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1. RESUMEN

Las proteinas cinasas catalizan el proceso de fosforilacién de proteinas blanco y
constituyen un mecanismo de regulacion esencial en las células, que junto con las
fosfatasas, son parte fundamental de la maquinaria del aparato de transduccion de sefiales
actuando principalmente como elementos amplificadores del mensaje hormonal.

La proteina cinasa C (PKC) es parte integral del sistema de transduccion de sefiales
hormonales acoplado a receptores que inician la degradacién de componentes lipidicos
en las membranas. Esta enzima forma parte de una farnilia de serina-treonina cinasas que
son activadas por fosfolipidos acidos, especificamente la fosfatidilserina, pero que tienen
diferentes requerimientos por calcio, diacilglicerol y derivados de fosfolipidos para su
activacidn. Por lo anterior, los patrones de activacion de las diferentes isoformas de PKC
pueden variar de acuerdo a la duracién y localizacidn intracelular de esos cofactores (1}.

Estas cinasas fueron las primeras proteinas de sefializacién en las cuales se observd
el fendmeno de la translocacion a nuevos sitios subcelulares (como la membrana
plasmdtica, elementos del citoesqueleto y niicleo) como resultado de su activacién (2, 3).

Por otro lado, el estudio de las funciones de !a PKC se complica por la presencia de
sus miltiples isoformas en un mismo tipo celular. En los ultimos tiempos, se ha
demostrado que la presencia de médulos o motivos en las proteinas es lo que regllla la
interaccion especifica proteina-proteina, concentrando a las enzimas en lugares
especificos de la célula y favereciendo la fosforilacidn de sustratos proteicos presentes en
esos sitios. Por tanto, la localizacion precisa de cada isoforma de PKC parece ser critica
para su funcién. Ademas, la intercomunicacién entre diferentes rutas de transduccién de
sefiales que comparten cinasas y/o fosfatasas, hace que su localizacién sea
particularmente critica para la célula evitando asi una intercomunicacién innecesaria.
Pare(_:-c ser que las células han resuelto este problema utilizando, proteinas adaptadoras
(“*scaffolding proteins™} que forman complejos multienzimaticos con cinasas y fosfatasas
y que usan mas de una ruta de sefializacidn.

Se ha propuesto que las formas activadas de la PKC se localizan en sitios

subcelulares especificos por la unién a proteinas de anclaje llamadas RACKs (por



Receptor for Activated C Kinase). A la fecha se han identificado tres RACKs en cerebro
¥ corazon de rata, y al menos 7 de ellas en hepatocitos de rata (4). Hasta ahora, han sido
clonadas solamente dos RACKs mostrando que perienecen a la superfamilia de proteinas
que tienen repetido el motivo WD-40, entre las cuales se incluye a la subunidad beta de
las proteinas G.

Con basc en lo anterior y dado que en hepatocitos se coexpresan 7 isoformas de
PKC, es de gran importancia la identificacion y caracterizacién de proteinas que
interaccionan con las PKC en este sistema para determinar cémo se regula la actividad de
las diferentes isoformas de PKC, cémo transducen las sefiales y cuales son sus sustratos
en los distintos sitios celulares.

Para lograr esto, el objetivo de este estudio fue el de llevar a cabo la caracterizacion
bioquimica de la interaccion de diversas proteinas con la PKC, esperando identificar, al
igual que en otros sistemas celulares, a proteinas que interaccionen de manera especifica
con las PKCs, y que presenten algunas caracteristicas comunes con las proteinas ya
clenadas.

Se purificaron a homogeneidad algunas protefnas que por ensayos de unidén mediante
la técnica de "overlay" mostraron uni6n especifica a proteina cinasa C. Se identificaron a
dos de estas proteinas por secuenciacién del extremo amino: una como calreticulina y la
otra como la subunidad de 32 Kda que se asocia al factor SF2 de procesamiento de
RNAm. Aunque estas dos proteinas ya habian sido clonadas, se desconoce cudl es su
funcién precisa y hasta el momento no habia habido ningin reporte que indicara que eran
sustratos de la PKC o que tuvieran alguna interaccion con ella.

Los estudios de unién con estas proteinas puras mostraron que ambas interaccionan
in vitro con todas las isoformas de PKC que se expresan en hepatocitos de rata, Sin
embargo, los estudios de fosforilacion in vitro de estas proteinas utilizando complejos
inmunes de cada isoforma de PKC, demostraron que solamente calreticulina es sustrato
de las isoformas de PKC. Utilizando células intactas se demostrd, tanto por experimentos
de co-inmunoprecipitacion como por experimentos de marcaje metabdlico, que la
calreticulina y algunas isoformas de PKC se asocian ir vivo, demostrando que su

interaccién tiene relevancia fisioldgica.



II. SUMMARY

Protein kinases and phosphatases are a fundamental part of the signal transduction
machinery within the cell acting as amplifier elements of the hormonal signals.

Protein kinase C (PKC) is an integral part of the signal transduction apparatus utilized by
signals that initiate the degradation of lipidic components within the membrane. This enzime
belongs to a family of serine-threonine kinases which are activated by acidic phosphelipids,
particularly by phosphatidylserine but that have different requeriments of caleium, diacylglycerol
and phospholipid derivatives for their acti\.ratiorl. Thus, the activation patterns of the different
PKC isoforms can change according to the intracellular locélization and peﬁnanence of their
cofactors (1). These kinases were among the first signaling proteins which were observed to
translocate towards new subceilular sites (such as the plasmatic membrane, the cytoskeleton an
the nucleus) as a result of their activation process (2,3).

On the other hand, the study of the PKC function is complicated by the existence of many
isoforms within the same cellular type. It has been showed lately that the presence of the so
called motifs in the protein structure are essential to regulate the specific protein-protein
interactions, that concentrate the enzymes at specific locations within the cell, thus favouring the
phosphorylation of substrate proteins that are found at the same sites. Therefore, the precise
localization of each PKC isoform seems to be critical for their function. Additionally, the sharing
of kinases between pathways also makes it critical that tha cell route the various signals properly
to prevent unnecesary crosstalk. Cells seems to have solved this problem with the use of
scaffolding/adapter proteins by forming multienzyme complexes that are used by more than one
pathway and are therefore shared.

It has been suggested that the PKC activated forms are localized within specific
subcellular sites by their interaction with proteins called RACKS (Receptor for Activated C
Kinase). To date, there have been identified at least seven RACKs in the rat hepatocyte and only
two from rat brain and heart have been cloned, evidencing that they belong to the superfamily of

. proteins in which the WD-40 motif is repeated. The latter proteins include the -subunit of the G

proteins.



Due to the fact that seven PKC isoforms are coexpressed in the hepatocyte, it has becomne
very important to identify and to characterize proteins that interact with the PKCs in order to
understand how is regulated the activity of the different PKC isoforms, how each of them
transduce the signals and which are their substrates at the different subcellular sites.

"In view of this, the aim of this study was to perform the biochemical characterization of
the interaction of PKC with several proteins that may have similar properties with the RACKs
reported before. ‘

In this work, we have purified to homogeneity severat ‘proteins that showed specific
binding to PKC using an overlay assay approach. Two of these proteins were identified by
amino-terminal sequencing as calreticulin and as the 32 Kda subunit of pre-splicing mRNA
factor SF2. ' B .

Binding studies using these purified proteins demostrated that both interact in vitro wich
all PKC isoforms expressed in hepatocytes. However, phosphorylation studies in vitro with PKC
isozyme-specific inmune complexes showed ‘that only calreticulin is PKC substrate.
Interestingly, it was observed in intact cells by metabolic labelling and by co-
inmunoprecipitation studies, that calreticulin is a target of PKC phosphorylation and associates

with several PKC isozymes in vivo indicating that their interaction is physiologically relevant.



IIL. INTRODUCCION

La proteina cinasa C (PKC) pertenece a una familia de serina-treonina cinasas
que constituye una parte integral dei sistema de transduccion de sefiales hormonales,
Jjugando un papel muy importante en €l control de un gran numero de procesos celulares,
los cuales incluyen secrecién, funcidn de receptores de membrana, diferenciacién celular
y promocién de tumores. |

La proteina cinasa C fue primero identificada por Nishizuka y colaboradores
COmO un precursor para una proteina cinasa independiente de cofactores, la proteina
cinasa M (PKM), la cual es generada por protedlisis (5, 6). Poco tiempo después se
demostré que la PKC intacta tenia actividad de cinasa cuando estaba asociada a
membranas (7). La purificacién a partir de la membrana, de los componentes que activan
a la PKC revelaron que los fosfolipidos 4cidos, especialmente la fosfatidilserina (PS)
podian mantener la actividad de 1a PKC a altas concentraciones de calcio (7).
Posteriormente, se identificé al diacilglicerol (DAG) como un cofactor adicional que
podia incrementar la actividad maxima disminuyendo la concentracion de calcio
requerida a niveles fisiolégicos (B). Estos hallazgos relacionaron a la PKC con la
hidrélisis, estimulada por hormonas, de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (P1P2} dando
como resultado la produccién de 1,2-diacilglicerol (DAG) y de inositol-1, 4, 5-trifosfato
(iP3). ' _

Hoy en dia es bien conocido que la proteina cipasa C es parte integral del sistema de
transduccién de sefiales acoplado a fosfolipasa C (PLC). El proceso de transduccién
inicia cuando un agonista, por ejermplo la vas:éprcsina en hepatocitos, se une a su receptor
(en este caso un receptor de siete dominios transmembranales acoplado a proteina G). El
complejo hormona-receptor cataliza el intercambio de GTP por GDP sobre una proteina
G asociada, Gp, activindola exactamente como los receptores adrenérgicos activan a la‘
Gs. La Gp activada, -activa a su vez a una fosfolipasa C en la membrana plasmatica, la
cual produce dos segundos mensajeros por hidrolisis del PIP2. Los productos de esta
hidrélisis son el DAG y el IP3. El DAG activa directamente a la proteina cinasa C
uniendose a estructuras conocidas como “dedos de zinc”. El segundo producto derivado

de la accion de ta PLC, el IP3, difunde de Ia membrana plasmatica al reticulo




endoplasmico, en donde se une a receptores especificos y causa la apertura de canales de
calcio liberando el calcio secuestrado al citosol (9). El aumento en las concentraciones de
caleio junto con e DAG y la interaccién de la PKC con fosfolipidos 4cidos hacen que la
cinasa se encuentre en su estado “‘cataliticamente competente” y asi fosforilar a sus
sustratos especificos (figura 1).

Sin embargo, la PKC tambien esta involucrada en sistemas de transduccién de
seflalcs en los cuales puede llevar a cabo procesos de desensibilizacion o transactivacion
de cinasas. De acuerdo a esto, se sabe que muchos receptores acoplados a proteinas G
regulan cascadas de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK)} dando como
resultado la activacion de cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKs), proteinas
cinasas activadas por “stress” y MAPK que actian como reguladores transcripcionales
entre otras (10, 11). En muchos casos, la estimulacién de 1a cascada de ERK lleva a la
activacion de pequeiias proteinas de unién a GTP como p21 Ras. Esta activacidn es
mediada también por receptores acoplados a proteinas G. El mecanismo por el cual la
PKC esta involucrada con la activacién de estas cinasas se describe brevemente en la

figura 2 (12).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES:

A la fecha se han identificado 11 isoformas de PKC en células de mamifero, las
cuales constituyen una familia de cinasas cuyas estructuras estn relacionadas entre si.
Las isoformas de PKC descritas (a, B, BIL, v, 8, £, 1, 6, &, p y &) poseen diferencias en
cuanto a su localizacién, especificidad de sustrato y propiedades cinéticas (13).

Las subespecies PBI y Il son el resultado del procesamiento altemo én donde cada
uno de sus RNAm derivan de un solo gen. 7 '

| Como se muestra en la figura 3, las isoformas que constituyen la familia de PKC,
estén formadas de una sola cadena polipeptidica dividida en dos dominios separados por
una regién hipervariable (también llamada regién bisagra): el dominio regulatorio (region
amino-terminal) y e! dominio catalitico tregién carboxilo-terminal). Cada uno de estos
dominios posee regiones ;«).ltameme conservadas y regiones variables.

Las isoformas de PKC han sido clasificadas en tres grupos de acuerdo a su

estructura y a su regulacion por cofactores: las convencionales (cPKC): o, BL, Il y v, las
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Figura 1, Sistema de transduccidn de sefiales acopladoa fosfolipasa C. La
hidrélisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfata por PLC produce dos segundos
mensajeros: ¢l diacilglicerol (DAG) y ¢l fosfatidilinositol-1,4,5-trifosfato
(IP3). Ambos contribuyen a la activacién de la PKC; la liberacién del
Ca2* alcitoso] porla interaccion del IP3 con su receptor en el reticulo
endoplismico, también activa a otras enzimas dependientes de calcio. H
representa a la hormona, Rec, receptor, PLC, fosfolipasa C.
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Figura 2. Activacién de MAP cinasas modulada por la via de activacién de PKC y el reclutamiento de 1a proteina Pyk2 a
adhesiones focales. En este modelo el reclutamiento de familia de cinasas como Pyk2, reguladas por calcio y por PKC,
es inducido por receptores acoplados a proteinas G (GPCR)y a dimeros de integrinas iniciando ¢l ensamblaje de
un complejo de activacion de Ras basado en la adhesién celular. La sefial es dependiente tanto de la adhesién celular a
la matriz extracelular como de las sefiales mediadas por GPCR. (a} La activacion de GPCR estimula la activacidn
de fosfolipasa C (PLC) mediada porlas subunidades Ga o Gfy, incrementando el calcio intracetular y la actividad
de la PKC. (b) Pyk2, la cual es predominantemente citosciica en ausencia de estimulacién, se recluta a heterodimeros
of de integrina en donde se activa, se autofosforila y s¢ une a dominios SH2 de c-Src. () El complejo basado en
integrinas recluta a proteinas adicionales, tales como paxilina y complejos de RasGEF, Grb2-Sosly Crk-C3G. (d) El
intercambio de Ras-GTP inicia la cascada de Raf- MEK-ERK.
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Fig 3. Secuencia esquemaitica de las isoformas de PKC indicande la estructura
de dominios de cada subfamilia de PKC. La figura fue tomada de la ref. 11.




cuales son reguladas por DAG, fosfatidilserina (PS) y Ca*?; las nuevas (nPKC): 3, g, n,

1y O reguladas por DAG y PS y las atfpicas (aPKC): A, y & cuya regulacién no ha sido

claramente establecida, aunque su actividad es estimulada por PS (Tabla 1).

TABLA L. Isoformas de PKC expresadas en tejidos de mamiferos.

RESTIDUOS DE ACTIVADORES EXPRESION EN TEJIDOS
SUBESPECIES AA, LIPIDICOS Y Ca ™
o Ca"", DAG, PS, FFA, Universal
CPKC §72 lisoPC
Bl 671 oo Algunos Tejidos
p1 671 o Muchas Tejidos
Y 697 " " Cerebro
NPKC [ 573 DAG, PS Universal
£ TA7 DAG, PS, FFA, PIP, Cerebro y olos
w(L) DAG, PIPy, PS, . y
483 Colesterol sulfato Piel, Pulmén, Corazén
] 707 PS, 7 Miisculo, Células T, eic.
N 912 PS, 7 Células NRK
[4 P8, FFA, PIP,T
APKC . 592 Universal
Ay 587 P§, ? Muchos Tejidos

DAG: Diacilglicerol; PS: fosfatidilserina; FFA: Ac. grasos cis-insaturados; LysoPC: lisofosfatidilcolina; PIP,:
fosfatilinositol 3, 4, 5-trifosfato.

Dominio regulatorio:

El dominio regulatorio de la familia de proteinas cinasas C, posee un peso
molecular que varia de 20 a 70 Kda de acuerdo a cada isoforma. Este dominio esta
constituido de una regién autoinhibitoria de la enzima o regidén pseudosustrato, y una o
dos regiones conservadas: la regién C1 presente en todas las isoformas y la region C2
presente en las isoformas de cinasas C convencionales y nuevas. Se ha comprobado que
cada una de estas regiones estan presentes en otras proteinas formando modulos

funcionales y estructurales (15).

La region pseudosustrato, presente en todas las isoformas, excepto en PKC y1, consiste de
una secuencia de 8 aminoacidos (Arg-Lys-Gly-Ala-Leu-Arg-Gln-Lys) muy parecida al

sitio de fosforilacién de los sustratos de la enzima. La sustitucion de una Ser en lugar de




Ala, hace a esta secuencia un sustrato excelente de la cinasa por presentar residuos
bésicos flanqueando al sitio de fosforilacién.

De acuerdo a algunos estudios, el papel de la regidn pseudosustrato es muy
importante ya que se ha propuesto que en ausencia de cofactores activadores, la enzima
se encuentra en una conformacién plegada en la cual la regién pseudosustrato se une a la
regién de unién al sustrato de! dominio catalitico, evitando la fosforilacién de sustratos
potenciales.

La region pseudosustrato estd protegida de protedlisis cuando la enzima no estd
cataliticamente activa, a diferencia de su estado activo en el cual es muy sensible a

protedlisis por tripsina o endoproteasas.

La regién Cl, es una secuencia rica en cisteinas que coordina 2 4tomos de Zn™,
formando las estructuras llamadas “dedos de zinc” (figura 4). Esta se pliega en una
estructura globular con dos hojas B apartadas formando la cavidad de unién dei DAG
ylo ésteres de forbol (compuestos diterpénicos que pueden activar directamerite a la PKC)
a la cinasa, a través de la formacién de puentes de hidrégeno y los grupos sulthidrilo de
los residuos de cisteina. Sorprendentemente, la unidn del éster de forbol al dominio C1
no induce un cambio conformacional significativo en la enzima pero altera la
hidrofobicidad del dominio promoviendo interacciones hidrofébicas con la membrana.
Aunque todas las isoformas de cinasa C poseen dos de estas estructuras, excepto la
isoforma § que posec una, se ha reportado que la estequiometria de unién de los ésteres

de forbol a la cinasa C es de 1:1 (16).

