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1. LAS PROTEINAS QUINASAS

Las proteinas quinasas son enzimas encargadas de fosforilar proteinas
especificas, es decir, catalizan la unién covalente de un grupo fosfato a
residuos de treonina, serina o tirosina de las proteinas diana. El dominio
guinasa o dominio catalitico de estas proteinas, formado por una secuencia
de unos 250-300 aminoacidos, esta altamente conservado en la evolucién

[1].

La fosforilacidon es una modificacién postraduccional que regula distintos
procesos celulares, como la proliferacion, diferenciacion o el metabolismo,
mediante cambios en la localizacidon subcelular de las proteinas, en su
interaccion con otras moléculas, actividad o en su estabilidad [2-3]. Esta
modificacién estd muy regulada en la célula, dada la importancia de los
procesos en los que participa. Las fosfatasas son otro tipo de proteinas
capaces de eliminar el grupo fosfato afadido por las quinasas [4].

En 1995 se describid el quinoma humano, en el que se encuentran
clasificadas filogenéticamente las quinasas humanas. Esta clasificacién fue
ampliada en 2002 por Manning y colaboradores. Hasta la fecha, se han
descrito 518 genes codificantes y 106 pseudogenes con secuencias de
dominio quinasa. El quinoma se divide en 8 grupos y estos a su vez, en
familias. La familia de las serina-treonina quinasas VRK (del inglés Vaccinia-
related kinase) se encuentra dentro del grupo caseina quinasa de tipo 1 (CK1)
[1-5-6] y son en las que nos centraremos en este trabajo.

1.1. La familia VRK

La familia VRK consta de tres miembros, VRK1, VRK2 y VRK3 [7]. VRK1 fue
el primer miembro descrito en 1997 por Nezu y colaboradores [8], quienes lo
identificaron buscando genes expresados en tejidos altamente proliferativos,
utilizando una libreria de ADN complementario enriquecida en genes fetales
de higado. Posteriormente, se identific6 VRK2, que presenta un 62% de
homologia con VRK1. Este grupo de quinasas se denomind Vaccinia-related
kinase al presentar una alta homologia con la quinasa B1R del virus Vaccinia,
qgue es esencial para la replicacion de su material genético [8]. Ademas, la
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expresion de VRK1 humano y murino en virus sin B1R, es capaz de rescatar la
replicacién del ADN [9]. VRK3 se identificé la Ultima en bases de datos de
librerias de ADN [10].

Se ha descrito que los tres genes de VRK surgieron de una rama comun
que se duplicd dos veces en los vertebrados, mientras que los invertebrados
solo conservan el gen ancestral [11]. En levaduras no existen ortélogos, pero
el gen hrr25 de Saccharomyces cerevisiae y el gen hhpl de
Schizosaccharomyces pombe se consideran los ancestros en estos
organismos [12-13]. En el nemdtodo Caenorhabditis elegans existe un
ortdlogo de VRK1 codificado por el gen F28B12.3, que es esencial para la
proliferacién de las células germinales y regula la actividad de CEP-1
(ortélogo de p53). Ademas, es capaz de fosforilar a BAF (del inglés Barrier to
autointegration factor) al igual que VRK1, participando en la formacion de la
envoltura nuclear [14-15]. Drosophila melanogaster presenta el gen NHK-1
ortélogo de VRK1 que fosforila a histona H2A en mitosis y a BAF [16-17].
Finalmente, el ratén, Mus musculus, presenta tres ortélogos, que se
expresan sobre todo en tejidos con alta tasa proliferativa durante el
desarrollo embrionario, variando su expresion dependiendo del tejido en
adultos [18-19]. También se han descrito ortélogos de las quinasas VRK en
Danio rerio, Xenopus laevis y Pan troglodytes.

1.2. Estructura de las quinasas VRK

El gen VRK1 se encuentra en la regién cromosémica 14q32; y da lugar a
un ARN mensajero de 13 exones. La quinasa humana VRK1 consta de 396
aminoacidos. En su extremo amino terminal se encuentra el dominio Ser/Thr
quinasa activo (residuos 173-185), que presenta homologia con el de las
caseina quinasa de tipo 1. En el carboxilo terminal, se localiza una secuencia
de orientacion endosomal y lisosomal (residuos 304-320), y una sefial de
localizacién nuclear (residuos 356-360), ademds de una regién 4cida
flanqueada por dos regiones basicas (motivo bdsico-acido-basico, BAB)
(residuos 356-396) (Figura 1). La regidon carboxilo terminal no presenta
homologia con los otros dos miembros de VRK, por lo que se piensa que
puede ser la regién reguladora de la quinasa [7-16-20].
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El gen VRK2 se encuentra en la regiéon cromosémica 2p16 y codifica a dos
isoformas, VRK2A y VRK2B, mediante procesamiento alternativo del ARNm.
La isoforma VRK2A consta de 508 aminoacidos. Posee un dominio quinasa
activo (residuos 162-174) y un sitio de unidn al ATP (residuos 35-61) en su
extremo amino terminal, seguido de una regién transmembrana hidrofébica
(residuos 492-508), y dos motivos BAB solapados [7-21]. Por su parte,
VRK2B, de 397 aminoacidos, comparte su secuencia con VRK2A hasta el
aminodcido 394, donde presenta un codén de terminacién reemplazando los
aminodacidos 395-508 por los residuos valina-glutamato-alanina (VEA) [21].
Por tanto, esta isoforma carece de la regidn transmembrana y el motivo BAB
se encuentra truncado (Figura 1).

Por ultimo, el gen VRK3 se encuentra en la regién cromosdémica 19q13 y
da una proteina de 474 aminodacidos. En su extremo amino terminal, posee
una sefial de localizacion nuclear (residuos 49-69) y, en el carboxilo terminal,
un dominio quinasa (residuos 148-472) que hasta hace unos afos se pensaba
qgue no tenia actividad (Figura 1) [7-22]. Sin embargo, en un estudio en 2015
se describié que VRK3 si muestra actividad quinasa gracias a un dominio
extracatalitico en el extremo amino terminal (residuos 1-147) [23].

143 71 173185 304 320 356360 396
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Sitio de unién al ATP Sefial orient. endosomal y lisosomal BAB

Dom. Ser/Thr quinasa NLS Regidn transmembrana
Figura 1. Esquema modular de la estructura de las quinasas de la familia VRK. Se
muestra la leyenda del cédigo de colores utilizado para representar los distintos
dominios.
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Se conoce la estructura tridimensional de los dominios cataliticos de los
tres miembros de la familia VRK. VRK1 posee un loop catalitico donde esta
localizado el sitio de unidn al ATP, que se encarga de situar el ATP de forma
correcta y un motivo DYG, necesario para la transferencia del fosfato del
ATP. Ademas, el extremo carboxilo terminal se encuentra plegado hacia el
sitio catalitico gracias a los residuos glutamato 313 y lisina 314, que forman
una region bisagra (Figura 2). Esto es esencial porque las interacciones que
se producen entre este extremo y el sitio catalitico son fundamentales para
la estabilidad estructural y actividad catalitica de VRK1. Ademds, ciertos
sustratos interaccionan con residuos del extremo carboxilo, por lo que
parece que es importante para su correcta actividad [24].

~" ) C-term

A B TS

@ Dominio catalitico (residuos 35-275) ® Cola carboxilo terminal (residuos 330-396)

Figura 2. Representacion tridimensional de VRK1. A, B. Representacion de la
estructura terciaria de la conformacidn cerrada y abierta de VRK1. C, D.
Representacidon de la superficie de VRK1 en conformacién cerrada y abierta. Se
resaltan el dominio catalitico, la region bisagra y el extremo animo (N-term) y
carboxilo (C-term) terminal de la quinasa. Imagen realizada con Pymol, Cédigo de
PDB: 2LAV.
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A diferencia de la mayoria de las quinasas, los miembros de la familia VRK poseen
una a hélice adicional (aC4) en el dominio quinasa que les confiere activacion
constitutiva [22].

1.3. Regulacion de las quinasas VRK

Existen distintos tipos de regulaciéon de la quinasa VRK1 en respuesta a
estimulos. A nivel transcripcional, se ha visto que los factores de crecimiento
presentes en el suero activan a VRK1 [25]. Ademas, los factores de
transcripcién E2F y Myc activan la expresion de VRK1 al unirse a su promotor
[26-27]. En 2014, se describié que EWS-FLI1, un factor de transcripcion
aberrante propio del sarcoma de Ewing, también es capaz de activar el
promotor de VRK1 [28].

La regulacion de las quinasas VRK a nivel postraduccional también es
fundamental. Se ha descrito la cola carboxilo terminal de VRK1 como la
regién reguladora de la quinasa. La autofosforilacion del residuo treonina
355 es esencial para su estabilidad [20] y actividad catalitica [29]. Asi, VRK1
se autofosforila y fosforila a la histona H3, BAF o CREB (del inglés cAMP
response element-binding) promoviendo la proliferacion celular. Ademas, se
ha visto que la actividad de VRK1 aumenta tras la exposicién a luz UV,
radiacion ionizante o drogas como la doxorrubicina que inducen dafo en el
ADN, sin afectar a sus niveles proteicos [31-32].

Por otra parte, la actividad tanto de VRK1 como de VRK2 se regula por
interaccion directa con otras proteinas, como la GTPasa Ran (del inglés Ras-
related nuclear protein). Se ha descrito que cuando estan unidas a Ran-GTP,
ambas quinasas son activas, mientras que cuando lo estdn a Ran-GDP son
inactivas [33]. También se ha visto que, durante la interfase, la macro histona
H2A.1.2 interacciona con VRK1, lo que impide que fosforile a la histona H3 y
BAF [34].

Por ultimo, el estudio de la regulacidon potencial mediante inhibidores
especificos de otras quinasas y mediante metales sobre la actividad de las
quinasas VRK [35], reveldé que la sensibilidad a estos inhibidores es muy baja
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y diferente entre los miembros de la familia. En 2014, se describio la
luteolina como un inhibidor especifico de VRK1, capaz de reducir la
fosforilacién de BAF y de la histona H3, regulando de esta forma el ciclo
celular [36].

1.4. La quinasa humana VRK1

Actualmente, el miembro de la familia VRK que estd mejor
caracterizado es VRK1. Se expresa de forma ubicua en todos los tejidos,
incluyendo el cerebral y cerebelar fetal y adulto, pero su expresién es mayor
en tejidos con altos indices de proliferacién, como el hepatico, timico y
testicular fetales, asi como en las lineas celulares tumorales [8—19]. A nivel
subcelular, VRK1 es una proteina principalmente nuclear debido a la seiial de
localizacién nuclear que posee en el extremo carboxilo terminal,
encontrandose libre en el nucleoplasma o asociada a la cromatina [20-37].
También se encuentra una pequena fraccién en el citosol y en las
membranas del aparato de Golgi [19-20].

VRK1 participa en numerosos procesos celulares. Se ha asociado con el
control de la progresién del ciclo celular y con proliferacién, dado que regula
distintos factores de transcripcion. Se requiere para la condensacién de la
cromatina, desmontaje y reensamblaje de la membrana nuclear y para la
fragmentacién del aparato de Golgi en la mitosis y ademds, esta implicado en
respuestas al dafio del ADN [25-38-40]. Actualmente, también se esta
estudiando su papel en procesos neurodegenerativos. A continuacién se
explica el papel de VRK1 en los procesos mencionados.

1.4.1. Implicaciéon de VRK1 en proliferacidon y progresion del ciclo
celular

Desde la caracterizacion de VRK1 en 1997 [8], se ha destacado la
importancia de la expresidon de esta quinasa en la proliferacion celular. En
concreto, se ha demostrado que se correlaciona positivamente con el
marcador proliferativo Ki67 en las células cercanas a la capa basal de los
epitelios escamosos humanos normales [26]. A su vez, muestra correlacién
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positiva con p63, marcador de células madre y proliferacion, en epitelios
escamosos de faringe [25-32], y con Cdk2, Cdk6, Ciclina A, survivina
(marcadores de progresion de ciclo celular) en tumores escamosos de cabeza
y cuello [26—37]. Por el contrario, al inhibir la expresién de VRK1, se reducen
los niveles de los marcadores de proliferacion Ciclina D1, Ciclina A y PCNA
(del inglés Proliferating cell nuclear antigen) entre otros, provocando una
parada de ciclo celular en GO/G1 [25-32]. Ademas, se ha descrito que al
inhibir la expresiéon de esta quinasa en lineas de sarcoma de Ewing, se
produce una disminucién de la proliferacidon y un aumento de la apoptosis
[28]. Asi pues, VRK1 es indispensable para la correcta progresion del ciclo
celular y se expresa en mayor medida en células cuya tasa proliferativa es
muy elevada.

1.4.2. Regulacidn de factores de transcripcién mediada por VRK1

VRK1 puede fosforilar distintos factores de transcripcién. La regulacion
mediada por VRK1 mejor caracterizada es la del supresor tumoral p53, que
se encarga de inducir la parada de ciclo celular o la entrada en apoptosis
cuando existen mutaciones en el ADN. Se degrada via proteasoma al unirse a
la ubiquitina ligasa Mdm2 (del inglés Murine doble minute 2), mientras que al
unirse a la acetiltransferasa p300, se estabiliza. Asi pues, VRK1 fosforila a p53
en la treonina 18, lo que impide su unién a Mdm2, favoreciendo la
acetilacion de las lisinas 373 y 382 de p53 mediada por p300 [17, 28, 38].
Ademas, p53 también regula a VRK1. Cuando se activa p53, se induce la
expresion de DRAM (del inglés Damage-regulated autophagy modulator) lo
gue promueve la degradacion de VRK1 via endocitica-lisosomal [32].
También se ha descrito que el complejo VRK1-p53 puede considerarse un
buen marcador temprano de respuesta a dafio en el ADN por luz ultravioleta
[42].

ATF-2 (del inglés Activating transcription factor 2) media la activacion de
genes implicados en diferenciacidn, ciclo celular y respuesta inmune. Al igual
que las quinasas PKA (del inglés Protein kinase A) y CAMK-IV (del inglés
Calcium/calmodulin dependent protein kinase 1V), VRK1 también fosforila los
residuos serina 62 y treonina 73 de ATF-2, promoviendo su acumulacién y
activacion transcripcional [43].
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VRK1 también activa al factor CREB a través de su fosforilacion en la
serina 133, al igual que PKA [27]. La activacién de CREB y de ATF-2 mediada
por VRK1, permite la unidn de los factores al promotor de la Ciclina D1,
induciendo su expresion y promoviendo de esta manera la transicion de la
fase G1 a S del ciclo celular [43].

Por ultimo, c-Jun es un factor de transcripcion que controla distintos
mecanismos celulares (apoptosis, diferenciacion, proliferacion) al regular la
expresidn de factores de crecimiento y citoquinas. VRK1 fosforila las serinas
63 y 73 de c-Jun, también fosforilados por JNK (del inglés c-Jun N-terminal
kinase), estabilizando y activando al factor [44].

1.4.3. Implicacién de VRK1 en la remodelacién de la cromatina

La remodelacion de la cromatina es esencial para numerosos procesos,
como la activacidn y represién transcripcional o la reparacidon del ADN. Para
ello, las histonas sufren distintas modificaciones postraduccionales:
fosforilacién, acetilacidon, metilacion, sumoilacion y ubiquitinacion [45—-46].
VRK1 fosforila a la histona 3 (H3) en la treonina 3, también fosforilada por la
quinasa Haspina [38-47]. La fosforilacidon de esta histona estd asociada a la
relajacién de la cromatina y transcripcidon génica [48].

Las histonas 2A, 2B y 4 (H2A, H2B y H4) también son dianas de VRK1. Su
fosforilacién conduce a la transiciéon G2/M, al participar en la condensacién
de la cromatina durante este proceso [47]. La fosforilacidon de la variante
H2A.X media ademads el reclutamiento de proteinas a los sitios de dafio en el
ADN, como se explicara posteriormente.

Asi mismo, VRK1 regula indirectamente la metilacidn y acetilacién de
histonas [38]. Nuestro laboratorio ha descrito recientemente que la
acetiltransferasa de histonas TIP-60 es regulada mediante la fosforilacién por
VRK1. Esto esencial para la relajacién local de la cromatina en el sitio de
dafio, dado que media la acetilacién de la lisina 16 de la histona 4 (H4K16ac).
Este paso es necesario para el reclutamiento posterior de las proteinas
reparadoras al sitio de dafio en el ADN [49].

10
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1.4.4. VRK1 en la fragmentacién del aparato de Golgi

La fragmentacién del aparato de Golgi en pequefias vesiculas, su
dispersion y reensamblaje en las dos nuevas células es esencial durante la
division celular. Las quinasas MEK1 (de la siglas Mitogen-activated protein
kinase 1) y PLK3 (de la siglas Polo-like kinase 3) participan durante el proceso
de fragmentacién de este organulo [50-51]. PLK3 fosforila a VRK1 en la
serina 342 formandose un complejo estable en el aparato del Golgi durante
G2/M. Tanto la inhibicion de la expresién de VRK1 como la sobreexpresion
de un mutante inactivo de esta quinasa bloquean parcialmente la
fragmentacién del organulo, por lo que VRK1 también parece ser esencial en
este proceso [39].

1.4.5. Implicacién de VRK1 durante el ensamblaje de la envoltura
nuclear

Al principio de la mitosis, la envoltura nuclear se desintegra y se vuelve a
formar durante la telofase, cuando la division se ha llevado a cabo. La
proteina BAF es esencial para el mantenimiento de la arquitectura nuclear,
ya que se une al ADN independientemente de su secuencia y a proteinas que
presentan el dominio LEM (del inglés LAP2, emerin, MAN1 domain) que se
encuentran en la membrana nuclear interna [40-52-53]. La fosforilacién de
BAF por la quinasa VRK1 en la serina 4 y las treoninas 2 y 3 es esencial para
que BAF se libere de la cromatina, permitiendo que se condense en ADN y se
desensamble la envoltura nuclear [40].

1.4.6. La respuesta a dafio en el ADN y la implicacién de VRK1

VRK1 es una quinasa que se activa en respuesta al dafio en el ADN
generado por factores enddgenos y exdgenos. El sistema de reparacién del
dafio en el ADN (DDR, del inglés Damage DNA response) tiene como funcidn
la deteccidén, sefalizacion y reparacién de la rotura o mutacidon en dicha
molécula. Cuando se detecta dafio en el ADN, se produce una parada en el
ciclo celular para evitar su replicaciéon y propagacion a las células hijas.
Entonces, el sistema DDR activa la ruta de reparacion del ADN, v,
posteriormente, la célula puede volver a dividirse. En cambio, si el dafio ha

11
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sido demasiado grave para poder ser reparado, la célula entra en
apoptosis.

Las células presentan distintas formas de reparacion del dafio en el ADN,
dependiendo de si se produce una rotura en una Unica cadena (Single-strand
breaks o SSBs) o en las dos (Double-strand breaks o DSBs). Las DSBs se
pueden reparar por procesos de recombinacion homdloga (Homologous
recombination o HR) o, mayoritariamente, de unién de extremos no
homalogos (Non-homologous end-joining repair o NHEJ). La deteccion y la
sefalizacion de las roturas de doble cadena y la fase del ciclo celular en la
que se produzca el dafio determinardn el mecanismo de reparacion.

Se ha descrito que, cuando se produce dafio en el ADN por luz ultravioleta
(DSBs), VRK1 fosforila inmediatamente a p53 en la treonina 18, permitiendo
su acumulacién en la célula y la parada de ciclo [42]. Uno de los primeros
procesos que se deben de llevar a cabo en la respuesta a DSBs es la
relajacién local de la cromatina. Esto estd asociado a un aumento de la
acetilacidon de H4 y H2A. VRK1 participa inicialmente regulando la acetilacion
de las histonas necesaria para la relajacion de Ila cromatina,
independientemente de ATM (del inglés Ataxia-telangiectasia mutated) y
p53. De hecho, VRK1 parece que actua upstream de ATM, ya que el
silenciamiento del gen de la quinasa evita la activacion de ATM y de otras
quinasas como Chk2 (del inglés Checkpoint kinase 2) y DNA-PK (del inglés
DNA dependent protein kinase) [54].

La regulacion de la acetilacion de las histonas se lleva a cabo gracias a
acetiltransferasas. TIP-60/KAT5 (del inglés Lysine acetyltransferase 5), en
concreto, media la acetilacion del residuo lisina 16 de la H4 (H4K16ac),
fosforildndose directamente por VRK1 y activandose [49-55]. La H4K16ac
facilita el acceso de proteinas reparadoras al sitio de dafo y su pérdida se
asocia a una mala reparacion de la molécula. Tras la induccién del dafio, TIP-
60 acetila la lisina 3016 de ATM vy, posteriormente, ésta se autofosforila en
los residuos serina 367, 1893, 1981 y 2996 y treonina 1885 [56]. Una vez
fosforilada, ATM se recluta a los sitios de dafio, gracias al complejo MRN
(formado por Mre11-Rad50-NBS1). Por su parte, la fosforilacion de NBS1 (del
inglés Nijimegen Breakage Syndrome protein 1) por VKR1 media el

12
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reclutamiento de otras proteinas que estan también implicadas en la
reparacion [57].

Tras el reclutamiento del complejo MRN, la variante de la histona H2A.X
se fosforila en la serina 139 (denomindndose yH2A.X) [58], gracias a las
quinasas VRK1, ATM, ATR (del inglés Ataxia-telangiectasia and RAD3 related
protein) y DNA-PKcs (del inglés DNA-dependent protein kinase, catalytic
subunit), lo que promueve la acumulacidn de otras proteinas en estos sitios
[38-59]. Una de las proteinas es MDC1 (del inglés Mediator of DNA damage
checkpoint protein 1) que reconoce a yH2A.X, favoreciendo la formacién de
un bucle de retroalimentacién positivo que permite amplificar la respuesta
[55].

Ademas de la acetilacion y fosforilacidn, la ubiquitinacion de las histonas
también es esencial para el reclutamiento de proteinas mediadoras de
respuesta al dafo. Asi pues, tanto el reclutamiento de MCD1 como la
ubiquitinacién de H2A/H2A.X permiten la acumulaciéon de las proteinas
53BP1 (del inglés p53-binding protein 1) y BRCA1 (del inglés Breast cancer
associated 1) en los sitios de dafio [60]. 53BP1 interacciona con yH2A.X y
MDC1, pero también depende de otras modificaciones, como H3K79me2 y
H4K20me2 [61-65]. Ademas, tanto ATM como VRK1 fosforilan las serinas 25
y 29 de 53BP1, pero esto no es indispensable para la formacién de focos [31—
66]. No obstante, el silenciamiento de VRK1 provoca no solo que se
disminuya el nimero de focos de reparacién, sino también su tamafio. Asi, la
acumulacion de 53BP1 media la reparaciéon por union de extremos no
homalogos, que es la que se lleva a cabo generalmente en las células (Figura
3).

13
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Dafio génico
(DSB)

- Fosf. de p53

- Fosf. de TIP-60 y relajacion local
de la cromatina (H4K16ac)

- Activacion de proteinas sensoras
(ATM, MRN)

- Fosf. de H2A X

o« p53

- Reclutamiento de proteinas
mediadoras (MDC1, RNF2, p300)
- Remodelacion de la cromatina

- Reclutamiento de BRCA1 (HR) o
53BP1 (NHEJ)

__ H4K20me2

BRCA1

Resolucidn del dafio
Figura 3. Esquema resumen de las principales proteinas y modificaciones

epigenéticas implicadas en la respuesta al dafio génico (DSBs) que permiten el
reclutamiento de BRCA1 y 53BP1 (adaptado de [67]).
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1.4.6. Patrén epigenético de la histona H3 y la implicacién de VRK1

La regulacién epigenética es clave para el desarrollo y funcionamiento
correcto de todas las células del organismo. Esta regulacion engloba distintos
mecanismos, como la metilacién del ADN, la remodelacién de la cromatina y
las modificaciones postraduccionales de las colas de las histonas.
Centrandonos en las modificaciones postraduccionales de las histonas, la
acetilacion y metilacion de residuos especificos determinan la condensacion
de la cromatina y, por tanto, el bloqueo de la transcripcién del ADN, o que
por lo contrario, la cromatina se encuentre relajada y haya transcripcion. El
patron de acetilacion y metilacion de los residuos lisina 9 y 27 de la histona
H3 (H3K9ac/me2/3, H3K27ac/me2/3) cambia con la edad, asi como en
distintas enfermedades neurodegenerativas. Un gen muy estudiado es Bdnf
(del inglés Brain-derived neurotrophic factor), critico para el aprendizaje y la
memoria de los individuos. En las células del hipotdlamo de ratones de
avanzada edad, los niveles de esta proteina se encuentran muy reducidos.
Investigaciones recientes han descrito que en el promotor de Bdnf, los
niveles de la marca epigenética H3K27ac se encuentran reducidos, mientras
que los de H3K27me3 aumentan en ratones de avanzada edad, sugiriendo
que este cambio de conformacién abierta a cerrada de la cromatina es la
base de la reduccion de los niveles proteicos BDNF [68].

A grandes rasgos, en la enfermedad del Parkinson, la acumulacién de a-
sinucleina en las células del sistema nervioso conduce a la muerte neuronal.
Un estudio reciente ha descrito, utilizando cultivos celulares de
neuroblastoma (SH-SY5Y) y Drosophila, que la sobreexpresién de esta
proteina deriva en un aumento de los niveles de metilacion de la H3K9
(H3K9me y H3K9me2) en los promotores de los genes LICAM (del inglés L1
Cell Adhesion Molecule), involucrado en la adhesion celular, y SNAP25 (del
inglés Synaptosomal-Associated Protein, 25kDa), en la sinapsis neuronal,
reduciendo los niveles de estas proteinas en las células neuronales [69].

Por otra parte, se ha observado un aumento de las marcas epigenéticas
H3K27ac y H3K4me3 en promotores de distintos genes relacionados con la
respuesta inmune y una disminucion en los genes involucrados en la sinapsis
en modelos de ratdn con Alzheimer. Ademds, en células de pacientes
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jévenes con enfermedad de Huntington, se ha descrito una disminucion de la
marca epigenética H3K27ac cerca de genes involucrados en la sinapsis y
diferenciacidn neuronal [70].

En las neuronas espinosas medianas (MSNs) de ratones, se ha observado
gue una disminucién de la marca epigenética H3K27me3 resulta en una
reduccion de transcripcion de distintos genes, muchos relacionados con la
activacion de muerte celular, que conduce a una neurodegeneracion
progresiva y a una muerte temprana. El aumento en esta marca epigenética
también puede ser deletéreo. La pérdida de ATM en ataxia-telangiectasia
conduce a la estabilizaciéon de la histona metiltransferasa EZH2 (del inglés
Enhancer of zeste homolog 2), que aumenta los niveles de H3K27me3 en el
cerebelo de ratones y humanos. De hecho, si se inhibe esta enzima en
ratones deficientes en ATM se frena la neurodegeneracion, y los niveles de
H3K27me3 disminuyen. Por tanto, es necesario un balance de esta marca
epigenética para mantener la funcionalidad de las neuronas [71].

Es esencial que exista una exhaustiva regulacion en la represién y
activacion de distintos genes durante el desarrollo embrionario del sistema
nervioso y en el mantenimiento de las células progenitoras y su
diferenciacion a células maduras. La histona metiltransferasa EZH2 y la
deacetilasa HDAC4 (del inglés Histone deacetylase 4) juegan un papel
importante en estos procesos. EZH2 metila H3K27. Durante la neurogénesis,
es necesaria la expresién de EZH2 en las células, lo que conllevard una subida
en los niveles de H3K27me3 en muchos promotores génicos, controlando la
proliferacion de las células madre neurales. De hecho, se han encontrado
mutaciones en esta enzima en pacientes con el sindrome de Weaver,
caracterizados por el crecimiento excesivo general del cuerpo (alta estatura,
obesidad), macrocefalia y dificultades en el aprendizaje. Por otra parte, la
actividad acetiltransferasa de HDAC4 es esencial en la formacién de la
sinapsis entre neuronas y en el pruning celular (proceso por el que se
destruyen axones y dendritas de las sinapsis neuronales, para eliminar las
neuronas extra y sus conexiones durante el desarrollo), cuando las neuronas
ya se encuentran diferenciadas y dispuestas en su lugar correspondiente del
organismo [72].

16



- INTRODUCCION -

En nuestro laboratorio, hemos observado cambios en estos patrones
epigenéticos al eliminar VRK1 de las células (datos no publicados). Sin
embargo, no conocemos el mecanismo por el cual la quinasa regula esta
acetilacién y metilacion. No obstante, esta regulacion tiene que ser indirecta,
afectando a la actividad catalitica, estabilidad, degradacion de las enzimas
qgue llevaran a cabo estos cambios epigenéticos: acetilasas, deacetilasas,
metilasas o demetilasas. Dada la importancia de la regulacién epigenética de
las histonas y el desarrollo de distintas enfermedades neurodegenerativas
asociadas a variantes patogénicas de VRK1, los patrones de acetilacién y
metilacion de distintos residuos de la histona H3 en presencia de estas

variantes serdn analizados en el siguiente trabajo.
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Figura 4. Esquema resumen de los sustratos mas importantes de VRK1 con los
residuos de fosforilacion especificos. Se muestran en distintos colores los procesos
en los que participan estas proteinas.
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1.5. La quinasa humana VRK2

La quinasa VRK2 presenta dos isoformas, VRK2A y VRK2B, debido al
procesamiento alternativo del ARN mensajero [21]. Ambas isoformas se
expresan en todos los drganos, pero en mayor medida en corazén, musculo
esquelético, pancreas, leucocitos de sangre periférica, testiculos y, en menor
medida, en rifidon y cerebro [8]. En las células, la isoforma VRK2A se
encuentra en las membranas de las mitocondrias, reticulo endoplasmatico y
envoltura nuclear y VRK2B, no asociada a membranas, se encuentra
predominantemente en el nldcleo [7-21]. Ambas isoformas son
serina/treonina quinasas con capacidad de autofosforilacion y comparten la
mayoria de los sustratos. Fosforilan in vitro a caseinas, a las histonas H2B y
H3, a la proteina basica de mielina (MBP), BAF y p53 [7-21].

VRK2 participa en la modulacion de la transcripcion de genes en
respuesta a hipoxia a través de la proteina JNK [73], actia como modulador
negativo en la ruta de sefalizacién de ERK1/2 (del inglés Extracellular signal-
regulated kinase 1/2) en respuesta a EFG (del inglés Elongation factor G) [74]
y fosforila la serina 32 del factor NFAT (del inglés Nuclear factor of activated
T cells), lo que hace que aumente la transcripcién de la proteina
ciclooxigenasa-2 y se favorezca la invasién tumoral [75]. VRK2 también
participa en la regulacidn la apoptosis de dos formas: interacciona de forma
directa con la proteina anti-apoptética Bcl-xL (del inglés B-cell lymphoma-
extra large) y regula la expresién del gen BAX (del inglés BCL2-associated X
protein). Se ha descrito que al silenciar VRK2, aumentan los niveles de Bax en
las mitocondrias y se favorece la liberacion del citocromo c y la activacion de
caspasas. Asi, al silenciar este gen, aumenta la muerte celular y se
incrementa la sensibilidad de las células a agentes quimioterapéuticos [76].

1.6. La quinasa humana VRK3

La quinasa VRK3 se expresa, al igual que VRK1 y VRK2, en todos los
6rganos, de forma mas elevada en rifidn, higado y testiculos. En la célula, se
localiza principalmente en el nucleo [7-19-77].

VRK3 fosforila a BAF en la serina 4, participando en la rotura de la
envuelta nuclear durante el ciclo celular [23]. También actia de andamiaje
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para la formacion de complejos proteicos [22] y regula la ruta de sefalizacidn
de ERK1/2. Forma un complejo con la proteina VHR (del inglés Von Hipper-
Lindau) y ERK1/2, regulando negativamente la ruta de sefializacién de ERK,
pero a su vez, ERK1/2 regula positivamente la expresion de VRK3,
generandose de esta forma un bucle de retroalimentacién [77].

1.7. Ratones knock-out de VRK1 y VRK2

Se ha estudiado la deficiencia de las quinasas VRKs a nivel de organismo,
utilizando ratones hipomdrficos para VRK1 que expresan un 15% de la
quinasa. Los ratones son viables pero estériles. En los machos es debido a un
defecto progresivo de las células espermatogdnicas que conduce a la
ausencia total de la mitosis y meiosis de estas células en los ratones adultos.
Las hembras nacen estériles por fallos en el desarrollo de los oocitos [78].
Esto indica una alteracién en la recombinacion meidtica. Ademas, estos
ratones no presentan cambios en otros tejidos, pudiendo deberse a que se
realizan las funciones por parte de los otros miembros de la familia quinasa
[79-80].

En 2015, se realizé un estudio en el que se vio que ratones que expresaban la
variante patogénica R358X de VRK1, presentaban fallos en la migracién de
los precursores neurales independientemente de la actividad quinasa v,
posteriormente, defectos en la progresién celular de estos precursores de
forma dependiente de la actividad de VRK1. Se describié que los fallos en la
migracion eran debidos a que VRK1 juega un papel fundamental en la ruta de
sefializacién de la Reelina, observdndose una disminucidn de la expresién del
gen APP (del inglés Amyloid precursor protein) en las células del organismo
de estos ratones [81].

1.8. Las quinasas VRK en sindromes neuromotores

La quinasa VRK2 fue la primera que se asocid6 a patologias
neurodegenerativas. En 2011 se describié un polimorfismo de un solo
nucledtido 50 kb upstream del gen VRK2 que provoca la sobreexpresion de la
quinasa, lo que se asocia a mayor riesgo de sufrir esquizofrenia [82]. Se ha
visto que los pacientes con esta variante presentan defectos en la
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conectividad de la materia blanca en areas cerebrales [83]. Ademas, también
se asocia a otras enfermedades como trastorno bipolar, epilepsia o
enfermedad de Huntington, favoreciendo la formacién de agregados de
huntingtina a través de la regulacidon negativa de la chaperonina TRiC (del
inglés T-complex protein Ring Complex) [22—84—85].

Sin embargo, no solo VRK2 estda involucrada en enfermedades
neuromotoras y neurodegenerativas. En 2009, se identificd la variante
R358X, que generaba una proteina truncada. La presentaban tres nifios de
una familia consanguinea de judios Ashkenazi diagnosticados con atrofia
muscular espinal con hipoplasia pontocerebelar (SMA-PCH, del inglés Spinal
muscular atrophy with pontocerebellar hypoplasia). Estos nifios presentaban
un cuadro clinico de microcefalia, retraso en el desarrollo, leve retraso
mental y ataxia, que condujo a debilidad muscular severa y muerte a edades
tempranas (9-11 afios) [86]. Las atrofias musculares espinales o SMAs son un
conjunto de trastornos heterogéneos que conllevan a la degeneracion de las
neuronas motoras alfa o inferiores, situadas en el asta anterior de la médula
espinal. En el 80-90% de los casos, se debe a la alteracién del gen SMN1 (del
inglés Survival motor neuron 1), del que se hablara mas adelante. Sin
embargo, existen otros tipos de SMA que no estan asociados a SMN1 [87] y
muchos de ellos se deben a mutaciones puntuales en los exones del gen
VRK1 que generan una quinasa truncada o con cambios en un aminoacido
(Tabla 1). Asi, los pacientes que presentan mutaciones en la quinasa VRK1
diagnosticados hasta ahora, presentan enfermedades o trastornos del
sistema nervioso, ya sean enfermedades de las motoneuronas (esclerosis
lateral amiotréfica o ALS, del inglés Amyotrophic lateral sclerosis, en la que
las dos motoneuronas se encuentran afectadas o SMA, en la que como se ha
mencionado, solo la inferior se encuentra afectada) o neuropatias
sensitivomotoras hereditarias (HMSN, del inglés Hereditary motor and
sensory neuropathies, también denominadas Charcot-Marie-Tooth) o
axonales.

En 2011, se describieron cuatro pacientes que presentaban la mutacidn
en homocigosis R133C [88-89] y que padecian déficit mental y, en 2013, se
identifico la primera mutacidn en heterocigosis compuesta R89Q/V236M en
dos hermanas con HMSN y microcefalia [90]. Desde entonces, se han
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identificando distintas variantes de VRK1 en pacientes con trastornos
neurodegenerativos. Hoy en dia existen 25 implicadas en estas
enfermedades, cuatro de ellas generan proteinas truncadas (R89X, Q326X,
R358X y W375X) y otras dos, son mutaciones en intrones (Figura 5). La
mutacion ¢.1159+1G>A se produce en el sitio de splicing 5’ del intréon 12, lo
qgue provoca un cambio en el marco de lectura del ARNm (se afiaden 35
pares de bases al exén 12) y un coddn de terminacién prematuro [91]. Por
otra parte, la mutacidn en el intrén 8 c.710-14T>C podria afectar al splicing
del mensajero, pero no estad descrita la proteina que se produce (no se
representa en la figura 5).

¢.769G>A
A €.721C>T| ~c.788A>G  C.1159+1G>A
ATG €.599T>C ’ ( €.961C>T
Exones | |

de VRK1 2131 4 T57 6 T 7 1T 8 1T 96 T30 111 12 113)

] |
c.236C>TJJ ¢.583T>G J L E;-;’COOT”G ‘ c.1160G>A

€.266G>A yc.265C>T €.637T>C °'7616 >T c.1124G>A
€.656G>T c >

¢.356A>G - 623C>T- L c.7066>A ¢.1072C>T

¢.397C>T .976C>T + .977A>G
c.403G>A
B G257S

L200P R241C |p263G R321C

‘ \ C.1159+1G>A
304 320 356360 396

l L L] iy

DOMINIO CATALITICO
143 71 173185

|VRK1 |N[

—

L195v. ‘ | ‘ |
P79|-JJ “G135R HJ L';EZZG R358X | R387H
R89Q/X" | “R133C Y213 Q326X W375X
H119R R219I W254L
T228M--V236M
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

Figura 5. Mutaciones de VRK1 identificadas hasta ahora. A. Esquema de los exones
del ARNm de VRK1 donde se indican las mutaciones descritas. B. Esquema de las
variantes patogénicas de la proteina VRK1 descritas. Se indican los clusters en los
que separamos las mutaciones segun su posicidn en la estructura secundaria.

En la Tabla 1 se recogen dichas variantes y las principales caracteristicas
neuroldgicas que manifiestan los pacientes.
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Tabla 1. Cuadro clinico que presentan los pacientes con las variantes de VRK1. SMA-PCH: atrofia muscular espinal con hipoplasia
pontocerebelar, HMSN: neuropatia sensitivomotora hereditaria, ALS: esclerosis lateral amiotréfica, Ns: no se ha descrito.

