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1. RESUMEN 

Las proteínas cinasas catalizan el proceso de fosforilaci6n de proteínas blanco y 

constituyen un mecanismo de regulación esencial en las células, que junto con las 

rosfatasas, son parte fundamental de la maquinaria del aparato de transducción de señales 

actuando principalmente como elementos amplificadores del mensaje honnonaL 

La proteína cinasa e (PKC) es parte integral del sistema de transducción de señales 

honnonales acoplado a receptores que inician la degradación de componentes lipídicos 

en las membranas. Esta enzima fcnna parte de una familia de serina-treonina cinasas que 

son activadas por fosfolípidos ácidos, específicamente la fosfatidilserina, pero que tienen 

diferentes requerimientos por calcio, diacilglicerol y derivados de fosfolípidos para su 

activación. Por lo anterior, los patrones de activación de las diferentes isofonnas de PKC 

pueden variar de acuerdo a la duración y localización intracelular de esos cofactores (1). 

Estas dnasas fueron las primeras proteínas de señalización en las cuales se observó 

el fenómeno de la translocación a nuevos sitios subcelulares (como la membrana 

plasmática, elementos del citoesqueleto y núcleo) como resultado de su activación (2,3). 

Por otro lado, el estudio de las funciones de la PKC se complica por la presencia de 

sus múltiples isofonnas en un mismo tipo celular. En los últimos tiempos, se ha , 
demostrado que la presencia de módulos o motivos en las proteínas es lo que regula la 

interacción específica proteína-proteína, concentrando a las enzimas en lugares 

específicos de la célula y favoreciendo la fosforilación de sustratos proteicos presentes en 

esos sitios. Por tanto, la localización precisa de cada isofonna de PKC parece ser crítica 

para su función. Además, la intercomunicación entre diferentes rutas de transducción de 

señales que comparten cinasas y/o fosfatasas, hace que su localización sea 

particulannente crítica para la célula evitando así una intercomunicación innecesaria. 

Pare~e ser que las células han resuelto este problema utilizando_ proteínas adaptadoras 

("scaffolding proteins") que forman complejos multienzimáticos con cinasas y fosfatasas 

y que usan más de una ruta de señalización. 

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

subcelulares especificas por la únión a proteínas de anclaje llamadas RACKs (por 



Receptor for Activated C Kinase). A la fecha se han identificado tres RACKs en cerebro 

y corazón de rata, y al menos 7 de ellas en hepatocitos de rata (4). Hasta ahora, han sido 

clonadas solamente dos RACKs mostrando que pertenecen a la superfamilia de proteínas 

que tienen repetido el motivo WD-40, entre las cuales se incluye a la subunidad beta de 

las proteínas G. 

Con base en 10 anterior y dado que en hepatocitos se coexpresan 7 isoformas de 

PKC, es de gran importancia la identificación y caracterización de proteínas que 

interaccionan con las PKC en este sistema para detenninar cómo se regul~ la actividad de 

las diferentes isofonnas de PKC. cómo lransducen las señales y cuáles son sus sustratos 

en los distintos sitios celulares. 

Para lograr esto, el objetivo de este estudio fue el de llevar a cabo la caracterización 

bioquímica de la interacción de diversas proteínas con la PKC, esperando identificar, al 

igual que en otros sistemas celulares, a proteínas que interaccionen de manera específica 

con las PKCs, y que presenten, al~unas características comunes con las proteínas ya 

clonadas. 

Se purificaron a homogeneidad algunas proteínas que por ensayos de unión mediante 

la técnica de "overlay" mostraron unión especifica a proteína cinasa~. Se identificaron a 

dos de estas proteínas por secuenciación 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 proteínas ya habían sido clonadas, S,e descsmoce cuál es su 

función precisa y hasta el momento no había habido ningún reporte que indicara que eran 

sustratos de la PKC o que tuvieran alguna interacción con ella. 

Los estudios de unión con estas proteínas puras mostraron que ambas interaccionan 

in vi/ro con todas las '¡sofonnas de PKC que se expresan en hepatocitos de rata. Sin 

embargo, los est~dios de fosforilación in vi/ro de estas proteínas utilizando complejos 

inmunes de cada isofonna de PKC, demostraron que solamente calreticulina es sustrato 

de las isoformas de PKC. Utilizando células intactas se demostró, tanto por experimentos 

de co-irununoprecipitación como por experimentos de marcaje metabólico, que la 

calreticulina y algunas isofonnas de PKC se asocian in vivo, demostrando que su 

interacción tiene relevancia fisiológica. 



11. SUMMARY 

Proteio kinases and phosphatases are a fundamental part .of the signa} transduction 

machinery within the cell acting as amplifier elements ofthe hormonal signals. 

Pratein kinase C (PKC) is an integral part of the sigoal traosduction apparatus utilized by 

signals that initiate the degradation of lipidic components within the membrane. This enzime 

belongs to a fami1y of serine-threonine kinases which are activated by acidic phospholipids, 

particularly by phosphatidylserine but that have different requeriments of calcium, diacylglycerol 

and phospholipid derivatives for theiT activation. Thus, the activation patt~ms of the differcnt 

PKC ¡soforms can change according to the intracellular localization and permanence of their 

cofactors (1). These kinases were among the first signaling .proteins which were observed to 

translocate towards new subcellular sites (5uch as the plasmatic membrane, the cytoskeleton an 

the nuc1eus) as a result oftheir activation process (2,3). 

On the other hand, the$tudy ofthe PKC function is complicated by the existence ofmany 

isoforms within th~ sarne cellular type. It has been showed lately that the prese:nce of the so 

called motifs in the protein structure are essential to regulate the specific prote¡n-prote¡n 

interactions, that concentrate the enzyrnes at specific locations within the ceH, thus favouring the 

phosphorylation of substrate proteins that are found at the same sites. Therefore, the precise 

localization of each PKC isofonn 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 dr 

scaffoldingladapter proteins by fonning multienzyme complexes that are used by more than one 

pathway aod 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). 10 date, there have been identified at least seven RACKs in the rat hepatocyte aod only 

two from rat brain and heart have been cloned, evidencing that they belong to the superfarnily of 

. proteins in whicli the WD-40 motif is repeated. lhe latter proteins include the ¡3-subunit of the G 

proteins. 



Due to the faet that seven PKC isoforms are coexpressed in the hepatocyte, it has become 

very important to identify and to charaeterize proteins that interact with the PKCs in order to 

understand how is regulated the aetivity of the different PKC isoforms, how each of them 

transduce the signals and which are their substrates' at the different subcel1ular sites . 

. In view of this, the airo of this st'udy was to perform the biochemieal characterization of 

the interaction of PKC with several proteins that may have similar properties with the RACKs 

reported before. 

In this· work, we have pu~fied t6 homogene.ity several ·proteins that showed specifie 

binding to PKC using an ~verlay assay approach. Two of these proteins were identified by 

amino-terminal sequencing, as ealretieulin and as the 32 Kda subunit of pre-splicing rnRNA 

factor SF2. 

Binding studies using these purified proteins demostrated that hoth interaet in vitro wich 

all PKC isofonns expressed in hepatocytes. However, phosphorylation studies in vitro with PKC 

isozyme·specifie inmune complexes showed· ·that only calreticulin is PKC substrate. 

Interestingly, it was observed' in intact cells by rnctabolic labelling and by co­

inmunoprecipítation studies, that calreticulin is a target of PKC phosphorylation aod associates 

with several PKC iso'zymes in vivo indicating that their interaetion· is physiologically relevant. 



111. INTRODUCCION 

La proteína cinasa e (PKC) pertenece a una familia de serina-treonina cinasas 

que constituye una parte integral del sistema de transducción de señales honnonales, 

jugando un papel muy importante en el control de un gran número de procesos celulares, 

los cuales incluyen secreción, función de receptores de membrana, diferenciación celular 

y promoción de tumores. 

La proteína cinasa e fue primero identific~da por Ni.shizuka y colaboradores 

como un precursor para una prot~ína cinasa independiente de cofactores, la proteína 

cinasa M (PKM), la cual es generada por proteólisis (5, 6). Poco tiempo después se 

demostró que la PKC intacta tenía actividad de cinasa cuando estaba asociada a 

membranas (7). La purificación a partir de la membrana, de los componentes que activan 

a la PKC revelaron que los fosfolípidos ácidos, especialmente la fosfatidilserina (PS) 

podían mantener la actividad de la PKC a altas concentraciones de calcio (7). 

Posterionnente, se identificó al diacilglicerol (DAG) corno un cofactar adicional que 

podía incrementar la actividad máxima disminuyendo la concentración de calcio 

requerida a niveles fisiológicos (8). Estos hallazgos relacionaron a la PKC con la 

hidrólisis, estimulada por honnonas, de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (P1P2) dando 

como resultado la producción de 1,2-diacilglicerol (DAG) y de inositol-l, 4, 5-trifosfato 

(IP3). 

Hoy en día es bien conocido que la proteína ci?asa e es parte integral del sistema de 

transducción de señales acoplado a fosfolipasa C (PLC). El proceso de transducción 

inicia cuando un agonista, por ejemplo la vas:Opresina en hepatocitos, se une a su receptor 

(en este caso un receptor de siete dominios transmembranales acoplado a proteína G). El 

complejo honnona-receptor cataliza 'el intercambio de GTP por GDP sobre' una proteína 

G asociada, Gp, activ~dola exactamente como los receptores adrenérgicos activan a la 

Gs. La Gp activada, ·activa a su vez a una fosfolipasa e en la membrana plasmática, la 

cual produce dos s'egundos mensajeros por hidrólisis del PIP2. Los productos de esta 

hidrólisis son el DAG y el IP3. El DAG activa directamente a la proteína cinasa C 

uniendose a estructuras conocidas como "dedos de zinc", El segundo producto derivado 

de la acción de la PLC, el IP3, difunde· de la membrana plasmática al retículo 
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endoplásmico, en donde se une a receptores específicos y causa la apertura de canales de 

calcio liberando el calcio secuestrado al citosol (9). El aumento en las concentraciones de 

calcio junto con el DAG y la interacción de la PKC con fosfolípidos ácidos hacen que la 

cinasa se encuentre en su estado "catalíticamente competente" y así fosforilar a sus 

sustratos específicos (figura 1). 

Sin embargo, la PKC tambien esta involucrada en sistemas de transducción de 

señales en los cuales puede llevar a cabo procesos de desensibilización o transactivación 

de cinasas. De acuerdo a esto, se sabe que muchos receptores acoplados a proteínas G 

regulan cascadas de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) dando como 

resultado la activación de cinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs), proteínas 

cinasas activadas por "stress" y MAPK que actúan como reguladores transcripcionales 

entre otras (lO, 11). En muchos casos, la estimulación de la cascada de ERK lleva a la 

activación de pequeñas proteínas de unión a GTP como p21 Ras. Esta activación es 

mediada también por receptores acoplados a proteínas G. El mecanismo por el cual la 

PKC está involucrada con la activación de estas cinasas se describe brevemente en la 

figura 2 (12). 

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES: 

A la fecha se han identificado 11 isofonnas de PKC en células de mamífero, las 

cuales constituyen una familia de cinasas cuyas estructuras están relacionadas entre sí. 

Las isofonnas de PKC descritas (u, pI, pn, y, o, E, 11, e, A, ~ Y 1;) poseen diferencias en 

cuanto a su localización, especificidad de sustrato y propiedades cinéticas (13). 

Las subespecies pI y pn son el resultado del procesamiento alterno en donde cada 

uno de sus RNAm derivan de un solo gen. 

Como se muestra en la figura 3, las iso formas que constituyen la familia de PKC, 

están formadas de una sola cadena polipeptídica dividida en dos dominios separados por 

una región hipervariable (también llamada región bisagra): el dominio regulatorio (región 

amino-tenninal) y el dominio catalítico (región carboxilo-tenninal). Cada uno de estos 

dominios posee regiones altamente conservadas y !egiones variables. 

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

estructura y a su regulación por ca factores: las convencionales (cPKC): (L, pI, pn y y, las 



su receptor específico. 
Espacio 

eltracelular 

causa el 
GDP-OT!' solm Gp. 

@ 
. ActM.ci6n de la 

. i PLC por Gp. 

(J) 

ro' 
La fosforilaci6n de protelnas 
celulares por PKC, produula 
respuesta celulu ala hormona. 

Figura 1. Sistema de transducción de señales acoplado a fosfolipasa C. La 
hidrólisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato por PLC produce dos segundos 
mensajeros: el diacilglicerol (DAG) Y el fosfatidilinositol-l,4,5-trifosfato 
(IP3). Ambos contribuyen a la activación de la PKC; la liberación del 
Ca2+ al citosol por la interacción del IP3 con su receptor en el retículo 
endoplásmico, también activa a otras enzimas dependientes de calcio. H 
representa a la hormona, Rec, receptor, PLC, fosfolipasa C. 
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Figura 2. Activación de MAP cinasas modulada por la vía de activación de PKC y el reclutamiento de la proteína Pyk2 a 
adhesiones focales. En este modelo el reclutamiento de familia de cmasas como Pyk2. reguladas por calcio y por PKC. 
es inducido por receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y a dímeros de integrioas iniciando el ensamblaje de 
un complejo de activación de Ras basado en la adhesión celular. La señal es dependiente tanto de la adhesión celular a 
la matriz extracelular como de las señales mediadas por OPCR. (a) La activación de GPCR estimula la activación 
de fosfolipasa C (PLC) mediada por las subunidades Ga. o O~y, incrementando el calcio intracelular y la actividad 
de la PKC. (b) Pyk2, la cual es predominantemente citosólica en ausencia de estimulación, se recluta a heterodímeros 
a~ de integrina en donde se activa. se autofosforila y se une a dominios SH2 de c-Src. (e) El complejo basado en 
integrinas recluta a proteínas adicionales, tales como paxilina y complejos de RasOEF, Grb2-Sos1 y Crk-C3G. (d) El 
intercambio de Ras-GTP inicia la cascada de Raf- MEK-ERK. 
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Fig 3. Secuencia esquemática de las isoformas de PKC indicando la estructura 
de dominios de cada subfamilia de PKC. La figura fue tomada de la ref. 11. 
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cuales son reguladas por DAG, fosfatidilserina (PS) y Ca +2; las nuevas (nPKC): 5, E, '1, 

f1 Y e reguladas por DAG y PS y las atípicas (aPKC): A, y 1; cuya regulación no ha sido 

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

TABLA l. Isoformas de PKC expresadas en tejidos de mamíferos. 

SUBESPECIES 
RESIDUOS DE ACfIVADORES EXPRESION EN TEJIDOS 

AA. LlPIDICOS y Ca 1+ 

" Ca , DAG, PS, FI' A, Universal 
CPKC 672 lisope 

pi 671 .. .. .. Algunos Tejidos 
pU 671 .. .. .. Muchos TeJidos 
y 

.. .. .. Cerebro 
697 

NPKC 6 673 DAG, PS Universal , 117 DAG, PS. FFA. P\P, Cerebro y OU-Os 
'l(L) 683 

DAG, PIP,. PS. Piel, Pulmón, Corazón 
Colesterol sulfato 

• 707 PS.1 Músculo, C~lulas T, ctc . 

" 912 
PS, ? C~lulas NRK 

, PS, FFA, PIP11 

APKC S92 Universal 

J..(l) 587 PS, '1 Muchos Tejidos 

DAG: Diacilglicerol; PS: fosfatidilserina; FFA: Ac. grasos cis-insaturados; LysoPC: lisofosfatidilcolina; PIP1: 

fosfatilinositol3. 4, 5-trifosfato. 

Dominio regulatorio: 

El dominio regulatorio de la familia de proteínas cinasas e, posee un peso 

molecular que varía de 20 a 70 Kda de acuerdo a cada iso forma. Este dominio está 

constituido de una región autoinhibitoria de la enzima o región pseudosustrato, y una o 

dos regiones conservadas: la región el presente en todas las isoformas y la región C2 

presente en las iso formas de cinasas e convencionales y nuevas. Se ha comprobado que 

cada una de estas regiones están presentes en otras proteínas fonnando módulos 

funcionales y estructurales (15). 

• La región pseudosustrato, presente en todas las iso formas, excepto en PKC ~, consiste de 

una secuencia de 8 arnfnoácidos (Arg-Lys-Gly-Ala-Leu-Arg-Gln-Lys) muy parecida al 

sitio de fosforilación de los sustratos de la enzima. La sustitución de una Ser en lugar de 
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Ala, hace a esta secuencia un sustrato excelente de la cinasa por pre~entar residuos 

básicos flanqueando al sitio de fosforilación. 

De acuerdo a algunos estudios, el papel de la región pseudosustrato es muy 

importante ya que se ha propuesto que en ausencia de cafactores activadores, la enzima 

se encuentra en una conformación plegada en la cual la región pseudosustrato se une a la 

región de unión al sustrato del dominio catalítico, evitando la fosforilación de sustratos 

potenciales. 

