Sobre esta mezcla
se anaden hasta 50 ug de fraccidén proteica en la que se qguiere
valorar la actividad quinasa I que fosforila elF-2 en la subuni-
dad @, o de 0,05 a 0,15 de fraccidén altamente purificada de dicha
actividad (ver a continuacidén). Después de 2 min de preincubacion
a 30°C, la reaccién se inicia con la adicién de [t*32P]ATP y se
incuba durante 10 min a la misma temperatura. En este ensayo, la
utilizacion de un tampédén y un medio distinto al de los ensayos ya
descritos, se debe a un intento de reproducir las condiciones del

sistema in vitro de sintesis de proteinas (Capitulo 24).

Una wvez incubada la mezcla de reaccidn, ésta se detiene
anadiendo 25 pl de solucidn de parada (Capitulo 14) vy se analiza
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS, realizada tal vy como se ha descrito en el mismo capitulo.
Los geles son lavados, deshidratados y secados para la obtencidn
de su correspondiente autorradicgrafia (Capituleo 15). La iden-
tificacidon de la fosforilacidén en la subunidad a del elIF-2 o
actividad proteina quinasa I, se realiza por comparacidn con un

patron introducido en el ensayo que contiene elF-2 purificado.

Efectuada la identificacion de la actividad proteina gquinasa
I, ésta se estudia por densitometria y/o medida de la radiactivi-
dad por extraccién del gel de la banda a del factor eIF-2, para
su posterior analisis cualitativo y cuantitativo. Los datos
obtenidos correspondientes a la actividad proteina gquinasa [, se
expresan en unlidades arbitrarias, si proceden de la densitometria
y en cpm ¢ pmol incorporados (con un estandar de =5500 cpm/pmol)
si1 proceden de la medida de su radiactividad. También se puede
dar una actividad especifica si dichos datos los expresamos por

g 6 mg de proteina que contiene la preopia actividad quinasa 1.
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En la purificacién de proteina quinasa 1 (PKI) se partieron
de 2,7 kg de tejido fresco de cerebro de ternera, el cual se
homogeneizd 1:4 (p:v) en tampdn de homogeneizacidn H {tampédn H)Y,
el mismo que el empleado en la purificacién del factor elF-2
(Capitulos 10 y 16). Después se procedid de forma similar que en
la purificacidn del factor elF-2, es decir: se realizaron
sucesivas centrifugaciones para la obtencidén del scbhrenadante
posmitocondrial PMS y del sobrenadante posmicrosomal S-100, el
cual fué congelado a -70°C hasta su posterior utilizacidon. Los
8,25 1 de S-100 obtenidos, después de su descongelacidn, se
fraccionaron mediante una precipitacidn con sulfato aménico del
30% al 60% y se dializaron en tampon C (Tris~-HCI 20 mM, pH 7,6; 1
mM de EDTA; 7 mM de 2-mercaptoetancl; 0,5 mM de PMSF; vy un 10%
{p:v) de glicerol) con 0,2 M de KC1 durante 12 h, obteniendo asi
la fraccidn SA, la cual se diluye con el mismo tampén de

dialisis, hasta obtener una concentracidén de proteina =30 mg/ml.

La mitad del volumen final obtenide de la fraccidn SA (450
ml totales) se carga en una columna de heparina-Sefarosa (3x18
cm) equilibrada en tampdon C con 0,2 M de KCl y a un flujo de 70
ml/h. Después de un _lavado realizado_en idénticas.condiciones que
la carga, la columna se eluye con un gradiente lineal, de 0,2 a
0,5 M de KCl1 en tampdédn C de 13 veoldmenes de columna al mismo
flujo, vy se recogen fracciones de 14 ml. Dichas fracciones se
ensayan para actividad eIF-2 y alicuotas reunidas en grupos se
ensayan también para actividad proteina quinasa I (ensayo EEA)
(Figura 5.A). Las fracciones que contienen las actividades elIF-2
y PKI] se reunen por separado, destinando las primeras para la
purificaciocn del factor elfF-2 y las segundas para la continuacion
de la purificacién de PKI. Estas (ltimas fracciones (alrededor de
17), después de reunidas, se concentran y constituyen la fraccidn
H, la cual se comprueba por conductividad que se encuentra a 0,3

M de KCl.

A continuacidon, égsta fraccidn se carga scbre una columna de

Fosfocelulosa de 1,6x8 cm equilibrada en tampdén C con 0,3 M de
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KCl v a un flujo de 20 ml/h. La columna es lavada con el mismo
tampén, y se eluye con un gradiente lineal 0,3-1,0 M de KCl en
tampén C de 10 volumenes de columna a igual flujo, recogiendo
fracciones de 4,5 ml. Después de realizar el ensayo de actividad
PKI (EEA) (Figura 5.B8B), las fracciones con mayor actividad se
concentran al minimo volumen posible, denominandose fraccion P.
Estas dos cromatografias descritas, se realizan una segunda vez

para procesar el volumen restante de fraccidn SA.

Con las dos fracciones P reunidas se realiza una croma-
tografia de alta resolucidédn utilizando una columna de filtracién
SuperosaTM 6 {(Pharmacia) de 1x30 cm. Sobre esta columna se cargan
400 ul de fraccidn P, que se eluyen con tampén C de KCl1 100 mM, a
un flujo de 0,3 ml/min y recogiendo fracciones de 0,5 ml. Se
realizaron sucesivas cromatografias para procesar la totalidad de
la fraccidn P, efectuando el ensayo de actividad EEA sdlo en una
de ellas puesto que el procedimiento es altamente reproducible
(Figura 5.C).

Las fracciones de mayor actividad PKI de las cromatografias
en Superosa 6, se reunen (denominandose fraccidén S) y se cargan
sobre una columna de alta resolucidon Protein~PakTM DEAE-5PW
(Waters) de 0,8x7,5 cm. Esta columna, equilibrada en tampon C con
0,1 M de KC1l a un flujo de 0,3 ml/min, se eluye con un gradiente
0,1-0,5 M de KC1 de 210 min (17 volumenes de columna) en tampdn C
y al mismo flujo, recogiendo fracciones de 0,5 ml (Figura 5.D).
Después de realizar el ensayo de actividad EEA, las fracciones
con actividad PKI y las adyacentes a éstas, se congelaron a -70°'C
para su posterior utilizacidn. Las dos fracciones que presentaron
mayor actividad y mayor pureza de PKI, denominadas fraccidn D,
fueron las empleadas en los experimentos y ensayos que se descri-
ben en los préximos capitulos de este trabajo. La purificacidn
obtenida de PKI (de unas 2000 veces) y su rendimiento (del 0,1%)},
seran tratadas en el Capitule 34 de Resultados. La proteina
quinasa I de cerebro, purificada por este método, se encuentra

libre de otras actividades proteina quinasa.
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21. DIGESTION CON TRIPSINA Y SEPARACION DE FOSFOPEPTIDOS

Para comprobar las posibles diferencias entre las fos-
forilaciones producidas por distintas quinasas sobre el mismo
sustrato, se recurre al analisis de fosfopéptidos obtenidos por
hidroélisis parcial del sustrato fosforilado. La fosforilacidn por
proteinas quinasas del sustrato, en nuestro caso eIF-2, se

realiza de acuerdo al métcdeo descrito en el Capituleo 13.

La reaccidén de fosforilacidn se detiene afadiendo acido
triclorcacético (TCA) fric hasta una concentracidon final del 10%
{p:v¥). A continuacidn se afaden 0,2 mg de albimina y 1 ml de TCA
frio al 10%, que tras agitacion se centrifuga 5 min en una
microfuga a maxima velocidad. El sedimento obtenido se resuspende
en 100 ul de NaCH 0,2 M frio, que tras su agitacidédn se lava con 1
ml de TCA frioc al 5% con posterior centrifugacidn. Por udltimo, el
precipitado se resuspende en 1 ml de etancol:éter frio en
proporcién 1:1 y 1:3 (v:v), que tras agitaciédn y centrifugacidn

se lleva a seguedad a 30°C.

La hidrélisis parcial de la muestra fosforilada, se realiza
por medio de una digestidn con tripsina (tratada con TPCK). La
mezcla o precipitado anterior se disuelve en 100 nl de tampon

N-etil-morfolina 0,2 M, pH 8,2, vy se afade tripsina (0,1 mg/ml)
con una relacidén proteina:tripsina 20:1 (p:p). Esta mezcla se
incuba durante 12 h a 37°C, después de la cual se lleva a 0,1%
{p:v) de acideo triflucroacético {TFA} y se conserva a -20°C hasta
su posterior utilizacidn. El estudio de los fosfopéptidos
obtenidos con la digestién tripsica se realiza por HPLC en fase
reversa y su identificacidn mediante la radiactividad
incorporada (191,1982). Para la separacién de los péptidos
tripsicos se utiliza unpa columna Nova—PackTM CIB (Waters) (5 um,
3,9%x150 mm) v con un gradiente variable de 0-80% (v:v) de
acetonitrilo en TFA al 0,1% y un flujo de 0,5 ml/min. Con esta
elucién se recogen fracciones de 1 ml en las cuales se mide su

radiactividad por radiacién Cerenkov. La radiactividad fipal
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incorporada se obtliene restando el valor que corresponde al
ensayc efectuado sin elF-2, el cual se toma como blanco de cada

experimento.

22. ANALISIS DE FOSFOAMINOACIDOS

Inicialmente se realiza la fosforilacidén del elIF-2 por
proteina quinasa I mediante las condiciones del ensayo EEA, tal vy
como se describe en el Capituleo 20. La incubacién del ensayc de
fosforilacidon (50 ul) se detiene afiadiendo 2 ml de H20 fria. A
continuacidn, el exceso de [t-32P]ATP se elimina con sucesivas

diluciones (hasta 2 ml) y posteriores concentraciones (hasta 150

1) de la muestra realizados en microconcentradores. La muestra
final, wunos 150 pl, se liofiliza y se hidroliza <c¢on HCl 6 M
durante 2 horas a 110°C en vacio (193). E1l hidreolizado obtenido,

una vez desecado, se resuspende en 25 ul ds HZO y s& somste a

reaccidn con o-ftalaldehido (OPA).

Parada esta reaccidn, los correspondientes derivados de OPA
se analizan i1nmediatamente por HPLC en fase reversa mediante una
columna Ultrasphere-ODSTM CIS {(Beckman) (4,86x150 mm) y segin el
metodo descrito en (194). Se utiliza un detector de fluorescencia
Gilson Spectra-Glo con una longitud de onda de excitacién de 360
nm y de emisidén de 425 nm. La 1dentificacidn de los fosfoamino-
acidos se realliza midiendo la radiactividad obtenida cada 0,5 min
de elucidn, y comparandola con una mezcla de estandares compuesta
de fosfoserina, fosfotreonina y fosfotirosina, cuyos correspon-
dientes derivados con OPA se analizaron en 1dénticas condiciones.
La radiactividad final se obtiene restando los valores obtenidos
de ensayos efectuados con sdélo elF2 o PKI, los cuales constituyen

el blanco de la reaccién.
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23. TRANSFERENCIA E INMUNOPRECIPITACION

La inmunoprecipitacién se realiza en membranas de nitroce-
lulosa de 0,22 um con muestras procedentes de electroforesis Y
transferidas a dichas membranas. La electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS se realiza come se describe en el Capitulo
14, y su transferencia a la membrana de nitrocelulosa se efectua
durante 2 h a 0,8 mA/cm?2 en un sistema semiseco MultiphorTM Il
(Pharmacia-iLKB)}. El rendimiento de la transferencia obtenida fué

superior al 50%.

La membrana de nitrocelulosa con la muestra transferida, se
incuba con anticuerpos peoliclonales especificos y posteriormente
se revela. Todo el proceso se realiza a temperatura ambiente

(22°C) y segun metodos descritos con algunas modificaciones (195,

198). La membrana, una vez secada, se lava 10 min con tampén TBS
(Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 y NaCl 150 mM); se bloguea con TBS al 1%
{p:v) de alblUmina durante 1 h; a continuacidédn se incuba toda una

noche con el anticuerpo especifico diluido 1:100 & 1:50 (v:v) en
TBS; se lava tres veces con TBS durante 10 min; posteriormente se
incuba 1 h con anticuerpos anti-IgG conjugados con fosfatasa
alcalina diluida 1:1,.500 en TBS; vy se lava otras tres veces con
TBS uncos 10 min., La membrana se seca de nuevo y se ravela durante
30 min, segltn el método del sistema ProtoBlotTM (Promegal), con
una mezcla de NBT/BCIP en Tris-HCl1 100 mM, pH 9,5, 100 mM de NaCl
y 5 mM de Cleg. El revelado se para con H20, seguidamente la
mempbrana se lava de nuevo con Hzo y por Ultimo se seca para
conservacidon y estudio de la muestra o proteina coloreada. Como
control, se realiza un ensayo en ausencla de anticuerpos y otro

en ausencia sdlo de proteina.

24. SISTEMA DE SINTESIS DE PROTEINAS IN VITRO DE CEREBRO

Se han descritc varios sistemas libres de células obtenidos

a partir de tejido cerebral, tanto en nuestro labeoratorio como en
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otros. Sin embargo, los valores de incorporacidén medidos en estos
sistemas son mucho menores comparados con los obtenidos in vivo y
la iniciacién de la traduccién de mRNA endégenos es baja (197,
198). Por ello nuestro primer paso se centrd en la optimizacidn
del sistema de sintesis de proteinas de tejide cerebral, par-
tiendo de un sobrenadante posmitocondrial de cerebro de rata, en

el que se realizaron las siguienrntes modificaciones:

I. Eliminacién del ién Cl7, el cual inhibe la etapa de

iniciacidn.

II. Tejido de animal lactante con mayor velocidad de

sintesis.

II1. Homogeneizacidén del tejido 1:2 (p:v}, aumentando asi la

concentracién del mismo.y favoreciendo la 1ncorporacidn,

IVv. Una concentracién de aminoacidos de 25 a 50 puM, para
evitar una carga inadecuada de tRNAs debido a las altas
Km de algunas aminocacil-tRNA sintetasas y para que el
sistema sea ademas independiente de la concentracién

endogena de amincacidos.

V. Altas concentraciones de ATP, GTP y sistema regenerador
de energia, puesto que los sistemas libres de células de
mami feros pierden su actividad rapidamente si los nucle-

dtidos no se mantienen en los niveles adecuados.

VI. Una temperatura de 30°C en lugar de 37°C, para aumentar

el tiempo durante el cual el sistema permanece activo.

El nivel de sintesis de proteinas obtenido c¢on las nuevas
condiciones (Figuras 6.A y 6.B) es mayor que los descritos ante-
riormente y similar a los obtenidos con cultivos celulares (Tabla
I) (166,199,200). Su actividad de sintesis de proteinas debida a

la iniciacién es de un 40 a un 50%, segiun sefhalan los datos de
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TABLA |. Valores de sintesis
de proteinas en sistemas in vitro de cerebro

c I l i6n | Inhibician ATA
Animales {uM) comx10-3/mg pmol/mg PMS

Adulto* ‘ 3.4 274 12,0 8.0
Lactante® 5.3 648 446 34,5

Adulto 29.4 165 31,3 13,3
Lactante 31,3 522 1086,1 54,1

El ensayo de sintesis de proteinas se redliza como se 0es-
cribe en oste Apartado, con un tiempo de incubacion de 45
min. El inhibider ATA (75uM} se afede a los § min de incu-
bacion. Los valorss calculados representan la media de seis
expearimentos y todos ellos con una SEM menor del 10%.
* Sggun referencia 198,

inhibicidén obtenidos con edeina y acido aurintricarboxilico (ATA)
(Figura 6.C y Tabla I). Dicho sistema inicia la traduccién de
mRNAs tanto enddégenos como exdgenos, ya que la adicidn de mRNA de
glebina se traduce en la sintesis de una proteina gue comigra con
un patrén de globina comercial (Figura 7.}. Esta sintesis de
globina se 1inhibe completamente en presencia de los inhibidores

de iniciacién citados anteriormente.

