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Apendix I

Apéndix I. MISCROSCOPIA ELECTRONICA DE MOSTRES
DE CK2 AGREGADES

Els resultats mostrats al treball IT ens van donar peu a infentar una
aproximacié experimental més estructural que completés les dades préviament
obtingudes en que s'observava que, el domini C-terminal de grp94 protegia a la
CK2a enfront d'agregacio induida per xoc térmic.

A la bibliografia estava descrit que, tant els agregats com les particules
proteiques individuals, eren estructures grans que es podien visualitzar per
microscopia electronica de transmissio (Lee et al., 1997; Saito et al., 1999).

Com a control de la formacié d'agregats i per posar a punt la técnica es va
escollir I'enzim malat deshidrogenasa (MDH) uftilitzat habitualment en assajos

d'activitat xaperona i del que hi havia imatges de microscopia publicades.

Materials i Metodes

Materials. Reixetes de microscopia electronica 300 mesh (Sigma), mica
(Balzers Union), pinces de rellotger Dumont n° 5 o 7, acetona (Merck), PBS filtrat,
espectrofotometre Cary 400, acetat d'uranil (Sigma), malat deshidrogenasa de cor
de porc (LaRoche), o i B CK2 humanes recombinants, grp94-CT humana recombinant
(purificades segons Roher et al, 2001).

Preparacié de reixetes per microscopia electronica. En primer lloc cal
dipositar una capa de carboni de 2 nm sobre mica exfoliada que posteriorment sera
dipositada sobre la reixeta. Aquest procés es realitza al Servei de Microscopia
(UAB) utilitzant un evaporador Bal-Tec. S'exfolia la mica, previament tallada a la
mida de la plataforma giratoria, amb unes pinces. Es col-loca la mica a la plataforma
i es deixa fer el buit un minim de 30 min, fins que arribi a 2-10° mbar.
L'evaporador es programa amb els segiients pardmetres: layer 2, 2 nm gruix, 90
mA, 1.95 kV. Disparar (shutter) fins que el display de gruix de carboni arribi a 2
nm.

En segon lloc cal rentar les reixetes amb acetona (per eliminar possibles

restes organiques) i després amb aigua i finalment cal assecar-les.
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L'dltima etapa consisteix en transferir la capa de carboni de la mica a les
reixetes. Aquest pas es realitza amb I'ajut d'un bastidor de PVC i nilé submergit en
aigua on hi tenim dipositades les reixetes. La mica en enfrar en contacte amb
I'aigua allibera la capa de carboni que restard surant damunt l'aigua. Quan, amb

molta cura, eliminem I'aigua el carboni quedara dipositat sobre les reixetes.

Preparacio de les mostres. Les mostres que s’havien d'observar al MET

eren previament tractades seguint els seglients passos:

1- Es redlitzava un assaig d'agregacié a 45°C durant 60 min utilitzant
I'espectrofotometre metabolitzat (Cary 400). Les mostres valorades van ser CK2a
(1uM), CK20B (1:1, 1 uM), CK204+grp94-CT (1:1, 1 uM) i MDH (1§ 2 uM) com a control
d'agregacié a 45 °C (veure les corbes d'agregacié a la Figura 1).

2.- Es separava una aliquota de 100 pl de cada una de les mostres i es guardava en
gel fins que eren utilitzades (mostres per observar al MET). Els 900 ul que
quedaven es centrifugaven 60 min, a 4°C i 15000xg. Es separava el pellet del
sobrenedant i es liofilitzaven els sobrenedants. Els liofilitzats obtinguts es
resuspenien en 50 ul de tampo de mostres reductor i es valoraven mitjangant
SDS/PAGE i/o0 western blott junt amb els pél-lets, tractats de la mateixa forma.
3.- Deposicié de mostres sobre la reixeta: es dipositaven 10 pul de cada mostra
sobre les reixetes durant 5 min. S'assecava l'excés de mostra amb un tros de
paper de filtre, anant molt amb compte per evitar arrossegar la capa de carboni.
4.- Tincié de les mostres: La tincié negativa consisteix en l'addiccié de sals de
metalls pesants en solucié, de forma que aquests s'acumulin als contorns de la
mostra (Bozzola et al., 1992). Es va realitzar una tincié negativa de les mostres
amb 2% d'acetat d'uranil (preparat fresc en aigua i protegit de la llum), dipositant
10 ul del colorant sobre la reixeta i tenyint durant 1 min. S'assecava I'excés amb un
tros de paper de filtre.