La regién C2, dilucidada a partir de la sinaptotagmina (17) y de la fosfolipasa C (18,
19), estd presente en las cPKC y es una regién rica en hojas B, cuya estructura
tridimensional forma una cavidad en la cual se encuentra una secuencia de asparticos
con los cuales se lleva acabo la interaccién con los iones\G\a*z. La unién de iones
divalentes induce un cambio conformacional el cual expone residuos de lisina sobre la
cara anterior del dominio C2. '

En las nPKC esté presente una region denominada por algunos autores “C2-like”, ya
que aunque presentan los residuos estructurales de la regién C2, no poseen los residuos

de aspartato funcionales necesarios para la unién con el Ca™.




I1

Figura 4. I) Estructura en solucién determinada por resonancia magnética nuclear
del segundo dominio rico en cisteina de la PKCao., Este dominio est4 constituide por dos
cadenas P antiparalelas y una hélice en el extremo carboxilo terminat y IT) Tres posibles
modelos de unién del éster de forboel 12,13-dibutirate (PDBU). En los modelos Ay B
el éster de forbol puede estar localizado 2 ambos lados de las cadenas B antiparalelas y en
C esta localizado entre las dos cadenas. Tomada de J. Med. Chem. (1996) 39:2541-53.



¢ El dominio pH (“plekstrin-homologe™) identificado por primera vez en la plekstrina, un

sustrato tipico de PKC en plaquetas, esta presente exclusivamente en la isoforma p de
PKC.

Dominio Catalitico:

El dominio catalitico de la proteina cinasa C tiene una alta similitud con el de la
proteina cinasa A. Este dominio, de aproximadamente 45 Kda, estd constituido por ias

reglones C3 y C4, presentes en todas las isoformas reportadas (20).

o La regién C3, contiene una secuencia de Gly-X-Gly-X-X-Gly-Xs-Lys (donde X
representa cualquier aminodcido), la cual es una estructura tipica para los sitios de unién
a ATP. Esta secuencia ¢s muy similar para todas las isoformas excepto para £ en la cual

el tercer residuo de glicina es reemplazado por alanina.

» Laregién C4 estd constituida por tres grupos de secuencias que son unicas en todas las
isoformas de proteinas cinasas C. Estas secuencias son: Gly-Gly-Asp-Leu-Met, Tyr-
Arg-Asp-Leu-Lys-Leu-Asp-Asn  y Thr-Phe-Cys-Gly-Thr-Pro y constituyen la llamada
“asa de activacién”. Su presencia es crucial para el reconocimiento del sustrato protéico
y estan involucradas en la reaccién de transferencia del grupo fosfato.

En la isoforma p existen pequefios cambios que hacen que su especificidad de sustrato

. sea algo distinta.

ACTIVACION DE LA PKC

La base molecular del proceso de activacion de la PKC dista mucho de ser
clara en el presente y constituye un campo de estudio muy activo. Se ha demostrado que
la activacion de ia enzima estd regulada por dos mecanismos distintos € igualmente
impottantes: por fosforilacién, en el cual la enzima alcanza el estado denominado
“cataliticamente coﬁlpetente”, y por la unién de moduladores positivos (segundos

mensajeros).



Experimentos del grupo de Fabbro et al. (21) dieron la primera evidencia de
que }a proteina cinasa C se fosforila in vivo. Especificamente, ellos demostraren que Ia
PKC se sintetiza como un precursor desfosforilado ¢ inactivo con una Mr de 74 Kda,
postetiormente se localiza como una forma transitoria fosforilada de 77 Kda v finalmente
como una forma madura de 80 Kda.

De acuerdo a las evidencias experimentales, se ha propuesto que una vez que ha
sido sintetizada, la PKC se convierte a su estado cataliticamente competente por una
transfosforilacion en el asa de activacién localizada en su sitio activo, Recientes estudios
han mostrado que esta transfosforilacién es realizada por la cinasa-1 dependiente de
fosfoinositidos (PDK-1) (22, 23). La carga negativa adquirida por esta fosforilacién,
alinea correctamente a los residucs involucrados en la catalisis y localiza a la enzima en
el citosol.

La primera consecuencia de la transfosforilacién es una autofosforilacion en el
extremo carboxilo de la cinasa que estabiliza la conformacion cataliticamente competente
y probablemente regula la localizacion subcelular de la enzima. De acuerdo a lo anterior,
el asa de activacién es entonces el primer sitio fosforilado en la proteina cinasa C (24).
Sin embargo, se ha demostrado que cuando la regién pseudosustrato esta ocupando el
sitio activo, éste queda enmascarado, sugiriendo que el pseudosustrato debe estar fuera
del sitio activo para que ocuira la fosforilacién (figura 5).

Las posiciones en las cuales se lleva a cabo la fosforilacion de la cinasa han sido
reportadas para la PKC BIT: la Thr 500 en i asa de activacién y Thr 641 y Ser 660 en el
extremo carboxilo. Se ha demostrado por esludios de mutagénesis dirigida que la carga
negativa en la posicidn 500 de la cinasa C BII es indispensable para mantener su estado
cataliticamente competente (25) (figura 6). Una vez fosforilada el asa de activacién, la
proteina cinasa C es autofosforilada en Thr 641. La desfosforilacion en esta posicién de la
PKC BII (21} o una mutacién de Thr a alanina en la PKC Bl resulta en una enzima
inactivable (26). Curicsamente, una mutacién en el residuo correspondiente para la PKC
o resulta en una enzima activable, aunque muestra una baja estabilidad {27).

La tercera fosforilacién in vive se lleva a cabo en la Ser 660. Esta fosforilacion
final correlaciona con la liberacién de la pro'teiné cinasa C al citosol, sugiriendo que su
papel es dirigir la localizacién subcelular de la cinasa C. Las dos reacciones de
autofosforilacién en el carboxilo terminal son desencadenadas por la fosforilacion en el

asa de activacién. Por lo tanto, es 1a fosforilacién por una cinasa de cinasa C la que inicia
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Fig 5. Modelo de la conformacién activa {A} e inactiva (B) de la PKC, En la conformacién inactiva,
la region pseudosustrato de la cinasa C se encuentra interaccionando con la regién de unién al sustrato
(region C4). Después de ser fosforilada la PKC en el asa de activacién y en el extremo carboxilo, la
aparicién de los cofactores especificos promueve la liberacion de la regién pseudosustrato permitiendo
Ja interaccion de la region C1 con la membrana y la fosforilacidn de los sustratos correspondientes.




Sefiales que causan
hidrélisis de fosfolipidos

| Sustrato!
X p
641 Sittos de
1. Cinasa de PKC fosforilacion
2. Autofosforilacion 660

3 ATP

Figura 6, Modelo para la regulacién de la proteina cinasa C (PKC) por fosforilacién, proteinas blanco y
cofactores (tomado de ref.26). La PKC se asocia con el citoesqueleto en una conformacion tal que expone el
asa de activacién manteniendo al carboxile terminal (C) cercano al sitio activo. (a} Una transfosforilacidn por
una cinasa de cinasa C (en Thr 500 para la PKC PBII) alinea correctamente los residuos para la catalisis, seguida
de una autefosforilacién en dos posiciones de extremo carboxilo terminal (Thr 641 y Ser 660 en PKC pBII). La
fosforilacién en Thr 64lexpone a la cinasa en su estado cataliticamente competente y la subsecuente
fosforilacidn en Ser 660 libera a la proteina cinasa C madura en el citosol. (b} El destino especifico para cada
isoforma de PKC puede estar modulado por proteinas de anclaje especificas. {c} La union del diacilglicerol al
dominio C1 y fosfatidilserina al dominio C2 provoca la remocitn de la regién pseudosustrato del sitio activo.
El dominio C2 de las proteinas cinasas C convencionales tiene también un sitio de unién para Ca2+, el cual
incrementa alostéricamente la afinidad de este dominio por fosfatidilserina y DAG. La interaccién de la
enzima activada con otras proteinas blanco, como los RACKs (receptores para la proteina cinasa C activa)
puede ubicar 2 la enzima en regiones cercanas a sus sustratos. N, se refiere al extremo amino terminal,



esta cascada de fosforilaciones. De acuerdo a esto, la transfosforilacién por PDK-1
convierte a la PKC a su estado cataliticamente competente; sin embargo, la enzima
todavia no esta activa y no puede responder a la presencia de sus cofactores especificos
sino hasta que ha adquirido las dos fosforilaciones del extremo carboxilo.

Aiinque la fosforilacién de las cinasas C se Heva a cabo en residuos altamente
conservados, se han reportado ejemplos en los cuales esto no es asi. Este el casodela
PKC 3, la cual se ha demostrado que cuando se encuentra en su forma activa es
fosforilada en residuos de tirosina. Este evento puede jugar un papel en la regulacion de
la actividad de esta isoforma diferente a las anteriormente reportadas (28). Una
explicacion a estos hallazgos es que, probablemente, el mecanismo preciso de regulacién
para una isoforma determinada de PKC no es el mismo que e! descrito para otras
isoformas. '

En otros estudios realizados en baculovirus, se ha observado que |Ia
desfosforilacién en el asa de activacion provoca una pérdida irreversible en la actividad
de Ia proteina cinasa C, mieniras que la desfosforilacién en el extremo carboxilo terminal
resulté en una refosforilacién inmediata siempre y cuando se adicione ATP.

Una vez que la PKC se encuentra en su conformacion cataliticamente competente v
localizada en el citosol, puede ser activada por la unién de moduladores positivos tales
como el diacilglicerol (DAG), fosfolipidos 4cidos de cadena larga, particularmente la
fosfatidilserina, v en el caso de las isoformas convencionales de PKC, también por el
calcio.

El DAG es uno de los segundos mensajeros producido por 1a hidrélisis del PIP2 o
de 1a fosfatidilcolina (PC) por fosfolipasa C. Es un compuesto hidrofébico de aparicion
transitoria, ya que su desaparicion se produce en segundos o minutos de su formacion y
activa a la PKC. El dominio hidrofébico del DAG es critico para asegurar que 1a
molécula quede insertada en la membrana con una orientacién tal que los grupos
hidroxilo y carbonilo estén presentes en la interfase. Uno o mas de estos grupos pueden
interaccionar especificamente con la cinasa y por lo menos uno puede ligar directamente
al Ca?*. Esta unién en multiples puntos del DAG al complejo PKC/PS/Ca® es
prerequisito para la activacién completa de la PKC (26).

En presencia de diacilglicerol, ia proteina cinasa C posee una especificidad
importante para unirse a fosfolipidos 4cidos como la fosfatidilserina, por lo menos en un

otden de magnitud mayor que a membranas que contienen otro tipo de lipidos (15). Sin



embargo, aunque la fosfatidilserina es el fosfolipido preferido por la proteina cinasa C, se
ha encontrado actividad con dcido fosfatidico (PA) y con fosfatidilinositol (PI). La PCy
fosfatidiletanolamina (PE) no tienen ningun efecto sobre la cinasa. Por otro lado, la
fosfolipasa A2 (PLA2) cataliza la hidrélisis de fosfolipidos generando lisofosfolipidos y
dcidos grasos libres, generalmente 4cido araquidénico. Algunos metabolitos oxigenados
del 4cido araquidénico, el araquidonato libre y la lipoxina A, asi como la
lisofosfatidilcolina son también activadores de la PKC.

Aunque los analisis bioquimicos y de mutagénesis han establecido que la regidn
C2 de la cinasa une a lipidos 4cidos, todavia no se han identificado con exactitud cudles
son las determinantes de unién para la fosfatidilserina. Algunos estudios utilizando_
anticuerpos anti-idiotipicos para este fosfolipido han propuesto que en la regién C2 reside
un motivo de unidn para la fosfatidilserina (29); sin embargo una mutacién en este
motivo no produjo ningun efecto sobre la rggulacién de fosfolipidos. Otros estudios han
demostrado que las ¢PKC y nPKC interaccionan con vesiculas de fosfolipidos cargados
negativamente a través de interacciones electrostaticas (30).

La proteina cinasa C ha sido conocida como una proteina que esta involucrada en
la proliferaciéon celular y se le ha considerado como un receptor de compuestos
diterpénicos tales como los éstercs de forbel, que poscen unz estructura hidrofébica
an;’aloga a la del DAG .y se intercalan ficilmente en la membrana activando directamente
ala PKC (figura 7).

- Algunos estudios han revelado que el mecanismo por medio del cual el DAG y los
éstercsl de forbol activan a la PKC, es incrementando linealmente la afinidad de la PKC
por las membranas. La interaccién de la proteina cinasa C con los ésteres de forbol ha
mostrado ser tan fuerte que ésta puede mantener una interaccién de la PKC con
membranas neutras, es decir en ausencia de lipidos 4cidos y por lo tanto en ausencia de
interacciones con ¢l dominio C2 (15).

La estequiometria de unién del éster de forbol a 1a PKC es de 1:1 y la interaccion
se lleva a cabo en la regién C1 de la cinasa C. Sin embargo, muchas de la isoformas de
esta cinasa poseen dos dominios C1. Aunque todavia no se entiende bien la presencia de
estos dos dominios, Blumberg et al. (31) establecieron que estos dominios en la PKC
intacta no son equivalentes, ya que realizando estudios de transfeccion usando mutantes
de la PK.C & revelaron que solo e} segundo dominio C1 juega un pape! determinante en la

_ “transtocacion” de la PKC en respuesta a éster de forbol.
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Figura 7. Estructura del 1,2-diacilglicerol (DAG) y de! potente promotor de tumores
tetradecanoil-forbol-acetato (TPA).




La translocacién (redistribucion) de la PKC entre los compartimentos soluble y
asociado a membranas parece estar involucrada en la activacion de la cinasa, en el acceso
a sustratos especificos y en su degradacidn proteolitica (“down regulation™)(2). La
activacién de la PKC por segundos mensajeros, que promueven su asociacién con las
membranas, no parece deberse a una simple interaccién de ligando entre el DAG y la
molécula de PKC. Parece ser que en ¢ste proceso, la molecula de PKC existe en mas de
una configuracién activa reversible e irreversible. La activacién reversible produce el
tipico modelo de activacidn enzimatica por segundo mensajero. Sin embargo, la
interaccidn inusual de la enzima con las membranas resuita en la formacién de un
complejo que no puede ser liberado facilmente a pesar de que la PKC no centiene
ninguna regioén de secuencias tipicas de interaccidn con membranas tales como hélices
transmembranales. Este estado de 1a enzima, {rreversiblemente asociado a la membrana,
puede ser provocado por varios factores, incluyendo la adicién de ésteres de forbol, alta

densidad de carga negativa, o posiblemente otras proteinas (32).

Cuando la PKC es activada, se transloca del citoplasma a la membrana
plasmatica, a elementos del citoesqueleto, a nicleos y a otros componentes celulares (33-
35). Se sabe que una célula determinada generalmente expresa diversas isoformas de
PKC. Muchas de estas isoformas se encuentran localizadas en estructuras celulares
especificas en su forma inactiva. Estudios bioquimicos ¢ inmunocitoquimicos, indican
"que la actividad biolégica de las PKCs estd fuertemente regulada por su localizacicn
celular (1, 36). Utilizando también microscopia convencional o confocal de fluorescencia
ha sido posible observar que cada isoforma, una vez activada, se redistribuye a una
localizacién celular especifica y muchas veces distinta a las isoformas restantes, por lo
que se presume que cada una realiza funciones especificas.

La incorporacién y utilizacién de nuevas técnicas estd permitiendo descubrir
mecanismos de activacién y redistribucion de las diversas isoformas de proteina cinasa
C, que hacia algunos afios todavia eran desconocidos (37, 38). Recientemente, ha sido
posible observar la translocacion de isoformas de PKCs mediante la utilizacion de
proteinas de fusién, en donde la isoforma de PKC es expresada transitoriamente en
células transfectadas con la secuencia correspondiente a la isoforma de PKC fusionada a

la de una proteina fluorescente verde (GFP) come marcador. Con esta técnica, se ha
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observado la translocacién de la PKCy-GFP del citoplasma a la membrana plasmatica en
células COS-7 estimuladas bajo diferentes condiciones: cuando se estimulé a las células
con TPA se produjo una translocacién unidireccional, mientras que cuando se utilizé un
iondforo de calcio (A23187), se produjo una translocacion reversible (39).

Los resultados obtenidos en los estudios de redistribucién de la PKC, han servido
también para proponer la funcién que puede tencr una isoforma determinada en un
compartimento celular especifico. Algunos ejemplos son los estudios realizados con la
PKCq, la cual se ha demostrado que se encuentra principalmente en contactos focales
de fibroblastos REF52 no estimulados. Una vez que se lleva a cabo su activacidn, la
cinasa se transloca al perinucleo {40).

En estudios realizados en fibroblastos Rat-1, se ha demostrado que la PKC o se
encuentra altamente concentrada en estructuras caveclares de células no estimuladas, La
realizacién de experimentos de fosforilacién in vitro ha sugerido que la enzima se
encuentra constitutivamente activa en estos compartimentos. Por lo tanto, la toma de
moléculas por las caveolas estd relacionada a su actividad.y, por tanto, PKC o puede
jugar un papel clave en la internalizacion de las caveolas (36).

