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3.1 Analisi de la llibreria de doble hibrid amb el pGBT9-CK2(3-1

S’ha demostrat que a la cél.lula la CK2 no només es troba a en la forma classica
heteroteramerica sind que també les subunitats lliures poden estar interaccionant amb
altres proteines i tenir altres funcions, a part de les descrites per I'holoenzim (Pinna and
Meggio, 1997). Tot i que s’han descrit alguns casos de proteines que interaccionen amb
les subunitats catalitiques CK2a, la majoria de les proteines que interaccionen amb CK2
ho fan mitjangant la subunitat reguladora CK2p (veure revisié Guerra and Issinger, 1999).
La tecnica del doble hibrid és un bon sistema per identificar proteines que interaccionen o
bé només amb una de les subunitats, o bé amb I'holoenzim. La identificacié d’aquestes
proteines “partners” de CK2 pot apropar-nos al coneixement de diferents funcions en que

es pot trobar implicada la proteina quinasa CK2.

Tal i com ja s’ha descrit en el treball 1, amb l'objectiu d’aillar els diferents
membres de la familia multigénica de les subunitats reguladores CK2p de blat de moro es
va realitzar un analisi/crivellatge d’una llibreria doble hibrid de fulla estressada de blat de
moro utilitzant el cDNA CK2p-1 clonat en el vector d’expressio pGBT9 com a “bait”. Com a
resultat d’aquest analisi es van aillar multiples positius dels quals la major part
corresponien a altres subunitats CK2a o CK2p, degut a la forta interaccidé descrita entre
subunitats CK2a/B i la propietat de dimeritzacié de les subunitats CK2B. No obstant,
també es van identificar altres proteines que podrien ser possibles “partners” i/o substrats

de CK2 i que es descriuen en aquest apartat.

Per l'analisi de la llibreria doble hibrid es va seguir el procés esquematitzat a la
figura 23. Es va utilitzar el sistema MATCHMAKER Two-Hybrid original (Clontech) i la
soca de S.cerevisiae HF7c, que conté com a gens “reporter” His3 i LacZ. La soca es va
transformar de manera sequencial. La primera transformacié es va realitzar amb el
plasmid pGBT9-CK2pB1, es va seleccionar els llevats en plaques SD-Trp. Després, aquest
llevat sel.leccionat es va tornar a transformar amb 50 ug de DNA de la llibreria de fulla
estressada de blat de moro, construida amb plasmids pAD-GAL4. L’eficiencia de

transformacio va ser de 350.000 clons analitzats.
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Transformacié de la soca S.cerevisiae HF7¢ plasmid
pGBT9: conté domini d’'unié (BD) fusionat a CK2[3-1
(Marcador:TRP1) +

Seleccio en plaques SD -Trp

v

Transformacié amb la llibreria de fulla de blat de moro
estressada: plasmids pAD-GAL4 contenen domini
d’'activacié (AD) (Marcador: LEU2)

Eficieéncia de transformacié: 350.000 clons analitzats

v

Seleccio en plaques SD —Leu —Trp —His +1mM 3AT:
96 colonies seleccionades

Assaig B-galatosidasa en filtre :
34 coldnies seliccionades

Aillament del DNA plasmidic i analisi
per restriccio i seqlenciacié

/

Altres subunitats CK2
(18 coldnies)

7 colonies: CK23-3
5 colonies: CK2a-3

6 colonies: CK2o-1.

Altres proteines (16 colonies)

9 coldnies: no presenten cap
homologia coneguda

v

1.Experiments de “mating”
2. Re-transformacio a la soca AH109
3. Experiments de “pull-down” o interaccié in vitro

Figura 23: Esquema del procés seguit per I'analisi de la llibreria de doble hibrid de fulla estressada
de blat de moro amb el plasmid pGBT9-CK23-1
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Els positius van créixer en plaques selectives SD-Leu —Trip —His +1mM 3AT. Les colonies
crescudes es van repicar en plaques master SD-Leu —Trip —His +1mM 3AT. D’aquests
positius, un total de 96 es va realitzar I'assaig [-galactosidasa en filtre. Després de
'assaig, que es mostra a la figura 24, només 34 es van considerar positius i van ser

seleccionats per continuar amb I'analisi.