5.- Observaci6 de les mostres: les mostres es visualitzaven al Servei de
microscopia de la UAB amb un microscopi Hitachi H7000 operant a 75 kV a 8.000 o
80.000 augments depenent de si s'observaven agregats o no agregats
respectivament. L'adquisicié d'imatges es realitzava prenent fotografies amb el
mateix microscopi amb un temps d'exposicié entre 1 i 2 s. Els negatius eren
escanejats al LAFEAL (UAB) i es procedia al tractament de la imatge i a la presa

de mesures.
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Resultats i Discussio

La MDH és una proteina homodimérica de 35 kDa localitzada principalment
a citosol i mitocondria que s'utilitza habitualment per valorar l'activitat xaperona
de diferents xaperones moleculars. Si sotmetem l'enzim a temperatures de 45°C
forma agregats insolubles que observats al MET amb tincié negativa, sén com una
gran xarxa proteica (magnificacio 8.000x). L'agregacié de I'enzim és massiva i ho
s'observen camps sense agregats (Figura 1). A una temperatura de 25 °C la MDH no
pateix agregacio i a 80.000 augments es poden observar particules esferiques
individualitzades de mida entre 12 i 35 nm (Figura 1). Les mides i la forma esferica
de les particules observades, esta d'acord amb els treballs ja publicats i les

imatges adquirides coincideixen amb les que apareixen a la literatura sobre

I'agregacio de la malat deshidrogenasa (Saito et al., 1999).
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Figura 1. Agregacid induida per xoc térmic de CK2a i MDH. Les grafiques mostren les
corbes d'agregacié de la MDH (grafic superior) i de la CK2a. (grafic inferior) a 45°C i 25°C
tal i com s'indica en els diferents pannells. Les fotografies de microscopia van ser

adquirides a partir de la tincié de mostres d'agregats o no agregats d'ambdues proteines.
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Amb la tincié negativa esperariem veure el contorn de les mostres, que és
on s'hauria de dipositar I'acetat d'uranil. En el cas de les mostres no agregades el
patré de tincid negativa és l'esperat, no aixi en les mostres agregades en que
sembla que els agregats proteics estiguin recoberts d'acetat d'uranil. Creiem que la
granddria dels agregats provoca que les sals de metall recobreixin les estructures
i que tinguem un contrast similar al que observariem amb una tincié positiva.

La subunitat catalitica de la proteina quinasa CK2 sotmesa a xoc termic
forma grans agregats insolubles, que al MET donen la imatge d'una xarxa proteica
bastant diferent de la xarxa d'agregats de la MDH (Figura 1). Sembla que els
agregats formats sén més compactes i tenen una estructura més definida. La mida
de les particules de la mostra de CK2a. a 25 °C, observades a 80.000 augments i la
mida individual de les particules esferiques que formen els agregats sén
aproximadament iguals (40 nm). Cal dir que en la mostra de CK2a incubada a 25°C
s'observen diferents formes i mides de particules. A la literatura (Valero et al.
1995) esta descrit que I'holoenzim adquireix estructura quaterndria diferent
segons la forga ionica del medi. A una forga ionica d'entre 0.1-0.2 M NaCl pot
formar quatre tipus d'estructures: ring-like (36.6 nm) estructura majoritaria a 0.2
M NaCl, filaments prims i gruixuts majoritaris a 0.1 M NaCl i una estructura
anomenada protomer que correspon a I'holoenzim que la trobariem minoritdriament
a 0.1 ia 0.2 M NaCl peré que passa a ser la forma predominant a 0.5 M NaCl. Aixi
doncs, tedricament, a forga idnica de 0.15 M NaCl es poden observar les 4 formes
estructurals de la CK2 (protomer, ring like i filaments prims i gruixuts). En les
nostres preparacions de CK2o la forga ionica és de 0.15 M NaCl i el que hem
observat son particules esferiques d'aproximadament 40 nm que coincideix amb la
mida de 36.6 nm de les estructures ring-/ike i particules més petites que es
podrien correspondre amb una estructura similar al protomer (mides de 19 nm). Cal
dir que aquestes estructures les observem amb la CK2a i que per tant sembla que

la CK2B en el nostre cas, no és imprescindible per I'oligomeritzacié.