Asimismo, utilizando microscopia de fluorescencia ha sido posible observar la
translocacién de diferentes isoformas de PKC en células eritroleucémicas murinas
(MEL). De las seié isoformas expresadas en estas células (o, 5, €, |, &, 0), unicamente la
PKC 0 esta localizada en las asas mitdticas de células MEL en divisién. Esta isoforma es
translocada del nilcleo al citosol en células MEL que no estin en crecimiento y que han
sido tratadas con ésteres de forbol. Este evento es acompafiado por la fosforilacién de la
cinasa seguida de su “down-regulation”. De acuerdo a estos estudios se ha propuesto que
la PKC 0, a diferencia de las otras isoformas, juega un papel en el progreso del ciclo .
celular (41).

También ha sido posible estudiar el proceso de iranslocacién de la PKC3 y su
papel en la regulacion del ciclo celular en células COS-7 y CHO-K1 en cultivo (42). En
este caso se estimuld a las células con 3 agentes diferentes: i) con ATP, ii) con TPA vy iii)
con H,Q; El estimulo con ATP causé una translocacion transitoria a la membrana
plasmitica por 30 segundos y una subsecuente retranslocacién al citosol. El TPA indujo
una lenta translocacién de la PKC3-GFP a las membranas y esta fué unidireccional.
Interesantemente, €l tratamiento con H,O; no produjo translocacién de la cinasa, pero

aumento su actividad mas de tres veces.
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Como se muestra en estos trabajos, existen diferentes patrones de redistribucién
de 1a PKC y no necesariamente la activacién requiete de redistribucién de la enzima, por
lo que el estudio de los diferentes mecanismos involucrados en la translocacién y

activacion de las diversas isoformas de PKC es complejo.

Interaccién de PKC con proteinas,

La observacién de que la interaccién estable de la PKC activada con las
membranas se inhibia cuando éstas eran tratadas con tripsina, sugirié que las proteinas de
membrana podian unir a la forma activa de la PKC (43).

Con respecto a la interaccidén de 1a PKC activa con proteinas, cada vez es mis
claro que la ﬁresencia de motivos o mddulos en las proteinas es la que esta jugando un
papel crucial en la localizacién precisa de elementos que se comparten en las cascadas de
transduccion evitando una intercomunicacién innecesaria, ya que por' la presencia de
estos motivos en las proteinas, se pueden llevar a cabo interacciones especificas proteina-
proteina. Se han encontrado proteinas adaptadoras que forman complejos
multienzimaticos con cinasas y/o fosfatasas que se usan en mis de una via de
sefializacién, manteniendolas en sitios especificos en los que solo ticnen acceso a
sustratos localizados en ese lugar (44).

QOtras evidencias han mostrado que cuando se activa la PKC se asocia con
proteinas de la fraccién particulada, probablemente del citoesqueleto, asi como con
proteinas nucleares (3, 45).

Se han reportado hasta ahora un gran niimero de proteinas que interaccionan
con PKC utilizando diversas técnicas. Entre las més utilizadas estan: i) los ensayos de
“overlay” (una modificacidn de un Westém Blot, en el que se utiliza a la PKC pura, en
lugar de un anticuerpo, como sonda para revelar a las bandas de proteinas a las cuales se
une la PKC), ii) la técnica de “interaction cloning” (la cual utiliza a la PKC como una
sonda para identificar secuencias de cDNA dentro de una biblioteca de cDNA), v iii) el
andlisis genético de doble hibrido en levaduras para analizar las interacciones proteina-
proteina.

Por estos métodos se ha encontrado que la PKC se une a proteinas adaptadoras
de diversas formas. Un grupo de ellas son proteinas que pueden unir directamente

fosfatidilserina y que son sustratos de la PKC. Entre estas proteinas se encuentran: talina,




vinculina, MARCKS (los sustratos miristoilados de cinasa C ricos en alanina), AKAP 79
y gravina/AKAP 250 (llamadas asi ya que originalmente se les descubri6 come proteinas
que se anclaban a la proteina cinasa A y que eran dependientes de las concentraciones de
AMPc), SBRC (un producto génico relacionado a sdr que une cinasa C) y Btk (“Bruton
tyrosine kinase™).

Las proteinas MARCKS son de los sustratos mejor caracterizados de la PKC
(40). Se ha observado que su union a la cinasa disminuye cuando esta se encuentra
fosforilada y diversos estudios sobre los patrones de expresion de MARCKS durante el
desarrollo del cerebro, utilizando ratones transgénicos, sugieren que estas proteinas
puedan ser importantes en los eventos de reconocimiento célula-célula a través del
desarrollo.

La familia de proteinas AKAPs ha sido también identificada como proteinas
que interaccionan con PKC. AKAP 79, una proteina neuronal altamente expresada en
ciertas regiones del cerebro humano, asi como su homdlogo en rata (AKAP 150), ha sido
estudiada recientemente en células de insecto 821 (47). AAP 79 se asocia, in vitro e in
vivo, con isoformas convencionales, nuevas y atipicas de la PKC y se ha mostrado que no
se requicre de los activadores lipidicos de la cinasa ni de la misma cinasa activa para que
se lleve a cabo la interaccién. Dado que la PKC esta inactiva cuando se une a AKAP 79,
se cree que el sitio activo de la cinasa pueda participar en las interacciones proteina-
proteina. En este estudio se demostrd que un péptido de AKAP 79 (aminodcidos 31-52)
se une en o muy cerca del surco de unidn al sustrato en el centro catalitico de la PKC 8I1.
Esta interaccion inhibe la actividad de cinasa de la enzima, ya que el péptido es r\ico en
residuos basicos los cuales representan determinantes clave en las interacciones PKC-
pseudosustrato, por lo que se comporta como una regioén pseudosustrato.

SBRC es un sustrato de PKC que se une al dominio regulatorio de la enzima de
una manera dependiente de fosfatidilserina y es fosforilada in vivo después de la
activacién de 1a PKC por PMA. La unién de esta proteina parece que no es exclusiva para
la PKCS3, ya que también une a la PKCa (48). La cinasa Btk también une a todas las
isoformas de PKC de una manera dependiente de lipidos y se ha sugerido que esta
proteina une la forina inactiva o por lo menos la no completamente activa de la PKC.
Estudios recientes han dcmoslrado que ¢l dominio Ci de las isoformas de PKCc, PKCn y

PKCa se une al dominio de homologia a plecstrina de Btk (49).
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Un segundo grupo de proteinas adaptadoras a PKC son las llamadas RACKs
(dehominadas asi por receptor for activated C kinase) identificadas por primera vez por
Mochly-Rosen et al (50). Estas proteinas estan presentes en la fraccidn particulada y han
sido descritas como proteinas que unen solamente a la forma activa de la PKC de una
manera especifica y saturable. A la fecha se han identificado tres RACKs en membranas
de cerebro y de corazén de rata (50 y 51) y se han identificado también al menos 7
proteinas que se comportan como RACKs en la fraccién insoluble en Tritén X-100 de
hepatocitos de rata (4). Hasta ahora dos RACKSs han sido clonadas y el anilisis de su
secuencia muestra que pertenecen a la superfamilia de proteinas que tienen el dominio
WD-40, que incluye a la subunidad beta de proteinas G (52, 33). Acorde con esto,
también se ha observado que existe una reactividad inmunoldgica cruzada entre las
RACKs identificadas en hepatocitos de rata y la subunidad beta de las proteinas G (54).
La unién PKC-RACKs es una unién dependiente de fosfolipido y se sugiere que esto
puede servir para estabilizar la ascciacién de la enzima con sitios especificos de la
membrana. Sin embargo, se ha observado que un puente de fosfatidilserina no es
suficiente para la unién de la PKC a las RACKSs, por lo que se requiere de una interaceién
directa proteina-proteina (51). Esta unién no se inhibe por un peptido sustrato, indicando
que el sitio de unién a la RACK en la PKC es distinto a! sitio de unién a sus sustratos
" (figura 8). RACK1 es una proteina de 36 kDa que fue clonada a partir de cerebro de rata,

no es sustrato de PKC y se ha sugerido que sea una RACK especifica para PKCPII, ya
que colocaliza con esta isoforma en el perinlicleo de miocitos cardiacos (50). El sitio de
unién a RACK]1 ha sido mapeado en el dominio C2 de las PKCc (aminoacidos 186-198,
209-216 y 217-226) y estudios de resonancia magnética nuclear y rayos X del dominio
C2, sugicren que las secuencias correspondientes a los sitios de unién a RACK1 en PKC
estdn sobre tres cadenas P expuestas en este dominio (17). Por otra parte,se ha
encontrado que PKCg se une a actina filamentosa (F-actina) en condiciones in vitro y en
- sinaptosomas (55) y ya que esta unién se lleva a cabo inicamente con la forma activa de
la PKCe, parece ser que F-actina tiene las caracteristicas de ser una RACK para esta
isoforma. El sitio de Gnién a F-actina tia sido mapeado en el dominio C1 de PKCs
(aminozcidos 223-228), sin embargo existen evidencias que indican que la union de las
isoformas de PKCn a sus RACKSs se lleva a cabo mediante el dominio V1 (56). El sitio

de union a RACK sobre PKCeg ha sido mapeado en los aminoicidos 14-21. Un



Posible sitio de

unién a RICKs Dominio PKC Inactiva
pseudosustrato
% Y 1N et ip S
_ . VN
Sitio de unién Sitio de unién
aRACK al sustrato

PKC Activa

Dominio
pseudosustrato

Sitio de unidn
al sustrato

R
Sitio de unién
a RACK

DG

Figura 8. Modelo de¢ Ia interaccién de PKC con proteinas adaptadoras (tomado de la ref11). Este modelo describe
la unién de RICKSs con la forma inactiva de PKC y la unidn de RACKs con la forma activa de PKC. Los sitios de las
interacciones proteina-proteina estin ejemplificados en el dominio regulador, sin embargo, hay sitios adicionales
presentes en el dominio catalitico.
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péptido correspondiente a esta secuencia inhibe selectivamente la translocacidn de PKCe
y no 1a de otras isoformas (57).

Un tercer grupo de proteinas que también interaccionan con PKC son los llamados
RICKs (receptores para la cinasa C inactiva) (14). Estas proteinas no requieren ser
sustratos de la PKC, y se ha demostrado que unen preferencialmente la forma inactiva de
la cinasa. El mecanismo de disociacién es muy semejante al de las proteinas AKAPs en
donde la PKA se disocia de la AKAP después de una elevacion en las concentraciones de
AMPc. En ¢l caso de los RICKs, se ha observado que el éster de forbol PMA u otros
activadores promueven su disociacién de la PKC.

Por ultimo se pueden citar un grupo de proteinas llamadas STICKS (sustratos que
interaccionan con cinasa C) (58). Estas son proteinas de alto peso molecular que se ha
encontrado que se unen a PKC en fibroblastos REF 52. La PKC directamente
interacciona y fosforila a la proteina modificando las funciones de este grupo de
proteinas. Entre estas se encuentran las aducinas, proteinas que poseen subunidades con
un dominio relacionado a las proteinas MARCKS. Este dominio, presente en @, B y ¥
aducina une calmodulina y contiene el principal sitio de fosforilacién para la PKC. Las
aducinas son proteinas de citoesqueleto que facilitan las interacciones entre espectrina y
actina para formar el esqueleto membranal subcortical. Estos estudios han dado evidencia
de una actividad de PKC endégena incrementada en células con oncogenes alterados y
han sugerido que la fosforilacion de las aducinas por PKC tiene una influencia directa en

la organizacion del! citoesqueleto celular (59).

IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Con base en lo anterior y dado que en hepatocitos de rata se coexpresan 7 isoformas
de PKC, es de gran importancia la identificacién y caracterizacién de proteinas que
interaccionan con las PKC. Con este estudio se podra determinar si esta interaccién se lleva
a cabo con algunas o con todas las isoformas de PKC y si se lleva a cabo en condiciones in

vitro e in vivo.
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péptido correspondiente a esta secuencia inhibe selectivamente la translocacién de PKCe
¥ no la de otras isoformas (57).

Un tercer grupo de proteinas que también interaccionan con PXC son los Hamados
RICKs (receptores para la cinasa C inactiva) (14). Estas proteinas no requieren ser
sustratos de la PKC, y se ha demostrado que unen preferencialmente la forma inactiva de
la cinasa. El mecanismo de disociacién es muy semejante al de las proteinas AKAPs en
donde la PKA se disocia de la AKAP después de una elevacion en las concentraciones de
AMPc. En el caso de los RICKs, se ha observado que el éster de forbol PMA u otros
activadores promueven su disociacién de la PKC.

Por Gltimo se pueden citar un grupo de proteinas llamadas STICKS (sustratos que
interaccionan con cinasa C) (58). Estas son proteinas de alto peso molecular que se ha
encontrado que se unen a PKC en fibroblastos REF 52. La PKC directamente
interacciona y fosforila a la proteina modificando las funciones de este grupo de
proteinas. Entre estas se encuentran las aducinas, proteinas que poseen subunidades con
un dominio relacionado a las proteinas MARCKS. Este dominio, presente en o, B y ¥
aducina une calmodulina y contiene el principal sitio de fosforilacién para la PKC. Las
aducinas son proteinas de citoesqueleto que facilitan las interacciones entre espectrina y
actina para formar el esqueleto membranal subcortical. Estos estudios han dado evidencia
de una actividad de PKC endbégena incrementada en células con oncogenes alterados y
han sugerido que 1a fosforitacion de las aducinas por PKC tiene una influencia directa en

la organizacidn del citoesqueleto celular (59).

1V, JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Con base en lo anterior y dado que en hepatocitos de rata se coexpresan 7 isoformas
de PKC, es de gran importancia la identificacion y caracterizacion de proteinas que
interaccionan con las PKC. Con este estudio se podra determinar si esta interaccién se lleva
a cabo con algunas o con todas las isoformas de PKC vy si se lleva a cabo en condiciones in

Viiro € in vivo.



V. HIPOTESIS

La hipétesis del presente trabajo seré que, al igual que en otros sistema celulares, las

proteinas identificadas interaccionen con la proteina cinasa C activa de manera isoforma-

especifica tanto in vivo como in vitro y que presenten algunas caracteristicas comunes con

las proteinas ya clonadas.

1)

2)

3

4)

5)

6)

7

VI. OBJETIVOS

El objetivo central del presente trabajo es el de llevar a cabo la caracterizacién
bioquimica de la interaccién de diversas proteinas con la proteina cinasa C, utilizando
como modelo experimental a hepatocitos de rata, para evaluar las posibles consecuencias
fisiologicas de su interaccidn. Para ello se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

Identificar a proteinas que interaccionan con la PKC en hepatocitos de rata utilizando
ensayos de “overlay”. .
Establecer un método adecuado de purificacién a homogeneidad de las proteinas que
evite su degradacién.
Caracterizar bioquimicameitte a estas proteinas, determinando su contenido de
aminoécidoes, sus pesos moleculares, su pf, as{ como su contenido de carbohidratos.
Establecer la identidad de estas proteinas obteniendo la secuencia de sus extremos amino
y comparandola con bancos de secuencias conocidas.

Determinar qué tipo de interaccién se lleva a cabo con la PKC. Si se da dnicamente con
la forma activa o si se lleva a cabo también con la forma inactiva de la cinasa.

Determinar la especificidad de la interaccién con la PKC, y si se lleva a cabo con
cualquier isoforma o si es especifica para cada una.
Determinar si estas proteinas ademas de unir PKC, son sustrato de ella in vitro vy si esto es
cierto, establecer si la fosforilacion de la proteina se lleva a cabo por una isoforma

determinada.
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V. HIPOTESIS

La hipétesis del presente trabajo sera que, al igual que en otros sistema celulares, las

proteinas identificadas interaccionen con la proteina cinasa C activa de manera isoforma-

especifica tanto in vivo como in vitre y que presenten algunas caracteristicas comunes con

las proteinas ya clonadas.
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7

VI. OBIETIVOS

El objetivo central del presente trabajo es el de llevar a cabo la caracterizacion
bioquimica de la interaccién de diversas proteinas con la proteina cinasa C, utilizando
come modelo experimental a hepatocitos de rata, para evaluar las posibles consecuencias
fisiologicas de su interaccién. Para ello se plantearon los siguientes objetivos

particulares;

Identificar a proteinas que interaccionan con la PKC en hepatocitos de rata utilizando
ensayos de “overlay”. ]
Establecer un método adecuado de purificacién a homogeneidad de las proteinas que
evite su degradacién.
Caracterizar bioguimicamente a estas proteinas, determinando su contenido de
aminodcidos, sus pesos moleculares, su pf, asi como su contenido de carbohidratos.
Establecer la identidad de estas proteinas obteniendo la secuencia de sus extremos amino
y comparandola con bancos de secuencias conocidas.

Determinar qué tipo de interaccion se lleva a cabo con la PKC. Si se da tnicamente con
la forma activa o si se lleva a cabo también con la forma inactiva de la cinasa.

Determinar la especificidad de la interaccién con la PKC, y si se lleva a cabo con
cualquier isoforma o si es especifica para cada una.
Determinar si estas proteinas ademas de unir PKC, son susirato de ella in vitro y si esto es
cierto, establecer si la fosforilacién de la proteina se lleva a cabo por una isoforma

determinada.
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Estudiar si 1a unién a PKC y la fosforilacién de estas proteinas se llevan a cabo también
in vivo para ver si la interaccidn puede tener relevancia fisioldgica,
Clonar y expresar alguna de las proteinas identificadas, para estudios posteriores de los

determinantes moleculares inplicados en 1a interaccién con PKC.

VII. MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada en la realizacién de los experimentos se encuentra
descrita en los articulos que se muestran como parte integral de esta tesis, y que aparecen
incluidos en la seccién de resultados, A continuacién se mencionardn algunas técnicas
que se utilizaron para la obtencion de resultados adicionales del trabajo de tesis y que no

se describieron en los articulos presentados.