Mutaciones en el
gen VRK1
Variante patogénica
de VRK1
Dominios de VRK1
afectados
Clinica
Origen
N2 de casos
Microcefalia
Deficiencia mental
Desarrollo motor

Degeneracion
muscular
Insuficiencia
respiratoria
Ataxia

Reflejo del
tenddn (DTR)

Estudios de cerebro
y médula por MRI

Referencias

Homocigosis Homocigosis Heterocigosis Homocigosis
¢.1072C>T €.397C>T €.266G>Ay c.706G>A c.1072C>T
R358X/R358X R133C/R133C R89Q/V236M R358X/R358X

Extremo C-terminal y NLS

Dominio quinasa

Dominio quinasa

Extremo C-terminal y NLS

HMSN y microcefalia prenatal

SMA-PCH Ns HMSN y microcefalia
Ashkenazi, Israel Irdn USA Ashkenazi, USA
1 1 4 1 1 1
Si Si Ns Si Si Si
Si Si Si No No No
Lento Lento Ns Lento Lento Lento
Rapida Rapida Ns Rapida Ns Rapida
No No Ns Si Ns Ns
Si Si Ns No No No
Brusco Brusco Ns Ausente Normal Reducido
Verm!s cere!oeloso Hipoplasia Microfefalia con Microfefalia con Microfefalia con patron giral
reducido y cisterna P o S .
cerebelosa Ns patroén giral patrén giral simplificado y vermis cerebeloso no
cerebelomedular R e e
y pontina simplificado simplificado desarrollado
grande
[86] [88] [90]
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Mutaciones en el
gen VRK1
Variante
patogénica de
VRK1
Dominios de VRK1
afectados
Clinica
Origen
N2 de casos
Microcefalia
Def. mental
Desarrollo motor
Deg. muscular
Ins. respiratoria
Ataxia

Reflejo del
tenddn (DTR)

Estudios de
cerebro y médula
por MRI
LEENEES
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Heterocigosis Heterocigosis Heterocigosis Heterocigosis Homocigosis
c.356A>G y c.961C>T c.356A>G y ¢.1072C>T c.403G>Ay ¢.583T>G c.683C>Ty ¢.1072G>T c.1124G>A
H119R/R321C H119R/R358X G135R/L195V T228M/R358X W375X/W375X
Dom. quinasa Dom. quinasa - . Dominio quinasa .
y extr.qC-term. y extr. C-tqerm. y NLS Dominio quinasa extr. C-ter:ﬂnal y NyLS Motivo BAB
ALS SMA distal ALS HMSN distal SMA distal
Hispanico, USA Ashkenazi, Australia Australia Reino Unido China
1 2 1 Ns 1 1
No No Si No Ns Ns
No No No No No No
Normal Normal Normal Lento Normal Normal
Rapida Rapida Rapida Lenta Rapida Rapida
Si Si Si No Ns Ns
No No No No No No
Brusco en las
Brusco en las extremidades superiores y ausente extremidades sup.
Ns en las inferiores Brusco Ausente y ausente en las
inf.
Normal Atrofia de la médula espinal y atrofia generalizada Normal Normal Normal
moderada del cerebro
[92] [93] [94] [95]
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Mutaciones en el
gen VRK1

Variante
patogénica de VRK1

Dominios de VRK1

afectados
Clinica

Origen
N2 de casos
Microcefalia
Def. mental
Desarrollo motor
Deg. muscular
Ins. respiratoria
Ataxia

Reflejo del
tendén (DTR)

Estudios de cerebro

y médula por MRI

Referencias
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Heterocigosis

Heterocigosis

Homocigosis Homocigosis Homocigosis €.236C>T .656G>Ty C767C>Ty
c.1124G>A c.1159+1G>A c.1159+1G>A c.761G>T .800A>G
VRK1 wild type hasta el VRK1 wild type hasta el
W375X/W375X residuo T386 seguido residuo T386 seguido P79L/P79L R2191/W254L T2561/D267G
por -HKLNSFAX por -HKLNSFAX
Motivo BAB Motivo BAB Motivo BAB zzml:sl: Dominio quinasa Dominio quinasa
Enf. de motoneurona Microcefalia
HMSN juvenil SMA distal adulta inferior con reflejos congénita HMSN distal ALS
bruscos progresiva
China Irdn Irdn Arabia Libano Japon
1 1 1 1 3 2 1
No No No No Si No No
No No No No Ns No Si
Ns Normal Normal Lento Lento Lento Normal
Rapida Rapida Rapida Rapida Ns Lenta Rapida
Ns Si Si No Ns No No
No No No No Ns No No
Ausente en las Brusco en las extr.
extr. inf. y normal Ausente Ausente Brusco Ns Brusco . .
en las sup. inferiores
Normal Normal Normal Normal Ns Normal Quiste pineal
[96] [91] [97] [98] [99]
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gen VRK1

Variante patogénica

de VRK1

Dominios de VRK1
afectados

Clinica

Origen

N2 de casos
Microcefalia
Def. mental
Desarrollo motor
Deg. muscular
Ins. respiratoria
Ataxia
Reflejo del
tendén (DTR)

Estudios de cerebro

y médula por MRI
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Heterocigosis

Homocigosis Homocigosis Heterocigosis Heterocigosis €.710-14T>C
c.1160G>A c.637T>C c.976C>T y c.1072C>T €.265C>T y c.769G>A ’ ¥
c.721C>T
R387H/R387H Y213H/Y213H Q326X/R358X R89X/G257S Ns y R241C
Dominio quinasa y
Motivo BAB Dominio quinasa Extr. C-term. y NLS pérdida de una copia Ns y dominio quinasa
de VRK1 desde el R89
Sindrome de
Neuropatia axonal distal HMSN distal y SMA d|.slplas.|a fje ALS
la unién diecéfalo-
mesencefalica

Sefardi, Israel Espafia Ns Portugal
1 1 1 1 1 1
No No No Si No No
No No No Ns No No

Normal Normal Normal Ns Normal Normal
Lenta Lenta Lenta Ns Rapida Rapida
Si No No Ns No No
Ns Ns Ns Ns Ns Ns
Ns Ns Ns Brusco Brusco
Normal Normal Cerebelo pequefio Normal
[100] [101] [102] [103]
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Variante patogénica

de VRK1
Dominios de VRK1
afectados

Clinica

Origen
N2 de casos
Microcefalia
Def. mental
Desarrollo motor
Deg. muscular
Ins. respiratoria
Ataxia
Reflejo del
tenddn (DTR)

Estudios de cerebroy
médula por MRI

Referencias
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Homocigosis Homocigosis Heterocigosis Heterocigosis
c.788A>G c.961C>T c.706G>Ay c.961C>T c.599T>Cy c.1160G>A
D263G/D263G R321C/R321C V236M/R321C L200P/R387H
Dominio quinasa Extr. C-term Dominio quinasay Dominio quinasa y extr. C-term
extr. C-term
Paraplejia espistica SMA SMA distal HMSN distal
hereditaria
Senegal Hispanico Hispanico, USA Espafia
2 1 1 1
No Ns Ns Ns
Leve Ns Ns Ns
Normal Ns Ns Ns
Lenta Ns Lento Ns
No Ns Ns Ns
No Ns Ns Ns
Brusco Ns Ns Ns
Normal Normal Ns
[104] [105] [106]
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Cabe destacar que no se han realizado estudios de caracterizacién de las
variantes patogénicas de la quinasa, sino que solo se han diagnosticado
clinicamente a los pacientes con dichos trastornos, a excepcion del estudio
en el que se describieron las variantes R2191 y W254L [98]. En nuestro
laboratorio se ha estudiado la estabilidad y actividad quinasa de las primeras
ocho variantes descritas (R358X, H119R, R321C, R133C, R89Q, V236M,
G135R, L195V), asi como la capacidad de formar cuerpos de Cajal de algunas
de ellas [107]. Dado que se han descrito nuevas variantes relacionadas con
enfermedades neurodegenerativas que no se han caracterizado, una parte
de este trabajo se centrard en el estudio de las mismas.

2. Coilina y cuerpos de Cajal

2.1. Cuerpos de Cajal

Los cuerpos de Cajal (CBs, del inglés Cajal bodies or Coiled bodies) son
unas estructuras descritas por primera vez en 1903 por Santiago Ramén y
Cajal, quien los definid cuerpos accesorios del nucléolo, debido a su comun
asociacidén en las neuronas. Son pequefios organulos nucleares (0,2-2 um)
dindmicos durante el ciclo celular que se observan, especialmente, en células
con alta tasa proliferativa y metabdlicamente muy activas, como las
tumorales y las neuronas [108] (Figura 6).

Todas las proteinas que se concentran en los CBs, como coilina,
Cdk2/ciclina E (del inglés Cyclin-dependent kinase 2), SMN (del inglés Survival
motor neuron) o fibrilarina, se encuentran también libres en el
nucleoplasma. Por ello se piensa que la funcién principal de estas estructuras
es aumentar la eficacia de los procesos que se producirian en el
nucleoplasma a menor velocidad [109]. Estan implicados en la biogénesis de
ribonucleoproteinas (RNPs) asociadas a procesos de splicing, procesamiento
de ARN mensajeros de histonas y a la formacién de los telé6meros. Ademas,
los CBs también colaboran en la maduracién de las RNPs nucleolares
(RNPsno, del inglés Small nucleolar ribonucleoproteins), encargadas de
procesar pre-ARN ribosédmico [110].
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Cajal, 1910
Figura 6. Representacion de los cuerpos de Cajal. A. Dibujo original de Santiago
Ramén vy Cajal, 1910. a. Cuerpo de Cajal, b: nucleolo, c: speckles. B.
Inmunofluorescencia en la que se observa el nucleo de células del foliculo ovérico de
D. melanogaster con el nucleolo en rojo (se marca con fibrilarina) y los cuerpos de
Cajal en verde (se marca con coilina) [111].

2.2. p80-coilina

La coilina es la proteina estructural o de ensamblaje de los cuerpos de
Cajal. Mientras que el 70% de la coilina total celular se encuentra libre en el
nucleoplasma, solo el 30% forman parte de los CBs [112]. No se conoce la
funcién de la coilina libre.

2.2.1. Estructura de coilina

El gen p80-coilin se encuentra en la regién cromosdmica 17g22-23 vy
codifica una proteina de 576 aminodcidos [113]. En su extremo amino
terminal posee un dominio implicado en interacciones intermoleculares
(residuos 1-94), esencial para su oligomerizacion y formacién de los cuerpos
de Cajal [114]. En el carboxilo terminal, un dominio Tudor, caracterizado por
estar formados por loops desestructurados (residuos 460-559). Esta regién se
cree que se encarga de la regulacion de oligomerizacion y del nimero de CBs
que presentan las células [115]. Ademas, posee una regidn rica en argininas y
glicinas (caja RG) necesaria para la interaccién con SMN situada en los
aminodcidos 392-420 (Figura 7).
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® Sefial de localizacion nuclear (NLS) ® Caja RG, rica en glicinas y argininas
Sefial de localizaciéon nucleolar (NolLS) Dominio Tudor atipico

Figura 7. Esquema modular de la estructura primaria de coilina. Se muestra la
leyenda del cddigo de colores utilizado para representar los distintos dominios.

2.2.2. Modificaciones postraduccionales de la coilina

Muchas funciones de la coilina estdn reguladas por modificaciones
postraduccionales. Se ha descrito que las argininas de la caja RG pueden ser
dimetiladas simétricamente gracias a PRMT5 (del inglés Protein arginine
methytransferase 5). Asi, estos aminoacidos modificados interaccionan con
el dominio Tudor de SMN, permitiendo el ensamblaje de los CBs. También se
ha estudiado el efecto de la fosforilacién de la coilina en distintos residuos.
Se ha visto que esta proteina se fosforila por las quinasas Cdk2/ciclina E y
VRK1 durante la mitosis, produciendo el desensamblaje de los CBs durante
esta fase del ciclo. En estudios previos de nuestro laboratorio se ha
observado que VRK1 fosforila a la coilina en el residuo serina 184 [116].
Cuando se inhibe la expresidon de esta quinasa, la coilina se degrada via
proteasoma y los cuerpos de Cajal no se forman [117] (Figura 8). Ademas, el
estado de fosforilacién de la coilina también es importante para su
interaccion con SMN, SmB (del inglés Small nuclear ribonucleoprotein-
associated protein B), RNPsn (del inglés Small nuclear ribonucleoproteins) y
ARNs [118].
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Figura 8. Modelo de la regulacién del ensamblaje de los cuerpos de Cajal por VRK1.
P: fosforilacidn; ub: ubiquitinacion.

Actualmente estd empezando a adquirir importancia el estudio de la
ubiquitinacién y la sumoilacién de distintos residuos de la coilina. Se ha visto
gue estas modificaciones postraduccionales tienen distintas funciones, desde
la pérdida de interaccidon de la coilina con distintas proteinas hasta un
cambio en la localizacién celular de dicha proteina [119]. Por tanto, parece
gue es esencial conocer el efecto de estas modificaciones de la coilina, para
poder explicar la dinamica de los cuerpos de Cajal asi como la relacién con
otras proteinas implicadas en distintos procesos neurodegenerativos.

En este trabajo se analizard la fosforilacion de la coilina en la serina 184
en células portadoras de las variantes patogénicas de VRK1 descritas y la
capacidad de dichas células de formar eficientemente CBs, ya que es un
mecanismo molecular que puede estar alterado en los pacientes. Ademas,
también es importante estudiar mas a fondo la relacién de la quinasa con
otras proteinas de los CBs, como SMN, para poder explicar su papel en los
procesos neurodegenerativos asociados, asi como la relacidn de todas ellas
con la proteina VCP (del inglés Valosin contained protein), ya que, como se
explicara mas adelante, es una proteina muy conocida implicada en
enfermedades neurodegenerativas.
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3. SMN (Survival motor neuron)

La proteina de supervivencia de las motoneuronas o SMN es uno de los
principales componentes de los cuerpos de Cajal, pero ademas se encuentra
en otras estructuras nucleares denominadas geminas, y en el citoplasma
[120-122]. En las neuronas, se encuentran asi mismo en los conos de
crecimiento neural y en los axones, donde tienen una funcién esencial
(Figura 9). SMN se expresa en todos los érganos, siendo sus niveles mas altos
en cerebro, rifiones e higado, y menores en fibroblastos y linfocitos [123—
124].

Ntcleo de la MN
ol Cuerpo de Cajal

\
\ / R \ Nucleolo

: SMN

/—:/
//

/
. \:\Q \j
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\ ang
C\/ :‘i ™ Gemina| Cono de
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- e crecimiento
- ‘> : gy neural
1/ y \ / A <X

Figura 9. Esquema de una motoneurona (MN) en crecimiento donde se indica la
localizacion de SMN (representada en amarillo).

El gen SMN se encuentra en la regién cromosdmica 5q13. Existen dos
copias, una telomérica (SMN1) y una centromérica (SMN2), que difieren por
cinco nucledtidos que no afectan a la secuencia codificante de la proteina.
De esta forma, el gen SMN2 por splicing alternativo puede dar tres ARNm:
SMNA5, SMNA7 y SMNA5,7 que carecen del exon 5, 7 o ambos,
respectivamente, y el ARNm que codifica SMN completo. El gen SMN1
produce principalmente la proteina SMN de longitud completa, mientras que
SMN2 da lugar a la proteina que carece del exdn 7 mayoritariamente. Se ha
descrito que el cambio de citosina (C) a timina (T) en el codén 280 (al inicio
del exén 7) del gen SMIN2, provoca que el 90% de los ARNm codificados no
posean este exdn. Esto se debe a que es un nucledtido clave para el correcto
splicing alternativo de la molécula. La proteina generada carece de la
capacidad de oligomerizarse, lo que provoca una rapida degradacion de la
misma via ubiquitina-proteasoma [123—-125-127] (Figura 10). En el 95% de
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los casos descritos de atrofia muscular espinal se ha detectado una delecién
en el gen SMN1, expresandose la proteina solo a partir del gen SMN2 y
viéndose de esta manera los niveles proteicos disminuidos. Se ha descrito
también que estos niveles estan relacionados inversamente con la gravedad
de la enfermedad [128].

Gen SMN1 ¢ Gen SMN2 T
DNA {1 H2H3H4Hs He HIZH 8 | [ IH2 H3H4Hs He HIZH 8 |

Pre-ARNm —1H2H3H4Hs He HIZH 8| [ IH2 H3H4Hs He HI7H 8|

ATG l Inclusién // \fxclusién del ex6n 7
del exén 7/ ATG

ARNm OIS TETE) Ate ¥ A Ta s TelE]

| |
Proteina . l ‘

SMN completa, . SMNA?7 truncada,
estable SMN completa, inestable
estable

Figura 10. Esquema en el que se presenta la diferencia entre SMN1 y SMN2. Los
genes SMIN1 y SMN2 codifican la proteina SMN. El cambio C-T en el exén 7 de SMN2
altera el splicing de la mayoria de los ARNm SMNZ2 que codifican una proteina
inestable y truncada, ya que no poseen dicho exén (modificado de [130]). ARNm:
ARN mensajero.

3.1. Estructura de SMN

SMN consta de 294 aminodacidos. El dominio amino terminal (residuos 1-
64) estabiliza el complejo SMN y, ademas, presenta una regién de unién a las
geminas, acidos nucleicos y un dominio implicado en interacciones
intermoleculares con otras moléculas de SMN. Seguidamente, posee una
regién rica en lisinas (K++) que permite su unién a los ARN nucleares de
pequefio tamafio (ARNsn, del inglés Small nuclear RNA), y dos dominios
Tudor (Tudorl, residuos 97-148 y Tudor2, residuos 152-195) esenciales para
su unidn con las proteinas Sm, fibrilarina y coilina. En su dominio carboxilo
terminal (residuos 202-294), SMN presenta varias regiones de poliprolina
(P++) responsables de su unién con la profilina, ademas de una caja YG
conservada (rica en tirosinas y glicinas) que permite su oligomerizacién y
unién a las geminas (Figura 11). También, se ha propuesto un motivo
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“QNQKE” implicado en su localizacién citoplasmatica y de su funcionalidad
[122-131-135].

® Dominio interac. con geminas y ac. nucleicos Region rica en prolinas (P), unién a profilina
® Dominios Tudor: union Sm, coilina @ Caja tirosina-glicina, ensamblaje

B

Unién a gemina 2 (- \-/\
(37-54)

Unidn a profilina N

Regiodn rica
en lisinas
CajaYG

(257-286)

Dominios TUDOR
(89-137)

Figura 11. Esquema de la estructura de SMN completa. A. Esquema modular de la
estructura primaria de SMN. Se muestra la leyenda del cédigo de colores utilizado
para representar los distintos dominios. B. Modelo de la estructura terciaria de SMN
modificado de [134].

3.2. Funciones de SMIN

La funcion mas estudiada de SMN es el papel que desarrolla en la
biogénesis de las ribonucleoproteinas y en el proceso de splicing de los pre-
ARNmM. Sin embargo, también tiene una funcidn importante en la formacion
de los axones de las neuronas. Ademas, regula otros procesos esenciales
para mantener la sinapsis, orientaciéon a los axones, actia como proteina
anti-apoptdtica, en la traduccién local, en la homeostasis de ubiquitina y en
el transporte mitocondrial correcto y desempefia una funcion importante en
la reparacion del ADN, traduccién vy sintesis de selenoproteinas,
procesamiento de ARNm de histonas, formaciéon de granulos de estrés,
mantenimiento del citoesqueleto y sefializacion celular [134].
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3.2.1. Implicacion del complejo SMN en la biogénesis de las
ribonucleoproteinas y en el proceso de splicing

SMN oligomeriza y forma un complejo proteico estable de gran tamaiio al
unirse directamente a las geminas 2, 3,5y 7, y de forma indirectaalady6a
través de las geminas 3 y 7 respectivamente [136]. La proteina UNRIP (del
inglés UNR-interacting protein), también forma parte de este complejo [137].

El proceso de splicing se descubridé en 1977 [138-139] y es esencial para
el control de la expresion de los genes de las células eucariotas.
Resumidamente, la biogénesis de las ribonucleoproteinas comienza con la
transcripcién de los ARNsn U1, U2, U4, U5 y U6. Estos ARNm creados en el
nucleo se modifican anadiéndoles la caperuza de 7-metilguanosina en el
extremo 5’ y la cola de poliA en el 3’ que sefaliza la terminacién de la
transcripcién. De esta forma, este transcrito ya se puede exportar al citosol
donde se unird a un complejo formado por las proteinas Sm (B/B’, D1, D2,
D3, E, F y G), previamente unidas a la proteina pICIn (del inglés Chloride
conductance regulatory protein) y a la arginina metil transferasa PRMTS5,
formandose un gran complejo compuesto por SMN/Sm/Geminas.
Seguidamente, se producen otras modificaciones que permite el importe de
nuevo al nucleo del complejo, liberdndose las RNPs que se dirigiran a los
cuerpos de Cajal donde maduraran a través de distintas modificaciones. Es
esencial la unién de SMN a la regién RG que posee la coilina para que estas
RNPs se localicen en los cuerpos de Cajal. Cuando las RPNs son activas, se
ensamblan con el espliceosoma en los sitios de transcripcion participando de
esta manera en la maduracién de los ARNm [121-136-140-144] (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del papel de SMN en el ensamblaje de las RNPsn y maduracion
de los pre-RNA mensajeros (modificado de [145]). ARNsn: ARN nuclear de pequefio
tamafio, RNPsn: ribonucleoproteina nuclear de pequefio tamafio.

3.2.2. Papel de SMN en la reparacién del ADN

Una de las primeras consecuencias en el musculo esquelético de ratones
con SMA, asi como en las células de los testiculos, es el dafio en el ADN [146—
147]. Las células eucariotas utilizan la recombinacién homéloga tanto para la
reparacion del ADN como para intercambiar material genético entre los
cromosomas homoélogos durante la meiosis. La recombinasa eucariota
RAD51 tiene un papel esencial en este proceso de reparacion. Esta
recombinasa interacciona con la gemina 2 y con el complejo SMN-gemina 2,
y esta interaccidn es necesaria para que el proceso se finalice correctamente

[134].

SMN también juega un papel indirecto en la respuesta al dafio en el ADN,
ya que la deficiencia de esta proteina conduce a una reduccion en los niveles
de expresion de la histona H2A.X, debido a los fallos en el splicing de su
ARNm [148].

Por otra parte, se ha visto que cuando existe dafio en el ADN, la histona
H3 interacciona con SMN, posiciondandose el complejo en el centrémero,
donde participa en la respuesta al dafio centromérica inducida (iCDR, del
inglés Inducide Centromeric Damage Response) [149].
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3.2.3. Papel de SMN en las neuronas: SMN como causante de la SMA

Hoy en dia no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual los bajos
niveles de SMN causan atrofia muscular espinal [122-129]. Se han propuesto
distintas hipdtesis sobre ello. Una de ellas postula que el defecto de la
sintesis de las RNPs afecta al splicing de genes importantes en las
motoneuronas, otras apuntan al papel que tiene SMN en los axones
neurales. También se sugiere una mezcla de ambas, que el defecto de las
RNPs afecte al splicing de genes esenciales en los axones.

La actividad de SMN es maxima en la médula espinal durante la fase
embrionaria y el desarrollo post-natal temprano y disminuye manteniendose
constante posteriormente. Esto sugiere que durante el desarrollo neuronal
se necesitan altos niveles de RNPs, lo que podria explicar que se vean
afectadas sobre todo las células del sistema neuro-motor [150]. Al analizar
muestras de médula espinal y cerebro de modelos animales con SMA se
observa una reduccién de los niveles de RNPs y de un gran nimero de genes
involucrados en el transporte axonal y de genes relacionados con canales
ionicos dependientes de voltaje [151].

Por otra parte, modelos de ratén con SMA poseen bajos niveles de ARNm
y proteina beta-actina, un acortamiento del axon y menor crecimiento del
cono neural y, en un modelo de pez cebra que carece de SMN, se han
descrito defectos en un subconjunto de genes implicados en la
sinaptogénesis y mantenimiento de las uniones neuromusculares [144-152].
Ademas, en las neuronas motoras de pacientes con SMA se ha observado
una ausencia de SMN en los conos de crecimiento axonal. SMN interacciona
con las proteinas RNPhn-Q/R (del inglés Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins Q/R) lo que permite el transporte de los ARNm a lo largo

del axdn. Asi, es necesaria la unién de SMN y RNPhn R para que esta uUltima
interaccione con el ARNm de la beta-actina, regulando asi el crecimiento
axonal (Figura 13). Por tanto, la deficiencia de SMN afecta al transporte y la
traduccion de los ARNm axonales necesarios para el desarrollo y
mantenimiento de las motoneuronas [153].
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Figura 13. Esquema del papel de SMN en el transporte de ARNm a lo largo del axén
neuronal.

También, en pacientes con SMA se ha identificado una reduccion de los
niveles de plastina 3, proteina que estabiliza los filamentos de beta-actina
[154]. Parece que la sobreexpresion de SMN disminuye la severidad de la
enfermedad en modelos animales. Todo ello apoya la teoria de que los bajos
niveles de esta proteina afectan al crecimiento axonal derivando en SMA.

En nuestro laboratorio se ha visto que SMN interacciona con VRK1, pero
ésta no la fosforila en ninguna fase del ciclo celular (datos no publicados). Sin
embargo, aln no estd clara la relacién entre estas dos proteinas. Como se
menciond anteriormente, SMN interacciona con coilina, que a su vez estd
relacionada con otras proteinas implicadas en patologias
neurodegenerativas, como es ataxina-1 [155]. En patologias como la ataxia
espinocerebelosa o la distrofia muscular espinal, Ataxina-1 sufre una
expansion en su tracto de poliglutaminas, lo que promueve su acumulacion
en forma de agregados proteicos que secuestran otras proteinas, entre ellas
VCP/p97, provocando la muerte de la célula [156].
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4. La ATPasa VCP/p97 (Valosin contained protein)

La proteina VCP forma parte de la familia | de ATPasas AAA tipo Il (del
inglés AAA- ATPases Associated with a variety of Activities). VCP se encuentra
muy relacionada con enfermedades neurodegenerativas. Se han descrito
varias mutaciones en el gen que la codifica que causa la enfermedad ésea de
Paget, demencia frontotemporal, miopatia por cuerpos de inclusién,
Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica o la enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth. El primer sintoma de la mayoria de estas enfermedades es debilidad
muscular que aparece en los pacientes de edades comprendidas entre los
50-60 afios, y que pueden derivar en cambios de personalidad, pérdida del
habla y del juicio [157-160].

VCP es una proteina muy abundante en la célula (aproximadamente
constituye el 1% de la proteina celular total). Se localiza principalmente en el
citoplasma, asociado a las membranas del aparato de Golgi y del reticulo
endoplasmatico, aunque también se encuentra en el nucleo y nucleolo en
menor grado [161-163].

4.1. Estructura de VCP

El gen VCP se encuentra en el cromosoma 9 (9p13.3) y codifica una
proteina de 806 aminodacidos. Esta proteina es un homohexdamero
constituido por dos anillos de diferentes tamafios apilados uno encima del
otro dejando un canal axial central [160]. Cada subunidad posee un dominio
amino terminal seguido de dos dominios ATPasa en tdndem (dominios D1y
D2) conectados por dos polipéptidos de pocos aminoacidos (N-D1 y D1-D2).
El dominio amino terminal (residuos 1-187) interacciona con cofactores y
proteinas adaptadoras como p47, sustratos ubiquitinados y lipidos [164—
166]. Los dos dominios D1 y D2 poseen los motivos Walker A y B, esenciales
para la hidrdlisis del ATP. Sin embargo, el dominio D2 (residuos 481-761)
presenta la actividad enzimdtica principal, siendo el D1 (residuos 208-459) el
responsable de la oligomerizacién de la proteina para formar el hexdmero
[167]. Por ultimo, el extremo carboxilo terminal (residuos 761-806) posee un
residuo hidrdofobo (Hb), una tirosina (Y), y un residuo variable (X). Este
motivo HbYX media interacciones con distintas proteinas y con el nucleo 20S
del proteasoma, mediante la fosforilacion de la tirosina (Figura 14) [168]. Se
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considera que es la regidén reguladora de la proteina, dado que se han
identificado quinasas que la fosforilan y también se han detectado posibles
dianas de acetilacién en ella [169-170].
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Figura 14. Estructura de VCP. A. Esquema modular de la estructura de una
subunidad de VCP. B. Visualizacién molecular de una subunidad de VCP. Se muestra
la leyenda del cédigo de colores utilizado para representar los distintos dominios
[171].

4.2. Funciones de VCP

El papel mas estudiado de VCP en la célula es la funcién que tiene en la
degradacién de proteinas por autofagia y por el proteasoma gracias a su
marcaje con ubiquitinas, pero también esta proteina es fundamental para la
replicacién del ADN, reparacion del daifo en el ADN, regulacién del ciclo
celular, reensamblaje de la membrana nuclear y de Golgi y en la sefializacién
inmunolégica [166—172—-173]. Ademas, estd implicada en el desarrollo
correcto de las 7ko neuronas y en el metabolismo de los ARN mensajeros, al
igual que SMN. A continuacidn, se explican brevemente algunas de las
funciones mencionadas.

4.2.1. Papel de VCP en la degradacion de proteinas

Las proteinas que se degradan por el proteasoma se marcan con cadenas
de ubiquitina, unidas entre ellas a través de la lisina 48 [174]. VCP
interacciona con las proteinas poliubiquitinadas y con varios elementos de la
magquinaria de degradacion actuando, en muchos casos, como una
chaperona que ayuda en la degradacién de los sustratos marcados para ello
[166]. Por otra parte, las proteinas mal plegadas se llevan a la cara citosdlica
del reticulo endoplasmatico donde se marcan con ubiquitinas. VCP, asociado
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a los cofactores Ufd1-Npl4 (del inglés Ubiquitin fusion degradation 1 -
Nuclear protein localization 4), se une a las proteinas ubiquitinadas y gracias
a la hidrdlisis del ATP se empujan hacia el citoplasma para que se degraden
via proteasoma [175].

Como se ha mencionado anteriormente, en determinadas enfermedades
neurodegenerativas (como en las ataxias, la enfermedad de Huntington,
Parkinson o Alzheimer) causadas por la acumulacidn de agregados proteicos,
se ha observado que VCP agrega con la ataxina-1 y con huntingtina que
poseen el tracto de poliQ, quedando parcialmente atrapada en estas
estructuras, lo que conlleva neurotoxicidad y muerte de las neuronas [176].

4.2.2. Papel de VCP en la reparacioén del dafio en el ADN

Hoy en dia no se conoce con exactitud la funcién exacta de VCP frente al
dafio en el ADN. Se ha observado que VCP se localiza en el nucleo, en las
zonas de rotura del ADN y que interacciona con proteinas relacionadas con la
reparacion del dafio, como BRCA1 y la helicasa WRN (de las siglas Werner
Syndrome Protein) [169—172-177]. Ademas, se ha descrito que las quinasas
ATM, ATR y DNA-PK la fosforilan en el residuo serina 784 tras dafio en el ADN
[178]. En 2011, se propuso un novedoso mecanismo molecular en el que
posicionaba a VCP como una proteina esencial para el reclutamiento de
53BP1 a los sitios de dafio del ADN. Ante rotura de doble cadena en el ADN y,
posteriormente a la fosforilacion de H2A.X, se reclutan las ubiquitin-ligasas
RNF8 y RNF168 (del inglés RING finger protein), lo que conlleva la
ubiquitinacion de las proteinas que se encuentran en estos sitios de dafio.
Esto conduce al reclutamiento de VCP y su cofactor Npl4, que induce a la
liberacion de L3MBTL1 (del inglés Lethal(3)malignant brain tumor-like
protein 1, proteina que se asocia a la modificacidn epigenética H4K20me?2, al
igual que 53BP1) de la cromatina, y entonces 53BP1 se puede unir al sitio de
dafio (Figura 15), activdndose el mecanismo de reparacién NHEJ [179].
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Figura 15. Modelo de la funcidn de VCP en el reclutamiento de 53BP1 a los sitios de
dafio en el ADN (modificado de [138]) ub: ubiquitina, me2: H4K20me2.

4.2.3. Regulacién del ciclo celular por VCP

Aunque se sabe que VCP participa en la regulacién del ciclo celular, su
papel en la progresion de G1 a S en células de mamifero no estd claro. Se ha
demostrado que esta proteina participa en la degradacion de p27 y p21,
promoviendo la entrada de las células en fase S. VCP exporta del nucleo a
p27 durante la fase Gl temprana e interacciona con dicha proteina
ubiquitinada en el citosol mediando su degradacion via proteasoma [180].

Ademas, VCP también participa durante la replicacion del ADN en la fase
S [181], asi como durante la mitosis, facilitando la degradacién de la
fosfatasa CDC25A (del inglés Cell division cycle 25 homolog A), ayudando a
eliminar a AuroraB ubiquitinada de los cromosomas o regulando el
desensamblaje del huso acromatico al final de la mitosis [182-184].

4.2.4. Papel de VCP en las neuronas

VCP estd especificamente involucrado en la correcta formacion y
funcionamiento de las neuronas. Las espinas dendriticas son modificaciones
de la membrana celular de las dendritas, ricas en actina, esenciales para la
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comunicacion neuronal. Muchas de ellas presentan reticulo endoplasmico
(RE) liso que participa en mantener la homeostasis de calcio intracelular. Se
ha observado que VCP junto con su cofactor p47 y ATL1 (del inglés Atlastin-1,
GTPasa que modula la morfologia y la funcidn del reticulo endoplasmatico en
las dendritas), regula la formacién del RE y actia en la sintesis de las
proteinas controlando la formacién de las espinas dendriticas [185-186].

En distintas enfermedades neurodegenerativas, la pérdida de la funcidn
mitocondrial por diversos motivos es un mediador clave de la disfuncidn
axonal y muerte de la célula, dado que en las neuronas la mayor parte del
ATP se genera en estos orgdnulos. Recientemente, se ha descrito que VCP
tiene un papel crucial en el transporte de las mitocondrias a través del axén
de las motoneuronas. Se ha visto en modelos de Drosophila, que cuando VCP
no se expresa en los niveles adecuados, se favorece el transporte de las
mitocondrias hacia el cuerpo de la neurona, reduciéndose la densidad
mitocondrial en los axones. Se puede rescatar el fenotipo eliminando una
copia de la cadena pesada de la dineina o elevando los niveles del adaptador
de la quinesina, denominado Miro, que facilita el movimiento mitocondrial
hacia el axén interaccionando con la cadena pesada de la quinesina. Por ello,
se sugirio que VCP deberia trabajar junto con un adaptador de la dineina
especifico para el transporte de las mitocondrias aun no identificado,
esencial para su transporte hacia los axones [187].

Por ultimo, la proteina TDP-43 (del inglés TAR DNA-binding protein 43)
tiene distintas funciones en el empalme de los pre-ARNm, represion
transcripcional y en la regulaciéon postraduccional. Por otra parte, los
miembros de la familia MICAL (del inglés Molecule interacting with CasL)
estan asociadas a la organizacién de los filamentos de actina, posibilitando el
crecimiento axonal de las neuronas y el trafico de membranas. Se ha
observado en motoneuronas que se produce la deslocalizaciéon de TDP-43 al
citoplasma y un patron alterado del splicing del ARNm MICAL cuando existen
distintas mutaciones en VCP. Todo ello conduce a estrés oxidativo, pérdida
de funcidn mitocondrial, defectos en el desarrollo de las neuronas y su
consiguiente muerte [188-189]. Sin embargo, el mecanismo de accién
exacto de VCP en este proceso es desconocido.
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Asi, la ultima parte de este trabajo se centrara en la relacidon de VCP y de
SMN vy coilina con la quinasa VRK1, con objetivo de intentar dilucidar el
mecanismo por el cual, las variantes descritas de la quinasa estdn implicadas
en sindromes neuromotores en los que estas proteinas tienen un papel
esencial.
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OBJETIVOS

e Caracterizar las variantes patogénicas de la quinasa VRKI,
centrandonos en su estabilidad, actividad catalitica, respuesta en la
reparacion del dafio en el ADN, formacién de los cuerpos de Cajal y
patrén epigenético de las lisinas 9y 27 de la histona H3.

e Analizar la relacién entre la quinasa VRK1 y las proteinas SMN y VCP,

estudiando su posible interaccidon y el efecto del silenciamiento de la
quinasay el de sus variantes patogénicas sobre estas proteinas.
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1. TECNICAS DE MANIPULACION DEL ADN

1.1. Obtencion y purificaciéon del ADN plasmidico

Para la obtencién de ADN plasmidico a partir de cultivos de Escherichia
coli se usaron dos kits comerciales, segln interesase extraer mayor (Maxi-
prep) o menor (Mini-prep) cantidad de ADN.

Para la extraccién de ADN plasmidico a pequefa escala (Mini-prep) se
utilizo el kit NucleoSpin plasmid (Macherey-Nagel) y se siguio el protocolo del
fabricante. A partir de un cultivo saturado de E. coli crecido en medio LB (del
inglés Lysogeny Broth), se centrifugd 1 mL a 11.000 x g durante 30 seg
recogiendo asi las bacterias. Seguidamente, se lisaron a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 11.000 x g durante 5 min. Se transfirio el
sobrenadante a una columna con membrana silica y se centrifugé a 11.000 x
g durante 1 min. Después, la membrana se lavé dos veces y se eluyé el ADN
utilizando agua o un tampon TE (10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA),
centrifugando a 11.000 x g durante 1 min.

Para la extraccidon a gran escala del ADN plasmidico (Maxi-prep) se utilizd
el kit GenelJet Plasmid Maxiprep de Thermo Fisher scientific. En este caso, se
centrifugaron 400 mL de cultivo saturado de E. coli a 5.000 x g en la
centrifuga AvantiTM J-25 (Beckman Coulter, Inc.) durante 10 min, recogiendo
de esta forma las bacterias. Seguidamente, se lisaron a temperatura
ambiente, se neutralizo el lisado y se centrifugé a 20.000 x g durante 20 min.
El sobrenadante se mezcld con etanol 96% (v1:1), se transfirié a una columna
con membrana silica y se centrifugd a 2.000 x g durante 2-3 min.
Seguidamente, la columna se lavd tres veces con solucidon de lavado y se
eluyé el ADN con un tampén de elucidn.

1.2. Cuantificacion de ADN plasmidico

Para conocer la concentracion y la pureza del ADN plasmidico purificado
se utiliz6 el espectrofotémetro NANOdrop (NanoDrop Technologies).
Ademas, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% para
confirmar dicha concentracion.
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1.3. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa

Para separar los fragmentos de ADN segun su tamafio se realizaron
electroforesis en geles de agarosa al 1% m/v preparados en tampdn TAE
(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM). Este tampon tiene un pH 8, lo que es
importante dado que la migracion del ADN a través de estos geles depende
de la carga iénica del medio y de la carga negativa de los fosfatos del acido
nucleico. Ademads, se afiadié bromuro de etidio (0,5 pg/mL) al tampdn de
electroforesis para la visualizacion del ADN, ya que este compuesto se
intercala entre las bases nitrogenadas y emite fluorescencia al ser expuesto a
luz ultravioleta. Esta fluorescencia fue captada por una cdmara acoplada al
analizador de imagen Gel DocTM 2000 (Bio-Rad). Se utiliz6 como marcador
de peso molecular el GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder de Thermo Fisher
Scientific. Las electroforesis se llevaron a cabo a un voltaje constante de
entre 60y 80 V.

1.4. Generacion de vectores de ADN recombinante

Las construcciones de ADN recombinante que fueron generadas en el
laboratorio se obtuvieron mediante la insercidon de secuencias de las ADN
codificante de VRK1 humano o murino en los vectores pCELF-HA, pGEX4T1-
GST y plLenti-C-HA-IRES-BSD. Para ello, se digirieron tanto el vector como la
secuencia de VRK1 desde otros vectores con endonucleasas de restriccidn
(Thermo Fisher Scientific), se ligaron con la enzima T4 ADN-Ligasa (Thermo
Fisher Scientific) y finalmente, las construcciones obtenidas se transformaron
en bacterias competentes de E. coli (cepa DH5a o BL21) cultivadas con su
antibidtico de resistencia (ampicilina 10 pg/mL, cloranfenicol 10 pg/mL,
kanamicina 25 pg/mL) e incubadas a 37 °C durante toda la noche.

Posteriormente, se extrajo el ADN por Mini-prep y se secuencié la
construccion. Se utilizaron los programas informaticos Chromas
(Technelysium Pty) y Blast (National Library of Medicine, NCBI) para el
analisis y el alineamiento de las secuencias. Los oligonucleétidos utilizados
para la secuenciacion se detallan en la Tabla 2.
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1.5. Transformacion de plasmidos en E. coli

Se utilizaron los plasmidos de ADN recombinante para transformar
bacterias E. coli competentes de las cepas DH5a (para producir ADN
plasmidico) o BL21 (para producir proteinas recombinantes), mediante
choque térmico. Se descongelaron las bacterias preservadas a -80 °C a las
que se las afiadié 50-100 ng del ADN de interés. Se incubaron 30 min en hielo
y posteriormente se realizd la transformacién con choque térmico durante
42 seg a 42 °C. Después, se afiadieron 600 pl de LB y se incubaron durante 1
hora a 37 °C en agitacién. Por ultimo, se elimind el LB mediante
centrifugacidn suave y se plaguearon las bacterias en placas Petri con LB-
agar y el antibidtico de resistencia. Se incubaron a 37 °C durante toda la
noche y se verificd por secuenciacién la presencia del plasmido en las
colonias obtenidas. Las que resultaron positivas se guardaron en glicerol al
20% v/v a -80 °C.

