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We have studied the distribution and measured the concentration of
calmodulin in liver cells nuclei from normal and regenerating
rats. Results we have obtained indicate that at 24 hours after a
parivifal die pattiecitomys - thiene: ¢ st esal el —fold S iiinenease ¢ +im.  -nucdiear
calmodulin. Measurements of calmodulin concentration in three
nuclear subfractions indicated that in regenerating rats
gelmedulin is mainly associliated to nuckear matrix:s and ‘that This
association fiss iresistent to«l:6 ‘M NaCl. sWhen s normal wmuacled . iuere
incubated with 5 mM Ca=Cl, calmodulin moved to nuclear matrix
showing a patitern isimiskar *to rthat ‘observed fins sregenepating s rats.
fhese results su§gest that a « awave ol intpanue leap @ oaleiun 1S
produced during liver regeneration. We have also identified 8
calmodulin binding proteins in liver cells nuclei, tuo of them can
be extracted with nucleases, one with 1.8 M Na Cl and five remain
associated to the nuclear matrix. At 24 hours after hepatectomy ue
found that three of the calmodulin-binding proteins present in the
nuclear matrix are significantly decreased.

La calmodulina és el mediador més important de l'accid del calci a
les cél.lules no musculars ( Heans et al., 1982). Es conegut que
els complexes calci-calmodulina intervenen en la re
gran nombre de funcions cel.lulars tals com el meta
nucledtids ciclics, l'organitzacidé del citoesguelet,
cel.lular, la proliferacid cel.lular, etc, etc (Klee 1 Vanaman,
1882 ).

La calmodulina presenta quatre llocs d’unié per el calci. Quan
aquest Sid® L samiedix fa. dlia  scalmodu linas, agquesta expossa regions
altament hidroféfiques que s&n reconegudes PET receptors

especifics gque s’uneixen a la calmodulina 1 modifiquen la seva

activitat per efectes d’aquesta unidé (Dedman, 1S84).




207

S'han descrit un nombre considerable de proteines amb activitats
regulables per la calmodulina. Aquestes proteines es localitzen

preferentment al citoplasma y a la membrana plasmdtica 1 presenten

un ampli espectre d’activitails funcionals : protein quinasa;
protein fosfatasa, fosfodiesterasa, adenilat ciclasa, bomba de
calci, unid dtactina, unié de gqueratina etc etc (Klee i
Vanaman, 1982).

Curiosament, no es coneix prdcticament res de les concentracions
de calmodulina en el nucli ni tampoc dels seus posibles receptors
nuclears malgrat hi ha evidencies experimentals indireetes = qne
indiquen que els complexes calci-calmodulina regulen funcions tan
importants com la replicacié6 de ITADN, la  reparacic de 1'4DN-=u
l’expressié d'alguns gens. En i fcélinlu bes 2ICHSs, la presencia
d'inhibidors especifics de la calmodulina en el medi de cultiu
impedeix 1'induccié de 1’expressio del gen de la prolactina
produida per 1’EGF (Factor de creixement epidérmic) (White, 1985,
La supervivéncia de cél.lules d’ovaril d'hamster (CHO) tractades
amb Bleomicina (agent que trenca les cadenes d’ADN) es troba
drasticament disminuida quan en el medi de cultiu s’afegeixen
inhibidors de la calmodulina, suggerint 1’implicacidé de la
calmodulina en els mecanismes de reparacié de 1'ADN (Chafouleas et
al.,1984). Boynton et al. (1980) wvaren descriure que la droga

anticalmodulina Trifluoperazina inhibeix la sintesi d'ADN en les

e

cél.lules hepatiques de la linia TS1B quan agquestes estan
proliferativament activades. e e cihe inhibidor de la
trifluoperazina pot ésser revertit afegint calmedulina en el medi
de cultiu. L'intervencié de la calmodulina en el desencadenament
de la sintesi d'ADN en les cél.lules hepatiques també queda
evidenciada per experiments realitzats "in vivo" en els que
s'injecta trifluoperazina a rates sotmeses a una hepatectonmla
parcial. Després d'una hepatectomia parcial els hepatdcits del