La región pseudosustrato está protegida de proteólisis cuando la enzima no está 

catalíticamente activa, a diferencia de su estado activo en el cual es muy sensible a 

proteólisis por tripsina o endoproteasas. 

• La región el, es una secuencia rica en cisteínas que coordina 2 átomos de Zn+2
, 

fonnando las estructuras llamadas "dedos de zinc" (figura 4). Esta se pliega en una 

estructura globular con dos hojas P apartadas fonnando la cavidad de unión del DAG 

y/o ésteres de forbol (compuestos diterpénicos que pueden activar directamente a la PKC) 

a la cinasa, a través de la fonnación de puentes de hidrógeno y los grupos sulfhidrilo de 

los residuos de cisteína. Sorprendentemente, la unión del éster de forbol al dominio Cl 

no induce un cambio confonnacional significativo en la enzima pero altera la 

hidrofobicidad del dominio promoviendo interacciones hidrofóbicas con la membrana. 

Aunque todas las isofonnas de cinasa e poseen dos de estas estructuras, excepto la 

¡sofonna ~ que posee una, se ha reportado que l~ estcq~iometría de unión de los ésteres 

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

• La región e2, dilucidada a partir de la sinaptotagmina (17) y de la fosfolipasa e (18, 

19), está presente en las cPKC y es una región rica en hojas p, cuya estructura 

tridimensional fonna una cavidad en la cual se encuentra una secuencia de aspárticos 
"'\ 

con los cuales se lleva a cabo la interacción con los iones Cf +2. La unión de iones 

divalentes induce un cambio confonnacional el cual expone residuos de lisina sobre la 

cara anterior del dominio C2. 

En las nPKC está presente una región denominada por algunos autores "C2-like", ya 

que aunque presentan los residuos estructurales de la región C2, no poseen los residuos 

de aspartato funcionales necesarios para la unión con el Ca+~. 
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Figura 4. 1) Estructura en solución determinada por resonancia magnética nuclear 
del segundo dominio rico en cisteina de la PKCa. Este dominio está constituído por dos 
cadenas P antiparalelas y una hélice en el extremo carboxilo tenninal y 11) Tres posibles 
modelos de unión del éster de forbol 12,13-dibutirato (PDBU). En los modelos A y B 
el éster de forbol puede estar localizado a ambos lados de las cadenas (3 antiparalelas y en 
C está localizado entre las dos cadenas. Tomada de J. Med. Chem. (1996) 39:2541-53. 
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• ·El dominio pH (Uplekstrin-homologe") identificado por primera vez en la plekstrina, un 

sustrato típico de PKC en plaquetas, está presente exclusivamente en la ¡safonna I-l de 

PKC. 

Dominio Catalftico: 

El dominio catalítico de la proteína cinasa e tiene una alta similitud con el de la 

proteína cinasa A. Este dominio, de aproximadamente 4S Kda, está constituido por las 

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

• La región C3, contiene una secuencia de Gly-X-Gly-X-X-Gly-XwLys (donde X 

representa cualquier aminoácido), la cual es una estructura típica para los sitios de unión 

a' ATP. Esta secuencia es muy similar para todas las ¡saronnas excepto para ~ en la cual 

el tercer residuo de glicina es reemplazado por alanina. 

• La región C4 está constituida por tres grupos de secuencias que son únicas en todas las 

isafonnas de proteínas 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 

uasa de activación". Su presencia es crucial para el reconocimiento del sustrato protéico 

y están involucractas en la reacción de transferencia del grupo fosfato. 

En la isofonna ~ existen pequeños cambios que hacen que su especificidad de sustratb 

sea algo distinta. 

ACTIVACIÓN DE LA PKC 

La base molecular del proceso de activación de la PKC dista mucho de ser 

clara en el presente y constituye un campo de estudio muy activo. Se.ha demostrado que 

la activación de la enzima está regulada por dos mecanismos distintos e igualmente 

importantes: por fosforilaci6n, en el cual la; enzima alcanza el estado denominado 

"catalíticamente competente", y por la uni6n de moduladores positivos (segundos 

mensajeros). 
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Experimentos del grupo de Fabbro et al. (21) dieron la primera evidencia de 

que la proteína cinasa e se fosforila in vivo. Específicamente, ellos demostraron que la 

PKC se sintetiza como un precursor desfosforilado e inactivo con una Mr de 74 Kda, 

posterionnente se localiza como una [anna transitoria [osfarilada de 77 Kda y finalmente 

como una fonna 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 catalíticamente competente por una 

transfosforilación en el asa de activación localizada en su sitio activo. Recientes estudios 

han mostrado que esta transfosforilación es realizada por la cinasa-l dependiente de 

fosfoinositidos (PDK-I) (22, 23). La carga negativa adquirida por esta fosforilación, 

alinea correctamente a los residuos involucrados en la catálisis y localiza a la enzima en 

el citosol. 

La primera consecuencia de la transfosforilación es una autofosforilación en el 

extremo carboxilo de la cinasa que estabiliza la confonnación catalíticamente competente 

y probablem~nte regula la localización subcelular de la enzima. De acuerdo a lo anterior, 

el asa de activación es entonces el primer sitio fosforilado en la proteína cinasa e (24). 

Sin embargo, se ha demostrado que cuando la región pseudosustrato está ocupando el 

sitio activo, éste queda enmascarado, sugiriendo que el pseudosustrato debe estar fuera 

del sitio activo para que ocurra la fosforilación (figura 5). 

Las posiciones en las cuales se lleva a cabo la fosforilación de la cinasa han sido 

reportadas para la PKC PII: la Thr 500 en el asa de activación y Thr 641 y Ser 660 en el , 
extremo carboxilo. Se ha demostrado por estudios de mutagénesis dirigida que la carga 

negativa en la posición 500 de la cinasa C pn es indispensable para mantener su estado 

catalíticamente competente (25) (figura 6). Una vez fosforilada el asa de activación, la 

proteína cinasa e es autofosforilada en Thr 641. La desfosforilación en esta posición de la 

PKC pn (21) o una mutación de Thr a alanina en la PKC PI resulta en una enzima 

inactivable (26), Curiosamente, una mutación en el residuo correspondiente para la PKC 

Ct resulta'en una enzima activable, aunque muestra una baja estabilidad (27),· 

La tercera fosforilación in vivo se lleva a cabo en la Ser 660. Esta fosforilación 

final correlaciona con la liberación de la proteína cinasa C al citosol, sugiriendo que su 

papel es dirigir la localización subcelular de la cinasa C. Las dos reacciones de 

autofosforilación en el carboxilo tenninal son desencadenadas por la fosforilación en el 

asa de activación. Por lo tanto, es la fosforilación por una cinasa de cinasa e la que inicia 



(B) 
(A) 

.. 

Fig 5. Modelo de la conformación activa (A) e inactiva (B) de la PKC, En la confonnación inactiva, 
la región pseudosustrato de la cinasa e se encuentra interaccionando con la región de unión al sustrato 
(región e4). Después de ser fosforilada la PKe en el asa de activación y en el extremo carboxilo, la 

aparición de los cofactores específicos promueve la liberación de la región pseudosustrato pennitiendo 
la interacción de la región el con la membrana y la fosforilación de los sustratos correspondientes. 



Sefiales que causan ~ 
hidrólisis de fosfolípidos . 

l. Cinasa de PKC 
2.Autofosforilación 

500} 
641 

660 

N 

1 Sustrato! 
I 

Sitios de 
fosforilación 

Figura 6. Modelo para la regulación de la proteína cinasa e (PKC) por fosforilación, proteínas blanco y 
cofactores (tomado de re(26). La PKC se asocia con el citoesqueleto en una conformación tal que expone el 
asa de activación manteniendo al carboxilo terminal (C) cercano al sitio activo. (a) Una transfosforil~ción por 
una cinasa de cinasa e (en Thr 500 para la PKC (l1I) alinea correctamente los residuos para la catálisis, seguida 
de una autofosforilación en dos posiciones de extremo carboxilo terminal (Thr 641 Y Ser 66Q en PKC PlI). La 
fosforilación en Thr 641expone a la cinasa en su estado catalíticamente competente y la subsecuente 
fosforilación en Ser 660 libera a la proteína cinasa C madura en el citosol. (b) El destino específico para cada 
isoforma de PKC puede estar modulado por proteínas de anclaje específicas. (e) La unión del diacilglicerol al 
dominio CI y fosfatidilserina al dominio C2 provoca la remoción de la- región pseudosustrato del sitio activo. 
El dominio C2 de las proteínas cinasas e convencionales tiene también un sitio de unión para Ca2+, el cual 
incrementa alostéricamente la afinidad de este dominio por fosfatidilserina y DAG. La interacción de la 
enzima activada con otras proteínas blanco, como los RACKs (receptores para la proteína cinasa e activa) 
puede ubicar a la enzima en regione;; cercanas a sus sustratos. N, se refiere al extremo amina terminal. 
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esta cascada de fosforilaciones. De acuerdo a esto, la Iransfosforilación por PDK-l 

convierte a la PKC a su estado catalíticarnente competente; sin embargo. la enzima 

todavía no está activa y no puede responder a la presencia de sus caractores específicos 

sino hasta que ha adquirido las dos fosforilaciones del extremo carboxilo. 

Aimque la fosforilación de las cinasas e se lleva a cabo en residuos altamente 

conservados, se han reportado ejemplos en los cuales esto no es así. Este el caso de la 

PKC O, la cual se ha demostrado que cuando se encuentra en su forma activa es 

fosfarilada en residuos de tirosina. Este evento puede jugar un papel en la regulación de 

la actividad de esta isofonna diferente a las anterionnente reportadas (28). Una 

explicación a estos hallazgos es que, probablemente, el mecanismo preciso de regulación 

para una isafanna determinada de PKC no es el mismo que el descrito para otras 

isoformas. 

En otros estudios realizados en baculovirus, se ha observado que la 

desfosforilación en el asa de activación provoca una pérdida irreversible en la actividad 

de la proteína cinasa C, mientras que la desfosforilación en el extremo carboxilo terminal 

resultó en una refosforilación inmediata siempre y cuando se adicione ATP. 

Una vez que la PKC se encuentra en su conformación catalíticamente competente y 

localizada en el citosol, puede ser activada por la unión de moduladores positivos tales 

como el diacilglicerol (DAG), fosfolípidos ácidos de cadena larga, particulannente la 

fosfatidilserina, y en el caso de las iso formas convencionales de PKC, también por el 

calcio. 

El DAG es uno de los segundos mensajeros producido por la hidrólisis del PIP2 o 

de la fosfatidi1colina (PC) por fosfolipasa C. Es un compuesto hidrofóbico de aparición 

transitoria, ya que su desaparición se produce en segundos o minutos de su fonnación y 

activa a la PKC. El dominio hidrofóbico del DAG es critico para asegurar que la 

molécula quede insertada en la membrana con una orientación tal que los grupos 

hidroxilo y carbonilo estén presentes en la interfase. Uno o más de estos grupos pueden 

interaccionar específicamente con la cinasa y por lo menos uno puede ligar directamente 

al Ca'+. Esta unión en múltiples puntos del DAG al complejo PKCIPS/Ca'+ es 

prerequisito para la activación completa de la PKC (20). 

En presencia de diacilglicerol, la proteína cinasa e posee una especificidad 

importante para unirse a fosfolípidos ácidos como la fosfatidilserina, por lo menos en un 

orden de magnitud mayor que a membranas que contienen otro tipo de lípidos (15). Sin 
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embargo, aunque la fosfatidilserina es el fosfolípido preferido por la proteína cinasa e, se 

ha encontrado actividad con ácido fosfatídico (PA) y con fosfatidilinositol (PI). La PC y 

fosfatidiletanolamina (PE) no tienen ningún efecto sobre la cinasa. Por otro lado, la 

fosfolipasa A2 (PLA2) cataliza la hidrólisis de fosfolípidos generando lisofosfolípidos y 

ácidos grasos libres, generalmente ácido araquidónico. Algunos metabolitos oxigenados 

del ácido araquidónico, el araquidonato libre y la lipoxina A, así como la 

lisofosfatidilcolina son también activadores de la PKC. 

Aunque los análisis bioquímicos y de mutagénesis han establecido que, la región 

e2 de la cinasa une a lípidos ácidos, todavía no se han identificado con exactitud cuáles 

son las detenninantes de unión para la fosfatidilserina. Algunos estudios utilizando. 

anticuerpos anti-idiotípicos para este fosfolípido han propuesto que en la región C2 reside 

un motivo de unión para la fosfatidilserina (29); sin embargo una mutación en este 

motivo no produjo ningún efecto sobre la regulación de fosfolípidos. Otros estudios han 

demostrado que las ~PKe y nPKC interaccionan con vesículas de fosfolípidos cargados 

negativamente a través de interacciones electrostáticas (30). 

La proteína cinasa e ha sido conocida como una proteína que está involucrada en 

la proliferación celular y se le ha considerado como un receptor de compuestos 

diterpénicos tales como los ésteres de forbol, que poseen una. estructura hidrofóbica 

análoga a.la del DAG.y se intercalan fácilmente en la membrana activando directamente 

a la PKC (figura 7) . 

. Algunos estudios han revelado que el mecanismo por medio del cual el DAG y los 

ésteres
l 
de forbol activan a la PKC, es incrementando linealmente la afinidad de la PKC 

por las membranas. La interacción de la proteína cinasa e con los ésteres de forbol ha 

mostrado ser tan fuerte que ésta puede mantener una interacción de la PKC con 

membranas neutras, es decir en ausencia de lípidos ácidos y por 10 tanto en ausencia de 

interacciones con el dominio C2 (15). 

La estequiometria de unión del éster de forbol a la PKC es de 1: 1 y la interacción 

se lleva a cabo en la región el de la cinasa C. Sin embargo, muchas de la isofonnas de 

esta cinasa poseen dos dominios el. 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 transfección usando mutantes 

de la PKC o revelaron que solo el segundo dominio Cl juega un papel determinante en l. 

"translocación" de la PKC en respuesta a éster de forbol. 
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Figura 7. Estructura dell,2-diacilglicerol (DAG) y del potente promotor de tumores 
tetradecanoil-forbol-acetato (IPA). 
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La translocación (redistribución) de la PKC entre los compartimentos soluble y 

asociado a membranas parece estar involucrada en la activación de la Cinasa, en el acceso 

a sustratos específicos y en su degradación proteolítica ("down regulation")(2). La 

activación de la PKC por segundos mensajeros, que promueven su asociación con las 

membranas. no parece deberse a una simple interacción de ligando entre el DAG y la 

molécula de PKC. Parece ser que en este proceso, la molecula de PKC existe en más de 

una configuración activa reversible e irreversible. La activación reversible produce el 

típico modelo de activación enzimática por segundo mensajero. Sin embargo, la 

interacción inusual de la enzima con las membranas resulta en la formación de un 

complejo que no puede ser liberado fácilmente a pesar de que la PKC no contiene 

ninguna región de secuencias típicas de interacción con membranas tales como hélices 

transmembranales. Este estado de la enzima, irreversiblemente asociado a la membrana, 

puede ser provocado por varios factores, incluyendo la adición de ésteres de forbol, alta 

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

Cuando la PKC es activada, se transloca del citoplasma a la membrana 

plasmática, a elementos del citoesqueleto, a núcleos y a otros componentes celulares (33-

35). Se sabe que una célula determinada generalmente expresa diversas isofonnas de 

PKC. Muchas de estas isofonnas se encuentran localizadas en estructuras celulares 

específicas en su forma inactiva. Estudios bioquímicos e inrnunocitoquímicos, indican 

. que la actividad biolÓgica de las PKCs está fuertemente regulada por su localización 

celular (1, 36). Utilizando también microscopía convencional o confocal de fluorescencia 

ha sido posible observar que cada isofonna, una vez activada, se redistribuye a una 

localización celular específica y muchas veces distinta a las iso formas restantes, por lo 

que se presume que cada una realiza funciones específicas. 

La incorporación y utilización de nuevas técnicas está permitiendo descubrir 

mecanismos de activación y redistribución de las diversas isofonnas de proteína cinasa 

e, que hacía algunos años todavía eran desconocidos (37, 38). Recientemente, ha sido 

posible observar la translocación de iso formas de PKCs mediante la utilización de 

proteínas de fusión, en donde la isofonna de PKC es expresada transitoriamente en 

células transfectadas con la secuencia correspondiente a la isofonna de PKC fusionada a 

la de una proteína fluorescente verde (GFP) como marcador. Con esta técnica, se ha 
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observado la translocación de la PKCy-GFP del citoplasma a la membrana plasmática en 

células COS-7 estimuladas bajo diferentes condiciones: cuando se estimuló a las células 

con TPA se produjo una translocación unidireccional, mientras que cuando se utilizó un 

ionóforo de calcio (A2318?), se produjo una translocación reversible (39). 