1.6. Mutagénesis dirigida

Las mutaciones en nucleétidos puntuales se llevaron a cabo siguiendo el
protocolo del sistema comercial QuickChange Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene). Para ello, se prepararon las reacciones de PCR (del inglés
Polymerase chain reaction) usando 50 ng del ADN molde, 10 uM de cada
oligonucledtido disefiado con la mutacidn de interés (Tabla 5y 6), 0,2 mM de
dNTPs (Roche), tampdn 1x [76 mM Tris-HCI pH 9, 50 mM KCl, 20 mM
(NH4);S04], 9,5% DMSO, 4 mM MgCl, y una unidad de la enzima PFU ADN
polimerasa (Biotools) en un volumen final de 25 pL.

Tras la adicion de la enzima, la PCR se llevd a cabo durante 16-18 ciclos de
la siguiente manera: 5 seg a 94°C (desnaturalizacion inicial), 30 seg a 94°C
(desnaturalizacién), 1 min a 50-60°C (hibridacion), 14 min a 72°C (elongacién)
y 15 min a 72°C (elongacién final).

El ADN molde se eliminé incubando el producto de la PCR con la enzima
Dpnl (Thermo Fisher Scientific), que actua sobre el ADN metilado vy
hemimetilado cortandolo, pero no sobre las copias mutadas. El producto de
PCR se transformd en bacterias E. coli y se seleccionaron las colonias por su
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resistencia especifica al antibidtico, secuenciando finalmente el ADN para
verificar la mutacién en el nucleétido deseado.

2. TECNICAS DE MANIPULACION DE ARN

2.1. Purificacion del ARN

Se sembraron las células en placas de 6 pocillos y, tras el tratamiento
adecuado, se extrajo el ARN con el kit RNAeasy Mini Kit (Quiagen) siguiendo
el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, se lisaron las células con
el buffer RLT complementado con [B-mercaptoetanol, que inactiva las
ribonucleasas. Se transfirid la muestra, a la que se le afiadié previamente un
volumen de etanol al 70%, a una columna con membrana silica para la
purificacién de ARN vy, tras lavarlo con distintos tampones, se eluyé de ella
usando agua libre de RNasas.

2.2. Cuantificacion del ARN

Para conocer la concentracién del ARN plasmidico purificado se utilizé el
espectrofotometro NANOdrop (NanoDrop Technologies). Las muestras cuyos
ratios 260/280 y 260/230 nm estaban por debajo de 1,7 se descartaron
puesto que esto es un indicador de que las muestras pueden estar
contaminadas con proteinas u otros compuestos.

2.3. RT-PCR cuantitativa

La RT-PCR cuantitativa o gqRT-PCR (del inglés Quantitative reverse
transcripatase-PCR) permite la amplificacion y cuantificacion de una
molécula de ARN, dado que la enzima transcriptasa reversa usada permite la
sintesis de ADN a partir del ARN, el cual es amplificado por PCR. El nimero
de copias de la muestra de ARN se puede conocer gracias al ciclo limite o Ct
(Cycle threshold, nimero de ciclos necesarios para que la fluorescencia sea
mayor a la del fondo) que son inversamente proporcionales a la cantidad de
ARN de la muestra (ARN= 2 "2%)_ Se utiliza el compuesto SYBR Green, que se
une al ADN segun se va amplificando, siendo la intensidad de la fluorescencia
emitida por ésta proporcional a la cantidad de producto de PCR producido.
Asi pues, se utilizé el kit comercial iTag Universal SYBR Green One-Step (Bio-
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rad) y los oligonucledtidos indicados en la tabla 4 para realizar la qRT-PCR. Se
usé el termociclador iCycle (Bio-rad) para llevar a cabo la reaccién y se
analizaron los datos con el programa BioRad Ig5 (Bio-rad). Se normalizaron
los niveles de ARN de cada experimento usando los del gen GAPDH (del
inglés Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) de cada muestra.

3. TECNICAS DE MANIPULACION DE PROTEINAS

3.1. Purificacién de proteinas de fusion con GST

La expresion y purificacién a gran escala las proteinas de fusién a GST (del
inglés Glutathione S-transferase) se llevé a cabo a partir de la cepa E. coli
BL21, que habian sido transformadas con los plasmidos pGEX-4T-GST con las
secuencias de las proteinas de interés. Estos vectores presentan un
promotor /lac que permite inducir la expresion de la proteina quimicamente
con lactosa o con un andlogo, como el isopropil B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG).

Para ello, primeramente, se preincubaron las bacterias con los plasmidos
de interés durante toda la noche en medio LB con ampicilina (50 pg/mL) en
agitacién a 37 °C. Al dia siguiente, se centrifugd el cultivo recogiendo las
bacterias y eliminando el sobrenadante, con el objetivo de eliminar las
betalactamasas del medio. Se resuspendieron las bacterias en 200-800 mL de
LB con ampicilina y se incubaron en agitacién durante 1-2 horas a 37 °C,
hasta que se alcanzo la densidad dptica a 600 nm (DOegonm) de 0,6. En este
punto, el cultivo se encuentra en su fase exponencial de crecimiento, por lo
qgue es el momento en el que se puede inducir la expresién de la proteina
con IPTG (Roche) a 0,2 mM. Se dejo el cultivo 2-3 h a 37 °C o toda la noche a
15 °C en agitacion y se recogieron las bacterias por centrifugacion a 8.000 x g
durante 10 min. Se resuspendié el pellet en tampdn de lisis (20 mM Tris a 4
°C a pH8, 500 mM NaCl, 1% Tritén X-100, 0,025% NaNs, 0,2 pug/mL lisozima, 1
mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo o PMSF, 5 mM DTT, 10 pug/mL aprotinina
y 10 pg/mL leupeptina) y se sonicd la suspension a baja potencia a 4 °C
realizando 6 pulsos de 30 seg descansando 10 seg entre cada uno con el
sonicador Vibra Cell (Sonics). Se incubd 30 min en hielo y, pasado ese tiempo,
se centrifugd a 19.000 x g durante 20 min. Las proteinas expresadas eran
solubles y se encontraron en el sobrenadante al realizar una electroforesis en
gel SDS-PAGE (del inglés Sodium Dodecylsulfate - polyacrilamide Gel
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Electrophoresis) seguida de una tincidén con azul de Coomassie (apartado 3.4.
de Materiales y Métodos) de una alicuota de dicha fraccién. Asi pues, se
incubd el sobrenadante con la resina Glutathion Sepharose 4B beads (GE
Healthcare), que tiene alta afinidad por el epitopo GST, a 4 °C durante 2-8 h
en agitacion orbital. Posteriormente, se lavd la resina 3 veces con PBS frio
junto con los inhibidores de proteasas y se eluyd la proteina de fusion. Para
ello, se utilizé una solucidén de 20 mM de glutation reducido en 50 mM Tris-
HCl pH 8 y se fue centrifugando cada 10 min a 400 x g la muestra,
quedandonos con el sobrenadante, que es donde se encuentra nuestra
proteina de fusién eluida. Para comprobar que se habia purificado
correctamente, se realizd una electroforesis en gel SDS-PAGE seguida por
una tincién con azul de Coomassie y se determind su concentracion
mediante técnicas colorimétricas utilizando BIORAD protein assay (Bio-Rad) y
la proteina seroalbumina bovina (BSA, del inglés Bovine serum albumin) para
crear una recta patron.

3.2. Purificacion de la proteina de fusion BAF-HIS

La purificacién de la proteina BAF etiquetada con histidina se llevd a cabo
a partir de E. coli BL21, transformadas previamente con el plasmido pET con
la secuencia codificante de la proteina cedido por el laboratorio de Matt
Wieber (Universidad de Nebraska). Este vector presenta, al igual que las
proteinas de fusién con GST utilizadas, un promotor lac inducible con IPTG.

Resumidamente, las bacterias se preincubaron en medio LB con
ampicilina (50 pg/mL) en agitacion a 37 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se recogieron, resuspendieron y se incubaron en agitacién durante
1-2 h a 37 °C, hasta alcanzar la DOgoonm de 0,6, momento en el que se indujo
la expresion de la proteina con IPTG a 0,2 mM. Se dejé el cultivo toda la
noche a 15 °C en agitacion y posteriormente, se recogieron las bacterias. Se
resuspendio el pellet en tampdn de lisis (20 mM Tris a 4 °C a pH8, 500 mM
NaCl, 1% Tritén X-100, 0,025% NaNs;, 5 mM imidazol, 0,2 pg/mL lisozima, 1
mM PMSF, 5 mM DTT, 10 pg/mL aprotinina y 10 ug/mL leupeptina) y se
sonico la suspensién a baja potencia como se ha descrito en el apartado
anterior. Se incubd 30 min en hielo y se centrifugd a 19.000 x g durante 20
min. La proteina no se encontrd en la fraccion soluble, por lo que se descarto
el sobrenadante y se resuspendié el pellet en un segundo tampdn de lisis
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compuesto por 20 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl y 6 M urea. Posteriormente,
se incubd el sobrenadante con la resina Ni Sepharose™ High Performance
(GE Healthcare), que tiene alta afinidad por la histidina, durante 2 h en
agitacién orbital. Se lavd la resina 6 veces con junto con los inhibidores de
proteasas y se eluyd la proteina de fusion. Para ello, se utilizé una solucidn
de 20 mM Tris pH 8, 500 mM NaCl, 6 M urea y 500 mM de imidazol que
permite que se separe la proteina de la resina. Para verificar la purificacién
de la proteina, se realizé una electroforesis en gel SDS-PAGE seguida de un
Western Blot y tincidn con azul de Coomassie.

3.3. Electroforesis en geles SDS-PAGE

Se llevaron a cabo electroforesis en geles SDS-PAGE en condiciones
desnaturalizantes para la separacion de proteinas segln su tamafio. El SDS es
un detergente anidénico que desnaturaliza las proteinas y se une a ellas
confiriéndoles carga negativa debido a sus grupos sulfato. De esta forma, la
carga de la proteina se enmascara por las moléculas de SDS, lo que posibilita
que las proteinas migren hacia el polo positivo segiin su masa molecular. Se
utilizaron diferentes concentraciones de acrilamida para preparar el gel
separador (resolving) segun el tamafio de la proteina a analizar: geles del
7,5% de acrilamida para proteinas grandes de mas de 120 kDa, del 10% para
proteinas de entre 30 y 120 kDa y del 12,5% o 15% para las que pesaban
entre 7 y 30 kDa. Para la preparacion de estos geles, se utilizdé acrilamida al
7,5-15% vy bis-acrilamida al 0,13-0,4% en 0,375 M Tris-HCl pH 8,8 y 3,5 mM
SDS. Encima de estos geles, se prepard el gel concentrador (stacking)
utilizando acrilamida al 4,8% y bis-acrilamida al 0,128% en 0,125 M Tris-HClI
pH 6,8 y 3,5 mM SDS. Se afiadié a ambos geles APS (persulfato de amonio) y
TEMED (N, N, N’, N'-tetrametiletilenodiamina) para su solidificacién. Las
muestras de proteinas, antes de cargarlas en el gel, se procesaron
resuspendiéndolas en tampdn de carga (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 10%
glicerol, 2,3% SDS, 0,1% azul de bromofenol, 5% B- mercaptoetanol) e
hirviéndolas durante 5 min. La electroforesis se realizé en condiciones
desnaturalizantes utilizando un tampdn con 25 mM Tris-HCI, 200 mM glicina
y 1,7 mM SDS. Se usé el marcador de peso molecular Precision Plus Protein™
Standards Dual Color (Bio-Rad).
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3.4. Tincion con azul de Coomassie

La tincién con azul de Coomassie se utilizé para ver las proteinas en los
geles de poliacrilamida. Esta tincién se preparéd con 0,5% de Coomassie
brilliant blue R250 (Merck), 50% de metanol (Sigma-Aldrich) y 10% de acido
acético glacial (Merck), y se afiadié directamente a los geles, incubandolos,
posteriormente, durante 10-30 min en agitacién suave. Pasado ese tiempo,
se lavaron con la solucién de destincién, compuesta por 50% de metanol y
10% de acido acético glacial, hasta que las bandas de proteinas de podian ver
claramente. El gel se escaned con el equipo LI-COR Odyssey Infrared Imaging
System (LI-COR Biosciences).

3.5. Transferencia himeda y Western blot de extractos proteicos

Tras la separacion de las proteinas mediante electroforesis en SDS-PAGE,
se realizé la transferencia humeda de dichas moléculas a membranas de
PVDF Immobilon-P o Immobilon-FL (Millipore) para su deteccidn con
anticuerpos especificos. Para ello se siguié el protocolo descrito por Towbin
en 1979 [186]. Primeramente, se activaron las membranas durante 30 seg
con metanol (Sigma-Aldrich) y se realizé la transferencia durante 30-90 min a
90 voltios en un tampdn compuesto por 25 mM Tris-HCI, 19,2 mM glicina y
10-20% metanol. La concentracién de metanol varia en funcién del peso
molecular de las proteinas que vamos a transferir, siendo mayor cuanto
menor es la proteina. Una vez terminada la transferencia, se bloqued la
membrana durante 20 min a temperatura ambiente con leche desnatada o
BSA al 5% en tampon TBS-T (25 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM Nacl, 2,5 mM KCl y
0,1% Tween-20) segun las indicaciones del anticuerpo a utilizar
posteriormente. Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T y se incubaron
con el anticuerpo especifico primario siguiendo las instrucciones de la casa
comercial (Tabla 7). Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T y se
incubaron con los anticuerpos secundarios Goat Anti-Mouse IgG, DyLight™
680 y Goat anti-Rabbit Ig-G, DyLight™ 800 (Thermo Fisher Scientific) durante
una hora en oscuridad a una dilucién 1:10.000. Finalmente, las membranas
se lavaron 3 veces con TBS-T y se escanearon con el equipo LI-COR Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) que recoge la fluorescencia
emitida por los anticuerpos secundarios.
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En determinados casos, el anticuerpo secundario que se utilizd estaba
conjugado con peroxidasa (ECL Anti-Mouse IgG, Horseradish peroxidase-
Linked Species-Specific Whole Antibody de Amersham Bioscience o Anti-
Rabbit IgG (Whole Molecule) Peroxidase Conjugate de Sigma-Aldrich). En
estas ocasiones, después de incubar con dicho anticuerpo secundario las
membranas (dilucidn 1:10.000), la luminiscencia se detecto tras la incubacion
con ECL Western Blotting Detection Reagents (Ammersham Biosciences)
usando peliculas de rayos X (Fujifilm).

4. LINEAS CELULARES

4.1. Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo se especifican en la Tabla 8,
9 y 10. Se cultivaron, en general, en medio DMEM (del inglés Dulbecco’s
modified Eagle’s medium-low glucose) de Sigma-Aldrich suplementado con
10% de suero fetal bobino (FBS, del inglés Fetal bovine serum), 2 mM de L-
glutamina, y los antibidticos penicilina (50 unidades/mL) y estreptomicina
(50 ug/mL) de la casa comercial Gibco-Life Technologies-Invitrogen. Las lineas
se cultivaron en un incubador a 37 °C, 5% de CO2 y 98% de humedad
relativa, en placas Style de 100 x 20 mm, 60 x 15 mm o 35 x 15 mm (Thermo
Fisher Scientific), o bien en multiplacas de 96, 24, 12 o 6 pocillos, segun el
experimento a realizar. Para levantar las células de las placas se utilizd
TrypLE™ express de Gibco-Life Technologies-Invitrogen. Ademas, las células
se observaron con un microscopio éptico invertido Zeiss Axiovert 25 (Carl
Zeiss AG) y para su contaje, se utilizd un Coulter Counter de la serie Z (Life
Sciences).

4.2. Generacion de lineas celulares estables

Las lineas celulares estables utilizadas se generaron a partir de las lineas
A549 y Hela usando vectores lentivirales mediante transduccion lentiviral
como se explica en el apartado 6 de Materiales y Métodos. Se cultivaron en
medio DMEM suplementado con 10% FBS, 2 mM de L-glutamina, penicilina
(50 unidades/mL), estreptomicina (50 ug/mL) y 10 pug/mL de blasticidina
(InvivoGen). La blasticidina es el antibidtico de seleccidn de las células que
presentaban el vector lentiviral con la resistencia a dicho antibidtico. Al cabo
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de una semana de la infeccién, las células que no se infectaron murieron,
mientras que las que expresaban las proteinas introducidas y la resistencia al
antibidtico sobrevivieron. La expresion de dichas proteinas se comprobd
realizando un Western blot con los anticuerpos especificos de las proteinas y
mediante inmunofluorescencia.

4.3. Clonacidn de célula unica de lineas celulares estables

Con el objetivo de eliminar la heterogeneidad causada por la insercidon
aleatoria de los vectores lentivirales en el genoma de las células y poder
establecer lineas celulares con unas caracteristicas genéticas similares se
llevd a cabo una clonacién de célula dnica utilizando el citémetro BD
FACSAria™ 11l (BD Biosciences). Para ello, las células infectadas se recogieron
y se filtraron con un filtro de 35 um (Falcon 5 mL Round Bottom Polystyrene
Test Tube de Corning Life Sciences) para eliminar los agregados celulares. Las
células se separaron con el citdmetro anteriormente nombrado, en funcidn a
la relacidn entre tamafio y forma, en placas de 96 pocillos de forma que solo
cayese una célula por pocillo. Estos pocillos contenian 150 uL de DMEM
suplementado con 10 pg/mL de blasticidina. Pasadas dos semanas de
crecimiento, se pasaron los clones a placas sucesivamente mayores hasta
conseguir un cultivo celular estandar y poder comprobar tanto por Western
Blot como por inmunofluorescencia la expresién de la proteina de cada clon.

5. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS DE ADN EN CELULAS
EUCARIOTAS EN CULTIVO MONOCAPA

5.1. Transfeccion con JetPEI™

La sobreexpresidon transitoria de proteinas se realizé transfectando las
células con el ADN plasmidico de interés (Tabla 11). Las células se sembraron
24 h antes de transfectarlas, de forma que alcanzasen una confluencia del
50-70% durante ese dia. La transfeccion se realizd con el polimero catidnico
JetPEI™ (Polyplus transfection) segun las instrucciones del fabricante. Este
polimero compacta el ADN en particulas cargadas positivamente, que se
unen a las cargas negativas de los proteoglicanos de la membrana celular y
se introducen a la célula por endocitosis. Asi pues, el ADN se resuspendié en
un volumen de NaCl 150 mM, y de la misma manera, el JetPEl (se afiaden 2
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uL de JetPEl por cada microgramo de ADN). Se mezcld y se incubd durante 20
min y se afiadié la mezcla sobre las células. La cantidad de ADN de cada
pldasmido a transfectar viene especificada en cada experimento, aunque la
concentracién final de ADN en cada experimento se mantuvo constante.

5.2. Transfeccion con Lipotransfectin

Para la supresién de la expresion de VRK1 mediante ARN de interferencia,
se utilizd el reactivo Lipotransfectin (Solmeglas) y los siARN especificos
(Dharmacon RNA Technologies) recogidos en la tabla 3. A su vez, se utilizo el
SiARN ON-TARGET plus siControl Nontargeting siRNA (Dharmacon RNA
Technologies) que no tiene diana en células humanas como control de la
transfeccion en los experimentos. El reactivo Lipotransfectin contiene
subunidades lipidicas que forman liposomas de naturaleza catidnica. Estas
cargas permiten su unién al ARN (cargada negativamente) y la fusién con la
membrana celular e introduccién en las células.

Las células se sembraron en medio DMEM sin antibidtico en estos casos
para facilitar la transfeccion. Se diluyd la Lipotransfectin en un volumen de
Opti-MEM (GIBCO-life technologies) y, pasados 5 min, se le afiadié el siARN
especifico resuspendido a su vez también en Opti-MEM. Se incubd durante
20 min la mezcla y se afiadié la mezcla sobre las células. Tras 12 h, se
reemplazo el medio de cultivo por medio con antibidtico para eliminar el
reactivo.

6. TRANSDUCCION LENTIVIRAL

Se utilizé la transduccidn lentiviral para introducir ADN en las células de
forma altamente eficiente, dado que los vectores usados son capaces de
transducir células tanto en interfase como en mitosis. En la tabla 11 se
recogen los vectores lentivirales usados. Para la obtencién de los lentivirus,
se tiene que proporcionar a las células plasmidos que codifiquen las
proteinas de empaquetamiento lentiviral, asi como para la maquinaria de
replicacién del material genético viral. Asi pues, se transfectan los vectores
lentivirales junto con los vectores pCMV-dRp8.91 (codifica las proteinas Gag
y Pol) y pMD26-VSV-G (codifica la proteina Env) segun se indica a
continuacion.
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Primeramente, se sembraron células HEK-293T y, a las 24 horas, se
transfectaron con 9 pg del vector lentiviral y de los dos vectores de
empaguetamiento segun se ha explicado en el apartado 5.1. de Materiales y
Métodos. A las 24 h de transfeccién, se cambié el medio y se sembraron las
células A549 y Hela. Al dia siguiente, se realizé la transduccion afiadiendo
sobre las células A549 y HelLa el medio de las HEK-293T, previamente filtrado
con un filtro de 0,45 um (Acrodisc Syringe Filters, Pall Corporation) al que se
le afiadid 4 pg/mL de polibreno (Sigma-Aldrich). El polibreno en una
molécula de carga positiva que permite a las glicoproteinas virales unirse a
los receptores ya que puede asociarse a la membrana celular neutralizando
su carga. Se repitid este proceso otras dos veces a las 12 h y posteriormente
se afiadié 10 pug/mL de blasticidina al medio, dado que el vector lentiviral
posee el gen de resistencia.

Se infectd en paralelo una placa con un vector que expresa GFP pero que
no posee la resistencia al antibidtico, como control de transfeccidn,
transduccion y seleccion.

7. EXTRACTOS PROTEICOS CELULARES

7.1. Obtencidn de extractos proteicos de células en cultivo

La obtencién de extractos proteicos a partir de células en cultivo se llevd a
cabo lisando las células con un tampdn de lisis suave en un volumen variable.
Este tampdn estd compuesto por 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1%
Tritdn X-100 y 1 mM EDTA, y se le aifiadieron inhibidores de proteasas (1 mM
PMSF, 10 pg/mL de leupeptina y 10 pg/mL de aprotinina) y fosfatasas (1 mM
de fluoruro de sodio y 1 mM de ortovanadato de sodio). Una vez lisadas, se
incubd la suspensién durante 20-30 min y se centrifugd a 16.100 x g a 4°C
durante 20 min. Las proteinas se encontraron en la fraccion soluble.

Para cuantificar la concentracion de proteina obtenida, se usé el método
Bradford o BCA. El Bradford se basa en el cambio de color que sufre el
colorante G-250 Coomassie que, cuando se une a las proteinas, cambia de
pardo a rojo-azulado, lo que hace que su maximo de absorcién cambie de
465 a 595 nm. Se utilizé el reactivo Bio-Rad Protein assay de Bio-Rad y para
generar la recta patron se utilizé BSA de Bio-Rad. Por su parte el BCA (del
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inglés Bicinchoninic acid) se basa en la capacidad que tienen las proteinas de
reducir los iones Cu*? del reactivo BCA a Cu*!, adquiriendo un color morado
proporcional a la concentracion de proteina presente en la muestra. Se usé
el kit BCA assay de Thermo-Fisher.

7.2. Obtencidn de extractos proteicos de células en cultivo con buffer
RIPA

Para la obtencién de extractos proteicos celulares, incluidas proteinas
nucleares como histonas, se lisaron las células con el tampdn de lisis RIPA,
compuesto por 50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, 1% Tritéon X-100y 1 mM
EDTA vy los inhibidores de proteasas y fosfatasas indicados en el apartado
anterior. Se incubaron las muestras 10 min a 4 °C y se sonicaron a baja
potencia dando 2 pulsos de 15 seg descansando 5 min entre cada uno. Con
esto se fragmenta el ADN quedando libres las proteinas contenidas en el
nlcleo. Posteriormente se centrifugaron las muestras a maxima velocidad
durante 10 min. Las proteinas se localizaron en la fraccion soluble. Se midid
la concentracion de proteina con el método de Bradford o BCA explicados
anteriormente.

7.3. Fraccionamiento citosol-nucleo de extractos proteicos

Para la obtencién de las proteinas del citosol y nucleo a partir de un
cultivo celular, se utilizd, primeramente, un tampdn de lisis de fraccion
citosdlica compuesto por 10 mM HEPES pH 7,6 (Sigma- Aldrich), 40 mM KCl,
3 mM MgCl,, 5% glicerol (Sigma- Aldrich), 0,5% Igepal (Sigma- Aldrich), al que
se le afiadié inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 10 pug/mL leupeptina, 10
ug/mL aprotinina) y fosfatasas (1 mM NaF y 1 mM ortovanadato de sodio).
Para ello, se recogieron las células en un Falcon de 50 mL (Corning) y se
resuspendieron en tres voliumenes de dicho tampdn de lisis. Se incubd 5 min
en hielo y se centrifugé a 800 x g 5 min a 4 °C. El sobrenadante se guardd
como la fraccidn citosdlica. Se lavo el pellet tres veces con el tampdn de lisis
de fraccion citosdlica, pero esta vez sin aiadirle Igepal para prevenir la lisis
de las membranas nucleare. Posteriormente, se lisé el pellet con el tampdn
de lisis de fraccion nuclear complementado con los inhibidores de proteasas
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y fosfatasas nombrados anteriormente. Este tampén de lisis estd compuesto
por 10 mM HEPES pH 7,9, 420 mM NaCl, 0,1 mM EGTA (Sigma- Aldrich), 25%
glicerol y 1,5 mM MgCl,. Se incubd 10 min en hielo y se centrifugd a 16.100 x
g durante 10 min, recogiendo el sobrenadante como la fraccién nuclear.

Se cuantificé la concentracion de proteina en ambas fracciones con el
método de Bradford o BCA explicados anteriormente.

8. ENSAYOS DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS

8.1. Ensayos de coinmunoprecipitacién

Para los ensayos de inmunoprecipitacién (IP) se utilizaron entre 0,5 y 2
mg de proteina, llevandolo hasta un volumen final de 1 mL con el buffer de
lisis utilizado para la obtencion de estos extractos proteicos. Se incubaron
con el anticuerpo especifico durante toda la noche a 4 °C, a la dilucién
indicada por el comerciante y, después, se anadieron 20 pL de la resina
equilibrada Protein G Agarose Resin 4 Rapid Run™ (Agarose Bead
Technologies) durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C. En
este momento, nuestra proteina se encuentra unida a la resina por medio
del anticuerpo. Posteriormente, se lavo la resina unida a nuestra proteina 3
veces por centrifugacion suave y se afiadié el tampdn de carga, se hirvid
durante 5 min y se analizaron las proteinas inmunoprecipitadas por
electroforesis y Western Blot. Se utilizd, como control negativo de los
ensayos, un punto en el que se precipita con un anticuerpo inespecifico.

8.2. Ensayos de Pull-Down

Los ensayos de Pull-Down consisten en precipitar proteinas fusionadas a
GST. Para ello, se transfectan estas proteinas de fusion en células eucariotas
y, pasados dos o tres dias, se lisaron como se explico en el apartado 7.1. de
Materiales y Métodos. Se incubaron entre 0,5 y 2 mg de extracto proteico
con 40 pL de la resina Glutathion Sepharose 4B beads (GE Healthcare)
equilibrada durante 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C. Se
lavd la resina 3 veces por centrifugacion suave y se procesaron las muestras
con tampdn de carga para su andlisis por Western Blot. Se utiliz6, como
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control negativo de estos experimentos, una muestra en la que se precipita
el GST vacio.

9. MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO

Para el estudio de las caracteristicas fenotipicas de las lineas celulares, se
realizé la captura de imdagenes con un microscopio de campo claro. Para ello,
se sembraron las células en placas de 6 pocillos y, pasadas las 24 h, se
silencid la expresién de VRK1 enddgeno como se explica en el apartado 5.2.
de Materiales y Métodos. Tras 48 o 72 h, se capturaron imagenes in vivo con
el microscopio de campo claro Nikon Eclipse TE 2000 cada 10 min durante 24
h a un aumento del 10x. Posteriormente, se analizaron distintos parametros
de las lineas celulares (area celular, distancia recorrida y velocidad) utilizando
el programa ImageJ (National Institutes of Health).

9.1. Ensayos de cierre de herida

Se realizaron ensayos de cierre de herida (Wound healing assay) para
determinar la capacidad de migracidn de las células de las lineas HelLa y A549
estables generadas. Para ello se cultivaron las células en placas de 24 pocillos
y pasadas 24 horas se silencid la expresion del gen VRK1 humano.
Posteriormente, se eliminé el suero del medio para frenar la proliferacion
celular y poder cuantificar de forma mas precisa la migracién celular.
Posteriormente, cuando el cultivo alcanzé la confluencia, se realizé la herida
con ayuda de una punta fina y se capturaron imagenes in vivo con el
microscopio de campo claro Nikon Eclipse TE 2000 cada 15 minutos durante
24. Posteriormente, se analizé el cierre de la lesidn con el programa ImageJ
(National Institutes of Health).

10. INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Los ensayos de inmunofluorescencia (IF) se llevaron a cabo para detectar
la expresion de una proteina, su localizacidn subcelular y colocalizacién con
otras proteinas. Para ello, primeramente, se sembraron las células sobre
cubreobjetos (Thermo Fisher Scientific) afadiendo polilisina al 0,01% (Merck)
si fuese necesario y, pasadas 24-72 h, las células se trataron con
paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 3% en PBS 1X durante 30 min para
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fijarlas. Para reducir los grupos aldehido libres después de la fijacion, se
afiadié a las células 20 mM de glicina (Panreac) durante un minimo de 15
min. Posteriormente, las células se permeabilizaron durante 30 min con 0,2%
de tritdn X-100 (Sigma-Aldrich) en PBS 1X y se bloquearon en 1% de BSA y
azida sddica (Sigma-Aldrich) en PBS 1X durante, como minimo, 1 h a
temperatura ambiente o bien, a 4 °C durante toda la noche. Para la
deteccién de 8-oxo-G, las células se fijaron de distinta forma. Se fijaron con
etanol 70% durante 5 min, se trataron con 1,5 M HCI| durante 30 min y se
bloquearon con 5% FBS y 0,3% Tritén X-100 en PBS durante 1 h.

Una vez fijadas y permeabilizadas, se incubaron con el anticuerpo
primario a la concentracién indicada por el comerciante (Tabla 7) con 1% de
BSA y azida sédica en PBS 1X, durante 2 h a temperatura ambiente o toda la
noche a 4 °C. Cuando fue necesario, se incubaron las células seguidamente
con el segundo anticuerpo primario. Estos dos anticuerpos fueron siempre
de distinto origen (ratén y conejo) para poderse detectar posteriormente de
forma separada. Después se lavaron las células tres veces con PBS 1X para
eliminar los restos de anticuerpo libre y se incubaron con los anticuerpos
secundarios conjugados a los fluorocromos de cianina Cy2 (Cy™2-conjugated
AffiniPure Goat anti-Rabbit/anti-Mouse IgG (H+L)) y/o Cy3 (Cy™3-conjugated
AffiniPure  Goat anti-Rabbit/anti-Mouse 1gG  (H+L)) de Jackson
ImmunoResearch) y/o Cy5 (Cy™5-conjugated AffiniPure Goat anti-Mouse IgG
(H+L)) de Jackson ImmunoResearch) durante una hora a una dilucidn
1:10.000. A partir de este momento, el protocolo se realizé en oscuridad
para preservar los fluordforos. Tras esta incubacion, se marcaron los nucleos
con DAPI (4°,6'-diamidino-2-fenilindol) (Roche) diluido en PBS 1X durante 15
minutos y se montaron los cubreobjetos sobre portaobjetos con MOWIOL 4-
88 (Calbiochem). Finalmente, se utilizd el microscopio de fluorescencia
THUNDER Imager 3D Tissue (Leica Microsystems) o el Leica TCS SP5 (Leica
Microsystems) y se analizaron las imagenes con el programa Image)
(National Institutes of Health).

Para determinar el dafio en el ADN, después de fijar y permeabilizar las
células, se incubaron una hora a 37 °C con la mezcla de reacciédn TUNEL (kit in
situ Cell death Detection de Roche) que contiene la enzima TdT que cataliza
la adicion de dUTPs marcados con fluoresceina a los extremos 3’ libres del
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ADN fragmentado. Posteriormente, se marcaron los nucleos con DAPI y se
montaron los cubreobjetos con MOWIOL, como se indica anteriormente.

11. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUINASA

11.1. Ensayos quinasa in vitro con ATP radiomarcado

Los ensayos quinasa in vitro usando ATP radiomarcado se realizaron para
estudiar la actividad serina/treonina quinasa cuando no fue posible detectar
la fosforilacién con anticuerpos especificos. Para ello, se usaron proteinas
unidas a GST, histidina o inmunoprecipitados de extractos proteicos
celulares. Para estos ensayos, se usé un tampodn especifico para caseina
quinasas (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl;, 0,5 mM DTT y 150 mM KCl), 5
UM de ATP frio (Roche), 5 uCi de [y-32P] ATP (PerkinElmer), 2 ug de la quinasa
fusionada a GST y 1 pg de los sustratos especificos (tabla 11) y de las histonas
H2A.X y H3 (Upstate- Millipore). Se incubaron las reacciones a 30 °C durante
45 min en agitacién (100 x g) en un Thermomixer Compact (Eppendorf) y
posteriormente, se procesaron las muestras afiadiendo tampdn de carga e
hirviéndolas durante 5 min. Como control negativo de los experimentos se
utilizé una muestra a la que no se afiadid ATP radiomarcado. Las proteinas
fosforiladas se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE y transferencia
a membranas y las bandas radiactivas se detectaron al exponer las
membranas a peliculas de rayos X (Fujifilm) a diferentes tiempos. Se
utilizaron anticuerpos especificos (Tabla 7) como controles de carga.

11.2. Ensayos quinasa in vitro con ATP frio

Los ensayos quinasa in vitro utilizando ATP frio, se llevaron a cabo para
analizar la actividad serina/treonina quinasa de VRK1 cuando ya estaba
descrito el sitio de fosforilaciéon y se disponia de los anticuerpos
fosfoespecificos para su deteccidn. Se siguié el mismo procedimiento que en
el aparatado anterior, utilizando el tampdn especifico para caseina quinasas,
2 ug de la quinasa fusionada a GST, 1 ug de los sustratos especificos (tabla 11
o de la histona H3 (Upstate-Millipore)) y 10 uM de ATP frio. Se incubaron las
muestras a 30 °C durante 45 min en agitacidn y se procesaron con tampdn
de carga. Como control negativo de los experimentos se utilizé una muestra
a la que no se anadié ATP radiomarcado. Finalmente, se realizé un Western
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Blot y se incubaron las membranas con el anticuerpo fosfoespecifico
correspondiente (tabla 7).

12. REACTIVOS Y ESTIMULACIONES

Se utilizd el inhibidor MG-132 de Calbiochem a 36 uM durante 6 h para
bloquear la actividad proteolitica del proteasoma 26S. Este compuesto se
une a las subunidades proteicas B del nucleo 20S del proteasoma impidiendo
su actividad.

En los estudios de estabilidad proteica, se trataron las células con 50
ug/mL de cicloheximida (Sigma-Aldrich), que inhibe la sintesis de proteinas al
bloquear la elongacién traduccional al interferir con la actividad peptidil
transferasa del ribosoma.

Se utilizé la doxorrubicina (Sigma-Aldrich) para generar roturas de doble
cadena en el ADN. La doxorrubicina es un farmaco utilizado como agente
quimioterapéutico. Actua intercaldndose en el ADN bloqueando la actividad
de la topoisomerasa ll, lo que impide su transcripcién [191].

En los ensayos de ciclo celular, se usé Timidina 2 mM 24 h (Sigma-Aldrich)
para sincronizar las células en fase S y nocodazol 0,33 uM 12 h (Sigma-
Aldrich) para pararlas en fase G2/M. Una alta concentracién de timidina
interrumpe la via metabdlica de los desoxinucledtidos y, por tanto, de la
replicacién del ADN. Por su parte, el nocodazol es un compuesto que inhibe
la polimerizaciéon de los microtubulos necesarios para la divisién celular.

13. SIMULACION DE LA DINAMICA MOLECULAR DE LAS VARIANTES
DE VRK1

La simulacion de las estructuras de las variantes de la quinasa humana
VRK1 se realizaron en colaboracién con David Ros Pardo, Iliiigo Marcos
Alcalde y Paulino Gomez Puertas, del grupo de modelado molecular del
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, CBMSO (CSIC-UAM).

Las estructuras de las variantes de VRK1 se sometieron a 100 ns de
simulacién de Dinamica Molecular (MD) utilizando el paquete de dinamica
molecular AMBER18 (http://ambermd.org/; Universidad de California-San
Francisco, CA) [192]. Resumidamente, los modelos 3D se solvataron primero
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con una caja solvente preequilibrada octaédrica periddica usando el médulo
LEAP de AMBER, con 12 A como la distancia mas corta entre cualquier &tomo
en el subdominio de la proteina y los limites de la caja periddica. La
simulacién MD se realizé utilizando el programa PMEMD de AMBER18 vy el
campo de fuerza ff14SB (http://ambermd.org/), aplicando el algoritmo
SHAKE, un paso de tiempo de 2 femtosegundos (fs) y un corte no enlazado
de 12 A. Los sistemas se relajaron inicialmente en 10000 pasos de
minimizacién de energia, utilizando 1000 pasos de minimizacién del
descenso mas pronunciado seguidos de 9000 pasos de minimizaciéon de
gradiente conjugado. Después se iniciaron las simulaciones con una fase de
calentamiento de 20 picosegundos (ps), elevando la temperatura de 0 a 300
K en 10 pasos de cambio de temperatura, después de cada uno de los cuales
se reasignaron las velocidades. Durante la minimizacidn y el calentamiento,
los diedros de trazas de Ca se restringieron con una constante de fuerza de
500 kcal mol-1 rad-2 y se liberaron gradualmente en una fase de equilibrio
en la que la constante de fuerza se redujo progresivamente a 0 durante 200
ps. Después de la fase de equilibrio, se obtuvieron 100 ns de simulacién MD
sin restricciones para las estructuras. Las trayectorias de MD se analizaron
utilizando el software VMD [193]. Las figuras se generaron utilizando el
sistema de graficos moleculares Pymol (https://pymol.org/; Schrédinger, LLC,
Portland, OR).

14. ANALISIS ESTADISTICOS

Para este trabajo, se han usado los programas estadisticos IBM SPSS
Statistics 25 y Graphpad Prism 7. Las pruebas estadisticas que se utilizaron
fueron ANOVA one-way (o de un factor), cuando las muestras seguian una
distribucidn normal, seguido de la prueba post-hoc Tukey para comparar las
muestras 2 a 2; y el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba
post-hoc Bonferroni, para comparar las muestras 2 a 2.
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Tabla 2. Oligonucleétidos usados para secuenciacion.

Denominacion

OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA SECUENCIACION

Gen

VRK1 For
VRK1 Rev
HalfHVRK1

Secuencia 5’ —»3’

CCTCGTGTAAAAGCAGCTCAAGCTG
GGACTCTCTTTCTGGTTCTTGAACGG
TCATAAAGAATACAAAGAAGACC

secuenciado

VRK1 humano

mVRK1 For

mVRK1 Rev
HalfmVRK1 For
HalfmVRK1 2 For

CTAAGTATTGGGGATCTGGTCTACGTGATAAAAATG
CATTTTTATCACGTAGACCAGATCCCCAATACTTAG
GTACGTGCACGGGGACATCAAGGC
GAAAAACCTCTTTATGAAA

VRK1 murino

Tabla 3. ARN de interferencia usados en este trabajo.

ARN DE INTERFERENCIA VRK1 HUMANO

Denominacion
siControl (siC)

Secuencia 5’ —»3’

UGGUUUACAUGUCGACUAA
siVRK1-02 (si02) CAAGGAACCUGGUGUUGAAUU
siVRK1-03 (si03) GGAAUGGAAAGUAGGAUUA

Tabla 4. Oligonucleétidos usados para realizar RT-PCR cuantitativa.

OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA RT-PCR

Denominacion

Secuencia 5'— 3’
GAPDH For GGTCTTACTCCTTGGAGGCCATGTG GAPDH humano
GAPDH Rev ACCTAACTACATGGTTTACATGTT
Pex2hVRK1 For CCAACGAGCTGCAAAACC VRK1 humano
Pex2hVRK1 Rev TGTCATGTAGACCAGACCCCC
Pex51PK For TGCATCTATCTGGCGGACAC VRK1 murino
Pex51PK Rev TCCGTGAAAAGAGGTCCATTG
SMN For TACATGAGTGGCTATCATACTGGCTA SMN humano
SMN Rev AATGTGAGCACCTTCCTTCTTTTT
VCP For CCTTGTCCCAGCCCAAGATGGA VCP humano
VCP Rev ATGGCTGGATGCTGATGACATCC
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Tabla 5. Oligonucleétidos usados para la mutagénesis directa de VRK1 humano

OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA LA MUTAGENESIS DE VRK1 HUMANO

Secuencia 5% 3’ Variante
P79L For AACCCAGTGACAATGGACTTCTTTTTACTGAATTAAA P79L
P79L Rev TTTAATTCAGTAAAAAGAAGTCCATTGTCACTGGGTT
R89Q For AATTAAAGTTCTACCAACAAGCTGCAAAACCAGAGCA R89Q
R89Q Rev TGCTCTGGTTTTGCAGCTTGTTGGTAGAACTTTAATT

H119R For TCTGGTCTACGTGACAAAAATGGAA H119R
H119R Rev TTCCATTTTTGTCACGTAGACCAGA

R133C For GGTTTATGATAATGGATTGCTTTGGGAGTGACCTTCAG R133C
R133C Rev CTGAAGGTCACTCCCAAAGCAATCCATTATCATAAACC

G135R For GGTTTATGATAATGGATCGCTTTAGGAGTGACCTTCAG G135R
G135R Rev CTGAAGGTCACTCCTAAAGCGATCCATTATCATAAACC

L195V For GGCCTCAAATCTTCTTGTGAACTACAAGAATCCTGACC 1195V
L195V Rev GGTCAGGATTCTTGTAGTTCACAAGAAGATTTGAGGCC

Y213H For AGGAGTTCATAAAGAACACAAAGAAGACCCCAAAA v213H
Y213H Rev TTTTGGGGTCTTCTTTGTGTTCTTTATGAACTCCT

R219I For CAAAGAAGACCCCAAAATATGTCACGATGGCACT R2101
R219I1 Rev AGTGCCATCGTGACATATTTTGGGGTCTTCTTTG

T228M For CGATGGCACTATTGAATTCATGAGCATCGATGCACACAATGG T228M
T228M Rev CCATTGTGTGCATCGATGCTCATGAATTCAATAGTGCCATCG
V236M For ATCGACGCTCACAAAGGCATGGCCCCATCAAGACG V236M
V236M Rev CGTCTTGATGGGGCCATGCCTTTGTGAGCGTCGAT

R241C For TCAAGAGGTGGTGATTTGGAAA R241C
R241C Rev CCAAATCACCACCTCTTGATGG

W254L For GGTTATTGCATGATCCAATTGCTTACTGGCCATCTTCCTTGGGAGG W254L
W254L Rev CCTCCCAAGGAAGATGGCCAGTAAGCAATTGGATCATGCAATAACC

T256I For GATCCAATGGCTTATTGGCCATCTTCCTT T2561
T2561 Rev AAGGAAGATGGCCAATAAGCCATTGGATC

G257S For CCAATGGCTTACTAGCCATCTTCCTTGG G257
G257S Rev GGAAGATGGCTAGTAAGCCATTGGATCA

D263G For CTTCCTTGGGAGGGTAATTTGAA D263G
D263G Rev ATCTTTCAAATTACCCTCCCAAG

D267G For TGGGAGGATAATTTGAAAGGTCCTAAATATGTTAGA D267G
D267G Rev TCTAACATATTTAGGACCTTTCAAATTATCCTCCCA

R321C For TGAAAATTTATGTGACATTCTTTTGCA R321C
R321C Rev TGCAAAAGAATGTCACATAAATTTTCA

R358X For GACCAGCCTCAAAGAAGTAGAAGAAAGAAGCAGAAGAAAGC R358X
R358X Rev GCTTTCTTCTGCTTCTTTCTTCTACTTCTTTGAGGCTGGTC
W375X For GGAACCTGGTGTTGAAGATACGGAATGATCAAACACACAGACAGAGG W375X
W375X Rev CCTCTGTCTGTGTGTTTGATCATTCCGTATCTTCAACACCAGGTTCC

R387H For GGAGGCCATACAGACCCACTCAAGAACCAG R387H
R387H Rev CTTTCTGGTTCTTGAGTGGGTCTGTATGGC

K179E For AGTATGTGCATGGAGATATCGAGGCCTCAAATCTTCTTCTGAACT K179E
K179E Rev AGTTCAGAAGAAGATTTGSGGCCTCGATATCTCCATGCACATACT
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Tabla 6. Oligonucledtidos usados para la mutagénesis directa de VRK1 murino

OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA LA MUTAGENESIS DE VRK1 MURINO

Denominacién Variante
mP79L For AACCCAGTGACAATGGACTTCTTTTCACGGAATTAAA
mP79L Rev TTTAATTCCGTGAAAAGAAGTCCATTGTCACTGGGTT mP79L
mR89Q For CACGGAATTAAAGTTCTACCAGCAGGCTGCTAAACCAGAG mR89Q
mR89Q Rev CTCTGGTTTAGCAGCCTGCTGGTAGAACTTTAATTCCGTG
mH119R For CTAAGTATTGGGGATCTGGTCTACGTGATAAAAATG
mH119R Rev CATTTTTATCACGTAGACCAGATCCCCAATACTTAG mH119R
mR133C For GTTTATGATAATGGACTGCTTTGGGAGTGACCTTC MR133C
mR133C Rev GAAGGTCACTCCCAAAGCAGTCCATTATCATAAAC
mG135R For GTTTATGATAATGGACCGCTTTCGGAGTGACCTTC
mG135R Rev GAAGGTCACTCCGAAAGCGGTCCATTATCATAAAC mG135R
mL195V For GCCTCCAACCTGCTCGTGAGTCACAAGAACCCTG mL195V
mL195V Rev CAGGGTTCTTGTGACTCACGAGCAGGTTGGAGGC
mY213H For TGGAGTTCATAAAGAGCACAAGGAAGATCCCAAA
mY213H Rev TTTGGGATCTTCCTTGTACTCTTTATGAACTCCA mY213H
mR219I For GGAAGATCCCAAAATCTGCCATGACGGCACC mR219
mR219I Rev GGTGCCGTCATGGCAGATTTTGGGATCTTCC
mT228M For GACGGCACCCTGGAGTTCATGAGCATCGACGCTCACAAAGG
mT228M Rev CCTTTGTGAGCGTCGATGCTCATGAACTCCAGGGTGCCGTC mT228M
mV236M For GCATCGACGCTCACAAAGGCATGGCCCCATCAAGACG mV236M
mV236M Rev CGTCTTGATGGGGCCATGCCTTTGTGAGCGTCGATGC
R241C For TCAAGAGGTGGTGATTTGGAAA
R241C Rev CCAAATCACCACCTCTTGATGG mR241C
mW254L For GGTTATTGCATGATCCAGTTGCTCAGCGGCTGTCTTCCTTGGGAAG mW254L
mW254L Rev CTTCCCAAGGAAGACAGCCGCTGAGCAACTGGATCATGCAATAACC
mS256l For ATCCAGTGGCTCATCGGCTGTCTT mMS256]
mS2561 Rev AAGACAGCCGATGAGCCACTGGAT
mG257S For CAGTGGCTCAGCAGCTGTCTTCCTTGG mG257S
mG257S Rev GGAAGACAGCTGCTGAGCCACTGGATC
mD263G For CTTCCTTGGGAAGGTAACTTGAAA mD263G
mD263G Rev ATCTTTCAAGTTACCTTCCCAAGG
mD267G For GAAGATAACTTGAAAGGTCCTAACTA
mD267G Rev TAGTTAGGACCTTTCAAGTTATCTTC mD267G
mR321C For CTCTCTATCAAAACCTATGTGATATCCTTTTACAAGGAC mMR321C
mR321C Rev GTCCTTGTAAAAGGATATCACATAGGTTTTGATAGAGAG
mR387H For AGAGGCCGCACAGACCCACAGTGTGGAG
mR387H Rev GGGACTCCACACTGTGGGTCTGTGCGGC mR387H
mK179E For GTGCACGGGGACATCGAGGCCTCCAACCTGCTCCT
mK179E Rev CTCTGGTTTAGCAGCCTGCTGGTAGAACTTTAATTCC mK179E
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Tabla 7. Anticuerpos usados en este trabajo

ANTICUERPOS
Anticuerpo | Antigeno | Tipo | Dilucién | Casacomercial _
53BP1 (NB100-304) 53BP1 (350-400 aa) Policlonal conejo IF 1:400 Novus biologicals
Anti-8-oxoguanina 8-oxoguanina Monoclonal ratén IF 1:400 Merk
_— H4 2-19 aa acetilados . . WB 1:1000
Acetil histona H4 (K16) enlisinas, 8, 12y 16 Policlonal conejo IF 1:200 Abcam
Coilina Pdelta Coilina C-terminal Monoclonal ratén IF 1:200 Santa cruz
Coilina Coilina (1-237 aa) Policlonal conejo W8 1:1.000 Thermo-Fisher
IF 1:200
GIlyRS (GARS) H-300 GARS (440-732 aa) Policlonal conejo WB 1:500 Santa Cruz
GST tag Epitopo GST Monoclonal ratén WB 1:1.000 Santa Cruz
YH2A.X Ser 139 Monoclonal ratén IF 1:400 Millipore
H2A.X H2A.X C-terminal Policlonal conejo WB 1:1.000 Cell Signaling
Anti-polyHistidine Epitopo His Monoclonal ratén WB 1:1.000 Sigma-Aldrich
Histona 3 #9715 Histona 3 C-terminal Policlonal conejo WB 1:5.000 Cell Signaling
H3 4-14 aa con lisina . . WB 1:1.000 -
H3K9ac 9 acetilada Policlonal conejo IF 1:2.000 Millipore
Trimetilacién en lisina . ) WB 1:800 .
H3K9me3 9 de H3 Policlonal conejo IF 1:800 Millipore
Acetilacién en lisina . . WB 1:1.000 -
H3K27ac 27 de H3 Policlonal conejo IF 1:1.000 Millipore
N-terminal de H3 con . . WB 1:800 -
H3K27me3 lisina 27 trimetilada Policlonal conejo IF 1:800 Millipore
HA.11ta Epitopo HA Monoclonal ratén IF1:500 BioLegend
Ll [FmEer WB 1:1.000 g
. . . IF 1:500 . .
HA tag Epitopo HA Policlonal conejo WB 1:1.000 Sigma-Aldrich
Myc tag Epitopo Myc Monoclonal ratén WB 1:1.000 Millipore
Myc tag Epitopo Myc Policlonal conejo WB 1:1.000 Millipore
p53 pThrl8 ab30659 p53 fosforilada Thr18 Policlonal conejo WB 1:1.000 Abcam
pRb #9308 Ser807/811 Policlonal conejo WB 1:500 Cell Signaling
Anti-Phosphoserine, Serinas fosforiladas Monoclonal ratén WB 1:500 Millipore
Clon 4A4
Antibody
pSer184 Coilina Serina 184 fosforilada Policlonal conejo WB 1:1.000 Production
Services Lid
pThr3 H3 H3 fosforilada Thr3 Policlonal conejo WB 1:500 Millipore
Rb C-15 Rb C-terminal Policlonal conejo WB 1:500 Santa Cruz
. WB 1:1.000 BD Transduction
SMN (610647) SMN (14-732 aa) Monoclonal ratén IF 1:200 Laboratories
VCP (PA5-22257) VCP (1-206 aa) Policlonal conejo WI?: 1;00(?0 Thermo-Fisher
P79/VCP VCP (792-806 aa) Monoclonal ratén WB 1:1.000 Novus biologicals
Anti-V5 Antibody Epitopo V5 Monclonal ratén WB 1:1.000 Sigma-Aldrich
V5 tag Epitopo V5 Monoclonal conejo WB 1:1.000 Abcam
VRK1 1B5 Monoclonal ratén IF 1:1.000 Produc. propia
VRK1 1F6 VRK1 (333-396 aa) Monoclonal ratén WB 1:1.000 Produc. propia
. ) WB 1:1.000 Produccién
VRK1 VC VRK1 (267-396 aa) Policlonal conejo IF 1:1000 propia
B-actina AC-15 B-actina N-terminal Monoclonal ratén WB 1:5.000 Sigma- Aldrich

71



- MATERIALES Y METODOS —

Tabla 8. Lineas celulares usadas en este trabajo

LINEAS CELULARES
. . . o Medi
Linea celular Organismo Procedencia Caracteristicas edl.o de

cultivo
. . o DMEM,
HEK-293T Humano Embrionarias de rifidn 10%FBS
Hela Humano Adenocarcinoma de Transformadas DMEM,
cérvix por VPH-18 10%FBS
. . DMEM,
A549 Humano Carcinoma de pulmon 10%FBS

Tabla 9. Lineas celulares estables A549 portadoras de las variantes patogénicas de
VRK1. Transformadas con vector lentiviral

LINEAS CELULARES ESTABLES A549 PORTADORAS DE LAS MUTACIONES VRK1 MURINAS

Caracteristicas

Linea celular

pLenti-C-HA-IRES-BSD A549

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1 A549

Expresan mVRK1

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[P79L] A549

Expresan mVRK1-[P79L]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R89Q] A549

Expresan mVRK1-[R89Q]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[H119R] A549

Expresan mVRK1-[H119R]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R133C] A549

Expresan mVRK1-[R133C]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[G135R] A549

Expresan mVRK1-[G135R]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[L195V] A549

Expresan mVRK1-[L195V]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[Y213H] A549

Expresan mVRK1-[Y213H]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R2191] A549

Expresan mVRK1-[R219I]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[T228M] A549

Expresan mVRK1-[T228M]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[V236M] A549

Expresan mVRK1-[V236M]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R241C] A549

Expresan mVRK1-[R241C]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[W254L] A549

Expresan mVRK1-[W254L]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[S2561] A549

Expresan mVRK1-[S2561]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[G257S] A549

Expresan mVRK1-[G257S]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[D263G] A549

Expresan mVRK1-[D263G]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[D267G] A549

Expresan mVRK1-[D267G]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R321C] A549

Expresan mVRK1-[R321C]

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[K179E] A549

Expresan mVRK1-[K179E]
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Tabla 10. Lineas celulares estables HelLa portadoras de las variantes patogénicas de
VRK1. Transformadas con vector lentiviral

LINEAS CELULARES ESTABLES HeLa PORTADORAS DE LAS MUTACIONES VRK1 MURINAS

Linea celular
pLenti-C-HA-IRES-BSD HelLa

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1 Hela Expresan mVRK1

pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[H119R] HelLa Expresan mVRK1-[H119R]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[G135R] HeLa Expresan mVRK1-[G135R]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[L195V] HelLa Expresan mVRK1-[L195V]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[Y213H] HelLa Expresan mVRK1-[Y213H]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R219I1] HeLa Expresan mVRK1-[R2191]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[T228M] HelLa Expresan mVRK1-[T228M]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[V236M] HelLa Expresan mVRK1-[V236M]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[S2561] HelLa Expresan mVRK1-[S2561]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[R321C] HelLa Expresan mVRK1-[R321C]
pLenti-C-HA-IRES-BSD-mVRK1-[K179E] HelLa Expresan mVRK1-[K179E]
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Tabla 11. Construcciones plasmidicas utilizadas en este trabajo.

PLASMIDOS DE ADN RECOMBINANTE

Construccion
His-BAF
Myc-SMN
GST-VCP
Myc-Coilina

HA-VRK1 (wild type y
mutantes)

GST-53BP1 (1-1039 aa)
GST-Coilina (160-214 aa)
GST-p53 (1-84 aa)

GST-VRK1 (wild type y
mutantes)

pMD26-VSV-G
pCMV-dRp8.91-Gag-Pol

pLenti-HA-mVRK1 (wild
type y mutantes)

PcDNA-V5-TIP60

pET-15b
pCMV6-Myc-DKK
pCEFL-GST
pCMV6-Myc-DKK

pCELF-HA

pGEX4T1-GST

pGEX4T1-GST

pGEX4T1-GST

pGEX4T1-GST

pMD26

pCMV-dRp8.91

pLenti-C-HA-IRES-BSD

pcDNA3.1 TOPOTA-
V5HIS

BAF
SMN
VCP
Coilina
VRK1 wild type y VRK1
con las mutaciones

Fragmento 53BP1 (1-
1039 aa)
Fragmento Coilina
(160-214 aa)
Fragmento p53 (1-84
aa)

VRK1 wild type y VRK1
con las mutaciones

VSV-G
Gag-Pol

VRK1 murino wild type
y con las mutaciones

TIP-60

e [ e ]
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Expresion en bacterias
Expresion en eucariotas
Expresion en eucariotas
Expresion en eucariotas

Expresidn en eucariotas

Expresidn en bacterias
Expresién en bacterias

Expresidn en bacterias

Expresidn en bacterias

Envuelta virica

Empaquetamiento del
virus

Expresion en eucariotas

Expresidn en eucariotas

Origen
Cedido por M. Wiebe (Universidad de Nebraska)
OriGene
Por clonacién insertando SMN
OriGene
Por clonacioén insertando la isoforma 1 de VRK1
humano y mutagénesis directa a partir de HA-
VRK1

Cedido por J. Chen (Clinica Mayo, Rochester,
Minnesota)

Por clonacion insertando coilina (160-214 aa)

Cedido por Dr. D.W. Meek (Universidad de
Dundee, Escocia, UK)

Por clonacioén insertando la isoforma 1 de VRK1
humano y mutagénesis directa a partir de pGEX-
VRK1
Cedido por A. Pendas (Centro de investigacion del
cancer, Salamanca)

Cedido por A. Pendas (Centro de investigacion del
cancer, Salamanca)

Por clonacion insertando isoforma 3 de VRK1
murino y mutagénesis directa a partir de pLenti-
HA-mVRK1
Cedido por Dr. U. Maurer (Universidad de
Freiburg, Alemania)
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1. Frecuencias alélicas de las variantes patogénicas de VRK1

En los ultimos afios, se han descrito distintas variantes de la quinasa VRK1
en pacientes jovenes, en su gran mayoria, que padecen sindromes
neuromotores. En estos trastornos se ven afectados tanto las motoneuronas,
causando atrofia muscular espinal, paraplejia espdastica hereditaria o
esclerosis lateral amiotrdfica, como los nervios periféricos, asociados a
neuropatia sensitivomotora hereditaria. Estas enfermedades son complejas a
nivel molecular, ya que estdn asociadas a un gran numero de variantes
génicas. Dado que la quinasa VRK1 tiene un papel esencial en distintos
procesos celulares, y que, desde el afio 2008, estdn apareciendo
polimorfismos poco frecuentes en pacientes con afectacion del sistema
nervioso, quisimos caracterizar las variantes a nivel estructural, molecular y
celular. De esta forma, intentaremos esclarecer el papel de la quinasa en las
células, importante para su supervivencia y correcta funcion.

Primeramente, determinamos la frecuencia alélica de las variantes de
VRK1 asociadas a estas enfermedades hasta ahora descritas. Para ello,
usamos las bases de datos genomAD (v3.1.2) y Ensemble Genomic Browser,
gue nos dan informacidon ademas de la proporcion en la que se encuentran
estos alelos en distintas poblaciones por separado. Observamos que las 25
variantes se encuentran en muy baja proporcion en la poblacién.

Tabla 12. Frecuencia alélica de las variantes patogénicas de la quinasa VRK1. Se
indica la identificacion del alelo de las variantes patogénicas en ClinVar, su referencia
dbSNP, el tipo de mutacion que se produce (VEP), la frecuencia alélica, cémo se
presentan las variantes y el nombre de la poblacién con la mayor frecuencia alélica.
M: mutaciéon con cambio de sentido (missense), INTR: Mutacién en intrén, STOP:
mutacion sin sentido. AFR: africanos, ASH: judios Ashkenazi.
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Ref dsSNP

Frecuencia
alélica

Presentacion
delas
variantes

Origen
pacientes

p.Pro79Leu
P79L
p.Arg89GIn
R89Q
p.Arg89Ter
R89X
p.His119Arg
H119R
p.Arg133Cys
R133C
p.Gly135Arg
G135R
p.Leu195Val
L195V
p. Leu200Pro
L200P
p.Tyr213His
Y213H
p.Arg219lle
R219I
p.Thr228Met
T228M
p.Val236Leu
V236M

€.710-14T>C

p.Arg241Cys
R241C
p.Trp254Leu
W254L
p.Thr256lle
T2561
p.Gly257Ser
G257S
p.Asp263Gly
D263G
p.Asp267Gly
D267G

p.Arg321Cys
R321C

p.GIn326Ter
Q326X

p.Arg358Ter
R358X

p.Trp375Ter
W375X

c.1159+1G>A
Inserc. 7 aa, codén
Ter
p.Arg387His
R387H

197213

533537

209204

30243

1057157

812546

619020

651537

218924

971947

617789

425053

996133

209205

619220

7497

848771

521856

rs773138218

rs772263867

rs371295780

rs387906830

rs779770049

rs1595676477

rs1595676517

rs146113610

rs771364038

rs141703130

rs1172497555

rs1064797191

rs1428656431

rs772731615

rs1566713184

rs137853063

rs184887106

rs1420939606

STOP

STOP

STOP

INTR
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3,99e®
3,19¢°
1,31e®
2,83e"

1,20e”

7,96e°

5,57e”

3,98e°

1,19e°

3,98e

1,95¢

6,39

1,59¢”

3,98¢e°

8,45e°

Homocigosis

Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta

Homocigosis

Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta

Homocigosis

Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta

Homocigosis

Heterocigosis
compuesta
Homocigosis y
heterocigosis
compuesta
Heterocigosis
compuesta
Homocigosis y
heterocigosis
compuesta
Homocigosis y
heterocigosis
compuesta

Homocigosis

Homocigosis

ARABIA
USA

PORTUGAL

HISPANO,
AUSTRALIA

IRAN
AUSTRALIA
AUSTRALIA

ESPANA
ESPANA
LIBANO

UK

USA,
HISPANICO

PORTUGAL
PORTUGAL
LIBANO
JAPON
PORTUGAL
SENEGAL
JAPON

HISPANO,
USA

ASH (USA,
Israel, UK,
Australia)

CHINA

IRAN

ESPANA,
ISRAEL
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2. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta estabilidad
proteica

2.1. Modelos estructurales de las variantes patogénicas de VRK1
muestra alteraciones en la estabilidad estructural y actividad
catalitica

Primeramente, quisimos determinar si existia relacion entre el fenotipo
de los pacientes y la estabilidad de las proteinas generadas a partir de las
distintas variantes del gen VRK1. Para ello, estimamos la estabilidad de las
variantes a nivel estructural utilizando el programa de predicciéon de
estructura PMEMD, y utilizamos un sistema in vivo, transfectando células
HEK-293T con las construcciones pCELF-HA-VRK1 que portan las distintas
mutaciones. Asi, a partir de la estructura tridimensional de la quinasa (PDB
id: 2LAV;[24]) se llevd a cabo el modelado estructural de las diferentes
variantes. R89Q, H119R, R133C, G135R, L195V, V236M, R312C, R358X no han
sido incluidas en este estudio, dado que su estabilidad proteica ya ha sido
analizada y publicada anteriormente [107]. Por otra parte, las variantes
W375X y R387H no ha podido ser analizadas usando este sistema dado que
no se dispone de la informacién estructural de la cola carboxilo terminal de
la quinasa ya que es muy flexible.

Asp263

Arg241

Thr228
Asp267

Val236 His119

Tyr213
/
Arg219 Arg89
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Figura 16. Localizacidén en la estructura tridimensional de VRK1 de los aminoacidos
afectados en los distintos pacientes. Figura realizada con Pymol (Schrédinger, LLC,
Portland, OR). N-term: amino terminal, C-term: caboxilo terminal.

El cambio de una prolina a una leucina en el residuo 79 resulta en un
contacto mds estrecho de este aminodcido y lle354, dificultando la
flexibilidad del extremo carboxilo terminal y la apertura del centro activo v,
por tanto, pudiendo verse afectada la actividad de la quinasa (Figura 17)
(datos no publicados).

-~ lle354 - ATP

e

&
Leu200n

Figura 17. Estructura de VRK1 con la mutaciéon P79L. Figura realizada con el
programa PMEMD vy representada con Pymol (Schrédinger, LLC, Portland, OR). ATP:
sitio de unién al ATP.

El residuo Tyr213 se encuentra en una a-hélice cerca del loop de
activacién de la quinasa. El cambio de tirosina a histidina en esta posicién
hace que cambie de conformacién la a-hélice, dificultando las interacciones
de los residuos Lys211 y Arg219 con Glu361, en el extremo carboxilo
terminal, necesaria para la correcta activacion de la quinasa. Por tanto, este
cambio estructural parece que conlleva una pérdida de la actividad quinasa
(Figura 18) [100].
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Figura 18. Estructura de VRK1 con la mutacién Y213H. Figura realizada con el
programa PMEMD vy representada con Pymol (Schrédinger, LLC, Portland, OR) [100].

El cambio de arginina a isoleucina en el residuo 219 provoca un cambio
estructural en la quinasa perdiendo la interaccién con el residuo Glu212. No
obstante, no parece que tenga ningun efecto directo en el centro catalitico
de la proteina, ni en su estabilidad (Figura 19) (datos no publicados).

Asp216 lle219

Figura 19. Estructura de VRK1 con la mutacién R219l. Figura realizada con el
programa PMEMD y representada con Pymol (Schrodinger, LLC, Portland, OR). ATP:
sitio de union al ATP.

El cambio de treonina a metionina en el residuo 228, provoca la
interaccion del grupo metilo con el residuo Ala232, pero no parece que esto
cause cambios en la estructura local de la quinasa (Figura 20) (datos no
publicados).
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Thr228

Ala232

Figura 20. Estructura de VRK1 con la mutacion T228M. Figura realizada con el
programa PMEMD y representada con Pymol (Schrodinger, LLC, Portland, OR). ATP:
sitio de unién al ATP.

Por su parte, el aminoacido Arg241, junto con Asp231, Glu245 y Arg279
forman un clister de carga positiva que contribuye a la estabilidad de la
estructura de la quinasa. El cambio de arginina a cisteina en el residuo 241,
provocaria una inestabilidad local en la estructura debido a que no es capaz
de mantener la interaccion con los otros tres residuos cargados (Figura 21)
(datos no publicados).

W =
Glu245

Figura 21. Estructura de VRK1 con la mutacion R241C. Figura realizada con el
programa PMEMD vy representada con Pymol (Schrodinger, LLC, Portland, OR).

Los residuos Trp254, Thr256 y Gly257 se encuentran muy cerca unos de
otros, formando, junto con otros aminoacidos, un cluster hidrofébico que
confiere estabilidad al centro de la quinasa. Este cliUster se encuentra en
contacto con el centro catalitico de la proteina, por lo que mutaciones en
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esta zona pueden resultar en cambios en su actividad catalitica y estabilidad.
En el caso del cambio de triptéfano a leucina (hidréfobo) en el residuo 254
parece provocar cambios en las interacciones del clister debido a la gran
diferencia de tamafo entre los dos aminoacidos, produciendo una distorsidn
del centro activo y posiblemente, la pérdida de la actividad catalitica (Figura
22) (datos no publicados).

Ala180

>

Cluster
hidrofobico

Leu184
Thr256

Gly257
Trp254

Leu254

Thr256
Gly257
Asn182 Ser181

Figura 22. Estructura de VRK1 con la mutacion W254L. Figura realizada con el
programa PMEMD y representada con Pymol (Schrodinger, LLC, Portland, OR). ATP:
sitio de unién al ATP.

El residuo Asp263 interacciona con el aminoacido Arg3 del extremo
amino terminal, y este a su vez, con Lys5, permitiendo posiblemente la
regulacién de la actividad quinasa o de la accesibilidad de distintos sustratos,
dado que este extremo se encuentra cerca del centro catalitico de la quinasa.
El cambio de acido aspartico a glicina en el residuo 263 provoca un cambio
en el plegamiento del extremo amino, al no interaccionar este nuevo residuo
con Arg3 ni Lys5, lo que puede alterar tanto la regulacion de la actividad
como la accesibilidad del ATP al centro activo (Figura 23) [102].
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Figura 23. Estructura de VRK1 con la mutacion D263G. Figura realizada con el
programa PMEMD vy representada con Pymol (Schrodinger, LLC, Portland, OR) [102].

Por ultimo, el cambio de acido aspartico a glicina en el residuo 267
provoca el aumento de la distancia entre los residuos Pro268 e Ile225 de 6 a
14 Angstroms, lo que causa un cambio en la estructura local de la quinasa
gue podria afectar al centro activo, y por tanto a su actividad catalitica y
estabilidad (Figura 24) (datos no publicados).

Gly267

Figura 24. Estructura de VRK1 con la mutacion D267G. Figura realizada con el
programa PMEMD y representada con Pymol (Schrédinger, LLC, Portland, OR). ATP:
sitio de union al ATP.
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2.2. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta estabilidad
proteica in vivo

Para comprobar la estabilidad proteica de las distintas variantes in vivo,
generamos mediante mutagénesis dirigida, utilizando la construccién pCELF-
HA-VRK1, los distintos pldsmidos portadores de las variantes y transfectamos
células HEK-293T con ellos. Pasadas 48 h de la transfeccidon, inhibimos la
sintesis de novo de las proteinas tratando las células con cicloheximida 50
ug/mL y analizamos la presencia de las variantes en el extracto proteico total
a lo largo de 24 horas (Figura 25). Como control, transfectamos las células
con VRK1 wt y con el mutante artificial de VRK1 K179E que no presenta
actividad quinasa y que es muy inestable en la célula. Podemos establecer
tres grupos, uno de variantes estables, que se comportan como VRK1 wt,
permaneciendo sus niveles estables a las 24 horas, otro de ligeramente
inestables y el ultimo de muy inestables (Tabla 13). Las variantes R241C y
W254L son muy inestables, observandose una reduccién considerable de sus
niveles proteicos a las 4 horas post-cicloheximida. Los niveles de las variantes
Y213H, T2561 y D267G (ligeramente inestables), también disminuyen a lo
largo de las 24 horas, cuando presentan el 50% de la cantidad de proteina
gue muestra VRK1 wt. Sin embargo, las variantes P79L, R219I, T228M,
G257S, D263G, W375X y R387H son muy estables, no observando apenas
cambios en los niveles tras las 24 horas post-cicloheximida (Figura 25).

La variante D263G se presenta en homocigosis y, T256l y D267G, en
heterocigosis compuesta en los pacientes. Poseen fenotipos muy claros de
desérdenes neuroldgicos; sin embargo, las células con la variante D263G
presentaran unos niveles de quinasa estables, mientras que las que expresan
las variantes T2561/D267G, los niveles seran mas bajos que en condiciones
normales. Por tanto, parece que la estabilidad de VRK1 podria estar asociada
al fenotipo de los pacientes que las presentan, pero no es lo Unico en lo que
radica el desarrollo de estos desérdenes neuromotores.
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Figura 25. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan estabilidades distintas a
nivel proteico. A. Western blot en el que se observan los niveles proteicos de las
variantes de VRK1 durante 24 h post-cicloheximida. Se transfectaron células HEK-
293T con las construcciones pCEFL-HA-VRK1 creadas por mutagénesis dirigida. Tras
48 h, se trataron las células con cicloheximida (50 pg/mL) y se analizaron a las 4, 8,
12 y 24 horas los niveles proteicos en Western blot utilizando el anticuerpo
especifico a-HA. B. Cuantificacién de los niveles proteicos de las variantes de VRK1
durante 24 h post-cicloheximida. Se cuantificaron los niveles proteicos con respecto
a los de la proteina B-actina, relativizdndolos posteriormente a los valores que
presentan a las 0 horas, equivalente a 1. Se realizé por duplicado el experimento,
representandose las lineas de tendencia polinémica, con el valor de R que nos indica
la bondad del ajuste de la curva (R=1 buen ajuste y R=0 mal ajuste).
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3. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta actividad
quinasa in vitro

3.1. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta actividad
quinasa in vitro sobre la histona H3

VRK1 participa en numerosos procesos celulares, fosforilando proteinas
pertenecientes a distintas rutas [29-38-47-191]. Por ello, quisimos
comprobar la capacidad que tienen las variantes patogénicas descritas de
fosforilar sustratos caracterizados de VRK1. Uno de ellos es la histona H3,
que se fosforila en el residuo treonina 3 por dicha quinasa [47]. Para realizar
este experimento, primeramente, se purificaron las variantes fusionadas al
epitopo GST y se realizé un ensayo quinasa in vitro utilizando ATP frio.
Tampoco se incluyeron en estos experimentos las variantes descritas hasta el
2018, ya que los resultados del estudio de su actividad publicaron
anteriormente en nuestro laboratorio [107]. Observamos que, de estas
variantes recientes, solo R219l y R387H, y, en menor medida, T228M vy
W375X, son capaces de fosforilar la treonina 3 de la histona H3, presentando
una actividad similar a la quinasa wt (Figura 26).
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Figura 26. Fosforilacion de las variantes patogénicas de VRK1 sobre la histona H3.
Se purificaron las variantes de VRK1 con GST y se realizd un ensayo quinasa in vitro
usando ATP frio. Se llevd a cabo la electroforesis de las muestras, seguido del
Western blot usando los anticuerpos especificos a-pThr3 H3, a-H3 y a-GST. El
experimento se realizd por duplicado y se analizaron los datos con el programa
Graphpad Prism 7. Se realizd un test one way-ANOVA seguido de la prueba post-hoc
Tukey para analizar qué muestras difieren estadisticamente de VRK1 wt *p<0.05;
**p<0.005; ***p<0.0005.
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3.2. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta actividad
quinasa in vitro sobre la proteina BAF

BAF es una proteina esencial para el ensamblaje y desensamblaje de la
envoltura nuclear de la célula durante la divisién, uniéndose a ésta y al ADN
cuando no se encuentra fosforilada, y deslocalizdndose de ella al ser
fosforilada durante la mitosis [14]. Se ha descrito que existen tres residuos
en el extremo amino terminal fosforilables por VRK1, la serina 4 y las
treoninas 2 y 3 [40]. Por este motivo, estudiamos la capacidad de las distintas
variantes patogénicas de fosforilar este sustrato in vitro. En este
experimento, se incluyen todas las variantes conocidas hasta el 2021, dado
que la fosforilacién de este sustrato no se habia analizado hasta ahora. En
este caso, llevamos a cabo el ensayo quinasa utilizando ATP radiomarcado
con 32P, lo cual también nos permitié observar la autofosforilaciéon de las
distintas variantes de VRK1 (Figura 27A). Podemos ver que las variantes
R89Q, L195V, R2191 y R387H fosforilan a BAF de forma similar a la quinasa
wt, mientras que la fosforilacién por parte de T228M y W375X se encuentra
reducida significativamente. El resto de las variantes no fosforilan al sustrato
(Figura 27B). Por otra parte, observamos que el patron de autofosforilacion
es el mismo que el de la fosforilacidn de este sustrato: la autofosforilacién de
R89Q, L195V, R219l y R387H es mayor o similar a la de la proteina wt,
mientras que la del resto de las variantes aparece reducida (Figura 27A).
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Figura 27. Fosforilacion de las variantes patogénicas de VRK1 sobre BAF y su
autofosforilacion. A. Nivel de autofosforilacion de las variantes de VRK1. B.
Fosforilacién de BAF por las variantes de VRK1. Se purificaron las variantes de la
quinasa con GST y BAF fusionado a His y se realizé un ensayo quinasa con ATP
radiomarcado in vitro. Se llevé a cabo la electroforesis de las muestras, seguido del
Western blot. La fosforilacion se estudié exponiendo la membrana a peliculas de
rayos X durante distintos tiempos y usando, posteriormente, los anticuerpos a-GST y
a-His para analizar los controles de carga. El experimento se realizé por triplicado y
se analizaron los datos con el programa Graphpad Prism 7. Se realizé un test one
way-ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey para analizar qué muestras
difieren estadisticamente de VRK1 wt.
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3.3. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta actividad

quinasa in vitro sobre proteinas implicadas en respuesta al daifo en
el ADN

VRK1 tiene un papel muy importante en la reparacion del dafio génico,
fosforilando distintas proteinas que participan en dicha respuesta. Fosforila
inicialmente la treonina 18 del factor de transcripcidon p53, estabilizandolo
[29-42]. Utilizando un fragmento de p53 fusionado a GST que posee el
dominio de transactivacion de la proteina, se estudié la capacidad de las
variantes de la quinasa de fosforilar a este sustrato. Se obtuvieron resultados
similares a los ensayos usando como sustratos H3 y BAF: R219l, R387H y
W375X, y, en menor medida, T228M fosforilan a p53 (Figura 28A).

La fosforilacion de la variante de la histona H2A, H2A.X, en la serina 139
por VRK1 es esencial al inicio de la reparacion del dafio en el ADN [38]. Mas
tarde, también cabe destacar la acumulacidon de 53BP1 en los sitios de dafio,
que permitird resolver el dafio por NHEJ [195]. La proteina 53BP1 también es
sustrato de VRK1, fosforildndola en el residuo serina 25 y 29 [31]. Mediante
ensayos quinasa usando ATP radiomarcado, vimos que la variante R219I era
capaz de fosforilar a H2A.X al igual que la proteina wt, mientras que la
actividad quinasa de las demas variantes se encontraba significativamente
reducida (Figura 28B). En el caso de 53BP1, obtuvimos que, ademas de la
variante R219I, T228M fosforilaba a este sustrato en igual medida que la
proteina wt (Figura 28C).
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Figura 28. Fosforilacion de las variantes patogénicas de VRK1 sobre p53, H2A.X y
53BP1. A. Fosforilacién de las variantes patogénicas de VRK1 sobre p53. Se
purificaron las variantes de VRK1 y un fragmento de p53 fusionado a GST y se realizé
un ensayo quinasa con ATP frio in vitro. Se estudid la fosforilacion por medio de
Western blot usando los anticuerpos especificos a-pThrl8 p53 y a-GST para revelar
los controles. B. Fosforilacidon de las variantes patogénicas de VRK1 sobre H2A.X. Se
purificaron las variantes de la quinasa con GST y se realizé un ensayo quinasa con
ATP radiomarcado in vitro. Tras la electroforesis y Western blot de las muestras, se
analizé la fosforilacién exponiendo la membrana a peliculas de rayos X y se revelaron
los controles de carga utilizando los anticuerpos a-GST y a-H2A.X. C. Fosforilacidn de
las variantes patogénicas de VRK1 sobre 53BP1. Se purificaron las variantes de VRK1
y un fragmento de 53BP1 con el epitopo GST y se realizé un ensayo quinasa con ATP
radiomarcado 32P. Se llevd a cabo la electroforesis de las muestras y Western blot.
Posteriormente, se analizé la fosforilacidon exponiendo la membrana a peliculas de
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rayos X durante distintos tiempos y se revelaron los controles de carga utilizando el
anticuerpo a-GST. Se realizaron por duplicado los experimentos y los datos se
analizaron con el programa Graphpad Prism 7. Se realizé un test one way-ANOVA
seguido de la prueba post-hoc Tukey para analizar qué muestras difieren
estadisticamente de VRK1 wt *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

3.4. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta actividad
quinasa in vitro sobre coilina

Por ultimo, quisimos estudiar la actividad quinasa de las variantes sobre la
proteina coilina, dado que la fosforilacion de ésta por parte de VRK1 en la
serina 184 es esencial para que se formen los cuerpos de Cajal en las células
[116-117]. Utilizando ATP radiomarcado con 32P realizamos el ensayo
quinasa in vitro con las proteinas puras, observando que las variantes R219l y
R387H fosforilan dicho sustrato al igual que la quinasa wt, mientras que
T228M y W375X también lo hacen, pero en menor nivel (Figura 29).
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Figura 29. Fosforilacion de las variantes patogénicas de VRK1 sobre coilina. Se
purificaron las variantes de VRK1 y un fragmento de coilina fusionado a GST y se
realizé un ensayo quinasa con ATP radiomarcado in vitro. Tras la electroforesis y
Western blot de las muestras, se estudié la fosforilacion exponiendo la membrana a
peliculas de rayos X y los controles de carga se revelaron usando el anticuerpo
especifico a-GST. El experimento se realizé por duplicado y los datos se analizaron
con el programa Graphpad Prism 7. Se realizé un test one way-ANOVA seguido de la
prueba post-hoc Tukey para analizar qué muestras difieren estadisticamente de
VRK1 wt *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.
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4. Generacion de lineas estables Hela y A549 portadoras de las
variantes patogénicas de VRK1 murino

Una vez estudiada la estabilidad y la actividad quinasa, quisimos
determinar, utilizando un sistema in vivo, cémo se comportan las variantes
ante distintas respuestas en las que la quinasa se encuentra implicada e
intentar dilucidar la relacion de ellas con proteinas importantes en
sindromes neuromotores. Por ello, creamos lineas HeLa y A549 que expresan
de forma estable las variantes patogénicas de VRK1 mediante transduccion
lentiviral. Sabemos que la viabilidad celular se ve comprometida cuando
deplecionamos el gen de esta quinasa. Por este motivo, insertamos el gen
VRK1 murino en el genoma de dichas células, dado que la quinasa murina
rescata el fenotipo de la humana cuando ésta no se expresa (Figura 32) [7—
78]. Para observar el efecto real de estas variantes patogénicas, al realizar los
experimentos deplecionamos inicialmente el gen VRK1 humano usando
distintos siARNs especificos de este gen, que no reconocen el del VRKI
murino.