5
-

..

Figura 24: Assaig B-galactosidasa en filtre dels 96 clons aillats de I’analisi /crivellatge de la
llibreria de doble hibrid de fulla estressada de blat de moro utilitzant la subunitat reguladora
CK2pB-1 com a “bait”. Després de 8 hores de reaccid colorimétrica es van seleccionar els 34 clons
que presentaven color blau.

Dels 34 clons seleccionats es va extreure el DNA de llevat i després de
transformar en E.coli es van separar els plasmids pGBT9-CK2p-1 dels plasmids pAD-
GAL4 de la llibreria, corresponents a les proteines “partners” aillades. L’analisi per
restriccié amb diferents enzims indicava que molts dels cDNAs obtinguts eren repetits. Es
va obtenir la seqléncia de diversos positius que presentaven diferents patrons de
restriccio i es va comprovar que dels 34 clons analitzats, el 52% (18 en total) corresponien
a altres subunitats CK2: 7 corresponien a CK2B-3, 5 a CK2a-3 i 6 a CK2a-1. Per tant,
nomeés 16 dels clons aillats corresponien a altres proteines que interaccionen amb la CK2.
Es van comparar les seqiéncies obtingudes amb les dipositades al banc de dades
utilitzant el programa BLAST i es va comprovar que 9 de les proteines aillades podien
corresponien a proteines no descrites ja que no presentaven homologia amb cap proteina
coneguda. Tot i que I'analisi de la interaccié de la CK2 amb aquestes proteines podria ser
de gran interés, es va optar per continuar la caracteritzacié unicament amb les proteines

que presentaven homologia amb proteines préviament descrites.
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3.2 Proteines que interaccionen amb CK23-1 de blat de moro

Per tant, I'analisi es van continuar amb 7 coldnies seleccionades que presentaven

homologia amb proteines conegudes. Per confirmar que realment es tractava de proteines

que interaccionaven amb CK2, es van realitzar diverses aproximacions:
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Experiments de “mating”: Consisteix en el creuament de dues soques de llevat,
Y187 (MATa) i H7Fc (MATa). Els plasmids pAD-GAL4 positius seleccionats es

van transformar a la soca Y187 (MATa) i es van seleccionar en plaques SD-Leu.
El plasmid pGBT9-CK2B1, amb el domini d’'uni6 (BD) es van transformar a la soca
H7Fc (MATa) i es va seleccionar en plaques SD—Trp. Per comprovar si existia
interaccio entre les dues proteines fusionades a BD i AD es va creuar les soques
transformades, es va seleccionar en plaques SD —Leu —Trip —His +1mM 3AT i es
va realitzar I'assaig p-galactosidasa. Un cop es va comprovar que els positius
interaccionaven amb pGBT9-CK2p31, es va utilitzar aquest sistema per veure si hi
havia interaccié també amb les altres subunitats CK2p, pGBT9-CK2p2 i pGBT9-
CK2p3.

Retransformacié a la soca AH109: Es van retransformar els positius i pGBT9-

CK2B1 per repetir la interaccié de doble hibrid perd utilitzant la soca AH109.
Aquesta soca forma part del sistema MATCHMAKER Two-Hybrid 3 (Clontech) i
conté tres gens “reporter” His3, Ade2 i LacZ. També es va comprovar la interaccié
en aquest sistema amb les altres subunitats CK2p, pGBT9-CK2p2 i pGBT9-
CK2p3.

Assaig de “binding” in vitro o “pull-down”: Els positius seleccionats van ser clonats

en pauta en vectors d’expressié pET28 i es va fer la traduccié in vitro amb [*S]-
Meteonina utilitzant el sistema T7-TNT Quick coupled Transcription/ Translation
system (Promega). Els assaigs de “pull-down” es van realitzar d’acord amb la

metodologia descrita al treball 1.
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Cadascuna de les colonies aillades es va anomenar amb el seu numero seguit de
2h (per doble hibrid). Només un dels clons obtinguts era repetit (322h i 352h). A
continuacio es presenten els resultats obtinguts per la comprovacié de I'interaccié entre
CK2B-1i les proteines 162h, 32/352h, 382h, 402h i 832h. La interaccié entre CK2 i 912h
es va estudiar de manera més detallada (apartat 3.3). Degut a que els resultats obtinguts
a partir dels experiments de “mating” i dels de re-transformacié en la soca AH109 s6n molt
similars en tots els casos, només es mostren els assaigs X-Gal dels experiments de re-

transformacio en la soca AH109.