En resumen, el método del ensayo de sintesis de proteinas de
cerebro in-vitro, es el que se describe a continuacidén. Como
material bioldgico de partida se utiliza un sobrenadante posmito-
condrial PMS de tejido fresco de cerebro de rata lactante (entre
4 y 10 dias de edad). Dicho tejido se homogeneiza a 0-4°C en
proporcidédn 1:2 (p:v) con un tampén de homogeneizacién isoténico
{HEPES-KOHK 580 mM, pH 7,5; acetato potasico 140 mM; acetato
magnésico 4 mM; DTT 2,5 mM; y sacarosa 0,32 M) y se centrifuga
durante 10 min a 11.000g obteniendo el sobrenadante PMS, que es

inmediatamente conservado en alicuotas a -70°C hasta un mes.
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Figura 6. Sintesis de prcteinas en un
sistema in vitro de c¢erebro en funcidn
del tiempo. (A) Determinacion de sin-
tesis de proteinas en sobrenadanta pos-
mitocondrial obtenido de tajido cearsbral
de animales lactantes y adultcs, La me-
dida se realizd por incorporacion de
[3H]Leu a proteinas. (B) Sintesis de pro-
teinas en funcién de la concentracidn de
amincacidos. Los valores se dseterminaron
del experimenio anierior correspondients
a animales lactantes, en presencia de 285
5C y 75 uM de una mezcla de 20 ami-
noacidos. (€) Determinacién de sintesis
de proteinas en presencia de inhibidorss.
Los inhibidores edeina (75 uM), acido
aurintricarboxilico (ATA, 75 uM), cicio-
heximida (20 uM) y puromicina (25 uMj,
se afadieron a 10s 5 min de incubacion
(=»). La medida de sintesis de proteinas
86 expresa en % sobre &l control, to-
mado del experimento anterior a 25 UM
de aminodcidos y considerando 100% &l
valor a 45 min.
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El ensayo se realiza en un volumen de 50 pl que contiene:

PMS 1,5-2,0 mg/ml (10 ul)

HEPES-KOH 50 mM, pH 7,5

acetato potasico 150 mM

acetato magnésico 5 mM

DTT 0,5 mM

sacarosa 0,32 M

ATP 1 mM

GTP 0,75 mM

fosfocreatina 5 mM

fosfocreatina quinasa 0,1 mg/ml

mezcla de 20 aminoacidos, a 25 uM cada uno
[3H]Leu 200 uCi/ml, 6,4 Ci/mmol, =5.000 cpm/pmol.

Toda esta mezcla de reaccidn se incuba a 30°C extrayendo
alicuotas de 10 pl a tiempos de 10, 20, 30 v 45 min. La reaccién
se para afadiendo 1 ml de HZO fria (0-4°C), a continuacidén se
afaden 0,5 mi de KOH 1 M con 2 mg/ml de leucina durante 20 min a
37°C, para hidrolizar 1los aminocacil-tRNAs formados, y se
precipita con 1 ml de acideo tricloroacético (TCA) fric al 285%
{p:v) con 2 mg/ml de leucina durante 30 min a 0°C. Poste-
riormente, se filtran sobre filtros de fibra de vidrio con vacio
de 400-500 mm de Hg, lavando tres veces con 2 ml de TCA frio al

10%. Los filtros_ _se_ digieren.. . en 2 ml de liquido de-csntelleo

durante 1 hora con agitacién.

La actividad de sintesis de proteinmas se mide c¢omo 1ncor-
poracién de [3H]Leu a proteinas a los distintos tiempos de

incubacién, restando la obtenida a tiempo cero. Se puede expresar

en cpm incorporadas, en pmcl de [3H]Leu 6 pmol de [SH]Leu/mg
incorporados, y en % tomando como 100% el control incubado a
45 min.
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Figura 7. Traduccion in vitro de mRNAs endégenos y exd-
geno por el sistema de sintesis de proteinas de cerebro.
(A) electroforésis en gel de poliacrilamida ‘con SDS del
sistema de sintesis de proteinas. (B) fluorografia del ex-
perimento anterior. El sistema de sintesis de proteinas se
incub6 en presencia de [35SMet 500 uCi/ml durante 45
min, afiadiendo mMRNA exogeno o inhibidores al inicio de

la reaccion. Linea 1, -sistema de sintesis de proteinas de
de cerebro con mRNAs enddgenos; linea 2, experimento
anterior con 10 ug/ml 'de mRNA de globina; linea 3, expe-
rimento anterior en presencia de 75 UM de edeina; linea 4,
experimento 2 en presencia de 75 uM de ATA. Las flechas
indican la posicién de los estandares de peso molecular
utilizados (Mr x 10-3) y de la globina comercial purifi-
cada de reticulocitos de conejo (G).
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25. PURIFICACION DE UN INHIBIDOR ACTIVADG POR N-ETILMALEIMIDA

Se realizd un tratamiento con N-etilmaleimida en algunas
muestras de fraccidn S-100 y de cromatografias con DEAE-celulosa
y Fosfocelulosa, previamente a su ensayo en el sistema de
sintesis de proteinas (Capitulo 24). Dichas muestras fueron
incubadas en presencia de 5 mM de N-etilmaleimida (NEM) durante
10 min a 30°C. Después de la incubacidén, el exceso de NEM se
neutralizé con 10 mM de 2-mercaptoetancl y la fraccién asi

tratada fué afiadida al ensayo de sintesis de proteinas.

La purificacién de éste inhibidor se inicié con 370 mg de
fraccidén posmicrosomal S$S-100, los cuales se aplicaren a una
columna de DEAE-celulosa (2 x 16 cm)} equilibrada en un tampdn
que contiene: Tris-HC1 20 mM, pH 7,6; EDTA O,1 mM; PMSF 0,5 mM;
2-mercaptoetancl 7 mM; vy un 10% de glicercl. La muestra se eluye
con un gradiente 0,0-0,5 M de KC1 en el mismo tampdn a un flujo
de 30 ml/h, recogiendo fracciones de 2,5 ml. Estas fracciones
fueron reunidas de cuatro en cuatro y concentradas por ultrafil-
traciéon. Alicuctas de ellas fueron tratadas con N-etilmaleimida,
segun el procedimiento anteriormente descrito, y ensayadas en el

sistema de sintesis de proteinas (Figura 8.A).

Las fracciones anteriores que producian una inhibicidén de
la sintesis de proteinas, se reunieron y se ajustaron a 0,2 M de
KCl, aplicandolas en una columna de Fosfocelulosa P11 {1 x 13 cm)
equilibrada en el mismo tampdén a 0,2 M de KCl. La muestra se
eluye a un flujo de 10 ml/h con dicho tampén a 1,0 M de KCl. Las
muestras no ligada y la ligada a la columna se concentraron, ¥y
alicuotas de ellas se trataron con NEM y se ensayaron en el
sistema de sintesis de proteinas {Figura 8.B). A continuacién, la
actividad 1inhibitoria de sintesis de proteinas, fraccidén no
ligada a Fosfocelulosa, se trato con NEM y se ajustd a 0,2 M de
KCl, repitiendo de nuevo la cromatografia anterior. |Las frac-
cliones no ligadas y ligadas a Fosfocelulosa se concentraron, se

ajustaron a 0,2 M de KCl1 y se ensayaron en el sistema de sintesis
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de proteinas (Figura 8.C). La actividad inhibitoria de dicha
sintesis se encontré en las fracciones ligadas a la columna, Y
corresponde a lo que denominamos inhibidor activado por N-

etilmaleimida o NAI.

26. OTROS MATERTALES Y METODOLOGIA GENERAL

a) Calculo de masas moleculares relativas

La inclusion del detergente aniénico SDS en las
electroforesis permite el calculo de pesos moleculares, al
existir una relacidédn lineal entre las movilidades elec~

troforéticas de las proteinas y el logaritmo de sus pesos
moleculares (201). Para ello se construye una recta patrén con

estandares de proteinas de pesos moleculares conocidos y en

relacidén a ellos se calcula el de nuestra proteina, por lo gue
se debe hablar de <c¢alculo de pesos o masas moleculares
relativas (Mr). Los estandares utilizados son: fosforilasa b de

94.000 Da, albumina de 67.000 Da, ovalblmina de 43.000 Da,
anhidrasa carbénica de 30.000 Da, inhibidor de tripsina de
20.100 Da y a-lactalbumina de 14.400 Da; todos ellos de

Pharmacia.

Mediante una filtracidén en gel en condiciones no desna-
turalizantes, se puede calcular también el peso melecular
relativo de una proteina en su estado nativo, al ser 1lineal la
relacién entre la elucién de las proteinas y el logaritmo de
sus pesos moleculares (202). La filtracidn se realiza sobre
una columna de alta rescolucidn SuperosaTM 6 {Pharmacia) a un
flujo de 0,3 ml/min. En este caso la recta patrén se realiza
con uwuna mezcla de los siguientes estandares: tiroglobulina de
669.000 Da, ferritina de 440.000 Da, lactato deshidrogenasa de
140.000 Da, anhidrasa carbdénica de 30.000 Da y lisozima de
14.300 Da.
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b} Centrifugacidn y Ultracentrifugacién

Las centrifugaciones se efectuarcon con refrigeracién a 4°C
en centrifugas Beckman J-21B (rotores JA-14 y JA-20) y Sorvall
RC-5 (rotores GSA y §5S5-34). Las ultracentrifugaciones se
realizaron a la misma temperatura en centrifugas Beckman L5-50 vy
L7-55 y rotores 50 Ti y 50.2 Ti.

c) Concentracién

lLa concentracién de las muestras se realizd principalmente
por ultrafiltracién en células de Amicon c¢on membrana PMI10 vy
atmésfera de N2, ¥y en microconcentradores Centricon™ 10 (Amicon)

para volUmenes mencores de 2 ml.
d} Conductividad

lLlos datos de concentracidén idénica se realizaron midiendo la
conductividad con un conductimetro Crison 525, convirtiéndola a
molaridad por interpolacidén en una curva estandar obtenida con el

mismo ién.
e) Densitometria y Espectrofotometria

lLas medidas espectrofotométricas y densitometrias se
realizaron en aparatos Beckman 0OU-8 y 0OU-88, E-C 910 y 934
Software, LKB Uvicor SD y Pharmacia UV-M.

f) Determinacion de proteinas

La determinacidén de proteinas se realiza segin el método de
Bradferd (203) utilizando albumina de suero bovino como estandar.
También se efectud la determinacidédn de proteinas por den-
sitometrias de geles de poliacrilamida en presencia de 5DS
teffidos con plata, y empleando albumina como patrdéon. Los datos

obtenidos definen una representacidén lineal con un coeficiente
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de regresidén de 0,98 analoge al resultade con el método de
Bradford.

g) Dialisis

Las dialisis se realizan en al menos 100 veces el volumen de
la muestra, durante 12-14 h a 4°C con agitacidn suave y en tripas
de un limite de exclusién de 12 a 14 kDa (tratadas previamente
con 10 mM de EDTA ¥ 0,1 M de carbonato sédico durante 10 & 20 min
a 100°C). La muestra ya dializada se centrifuga a 700g durante 5

min para eliminar posibles precipitados.

h) Fraccionamiento con sulfato amdnico

El porcentaje de saturacidén de sulfato aménico a utilizar se
afiade en frio, lentamente, y vigilando el pH. Después de una
agitacion suave de 30 min a 4°C, se centrifuga a 17.000g durante
30 min, el precipitado final se resuspende en el volumen deseado

del tampdén a utilizar y se dializa frente al mismo tampén a 4°C.
i) Otros productos bioguimicos y reactivos
Sales y acidos organicos e inorganicos, colorantes, material
de electroforesis, proteinas, metabolitos, etc., de Bio-Rad,

Boehringer Mannheim, Carlo Erba, Merck, Panreac, Pharmacia-LKB,

P.L. Biochemicals, Promega, Scharlau y Sigma.
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27. OBTENCION DEL FACTOR DE INICIACION elF-2

La obtencidon del factor elF-2 se realizé como esta descrito
en el Capitulo 16 de Materiales y Metodos. Con el eIF-2 puri-
ficado de la fraccidn clF por este método se construye 1la Tabla
I, en ella se muestra que el factor se purifica unas 300 veces
con un rendimiento del 1,1%. Con la modificacién posterior del
métodeo indicada en dicho capitulo o1 rendimiento se elevd al
4,5%. También se realizdé la purificacidn del elF-2 existente en
el sobrenadante posmicrosomal o fraccidén S-100. Dicha purifi-
cacidon se efectud con el mismo esquema anterior, partiendo de 37
g de sobrenadante $-100, c¢on una actividad especifica de 0,35
U/mg, vy obteniendo una purificacidn de unas 3100 veces con un

rendimiento de 1,B8%.

Eli factor elF-2 purificado de la fraccidén clIF se muestra en

la Figura 9., se compone de las tres subunidades a, B y t, y esta
completamente libre de fosforilacidén enddégena. La subunidad a es
la mencr con 39.000 de peso molecular relativo, seguida de t con

50.000 y B de 54.000. El1 analisis desitométrico de la electrofo-
resis con SDS del elF-2 nos da una relacién entre las subunidades
B:t:a de 1:1:0,8-1 , confirmandonos su estructura aft con un peso
en su forma nativa de unos 143, 000. La pureza obtenida fueé entre
un 95% y un 99%. La pureza del factor cbtenido de la fraccidn
S-100 sé6lo se aproximd a un 95%, por lo que dicho elF-2 no se ha

empleado en los experimento de esta Tesis.

28. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE CASEINA QUINASA 11

PURIFICACION

El sobrenadante posmicrosomal procedente de cerebro de
ternera es sometido a cromatografia en DEAE-celulosa y en ella se
identifican las actividades proteina dquinasa por la incorpo-

racién de <32p a caseina ( en presencia y ausencilz de heparina,
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TABLA I
Purificacion del factor elF-2 de corteza cerebral

| Protei Actividad Actividad Rendi Purit

Eraceién  (ma) Jotal» Especitica# (%)

ciF 2804 4065 1,4 100 1 i
. i

Suifato 1898 4428 2.3 109 1.6

AmMonico

Heparina 465 2241 43,2 55 35

Safarosa

Fosfoce - 4,3 982 204,7 24 146 |

hiosa

GOP-Agar. 0.1 43 4312 11 308

" Una unided de actividad se define como 1 pmol de Met-tRNAI
incorporado por 10 min
# Expresado en unidades de actividad/mg

Capitulo 17 de Materiales y Métodos), histona Hl en presencia de
calcio y fosfolipidos, e histonas en presencia de AMP ciclico
{Figura 2.A). Esta cromatografia nos diferencia un pico de
actividad quinasa en el material no ligado a la columna y tres
picos de actividad quinasa en el material eluido con el gra-
diente. lLa actividad presente en el material no ligado y en el
primer pico eluido con el gradiente (0,15 a 0,22 M de KCl), el
cual es activado en presencia de calcio y fosfolipidos, corres-
ponde al perfil de elucién descrito para la proteina quinasa C
(PKC) (204). La actividad proteina guinasa dependiente de AMP
ciclico se eluye en el segundo pico a una cancentracidn de 0,22 a
0,28 M de KC1, tal y como ha sido descrito por Hathaway y Traugh
{149) e identificado como la proteima quinasa dependiente de AMP
ciclico (PKA) de tipo II. El1 tercer pico, con wuna actividad
quinasa independiente de AMP <c¢iclico o de calcio/fosfilipidos
(0,25 a 0,30 M de KCl) y con alta inhibicién por heparina (80%),
es identificado c¢omo caseina quinasa II (CK 11), y muestra un

patrén similar de elucién que la descrita en reticulocitos de
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Figura 9. Electroforesis en gel. de poliacrilamida
con SDS y densitﬁ)metria de elF-2 (1 ug) purificado
de corteza cerebral. Las flechas indican las posicio-
nes de los estandares de peso molecular utilizados
{Mr x 10-3}).

83






conejo (149). Sin embargo, no se han encontrado otras actividades
proteina quinasa descritas por estos autores {proteina quinasa

dependiente de AMP ciclico de tipo I y caseina guinasa [).

Estas mismas tres actividades proteina guinasa se ensayan en
la cromatografia sobre Fosfeocelulosa, pero sélo la actividad
cagseina guinasa eluye en ésta columna (Figura 2.B). La mayor
parte del material no es adsorbide por la columna , ¥y es en esta
fraccién donde se localiza la actividad quinasa dependiente de
AMP ciclico. Con el gradiente eluyen dos picos de actividad
caseina quinasa (de 0,75 a 1,025 M de KCl}, descartandose sus
primeras cinco fracciones por su baja inhibicidn con heparina.