Generamos las lineas denominadas vacio, mVRK1 wt y mK179E para
utilizarlas como controles en los experimentos realizados. La linea vacio fue
transducida con el vector plLenti-HA vacio, por tanto, no expresa VRK1
murino, comportandose como células A549 o Hela sin infectar. La linea
mVRK1 wild type, fue transducida con el vector pLenti-mVRK1-HA, por lo que
expresa la quinasa murina wild type. Al deplecionar el VRK1 enddgeno
humano de estas células, se recuperara el fenotipo. Por ultimo, las células de
la linea mK179E presentaran la quinasa murina mutada en la posicién 179
gue expresa una proteina sin actividad quinasa.

Después de generar las lineas estables, para eliminar la variedad que se
produce debido a la insercién aleatoria del gen en el ADN al usar vectores
virales, separamos por citometria células Unicas y elegimos aquellos clones
gue expresan la quinasa murina en niveles parecidos, comprobandolo tanto
por inmunofluorescencia como por Western blot. Los clones elegidos se
muestran en las figuras 30 y 31.
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Figura 30. Expresion de las variantes patogénicas de VRK1 murino en los clones
elegidos de las lineas estables Hela. A. Inmunofluorescencia de los clones elegidos
de las lineas Hela. Las células se fijaron y permeabilizaron y se detectaron las
variantes murinas utilizando el anticuerpo especifico a-HA (R). B. Western Blot de los
clones elegidos de las lineas HeLa. Se utilizd el anticuerpo a-HA (M) para detectar las
variantes de mVRK1.
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Figura 31. Expresion de las variantes patogénicas de VRK1 murino en los clones
elegidos de las lineas estables A549. A. Inmunofluorescencia de los clones elegidos
de las lineas A549. Se detectaron las variantes de mVRK1 utilizando el anticuerpo a-
HA (R). B. Western Blot de los clones elegidos de las lineas A549. Se utilizé el
anticuerpo a-HA (M) para detectar las variantes de la quinasa.
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Quisimos comprobar inicialmente que las variantes de la quinasa que
habiamos visto que poseian actividad catalitica (R89Q, L195V, R219I,
T228M), también eran activas en las células de las lineas estables que
presentan las variantes murinas y transfectado células con las construcciones
pCELF-HA-VRK1 que portan las mutaciones humanas. Para ello, hicimos
inmunoprecipitaciones de las variantes y realizamos un ensayo quinasa con
ATP radiomarcado, incubando las muestras con proteina H3 pura.
Observamos que, en todos los casos, se corrobora que las variantes murinas
tienen mayor capacidad de fosforilacién que las humanas [7], y que, excepto
T228M que parece que no tiene practicamente actividad, se comportan de
igual forma que en los ensayos quinasa usando las proteinas humanas puras
(Figura 32).
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Figura 32. La autofosforilacion y fosforilacion de H3 del VRK1 murino es mayor que
la de VRK1 humano. Se sembraron células de las lineas estables A549 que expresan
las variantes de la quinasa murina mR89Q, mL195V, mR2191 y mT228M vy se silencié
el gen VRK1 humano con el siARN especifico, siVRK1-02. Por otra parte, se
sembraron células A549 y se transfectaron con las construcciones pCELF-HA-VRK1
humanas y portadoras de las variantes R89Q, L195V, R2191 y T228M. Se realizo la
inmunoprecipitacion VRK1 con el anticuerpo a-HA (R) de 0,5 mg de extracto y se
realizé un ensayo quinasa con ATP radiomarcado, usando H3 como sustrato de la
quinasa. Tras la electroforesis y Western blot de las muestras, se analizé la
fosforilacion exponiendo la membrana a peliculas de rayos X y los controles de carga
se revelaron usando el anticuerpo especifico a-GST y a-H3. Los datos se analizaron
con el programa ImageJ.
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4.1. Caracterizacion fenotipica de las lineas estables Hela y A549
portadoras de las variantes patogénicas de VRK1 murino

Quisimos estudiar en primer lugar, si existian diferencias entre las lineas
estables en cuanto a morfologia y motilidad debido a las variantes que
expresaban. Para ello, tomamos capturas de imagen y videos de las lineas
con un microscopio de campo claro, previamente habiendo silenciado la
expresion del VRK1 humano enddgeno. Cuantificamos el area celular, la
distancia recorrida y la velocidad de células que presentan las variantes
patogénicas y comparamos este parametro con las lineas que poseen mVRK1
wt.

Observamos que las células de las lineas mG135R, mL195V, mY213H vy
mV236M presentan mayor darea celular comparadas con las de las células
que presentan la quinasa wt (Figura 33 y 34A). En cuanto a su motilidad,
cabe destacar que las lineas mH119R y mG135R se desplazan a una velocidad
menor, recorriendo menos espacio, que la que presenta la quinasa wt (Figura
34B y C), asemejandose mas a la linea denominada vacio, que no presenta ni
VRK1 humano ni murino. No se observan diferencias significativas en las
demas lineas.
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Figura 33. Fenotipo de las células de las lineas estables Hela generadas. A.
Capturas de imagen de campo claro de las lineas estables Hela generadas. Se
silencio el gen VRK1 enddgeno con el siVRK1-02 especifico de dicho gen, 3 dias antes
de tomar las capturas de las imagenes. Aumento 10x. B. Western Blot de las lineas
estables Hela. Se utilizd el anticuerpo a-HA (M) para detectar las variantes murinas
de la quinasa y a-1F6 que reconoce la proteina VRK1 humana, como control de la
deplecidn del gen.
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Figura 34. Cuantificacion del area, distancia recorrida y velocidad de
desplazamiento de las células de las lineas Hela estables. A. Cuantificacién del area
de las células de las lineas estables HeLa. Se analiz6 el drea de 90 células usando el
programa Imagel. B. Cuantificacién de la distancia recorrida por las células de las
lineas estables Hela. Se representa la distancia recorrida por 30 células. C.
Cuantificacion de la velocidad de desplazamiento de las células de las lineas estables
Hela. Se cuantificé la velocidad de 30 células. Los datos se analizaron con el
programa Imagel y IBM SPSS 25. Se utilizd el test no paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para determinar qué muestras difieren de
mVRK1 wt *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

Por otra parte, con respecto a las lineas generadas A549, se observa que
las que expresan mH119R y mT228M son significativamente menores que las
que presentan mVRK1 wt (Figura 36A), mientras que las demas poseen un
area similar. Sin embargo, si que se observan diferencias mas claras en las
diferentes lineas en cuanto a su motilidad. La velocidad de las células de las
lineas mH119R, mL195V, mV236M, mK179E vy la linea que presenta el vector
vacio son significativamente menores comparadas con la linea estable
mVRK1 wt (Figura 36C).

99



- RESULTADOS -

odf3 pim
AW

NgzzLW

ogglyu

100



- RESULTADOS -

kDa

Olceyuw
O/9cqu
og9cqu
SYASTAS LY

19Gcsw
ST
Olpcyu
NggCAW
NgcelLw

lelcyw

HELZAW
NGB LW
dgeLow
ogelyu
d6lLLHW

oegywW

leLdw
J6LIMW

M IMNEAW
ojoeA

I—SO

| e

% =
— —

Sl o - __.i!i

VRKT end. | e

mVRK1-HA [

=|_37

B-acting [ == =~ % ww = e e — —— | |

Figura 35. Fenotipo de las células de las lineas estables A549 generadas. A.
Capturas de imagen de campo claro de las lineas estables A549. Se silencié el gen

VRK1 enddgeno con el siVRK1-02 especifico del gen, 3 dias antes de tomar las

capturas de las imagenes. Aumento 10x. B. Western Blot de las lineas estables A549.

Se usd el anticuerpo a-HA (M) para detectar las variantes de mVRK1 y a-1F6 como

control de la deplecidn del gen.
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Figura 36. Cuantificacion del area, distancia recorrida y velocidad de
desplazamiento de las células de las lineas A549 estables. A. Cuantificacion del area
de las células de las lineas estables A549. Se cuantificaron 90 células usando el
programa Image). B. Cuantificacion de la distancia recorrida por las células de las
lineas estables A549. Se cuantifico la distancia recorrida por 30 células. C.
Cuantificacién de la velocidad de desplazamiento de las células de las lineas estables
A549. Se representa la velocidad de 30 células. Los datos se analizaron con el
programa Imagel y IBM SPSS 25. Se utilizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para determinar qué muestras difieren
con el valor de mVRK1 wt *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

Podemos concluir que la motilidad de las células que expresan la variante
patogénica mH119R se ve reducida con respecto a las células que no tienen
mutado el gen VRK1, comportandose como las que no presentan VRK1
enddgeno (linea vacio). Las células que poseen las variantes mL195V vy
mV236M también parece que sufren alteraciones en el movimiento.

4.2. Estudio de la migracion de las lineas estables Hela y A549
portadoras de las variantes patogénicas de VRK1 murino

Viendo que existian diferencias en cuanto a la motilidad celular de las
distintas lineas estables, quisimos estudiar mds a fondo esta caracteristica.
Se ha descrito que VRK1 es esencial para la migracion neuronal
independientemente de su actividad quinasa, viéndose alterada la ruta de la
Reelina cuando la quinasa se encuentra mutada en las células [81]. De esta
forma, realizando ensayos de cierre de herida (Wound healing assays),
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eliminando tanto el VRK1 enddgeno como el suero del medio (se disminuye
la proliferacién celular y se favorece la migracion), evaluamos la migracion
celular.

Comprobamos que cuando las células no poseen VRK1 humano ni murino
(linea vacio) tanto en HelLa como en A549, la migracién se ve reducida,
mientras que parece que las quinasas wt e inactiva (K179E) murinas rescatan
el fenotipo en las dos lineas celulares, sin verse diferencias en la migracion
celular (Figura 37). En cuanto al resto de las lineas, observamos una bajada
de la migracidn muy marcada al estudiar las que poseen las variantes
mL195V y mV236M tanto en Hela como en A549. La variante L195V se
encuentra en heterocigosis compuesta con G135R en un paciente que
presenta microcefalia y atrofia moderada del cerebro. Por su parte, V236M
se ha descrito en conjunto con R89Q en dos pacientes con neuropatia
sensitivomotora y microcefalia con patrén giral simplificado. Las lineas
estables A549 que expresan mG135R y mR89Q presentan también una
reduccion de la migracién (Figura 37B).

Ademas, cabe destacar que la capacidad de migracion se encuentra
reducida en las células que expresan mS256l y mR321C en Hela, asi como
mP79L, mH119R, mG135R, mY213H y mD267G en A549 (Figura 37). Los
ensayos de herida de todas las lineas se recogen en la figura 37 y anexo 1y 2.

Con todo esto corroboramos que las variantes que vimos anteriormente
que tenian afectada la motilidad celular (mL195V y mV236M) presentan
menor capacidad de migracién, asi como que el defecto de la migracion es
independiente de la actividad quinasa, dado que la migracion en las lineas
mK179E que expresan una quinasa inactiva, no se ve demasiado afectada
(Figura 37).
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Figura 37. Ensayo de cierre de herida en las lineas estables HelLa (A.) y A549 (B.). Se representan los ensayos en los que se observan defectos
en la migracion celular. Se sembraron células en placas de 24 pocillos. Pasadas 24 h se silencié el gen VRKI humano con un siARN especifico.
Pasadas 24 h se eliminé el suero del medio. A las 72 h, se realizaron las heridas y se tomaron capturas de imagen de campo claro cada 10 min
durante 24 h. Se cuantifico el area de la herida utilizando el programa ImageJ. Se representa la captura de imagen tomada alas0y 24 h,y la
grafica donde se muestra el cierre de la herida en las lineas con VRK1 enddégeno vy sin él. El experimento se realizé dos veces, obteniendo
resultados similares. Se representa una réplica.
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5. Las células de las lineas A549 portadoras de las variantes de VRK1
tienen alterada la ruta de reparacion del daino en el ADN

5.1. Las células portadoras de las variantes patogénicas de VRK1
acumulan mas daino oxidativo en su ADN

Las neuronas son especialmente sensibles al estrés oxidativo producido
por las especies reactivas derivadas del oxigeno molecular (ROS, del inglés
Reactive oxygen species), debido a su alta demanda energética [196]. Estas
generan inicialmente alteraciones en las bases nitrogenadas del ADN, como
la oxidacion de la guanina (8-oxoguanina, entre otras) que, si no son
reparadas, puede conducir a roturas en el ADN y posterior muerte neuronal
[197]. Debido a que los pacientes que portan las variantes de esta quinasa
poseen distintos sindromes neuromotores, quisimos saber si estas células
acumulaban mas dafio por estrés oxidativo que cuanto expresaban la
guinasa no mutada.

Para ello, analizamos los niveles de 8-oxoguanina (8-oxo-G) en las lineas
A549 control, mR89Q, mY213H y mD236G. Elegimos estas lineas dado que
las dos Ultimas variantes son las mas estudiadas en nuestro laboratorio. A su
vez, analizamos mR89Q ya que expresa una quinasa con actividad catalitica.
Asi, por inmunofluorescencia, habiendo silenciado previamente el gen VRK1
enddgeno, pudimos observar que los niveles de 8-oxo-G eran mayores
cuando se presentaban las variantes en las células. Solo se aprecia un nivel
bajo de la modificacién cuando se trata de la linea portadora de mVRK1 wt
(Figura 38).

Figura 38. Las células que poseen las variantes patogénicas de VRK1 acumulan mas
dafio oxidativo en el ADN, observado con 8-oxo-G. A. Inmunofluorescencia de 8-
0x0-G en las lineas estables. Se sembraron células de las lineas estables A549 y se
trataron a las 24 h con dos siARNs especificos del gen VRKI humano y un siControl. A
las 24 h se quito el suero del medio. Tras 48 h, se trataron las células para analizarlas
en el microscopio confocal. B. Cuantificacion de la fluorescencia de 8-oxo-G por area
celular de 60 células con el programa Imagel. Se analizaron los datos con IBM SPSS
25. Se utilizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc
Bonferroni *p<0.05; **p<0.005; **p<0.0005. C. Western blot en el que se observa el
silenciamiento del gen VRK1 humano con los dos siARNs y la expresién de la variante
murina.
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5.2. Los niveles de la acetilacion del residuo Lys16 de la histona H4 no
se recuperan en las células portadoras de las variantes patogénicas
de VRK1 ante daiio en el ADN

Durante el desarrollo del sistema nervioso, es esencial la correcta
reparacion de las roturas que se producen en el ADN, pero también en
neuronas post-mitéticas, debido a los altos niveles de ROS que se producen
durante su metabolismo [196]. Las lineas que portan las variantes de VRK1
acumulan dafio oxidativo que podrian conducir a roturas en la molécula. Al
ser VRK1 esencial en esta respuesta, analizamos si las distintas variantes eran
capaces de reparar el dafo.

Para generar dichas roturas (de doble cadena o DSBs) y estudiar
detalladamente este proceso, tratamos las células con doxorrubicina vy
analizamos distintas proteinas involucradas en la ruta de reparacién. Al ser
VRK1 esencial a lo largo de todo este proceso, analizamos la acetilacion de la
H4K16 (H4K16ac), que es un proceso temprano en respuesta a DSB, la
formacion de focos de yH2A.X, proceso intermedio y la formacion de focos
de 53BP1, mas tardio.

VRK1 participa indirectamente en la regulacién de los niveles de H4K16ac,
viéndose que, al no expresarse esta quinasa, no se recupera la acetilacion del
residuo, alterandose toda la ruta de reparacién [49]. De esta forma, quisimos
analizar en células de las lineas estables A549 la recuperacion de los niveles
de esta modificacién de la H4. Para ello, silenciamos el gen VRK1 humano
con dos siARNs especificos y, posteriormente, tratamos las células con
doxorrubicina 10 uM 2 h, previamente habiendo quitado el suero del medio.
Observamos tanto por inmunofluorescencia como por Western blot, la
bajada de los niveles de esta acetilacién cuando las variantes estan presentes
en las células (Figura 39 y anexo 3). Se muestra en la figura principal las
inmunofluorescencias de las lineas control y de las variantes mR89Q,
mY213H y mD263G. El resto de variantes se recogen en la figura del anexo 3,
junto con la cuantificacién de los niveles de fluorescencia.
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Figura 39. Las variantes patogénicas de VRK1 no son capaces de rescatar los niveles
de H4K16ac ante dafio en el ADN. Se sembraron células de las lineas estables A549 y
se trataron a las 24 h con dos siARNs especificos del gen VRKI humano y un siControl
que no tiene diana en las células. A las 24 h se quitd el suero del medio. Pasadas 48
h, se afadidé doxorrubicina 10 uM durante 2 h. A. Inmunofluorescencia de H4K16ac
en las lineas estables control, mR89Q, mY213H y mD263G. Se trataron las células
para analizarlas en el microscopio confocal. Se marca como control de
silenciamiento el VRK1 humano enddgeno, con el anticuerpo especifico a-1B5. B.
Western blot de H4H16ac de los extractos proteicos de las lineas estables. Se lisaron
las células sobrantes con Buffer RIPA sonicando. Se representa la ratio H4K16ac/H3
de cada muestra.
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5.3. La formacidén de focos de yH2A.X y 53BP1 se ve alterada en las
células portadoras de las variantes patogénicas de VRK1 ante daino
en el ADN

Posteriormente, en la ruta de reparacion de dafio del ADN, VRK1 fosforila
a la variante de la histona H2A.X en el residuo serina 139 (yH2A.X),
acumuldndose en los sitios de dafo, formando focos [38]. Asi, se pueden
apreciar por microscopia confocal o de fluorescencia focos muy claros de
reparacion en los nucleos celulares. De esta forma, estudiamos la formacién
de estos focos utilizando las lineas celulares A549 en las mismas condiciones
que los experimentos anteriores. Observamos que ninguna de las lineas que
portan las variantes es capaz de recuperar el niumero de focos, ni el tamafio
que tenian antes de eliminar el VRK1 humano de las células (Figura 40A y
anexo 4).

53BP1 es otro sustrato de VRK1 que participa en la reparacion del dafio
en fase tardia [195]. Observamos que al igual que ocurria con yH2A.X,
ninguna de las lineas recupera el numero de focos de 53BP1 que se forman
al expresar el VRK1 humano enddgeno e inducir dafio con doxorrubicina
(Figura 40B y anexo 5).
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Figura 40. Las variantes patogénicas de VRK1 mR89Q, mY213H y mD263G no son
capaces de rescatar la formacion de focos de yH2A.X ni de 53BP1 ante dafio en el
ADN. Se sembraron células de las lineas estables A549 y se trataron a las 24 h con
dos siARNSs especificos del gen VRK1 humano y un siControl. A las 24 horas se quité
el suero del medio. Pasadas 48 h, se afladié doxorrubicina 10 uM durante 2 h y se
trataron las células para analizarlas en el microscopio confocal. A.
Inmunofluorescencia de los focos de yH2A.X en las lineas estables control, mR89Q,
mY213H y mD263G. Se marca con el anticuerpo especifico a-1B5 el VRK1 endégeno
como control de su efectivo silenciamiento. B. Inmunofluorescencia de los focos de
53BP1 en las lineas estables control, mR89Q, mY213H y mD263G. Se marca con el
anticuerpo especifico a-HA las variantes murinas de la quinasa como control de su
expresion en las lineas.

Para la formacion de los focos de yH2A.X y 53BP1 es necesaria la
fosforilacién de las proteinas por parte de la quinasa. En base a los
resultados obtenidos, quisimos comprobar si las quinasas murinas eran
capaces o no de fosforilar estos dos sustratos. Por ello, hicimos ensayos
quinasa con ATP radiomarcado con 2P, utilizando H2A.X y un fragmento de
53BP1 purificado con GST y las variantes murinas inmunoprecipitadas de
extractos proteicos, obtenidos de cultivos tras tratar las células con los
siARNs correspondientes y doxorrubicina 10 uM 2 h. Vimos que las variantes,
mL195V y mR2191 y, en menor medida mR89Q, se autofosforilaban vy
activaban a las dos proteinas ante dafio en el ADN al igual que la quinasa wt
(Figura 41).
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Figura 41. Ensayos quinasa en los que se observa que las variantes patogénicas de
VRK1 que poseen actividad catalitica (mR89Q, mL195V, mR219l), son capaces de
fosforilar a los sustratos H2A.X y 53BP1 in vitro ante daio en el ADN. Se sembraron
células de las lineas estables A549 y se trataron a las 24 h con el siVRK1-02 especifico
del gen VRK1 humano o el siControl, sin diana. A las 24 h se quito el suero del medio.
Pasadas 48 h, se afiadié doxorrubicina 10 uM durante 2 h, se lisaron las células y se
realizaron IPs de las variantes murinas con el anticuerpo a-HA (R) de 500 pg de
extracto proteico. A. Ensayo quinasa in vitro con ATP radiomarcado con 32P,
utilizando 1 pg de H2A.X como sustrato. Se llevo a cabo la electroforesis de las
muestras, seguido del Western blot, y se analizé la autofosforilacion de las variantes
y la fosforilacidon del sustrato exponiendo las membranas a peliculas de rayos X
durante distintos tiempos. Se usé como control negativo de los experimentos una
muestra con 1 pg de H2A.X sin quinasa, al que también se afiadié ATP radiomarcado.
Se utilizaron los anticuerpos especificos a-HA y a-H2A.X como controles de carga. B.
Ensayo quinasa in vitro con ATP radiomarcado, utilizando 1 pg de un fragmento de
53BP1 (1-1039 aa) con el epitopo GST como sustrato. Se llevé a cabo la electroforesis
de las muestras, seguido del Western blot, y se estudié tanto la autofosforilacion de
las variantes como la fosforilacion del sustrato exponiendo las membranas a
peliculas de rayos X. Se usé como control negativo de los experimentos una muestra
con 1 pg de 53BP1 (1-1039 aa) sin quinasa, al que también se afiadid6 ATP
radiomarcado. Se utilizaron los anticuerpos a-HA y a-GST como controles de carga.
Se realizé en los dos experimentos un Western blot por separado para corroborar el
silenciamiento correcto del gen VRKI humano, asi como para ver los niveles de
expresion de las variantes en las lineas celulares. Los experimentos se realizaron por
duplicado y se analizaron los datos con el programa Graphpad Prism 7. Se realizé un
test one way-ANOVA seguido de la prueba post-hoc Tukey para analizar la
significacion estadistica con respecto a mVRK1 wt *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

A la vista de estos resultados podemos concluir que las células que portan
las variantes patogénicas de VRK1 estudiadas, tienen alterada la ruta de
reparacion del daino en el ADN. Las variantes mR89Q, mL195V y mR219I son
capaces de fosforilar in vitro a las proteinas H2A.X y 53BP1 cuando dafiamos
el ADN. Con los experimentos realizados no podemos afirmar que estas
variantes fosforilen H2A.X y 53BP1 in vivo. Solo podemos concluir que no se
forman los focos de reparacidon necesarios para reparar las roturas del ADN.
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5.4. La fosforilacidn TIP-60 se ve disminuida en las células portadoras
de las variantes patogénicas de VRK1 ante daiio en el ADN

Recientemente, hemos publicado que TIP-60 es la acetiltransferasa que
media la acetilacidn de la H4K16 y se activa mediante fosforilaciéon por VRK1
[49]. Al observar pérdida de dicha acetilacion en presencia de las variantes,
hipotizamos que la fosforilacion de TIP-60 se podria ver afectada. Para
analizarlo, silenciamos el gen VRK1 humano con dos siARNs especificos v,
posteriormente, tratamos las células con doxorrubicina 10 uM 2 h,
previamente habiendo quitado el suero del medio. Observamos que el VRK1
murino rescata la fosforilacién de TIP-60 cuando no se expresa la proteina
humana, mientras que disminuye significativamente, al observar dicha
fosforilacién en la linea vacio y en la que expresa la mutacién mK179E.
Analizando los resultados en las lineas que portan las variantes patogénicas,
obtuvimos que ninguna de ellas es capaz de recuperar la fosforilacién de TIP-
60 cuando silenciamos el gen VRK1 humano (Figura 42A).

Comprobamos que las variantes de VRK1 murinas eran capaces de
fosforilar a su sustrato TIP-60. Para ello, realizamos un ensayo quinasa
utilizando ATP frio, wusando TIP-60 vy las proteinas quinasa
inmunoprecipitadas de células, tratadas previamente con doxorrubicina en
las mismas condiciones del experimento anterior. Observamos que las
variantes mL195V y mR219I, son capaces de fosforilar TIP-60 in vitro ante
dafio génico, en mayor medida que mVRK1 wt. mR89Q también es capaz de
fosforilar al sustrato, pero en menor medida que la quinasa wt, mientras que
el resto no presentan actividad (Figura 42B).
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Figura 42. La fosforilacidon de TIP-60 ante daiio en el ADN no se recupera en las lineas A549 que expresan las variantes de VRK1. A. Western
blot de TIP-60 fosforilado en las lineas estables. Se sembraron células de las lineas estables A549 y se transfectaron con la construccién pcDNA-
V5-TIP60 y silenciaron con dos siARN especificos del gen VRKI humano, y un siControl, sin diana celular. A las 24 h se retiré el suero del medio.
Tras 3 dias se trataron con doxorrubicina 10 uM durante 2 h. Se realizd la inmunoprecipitacién de V5-TIP60 con el anticuerpo a-V5 (R) de 1 mg
de extracto y se estudio su fosforilacién con el anticuerpo genérico fosfoserina (M). B. TIP-60 se fosforila por algunas variantes de VRK1 in vitro.
Se sembraron células de las lineas estables A549, se transfectaron con la construccion pcDNA-V5-TIP60 y silenciaron con el siARN especifico del
gen VRK1 humano siVRK1-02 y siControl. A las 24 h se retird el suero del medio. Tras 3 dias se trataron con doxorrubicina 10 uM durante 2 h. Se
realizé la inmunoprecipitacion de V5-TIP60 con el anticuerpo a-V5 (R) y de las variantes de la quinasa con a-HA (R) de 1 mg de extracto. Se
realizd un ensayo quinasa con ATP frio y se estudid la fosforilacién con el anticuerpo genérico fosfoserina (M). Como control negativo del

experimento se realizé una IP de V5-TIP60 que se incubd con ATP, pero no con mVRK1. Se procesaron los datos con el programa ImageJ y se
mostro la ratio pSer TIP-60/TIP-60. Se realizaron los experimentos por duplicado. Se representa una réplica.
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Por tanto, podemos concluir que las células que portan las variantes
patogénicas de VRK1 tienen alterada la ruta de reparacion del dafio génico.
Parece que esta alteracion ocurre desde el inicio de la ruta, viéndose
disminuida la actividad de la acetiltransferasa TIP-60, al no activarse por la
fosforilacién de VRK1. Esto hace que la relajacidon de cromatina en las zonas
de dafio (asociada a H4K16ac) no se produzca y no se puedan sefializar
correctamente para su posterior reparacion.
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6. El patrén epigenético de la histona H3 en las lineas estables A549
portadoras de las variantes patogénicas de VRK1 se ve alterado

La regulacion exhaustiva de las modificaciones en residuos especificos de
las colas de las histonas es esencial para el desarrollo celular correcto,
controlando la represion y expresion de determinados genes. Los patrones
de acetilacién y metilacidon en los residuos lisina 9 y 27 de la histona H3 se
han visto alterados en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer o
la enfermedad de Huntington [70]. Hemos observado en el laboratorio, que
VRK1 parece regular distintas enzimas modificadoras de histonas (datos no
publicados). Esto nos llevé a pensar en una posible alteracion del patrén
epigenético de las histonas en las células portadoras de las variantes de la
quinasa.

Por ese motivo, estudiamos, de forma muy preliminar, el patron de
acetilacion y trimetilacion de la lisina 9 y de la 27 de la histona H3
(H3K9ac/me3, H3K27ac/me3) en las lineas celulares generadas.

6.1. El patron de acetilacion y trimetilaciéon de la H3K9 se encuentra
alterado en las lineas estables

Para estudiar el patron de acetilacion y trimetilacion de H3K9
(H3K9ac/me3), silenciamos primeramente el gen VRK1 humano con dos
siARNs especificos, y, estudiamos las modificaciones por medio de
inmunofluorescencia y Western blot. Estos experimentos solo se han
realizado usando las lineas control, vacio, mVRK1 wt y mK179E, y las que
portan las variantes mR89Q, mY213H y mD263G. Observamos que, en todos
los casos, existe una bajada generalizada de H3K9ac y una subida de la
H3K9me3, a excepcién de la linea portadora de la quinasa wt, en la que no
hay cambios significativos en las fluorescencias de las tres muestras (Figura
43).
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Figura 43. Las células que expresan variantes patogénicas mR89Q, mY213H y
mD263G de VRK1 muestran variaciones en el patrén de acetilacion y trimetilacion
de la lisina 9 de la H3. A. Inmunofluorescencia de H3K9ac/me3 en las lineas estables.
Se sembraron células de las lineas A549 vacio, mVRK1 wt, mK179E, mR89Q, mY213H
y mD263G vy se silencid el gen VRKI humano con dos siARNs especificos y un
siControl. Al cabo de 24 h se elimind el suero del medio. Pasadas 48 h, se fijaron las
células y se realizé una inmunofluorescencia detectando las modificaciones con los
anticuerpos especificos y el silenciamiento efectivo de VRK1 con a-1B5 (M). B.
Cuantificacion de los niveles de fluorescencia de H3K9ac y H3K9me3 por area celular
(u.a.) de 100 células, utilizando el programa ImageJ y se analizaron los datos con IBM
SPSS 25. Se utilizd el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-
hoc Bonferroni *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005. C. Western blot en el que se
observa el silenciamiento del gen VRK1 humano y la expresion de la variante murina.
Se detectd la acetilacién y trimetilacidn de la lisina 9 y 27 de la histona H3 con los
anticuerpos especificos.

6.2. El patron de acetilacién y trimetilacion de la H3K27 se encuentra
alterado en las lineas estables

Por otra parte, los cambios en el patrén de acetilacién y trimetilacion de
la lisina 27 de la histona H3 (H3K27ac/me3) también han sido ampliamente
estudiados en distintas enfermedades neurodegenerativas. Hemos
observado cambios en estos patrones al eliminar el VRK1 de las células
(datos no publicados); sin embargo, no conocemos el mecanismo por el cual
la quinasa regula esta acetilacién y trimetilacion. Asi pues, de forma muy
preliminar estudiamos estos patrones utilizando las mismas lineas que en el
experimento anterior. Por medio de inmunofluorescencia y Western blot
observamos que, al igual que ocurria con la H3K9, la acetilacién del residuo
se encuentra disminuida, mientras que la trimetilacién aumenta cuando solo
estan presentes estas variantes en las células (Figura 44 y 43C). No se
observan cambios en los patrones de la linea portadora de la quinasa murina
wt (Figura 44 y 43C).

Por tanto, podemos concluir que VRK1 participa en la regulacién de la
acetilacion y trimetilacién de la H3K9 y H3K27, y en las células que portan las
variantes de la quinasa dichos patrones se ven alterados, conduciendo a un
estado de represion génica global. Sin embargo, se tendra que realizar otro
tipo de estudios para corroborar estos resultados.
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Figura 44. Las células que expresan variantes patogénicas mR89Q, mY213H y
mD263G de VRK1 muestran variaciones en el patrén de acetilacion y trimetilacion
de la lisina 27 de la histona H3. A. Inmunofluorescencia de H3K27ac/me3 en las
lineas estables. Se sembraron células de las lineas A549 vacio, mVRK1 wt, mK179E,
mR89Q, mY213H y mD263G y se silencié el gen VRKI humano con dos siARNs
especificos y un siControl. Al cabo de 24 h se elimind el suero del medio. Pasadas 48
h, se fijaron las células y se realizé una inmunofluorescencia detectando las
modificaciones con los anticuerpos especificos y se observd el silenciamiento
efectivo de VRK1 con a-1B5 (M). B. Cuantificacidén de los niveles de fluorescencia de
H3K27ac y H3K27me3 por area celular (u.a.) de 100 células. Se cuantificd la
fluorescencia utilizando el programa Imagel y se analizaron los datos con el
programa IBM SPSS 25. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la
prueba post-hoc Bonferroni, para determinar qué muestras difieren entre si
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.
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7. La formacion de los cuerpos de Cajal se ve alterada en las células
que expresan la mayoria de las variantes patogénicas de VRK1

7.1. Se rescata la formacion de los cuerpos de Cajal en la linea
mR219I

Los cuerpos de Cajal (CBs) son pequefios suborganulos que se forman
sobre todo en neuronas y células tumorales. Su funcidon mejor caracterizada
es la biogénesis de ribonucleoproteinas asociadas al splicing, procesamiento
de ARNm de histonas y a la formacién de los telémeros [110]. La proteina
‘andamio’ de los CBs es la coilina, que se asocia a SMN, a ataxina 1,
implicadas en desérdenes neurodegenerativos como la atrofia muscular
espinal y ataxias [155—198]. Se ha descrito que la quinasa VRK1 interacciona
y fosforila a coilina al menos en el residuo serina 184, permitiéndola
ensamblarse y formar los CBs. Cuando se silencia el gen VRK1 en las células,
los CBs no se ensamblan y la coilina se degrada via proteasoma [117].

Hemos visto que la mayoria de las lineas celulares que expresan las
distintas variantes de VRK1 tienen alteradas respuestas celulares
importantes en el desarrollo y supervivencia celular (migracion, respuesta a
dafio génico, cambios en los patrones epigenéticos de las histonas). Dado
que el correcto ensamblaje de los cuerpos de Cajal es esencial en las
neuronas debido sus altos requerimientos transcripcionales, analizamos en
las lineas celulares HelLa generadas, la formacién de estas estructuras.

Para ello, primeramente estudiamos en células Hela sin infectar, el
momento en el cual los CBs no se forman pero la coilina aun no se ha
degradado de la célula al silenciar el gen de la quinasa, con el objetivo de
tomar ese punto de referencia para estudiar el rescate de los CBs por las
variantes. Observamos que al cabo de tres dias de silenciamiento, los CBs no
se llegan a ensamblar, pero los niveles proteicos de coilina celulares no
disminuyen. Ademas, observamos al tratar las células con el inhibidor del
proteasoma MG-132, se rescata la formacion de los CBs. Sin embargo,
pasados cinco dias de silenciamiento del gen de la quinasa, los niveles de
coilina se ven disminuidos en los extractos proteicos celulares y, aunque se
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traten las células con MG-132, la formacién de los CBs no se recupera (Figura
45).
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Figura 45. A los tres dias de silenciamiento del gen VRK1 los niveles de coilina se
mantienen, pero no se forman cuerpos de Cajal en células Hela. A.
Inmunofluorescencia en la que se muestra que a los 3 dias de silenciamiento del gen
VRK1 con un siARN especifico (siVRK1-02), no se observan CBs. Sin embargo, al tratar
las células con el inhibidor del proteasoma MG-132 36 uM 6 h, se muestran estas
estructuras, pero no a los 5 dias. B. Western blot en el que se observa que los niveles
de coilina se mantienen constantes a los 3 dias de silenciamiento del gen VRK1, pero
disminuyen considerablemente a los 5 dias.

Asi, para estudiar el rescate de estos CBs en las lineas celulares
generadas, trataremos las células con dos siARNs especificos de la quinasa
humana y, después de 3 dias, analizaremos su formacién, cuando la coilina
aun no se deberia de haber degradado en las células y seria posible la
formacidn de las estructuras.
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Figura 46. Se rescata la formacion de los CBs en la linea estable mR219I1 Hela. A.
Inmunofluorescencia de los CBs (marcados con coilina) en las lineas estables. Se
sembraron células de las lineas estables HeLa y a las 24 h se silencié el gen VRK1
humano con dos siARNs especificos. Pasadas 72 h se fijaron las células y se realizé
una inmunofluorescencia para observar los cuerpos de Cajal. B. Se representa el
porcentaje de células que presentan CBs (N=100 células) de 3 réplicas
independientes. Se realizé un test one way-ANOVA seguido de la prueba post-hoc
Tukey para analizar la significacion estadistica. C. Se representa el niumero de
cuerpos de Cajal que presentan las células cuantificadas (N=300 células totales). Se
realizd un test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de la prueba post-hoc
Bonferroni para analizar la significacidon estadistica. D. Se representa el 4rea de los
CBs presentes en las lineas celulares (N=300 células totales). Se utilizd el test no
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para
determinar qué muestras diferian entre si. E. Western blot en el que se observa la
expresion de la coilina enddégena (revelado con a-Coilina (M)), de las variantes
mVRK1 (revelado con a-HA (M)) y el correcto silenciamiento del gen de la quinasa
humana (a-1F6 (M)). *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

Observamos que solo se rescata la formacion de los CBs en la linea
estable Hela que expresa la variante patogénica mR219l (Figura 46).
Aproximadamente, el 80% de las células analizadas que expresan dicha
variante forman CBs de unos 0,3 pm?, cuantificando 3 o 4 por célula (Figura
46B, Cy D). En el caso de las células que expresan la variante mT228M, existe
una disminucién en el ensamblaje de estas estructuras del 30% (Figura 46B).
Ademas, las células que poseen CBs, forman menor cantidad que cuando se
encuentra VRK1 enddgeno presente (2 CBs frente a los 4 formados cuando se
expresa el VRK1 enddgeno) (Figura 46C). Por otra parte, se ve muy reducido
el porcentaje de células que presentan CBs en la linea mL195V, pero las que
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los llegan a formar, poseen un numero similar a cuando se encuentra la
quinasa humana presente (Figura 46B y C). Sin embargo, estas estructuras
que se forman son demasiado pequefias y puede que sean simplemente
agregados de coilina, no CBs funcionales (Figura 46D).

También corroboramos que los niveles de coilina se mantienen estables
en las células de todas las lineas analizadas tras los 3 dias de silenciamiento
del gen VRK1 humano (Figura 46E).

7.2. Durante la fase celular G2/M, el residuo serina 184 de la coilina
se fosforila en las células que portan las variantes patogénicas
mL195V y mR219I

Sabemos que para la formacién de los cuerpos de Cajal es necesaria la
fosforilacién previa de la coilina en la serina 184 durante la mitosis [117].
Una vez visto que solo las lineas que expresan la quinasa murina wt y la
variante mR219I son capaces de recuperar la formacién de los CBs, quisimos
comprobar si, durante la mitosis, la serina 184 de la coilina de las lineas se
encontraba fosforilada.