Los resultados obtenidos en los estudios de redistribución de la PKC, han servido 

también para proponer la función que puede tener una isofonna detenninada en un 

compartimento celular específico. Algunos ejemplos son los estudios realizados con la 

PKCa, 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 activación, la 

cinasa se transloca al perinúcleo (40). 

En estudios realizados en fibroblastos Rat-l, se ha demostrado que la PKC CJ. se 

encuentra altamente concentrada en estructuras caveolares de células no estimuladas. La 

realización de experimentos de fosforilación in. vitro ha sugerido que la enzima se 

encuentra constitutivamente activa en estos compartimentos. Por lo tanto, la toma de 

moléculas por las caveolas está relacionada a su actividad. y, .por tanto, PKC Ct puede 

jugar un papel clave en la intemalización de las caveolas (36) .. 

Asimismo, utilizando microscopía de fluorescencia ha sido posible obsetvar la 

translocación de diferentes isofonnas de PKC en células eritroleucéI)1icas murinas 

(MEL). De las seis isofonnas expresadas en estas células (IX, B, E, )l, ~,e), unicamente la 

PKC e esta localizada en las asas mitóticas de células MEL en división. Esta isofonna es 

translocada del núcleo al citosol en células MEL que no están en crecimiento y que han 

sido tratadas con ésteres de forbol. Este evento es acompañado por la fosforilación de la 

cinasa seguida de su "down-regulation". De acuerdo a estQs estudios se ha propuesto que 

la PKC e, a diferencia de las otras isofonnas, juega un papel en el progreso del ciclo 

celular (41). 

También ha sido posible estudiar el proceso de translocación de la PKCo y su 

papel en la regulación del ciclo celular en células COSo? y CHO-Kl en cultivo (42). En 

este caso se estimuló a las células con 3 agentes diferentes: i) con ATP. ii) con TPA y ¡ii) 

con H202. El estímulo con ATP causó una translocación transitoria a la membrana 

plasmática por 30 segundos y una subsecuente retranslocación al citosol. El TPA indujo 

una lenta translocación de la PKCo-GFP a las membranas y esta fué unidireccional. 

Interesantemente. el tratamiento con H202 no produjo translocación de la cinasa, pero 

aumentó su actividad más de tres veces. 
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Como se muestra en estos trabajos, existen diferentes patrones de redistribución 

de la PKC y no necesariamente la activación requiere de redistribución de la enzima, por 

10 que el estudio de los diferentes mecanismos involucrados en la translocación y 

activación de las diversas iso formas de PKC es complejo. 

Interacción de PKC con proteinas. 

La observación de que la interacción estable de la PKC activada con las 

membranas se inhibía cuando éstas eran tratadas con tripsina, sugirió que las proteínas de 

membrana podían unir a la forma activa de la PKC (43). 

Con respecto a la interacción de la PKC activa con .proteínas, cada vez es más 

claro que la presencia de motivos o módulos en las proteínas es la que está jugando un 

papel crucial en la localización precisa de elementos que se comparten en las cascadas de 

transducción evitando una intercomunicación innecesaria, ya que por la presencia de 

estos motivos en las proteínas, se pueden llevar a cabo interacciones específicas proteína­

proteína. Se han encontrado proteínas' adaptadoras que forman complejos 

multienzimáticos con cinasas y/o fosfatasas que se usan en más de una vía de 

señalización, manteniendo las en sitios específicos en los que solo tienen acceso a 

sustratos localizados en ese lugar (44). 

Otras evidencias han mostrado que cuando se activa la PKC se asocia con 

proteínas de la fracción particulada, probablemente del citoesqueleto, así como con 

proteínas nucleares (3, 45). 

Se han reportado hasta ahora un gran número de proteínas que interaccionan 

con PKC utilizando diversas técnicas. Entre las más utilizadas están: i) los ensayos de 

"overlay" (una modificación de un Westem Bl04 en el que se utiliza a la PKC pura, en 

lugar de un anticuerpo, como sonda para revelar a las bandas de proteínas 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), y iii) el 

análisis genético de doble híbrido en levaduras para analizar las interacciones proteína­

proteína. 

Por estos métodos se ha encontrado que la PKC se une a proteínas adaptadoras 

de diversas fonnas. Un grupo de ellas son proteínas que pueden unir directamente 

fosfatidilserina y que son sustratos de la PKC. Entre estas proteínas se encuentran: talina, 
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vinculina. MARCKS (los sustratos miristoilados de cioasa e ricos en alanina), AKAP 79 

Y gravina! AK.AP 250 (llamadas así ya que originalmente se les descubrió como proteínas 

que se anclaban a la proteína 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 proteínas MARCKS son de los sustratos mejor caracterizados de la PKC 

(46). Se ha observado que su unión a la cioasa disminuye cuando esta se encuentra 

fasrarilada y diversos estudios sobre los patrones de expresión de MARCKS durante el 

desarrollo del cerebro, utilizando ratones transgénicos. sugieren que estas proteínas 

puedan ser importantes en los eventos de reconocimiento célula-célula a través del 

desarrollo. 

La familia de proteínas AKAPs ha sido también identificada como proteínas 

que interaccionan con PKC. AKAP 79, una proteína neuronal altamente expresada en 

ciertas regiones del cerebro humano, así como su homólogo en rata (AKAP 150), ha sido 

estudiada recientemente en células de insecto Sf2l (47). AKAP 79 se asocia, in vitro e ill 

vivo, con isofonnas convencionales, nuevas y atípicas de la PKC y se ha mostrado que no 

se requiere de los activadores lipídicos de la cinasa ni de la misma cinasa activa para que 

se lleve a cabo la interacción. Dado que la PKC está inactiva cuando se une a AKAP 79, 

se cree que el sitio activo de la cinasa pueda participar en las interacciones proteína~ 

proteína. En este estudio se demostró que un péptido de AKAP 79 (aminoácidos 31~52) 

se une en o muy cerca del surco de unión al sustrato en el centro catalítico de la PKC PIlo , 
Esta- interacción inhibe la actividad de cinasa de la enzima, ya que el péptido es rico en 

residuos básicos los cuales representan determinantes clave en las interacciones PKC~ 

pseudosustrato, por lo que se comporta como una región 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 

activación de la PKC por PMA. La unión de esta proteína parece que no es exclusiva para 

la PKC8, ya que también une a la PKCu (48). La cinasa Btk también une a todas las 

isof<:nnas de PKC de una manera dependiente de lípidos y se ha sugerido que esta 

proteína une la forma inactiva o. por lo menos la no completamente activa de la PKC. 

Estudios recientes han demostrado que el dominio CI de las isofonnas de PKCc, PKCn y 

PKCa se une al dominio de homologia a plecstrina de Btk (49). 
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Un segundo grupo de proteínas adaptadoras a PKC son las llamadas RACKs 

(denominadas así por receptor for activated e kinase) identificadas por primera vez por 

Mochly-Rosen et al (50). Estas proteínas están presentes en la fracción particulada y han 

sido descritas como proteínas que unen solamente a la fanna activa de la PKC de una 

manera específica y saturable. A la fecha se han identificado tres RACKs en membranas 

de cerebro y de corazón de rata (50 y 51) Y se han identificado también al menos 7 

proteínas que se comportan como RACKs en la fracción insoluble en Tritón X-lOO de 

hepatocitos de rata (4). Hasta ahora dos RACKs han sido clonadas y el análisis de su 

secuencia muestra que pertenecen a la superfamilia de proteínas que tienen el dominio 

WD-40, que incluye a la subunidad beta de proteínas G (52, 53). Acorde con esto, 

también se ha observado que existe una reactividad inmunológica cruzada entre las 

RACKs identificadas en hepatocitos de rata y la subunidad beta de las proteínas G (54). 

La unión PKC-RACKs es una unión dependiente de fosfolípido y se sugiere que esto 

puede servir para estabiliz'!I la asociación de la enzima con sitios específicos de la 

membrana. Sin embargo, se ha observado que un puente de fosfatidilserina no es 

suficiente para la unión de la PKC a las RAC.Ks, por lo que se requiere de una interacción 

directa proteína-proteína (51). Esta un~ón no se inhibe por un péptido sustrato, indicando 

que el sitio d~ unión a la RACK en la PKC es distinto al sitio de unión a sus sustratos 

(figura 8). RACK 1 es una proteína 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 específica para PKCpn, ya 

que colocaliza con esta iso forma en el perinúcleo de miocitos cardiacos (50). El sitio de 

unión aRACKI ha sido mapeado en el dominio C2 de las PKCc (aminoácidos 186-198, 

209-216 Y 217-226) Y estudios de resonancía magnética nuclear y rayos X del dominio 

C2, sugi~ren que las secuencias correspondientes a 105 sitios de unión a RACKl en PKC 

están sobre tres cadenas j} expuestas en este dominio (17). Por otra parte,se ha 

encontrado que PKO:; se une a actina filamentosa (F-actina) en condiciones in vi/ro y en 

. sinaptosomas (55) y ya que esta unión se lleva a cabo únicamente con la fonna activa de 

la PKCE, parece ser que F-actina tiene las características de ser una RACK para esta 

iso forma. El sitio de unión a F-actina ~a sido mapeado en el dominio CI de PKCE 
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péptido correspondiente a esta secuencia inhibe selectivamente la translocación de PKCe 

y no la de otras isofonnas (57). 

Un tercer grupo de proteínas que también interaccionan con PKC son los llamados 

RICKs (receptores para la cinasa e inactiva) (14). Estas proteínas no requieren ser 

sustratos de la PKC, y se ha demostrado que unen preferencialmente la forma inactiva de 

la cinasa. El mecanismo de disociación es muy semejante al de las proteínas AKAPs en 

donde la PKA se disocia de la AKAP después de una elevación 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 disociación de la PKC. 

Por último se pueden citar un grupo de proteinas llamadas STICKS (sustratos que 

interaccionan con cinasa C) (58). Estas son proteínas 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 proteína modificando las funciones de este grupo de 

proteínas. Entre estas se encuentran las aducinas, proteínas que poseen subunidades con 

un dominio relacionado a las proteínas .MARCKS. Este dominio, presente en n, p Y'Y 

aducina une calmodulina y contiene el principal sitio de fosforilación para la PKC. Las 

aducinas son proteínas de citoesqueleto que facilitan las interacciones entre espectrina y 

actina para fonnar el esqueleto membranal subcortical. Estos estudios han dado evidencia 

de una actividad de PKC endógena incrementada en células con oncogenes alterados y 

han sugerido que la fosforilación de las aducinas por PKC tiene una influencia directa en 

la organización del citoesqueleto celular (59). 

IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO 

Con base en lo anterior y dado que en hepatocitos de rata se coexpresan 7 isofonnas 

de PKC, es de gran importancia la identificación y caracterización de proteínas que 

interaccionan con las PKC. Con este estudio se podrá determinar si esta interacción se lleva 

a cabo con algunas o con todas las isofonnas de PKC y si se lleva a cabo en condiciones in 

vitro e in vivo. 
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V. HIPOTESIS 

La hipótesis del presente trabajo será que, al igual que en otros sistema celulares, las 

proteínas identificadas interaccionen con la proteína cinasa e activa de manera isofonna­

específica tanto in vivo como in vi/ro y que presenten algunas características comunes con 

las proteínas ya clonadas. 

VI. OBJETIVOS 

El objetivo central del presente trabajo es el de llevar a cabo la caracterización 

bioquimica de la interacción de diversas proteínas con la proteína cinasa e, utilizando 

como modelo experimental a hepatocitos de rata, para evaluar las posibles consecuencias 

fisiológicas de su interacción. Para ello se plantearon los siguientes objetivos 

particulares: 

1) Identificar a proteínas que interaccionan con la PKC en hepatocitos de rala utilizando 

ensayos de "overlay". 

2) Establecer un método adecuado de purificación a homogeneidad de las proteínas que 

evite su degradación. 

3) Caracterizar bioquímicamellte a estas proteínas, detenninando su contenido de 

aminoácidos, sus pesos moleculares, su pI, así como su contenido de carbohidratos. 

4) Establecer la identidad de estas proteínas obteniendo la secuencia de sus extremos amino 

y comparándola con bancos de secuencias conocidas. 

5) Determinar qué tipo de interacción se lleva a cabo con la PKC. Si se da únicamente con 

la forma activa o si se lleva a cabo también con la fcona inactiva de la cinasa. 

6) Determinar la especificidad de la interacción con la PKC, y si se lleva a cabo con 

cualquier iso forma o si es específica para cada una. 

7) Deteoninar si estas proteínas además de unir PKC, son sustrato de ella in vitro y si esto es 

cierto, establecer si la fosforilación de la proteína se lleva a cabo por una isofonna 

determinada. 
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8) Estudiar si la unión a PKC y la fosforilaci6n de estas proteínas se llevan a cabo también 

in vivo para ver si la interacción puede tener relevancia fisiológica. 

9) Clonar y expresar alguna de las proteínas identificadas, para estudios posteriores de los 

determinantes moleculares inplicados en la interacción con PKC. 

VII. MATERIALES Y METODOS 

La metodología utilizada en la realización de los experimentos se encuentra 

descrita en los artículos que se muestran como parte integral de esta tesis, y que aparecen 

incluidos en la sección de resultados. A continuación se mencionarán algunas técnicas 

que se utilizaron para la obtención de resultados adicionales del trabajo de tesis y que no 

se describieron en los artículos presentados. 

Clonación y expresión de los genes para la calreticulina y para una proteína 

asociada a SF2. 

Para llevar a cabo la clonación del gen de calreticulina, se llevó a cabo primero un 

análisis de la estructura primaria del gen para posterionnente, con base en la secuencia de 

bases del RNAm, diseñar un par de oligonucleótidos sintéticos para ser utilizados como 

cebadores ("primers") en RT -PCR abarcando el marco de lectura completo ae la proteína. 

Se diseñaron los primers modificando la secuencia original del gen para generar un sitio 

de restricción que pennitiera clonar al gen de una manera dirigida. Con los primers 

sintetizados se procedió a realizar el ensayo de RT -PCR utilizando para ello RNA 

obtenido de hígado de rata. Una vez obtenido el producto de PCR correspondiente al gen 

de calreticulina, éste se purificó y se cortó con la enzima Xba 1 para clonar de manera 

dirigida en el plásmido vector pFasBac Htc. 

En el caso del gen para la proteína de 32 Kda asociada al factor de procesamiento 

de RNAm SF2, las clonas correspondientes a la secuencia nucleotídica completa o 

parcial de la proteína se obtuvieron de una biblioteca de eDNA de embrión de rata 

disponibles en Research Geneties Inc. Esta proteína fue clonada en el vector pGEX 1, el 

cual es un vector de expresión para proteínas de fusión que expresan un gen clonado 
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como una proteína de fusión a glutatión S-transferasa (GST) (figura 9). Las clonas 

positivas se seleccionaron en medios con ampicilina. Se realizó un precultivo con las 

colonias transformadas incubando 16 horas a 37°C y se indujo la expresión de la proteína 

de fusión añadiendo 0.4 mM de IPTG. La proteína de fusión se purificó después de lisar 

a las células por sonicación y cargando el lisado a una columna de GST -sefarosa. La 

proteína se expresará en células Sf2 1 de insecto o en células HepG2 de la misma manera 

descrita en el párrafo anterior (60,61). 
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VlII.RESULT ADOS 

Los resultados obtenidos en la realización de la tesis están descritos en los 

artículos anexos. 

Además de estos, se incluyen algunas figuras de resultados que no fueron 

incluidos en estos artículos. 

Resúmeo: 

Se detectaron previamente por lo menos siete proteínas que unían a PKC activa en una 

fracción insoluble en Tritón X-lOO de hepatocitos de rata (4). A la fecha solo se había 

descrito un método de purificación de proteínas RACKs a partir de una fracción insoluble 

en detergente de cerebro de rata adulta (62). Este método consiste de una precipitación con 

sulfato de amonio y cromatografia en columnas de intercambio catiónico y fenil sefarosa. 

En nuestro trabajo (trabajo 1) se desarrolló un método de purifi~ación para las proteínas 

expresadas en los hepatocitos de rata aprovechando su capacidad para precipitar en 

soluciones con Tritón X-lOO. 