162h: el cDNA de 162h presenta 1250 pb i codifica per una proteina parcial de 407
aminoacids de pes molecular tedric 43.6 kDa, i pl 9.7. A la proteina 162h es troben cinc
llocs consens de fosforilaci6 CK2. En l'analisi de la seva sequéncia proteica trobem un
domini anomenat TCP, de 180 aminoacids, que presenta una estructura del tipus basic-
Helix-Loop-Helix (b-HLH) propi de factors de transcripcié com cycloidea (cyc) o teosinte
branched1 (tb1). Aquest factors de la familia TCP estan implicats en funcions de
creixement i desenvolupament de les plantes (Cubas et al., 1999). A la figura 25 es
mostra l'alineament segons el programa CLUSTALW entre la proteina 162h amb una
proteina de 430 aminoacids TCP3/cicloidea codificada per una EST d’arrds (numero
d’accés: AP003268.4). Entre ambdues proteines hi ha un 70% d’homologia. Experiments
de “mating” i re-transformacio en la soca AH109 mostren que 162h interacciona amb CK2-
B1 i amb les altres subunitats reguladores CK2p-2 i CK2p-3. L’assaig “pull-down” mostra

també interaccio, tot i que més feble, amb la subunitat catalitica CK2a-2 (figura 25B)
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162H 1 mmmmmmm oo GTRINEH- A YA OHIROIRY 00— -
TCP3 1 MAGRELKLEEDKNQLSKGLDPWTSNPTASASTLHY NG AlMOARIEOT.OT Yo oG F
162H 23 SMLOHER Olelelelel0 Ol P PiE - DAL ATAFYEGRTIVRSAAGRKDRHS
TCP3 61 SIHLOHINIR Q1N Ee relele G e ce DG CE W32 LATAF@AGRTVRSAAGRKDRHS
162H 82 KVCTARGLRDRRVRLAAHTAIRFYDVQDRLGYDRPSKAVDWLIMRNAKAAT DEPADRWYE
TCP3 119 KVCTARGLRDRRVRLAAHTATRFYDVQDRLGYDRPSKAVDWLIMRNAKAAT DEMPEDREAEL
162H 142 OBRETEMADATER- - DPCE-----| 2 IER YA G S FIYPH SIYGlErNy €s
TCP3 178 PP ARNAS TE QWA TIHe)| -MCIAENT T BNSAMA G S FilPH SIHGINDSEE SIBS
162H 195 GNVKSLFPSSSEASEuMU=UNeDF YRGS PPDLLSRT THNEIO POELCLTLOSHEIN:
TCP3 235 ENVKSLFPSSSASGA
162H 253 ORlFRGENEIPNO © i HEORMIZS SENG ING Gt DS Y MF]
TCP3 284 —-[OHe T SENSSINH — SEX€}Y P& P — Disl S[@IRWIO A |- s¥\ PIBN S T(€ D] €y MF|
162H 310 (€Y PIFROGGLDsle) KENfgF s PVAAR- - R TEENNE- - LINNREOO)FE » WA G - T
TCP3 339 BROGEL DekEE JsIGIa DIROIESIEIN G 1 ARIARIN/ L DP LAYAA T HIIO P Sy G
162H 365 IWLAPRRVHEV LA PIREK REGGHRKQAI DY C . TTT T[]
TCP3 396 HLVGGEGGGGGFMG ————— LIAPARNORLEG-ER--HGSEVI
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Figura 25: Interaccio entre la proteina162h i la proteina quinasa CK2. A: Alineament entre la
proteina 162h i la proteina TCP3/cicloidea codificada per una EST d’arros (AP003268.4). C: Assaig
B-galactosidasa en filtre d’interaccié entre 162h i CK23-1, CK2B-2 i CK2-B3 realitzat a la soca
AH109 i assaig “pull-down” d’interaccio entre 162h i les proteines CK2p3-1, CK2B-2, CK2-3 i CK2a-
2 fusionades a GST i GST sola (control). L’input (1) representa el 10% de les proteines marcades.