A partir dels assajos d'agregacié basats en tecniques espectroscopiques
hem descrit que la CK20. agrega a 45 °C perd que en preséncia de CK2B o de grp94-
CT no es produeix agregacié (veure treball 2). En el cas de la subunitat CK2p la
proteccio en front de xoc termic és complerta si préeviament reconstituim I'enzim,
pero no és capag de protegir totalment a la subunitat catalitica si es reconstitueix

I'enzim a l'iniciar-se I'assaig d'agregacio. En les mostres de CK2 valorades per MET
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el que observem és que efectivament no es formes grans xarxes d'agregats pero si
veiem petits nuclis d'agregacié (magnificacié 80.000 vegades) que es podrien
correspondre amb aquella CK2a. que no s’ha unit a CK2B. No hem pogut adquirir
imatges prou clares que ens donin informacio estructural de I'holoenzim (Figura 2 A
i B).
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Figura 2. Efecte protector de grp94-CT sobre l'agregacié de CK2o induida per incubacio
de les mostres a 45°C. (A) Fotografia representativa d'agregats de CK2a. (B) Fotografia
representativa de mostres d'holoenzim reconstituit. (C) i (D) Fotografies representatives

de CK2a. incubada en presencia de grp94-CT.

Pel que fa a les mostres de CK2a sotmeses a xoc térmic en presencia de
grp94-CT, les imatges de microscopia confirmen totalment els experiments de
scattering de llum en que veiem que la proteccié enfront d'agregacié és complerta
a relacions molars superiors a 1. No observem cap agregat de CK2a i el que veiem
son particules esferiques de diferents mides. L'aspecte i mida de les particules és

diferent de les particules observades amb preparacions de CK2a sola, i es podrien
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correspondre a complexos de CK2a/grp94 (Figura 2 C i D). Aixi i de forma
indirecte la microscopia aporta indicis sobre I'existéncia d'una associacié fisica
enfre CK2a i grp94. A les mostres de grp94 incubades a 45 i 25°C en que no
observem agregacio mitjangant scattering de llum, tfampoc s'observa cap agregat
utilitzant microscopia (imatge no mostrada). Tal i com passava amb les
preparacions d'holoenzim, no podem extreure cap informacié estructural sobre

grp94 de les imatges obtingudes.
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Apéndix IT.ASSATJOS D'AGREGACIO AMB CITRAT SINTASA

La demostracio directa de que grp94 tenia activitat xaperona utilitzant la
CK2a com a substrat, ens va portar a intentar esbrinar si la grp94 podria ser
funcionalment una xaperona amb un ventall més ampli de substrats. Per tal de
determinar si grp94 tenia una funcié xaperona sobre altres substrats es va assajar
un enzim, la Citrat Sintasa (CS), utilitzat rutinariament en assajos d'agregacié /n
vitro per monitoritzar l'activitat xaperona d'’hsp90 (Buchner et al., 1998). D'altra
banda i ja que ens interessava fer assajos d'agregacié amb grp94 fosforilada per
CK2, es feia necessari trobar un substrat diferent de CK2o per tal d'evitar
interferéncies amb la monitoritzacio de I'agregacié en mostres de grp94
fosforilades amb CK2.

Materials i Métodes

Assaig d'agregacio. La metodologia utilitzada segueix bdsicament, el
protocol descrit per Buchner et al. (1998) amb algunes modificacions per adaptar-
lo i fer-lo comparable a I'assaig d'agregacio posat a punt per la CK2a.

La CS de cor de porc utilitzada, era comprada en una solucié de persulfat
amonic (La Roche) i havia de ser dialitzada O/N a 4°C enfront de tampé 50 mM
Tris HCl pH 7.5. Al mati segiient es centrifugava durant 30 min, a 13000xg i 4°C i
es recuperava el sobrenedant. La concentracié de proteina és determinava per
absorbancia a 280 nm (¢ = 1.78 UDO M™ cm™). L'enzim s'aliquotava en fraccions de
300 ul i es descongelava en el moment del seu ds; és recomanable no fornar a
congelar I'enzim.

