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CAPÍTOL CAPÍTOL II

Modulació de l’activitat CK2 durant el cicle de

divisió cel.lular de les cèl.lules BY-2 de tabac.
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Resum dels resultats presentats a l’article “Cell-cycle modulation of CK2

activity in tobacco BY-2 cells” Plant Journal (1997) 19, 665-666.

En aquest treball es va estudiar l’expressió i l’activitat enzimàtica de la CK2 durant el cicle

cel.lular i la corba de creixement de les cèl.lules BY-2 de tabac. Es van estudiar també els

efectes que provocava en el cicle cel.lular la inhibició in vivo de l’activitat CK2, i es van

determinar la concentració de poliamines lliures durant el cicle cel.lular i la corba de

creixement.

Per abordar aquests estudis es van generar sondes de DNA específiques per a les

subunitats α i β de la CK2 de tabac, mitjançant l’amplificació per PCR de cDNA

corresponent a la fase exponencial de creixement de les cèl.lules BY-2, i fent ús de

oligonucleòtids degenerats per ambdues subunitats. L’obtenció i caracterització d’aquests

clons es tracta al capítol 4 d’aquesta tesi.

Així mateix, es van expressar com a proteïnes de fusió amb la proteïna glutatió-S-

transferasa (GST), les regions codificants dels gens ATCKA2 (Mizoguchi, 1993) i CKB2
(Collinge, 1994), corresponents a les subunitats CK2α i CK2β d’Arabidopsis i que foren

cedits pels Drs. K. Shinozaki (Tsukuba Life Science Center, Tsukuba, Japó) i J. C. Walker

(Universitat de Missouri, Columbia, USA), respectivament. Mitjançant la immunització de

conills amb les proteïnes de fusió, es van preparar anticossos específics contra les dues

subunitats de la CK2, els quals reconeixien proteïnes de la mida esperada, 41 KDa, per a

la CK2α, i 29 KDa, per a la CK2β, en extractes totals de proteïna d’Arabidopsis i de tabac

(Fig 1, a i b). L’especificitat de la immunoreacció es va comprovar en un experiment de

competició, incubant els anticossos amb la proteïna utilitzada per a la immunització, com a

etapa prèvia a la seva incubació amb els extractes de proteïna immobilitzats a membrana

(Fig 1, c i d).

Per a l’estudi de l’expressió i l’activitat de la CK2 durant el cicle cel.lular es van realitzar

experiments de sincronització de les cèl.lules BY-2 amb afidicolin. La determinació de

l’activitat enzimàtica sobre el substrat caseïna i GTP, a intervals de 1 hora, va mostrar

oscil.lacions al llarg del cicle cel.lular, que dibuixaven dos pics clars d’activitat durant un

cicle complet (Fig 2, a). L’activitat CK2 ja era alta a la primera mesura, presa just després
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del rentat de l’afidicolin, activitat que corresponia a l’inici de la fase S (early S). Aquest pic

d’activitat es confirmava en la segona fase S de l’experiment, entre les hores 11 i 15, a la

vegada que coincidia amb la inducció de l’expressió de la histona H4, que té lloc a la

transició G1/S.

El segon pic d’activitat CK2 coincidia exactament amb el pic d’índex mitòtic, ja que

l’activitat començava a augmentar a l’entrada de mitosi i assolia el valor màxim quan

l’índex mitòtic era també màxim.

L’anàlisi de l’expressió de les subunitats de la CK2 a nivell de mRNA i de proteïna, per

Northern blot i Western blot, respectivament, va demostrar que aquesta era constitutiva al

llarg del cicle cel.lular (Fig 2, b i c). Aquests resultats demostraven que les oscil.lacions de

l’activitat CK2 al llarg del cicle no eren degudes a una regulació transcripcional, ni a una

diferent estabilitat dels mRNAs, ni tampoc existia regulació a nivell de la traducció.

Per tal de verificar aquests resultats, es va realitzar un experiment de sincronització doble

amb afidicolin i propizamida. Amb aquest tractament, les cèl.lules queden bloquejades a

prometafase. Les activitats enzimàtiques, mesurades utilitzant el pèptid específic

RRRDDDTDDD com a substrat i GTP com a donador de fosfat, seguien el perfil descrit

anteriorment per a la sincronització amb afidicolin sola. Així, s’observaven dos pics

d’activitat CK2, a mitosi i a G1/S, aquest últim coincidint amb la inducció de l’expressió de

la histona H4 (Fig 3).

A continuació, es va estudiar la regulació de la CK2 durant la corba de creixement de les

cèl.lules BY-2, amb una durada de 7 dies, al final del quals s’obté la saturació del cultiu. En

aquesta línia cel.lular, la proliferació cel.lular comença molt ràpidament després del

subcultiu i s’assoleixen índex mitòtics del 5 al 8% entre el primer i quart dies de cultiu.

L’activitat CK2, mesurada a intervals de 24 hores, va revelar que aquesta augmentava molt

ràpidament durant les primeres 24 hores i després disminuïa progressivament (Fig 4, a).