322h (i_352h): el cDNA de 322h presenta 1260 pb i codifica per una proteina de 234
aminoacids de pes molecular teoric 26.4 kDa, i pl 9.5. A la proteina 322h es troben quatre
llocs consens de fosforilaci6 CK2. A I'extrem amino terminal conté un domini de 70
aminoacids del tipus RRM (RNA recognition motif) i al extrem carboxi terminal una zona
rica en glicines i arginines caracteristica del dominis GAR. Aquest dos tipus de dominis

s’ha trobat en diverses proteines d’unié a RNA com hnRNPs o snRNPs, indicant que
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probablement 322h és una proteina d’'unié a RNA. A la figura 26A es mostra I'alineament
entre la proteina 322h i una proteina d’unié a factors d’export de RNA (RNA and export
factor binding 2-I-like protein) d’Arabidopsis thaliana (numero d’accés: AB015475.1) amb
la que presenta un 70% d’homologia. Aquest proteines sén del tipus hnRNP-like, estan
descrites en llevat, Xenopus, C.elegans i ratoli i s’'uneixen a proteines implicades en
I'export de RNAs del nucli a citoplasma (Stutz et al., 2000) Experiments de “mating” i re-
trasformacié en la soca AH109 van confirmar que 322h interaccionava amb CK2-81 i
CK2B-3, perd no es va detectar interacci6 amb CK2B-2. Tampoc l'assaig “pull-down”
mostra interaccid6 amb CK2B-2, perd si una lleu interaccié amb la subunitat catalitica

CK2a-2 (Figura 26B)

322H Il S€@GTL.DMSLDDIM T jSe bl PIDNZASIISGPGPTRRNNPNRKSTRSAPYQSAKAP]
REFBP IR SERG T, DMS LD DIV T 1aNa8N| INEJNE S€SCPGPTRRNNPNRKSTRSAPYQSAKAPMH
322H 56 BPYEVYSKHNIHREIRE [ AKARS LiIANEUR R N ININE S@Y T T OF L.FSEVGELKRYSIVIN
RSN N S N GISSRVAISI DR SE DHR S{@IaSIEeE T G T K L I BN L DMG VIUINE DISNE LEFIEVGELKRY Vg3l
322H 116 YBKDEEICHNIAAVF ARK V| DT OWC LINBIEeZVN TINT, T @NNVE PP P ESJR P
REFBP 121 FIBRS[EIEIACHNN IAAYY SINRG [KMNDV OB IVIK TIHT VETINLOT ———-SGiady
322H 176 LONYNDIHSSMPQSEREEORRA PN REIAD R NUGERA A IR

REFBP 178 ANGNSNGGQGRGGQEINEEGIRCGGe)eleleleiNe) Nz eI (eIIAF K — — — — IRIE |BINAD S
322H 236 VKE@--