L'agregacio de la CS es va induir en les mateixes condicions utilitzades per
la CK2a., és a dir incubant les mostres a 40 o 45 °C i monitoritzant I'agregacio al
llarg de 90 minuts. L'agregacié es va seguir mesurant I'scattering de llum a 360 nm
utilitzant un espectrofluorimetre Perkin-Elmer per les mostres incubades a 40 °C
o un espectrofotometre Cary-400 per les mostres incubades a 45 °C. En el cas que
es volgués realitzar un assaig d'activitat CS es retiraven aliquotes de les mostres

de l'assaig d'agregacié als temps indicats.
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Assaig d'activitat CS. L'activitat CS s'assajava seguint el protocol de
Srere et al., (1963) que consisteix en seguir l'increment d'absorbancia a 412 nm del
DTNB reduit. L'acid oxalacetic (OAA) reacciona amb l'acetil CoEnzimaA per formar
citrat i CoEnzimaA, en una reaccié catalitzada per la CS, finalment el CoenzimA
reacciona amb el DTNB reduint-lo.
El DTNB i 'OAA van ser adquirits a Sigma i l'acetilCoenzimaA a La Roche.
Els estocs (10 mM OAA, 5 mM acetilCoA i 10 mM DTNB) s'emmagatzemaven a -20
°C en aliquotes, fins al moment del seu Us. EI DTNB calia guardar-lo protegit de la
lum.
Assaig: 930 ul de tampd TE (50 mM Tris, 2 mM EDTA pH 8)
10 pul de OAA 10 mM
10 ul de DTNB 10 mM
30 pul de acetil CoA 5 mM
20 pl de mostra a assajar

S'utilitzaven cubetes de plastic d'1 cm de pas de llum i l'assaig es realitzava a 25°C
i 412 nm a l'espectrofotometre Cary 400.

La barreja d'assaig es feia directament a la cubeta de lectura, que s'agitava
just en el moment d'afegir I'enzim i rapidament s'introduia a I'espectrofotometre i

es seguia l'increment d'absorbancia a 412 nm del DTNB reduit.

Assaig d'agregaci6 amb mostra fosforilada. El domini C-terminal de grp94
es fosforilava amb proteina quinasa CK2 humana recombinant. Abans de realitzar
l'assaig de fosforilacio es reconstituia I'enzim a partir de les subunitats CK2a i
CK2p pures que es barrejaven en quantitats equimolars en tampé de reconstitucié
(150 mM Tris HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.1% BSA) i s'incubaven 30 min a 30 °C. La
fosforilacié es realitzava amb el métode habitual (Trujillo et al, 1998) utilitzant
125 uM GTP com a donador de fosfat. Per tal de minimitzar les interferéncies en
l'assaig d'agregacio posterior s'utilitzaven 20 pmol de CK2 i es deixava fosforilar
durant 3 hores. La concentracié final de grp94 fosforilada era de 0.75 pM.

L'assaig d'agregacio es va fer com s'ha descrit en l'apartat anterior amb 0.5
uM de CS i 0.125 uM de grp94 fosforilada. Els controls d'agregacié es feien en
preséncia de la solucié de fosforilacié (250 mM EDTA, B-glicerolfosfat sédic pH 7)
i de 20 pmols de CK2 autofosforilada.
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Els temps de fosforilacio maxima i les concentracions de CK2 utilitzades a

I'assaig es van optimitzar tal i com s'ha detallat a I'apendix III.

Resultats i Discussio

Dels assajos d'agregacié amb citrat sintasa (CS) se'n poden extreure
resultats que confirmen les dades prévies sobre activitat xaperona obtingudes
utilitzant la CK2a com a substrat (Treball IT). Tal i com es pot veure a la Figura 1
(pannell A) la CS agrega en les mateixes condicions que la CK2o tot i que les
cinetiques d'agregacié sén diferents. La CS inicia l'agregacié a partir dels 25
minuts d'incubacié a temperatura de xoc térmic, mentre que la CK2a mostra major
sensibilitat a temperatura i inicia I'agregacio als 5 minuts després de comengar la
incubacid. L'agregacié arriba a ser complerta als 90 minuts mentre que per la CK2
el platé d'agregacié maxima s'assolia als 30 minuts. El domini C-terminal de grp94
inhibeix l'agregacié de la CS a relacions molars petites i assoleix una activitat
protectora maxima a una relacié molar d'1:1. Aixi doncs, podem dir que la grp94 es
mostra molt més eficient en la seva activitat xaperona sobre CS que sobre CK2a

amb la qual no observem una proteccié completa fins a relacions molars 4:1.