Para ello, primeramente corroboramos que la fosforilacion de este
residuo era mdaxima durante esta fase del ciclo, y que con la deplecién del
VRK1 humano, dichos niveles disminuian. La quinasa VRK1 murina ademas
rescata los niveles de esta fosforilacidon durante la mitosis (Figura 47).
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Figura 47. Durante la mitosis, se fosforila el residuo Ser184 de la coilina y se rescata
esta fosforilacion con la expresion de la quinasa VRK1 murina. Se sembraron
células Hela sin infectar y HeLa que expresan la quinasa murina wt. Pasadas 24 h, se
silencio el gen de la quinasa humana con el siARN siVRK1-02 especifico y un
siControl. Pasadas 72 h, se trataron las células correspondientes con nocodazol 0,33
UM durante 12 h y, posteriormente, se lisaron. Se realizé6 un Western blot de las
muestras y se analizaron los niveles de fosforilacion del residuo Ser184 de la coilina
con su anticuerpo especifico, relativizandolo con respecto a los niveles de coilina
total (revelado con a-Coilina (R)). Se utilizaron los niveles de pRB como control de
parada de ciclo celular en G2/M. Se comprobé la expresion de la quinasa murina wt

en la linea estable con el anticuerpo a-HA (M) y la eficacia del silenciamiento del gen
VRK1 humano con a-1F6.

Asi, estudiamos la fosforilacion de este residuo de la coilina en las lineas
estables Hela, durante G2/M y habiendo silenciado el gen de la quinasa
humana. Observamos que en las células de las lineas que expresan las
variantes mL195V y mR219I la coilina se encuentra fosforilada. También se
detecta dicha fosforilacién en las células que poseen mT228M, pero en
niveles mas bajos. En el resto de las lineas estables no se observa
fosforilacién de este residuo de la coilina (Figura 48).
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Figura 48. La fosforilacion de la serina 184 de la coilina se pierde en la mayoria de
las lineas Hela que expresan las variantes patogénicas de mVRK1. Se sembraron
células de las lineas estables Hela hasta ahora generadas. Se silencié el gen VRK1
humano con el siARN especifico siVRK1-02 y un siControl pasadas 24 h. Tras 72 h se
trataron las células con nocodazol 0,33 uM durante 12 h y se lisaron las células. Se
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realizé un Western blot de las muestras y se analizaron los niveles de coilina
fosforilada en el residuo serina 184 con un anticuerpo especifico. Se utilizaron los
niveles de pRB como control de parada de ciclo celular en mitosis. Se comprobd la
expresion de las quinasas murinas en las lineas estables con el anticuerpo a-HA (M) y
la eficacia del silenciamiento del gen VRK1I humano con a-1F6. Se realizd el
experimento por triplicado y se analizaron los datos con el programa ImagelJ. Solo se
muestra una réplica.

7.3. Se rescata la formacion de los CBs en células que expresan la
variante patogénica mR89Q, encontrandose la Ser184 de la coilina
fosforilada

Dado que hemos observado que aparte de L195V, R219l y T228M, las
variantes R89Q, W375X y R387H también son capaces de fosforilar in vitro en
mayor o menor medida la coilina (Figura 29 y [107]) analizamos la formacidn
de los cuerpos de Cajal en células que las expresan. No fue posible realizar el
experimento con la variante W375X debido a que no poseemos aun la
construccion plasmidica. Asi pues, transfectando células HeLa con plasmidos
que poseen VKR1 murino wt y las mutaciones mR89Q y mR387H, y
silenciando el gen de la quinasa humana durante 3 dias, observamos que en
las células que presentan mR89Q se rescata la formacion de los cuerpos de
Cajal. En presencia de mR387H, el porcentaje de células que poseen estas
estructuras se ve significativamente reducido, presentando ademas un
menor numero de CBs en las que los llegan a formar (Figura 49).
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Figura 49. La variante patogénica de VRK1 murino mR89Q, rescata la formacion de
los CBs en las células. A. Inmunofluorescencia de los CBs (marcados con coilina) en
las células transfectadas). Se sembraron células Hela y a las 24 h se silenci6 el gen
VKR1 humano con dos siARNs especificos y un siControl. Pasadas 12 h, se
transfectaron las células con las construcciones plLenti-mVRK1-HA, plLenti-mVRK1-
[R89Q]-HA y pLenti-mVRK1-[R387H]-HA. Tras 72 h, se fijaron las células. Se analizé la
formacion de los CBs por medio de inmunofluorescencia, marcando la coilina con un
anticuerpo especifico. Se comprobé la expresion de las proteinas murinas usando el
anticuerpo a-HA (R). B. Se representa el porcentaje de células que presentan CBs
(N=60 células) de 3 réplicas independientes. Se realizd6 un test one way-ANOVA
seguido de la prueba post-hoc Tukey para analizar la significacién estadistica. C. Se
representa el numero de cuerpos de Cajal que presentan las células cuantificadas
(N=180 células totales). Se realizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de la
prueba post-hoc Bonferroni para analizar la significacion estadistica. D. Se
representa el area de los CBs presentes en las lineas celulares (N=180 células
totales). Los datos se analizaron con el programa ImageJ y IBM SPSS 25. Se utilizo el
test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para
determinar qué muestras diferian. E. Western blot en el que se muestra la correcta
expresion de las variantes murinas transfectadas y el control de silenciamiento de la
quinasa humana. Se marca la coilina con el anticuerpo especifico a-Coilina (R).
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

Ademas, analizamos la fosforilacion de la Ser184 de la coilina de dichas
células durante la mitosis. Para ello, transfectamos células HelLa con los
pldsmidos que portan las mutaciones murinas de VRK1 mR89Q y mR387H y
se silencid el gen de la quinasa humana. Se trataron con nocodazol para
pararlas en fase G2/M después de 3 dias de silenciamiento y se analizé la
fosforilacién del residuo. Pudimos comprobar que la coilina se encontraba
fosforilada en las células que expresaban ambas variantes (Figura 50).
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Figura 50. El residuo Ser184 de la coilina se encuentra fosforilado en las células que
expresan las variantes patogénicas murinas de VRK1 mR89Q y mR387H. Se
sembraron células HelLa y se transfectaron con las construcciones pLenti-mVRK1-HA,
pLenti-mVRK1-[R89Q]-HA, plLenti-mVRK1-[R387H]-HA y pLenti-mVRK1-[K179E]-HA.
Se silencié el gen VRK1I humano con el siARN especifico siVRK1-02 pasadas 24 h. Tras
72 h se trataron las células con nocodazol 0,33 uM durante 12 h y se lisaron. Se
realizé un Western blot de las muestras y se analizaron los niveles de coilina
fosforilada en el residuo serina 184 con un anticuerpo especifico. Se utilizaron los
niveles de pRB como control de parada de ciclo celular en mitosis. Se comprobd la
eficiencia de la transfeccion con el anticuerpo a-HA (M) y del silenciamiento del gen
VRK1 humano con a-1F6. Se realizd el experimento por triplicado y se analizaron los
datos con el programa ImageJ. Solo se muestra una réplica.

7.4. Los niveles de coilina se mantienen estables en presencia de
mL195V, mR219l, mT228M, mR89Q y mR387H a los 5 dias de
silenciamiento del gen VRK1 humano, encontrandose la Serl84 de
dicha proteina fosforilada

Hemos visto que a los 5 dias de silenciamiento del gen de la quinasa
VRK1, los niveles totales de coilina en células HelLa disminuian. Esto es
debido a que se degrada via proteasoma al no poder ser fosforilada por VRK1
(Figura 45 y [199]). Al haber observado que algunas de las variantes de VRK1
eran capaces de fosforilar a la coilina, lo siguiente que quisimos estudiar fue
si esta fosforilacion la protegia de su degradacidn via proteasoma. Para ello,
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sembramos células de las lineas Hela estables y silenciamos el gen VRK1
enddgeno. Después de 3 y 5 dias, las lisamos y analizamos los niveles de
coilina en las muestras. Observamos que los niveles de la proteina se

mantienen estables a los 3 dias de silenciamiento en todas las lineas
estudiadas. Sin embargo, a los 5 dias, se observa una bajada muy drastica de
dichos niveles en la mayoria de las lineas, a excepcién de en las células que
expresan las variantes mL195V, mR2191 y mT228M (Figura 51A). Se realizo el
mismo experimento transfectando células HeLa con las construcciones que
poseen las mutaciones mR89Q y mR387H murinas. Se observé que, tanto a
los 3 dias de silenciamiento del gen humano como a los 5 dias, los niveles de

coilina se mantenian estables (Figura 51B).
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Figura 51. Los niveles de coilina no disminuyen en presencia de las variantes
patogénicas de VRK1 mL195V, mR219], mT228M, mR89Q y mR387H. A. Los niveles
de coilina no disminuyen en presencia de las variantes mL195V, mR219l y mT228M.
Se sembraron células de las lineas estables Hela y a las 24 h se silencié el gen de la
quinasa humana con un siARN especifico o un siControl. Se lisaron las células a los 3
y 5 dias (3d y 5d) y se analizaron los niveles de coilina con el anticuerpo especifico a-
Coilina (R). Se comprobd la expresidn de las variantes murinas en las lineas estables
con el anticuerpo a-HA (M) y la eficacia del silenciamiento del gen VRK1 humano con
a-1F6. B. Los niveles de coilina no disminuyen en presencia de las variantes mR89Q
y mR387H. Se sembraron células Hela y se transfectaron con las construcciones
pLenti-mVRK1-HA, plLenti-mVRK1-[K179E]-HA, plLenti-mVRK1-[R89Q]-HA y plenti-
mVRK1-[R387H]-HA. Tras 12 h se silencio el gen de la quinasa humana con un siARN
especifico. Se lisaron las células a los 3 y 5 dias (3d y 5d) y se analizaron los niveles de
coilina con el anticuerpo especifico a-Coilina (R). Se comprobd la expresién de las
variantes murinas con el anticuerpo a-HA (M) y la eficacia del silenciamiento del gen
VRK1 humano con a-1F6. Se realizé el experimento por duplicado y se analizaron los
datos con el programa Imagel. Solo se muestra una réplica. Se representa la ratio
Coilina /actina.

Ademas, quisimos comprobar si, efectivamente, esta coilina a los 5 dias
de silenciamiento del gen de la quinasa humana se encontraba fosforilada en
el residuo serina 184 en las lineas que expresaban mL195V, mR219I y
mT228M, asi como en las células que presentan mR89Q y mR387H. Para ello,
observamos dicha fosforilacion durante la fase G2/M, corroborando que
dicho residuo se encontraba fosforilado en todos los casos. Dichos niveles de
fosforilacién eran ligeramente menores en las células que expresaban
mT228M y mR387H comparados con los que se mostraban en las que
poseian la quinasa murina wt (Figura 52).
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Figura 52. En presencia de las variantes patogénicas de VRK1 mL195V, mR219I,
mT228M, mR89Q y mR387H, la coilina se encuentra fosforilada en el residuo serina
184. A. En presencia de las variantes mL195V, mR219l y mT228M la coilina se
encuentra fosforilada en el residuo serina 184. Se sembraron células de las lineas
estables Hela y a las 24 h se silencid el gen de la quinasa humana con un siARN
especifico. Tras 4 dias, se trataron las células con nocodazol 0,33 uM durante 12 h 'y
se lisaron. Se analizaron los niveles de coilina fosforilada en el residuo Ser184 con su
anticuerpo especifico. Se comprobd la expresion de las variantes murinas en las
lineas estables con el anticuerpo a-HA (M) y la eficacia del silenciamiento del gen
VRK1 humano con a-1F6. B. En presencia de las variantes mR89Q y mR387H la
coilina se encuentra fosforilada en el residuo serina 184. Se sembraron células Hela
y se transfectaron con las construcciones pLenti-mVRK1-HA, pLenti-mVRK1-[R89Q]-
HA y pLenti-mVRK1-[R387H]-HA. A las 12 h se silencié el gen de la quinasa humana
con un siARN especifico. Pasados 4 dias, se trataron las células con nocodazol 0,33
UM durante 12 h y se lisaron. Se analizaron los niveles de coilina fosforilada en el
residuo Ser184 con su anticuerpo especifico. Se comprobd la expresion de las
variantes murinas con el anticuerpo a-HA (M) y la eficacia del silenciamiento del gen
VRK1 humano con a-1F6. Se realizd el experimento por duplicado y se analizaron los
datos con el programa Imagel). Solo se muestra una réplica. Se representa la ratio
pCoilina /coilina.

Con todos estos experimentos podemos concluir que es necesaria la
actividad catalitica de VRK1, aunque sea minima, para que la coilina se pueda
fosforilar y no degradarse via proteasoma. Sin embargo, no solo la
fosforilacién es necesaria para la formacién de los cuerpos de Cajal, dado
que las células que portan las variantes mL195V, mT228M y mR387H, sufren
alteraciones en su correcto ensamblaje.
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7.5. La mayoria de las variantes patogénicas de VRK1 pierden la
interaccidn con la coilina

La fosforilacidon de la coilina no es necesaria para su interaccién con la
quinasa VRK1. Sin embargo, se ha comprobado que la interaccion entre estas
dos proteinas es esencial que ocurra durante la mitosis para el ensamblaje
de los cuerpos de Cajal [117]. Asi, quisimos comprobar si la interaccidn entre
las variantes y coilina se veia alterada. Para ello, realizamos ensayos de
inmunoprecipitacién de las variantes patogénicas humanas de VRK1 con
coilina enddgena y Myc-Coilina, transfectadas en la linea celular HEK-293T,
observando una alteracién en las interacciones. Se pudo observar una
pérdida significativa de la interaccion de dicha proteina con G135R, L195V,
Y213H, T228M, V236M, R214C, W254L, T2561 y G257S (Figura 53A y B).
Ademads, quisimos comprobar que las variantes murinas de la quinasa se
comportaban de igual forma en cuanto a su interaccién con dicha proteina.
Asi pues, se realizaron nuevamente inmunoprecipitaciones de las variantes
murinas con coilina enddgena usando células de las lineas estables Hela.
Volvemos a observar una pérdida de la interaccién con mG135R, mL195V,
mY213H, mT228M, mV236M y mS256I1 tanto en células asincrénicas (Figura
53C) como en mitosis (Figura 53D), cuando dicha interaccién es maxima
[199].
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Figura 53. La interacciéon Coilina-VRK1 se ve alterada cuando se expresan las
variantes patogénicas de la quinasa. A. Interaccidon entre coilina enddgena vy las
variantes de VRK1 humanas. Se transfectaron células HEK-293T con los plasmidos
pCELF-HA-VRK1 que presentan las distintas mutaciones de la quinasa y, al cabo de 48
h, se inmunoprecipitaron las variantes con a-HA (R) de 1 mg de extracto proteico y
se detectd coilina con a-Coilina (R). B. Interaccidon entre Myc-Coilina y las variantes
de VRK1 humanas. Se transfectaron células HEK-293T con los plasmidos pCELF-HA-
VRK1 que presentan las distintas mutaciones de la quinasa y pCMV6-Myc-DKK-
Coilina vy, al cabo de 48 h, se inmunoprecipitaron las variantes con a-HA (R) de 0,5
mg de extracto proteico y se detectd coilina con a-Myc (M). C. Interaccidn entre
coilina y las variantes de VRK1 murinas en células asincrdénicas. Se sembraron células
de las lineas HelLa generadas y se silencié el gen de la quinasa humana con un siARN
especifico. Tras 72 h, se inmunoprecipitaron las variantes con a-HA (R) de 1 mg de
extracto proteico y se detectd la coilina endégena, SMN y VCP. D. Interaccidn entre
coilina y las variantes de VRK1 murinas en células en mitosis. Se sembraron células
de las lineas HelLa generadas y se silencid el gen de la quinasa humana con un siARN
especifico. Tras 72 h, se trataron las células con nocodazol 0,33 uM durante 12 hy se
inmunoprecipitaron las variantes con a-HA (R) de 1 mg de extracto proteico. Se
detecté la coilina endégena, SMN y VCP. Los experimentos se realizaron por
duplicado. Se presenta la ratio de las proteinas con respecto del control de la IP (HA-
VRK1 o mVRK1-HA). Se representa una réplica.

Estos resultados indican que la mayoria las variantes patogénicas de VRK1
no interaccionan con coilina. La pérdida de la interaccion entre esta proteina
y L195V, T228M y R387H podria ser una posible causa de que los cuerpos de
Cajal no se lleguen a formar correctamente en las células que las expresan.

151



- RESULTADOS -

8. Efecto de VRK1 en SMN y VCP

8.1. VRK1, SMN, VCP y coilina interaccionan entre si

Las enfermedades neurodegenerativas SMA, ALS o HMSN tienen origen
genético, pero los genes implicados son muy diversos. Una de las causas de
padecer SMA, son mutaciones en el gen SMN1, que provocan la pérdida de
esta proteina. SMN es una proteina esencial en el metabolismo de los ARNSs,
y se encuentra en el citosol, geminas y cuerpos de Cajal, donde interacciona
con coilina [117]. Por otra parte, VCP es una ATPasa que participa en diversos
procesos celulares. Mutaciones en esta proteina estan relacionadas con ALS
y demencia frontotemporal (FTD) [201].

Asi, dado que los pacientes que portan las variantes de la quinasa
presentan enfermedades que se han visto también cuando SMN y VCP se
encuentran mutadas, quisimos estudiar la relaciéon entre la quinasa y estas
proteinas. Conocemos que la quinasa VRK1 interacciona con coilina y, coilina
interacciona con SMN por la region Tudor de esta [117-121]. En el
laboratorio, se llevd a cabo un analisis por espectrometria de masas de las
posibles proteinas candidatas a interaccionar con VRK1, de las cuales se
identificaron SMN, VCP y coilina. Por ese motivo, quisimos comprobar
primeramente si estas cuatro proteinas interaccionaban entre si, formando
complejos que se viesen comprometidos cuando alguna de ellas apareciese
mutada. Para ello, realizamos ensayos de inmunoprecipitacion de dichas
proteinas enddgenas (Figura 54A) o transfectadas con las construcciones
pCELF-HA-VRK1, pCELF-GST-VCP, pCMV6-Myc-DKK-Coilina y pCMV6-Myc-
DKK-SMN (Figura 54B, C y D) en la linea celular HEK-293T, observando
interaccidn en todos los casos.
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Figura 54. VRK1, SMN, VCP y coilina interaccionan entre si. A. Las cuatro proteinas
interaccionan entre si. Se inmunoprecipitaron las proteinas enddgenas con los
anticuerpos a-VC, a-SMN (M), a-VCP (R) y a-Coilina (R) de 2 mg de extracto proteico
de células HEK-293T y se detectaron las proteinas con los anticuerpos especificos. B.
VRK1 y VCP cotransfectados interaccionan entre si. Se transfectaron células HEK-
293T con las construcciones pCELF-HA-VRK1, pCELF-GST-VCP y GST vacio y, tras 48 h,
se lisaron las células y se inmunoprecipitaron las proteinas de 1 mg de extracto
celular usando los anticuerpos indicados. Se detectaron las proteinas
inmunoprecipitadas utilizando los anticuerpos especificos. C. SMN y VCP
cotransfectadas interaccionan entre si. Se transfectaron células HEK-293T con las
construcciones pCMV6-Myc-DKK-SMN, pCELF-GST-VCP y GST vacio vy, tras 48 h, se
lisaron las células y se inmunoprecipitaron las proteinas de 1 mg de extracto celular
usando los anticuerpos indicados. Se detectaron las proteinas inmunoprecipitadas
utilizando los anticuerpos especificos. D. Coilina y VCP cotransfectadas interaccionan
entre si. Se transfectaron células HEK-293T con las construcciones pCMV6-Myc-DKK-
Coilina, pCELF-GST-VCP y GST vacio y, tras 48 h, se lisaron las células y se
inmunoprecipitaron las proteinas de 1 mg de extracto celular usando los anticuerpos
indicados. Se detectaron las proteinas inmunoprecipitadas utilizando los anticuerpos
especificos.

8.2. VCP interacciona con SMN tanto en el nticleo como en el citosol

VRK1 y coilina son proteinas mayoritariamente nucleares, que se regulan
durante el ciclo celular, mientras que SMN y VCP se encuentran tanto en el
nucleo como en el citosol. Por ese motivo, lo siguiente que quisimos analizar
fue en qué compartimento interaccionaban estas proteinas. Para ello, se
realizé un fraccionamiento nucleo/citosol y se estudio la interaccién en los
dos compartimentos, inmunoprecitando SMN. Se observé que esta proteina
interacciona con coilina y VRK1 en el nucleo y con VCP tanto en el nucleo
como en el citosol (Figura 55).
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Figura 55. VCP y SMN interaccionan tanto en el nicleo como en el citosol. Se
sembraron células Hela, y se realiz6 un fraccionamiento nucleo/citosol. Se
inmunoprecipitd SMN de 0,5 mg de extractos proteicos de los dos compartimentos y
se detectd VRK1, coilina y VCP con los anticuerpos especificos a-VC (R), a-Coilina (R)
y a-VCP (R) respectivamente. Se utilizé la histona H3 como control de la fraccion
nuclear y GARS como control de la citosélica.

8.3. Efecto del silenciamiento de VRK1 sobre VCP y SMN

8.3.1. El silenciamiento de la quinasa humana VRK1 no afecta a la
estabilidad de VCP ni de SMIN

Dado que se ha visto que con la deplecidon de VRK1 se produce la pérdida
de los cuerpos de Cajal, donde se encuentra y realiza su funcién SMN,
estudiamos, primeramente, la estabilidad de esta proteina. Ya habiamos
observado que coilina es mas inestable, degraddndose via proteasoma
cuando el gen VRK1 se encuentra silenciado. Analizamos la vida media de
estas proteinas, asi como la de VCP, en células de la linea HelLa (Figura 56) y
HEK-293T (anexo 6), silenciando dicho gen e inhibiendo la sintesis de novo de
proteinas con cicloheximida.
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Observamos que, tanto los niveles de SMN como los de VCP permanecen
constantes hasta los tres dias, cuando comienzan a disminuir, tanto en las
células que expresan la quinasa como en las que no. Sin embargo, los niveles
de coilina se mantienen estables hasta los 5 dias de tratamiento en presencia
de VRK1, mientras que caen bruscamente a los 3 dias en ausencia de la
quinasa. Por tanto, el silenciamiento de la quinasa no afecta a la estabilidad
de VCP ni de SMN, mientras que la coilina es mas inestable cuando VRK1 no
se expresa en las células.
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Figura 56. El silenciamiento de la quinasa no afecta a la estabilidad de VCP ni de
SMN, mientras que la coilina es mas inestable cuando VRK1 se encuentra ausente.
A. Western blot en el que se observa la estabilidad de VCP, coilina y SMN en
presencia y ausencia de VRK1. Se sembraron células HelLa y pasadas 24 h se silencié
el gen VRK1 con un siARN especifico. Tras 48 h, se trataron las células con
cicloheximida 50 pg/ml y se analizd la expresion de las proteinas a los tiempos

156



- RESULTADOS -

marcados por Western blot utilizando anticuerpos especificos. Se realizaron 3
ensayos. Solo se muestra una réplica. B. Grafica de la estabilidad de VCP. Se
cuantificaron los niveles relativos de VCP usando la B-actina como control y se
representaron en un grafico las medias y desviaciones estandar de los ensayos. C.
Gréfica de la estabilidad de coilina. Se cuantificaron los niveles relativos de coilina
usando la B-actina como control y se representaron en un grafico las medias y
desviaciones estandar de los ensayos. D. Grafica de la estabilidad de SMN. Se
cuantificaron los niveles relativos de SMN usando la B-actina como control y se
representaron en un grafico las medias y desviaciones estandar de los ensayos.

8.3.2. Al silenciar el gen VRK1, los niveles de ARN mensajero de VCP no
se ven alterados, pero los de SMN aumentan

Dado que el silenciamiento de VRK1 no afecta a la estabilidad proteica de
SMN ni de VCP, lo siguiente que quisimos estudiar fue si tenia algun efecto a
nivel de expresion génica. Analizamos los cambios en los niveles de ARNm de
SMN y VCP realizando ensayos de RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR). Para ello,
se silencio el gen de la quinasa y a los 3 dias, se extrajo el ARN total de las
células con el kit RNeasy extraction kit (Qiagen). Se realizé la qRT-PCR y se
normalizaron los valores obtenidos con los del gen GAPDH, utilizados como
control interno del experimento. Se analizaron los niveles en células Hela y
A549. Se observd en ambas lineas un aumento en los niveles de ARNm SMN,
pero no se apreciaban diferencias en los de VCP (Figura 57). Esto nos indica
que el silenciamiento de VRK1 parece que aumenta la expresién de SMN. Sin
embargo, no se aprecian diferencias en cuanto a los niveles proteicos de esta
proteina.
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Figura 57. El silenciamiento de VRK1 produce un aumento de los niveles de ARNm
de SMN, pero no de los de VCP. A. Se silencié el gen VRKI con dos siARNs
especificos y un siControl de células de las lineas HeLa y A549. Pasadas 72 h, se
extrajo el ARN total y se cuantificaron las muestras. Se realizd la gRT-PCR de SMN,
VCP y VRK1 y se normalizaron los valores con respecto a los obtenidos para el gen
GAPDH (control). Se realizd un test one way-ANOVA seguido de la prueba post-hoc
Tukey para analizar la significacion estadistica. B. Western blot en el que se observa
el correcto silenciamiento del gen VRK1. Los niveles proteicos de VCP y SMN no se

alteran.
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8.3.3. Al silenciar el gen VRKI1, los niveles de VCP aumentan en el
nucleo y los de SMN en el citosol

El siguiente aspecto que quisimos estudiar fue el efecto que tenia la
ausencia de VRK1 en la localizacién celular de las dos proteinas, dado que
habiamos visto que los cuerpos de Cajal no se forman en esta situacion [108—
199]. Observamos que los niveles de SMN aumentan significativamente en el
citosol tanto por inmunofluorescencia como en el fraccionamiento, mientras
gue los de VCP son mayores en el nucleo por inmunofluorescencia cuando se
silencia la quinasa. Sin embargo, este aumento no se observa en el Western
blot del fraccionamiento. Corroboramos a su vez, que los cuerpos de Cajal no
se forman en ninguna de las lineas HeLa o A549 al silenciar el gen VRK1, pero
los niveles de coilina se mantienen estables en el nucleo (Figura 58).
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Figura 58. Los niveles de SMN aumentan en el citosol, mientras que los de VCP lo
hacen en el nucleo cuando se silencia VRK1. A. Inmunofluorescencia de SMN y VCP
en presencia y ausencia de VRK1. Se sembraron células HeLa y A549 y a las 24 h se
silencio el gen VRK1 con dos siARNs especificos. Después de 3 dias, se fijaron las
células y se llevé a cabo la inmunofluorescencia. Se utilizaron los anticuerpos a-
Coilina (R), a-VCP (R), a-SMN (M) y a-1B5 (M) como control. Se cuantificé la
fluorescencia de SMN y VCP de 60 células tanto en el nucleo como en el citosol con
ImageJ. Se uso el programa IBM SPSS 25 para analizar las diferencias. Se utilizo el
test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para
determinar qué muestras diferian *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005. A su vez se
realizé el Western blot de las muestras. B. Western blot de VCP y SMN en presencia y
ausencia de VRK1 en muestras de las fracciones citosdlicas y nucleares. Se
sembraron células HeLa y A549 y a las 24 horas se silencié el gen VRK1 con dos
siARNs especificos. Después de 3 dias, se realizd un fraccionamiento ndcleo/citosol y
se hizo un Western blot de las muestras. Se cuantificé la intensidad de cada banda
proteica. Se indica la ratio relativa de cada proteina con respecto a su control,
nuclear (H3) o citosdlico (GARS).

8.3.4. El aumento de VCP en el nucleo podria estar relacionado con el
dano génico que acumulan las células al deplecionar VRK1

La proteina VCP esta implicada en multiples procesos celulares. Se ha
observado que, en el nlcleo, en presencia de DSBs, participa activamente
permitiendo que la proteina 53BP1 se acumule y se reparen los sitios de
dafio [179]. Pensamos que el aumento nuclear de la fluorescencia de VCP
podria estar relacionado con la acumulacién de dano en la molécula al no
expresarse VRK1. Asi, tratamos células de las lineas Hela y A549 con
doxorrubicina para generar roturas de doble cadena en el ADN y analizamos
por inmunofluorescencia los niveles de VCP en el nucleo. Ademas, realizamos
paralelamente un ensayo TUNEL, para cuantificar DSBs. Vimos que, al tratar
las células con el compuesto, expresasen o no VRK1, la fluorescencia de VCP
aumenta en el nucleo (Figura 59A). Ademas, observamos que la ausencia de
VRK1 provoca acumulaciéon de dafio enddgeno. También vemos que la
resolucion del dafo cuando se silencia VRK1 no se lleva a cabo
correctamente, viéndose que no se recupera el nimero de focos de 53BP1
cuando se tratan las células con el compuesto (Figura 59B).
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Figura 59. Los niveles de VCP aumentan en el nucleo cuando se silencia el gen VRK1
y al tratar las células con doxorrubicina. Se sembraron células HeLa y A549y a las 24
h se silencié el gen VRK1 con dos siARNs especificos y un siControl. Después de 3
dias, se trataron las células con doxorrubicina 3 puM durante 2 h, se fijaron, y se
llevaron a cabo las inmunofluorescencias. A. Inmunofluorescencia de VCP de las
muestras. Se utiliz6 el anticuerpo a-VCP (R) y a-1B5 (M) como control de
silenciamiento. Se cuantificé la fluorescencia nuclear de VCP de 60 células con
ImageJ. B. Inmunofluorescencia de 53BP1 y ensayo TUNEL. Se utilizé el anticuerpo a-
53BP1 (R) y a-1B5 (M) como control de silenciamiento, y se realizo, por otra parte,
un ensayo TUNEL. Se cuantificd el nimero de focos de 53BP1/célula y la
fluorescencia TUNEL/célula de 60 células con Imagel. Se utilizd el test no
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para
determinar qué muestras diferian *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005. C. Western blot
de las muestras.
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8.3.5. La interaccién VCP-SMN aumenta al deplecionar VRK1, sobre
todo en el citosol

Hemos observado que SMN y VCP interaccionan entre si cuando VRK1 se
encuentra presente y que sus niveles permanecen estables cuando la
quinasa no se expresa en las células. Sin embargo, la localizacion celular de
ambas proteinas si se altera. Asi, lo siguiente que quisimos analizar fue si la
interaccion VCP-SMN se veia modificada en ausencia de la quinasa en las
células, y en qué compartimento celular ocurria.

Para ello, habiendo primeramente silenciado el gen VRK1 en células Hela,
se realizé la inmunoprecipitacién de SMN, observado que su interaccién con
VCP aumentaba hasta 3 veces cuando la quinasa no se expresaba en las
células (Figura 60).
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Figura 60. La interaccion SMN-VCP aumenta cuando se silencia VRK1. Se sembraron
células Hela y a las 24 h se silencié el gen VRK1 con dos siARNs especificos, y un
siControl. Después de 3 dias se lisaron las células y se realizé la inmunoprecipitacion
de SMN de 2 mg de lisado celular. Se detecté VCP, VRK1 y SMN (control IP) con
anticuerpos especificos. Se presenta la ratio relativa VCP/SMN.

Viendo este resultado, analizamos en qué compartimento celular se
producia dicha interaccidn. Se realizd un fraccionamiento nucleo/citosol en
células Hela, observando que la subida de interaccién SMN-VCP se produce
tanto en el ndcleo como en el citosol en mayor medida, cuando las células no
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expresan la quinasa. Utilizamos ademas una muestra procedente de células a
las que se las ha quitado el suero del medio como control de baja actividad
catalitica de VRK1. Observamos que, en este caso, no se observan diferencias
en cuanto a la interaccion SMN-VCP ni en el nucleo ni en el citosol (Figura
61). Por tanto, podemos concluir de estos experimentos que la interaccion
de estas dos proteinas aumenta cuando no se expresa VRK1 en la célula.
Cuando se expresa, aunque no tenga apenas actividad catalitica, la

interaccion SMN-VCP disminuye y se mantiene igual que si se tratase de la
guinasa activa.
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Figura 61. La interaccion SMN-VCP aumenta cuando se silencia VRK1, tanto en el
nucleo como en el citosol. Se sembraron células HeLa y a las 24 h se silencié el gen
VRK1 con un siARN especifico, siVRK1-02, un siControl o se eliminé el suero del
medio (0% FBS). Después de 3 dias se realizé el fraccionamiento nucleo/citosol y se
inmunoprecipitd6 SMN de 0,5 mg de los extractos proteicos de las fracciones. Se

detecté VCP, VRK1 y SMN (control IP) con anticuerpos especificos. Se presenta la
ratio relativa VCP/SMN.
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8.4. Efecto de las variantes patogénicas de VRK1 en SMN y VCP

8.4.1. Interaccién de las variantes patogénicas de VRK1 humanas y
murinas con SMN y VCP

Habiendo visto que VRK1 interacciona con SMN y VCP y que el
silenciamiento de la quinasa provoca un cambio en las interacciones que se
producen entre estas proteinas, quisimos analizar la relacion de SMN y VCP
con las variantes de VRK1, primeramente, estudiando la interaccién entre
ellas. Para ello, transfectamos células HEK-293T con las construcciones HA-
VRK1 que portan las variantes de la quinasa humana y se realizd
posteriormente su inmunoprecipitacion, detectandose la presencia de SMN y
VCP. No observamos apenas diferencias en la interaccion de SMN con
ninguna de las variantes. Sin embargo, la interaccidon disminuye ligeramente
con las variantes G257S y R387H, mientras que aumenta con D267G y R321C
(Figura 62). Por otra parte, con respecto a la interaccidon con VCP, si que se
observan diferencias claras entre las variantes. Dicha interaccion disminuye
significativamente con G135R, R241C, W254L, T256l, D267G, R321C, R358X y
R387H (Figura 62).

Quisimos comprobar que las variantes murinas de VRK1 se comportaban
de la misma manera en cuanto a su interaccién con VCP y SMN. Asi pues, se
realizaron inmunoprecipitaciones de las variantes murinas y se detecté SMN
y VCP enddgena usando células de las lineas estables Hela (Figura 53C y D).
Se volvié a observar que la interaccién de SMN con las variantes se mantenia
igual que con la quinasa wt, tanto en células asincrénicas (Figura 53C) como
en mitosis, cuando la interaccion SMN-VRK1 es maxima (Figura 53D). En este
caso, no se observaba subida de interaccion con mR321C. Se vuelven a ver
diferencias en cuanto a las interacciones de las distintas variantes con VCP en
células durante la fase G2/M, pero no son tan claras como en células
asincronicas (Figura 53D).
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Figura 62. Interaccion de las variantes patogénicas de VRK1 humano con SMN y
VCP. Se transfectaron células HEK-293T con las construcciones HA-VRK1 portadoras
de las mutaciones de la quinasa. Tras 48 h, se lisaron las células y se realizaron
inmunoprecipitaciones de las variantes usando a-HA (R) de 1 mg de extracto
proteico. Se detectaron SMN y VCP en las muestras con sus anticuerpos especificos.
Se realiz6 el experimento por duplicado. Solo se muestra una réplica y su ratio VCP y
SMN / VRK1 (control IP).
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8.4.2. Los niveles de SMN citosdlicos y VCP nucleares aumentan en la
mayoria de las células que portan las variantes de VRK1

Previamente, habiamos observado alteraciones en la ubicacion de SMN y
VCP al silenciar el gen de la quinasa. Por ello, nos preguntamos si las distintas
variantes de VRK1 afectaban también a esta localizacion. Asi, analizamos la
localizacién subcelular de estas proteinas por inmunofluorescencia utilizando
las lineas estables Hela, silenciando inicialmente el gen de la quinasa
humana. Vimos que los niveles de SMN en el citosol aumentan
significativamente en la mayoria de las lineas, a excepcidn de en las células
que portan mG135R y mR219I (Figura 63).

En cuanto a VCP, pudimos observar la subida de los niveles de
fluorescencia en el nucleo al silenciar el gen VRK1 enddgeno, sobre todo en
las células que portan mT228M, mS2561 y mR321C. Sin embargo, este
aumento no es significativo en las lineas que portan las variantes mH119R,
mR2191, mL195V ni mK179E. Cabe destacar, que las células que expresan la
quinasa K179E presentan un nivel mas alto de lo normal de VCP nuclear
cuando expresan también el VRK1 enddgeno. Todo esto parece indicar que el
aumento de VCP en el nucleo no esta relacionado con la actividad catalitica
de VRK1 (Figura 64).
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Figura 63. Los niveles citosolicos de SMN aumentan en la mayoria de las lineas que
portan las variantes patogénicas de VRK1. Se sembraron células de las lineas
estables Hela y a las 24 h se silencié el gen VRK1 con un siARNs especifico del gen,
siVRK1-02, y un siControl. Después de 3 dias, se fijaron las células y se llevé a cabo la
inmunofluorescencia. Se utilizaron los anticuerpos a-SMN (M) y a-HA (R) como
control de expresion de las variantes. Se cuantificé la fluorescencia de 60 células con
Imagel. Se representa el nivel de fluorescencia SMN citosélica. Se utilizé el test no
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para
determinar qué muestras diferian *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.
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Figura 64. Los niveles nucleares de VCP aumentan en la mayoria de las lineas que
portan las variantes patogénicas de VRK1. A. Inmunofluorescencia de VCP en las
lineas estables. Se sembraron células de las lineas estables Hela y a las 24 h se
silencio el gen VRK1 con un siARNs especifico del gen, siVRK1-02, y un siControl.
Después de 3 dias, se fijaron las células y se llevé a cabo la inmunofluorescencia. Se
utilizaron los anticuerpos a-VCP (R) y a-HA (M) como control de expresidén de las
variantes. Se cuantificé la fluorescencia de 60 células con ImageJ. Se representa el
nivel de fluorescencia VCP nuclear. Se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para determinar qué muestras diferian
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005 B. Western blot de las muestras. Los niveles
proteicos de SMN y VCP en las células no varian. Se detecta el VRK1 enddgeno con el
anticuerpo a-1B5 (M) y el murino con a-HA (M).

Para corroborar que los cambios en intensidad de fluorescencia estan
relacionados con alteraciones en la localizacidn subcelular de las proteinas,
realizamos un Western blot de los extractos proteicos del nucleo y del citosol
de alguna de las lineas celulares. Para ello, hicimos el fraccionamiento de
células que portan las variantes mY213H y mR321C. Observamos un
aumento de SMN en el citosol en las células que expresan las dos variantes.
En cuanto a los niveles de VCP, no se observa ninguna alteracién (Figura 65).
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Figura 65. Los niveles citosélicos de SMN aumentan en las lineas que portan las
variantes patogénicas mY213H y mR321C. Se sembraron células de las lineas
estables HelLa que portan mY213H y mR321C. A las 24 h se silencié el gen VRK1 con
dos siARNs especificos del gen. Después de 3 dias se realizé el fraccionamiento
nucleo/citosol. Se corrieron las muestras y se hizo un Western blot, en el que se
detecté VCP, SMN, coilina VRK1 y VRK1 murino con anticuerpos especificos. Se
muestra la ratio relativa VCP y SMN con respecto al control de cada compartimento,
H3 o GARS.

8.4.3. La mayoria de las lineas celulares que portan las variantes de la
guinasa VRK1, acumulan mas dafio en el ADN

Dado que VCP estad involucrada en la respuesta a dafio génico y que
observamos una acumulacion en el ndcleo de esta proteina por
inmunofluorescencia cuando la analizamos en células que poseen las
variantes de VRK1, realizamos un ensayo TUNEL para cuantificar el nivel de
dafio acumulado en su genoma. Observamos que, en la mayoria de las lineas,
aumenta considerablemente el dafio en la molécula (Figura 66). Esto podria
indicar que VCP se acumula en este compartimento ante la ausencia de
actividad quinasa de VRK1, y que la acumulacién en el nucleo, puede que no
sea detectable por Western blot debido a la falta de sensibilidad de la
técnica, al ser VCP una proteina muy abundante en la célula. Ademas, se
observa que las células de las lineas mH119R, mL195V y mR219l no
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presentan tanto dafno en el ADN como el resto. Relacionando este resultado
con los niveles de VCP nucleares, se ve que dichos niveles en estas tres lineas
tampoco se ven aumentados. Sin embargo, se deberian de realizar otro tipo
de experimentos para comprobar realmente que este aumento de
fluorescencia de VCP en el nucleo se debe realmente al aumento del dafio en
la molécula.