Sequn todo este procedimiento, en los dos uUltimos pasos de

purificacidén sdlo esta presente la actividad caseina gquinasa II.

La cromatografia en fosvitina-Sefarosa nos muestra un sélo
pico {de 0,5 a 0,7 M de KCl) de actividad caseina quinasa con una
inhibicidn por heparina del 88%, este pico de actividad eluye muy
préximo al pico de proteina eluida (Figura 2.C). El perfil de
elucién de la actividad caseina quinasa de la cromatografia en
ATP-agarosa se muestra en la Figura 2.D. En ella los picos de
proteina y actividad eluyen de 0,5 a 1,0 M de KC1l con una inhi-
bicidn por heparina cercana al 100%. Una pequefna proporcidn de la
actividad quinasa eluye con el material no ligado a la columna,

fendmeno que continda repitiéndose empleando menor cantidad de

muestra, por lo que este hecho no se debe a saturacidén de la
columna. La enzima purificada por este procedimiento pierde
actividad rapidamente, y puede ser conservada a 4°'C durante dos

semanas a una concentracidén de al menos 1 mg/ml y en presencia de
KC1l 0,25 M.

La Tabla III resume la purificacién de caseina quinasa Il de
cerebro de ternera. En ella se observa gque la enzima se purifica
unas 3.000 veces, obteniéndose entorno al 9% de rendimiento y se

encuentra libre de otras actividades proteina quinasa.
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TABLA
Purificacion de Caseina Quinasa Il de cerebro

Protei Actividad Actividad Puril.
Scbrenadants 15,792 7.201 0.4 1
DEAE ~-Ceaiulosa 1984 7.023 3.5 5]
Fosfoceluiosa 11 1.387 126 278
rFosvitina-3afarosa 3 1.001 351 770
ATP-Agarosa 0.6 833 1.376 3018

Una unidad de actividad se define como la inccrporacion
de 1 nmcl de fosfato a cassina por 10 min
# Expresado en unidades de activided/mg

ESTRUCTURA

La CK II purificada es analizada por electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de 5SDS y en ella se observan tres
bandas mayoritarias con unas masas moleculares relativas de
42.000 (a), 38.000 (a’) y 27.000 (B) (Figura 10.) con wuna
relacién de 2,6:1,0:1,3 para las subunidades a:a’:B respec-
tivamente y un grado de pureza del 87% en la preparacidéon de la
enzima. Cuando la enzima se incuba con [t-azP]ATP y se analiza
con electroforesis y posterior autorradicografia, sélo se detecta

32p asociada exclusivamente con la proteina de 27.000.

También se realizé electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes seguida de extraccidén y medida de su actividad,
para ver su peso molecular en su sstado funcional. Los resultados
se muestran en la Figura 11. vy nos dan un peso molecular para la
holoenzima entre 500.000 y 650.000, que responderian a distintos

estados de agregacidn.
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Figura 10. Electroforesis en gel dé poliacrilamida
con SDS y densitometria de Caseina Quinasa ||

(5 ug) purificada de cerebro e incubada en pre-
sencia de [T-82PJATP. (-} densitometria del gel (a).
() densitometria de su autorradiografia (b). Las
flechas indican las posiciones de los estandares
de peso molecular utilizados (Mr x 10-3).
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Figura 1\. Electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante
da Caseina Quinasa H puriticada (10 Q). (=) Densitometriadel gel. {-~-)
Actividad proteina quinasa de la enzima medida ¢con postarioridad a su
extraccion del gel. Las flechas indican los estandares utilizados (Mrx10-3}.

ESPECIFICIDAD DE DONADOR DE GRUPQOS FOSFATO

Una de las principales diferencias entre la caseina quinasa
I y la Il es el hecho de que CK Il emplea como donador de grupos
fosfato tanto ATP como GTP, mientras gue caseina quinasa [ sélo
puede utilizar ATP (143). Como se muestra en la Figura 12. cuando
la actividad especifica del donador de grupos fosfatos ATP se
reduce por 1incremento de la concentraciones de ATP o GTP, la dis-
minucidn de la incorporacidédn de 32p es s6lo ligeramente menor con
GTP que con ATP, lo cual indica que la enzima purificada utiliza

ambos nucledtidos como sustratoes.

PROPIEDADES CINETICAS

Los parametros cinéticos se determinan con medidas de la

actividad gquinasa variando las concentraciones de ATP en pre-

32,

sencia de diferentes niveles de aceptores de grupocs como
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Actividad proteina guinasa cpm x10-3
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Figura 12. Especificidad de donador de grupos fosfato de Caseina Quinasa |1,

La actividad de la enzima purificads (0,37ug) se midid con caseina (5 mg/mi)

como sustrato. La reaccion fus incubada durante 1 min y la actividad sspeaiti-
ca del [T-82PJATP {50mCi/mmot) fué reducida con ta adicién ® ATP o GTP.

fosvitina y caseina (datos no mostrados) y viceversa. El resul-
tado del analisis usando fosvitina como aceptor de grupos fosfato
se muestra en la Figura 13. Las constantes cinéticas para la
reaccion catalizada por CK Il se obtienen seglin representacién de
Lineweaver-Burk (205). La Km calculada para ATP es de 12,5 uM y
25,1 uM empleando como sustratos fosvitina o caseina (datos no
mostrados) respectivamente. La enzima presenta una mayor afinidad
por fosvitina (Km = 0,91 mg/ml) Qque por caseina (Km = 1,43
mg/ml). Por el contrario, la Vmax de la reaccidn es mayor para
caseina (479 nmol/min/mg) que para fosvitina (315 nmol/min/mg

proteina) como sustrato.

ESPECIFICIDAD OE SUSTRATOS Y MODULADORES

Para probar gue CK II es la d4nica proteina quinasa presente
en nuestra preparacidén y que es independiente de diversos

activadores, hemos realizado ensayos de actividad quinasa con
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Figura 13. Representacion de Lineweaver—Bprk para el caiculo de las

constantes cinédticas de Casefna Quinasa (I con fosvitina y ATP. La reac-
cién se realizd con 0,37 ug de enzima purificada y 1 min de incubacion.

{A) Dobles inversos de la reaccion dependienta de fosvitina y a distintas
congentraciones de ATFP (&, 10, 25, 80 v 10C uM}. (B} Doblesinversos de

la reaccion dependiente de ATP y a diferentes concentraciones de fosvi-
tina {Q,5, 1, 2.5, 5 y 10 mg/ml).
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TABLA IV
Especificidad de CK Il de sustratos y moduladores
Actividads
Sustratos Moduladores Concentracion $-1Q0
Caseina - 1 mg/mi 13.3 420,2
heparing 5 ug/mi 7.4 21,0
Fosvitina - 1 mg/ml 26,8 4345
heparina 5 ug/ml 6.7 9,9
Histonas - 1 mg/mi 519 11,6
cAMP 10 UM 235,1 11,7
cGMP 20 uM 143,2 8,8
polylC 4 ug/ml 80,2 8,5
Histona H1 - T mg/mi 98,2 17,1
calcio 0.5 mM 94,3 19,3
+ PL +(,3 mg/ml 137.,5 17.9

\
* La actividad se expresa como e totai de pmol de fosfato ‘,
incorporados por 10 min. Los sustratos son fosforitados en J
presencia y ausencia de los diferentes moduladores con frac-

cion citosolica (S-100, 28 ug) vy CK I purificeda (0.55 ug). J

diversos sustratos y moduladores empleando S-100 y CK 11
purificada. Como se muestra en la Tabla IV, de los sustratos
empleados, la fosvitina y la caseina son mucho mas activos como
aceptores de grupos 32P, que las histonas ensayadas. Por otra
parte, también puede observarse que todos los moduladores
estudiados afectan a las diferentes actividades proteina quinasa
presentes en la fraccién S-100 (excepcidn hecha por 1a cal-
modulina debido a su 1inactivacion durante el proceso de
purificacidn). Sin embargo, en estos mismos experimentos
realizados con la enzima purificada CK II, solamente con la
heparina se observa un claro efecto inhibidor, no encontrandose
ningun efecto con la adiccidn de nucledtidos ciclicos, calcio vy

calmodulina, calcioc y fosfolipidos o peli(l)-poli(C).

EFECTO DE CATIONES, HEPARINA Y ESPERMINA

La reaccién catalizada por la quinasa requiere la presencia

de cationes divalentes. La éptima actividad quinasa se ha encon-
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7 Figura 14. Efecto de cationes, heparina vy
C espermina sobre la actividad de Caseina
400 — Quinasa #. La actividad de la enzima puri-
i @ ficada (0,37 pg) se midié con caseina como
.--"""——. sustrato (& mg/ml} y 1 min de incubacion.
300 — ./ (A} Efecto de NaCl (A) o KCl (w). (B) Efecto
de heparina en ausencia (&) vy presencia (@)
200 — de 150 mM de KCl. (C) Efecto de sspermina
en presencia de 5 mM de Mg2+ dal ansayo.
100
| | |
1 3 5
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trado con concentraciones de Mg2+ entre 5 y 10 mM usando caseina
como sustrato (datos no mostrados). La caseina quinasa Il de
cerebro de ternera se estimula progresivamente hasta 150 mM de
KCl o NaCl (Figura 14.A), concentraciones supericres disminuyen
esta activacidn y valores superiores a 400 mM producen inhibicién

{datos no mostrados).

Una de las principales caracteristicas de la caseina quinasa
IT es su 1inhibicién producida por heparina (149). Como puede
verse en la Figura 14.8B, CK II de cerebro es casi completamente
inhibida por concentraciones de heparina de 1 pg/ml (92%). En
presencia de KC1 150 mM la misma concentracion de heparina
produce solamente una inhibiciodon del 23% en la actividad de 1la

enzima.

Las poliaminas han sido sefialadas como estimuladoras de
caseinas quinasas {155), por ello hemos estudiado su efecto en la
actividad de CK Il de cerebro. Como se muestra en la Figura 14.C,
en presencia de 5 mM de Mgz+, la espermina a una concentracidn de

1 MM incrementa tres veces la actividad de CK II.

29. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS QUINASAS C y DEPENDIENTE DE
AMP CICLICO

Con el método de purificacidén para proteina quinasa C {(PKC),
descrito en el Capitulo 18 de Materiales y Métodos (Figura 3.),
se obtieng un rendimiento de un 1,5% y una purificacidén de wunas
200 veces. La PCK purificacda de cerebro se encuentira libre de

otras actividades proteina quinasa.

La purificacién de proteina gquinasa dependiente de AMP
ciclico (PKA) se describe en el Capitulo 19 del apartado anterior
(Figura 4.). Con el método descrito, PKA se purifica unas 550
veces, con un rendimiento del 10% y se encuentra libre de otras

actividades proteina gquinasa.
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30. FOSFORILACION DEL FACTOR elF-2 EN LA SUBUNIDAD B POR CASEINA
QUINASA II1 Y PROTEINAS QUINASAS C Y DEPENDIENTE DE AMP CICLICO

Los densitogramas de la autorradicgrafias, obtenidos en la
incubacidéon de las proteinas quinasas CK 17, PKC y PKA con elF-2
en presencia de {t—32P]ATP y posterior separacion en elec-
troforesis con SDS (Figura 15.), muestran a la misma escala el
diferente grado de fosforilacidén de la subunudad B producido por
las tres distintas proteinas quinasas. Asi, CK Il fosforila dicha
subunidad en mucha mayor medida que PKC y ésta mas que PKA. La

integracidén de dichos picos de fosforilacidén de la subunida (B

producida por las quinasas CK II, PKC y PKA dan wuna relacidn
17,56:3,7:1,0 respectivamente, La fosforilacién de esta dltima
proteina quinasa (PKA)}, a pesar de ser mucho menor, no ofrece

dudas cuando se sobreexpone la autorradicgrafia (Figura 15.
cuadro PKA"s"), donde también se puede observar la autofos-

forilacion de la propia PKI.

31. CARACTERIZACION DE LA FOSFORILACION DE LA SUBUNIDAD P DEL
FACTCR elF-2

Para determinar si la fosforilacién del elF-2 de cerebro por
las tres proteinas quinasas mencionadas tiene lugar en los mismos
¢ diferentes lugares, el factor marcado radiactivamente es
analizado por mapas de fosfopéptidos tripsicos en HPLC (Figura
16.). Cada proteina quinasa da un patrén diferente de fos-
fopéptidos. E1 mapa de elF-2 fosforilade por CK Il presenta 2
fosfopéptidos mayoritaries {h, j) v 4 minoritarios (b, e, g, i)},
mientras gue PKC contiene principalmente unc (h) ademas de 4
secundarios (b, ¢, d, g) y por Gltimo, PKA que sélo muestra
cuatro fosfopéptidos (a, c, d, f). Ello nos indicaria, al
menos, la fosforilacidén de elF-2p por cada una de las distintas
quinasas estudiadas (CK II, PKC y PKA) en 1 o mas sitios, Yy

en diferentes y especificas posiciones, sl blen tambiéen poseen
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TABLA V. Radiactividad 32P en los fosfopéptidos
tripsicos obtenidos de la fosforilacion de elF-2

Pigco: a o} o] d -] f g b i i Belacion#
CK 1 344 584 521 6647 413 3182 20,3
PKC 111 109 130 176 720 2.1
PKA 143 207 121 104 1.0

- —— L e Ty W Ak o M L e e L O AR i -

* Los valores reprasentan Ias cpm incorporadas en cada
fosfopéptido '

# ia relacion se calcula con los datos normalizados de Ias
cuentias totales, considerando a PKA como la unidad

posiciones comunes. los picos * y ** no se consideran
fosfopéptidos de la digestidn tripsica de la fosforilaciédn del
elF-2, debido a gue corresponden al volumen eluido del material

no ligado a la columna y al lavado final respectivamente.

ta Tabla V muestra 1las c¢pm incorporadas en los picos
separados por HPLC y obtenidos de la fosforilacion del elF-2 para
cada una de las proteinas quinasas ensayadas. La recuperacién
total de las cpm incorporadas mantiene una relacidn de
20,3:2,1:1,0 para CK II, PKC y PKA respectivamente; relacidédn muy
similar a la obtenida en loé densitogramas de la fosforilacidén de
la subunidad B (Capitulo 30).
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32. FOSFORILACION DEL FACTOR elF-2 POR HCI

El 1inhibidor controlado por hemina (HCI) es capaz de
fosforilar la subunidad a del elF-2 de cerebro, en las mismas
condiciones gue las del experimento del Capitulo 30 (Figura 17.).
Elle nes 1nforma de dos hechos: (i) la subunidad a del elF-2
purificado de cerebro es suceptible de 'ser fosforilada por 1la
proteina quinasa HCI de reticulociteos; y (ii) las proteinas
quinasas CK [I, PKC y PKA son especificamente eIF-2B quinasas. La
fosforilacidén de la subunidad P producida por HCI es debida a una

contaminacidn de caseina quinasa Il que contiene dicha pre-

paracién (206) . La proteina guinasa HCI fué purificada de
reticulocitos de conejo y genercsamente cedida por el Or. C.
De Haro.

Abs. BOoOnm’

Figura 17. Autorradicgrama de ia elec-
troforesis en gel de pcliacrilamida con
SDS de elF-2 incubado con HCL en pre-
10 sencia de [T-32PJATP. La reaccion se

' realizé en presencia (=) y ausencia [..)
de eiF-2 (1.5 ug) purificado, 0,5 ug de
HCl vy 2 min de incubacion. C. origen vy
£. final del gel. Las filechas indican

las posicicnes de os astandares de
peso molecular utilizados (Mr x 10-~3).