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 anterionnente favoreció la purificación. de proteínas de bajo peso 

molecular (14, 15.3, 16.1 Y 34.4 Kda). Al realízar la segunda precipitación se enriqueció 

significativamente a dos proteínas: la de 14 Kda y las de 15.3 y 16.1 Kda, las cuales 

migraron como un doblete. Las proteínas de mayor peso molecular se perdieron 

considerablemente en el sobrenadante de esta segunda precipitación (Prol. Expres. Puro 

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

2) Se realizó una prueba del contenido d~ carbohidratos de las proteínas purificadas 

utilizando un kit de detección de glicanos (Boehringer Mimnheim). Ninguna de las 

proteínas probadas. dió una señal positiva, lo que indicó que no se trataba de . 

glucoproteínas (resultados no mostrados). 
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3) La fracción obtenida de la primera precipitación mostró la presencia de ~roteínas Con un 

peso molecular mayor a las obtenidas en la segunda precipitación. Con el fin de obtener 

a estas proteínas puras. se decidió modificar los gradientes de elución de la columna de 

DEAE-celulosa por un gradiente semilineal (de O a 0.3 M Y de 0.3 a 0.5 M de NaCI). 

Los resultados de esta parte de la purificación nos pennitieron obtener una fracción muy 

enriquecida de una proteína con un peso molecular aproximado de 32 kDa y una 

proteína de 60 kDa. Estas fracciones fueron también obtenidas por electroelución y el 

grado de pureza fue evaluado también por SDS-PAGE teilido con la técnica de nitrato de 

plata (resultados no mostrados). 

4) Una vez obtenidas las proteínas en forma pura, se sometieron a un análisis de 

aminoácidos realizado por la W. M. Keck Foundation Biotechnology Resource 

Laboratol)' Facility en la Universidad de Yale. En este análisis se observó que para las 

proteínas de 15.3 y 16.1 kDa la composición y el % relativo de cada aminoácido fueron 

semejantes excepto en el contenido de serinas y treoninas. Esto sugirió que 

probablemente la proteína de 15.3 kDa fuera un derivado de proteólisis de la de 16.1 

kDa (Pro!. Expres. Puro (1997) 10: 32-37, tabla 2). 

Con los datos obtenidos, se realizó un análisis con el programa PROPSEARCH para 

detenninar la posible identidad de estas proteínas. Este análisis arroja resultados en 

porciento de identidad de la composición de aminoácidos entre dos o más proteínas 

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

que esto signifique que se trate de la misma. Esto se confinna posterionnente. con la lectura 

de su secuencia. Los análisis del PROPSEARCH resultan útiles para aquellas proteínas en 

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

identidad genera una idea sobre qué proteína es. 

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

PROT. IDENTIDAD 
(kDa) (%) 
14 - Histona H4 

(90) 
- Histona H2B 

15.3 (90) 

- Histona H2B 
16.1 (lOO) 
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- Aldolasa 
- EndonucJeasa 

34.4 -Desoxirribonucleasa 
(82) 

5) Para establecer la identidad de las proteínas, se secuenció el extremo amina de por lo 

menos cuatro proteínas purificadas (de 15.3, 16.1,32 Y 60 Kda). La secuenciación se 

realizó en el Departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina, UNAM. Las 

proteínas de 34.4 y 38 Kda presentaron el extremo amino bloqueado. La secuencia de 

cada proteína se comparó 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 DGKKRKRSRKESYSVYVYKV 44 

lAVTKQKKDGKKRKRSRKESYSV23 
16.1 Similitud: - HISTONA H2B 

18 A VTKQKKDGKKRKRSRKESYSV 29 

1 LHTEGDKAFVEFL TDEIKEE 20 PROTEINA ASOCIADA AL 
32 Similitud: SPLlClNG FACTOR SF2 

74 LHTDGDKAFVDFLSDElKEE 93 

(W) (G) 
1 DPAIYFKEQFLDGDAXTNRX 20 

CALRETICULlNA 60 Similitud: 
18 DPAIYFKEQFLDGDA 32 

De las proteínas identificadas, dos poseen características muy interesantes. Estas 

proteínas son: una proteína de 32 Kda asociada a un "splicing factor" SF2, y otra 

identificada como calrelÍculina (CRT), de 60 Kda. Ambas proteínas son ácidas y 

pertenecen a la superfamilia de proteínas con motivos WD-40, de manera semejante a las 

RACKs clonadas. 

De acuerdo al interés por estudiar la interacción de estas proteínas con la PKC, los 

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

a) Se purificó a homogeneidad a la CRT por dos métodos diferentes: 1) a partir de una 

fracción insoluble en Tritón X-lOO de hepatocitos de rata y una electroelución (método 
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descrito en Prol. Expres. Puro (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 iónico (descrito 

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

b) El rendimiento obtenido de la CRT purificada por el método de Milner, et al, 

proporcionó la cantidad de proteína necesaria para la caracterización bioquímica de su 

interacción con PKC. La CRT purificada por nuestro método se evidenció como una 

sola banda que migra con un peso molecular de 60 Kda. Esto fue así, ya que se 

recuperó finalmente por electroelución después del gradiente semilineal empleado. 

Sin embargo, la CRT obtenida por Milner et al se evidenció 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). 

e) Se confinuó la identidad de la CRT purificada por ambos métodos mediante un ensayo 

de Westem Bl01 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 unión a PKC in vitro. En estos ensayos se 

utilizó una fracción de isofOlmas de PKC p;ucialmente pura para detenninar cuál de 

ellas se unía a calreticulina. Esto se llevó a cabo utilizando la técnica de overlay con 

anticuerpos específicos dirigidos contra cada isofonna de PKC. Los resultados 

obtenidos demostraron que la CRT es capaz de unir a todas las isofonnas expresadas 

en hepatocitos de rata en presencia de fosfatidilserina, 1,2-dioleína y CaCho Sin 

embargo, la PKC a. unió fuertemente las dos formas de la calreticulina (la de 60 y la 

de 55 Kda), mientras que la PKC p, ¡; y e unieron principalmente a la forma de 55 kDa 

y la PKC e, S y f1 a la forma de 60 Kda (Biochem. J (1999) 344: 469-475, figura 2). 

e) Dado que la interacción de la CRT se lleva a cabo in vitro con todas las isoformas de 

PKC expresadas en hepatocitos de rata, se probó si esta proteína podía ser fosforilada 

por la cinasa, es decir, si además de interaccionar con ella servía como un sust~to de 

la PKC. Los ensayos in vi/ro, utilizando inmunoprecipitados de cada iso forma de 

PKC, demostraron que la CRT es un excelente sustrato de todas las iso formas de 
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cinasa, incluyendo la PKCIl la cual posee algunas características estructurales y 

funcionales distintas a las otras isofonnas. Esta fosforilación fue dependiente de los 

cofactores específicos para la cinasa C. Es importante mencionar que la fosforilación 

de la calreticulina fue más eficiente que la observada para la histona HI-IlIS, típico 

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

figura 3). 

f) Se determinó si la CRT es capaz de asociarse con las ¡sararmas de PKC in vivo. Para 

ello, se utilizaron hepatocitos de rata intactos los cuales se incubaron en presencia o en 

ausencia de activadores de la PKC (lJ.lM de PMA para activar directamente a la cinasa 

o 10 ¡.tM de adrenalina + 1 O J..lM de propanolol para activar a la PKC vía receptores al 

adrenérgicos). Se analizaron los inmunoprecipitados de CRT utilizando anticuerpos 

específicos contra cada isoforma de PKC. Estos resultados mostraron que la CRT 

imnunoprecipitó con las iso formas de PKC Ct, p, e, é, y ¡t pero no con las PKC Ii y E, 

por lo que la interacción calreticulina-PKC sí se lleva a cabo en las células in vivo. 

Además, los resultados obtenidos en hepatocitos control y activando a la PKC por 

ambas vías, sugieren que la CRT está constitutivamente asociada con estas isofonnas 

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 determinó también si la CRT, es fosforilada por iso formas de PKC activa en células 

intactas. Esto se realizó con células marcadas metabólicamente con [32P] orto fosfato 

y estimuladas con I ¡tM de PMA o 10 ¡tM de adrenalina + 10 ¡tM de propanolol en 

presencia o ausencia de un inhibidor específico de PKC penneable a las células (Ro 

31-8220). Los resultados obtenidos, inmunoprecipitando a la calreticulina y 

analizando la autoradiografia correspondiente, mostraron un incremento en la 

fosforilación de ambas formas moleculares de calreticulina (la de 60 y 55Kda) como 

resultado de la activación de PKC. Esta fosforilación no se llevó a cabo cuando se 

utilizó el inhibidor específico para la PKC (Biochem. J (1999) 344: 469-475, figura 5). 

Actualmente, hemos obtenido avances en los experimentos de clonación y 

expresión de la proteína 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 proteína de 32 
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Kda, se realizó un curso temporal de la expresión de esta proteína como una proteína de 

fusión a GST en bacterias DH5a y BL2l. El tiempo óptimo de expresión para la proteína 

fue de 2.5 h posterior a la inducción con 0.4 mM de IPTG. La proteína SP32-GST migró 

en SDS-PAGE como una proteína de 55 Kda (figuras 10 y 11, resultados no publicados). 

Para determinar si la proteína de 32 Kda une a las isofonnas de PKC expresadas 

en hepatocitos de rata, se realizaron experimentos de "overlay" utilizando a la proteína de 

fusión purificada por afinidad en una columna de GST -sefaros3. Los resultados de tres 

experimentos distintos mostraron que todas las ¡sofonnas de PKC son capaces de unir a 

la proteína de 32 Kda. Sin embargo se observan tres patrones de unión distintos: 1) el 

caso de las isoformas de PKC a, 13 y Jl las cuales unieron a la proteína de manera 

independiente de cofactores de la cinasa, 2) a diferencia de las anteriores, las ¡sofonnas 

de PKC e y l; unieron más fuertemente a la proteína de fusión y esta unión es 

independiente de cofactores y 3) las isofonnas B y E unen a la proteína pero de manera 

aparentemente dependiente de cofactores (figura 12 a y b, resultados no publicados). 
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It has beeo proposed that proteio kinasc e may be 
t.argeted to speeific loeations vio interactions with an­
choring proteins located at various subeellulal' sites. 
A. group ofproteins collectively tcnned RACKs (Recep­
ton for Activated C-Kinase) have been identified. 
Rere, we made use of a rapid and simple method to 
purity several RACKs from rat hepatocytes, taking rul­
vantage of the ahility of these proteins to be precipi­
t.ated with Tritoo X-lOO. The method can be used for 
tbe isalation of other proteina that share these proper­
ties. Four proteíns were purified to apparent homoge­
neity with M r values of 14, 16, 16, and 34 kDa, Amino 
Ilcid composition and biochcmical characteristics of 
tbese proteins are presented, e 1119"7 Acad ..... ¡" P ..... 

Frotein kinase C (PKC)l i8 a family of enzyme8 that 
transduces a plethora of signals promoted by lipid'hy­
drolysis. It often has been observed that, upon cell stim­
Ltlation, primarily cytosolic PKC is associated to mem­
I>rane compartments, but despite extensive studies. the 
mechanism of activation ofPKC is not fully underslood 
flS yet (1-4). Altbough aIl members so far identified of 
lhe PKC family require phosphatidylserine for activa~ 
lion, otber lipid mediatora exert profound positive or 
negative effects on each PKC isoform (4). Several mod­
~s ofPKC-membrane interaction have been proposed 
:5,6). A role of proteins that may target the activated 
PKC molecule to specific sites has beeo postulated re­
:ently by the identification of several PKC-binding pro­
t.eins that may act as receptors for the activated fonu 
)f PKC. These have been tenned RACKs (Receptora for 
!\.ctivated C-Kinase) and show phospholipld-dependent 
trlnding to PKC tbat could aerye lo stabilize the associa-

I Abbreviations used: PKC, protein kinase C; RACKs, receptors for 
lCtivated C-kilUllle; pI, isoelectric point; OIG, digorigenin; G-protein, 
¡uanine nucleotide binding protein; PVDF, polyvinylidene difluoride. 

l2 

tion of tbe active enzyme lo specific locations in the 
ceUs (7-11). 

To date, three putative RACKs have been identified 
in membranes from ndult rat brain snd heart (9,10) 
and at least seveo proteins that behave like RACKs 
in s Triton-iosoluble fraction of rat hepatocytes (11). 
RecenUy, a 36-kDa RACK from rat brain was cloned 
(12); it shares sorne sequence similarities with the fJ 
subunit ofG proteins, both containiog seven repeats of 
the WD-40 motif(12}. Similarly, we have observed that 
there is immunological crossreactivity between G-pro­
teio /3 subunits and hepatocyte RACKs (13). Other 
RACKs have not been characterized yet, but several 
lines of evidence suggest that they may be cytoskeletal 
elements or associated proteins since: (i) they are pres­
ent in detergent-insoluble particulate fractions of cells, 
which have beeo reported to be enriched in cytoskeletal 
proteins (14), and (ii) PKC translocates lo cytoskeletal 
elements upon stimulation (8,15-17). Only one method 
for the purification of28-, 30-, and 33-kDa RACKs from 
the detergent-insoluble fraction of adult rat braio has 
beeo (briefiy) outlined previously (18); this purification 
procedure consists of ammonium sulfate precipitation 
and chromalography over phenyl~Sepharose and cat­
ion-exchange columns. Here, we characterized sorne of 
the RACKs we have identified previously io rat hepato­
cytes (11). The ability ofthese proteins to precipitate in 
solutions cont8ining Triton X-lOO allowed Us to purify 
them to apparent homogeneity in only four steps. 

MATERIAL AND METHODS 

Murine monoclonal antibodies to PKC isoenzymes 
were purchased from Upstate Biotechnology, Inc., or 
from Seikagaku Kogyo Co.; goat anti-mouse and aoti­
rabbit IgG-alkaline phosphatase conjugates were from 
Bio-Rad. Leupeptio, trypsin inhibilor, phosphatidyl­
serine. l,2-diolein, and Triton X-lOO were obtained 
from Sigma. DEAE-cellulose (DE-52) was from What-
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nano The digoxigenin glycan detection kit was pur· 
:hased from Boehringer Mannheim. 

'salatian af Rat Hepatocytes 

Male Wistar rats (200-250 g) fed ad libitum were 
!Sed. Hepatocytes were isolated by the collagenase per· 
usion method described by Berry and Friend (19). 

~urification af RACKs 

Step 1: First precipitation with Tritan X-IDO. 
rreshly isolated rat hepatocytes obtained from two livo 

!rs (approximately 10 g wet weight) were homogenized 
lllith an ultraturrax in 20 mM Tris-HCI (pH 7.5) buffer 
:ontaining 10 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0.5% Tritan X· 
lOO, and 0.1 mglmI trypsin inhibitor. The homogenate 
'las mantained at O_5°C for 30 min befare being centri­
uged at 28,000g for 20 min. AlI further steps were 
:arried out at O-5°C. Supernatant was discarded and 
)ellet resuspended in the same buffer but without Tri­
.on X-IDO at a protein concentration of 7 mglml. 

Step 1I: DEAE-cellulose chromatography. The re­
mspended pellet was applied to a 70-ml DEAE-cellu­
ose (DE-52) anion exchange column (2.5 X 20 cm) 
'Ihich had been equilibrated with buffer A (20 mM 
rris-HCI, pH 7.5). The column was washed with 500 
nI of buffer A containing 0.2 M NaCI, followed with 
l400-mllinear gradient ofNaCI (0.2-1.2 M) in buffer 
\. plus 0.5 mM EDTA and 0.5 mM EGTA. Fractions 
If 4 mI were assayed for absorbance at 280 nm, and 
)eak fractions were pooled, concentrated to 40 mI 
Amicon system, YM 3000 membrane), and dialyzed 
19ainst buffer A. 

Step 3: Second precipitation with Triton X-IDO. The 
lia1ized eluate was suplemented with 0.5% Triton X­
lOO and mantained for 30 min at O_5°C before being 
:entrifuged at 28,000g 20 mino The supemantant was 
liscarded and the pellet gentIy soIubilized in homoge­
úzation buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, containing 2 
nMEDTAand 10 mM EGTA) plus 1 N NaOH (4:1 ratio, 
inal pH 8). The preparation was aliquoted and frozen 
,t -20°C. 

Step 4: Electroelution of RACKs. An aliquot of 0.6 
nI (1.4 mg protein) of the solubilized pellet from the 
)revious step was subjected to 12.5% SDS-PAGE. The 
Jroteins 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 of50 jig solubilized pel­
et that were run in parallel. Each protein was reeuper­
lted from gel slices by electroelution with electrophore­
lis buffer (25 mM Tris-HCI,l89 mM glycine, 0.1% SDS, 
)H 8.3) for 5 h in a final volume of 1.5 mI. 