TUNEL DAPI TUNEL DAPI TUNEL DAPI

©
e
=
€
]
Q
®

siControl
siControl

mVRK1-HA wt

Vector vacio
siVRK1-02

siVRK1-02
siVRK1-02

siControl
siControl
siControl

siVRK1-02
siVRK1-02
siVRK1-02

mVRK1-[R2191]-HA mVRK1-[G135R]-HA

: z
£ s
o
Q Q
) 7]
N
Q 9
T T
[ r
> =
= >

siVRK1-02 siControl

siControl
siControl
siControl

MVRK1-[R321C-HA MVRK1{T228M]-HA mVRK1-[L195V]-HA mVRK1-[K179E}-HA

MVRKA-[V236M]-HA MVRK1{Y213H-HA mVRK1-[H119R]-HA

mVRK1-[S2561]-HA

siVRK1-02

AN
<
N
4
=

7]

siVRK1-02

178



- RESULTADOS -

I+
+ 1

N=60 |ﬂ| *kk Hekk

s g 120 — r [ [ r
C o Fekk
§§ 100 — |—|
58 80— [
2 m *
Eg 60— |_\ n.s. |_' i |L‘
To 40— - @ i
25 - i @ ! i ‘B !

|_

0 — ———————————T1— — T —
si-Control + - + + - +- + - + - +

"+
+ 1
I+

mH119R |+ !
1
+ 1
1
+ 1
+ 1

siVRK1-02 _- +

Vacio
mVRK1wt |, |
mK179E
mG135R
mL195v [
mY213H
mR219I
mT228M
mV236M
mS2561 |1 +
mR321C

Figura 66. La mayoria de las lineas que portan las variantes patogénicas de VRK1
acumulan dafio en el ADN. Se sembraron células de las lineas estables Hela y a las
24 h se silencid el gen VRK1 con un siARNs especifico del gen. Después de 3 dias, se
fijaron las células y se llevé a cabo un ensayo TUNEL para marcar los extremos libres
del ADN. Se cuantificé la fluorescencia de 60 células con Imagel. Se utilizé el test no
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni, para
determinar qué muestras diferian *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.

8.4.4. Los niveles de ARNm de SMN no se alteran en las células que
portan las variantes de la quinasa VRK1

El dltimo aspecto que quisimos estudiar fue la expresién del gen SMN.
Hemos visto que los niveles de ARNm SMN aumentan significativamente
cuando se silencia VRK1. Por tanto, quisimos analizar si se producia el mismo
efecto cuando se presentaban en las células las variantes de la quinasa. Asi,
realizamos ensayos de RT-PCR cuantitativa en células de las lineas estables
HelLa. No obtuvimos diferencias significativas en los niveles de ARNm SMN en
la mayoria de las lineas estudiadas, aunque si observamos un ligero aumento
(Figura 67).
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Figura 67. Los niveles de ARNm SMN no se alteran en las células que portan las
variantes de la quinasa VRK1. A. Se silencid el gen VRK1 con dos siARNs especificos y
un siControl de células de las lineas HelLa estables. Pasadas 72 h, se extrajo el ARN
total y se cuantificaron las muestras. Se realizé la gqRT-PCR de SMN y de los controles
VRK1 murino y humano y se normalizaron los valores con respecto a los obtenidos
para el gen GAPDH. Se realizd un test one way-ANOVA seguido de la prueba post-hoc
Tukey para analizar la significacidon estadistica. B. Western blot en el que se observa
el silenciamiento de VRK1 y los niveles proteicos estables de SMN.

8.5. Estudio de las interacciones entre las proteinas VCP, VRK1, SMN
y coilina durante el ciclo celular

8.5.1. VCP interacciona con VRK1 y SMN, mayoritariamente durante la
fase G2/M

Sabemos que VRK1 y coilina son proteinas que se regulan durante el ciclo
celular. Por ello, quisimos determinar la relacidon de estas dos proteinas con
VCP y SMN durante las distintas fases del ciclo. Para ello, tratamos células
HelLa con los compuestos timidina y nocodazol que nos permiten bloquearlas
en fase S 0 G2/M, respectivamente. Asi pues, sembramos células Hela a las
que se elimind el suero del medio (parada en fase G0), células con medio de
cultivo completo con 10% FBS (células asincrdnicas), células a las que se ha
tratado durante 24 horas con timidina (fase S), células tratadas con timidina
seguido de nocodazol (G2/M) vy, finalmente, células a las que se ha liberado
del nocodazol durante 1 hora (metafase-anafase). Inmunoprecipitando tanto
VRK1 como SMN pudimos observar que las proteinas interaccionaban
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mayoritariamente durante la mitosis, detectando también dichas
interacciones en células asincrénicas (Figura 68). Ya se habia visto que la
quinasa y coilina interaccionaban mayoritariamente durante la fase G2/M, al
igual que SMN y coilina y VRK1 y SMN [199].
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Figura 68. VCP interacciona con VRK1 y SMN sobre todo durante la fase G2/M.
Células HelLa fueron privadas de suero durante 4 dias, mantenidas al 10% de suero,
tratadas con timidina 2 mM durante 24 h o tratadas con timidina 2 mM 24 h mas 12
h de nocodazol 0,33 uM. A una de estas ultimas placas, se cambid el medio,
liberandolas de fase G2/M, recogiendo las células a los 60 minutos post-liberacion.
Se lisaron las células y se inmunoprecipité VRK1 y SMN de 2 mg de extracto proteico.
Se detectaron las proteinas en las muestras con los anticuerpos a-VCP (M), a-Coilina
(R), 0-1F6 (M) y a-SMN (M). Se muestra la ratio VCP/VRK1 y VCP/SMN. T: timidina, N
0 noco: nocodazol, lib.: liberacién.
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8.5.2. Al silenciar VRK1, la interaccion VCP-SMN aumenta en células

asincronicas y GO, pero no durante la fase G2/M

En el apartado 8.3.5. observamos un aumento en la interaccién VCP-SMN
al deplecionar VRK1 de la célula. Por tanto, lo siguiente que nos
preguntamos fue durante qué fase del ciclo se producia este aumento de
interaccion, al haber comprobado que estas dos proteinas interaccionaban
principalmente  durante la  mitosis.  Realizando  ensayos de
inmunoprecipitacion de SMN en todas las fases del ciclo en células Hela,
habiendo silenciado inicialmente el gen de Ila quinasa humana,
comprobamos que, inesperadamente, este aumento de interaccion se
producia en fase GO (y células asincrénicas) y no durante la mitosis (Figura
69).
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Figura 69. La interaccion entre SMN y VCP aumenta cuando se silencia VRK1 en
células paradas en GO. Se sembraron células HelLa y a las 24 h se silencié el gen VRK1
con un siARN especifico y un siControl. Tras 24 h, se eliminé el suero durante 4 dias
(0% FBS, GO), se mantuvieron con suero (10% FBS, asincrdnicas), se las tratd con
timidina 2 mM durante 24 h (fase S) o se las afiadié timidina 2 mM 24 h mas 12 h de
nocodazol 0,33 uM (fase G2/M). Se inmunoprecipité SMN enddgena de 1 mg de
extracto proteico y se detectaron las proteinas VCP, coilina y VRK1 con los
anticuerpos especificos. Se representa la ratio VCP/SMN (control de la IP). T:
timidina, N: nocodazol.
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8.5.3. La interaccidn VCP-SMN se ve alterada en las distintas lineas
celulares que portan las variantes de la quinasa

El Gltimo aspecto que quisimos estudiar fue la relacion de VCP y SMN con
las variantes patogénicas descritas de VRK1. Ya habiamos visto que la
interaccion de ellas con SMN no se veia modificada, mientras que habia
variantes que interaccionaban mds o menos con VCP tanto en células
asincrénicas como en mitosis, cuando la interaccion VRK1-VCP es méaxima.
Asi pues, quisimos comprobar qué ocurria con la interaccion VCP-SMN en
presencia de estas variantes. En las lineas Hela estables generadas, se
observa que la interaccién entre las dos proteinas en presencia de todas las
variantes es similar a la que se produce cuando no se expresa VRK1 humano
ni murino (linea vacio) en células asincrénicas. En presencia de VRK1 murino,
dicha interaccidn es menor significativamente (Figura 70).
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1+ mVRK1 wt
+ 1 MVRK1 wt
+ 1 mMH119R
+ 1 mG135R
+ 1 ML195V
+ 1 MY213H
+ 1 mR219I
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+ 1 mS256l
+ 1 MR321C
+ 1 MK179E

siControl -
siVRK1-02 +
VCP [ o e v s o e = S| 100
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VRK1end | == |- ;[5)
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B-actina F‘ :
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vePl — T == o Sov St b |

- ——— ——— -

kDa

Coilina | " et — —-
mVRK1-HA | ———— — —— ———— —]

SMIN I_MI

Ratio VCP/SMN

0,13 0,87

0,48 0,94 0,12

0,

0,31 0,80
0,18 0,84

Ratio coilina/SMN

45 0,97 0,13
0,48 0,24 0,87
0,47 0,16 041
0,50 0,18 0,46
0,49 0,16 0,85
0,58 0,91 081

41
0,67 0,32 0,82
0,57 0,13 0,44
0,50 0,14 0,78

61

Ratio mVRK1/SMN

0,
0,

Figura 70. La interaccion SMN-VCP aumenta en las lineas que poseen las variantes
murinas de VRK1. Se sembraron células de las lineas estables HelLa y se silencid el
gen VRK1 humano con un siARN especifico. A los 3 dias, se lisaron las células y se
inmunoprecipité SMN de 2 mg de extracto proteico. Se detectaron las proteinas con
sus anticuerpos especificos. Se muestra la ratio VCP/SMN obtenida.
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1. Frecuencias alélicas de las variantes patogénicas de VRK1

VRK1 es una quinasa que ha sido ampliamente estudiada ya que se
encuentra implicada en numerosos procesos celulares esenciales para la
supervivencia celular: proliferacién del ciclo celular, remodelacion de la
cromatina, ensamblaje y desensamblaje de la envoltura nuclear, y en la
respuesta a la reparacién de las roturas de doble cadena del ADN [31-32—
39-40]. Ademas, desde el 2008, se ha observado que esta proteina también
tiene un papel muy importante en el desarrollo del sistema nervioso y en la
supervivencia de las neuronas. Se ha descrito que ratones que expresan sélo
el 15% de esta quinasa presentan problemas motores y una reduccién del
tamafio del cerebro [202]. Ademas, los pacientes que expresan la variante
patogénica R358X, poseen fallos en la guia de los axones, que provocan
alteraciones en el desarrollo del sistema nervioso, presentando microcefalia
con un patrén giral simplificado de la vermis posterior del cerebelo [81].
Dado que se han descrito varias variantes de la quinasa en pacientes jovenes
con neuropatias variadas, nos centramos en el estudio de ellas para intentar
esclarecer la relacion entre la quinasa y las patologias con las que cursa.

La frecuencia alélica de estas mutaciones es muy baja en la poblacion,
encontrandose en la mayoria de los casos en poblaciones muy concretas, en
las que la probabilidad de que existan las variantes en homocigosis es mas
alta de lo que cabria esperar. De hecho, los individuos que presentan las
variantes en esta condicidon (R358X, R133C, W375X, R387H, Y213H, D263G)
proceden de familias consanguineas. En todos los casos, al analizar el
genotipo de los padres de los pacientes se observa que son heterocigotos.
Estas personas no muestran ninguna patologia, lo que indica que solo
cuando se presentan las mutaciones en heterocigosis compuesta u
homocigosis, se desarrolla la enfermedad.

Hasta la fecha, se han descrito 25 variantes relacionadas con pacientes
con sindromes neuromotores, las 20 recogidas en este trabajo, junto con
R89X, L200P, Q326X, y las mutaciones en el intrén ¢.710-14T y c.1159+1G>A,
que estan siendo caracterizadas actualmente, por lo que no se incluyen
resultados de ellas.
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2. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta estabilidad
proteica

La primera propiedad que estudiamos de las variantes patogénicas de la
quinasa fue su estabilidad estructural y su vida media en la célula. En nuestro
laboratorio hemos analizado la estabilidad de las distintas variantes
utilizando dos estrategias: mediante la prediccion del efecto de las
mutaciones sobre la estructura de la quinasa y utilizando un sistema in vivo,
inhibiendo la sintesis de novo de las proteinas y estudiando de esta forma su
vida media en la célula. La variante R358X, la mas estudiada hasta la fecha,
genera una proteina ligeramente inestable, que carece del extremo carboxilo
terminal [81]. El estudio de las variantes R89Q, H119R, R133C, G135R, L195V,
V236M, R321C, asi como de R358X se realizé en 2019 [107].

La quinasa humana VRK1 wt, es una proteina que permanece en la célula
estable mas de 24 horas al inhibir la sintesis proteica de novo [107]. Teniendo
en cuenta las 20 variantes hasta ahora estudiadas, podemos establecer tres
grupos segun la estabilidad que presentan en la célula: variantes estables,
formado por P79L, R89Q, H119R, R219I, T228M, V236M, G257S, D263G,
W375X y R387H; ligeramente inestables, que incluye R133C, G135R, L195V,
Y213H, T256l, D267G, R358X; e inestables, formado por W254L, R241C vy
R321C (tabla 13). Observando estas mutaciones en la estructura de la
guinasa, vemos que, el cambio de un aminodacido a otro hace que se altere el
plegamiento correcto de la proteina, perdiéndose interacciones con unos
aminodcidos y/o gandndose con otros, no permitiendo la interaccion entre el
extremo carboxilo terminal y el dominio catalitico, o bien con el ATP o con
otras proteinas que en la célula sean esenciales, comprometiendo su
estabilidad.

Hemos observado que las variantes R241C, W254L y R321C son muy
inestables, decayendo sus niveles proteicos rapidamente en las células. En el
caso de R241C parece que esta inestabilidad proteica se debe a la pérdida de
interaccion con otros residuos con los que forma un clister polar,
inestabilizando localmente la estructura de la quinasa. Por otra parte, el
Trp254 interacciona con una serie de residuos hidrofébicos cerca del centro
catalitico de la quinasa, estabilizando la proteina. Su cambio a leucina,

188



- DISCUSION -

también hidréfoba, pero de tamafio mucho mas pequeiia, hace que se
desestabilice la estructura al perderse distintas interacciones. Por ultimo, la
pérdida de estabilidad de R321C parece que viene dada por la pérdida de
interacciones con los aminoacidos Asp163, Tyrl67 y Argl03 localizados en su
o-hélice vecina [103].

Conocer la estabilidad de las variantes de la quinasa es esencial a la hora
de intentar establecer una relacidon entre el fenotipo que muestran los
pacientes y la presencia de estas variantes. Una alteracidon de los niveles
proteicos de VRK1 podria suponer la desregulacion de los procesos en los
que la quinasa se encuentra implicada. Sin embargo, esta quinasa podria
presentar mayor o menor actividad catalitica, de forma independiente de su
actividad. Por tanto, las proteinas que son estables podrian no se
funcionales, y las inestables, podrian ser muy activas. Por ello, estudiamos
también estas caracteristicas de las variantes.

3. Las variantes patogénicas de VRK1 presentan distinta actividad
quinasa in vitro

VRK1 fosforila y activa numerosas proteinas diana. Cuando no se expresa
en las células o cuando se encuentra mutada, se ven afectados procesos
esenciales, poniendo en peligro la supervivencia celular [25-27-32—-78-191].
Muchos de estos procesos son criticos en fases tempranas del desarrollo del
sistema nervioso. De hecho, se ha observado en modelo de Drosophila que
VRK1 controla la capacidad proliferativa de las células madre neuronales
durante el desarrollo, previniendo su diferenciacion y evitando de esta forma
un desarrollo anédmalo del cerebro [203]. Por ese motivo, el estudio de la
actividad quinasa de las variantes sobre diversas dianas es una propiedad
esencial que estudiar. Con la finalidad de englobar las principales respuestas
en las que la quinasa se encuentra involucrada, diferenciamos cuatro grupos
de sustratos. Estudiamos la fosforilacién del residuo treonina 3 de la histona
H3, asociada a la compactacion de la cromatina y a la progresion celular en
G2/M; la fosforilacién de BAF, involucrada en la dindmica de ensamblaje y
desensamblaje de la envoltura nuclear durante la division celular; proteinas
relacionadas con la respuesta al dafio en el ADN (p53, H2A.X y 53BP1) y la
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fosforilacién de la coilina, esencial para formacién de cuerpos de Cajal en las
células. Observamos que la actividad de las variantes de VRK1 es
independiente del grupo de sustrato que estudiamos. En todos los casos se
observa que las variantes R219l y R387H, y en menor medida T228M y
W375X presentan una actividad quinasa similar a la de VRK1 wt. Teniendo en
cuenta la actividad catalitica de las 20 variantes estudiadas, podemos
diferenciar tres grupos: uno con actividad quinasa igual o mayor a VRK1 wt,
que incluye las variantes R89Q, L195V, R219l y R387H; un segundo con
actividad quinasa ligeramente menor a la proteina wt que comprende,
T228M y W375X, y un tercero con actividad quinasa residual o muy reducida,
que engloba a la mayoria de ellas (P79L, H119R, R133C, G135R, Y213H,
V236M, R241C, W254L, T2561, G257S, D263G, D267G, R321C y R358X) (tabla
13).

Por otra parte, también pudimos observar la autofosforilaciéon de las
variantes, en los ensayos en los que utilizamos ATP radiomarcado con 32P. La
quinasa VRK1 se regula por su autofosforilacion en el residuo Thr355 de su
cola carboxilo terminal [29]. Este dominio se encuentra plegado hacia el sitio
catalitico, lo que es esencial tanto para la actividad de la quinasa como para
su estabilidad [24]. De esta forma, vimos que las variantes que fosforilaban a
los sustratos en igual o mayor medida que la quinasa wt, también
presentaban una autofosforilacién mayor o similar, mientras que las que
fosforilaban en menor medida, mostraban una bajada significativa en su
autofosforilacién.

Se puede prever que las mutaciones que generan proteinas truncadas,
que afectan al extremo carboxilo terminal, como son R358X y W375X,
poseen una actividad quinasa menor a la proteina wt. En estos casos, se
debe a la desregulacion de la quinasa debido a un mal plegamiento.
Observamos que la variante R358X es mds inestable y tiene un nivel residual
de fosforilacion del sustrato, mientras que la quinasa generada con la
mutacion W375X es mas estable y la fosforilacion solo disminuye
ligeramente respecto a la proteina wt [24]. Por otra parte, las mutaciones
R321C y R387H también se encuentran en la cola carboxilo terminal (cluster
3). Se ha descrito que el cambio de arginina a cisteina en el residuo 321
provoca alteraciones en las interacciones entre las cadenas laterales de los
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residuos colindantes, por lo que ademds de generar una proteina mas
inestable, la actividad catalitica también se veria modificada [107]. Por otra
parte, no se puede predecir la actividad de la variante R387H ya que no se
dispone de la informacion estructural de esta zona de la quinasa debido a su
alta flexibilidad. Sin embargo, hemos visto que dicha variante es capaz de
fosforilar a los sustratos de forma similar a la quinasa wt, dado que se
encuentra practicamente al final de proteina.

Centrandonos en las mutaciones que afectan al dominio catalitico (cluster
1), encontramos que la mutacién P79L genera una proteina que dificulta la
flexibilidad del extremo carboxilo terminal y, por tanto, la actividad catalitica
de la quinasa. Al contrario, la proteina que se genera cuando se presenta la
mutacion H119R tiene una organizacién mas flexible, lo que podria afectar a
las interacciones y accesibilidad del ATP o a proteinas reguladoras
justificando la pérdida de actividad. Por su parte, los residuos Argl33 vy
Gly135 interaccionan con el ATP, por lo que un cambio en ellos imposibilita
dicha interaccién, comportandose como variantes sin actividad quinasa. Por
ultimo, el cambio de arginina a glutamina en el residuo 89, parece que
confiere estabilidad a la proteina, lo que podria explicar la alta actividad
catalitica de la variante [103].

Estudiando las mutaciones que afectan al clister 2, nos centramos en los
residuos Tyr213 y Asp263, caracterizadas recientemente en nuestro
laboratorio. El cambio de tirosina a histidina en el residuo 213 provoca
alteraciones en la interaccién con la cola carboxilo terminal [101], y por tanto
en su autofosforilacién y actividad quinasa. El cambio de acido aspartico a
glicina en el aminodacido 263 genera alteraciones en interacciones necesarias
para el plegamiento correcto de la regidn amino terminal que dificultan el
acceso del ATP al sitio catalitico, generando una variante cataliticamente
inactiva [104]. En cuanto a la variante L195V, el cambio de un aminodcido
grande (leucina) por otro mas pequefio (valina) podria favorecer la entrada
del ATP al sitio catalitico, ya que se conoce que este residuo es necesario
para la interaccidn con el ATP [24—-104]. Esto podria explicar por qué esta
variante tiene unos niveles de autofosforilacion y fosforilaciéon de los
sustratos mucho mayores a los de la quinasa wt. Por otra parte, el cambio de
arginina a isoleucina en el residuo 219 y de treonina a metionina en el 228 no
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parece que estructuralmente afecte a la actividad catalitica de la quinasa. Sin
embargo, hemos visto que la variante T228M tiene una actividad quinasa
significativamente menor a la proteina wt. Por ultimo, no esta claro el efecto
del cambio de valina a metionina en el residuo 236, dado que en la
estructura no parece que esta mutacidn genere cambios, pero se comporta
como inactiva cataliticamente.

Por lo tanto, la mayoria de las variantes descritas de VRK1 asociadas a
sindromes neuromotores, tienen una actividad quinasa residual o muy
reducida con respecto a la wt, por lo que los procesos en los que estd
implicada esta proteina se veran gravemente afectados en las células que
presentan estas variantes.

4. Generacion de lineas estables Hela y A549 portadoras de las
variantes patogénicas de VRK1 murino

Con el objetivo de estudiar el efecto de las variantes de VRK1 en las
células, generamos lineas estables Hela y A549 que expresan estas
proteinas. Las lineas se infectaron con el gen VRKI murino dado que la
qguinasa murina es capaz de rescatar el fenotipo cuando la humana no se
expresa [7-201]. De hecho, al comprobar la actividad catalitica de las
variantes murinas con los de las humanas en las lineas A549, se observa que
la proteina murina es mas activa que la humana en todos los casos [7]. Aln
se estdn generando todas las lineas con las variantes hasta ahora descritas.
Sin embargo, en algunos de los experimentos hemos sobreexpresado la
quinasa humana con la mutaciéon correspondiente para trabajar con ella
cuando queriamos ver como se comportaria en determinados casos.

Una vez generadas las lineas, lo primero que hicimos fue estudiar si se
veia afectada su morfologia, asi como su capacidad de movimiento vy
migracion. En cuanto a la morfologia, no se aprecian diferencias significativas
entre las lineas debidas a las variantes que expresan. VRK1 participa no solo
en la progresion celular, sino que tiene también un papel muy importante en
la diferenciacion y migracidon neuronal durante el desarrollo embrionario,
independiente de su actividad quinasa [81-200]. Regula la ruta de la Reelina
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a través de la proteina precursora amiloide (APP), observandose en ratones
que presentan la mutacidn R358X, unos niveles reducidos de APP a nivel de
ARNm y proteina. APP es una proteina esencial para la migracién de las
células precursoras neuronales a la corteza cerebral [205]. Realizando
ensayos de cierre de herida estudiamos la migracion en las lineas,
obteniendo que las que presentan las variantes mP79L, mR89Q, mH119R,
mG135R, mL195V, mY213H, mV236M y mD267G tienen reducida la
migracion celular. Hemos observado también que la motilidad de las células
que poseen mH119R, mL195V y mV236M se ve reducida con respecto a las
células que presenta la proteina wt. Todas las variantes que muestran
defectos en migracion celular tienen en comun que aparecen en pacientes
con microcefalia o atrofia generalizada del cerebro, presentando ademas
algunos de ellos (pacientes R89Q/V236M), un patrdn giral simplificado de la
vermis cerebelosa. Se ha relacionado en este sentido la microcefalia
observada en los pacientes, con el papel de VRK1 en la proliferacién celular.
De hecho, se ha visto en un modelo de Drosophila que no expresa la quinasa,
una reduccidon muy significativa del nimero de neuroblastos, que deriva en
un desarrollo reducido del cerebro de las larvas [203]. Ademas, en embriones
de ratones que no presentan VRK1, se ha observado que la baja proliferacion
celular conduce a un desarrollo andmalo del cerebro [81]. Por otra parte, se
relaciona el patrén giral simplificado (niumero reducido de circunvoluciones
cerebrales y surcos poco profundos) de los pacientes con el papel que tiene
VRK1 en la ruta de la Reelina. Esta sefializacion es necesaria para la migracion
y posicidon adecuada de las neuronas en la corteza cerebral [206] y médula
espinal [207]. Asi, el defecto en la migracién en las células portadoras de
algunas de las variantes de la quinasa podria ser debido a la bajada de la
expresion de APP en ellas a nivel proteico y/o de ARNm. Seria muy
interesante estudiar esta hipdtesis puesto que, de ser asi, esto podria dar
una posible explicacion del fenotipo que muestran los pacientes, teniendo
como nexo comun la quinasa VRK1.
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5. Estudio de la reparacion del dafio en el ADN en las lineas estables
A549 portadoras de las variantes patogénicas de VRK1

Las neuronas son muy sensibles al estrés oxidativo producido por las
especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS), debido a su alta actividad
metabdlica. Las bases nitrogenadas heterociclicas del ADN y ARN son
propensas a sufrir dafio oxidativo. Particularmente, la guanina es muy
susceptible al ataque por ROS, formandose 8-oxoguanina (8-oxo-G). Existen
distintas enzimas que responden ante dichas alteraciones, reparando la
molécula, como la oxoguanina glucosidasa (0OGG1, del inglés Oxoguanine
glucosidase 1). Sin embargo, cuando no se consiguen reparar, se producen
roturas en el ADN que conducen a la muerte neuronal. Se ha observado que
las células de pacientes con distintas enfermedades neurodegenerativas,
como esclerosis lateral amiotréfica, Parkinson, Alzheimer y enfermedad de
Hungtinton acumulan mds dafio por estrés oxidativo en su ADN [197-208-
209].

Estudiamos inicialmente la acumulacion de dafio oxidativo, reflejado en la
presencia de 8-oxo-G, en células que poseen las variantes mY213H, mD263G
y mR89Q observando un aumento significativo de esta modificacidn, al igual
que ocurre cuando la quinasa (ni humana ni murina) no se expresa en las
células. Las variantes R89Q humana y murina se autofosforilan y fosforilan
distintos sustratos, al contrario que Y213H y D263G. Estos resultados indican
qgue VRK1 juega un papel en la regulacién de la acumulacién de dafio
oxidativo en el ADN. No obstante, no podemos saber si este mecanismo es
independiente de la actividad catalitica de la quinasa o si esta acumulacion
de la base modificada se debe a que se ven alteradas modificaciones
postraduccionales, interacciones de las variantes patogénicas con otras
proteinas o enzimas esenciales para la reparacién de la molécula. Se ha
descrito que la actividad de OGG1 se regula mayoritariamente por
interaccion con otras proteinas y por modificaciones postraduccionales. La
acetilacion de esta enzima por acetiltransfereasas de histonas, como por el
complejo CBP/p300 (del inglés CREB binding protein), aumenta su actividad,
al igual que su fosforilacidn por la quinasa Cdk4 [210]. Asi, VRK1 podria estar
regulando a OGG1 activandola y ayudando, de esta forma, en la reparacion
de las bases nitrogenadas modificadas. De esta forma, la presencia de
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mutaciones en la quinasa podria conducir a la generacién de roturas en la
molécula que pueden llegar a provocar la muerte celular, y favorecer en los
pacientes el desarrollo de desérdenes neurodegenerativos. Se deberian de
realizar otro tipo de experimentos para confirmar estos resultados, como
analizar las modificaciones de otras bases nitrogenadas, los cambios en los
niveles de perdxido de hidréogeno (H,0;) y del anién superdxido (O;) en
todas las lineas estables o la actividad de las enzimas OGG1 o superdxido
dismutasa (SOD, del inglés Superoxide dismutase).

Cada vez hay mas evidencias de que la inestabilidad gendmica es una
marca distintiva de las enfermedades neurodegenerativas. Durante el
desarrollo del individuo, los progenitores neurales son especialmente
sensibles a alteraciones en la estabilidad del genoma, pudiendo llegar a
causar microcefalia junto con esclerosis lateral amiotrdéfica, sindrome de
Nijmegen u otros desérdenes neuroldgicos. Fallos en el reconocimiento del
dafio génico o en la ruta de reparaciéon del dafio causan inestabilidad
gendmica, al verse alterados procesos fundamentales en las células como la
replicacién del ADN, la citocinesis o la segregacion cromosdémica en la
meiosis [196]. Durante el desarrollo del sistema nervioso, la eficiencia de
estos procesos es esencial. Ademas, también se ha visto que las neuronas
maduras son muy dependientes de la reparacion del dafio génico. Con la
edad, aumenta el dafio en el ADN de las células, y fallos en la respuesta de
reparacion la molécula conlleva la acumulacion de inestabilidad gendmica y
pérdida neuronal. En pacientes con esclerosis lateral amiotréfica se ha
observado altos niveles de dafio génico sobrepasando la capacidad celular de
respuesta y reparacion [208]. VRK1 tiene un papel fundamental en el
proceso de reparacion del ADN, fosforilando y activando distintos sustratos
claves en la ruta. Dado que hemos observado que, en la mayoria de los
casos, tanto la actividad catalitica de las variantes patogénicas de VRK1 como
su estabilidad en las células es distinta a la de la quinasa wt, podria verse
alterada su funcién en el proceso de reparacion del dafio génico. Ademas,
también observamos fallos en la migracion de las células portadoras de
algunas de las variantes, que es importante durante el desarrollo del sistema
nervioso.
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Normalmente, cuando se producen roturas de doble cadena en el ADN
(DSBs), las células que se encuentran en fase S o G2, como los progenitores
neurales, preferentemente activan la reparacion por extremos homdlogos
(HR) que requiere mas tiempo para finalizarse que la via de reparacién por
extremos no homdlogos (NHEJ). Sin embargo, las neuronas post-mitdticas se
encuentran en fase GO, y utilizan la via NHEJ, que, al no requerir una
secuencia homdloga para la reparacion, puede ser mas eficiente que la via
HR [196-208]. Con el objetivo de sincronizar las células en GO y estudiar la
reparacion de las DSBs por la via NHEJ, que funciona tanto en células que no
se estan dividiendo como en las que si que lo hacen, se eliminé el suero del
medio al realizar los experimentos. Observamos que en las lineas estables
A549, ninguna de las 17 variantes estudiadas es capaz de rescatar la
formacién de focos de 53BP1 ni de yH2A.X, ni la relajacidn inicial de la
cromatina en los sitios de daflo mediante la acetilacién de la Lys16 de la
histona H4. Sabemos que esta acetilacion estd mediada por la
acetiltransferasa TIP-60, que es fosforilada al menos por VRK1, activandola
[49]. Ademas, la actividad de TIP-60 es necesaria para la acetilacion vy
activacion por autofosforilacion de ATM en respuesta a dafio en el ADN.
También es esencial para la acetilacidon de la lisina 5 de la histona H2A.X,
necesaria para la acumulacién de NBS1 en los sitios dafiados, asi como para
gue 53BP1 reconozca la marca epigenética H4K20me2 en dichos sitios [211].
Observamos que la fosforilacion de TIP-60 disminuye significativamente en
las células que portan las variantes de VRK1, aunque mR89Q, mL195V y
mR219I sean capaces de fosforilarlo in vitro. Esto indica que para que sea
posible la fosforilacion de TIP-60 in vivo, la variante de VRK1 no solo tiene
que ser capaz de fosforilar a este sustrato. Actualmente, en nuestro
laboratorio hemos descrito que la fosforilacion de la treonina 158 de TIP-60
por VRK1, es previa a la de la serina 199 por la quinasa DNA-PK, y ambas son
necesarias para su actividad acetiltransferasa (pendiente de publicacién).
Seria interesante estudiar en el caso de las variantes cataliticamente activas,
el motivo por el cual se ve alterada la fosforilacion y por tanto la actividad de
TIP-60. Se deberia analizar la interaccién de estas variantes con TIP-60, y con
otras proteinas con las que forma complejos (complejo NuA4/TIP-60) puesto
que podrian verse afectadas y, de ahi, verse alterada la ruta de reparacion
del dafio. También seria importante estudiar la relacidn de la quinasa DNA-
PK con VRK1, puesto que podria verse modificada en las lineas portadoras de
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las variantes de VRK1, para dilucidar la base de las alteraciones en la ruta de
reparacion al dafio génico en estas células.

Estos resultados analizados en conjunto sugieren que las células de los
pacientes que poseen las variantes de VRK1 estudiadas tienen la ruta de
reparacion al dafio alterada desde su inicio, lo cual conllevard, en ultima
instancia, a la muerte celular y el desarrollo de sindromes
neurodegenerativos.

6. El patron epigenético de la histona H3 se ve alterado en las lineas
estables A549 portadoras de las variantes patogénicas de VRK1

Se ha observado que distintos mecanismos de regulacidén epigenética
(metilacién del ADN, remodelacién de la cromatina y modificaciones
postraduccionales de las histonas) estan involucrados en el correcto
funcionamiento y desarrollo de las neuronas. Centrandonos en las
modificaciones postraduccionales de las histonas, se han descrito cambios en
los patrones de acetilacién y metilacién de distintos residuos de histonas en
desdrdenes neurolégicos, como Alzheimer, enfermedad de Huntington vy
esclerosis lateral amiotréfica [70]. Se ha descrito un aumento de la expresion
de genes relacionados con la respuesta inmune (aumento de la H3K27ac y
H3K4me3 en promotores de distintos genes) y una represidon de genes
involucrados en la sinapsis en modelos de ratén con Alzheimer [212].
Ademads, en células de pacientes jovenes que presentan la enfermedad de
Huntington, se ha visto una disminucion de la marca epigenética H3K27ac
cerca de genes involucrados en la sinapsis y diferenciacién neuronal [70].

Actualmente, se estd estudiando en nuestro laboratorio la relacion de
VRK1 con distintas enzimas modificadoras de histonas. Se han observado
cambios en el patrén de acetilacién y metilacion de H3K9 y H3K27 cuando
VRK1 no se expresa en las células. En células de Drosophila, se ha visto que la
deplecién de VRK1 resulta en una reduccién global de H3K27ac, que se
correlaciona con la represidon génica generalizada. La proteina CBP actua
junto con la quinasa VRK1 uniéndose a promotores de genes y activando su
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transcripcién mediada por H3K27ac durante el desarrollo del organismo
[213].

Al conocer las alteraciones que se producen en los patrones epigenéticos
de las histonas en distintas enfermedades neurodegenerativas y la
importancia que tienen en el desarrollo y mantenimiento neuronal, nos
centramos en el estudio de los patrones de acetilacion y trimetilacion de los
residuos lisina 9 y 27 de la histona H3, al expresarse las variantes patogénicas
descritas de VRK1 en las lineas estables. Observamos que en las células que
poseen las tres variantes analizadas (mR89Q, mY213H y mD263G), los niveles
de H3K9ac y H3K27ac nucleares disminuyen significativamente, viéndose
aumentados los de H3K9me3 y H3K27me3. De modo general, y sin estudiar
ningln gen en concreto, estos resultados parecen indicar que la pérdida de
VRK1 favorece un estado general de represidn transcripcional en las células
gue expresan las variantes de la quinasa, sean activas o inactivas
cataliticamente. Seria interesante estudiar en qué regiones de la cromatina
se encuentran alteradas estas modificaciones (promotores, enhancers), asi
como identificar y analizar los genes que se encuentran reprimidos por
medio de CHiP-seq (Secuenciacidn de Inmunoprecipitacion de la Cromatina).
De esta forma, se podrian estudiar genes desregulados compartidos en los
distintos desdrdenes neurodegenerativos con los que cursan estas variantes
e intentar esclarecer el mecanismo comun subyacente.

Se han descrito numerosas enzimas acetilasas, deacetilasas, metilasas y
demetilasas que median la remodelacidon de la cromatina. HDAC1 y 4 (del
inglés Histone deacetilase), SETDB1 (del inglés SET Domain Bifurcated
Histone Lysine Methyltransferase 1), KDM3A (del inglés Lysine Demethylase
3A), JIMID2a (del inglés Jumonji C domain—containing lysine demethylase) o
EZH2 son algunas de ellas. Se ha visto que muchas de ellas se regulan por
fosforilaciéon. Asi, HDAC1 (media la deacetilacion de H3K9 y H3K27) se
fosforila por la Ser/Thr quinasa NLK (del inglés Nemo-like kinase) inhibiendo
su actividad y favoreciendo la diferenciacion neuronal. La fosforilacion en
distintas posiciones de EZH2 (media la mono, diy trimetilacién de H3K9 y 27)
regula su actividad (fosforilacion de Ser21 por AKT) y estabilidad
(fosforilacion de Ser220 por MELK, Thr261 por CDK5), favoreciendo o
previniendo la diferenciacion neural durante el desarrollo del organismo
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[214-215]. De esta forma, VRK1 podria estar regulando a estas enzimas
directamente mediante fosforilacién, o indirectamente por interaccidon con
las mismas.

Por otra parte, los pacientes que portan las variantes R89Q y Y213H
padecen la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT o HMNS), mientras
que D263G se ha descrito en pacientes con paraplejia espastica hereditaria
(HSP) [101-104]. Actualmente se estan desarrollando inhibidores contra
distintas enzimas deacetilasas y demetilasas para tratar diversas
enfermedades neurodegenerativas. La deacetilasa HDAC6, por ejemplo, se
ha visto que es una buena diana para tratar pacientes con CMT. Regula la
acetilacion de distintas proteinas, pero no de histonas. La acetilacion de la a-
tubulina es esencial para el transporte axonal de mitocondrias y vesiculas
hacia el final de la estructura. En la actualidad, tres inhibidores de HDACG6 se
encuentran en evaluacidn preclinica y en ensayos clinicos, para tratar esta
enfermedad, ya que se ha visto que se logra mejorar el transporte axonal
mitocondrial y la conduccién nerviosa [216].

7. La formacion de los cuerpos de Cajal se ve alterada en las células
que expresan la mayoria de las variantes patogénicas de VRK1

Los cuerpos de Cajal (CBs) son suborganulos nucleares dindmicos que
juegan un papel importante en el procesamiento de ARNs mensajeros,
ensamblaje y maduracién de las RNPs pequeias nucleares y biogénesis del
RNA de la telomerasa. La proteina coilina es la principal constituyente de los
CBs. Esta proteina interacciona con otras iguales para formar los CBs, pero
no se conoce cémo se regula dicha agregacién. Se han identificado dos
quinasas capaces de fosforilarla in vitro: Cdk2 y VRK1 [114-120-199]. En
nuestro laboratorio, hemos observado que la quinasa VRK1, pero no otros
miembros de la familia VRKs, tiene un papel esencial en el ensamblaje de los
cuerpos de Cajal. Esta quinasa fosforila a la coilina al menos en el residuo
serina 184 vy, a su vez, esta fosforilacion la protege de su degradacion via
proteasoma en el citosol. Esta fosforilacién ocurre antes del ensamblaje de
los CBs, durante la mitosis, y no es necesaria para el posterior
mantenimiento de estas estructuras [117]. Ademas, la hiperfosforilacién de
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la proteina durante la mitosis impide que se oligomerice y se ensamblen los
cuerpos de Cajal durante esta fase [114-217].