REFBP 234 GDMZRY

B B1 B2 B3
-
| B1 B2 B3 A2 GST

- sguitas - | ame——

Figura 26: Interaccio entre la proteina 322h/352h i la proteina quinasa CK2. A.: Alineament
entre la proteina 322h i la proteina d’'unié a factors d’export de RNA (REF-BP) d’Arabidopsis
thaliana (numero d’accés: AB015475.1) B: Assaig -galactosidasa en filtre d’'interaccié entre 322h i
CK2p-1, CK2p-2 i CK2-B3 realitzat a la soca AH109 i assaig “pull-down” d’interacci6é entre 322h i
les proteines CK2p-1, CK2B-2, CK2-B3 i CK2a-2 fusionades a GST i GST sola (control). L'input (1)
representa el 10% de les proteines marcades.
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382h: el cDNA de 382h presenta 1300 pb i codifica per una proteina de 385 aminoacids,
pes molecular tedric de 44.4 kDa i pl 8.9. A la proteina 382h es troba un unic lloc consens
de fosforilacio CK2. Presenta un 82% homologia a la proteina replicasa d’Arabidopsis
thaliana (Cerutti et al., 1993). Replicasa o RecA és una proteina molt conservada entre
espécies. Es essencial per la recombinacié homodloga i esta implicada en el procés de
reparacio de DNA recombinacional. RecA té varies activitats: fa filaments, pot unir-se a
DNA de cadena senzilla i doble, pot unir i hidrolitzar ATP, i presenta activitat recombinasa.
A la figura 27A es mostra l'alineament entre la proteina 382h i la proteina RecA
d'Arabidopsis thaliana, numero d'accés M98039.1. Experiments de mating i re-
trasformacio en la soca AH109 (Figura 27B) van confirmar que 322h interaccionava amb
CK2-1, i CK2B-3, perd no es va detectar interacci6 amb CK2B-2. L’assaig “pull-down”
mostra una interaccido molt feble amb CK2p-2 i amb la subunitat catalitica CK2a-2 (Figura
27B).

A

382H 1 —-—————- MPMAVSAVTASHIBAL SFIFARBRR——————————| AAPRAAAGGLTARARRLR
REPLICASE 1 PBE[ORST KLNPSFTPLEPIME PEFTHCSEE'S LYSPVTVYAAKKLSHKIS
382H 44 (| AGEGNGALSGEDDPRL DROKWLIAAMNDINNSFGKGSVTRLGSAGGARVETFESG
REPLICASE [SRRSTE FIRIISERNN G A L SIRBIADSRIBFDROKENLIMAAMND INSSFGKGSVTRLGSAGGAMVE TEFS G
382H INORN® . T 1. DIFA L. GGGLPKGRVVEWNYGPESSGKTTLALHATIAEMOKLGGNAMLEDAEHAFDPAMS
I PNCYNSI N2 N [ T | DI®A L. GGGLPKGRVVEMYGPESSGKTTLALHATAENOKLGGNAMI|

382H INY/ K AT.GVDIENLIVCQPDNGEMALEMADRMCRSGAMDLICIMDSVSALTPRAEIEGE IGMQOM|
VRPN CY ) RS IO < 7. .GV DI ENLIVCQPDNGEMALEMADRMCRSGAWYDLICYDSVSALTPRAEIEGE IGMQQ

382H VYT OARLMSQALRKMSGNASKAGCTLMELNQIRYKIGV@YGNPEVTSGGIALKFFASVRLE
VNNV VO G T. OARLMSQALRKMSGNASKAGCTLIFLNQIRYKIGVMYGNPEVTSGGIALKFFASVRLE
382H AT/ T RIMNGK I K SI\KGDE DI GWAYRVRVOK SKVSRPYKQAEFE IMFGEGVSKLGCVLDCAE®VIB
NSOV TNCICION | RSYANGK I K SJKGDE DIGIMSARVRVOKSKVSRPYKQAEFE IMFGEGVSKLGCVLDCAEMIN
382H 344

VIRKKGSWY S Y OIMAIGOGREKALOMLg TICRARWEER - ————————————————
REPLICASE 360 NAUVIRSERINERE DORL[CleleINH 0:NN0)! ] IPENRODE T Ej 4. L. ML.DGEVHRSTPLMSS S

382H  mmmmmmmmmmm———e
REPLICASE 420 RFT RIS EIRee
B1 B2 B3
B " 3

B1 B2 B3 A2 GST
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Figura 27( pagina anterior): Interaccié entre la proteina 382h i la proteina quinasa CK2. A.
Alineament entre la proteina 382h i la proteina RecA d' Arabidopsis thaliana, nimero d’accés
M98039.1 B: Assaig B-galactosidasa en filtre d’interaccié entre 382h i CK2B-1, CK2p-2 i CK2-33
realitzat a la soca AH109. Assaig “pull-down” d’interacci6 entre 382h i les proteines CK2p3-1, CK23-
2, CK2-B3 i CK2a.-2 fusionades a GST i GST sola (control)