Determination of RACK Binding Activity byarz 
Overlay Assay 
PKC binding to RACKs was determined by the 

method ofWolf and Sahyoun (8) as modified by Mochly· 
Rosen et al. (9). Brietly, sample protein from each puri­
fication step was separated by SDS-PAGE (12.5'k 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 pmoI of 32p transferred from [-y_32P]ATP 
to histone per minute per milligram of protein; final 
protein concentration, 0.5 mglml) was incubated for 1 
h at 30°C with the nitrocellulose strips in blotting 
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 % polyethylene glycol, 
and 0.2 M NaCl) in the presence ofphosphatidylserine 
(20 jiglrnl), 1,2-diolein (0.811g!ml), and CaCb (1 IIL\JJ or 
in their absence plus EGTA (0.5 mM). The PKClblotting 
buffer mixture was removed and the membranes were 
washed three times with blotting buffer. Bound PKC 
was 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 previoueI)' (20). 

Brietly, hepatocytes were homogenized in ice-cold 
buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM EGTA, 2 m..\f 

EDTA, 0.5% Triton X-IDO, 50 mM 2-mercaptoethanol, 
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 colurnn buffer (20 mM Tris-HCl. 50 
mM 2·rnercaptoethanol, pH 7.5) at 4cC. After washing 
with column buffer, PKC was eluted with co1urnn 
buffer containing 0.08 M NaCI, 2 rru.J EDTA, and 0.1 
rnglml trypsin inhibitor. The eluate was concentrated 
with an Amicon device (YM-30 rnembrane) and used 
for overlay assays. 

Detection of Sugars in Proteins 
The possible content ofcarbohydrates in purified pro­

teins was determined by the Digoxigenin GIycan Detec­
tion Kit (Boehringer Mannheim). Adjacent hydroxyl 
groups in sugara of glycoconjugates are oxidized to aI­
dehyde groups by mild periodate treatment. The spacer 
linked steroid hapten digoxigenin (DIGl is then 
attached covalently to these aldehydes via a hydrazide 
group. Digoxigenin-labeled glycoconjugates are de­
tected subsequently with an enzyme irnmunoassay us· 
ing a digoxigenin-specific antibody conjugated to alka­
line phosphatase. 

. Amino ACM Analysis and Amino-Terminal 
Sequencing 
The amino acid composition and the amino-terminal 

sequencing of all purified RACKs were performed using 
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TABLE I 

Purification of RACKs from Freshly Isolated Rat Hepatocytes 

Proteio Binding Purificntion Yield 
Purification step (mg) nctivity" (foId) (%) 

(1) Homogenate 2000 0.05 1 100 
(11) First precipitation 512 0.195 3.9 25.6 
IIII) DEAE-cellulose 64 1.56 31.2 3.2 
(IV) Second precipitation 12.4 8.06 161.2 0.62 
(V) Electroolution. 14 kDa 2.16 46.29 925.8 0.2 
(V) Electroelution, 15-16 kDIl 3.41 58.8 1176 0.31 

• Qne unit ia defined as the minimaJ amount of protein (100 ,ug) required to bind PKC in the original homogenate (data are the mean of 
su. purificatioos with very similar results). 

the services offered by the W. M. Keck Foundation Bio­
t2Chnology Resource Laboratory Facility at Yale Uni­
versity. 

RESULTS AND DISCUSSION 

We have recently reported the existence of at least 
seven proteíns with apparent M r values between 12 
and 36 kDa that behave like RACKs in rat hepatocytes 
(11). The airo ofthis work was to characterize the most 
abundant RACKs in these celIs using an eaey 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 celIs as judged 
byan overlay assay (11). Thia approach has been em­
ployed successfulIy by several authors to idcntify PKC­
binding proteins, sorne of which havc been found to be 
PKC substrates (12,21). In this work, we made use of 
this met.~od both to Iocalize the proteins and to evalu-
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FIG. 1. DEAE-cellulose ehromatography profile ofthe Triton-insol­
uble homogcnntc fmetíon from rat hepatocyt.es. The eolumn (2.5 X 
20 cm) was extcnsively washed otTwith buffer (20 mM TrilI, pH 7.5, 
eontainingO.2 M NaCI) and then eluted at a flow ratc of25 mllh with 
a linear.0.2-1.2 M NaCI gradient in the same buffer plus 0.5 mM 

EDTA-EGTA Fraetions of 4 mi were collected and analyzed for 
their ab80rbance at 280 nm. 

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

Purification of Proteins That Bind Actiuated PKC 

Since RACKs were detected onIy in the Triton X-lOO­
insoluble fraction frorn homogenate rat hepatocytes 
(11), our starting material to purify the proteina was 
this precipitate. A typical pufication procedure is surn­
rnarized in Table 1 in which it can be observed that the 
first precipitation with Triton X-IOO·per se represents 
a 3.9-fold enrichrnent over the ¡nitial homogenate. The 
precipitatcd prote¡n was resuspended in homogeniza­
tion buffer without Triton X-lOO (20 mM Tris-HCI, pH 
7.5, 10 mM EGTA, 2 mM EDTA, and 0.1 mgfml trypsin 
inhibitor). It was observed that it was easier to dissolve 
tbe protein at alkaline pH, and thus that it probably 
WBS negatively charged at this pH value. We reasoned, 
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2 34 2 3 
FIG. 2: -BDS-PAGE of rat hepatocyte protein derived from each 
purification s1ep. Samples [50 ¡tg (A) or 5 ¡.¡g (Bl) were separated by 
12.5% SDS-PAGE followed by Coomaasie blue staining (A) or ailver 
staining (B). (A) Lanc 1, molecu1ar wcight standards; lane 2, first 
precipitate with Triton X-lOO; lane 3, DEAE--cellulose column chro­
matography; lane 4, 800Jnd precipitat.e with Triton X-lOO. (B) Lane 
1,16- to 17-kDa RACKs; lane 2, 14-kDa RACK; lane 3, molecular 
weight standards. 
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FIG.3. Overlay Bssay to detcnnine binding of prot.cin kinase e 10 
purified RACKs. Samplea (12 ~g) from the electroelution step (lane 
1, 14-kDa RACK. and lane 2, 16- to 17-kDa doublet) o. from the 
seeond precipitation with Triton X-lOO (Iane 3l were 8ubjected to 
SDS-PAGE (12.5% gels) nnd blotted onta nitrocellulose. PKC bind­
in¡ WIllI determined by incubating the blots with PKC in the presence 
(A) or absence (B) ofphosphatidylserine, 1,2-diolein, and Ca~- for 1 
h. Mixture was removed, membranc. were washed, and bound PKC 
was detect.ed with monoclonal antioodies against PKC-aI,8 isozymes 
and alkaline phoophat8se-conjugatcd second antibody. Positions oC 
M. Irtandards are indicsted. 

therefore, that the protein could bind to an anian 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-HCl, pH 7.5). Prelimi­
nary overlay assay showed us that the' proteins of inter­
est began to elute at 0.5 M NaCI (data not shown); 
thus, we discarded proteins that eluted at lower salt 
concentrations by washing the column with buffer A 
containing 0.2 M NaCI. Elution of the colurnn was de­
veloped with a linear gradient from 0.2 to 1.2 M N aCl 
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 S-fold over the previous purification step, as 
can be Been in Table 1. The pooled peak fractions were 
concentrated to 40 mi using an Amicon concentrating 
system (YM 3 membrane) and dialyzed against 20 mM 
Tris-Hel buffer, pH 7.5. 

As can be observed in Fig. 2A, at this purification point, 
the most abundant bands were those with apparent M r 

valu .. 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 forro aggregates and it was necessary to em· 
ploy high iomc strength or denaturing agents (such as 4 
M guanidine HCI or 3 M urea to effectively deaggregate 

them. The presence oC reducing agents like 2-roercapto­
ethanol was ineffective. In order to avoid these problems 
and the time-consuming column filtration step, we tested 
whether these proteins conseIVed their ability to precipi­
tate in the presence ofTriton X-lOO. 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-foId over 
the previous step) by a second precipitation with Triton 
X-lOO. It can also be obeIVed that although proteins of 
31-38 kDa were also precipitated, a considerable number 
oC thero 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 repetiti\'e 
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 
RACKs. This is consistent with previous data (9-13) that 
indicate that the sequence KGDYEKIL V ALCGGN is erit­
ical Cor RACK binding to PKC. Finally, an aliquot of this 
resuspended pellet was subjected to 12.5% SDS-poIy-
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FIG. 4. Minimal .amount of protein requircd in each purifieation 
step te show PKC binding activity. Sample protein in the amount 
indicated was subjected te SDS-PAGE (12.5% gels), blotted. and 
inrubated with PKC in the presenee ofphoaphatidylserine, 1,2-díol. 
ein, and Cah by uaing the overlay assay. PKC oound was detec.ted 
with monodonal antibody against PKC-aIP isozymes and developed 
with aIkaline phosphatase-conjugated second antibody. (1) Homoge­
nate, (11) first precipitation with Triten X-100, (lID DEAE-cellulose 
column chromatogniphy; (IV) second precipitation with Triton X-
100; (V) electroeluted material. 
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TABLE 2 

Amino Acid AnaIysis of Purified RACKs 

RACK 
Amino acid 14,000 

Aox 11.49 
TI" 6.21 
S., 9.96 
GIx 16.81 
Pro 0.00 
Gly n.d. 
Ala 32.68 
Val 12.05 
Me' 0.00 
Ilcu 5.90 
Lo,. 11.16 

""" 0.00 
Ph. 0.00 
H~ 3.52 
L". 15.05 
kg 7.47 
Total rcsidues 132 
pI 5.10 

acrylamide gel electrophoresis followed byelectroelution 
of the desire protein (14, 15.3, 16.1, or 34.4 kDa) from 
gel slices as describcd 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 ofO.66% (0.31% froro homoge­
nate). The proteins were stable and apparently homoge­
neoua sinee only a single band of each one was detected 
both by silver staining of gels (Fig. 2B) and by the overlay 
assay (Fi,,"S. 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 amina 
terminus, indicating that they are blocked at this posi­
tiOD. This is consistent with the knowledge that about 
85% of mammalian proteins have blocked amina ter­
mini (22). 

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

Number ofrcsidues 

RACK RACK RACK 
15,300 16,100 34,4()() 

9.72 9.40 24.15 
5.92 8.99 17,45 
7.28 11.03 19.09 

17.10 18.15 34.26 
6.65 8.01 22.31 

16,43 17.18 27.70 
16.90 15.53 37.66 

9.54 9.58 20.83 
0.81 1.06 2.53 
7.31 7.29 15.07 

15.33 13.10 27.72 
3.50 '.34 7.93 
2.68 3.98 10.80 
2.44 2.29 4.63 

12.41 13.92 a6.05 
9.40 8.81 12.80 

143 151 322 
4.99 5.17 6.00 

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

The data obtained from the amino acid aoalysia of 
purified RACKs are presented in Table 2. Tbe results 
do not inelude 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 pI 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 difTerent 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 tbat 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 proteina and 
the study of their functional role(s). 
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calrcticulin) antibodics were obtaincd from Upstatc Bio­
tecbnology. Alkaline-phosphatasc<onjugatcd goat anti-rabbit 
ISO was from Bio-Rarl. PMA, Histone HI-IIIS, phospbatidyl­
serine, Triton X-lOO and 1,2-diolein were from Sigma. Proteio 
A-Sepbarose aod Ro 31-8220 were from Calbiochem; DEAE­
cellulose (DE-52) was from Whatman. ('·PJP, aod Iy-UPJA TP 
(6000 Cífmmol) were from DuPont-NEN. 

lsolatian uf ral hepaloeytes 

Male WlStar rals (200--250 g) fed aá fibitum wcre used. Hepato­
cytes were isolated by the mcthod of Berry and Friend {20j. 

Puriflcatian uf c:alreficuUn 

Calreticulin was purified to bomogeneity from thc Triton X-lOO­
insoluble fraction of ral hepatocyte homogeoates as described 
by Robles-Flores et al. 1181, or from perfused rat livers by the 
metbod of Milner et al. [21]. 

Proleln uquenclng 

N-terminal sequence analysis was performed 00 purificd protcin 
electroblotted on PVDF membrane with a model LF3000 Protein 
Sequencer (Beckman) by U5ing chemicals and software supplicd 
by tbe manufacturero 

ImmunobJoI analysls 

Purified protein (lOjlg) was separated by SDS/PAGE (l0% 
(w/v) gell and transblotted to nitrocellulose membraoe as de­
scribed by Towbin et al. 1221. Protein was immunodetected with 
I ps/rnJ rabbit polyclooal anti-(human calreticulin) aotibodies 
aod developed with a goat anti-rabbit IgO second antibody 
coupled lo alkalioe phosphalase. 

Partlal puriflcaUon of PKC 

PKC was purified as described previously [231. In bricf, bepato­
c:ytes were bomogenized in ice-cold buffer (20 mM Tris/Ha (Pll 
7.5)/10 mM EGTA/2mM EOTA/0.5% (v/v) Tritoo X-IOO/ 
50 mM 2-mercaptoethanolf l mM PMSF /10 pg/ml leupeptin/ 
0.1 mg/rnJ trypsin inhibitorl, incubated al 4 oC for 30 min aod 
then centrifuged. Portioos of the supematant were applied to 
OEAE-cellulose colwnns that bad been equilibrated with colurno 
buffer (20 mM Tris/Ha (pll 7.5)/50 mM 2-mercaptoethanoll at 
4 oC. After tbe column had been washed with colurno buffer, 
total PKC was eluted witb column buffer containing 0.25 M 
NaO, 2 mM EOT A and 0.1 mgjml lJypsin inhibitor. Tbe eluate 
was concentrated wiUt ao Amicon device (YM·30 membraoe) 
and used for overlay assays. 

Determination af PKe binding activlly by an averlay assay 

PKC binding \\'Ss dctermined as described previously (15). In 
brief, sample protein was separated by SDS/PAGE (10,% (w/v) 
~ell and transferred to nitrocellulose mcmbranes, which wcre 
theo blod.:ed with 3 % (w Iv) OSA. PartIy purificd aod conceo­
trated PKC (100-200 units; one unit is defmed as 1 pmol of up 
traosferred from Iy-UPIATP to histonc/min per mg of protein; 
the final proteio concentration was 0.5 mg/rnl)was incubated for 
I h at 30 oC witb fue nitrocellulose strips in blotting buffer 
50 mM Tris/Ha (pH 7.5)/1 % poly(etbylene glycol)/O.2 M 
Nadl in the preseoce of pbospbatidylserine (20pg/ml). 1,2-
liolein (0.8 pg/rnJ) and Cad. (1 mM). The PKC/blotting buffer 
nixture was removed and the membranes were wasbed thrce 

times with blolting buffer. Bound PKC was detected wifu 
isoenzyme-specific aoti-PKC antibodies and goal aoti-mouse or 
goat anti-rabbit IgG second anlibodies conjugated with alkaline 
pbosphatase. 

PKC bnmune complex klnase aua, 

Aliquots (1 ml) of partly purified and concenlrated PKC 
(1 mg/ml) as described above but in the presence ofphospbatase 
inhibitors (10 mM p-glycerophosphate, I mM Na,V04, 11 mM 
NaF, 10 mM sodium pyrophosphate and 0.2 mgJmJ phospho­
serinc) and in the absence of 2-mercaptoetbanol were iocubated 
al 4 oC with ] pg/ml isoenzyme-specific PKC antibody for 1 h 
witb gentle shaking. Tben 20 pi of Protein A-8epharose (30 % 
(w /v), Calbiochem) was added and incubation continued for I h. 
Immune complexes were then washed tbree times with buffer A 
(50 mM TrisjHOjO.6M NaOjl% (v/v) Triton X-lOO/O.5%· 
(v/v) Nonidet P40 (pH 8.3») containing 0.1 mg/ml trypsin iD­
hibitor and I mM PMSF, and once witb kinase buffer [20 mM 
Tris/Ha (pH 7.5)/10 mM MA/0.5 mM CaCl./50 mM 2-
mercaptoetbanol). Kioase activity was initiated by resuspending 
the immunoprccipitates in 50 pI of assay mixture, consisting of 
kinase buffer plus 20pg/rnJ pbosphatidylserine, 0.8pg/roJ 1,2-
diolein, IOpM (y_uP)ATP (6000Ci/mm.ol) and 200pg/roJ of 
protein substrate (histone H I-IlIS or calretic:ulin). Reactions 
proceeded for 20 mio at 30 ->c, lhen were tenninated by the 
addition of 50 pi of SDS/PAGE sample buffer, boiled for 5 mio 
and aoalysed by SDS/PAGE (12.5% (w/v) gel] aod auto­
radiograpby. 

