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Traduccion al castellano tesis doctoral Elena Navarro Carrasco

Titulo:

Funciones de VRK1 en respuesta a dafio génico y estrés oxidativo y sus

implicaciones en nuevas terapias contra el cancer.
Resumen:

VRK1 es una serina treonina quinasa que fue caracterizada en 1997. VRK1,
junto con VRK2 y VRK3, forma la familia de las casein quinasas. VRK1 es
principalmente nuclear y se expresa en todos los tejidos, especialmente en los mas
proliferativos. Esta quinasa esta compuesta por 396 aminoacidos. Su estructura se
compone principalmente de un dominio quinasa en su region N-terminal, en el que
se encuentra el sitio catalitico y el sitio de union al ATP y una region flexible en
su region C-terminal, la cual es susceptible a sufrir modificaciones que regulan la

actividad de la quinasa.

A lo largo de las Gltimas décadas, se ha asociado a VRK1 con multiples
procesos imprescindibles para el correcto funcionamiento celular, entre los cuales
se incluyen la respuesta a dafio génico, la remodelacion de la cromatina y la
regulacion del ciclo celular. A su vez, se han descrito numerosas proteinas que son
dianas directas de VRK1, entre las que se incluyen factores de transcripcion como
p53, c-Jun, CREB y Sox2; proteinas relacionadas con la respuesta a dafio génico
como 53BP1, H2AX, NBS1 y Tip60; proteinas implicadas en la remodelacion de
la cromatina como las histonas H3 y H2A; y otras proteinas nucleares como
BANFL1 vy coilina.

Asimismo, se ha relacionado la desregulacion del funcionamiento de VRK1
con diferentes patologias humanas. Por una parte, la sobreexpresion de la quinasa
estd asociada al mal pronostico de diferentes tipos de cancer como el de mama,
higado, pulmoén y diferentes gliomas. Ademas, en los Gltimos 5 afios, se han
descrito 25 variantes patogénicas de VRK1 cuyos pacientes que las sufren

desarrollan enfermedades neurodegenerativas con diferentes cuadros clinicos



como atrofia espinal muscular, esclerosis lateral amiotrofica, neuropatias motoras

distales, microcefalia, hipoplasia ponto cerebelar y ataxia.

Por todo ello, es este trabajo nos hemos centrado en elucidar diferentes
funciones de VRK1 y proponer aplicaciones de su inhibicion en tratamientos
contra el cancer. Por una parte, nuestro primer objetivo ha sido estudiar el efecto
de la delecion de VRKL1 en la respuesta a dafio génico causada por temozolomida
(TMZ) y olaparib en células de glioblastoma, asi como su implicacion en la muerte

de células tumorales.

Glioblastoma multiforme (GBM) se considera el tumor cerebral maligno
méas comun. La supervivencia media de los pacientes que presentan GBM es de
12.6 meses con un 90% de mortalidad en los primeros 5 afios. Actualmente, el
tratamiento del GBM comprende cirugia, quimioterapia con TMZ y radioterapia.
Sin embargo, la proporcion de pacientes que desarrollan resistencia al tratamiento
debido a la rapida reparacion del dafio que se produce en las células tumorales hace

que su pronostico sea muy grave.

Por todo ello, en esta tesis doctoral hemos estudiado el efecto de la ausencia
de la quinasa humana VRK1 en la acumulacion del dafio y en la respuesta de
reparacion tras el tratamiento con TMZ y olaparib (un inhibidor de PARP-1 usado
con sensitizante) en células de GBM. Para nuestros estudios hemos utilizado
técnicas de inmunofluorescencia, WB, estudios de fosfoprotedmica y citometria
de flujo. Hemos observado que, en ausencia de VRK1, se produce una
acumulacion del dafio génico tras el tratamiento con TMZ y olaparib. Ademas,
hemos observado que, en ausencia de la quinasa, hay una alteracion en diferentes
rutas de respuesta a dafio génico tras dichos tratamientos. Para analizar las
consecuencias que la acumulacién del dafio y la desregulacion de la respuesta a
dafio génico podria tener, hemos estudiado el efecto de la deplecion de VRK1
sobre la muerte celular en células de GBM. Hemos observado que, en ausencia de
VRK1 vy tras los tratamientos con TMZ y olaparib, hay un incremento en la muerte

de las células tumorales.