h
fetge remanent inicien un procés de proliferacié relativamen

sincrédnic que condueix a una ona de sintesi 4'ADN que comenga a
les 16 -18 hores i manifesta un maxim a les 24 hores després de
l1’intervencié quirdrgica. Previa a 1l’ona de sintesi d* ADN
s'observa una ona de calmodulina citosélica entre les 6 i 14 hores
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post-hepatectomia. L’'injeccié de trifluoperazina retrasa 10-12
hores l’ona de calmodulina aixi com la sintesi d'ADN (Soriano et

En aquest treball describim la preséncia de calmodulina
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nuclis dels hepatdcits mitjangant técniques immunohistoquimi
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1’hem quantificat tant en els nuclis sencers com a tres fraccions

nuclears : la S1 o fraccié soluble obtinguda després de la
digestid dels nuclis amb nucleases, la (¢S54 501 Fracei & & isgiluble
obtinguda amb un tractament posterior amb 1.8 M NaCl i la matriu
nuclear. També hem identificat els receptors de la calmodulina a
cadascuna d’aquestes fraccions nuclears mitjangant técniques
d’"overlay" i finalment hen estudiat la concentracid de

calmodulina i la presencia de receptors nuclears durant la

regeneracid hepatica post-hepatectomia parcial.
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Elsisnucidiis s*han “afllat as@partir  de "rate Sprague-Dawley de
200-250 g de pes segons el métode descrit per Kaufman i Shaper
(1984) i resuspesos amb tampé 250 mM Sacarosa, 5 mM Mg SOa, 1 mH

PHSF i 50 mM Tris-HCl pH 7.4 contenint 250 ug/ml de DNasa I i o0
ug/ml de RNasa A. Després d’'una hora d’'incubacié es centrifuguen a
800 x g durant 10 min. El sobrenadant representa 1la fraccié
anomenada S1. El sediment s’incuba amb® 0.2 mM MgSOa, 16 mH

Ty iisceHE IS pHEwaed 1. 68 M —NAGT i = amite - PSP SSdurant - lsS —min o i
posteriorment ~“ies s centrifuga Sal ¥S00FESs Sheatdurant @ 20~ min.  El
sobrenadant es recull (fraccidé S2) i el sediment es tracta de la
mateixa manera unaltira vegada. El sediment obtingut es la matriu

nuclear.

Les hepatectomies parcials s’'han realitzat segons el métode de

Higgins i Anderson (1831).

La detecci6d de la calmodulina mitjangant immunohistoquimica s'ha

realitzat en nuclis afllats i fixats amb acetona a -20<C.

Després del bloqueix amb serum de conill, els nuclis s’han incubat
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amb anticos anticalmodulina durant tota la nit a 4°C a una
concentracié de 100 ug/ml. La deteccidé de l'anticos s'ha realitzat
amb segon anticos conjugat amb peroxidasa i s'ha revelat amb

aminobenzidina.

La concentracid de calmodulina a les diferents fraccions nuclears
s'ha mesurat segons el métode descrit per Sharma 1 Wang (1978),

després de bollir les mostres amb tampéd 80 mnM Tris-HCI1, pH = =Ehs

contenint 80 mM Imidazol, 6 mM MgCl= i 0.2 mM CaCl= durant 3

min.

La deteccid histoguimica dels receptors de la calmodulina s'ha
realitzat emprant calmodulina marcada amb rodamina segons el

métode descrit per Welsh et al. (1982).

L'identificaci® dels receptors de la calmodulina s'ha realitzat
mitjangant técnigques d'"overlay" d’acord al mnetode descrit per
Bachs i Carafoli (1987). La purificacid dels receptors nuclears de
la calmodulina s'ha realitzat mitjangant cromatografia d'afinitat

emprant wuna columna de calmodulina-sepharosa 4B segons s'h

w

descrit previament (Bachs i Carafoli, 18987).