Metabollc labelllng and delermination af specific phosphorylation 

Freshly isolated rat hepatocytes were incubatcd with 500 ¡lCi/ml 
fIP]p¡ (canier-free, 10 mO/mI) in phosphate-free Krebs--Ringer 
buffersupplcmentcd with lO mM Hepes sndlO mM glucose. pH 
7.4, for 90 mio at 37 oC with sbaking. When Ro 31-82:!0 
(300 nM), PMA (1 pM) or adrenalinc (epinephrine) (10 pM) plus 
propraoolol (10 flM) were used, tbey were added to the io­
cubation medium for the last 5 or 10 mio of tbe incubatioo as 
indicated in tbe figure legends. Cell Iysates wcre prepared and 
immunoprecipitated witb anti-calreticulin antibody (1 pg/rnJ) as 
described above for PKC and then resolved by SDS/PAOE 
(12.5% (wjv) gell. PbosphoryIated calreticulin was detcc:ted by 
nutoradiograpby and total protein was determined in tbe same 
membrane by immunoblotting witb Lhe enbanced cheroilumi­
nescence (ECLe) Westem blotting detection system (Amersham). 
Autoradiographs were quantified with an Image Densitometer 
(Bio-Rad GS-670). Tbe total specific phospborylation was caleu­
lated as the ratio of uP_Iabelled protein to total protein. 

RESULTS 
Previously we reported the exislence of al least seveo proteins 
tbat bebave like RACKs lO ral bepatocytes (15). We aIso 
deve10ped a rapid and simple purification metbod of several 
RACKs, taJcing advantage of the ability of these proteins to be 
precipitated wiUt Triton X-lOO (18). Tbe metbod can be used for 
tbe isolation of other proteins that share Ibis propCrty, although 
nOl al! proteins are precipitated with the same efficiency [18]. To 
isolatc new protcios tbat behave Iike RACKs, we employed tbis 
protocol to isolate a protein from the Triton-insoluble fraction of 
rat hepatocyte bomogenates by DEAE~llu1osechromatography 
followed by a second precipitation step witb Tritoo X-lOO and by 
electroelution ofthe desired protein. 1be aim oftbe present study 
was lo identify thc isolated PKC-binding protein by N·terminal 
sequencing and 10 characterlze its interaction wiUt PKC. 



IlIIeli:lCUUl1 ur calrtut.:UIUl WIUI 1llUltlll Klnase v 411 

A 

1 2 

B 

op í P18418 CRTe RloT CAJ.JtI3:TICULIN 
PRECURSOR (CRl'!iSI 

". Lengtb 
I4<lntit1es 
(100\) 

15/1S 1l00'>.l'oaiu.v ••• 15/1S 

Qucry: 

6bjc:::tl 

REGteN l ••. 1'1 
REGION 1& •• 4.10$ 

DPAIYPkEQPLnOOA lS 
OPAIYFXEQPLDODA 

la DPAlYFXEQFLDGOA 32 

~SJ.gD~l" 

"Mllturll:l choin" 

FIga,. 1 IdtrrUflcaUon al Hle Pllr1llld proteln n calrellc:1l11n 

e 
'~y~,;. 

_ ,c , 

.:'/, ,'.-

:'~;;'. 

---66 

---43 

--31 

(Al SDSIPAGE lI"Ialysl5 d pu~1IecI PKc.bIndino proIoin Protein was llJ~fIed!mm!he T~ton X·1DO-i\$01t1biD lnEtloo from lilllepa~ hOlTlOQfll'l3l$$ by DEAE~ ~hy (!are 
2) ~ by. $IIIXlI"ICI pracipIaIiIn wllh TrIIoo X-lOO and eledmelulion d lile 60 kDa bafld (lane 1). SamplalJ'Ol8!n (10 pg) was separa!ad by SOS/PAGE [12.5\ (wl'l) ge/J loUowed by_lng 
wi!h CoomassIII BIIJe. Th8 p;lSi1lons d molecular mm marbn IIIInd1caIed (111 kOil) at t/Ie Id. (1) AnaIy$Is d!he purifllld proIein by H.femtIaI sequencing. The resu1ts CIbtIIned mm I search 
d lile SwlssProl dalap 1«1 s/lown. The OI'I&-1e!1ar amirlo acid ootaUon Is usad. (C) ImmunOW antIy51S. PlJrIfiId calreliaJlII1 from lit hepatocytes (lO pV) wu separ.ltad by SDS/PAGE [10\ 
(w1Y) oeQ IrIIIrInsIImó lo ~me mnnne.llllTlltlOUOIarraly$lS was pWm!ed wIIh antJ..calr8ticultn pd)donalanlibody (Upsta. BloIechnology) aOO d8Yelopad wIth alkaRl1I1IlmfIhalil. 
COIlMaled anti-rabbH ~G seconcI anliOOc!y. The posItions 01 mokr::LJlar mm ma~s are Indicated (in tDa) 11 Che rig:hl. 

Protein: CR BSA CR CR 

'~' ,:.Ú· ' . 
. -:-,:"'.-­

'l.: 

eR CR CR CR CR 

Overlay: - PKC +PKC +PKC +PKC +PKC +PKC +PKC +PKC +PKC 

Detection: PKCcan PKCcon PKCa. PKCp PKC~ PKC, PKCO PKCl; PKCj.I. 

figure 2 DYlf1Iy ISSQ to dltermlDt tu bladlo; 01 PlCC Isoenzymes ID purlDlld alretlcaUn 

-66 

-43 

S8rnfMS (121'11) 01 PLf\IIDd caIratk:ufin (CR) Of BSA W81I SlIt¡ectad 10 SOSIPAGE [10\ (wf1) 0eIJ IR! bIoItad lo nllrccelhdose. PKC bindlng was dñmnlned by IncdlatInlllhe mlllTlbrall8S In 
!he absence 01 presence o/ patIIy puined PKC m:I in thII preserce 01 phJspl'o1tidy\!erine. I'-.Qdoln lI1d ct+ Icr 1 h. The II'bIurl was fII't1O'I'ed, mertmll8S WII\I 'Gshed and botm PKC was 
aetecled wilh ISDlIIIl)11'I8-SlIc IIIIi-PKC anUbcdies (lIfT1d! In al Clses I'lICOI;1nlzad lhe C-lennIRIJs) ar wilh ccnsensus anH-P!(C (pKC.,.) (whlch recognlzed alI iscIom'I5) as lndicIIed. Membrana 
.. ,. áMIoped w!th In ~ated sec:ond antm:ry. lbe pcsiDons 01 moIectQr ll8$S mart.ars are irld"1CI!ed (111 koa) al lIlII righl. Aesults l1'li repmenta1/Ye o/ IO\Jr Indepi!ooent 

-"'" 



.u. t. HefIOOfH1uena. ü. Menaoza·Hernarnlez and M. Hooles·flores 

As shOWD in Figure I(A) (lane 1), we purified lo homogeneity 
a protein with ao apparent molecular mass oC 60 kDa from the 
Triton X~IOO-insolubJe Craction of tat hepatocytes. 

The purified protein was electroblotted to PVDF mcmbranes 
and subjected 10 N-terminal scquence analysis. The sequence 
DPAIYFKEQFLDGDA was obtained (single-Ietter codes). 
which was aligned with non~redundant SwissProt database 
scquences. To our SUIprise, we found a perfect match with the N~ 
terminus of the mature chain oC cat calreticulin, as shown in 
Figure 1(8). To confinn the identity oC the purified protein, we 
made use oCa commercially available antibody raised 8gainst the 
C-tenni.nus oC human calreticulin (peptide QAKDEL), which 
cross-reacts with rat ca1reticulin, and performod aD immunoblot 
analysis. As can be secn in Figure I(C), the antibody specifically 
recognized the 60 kDa purified protcin. c1early confirming its 
tdentity as calreticulin. This protein, first characterized as an 
abundant high-capacity Ca'+ -binding protein, has been found in 
everyocU (with the exo::ption oC erythrocytes) oChigher organisms 
including plants (24) but rcmarkably, until now, it has nol beeo 
:onnected with PKC in aoy way. 

As reported by Murthy el al. (25], the protein has a 17-residue 
bydrophobic signal scquenoc at its N-terminus that is removed 
post~traDSlationally by proteolytic cleavage. The maturc protein 
~residues 18-416) is high1y chargcd and is very ac::idic. with a pI 
,f 4. It can be divided into at leasl three structural domains with 
iistinct Cunctional propertie¡: the N, P and C domains (19,26]). 
fhe first one-lhird oC the protein is referred to the N domain, 
within which there are six putative PKC phospborylation sites, a 
:ñnding lite Cor rubeUa virus RNA, a segmcnt that binds to 
rteroid hormone receptor and the cytoplasmic domains of the 
ntegrina subunits (26]. 

In agreement with other reports, our results in Figure 1 
ndicate an apparent molecular mass of 60 kDa of calreticulin by 
mS/PAGE. which is much larger than the calculated molecular 
nassCrom the primary sequence (46.6 kDa); lhiscan beexplained 
;,artIy by a potential N-glycosylation site and partIy by its high1y 
lcidic nature. When the proteio was purified not by Triton X~l 00 
,recipitation but by the metbod of Milner et al. (21] or by 
mmunoprecipitation, it was occasionaUy Cound lo form doublcts 
Figure 2) with molecular muses of 60 and SS kDa. This has 
)oco reported previously by othcr authors (27]. who proposed 
hat tbe behavioue migbt be due 10 the reversible oxidation oC 
:ysteine residues. Calreticulin ha, three cysteine residues, a11 
ocated in the N-terminal domain, two of wbich most probably 
orm a disulphide bridge that he1ps to stabilize tbis domain. 
\dditionally, it has been reported in sorne systems that 
alreticulin exists in two molecular Coons: one • endocalreticulin ' 
IC 52 kDa probably bound 10 11 integrin cytopiasmic tails, and 
he othcr • ectoca1reticulin ' oC 62 kDa anchored 10 the cell surface 
2SI· 

Once we had established the identity oC our PKC-binding 
lrotein as calreticu1in, we next explored ¡ts spccificity to bind 
'KC isoforms in the prcsenc:e of the kinase activators by using 
he overlay assay. Rat hepatocytes express seven PKC isoenzymes 
[29J. and M. Roblcs-Florcs, H. Hemández-Aguilar and E. 
tendón-Huerta, unpublished work) that were co-eluted by 
)EAE-ceIlu1ose chromatography as described in the Exper­
mntal section: two conventional isoCorms (11 aad f1II), foue 
lovel isoforms (8, 1':, 8 and po) and one atypical isoCorm ({). We 
l1ldc use oC this partly purified PKC extract as a probe in the 
,verlay assay 10 explore which oC thcm. calreticulin bincls too 
'igure 2 shows clearly that all PKC isoenzymes tested bound to 
,urified ca1reticulin in the presence of phospbatidylserine, 1,2· 
jolein and Caa,.. Tbe interactioD was Dot due 10 secondary 
otibody interactions and it was specific for caJreticu1in because 
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FJvllre 3 Pbospborytadon In vltm of calret/culln hy Immun",tllClpltatecl 
PKC Isotnrymes 

lA. I¡ KllU!lldMty was meaSIl1Id wIh h Immunopnclpila!e:s (IPP) as dascribed lIT h 
Experimental sectkln, In I~. absence OI¡I'esence 01 subsllale ~ lo 11' Immul'lOfQ::ipilale:s 
as IrxllcaIed. Thlmows k1di::a!e lhI postilan 01 60 tDi ¡iJospIlorylalor:l calreticulln (CR) are 
lhII open Iml'ItIeIds lile ¡mIion 0131 tOa ¡h!sphory\alad lIIstone Hl (}Hil). The ~$ 
01 maecular rmss flM;lII'! 818 Indicafed (In kDaJ 1I IhlIefl (C) Kinase IcllvUy lowarCs 
c:alnticúll WI! dl9rminlld wllh PKC Immurqlrecipllales In 1111 absence QI presence 01 
20 ~/~ ¡iJosphZlilylserine. 0.8 pg/mll.2-<1iD1ein and 11.5 mM ~ as 1rII:bIed. The lnt'W 
malkS Iho posIlion 01 calRl5a.din. FlesllIIJ ar, I1presenlalive 01 Ihree irldepeDjent axpeMtllllts. 

no PKC was detected bound 10 other protcins sucb as BSA (see 
Figure 2) undet the conditions employed. Interestingly, whereas 
PKCa: was thc only activated isoCorm tbat interacted strongIy 
with the two molecu1ar Corms of calreticulin (i.e. tbe 60 
and SS kDa bands), PKCP, PKa and PK0.: bound onIy lo tbe 
SS kDa Corm and PKC8, PKq and PKCp interacted prder· 
entiaUy with thc 60 kDa formo 

To examine whelher ca1reticulin can also be a substrate in cirro 
for SOlDe oC these PKC isoforms, we used PKG-isoeozyme· 
spc:cific immune complexcs lo measure the phosphorylatioD 
activity oC each 10wards tbe typical PKC substrate, hlstone H·} 
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I-S (0.2 ms/mI) in comparison with calrcticulin (0.2 mg/mI). 
igure 3(A)shows the results obtained wilh PKCa, PKqtlI and 
Ka, and Figure 3(B) shows those with PKO;, PKCO, PKq 
Id PKCp. In eacb panel only one negative and one positive 
)ntrol are shown because tbe patterns obtained for them with 
leb immunoprecipitated isoenzyme were identieaL As can be 
en, calreticulin was a very Sood substrate for a1l PKC isoforms 
vitro, including PKCp, which has bcen rcported lo differ in 

'mc structural and enzymic features from the otber PKC 
)t)'pCS known so far (30J. Pbospbatidylserine. 1,2-diolein and 
11• were rcquired PKC cofactors bccause the phospboryiation 
. calreticulln was sreatly diminishcd in their absence, as shown 
Figure 3(q. Remarkably, histoneHI-U1S (O.2 m8lml), wbieh 
tpearcd as a doublet at 31 kDa (Figures 3A and 3B. second 
leS) was phosphorylated 1ess efficicntly tban ca1reticulin 
.2 mg/mI), wbieh appeared as a prominent band at 60 tOa in 

gcls lO which it was added. In addition lo the band 
rresponding to autopbospborylatcd PKC, it can also be seen 
It scveral protcins tbat immunoprecipitatc with PKC were a1so 
ospborylated. We analysed the immunoprccipitates with anti­
~C antibodics and a1so with anti-histone antibodies (results 
t shown) and observed that two bands at 45 and 47 tDa 
rresponded 10 the catalytic fragment of PKC and that the 
nt bands at approx. 31 kDa cross-reacted with bistones. Thc 

identityofthe band at 43 kDa is unknown. Taken toscthcr, lhese 
results indicate clearly that calrcticulin interacts witb 811 PKC 
isoeIlZJIl?cs in vilro. 

To detenrune whethcr calreticu1in associates with PKC in erro 
in response lo the activation of PKC, we incubated intact rat 
hepatocytc:s al 37 oC for S mio in the absence or prescnce of 
1 pM PMA to activate PKC directly or in the absencc or 
presence of 10 pM adrenaline plus 10 pM propranolol (¡1-
adrcnergic antagonist) to activate PKC via "I-adrenergic 
recepton. The analysis of calrcticulin immunoprccipitates of cell 
Iysates by Westcm blottinS with specific antibodies against eacb 
PKC isocnzyme showed tbat eaIn:ticulin immunoprecipitated 
wilh PKC4, PKc,R, PKCO,PKC{andPKCp butnot withPKCl' 
and PKo. (Figure 4B). No immunoreactive bands werc obsen'ed 
in thc prccipitates obtained witb non-immune serum {Figure 
4A).lntcrestingly, it soems that calrcticulin and PKC isoenzymes 
are constitutively associated in vivo, bocause thcy were dctccted 
in the immunoprecipitates from botb unstimulated and PMA- or 
adrenalinc--stimulated cells. 

To examine whether the activation of PKC induces the 
phosphorylation of ealrcticulin in intact cells, freshly isolated rat 
hcpatocytes were metabolicaUy labellcd with rlPJPI and stimu­
latecl witb lpM PMA or IOpM adrenaline plus IOpM 
propranolol in tite absence or presente ofthe se1cc:tive and potent 

--~---------
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PKC-specifu: inhibitor Ro 31-8220. Celllysa~ fromcontrol and 
tRatcd oells wen: immunoprccipitated with antibodies dirccted 
against ca1reticulin and thcn resolved by SDS/PAGE (10% 
(w/v) gel}; !he gels were subjected 10 autoradiograpby. The 
rcsuJ.ts shown in Figure 5 demonstrated that there was a 
significant increase in the phosphorylation of bolh the 60 kDa 
and thc 52 lia calreticulin fonnsduringtreatment with pMA or 
with adrenaline plus propraoolol. Sucb stimulations were 
abolisbcd by t.he pretreatment of labelled cells with 300 oM Ro 
31-8220. Taken together, these results dcmoDStrate that 
ca1reticulin and several PKCisoforms interact in vivo and suggest 
tbat Wreticulin fundioo migbt be regulated by PKC 

. phospbo'Ylation. 