HCI
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33. ACTIVIDAD QUINASA QUE FOSFORILA LA SUBUNIDAD o DEL FACTOR DF
INICIACION elfF-2: ACTIVIOAD PROTEINA QUINASA 1

Mediante el ensayoc de actividad que 1lamamos EEA, que
consiste en la fosforilacién del factor elF-2 y su resolucién
mediante electroforesis y autorradiografia (Capitulo 20 de
Materiales y Métodos), se tratd de encantrar una actividad
protaina gquinasa que fosforilara la subunidad a de dicho
factor elF-2 en tejidoe cerebral. Esta actividad, a 1la qus
denominamos actividad proteina quinasa I, se midié primeramente
en dos fracciones: S-100 o© sobrenadante posmicrosomal y clIF
obtenida del lavado con alta concentracidédn de sal de la fraccidn

microscomal.

La medida de la actividad proteina quinasa I en las fraccio=~
nes 5-100 y clIF resulta problematica, ya que debido a la baja
actividad que poseen ambas fracciones los resultados dados por el
EEA se encuentran en el limite de deteccidn de este aensayo. Asi,
por ejemplo, los datos de actividad PKI obtenidos con S-100 se
mueven entre una actividad no detectable y una actividad de un
11% sobre su actividad basal (Figura 18.A 1linea S100 y 18.B),
dependiende de la actividad especifica del [t—32P]ATP empleado
en el ensayo de EEA. Por esta razon, las medidas de actividad
guinasa [ en S-100 y c¢lIF se realizaron con fracciones purificadas
parcialmente {mediante cromatografias en columnas con heparina-
Sefarosa y Fosfocelulosa) en idénticas c¢ondiciones. Los resul-
tados obtenidos de este modo seRralaron una mayor actividad en la
fraccidn proveniente de $-100 que en la proveniente de <clIF, si
bién se comprobd la existencia de actividad quinasa I también en

esta Gltima fraccidon clF (datos no mostrados).

34. PURIFICACION DE PROTEINA QUINASA 1 (PKI)

La purificacién de la proteina quinasa 1 {(PKI) consta de wun

fraccionamiento subcelular por centrifugacion del que se obtiene
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un S-100, wuna precipitacion del mismo con sulfato amdnico y de
cuatro cromatografias en columna (Capituleo 20 de Materiales vy
Métodos) . Las distintas cromatografias se combinan aprovechando
sus diferentes propiedades para aumentar su selectividad y en
definitiva rentabilizar al maximo la purificacién de PKI. Asi, se
utiliza inicialmente una columna de afinidad (heparina-Sefarosa,
Figura 5.A) altamente selectiva, la cual elimina la mayor parte
del material no deseado, eluyendo nuestra proteina PKI en un
range de 0,25 a 0,35 M de KCl. Después, se conjugan dos inter-
cambios idnicos opuestos, primero uno catidnico (Fosfocelulosa,
en la gque PKI aparece a una concentracidén entre 0,5 y 0,7 M de
KC1; Figura &5.B) y otro anidnico (DEAE-5SPW, en la gque presenta
actividad en el intervalo 0,22-0,24 M de KCl; Figura 5.0}, lo
cual da wuna alta selectividad del material final resultante.
Entre ambos, se realiza una filtracidén en gel (Superosa 6, Figura
5.C) que separa por otro principio distinto, el tamafo molecular,
y equilibra adecuadamente el medio para realizar el siguiente
intercambio 10nico. Ademas, las dos ultimas <cromatografias
(Superosa 6 vy DEAE-5PW) estan realizadas c¢on cromatografia
liquida de alta resolucién, la cual optimiza apreciablemente la

purificacidén de proteina quinasa I.

En la Figura 18.A se muestra la actividad de PKI en las
fracciones obtenidas de los distintos pasos de purificacién de la
enzima. Las fracciones de esta purificacién procedente de la
cromatografia en DEAE-5PW con actividad quinasa I, se analizaron
por medio de electroforesis en presencia de SDS (Figura 19.) y el
resultado concluyd que la actividad proteina quinasa I estaba
asociada con dos bandas electroforéticas denominadas a y b.
Identificamos a estas dos bandas como la proteina quinasa I o©
PKI, stendo la fraccidén 40 de esta cromatografia la de mayor
pureza y actividad y la empleada mayoritariamente en los expe-
rimentos de la presente Tesis. Esta fraccidn ijunto con la 41

constituiran la denominada fraccién D.
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TABLA V!

Purificacion de Proteina Quinasa | de cerebro
P . Actividad Actividad Rendi Purif
Eraccion {mg) Total* Especifica# {%)
$-100 37950 18975 0.5 160 1 |
'i
Suifato 13185 31844 2.4 187 48 |
AMGENICy
Heparina 168 1243 7.4 7.0 14,8
Safarosa li
Fosfoce~ .2 2938 3z2.4 1.5 £4.8 !
lulosa
Superosa Q0,8 117 144 0.6 288
|
I
DEAE-5PW 0,02 21 1040 0,1 2080

* Ung unidad de actividad se define como 1 pmol de fosfato
incorporado en elF2 . en el ensayo EEA con 0,16 ug de alF2
# Expresado en unidades de actividad/mg

Con el método anteriormente expuesto se confecciona la Tabla
VI de purificacidén de proteina gquinasa I. En dicha tabla se
estima la purificacion en algo mas de 2.000 veces y el rendi-
miento en un O0,1% aproximadamente. Pensamos que este bajo
rendimiento se debe a: (i) que por la naturaleza del ensayo de
actividad de PKIl ({EEA) debido al propioc desconocimiento de sus
posibles activadores y/o moduladores, sélo se detecta aquella
fraccidédn que se encuentra en estado "activo" capaz de fosforilar
al factor de iniciacidén elF-2; (ii) la propia laboriosidad del
ensayo EEA, que obliga a la sucesiva congelacién-descongelacidn
del material biolégico durante el proceso de purificacién, con la
consiguiente degradacién y pérdida de actividad del mismo; vy
(iii) que a fin de obtener una mayor pureza, se elimina en la
cromatografia de heparina-Sefarosa wuna parte de la actividad
quinasa I (Figura 5.A). En cuanto al valor de purificacidn
obtenido, éste se puede apreciar visualmente en las Figuras 18.4A

y 183. Sin embargo, hay que sefialar que este valor de purificacidn
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Figura 20. Electroforesis en gel de poliacrilami
da con SDS (SDS-PAGE) de Proteina Quinasa |
(PKl) y olF2 y fosforilacién del factor elF2 por
PKl. La electroforesis se efectud con 0,3 ug de
PKI (15 W de la fraccion 40 de la cromatografia

en DEAE-5PW)} vy

1 ug de elF-2 purificado. La

reaccion de fosforilacion se realizd de acuerdo
al ensayo EEA con PKI (0,1 ug) vy elF-2 (0,3 ug)
purificados. Las flechas indican las posiciones
de los estandares de peso molecular utilizados

(Mr x10-3}).
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es relativo, pussto que ademas de estar afectado por las razones
anteriormente expuestas (i a iii), esta definido per el valor de
la actividad PKI en la fraccidn S-100, valor gue se encuentra en

el limite de deteccién del ensayo (Figura 18.8).

35, FOSFORILACION DEL FACTOR elF-2 EN LA SUBUNIDAD o POR PROTEINA

QUINASA 1
En la Figura 20. se observa que las autofosforilaciones de
proteina guinasa I y de elF-2 de cerebro son negativas, 51N

embargo, la mezcla de ambas en presencia de [t—32P]ATP produce la
fosforilacidén del factor elF-2 en su subunidad a, siendo por
tanto la primera una proteina guinasa a la que hemos denominado
proteina quinasa I (PKI). Este es el punto de partida para
diferenciar PKI de otras proteinas quinasas, las cuales o neo
fosforilan el factor o 1o hacen en su subunidad 8 {ver
anteriormente). Sus caracteristicas y la incorporacidén de 32p en

la subunidad o de elF-2 se trataran en préximos capitulos.

36. CARACTERIZACION DE PROTEINA QUINASA 1

DETERMINACION DE FOSFOAMINQACIDOS

Una vez fosforilado el factor elF-2 en su subunidad a por
PKI, se procedid a la identificacidédn de locs aminoacidos
fosforilados. Para ello se realizé un analisis de fosfoamino-
acidos mediante hidrélisis acida, obtencidén de derivados con
o-ftalaldehido (OPA) y su separacidén en HPLC en fase reversa
paralela a la cuenta de su radiactividad (Capitulo 22 de
Materiales y Métodos). Los resultados se muestran en la Figura
21., y en ella se observa que el Unico fosfoaminocacido es serina,

por lo que la proteina gquinasa I puede ser clasificada como una

serina quinasa.
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Figura 21. Determinacion de fosfoaminoacldos
en HPLC de factor slF-2 fosfarilade por PKI
ia {-) representa la fluorescencla relativa de

P-Thr o F-Ser, P-Thr y P-Tyr derivades con o-ftal-
aldenido. {s) Indica la ragdiactividad 32P in-
corporada en elF-2 antes de la hidraiisis vy
derivacian. La reaccion de fosforilacidon se
reallzé con 1 pg de elF -2 y 0,1 ug de PKI,
o i de acuerdo con el ensayo de FEA, descrito
en el apartado de Métodos (Capitulo 20)

o] 2 4 5] 8 10
Tiempo de retencion {min)

ESTRUCTURA Y POL IMORFISMO

La proteina quinasa | se comporne de dos subunidades: wuna
denominada a, <on un peso molecular relativo de 39.000, y otra
menor b, de unos 20.000. El analisis densitométrico de la elec-

troforesis de PKI (fraccidén 40 de la cromatografia de DEAE-5PW)
(Figura 22.) nos da una pureza del 93% y una relacidén entre las
subunidaes a:b de 3:1. Esta relacidn nos darian un peso total
para la holoenzima de 137.000 y nos haria pensar en una estruc-
tura para PKI de a3b. Caon el tiempo, la relacidén a:b pasa a ser
de 2,5:1 debido probablemente a la aparicién de wuna estructura
a2b formada por degradacidén parcial de a, obteniendo asi una
mezcla de ambas y el cociente de 2,5 para la relacidn entre a vy
b. Esta ultima forma, es la utilizada en todos los experimentos

de PKI y la que se toma como control.

l.Las caracteristicas de PKI como holoenzima, es decir, en su

estado nativo, se estudian mediante filtracidn en gel con una
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Figura 22. Electroforesis en gsl de poliacrilamida
con SDS y densitometria de PKI (0,3 ug) purificada
de corteza cerebral. Las flechas indican las posicio-

nes de los estandares de peso molecular utilizados
(Mr x 10-3).
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columna Superosa 6 debidamente calibrada. El resultado dié una
masa molecular para la holoenzima de PKI de 120.000 a 140.000
(Figura 23.), lo cual nos daria una composicién de sus subu-
nidades de a3b o de a2b3, coincidiendo la primera de ellas con
los resultados obtenidos del analisis electroforético de las
subunidades de PKI. Por lo tanto podemos pensar en PKI como

una holoenzima compuesta de tres subunidades a y una subunidad

)=} (a3b), sin dar lugar a agregados de mayor peso molecular o
a subagregados mas pequefios, al menos en lo que a su forma
activa (forforiladora en elF-2a} se refiere. El hecho de dar un
tipo de holoenzima, sin otras asoclaciones entre ellas gue
den lugar a agregados u otras estructuras, se comprobod
mediante una electroforesis en condiciones no disociantes
de PKI, la cual didé una sola banda de proteina (datos no

mostrados).

Como se ha descrito en el Capitulo 35, el ultimo paso de
purificacién de PKI es una cromatografia en DEAE-5PW. La obser-
vacidén de los patrones electroforéticos correspondientes a las
fracciones de PKI (Figura 19.), parece indicar que no todas las
fracciones poseen igual relacidnm entre las subunidades a y b. Por
analisis densitométricce de dichas fracciocones se compruesba que
efectivamente PKI presenta cierta heterogeneidad en la compo-
sicidn de sus subunidades, variande ésta segun se ha podido
cuantificar, desde una relacién a:b de 6:1 hasta otra de 1,5:1
para las fracciones 38 a 42 respectivamente., Ademas, se establece
una relacién entre la composicidén de las subunidades de PKI y su
actividad (Figura 24.), siendo mayor esta actividad cuando el
cociente b/(a+b) aumenta, indicativo de un enriquecimientc de PKI
en su subunidad b. Para los datos expresados en %, se toma como
control o 100% la proteina quinasa [ utilizada en el resto de los
experimentos, y qgque posee una relacién a:b de 2,5:1 seglun indi-

camos anteriormente.
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AUTQFOSFORILACION Y EFECTO DE MAGNESIO

En las condiciones de ensayo descritas en el capituloe
anterior y realizadas a 5§ mM de magnesio, la proteina quinasa 1
no posee autofosforilacién. La autofosforilacién de una proteina
quinasa se c¢onsidera como una regulacidén de la propia quinasa y
es un tema de gran interés e importancia. Cuando e] ensayo EEA se
realizéo a 1 mM de magnesio, pudimos observar la autofosforilacidn
de PKI (Figura 25.A). Esta fosforilacién es débil (de un 5% con
respecto a la fosforilacidén en elF-2a realizado a & mM) y hay que

visualizarla tras una sobreexposicidon de la autorradicgrafia.

Seguidamente hemos estudiado la concentracidon idénea de M92+
a la cual PKI] posee su maxima actividad, realizande la fosfori-
lacidén de elF-2a a concentraciones de Mgz+ de 1, 2y 5 mM. La
maxima fosforilacidn se obtuveo a 1 mM (Figura 25.B}, siendo menor
a 2mM e inferior a 5 mM, por tanto, el é6ptimo de magnesio para
PKI lo situamos en 1 mM. La actividad a esta concentracién de
M92+ es de un 150% con respecto a la de 5 mM que se toma como
100%. Sin embargo los ensaycs se siguieron realizando a § mM de
M92+, tal y como esta descrito en Materiales y Métodos para el
ensayo de EEA (Capitulo 20), por dos motivos: (i) que a 1 mM de
magnesic PKI presenta autofosforilacion, la cual al ser en su
subunidad "a" y coincidir con elF~2a nos enmascararia los resul-
tados de fosforilacidn de la propia elF-2a; (ii) debido a que
como se ha descrito en Materiales y Métodos (Capitulo 24), la
concentracidén optima de magnesio en el sistema de sintesis de
proteinas es de 5 mM, vy el efecto de PKI sobre elF-2 en dicho

sistema constituye uno de los fines del presente trabajo.

PROPIEDADES CINETICAS

En la Figura 26.A se representa la actividad proteina
guinasa | frente a concentraciones crecientes de sustrato (elF-2)

y en ella se observa gue la actividad aumenta progresivamente
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ansayo EEA del experimento antsrior, rea-
lizado con &lF2 (0,3 ug) purificado a 1 mM,
2 mM y 5 mM de magnesic (control).
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de PK| se midid por incorporacion de
32P on elF-2a. an al ensayo EEA. (A)
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cuando la cantidad de elF-2 es mayor. Sin embargo, no se llega a
saturacidn de este Ultimo con las cantidades empleadas, ni tam-
poco se calcula la Km para elF-2 por ser un sutrato de laboriosa
obtencién y existencias limitadas. Por ello, el ensayo de activi-
dad de PKI es dependiente de la cantidad de eIF-2 wutilizada vy
s6lo podran comparase aquellos experimentos realizados a la misma
concentracion de sustrato, la cual se 1indica al pie de cada

resultado.

La curva de concentracidn de ATP para proteina gquinasa I,
llega a la vmax entre 50 y 100 M. Calculando la Km mediante
dobles reciprocos de los datos anteriores (representacidn de
Linewsaver-Burk (205, Figura 268.B) se obtiene un valor de 7,5
uM; dicha representacidén a pesar de disponer de pocos datos dio
un excelente ajuste (r=0,9998). El valor es de similar rango al
de otras quinasas e inferior a las concentracicones utilizadas en
el ensayo de actividad PKI ([ATP]>>KmATP). Estas ultimas son por
tanto condiciones iddneas para que la reacciédn sea de orden cero
respecto a este sustrato, es decir, independiente de la con-

centracidéon de ATP.

S1 estamos valorando y caracterizando una actividad enzi-
matica, debemos trabajar en condiciones de linesalidad, vya que
supone la no existencia de limitaciones en la actividad de nues-
tra enzima debidas a su concentracidon empleada. La Figura 27.A
muestra la relacidon lineal existente entre la actividad de PKI vy
su concentracién, a dos c¢cantidades de elF-2. Ello indica una
adecuada disponibilidad de sustrato en los rangos de concen-

tracién de PKI utilizados.