Figura 1. Al pannell superior es
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Pel que fa a la proteccié de l'activitat enzimatica la grp94 tampoc és capag
de protegir l'activitat CS. Tal i com observem a la Figura 1 pannell B la CS perd un
20% dactivitat durant els minuts inicials de l'assaig tant en abséncia com
presencia de grp94.

Del resultat mostrat a la Figura 1 tambéen podem extreure informacio pel
que fa a l'ordre en que s'observen els processos d'inactivacié i agregacié. La
inactivacié és un succés previ a l'agregacié ja que quan encara ho detectem
scattering de llum ja tenim el 50% de I'enzim inactivat. Aquest fet no el podiem
observar en els experiments d'agregacié amb CK2a., on I'agregacié es solapava amb
la inactivacié i on no podiem demostrar que fossin processos seqliencials.

Un altre aspecte que era dificil de clarificar utilitzant la CK2a com a
substrat era la importancia de la fosforilacié sobre l'activitat xaperona de grp94.
Amb la CS com a substrat de plegament es podia facilment realitzar una
fosforilacié prévia amb CK2 recombinant i observar quina era la resposta xaperona
de grp94 fosforilada.. Com es mostra a la Figura 2 la grp94 fosforilada té una
menor capacitat d'inhibir 'agregacié de la CS. Aixi doncs, tal i com succeia amb la
perdua d'estructura quaternadria en presencia d'agents reductors podria ser que la
fosforilacié afavoris la péerdua d'estructura i derivés en una menor capacitat de
protegir la CK2a de I'agregacié induida per xoc termic. Caldria pero demostrar que
la fosforilacié de grp94 indueix canvis en l'estructura oligomerica tal i com
succeeix amb els agents reductors. En el cas de I'aB cristal-lina s'han descrit canvis

en l'estat d'oligomeritzacio en mostres fosforilades (Ito et al., 2001).
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Cal destacar que la grp94 té un ventall estret de substrats i que altres
substrats assajats, com p.ex. la Malat deshidrohgenasa (MDH) no poden ser
protegits contra agregacid. A altes relacions molars de MDH/grp94 (1:10 i 1:20)
I'enzim mostrava la mateixa corba d'agregacié. En la Figura 3 es mostren les corbes
d'agregacié de la MDH (concentracions de 1i 2 uM de MDH) que sén identiques i es

solapen tant en presencia com en abséncia de grp94.

Relative ligth scattering

Time {min)

Figura 3. Agregacié de la Malat deshidrogenasa 2 uM (A) en preséncia de grp94-CT
relacié 1:10 i malat deshidrogenasa 1 uM en preséncia de grp94 1:10 (m). La MDH de porc
era adquirida a La Roche liofilitzada. La solucié estoc dissolta en PBS era congelada en

aliquotes fins al moment del seu Us.
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Apéndix III. ESTUDI DE L'ESTAT DE FOSFORILACIO PER
MALDI/TOFMS*

Un dels aspectes en el que ens interessava aprofundir, era la
caracteritzacié de la fosforilacié del domini C-terminal de grp94 per proteina
quinasa CK2 humana recombinant (hrCK2). El domini C-terminal de grp94 presenta
5 seqiiencies consens de fosforilacié per CK2. En estudis previs amb CK2
purificada de fetge de rata s'’havien obtingut estequiometries de fosforilacié de 6
mols de **P/mol grp94 i voliem veure si la fosforilacié per CK2 humana era similar.
A banda de caracteritzar els centres de fosforilacié /n vitro també voliem una
tecnica rapida i fiable que ens permetés determinar si tot el substrat present en
una mostra estava fosforilat. El sistema MALDI permet detectar variacions de
massa molecular molt petites, aixi doncs, era possible detectar increments de

massa molecular deguda a la incorporacié enzimatica d'un o més fosfats.

Materials i métodes

Preparacié de mostres de grp94-CT. La téchica de MALDI/TOFMS* és
molt sensible per la deteccié de peptids i proteines de baix pes molecular perc
presenta inconventients en el cas de proteines de més alt pes molecular (per
damunt de 30 kDa). D'altra banda calen mostres molt pures de proteina i fampons
especifics perque els senyals obtinguts de proteines de pes molecular alt no siguin
enmascarats per senyals que provenen de molécules petites o del tampé en que
estan les mostres. Aixi doncs, es va posar a punt el métode de cristallitzacié lenta
basat en el métode de Botting (2000) que permet obtenir espectres de proteines
de pes molecular alt.