DISCUSSIDN 
In this study we have purified a PKC-binding proteio with ao 
appareot molecu1ar mass of 55-60 kDa acd idcntified it as 
caJreticuIin. Furthermore, we provide evidence that this protein 
and PKC interact togetber both in 'Citro aod in Dma. In pitro, 

calreticulin was capable ofbinding 10 aoy activated PKC isoform 
tested (Figure 2); however, io intact ceUs it seemed to be 
constitutiveJyassociated with PKCa:, PKCp, PKCO, PKq aOO 
PKCp but not witb PKCd and PKCe (Figure 4), suggesting tbat 
they opcrate as signalling complexes. 

Remarkably, it was also found tbat ca1reticulin is phos-­
phorylated in response 10 PMA or I% •• adrenergic stiroulation 
of PKC in vivo aOO that it is an excelleot substrate fer aU PKC 
isofollllS in vitro, evco better than bistone HI-IIIS. Consistent 
with this is the fael tbat the PROSITE pattem motifs program 
uscd 10 search the calreticu1in prinuuyscquence for PKC putative 
phospborylation ates gave six possible ones. In this regani, it is 
noteworthy that all putative PKC pbosphorylation sites found 
were aU located in the calretieu1in N-domain, which has becn 
involved in diverse protein-proteio interactioDS (26). lbe phys±o-
10gica1 effects that derive írom calreticulin pbosphorylation by 
PKC or from their interaction remain to be elucidated. 

Tbe Cact that ca1reticulin was a PKC substrate does not 
excludc the possibility that it might also interact with PKC 
through a domam located outsidc the PKCcatalytic site: GAP-
43 and AKAP-79 are examples ofPKC-binding proteins that are 
phosphorylated by PKC and are also capable ofinteracti.ng with 
the kinase througb other domains [10,31). 

Calreticulin is 3D anclent and highly conse:rved protein. 1ñe 
similarities between calreticulins from diverse species, particu­
lady in domains of the protein tbat are functionally important, 
suggest tbat it has bad important biologica1 functions for over 
350 roillion years. That uotwithstanding, the precise biologica1 
functioos of calreticulin have becn lhe subject of mucb debate 
snd are onIy now becoming more clearly understood. Since the 
description of its eal+-binding properties, calretieulin has becn 
charaeterized as a molecular chaperone, an extraceUular lectin, 
an intraccllular mediator of integrin function, so inhibilor of 
steroid-honnone-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 becn 
connected with the key signal transduccr, PKC. In this respect, 
the findings presented bere were unexpected and emphasize tbat 
the characterization of the calreticulin--PKC interaction might 
shed ligbt on undefined physiological roles of these two key 
proteins. 

Consistent with our resu1ts, there is experimental evidcnce tbat 
indicates some similarities, both in functioo and in structure, 
between calreticulin aud tbe RACK,s. So far, two RACKs, 
RACKI snd {l'..cop, have beco cloned 112,32). Both RACKs 
have beeo shown to be membcrs of !he WD-4O family of 
regulatory proteins, which are made up of four 10 eigbt repeating 
units containing a conserved core of27-45 residues bracketed by 
two characteristic dipcptide sequcnces, OH (Gly-His) and WD 
(frp-Asp). Additionally, RACKI is a member of tbe P subunit 
of the G-protein superfamily, composed exclusively of scvcn 
WD-40 repeats forming an overaU p-propeUer structure (16). 
Severa! WD-repeat protcins beloog to the stnlctural group of' p_ 
propeller' polypeptides; however, tbe previousIy known pro· 
peller prote:ins havc 00 obvious sequence similarity lo WD-repeat 
proteins but have aD almost identica1 fold. Interestingly, the N­
domain of calreticul:in, witb aIso no obvious scquenc:e similarity 
to WO-40, is predicted 10 form eigbt anti·paraUe1 P-sheets (26) . 
Within this N-domain are located the putative PKC 
phosphory1ation sites, a segment that binds to steroid hormane 
receptor and the cytoplasmic dom.ain.s of integrin a. subunits. 

lntegrins have becn proposed as crucial a.fJ heterodimeric 
transmembrane proteins linki.ng the cytoskeleton to !he extra_ 
cellular matrix. The adhesion-dependent c1ustcring of integrins 
leads 10 the activation of noo-receptor tyrosine kinase Cocal 



adhesion kinase and the Ras/mitogen.activated-protein.kinase 
pa!hway, the stimulation ofinositollipid metabolism, anincrease 
ID mtracellular [CahJ and pH and the activation ofPKC (33,34}. 
A direct association of RACKI with Ibe integrin p subunit 
cytoplasmic domain through its WD repeats fivc to seven has 
recently becn reported, suggesting a direct linkage belween 
integrins and PKC through RACKI and further implicating 
,PKC in integrio-medialed cel1 signalling (351. As mentioned 
abovc, calreticulin has also beeo ¡nvolved in inlegrin funclion 
~nd cell sprcading: tbe functiooal knock.out of calreticulin by 
rnlroducing anti-calreticuJin antibody iota cells or by gene 
disruption interferes witb integrin-dependent ceU adhesion (36}. 
Moreover, it has been reported Lbat a cell-surface complex 
immunocaptured from 816 mouse melanoma celts contains a.6PI 
integrin, two molecular forms of calreticulin and KDEL (Lys­
Asp-Glu-Leu) docking proteio (28}; one of tbe calreticulins, 
'endocalreticulin', a 52 kDa protein, is probably bound to 
a. integrin cytoplasmic tails; the otbcr calreticulin, 'cctocal· 
reticulin', a 62 kDa protein, is probably anchored lo surface 
KDEL receptor and CO·operates witb a.6pl integrin, triggeriog 
cell spreading (28). 

In view of the evidence present.ed here, il is tempting to 
speculate that the presence ofmultiple WD dornaios for putative 
protein-protein interactioo rnight allow RACKs lo fuoction as 
scaffold proteins to recruit PKC and otber proteins such as 
calreticulin lo the membranc at the site of lbe membrane 
cytoskeJetaJ junctioo to mediale importan! cellular fuoctions. 

Tbis Illsearcb was partly supported by granls rmm CONACYT (10-49P-N) and OGAPA 
VN206298). 
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Figura 10. A) Curso temporal del a expresión de la proteína de 32 Kda asociada al factor 
de splicing SF2, después de inducir a la cepa DH5a con 0.4 mM de IPTG. La proteína 
es visualizada como una proteína de fusión a GST de aproximadamente 55 Kda 
(indicada por una flecha). B) Proteína de fusión purificada por afinidad con una 
columna de glutatión-agarosa. Los estándares de peso molecular están indicados (Kda). 
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Figura 11. A) Curso temporal de la expresión de la proteína de 32 Kda asociada al factor 
de splicing SF2, después de inducir a la cepa BL21 con 0.4 mM de IPTG. La proteína 
es visualizada como una proteína de fusión a GST de aproximadamente 55 Kda 
(indicada por una flecha). B) Proteína de fusión SP32-GST expresada a las 2.5 h 
después de la inducción con IPTG y purificada a través de una columna de agarosa 
acoplada a glutatión. Los estándares de peso molecular están indicados (Kda). 
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Figura 12a. Ensayo de overlay para determinar la unión de isoformas de PKC a la proteína de 
fusión SP32-GST. Las muestras de SP32-GST, BSA e Histona HI (H-HI) fueron sometidas a SDS­
P AGE al 10% Y transferidas a nitrocelulosa. La unión de la PKC se determinó incubando las 
membranas en presencia o en ausencia de PKC parcialmente purificada y en presencia o en ausencia 
de PS, 1,2-dioleína y Ca2+ durante 1 hora. La PKC unida a la CRT (flecha) se detectó con 
anticuerpos anti-PKC isoforma específicos. Los estándares de peso molecular se indican (Kda). 
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Figura 12b. Ensayo de overlay para determinar la unión de isoformas de PKC a la proteína 
de fusión SP32-GST. Las muestras de SP32-GST fueron sometidas a SDS-PAGE al 10% y 
transferidas a nitrocelulosa. La unión de la PKC se determinó incubando las membranas en 
presencia o en ausencia de PKC parcialmente' purificada y en presencia o en ausencia de 
PS, 1 ,2-dioleína y Ca2+ durante I hora. La PKC unida a la SP32-GST (indicada por una flecha) 
fue detectada con anticuerpos anti-PKC isoforma específicos. 
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IX. DISCUSION 

Purificación y caracterización de las proteínas que unen PKC. 

El objetivo de la primera parte del trabajo. se centró en encontrar un método de 

purificación que n05 pennitiera obtener de manera simple y rápida a las proteínas que habían 

sido detectadas previamente en hepatocitos de rata, como receptores de proteína cioasa e 
activa (RACKs) (4). Estas proteínas se habían encontrado solamente en la fracción insoluble 

en Tritón X-lOO, al igual que otras identificadas en corazón de rata (50). Se ha reportado 

que la fracción particulada insoluble en detergente de las células está 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 elementos del citoesqueleto 

asociados con la fracción particulada de diferentes tipos celulares (33-35), lo que sugiere 

que las RACKs identificadas pueden formar parte de las proteínas del citoesqueleto. De 

acuerdo a esta evidencia, se utilizó la fracción insoluble en Tritón X-lOO de los 

homogenados de hepatocitos como material de partida para la purificación de las RACKs 

de interés. 

Los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis utilizando el método 

reportado en Prol. Expres. Puro (1997) lO: 32-37 muestran en forma pura y enriquecida, a , 
por lo menos tres proteínas de bajo peso molecular que unen PKC activa, de 14, 15.3 Y 16.1 

Kda respectivamente. A diferencia del único método reportado antes para la purificación de 

proteínas RACKs a partir de una fracción de cerebro de rata adulta (62), el cual consiste de 

una precipitación con sulfato de amonio y cromatografías sgbre fenil-sefarosa y de 

intercambio catiónico, el método que nosotros utilizamos res~ltó ser más sencillo ya que con 

5610 una cromatografía de intercambio aniónico, dos precipitaciones con detergente y una 

electroelución, obteníamos a las proteínas puras y en forma estable. Como se muestra en la 

tabla I del trabajo Prol. Expres. Puro (1997) \O: 32-37, el grado de purificación de las 

proteínas de bajo peso molecular evaluado por overlay y por SDS-PAGE teñidos con la 

técnica de nitrato de plata, fue bastante bueno, pues la proteína de 14 Kda se purificó 

aproximadamente 237 veces a partir del material de início (o 925 veces a partir del 

homogenado inicial) y las proteínas de 15.3 y 16.1 Kda 301 veces a partir del material de 
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inicio (o 1176 veces a partir del extracto original). Además, como se observa en la figura 4 

(V) de este mismo trabajo, la unión de la proteína de 14 Kda a proteína cinasa e todavía es 

claramente evidenciada con s610 1 J.Lg de la proteína pura. 

Las proteínas purificadas se comportaban como RACKS, ya que solamente unían la 

forma activa de la PKC. Es importante hacer notar que esta unión es fuerte, ya que la 

presencia de la cioasa interaccionando con las proteínas se observa aún después de haber 

sometido a las proteínas a SDS-PAGE y de haberlas transferido a membranas de 

nitrocelulosa con lavados repetidos utilizando un detergente moderadamente fuerte 

(polietilenglicol 1%). Esto indica que la unión no es fácilmente reversible y que la PKC está 

reconociendo una secuencia específica y no una estructura terciaria de la proteína. 

En lo que se refiere a la caracterización de las proteínas purificadas por nuestro 

método (trabajo Prot. Expres. Puro (1997) 10: 32-37) los resultados obtenidos en el análisis 

de aminoácidos mostraron que la mayoría de éstas tenían un pI ácido. Esto era compatible 

con los resultados que esperábamos ya que la columna que utilizamos era un intercambiador 

aniónico (DEAE-celulosa) con la cual eluÍmos a las proteínas utilizando un amortiguador 

con alta fuerza iónica (éstas comenzaban a eluir a 0.5M de NaCI), lo que significa que la 

interacción entre las proteínas y la resina era muy fuerte debido al carácter ácido de éstas. 

Sin embargo, al someter a las proteínas al análisis del PROPSEARCH, se observó que la 

identidad de las proteínas de bajo peso molecular (las cuales se enriquecían 

considerablemente después de la segunda precipitación con el detergente) fué del 100 % 

para la histona H4, en el caso de la proteína de 14 Kda, y del 90 y 100 % para la histona 

H2B en el caso de las proteínas de 15.3 y 16.1 Kda respectivamente. Estos resultados 

fueron confirmados por la secuencia del extremo amino correspondiente. De acuerdo a las 

características del método, el haber obtenido a proteínas básicas fue un hecho sorprendente 

para nosotros. Para explicar estos resultados, realizamos lecturas a 260 nm de cada alícuota 

eluída en paralelo con las lecturas correspondientes a 280 nm. Los resultados obtenidos 

mostraron la presencia de ácidos nucléicos en todas las fracciones purificadas, por 10 que la 

presencia de proteínas básicas puede explicarse por el hecho de que las histonas fueron co­

purificadas en ~uestro sistema por su fuerte interacción con los ácidos nucléicos. Por otro 

lado, nO fue una novedad el encontrar que las histonas interaccionaban con la PKC, ya que 

éstas proteínas son consideradas de los mejores sustratos de la proteína cinasa e por lo que 

es de esperarse que interaccionen fuertemente con ella. 
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Las p,roteínas de mayor peso molecular, obtenidas después de aplicar el gradiente 

semilineal a la columna de DEAE-celulosa (de 32, 34, 38 Y 60 Kda), también se analizaron 

de acuerdo a su composición de aminoácidos y por secuenciación de su extremo amina. La 

proteína de 32 Kda fue identificada como una proteína que está asociada al factor de splicing 

"SF2", Esta ha sido reportada como una glucoproteína ubicua en los tejidos, que forma 

homodímeros de 68 Kda y tiene un pI de 4.04. Interesantemente, tiene un sitio de 

fosforilación para PKC y cinco para caseín cinasa, además, posee sitios potenciales de 

glucosilación y une ácido hialurónico con gran afinidad. La proteína de 34 kDa tuvo una 

identidad considerable con proteínas como' la aldolasa, exonucleasas y desoxirribonucleasas. 

La aldolasa ha sido reportada como un buen sustrato de la PKC~ (65) por lo que podria 

tratarse de una proteína que es sustrato de esta isoforrna de PKC. En lo que se refiere a las 

exonucleasas y desoxirribonucleasas, se sabe que éstas proteínas se encuentran 

prácticamente en compartimentos nucleares, lo que apoyarla evidencias que muestran la 

presencia de la PKC en el núcleo sugiriendo una probable interacción de estas proteínas con 

isofonnas específicas de la cinasa C. La proteína de 38 Kda no pudo ser identificada ya que 

su extremo amino se encontraba bloqueado y la proteína de 60 Kda fue identificada como 

calreticulina. Esta proteína es altamente conservada a través de la evolución y que a la fecha 

se le han encontrado múltiples funciones como el de almacenar Ca2
+, funcionar como 

chaperona, regular mecanismos de adhesión mediados por integrinas o modificar la 

expresión de genes por unión a receptores de honnona.s nucleares, entre otras. 

La identificación de las proteínas de 32 y 60 Kda constituyó un hallazgo, ya que 

hasta la fecha, no había sido reportada alguna interacción de la PKC con estas proteínas. 

Obtención de Calreticulioa pura para ensayos posteriores. 

La calreticulina (CRD es una proteína multifuncional que une calcio con alta 

afinidad, la cual ha sido implicada en el almacenaje de calcio en el retículo endoplásmico y 

sarcoplásmico. Esta proteína tiene una secuencia señal hidrofóbica de 17 residuos de 

aminoácidos en su extremo amino (figura 13). Esta secuencia es removida 

postraduccionalemente por proteólisis (66). Contiene además una secuencia señal de 

retención en el retÍculo endoplásmico, así como una secuencia señal de localización nuclear. 

La CRT está dividida en tres dominios estructurales cada uno con características funcionales 
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Figura 13. Estructura de la calreticulina humana en la cual se muestran sus tres dominios, 
N, P Y e, cada uno con sus características más sobresalientes. 
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distintas. Estos son denominados dominios N, P Y e (67, 68). El dominio N posee seis 

sitios de fosforilación para PKC, un sitio de unión para el RNA del virus de la rubeóla. un 

segmento que se une a receptores para hormonas esteroides y se une también a dominios 

citoplásmicos de las subunidades (l 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 precipitación con Tritón X-lOO y electroelución, tuvo un peso molecular de 

aproximadamente 60 kDa visualizada en SDS-PAGE al 10%, mucho mayor que la masa 

molecular calculada a partir de su secuencia primaria (67, 69) ya que, la calreticulina en su 

forma madura contiene 400 aminoácidos, por lo que la masa molecular correspondiente 

sería de 46.6 kDa. Esto puede ser explicado por su naturaleza fuertemente ácida (ya que· 

posee un pI de 4.7) que provoca una migración anómala, y por otra parte la presencia de un 

sitio potencial de glucosilación, puede provocar también que la proteína migre con un peso 

molecular aparentemente mayor. 