Se ha descrito que, en las células de tejidos fetales, el numero de CBs es
mas elevado que en los adultos. De hecho, el mayor nimero de CBs aparece
en células del corazén, pulmones y piel durante el desarrollo fetal, mientras
qgue en las células de los tejidos adultos no se muestran estas estructuras.
Esto esta relacionado con la evidencia de que el nimero de CBs es mas alto
en células que se estan dividiendo y en las que son metabdlicamente muy
activas. Unicamente se ha observado que, en las motoneuronas, los CBs son
mas numerosos en estado adulto que en fetal [218]. En pacientes con SMA,
qgue poseen bajos niveles de SMN, las motoneuronas no presentan CBS. En
estos casos, la coilina se encuentra deslocalizada en la regién perinucleolar
libre de snRNPs y de SMN. De esta forma, la maquinaria de sintesis proteica
se ve alterada en estas células, comprometiendo su supervivencia [219]. La
integridad de estas estructuras es esencial para el buen funcionamiento
neuronal y del organismo. Asi, quisimos estudiar la capacidad de formacion
de los CBs en las células que poseen las variantes patogénicas de VRK1 y
poder elucidar si el desarrollo de las enfermedades se podia relacionar con
alteraciones en su ensamblaje.

Las motoneuronas son células post-mitéticas (GO), en las que la variacidn
de la organizacidon de los CBs no esta asociada al ciclo celular, sino que
parece que estd relacionada con su requerimiento de actividad
transcripcional global [109-220]. No obstante, en 2019, se describid una
pérdida significativa del nimero de los cuerpos de Cajal formados vy la
promocién de la degradacién de la coilina via proteasoma en motoneuronas
de pacientes que expresaban las variantes R2191 y W254L de VRK1 [98]. De
esta forma, parece que VRK1 juega un papel esencial en el ensamblaje de los
CBs en las motoneuronas post-mitéticas, aunque el mecanismo molecular
exacto aln no se conoce.

La deplecidon de VRK1 en las células provoca una pérdida de los cuerpos
de Cajal [117]. Ademas, vimos que la mayoria de las células que expresaban
las variantes de la quinasa tenian alterada esta formacion. Solamente las
células que poseian mR89Q y mR2191 no mostraban diferencias significativas
en cuanto al nimero de CBs formados ni al tamafio de estos.
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Sabemos que la actividad catalitica de la quinasa es esencial para la
correcta formacidon de estas estructuras. La mayoria de las variantes
estudiadas no son capaces de fosforilar a la coilina in vitro. Sin embargo,
estas dos variantes que rescatan la formacién de los CBs tienen actividad
catalitica y, comprobamos in vivo, que este sustrato se encuentra fosforilado
en Ser184 en presencia de estas dos variantes. Ademas de las anteriores, se
observé que L195V también es capaz de fosforilar a la coilina, y T228M y
R387H, aunque en menor medida, también lo eran, corroborandose en
células que las expresaban, la fosforilacién de la proteina en Ser184. Dicha
fosforilacién parece que protege a la coilina de su degradacién, dado que
esta proteina se encuentra presente y fosforilada en las células que expresan
estas 5 variantes murinas a los 5 dias de silenciamiento de la quinasa
humana, cuando la coilina desaparece de la célula al degradarse via
proteasoma citosélico [117]. Sin embargo, en las células que expresan las
variantes mL195V, mT228M y mR387H se pierde, en gran parte de ellas, el
correcto ensamblaje de los CBs. Se han identificado otros 16 residuos
fosforilables de la coilina, aparte de la Ser184. La fosforilacién en la serina
489 esta implicada en la interaccién de esta proteina con el ARN [221] y se
piensa que puede contribuir al desensamblaje de los CBs [222]. Ademas, se
sabe que la metilacién, sumoilacion y ubiquitinacion son otras
modificaciones postraduccionales que puede sufrir esta proteina. Algunos
autores sugieren que la sumoilacién de la coilina y SMN estd implicada en el
ensamblaje de los CBs durante la diferenciacidon neuronal y en respuesta a
estrés osmotico [223] y que la reduccidn de la metilacion de la coilina
provoca el desensamblaje de los CBs y disminuye su interaccion con SMN
[199-219]. De esta forma, podria ser que la coilina de las células que portan
las variantes T228M, L195V y R387H, ademas de encontrarse fosforilada en
Ser184, posea otras fosforilaciones o modificaciones que dificulten la
formacién de los CBs.

Por otra parte, el efecto de la quinasa no se reduce solamente a la
fosforilaciéon del sustrato, sino de su presencia en la célula al interaccionar
con otras proteinas, regulando su funcién. En este caso, observamos que la
fosforilacién de la Ser184 de la coilina por parte de VRK1 es esencial para la
formacion de los CBs; no obstante, la interaccion entre las dos proteinas
también se tiene que llevar a cabo. Se ha observado en nuestro laboratorio
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que coilina interacciona con el extremo amino terminal de la quinasa VRK1
(1-267 aa) (datos no publicados). Sin embargo, desconocemos qué
aminodcidos de la quinasa estan involucrados en dicha interaccién. Viendo
que la mayoria de las variantes patogénicas descritas poseen mutaciones en
esa regidn, quisimos analizar si se producian alteraciones en su interaccion
con la coilina. Observamos que se produce una pérdida de la interaccién con
las variantes G135R, L195V, Y213H, T228M, V236M, R214C, W254L, T256l y
G257S. Podria ser que estos residuos estén involucrados en dicha interaccién
0, que, al mutarse la quinasa en dichas regiones, la estructura terciaria se
viese modificada y por ese motivo no interaccionase como debiera con
coilina. En el caso de las variantes G135R, L195V, Y213H, R241C, W254L y
T2561 son mucho mas inestables en la célula que la quinasa wt. Ese podria
ser otro motivo que explicase la disminucidn de la interaccidn con coilina, asi
como con otras proteinas.

Las variantes R89Q y R219l son capaces de recuperar la formacion

correcta de los CBs en las células. Tienen en comun que son muy estables en
las células y son cataliticamente activas, siendo capaces de fosforilar a la
coilina en Serl84. Ademds, hemos observado que las dos variantes
interaccionan con coilina de forma similar a la quinasa wt. En el estudio en el
qgue se han descrito las variantes R2191 y W254L de VRK1, se observd una
pérdida significativa del nimero de los cuerpos de Cajal en motoneuronas,
asi como de los niveles de la quinasa [98]. En nuestros experimentos hemos
visto que la variante R219I es estable en la célula y cataliticamente mas
activa que la quinasa wt, mientras que W254L es inestable y no es activa. No
obstante, no hemos estudiado cémo se comportan las dos juntas en las

células. Podria existir una regulacion entre las dos variantes.

En presencia de las variantes T228M y R387H, se forman menos CBs en
las células de los presentan con la quinasa wt. Sin embargo, un gran nimero
de células los siguen rescatando correctamente. Estas dos variantes son muy
estables en las células, pero tanto su interaccién con la coilina como su
fosforilacién es mucho menor que en presencia de la quinasa VRK1 wt,
pudiendo ser este el motivo por el que el ensamblaje de los CBs se vea
alterado en estas células. Por su parte, la mayoria de las células que expresan
L195V tampoco rescatan la formacidn correcta de estas estructuras. La corta
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vida media de esta variante en las células y la pérdida de interaccién con
coilina pueden estar favoreciendo que los CBs no se formen como debiesen.

De esta forma, si los cuerpos de Cajal no se llegan a formar, o si su
ensamblaje es defectuoso, la coilina y todos los componentes que se
agrupan en estos suborganulos ya no se encontraran acumulados en ellos.
Por tanto, seria importante estudiar el destino de estas proteinas, como
SMN1, ataxina-1, en ausencia de VRK1, ya que nos podria dar pistas de su
papel en la patogénesis del complejo fenotipo neurolégico asociado a
mutaciones en esta quinasa. VRK1 podria ser un nexo comun de estos
fenotipos asociados a las motoneuronas. Todo esto se desarrollard en el
siguiente apartado de la discusion.

8. Efecto de VRK1 en SMN y VCP

VRK1 interacciona y forma complejos con distintas proteinas en las
células. Se ha descrito que interacciona directamente y fosforila a las
proteinas involucradas en dafio génico TIP-60, a la histona H2A.X, 53BP1,
NBS1 o p53 [38-49-191]. No obstante, VRK1 también interacciona con otras
proteinas, como con coilina, formando complejos proteicos. En el
laboratorio, se analizé por espectrometria de masas posibles proteinas que
interaccionarian con VRK1, identificandose, entre otras, SMN y VCP. Se ha
visto que estas dos proteinas tienen mucha importancia en enfermedades
neurodegenerativas. Los pacientes que expresan las variantes de VRK1
padecen desérdenes neuronales muy heterogéneos en cuanto al cuadro
clinico que presentan y a las diversas mutaciones en genes descritas
asociadas a ellas. De esta forma, quisimos estudiar la relacién de la quinasa
con SMN, VCP y coilina en las células. Vimos que las cuatro proteinas
interaccionaban entre si en el nucleo, observandose también en el citosol la
interaccion VCP-SMN. La ATPasa VCP es una proteina muy abundante y
ubicua que se localiza tanto en el nucleo como en el citosol, mientras que
SMN se encuentra mayoritariamente en el citosol y, en el nucleo, en las
geminas y cuerpos de Cajal, donde interacciona con coilina a través de su
dominio Tudor [121]. VRK1, a su vez, también es una proteina nuclear, por lo
que cabria esperar que la interaccién entre todas estas proteinas se llevase a
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cabo en el nucleo, mientras que VCP y SMN también podrian interaccionar
en el citosol.

Se ha observado que la coilina es inestable cuando VRK1 no se expresa en
la célula y la fosforilacion de su residuo Serl84 no se lleva a cabo,
degradandose via proteasoma citosodlico [117]. Por ello, analizamos el efecto
del silenciamiento de la quinasa humana en la estabilidad de SMN y de VCP.
Observamos que el silenciamiento de VRK1 no afecta a la estabilidad de VCP.
Previamente, habiamos visto en el laboratorio que, durante la mitosis, la
deplecién de VRK1 de las células hace que se disminuyan los niveles de
fosforilacién de VCP durante esta fase [224]. Sin embargo, no conocemos si
esta fosforilacion es directa o si existen otras quinasas que fosforilan a VCP
cuya actividad dependen de VRK1. Se han descrito varios residuos en el
extremo carboxilo terminal de la ATPasa fosforilables por las quinasas ATM,
ATR, DNA-PK ante dafio génico [225]. La actividad de ATM estd en parte
regulada por VRK1 y, ademas, VRK1 es una proteina que se activa ante dafo
génico. Asi, la fosforilacién de VCP en esta situacion dependeria de VRKI.
Dado que VCP es muy abundante en la célula (constituye un 1% de la
proteina total celular) y participa en numerosos procesos, se encuentra
altamente regulada. Parece que tanto la fosforilacién como la acetilacién y
sumoilacidn de distintos residuos juegan un papel importante en ello, por lo
que la estabilidad de esta ATPasa no parece depender solo de su
fosforilacién por VRK1 u otras quinasas. Se han descrito distintos residuos de
fosforilacién en su extremo carboxilo terminal importantes en la regulacion
de las interacciones con distintas proteinas adaptadoras. Ademas, se ha visto
que la acetilacion del residuo Lys696, aumenta la actividad ATPasa de la
proteina [226].

Por otra parte, en estudios previos se ha visto que SMN no es sustrato de
VRK1 [199]. Se ha descrito que mayoritariamente, la estabilidad de SMN
viene determinada por su capacidad de oligomerizacidon. Mutaciones en los
dominios de interaccién con las geminas o de su interaccion con otras
moléculas de SMN, hace que la vida media de la proteina disminuya [227].
Observamos que el silenciamiento de la quinasa no estaba afectando a su
estabilidad, lo que podria indicarnos que su capacidad de oligomerizacidon no
se veria afectada. También se ha descrito que esta estabilidad de SMN estd
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controlada, en parte, por PKA, cuya actividad depende de la concentracion
de AMPc. De hecho, la sobrexpresién de esta quinasa y de AMPc, provoca la
subida de los niveles proteicos de SMN al promover la interaccién de SMN
con las geminas.

Observamos, por medio de RT-PCR cuantitativa, que al silenciar VRK1 los
niveles de ARN mensajero de VCP no se afectaban, mientras que los de SMN
aumentaban significativamente. Se ha observado el aumento de los niveles
de expresion de VCP ante situaciones de estrés celular, como hipoxia [226].
Al participar tanto VCP como VRK1 en la reparacion del dafio génico, podria
ser que en estos casos si que hubiese cambios en los niveles de expresion de
VCP y que con la deplecién de la quinasa se viesen alterados. Por otra parte,
se han descrito dos dominios CRE (del inglés cAMP response elements) en el
promotor de SMN. VRK1, al igual que PKA, fosforila a CREB1 en la serina 133,
lo que facilita su unién a los dominios del promotor de SMN, promoviendo la
transcripcién génica de la proteina [27]. No obstante, observamos que, por el
contrario, el silenciamiento de la quinasa conlleva un aumento del ARNm
SMN. Se piensa que, por el contrario, la fosforilacién de la serina 142 de
CREB1 bloquea la transcripcién de genes ya que no se forma el complejo
CREB-CBP (co-activador) [228]. Podria ser que VRK1 fosforilase a la proteina
en este residuo, lo que explicaria la activacidon del promotor de SMN ante el
silenciamiento de la quinasa. Esto se podria demostrar mutando los sitios
CRE del promotor, para observar si la quinasa tiene efecto en el promotor o
si la transcripcidon de SMN es independiente de la fosforilacion de CREB1.

También estudiamos la localizacion de las proteinas VCP y SMN cuando se
silenciaba VRK1. SMN se encuentra difuso por el citosol y aparece en los
cuerpos de Cajal y geminas, donde realiza su funcién. Sin embargo, al
silenciar la quinasa, los niveles de fluorescencia en el citosol aumentan
significativamente y disminuyen el ndmero de puntos localizados en el
nucleo. Esto parece indicar que SMN se desplaza de los cuerpos de Cajal, que
no se llegan a ensamblar, al citosol en las células que no presentan VRK1.
VCP, en cambio, aparece sobre todo difuso en el citosol en las células. No
obstante, cuando se silencia el gen VRK1, aumenta significativamente su
nivel de fluorescencia en el nucleo. Sin embargo, esto no se observa en los
ensayos de fraccionamiento nucleo/citosol. VCP, al ser una proteina muy
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abundante y estable en las células, puede que estén ocurriendo ligeras
fluctuaciones que sean indetectables mediante Western blot. El cambio de la
localizacién de esta proteina podria deberse a que las células que no
expresan VRK1 acumulan mdas dafio en el ADN. VCP se podria estar
desplazando al nucleo y asi actuar en reparacién de esta molécula. Se ha
descrito que la fosforilacidn del residuo Ser784 de VCP por las quinasas ATM,
ATR y DNA-PK se lleva a cabo ante dafio en el ADN, haciendo que la proteina
sea mds eficiente ayudando a eliminar sustratos poliubiquitinados, como
L3MBTL1, mas rapidamente [225]. De esta forma, al producir dafio génico en
las células con doxorrubicina, observamos un aumento significativo de VCP
en el nucleo. El dafio producido lo observamos por medio de un ensayo
TUNEL, viendo que las células a las que se ha deplecionado la quinasa, pero
no se han tratado con el compuesto, presentan mayor dafio génico, y un
aumento de fluorescencia de VCP en el nucleo, no tan elevado como cuando
se tratan las células con doxorrubicina. Asi, podriamos concluir que el
aumento de VCP en el nucleo podria ser debido a que las células que no
expresan la quinasa VRK1 presentan mds roturas en el ADN, y esta proteina
se desplaza al nucleo para ayudar en la reparacién de dicha molécula. Sin
embargo, no podemos descartar que VRK1 tenga otras funciones o que haya
otras causas por las que VCP se desplaza cuando no se expresa la quinasa. Se
ha descrito que la sumoilacién de VCP ante situaciones de estrés promueve
su traslocacién al nucleo y a los granulos de estrés, aumentando el
ensamblaje de los hexameros, alterando las interacciones con distintos
cofactores y facilitando la degradacién proteica asociada al reticulo
endoplasmatico [229]. Ademas, las quinasas ULK1/2 (del inglés Unc-51 like
autophagy activating kinase) se encuentran en dichos granulos de estrés y
son capaces de fosforilar a VCP en los residuos Ser13, Ser282 y Thr761,
aumentando su actividad ATPasa, favoreciendo la recuperacién de la célula a
un estado normal [230].

Por ultimo, nos propusimos estudiar si la relacién de SMN y VCP se veia
modificada cuando se silenciaba VRK1, con el objetivo de intentar explicar el
efecto de la deplecion de VRK1 sobre complejos proteicos importantes en
enfermedades neurodegenerativas. Vimos que la interaccién entre estas dos
proteinas aumentaba, sobre todo en el citosol. Cuando no estd presente la
quinasa, la mayor parte de la proteina SMN se encuentra en el citosol, donde
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puede interaccionar con VCP. Hemos observado, que cuando VRK1 se
encuentra presente en la célula, pero apenas tiene actividad catalitica
(células paradas en GO0), la interaccion VCP-SMN se mantiene igual que en la
condicién control. En esta fase, tampoco hay cuerpos de Cajal, pero la
cantidad de SMN en el citosol permanece sin alteraciones (datos no
mostrados). Parece que VRK1 sigue interaccionando con VCP y SMN en el
nucleoplasma, evitando la salida de SMN al citosol, por lo que quedaria
menos proteina SMN y VCP libre para interaccionar entre ellas comparado
con cuando no se encuentra la quinasa en la célula. De hecho, cuando se
silencia VRK1 y se analizan las interacciones de las proteinas durante el ciclo
celular, vemos que la interaccién SMN-VCP es mdaxima cuando las células se
encuentran en fase G2/M, asi como cuando estan paradas en GO y la quinasa
se encuentra silenciada.
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. Sl Nucleo vep @
Nucleo VN ey
o D -
@ vep i - Ve
( ) LS S coil
siControl RKINS) @ MY My vk wrkover €
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Figura 71. Modelo de la interaccion VCP-SMN durante el ciclo celular cuando la
quinasa VRK1 esta presente o ausente. Cuando las células no estan en divisidn,
existen cuerpos de Cajal y VRK1, SMN, VCP y coilina interaccionan en el nucleo y
SMN y VCP también lo hardn en el citosol. Cuando se silencia la quinasa, los CBs
desaparecen, desplazandose SMN al citosol y VCP al nucleo. Al existir mas SMN vy
VCP libre en la célula sin formar complejos con VRK1, la interaccion SMN-VCP sera
mayor. En fase GO, las células (no neuronales) no poseen CBs y VRK1 no tiene apenas
actividad quinasa. La interaccion SMN-VCP se mantiene igual que en fase G1. Al
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silenciar la quinasa VRK1 durante esta fase, la interaccion SMN-VCP aumenta, dado
que existe mas proteina libre en la célula que puede interaccionar. Durante G2/M,
todas las proteinas se encontrardn en el mismo compartimento celular
interaccionando. Cuando no se expresa VRK1, el resto de proteinas seguiran
interaccionando.

Dado que hemos observado cambios tanto en la interaccién de las
proteinas como en la localizacidon subcelular y niveles de expresién génica
cuando se silencia VRK1, analizamos qué ocurria en presencia de las
variantes patogénicas de la quinasa, e intentamos de este modo explicar
algunas de las alteraciones que se producen en las células de los pacientes
descritos.

Asi pues, observamos que todas las variantes tanto humanas como
murinas interaccionaban con SMN, mientras que parecia que se perdia la
interaccion de VCP con alguna de ellas, tanto en células asincrénicas como
cuando se encuentran en mitosis, cuando la interaccidon es maxima entre
estas proteinas. Conocemos que SMN interacciona con VRK1 por su extremo
amino terminal (1-267 aa) al igual que la coilina, mientras que VCP lo hace
por el carboxilo terminal (267-396 aa) [199-224]. Sin embargo, parece que
los residuos involucrados en la interaccion con SMN no son los que aparecen
mutados. Viendo la posicién de todas las mutaciones de VRK1 en su
estructura tridimensional, observamos que Gly135, Arg241, Thr256, Asp267,
Arg321 y Arg358 se encuentran dispuestos en la superficie con la que VCP
interaccionaria (Figura 72). Esto podria explicar la pérdida de interaccion de
VCP con dichas variantes.
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D267 D263

Figura 72. Estructura tridimensional de VRK1 en la que se muestran algunos de los
residuos que se encuentran dispuestos hacia la superficie. Se representa en color
amarillo la regién de interaccién con VCP (267-396 aa) y en rojo los residuos
mutados en los distintos pacientes. Figura realizada con Pymol (Schrodinger, LLC,
Portland, OR).

Por otra parte, observamos que en presencia de la mayoria de las
variantes de VRK1, SMN aumenta ligeramente en el citosol a excepcién de
mR219I, donde aparece en los cuerpos de Cajal y en el citosol en niveles
parecidos a la quinasa wt. SMN y VRK1 interaccionan en el nucleoplasma,
donde se encuentra VRK1, pero no la mayor parte de SMN. En presencia de
las variantes de la quinasa ocurriria de igual forma. No se forman los cuerpos
de Cajal y SMN se desplaza hacia el citosol. Sin embargo, el SMN que
guedase libre en el nucleoplasma interaccionaria con las variantes. En el caso
de las células que portan mR219l, los CBs se ensamblan y en ellos se
encontrard SMN al igual que en las geminas. Sin embargo, deberia de ser la
proteina que se encuentre libre en el nucleoplasma la que sigue
interaccionando con esta variante de la quinasa.
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En relacién con los cambios de los niveles de expresién de ARNm de SMIN
en las lineas estables que expresan las variantes de la quinasa, no obtuvimos
resultados concluyentes. No se observan diferencias significativas en dichos
niveles de expresién. Puede ser que el aumento significativo de la
transcripcién de SMN ante el silenciamiento de la quinasa no fuese debido a
la pérdida de fosforilacién de CREB1 por VRK1, sino porque sea necesaria la
quinasa independientemente de su actividad catalitica, para interaccionar
directa o indirectamente con otros factores de transcripcion desconocidos.

Con respecto a la ATPasa VCP, observamos mediante
inmunofluorescencia, que, en presencia de las variantes de VRK1, los niveles
de esta proteina aumentan ligeramente en el nucleo. Sin embargo, este
aumento no es significativo en las lineas que portan mH119R, mL195V,
mR219I y la quinasa inactiva mK179E. Esto indicaria que no estd relacionado
con la actividad catalitica de las variantes. Como se ha mencionado
anteriormente, VCP actua indirectamente en la reparacion del dano en el
ADN participando en la unién del 53BP1 a su marca epigenética H4K20me2, y
activando de esta forma el mecanismo de reparacion [179]. Por ello,
comprobamos que al silenciar el gen VRK1 humano de las células de las
lineas estables, se acumula mas dafio en el ADN, independientemente de la
actividad catalitica que poseyeran las variantes. No obstante, se observé que
las células que poseian VRK1 murina wt, mH119R, mR219l, mL195V no
acumulaban casi dafio, pudiendo ser ésta una explicacién de por qué VCP no
se acumula en el nucleo. Por tanto, parece que el aumento de esta ATPasa
en el nucleo cuando no se expresa VRK1 puede estar relacionado con el dafio
génico acumulado.

Por ultimo, analizamos la interaccién entre VCP y SMN en presencia de las
variantes de la quinasa. Se vio que la interaccién entre estas proteinas es
alta, al igual que cuando no existe la quinasa en las células (linea vacio),
mientras que en presencia de VRK1 murino wt, la interaccion VCP-SMN es
menor. Habiamos visto que la interaccion SMN-VCP aumentaba
significativamente cuando se silenciaba a quinasa. En el caso de las variantes,
SMN sigue interaccionando con todas ellas. Sin embargo, el aumento de los
niveles de esta proteina en el citosol puede ser que sea la causa de que la
interaccion con VCP sea mayor en estas células.
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Figura 73. Modelo de hipdtesis de la interaccion VCP-SMN en las células que
presentan las variantes patogénicas de VRK1. Cuando las células expresan mVRK1
wt se recuperan los cuerpos de Cajal y la quinasa, SMN, VCP y coilina interaccionan
en el nucleo, y SMN y VCP también lo hacen en el citosol. En la linea vacio, al
silenciar la quinasa humana, los CBs desaparecen, desplazdndose SMN al citosol y
VCP al nudcleo. Al existir mas SMIN y VCP libre en la célula sin formar complejos con
VRK1, la interaccion SMN-VCP serd mayor. Al expresarse en la célula las variantes de
mVRK1, no se llegan a formar los cuerpos de Cajal en presencia de la mayoria de
ellas. Todas estas variantes son capaces de interaccionar con SMN, pero la mayoria
no lo hacen con VCP ni con coilina. Asi mismo, los niveles de SMN aumentan en el
citoplasma, interaccionando con VCP.

Si unimos todos los resultados obtenidos, observamos una serie de
procesos celulares alterados en los que la quinasa VRK1 es esencial. La
alteraciéon de todos los mecanismos estudiados estd implicado en el
desarrollo de patologias neurodegenerativas. Durante el desarrollo neural, es
esencial que tanto los progenitores neurales como las neuronas post-
mitéticas migren su lugar especifico del organismo, asi como que se lleve
correctamente la reparacion de las roturas que se produzcan en el ADN y la
regulacién exhaustiva de las marcas epigenéticas como la acetilacion y
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trimetilacion de la lisina 9 y 27 de la histona H3. Asi, hemos observado que
las células que portan las distintas variantes patogénicas de VRK1 descritas
en pacientes, acumulan mas dafio génico que en condiciones normales y
tienen alterada de alglin modo la ruta de reparacion de las roturas de la
molécula. Ademads, hemos visto alteraciones en el patrén epigenético de la
histona H3, que conlleva una represion de la transcripcién génica general,
que podria estar afectando a genes importantes durante la migracion,
desarrollo y diferenciacién neural (tabla 13).

Por otra parte, vimos que las células que poseen la mayoria de las
variantes de la quinasa no son capaces de formar eficientemente los cuerpos
de Cajal, lugar donde se encuentra SMN junto a otras proteinas. Asi, la
biogénesis y maduracidon de las RNPs se vera alterada, y, por tanto, el
metabolismo de los ARNm y la formacion de los telémeros. La regulacion de
la traduccion de los ARNm en los botones sindpticos, asi como el transporte
de estas moléculas a lo largo del citoesqueleto del axén de las neuronas
motoras y nervios periféricos es muy exhaustiva, dado que los axones de
estas células pueden llegar a medir un metro de longitud. Las
ribonucleoproteinas hnRNPs y el complejo SMN son esenciales en estos
procesos, y fallos en ellos conlleva al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como ALS, SMA, FTD o Alzheimer [231-232]. Ademas,
en pacientes con ALS y FTD también se han descrito diversas mutaciones en
la ATPasa VCP, que forma complejos con VRK1 y otras proteinas. Estos dos
desdrdenes tienen en comun la desregulaciéon del procesamiento de los
ARNs y, por tanto, de la homeostasis de las proteinas.

Por ultimo, cabe destacar que también hemos visto que la mayoria de las
variantes patogénicas de VRK1 no rescatan la fosforilacion de la proteina
BAF, necesaria para el desensamblaje de la membrana nuclear durante la
divisidn celular. Esta proteina interacciona con laminina y emerina, y se han
descrito mutaciones en ellas en progerias y laminopatias. Asi, la relacion de
estas proteinas con la quinasa VRK1 abriria un nuevo campo de
investigacion.
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Ntcleo

Progerias
Laminopatias

Figura 74. Esquema donde se representan las enfermedades neurodegenerativas
asociadas a las proteinas estudiadas. Se representa en lineas verdes las
interacciones entre las proteinas y en rojo las enfermedades asociadas. CB: cuerpo
de Cajal; hnRNP: ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares; coil: coilina; SMA:
atrofia muscular espinal; ALS, esclerosis lateral amiotréfica; FTD: demencia
frontotemporal; HSP: paraplejia espastica hereditaria; CMT: Charcot Marie-Tooth o
neuropatia sensitivomotora hereditaria.

Por tanto, tenemos distintas interacciones y fosforilaciones de proteinas
que se deberian de continuar estudiando para conocer el mecanismo
molecular de un conjunto de enfermedades neurodegenerativas y poder
buscar dianas terapéuticas que nos ayuden a encontrar nuevos tratamientos
y evitar la muerte en edades tan tempranas.

Tabla 13. Tabla resumen de los resultados obtenidos en este trabajo. Se muestran
los valores relativos de los experimentos tomando como 1 el valor mas altoy 0 el
mds bajo. Se representa en color gris los ensayos no realizados.
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VRK1 wt
K179E
R133C
G135R
L195V
Y213H
R219I
T228M
V236M
R241C
W254L
T256I
G257S
D263G
D267G
R321C
R358X
W375X
R387H

Estabilidad proteica relat.
(media a las 24h)

o
S
®

I 0,41 I 045 I 0,41 - - | 0,22 I 048
Actividad catalitica relat. - 0,01 | 0,02 - 0,08 | 0,07 | 0,04 - 0,02 - 06 I 0,02 | 0,05 | 0,01 | 0,04 | 0,02 | 0,01 | 0,03 | 0,02 | 0,12 I 03 -
(Media sustratos)
Migracién relat. ! | 0,01 | 0,02 - 05 | 025 l 0,03 | 05 | 05 | 02 | 0,01 | 0,02 I 03 l 0,03 | 002 | 05 | 0,01 | 0,01 I 03 l 02 _
Recuperacion niveles

-0|olololololololololololololol

pTIP-60, H4K16ac,

focos yH2A.X y 53BP1 1
eRsit;L.l?-Ie;aclon patrones 7 | 7 | | | B | B | B | o | o | o | o | 5 | 5 | 5 | |

Recuperaciéon form. CBs

Niveles pCoilina celulares 0

Interacc. variantes-coilina

E EEE

Interacc. variantes-SMN

Subida relativa SMN citos. 2

Interacc. variantes-VCP

Subida relativa VCP nuclear 3

1 Migracion: Area herida inicial-final a las 24h (media 2 lineas). Se toma el valor mas alto de diferencia como 1 y se relativizan los valores respecto a él.

2 Subida relativa de los niveles de SMN en el citosol de las lineas. Se representa la diferencia de los niveles SMN citos./A en las lineas que expresan VRK1 - niveles SMN citos./A en
las lineas que no expresan VRK1. Se toma el valor mas alto de diferencia como 1 y se relativizan los valores respecto a él.

3 Subida relativa de los niveles de VCP en el nlcleo de las lineas. Se representa la diferencia de los niveles VCP nuclear/A en las lineas que expresan VRK1 - niveles VCP nuclear/A
en las lineas que no expresan VRK1. Se toma el valor mas alto de diferencia como 1y se relativizan los valores respecto a él.
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1. Las variantes de VRK1 presentan distinta estabilidad proteica, pudiendo
clasificarlas en tres grupos: variantes estables (P79L, R219l, T228M,
G257S, D263G, W375X y R387H), ligeramente inestables (Y213H, T256l1 y
D267G) e inestables (W254L y R241C). La inestabilidad es debida a la
alteracion del plegamiento correcto de la quinasa.

2. Las variantes R89Q, L195V, R2191 y R387H, y en menor medida T228M y
W375X, presentan actividad quinasa, autofosforilandose y fosforilando a
distintos sustratos. El resto de las variantes estudiadas (P79L, Y213H,
R241C, W254L, T256l, G257S, D263G y D267G) muestran una actividad
catalitica residual.

3. La capacidad de migracion celular se ve reducida en las lineas celulares
estables que presentan las variantes de la quinasa VRK1 murina mP79L,
mR89Q, mH119R, mG135R, mL195V, mY213H, mV236M, mS256l,
mD267G y mR321C.

4. Las células que presentan las variantes VRK1 murina mR89Q, mY213H y
mD263G acumulan mds dafio oxidativo en el ADN, reflejado en la
presencia de 8-oxo-G, que cuando expresan la quinasa wt.

5. Ninguna de las lineas celulares estables que presentan las 20 variantes de
VRK1 murina estudiadas recuperan la reparacién del dafo en el ADN
generado con doxorrubicina. mR89Q, mL195V y mR219l presentan
actividad quinasa in vitro, fosforilando los sustratos TIP-60, H2A.X y 53BP1
ante dafio génico. Sin embargo, en presencia de dichas variantes, no se
recupera la fosforilacion de TIP-60 in vivo, encontrandose de esta forma
alterada la respuesta de reparacion.

6. Los patrones de acetilacion y trimetilacion de las lisinas 9 y 27 de la
histona H3 se ven alterados en las lineas celulares estables que portan las
variantes murinas R89Q, Y213H y D263G, favoreciendo un estado de
represioén transcripcional global en dichas células.

7.5olo las células que presentan mR89Q y mR219l logran rescatar
eficientemente el ensamblaje de los cuerpos de Cajal. Las células que
expresan mR89Q, mL195V, mR219l, mT228M y mR387H presentan
fosforilada la coilina en el residuo serina 184 durante fase G2/M, lo que la
protege de su degradacidn. Sin embargo, se mantiene la interaccién de
las variantes R89Q y R219I con coilina, mientras que se pierde con L195V,
T228M y R387H.
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8. VRK1, SMN, VCP y coilina interaccionan en el nucleo. Ademds, SMN y VCP
también lo hacen en el citosol.

9. El silenciamiento de la quinasa VRK1 promueve la translocacién de SMN
al citosol y VCP se recluta al nucleo. El incremento de los niveles nucleares
de VCP podrian deberse al papel que tiene esta proteina en la respuesta
de reparacién del dafio en el ADN.

10. El incremento de los niveles de SMN citosélicos se presenta en la mayoria
de las lineas celulares estables que expresan las variantes de VRK1
murina.

11. En las células que expresan las variantes de la quinasa, al igual que
cuando se depleciona VRK1, la interaccion SMN y VCP es mayor que
cuando se presenta VRK1 wt.
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-ANEXO 1 -

Anexo 1. Ensayo de cierre de herida en las lineas celulares estables Hela. A. Western blot de las muestras, donde se observa el efectivo
silenciamiento de VRK1 endégeno y la expresion de las variantes de mVRK1 en las lineas estables. B. Capturas de imagen de las heridasalas 0y
24 h. Se sembraron células de las lineas HelLa en placas de 24 pocillos. Pasadas 24 h se silencié el gen VRK1 humano con siARN-02 especifico del
geny un siControl. Pasadas 24 h se elimind el suero del medio. A las 72 h, se realizaron las heridas y se tomaron fotos de campo claro cada 10 min
durante 24 h. Se cuantificé el area de la herida utilizando el programa ImageJ. Se representa la foto tomada a las 0 y 24 horas, y la correspondiente
grafica donde se muestra el cierre de la herida en las lineas con VRK1 enddgeno (control de migracidn de la linea con VRK1) y sin él (sélo se expresa
la variante patogénica). El experimento se realiz6 dos veces, obteniendo resultados similares. Se representa una réplica.
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Anexo 2. Ensayo de cierre de herida en las lineas celulares estables A549. A. Western blot de las muestras, donde se observa el efectivo
silenciamiento de VRK1 enddgeno y la expresion de las variantes de mVRK1 en las lineas estables B. Capturas de imagen de las heridas alas 0y
24 h. Se sembraron las células de las lineas A549 en placas de 24 pocillos. Pasadas 24 h se silencié el gen VRK1 humano con siARN-02 especifico
del gen o un siControl. Pasadas 24 horas se eliminé el suero del medio. A las 72 h, se realizaron las heridas y se tomaron fotos de campo claro
cada 10 min durante 24 h. Se cuantifico el area de la herida utilizando el programa ImageJ. Se representa la foto tomada a las 0 y 24 horas, y la
correspondiente grafica donde se muestra el cierre de la herida en las lineas con VRK1 enddgeno (control de migracién de la linea con VRK1) y sin
él (sélo se expresa la variante patogénica). El experimento se realizé dos veces, obteniendo resultados similares. Se representa una réplica.
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Anexo 3. Las variantes patogénicas de VRK1 no son capaces de rescatar la acetilacion
de la H4K16 ante dafio en el ADN. Se sembraron células de las lineas estables A549 y
se trataron a las 24 h con dos siARNs especificos del gen VRK1 humano y un siControl.
A las 24 h se quitd el suero del medio. Tras 48 h, se anadié doxorrubicina 10 uM
durante 2 h y se trataron las células para analizarlas en el microscopio confocal. A.
Inmunofluorescencia donde se marca la H4K16ac con un anticuerpo especifico y VRK1
enddgeno con a-1B5 (M). No se incluyen las variantes mR89Q, mY213H, mD263G. B.
Cuantificacién de la fluorescencia de H4K16ac por area celular de 100 células con el
programa ImageJ y se analizaron los datos con IBM SPSS 25. Se utiliz6 el test no
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-hoc Bonferroni *p<0.05;
**p<0.005; ***p<0.0005.
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Anexo 4. Las variantes patogénicas de VRK1 no son capaces de rescatar la formacion
de focos de yH2A.X ante dafio en el ADN. Se sembraron células de las lineas estables
A549 vy se trataron con dos siARNs especificos del gen VRK1 humano y un siControl. A
las 24 h se quitd el suero del medio. Tras 48 h, se afiadié doxorrubicina 10 uM durante
2 h y se trataron las células para analizarlas en el microscopio confocal. A.
Inmunofluorescencia donde se marcan los focos de yH2A.X con un anticuerpo
especifico y las variantes de mVRK1 con a-HA (R). No se incluyen las variantes mR89Q,
mY213H, mD263G. B. Cuantificacién de la fluorescencia de los focos de yH2A.X por
area celular de 100 células con el programa ImageJ y se analizaron los datos con IBM
SPSS 25. Se utilizd el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-
hoc Bonferroni *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005.
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Anexo 5. Las variantes patogénicas de VRK1 no son capaces de rescatar la formacion
de focos de 53BP1 ante dafio en el ADN. Se sembraron células de las lineas estables
A549 vy se trataron con dos siARNs especificos del gen VRK1 humano y un siControl. A
las 24 h se quitd el suero del medio. Tras 48 h, se afiadié doxorrubicina 10 uM durante
2 h y se trataron las células para analizarlas en el microscopio confocal. A.
Inmunofluorescencia donde se marcan los focos de 53BP1 con un anticuerpo
especifico y VRK1 endégeno con a-1B5 (M). No se incluyen las variantes mR89Q,
mY213H, mD263G. B. Cuantificacién de la fluorescencia de los focos de 53BP1 por
area celular de 100 células con el programa ImageJ y se analizaron los datos con IBM
SPSS 25. Se utilizd el test no paramétrico Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post-
hoc Bonferroni *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005. C. Western blot de las muestras en
los que se observan los controles de los anexos 3, 4 y 5: el silenciamiento efectivo de
VRK1 enddgeno y la correcta expresion de mVRK1 de las lineas estables.
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- ANEXO 6 -

Anexo 6. Elsilenciamiento de la quinasa no afecta a la estabilidad de VCP ni de SMN,
mientras que la coilina es mas inestable cuando VRK1 se encuentra ausente. A.
Western blot en el que se observa la estabilidad de VCP, coilina y SMN en presencia y
ausencia de VRK1. Se sembraron células HEK-293T y pasadas 24 horas se silenci6 el
gen VRK1 con un siARN especifico. Tras 48 horas, se trataron las células con
cicloheximida 50 pg/ml y se analizd la expresion de las proteinas a los tiempos
marcados por Western blot utilizando anticuerpos especificos. Se realizaron 3
ensayos. Solo se muestra una réplica. B. Grafica de la estabilidad de VCP. Se
cuantificaron los niveles relativos de VCP usando la B-actina como control y se
representaron en un grafico las medias y desviaciones estdndar de los ensayos. C.
Grafica de la estabilidad de coilina. Se cuantificaron los niveles relativos de coilina
usando la B-actina como control y se representaron en un gréafico las medias y
desviaciones estandar de los ensayos. D. Grafica de la estabilidad de SMN. Se
cuantificaron los niveles relativos de SMN usando la B-actina como control y se
representaron en un grafico las medias y desviaciones estandar de los ensayos.
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