Teniendo en cuenta estos resultados, proponemos la inhibicién de VRK1
con farmacos especificos para la desregulacion de la respuesta a dafio génico como

tratamiento de GBM en una estrategia de letalidad sintética.

Por otra parte, el segundo objetivo de este trabajo de tesis doctoral es el
estudio de la funcion de VRKL1 en la remodelacion de la cromatina en respuesta a

estrés oxidativo.

Las especies reactivas (principalmente especies reactivas de oxigeno o
ROS) se producen en las células en circunstancias normales debido al metabolismo
celular o por factores externos. La acumulacion de ROS por un mal
funcionamiento de los procesos encargados de su regulacion da lugar a la
produccion de estrés oxidativo en las células. La acumulacion de ROS produce la
oxidacion de componentes celulares como el DNA, proteinas y lipidos, alterando
la homeostasis celular. Por todo ello, la exposicion prolongada a estrés oxidativo
estd asociada con el desarrollo de enfermedades humanas como el cancer o las

enfermedades neurodegenerativas.

Las células tumorales presentan un estrés oxidativo crénico debido a su alto
metabolismo. Este estado causa mutagénesis y inestabilidad genémica. Numerosos
tratamientos de cancer aprovechan para incrementar este estrés oxidativo y dar

lugar a la muerte de las células tumorales.

En este trabajo estudiamos el papel de VRK1 en la respuesta temprana a
estrés oxidativo mediante la regulacion de la remodelacion de la cromatina. Para
nuestros estudios hemos utilizado técnicas de inmunofluorescencia, WB, estudios
de fosfoprotedOmica y ensayos quinasa radiactivos. Primeramente, hemos
observado una rapida y transitoria activacion de VRK1 tras la exposiciéon de
células tumorales a perdxido de hidrégeno. Ademas, hemos observado que, el
tratamiento con peroxido de hidrogeno en ausencia de la quinasa produce una
acumulacidn de estrés oxidativo y, como consecuencia, una acumulacién de dafio
génico en células tumorales. Asimismo, hemos detectado una desregulacion en la

fosforilaciébn de numerosas proteinas implicadas en la remodelacion de la



cromatina, asi como en las modificaciones post-traduccionales de histonas

asociadas a las mismas.

Por todo ello, nuestros resultados sugieren que VRK1 tiene un papel
fundamental en la respuesta a estrés oxidativo mediante la remodelacion de la
cromatina. A su vez, su inhibicién podria dar lugar a una acumulacién de estrés
oxidativo, lo que podria potenciar el efecto de farmacos que causan estrés

oxidativo como estrategia de tratamiento en diversos tipos de cancer.



Conclusiones:

1.

La deplecién de VRK1 altera la fosforilacion diferencial de proteinas clave
en la respuesta a dafio génico y en la remodelacion de la cromatina tras la
induccion de dafio génico en células tratadas con doxorrubicina.

La induccion de dafio en el DNA y de la respuesta a dafio es independiente
de los niveles de MGMT en celulas de glioblastoma.

El tratamiento con olaparib sensitiza las células de GBM al dafio génico
producido por TMZ.

La ausencia de VRK1 altera la respuesta al dafio genico inducida por el
tratamiento con TMZ vy olaparib, alterando la acetilaciéon de la H4K16, la
dimetilacion de la H4K20 y la formacion de focos de 53BP1 y YHAX, lo
que lleva a una acumulacion de dafio en el DNA.

La depleciéon de VRK1 potencia la muerte de células de GBM en respuesta
a la exposicion a TMZ y olaparib.

En respuesta a estrés oxidativo, VRK1 se fosforila y activa en la linea
celular tumoral A549.

La deplecion de VRK1 induce la acumulacion de estrés oxidativo y dafio
en el DNA tras el tratamiento con perdxido de hidrogeno en la linea celular
A549.

La ausencia de VRKL1 revierte el estado de fosforilacion de proteinas
implicadas en la remodelacion de la cromatina en células tratadas con
peroxido de hidrogeno.

La deplecion de VRK1 altera el patron de PTMs de histonas en respuesta al

tratamiento con peroxido de hidrogeno.
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