Se realizaron curvas de tiempo de incubacidén para la acti-
vidad PKI por un doble motivo: primero para verificar y optimizar
las condiciones del ensayo; y segundo, para ver si este ensayo
era continuo y estable en el tiempo, ya que en caso contrario se
podria pensar en la existencia de alguna proteina fosfatasa. Los

resultados de la fosforilacidn de elF-2 por PKI entre 1 y 20 min,
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Figura 27. Propiedades cingticas de
Protaina Quinasa | (PKI) (i), La activi-
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se muestran en la Figura 27.B. y como puede observarse, la
incorporacion es lineal a lo largo del tiempo. Ello posibilita la
expresion del resultado obtenido dividido por el tiempo de
incubacidn & indicaria la 1inexistencia de posibles proteinas
fosfatasas. También se observa que el tiempo de 10 min de
incubacion utilizade inicialmente en los ensayos, es iddéneo,
puesto gue nos proporciona  una buena incorporacidén  sin una
dilacidn excesiva del ensayoc. Como control del anterior expe-
rimento, y para comprobar si PKI se autofosforila a otros tiempos
diferentes del empleado en el ensayo de EEA, se realizéd la
incubacion de PKI en ausencia de elF-2 entre 0,5 y 20 min
(Figura 27.B), observandose que no hay autofosforilacién de PKI a

ninguno de los tiempos ensayados.

ESPECIFICIRAD DE SUSTRATOS ENDOGENQS Y EXOGENOS

la fosforilacidn del factor elF-2 en la subunidad a por la
proteina quinrasa I, no significa gque no pueda tener otros sus-
tratos enddgenos acordes con su localizacidn y con la posible
funcidén de proteina quinasa I y su fisiologia. Para ello se
comprobé la actividad PKI en tres fracciones subcelulares: una
fraccidn citosdélica o 5-100, otra fraccidn rica en factores de
iniciacién o clF, y una mas denominada fraccidén ribosomal o R con
proteinas ribosomales y asociadas a ribosomas (para datos sobre
su obtencidén, ver el Capitulo 10 de Materiales y Métodos). La
eleccidn de estas tres fraccicnes se debe a que las fracciones S-
100 vy <¢IF presentan actividad PKI {(Capitule 33}, vy a que la
fraccidén R se encuentra en el entorno del S-100 y es donde se

localiza la fraccidédn clF.

Los experimentos se efectuaron realizando el ensayo de
actividad de PKI, sustituyendo el factor elF-2 por cada una de
las tres fracciones descritas anteriormente, siendo el control la
fosforilacidn obtenida "sin" anadir PKI. Los resultados se mues-

tran en la Figura 28.A. Se comprueba que en las fracciones 5-100
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Figura 28. Fosforilacion de frac-
ciones subcelulares por Proteina
Quinasa |. (A) autorradiografia

de olectroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS. S-100,
sobrenadante posmicrosomal; clF,
fraccion de factores de iniciacion;
R, fraccién ribosomal; C, control,

“con 0,3 ug de elF-2 y 0,05 ug

PKIl. La reaccidén se realizd de
acuerdo con el ensayo EEA, en
ausencia (=) y presencia (+) de
PKI (0,1 ug) purificada y 50 ug
de la correspondiente fraccién
subcelular. (B) autorradiograma
de ta fraccién R del experimento
anterior. (.. representa -PKl y
(=) representa +PKIl Las éreas
indican las posiciones de los
incrementos de fosforilacion

de otras proteinas diferentes

de elF-20 Las flechas sefalan
las posiciones de los estandares
de peso molecular utilizados

(Mr x 10-3)
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y ¢IF sélo hay un sustrato, que coincide con la posicidén de la
subunidad a del factor elF-2. Sin embargo, en la fraccién R,
aparecen dos sustratos enddgenos ademas del gque coincide con la
posicién de elF-2a. Estos sustratos poseen unas masas moleculares
relativas de 14.000 y 24.000 aproximadamente (Figura 28.B).
Dichos sustratos no coinciden con ningin contaminante de PKI,

identificados c¢omo dos proteinas de 47.000 y 80.000 aproxi-

madamente.

La proteina gquinasa I descrita hasta ahora, pusde corres-
ponderse con otra proteina quinasa conocida anteriormente, o por
el contrario tratarse de una nueva guinasa. Por ello comprobamos

primeramente s1 PKI era capaz de fosforilar unos sustratos
ampliamente generalizados para la mayor parte de las proteinas
gquinasas. Estos sustratos son: caseina (proteina acida caracte-
ristica de las denominadas caseinas quinasas), histonas (fracciédn
de proteinas basicas facilmente fosforilables por quinasas
dependientes de nucledtidos) e histona HI (otra fraccién de
histonas facilmente fosforilable por las quinasas dependientes de
calcio y fosfolipidos) (81,177). Ninguno de estos sustratos es
fosforilado por PKI (datos no mostrados), por lo que no cabe
clasificarla inicialmente como ninguna de las quinasas citadas

anteriormente.

MODULADORES Y DEPENDENCIA DE CALCIO Y CALMODULINA

Se probaron distintos moduladores sobre la proteina quinasa
I para comprobar la posible meodificacién de su actividad. Se

utilizaron moduladores {(activadores o inhibidores) especificos de

diferentes proteinas quinasas conocidas para, en el caso de que
efectivamente se viera afectada la actividad de PKI, relacionar
aquellas con ésta. Asi, se afadieron al ensayo de actividad PKI

{EEA): heparina (inhibidor especifico de caseina gquinasa II), AMP
ciclico (activador especifico de proteina quinasa dependiente de

AMP  ciclico), GMP <ciclice (activador especifico de proteina
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quinasa dependiente de GMP ciclico) y poli(l)-poli(C) (como ac-
tivador de proteina quinasa dependiente de RNA de doble cadena).
Los resultados se muestran en la Figura 29.A y en ellos se
observa gue ningin modulador produce el efecto esperado y sd&lo el
GMP ciclico y peli(l)-poli(C) inhiben ligeramente, por lo que no
se puede establecer ninguna relacidon entre las proteinas gquinasas
citadas y PKI.

Otro tipo de proteinas quinasas caracteristicas son las
dependientes de calcic, particularmente las guinasas dependientes
de Ca2+ y calmodulina y proteina guinasa dependiente de Ca2+ Y
fosfolipidos ¢ €. Par elle comprobamos el efeacto de calcio,
calmodulina (CaM} vy fosfolipidos (concretamente fosfatidil-
serina), sobre la actividad de PKI. Los resultados obtenidos se
presentan el la Figura 28.B. Se observa un ligero aumento con
Ca2+, efecto que se anula e incluso produce inhibicidén al afadir
EGTA, un agente qgquelante de ca?*. Estos dos efectos nos indican
va una dependencia de calcio de la actividad PKI. La conjuncidn
de <calcio y calmodulina incrementa el efecto de PKI, vy sin em-
bargo la trifluoperazina (TFP), wun inhidor especifico de las
proteinas dependientes de cas* y CaM, inhibe la reaccidn, lo cual
noes indica un efecto dependiente de calcio y CaM. Por uUltimo,

vemos que también el ca?

con fosfatidilserina (PS) aumenta casi
hasta duplicarlec el efectc de PKI, y nos hace pensar también en

una dependencia por parte de PKI de ca2* y PS.

Segun se ha descrito en la bibliografia (25}, la integridad
de los grupos SH puede intervenir en el estado de fosforilacidn
de elF-2a. Por ello, nos parecid interesante averiguar el efecto
en la actividad de PKI de agentes gue actlan sobre estos grupos.
Los agentes fueron: ditiotreitol (DTT), N-etilmaleimida (NEM},
glutatidn oxidado (GSSG) y hemina. Los resultados se muestran en
la Figura 29.C, vy en ella es de destacar que GSSG, NEM y hemina,
todos ellos modificadores de grupos SH, 1inhiben la actividad de
PKI de menor a mayor medida respectivamente. Por el contrario, el

DTT, preservador de dichos grupos, es activador de PKI.
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actividad de Proteina Qulnasa |. La acti-
vidad PKI se midlé par Incorporaciédn de
200 . i s it 1t e et s = e e o 82P en eIF—ZCL an el ensayo EEA, con
0,3ug de elF2 y 0,06ug de PKI purifica-
dos. Control, sin adicién de moduladgores.
{A) efecto de los sigulentes moduladores
afadidos: Heparlna, § ug/mi; cAMP, AMP
cicllco 10 uM; ¢GMP, GMP ciclico 10 uM;
Poti(l).polilfC) 2 wug/ml. (B) efecto de modu-
tadores dependalentes de calcto: Caz+ 08
mM; Ca2+/CaM, caicio 0,5 mM méas calmo-
dulina 0,35 uM; EGTA, 5 mM; TFP, trifluoc-
perazina Q,1 mM; Caz2+/FS, calcio 0,6 mM
mas fosfatidilsering 0,3 mg/ml. (G} efecio
de moeduiadores gue modlflcan grupos suifl-
l drilo: CTT, ditlotreitol 2 mM; GSSG, 2 mM;

100

NEM, N-etlimalelmida 5 mM; Hemina, 20 M.

Control DTT GS8G NEM Heamina
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Tres de los datos obtenidos anteriormente: (1) PKI contiene
una subunidad b con un peso molecular de alrededor de 20.000, (2)
un enriquecimiento relativo de esta subunidad produce un aumento
en su actividad (Capitulo 36), y (3) calcio y CaM activan y tri-
fluoperazina inhibe la actividad de PKI; nos sugirieron una
atrayente hipotesis: LPuede ser calmodulina la subunidad b de PKI

y la propia PKI una quinasa dependiente de calcio y CaM?

Para responder a estas dos preguntas se realizaron unos
experimentos llevados a cabo con anticuerpos policlonales comer-
ciales frente a calmedulina {antiCaM). Previamente se realizo un
patréon electroforético de PKI junte a CaM comercial. El resultado
se muestra en la Figura 30.A y se observa como la subunidad b de
PKI comigra con el estandar de CaM, lo cual sugiere ya unha
posible relacidén entre ambas. Realizamos una inmunoprecipitacién
de PKI1, transferida de una electroforesis en gel de poli-
acrilamida con SDS sobre nitrocelulosa, con antiCaM, vy en él se
identificd a la subunidad b como reaccicnante frente a antiCaM
(Figura 30.A). Por tanto podemos afirmar que la subunidad menor

de PKI es la calmodulina.

En las Figuras 30.B y 30.C se prueba el efecto de antiCaM a
dos concentraciones sobre la actividad de PKI. Se observa cdémo se
inhibe casi totalmenta dicha actividad. Por tanto, esta actividad
es dependiente de calmodulina y PKI se puede considerar como una

proteina quinasa dependiente de calcio y calmodulina.

37. PROTEINA QUINASA [ EN LA SINTESIS DE PROTEINAS Y EN LA
ACTIVIDAD DEL FACTOR elF-2

EFECTC DE PKI SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS

Uno de los puntos de mayor interés del presente trabajo es
si la actividad de PKI, a través de la fosforilacidén en el factor

elF-2, tiene algun efecto sobre la sintesis de proteinas en un
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Figura 30. Dependencia de la Proteina Qui-
nasa | (PKl) de calcio y calmodulina. (A)
electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS de PKI, tincion de plata y transferen-
Gia a nitrocelulosa. CaM, calmodulina (0,15
Mg); PKI, (0,3 ug);” AntiCaM, inmunoprecipi-
tacion de PKI (0,5 ug) con suero antical-

+ modulina (dilucién 1/50 v/v) transferido a
nitrocelulosa. (B) autorradiografia de slec-

troforesis en gel de poliacrilamida con SDS
de la actividad PKI con calcio méas calmody
lina y suero anticalmodulina. La reaccion se
realiz6 de acuerdo con el ensayo EEA con
0,3ug de elF2 y 0,05ug de PKI| purificados.
C, control; CaM experimento control en pre
sencia de 0,5 mM de calcio y 0,35 uM de
modulina; AntiCaM, experimento control pre-
incubado con 0,54 (+) v 1u (++) de suero

anticalmodulina durante 30 min a 25°C. (C)
actlvidad PKI medida por incorporacién de

32P en elF2a en el ensayo EEA dsl expg
rimento B y expresada en % sobre control
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% sobra control Figura 31. Efecto de Proteina Quinasa |
en ia sintesis de profeinas in vitro en
funcion del tiempo. La medida de sinte-
125 F . PKI sis de proteinas se realizd por incor-
poracién de [GHLeu en un soorenadanie
posmitocondrial, tal y como se describe
en ol apartado de Métodos {Capitulo 24)
y Se expresa sn % sobre el control a
45 min. El experimenio se realizé en
ausencia (Control) y presencia de 0,18
ug de Proteina Quinasa | (+PKl}). Cada
punto representa ia madia de tres expe-

100

Caontrol
75

50 rimentos, indicando su correspondients
SEM
25
O 1 i
0 10 20 30 40 50
tiempo {min}

sistema in vitro. Para elloc primerc hubo que desarrollar un sis-
tema de sintesis de proteinas in vitro, libre de células y de
tejido cerebral, el mismo tejido de procedencia que PKIl y elF-2.
Las condiciones de ensayo, asi como sus parametros de incorpo-
racidédn, nivel de iniciacidén, etc., se describen en el Capitulo 24

correspondiente a Materiales y Métodos.

Posteriormente, procedimos a realizar la medida de la sin-
tesis de proteinas, en presencia y ausencia de PKI, expresada en
pmol de [3H}Leu incorporada y representada en tantos por ciento
con respécto a la maxima incorporacién obtenida. Recordamos que
las condiciones de ensayo de PKI ya se establecieron a partir de
las condiciones del ensayo de sihtesis de proteinas, por lo que
era de esperar que PKI funcionara correctamente. l.Los resultados
se muestran en la Figura 31., vy en ellos se observa que la
sintesis de proteinas no se ve afectada significativamente por
PKI. Sélo aumenta ligeramente el nivel de sintesis de proteinas
con repecto al control. Lo cual manifiesta que no hay ninguna

inhibicidén de dicha sintesis por efecto de PKI.
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ACTIVIDAD DEL FACTOR eIF-2 Y FOSFORILACION POR PKI

Para comprobar si PKI modifica la actividad del factor eIF-
2, se realizd el ensayo de actividad de eIF-2 (o ensayo de
formacidn de complejos ternarios: Capitulo 11 de Materiales vy
Métodos) después de fosforilar el factor corn PKI, utilizando como
control su valor normal sin fosforilar. Se utilizé la fraccion
clF como aportadeora de elF-2, debido a que los factores elF-2
purificados perdian casi totalmente su actividad en el medio de
incubacién de la reaccidn de fosforilacidén, y no por efecto de su
fosforilacion por PKI (datos no mostrados). Sin embargo, la
fraccién cIF no veia afectada su actividad elF-2 con dicha
incubacién. Los resultados de este experimento se muestran en la
Figura 32. vy en ella se observa que la fosforilacién del elF-2
por PKI incrementa significativamente (p<0,05) la actividad del

primero, medida con [3H]Met--tRNAi en presenclia de GTP.

Por otra parte, estudiando varios elF-2 obtenidos de
diferentes purificaciones, llegamos a establecer otra interesante
relacidn entre el factor elF-2 vy PKI. Estos factores poseian
distinta actividad en la formacidn de complejos ternarios y
tratamos de ver si variaba con ello su nivel de fosfeorilacién
producido por PKI. Los factores habian sido purificados de igual
forma, y sus diferencias en la actividad eran las ldégicas
derivadas del distinto teilido de partida y de las variaciones en

SuU consearvacion.