Cuando llevamos a cabo la purificación con el método reportado por Milner et al, 

obtuvimos además de la proteína de 60 kDa, una proteína de menor peso molecular (de 55 

kDa), ambas migrando como un doblete .. Esto ha sido reportado también por otros autores 

los cuales han propuesto que se deba a la oxidación reversible de residuos de cisteína 

presentes en el dominio N pues en un trabajo, utilizando CRT pura a partir de placenta, se 

encontró que ocasionalmente ésta fonnaba dímeros; cuando la CRT se sometía a un 

tratamiento con ácido yodoacético, previo al análisis por SDS-PAGE, aparecia una banda de 

menor peso molecular (70). Otra explicación 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 citoplásmicos de las ex. integrinas y la otra llamada 

ectocalreticulina (de 62 Kda) anclada a la superficie celular (71). Las dos proteinas 

obtenidas en el método de purificación reportado por Milner et al pueden ser, muy 

probablemente, estas dos formas moleculares de CRT. 
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Caracterización de la interacción CRT -PKC activa y fosforilación 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 interacción CRT~PKC se llevaba a cabo con 

todas las iso formas de PKC expresadas en nuestro sistema o si esta interacción era 

especifica para alguna isofonoa 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 vitra y en condiciones in 

vivo. Los ensayos in vitro demostraron que la CRT es capaz de unir a todas las isofonnas de 

PKC expresadas, a diferencia de los experimentos in vivo en los cuales la CRT se asoció a 

cinco (<l, ~, 6, S y ~) de las siete isofonoas de PKC expresadas en el hepatocito de rata. 

Con lo anterior, se puede decir que la CRT no lleva a cabo su unión de acuerdo a una 

subfamilia de PKCs sino que 10 hace de acuerdo a cada iso forma pues tanto las PKCs 

convencionales como las nuevas o atípicas son capaces de interaccionar con la CRT. El 

hecho de que la CRT no interacciona con todas las isofonnas de PKC en condiciones in 

vivo puede sugerir lo siguiente: 

(a) Que la fonoación del complejo CRT-PKC depende de la redistribución de cada isofonoa 

de PKC, es decir, las isoformas con las cuales interaccionó la CRT se encontraban en los 

mismos lugares específicos dé la célula en los que se localiza a esta proteína (retículo 

endoplásmico, membrana y núcleo). Esto está de acuerdo con reportes en los cuales se 

ha encontrado la presencia de iso formas de PKC en estos sitios. 

(b) Que la interacción de la CRT con estas isofonnas esté dando lugar a la formación. 

de complejos de señalización comunes y por último, 

(c) El hecho de que en experimentos de fosforilación in vivo se encuentre en células control 

(en ausencia de los activadores de la PKC) a la CRT asociada a la PKC, hace pensar que 

la CRT y la cinasa son proteínas que están interactuando constitutivamente aún cuando 

la proteína cinasa C se encuentre sólo en su estado catalíticamente competente. 

Por otro lado, en lo que se refiere a la fosforilación de la CRT por PKC, se demostró 

que la CRT es fosforilada cuando se activa a la PKC en células in vivo, via receptores al 
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adrenérgicos O directamente con PMA. Aún cuando no podemos excluir la posibilidad de 

que la CRT está siendo fosfarilada directamente por otra proteína en condiciones in vivo, el 

hecho de que la fosforilaci6n se vea considerablemente disminuida en presencia de un 

inhibidor específico para la cinasa C, el Ro 31-8220, hace pensar que la PKC está implicada 

directamente en el aumento de su fosforilación. Por otro lado, es importante hacer notar que 

la CRT fue un excelente sustrato para todas las ¡safonnas de PKC in vitro, aún mejor que la 

propia histona Hl·IIIS. Para explicar esta fosforilación, se analizó la secuencia primaria de 

la CRT en un programa de cómputo que detecta secuencias probables de fosforilación 

(PROSITE). Este análisis mostró que la CRT posee seis sitios probables de fosforilación 

para PKC. Cabe mencionar que estas secuencias están localizadas en el dominio N de la 

CRT (figura 14), el cual se ha reportado que es el dominio más conservado entre todas las 

calreticulinas clonadas (72) y que está involucrado en las interacciones proteína-proteína 

(73). Algunos reportes han mostrado que el dominio N se une a una secuencia de la 

subunidad a de integrinas (74) e interacciona con un dominio de unión a DNA de receptores 

de glucocorticoides (73, 75). Los resultados obtenidos del análisis con el programa 

PROSITE mostraron que de acuerdo a la secuencia consenso reportada para los sitios de 

fosforilación por PKC (en la cual el residuo de serina/treonina a fosforilar debe de estar 

flanqueado a ambos lados por aminoácidos básicos separados a una distancia de 0-2 

aminoácidos), las secuencias encontradas en el dominio N de la CRT no cumplen 

estrictamente con estas características, sin embargo, si se toma en cuenta que la distancia de 

la separación de los aminoácidos básicos sea de tres, entónces la CRT posee seis sitios , 
probables de fosforilación por PKC (figura 14, secuencias marcadas con rectángulos). Con 

base en lo anterior, tomando en cuenta que la CRT es un excelente sustrato para PKC, se 

puede decir que aún cuando los sitios de fosforilación presentes en la CRT, no cumplen 

estrictamente con el orden de aminoácidos básicos alrededor de los residuos a ser 

fosforilados, es lógico pensar que alguna o algunas de estas secuencias sean reconocidas y 

fosforiladas por PKC. 

De acuerdo a los resultados de interacción y fosforilación obtenidos en este trabajo, 

se puede decir que la calreticulina fonna parte del amplio grupo de proteínas que, hasta la 

fecha, han sido reportadas que interaccionan con la PKC y a su vez son sustratos de ella, 

pues no se puede excluir la posibilidad de que ésta interacción se lleve a cabo a través de 

algún sitio localizado fuera del sitio activo. Algunas proteínas, como la GAP-43 y AKAP-
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Figura 14. Secuencia de aminoácidos del dominio N de la calreticulina. En esta secuencia 
se muestran los seis posibles sitios de fosforilación por PKC (en rectángulos) predichos por el 
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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 proteína ampliamente conservada en los seres vivos desde plantas 

hasta mamíferos, lo que sugiere que tenga una función trascendental en las células. Tiene un 

90 % de aminoácidos idénticos en humano, conejo, rata y ratón. Además estas calreticulinas 

tienen un alto nivel de homología con secuencias de cDNA de la calreticulina de 

Drosophila, y de otras especies distantes como Onchocerca volvu/us y Schistosoma mansoni 

(72, 76). También ha sido identificada recientemente en plantas y el cDNA de plantas que 

producen flores, como Arabidopsis thaliana, se usó para detenninar si la secuencia de 

aminoácidos predicha para la CRT en estas especies contiene características estructurales 

similares a aquellas encontradas en animales (67). 

La calreticulina fue inicialmente caracterizada como una proteína de retículo 

endoplásmico y sarcoplásmico. Sin embargo, a la fecha se. le han designado otras funciones 

como el de ser una chaperona molecular, una lectina extracelular, un mediador intracelular 

de las funciones de integrinas, un inhibidor de la expresión de genes regulados por hormonas 

esteroides y una proteína de unión al factor Clq del complemento. Se ha mostrado que 

también se asocia con proteínas en el citoplasma, el núcleo y compartimentos celulares (76, 

74). Cabe mencionar, que lo más interesante es que, a pesar de que se sabe que la 

calreticulina posee todas esas funciones, se desconoce el papel fisiológico preciso de esta 

proteína, y a la fecha todavía no existían reportes en la literatura en los que se mencionara 

que tuviera alguna relación con la proteína cinasa C. Desde este punto de vista, los , 
resultados obtenidos en nuestro trabajo, constituyen un hallazgo y abren un nuevo campo de 

estudio para determinar si la interacción CRT -PKC puede ejercer alguna influencia sobre las 

funciones fisiológicas de estas dos proteínas. 

Otro punto importante para analizar es el de poder considerar a la calreticulina un 

RACK. Estructuralmente hablando, el análisis de la secuencia primaria de la calreticulina 

ha mostrado que su dominio N, en el cual se encuentran los sitios de fosforilación por la 

cinasa e, contiene una estructura globular con ocho cadenas p-plegada. Esta estructura 

asemeja a la conformación adoptada por proteínas que poseen secuencias ~epetidas WD-40. 

Dentro de este grupo de proteínas se encuentran dos RACKs clonadas: RACKI y p-COP. 

Estas proteínas poseen de 4 a 8 unidades repetidas con un centro conservado de 27 a 45 

residuos flanqueados por dos secuencias repetidas características, 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 P es muy semejante a la 

adoptada por proteínas del grupo WD-40, por lo que se puede considerar parte de ellas. 

Por otro lado, en lo que se refiere a su función, se ha demostrado que la calreticulina 

regula los mecanismos de adhesión mediados por integrinas (77). ~n experimentos de 

knock-out del gene para calreticulina en los cuales no se lleva a cabo la interacción con las 

integrinas, la función de adhesión a protefnas de matriz extracelular y el flujo de calcio 

disparado por integrinas a fuentes extracelulares se ve alterado (76). La regulación de las 

integrinas por CRT, puede llevarse a cabo directa e indirectamente. Directamente, se une a 

la integrina y estabiliza su confonnación como parte de un "complejo de adhesión 

temprano". Esta interacción promueve un influjo de calcio y 'vías de señalamiento 

posteriores que penniten el desarrollo de sitios de adhesión completa. Indirectamente, se ha 

propuesto que la calreticulina incrementa la expresión de vinculina y como consecuencia 

modula la función de integrinas (78). 

Se ha propuesto que las integrinas (proteínas transmembranales a.p heterodiméricas) 

son cruciales para la comunicación del citoesqueleto y la matriz extracelular. El grupo de 

integrinas dependiente de los procesos de adhesión lleva a la activación de una tirosina 

cinasa de adhesión focal citosólica y a una vía de proteínas cinasas activadas por mitógenos, 

a la estimulación del metabolismo de lípidos de ¡nositol y a un incremento en las 

concentraciones de calcio y del pH intracelular y por lo tanto a la activación de la PKC (79, 

80). También, se ha reportado una asociación directa de RACK 1 con el dominio 

citoplásmico de la subunidad p de integrinas a través de sus cinco a siete dominios WD, lo 

que sugiere una interacción directa entre integrinas y PKC a través de RACKl implicando a 

la PKC en los procesos de señalamiento celular mediados por integrinas (81). Como se 

mencionó anteriormente, la CRT ha estado involucrada en la función de integrinas y en su 

distribución en la célula. Se ha reportado que un complejo de superficie celular 

inmunocapturado a partir de células de melanoma B 16 de ratón contiene a la integrina a.6p 1, 

a dos formas moleculares de CRT y a la proteína de anclaje KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)(71). 

Una de las calreticulinas, Ula endocalreticulina"," es una proteína de 52 Kda que está 

probablemente unida a los tallos citoplásmicos de las integrinas a. y la otra calreticulina, "la 

ectocalreticulina", es una proteína de 62 Kda que está probablemente anclada a la superficie 

de KDEL y coopera con la integrina a6p I disparando su distribución en la célula. Estos 

estudios sugieren una relación directa entre integrinas y PKC a través de RACKS y CRT. 
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Por último, cabe mencionar que una característica clave de las proteínas RACKs es 

que han sido descritas como proteínas que unen solamente la forma activa de la PKC y que 

no son sustratos de ella. De acuerdo a esto, la CRT no podría 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 anterior la CRT es una de las proteínas que hasta la fecha han sido 

identificadas corno proteínas que interaccionan con la cinasa e activa y que son sustratos de 

ella. 

Expresión de la proteina de 32 Kda asociada al factor de splicing SF2 y su interacción 

con PKC. 

La proteína de 32 Kda (SP32) es una proteína ubicua en todos los tejidos cuyas 

diferencias entre especies están confinadas a su extremo amina. Esta proteína tiene un 

carácter ácido debido a su pI el cual es de 4.04 y tiene tres sitios potenciales de 

glucosilación. El encontrar que ésta proteína interaccionara con PKC fue también una 

sorpresa pues a la fecha no existe en la literatura ningún reporte que indique esta interacción. 

La proteína SP32 posee algunas características comunes con CRT, como son que ambas 

pertenecen a la familia de proteínas WD-40, que ambas unen al factor Clq del complemento 

y que ambas tienen sitios de fosforilación para PKC, entre otras. Con base en esto, fue de 

gran interés estudiar si la interacción con la PKC tenía las mismas características que con 

CRT. 

Dado que podíamos obtener mayor cantidad de esta proteína pura expresándola en 

bacterias, en esta parte del trabajo, se encontró que utilizando dos cepas de bacterias 

distintas (BL2l y DH5a) se obtuvo un máximo de expresión de la proteína a las 2.5 h 

después de haber estimulado con 0.4 mM de IPTG. Sin embargo, la cepa BL2l expresó el 

doble de la cantidad de proteína (4.3 mglml), a diferencia de la cepa DH5a (2.1 rng/ml) 

(figuras 10 y 11), por lo que la proteína expresada en esta cepa fue utilizada para los 

experimentos de interacción con PKC. Posteriormente, la proteína se obtuvo en forma pura 

cómo una proteína de fusión a GST a partir de una columna de glutatión-sefarosa (figura 

Úb, resultados no publicados). 

En lo que se refiere a la interacción con la PKC, los resultados obtenidos en los 

ensayos de overlay demostraron que la proteína SP32 es capaz de interaccionar con las siete 

isoformas de PKC exnresadas en los heoatocitos: sin embargo. algunas iso formas unieron a 
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la proteína SP32 independientemente de la presencia de los coractores específicos de la 

cinasa. Estas iso formas fueron las iso formas a, p, e, 1; y J.l. Interesantemente las iso formas 

e y S mostraron una unión más fuerte a diferencia de las demás. Las isofonnas ú y € fueron 

las únicas isofonnas que unieron a la SP32 de una manera dependiente de cofactores de la 

cinasa. Estos resultados sugieren que algunas de las isofonnas de PKC no requieren estar 

en su forma activa para interaccionar con la proteína SP32, a diferencia de CRT en la cual 

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

El método descrito en el trabajo Prol. Expres. Puro (1997) 10: 32-37 permitió la 

purificación de proteínas de bajo peso molecular que interaccionan con la PKC 

activa. 

De las proteínas purificadas por gradiente semilineal, se detectaron dos con 

características muy interesantes. La proteína de 32 Kda asociada a un splicing 

factor "SF2" y la calreticulina de 60 Kda. 

Estas proteínas fueron obtenidas a homogeneidad. La proteína de 32 Kda se 

obtuvo en fanna pura como una proteína de fusión a GST expresada en bacterias 

y la calreticulina se purificó por métodos bioquímicos utilizando una columna de 

intercambio aniónico y precipitaciones con sales de amonio. 

Los ensayos in vitro de interacción de la CRT con la PKC, mostraron que la 

CRT es capaz de unir a todas las isofonnas de PKC en presencia de sus 

caractores. La ¡sofonna de PKC a unió fuertemente a las dos fonnas de CRT (de 

55 y 60 Kda). Las isoformas P. o y E unieron principalmente a la forma de 55 

Kda y las isoformas 8, 1', Y fl a la forma de 60 ¡{da. Los ensayos in vivo 

mostraron que la CRT interacciona con las isoformas de PKC a, p, 8, 1', y fl· 

Esta asociación 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 está 

constitutivamente asociada con estas isofonnas in vivo. 

Los ensayos de fosforilación in vi/ro de la CRT por PKC mostraron que la CRT 

es un buen sustrato de todas las isofonnas expresadas en los hepatocitos y esta 

fosforilación es dependiente de los cofactores de la cinasa. Los experimentos de 

fosfcirilación realizados con células intactas mostraron un incremento en la 

fosforilación de ambas formas de CRT por PKC. 
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Los ensayos in vi/ro de interacción utilizando a la proteína de 32 Kda mostraron 

que las isofonnas de PKC a, p y !l unieron a esta proteína de manera 

independiente de cofactores de la cinasa, las isofonnas e y ¿; mostraron una 

unión mas fuerte y tambien independiente de los cafactores y las ¡safonnas o y g 

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

Los ensayos in vi/ro de fosforilación utilizando a la proteína de 32 Kda 

aparentemente muestran que esta proteína no es sustrato de la PKC, ya que 

ninguna iso forma de PKC es capaz de fosforilarla. 
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