Clonacién y expresion de los genes para la calreticulina y para una proteina
asociada a SF2.

Para llevar a cabo la clonacidn del gen de calreticulina, se llevd a cabo primero un
andlisis de la estructura primaria del gen para posteriormente, con base en la secuencia de
bases del RNAm, disefiar un par de oligonucledtidos sintéticos para ser utilizados como
cebadores (“primers”) en RT-PCR abarcando el marco de lectura completo de la proteina.
Se disefiaron los primers modificando la secuencia original del gen para generar un sitio
de restriccién que permitiera clonar al gen de una manera dirigida. Con los primers
sintetizados se procedid a realizar el ensayo de RT-PCR utilizando para ello RNA
obtenido de higado de rata. Una vez obtenido el producto de PCR correspondiente al gen
de calreticulina, éste se purificé y se cortd con la enzima Xba I para clonar de manera
dirigida en el plasmido vector pFasBac Hitc.

En el caso del gen para la proteina de 32 Kda asociada al factor de procesamiento
de RNAm SF2, las clonas correspondientes a la secuencia nucleotidica completa o
parcial de la proteina s¢ obtuvicron de una biblioteca de ¢DNA de embrién de rata
disponibles en Research Genetics Inc. Esta proteina fue clonada en el vector pGEX1, el

cual es un vector de expresion para proteinas de fusién que expresan un gen clonado
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Estudiar si la union a PKC y la fosforilacién de estas proteinas se llevan a cabo también
in vivo para ver si la interaccién puede tener relevancia fisiolégica,
Clonar y expresar alguna de las proteinas identificadas, para estudios posteriores de los

determinantes moleculares inplicados en la interaccién con PKC.

VII. MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada en la realizacién de los experimentos se encuentra
descrita en los articulos que se muestran como parte integral de esta tesis, y que aparecen
incluidos en la seccién de resultados. A continuacién se mencionarin algunas técnicas
que se utilizaron para la obtencion de resultados adicionales del trabajo de tesis y que no

se describieron en los articulos presentados.

Clonacién y expresion de los genes para la calreticulina y para una proteina
asociada a SF2.

Para llevar a cabo la clonacion del gen de calreticulina, se llevé a cabo primero un
an4lisis de la estructura primaria del gen para posteriormente, con base en la secuencia de
bases del RNAm, diseiiar un par de oligonucleétidos sintélicos para ser utilizados como
cebadores (“primers”) en RT-PCR abarcando el marco de lectura completo de la proteina.
Se disefiaron los primers modificando la secuencia original del gen para generar un sitio
de restriccién que permitiera clonar al gen de una manera dirigida. Con los primers
sintetizados se procedid a realizar el ensayo de RT-PCR utilizando para ello RNA
obtenido de higado de rata. Una vez obtenido el producto de PCR correspondiente al gen
de calreticulina, éste se purificéd y se cortd con la enzima Xba I para clonar de manera
dirigida en el plasmido vector pFasBac Htc.

En el caso del gen para la proteina de 32 Kda asociada al factor de procesamiento
de RNAm SF2, las clonas correspondienies a la secuencia nucleotidica completa o
parcial de la proteina se obtuvieron de una biblioteca de ¢eDNA de embrién de rata
disponibles en Research Genetics Inc. Esta proteina fue clonada en el vector pGEX1, el

cual es un vector de expresidn para proteinas de fusion que expresan un gen clonado
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de la proteina de fusidén GST. Después de la induccién con IPTG, se elimina
la represién y la proteina de fusion GST se expresa,
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como una proteina de fusién a glutatién S-transferasa (GST) (figura 9). Las clonas
positivas sé seleccionaron en medios con ampicilina. Se realiz6 un precultivo con las
colonias transformadas incubando 16 horas a 37°C y se indujo la expresion de la proteina
de fusién afiadiendo 0.4 mM de IPTG. La proteina de fusion se purificé después de lisar
a las células por sonicacion y cargando el lisado a una columna de GST-sefarosa. La
proteina se expresara en células Sf2 1 de insecto o en células HepG2 de la misma manera

descrita en el parrafo anterior (60, 61).



VIII. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la realizacién de la tesis estin descritos en los
articulos anexos.
Ademis de estos, se incluyen algunas figuras de resultados que no fueron

incluidos en estos articulos.

Resitmen:

Se detectaron previamente por lo menos siete proteinas que unian a PKC activa en una
fraccién insoluble en Tritén X-100 de hepatocitos de rata (4). A la fecha solo se habia
descrito un método de purificacion de proteinas RACKs a partir de una fraccién insoluble
en detergente de cerebro de rata adulia (62). Este método consiste de una precipitacién con
sulfato de amonio y cromatografia en columnas de intercambio catidnico y fenil sefarosa.
En nuestro trabajo (trabajo 1) se desarrollé un método de purificacion para las proteinas
expresadas en los hepatocitos de rata aprovechando su capacidad para precipitar en
soluciones con Tritén X-100.

De acuerdo a los objetivos planteados, los resultados obtenidos en la primera parte

del trabajo de tesis, pueden resumirse de la siguiente manera:

1) El método descrito anteriormente favorecié la purificacion de proteinas de bajo peso
molecular (14, 15.3, 16.1 y 34.4 Kda). Al realizar la segunda pfccipitacién se enriquecid
significativamente a dos proteinas: la de 14 Kda y las de 15.3 y 16.1 Kda, las cuales
migraron como un doblete. Las proteinas de mayor peso molecular se perdieron
considerablemente ¢n el sobrenadante de esta segunda precipitacion (Prot. Expres. Pur.

(1997) 10: 32-37, figura 2).

2) Se realizé una prueba del contenido de carbohidratos de las proteinas purificadas
utilizando un kit de deteccién de glicanos (Boehringer Mannheim). Ninguna de las
proteinas probadas di6 una sefial positiva, lo que indicé que no se trataba de -

glucoproteinas (resultados no mostrados).
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La fraccién obtenida de 1a primera precipitacién mostrd la presencia de proteinas con un
peso molecular mayor a las obtenidas en la segunda precipitacién. Con el fin de obtener
a estas proteinas puras, se decidié modificar los gradientes de elucién de la columna de
DEAE-celulosa por un gradiente semilineal (de 0 a 0.3 M y de 0.3 a 0.5 M de NaCl).
Los resultados de esta parte de la purificacién nos permitieron obtener una fraccién muy
enriquecida de una proteina con un peso molecular aproximade de 32 kDa y una
proteina de 60 kDa. Estas fracciones fueron también obtenidas por electroelucién y el
grado de pureza fue evaluado también por SDS-PAGE tefiido con 1a técnica de nitrato de

plata (resultados no mostrados).

Una vez obtenidas las proteinas en forma pura, se sometieron a un anilisis de
aminoicidos realizado por la W. M. Keck Foundation Biotechnology Resource
Laboratery Facility en la Universidad de Yale. En este andlisis se observé que para las
proteinas de 15.3 y 16.1 kDa la composicién y el % relativo de cada amino4cido fueron
semejantes excepto en el contenido de serinas y treoninas. Esto sugirid que
probablemente la proteina de 15.3 kDa fuera un derivado de protedlisis de la de 16.1
kDa (Prot. Expres. Pur. (1997) 10: 32-37, tabla 2).

Con los datos obtenidos, se realizd un analisis con el programa PROPSEARCH para

determinar la posible identidad de estas proteinas. Este andlisis arroja resultados en

porciento de identidad de la composicién de aminecicidos entre dos o mas proteinas

distintas. Un valor cercano al 100% hablaria de que ambas proteinas son muy parecidas, sin

que esto signifique que se trate de la misma. Esto se confirma posteriormente, con la lectura

de su secuencia. Los analisis del PROPSEARCH resultan utiles para aquellas proteinas en

las cuales el extremo amino se encuentra bloqueado, ya que el valor del porcentaje de

identidad pgenera una idea sobre qué proteina es.

Los resultados obtenidos de acuerdo a este analisis son los siguientes:

PROT. IDENTIDAD
(kDa) (o)
14 - Histona H4
(50

- Histona H2B
153 (90)

- Histona H2B
16.1 {100}
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- Aldolasa

- Endonucleasa

34.4 -Desoxirribonucleasa
(82)

5} Para establecer la identidad de las proteinas, se secuencié ef extremo amino de por lo
menos cuatro proteinas purificadas (de 15.3, 16.1, 32 y 60 Kda). La secuenciacién se
realizé en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, UNAM. Las
proteinas de 34.4 y 38 Kda presentaron el extremo amino bloqueado. La secuencia de
cada protefna se compard con un banco de secuencias en el programa SwissProt. Los

resultados fueron los siguientes:

PROT. (kDa) SECUENCIA IDENTIFICACION

1 DGKKRLRSRKESYSVYVYKG 20
15.3 Similitud: - HISTONA H2B
25 DGKKRKRSRKESYSVYVYKY 44

1 AVTKQKKDGKKRKRSRKESYSV 23
16.1 Similifud: - HISTONA H2B
18 AVTKQKKDGKKREKRSRKESYSVY 29

| LHTEGDKAFVEFLTDEIKEE 20 PROTEINA ASOCIADA AL
32 Sirnilitud: SPLICING FACTOR SF2
74 LHTDGDKAFVDFLSDEIKEE 93

™) _(G)
1 DPAIYFKEQFLDGDAXTNRX 20 ,
60 Similitud: CALRETICULINA
18 DPATYFKEQFLDGDA 32

De las proteinas identificadas, dos poseen caracteristicas muy interesantes. Estas
proteinas son: una proteina de 32 Kda asociada a un “splicing factor” SF2, y otra
identificada como calreticulina (CRT), de 60 Kda. Ambas proteinas son 4cidas y
perienecen a la superfamilia de proteinas con motivos WD-40, de manera semejante a las
RACKs clonadas.

De acuerdo al interés por estudiar la interaccion de estas proteinas con la PKC, los

resultados obtenidos en la segunda parte del trabajo de tesis son los siguientes:

a} Se purificé a homogencidad a la CRT por dos métodos diferentes: 1) a partir de una

fraccién insoluble en Tritén X-100 de hepatocitos de rata y una electroefucion (método
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descrito en Prot. Expres. Pur. (1997) 10: 32-37) y 2) por el método reportado por
Milner, et al {63), el cual se basa principalmente en precipitaciones con sales de
* amonio, precipitaciones isoeléctricas y cromatografia de intercambio iénico (descrito

en Biochem. J (1999) 344: 469-475),

b) E! rendimiento obtenido de la CRT purificada por el método de Milner, et al,
proporciond la cantidad de proteina necesaria para la caracterizacién bioquimica de su
interaccién con PKC. La CRT purificada por nuestro método se evidencié como una
sola banda que migra con un peso molecular de 60 Kda. Esto fue asi, ya que se
recuper$ finalmente por electroeluciéon después del gradiente semilineal empleado.
Sin embargo, la CRT obtenida por Milner et al se evidencié como un doblete que
migra con un peso molecular de 60 y 55 Kda respectivamente sugiriendo la presencia
de dos formas moleculares de CRT (Biochem. J (1999) 344: 469-475, figura 1).

¢) Se confirmé la identidad de la CRT purificada por ambos métodos mediante un ensayo
de Western Blot utilizando un anticuerpo dirigido contra el extremo carboxilo de la

CRT humana (péptido QAKDEL) (Biochem. J (1999} 344: 469-475, figura 1).

d) Con la CRT pura, se realizaron ensayos de unién a PKC in vitro. En estos ensayos se
utilizé una fraccién de isoformas de PKC parcialmente pura para determinar cuél de
ellas se unia a calreticulina. Esto se llevd a cabo utilizando la técnica de overlay con
anticuerpos especificos dirigidos contra cada isoforma de PKC. Los resultados
obtenidos demostraron que la CRT es capaz de unir a todas las isoformas expresadas
en hepatocitos de rata en presencia de fosfatidilserina, 1,2-dioleina y CaCl;. Sin
embargo, la PKC o unié fuertemente las dos formas de la calreticulina (la de 60 y la
de 55 Kda), mientras gue la PKC P, & y € unieron principalmente a la forma de 55 kDa
y laPKC 8, E v u a la forma de 60 Kda (Biochem. J (1999) 344: 46%-475, figura 2).

e) Dado que la interaccion de la CRT se lleva a cabo in vitro con todas las isoformas de
PKC expresadas en hepatocitos de rata, se probé si esta proteina podia ser fosforilada
por la cinasa, es decir, si ademas de interaccionar con ella servia como un sustrato de
la PKC. Los ensayos in vitro, utilizando inmunoprecipitados de cada isoforma de

PKC, demostraron que la CRT es un excelente sustrato de todas las isoformas de



22

cinasa, incluyendo la PKCp la cual posee algunas caracteristicas estructurales y
funcionales distintas a las otras isoformas. Esta fosforilacién fue dependiente de los
cofactores especificos para la cinasa C. Es importante mencionar que la fosforilacién
de la calreticulina fue mds eficiente que la observada para la histona H1-ILIS, tipico

sustrato de PKC, utilizada como control positivo (Biochem. J (1999) 344: 469-475,
figura 3).

f) Se determiné si la CRT es capaz de asociarse con las isoformas de PKC in vivo. Para
ello, se utilizaron hepatocitos de rata intactos los cuales se incubaron en presenciz o en
ausencia de activadores de la PKC (1uM de PMA para activar directamente a la cinasa
o 10 pM de adrenalina +10 uM de propanolol para activar a la PKC via receptores a1
adrenérgicos). Se analizaron los inmunoprecipitados de CRT utilizando anticuerpos
especificos contra cada isoforma de PKC. Estos resultados mostraron que la CRT
inmunoprecipitd con las isoformas de PKC «, B, 8, £ y (1 pero no con las PKC 8 y g,
por lo que la interaccion calreticulina-PKC si se lleva a cabo en las células in vivo.
Ademis, los resultados obtenidos en hepatocitos control y activando a la PKC por
ambas vias, sugieren que la CRT esti constitutivamente asociada con estas isoformas

de PKC in vivo, ya que en ambas condiciones se revela la presencia de la CRT
(Biochem. J (1999) 344: 469-475, figura 4).

g) Se determiné también si la CRT, es fosforilada por isoformas de PKC activa en células
intactas. Esto se realizd con células marcadas metabélicamente con [32P] ortofosfato
y estimuladas con 1uM de PMA o 10 pM de adrenalina +10 uM de propanolol en
presencia 0 ausencia de un inhibidor especifico de PKC permeable a las células (Ro
31-8220). Los resultados obtenidos, inmunoprecipitando a la calreticulina y
analizando la autoradiografia correspondiente, mostraron un incremento en la
fosforilacion de ambas formas moleculares de calreticulina (la de 60 y 55Kda) como
resultado de la activacién de PKC. Esta fosforilacién no se llevd a cabo cuando se
utilizé e inhibidor especifico para la PKC (Biochem. J (1999) 344: 469-475, figura 3).

Actualmente, hemos obtenido avances en los experimentos de clonacién y
expresion de la proteina de 32 Kda asociada al factor de “splicing” SF2 y de calreticulina.

Con respecto a los resultados obtenidos en esta parte del trabajo, con la proteina de 32
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Kda, se realizé un curso temporal de la expresion de esta proteina como una proteina de
fusidn a GST en bacterias DH5c: y BL21. E! tiempo éptimo de expresién para la proteina
fue de 2.5 h posterior a la induccién con 0.4 mM de IPTG. La proteina SP32-GST migré
en SDS-PAGE como una proteina de 55 Kda (figuras 10 y 11, resultados no publicados).

Para determinar si la proteina de 32 Kda une a las isoformas de PKC expresadas
en hepatocitos de rata, se realizaron experimentos de “overlay” utilizando a la proteina de
fusion purificada por afinidad en una columna de GST-sefarosa. Los resultados de tres
experimentos distintos mostraron que todas las isoformas de PKC son capaces de unir a
la proteina de 32 Kda. Sin embargo se observan tres patrones de unidn distintos: 1) el
caso de las isoformas de PKC «, B y 1 las cuales unicron a la proteina de manera
independiente de cofactores de la cinasa, 2) a diferencia de las anteriores, las isoformas
de PKC @ y & unieron méas fuertemente a la proteina de fusién y esta unién es
independiente de cofactores y 3) las isoformas 8 y € unen a la proteina pero de manera

aparentemente dependiente de cofactores (figura 12 a y b, resultados no publicados).
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It hos been proposed that protein kinase C may be
largeted to specific locations via interactions with an-
choring proteins located at various subeellular sites.
A group of proteins collectively termed RACKs (Recep-
tors for Activated C-Kinase) have been identified.
Here, we made use of a rapid and simple method to
purify several RACKs from rat hepatocytes, taking ad-
vantage of the ability of these proteins to be precipi-
tated with Triton X-100. The method can be used for
the isolation of other proteins that share these proper-
ties. Four proteins were purified to apparent homoge-
neity with M, values of 14, 15, 16, and 34 kDa. Aniino
acid composition and biochemical characteristics of
these proteins are presented. © 1997 Academic Preas

Protein kinase C (PKC)* is a family of enzymes that
transduces a plethora of signals promoted by lipid hy-
drolysis. It often has been observed that, upen cell stim-
ulation, primarily cytosolic PKC is associated to mem-
brane compartments, but despite extensive studies, the
mechanism of activation of PKC is not fully understood
as yet (1-4). Although all members so far identified of
the PKC family require phosphatidylserine for activa-
tion, other lipid mediators exert profound positive or
negative effects on each PKC isoform (4). Several mod-
s1s of PKC —membrane interaction have been proposed
'5,6). A role of proteins that may target the activated
PKC molecule to specific sites has been postulated re-
zently by the identification of several PKC-binding pro-
teins that may act as receptors for the activated form
of PKC. These have been termed RACKs (Receptors for
Activated C-Kinase) and show phospholipid-dependent
binding to PEC that could serve to stabilize the associa-

1 Abbreviations used: PKC, protein kinase C; RACKs, receptors for
activated C-kinase; p/, isoelectric point; DIG, digoxigenin; G-protein,
juanine nucleotide binding protein; PVDF, polyvinylidene diftuoride.
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tion of the active enzyme to specific locations in the
cells (7-11).