402h: el cDNA de 402h presenta 1328 pb i codifica per una proteina de 237 aminoacids
de pes molecular teodric 25 kDa i pl 6.9. 402h conté un domini J d’unié a DNA, que s’ha
descrit en algunes proteines de plantes que poden actuar com a co-xaperones. Presenta
homologia amb dues regions de la proteina de blat AHM1, que és una proteina que es
troba unida a la matriu nuclear, per la que s’han postulat diverses funcions relacionades
amb I'export/import de proteines nuclears (Morisawa et al., 2000). A la figura 28A es
mostra l'alineament entre els dominis N-terminal i C-terminal de les proteines 402h i
AHM1 de blat (n°® d’accés AB030708.1. Mitjancant I'assaig “pull-down” (Figura 28B) es
detecten fortes interaccions amb les subunitats reguladores i una interaccié6 més feble

amb la subunitat catalitica CK2o.-2.

402H il DF SAGGSGSGGeeeen elle NERQNLET S ERLERNSIST. T €y
AHM1 1 - MDPA&AA RODKMS IMIK AR EJJS S QINT ARNIER TZE
402H 61 DEILNV‘DVLLASQS—MGPSGHQDPLNI OIPIFGVNPD--QASWYS GPRNIg
AHM1 49 EDLY ‘ADVLLASQRERLPNGKPDPYi GI®D)| PAS|NEPDV|YHSK] S INRS HjH
402H 118 ----HHGAEMELISAYUNIBEY NS
AHM1 109 mseESVYVAERNARIRYUAIBINENNS]
402H 167 PFECY PIDLEG PN RRGEWLLRSDIFT TVX)€. T LM
AHM1 332 L@KG@SHI DIRL Y EARK] SS—8HOPEVAE PPI TDMMY@T

B B1 B2 B3 A2 GST

Figura 28: Interaccié entre la proteina 402h i la proteina quinasa CK2. A: Alineament entre la
proteina 402h i la proteina AHM1 de blat de moro. B: Assaig -galactosidasa en filtre d’interaccié
entre 402h i CK2pB-1, CK2B-2 i CK2-33 realitzat a la soca AH109. Assaig “pull-down” d’interacci6
entre 402h i les proteines CK2pB-1, CK2B-2, CK2-B3 i CK2a-2 fusionades a GST i GST sola
(control)
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832h: el cDNA de 832h presenta 1250 pb i codifica per una proteina de 144 aminoacids.
En l'analisi de la seva seqliéncia proteica trobem només una sola zona conservada, un
domini de 81 aminoacids propi de factors de transcripcié de tipus homeodomain (HD),
implicats en funcions de creixement i desenvolupament de les plantes (Schena et al.,
1992). A la proteina 83 es troben dos llocs consens de fosforilacido CK2. A la figura 29A es
mostra I'alineament entre el domini homeodomain de la proteina 832h i el mateix domini la
proteina homeodomain d’Arabidopsis thaliana (n° d’accés 023208). Experiments de
mating i re-transformacié en la soca AH109 (Figura 29B) mostren que 832h interacciona
amb CK2-B1 i amb les altres subunitats reguladores CK23-2 i CK2B-3. Mitjangant I'assaig

“‘pull-down” es detecta també interaccié amb la subunitat catalitica CK2a-2 (Figura 29B)

VAN < RI=T, T DEQ VML E'S FIRiaE WeR KT AART,GLDPQVAVIFQRRRARBIKSIKIN
HD 56 INLTDEQVN EEElK LESMRKINALAAELGL D PROVAVIWFQNRRARMKINK
8320 119 @F o ILHReHBaT
HD 116 [YNRSBINSEINYVVDERIBS

B1 B2 B3

I B1 B2 B3 A2 GST

Figura 29: Interaccié entre la proteina 832h i la proteina quinasa CK2. A: Alineament entre el
domini homeodomain de la proteina 832h i el mateix domini la proteina homeodomain
d’Arabidopsis thaliana (n°® d’accés 023208) B: Assaig p-galactosidasa en filire d’interaccié entre
832h i CK2pB-1, CK2B-2 i CK2-B3 realitzat a la soca AH109. Assaig “pull-down” d’interacci6 entre
832h i les proteines CK2B-1, CK2p-2, CK2-B3 i CK2a-2 fusionades a GST i GST sola (control)
L’input () representa el 10% de les proteines marcades.
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