Les dades d’activitat, però, es corresponien només parcialment amb els resultats de

Northern i Western blot. La transcripció dels gens de les dues subunitats augmentava fins

el tercer dia de cultiu, i posteriorment disminuïa, coincidint amb la davallada de l’índex

mitòtic (Fig 4, b). L’anàlisi per Western blot revelava que els polipèptids de la subunitat

CK2α es detectaven al llarg de tota la corba de creixement, fins i tot en la fase
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estacionària, mentre que els polipèptids de la CK2β es detectaven únicament durant els

dos primers dies de cultiu (Fig 4, c). El perfil d’activitat CK2, que presenta el valor màxim el

dia 1, coincideix perfectament amb l’increment de polipèptid per a la subnunitat β, la qual

cosa suggereix que aquesta subunitat pot representar el regulador fisiològic més important

de l’activitat CK2 a les plantes, tal com passa en els animals. No obstant, la subunitat

CK2α sola té una activitat catalítica in vitro considerable el dia 3 després del subcultiu,

quan la subunitat CK2β ja ha desaparescut. A més, el valor d’activitat del dia 3 és

comparable amb el que presenta el dia 0, just després del subcultiu. Aquestes dades

suggereixen que pugui existir un mecanisme post-transcripcional que regularia l’activitat

CK2 de forma addicional a la presència de subunitat β, i que seria responsable de la

inactivació de l’enzim a partir del quart dia de cultiu.

El següent objectiu que ens vam plantejar va ser el d’estudiar els efectes que provocava

sobre el cicle cel.lular la inhibició in vivo de l’activitat CK2. Es disposava de l’inhibidor

específic 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole (cedit pel Dr. D. Shugar, Universitat de Warsaw,

Polònia), que va mostrar un efecte inhibitori de la CK2 recombinant d’Arabidopsis del 99%,

amb una Ki = 0.5 µM, equivalent a la descrita pel llevat (Fig 5).

L’inhibidor es va afegir a diferents etapes del cicle, en cultius sincronitzats amb afidicolin

sola o amb afidicolin i propizamida, per tal de poder assegurar que els efectes observats no

depenien del punt on es bloquejava el cicle ni de la droga utilitzada per a la sincronització,

sinó que eren efectes reals provocats per la inhibició de l’activitat CK2. Independentment

de l’etapa del cicle on s’afegia l’inhibidor, l’activitat CK2 dels extractes cel.lulars quedava

inhibida completament i es bloquejava la progressió del cicle cel.lular. No obstant,

s’observaven diferents fenotips cel.lulars com a conseqüència de l’arrest en diferents punts

del cicle, i que es detallen a continuació.

L’addició de l’inhibidor a la primera part de la fase S (hora 0, just després del rentat de

l’afidicolin), impedia que les cèl.lules completessin la replicació del DNA i aquestes morien

en un màxim de 8 hores. El fenotip d’arrest que s’observava era de cèl.lules en fase S (Fig

6, a i b).
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Quan l’inhibidor s’afegia a la fase G2 del cicle (hora 4 després del rentat de l’afidicolin) la

letalitat era del 100% en només 2 hores i cap de les cèl.lules era capaç de començar la

mitosi. La morfologia nuclear era de nucli en G2 (Fig 6, c i d).

L’efecte més sorprenent s’observava quan l’inhibidor s’afegia a la fase G1 (hora 10 després

del rentat de l’afidicolin). En aquest cas, les cèl.lules podien iniciar la replicació al mateix

temps i amb el mateix pendent que un cultiu control (sense inhibidor), però al cap de 3

hores d’haver-la començat, el procés s’avortava. El fenotip d’arrest que s’observava

recordava al d’una profase, ja que la cromatina havia condensat, però amb la diferència

que no s’havia trencat la membrana nuclear (Fig 6, e-i). A més, les cèl.lules romanien

viables fins i tot al cap de 24 hores d’haver afegit l’inhibidor. Aquest resultat revelava que

l’addició de l’inhibidor a G1 provocava una inhibició de l’activitat CK2 a G1/S, així com una

condensació prematura de la cromatina en els nuclis en replicació, i suggeria que podia

afectar el funcionament del checkpoint de G2/M.

Com a primera aproximació en l’estudi dels mecanismes post-traduccionals responsables

de la modulació de l’activitat CK2 durant el cicle cel.lular, es van determinar les

concentracions de poliamines lliures, espermina, espermidina i putrescina, en extractes

cel.lulars sincronitzats i en la corba de creixement. Les poliamines són els moduladors

post-traduccionals de la CK2 més potents i es troben implicades en el manteniment de

l’estructura de la proteïna i en l’estimulació de l’activitat enzimàtica.

En cèl.lules sincronitzades amb afidicolin, el contingut de poliamines oscil.lava durant el

cicle cel.lular (Fig 7, a). Breument, les concentracions de les tres poliamines analitzades

eren altes després del rentat de l’afidicolin, disminuien a G2, tornaven a augmentar

paral.lelament a l’índex mitòtic, disminuien a la segona part de la mitosi i augmentaven una

altra vegada a G1/S. Aquests resultats es van confirmar en experiments de sincronització

doble (Fig 7, b) i, en conjunt, mostraven paral.lelismes amb els pics d’activitat CK2 (Fig 2).

A la corba de creixement, s’observava un increment considerable del contingut de

poliamines lliures, com a resposta al subcultiu en medi fresc (Fig 7, c). Les concentracions

eren màximes els dies 1 i 2 després del subcultiu, paral.lelament al pic d’activitat CK2 i a la

presència de polipèptid β detectada per Western blot. Aquest resultat suggeria que hi havia

una inducció de la síntesi de poliamines lliures en resposta al subcultiu en medi fresc, tal

com s’havia també observat amb l’activitat CK2.
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