To date, three putative RACKs have been identified
in membranes from adult rat brain and heart (9,10)
and at least seven proteins that behave like RACKs
in a Triton-insoluble fraction of rat hepatocytes (11).
Recently, a 36-kDa RACK from rat brain was cloned
(12); it shares some scquence similarities with the 8
subunit of G proteins, both containing seven repeats of
the WD-40 motif (12). Similarly, we have observed that
there is immunological crossreactivity between G-pro-
tein f subunits and hepatocyte RACKs (13). Other
RACKSs have not been characterized yet, but several
lines of evidence suggest that they may be eytoskeletal
elements or associated proteins since: (i) they are pres-
ent in detergent-insoluble particulate fractions of cells,
which have been reported to be enriched in cytoskeletal
proteins (14), and (1) PKC translocates to cytoskeletal
elements upon stimulation (8,15-17). Only one method
for the purification of 28-, 30-, and 33-kDa RACKSs from
the detergent-insoluble fraction of adult rat brain has
been (briefly) outlined previously (18); this purification
procedure consists of ammonium sulfate precipitation
and chromatography over phenyl-Sepharose and cat-
ion-exchange columns. Here, we characterized some of
the RACKs we have identified previously in rat hepato-
cytes (11). The ability of these proteins to precipitate in
solutions containing Triton X-100 allowed us to purify
them to apparent homogeneity in only four steps.

MATERIAL AND METHODS

Murine menoclonal antibodies to PKC iseenzymes
were purchased from Upstate Biotechnology, Inc., or
from Seikagaku Kogyo Co.; goat anti-mouse and anti-
rabbit IgG-alkaline phosphatase conjugates were from
Bio-Rad. Leupeptin, trypsin inhibitor, phosphatidyl-
serine, 1 2-diolein, and Triton X-100 were obtained
from Sigma. DEAE-cellulose (DE-52) was from What-

1046-5928497 $25.00
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nan. The digoxigenin glycan detection kit was pur-
hased from Boehringer Mannheim.

solation of Rat Hepatocytes

Male Wistar rats (200-250 g} fed ad libitum were
_13({d. Hepatocytes were isolated by the collagenase per-
usion method deseribed by Berry and Friend (19).

“urification of RACKs

Step I: First precipitation with Triton X-100.
"reshly isolated rat hepatocytes obtained from two liv-
rs (approximately 10 g wet weight) were homogenized
vith an ultraturrax in 20 mm Tris-HCI {pH 7.5) buffer
ontaining 10 mM EGTA, 2 mm EDTA, 0.5% Triton X-
.00, and 0.1 mg/m] trypsin inhibitor. The homogenate
vas mantained at 0-5°C for 30 min before being centri-
uged at 28,000g for 20 min. All further steps were
arried out at 0-5°C. Supernatant was discarded and
>ellet resuspended in the same buffer but without Tri-
on X-100 at a protein concentration of 7 mg/ml.

Step II: DEAE-cellulose chromatography. The re-
uspended pellet was applied to a 70-ml DEAE-cellu-
ose (DE-52) anion exchange column (2.6 X 20 cm)
vhich had been equilibrated with buffer A (20 mmMm
[ris-HCL, pH 7.5). The column was washed with 500
nl of buffer A containing 0.2 M NaC), followed with
L 400-ml linear gradient of NaCl (0.2—1.2 M) in buffer
A\ plus 0.5 mm EDTA and 0.5 mM EGTA. Fractions
f 4 ml were assayed for absorbance at 280 nm, and
yeak fractions were pooled, concentrated to 40 ml
Amicon system, YM 3000 membrane), and dialyzed
igainst buffer A.

Step 3: Second precipitation with Triton X-100. The
lialized eluate was suplemented with 0.56% Triton X-
.00 and mantained for 30 min at 0-5°C before being
entrifuged at £8,000g 20 min, The supernantant was
liscarded and the pellet gently solubilized in homege-
iization buffer (20 mm Tris-HCl, pH 7.5, containing 2
nM EDTA and 10 mM EGTA) plus 1 ¥ NaOH (4:1 ratio,
inal pH 8). The preparation was aliquoted and frozen
it —20°C.

Step 4: Electroelution of RACKs. An aliquot of 0.6
nl (1.4 mg protein) of the solubilized pellet from the
yrevious step was subjected to 12.5% SDS-PAGE. The
sroteins corresponding to 14, 15, 16, and 34 kDa were
ut off the gel, taking as reference the position visual-
zed by Coomassie blue staining, molecular weight
tandards, and another sample of 50 ug solubilized pel-
et that were run in parallel. Each protein was recuper-
ited from gel slices by electroelution with electrophore-
is buffer (26 mM Tris-HCI, 189 mM glycine, 0.1% SDS,
yH 8.3} for 5 h in a final volume of 1.5 ml
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Determination of RACK Binding Activity by an

Overlay Assay

PKC binding to RACKs was determined by the
method of Wolf and Sahyoun (8} as modified by Mochly-
Rosen et al. (9). Briefly, sample protein from each puni-
fication step was separated by SDS-PAGE (12.5% gels)
and transferred to nitrocellulose membranes, which
were then blocked with 3% (w/v) BSA. Partially puri-
fied and concentrated PKC (100-200 units; 1 unit is
defined as 1 pmol of **P transferred from [v-3?PJATP
to histone per minute per milligram of protein; final
protein concentration, 0.5 mg/ml) was incubated for 1
h at 30°C with the nitrocellulose strips in blotting
buffer (50 mMm Tris-HCL, pH 7.5, 1% polyethylene glyveol,
and 0.2 M NaCl) in the presence of phosphatidylserine
{20 pg/ml), 1,2-diolein (0.8 pg/ml), and CaCly (1 mM) or
in their absence plus EGTA (0.5 mM). The PKC/blotting
buffer mixture was removed and the membranes were
washed three times with blotting buffer. Bound PKC
wag detected using anti-PKC antibodies and second
goat anti-mouse IgG antibodies conjugated to alkaline
phosphatase.

Partial Purification of PKC

PKC was purified as described previously (20).
Briefly, hepatocytes were homogenized in ice-cold
buffer (20 mm Tris-HC], pH 7.5, 10 mM EGTA, 2 mM
EDTA, 0.5% Triton X-100, 50 mm 2-mercaptoethansl,
and 0.1 mg/mi trypsin inhibitor), incubated at 4°C for
30 min, and centrifuged. Portions of the supernatant
were applied to DEAE-cellulose columns that had been
equilibrated with column buffer (20 m»m Tris-HCI. 50
mM 2-mercaptoethanol, pH 7.5) at 4°C. After washing
with column buffer, PKC was eluted with column
buffer containing 0.08 M NaCl, 2 my EDTA, and 0.1
mg/ml trypsin inhibitor. The eluate was concentrated
with an Amicon device (YM-30 membrane) and used
for overlay assays.

Detection of Sugars in Proteins

The possible content of carbohydrates in purified pro-
teins was determined by the Digoxigenin Glycan Detec-
tion Kit (Boehringer Mannheim). Adjacent hydroxyl
groups in sugars of glycoconjugates are oxidized to al-
dehyde groups by mild periodate treatment. The spacer
linked steroid hapten digoxigenin (DIG) is then
attached covalently to these aldehydes via a hydrazide
group. Digoxigenin-labeled glycoconjugates are de-
tected subsequently with an enzyme immunoassay us-
ing a digoxigenin-specific antibody conjugated to alka-
line phosphatase.

" Amino Acid Analysis and Amino-Terminal

Sequencing
The amine acid composition and the amino-terminal
sequencing of all purified RACKs were performed using
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TAELE, |
Purification of RACKs from Freshly [solated Rat Hepatocytes

Protein Binding Purification Yield
Purification step (mg) netivity® (fold) %)
{ Homogenate 2000 0.05 1 100
{II) First precipitation 512 0.195 39 26.6
(I DEAE-cellulose 64 1.56 31.2 32
(V) Second precipitation 12.4 8.06 161.2 0.62
v Electroelution, 14 kDa 2.16 46.28 5258 0.2
W Electroelution, 15-16 kDa 3.41 68.8 1178 0.31

“ One unit is defined as the minimal amount of protein (100 ug} required to bind PKC in the original homogenate (data are the mean of

six purifications with very similar results).

the services offered by the W. M. Keck Foundation Bio-
tachnology Resource Laboratory Facility at Yale Uni-
versity.

RESULTS AND DISCUSSION

We have recently reported the existence of at least
seven proteins with apparent M, values between 12
and 36 kDa that behave like RACKs in rat hepatocytes
(11). The aim of this work was to characterize the most
abundant RACKSs in these cells using an easy and rapid
purification method. In common with RACKs identified
so far in other systems, these proteins were found only
in the detergent-insoluble fraction of the cells as judged
by an overlay assay {11). This approach has been em-
ployed successfully by several authors to identify PKC-
binding proteins, some of which have been found to be
PKC substrates (12,21). In this work, we made use of
this method both to localize the proteins and to evalu-

ABSORBANCE {280nm)
SODIUM CHLORIDE (M)

10 20 30 40 0
FRACTION NUMBER

FIG. I. DEAE-cellulose chromatography profile of the Triton-insol-
uble homogenate fraction from rat hepatocytes. The column (2.5 %
20 cm) was extensively washed off with buffer (20 mm Tris, pH 7.5,
containing 0.2 M NaCl) and then eluted at a flow rate of 25 mlh with
a linear.0.2—1.2 M NaCl gradient in the same buffer plus 0.5 mm
EDTA-EGTA. Fractions of 4 m! were collected and analyzed for
their absorbance at 280 nm.

ate their binding activity at each purification step (see
Fig. 4).

Purification of Proteins That Bind Activated PKC

Since RACKs were detected only in the Triton X-100-
insoluble fraction from homogenate rat hepatocytes
(11), our starting material to purify the proteins was
this precipitate. A typical pufication procedure is sum-
marized in Table 1 in which it can be observed that the
first precipitation with Triton X-100- per se represents
a 3.9-fold enrichment over the initial homogenate. The
precipitated protein was resuspended in homogeniza-
tion buffer without Triton X-100 (20 mm Tris-HCI, pH
7.5, 10 mM EGTA, 2 mM EDTA, and 0.1 mg/ml trypsin
inhibitor). It was observed that it was easier to dissolve
the protein at alkaline pH, and thus that it probably
was negatively charged at this pH value. We reasoned,

Mrig™
- —g7
- T
® -a
- -3
- -2
-
1 2 34 1 2 3

FIG. 2 SDS-PAGE of rat hepatocyte protein derived from each
purification step. Samples [50 ug (A) or 5 ug (B)] were separated by
12.5% SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining (A} or silver
staining (B). (A) Lane 1, molecular weight standarda; lane 2, firgt
precipitate with Triton X-100; lane 3, DEAE-cellulose column chrg.
matography; lane 4, second precipitate with Triton X-100. (B} Lane
1, 16- to 17-kDa RACKSs; lane 2, 14-kDa RACK; lane 3, molecular
weight standards.
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FIG.3. Overlay assay to determine hinding of protein kinase C to
purified RACKs. Samples {12 g) from the electroelution step (lane
t, 14-kDa RACK, and lane 2, 16- to 17-kDa doublet) or from the
second precipitation with Triton X-100 (lane 3) were subjected to
SDS-PAGE (12.8% gels) and blotted onto nitrocellulose. PKC bind-
ing was determined by incubating the blots with PKC in the presence
(A) or absence (B) of phoaphatidylserine, 1,2-diolein, and Ca?* for 1
h, Mixture was removed, membranes were washed, and bound PKG
was deteeted with monoclonal antibedies against PKC-o/f isozymes
and alkaline phoaphatase-conjugated second antibody, Positions of
M, standarda are indicated.

therefore, that the protein could bind to an anion ex-
changer like DEAE-cellulose equilibrated at pH 7.5.
The resuspended pellet was then applied to a 70-ml
DE-52 anion exchange column (2.5 X 20 cm) equili-
brated with buffer A (20 mM Tris-HCI, pH 7.5). Prelimi-
nary overlay assay showed us that the proteins of inter-
est began to elute at 0.5 M NaCl (data not shown);
thus, we discarded proteins that eluted at lower salt
concentrations by washing the column with buffer A
containing 0.2 M NaCl. Elution of the column was de-
veloped with a linear gradient from 0.2 to 1.2 M NaCl
in the same buffer as shown in Fig. 1. A single peak of
protein was obtained that corresponds to an approxi-
mately 31-fold purification over the original homoge-
nate and 8-fold over the previcus purification step, as
can be seen in Table 1. The pooled peak fractions were
concentrated to 40 m! using an Amicon concentrating
system (YM 3 membrane) and dialyzed against 20 mm
Tris-HC1 buffer, pH 7.5.

As can be observed in Fig. 24, at this purification point,
the most abundant bands were those with apparent M,
values of 14, 15.3, 16.1, 34.4, and 38 kDa. We attempted
to isolate these proteins by filtration column chromatog-
raphy but it was difficult to achieve, not only because
they have very similar molecular weights, but also be-
cause they form aggregates and it was necessary to em-
ploy high ionic strength or denaturing agents (such as 4
M guanidine HCI or 3 M urea to effectively deaggregate

them. The presence of reducing agents like 2-mercapto-
ethanol was ineffective. In order to avoid these problems
and the time-consuming column filtration step, we tested
whaether these proteins conserved their ability to precipi-
tate in the presence of Triton X-100. Results presented
in Fig. 2A and in Table 1 indicate that a protein of 14
kDa and a doublet of 15-16 kDa were enriched signifi-
cantly (161-fold over initial homogenate or 5.1-fold over
the previous step) by & second precipitation with Triton
X-100. It can also be oberved that although proteins of
31-38 kDa were also precipitated, a considerable number
of them were lost in the supernatant. All these proteins
had good binding activity, demonstrating that they be-
have like RACKs (see Figs. 3 and 4), In this respect, it
is remarkable that the PKC-binding domain of RACKs
survives SDS-PAGE, electroblotting, and repetitive
washes, suggesting that binding of PKC to them is not
easily reversible and that activated PKC recognizes a
specific sequence rather than a tertiary structure on
RACKSs. This is consistent with previous data (9-13) that
indicate that the sequence KGDYEKILVALCGGN is crit-
ical for RACK binding to PKC, Finally, an aliquot of this
resuspended pellet was subjected to 12.5% SDS-poly-

I I
e _4
1 100 po 10 100 o
Ir Ir

e -
1 10 po H 1c pe

FIG. 4. Minimal amount of protein required in each purification
step to show PEC binding activity. Sample protein in the amount
indicated was subjected to SDS-PAGE (12.5% gels), blotted, and
incubated with PKC in the presence of phosphatidyiserine, 1,2-diol-
ein, and Ca'* by using the overlay assay. PKC bound was detected
with monoclonal antibody against PKC-a/f isozymes and developed
with alkaline phosphatase-conjugated second antibody. (I} Homoge-
nate, {II) firet precipitation with Triton X-100, (I} DEAE-cellulose
column chromatography; (IV) second precipitation with Triton X.
100; (V) electroeluted material.
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TABLE 2
Amine Acid Analysis of Purified RACKs

Number of residues

RACK RACK RACK RACK
Amino acid 14,000 15,300 16,100 34,400
Asx 11.49 872 9.40 24.15
Thr 6.21 592 899 17.45
Ser 2.96 7.28 11.03 19.09
Glx 16.81 17.10 18.15 34.26
Pro 0.00 6.65 8.0t 22.31
Gly n.d. 16.43 17.18 21.70
Ala 32.68 16.50 15.53 37.66
Val 12.05 9.54 9.58 20.83
Met 0.00 0.81 106 2.63
Tleu 5.90 7.31 7.29 16.07
Leu 11.16 15.33 13.10 27.72
Tyr 0.00 3.50 4.34 7.93
Phe 0.00 2.68 3.98 10.80
His 3.52 2.44 2.29 4.63
Lys 15.06 12.41 13.92 36.05
7.47 2.40 881 12.80

Tota) residues 132 143 161 322
pl 5.10 499 517 6.00

acrylamide gel electrophoresis followed by electroelution
of the desire protein (14, 15.3, 16.1, or 34.4 kDa) from
gel alices as described under Material and Methods. By
these procedures, the 14-kDa RACK was purified about
237-fold from starting material (or 925-fold from the orig-
inal homogenate) with an overall recovery of about 0.42%
(or 0.2% from homogenate) as shown in Fig. 2B and in
Table 1. The doublets of 15—-16 kDa were purified about
301-fold over starting material (1176 over original ex-
tract) with an overall yield of 0.66% (0.31% from homoge-
nate). The proteins were stable and apparently homoge-
neous since only a single band of each one was detected
both by silver staining of gels (Fig. 2B} and by the overlay
assay (Figs. 3 and 4).

Characterization of Purified Proteins

Samples of each purified protein either that had been
blotted onto PVDF membranes or that were still in
SDS-PAGE gel slices were subjected to amino-termi-
nal sequencing and amino acid analysis. The 14- and
34.4-kDa proteins failed to sequence at their amino
terminus, indicating that they are blocked at this posi-
tion. This is consistent with the knowledge that about
85% of mammalian proteins have blocked amino ter-
mini (22).