Como se observa en la Figura 33., existe una relacidn lineal
entre la actividad del factor elF-2 y la fosforilacién producida
por PKI. Es decir, que la mayor actividad de un factor se corres-
ponde con una mayor fosforilacidén, o lo que es lo mismo, que la
fosforilacién del elfF-2 es dependiente de su actividad. Esto
introduce un nuevo parametro en las medidas de actividad PKI, la
actividad del propio sustrato a utilizar. En los experimentos
mostrados en esta Tesis, todos los experimentos se realizaron con

el mismo tipo de factor (indicado en la Figura 33.), salvo
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pmal [3HMat-tANAI/mg dep. da GTP Figura 32. Efecto de Proteina Quinasa |
en la activicad de formacldn de comple-
jos ternarlos del factor de iniclacion

6 . elF- 2 La medida de la actividad del
factor se realizé por Incorporacion de
(BHIMet-RNAl dependiente de GTP, en
ab una fraccion de factores de Iniciaclon
RN o fraccion ciF (80 ug), tal y como se
describe en el apartado de Métodos
{Capitulo 11), y se expresa por mg de
dicha fracclén. El experimento se rea-
lizd en ausencia {Controt) y presencla
de 0.1 pg de Proteina Quinasa | (+RPKI).
Cada valor representia la media de fres
experimentes, indicando su correspon-
dlente S.EM. (#) p«Q.085.

Control

o POl 32P/ug elf -2 Figura 33. Actividad Proteina Quinasa |

en funcién de la actividag del factor
(a) de iniciacion elF-2. La medida de la
actlvidad PKI se realizd por Incorpora-
1.5 clon de 32P en el ensayo EEA en la

' subunldad o de caca elF-2 empleadc, y
se expresa por ug de dicho factor. La
actlvidad del elF-2 se realizé por Incor-
‘L poracidn de [SHMet-tRNAl dependiente
(b) de GTP medida en cada elfF-2, v se
expresa por mg de dicho factor. El ex-
perimento se efectud con difereniss
05k elF-2 (++0m puriflcados v con O,1 ug
{a) vy Q005 ug () de PXI purificada. {+)
facter elF -2 utillzado en el presente
trabajo.

O L 1 1 Il 1
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pmoi [3HLLsu incarporados

T Figura 34. Identificacién de un inhibidor
///// de sintesis de protsinas sn sobrenadants
| posmicrosomal $S100 activade por N-etil-
1.5 /T/ maisimida {NEM). La medida de sintesis
$ de proteinas sé realizé por incorpora-
T cién de [BHleu en un sobreradants pos-
////I mitocendrial, tal v como se describe en
10— 8l apartado de Métodos (Capitulo 24), v
! ? a 10s tiempos indicados. (0} control, sin
- .ff”'T adiciones; (@) control mas al tampon de
(L 1‘ I praincubacion con NEM; (AL} expearimento
‘ control con 50 y 100 ug de fraccion
/ 5-100 respactivamants; (AWM exparimsnto

05 control con 50 y 100 g de fraccion

—n » 5-100 preincubada en presencia de MEM,
/T ,
Cada punto representa la media de 8-10
experimantos, indicando su correspon -
O- diente S.EM,
T | i T
O 10 20 30 45
Tlempo {min)
indicacidén contraria a este sentido. Se calcularon los pmol de

32P incorporados por mg de factor elF-2 y minuto de incubacién,

obteniéndose unos datos de 182 pmol 32P/mglmin con 0,1 uyg de PKI
para el factor de mayor actividad. $i suponemos gque cada molécula
de elfF-2 incorpora una sola molécula de 32P, se puede calcular el
porcentaje de pmol de 32p sobre el total de los pmol de elF-2
contenidos en el ensayo (valof 100%), dando unos resultados de un
26% en 10 min en 21 ensayo EEA, fosforilandose entonces solamente

ese porcentaje de las moléculas de elF-2.

38. INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS POR UN INHIBIDOR
ACTIVADQ POR N-ETILMALEIMIDA (NAI)

La N-etilmaleimida es un agente gue reacciona con los grupos
SH y activa irreversiblemente HCI, produciendo la inhibicidén de
la sintesis de proteinas en reticulocitos (25,94).Por ello trata-
mos fracciones posmicrosomales o $-100 con N-etilmaleimida (NEM)
y cbservamos la presencia de una actividad inhibidora de sintesis

de proteinas de cerebro en dichas fracciones (Figura 34.).
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TABLA VII
Purificacion dei inhibidor NAI de corteza cerebral

Proteina ID-6Q- Purificacién
Eraccion {ma) (wa)
Sobrenadante 5-100 370 50 1
DEAE -celulosa 245 7.5 6,7
Fosfocslulosa 16,56 50 10
NAI 0,07 0,35 143

* D-50 representa 10s ug de fraccion de proteina necesarios
para inhibir fa sintesis de proteinas un 50%. La actividad
del inhibidor se mice con &t sistema de sintesis de pro-
teinas descrito en el Capitulo 24 de Meétodos.

A  continuacidn, tratamos de purificar dicha actividad mediante
cromatografias en DEAE-celulosa y Fosfocelulosa P11 {(Capitulo 25
de Materiales y Meétodos), obteniendc una fraccidn a la que denoc-
minamos inhibidor activado por N-etilmaleimida o NAI (Figura 8.).
Este inhibidor eluye con KC1 0,275-0,313 M en DEAE-celulosa y
sélo se liga a Fosfocelulosa Pll a una concentracidén de 0,2 M de

KCl, una vez modificado por el agente NEM. La Tabla VII resume la

purificacion de NAI, con la cual se enriquece su actividad unas
150 veces. El analisis de NAI mediante electroforesis con SDS,
mostrdé un variado patrén de proteinas {datos no mostrados), por

loe que esta purificacidédn puede calificarse como parcial.

La adicion de la fraccién NAI al sistema de sintesis de
proteinas produce una inhibicidn bifasica, que aumenta al ncre-
mentar la cantidad de NAI anadido (Figura 35.). La inhibicidn
causada _por NAI es revertida al afadir elF-2 purificado (Figura
36.), lo cual establece una relacidon entre la inhibicidén produci-
da por NAI y el factor elF-2. Sin embargo esta relacién no es
debida a fosforilacién, ya que NAI no produce ningun efecto sobre
la fosforilacidn del factor elF-2, dato este Ultimo no mostrado

debido a que NAIl, elF2 y los dos juntos, no poseen fosforilacidn,
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Figura 356. Innhibicién ds la sintesis de
proteinas in vitro por el inhibidor ac-
tivado por N-atilmaieimida {NAl). La
medida de sintesis de proteinas se des-
cribe en la figura anterior. El inhibidor
NAl se afagié al inicio de la incubacion
del sistema de sintesis de protainas, en
las cantidades indicadas.

Figura 386. Reversidon de la inhibicion de
la sintesis de proteinas producida por
NAI, por el factor de iniciacién elF-2 La
medida de sintesis de proteinas sg des-
cribe en la figura anterior, y $6 expresa
en % sobre e control a 45 min. (o} cop
trol, sin adiciones; (&) control mas 0,5 ug
de NAl, (@O control mas 0.6 ug de eiF-2;
W experimento control con 0,5 pg de
NAL y 0,8 ug de elFF-2. Cada valor ro-
presenta la media de tres experimentos
con una S.EM menor de un 10%.



DISCUSION






39. EL_FACTOR elF-2 DE CEREBRO

El factor elF-2 de cerebro obtenido por nuestro método de
purificacién (Capitulo 27 de Resultados) coincide por su compo-
sicidn de subunidades, peso molecular y actividad, con la mayor
parte de elIF-2 purificados en otras células o tejidos descritos
en la bibliografia (1,7,8,207—210). Este método multiplica por 15
el valor de purificacién obtenido con nuestro método anterior
(6), y se caracteriza por utilizar en su etapa final una croma-
tografia de alta afinidad o GDP-agarosa. Nos proporciona un
factor elF-2 de tejido cerebral altamente purificado, éptimo para
la realizacién de los experimentos de esta Tesis vy para futuros

trabajos comoc la obtencidn de anticuerpos o estudios cinéticos.

Una de las principales dificultades en la purificacién del
factor elF-2 de cerebro es la constante presencia de actividad
caseina quinasa, proteina muy ubicua, con gran numero de
sustratos endégenos y de gran actividad en cerebro. Por esta
razén se realiza un seguimiento de dicha actividad durante su
purificacion. A pesar de ello, alguna preparacién de elF-2 posee
trazas de caseina quinasa I1], por lo gque en algunos resultados
aparece una débil fosforilacion en la subunidad P del elfF-2.
Fosforilacion que por otro lado se inhibe con heparina (potente
inhibidor de caseina quinasa 1I) y que no afecta a la fosfo-

rilacion de a.

40. CARACTERIZACION DE CASEINA QUINASA TI1

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, vya
indicaban una posible fosforilaciéon de elF-2B por caseina guinasa
I1 (CK II) {176). Estudios preliminares de caseina quinasa Il en
cerebro de mamifero mostraban su existencia y una parcial
purificacién de la enzima, refiriéndola como fosvitina gquinasa
(211,2127. Sin embargo, la enzima no estaba caracterizada ni se

habia purificado a homogeneidad. Por ello hemos resalizado una
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parcial caracterizacién debido ademas al interés que nos merece

por poseer gran numero de sustratos, entre ellos factores
pertenecientes a la maquinaria de sintesis de proteinas, por ser
una enzima multipotencial cuya funcidén permanece desconocida, vy

por estar llamada a participar en el control del crecimiento
celular (26 ,82,143,153). Estas razones son el por qué de la no
caracterizacidn de la protsina quinasa C ¥ de la proteina quinasa
dependiente de AMP ciclico purificadas también en este trabajo,
puesto que son enzimas en las gue los conocimientos actuales
saobre sus caracteristicas y su funcidn (112,113,123,213-215 vy
82,83,102,216-218), sobrepasan las posibilidades de estudio de

nuestro laboratorio.

Primeramente realizamos un estudio regional de la actividad
caseina quinasa en cerebro, resultande ser la corteza cerebral

la de mayor actividad e inhibicidén por heparina (resultades no

mostrados), y por ello la elegida para la purificacién de 1la
enzima. Uno de los problemas encontrados en el proceso de pu-
rificacidén de la enzima de tejido cerebral, ha sido su alto

contenido en otras actividades guinasas. El ensayoc de estas otras
actividades se ha empleado para la purificacidn y caracterizacidn
de CK ITI.

En el presente trabajo aportamos un nuevo y sencilleo método
de purificaciédn para esta proteina (Capitulo 28 de Resultados},
con el que se obtiene una enzima altamente purificada y caracte-
rizada como caseina quinasa tipo Il semejante a la descrita en
reticulocitos (149}). En el primer paseo de purificacidén, la
cromatografia en DEAE-celulosa, se ensayan las principales
actividades proteina quinasa, como quinasa C, dependiente de AMP
ciclico v la propia caseina gquinasa, siendo eliminada la primera
de ellas. En fosfocelulosa se elimina la actividad dependiente de
AMP ciclico v los dos picos de actividad caseina quinasa inhi-
bidos por heparina eluidos en la columna, son similares a los
resultados obtenidos por otros autores en higado y corteza

adrenal, ¥ explicados como correspondientes a diferentes
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isoenzimas ¢ a una heterogeneidad de la enzima (151,219). La

fraccion protéica ligada a la Fosfocelulosa presenta gran
fosforilacién endégena, con una inhibicién por heparina de solo
el 50% (resultados no mostrados). Este hecho debe explicar la

actividad residual encontrada en presencia de AMP ciclico vy

calcic mas fosfolipides, asi como la correlacidn entre el pico de

actividad caseina quinasa y la inhibicidén por heparina. En los
dos Gltimos pasos de purificacién, fosvitina-Sefarosa y ATP-
agarosa, el pico de proteina ligada a la columna coincide con un

Unico pico de actividad caseina quinasa.

El analisis de la enzima purificada en electroforesis en
presencia de SDS nos muestra tres bandas mayoritarias a, a' y B,
con una relacidén de 2,6:1,0:1,3 respectivamente, siendo la
subunidad P autofosforilable en presencia de ATP. Estas caracte-
risticas coinciden con las descritas en otros tejidos o sistemas

como timo, Drosophila, Artemia, prostata, levadura, higado o

Xenopus (220-225), sin embargo, esta relacidon cambia con el
tiempo, y asi al cabo de un mes a 4°C la subunidad a decrece, a’
se incrementa y B permanece constante. La disminucidédn de la
subunidad o es equlivalente al incremento de a’ mas dos nuevas
bandas con una masa molecular relativa de 36.000 y 34.000; estos
cambios en la composicién son paralelos a una disminucidén de la
actividad de la enzima del 60% (resultados no mostrados). Se
puede pensar gue la subunidad a sufre protedlisis limitante, de
forma analeoga a la producida por la digestidn con tripsina
(221,223). Purificacicnes de CK Il en otros tejidos sefalan
proporcicones a+a’:f3 de 1:1 o de 3:1 (221), esta Jdltima equi-

valente a la de nuestra preparacidén.

Caseina y fosvitina han sido descritos como buenos sustratos
exdgenos para CK O I1 (222-224). Nuestros estudios cinéticos
demuestran que la fosvitina es mejor sustrato para la enzima de

cerebro por su menor Km; no obstante, dado que la V para

max
caseina es mayor que para fosvitina, se pueden obtener resultados

aparentemente contradictoriocs.
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Algunas caseinas quinasas I de otros tejidos son esti-
muladas por concentraciones de sales, mientras gue otras son
inhibidas (149,221), nuestros resultados confirman los primeros,
con una estimulacidédn de la actividad de tres veces, a una concen-
tracién de KCI o NaCl de 150 mM, e inhibicién a concentraciones
superiores de 400 mM., Es interesante la disminucién de 1la
inhibicidn por heparina en presencia de concentraciones optimas
de KC1. Este efecto no ha sido manifestado por otros autores vy
puede ser el responsable de la menor inhibicion mostrada por la

heparina durante el procedimiento de purificacion.

41. FOSFORILACION DE LA SUBUNIDAD B DEL FACTOR elF-2 POR TRES
PROTEINAS QUINASAS

En la introduccidn describiamos que eIF-23 podia ser
fosforilada por proteina quinasa C, quinasa Il activada por
proteasas y caseina quinasa Il (59,226,227). La fosforilacidn de

la subunidad B por caseina quinasa Il y proteina guinasa C (PKC)
ha sido sefialada por varios autores en sistemas de reticulocitos
(39,42,226,227), sin embargec descartaban la posibilidad de una
fosforilaciéon por parte de la proteina quinasa dependiente de AMP
ciclico (PKA). Sorprendentemente, en nuestro trabajc mostramos la
fosforilacion de la subunidad B del elF-2 de cerebro por PKA
(Capitules 30 y 31! de Resultados). Algunos de estos autaores
sefalaban también una menor efectividad por parte de CK Il con
respecte a PKC en dicha fosforilacidon de B (39), criterico tampoco
compartido por otros autcores {(42) ni por nosotros en virtud de

los resultados que aqui se muestran.

En la fosforilacidédn de la subunidad B producida por caseina
quinasa II vy por proteina quinasa C, se han identificado los
sitios de feosforilacidn en las posiciones Ser2 13

para PKC (26,228,229) del extremo N-terminal. Nuestros datos del

para CK II y Ser

analisis de fosfopéptidos muestran la diferente localizacidn de
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los aminocacidos fosforilados por dichas quinasas. También indican
que podia haber posiciones comunes, hecho posiblemente producido
por la proximidad de los restos fosforilados. Por otra parte,
elF-2f ha sido descrita como una subunidad muy sensible a proteo-
lisis (230,231), razén por la cual hemos encontrado otfros

fosfopéptidos de dicha subunidad.

LLa funcion de la fosforilacidén de la subunidad B no se
conoce hoy dia, vya que B no modifica la actividad del elF-2 in
vitro y no es un elemento indispensable en la formacidn de
complejos de iniciacidén (2,4,230). A pesar de que la subunidad B
participa en la interacidén con el GTP (9,10,232) y es capaz de
sufrir ADP-ribosilacidn por la toxina colérica (30,232), tampoco
se ha encontrado que una deficiencia en esta subunidad incapacite
al elF-2 para la formacidon de complejos ternarios © su unidn a la
subunidad 40S (9,208,209,233). Mas recientemente, se ha sugerido
que la modificacién de elF-2p debe producir una pequefa esti-
mulacién de la unidn del Met-tRNAi a la subunidad ribosomal 40S
{40) o debe afectar a la fosforilacidn de la subunidad a (39,

234). Tambien se ha indicado que elF-2B pudiera intervenir en la

interacién con el GEF, al encontrarse una relacidn entre esta
subunidad y el contenido de GDP ligado a elF-2 (30,208,235).
Por (Qltimo, otros autores a partir de la clonacidén y secuen-

clacidén de elF-2p a la que asignan un peso molecular de 38 kDa,
atribuyen un papel esencial a esta subunida B por su participa-

cidn en el reconocimiento del coddn de iniciacidn AUG (236,237).