Resultats

Utilitzant técniques immunohistoguimiques hem detectat la
preséncia de calmodulina en fraccions purificades de nuclis
d’hepatdcits. Tal cowm es pot wetrera la fhigura “1 en'“eis “nuclis
dels animals control (no hepatectomitzats) la calmodulina nuclear
presenta un patrd difus i a més formant agregats associats als
nucleéls. En alguns casos també é&s pot observar wuna =xarxa
intranuclear que en determinades imatges sembla que s’estableixin

entre els agregats.

En el cas dels nuclis procedents dels animals hepatectomitzats (24

hores) (figura 1) es poden observar dues variacions importants

en primer lloc, la concentracid general de calmodulina sembla ser
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Figura 1o- 4) nuclis control (no-hepatectomitzats) amb
anticalmodulina. B) Nuclis control amb anticalmodulina, en
Presencia de calmodulina exdgena. C) Nuclis regenerants (24 hores
POst-hepatectomia) amb anticalmodulina. D) Nuclis control incubats
durant 30 min amb 5 mM CaCl= abans de ser tractats anmb

anticalmodulina. B Nuclis control incubats amb
Calmodulina-rodamina en presencia de Ca®+. F) Nuclis control
lnCubats amb calmodulina-rodamina en presencia d’EGTA. Augments

microscopics : A-D x 1000; E i F x 500
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més gran ja que s’observa una intensitat major en la. . tineiid: En
segébn lloc la distribucié de la calmodulina es diferent, Jja que es
pot observar que la calmodulina es desplaga clarament cap a Ila

coberta nuclear.

La quantificacié de la concentracié de calmodulina en els nuclisi
a les diferents fraccions nuclears, emprant la capacitat de la
calmodulina per activar la fosfodiesterasa, comfirma els resultats
obtinguts per microscopia. Tal com es pot observar a la Taula I,
la concentracié de calmodulina en els nuclis control és de 0.35
ug/mg de proteina. La calmodulina no es troba homogeniament

distribuida a les. diferents . subfraccions, nuclears sino dgque . es

localitza preferentment a la matriu nuclear (8.2 wug/mg de
proteina). A les fraccions S1 i S2 hi trobem concentracions
semblants de calmedulina (4.72 i 4,03 ug/mg de proteina
respectivament). A les 24 hores després d’'una hepatectomia parcial

la concentraci® de calmodulina en els nuclis es de 2.12 ug/mg de
proteina (Taula I) valor que representa un increment d’unes 6
vegades respecte als nuclis centrol. La concentracid de
calmodulina a la fraccié S1 en els nuclis regenerants és similar
(5.08 ug/mg de proteinad a . .1’observada. - en  els nuclis control
mentre que a la S2 és unes 16 vegades més Dbaixa (0.24 wug/mg de
proteina). A la matriu nuclear dels animals regenerants s’hi
detecten 45 ug de calmodulina ~/ mg de proteina, valor que
representa un increment d’aproximadament 6 vegades respecte als

valors control.

Taula I. Concentracid de calmodulina en els nuclis i a. . les

subfraccions nuclears d'hepatdcits guiescents i regenerants.

Control Regenerants (24 hores)
Nuclis G55 i - QLES 2o =084
51 .72 32210 S L8 T SRI93
52 HSOE St 1 299 Q28 CEFGIT0

Matriu nuclear g8.20 = 1.44 45,00
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Degut que l’unid6 de la calmodulina amb els seus receptors és
dependent de la concentracié de calci hem plantejat 1’hipdtesi qu
la redistribucid de la calmodulina nuclear observada a les 24
hores després d'una hepatectomia parcial podria ésser deguda a un
increment en la concentracid intranuclear de calci. Ben , ital de
comprovar aquesta hipdtesi hem incubat nuclis aillats de rates
normals (no hepatectomitzades) en presencia de 5 mM Ca=®T durant

30 min. Tal com es pot observar a la figura 1, els nuclis normals
ineubats y ramb sy calci <« presenten. una: distribucid .-de . calmodulina
semblant a la dels nuclis regenerants suggerint que realment
durant la regeneracidé hepadtica hi ha un increment de la

1

concentracid® intranuclear de calci que seria responsable de la

el

redistribucidé de la calmodulina nuclear.