We also examined in the four purified RACKs the
possible content of carbohydrates using an enzyme im-
munoassay kit (Boehringer Mannheim), as described
under Material and Metheds. None of the proteins
tested gave positive signal in comparison with a contrel

glycoprotein (transferrin), indicating that they are not
glycoproteins (not shown).

The data obtained from the amino acid analysia of
purified RACKSs are presented in Table 2. The results
do not include Cys or Trp which cannot be quantitated
accurately following hydrolysis of gel slices. Asparagine
and glutamine are converted to their corresponding
acids during hydrolysis and it is not possible, therefore,
to discriminate between Asn or Asp and Glu or Gln. In
spite of this, the calculated isoelectric point (EMBL
Computational Services), considering most Asx and
Glx as aspartic and glutamic acids, gave a theoretically
acidic pJ that was in good agreement with that obtained
experimentally by analytical isoelectrofocusing (not
shown). Additionally, it can be observed that whereas
the amino acid compositions of 14- and 34.4-kDa
RACKs are very different compared to each other and
with respect to the 15- and 16-kDa proteins, the amino
acid contents of 15- and 16-kDa proteins are rather
similar, except in the amount of serine and threonine
residues, suggesting that the first one may derive from
the 16-kDa RACK by proteolysis,

In summary, a simple procedure is described here
for the purification of proteins that behave as RACKs
from rat hepatocytes. This procedure may be helpful
for the further characterization of these proteins and
the study of their functional role(s).
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calreticulin) antibodies were oblained from Upstate Bio-
echnology. Alkaline-phosphatase-conjugated goat anti-rabbit
[¢G was from Bio-Rad. PMA, Histone H1-II1S, phosphatidyl-
serine, Triton X-100 and 1,2-diolein were from Sigma. Protein
A-Sepharose and Ro 31-8220 were from Calbiochem; DEAE-
cellulose (DE-52} was from Whatman. [**PIP, and [y-*P]ATP
(6000 Ci/mmol) were from DuPont-NEN.

Isolation of rat hepatocytes

Male Wistar rats (200-250 g) fed ad fibitum were used. Hepato-
cytes were isolated by the method of Berry and Friend [20).

Purification of catreticulin

Calreticulin was purified to homogeneity from the Triton X-100-
insoluble fraction of rat hepatocyte homogenates as described
by Robles-Flores et al. {18), or from perfused rat livers by the
method of Milner et al. [21],

Prolein sequencing

N-terminal sequence analysis was performed on purified protein
electrobloited on PYDF membrane with a model LF3000 Protein
Sequencer (Beckman) by using chemicals and software supplied
by the manufacturer.

Immunoblot analysis

Purified protein (10 ug) was separated by SDS/PAGE [104,
(w/v) gel] and transblotied to nitrocellulose membrane as de-
scribed by Towbin et al. {22]. Protein was immunodetected with
1 pp/m] rabbit polyclonal anti-(human calreticulin} antibodies
and developed with a goat anti-rabbit IgG second antibody
coupled to alkaline phosphatase.

Parfial purification of PKC

PK.C was purified as described previously [23). In brief, hepato-
cytes were homogenized in ice-cold buffer [20 aM Tris/HC! {(pH
7.5)/10 mM EGTA/2mM EDTA/0.5% (v/v) Triton X-100/
50 mM 2-mercaptocthanol/1 mM PMSF/10 gg/m! leupeptin/
0.1 mg/ml trypsin inhibitor}, incubated at 4 *C for 30 min and
then centrifuged. Portions of the supcrnatant were applied to
DEAE-cellulose columns that had been equilibrated with coluran
buffer {20 mM Tris/HCl (pH 7.5)/50 mM 2-mercaptoethanol] at
4 °C. After the column had been washed with column buffer,
total PKC was cluted with column buffer containing 0.25 M
Na(l, 2 mM EDTA and 0.1 mg/m] trypsin inhibitor, The eluate
was concentrated with an Amicon device (YM-30 membrane)
gnd used for overlay assays.

Determination of PKC binding activity by an overiay assay

PKC binding was determined as described previously [15]. In
brief, sample protein was separated by SDS/PAGE [10%, {w/v)
gel] and transferred to nitrocellulose membranes, whick were
then blocked with 39, (w/v) BSA. Partly purified and concen-
trated PX.C (100200 units; one unit is defined as { prool of **P
transferred from {y-**P)ATP to histone/min per mg of protein;
the final protein concentration was 0.5 mg/ml) was incubated for
I h at 30°C with the nitrocellnlose strips in blotting buffer
50 mM Trs/HCt (pH 7.5)/1% poly{ethylene glycol)/0.2 M
NaCl] in the presence of phosphatidylserine {20 gg/mi), 1,2-
fiokein (0.8 ug/ml) and CaCl, (1 mM). The PKC/blotting buffer
mixture was removed and the membranes werc washed three
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times with blotting buffer. Bound PKC was detected with
isoenzyme-specific anti-PKC antibodies and goat anti-mouse or
goal anti-rabbit IgG second antibodies conjugated with alkaline
phosphatase.

PKC mmune complex kinase assay

Aliguots (1ml) of partly purified and concentrated PKC
(! mg/ml) as described above but in the presence of phosphatase

inhibitors (10 mM g-glycerophosphate, 1 mM Na,VO,, 11 mM

NaF, 10 mM sodium pyrophosphate and 0.2 mg/m] phospho-
serine) and in the absence of 2-mercaptosthancl were incubated

at 4 °C with 1 gg/ml isoenzyme-specific PKC antibedy for 1 h
with gentle shaking. Then 20 g1 of Protein A-Sepharose {304

(w/v), Calbiochem] was added and incubation continued for 1 h.

Immune complexes were then washed three times with buffer A
[50 mM Tris/HC1/0.6 M NaCl/19 (v/v) Triton X-100/0.54;

(v/v} Nonidet P40 (pH 8.3)] containing 0.1 mg/m! trypsin in-
hibitor and 1 mM PMSF, and once with kinase buffer |20 mM

TrisfHC1 (pH 7.5)/10mM MgClL/0.5mM CaCl/50 mM 2-
mercaptoethanol]. Kinase activity was initiated by resuspending
the immunoprecipitates in 50 gl of assay mixture, consisting of
kinase buffer plus 20 ug/ml phosphatidylserine, 0.8 pg/ml 1,2-
diolein, 10 #M [y-**PJATP (6000 Ci/mmol) and 200 gg/ml of
protein substrate (histone HI1-IIIS or calreticulin). Reactions
proceeded for 20 min at 30°C, then were terminated by the
addition of 50 gl of SDS/PAGE sample buffer, boiled for § min
and analysed by SDS/PAGE [12.5% (w/v) gel] and auto-
radiography.

Metabolic labelling and determination of specific phosphorytation

Freshly isolated rat hepatocytes were incubated with 500 #Ci/mi
{**P]P, {carrier-free, 10 mCi/ml) in phosphate-free Krebs-Ringer
buffer supplemented with 10 mM Hepes and 10 mM glucose, pH
74, for 90 min at 37 °C with shaking. When Ro 31-8220
(300 nM}, PMA (1 M) or adrenaline {epinephrine) (10 zM) plus
propranolof (10 #M) were used, they were added to the in-
cubation medium for the last 5 or 10 min of the incubation as
indicated in the figure legends. Cell lysates were prepared and
immunoprecipitated with anti-calreticulin antibody (1 #g/ml) as
described above for PKC and then resolved by SDS/PAGE
[12.5% (w/v) gel). Phosphorylated calreticulin was detected by
autoradiography and total protein was determined in the same
membrane by immunoblotting with the enhanced cherilumi-
nescence (ECL®) Western bloiting detection system (Amersham).
Autoradiographs were quantified with an Image Densitometer
(Bio-Rad GS-670). The total specific phosphorylation was calcu-
lated as the ratio of **P-labelled protein to total protein.

RESULTS

Previously we reported the existence of at least seven proteins
that behave like RACKs in rat hepatocytes [15]. We also
developed a rapid and simple purification method of several
RACKs, taking advantage of the ability of these proteins to be
precipitated with Triton X-100 [18]. The method can be used for
the isolation of other proteins that share this property, although
not all proteins are precipitated with the same efficiency [18]. To
isolate new proteins that behave like RACKs, we employed this
protecol 1o isolate a protein from the Triton-insoluble fraction of
rat hepatocyte homogenates by DEAE-cellulose chromatography
followed by a second precipitation step with Triton X-100 and by
electroelution of the desired protein. The aim of the present study
was 1o identify the isolated PKC-binding protein by N-termina}
sequencing and to characterize its interaction with PKC.
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of Ihe SwissProt databasa e thown, The one-letier aming scid notation Is used. (C) IMmuncblot antlysls. Purified calreticulin from rat hepatocyles (10 sq) was saparated by SDS/PAGE [10%
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Figure 2 Overiay sssey to determine the binding of PKC bssenzymes o purified calreticulin

Samples (12 xg) of purified eafraticnfin (CR) or BSA werw subjected ko SDS/PAGE [10% tw/v) gel] and biotted b nftroosiluicse. PKC bindiog was delermined by incubating the membranes in
the abssnca or presence of partly purified PKC and in the presence of phosphatidylserine, 1.2-dticlain and Ca* for § h. The mixture was rmoved, Mambranes were washed and bound PG was
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As shown in Figure 1(A) (lane 1), we purified to homogeneity
 protein with an apparent molecular mass of 60 kDa from the
riton X-100-insoluble fraction of rat hepatocytes.

The purified protein was electroblotted to PYDF membranes
0d subjected to N-terminal sequence analysis. The sequence
JPAIYFKEQFLDGDA was obtained (single-letter codes),
vhich was aligned with non-redundant SwissProt databasc
equences, To our surprise, we found a perfect match with the N-
erminus of the mature chain of rat calreticulin, as shown in
“igure 1(B). To confim the identity of the purified protein, we
uade use of 2 commercially available antibody raised against the
>-terminug of human calreticulin (peptide QAKDEL), which
T033-reacts with rat calreticulin, and performed an immunoblot
nalysis. As can be seen in Figure 1{C), the antibody specifically
ecognized the 60 kDa purified protein, clearly confirming its
dentity as calreticulin. This protein, first characterized as an
ibundant high-capacity Ca*-binding protein, has been found in
very cell (with the exception of erythrocytes) of higher organisms
neluding plants f24) but remarkably, until now, it has not been
onpected with PKC in any way.

As reported by Murthy et al. [25], the protein has a 17-residue
1ydrophobic signal sequence at its N-terminus that is removed
0si-translationally by proteolytic cleavage, The mature protein
residues 18-416) is highly charged and is very acidic, with a pl
of 4. It can be divided into at least three structural domains with
listinct functional propertics: the N, P and C domains [19,26]).
[he first one-third of the protein is referred to the N domain,
within which there are six putative PKC phosphorylation sites, &
vinding site for rubella virus RNA, a segment that binds to
teroid hormone receptor and the cytoplasmic domains of the
htegrin & subunits [26].

In agreement with other reports, our results in Figure 1
ndicate an apparent molecular mass of 60 kDa of calreticulin by
SDS/PAGE, which is much larger thap the calculated molecular
nass from the primary sequence (46.6 kDa); thiscan be explained
sartly by a potential N-glycosylation site and partly by its highly
icidic nature. When the protein was purified not by Triton X-100
wecipitation but by the method of Milner et al. {21] or by
mmunoprecipitation, it was occasionally found to form doublets
Figure 2) with molecular masses of 60 and 55 kDa, This has
seen reported previously by other authors [27], who proposed
hat the behaviour might be due to the reversible oxidation of
'ysteine residues. Calreticulin has three cysteine residues, alf
ocated in the N-terminal domain, two of which most probably
orm a disulphide bridge that helps to stabilize this domain.
\dditionally, it has been reported in some Systems that
alreticulin exists in two molecular forms: one *endocalreticulin®
f 52 kDa probably bound to a integrin cytoplasmic tails, and
he othier “ectocalreticulin' of 62 kDa anchored to the cell surface
28].

Once we had established the identity of our PKC-binding
wotein as calreticulin, we next explored its specificity to bind
'K C isoforms in the presence of the kinase activators by using
he overlay assay. Rat hepatocytes express geven PKCisoenzymes
(29], and M. Robles-Flores, H. Herndndez-Aguilar and E.
tendén-Huerta, unpublished work) that were co-eluted by
JEAE-cellulose chromatography as described in the Exper-
meptal section: two conventional isoforms (¢ and SII), four
ove] isoforms (8, ¢, # and ») and one atypical isoform (g). We
1ade use of this parily purified PKC extract as a probe in the
werlay assay 1o explore which of them calreticulin binds to.
“igure 2 shows clearly that all PKC isoenzymes tested bound to
wurified caireticulin in the presence of phosphatidylserine, 1,2-
iolein and CaCl,. The interaction was not due to secondary
ntibody interactions and it was specific for calreticulin because
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Fignre 3 Phosphorylation in viiro of calreticulin by Immuneprecipitated
PKC Isosnzymes

(A, B} Kinass acthity was measured with the Immuncprecipitates (IPF) as described in e
Expedmental saction, in the ahsencs of presance of subsirals acded (o Be iInmunoprecipitates
us indicated, The aows Indicate te position of 50 kDa phosphorylated calreticulin {GR) arc
the open airowhaads ke posiBon of 31 kDa phosphorylated Ristoos H1 (H4H1). The pasitions
of molecular mass markers are indicated (in kDa) ai the lel () Kinase actily bwards
caimiicun was cdelarmined with PXC kmmunopracipitaies tn the absence o presance o
20 ya/mi phosphatidylsecine, 0.8 gg/mi 1.2-diclein and 0.5 mM CaCl, 15 mdicaisd. The irow
matks the position of cairalicutin, Resulls are reprasantative of thiee independent expsriments.

no PKC was detected bound to other proteins such as BSA (see
Figure 2) under the conditions employed. Interestingly, whereas
PKCa was the only activated isoform that interacted strongly
with the two molecular forms of calreticulin (ie. the 60
apd 55 kDa bands), PKCg, PKC3 and PKCe bound only to the
55kDa form and PKC8, PKCL and PKCyu interacted prefer-
entially with the 60 kDa form.

To examine whether calreticulin can also be a substrate in vitro
for some of these PKC isoforms, we used PKG-isoenzyme-
specific immune complexes to measure the phosphorylation
activity of cach towards the typical PKC substrate, histone H-1
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I-S (0.2 mg/ml) in comparison with calreticulin {0.2 mg/mi).
igure 3(A)shows the results obtained with PKCa, PKCSII and
KC4, and Figure 3(B) shows those with PKCs, PKC8, PKCL
1 PKCg. In each panel only one negative and one positive
mtrol are shown because the patterns obtained for them with
«ch immunoprecipitated isoenzyme were identical. As can be
¢n, calreticulin was a very good substrate for all PKC isoforms
vitro, including PKCp, which has been reported to differ in
me structural and enzymic features from the other PKC
stypes known so far {30]. Phosphatidylserine, 1,2-diclein and
1** were required PK.C cofactors because the phosphorylation
‘calreticulin was greatly diminished in their absence, as shown
Figure 3(C). Remarkably, histone H1-IIIS {0.2 mg/ml), which
peared as a doublet at 31 kDa (Figures 3A and 3B, second
1es) was phosphorylated less efficiently than calreticulin
2 mg/ml), which appeared as a prominent band at 60 kDa in
. gels to which it was added. In addition to the band
rresponding to autophosphorylated PKC, it can also be seen
1t several proteins that inmunoprecipitate with PKC were also
osphorylated. We analysed the immunoprecipitates with anti-
IC antibodics and also with anti-histone antibodies (results
t shown) and observed that two bands at 45 and 47 kDa
rresponded to the catalytic fragment of PKC and that the
ot bands at approx. 31 kDa cross-reacted with histones. The

identity of the band at 43 kDa is unknown. Taken together, these
results indicate clearly that calreticulin interacts with all PKC
isoenzymes in vitro.

To determine whether calreticulin associates with PKC in tiro
in response to the activation of PKC, we incubated intact rat
hepatocytes at 37 °C for Smin in the absence or presence of
1xM PMA to activate PKC directly or in the absence or
presence of 10uM adrenaline plus 10 zM propranolol (8-
adrenergic antaponist) to activate PKC via « -adremergic
receptors. The analysis of calreticulin immunoprecipitates of cell
lysates by Western blotting with specific antibodies against each
PKC isoenzyme showed that calreticulin immunoprecipitated
with PKCa, PKCg, PKC#, PKCZ and PK Ca but not with PKC3
and PK.Ce (Figure 4B). No immunoreactive bands were observed
in the precipitates obtained with non-immune serum (Figure
4A). Interestingly, it scems that calreticulin and PK C isoenzymes
are constitutively associated in vivo, because they were detected
in the immunoprecipitates from both unstimulated and PMA- or
adrenaline-stimulated cells.