El metode consisteix en utilitzar una matriu de CHCA (acid a-cyano-4-
hidroxicinamidic) que es prepara saturada en dacid formic/aigua/propanol (1:3:2
v/v/v).

*NOTA: les sigles MALDI/TOFMS son les sigles de "matrix-assisted laser desorption-
ionisation/time of flight mass spectrometry’.
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La matriu es barreja amb la solucié de proteina i es deixa cristallitzar de
forma lenta. La matriu té la propietat d'absorbir la radiacié del ldser i transferir-
la a la mostra, de forma que s'evita la degradacié de la proteina. A banda d'aixo
afavoreix el procés d'ionitzacié. Les molécules ionitzades s'analitzen en un

espectrometre de masses segons el temps de vol.

La grp94 a una concentracié de 17 pmols/ul es mescla amb 28 pl de la
solucié saturada de matriu en un tub eppendorf. La mostra es mescla amb la reina,
escrapejant les parets del tub per facilitar la formacié de cristalls. El tub es deixa
amb el tap obert durant 16-18 hores, temps suficient perque es formin cristalls de
proteina. S'elimina el sobrenedant amb molta cura mirant de no endur-se els
cristalls tot i que normalment es mantenen adherits a les parets del tub. Es renta
la mostra dues vegades amb aigua milliQ i finalment es ressuspenen els cristalls en
2 pl d'aigua.

En el cas que es valorin mostres fosforilades aquestes eren previament
sotmeses a un assaig de fosforilacié amb 0.1 o 1 pmol de CK2 recombinant durant 5
hores en preséncia de 1 mM de GTP no radiactiu. La preparacié de les mostres
fosforilades per l'andlisi per espectrometria de masses implicava utilitzar el

mateix procediment que per les mostres no fosforilades.

Preparacio de mostres de grp94-CT digerides amb LysC. Per la obtencié
de peptids de grp94-CT es va utilitzar la proteasa LysC que digereix les proteines
en residus de lisines. La prediccio de peptids obtinguts per digestié amb LysC es va
realitzar amb el software de predicci6 de peptids de I'Expasy
(www.expasy.ch/peptide-mass). Les mostres no fosforilades i fosforilades es
mesclaven amb tampé 2 M urea i 25 mM DTT i es digerien amb LysC a una relacié
enzim:substrat de 1:10 (p/p) durant tota la nit a T* ambient (I'endopeptidasa LysC
té activitat d'autodigestié a 37°C). Finalment s'afegia la matriu de CCA o de
sinaptominic. En el cas de la matriu de CCA es seguia el mateix protocol utilitzat
per proteina sencera i en el cas del sinaptominic s'afegia la matriu en el moment de

dipositar la mostra a la placa de MALDI.

Els espectres de MALDI/TOFMS es van obtenir al servei d'espectrometria
de masses de I'IBB uftilitzant un sistema Bruker Biflex.
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Cinetica i Estequiometria de fosforilacio. La fosforilacié es realitzava
amb el métode habitual (Trujillo et al, 1998), utilitzant 125 uM [y-**P]GTP com a
donador de fosfat. La reaccio s'aturava afegint tampo de mostres reductor i es
separaven les mostres en un gel d'electroforesis SDS/PAGE. El gel es tenyia amb
Coomassie, es posava a contactar al Phoshphoimager (BioRad) (Servei LAFEAL)
durant 16 hores i les bandes es densitometraven amb el programa Molecular
Analyst (BioRad). El cdlcul de les constants cinetiques es feia a partir dels

resultats de les densitometries, utilitzant el programa GraFit 1.0.

Resultats i discussid

En una primera aproximacid, es van obtenir espectres de grp94-CT, CK2a. i
CK2B purificades per tal de veure si el sistema de preparacié de mostres era
l'adequat i per tal de determinar la massa molecular de les diferents proteines
recombinants utilitzades al llarg de tots els estudis. A la Figura 1 es mostren els
espectres obtinguts, utilitzant el metode de cristal-litzacié lenta, per grp94-CT,
CK2a i CK2p (pannells A, B i C respectivament). En tots ells s'ha utilitzat BSA com
a patré per calibrar la massa molecular de les proteines problema.