Hem detectat la preséncia de receptors nuclears de la calmodulina
incubant els nuclis aillats amb calmodulina marcada amb rodamina,
en:ipreséncia de:Caf%«0 d’EGTA.Els resultatsg-obtingutbts (figura

B d Tgiuen il aranent gue T rens tels s nue Ul se hiSha S receplbors. que
s’uneixen especificament a la calmodulina en preséncia de calci
perdino. s=n la seva abséncia.  En els nuclis regenerangs no
siebservascap diferéncia en el patrd de fluoresecéncia respecte als

nuclis quiescents

Per tal d’identificar aquests receptors, hem realitzat
electroforesis en gels de poliacrilamida-SDS (5-15%) de les tres
subfracecions ~ nuclears 1 'després de -l1la  transiferemcia "'de les
proteines a papers de nitrocel.lulosa hem incubat agquests papers
amb *==]-Calmodulina en preséncia i en absencia de calci. Els

resultats obtinguts (figura 2) mostren.l‘existéncia de . 8S8.receptors
de lascalmodulinasen el nucli, -2 a“la“fraceid S1" (PHM* 120" Kd); an a
la fraccid S2 (PM 120 Kd)Y i 'S a la matriu nuclear (FPH. -240, 190,
120, 70 i 64 Kd). A les 24 hores post-hepatectomia parcial, no
s’observen canvis dels receptors a les fraccions S1 i S2 ©perd, a
la matriu nuclear s’observa que els receptors de 120, 70 i 64

disminueixen significativament (figura 3).

Quan s'observen els patrons electroforétics de les subfraccions
luclears es pot veure que mentre que no hi ha diferencies entre

les fraccions S1 i S2 normals i regenerants a la matriu nuclear

dels nuclis regenerants s’observa l’increment de dues bandes de
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pesos moleculars aparents de 56 i 42 Kd (figura 4).

Amb 2%l objectiu “7de O purificar ~elsi receptorsi~nuclears de la
calmodulina hem fet passar les fraccions S1 i matriu nuclear per
una columna de calmodulina-sepharosa 4B. La“imatriu ' ®nuaelesr SUas
estat previament solubilitzada amb triton X-100 2 %, 0.3 Y NS R
(figura S5). Tal com es pot observar a la figura 6 a partir de Ila
fraccid S1 s'obtenen 3 receptors de la calmodulina de pesos
moleculars aparents de 120, 46 i 41 Kd. De la matriu nuclear

s'obtenen 5 proteines de 240, 150, 120, 70 i 64 Kd.

B,
240 = £ )
150 » 5. £

i i B 2= Id tificacid . . dels

g - Figura den

120 - receptors de la calmodulina a
les diferents subfraccions
nuclears. A) Matriu nuclear. B)

Fracci S22, BNt Fraceio S1

70 >
64 »
A B
& +
. N
- : Hiftrneg s a R ptoTe d= la
calmodulina a la matriu nuclear.
A) Matriu nuclear control (rates
no-hepatectomitzades). B) Matriu
- nuclear de rates regenerants (24
- hores post—hepatectomial.
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Figura 4.— Patrons electrofore-

tics en gels de poliacrilamida -

SDS (5=715%) de les tres

subfraccions nuclears normals

b o e g (1)" T regenerants 24 hores
; post-hepatectomia (2). A) Hatriu

nuclear. Brr=Hraccid S24 )

Bracero: S1:
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Figura 5.- Patrons electrofore-
tics en gels de poliacrilamida-
SDS (5-15%) de la matriu nuclear
(A) i de les' fraccions soluble
(B) i insoluble (C) després del
tractament amb 2% Triton X-100 i

0.3 M aKE 1,

“Figura 6.—- Patrons electrofore-
tics en gels de poliacrilamida-
SDS (5-15%) de la fraccidé Sl (a)
i dels receptors de la
calmodulina presents en aquesta
fraccid purificats per afinitat
B (E= Estandares dialt pes

molecular.
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En aquest treball presentem evidéncies experimentals de la
preséncia de calmodulina i de receptors per aquesta proteina en
els nuclis dels hepatdcits. Aquests resultats reforgen 1'idea que

ha d'haver-hi funcions nuclears regulables per la calmodulina.