To examine whether the activation of PKC induces the
phosphorylation of calreticulin in intact celis, freshly isolated rat
hepatocytes were metabolically labelled with [*PJP, and stimu-
lated with 1 xM PMA or 10 xM adrenaline plus 10xM
propranolol in the absence or presence of the selective and potent
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Frashly isolated rat bepziocytas were metabollcatly babefied with [2PIP, ko u fotal period of
80 min, Vehiclo {~) or Ro 31-8220 (4 ) wers added 20 minutes belara the snd of the
incubialicn poriod and, it add®ion 1 the basat {8) samples, ailber PMA (P} or adrenzline
{epineghrina) plus progranclol {E) was also fresent during the st 5 min o incubation, as
dexrbed in the Experimentsl section. Calreliculin was immunopracipltated lom the
corresgondiog cell lysates, subjacted o SOS/PAGE [10 % {wiv) gef), tranrsiatrad b nitroceltutosa,
drind and sutoradiograghed. Thie determination of protein conlent was dona after autoradiography
In the $arme mambrare by immunoblotting. An example of phosphorytated 60 kDa and 52 kDa
cirellculln forms (arows) i shown in the autoradiogram (A). (8) Audoradiograms and
brumunobiots wer quantified with 21 image deasitomater 2nd the specific phosphorylation was
deitrmined as the ratio of phosphorytated protin to the tolal peotoin contenl. Valuss plotted are
means + S.EM. for thiee experiments wilh ditleranl cell preparations. Flled caumns show
values lor the 60 kD3 calrelicuiln; open columns show those for the 52 kDa catreticuin,

PKC-specific inhibitor Ro 31-8220. Cell lysates from control and
treated cells were immuneprecipitated with antibodies directed
against calreticulin and then resolved by SDS/PAGE [10%
(w/v) gel}; the gels were subjected to autoradiography. The
resulis shown in Figure 5 demonstrated that there was a
significant increase in the phosphorylation of both the 60 kDa
and the 52 kDa calreticulin forms during treatment with PMA or
with adrenaline plus propranolol. Such stimulations were
abolished by the pretreatment of labelled cells with 300 oM Ro
31-8220. Taken together, these results demonstrate that
calreticulin and several PKCisoforms interact in vive and suggest
that caireticulin function might be regulated by PKC
. phosphorylation,

DISCUSSION

In this study we have purified a PKC-binding protein with an
apparent molecular mass of 55-60kDa and identified it as
calreticulin. Furthermore, we provide evidence that this protein
and PKC interact together both in vitro and in oivo. In vitro,
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calreticulin was capable of binding to any activated PKCisoform
tested (Figure 2); however, in intact cells it seemed to be
constitutively associated with PKCa, PKCg, PKCH, PKC{ and
PK Cp but not with PKC# and PKCe (Figure 4), suggesting that
they operate as signalling complexes.

Remarkably, it was also found that calreticulin is phos-
phorylated in responss to PMA or o, -adrenergic stimulation
of PKC in vivo and that it is an excellent substrate for all PKC
isoformg in vitro, even better than histone Hi-1MS. Consistent
with this ig the fact that the PROSITE pattern motifs program
used to search the calreticulin primary sequence for PKC putative
phosphorylation sites gave six possible ones, In this regard, it is
noteworthy that all putative PK.C phosphorylation sites found
were all located in the calreticulin N-doreain, which has been
involved in diverse protein—protein interactions [26]. The physio-
logical effects that derive from calreticulin phosphorylation by
PKC or from their interaction remain to be elucidated.

The {act that calreticulin was a PKC substrate does not
exclude the possibility that it might also interact with PKC
through a domain Jocated outside the PKC catalytic site; GAP-
43 and AKAP-79 are examples of PKC-binding proteins that are
phosphorylated by PKC and are also capable of interacting with
the kinase through other domains [10,31].

Calreticulin is an ancient and highly conserved protein. The
similarities between calreticuling from diverse species, particu-
larly in domains of the protein that are functionally important,
suggest that it has had important biological functions for over
350 million years. That notwithstanding, the precise biclogical
functions of calreticulin have been the subject of much debate
and are only now becoming more clearly understood. Since the
description of its Ca¥-binding properties, calreticulin bas been
characterized as a molecular chaperone, an extracellular lectin,
an intracellular mediator of integrin function, an inhibitor of
steroid-hormone-regulated gene expression and a Clq-binding
protein [19,26,28). Nevertheless, until now, and in spite the scope
and variety of its many assigned fuctions, it had not been
connected with the key signal transducer, PKC. In this respect,
the findings presented here were unexpected and emphasize that
the characterization of the calreticulin-PKC interaction might
shed light on undefined physiological roles of these two key
proteins.

Consistent with our results, there is experimental evidence that
indicates some similarities, both in function and in structure,
between calreticulin and the RACKs. So far, two RACKs,
RACK]1 and f-COP, have been cloned {12,32). Both RACKs
have been shown to be members of the WD-40 family of
regulatory proteins, which are made up of four to eight repeating
units containing a conserved core of 27-45 residues bracketed by
two characteristic dipeptide sequences, GH (Gly-His) and WD
(Trp-Asp). Additionally, RACK1 is a member of the £ subunit
of the G-protein superfamily, composed exclusively of seven
WID-40 repeats forming an overall S-propeller structure [16].
Several WD-repeat proteins belong to the structural group of * £-
propeller’ polypeptides; however, the previously known pro-
pelier proteins have no cbvious sequence similarity to WD-repeat
proteins but have an almoest identical fold. Interestingly, the N-
domain of calreticulin, with also no obvious sequence similarity
to WD-40, is predicted to form cight anti-paraile] f-sheets [26).
Within this N-domain are located the putative PKC
phosphorylation sites, a segment that binds 1o steroid hormone
receptor and the cytoplasmic domains of integrin @ subunits.

Integrins have been proposed as crucial af heterodimeric
transmembrane proteins linking the cytoskeleton to the extra-
cellular matrix. The adhesion-dependent clustering of integring
leads to the activation of non-receptor tyrosine kinase focal
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adhesion kinase and the Ras/mitogen-activated-protein-kinase
pathway, the stimulation of inositol lipid metabolism, an increase
in intracellular [Ca*} and pH and the activation of PKC [33,34].
A direct association of RACK1 with the integrin # subunit
cytoplasmic domain through its WD repeats five to seven has
recently been reported, suggesting a direct linkage between
integrins and PKC through RACKI and further implicating
PKC in integrin-mediated cell signalling {35]. As mentioned
above, calreticulin has also been involved in integrin function
and cell spreading: the functionai knock-out of calreticulin by
introducing anti-calreticulin antibody into cells or by gene
disruption interferes with integrin-dependent cell adhesion [36].
Moreover, it has been reported that a cell-surface complex
immunocaptured from B16 mouse melanoma cells contains a651
integrin, two motecular forms of caireticulin and KDEL {Lys-
Asp-Glu-Leu) docking protein [28]; one of the calreticulins,
‘endocalreticulin’, a 52kDa protein, is probably bound to
o integrin cytoplasmic tails; the other calreticulin, ‘ectocal-
reticulin’, a 62kDa protein, is probably anchored to surface
KDEL receptor and co-operates with «641 integrin, triggering
cell spreading [28).

In view of the evidence presented here, it is tempting to
speculate that the presence of multiple WD domains for putative
protein—protein interaction might allow RACKs to function as
scaffold proteins to recruit PKC and other proteins such as
calreticulin to the membrane at the site of the membrane
cytoskeletal junction to mediate important cellular functions.

This research was partly supported by grants rom CONACYT {1049P-N) and DGAPA
(IN206298).
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Figura 10. A) Curso temporal dela expresion de la proteina de 32 Kda asociada al factor
de splicing SF2, después de inducir a la cepa DH5a con 0.4 mM de IPTG. La proteina
es visualizada como una proteina de fusién a GST de aproximadamente 55 Kda
(indicada por una flecha). B) Proteina de fusién purificada por afinidad con una
columna de glutation-agarosa. Los estdndares de peso molecular estan indicados (Kda).
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Figura 11. A) Curso temporal de la expresion de la proteina de 32 Kda asociada al factor
de splicing SF2, después de inducir a la cepa BL21 con 0.4 mM de IPTG. La proteina
es visualizada como una proteina de fusion a GST de aproximadamente 55 Kda
(indicada por una flecha). B) Proteina de fusion SP32-GST expresada a las 2.5 h
después de la induccion con IPTG y purificada através de una columna de agarosa
acoplada a glutatién. Los estandares de peso molecular estan indicados (Kda).
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Figura 12a. Ensayo de overlay para determinar la union de isoformas de PKC a la proteina de
fusiéon SP32-GST. Las muestras de SP32-GST, BSA ¢ Histona H1 (H-H1) fueron sometidas a SDS-
PAGE al 10% vy transferidas a nitrocelulosa. La union de la PKC se determind incubando las
membranas en presencia o en ausencia de PKC parcialmente purificada y en presencia o en ausencia
de PS, 1,2-dioleina y Ca®" durante 1 hora. La PKC unida a la CRT (flecha) se detecté con
anticuerpos anti-PKC isoforma especificos. Los estandares de peso molecular se indican (Kda).
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Figura 12b. Ensayo de overlay para determinar la union de isoformas de PKC ala proteina
de fusion SP32-GST. Las muestras de SP32-GST fueron sometidas a SDS-PAGE al 10% vy
transferidas a nitrocelulosa. La uniénde la PKC se determiné incubando las membranas en
presencia o en ausencia de PKC parcialmente purificada y en presencia o en ausencia de
PS, 1,2-dioleina y Ca?* durante | hora. La PKC unida a la SP32-GST (indicada por una flecha)
fue detectada con anticuerpos anti-PKC isoforma especificos.
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IX. DISCUSION

Purificacién y caracterizacién de las proteinas que unen PKC.

El objetivo de la primera parte del trabajo, se centré en encontrar un método de
purificacidn que nos permitiera obtener de manera simple y rapida a las proteinas que habian
sido detectadas previamente en hepatocitos de rata, como receptores de proteina cinasa C
activa (RACKs) (4). Estas proteinas se habian encontrado solamente en la fraccion insoluble
en Tritén X-100, al igual que otras identificadas en corazdn de rata (50). Se ha reportado
que la fraccién particulada insoluble en detergente de las células estd enriquecida con varios
elementos del citoesqueleto (64). Por otro lado, hay evidencias que muestran que una vez
que se activa la PKC, esta es capaz de interaccionar con clementos del citoesqueleto
asociados con la fraccidn particulada de diferentes tipos celulares (33-35), lo que sugiere
que las RACKs identificadas pueden formar parte de las proteinas del citoesqueleto. De
acuerdo a esta evidencia, se utilizé la fracciéon insoluble en Tritén X-100 de los
homogenados de hepatocitos como material de partida para la purificacién de las RACKs
de interés.

Los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis utilizando el método
reportado en Prot. Expres. Pur. (1997) 10: 32-37 muestran en forma pura y enriquecida, a
por lo menos tres proteinas de bajo'peso molecular que unen PKC activa, de 14, 153 y 16.1
Kda respectivamente. A diferencia del inico método reportado antes para la purificacion de
proteinas RACKSs a partir de una fraccién de cerebro de rata adulta (62), el cual consiste de
una precipitacion con sulfato de amonio y cromatografias sobre fenil-sefarosa y de
intercambio catidnico, el método que nosotros utilizamos resultd ser mas sencillo ya que con
s6lo una crematografia de intercambio anidnico, dos precipitaciones con detergente y una
electroelucion, obteniamos a las proteinas puras y en forma estable. Como se muestra en la
tabla T del trabajo Prot. Expres. Pur. (1997) 10: 32-37, el grado de purificacidn de las
proteinas de bajo peso molecular evaluado por overlay y por SDS-PAGE tefiidos con la
técnica de nitrato de plata, fue bastante bueno, pues la proteina de 14 Kda se purificé
aproximadamente 237 veces a partir del material de inicic (o 925 veces a partir del

homogenado inicial) y las proteinas de 15.3 y 16.1 Kda 301 veces a partir del material de
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inicio (0 1176 veces a partir del extracto original), Ademas, como se observa en la figura 4
(V) de este mismo trabaio, la unién de la proteina de 14 Kda a proteina cinasa C todavia es
claramente evidenciada con sélo 1 ug de la proteina pura.

Las proteinas purificadas se comportaban como RACKS, ya que solamente unian la
forma activa de la PKC. Es importante hacer notar que esta unién es fuerte, ya que la
presencia de la cinasa interaccionande con las proteinas se observa ailin después de haber
sometido a las proteinas a SDS-PAGE y de haberlas transferido a membranas de
nitrocelulosa con lavados repetidos utilizando un detergente moderadamente fuerte
(polictilenglicol 1%). Esto indica que la unién no es ficilmente reversible y que la PKC esta
reconociendo una secuencia especifica y no una estructura terciaria de la proteina.

En lo que se refiere a la caracterizacién de las proteinas purificadas por nuestro
método (trabajo Prot. Expres. Pur. (1997) 10: 32-37) los resultados obtenidos en el anlisis
de aminodcidos mostraron que la mayoria de éstas tenfan un p/ 4cido. Esto era compatible
con los resultados que esperabamos ya que la columna que utilizamos era un intercambiador
aniénico (DEAE-celulosa) con la cual eluimos a las proteinas utilizando un amortiguador
con alta fuerza idnica (éstas comenzaban a eluir a 0.5M de NaCl), lo que significa que la
interaccion entre las proteinas y la resina era muy fuerte debido al caracter acido de éstas.
Sin embargo, al someter a las proteinas al analisis del PROPSEARCH, se observé que la
identidad de las proteinas de bajo peso molecular (las cuales se enriquecian
considerablemente después de la segunda precipitacién con el detergente) fué del 100 %
para la histona H4, en el caso de la proteina de 14 Kda, y del 90 y 100 % para la histona
H2B en ¢l caso de las proteinas de 15.3 y 16.1 Kda respectivamente. Estos resultados
fueron confirmados por la secuencia del extremo amino correspondiente. De acuerdo a las
caracteristicas del método, el haber obtenido a proteinas basicas fue un hecho sorprendente
para nosotros. Para explicar estos resultados, realizamos lecturas a 260 nm de cada alicuota
eluida en paralelo con las lecturas correspondientes a 280 nm, Los resultados obtenidos
mostraron la presencia de dcidos nucléicos en todas las fracciones purificadas, por lo que la
presencia de proteinas basicas puede explicarse por el hecho de que las histonas fueron co-
purificadas en qhestro sistema por su fuerte interaccion con los 4cidos nucléicos. Por otro
lado, no fue una novedad el encontrar que las histonas interaccionaban con la PKC, ya que
éstas proteinas son consideradas de los mejofes sustratos de la proteina cinasa C por lo que

es de esperarse que interaccionen fiuertemente con ella.
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Las proteinas de mayor peso molecular, obtenidas después de aplicar el gradiente
semilineal a 1a columna de DEAE-celulosa (de 32, 34, 38 y 60 Kda), también se analizaron
de acuerdo a su composicién de amino4cidos y por secuenciacién de su extremo amino, La
proteina de 32 Kda fue identificada como una proteina que esta asociada al factor de splicing
“SF2", Esta ha sido reportada como una glucoproteina ubicua en los tejidos, que forma
homodimeres de 68 Kda y tiene un p/ de 4.04. Interesantemente, tiene un sitio de
fosforilacién para PKC y cinco para casein cinasa, ademds, posee sitios potenciales de
glucosilacién y une 4cido hialurénico con gran afinidad. La proteina de 34 kDa tuvo una
identidad considerable con proteinas como la aldolasa, exonucleasas y desoxirribonucleasas.
La aldolasa ha sido reportada como un buen sustrato de la PKCu (65) por lo que podria
tratarse de una proteina que es susirato de esta isoforma de PKC. En lo que se refiere a las
exonucleasas y desoxirribonucleasas, se sabe que éstas proteinas se encuentran
practicamente en compartimentos nucleares, lo que apoyarfa evidencias que muestran la
presencia de l]a PKC en el ndcleo sugiriendo una probable interaccion de estas proteinas con
isoformas especificas de la cinasa C. La proteina de 38 Kda no pudo ser identificada ya que
su extremo amino se encontraba bloqueado y la proteina de 60 Kda fue identificada como
calreticulina. Esta proteina es altamente conservada a través de la evolucidon y que a la fecha
se l¢ han encontrado multiples funciones como el de almacenar Ca*, funcionar como
chaperona, regular mecanismos de adhesién mediados por integrinas ¢ modificar la
expresién de genes por unién a receptores de hormonas nucleares, entre otras.

La identificacién de las proteinas de 32 y 60 Kda constituy6 un hallazgo, ya que

hasta la fecha, no habifa sido reportada alguna interaccion de la PKC con estas proteinas,

Obtencién de Calreticulina pura para ensayos posteriores.

La calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional que une calcio con alta
afinidad, la cual ha sido implicada en el almacenaje de calcio en el reticulo endoplismico y
sarcoplasmico. Esta proteina tiene una secuencia sefial hidrofobica de 17 residuos de
aminoacidos en su extremo amino (figura 13). Esta secuencia es removida
postraduccionalemente por protedlisis (66). Contiene ademas una secuencia sefial de
retencién en el retfculo endoplasmico, asi como una secuencia sefial de localizacion nuclear.

La CRT esta dividida en tres dominios estructurales cada uno con caracteristicas funcionales
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Figura 13. Estructura de la calreticulina humana en la cual se muestran sus tres dominios,
N, P y C, cada uno con sus caracteristicas mas sobresalientes.
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distintas. Estos son denominados dominios N, P y C (67, 68). El dominio N posee seis
sitios de fosforilacién para PKC, un sitio de unién para e! RNA del virus de la rubedla, un
segmento que se une a receptores para hormonas esteroides y se une también a dominios
citopldsmicos de las subunidades o de integrinas (67). La CRT tiene tres residuos de cisteina
localizados también en el dominio N, dos de los cuales muy probablemente forman un
puente disulfuro que ayuda a estabilizar a este dominio.

En concordancia con otros reportes, la proteina que nosotros obtuvimos por el
método de precipitacién con Tritén X-100 y electroelucién, tuve un peso molecular de
aproximadamente 60 kDa visualizada en SDS-PAGE al 10%, muche mayor que la masa
molecular calculada a partir de su secuencia primaria (67, 69) ya que, la calreticulina en su
forma madura contiene 400 aminoacidos, por lo que la masa molecular correspondiente
seria de 46.6 kDa. Esto puede ser explicado por su naturaleza fuertemente 4cida (ya que’
posee un pf de 4.7) que provoca una migracion anémala, y por otra parte la presencia de un
sitio potencial de glucosilacién, puede provocar también que [a protejna migre con un peso
molecular aparentemente mayor.