La subunidad B y su fosforilacidn, deberan ser motivo de un
mayor estudio por la controversia existente sobre su papel y
funcionalidad. Dichos estudios podrian 1ir dirigidos en dos

direcciones:

I. El posible y diferente papel regulador de estas tres
guinasas, las cuales podrian modificar su actividad, alterando la
funcionalidad del factor eIF-2 e interviniendo en el control de

la sintesis de proteinas.
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II. La posiblilidad de diferencias en la funcicnalidad de la
subunidad P entre elF-2 de distintos tejidos. Hecho apoyado por
la wvariabilidad estructural encontrada en dichos factores
consistente en la ausencia en ocasiones de subunidad f (1,7,207-
209), y por la heterogeneidad de la propia subunidad p dada la
exlistencia de subtipos BH v BL en algunos tipos celulares o
tejidos incluido cerebro (186,230,235,238).

42. LA FOSFORILACICON POR HCI DEL FACTOR elF-2

La fosforilacidon de elfF-2a de cerebro por HCl (Capituleo 32
de Resultados) responde a un comportamiento general de los elF-2
de diferentes tipos celulares o tejidos. Asi, los factores de

Drosophila, Strongylocentrotus, germen de trigo, musculo, higado,

levadura, cultivos celulares o Artemia (7,8,207,210,239~-242), son

fosforilados en su subunidad menor o a por HCI.

43. FOSFORILACION EN LA SUBUNIDAD o DEL FACTOR elF-2 POR PROTEINA

QUINASA 1
En los capitulos anteriores hemos visto como algunas de
las proteinas gquinasas conocidas, son capaces de fosforilar el
factor elF-2 de cerebro en su subunidad B, pero ninguna lo hace
sobre la subunidad a. Sin embargo ésta subunidad si puede ser

fosforilada por la proteina elF-2a guinasa existente en reti-
culocitos (HCI).

Resultados previecs de nuestro laboratoric mostraban la
existencia en tejido cerebral de fosforilacidn en la subunidad «
del elF-2 (176,177), y proponian a una proteina guinasa enddgena
responsable de dicha fosforilacidn. La existencia de elF-2a
fosforilado o la presencia de actividades quinasas responsables
de dicha fosforilacién, ha sldo descrita también en numeros tipos

celulares, ademas, por supuesto, de reticulocitos. Esta fosfo-
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rilacién de la subunidad a suele aparecer o modificarse frente a
una serie de agentes objeto de estudio. Asi, se ha detectado
elF-2a fosforilado en condrocitos con insulina (243), en celulas
L de ratén por infeccién de mengovirus (244), en células de
ovario de hamster en respuesta a una elevacién de temperatura
(245), en células HelLa por efecto de agentes quimicos o calen-
tamiento (246,247), en células Ehrlich con calentamiento,
carencia de aminoacidos o factores de crecimiento (248,249), y en
hepatocitos en respuesta a privacidédn de aminocacidos (250). Sin
embargo, en ninguno de estos sistemas se ha conseguido aislar,
purificar o caracterizar la proteina guinasa responsable de la

fosforilacién de elF-2a.

En tejido cerebral se ha tomado como material de partida, o

fuente de actividad quinasa fosforiladora de elF-2a (Capitulos 34

y 35), el sobrenadante posmicrosomal S-100, el cual representa a
la fraccidn citosdlica celular. La eleccidn de esta fraccidn se
debe en primer lugar, a que es en el citoscl de la célula donde

se han descrito 1la mayor parte de las actividades proteina
gquinasa (81-83), y en segundo lugar, por haber encontrado en esta
fraccion mayor actividad que en la fraccion clF, la cual también
se probdé no sbélo por ser muy rica en factores de 1iniciacién,
incluyendo el factor elF-2, sino por contener también otras pro-
teinas quinasas. De la fraccion S-100 hemos purificado una
proteina quinasa a la que denominamos proteina quinasa I o PKI,
que fosforila en la subunidad a del factor elF-2. En otros tipos
celulares o tejidos se han descrito, ademas de las conocidas HCI
y DAT, dos proteinas quinasas capaces de fosforilar en elF-2a,
estas son una proteina quinasa PK 380 de corteza adrenal
(36,251,252), y caseina guinasa Il (CK II) de Artemia
{8,210,253).
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44, CARACTERIZACION DE PROTEINA QUINASA I COMO QUINASA DEPEN-
DIENTE DE CALCIO Y CALMODUL INA

La proteina quinasa [ mayoritariamente obtenida se compone
de dos subunidades: a de 39.000 y b de 20.000 de masas
moleculares relativas, dando una estructura para la holocenzima de
a3b con un peso cercano a 140.000 (Capitulo 36). La calmodulina
(CaM}, al igual que ocurre en la fosforilasa guinasa (82,143), es

parte integral de la enzima, constituyendo la subunidad menor b.

Estas caracteristicas moleculares diferencian PKI del resto
de proteinas quinasas dependientes de calcio y CaM, ya que la
guinasa dependiente de calcio y CaM tipo | ha sido descrita como
un mondmero de 37.000 a 39.000 de masa molecular relativa sin
formar estados de mayor asociacidon (125), la tipo Il posee
subunidades de 50 a 80 kDa que compenen holeoenzimas de 250 a 650
kDa (132,254), la tipo IIIl y la quinasa de la cadena ligera de la
miosina poseen subunidades de 90 kDa y de 80 a 130 kDa respec-
tivamente (255,256 y 82,123), y por ultimo, la fosforilasa
quinasa se compone de cuatro tipos distintos de subunidades de
145, 128, 45 y 17 kDa (82,143).

PKI puede presantarse con distinta composicidén de subuni-

dades a y b, dando wna variabilidad coemo holoenzima Y
manifiestando una heterogeneidad. Sin embargo, no forma otras
asociaciones © agregaciones, sino que dichas estructuras holoen-

zimaticas vienen definidas por la relacidén entre sus subunidades.
Esta hetercgeneidad en la composicidn de sus subunidades también
esta presente en la guinasa dependiente de calcio y CaM tipo 11
(132,133,254), pero realmente no sabemos si corresponde a
diversos estados funcionales de PKI o si es producto del método
de purificacion empleado. En c¢cualquier casc, €8 conveniente
realizar las siguientes puntualizacicnes: (i) la actividad de PKI
es mayor si la proporcidn relativa de su subunidad b es mas alta,
y esta actividad aumenta hasta que la relacidén a:b se aproxima a

1:1; (i1) puesto que la diferente composicién de las subunidades
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de PKI produce una distinta actividad de la misma, hay que
seflalar que todos los experimentos de esta Tesis estan realizados
con el mismo tipo de PKI, de relacidén entre sus subunidades a:b
de 3-2,5:1 yv que es el mayoritariamente obtenido; {i1i) el hecho
de que PKI presente esta heterogeneidad en la composicidn de sus
subunidades a y b no contradice los resultados obtenidos con la
filtracidén en gel, vya que estan referidos solamente al tipo de
PKI mayoritariamente obtenido y utilizado en esta Tesis, vy de
cualquier modeo, nos pone de manifiesto que PKI no forma agregados

de mayor peso molecular.

La actividad de PKI es dependiente de Mgz+, se autofosforila
en la subunidad mayor o a y su Km para ATP es del orden de puM,
propiedades todas ellas comunes a la mayoria de las quinasas des-
critas (81-83). La autofosforilacidn de su subunidad a nos
confirma que PK! responde a similares caracteristicas de otras
proteinas quinasas dependientes de Ca2+ y CaM, como las tipo I ¥y
IT, y nos sugiere la idea de que como en éstas, sea la subunidad

ligante de calmodulina (125,132,133).

La proteina quinasa | fosforila al elF-2 exclusivamente en

amincacidos de serina. Este dato diferencia claramente PKI de la
proteina quinasa dependiente de Ca2+ y calmodulina tipo III, la
cual sélo fosforila en residucs de treonina (26,124). PKI no
fosforila caseina e histonas. Las histonas son malos sutratos

para las quinasas dependientes de Ca2+ y CaM, y la caseilna
tampoco es un buen sustrato, siendo sélo y pobremente fosforilada
por la quinasa dependiente de calcio y CaM tipo II (132,257,258);

por lo que era esperado el resultado negativo de PKI.

En la 1dentificacidén inicial de moduladores de PKI se
observdé una ausencia de efectb de heparina, AMP ciclico, GMP
ciclico y poli(I)-poli(C). Ello esti de acuerdo con la ausencia
de fosforilacidén de caseina, sustratoc de caseina quinasa [I, y de
proteinas histonas, sustrato de las guinasas activadas por los

tres ultimos moduladores citados anteriormente.

DISCUSTON 147



La proteina quinasa I posee calmodulina y es por tanto,
dependiente de calcio y calmodulina. Asi, calcio 0,5 mM produce
una ligera activacidn, que se aumenta al anadir CaM. Logicamente,
un agente quelante del calcioc como es EGTA, a una concentracién
de &5 mM produce inhibicién, al igual que 0,1 mM de triflucpe-
razina, un inhibidor especifico de proteinas dependientes de cal*t
y CaM. El hecho de que PKI posea calmodulina endégena (la subu-
nidad b) explica que las activaciones no sean tan altas como
cabria esperar, puesto que por las condiciones del ensayo de
actividad PKI (ensayo EEA), ésta ya se ha purificado en estado
“activado". De igual modo, sus 1inhibidores especificos no la
inhiben totalmente, porgque tanto EGTA como TFP interaccionan
fundamentalmente con calcio y calmodulina libres respectivamente

(259,280), mientras gue PKI se encuentra con Ca2+

y CaM ligados.
La actividad de PK!I con una relacidén b:a préxima a 1 tiene un
valor de un 135%, cercano al de la activacién por cat y CaM
(147%). Es decir, la maxima actividad de PKIl se produce cuando la
relacidén entre CaM (tanto de calmodulina endogena o b, como
exégena) y la subunidad a es 21 mol:mol, mecanismo similar al
descrito para las quinasas dependientes de calcioc y CaM tipos I vy
IT (125,133). De otra parte, los anticuerpos frente a calmodulina
si producen una total inhibicién de PKI, debido a su fuerte

afinidad y a la precipitacion del antigeno (CaM) (261,262).

El calcio y fosfatidilserina (PS) producen una activacién
significativa sobre la actividad PKI que fosforila en elF-Za.

Este aumento pensamos que no es debido a una posible actividad

quinasa C ya que PKI no fosforilaba histona H1l, buen sustrato de
dicha actividad, sino que lo relacionamos con tres posibles
efectos descritos en la biblicgrafia. Uno es el hecho de que 1la
fosfatidilserina, en presencia de calcio y CaM, activa la pro-

teina quinasa dependiente de ca2*/cam tipo 1 (125). Dos, en
reticulocitos, el calecioc y PS aumentan la fosforilacidn de elt-2a
(263,264); vy tres, el elF-2 en presencia de PS puede formar un
complejo que altera sus propledades, siendo su efecto similar al

producido por elF-2a(P) (265,266).
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Los agentes que modifican los grupos SH, como GSSG, N-etil-
maleimida o hemina, inhiben la actividad de PKI. lLogicamente la
accion del DTT, conservador de dichos grupcs, es contraria a los
anteriores. Estos agentes se han descrito en la biblicografia como
modificadores de la fosforilacién de elF-2a o del propio elF-2
(25,93,94,173), vy por ello no sabemos si el efecto observado se
debe al propio factor o se produce sobre la actividad enzimatica
de PKI. Actualmente se conoce que la N-etilmaleimida inhibe la
actividad de la quinasa dependiente de ca2* y CaM tipo II (PKCaM
ITy (129). Por otra parte, los moduladores no producen ninguna
modificacidén en la propia fosforilacién del factor o en 1la

autofosforilacién de PKI.

Se estudiaron otros posibles sustratos endégenos de PKI en
las fracciones S~-100, ciIF y R. En presencia de PKI, las dos pri-

meras fracciones sdlo incrementan la fosforilacidén en la posicion

de elF-2a, ello nos hace pensar en una gran especificidad de PKI
por el sustrato elF-2a. Es posible también que parte del aumento
de fosforilacion fuera debido a la propia PKI, cuya subunidad a

coincide con la posicidn de elF-2a.Este efecto, podria ser causa-
do por un estimulo en la preopia autofosforilacidn de PKI, debido
por ejemplo a una disminucidén de la concentracién de Mg2+ libre,
© a una fosforilacidén por parte de otra actividad proteina quina-
sa presente en dichas fracciones. Asi, se conoce la fosforilacidn
de fosforilasa quinasa por PKA, PKC y PKCaM II, vy de la gquinasa
de la cadena ligera de la micsina por PKA (82,126,254).

En la fraccidn R si se identifican algunos sustratos de PKI,
con masas moleculares relativas entorno a 14.000 y 24.000 y que
por tratarse de la fraccién ribosomal, podrian identificarse con
alguna proteina ribosomal o subunidad de los factores de sintesis
de proteinas. Fosfoproteinas de fraccion microsomal o ribosomal y
de similares pesos moleculares han sido extensamente descritos en
la bibliografia (26,267-272). Arriesgandonos, podriamos identi-
ficar la de mayor peso molecular como el factor elF-4E (Capitulo

3 de Introduccidn) (26,28,56,59), lo cual sugeriria que PKI es
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una proteina muy especifica, gque intervendria en la regulacion de

la maquinaria de la sintesis de proteinas.

Por 4ltimo, dos consideraciones: primera, que si identifi-
camos a la subunidad b como calmodulina y por tanto el activador
de proteina quinasa I, tenemos que considerar a la proteina 2
come la subunidad enzimatica o catalitica; vy segundo que por
tanto en todo este trabajo se purifica, caracteriza vy describe
una enzima, PKI, "activa" endbgenamente, 1o cual no excluye su
existencia en forma “inactiva" en otras fraccliones vy c¢con otras

caracteristicas.

45. EFECTO SOBRE LA SINTESIS DE PROTEINAS DE PROTEINA QUINASA I

Una vez realizado el estudio de la fosforilacién del factor
elF-2 por proteimnas quinasas in vitro, incluyendo aspectos como
niveles de fosforilacidn, condiciones &ptimas, cinética, caracte-
risticas moleculares y caracterizacidn de las propias quinasas,
se plantea la necesidad de trasladar su estudico al medio donde
desarrollan su actividad. Este medio no es mas que un sistema de
sintesis de proteinas, el cual supone pasar a un mecanismo con un
grado de mayor complejidad al intervenir otros muchos elementos.
Por ello, si nuestro interés esta centrado en la verificacidn de
los resultados obtenidos en los ensayos in vitro y ver su efecto
en este sistema, y en definitiva, comprobar si1 la fosforilacidn
del factor en su subunidad a desempefa algun papel regulador,
debemos contar con un sistema de sintesis de proteinas que sea
sensible a tales modificaciones ¥ gque sea lo mas fisioldgicoe
posible. De aqui la importancia del sistema desarrollado in vitro

y descrito en el Capitulo 24 de Materiales y Métodos.

La primera conclusién de los resultados obtenidos (Capitulo
37) es que no existe ninguna inhilbicidén de la sintesis de
proteinas, y podria pensarse que la fosforilacion del factor

elF-2 es simplemente un efecto obtenido 1in vitro sin conse-
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cuencias fisioldgicas. Sin embargo, en este punto quisliéramos
exponer una serie de consideraciones, algunas de ellas vya

avanzadas en el Capitulo 7 de Introduccién:

I. A pesar de reproducir en el ensayo de fosforilacién del
elF-2 las condiciones del sistema de sintesis de proteinas
(Capitulos 20 y 24), en éste Ultimo hay otras muchas moléculas,
proteinas fosfatasas (49,162), otros sutratos (56-83,267-272)
Lcompetidores?, iposibles inhibidores de PKI?, etc., que pueden

disminuir o inhibir la fosforilacién de PKI en elF-2.