Evidéncies experimentals indirectes, basadessren- -l utilitzacid
giinhibidors _especifics  indiguen que les funcions nuclears
possiblement regulables per 1la calmodulina poden ésser la

reparacid i la replicacidé de 1’ADN i 1’expressié d’alguns gens

(White, 1985; Chafouleas et al., 1984; Boynton et al., 1980).

HdenSesitudiatie s SRcanpviss englavSeoncentracio T *fdistribucio -VYde
calmodulina, aixi com el=s canvis dels receptors de la calmodulina
en els nuclis dels hepatdcits durant la fase replicativa de 1la
regeneracidé hepatica. Els resultats gque hem obtingut indiquen en
primer lloc que hi ha un increment important en 1la concentracié
total de calmodulina nuclear a les 24 hores post-hepatectomia

parcial. Degut que s’'ha descrit que entre les 6 i les 14 hores

després d'una hepatectomia es produeix un increment de la
coneentracid citosdliea ide  calmodulina:. - es probable que
1'increment nuclear sigui degut a la translocaciéd de la

calmodulina citosdlica al nucli. Tamb& hem observat gque a més de
1’increment de concentracid hi ha wuna redistribucisa de la
calmodulina nuclear, en el sentit que Ta cealmedulina a ‘les 24
hores post-hepatectomia es desplaga cap a la coberta nuclear,
concretament a la matriu nuclear. Degut que quan s'incuben nuclis
d'hepatdcits gquiescents amnb 5 mH g2t s’'observa una

redistribucié semblant de la calmodulina nuclear, postulem gque el
Ga=r- es responsable d’aguesta redistribucid durant la

regeneracidé hepatica. Es conegut que els ions calci son necessaris
per a l*iniciacié. de la ' -repliecaecit*>de 1 ADN, per tant, cal
considerar la possibilitat que durant les fases previes a 1’inici
de la replicacié s'hagui de produir una ona intranuclear de calci
que sigui un pas necessari per a la redistribucid de la

Calmodulina i també per a 1'inici de la sintesi d'ADN.

Recentment (Tubo and Berezney, 18987) s’ha descrit que els enzims

replicatius : La ADN polimerasa alfa, la primasa, la ribonucleasa

(9))
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H i d’altres, es comporten d’una manera similar a la calmodulina
nuclear durant la regeneracid hepatica, € a dir també B8
redistribueixen associant—-se a la matriu nuclear de manera que no
poden ser alliberats per altes concentracions de NaCl. Aquest
comportament similar dels enzims replicatius i de la calmodulina,
fa pensar en la possibilitat que una ona intranuclear de calci
pugui desencadenar l’associaci6é de la calmodulina i dels enzims
replicavius ambh 1la ‘matriu 'nuclear, lloc on supossadament es
localitzen els replicons, 1 que aixd sigui un pas imprescindible

per a l’iniciacidé de la replicacid de 1’ADN.

L’estudi de 1les modificacions dels receptors nuclears de Ila
calmodulina durant la regeneracid hepatica demostra alguns canvis
concretament, a la matriu nuclear hi ha Ia disminucid. ds =3
receptors, els de 120, 70 1 64 Kd a les 24 hores post-hepatectomia
parcial. Halgrat hem aconseguit la purificacid de 1la major part
dels receptors encara no hi ha evidéncies experimentals sdlides de
les seves possibles funcions nuclears, no obstant hem detectat que
un dels receptors presenta activitat inhibidora de la fosforilacid
i unaltra es una endonucleasa activable per el calci. Aixi{ doncs,
es necessaril un estudi en s probunditat  “per “tal® de -caracteritzar
funcionalment els receptors de la calmodulina amb 1’objectiu
d’aclarir definitivament quina es la seva 1implicacid en les

funcions nuclears.
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