Cuando llevamos a cabo la purificacién con el método reportado por Milner et al,
obtuvimos ademéds de la proteina de 60 kDa, una proteina de menor peso molecular (de 53
kDa), ambas migrando como un doblete. Esto ha sido reportado también por otros autores
los cuales han propuesto que se deba a la oxidacién reversible de residuos de cisteina
presentes en el dominio N pues en un trabajo, utilizando CRT pura a partir de placenta, se
enconlré que ocasionalmente ésta formaba dimeros; cuando la CRT se sometia a un
tratamiento con acido yodoacético, previo al andlisis por SDS-PAGE, aparecia una banda de
menor peso molecular (70). Otra explicacién que apoya la presencia de dos bandas es el
hallazgo de dos formas moleculares de CRT: una llamada endocalreticulina (de 52Kda) que
probablemente se une a los tallos citoplasmicos de las o integrinas y la otra llamada
ectocalreticulina (de 62 Kda) anclada a la superficie celular (71). Las dos proteinas
obtenidas en el método de purificacion reportado por Milner et al pi:eden ser, muy

probablemente, estas dos formas moleculares de CRT.
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Car_acterizacién de la interaccibn CRT-PKC activa y fosforilacién de CRT por PKC,

En este trabajo demostramos que la calreticulina une a la forma activa de la PKC.
Sin embargo, fue de gran interés estudiar si la interaccién CRT-PKC se llevaba a cabo con
todas las isoformas de PKC expresadas en nuestro sistema o si esta interaccién era

especifica para alguna isoforma de PKC.

Nuestros resultados (descritos en el trabajo Biochem. J. (1999) 344: 469-475)
demuestran que la PKC interacciona con la CRT en ensayos in vitro y en condiciones in
vivo. Los ensayos in vitro demostraron que la CRT es capaz de unir a todas las isoformas de
PKC expresadas, a diferencia de los experimentos in vivo en los cuales la CRT se asocid a
cinco (o, B, 8, £ y i) de las siete isoformas de PKC expresadas en el hepatocito de rata.
Con lo anterior, se puede decir que la CRT no lleva a cabo su unién de acuerdo a una
subfamilia de PKCs sino que lo hace de acuerdo a cada isoforma pues tanto las PKCs
convencionales como las nuevas o atipicas son capaces de interaccionar con la CRT. El
hecho de que la CRT no interacciona con todas las isoformas de PKC en condiciones in

vivo puede sugerir lo siguiente:

(a) Que la formacidn del complejo CRT-PKC depende de la redistribucién de cada isoforma
de PKC, es decir, las isoformas con las cuales interaccioné la CRT se encontraban en los
mismos lugares especificos dé la célula en los que se localiza a esta proteina (reticulo
endopldsmico, membrana y nicleo). Esto estd de acuerdo con reportes en los cuales se
ha encontrado la presencia de isoformas de PKC en estos sitios.

(b) Que la interaccién de la CRT con estas isoformas esté dando lugar a la formacién .
de complejos de scfializacién comunes y por Gltimo,

{c) El hecho de que en experimentos de fosforilacién in vivo se encuentre en células control
(en ausencia de los activadores de 1a PKC) a la CRT asociada a la PKC, hace pensar que
la CRT y la cinasa son proteinas que estin interactuando constitutivamente aiin cuando

la proteina cinasa C se encuentre sélo en su estado cataliticamente competente.

Por otro lado, en lo que se refiere a la fosforilacion de fa CRT por PKC, se demostr6

que la CRT es fosforilada cuando se activa a la PKC en células in vivo, via receptores o,
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adrenérgicos o directamente con PMA. Atin cuando no podemos excluir la posibilidad de
que la CRT esta siendo fosforilada direclamente por otra proteina en condiciones in vivo, el
hecho de que la fosforilacién se vea considerablemente disminuida en presencia de un
inhibidor especifico para la cinasa C, el Ro 31-8220, hace pensar que la PKC esti implicada
directamente en cl aumento de su fosforilacién. Por otro lado, es importante hacer notar que
la CRT fue un excelente sustrato para todas las isoformas de PKC in vitro, ain mejor que la
propia histona H1-IIIS. Para explicar esta fosforilacién, se analizd la secuencia primaria de
la CRT en un programa de cémputo que detecta secuencias probables de fosforilacion
(PROSITE). Este analisis mostr6 que la CRT posee seis sitios probables de fosforilacién
para PKC. Cabe mencionar que estas secuencias estan localizadas en el dominio N de la
CRT (figura 14}, el cual se ha reportado que es el dominio mas conservado entre todas las
calreticulinas clonadas (72) y que esti involucrado en las interacciones proteina-proteina
(73). Algunos reportes han mostrado que el dominio N se une a una secuencia de la
subunidad o de integrinas (74) ¢ interacciona con un dominio de unién a2 DNA de receptores
de glucocorticoides {73, 75). Los resultados obtenidos del andlisis con el programa
PROSITE mostraron que de acuerdo a la secuencia consenso reportada para los sitios de
fosforilacién por PKC (en la cual el residuo de serinaftreonina a fosforilar debe de estar
flanqueado a ambos lados por aminoédcidos basicos separados a una distancia de 0-2
aminodcidos), las secuencias encontradas en el dominic N de la CRT no cumplen
estrictamente con estas caracteristicas, sin embargo, si sc toma en cuenta que la distancia de
la separacion de los aminoacidos basicos sea de tres, entdénces la CRT posee seis sitios
probables de fosforilacién por PKC (figura 14, secuencias marcadas con recté.ngullos). Con
base en lo anterior, tomando en cuenta que la CRT es un excelente sustrato para PKC, se
puede decir que ailin cuando los sitios de fosforilacion presentes en la CRT, no cumplen
cstrictamente con el orden de aminoacidos basicos alrededor de los residuos a ser
fosforilados, es 16gico pensar que alguna o algunas de estas secuencias sean reconocidas y
fosforiladas por PKC.

De acuerdo a los resultados de interaccion y fosforilacidn obtenidos en este trabajo,
se pilede decir que la calreticulina forma parte del amplio grupo de proteinas que, hasta la
fecha, han sido reportadas que interaccionan con fa PKC y a su vez sen sustratos de ella,
pues no se puede excluir la posii)ilidad de que ésta interaccidn se lleve a cabo a través de

algtin sitio localizado fuera del sitio activo. Algunas proteinas, como la GAP-43 y AKAP-
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Figura 14. Secuencia de aminoicidos del dominio N de la calreticulina. En esta secuencia
se muestran los seis posibles sitios de fosforilacion por PKC (en rectangulos) predichos por el
programa PROSITE, los sitios consenso de fosforilacién por PKC reportados a la fecha
(secuencias subrayadas) y los tres residuos de cisteina en los cuales se puede llevar a cabo un
puente disulfuro (en rombos).
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79 son ejemplos de sustratos de PKC que pueden unirse a ella a través de un sitio distinto al
sitio activo (44, 74),

La CRT es una proteina ampliamente conservada en los seres vivos desde plantas
hasta mamiferos, lo que sugiere que tenga una funcién trascendental en las células. Tiene un
90 % de amino4cidos idénticos en humano, conejo, rata y ratén. Ademas estas caireticulinas
tienen un alto nivel de homologia con secuencias de ¢cDNA de la calreticulina de
Drosophila, y de otras especies distantes como Onchocerca volvulus y Schistosoma mansoni
(72, 76). También ha sido identificada recientemente en plantas y el cDNA de plantas que
producen flores, como Arabidopsis thaliana, se usé para determinar si la secuencia de
amino4cidos predicha para la CRT en estas especies contiene caracteristicas estructurales
similares a aquellas encontradas en animales (67).

La calreticulina fue inicialmente caracterizada como una proteina de reticulo
endoplasmico y sarcopldsmico. Sin embargo, a la fecha se le han designado otras funciones
como el de ser una chal.perona molecular, una lectina extracelular, un mediador intracelular
de las funciones de integrinas, un inhibidor de la expresién de genes regulados por hormonas
esteroides y una proteina de unién al factor Clg del complemento. Se ha mostrado que
también se asocia con proteinas en el citoplasma, el nicleo y compartimentos celulares (76,
74). Cabe mencionar, que lo mis interesante es que, a pesar de que se sabe que la
calreticulina posee todas esas funciones, se desconoce el papel fisiologico preciso de esta
proteina, y a la fecha todavia no existian reportes en la literatura en los que se mencionara
que tuviera alguna relacién con la proteina cinasa C. Desde este punto de vista, los
resultados obtenidos cln nuestro trabajo, constituyen un hallazgo y abren un nuevo campo de
estudio para determinar si la interaccién CRT-PKC puede gjercer alguna influencia sobre las
funciones fisiologicas de estas dos proteinas,

Otro punto importante para analizar es el de poder considerar a la calreticulina un
RACK. Estructuralmente hablando, el analisis de la secuencia primaria de la calreticulina
ha mostrado que su dominio N, en el cual se encuentran los sitios de fosforilacion por 1a
cinasa C, contiene una estructura globular con ocho cadenas (-plegada. Esta estructura
asemeja a la conformacién adoptada por proteinas que posecn secuencias repetidas WD-40.
Dentro de este grupo de proteinas se encuentran dos RACKs clonadas: RACK1 y B-COP.
Estas proteinas poseen de 4 a 8 unidades repetidas con un centro conservade de 27 a 45
residuos flanqueados por dos secuencias repetidas caracteristicas, GH (Gly-His) y WD (Trp-

Asp). El dominio N de la CRT no posee las secuencias observadas en las RACKs; sin
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embargo, la estructura tridimensional adoptada por las cadenas B es muy semejante a la
ado;_nada por proteinas del grupo WD-40, por lo que s¢ puede considerar parte de ellas.

Por otro lado, en lo que se refiere a su funcién, se ha demostrado que la calreticulina
regula los mecanismos de adhesién mediados por integrinas (77). En experimentos de
knock-out del gene para calreticulina en los cuales no se lleva a cabo la interaccién con las
integrinas, la funcién de adhesién a proteinas de matriz extracelular y el flujo de calcio
disparado por integrinas a fuentes extracelulares se ve alterado (76). La regulacién de las
integrinas por CRT, puede llevarse a cabo directa ¢ indirectamente. Directamente, se une a
la integrina y estabiliza su conformacién como parte de un “complejo de adhesién
temprano”, Esta interaccién promueve un influjo de calcio y vias de sefialamiento
posteriores que permiten el desarrollo de sitios de adhesién completa. Indirectamente, se ha
propuesto que la calreticulina incrementa la expresién de vinculina y como consecuencia
modula la funcién de integrinas (78).

Se ha propuesto que las integrinas (proteinas transmembranales o heterodiméricas)
son cruciales para la comunicacion del citoesqueleto y la matriz exiracelular. El grupo de
integrinas dependiente de los procesos de adhesidn lleva a la activacion de una tirosina
cinasa de adhesién focal citosélica y a una via de proteinas cinasas activadas por mitdgenos,
a la estimulacién del metabolismo de lipidos de ineositol y a un incremento en las
concentraciones de calcio y del pH intracelular y por lo tanto a la activacién de la PKC (79,
80). También, sc ha reportado una asociacion directa de RACKI! con el dominio
citoplasmico de la subunidad § de integrinas a través de sus cinco a siete dominios WD, lo
que sugiere una interaccion directa entre integrinas y PKC a través de RACK implicando a
la PKC en los procesos de sefialamiento celular mediados por integrinas (81). Como se
menciond anteriormente, la CRT ha estado involucrada en la funcién de integrinas y en su
distribucién en la célula. Se ha reportade que un complejo de superficie celular
inmunocapturado a partir de células de melanoma B16 de ratdn contiene a la integrina a6p1,
a dos formas moleculares de CRT y a la proteina de anclaje KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)(71).
Una de las calreticulinas, “la endocalreticulina”,” es una proteina de 52 Kda que estd
probablemente unida a los tallos citoplasmicos de las integrinas o y la otra calreticulina, “la
ectocalreticulina”, es una proteina de 62 Kda que esta probablemente anclada a la superficie
de KDEL y coopera con la integrina a6l disparando su distribucién en la célula, Esto:s

estudios sugieren una relacion directa entre integrinas y PKC a través de RACKS y CRT.
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Por 1iltimo, cabe mencionar que una caracteristica elave de las proteinas RACKs es
que han sido descritas como proteinas que unen solamente la forma activa de la PKC y que
no son sustratos de ella. De acuerdo a esto, la CRT no podria ser considerada estrictamente
un RACK, ya que aunque también une la forma activa de la cinasa, ella es un buen sustrato
de la PKC. Por lo anteriot la CRT es una de las proteinas que hasta la fecha han sido

identificadas como proteinas que interaccionan con la cinasa C activa y que son sustratos de

clla.

Expresién de la proteina de 32 Kda asociada al factor de splicing SF2 y su interaccion
con PKC,

La proteina de 32 Kda (SP32) es una proteina ubicua en todos los tejidos cuyas
diferencias entre especies estdn confinadas a su extremo amino. Esta proteina tiene un
caricter acido debido a su p/ el cual es de 4.04 y tiene tres sitios potenciales de
glucosilacién. El encontrar que ésta proteina interaccionara con PKC fue también una
sorpresa pues a la fecha no existe en la literatura ningln reporte que indique esta interaccién,
La i)roteina SP32 posee algunas caracteristicas comunes con CRT, como son que ambas
pertenecen a la familia de proteinas WD-40, que ambas unen al factor Clq del complemento
y que ambas tienen sitios de fosforilacién para PKC, entre otras. Con base en esto, fue de
gran interés estudiar si la interaccidn con la PKC tenia las mismas caracterfsticas que con
CRT.

Dado que podiamos obtener mayor cantidad de esta proteina pura expresandola en
bacierias, en esta parte del trabajo, se encontré que utilizando dos cepas de bacterias
distintas (BL21 y DH3a) se obtuvo un maximo de expresion de la proteina a las 2.5 h
después de haber estimulado con 0.4 mM de IPTG. Sin embargo, la cepa BL21 expresd el
doble de la cantidad de proteina (4.3 mg/ml),'a diferencia de la cepa DHS5a (2.1 mg/ml)
(figuras 10 y 11), por lo que la proteina expresada en esta cepa fue utilizada para los
experimentos de interaccién con PKC. Posteriormente, la proteina se obtuvo en forma pura
como una proteina de fusién a GST a partir de una columna de glutatién-sefarosa (figura

11b, resultados no publicados).

En lo que se refiere a la interaccion con la PKC, los resultados obtenidos en los
ensayos de overlay demostraron que la proteina SP32 es capaz de interaccionar con las siete

isoformas de PKC exnresadas en les hevatocitos: sin embareo. aleunas isoformas unieron a
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la proteina SP32 independientemente de la presencia de los cofactores especificos de la
cinasa. Estas isoformas fueron las isoformas o, B, 8, £ y J. Interesantemente las isoformas
0 y § mostraron una unién més fuerte a diferencia de las demas. Las isoformas & y € fueron
las tnicas isoformas que unieron a la SP32 de una manera dependiente de cofactores de la
cinasa. Estos resultados sugieren que algunas de las isoformas de PKC no requieren estar
en su forma activa para interaccionar con la proteina SP32, a diferencia de CRT en la cual

la interacci6n es totalmente dependiente de los cofactores de la cinasa.
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X. CONCLUSIONES.

El método descrito en el trabajo Prot. Expres. Pur. (1997) 10: 32-37 permiti6 la

purificacién de proteinas de bajo peso molecular que interaccionan con la PKC

activa.

De las proteinas purificadas por gradiente semilineal, se detectaron dos con
caracleristicas muy interesantes. La proteina de 32 Kda asociada a un splicing

factor “SF2” y la calreticulina de 60 Kda.

Estas proteinas fueron obtenidas a homogeneidad. La proteina de 32 Kda se
obtuvo en forma pura como una proteina de fusidn a GST expresada en bacterias
y ia calreticulina se purificé por métodos bioquimicos utilizando una columna de

intercambio anidnico y precipitaciones con sales de amonio.

Los ensayos in vitro de interaccién de la CRT con la PKC, mostraron que la
CRT es capaz de unir a todas las isoformas de PKC en presencia de sus
cofactores. La isoforma de PKC o unid fuertemente a las dos formas de CRT (de
55 y 60 Kda). Las isoformas B, 8 y € unieron principalmente a la forma de 55
Kda y Ilas isoformas 8, E y p a la forma de 60 Kda. Los ensayos in vivo
mostraron que la CRT interacciona con las isoformas de PKC «, $, 0, & y .
Esta asociacion se lleva a cabo tanto en células control como en células en las
cuales se activa a la PKC, por lo que se considera que la CRT esta

constitutivamente asociada con estas isoformas in vivo,

Los ensayos de fosforilacién in vitro de la CRT por PKC mostraron que la CRT
¢s un buen sustrato de todas las isoformas expresadas en los hepatocitos y esta
fosforilacién es dependiente de los cofactores de la cinasa. Los experimentos de
fosforilacion realizados con células intactas mostraron un incremento en la
fosforilacién de ambas formas de CRT por PKC.
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Los ensayos in vitro de interaccion utilizando a la proteina de 32 Kda mastraron
que las isoformas de PKC a, § y p unieron a esta proteina de manera
independiente de cofactores de la cinasa, las isoformas 8 y £ mostraron una
unidén mas fuerte y tambien independiente de los cofactores y las isoformas 8 y g

unieron a la PKC pero de manera dependiente de sus cofactores.

Los ensayos in vitro de fosforilacién utilizando a la proteina de 32 Kda
aparentemente muestran que esta proteina no es sustrato de la PKC, ya que

ninguna isoforma de PKC es capaz de fosforilarla.
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