IT1. Podria ocurrir que el elF-2, al participar y ser parte
integrante de 1la maquinaria de sintesis de proteinas, adoptara
una localizacién (por ejemplo, asociado a las subunidades 405 vy
605, mRNA o proteinas del citocesqueleto) {(2.4) que le hiciera

inaccesible para PKI,

IT1. Otra posibilidad es que el efecto no fuera de
inhibicidén, es decir, que la fosforilacidén por PKI en elF-2
causara una modificacidén molecular sobre el factor diferente a la
producida por HCI o DAI en reticulocitos, que no ocasionara el
atrapamiento del GEF, y por censiguiente no inhibiera la sintesis
de proteinas. Esta diferente modificacidédn podria estar apoyada
por la exlistencia de distintos factores eIF-2 (de variada
composicidn molecular y con ¢ sin subunidad B) (6-8,207-209) y de
mas de una localizacién de 1la fosforilacién sobre elF-2a
(31,32,273,274).

IV, Si los niveles de GEF activo o 1la relacidén GEF/elF-2
fueran mayores en tejido cerebral gue en reticulocitos, no se
produciria el secuestro total del GEF al fosforilarse elF-2a y la
sintesis de proteinas no se detendria (2,4). Desafortunadamente,
no conocemos el contenido en GEF de nuestras preparaciones,
cuantificacidn laboriosa y dificil que requiere la purificacién
de GEF de cerebro y obtencidn de anticuerpos, Yy que supera las

pretensiones del presente trabajo.
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V. Por Gltimo, quizas el efecto buscado de inhibicién de la
sintesis de proteinas existe, pero nuestro sistema no es lo
suficientemente sensible para su deteccidén. Es decir, en nuestro
sistema de sintesis de proteinas el nivel de iniciacién es de un
40% a un 50%, que puede ser insuficiente para la deteccién de la
inhibicidén buscada. La ne disponibilidad de eficientes sistemas
de sintesis de proteinas in vitro, con excepcidn del de reticu-
locitos, es un impedimento para los estudios de la regulacion de
los mismos (2,166,200).

46. FOSFORILACION DE DIFERENTES FACTORES elF-2 POR PROTEINA

QUINASA I
lLLa actividad de elF-2, previamente incubado en presencia de
PKI mas ATP (Capitulo 37}, y medida como formacidn de complejos
ternarios con [3H]Met—tRNAi y GTP, da como resultado un

incremento del 22% scohre dicha actividad. Actualmente se cree que
el elF-2a fosforilado no produce ningun efecto per se sobre la
actividad del factor (2,4,25). De este modo, el elF-2 de cerebro
y su fosforilacidn no se comporta como cabria esperar, pero si
estaria de acuerdo con el efecto no inhibidor observado
sobre la sintesis de proteinas. Incluso, si1 bien no es sig-
nificativo, PKI! aumenta ligeramente el nivel de sintesis de
proteinas, que podria explicarse por el efecto estimulador de la
actividad del elF-2, del mismo modo que la fosforilacién de
factor eIF-4E produce una estimulacién en la sintesis de

proteinas (56,275-277).

La relacion entre actividad elF-2 y su fosforilacion
establece una dependencia por parte de PKI de la actividad
biolégica del elF-2. Es decir, la fosforilacidén sélo adquiere
sentido cuando el factor es active. La integridad molecular del
elF-2, y su actividad como reflejo de aquella, ha sido sefalada
por otros autores como necesaria para la fosforilacidon por HCI

del elF-2 de reticulocitos (234,278). Con el factor de cerebro de
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maxima actlividad fosforilado por PKI, y suponiendo que se incor-

pora un 32P

por molécula de elF-2, se obtienen 0,26 mol P/mcl
elF-2, wvalor claramente inferior a los 0,8~1,0 mol P/mol elF-2
obtenidos con elF-2 de reticulocitos por HCI in vitro (32,241,
242). Por ultimo, de estos resultados se desprenden dos conse-~
cuencias; primera, un factor elF-2 inactivo, obtenido por el
mismo procedimiento de purificacidén, no seria fosforilado por
PKI segunda, locs bajos valores de fosforilacidn obtenidos con
PKI sobre elF-2 de cerebro pueden ser debidos a que la eficiencia
de la reaccidn es baja y/o que el resto de elF-2 se encuentra ya

fosforilado.

De los resulitados anteriores, se deduce el interés que puede

tener la fosforilacién de elF-2 de reticulocitos (eIF—Zr) por

parte de PKI. Dicha fosforilaciéon fué amablemente realizada por
el Dr. C. De Haro, siendo su resultado negativo {(206). La nd
fosforilacidon del factor eIF—2r por PKI, aunque parece
sorprendente, no lo es tanto, ya que también caseina quinasa I

de Artemia no fosforila elF~-2a de reticulocitos, y si lo hace en
elF-2a de otras procedencias (8,210). La fosforilacidén de PKI
debe producirse en un sitio diferente al de HCI, pudiendo
pensarse entonces que PKI no fosforila eIF--2r porgue ya lo esta,
por la accion de otra actividad elF~2a quinasa distinta de HCI
{éanaloga a PKI?) existente en reticulocitos, posibilidad vy
existencia a%irmada per algunos autcores (167,273,274). Ello tiene
una consecuencila importante: si la fosforilacién no es como la de
HCI, su mecanismo y funcionalidad podria ser diferente, y por
tanto, sus efectos fisioldgicos tampoco serian los mismos. En
otras palabras, al ser diferente la fosforilacién de PKIl en
elF-2a de la producida por HCI, es légico pensar que no conduzca

a la inhibicidén de la sintesis de proteinas.
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47. EFECTO EN LA SINTESIS DE PROTEINAS DE UN INHIBIDOR ACTIVADO
PFOR N-ETILMALEIMIDA

Ante la ausencia de efecto sobre la sintesis de proteinas de
la fosforilacion de elF-2 por PKI, se tratd de encontrar una
actividad similar a HCI por tratamiento con N-etilmaleimida de
nuestras fracciones de cerebro, y purificarla utilizando como
ensayoc de su actividad la inhibicidén de sintesis de proteinas. El
tratamiento con N-etilmaleimida, como activador irreversible de
la proteina quinasa HCI (ver Introduccidén) (25,34,84), Y  su
ensayo de inhibicidn de sintesis de proteinas en reticulocitos,
ha sido utilizado como método de purificacidén de HCI (278,280).
Los resultados muestran (Capitulo 38) la existencia de un inhi-
bidor de sintesis de proteinas activado por N-etilmaleimida o
NAT, y de una relacidén entre el inhibidor y el factor elF-2. No

conocemos si dicha relacidn es consecuencia de un efecto de NAI

sobre elfF-2, o si  NAI actda a otro nivel y esta accidn es
compensada por el efecto de nuevo elF-2, En cualquier caso, NAI
no actua por fosforilacidn del elF-2, aunque pensamos que Su

accidn se sitiua en la etapa de iniciacién.

En definitiva, hemos encontrade en teijide cerebral, una
inhibicidén de sintesis de proteinas activada por N-etilmaleimida,
que es revertida por elF-2 e independiente de su fosforilacidn.
La existencia de inhibidores de sintesis de proteinas relacio-
nados con el factor elF-2 ha sido descrita en la bibliografia
(281~-284). Estos inhibidores poseen un variado rango de pesos
moleculares {de 1 a 100 kDa) y caracteristicas (tanto termo-
estables como termolabiles) segun los distintos autores, y aunque
algunos de ellos establecen la relacidn con la fosforilacidén de
elF-2a, esta relacion no es directa y sd6lo se observa en

fracciones no purificadas.
La N-etilmaleimida es un conocido agente que actua sobre los

grupos S5SH, alterando la formacidén de puentes disulfuro de forma

analoga al efecto producido por el glutatidén oxidado (GSSG) o la
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presencia de oxigeno. Todos estos agentes han sido descritos como
inhibidores de la sintesis de proteinas, actuando sobre HCIl y sl
propio elF-2 (25,93,94,173,285). La hipbtesis de que cambios en
el nivel de oxido-reduccidn alteren el estado de los grupos SH de
NAT, y éste, bien directamente o a través del factor elF-2,
inhiba la sintesis de proteinas, se presenta muy atractiva. Se
precisa por tanto un estudic de NAI hasta su identificacién, asi
como de su mecanismoc de accidn, para contribuir a un mejor

conocimiento del control de la traduccidn.

48. LA REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN CEREBRO POR
FOSFORILACION. DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo, hemos identificado cuatro proteinas
quinasas que fosforilan en el factor elF-2. Tras de ellas tienen

por sustratoc la subunidad 8 de dicho factor: una gquinasa definida

como independiente (caseina quinasa II), otra dependiente de
calcio {proteina gquinasa C) y de forma mas minoritaria, la pro-
teina quinasa dependiente de AMP ciclico. (La ultima quinasa Ila

denominamos proteina quinasa I (PKI) y fosforila en la subunidad
a del elF-2. Esta PKI es muy diferente de HCI o DAl tanto por sus
caracteristicas moleculares como por sus moduladores y sustrates,
y los resultados obtenidos se alejan del modelo establecido ac-
tualmente con las elF-2a quinasas HCI y DAl en reticulocitos, lo

cual genera una controversia que comentaremos en este capitulo.

La fosforilacidon producida por PKI podria efectuarse en una
localizacidon diferente de la establecida para KCI o DAI, que
fosforilan sélo en el residuo Ser51 produciendo inhibicién de la
traduccidn (31,231,286,287). Asi, parece probada la existencia de
un segundo sitio, que algunos autores identifican con la posicidn
ser?8 (31,32,273,274,289). Estudiando la secuencia de eIF-2a
(33,2980), aparecen otras dos regiones de interés: los residuos

52-57.
Arg-Arg-Argrjle-Arg-Ser>’
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y las posiciones 86-90:

Lzs—Arg:Arg—Val—Sergo

Ambas son ricas en aminoacidos basicos, coincidiendo con los
requerimientcs de las proteinas quinasas dependientes de calcio vy
CaM, que precisan un amlinoacido basico (*) tres residucs ante-
riores por el extremo N-terminal a la posicidén de fosforilacién,
y similar a la quinasa calcio/CaM tipo [, que necesita tres
aminoaclidos basicos dos residucs anteriores por el extremo N-
terminal a la posicién de fosforilacidn (83,231). Los residuos

Ser57 90

y Ser pedrian ser candidatos a la fosforilacidn por PKI.
La diversidad de estructura y caracteristicas mocleculares
existente en los factores elF-2 purificados de diversos tipos
celulares, tejidos u organismos (1,6-8,207-209), consistentes en
una ausencia de la subunidad B y en variacicnes de su composicién
molecular, podrih ser causa de las diferentes caracteristicas del
elF-2 de cerebro con respecto al de reticulocitos, las cuales le
harian sensible a la actividad de PKI. También se ha descrito la
exlistencia de subproductos de elfF-2a y de polipéptidos asociados
a dicha subunidad, todos ellos con un peso molecular muy proximo
al de la propia subunidad a (7,207,231,291). Si bien, los resul-
tados del presente trabajo no han delatado la presencia de estos
componentes, no se descarta la posibilidad de su existenc:ia

comigrando con elfF-2a.

Otro factor a tener en cuenta es la heterogeneidad existente
también en la subunidad B del elF-2 en algunos tejidos, incluido
cerebro en el que hemos encontrado dos subunidades 3 que difieren
en su punto isgeléctrico y peso molecular (196,230,235,238). Se
ha sugerido que 1la estructura terciaria o cuaternaria debe in-
tervenir en la fosforilacién de elF-2a, ya que la integridad
molecular es necesaria para dicho mecanismo (231,234,278). Si la
presencia de la subunidad B se precisa para la fosforilacién de
elF-2a y si1 esta subunidad en tejido cerebral es heterogénea,

alguna de estas elF-2B podria modificar especificamente la
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estructura terciaria o cuaternaria del elF-2 de manera que su
subunidad a fuera entonces accesible a PKI. Esta hipdtesis
estaria apoyada por la relaclidn existente entre la actividad del
factor, reflejo de su estructura, vy la fosforilacién de PKI; vy
podria explicar ademas su menor nivel de fosforilacidén en el caso

de gque el contenidoc en ese tipo particular de elF-2f fuera bajo.

En realidad la comparacién con HCI y el sistema de
reticulocitos presupone considerar a esta proteina quinasa el
modelo a reproductir, algo mas que discutible ya gque esta demos-
trada la especificidad de HCI solamente para reticulocitos
(2,4,164,167,292). Nuestros resultados bhan sido obtenidos con
tejido cerebral, un sistema de mayor complejidad donde no tiene
sentido 1la regulacidén por hemina y cuya regulacidén debe ser muy
diferente vy desconocida (69,74-76). Lecs datos presentados
constituyen una prueba de su diferencia, de un lado la fosfo-
rilacién del elF-2 por PKI no supone una inhibicidn en la
sintesis de proteinas, de otro la N-etilmaleimida no es un
activador de una proteina guinasa que inhibe sintesis de
proteinas y sin embarge si activa un inhibidor ae cdicha sintesis

de proteinas.

En el momento actual, y con los poces datos existentes en
sistemas no eritroideos, no creemos en la inutilidad de las
fosforilaciones existentes sobre el factor elF-2, tanto en su
subunidad a como B. El estudioc de la fosforilacidon de eIF-2B no

ha tenido el interés que merece por los resultados negativos
obtenidos inicialmente, al quererlos asemejar con los logrados en
elF-2a. Pero, precisamente sus andmalas caracteristicas y el
desconocimiento de su funcidén, deberian motivarnos para su

estudio con una 6ptica alejada de la aplicada para elF-2a.

En cuanto a la fosforilacion de PKI, no queremos olvidar la
importancia que puede tener el Ca2+ como mensajerce en  la
regulaciédn de la traduccioén, a través de proteinas guinasas

especificas, y por qué no, también por medio de PKI. La sintesis
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de proteinas parece ser especificamente dependiente de calcio, ya
que la disminucion de este mensajero produce la inhibicién de la
traduccidn. En estos sistemas, la adicidén de calcic promuesve la
acumulacidn de complejos 43S (subunidades ribosomales 40S con el
complejo ternario eIF-Z-GTP-Met-tRNAi), por lo gque el efecto del
calcio se situa a nivel de la iniciacién (293-295). Sin embargo,
en contraste con las células nucleadas de mamiferos, los reti-
culocitos no parecen ver afectada su iniciacién por calcio (285).
Estos resultados, que demuestran una regulacién de la sintesis de
proteinas dependiente de Ca2+, se ven apoyados por los ya
conocidos de las proteinas elIF-4B, -4E, eEF-2 y S8 que son

fosforiladas por quinasas dependientes de calcio (26,57,50).

Por Gltime, en el presente trabajo se muestra la fosforila-
cidn en elF-2p por proteina quinasa C y en elF-2a por una quinasa
dependiente de calcio y calmodulina (PKI) en tejido cerebral.
Ambos resultados relacionan, por una doble via, el ca?t con el
factor de iniciacidén elF-2, siendo necesarios mas estudios para
conocer si las proteinas quinasas PKC y PKI, ejercen un control
positivo sobre el factor elF-2 de cerebro y actian de mediadoras

en la respuesta al calcio de la iniciacidén de la traduccidn.
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49. CONCLUSIONES

1. Las proteinas quinasas Caseina Quinasa [I, Proteina
Quinasa C y Proteina Quinasa dependiente de AMP ciclico
purificadas de corteza cerebral, fosforilan in vitro
especificamente el factor elF-2 del mismo tejido, en su
subunidad B.

2. Una proteina gquinasa dependiente de calcio y calmodu-
lina no descrita y purificada de corteza cerebral, a la
gue denominamos Proteina Quinasa I, fosforila in vitro

el mismo factor elF-2 en la subunidad a.

3. En las condiciones del sistema in vitro de sintesis de
proteinas de cerebro, 1la Proteina Quinasa I no produce

inhibicién de la traducciédn.

4, En la fraccion citosélica de tejido cerebral, existe un
inhibidor de sintesis de proteinas activado por N-etil-
maleimida, cuyo efecto se revierte con la adicién de
elF-2 purificado del mismo tejido. El inhibidor no

fosforila a dicho factor en ninguna de sus subunidades.
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