A més calia estandaritzar el patré de pics obtingut ja que els assajos amb
grp94-CT fosforilada contenien una mescla de les tres proteines. Donada la
sensibilitat de la téchica podiem detectar els pics corresponents a les subunitats
que formen la quinasa reconstituida i per tant reconeixer-los. Posteriorment i per
tal de minimitzar la preséncia de o i B CK2 es va optar per fosforilar a temps llargs
amb poca quantitat d'enzim.

El pes molecular tedric per grp94-CT és de 34331 Da incloses les 6
histidines que formen part de la proteina de fusid. El pes molecular tedric de CK2a
és de 46023,58 Da i el pes molecular tedric per CK2B és de 25932 Da, ambdues
amb les 6 histidines incloses. El PM de cada una de les proteines obtingut pel
sistema MALDI és de 34450 Da per grp94-CT, 46341 Da per CK2a. i 26319 Da per
CK2p (Figura 1).
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Figura 1. Espectres de MALDI de grp94-CT (A), CK2a (B) i CK2B (C) utilitzant BSA com a
patré. Massa molecular obtinguda per grp94-CT és de 34450 Da, per CK2a és de 46341 Da
i per CK2p és de 26319 Da.
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Les diferencies obtingudes entre la massa molecular teorica i la massa
observada semblen degudes a I'error intrinsec de la técnica. Per mostres de menys
de 5 kDa, el % de l'error esta al voltant del 0.0005% mentre que per proteines
majors de 10 kDa és al voltant de 0.01%. Tot i aixi el sistema és forga més precis
que p.ex. técniques electroforétiques i les mesures entre diferents experiments
van ser repetitives.

Un cop establertes les condicions de treball pel MALDI es va procedir a
fosforilar grp94-CT amb 0,25 pmols de CKZ2hr utilitzant 6TP com a donador de
fosfat. Els espectres de les mostres fosforilades i de les mostres control de la
Figura 2 i Figura 3 indiquen que, la fosforilacié s'ha produit en un dnic centre, ja

que l'increment de massa en les mostres fosforilades és d'uns 80 Da.
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Figura 2. Espectres de MALDI de grp94-CT no fosforilat (A) i fosforilat (B).
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Figura 3. Espectres de MALDI ampliats de grp94-CT no fosforilat (A) i fosforilat (B).

El fet que només s'incorporés un Unic fosfat va ser una sorpresa ja que en
treballs previs amb CK2 purificada de fetge de rata s’havien obtingut
estequiometries de fosforilacié de 6 mols de 3P/mol grp94-CT. Aixi doncs, es van
determinar els parametres cinétics de la fosforilacio amb CK2 humana
recombinant. En la Figura 4 es mostra una cineética de fosforilacié representativa,

junt amb els valors de les constants cinétiques i de I'estequiometria.
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Figura 4. Cinética de fosforilacié de grp94-CT. Es mostra un experiment representatiu.
Diferents concentracions de grp94-CT es van fosforilar durant 5 min amb 1 pmol de CK2

recombinant.

Estequiometria de fosforilacié: 0.95 + 0.1 mols de *P/mol grp94-CT
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Els valors obtinguts s'ajusten perfectament a les dades obtingudes amb la
tecnica de MALDI i confirmen que només un dels 5 centres de fosforilacié és
susceptible de ser fosforilat in vitro per CK2hr.

Per tal de confirmar els resultats obtinguts amb la proteina sencera, es va
procedir a digerir la mostra amb la proteasa LysC per intentar determinar en quin
centre es produia la incorporacié del fosfat. Els resultats de les digestions de
mostres control i mostres fosforilades indiquen que el fosfat s'incorpora en un
peptid corresponent a la regié que conté 5 treonines (espectres de MALDI no
mostrats). El péptid que conté aquestes treonines va del residu 758 al 794
(numeracié corresponent a la seqiiencia de grp94 humana sencera) i es correspon
amb el fragment més C-terminal de la proteina i inmediatament anterior a la

seqiencia de localitzacié al reticle (Figura 5).
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Figura 5. Seqiiencia del péptid C-terminal que conté el centre de fosforilacié per CK2

humana.
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